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BELIiRLENMESI
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GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI:YRD. DOC. DR. OZLEM AYTEKIN)
DENIZLi, OCAK - 2016

Bu calismada, Dipeptidil peptidaz 1V enziminin (DPP IV, EC 3.4.14.5) Uretimi
saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir. Dipeptidil peptidaz IV enzimi tum
doku, organ ve sistemlerin diizenlenmesinde rol alan, nérolojik, immunolojik ve
gastroenterolojik agidan arastirilan onemli bir enzimdir. Enzimin Uretiminde
Lactococcus lactis spp. lactis susu kullanilmistir. Uretim icin kullanilan
inokiilasyon orami %35 olarak belirlenmistir. Uretim sonrasinda hiicreler
sonikasyon ile pargalanmig, sonikasyon islemi optimize edilmis ve optimum
parcalama parametreleri 28 dakika, %91 gii¢ ve dongili 3 olarak belirlenmistir.
Par¢alama islemi ile hiicre disina ¢ikarilan enzime ultrafiltrasyon ve %70
amonyum stlfat c¢oktirmesi uygulanmistir. On islemleri yapilan enzim iyon
degistirici kolon ve jel filtrasyon kolonundan gecirilerek %759,29 oraninda
saflagtirilmistir. Saflastirma islemi sonucunda spesifik aktivite 11151,154 mU/mg,
verim %6,9 ve saflasgtirma katsayisi 22,54 olarak hesaplanmistir. Elde edilen
fraksiyonlarin SDS-PAGE analizi ile safligi, kiitle spektrometrisi ile peptit dizilisi
ve molekiil agirlig1 belirlenmistir. DPP IV enziminin molekiil biyiikligi 87,58
kDa olarak bulunmustur. DPP IV enziminin Kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi
icin yapilan ¢alismalar sonucunda optimum sicaklik 40°C ve optimum pH 8,0
olarak bulunmus; spesifik substrat Gly-Pro-pNA olarak belirlenmis; EDTA,
PMSF, Mg*? Ca*? Fe*?,Zn*? Hg*? iyonlar1 ve Gly-Pro-Phe, Gly-Pro-Ile, Phe-Val-
Val-Asn-Ala peptit dizileri kullanilarak inhibisyon mekanizmalar1 galisilmis
Hg*?Zn*?ve Ca*? iyonlarimin en yiiksek inhibitér etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Saflagtirilan enzim ticari enzimlerle kiyaslanmis ve saflastirilan enzimin enzim
aktivitesinin en yiiksek aktiviteye sahip ticari enzimin 14,32 kati oldugu
belirlenmistir. Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore Lactococcus lactis spp.
lactis 'ten elde ettigimiz ve saflastirdigimiz DPP IV enzimi ticari enzimler ile
rekabet edebilecek diizeyde bir enzim aktivitesine sahip bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Dipeptidil peptidaz 1V, protein saflastirma,
enzim Kinetigi



ABSTRACT

DETERMINATION OF KINETIC PROPERTIES OF DIPEPTIDYL
PEPTIDASE IV ENZYME FROM Lactococcus lactis spp. lactis
MSC THESIS
SEVDA ARISOY
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. OZLEM AYTEKIN)
DENIZLI, JANUARY 2016

In this study, production, purification and partial characterization of Dipeptidyl
peptidase 1V (DPP IV, EC 3.4.14.5) enzyme were performed. Dipeptidyl
peptidase IV is an important enzyme that involve in the regulation of all tissues,
organs and systems. The enzyme has been investigated neurological,
immunological and gastroenterological studies. Lactococcus lactis spp. lactis
strains were used for the enzyme production. Inoculation ratio was determined as
5%. After production, the cells were disrupted by sonication. Optimized
sonication parameters were found as 28 min, 3 cycle and power 91%.
Ultracentrifugate and ammonium sulfate precipitation (70%), ion exchange
column and gel filtration column were performed to extracted enzyme. As a result
of the purification process, specific activity of the enzyme, yield and purification
fold was 11151,154 mU/mg, 6,9% and 22.54, respectively. The molecular weight
of the enzyme was 87,58 kDa and the purity was calculated as 59.29%. The
optimum temperature value was measured as 40°C and optimum pH value was
found as 8.0. As a specific substrate Gly-Pro-pNA had more affinity to the
enzyme than Ala-Pro-pNA. Inhibition mechanisms were conducted by using
EDTA, PMSF, Mg*?, Ca*, Fe*?, Zn*2, Hg*?ions and Gly-Pro-Phe, Gly-Pro-lle,
Phe-Val-Val-Asn-Ala peptide sequences. Hg"?, Mg and Ca*? ions were have the
highest inhibitor effect. The purified enzyme was compared with commercial
enzymes, and the enzyme activity of purified DPP IV enzyme was found to be
14,32 times higher than the commercial enzyme, which has the highest DPP 1V
activity. As a result of the study, partially purified DPP IV enzyme from
Lactococcus lactis spp. lactis can be compare able to commercial enzymes in term
of the enzyme activity.

KEYWORDS: Dipeptidyl peptidase 1V, protein purification, enzyme kinetic
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1. GIRIS

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein
yapisinda molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler
cesitli amaglarla kullanilmak iizere gilinliik ve ekonomik hayata girmistir. Enzim
teknolojisinin giderek gelismesi GOrtnlerin  kullanim alanlarinin  cesitliligi  ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endustriyel
enzimler ile ilgili alaninda yapilan cesitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.
Enzimler tip, eczacilik, g¢evre, tarim, gida gibi alanlarda yaygm olarak
kullanilmaktadir (Kiran ve ark 2006). Dinyada, 1980-1983 yillar1 arasinda sadece
300 kiiciik biyoteknoloji sirketi calisma yaparken, bu sayr 1985 yilinda sadece
Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) 400 diizeyine ulasmistir. 2006 yilinda
A.B.D.’de 900, biitiin diinyada ise yaklasik 1200 biyoteknoloji sirketi ¢aligmalarini
cesitli alanlarda silirdiirmektedirler. 2010 yilinda biyoteknoloji alanindaki AR-
GE(Arastirma ve Gelistirme) ¢alismalari i¢in harcamalarinin %39’u ABD tarafindan
yapilmistir. Biyoteknoloji kaynakli calismalar A.B.D.’de odaklanmis olmakla
birlikte, glinimuzde Japonya ve Kanada, biyoteknolojiyi (6zellikle molekiler
biyoteknolojiyi) stratejik alan kategorisinde degerlendirerek, 6zel sirketlerin yani
sira, hiikiimetler diizeyinde destekleme ve gelistirme karar1 almislardir. Birgok
iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de biyoteknoloji calismalar1 stratejik calismalarda
oncelikli alanlardan biri olarak gorulmektedir. Gida iriinlerinden yogurt, peynir,
maya sarap ve bira bazinda bakildiginda biyoteknoloji uygulamalarinin yaklasik 500
milyon dolar diizeyinde oldugu diistiniilmektedir. Teknoparklarda faaliyet gosteren
biyoteknoloji firmalarinin sayist 2010 yil1 itibariyle 120 civarinda olup bu firmalarin
%35’ini gida alaninda faliyet gosteren firmalar olusturmaktadir (Kiper 2013).

Endiistriyel alanda en fazla ihtiya¢ duyulan biyoteknolojik iiriinler arasinda
gida sektoriinde siklikla kullanilan enzimler gelmektedir. Bu enzimler bitkilerden,
hayvanlardan ya da mikroorganizmalardan elde edilmektedir ve mikrobiyal enzimler
diger enzim kaynaklarina gore ekonomik olmasi ve yiiksek verimliligi nedeni ile
daha fazla tercih edilmektedir. Ayrica mikrobiyal enzimlerin katalitik aktivitelerinin
yiikksek olmasi, daha stabil ve yiksek miktarlarda elde edilebilmeleride mikrobiyal
enzimleri birincil enzim treticisi haline getirmektedir. Gida proseslerinde enzimler,

1



biyodonilisiim ve sentez, ekstraksiyonlarin gelistirilmesi, viskozitenin azaltilmasi ve
tattaki degisimler gibi pek ¢ok islem igin kullanilmaktadir (Kiran ve dig. 2006).
Mikrobiyal enzim f{retiminin gerceklestirilebilmesi i¢in mikroorganizma se¢imi
GRAS (Generally Recognized as Safe, genel olarak glvenilir kabul edilen),
mikroorganizmanin iiretilmesi istenilen enzimi liretme yetenegi, enzimin hiicredeki
lokalizasyonu ve ilgili par¢alama metotlarinin endiistriyel dlgekte optimizasyonu,
enzim i¢in gerekli olan uygun pH, sicaklik, spesifik substratlar ve inhibitorlerin
bilinmesi 6nemlidir(Panesar ve dig. 2010). Bu parametreler dikkate alinarak enzim
tiretimi i¢in gerekli ortam kosullart olusturulmali ve enzim {iretimi maksimum
miktara ulastirllmalidir. Bu nedenle fermantasyon ortaminin igerigindeki bilesenler
cok 1yi secilmis olmalidir. Mikrobiyal enzimler hiicre i¢i ya da hiicre dis1 olarak
eksprese edilebilmektedir. Bu enzimler kullanim alanlarina gore farkli saflastirma
islemlerine ihtiya¢ duymaktadir.

Bu caligmada Lactococcus lactis spp. lactis susundan elde edilen hicre ici
Dipeptidil peptidaz IV (DPP 1V) enziminin gida morfinlerinin yol agtigi bazi
hastaliklarla miicadelede gida takviyesi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiis ilgili
suslarin biyokiitlesi arttirilmis ve bu sustan optimizasyonu yapilan hiicre parcalama
metotlar1 ile geri kazanilan hiicre i¢i enzime kismi bir saflasgtirma islemi
uygulanmistir. Saflastirilan enzimin karakterizasyonu i¢in optimum sicaklik ve pH,

spesifik substrat ve inhibitor maddelerin enzime olan etkileri arastirilmistir.



2. ENZIMLER

2.1 Enzimlerin Stmiflandirilmasi

Enzimler Uluslararas1 Enzim Komisyonu’nca, Kkatalizledikleri reaksiyon

tipleri ve reaksiyon mekanizmalarina gore siniflandirilmig, ve 6 ana gruba

ayrilmiglardir. Bunlar;

1.

Oksidorediktazlar: 1ki substrat arasindaki oksidasyon - reduiksiyon
tepkimelerini katalizler.

Ornek : Alkoling +NAD" ik <—>  Aldehit veya Ketonygx +NADH+ Hing
Transferazlar: Iki sustrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
katalizler.

Ornek : Asetil- CoA+ Kolin <= CoA+O-asetil kolin

Hidrolazlar: 1 mol H;O molekiliinin katilmasiyla kimyasal bagn
kirilmasini katalizler.

Ornek: Asetil-kolin + H,O —* Asetik asit + Kolin

Liyazlar: Substrattan gruplarin uzaklastirilmasini hidrolizden farkli bir
mekanizma ile gergeklestirerek, ¢ift baglarin olusumunu katalizler.

Ornek : HCO3 + H" —* H,0 +CO;

Izomerazlar: Geometrik, optik ve pozisyon izomerlerinin birbirine
doniisiimlerini katalizler.

Ornek: D- gliseraldehit- 3- fosfat _—  Dihidroksi aseton fosfat

Ligazlar: Yiiksek enerjili bilesenlerdeki fosfat baglarinin kopmasi sonucunda
ortaya c¢ikan eneji yardimuiyla iki bilesigin baglanmasini katalizler.

Ornek: ATP + L-glutamat +NH," c—* ADP + PO,” + L-glutamin

Bu sistemde her enzime sistematik bir isim ve simiflandirma numarasi

verilmistir. Kullanilan kod numarasi1 E.C. (Enzyme Code) harflerinden sonra gelen

ve smiflandirilan enzimlerin siniflandirmadaki yerini belirten 4 rakamdan olusur

(Gokalp ve dig. 2002).



2.2  Dipeptidil peptidaz IV (DPP 1V) enzimi

Dipeptidil peptidaz IV enzimi fare karacigerinde gesitli enzim aktivitelerini
inceleyen Hopsu ve Havu (1966) tarafindan kesfedilmistir. DPP IV pek¢ok memeli,
bitki, bocek ve mikrobiyal hiicrelerden izole edilmistir. DPP IV enziminin hiicredeki
yeri, kaynagma gore hiicre i¢i, membrana bagli ve hiicre dis1 olarak
bulunabilmektedir. DPP IV enzimi insan viicudunda endokrin sistem, bagisiklik
sistemi, gastrointestinal sistem ve sinir sisteminin diizenlenmesinde dnemli rol oynar.
Bununla birlikte bu enzim pankreas kanserinin ve bobrek hasarinin tespiti ve timor
yukinin belirlenmesi icin kullanilir (Ustiin-Aytekin ve dig. 2016).

Besin alim1 sonucu bagirsaktan salgilanan hormonlar inkretin hormonlari
olarak tanimlanmaktadir. Inkretin hormonlar glukagon benzeri peptit- 1 (Glucagon
like peptide 1, GLP-1) ve glukoz bagimli insiilinotropik peptit (GIP) olarak
adlandirilir. GLP-1, ileum ve kolonda yer alan ve GIP ise bagirsagin daha {ist
bélgelerinde yer alan hiicrelerden salgilanir. inkretin hormonlar pankreas B
hicrelerinden glukoz ile uyarilan insiilin salgilanmasini artirir. Etkileri, kendilerine
0zel reseptorleri sayesinde olusur. GLP-1 hormonunun insiilin salgilanmasi
tizerindeki etkisi disinda, insiilin biyosentezinin uyarilmasi, glukagon salgilanmasin
inhibe edilmesi, gastrik bosalmanin geciktirilmesi, yiyecek aliminin azaltilmasi gibi
etkileri de vardir. GLP-1 ve GIP, dipeptidil peptidaz IV (DPP IV) enzimi tarafindan
hizla inaktif metabolitlerine doniistiiriilir (Sentandreu ve Toldra 2001, Brandt ve
dig. 2006). Sekil 2.1’de DPP IV enziminin inkretin hormonlar Uzerine etkisi

gortlmektedir.

Gida alimi
Glukoza bagimh

§, . A Insulin (beta hc) .
=t (GLP-1and GIP) 4\ Giukoz NPT,
< uptake ve &
Gl trakt Incretin badisak  pancreas depolanmasi

TS hormon lan P -
tf salinimi  Betacalis” . e )
23 : 'y o
O Akif xl_‘;‘?-.u \
v GLP-1 ve GIP i

YKC'den
¥ Glukagon (alfa hc) kana
-3 SRt g
Glukoza bagimh

GLP-1 ve GIP metaboli tleri

Sekil 2.1: DPP IV enziminin inkretin hormonlar tizerine etkisi (Y1lmaz 2014)



Insan periferal kan lenfositlerinin yiizeyinde DPP 1V’iin tespit edilmesi bu
enzimin bagisiklik sisteminde bir rolii oldugunu kanitlanmistir. Buna ek olarak CD26
ve lokosit aksitivasyon isaretleyicisi olarak tasarlanan T-lenfosit yizey antijeninin
DPP IV oldugu sonucuna vartlmistir. DPP IV enziminin yaygin olarak saglikli, iyi
huylu ve kotl huylu hicrelerde eksprese edildigi bildirilmistir. Bu 6zelligi sayesinde
tUmor belirlemede kullanilan bir isaretleyici olarak tanimlanmustir. Ornegin,
skuamoz hiicreli akciger kanserinde anlamli derecede yiiksek seviyede DPP IV

bulunmustur (Kikkawa ve dig. 2005).

DPP 1V enzimi sindirim sisteminde peptitleri kigcik peptit dizilerine
parcalamakla gorevlidir. Enzimin eksikligi sebebiyle gluten ve siit proteinlerinin
sindirimi sirasinda proteinler yeteri kadar pargalanamadigi i¢in gastrointestinal
sorunlar ortaya gikmaktadir. Ince bagirsak enterositindeki DPP IV eksilikligi ya da
yoklugu, peptitlerin pargalanmasin1 Onleyerek alerjik reaksiyonlarin olusmasina

neden olabilir (Duke-Cohan 1995).

DPP 1V enzimi merkezi sinir sistemine olumsuz etkisi olan opioid peptitler
ile iliskilendirilmistir. Opioid peptitler, gidalarin islenmesi sirasinda agia ¢ikan
morfin yapilar1 olarak bilinmektedir. Siit, tahil ve sebze gibi gidalarin proteinleri
opioid peptit yapisini igermektedir ve otistik bireylerde bu yap1 par¢alanmadan kan
beyin bariyerinden gegmektedir. Bu durum otistik bireylerin kendilerine zarar
vermelerine, c¢evreleriyle iletisim kurmalarinda zorluk yasamalarina sebep
olmaktadir. Opioid peptitlerin peptit dizilerinde bulunan prolin aminoasidi DPP 1V
enzimi ile pargalanabilmektedir (Sekil 2.2) (Marchetti ve dig. 1990, Kinik ve Goérsoy
2002, Brudnak 2005).

Gluteomorfin

Kazomorfin
tyr- pro-gin-pro-gin-pro - phe tyr- pro:phe-pro -gly-pro-ile
AopPiv{ /L pPP IV §
tyr-pro ‘ gln-pro-gin-pro-phe tyr-pro‘ phe -proagly-pro-ile
DPP IV { -
DPP IV {
A S ’ A Y
gin-pro gln-pro-phe phe-pro lgly-pro-ile
(a) (b)

Sekil 2.2: Opioid peptit olan kazomorfin (a) ve gluteomorfin (b) yapilarinin hidrolizi



DPP IV enziminin katalizledigi reaksiyonlarda polipeptitler dipeptitlere
pargalanmaktadir (Senten ve dig. 2002). X-prolil-dipeptidil olarakta bilinen bu enzim
peptitin N-terminal ucundan baslayarak X-Pro bagmi hidroliz edebilen, proline
spesifik bir enzimdir (Sanz ve Toldra, 2001). DPP IV enzimi igin kullanilan kod
E.C.3.4.14.5.’tir. Bu smniflandirmaya gére DPP IV; hidrolazlarin alt grubu olan
peptidazlar alt grubunda ekzopeptidazlar alt alt grubundaki serin peptidazin bir alt
ailesi olan proliloligopeptidaz (POP) ailesine mensuptur. Serin peptidazlarin aktif
bolgelerinde serin aminoasidi bulunur ve serin peptidazlar substratlarin N-terminal
ucundaki prolini hidrolizler. Endopeptidazlar polipeptit zincirinin i¢inden hidroliz
gerceklestirirken ekzopetidazlar polipeptit zincirinin bir ucundan baslayarak hidroliz
gerceklestirirler. Serin peptidazlarin bir alt ailesi olan proliloligopeptidazlar,
polipeptit zincirinde sondan bir 6nceki pozisyonda bulunan prolin aminoasidine
spesifiktir ve bu noktadaki peptit bagini hidrolizler. Sekil 2.3’te DPP IV enziminin

polipeptit zincirindeki peptit bagini hidrolizlemesi gosterilmistir.

Amino asit (X)) —— Prolin ——  DPolipeptt ——» X—P + Polipeptit
(IN-terminal uc) (Sondan bir 6nceld zinciri DPP IV zinciri
amino asit)

Sekil 2.3:DPP IV enziminin katalitik etkisi

2.3 Lactococcus lactis spp. lactis bakterisi

Fermente gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olan laktik asit bakterileri
(LAB) icinde yer alan laktokoklar (Lactococcus sp.); Gram-pozitif, katalaz negatif,
spor  olusturmayan,  hareketsiz,  fakiiltatif = anaerob  bakteriler  olarak
tanimlanmaktadirlar (Tunail, 2009). Lactococcus cinsine ait bakteriler pH 9.2 ve %4
tuz konsantrasyonunda ve 10°C’de gelisir, ancak 45°C’de gelisemezler (Madigan ve
dig. 1997). Optimum gelisme sicakligi yaklasik 30°C’dir (Hutkins, 2006).
Laktokoklar siit ve siit iirlinlerinin iiretimi sirasinda tat ve aromanin olusturulmasinda
onemli rol oynar. Laktokoklarin bu etkisi mikroorganizmanin sahip oldugu enzim
sisteminden kaynaklanmaktadir. Laktokoklarda hidroliz 3 asamadan olugmaktadir. 1.
asama hiicre disina salgilanan proteinazlar ile proteinin hiicre disinda degisik
uzunluklarda peptitlere hidrolizlenmesi; 2. asama olusan peptitlerin oligopeptit

transport sistemi ile hiicre i¢ine alinmasi ve 3. asama hiicre i¢ine alinan peptitlerin



hiicre i¢i peptidazlar tarafindan amino asitlere parcalanmasidir (Akgelik ve Sanlibaba
2000). DPP IV enzimi Lactococcus lactis spp. lactis susu tarafindan iiretilebilen
hlcre ici bir hidrolaz enzimdir. Bu nedenle enzimin elde edilebilmesi i¢in hiicrenin
parcalanmas1 gerekmektedir. Kullanilan sus Gram-pozitif hiicre duvarma sahiptir.
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda temel olarak
peptidoglukan yapi ortaktir ancak bu yap1 Gram-pozitiflerde Gram-negatiflere gore
daha kalindir. Bu durum Gram-pozitif hiicre duvarinin Gram-negatif hicre

duvarindan daha zor pargalandigin1 géstermektedir (Tunail 2009).
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Sekil 2.4: Lactococcus lactis spp. lactis susuna ait Gram boyama goriintiisii

2.4  Enzim saflastirmasi ve karakterizasyonu

Enzimlerin kullanim alanlar1 her gegen giin artmaktadir. Bu durum verimli
tiretim teknikleri ve iiretim maliyeti iizerine calisilmasini gerekli kilmaktadir.
Enzimler, biyolojik kaynaklardan elde edilmektedir ve elde edilen enzimin
kullanilabilmesi i¢in kullanim alanina gore yeterli saflikta olmasi gerekmektedir.
Enzimler kaynagindan ilk elde edildiginde ortamda istenilen enzim disinda
kaynaktan elde edilen farkli enzimler de bulunur ve {iretimi istenen enzimin
ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in diger enzimlerden ayrilmasi gerekir. Enzim
saflastirilmasi yapilirken saflagtirilan enzimin kullanim alani, enzimin fizikokimyasal
Ozellikleri, enzimin kaynakta bulundugu yer gibi faktorlere dikkat edilmelidir.

Enzim saflagtirilirken hiicrede bulundugu yer 6nemlidir. Hiicre i¢i bir enzimse hiicre



parcalama gibi ek islemlere gerek duyulurken hiicre dis1 bir enzimse bu isleme gerek
duyulmaz. Saflagtirma yapilirken kullanilacak metotlarin se¢iminde enzimin
¢Ozilinlirligli, molekiil biyiikligl, elektriksel yiikii gibi 06zellikleri dikkate
alinmalidir.

Enzimin Karakterizasyonunun yapilabilmesi i¢in Oncelikle enzimin
saflastirilmast gerekir.  Saflagtirmadan sonra enzimin optimum pH’1, calistigi
optimum sicaklik, enzime spesifik substrat ve enzim {lizerinde etkili olabilecek

inhibitér maddelerin arastirilmasi gibi enzime ait 6zelliklerin belirlenmesi gereklidir.

2.5  Enzim Kkinetigi

Enzim, substrati iriine dondstiiritken Once onunla bir enzim-substrat
kompleksi olusturur, daha sonra da bu kompleks iiriin ve enzime doniisiir. Enzim
reaksiyonlart ile ilgili ilk genis kinetik ¢alismalar 1913 yilinda Michaelis-Menten
tarafindan yapilmigtir. Michaelis- Menten kinetigine gore baglangi¢c enzim derisimi
sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine baghligi incelenir. Sonugta

hiperbolik bir egri elde edilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Michaelis-Menten grafigi

__ Vmax X[S] 1.
V= “STkm (Esitlik 1)



Esitlik 1’de Vmax, hiperbolliin Y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak
belirlenir. Maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karsilik gelen substrat derisimi Ky,
(Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vs ve K, bir enzimin aktivitesini
belirleyen 6nemli sabitlerdir.

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik
saglamak amaciyla bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu

amacla uygun sekilde degistirilerek, dogru denklemi elde edilebilir.

1 _ Km 1 1
V  Vmax = [S] Vmax

(Esitlik 2)

Esitlik 2°ye gore Y ekseninde 1/V, X ekseninde 1/[S] degerleri olmak {iizere bir
dogru elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Km/Vmax” dir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Lineweaver-Burk grafigi

2.6  Enzim inhibisyonlar:

Dogal veya sentetik bilesikler enzimlerin katalitik aktivitelerini yavaslatir

yada yok eder. Enzim aktivitesinin yavaslatilmasi veya yok edilmesi durumuna



inhibisyon, bu etkiye sebep olan maddelere de inhibitdr denir. Inhibisyonlar

doniistimlii ve doniisiimsiiz olarak 2 gruba ayrilirlar.

Déniisiimsiiz Inhibisyonlar: Bu inhibisyonda, spesifik bir grup ile enzim arasinda
kovalent bir bag olusur. Inhibitorler aktif bolgeye baglanabildikleri gibi baska bir
bolgeye de Dbaglanarak enzim aktivitesini bloke edebilirler.  Substrat

konsantrasyonunu arttirmak etkilerini ortadan kaldirmaz.

Doéniisiimlii inhibisyonlar: Doniigiimlii inhibitorler enzim ile gegici bir siire birlikte
bulunurlar. Enzim ile inhibitor arasinda bir inhibisyon dengesi kurulur. Dontistimlii

inhibisyonlar 3 farkli gruba ayrilir.

Yarismah (Competitive) inhibisyon: Bu inhibisyonda inhibitor (1) enzimin aktif
bolgesine baglanir, enzim inhibitér kompleksi (EI) olusturur ve enzim substrat
kompleksinin  (ES) olusmasini engeller (Sekil 2.7). Ortamdaki substrat
konsantrasyonu arttirilarak inhibisyon etkisi azaltilabilir ya da ortadan kaldirilabilir.

Yarigmali inhibisyonda V. degeri degismezken, Ky, degeri artar (Sekil 2.8).
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Sekil 2.7: Yarigmali inhibisyon mekanizmasi
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Sekil 2.8: Yarismali inhibisyona ait Michaelis-Menten grafigi

Yarismasiz (Noncompetitive) inhibisyon: Bu inhibisyon tipinde inhibitr enzimin
aktif bolgesine baglanmak yerine enzime veya enzim substrat kompleksine
dontisiimlii olarak baglanir (Sekil 2.9). Ortamdaki substrat konsantrasyonunu
arttirmak inhibisyon etkisini azaltmaz. Yarismasiz inhibisyonda Vmax degeri azalir

ancak K, degeri degismez (Sekil 2.10).
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Sekil 2.9: Yarigsmasiz inhibisyon mekanizmasi
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Sekil 2.10: Yarismasiz inhibisyona ait Michaelis-Menten grafigi

Yarismayan (Uncompetitive) inhibisyon: Inhibitér enzim substrat kompleksine
baglanarak etki gosterir. Serbest enzim iizerinde etkisi yoktur (Sekil 2.11).
Yarismayan inhibisyonda hem Vpmax hem de Ky, degerleri azalir (Sekil 2.12) (Gokalp
ve dig. 2002, Bayraktar 2009).
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Sekil 2.11: Yarigmayan inhibisyon mekanizmasi
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Sekil 2.12: Yarigmayan inhibisyona ait Michaelis-Menten grafigi

Enzim kinetigi sayesinde reaksiyonlarin katalitik mekanizmasi, enzim spesifikligi ve

enzimin kimyasal ozellikleri hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Yaptigimiz ¢alismada

DPP IV enziminin kinetik 6zelliklerini belirlemek igin substrat spesifikligi, pH ve

sicakligin enzim tizerine etkisi ile inhibitor maddelerin mekanizmalar1 ¢aligilmistir.
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3. MATERYAL- METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Saf kaltar

Calismamizda kullanilan Lactococcus lactis spp. lactis susu (NRRL-1821),
Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi, Arastirma, Egitim ve Tarimsal

Arastirma Subesi, ARS Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (NRRL) temin edilmistir.

3.1.2 Besi ortamlar

M17 Broth (Merck, Almanya): 42,5g besiyeri tartilarak 1L distile suda ¢oziilmiis

121°C sicaklikta 15 dakika siire ile otoklavlanarak sterilize edilmistir.

M17 Agar (Merck, Almanya): 55g besiyeri tartilarak 1L distile suda ¢oziilmiis
121°C sicaklikta 15 dakika siire ile otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilizasyon

sonrasinda aseptik sartlarda steril petrilere dokiilmiistiir.

3.2 Metot

3.2.1 Saf kiiltiiriin iiretime hazirlanmasi

Saf kiiltir “Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi Bélimii”
laboratuvarinda bulunan steril kabin (Niive LN120, Tiirkiye) i¢inde agilmistir. Kabin
%10’1luk zefiran ¢6zeltisi ile temizlenmis ve ardindan 15 dakika stiresince ultraviyole
15182 maruz birakilmistir. Bek alevi yaninda saf kiiltiir, steril sivi besiyerine (M-17
Broth) aktarilmis ve ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen kiiltir 10 ml steril sivi

besiyerine aktarilmistir. Elde edilen ortamdan 10’ar mL sivi besiyeri igeren tiiplere
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%10 (hacim/hacim, v/v) orani ile transfer edilmistir. inokiilasyon yapilan tiipler 30°C

sicaklikta 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2 Saf kultirin dondurulmasi ve muhafazasi

Inkiibasyon sonrasinda steril kabinde énceden 121°C’de 15 dakika siiresince
otoklavlanmig eppendorf tlplere 500 pL inokilant ve 500 puL %60’lik gliserol ilave
edilmis, inokiilantin hacmen %50 oraninda gliserol ile karigmasi saglanmistir,
Hazirlanan eppendorf tupler hemen -80°C sicakligindaki dolaplara alinmig ve stok

kiltiirler hazirlanmustr.

3.2.3 Mikroorganizmalarin inokiilasyon oranlarinin belirlenmesi

Mikrobiyal suslarin {iretiminde optimum inokiilasyon oraninin belirlenmesi
biiyiime kinetigi egrisindeki gecikme fazini etkiledigi i¢in 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bu nedenle ilgili susun tliretimine baslanmadan 6nce optimum inokiilasyon orani
belirlenmelidir. Calismada kullanacagimiz inokiilasyon oranimnin belirlenmesi igin
literatiir aragtirmas1 yapilmistir ve ¢alismalarda laktik asit bakterileri i¢in kullanilan
inokiilasyon oranlarmin %1, %5 ve %10 seklinde rapor edildigi goriilmiistiir
(Guzman ve dig. 2006, Ustiin ve Ongen 2012, Kabanova ve dig. 2009). Bu nedenle
calismada Lactococcus lactis spp. lactis susunun inokiilasyon oranlari ig¢in %1, %2,
%S5 ve %10’1luk inokiilasyon oranlar1 denenmistir. Bu amagla -80°C’de depolanmis
Lactococcus lactis spp. lactis susu (NRRL-1821) M-17 broth besiyerinde
aktiflestirilmis ve igerisinde 100 ml steril M-17 broth bulunan 250 mL’lik
erlenmayerlere belirlenen (v/v) oranlarda inokiile edilmistir. Lactococcus lactis spp.
lactis susunun iiretimi 30°C sicakliga ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatorde 150 rpm
calkalama hizinda gergeklestirilmistir. Uretim boyunca 1 saat araliklarla 6rnek
alinarak 660 nm’de zamana karsi optik yogunluk (Optical Density, OD) &l¢limi
yapilmustir.
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3.2.4 Mikroorganizmalarin iiretimi

Optimum inokiilasyon orani belirlenen ve aktiflestirilen Lactococcus lactis
spp. lactis susu (NRRL-1821) icerisinde 50 mL steril M-17 broth bulunan 250mL’lik
erlenmayerlere %5 (v/v) oraninda inokiile edilmistir. Lactococcus lactis spp. lactis
susunun tretimi 30°C sicaklia ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatérde 150 rpm

calkalama hizinda gergeklestirilmistir.

3.2.5 ODggo-koloni olusturan birim/mL (kob/mL) korelasyonu

Lactococcus lactis spp. lactis susunun (NRRL-1821) inokiilasyon oraninin
belirlenmesi ve uygun oranda inokiile edilerek aktiflesmesi sonucunda zamana karsi
elde edilen optik yogunluk (zaman-OD) grafigi biliylime kinetigi hakkinda fikir
vermekte ancak hiicre sayisi ile ilgili bir bilgi vermemektedir. Bu nedenle ede edilen

ODggodegerlerine karst koloni olusturan birim/ mL korelasyonu belirlenmistir.

Inokiilasyonu yapilan Lactococcus lactis spp. lactis (NRRL-1821) susundan 5
ml alinarak igerisinde 5 mL steril M-17 broth bulunan tiipe aktarilmis ve 2 kat
seyreltmesi saglanmistir. Bu seyreltme islemi 6 kez tekrarlanmistir. Orneklerden 1’er
mL alinarak icerisinde 9 mL steril fizyolojik su (SFS) bulunan tiiplere aktarilmis ve
1. dillisyon hazirlanmistir. Bu islem 8 kez tekrarlanarak 6rneklerden 8 farkli diliisyon
hazirlanmigtir.  Seyreltilen Orneklerin 660nm’de OD degerleri de okunmustur.
Hazirlanan diliisyonlardan 1’er mL alinarak M-17 agar besiyerine dokme ekim
metoduyla petrilere ekim yapilmistir (Harrigan, 1998). Petriler 30°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. 1nkﬁbasyon sonunda olusan koloniler sayilmis ve ODggo-koloni

olusturan birim/mL (kob/mL) korelasyonu lineer regresyon analizi ile hesaplanmistir.

3.2.6 Hiicre hasati

DPP 1V enzimi Lactococcus lactis spp. lactis susu (NRRL-1821) tarafindan
hiicre i¢i bir enzim olarak eksprese edilmektedir. Bu nedenle hiicrenin par¢calanmasi
ve enzimin suda ¢Oziinebilir formda agiga cikarilmasi gerekmektedir. Hiicreler

biiyiime kinetiginde duragan faza ulastiginda 8000 rcf santrifiij hizinda 15 dakika
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santrifiij edilmis, liretim ortami ve hiicre pelleti birbirinden ayrilmigtir. Ayrilan pellet
5mL 0,1 M Tris-HCI (pH:8,0) tamponu ile yikanmis ve yeniden 8000 rcf’te 5 dakika
santrifiijlenmistir. Ayn1 Tris-HCI (pH:8,0) tamponunu kullanarak yikama islemi 2

kez tekrarlanmais {iretim ortaminin pelletten tamamen ayrilmasi saglanmistir.

Hiicre hasatindan sonraki adim hiicre i¢gi DPP IV enziminin bir hiicre parcalama
metodu kullanilarak geri kazanimidir. Bu islemler siiresince ne kadar enzim geri
kazandigimiz1 tespit edebilmek igin spesifik substrat Gly-Pro-p-nitroanilide
hydrochloride (Sigma Aldrich, ABD) kullanilmustir.

3.2.7 DPP 1V enzim aktivitesinin olciilmesi ve standart egri cizimi

Enzim aktivitesinin Ol¢lilmesinde ve standart egri ¢iziminde kullanilan

cozeltiler sirasi ile soyledir;

IM HCI: 8,3mL HCI saf su ile 100mL’ye tamamlanarak 1M’lik HCI cozeltisi

hazirlanmastir.

0,1M Tris-HCI (pH:8,0): 500 mL saf suda 6,055g Tris ¢oziilerek 0,1 M’lik Tris
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin pH’s1 1M ik HCl ile pHS8,0°e ayarlanmistir.

ImM p-Nitroaniline: p-Nitroaniline(Sigma N-2128) 0,0138 g tartilarak 1 mL

metanolde ¢6ziilmiis ve distile su ile 100m1’ye 0,1M Tris-HCI ile tamamlanmastir.

1 mM Gly-Pro-p nitroanilide: 25mg Gly-Pro- p-nitroanilide hydrochloride (Sigma
G-0513),760 pL Tris-HCI (0,1 M, pH 8,0) tamponu i¢inde ¢oziilmiis ve 10 pL’lik
eppendorflara  porsiyonlanarak -20°C  sicakligindaki derin  dondurucularda
saklanmistir. Her analizden Once tampon ¢oOzeltisi ile seyreltilerek 1 mM

konsantrasyonunda substrat elde edilmekte ve bundan 100 pL kullanilmaktadir.

DPP 1V enziminin spesifik substrat ile optimum kosullarda inkiibasyonu ile
katalize olan reaksiyon sonunda elde edilmesi beklenen Urlin p-nitroaniline’dir.
Enzim aktivitesi taniminda belirtildigi gibi 1 pmol substratin 1 dakika i¢inde 1 pmol
{iriine doniismesini saglayan enzim birimi 1 Unite’dir. Bu nedenle Tris-HCI tamponu

ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig p-nitroaniline’in (Tablo 3.1) 405 nm
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absorbans (ABS) ile verdigi degerler p-nitroaniline konsantrasyonlar1 ile

iligskilendirilmis ve elde edilen standart egriden enzim aktivitesi hesaplanmugtir.

Tablo 3.1 Tris tamponu kullanarak hazirlanan p- nitroaniline konsantrasyonlari

1ImM p- Tris-HCI

Nitroaniline (mL) cozeltisi (mL)

0,050 0,950
0,100 0,900
0,125 0,875
0,150 0,850
0,175 0,825
0,200 0,800
0,250 0,750
0,300 0,700
0,400 0,600
0,500 0,500

Tablo 3.1’de belirtilen oranlara gore hazirlanan ¢ozeltiler 96-kuyulu
mikrokiivetlere aktarilmistir. Mikro kiivet okuyuculu spektrofotometre (Thermo
Scientific, ABD) ile 15 dakika suresince 37°C sicaklikta inkiibe edilen kiivetlerin
absorbans degerleri 15 saniyelik ¢alkalamanin ardindan 405nm’de okunmustur ve

Sekil 3.1°de goriilen p- nitroaniline standart egrisi ¢izilmistir.
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Sekil 3.1: p- nitroaniline standart egrisi

3.2.8 Protein miktar1 él¢iimii

Lactococcus lactis spp. lactis susundan elde edilecek DPP IV enzimini
saflagtirma adimlar1 boyunca takip etmek i¢in enzim miktarmin belirlenmesi yeterli
olmaz. Enzimi verimi veya kayb1 igin hassas bir protein igerigi belirleme metodunun
kullanilmasi gerekir. Bu nedenle protein miktari 6l¢iimii i¢in Bicinchoninicacid kiti
(BCA, Thermo No0=23225, ABD) kullanilmistir. BCA metodu 25-2000 pg/ml

konsantrasyona sahip protein miktarlarina oldukca iyi cevap vermektedir.

Protein icerigi dl¢iimii icin standart egri cizimi

Bu metotta bovine serum albiimin (BSA) proteini standart protein olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle kit i¢indeki 2mg/mL konsantrasyonuna sahip BSA stok
cozeltisi  kullanilarak ~ 25-2000pg/mL  araliginda  standart  konsantrasyonlar
hazirlanmistir. Standart egri ¢izimi i¢in hazirlanan konsantrasyonlar Tablo 3.2°de

belirtilmistir.
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Tablo 3.2 BCA protein igerigi analizi i¢in hazirlanan BSA konsantrasyonlari

Diltsyon Tris- HCI ¢ozeltisi

A 300 pL stok BSA 0 uL

B 375 pL stok BSA 125 pL
C 325 L stok BSA 325 pL
D 175 pL dilusyon B 175 pL
E 325 pL dilisyon C 325 uL
F 325 pL diltsyon E 325 uL
G 325 uL diltsyon F 325 uL
H 100 pL dilisyon G 400 pL
| 0 pL 400 pL

Hazirlanan diliisyonlarin iizerine 200 pL boya c¢ozeltisi ilave edilmis ve 37°C
sicaklikta 30 dakika siirecince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmis, 96 kuyulu mikrokiivete aktarilmis ve 562 nm’de

absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Hazirlanan standart egri Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2: Protein konsantrasyonu i¢in kullanilan lineer regresyon egrisi
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Her analiz i¢in hazirlanan ve Sekil 3.2°de verilen standart egri denklemi kullanilarak

protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.9 DPP 1V enzimin saflastirilmasi

3.2.9.1 Sonikator ile hiicre parcalanmasi ve optimizasyonu

DPP IV enziminin hiicre i¢i eksprese olan bir enzim olmasi nedeni ile hiicre
parcalama isleminin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle fiziksel bir
parcalama metodu olan sonikator (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile
parcalama uygulanmistir. Hasat edildikten sonra yikanan hiicreler 0,1 M Tris-HCI
tamponu igerisine siispanse edilmis ve sonikasyon isleminde kullanilacak olan

degiskenleri igeren bir deney plani ¢ikarilmistir.

Optimizasyon i¢in kullanilacak olan plan Design Expert (Version 9.0.3)
programinda hazirlanmigtir. Olusturulan deney tasariminda ylizey cevap metodu
(Response Surface Methodology, RSM) ve Box Behnken Dizayn (BBD) modeli

kullanilmistir.

Cevap yuzey metodu sayesinde basit modeller kullanarak sistem
modellenebilmekte, sistemin yanitin1 etkileyen ¢ok sayida degisken bir arada ve
eszamanli olarak incelenebilmekte ve prosesin islem parametrelerindeki degisime
verdigi yanit en az sayida deneme yapilarak en 1yi sekilde tanimlanabilmektedir. Cok
farkli gida proseslerinde basariyla uygulanabilmesi ve ¢ok fazla yanmit dikkate
alimarak optimum noktanin belirlenmesine olanak saglamasi, gida islemede yanit
ylizey yonteminin diger optimizasyon yontemleri arasindan One ¢ikmasinin en
onemli nedenleri arasindadir (Ko¢ ve Ertekin 2009). Sonikasyon igleminin
optimizasyonunda BBD modeli kullanilmasinin temel nedeni mevcut faktorler (siire,
giic ve dongii) icin kiiciik, uygulamas1 kolay bir deney deseni vermesi ve diger
modellere gore faktor sayisina uygun daha giivenilir sonuglar verebilmesinden

kaynaklanmaktadir.

Deney plani olusturulurken enzim aktivitesi {izerinde etkili olan faktorler secilmistir.

Kullanilan cihaz i¢in (bu faktorler; giig, siire ve cycle (dongii) dir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3 Calisma siklig1 seviyeleri (Pulsed cycle degeri)

Calisma sikhigx seviyesi (pulsed cycle) Aktif calistig siire (s) Calismadigi siire (s)

1 0,1 0,9
2 0,2 0,8
3 0,3 0,7
4 0,4 0,6
5 0,5 0,5
6 0,6 0,4
7 0,7 0,3
8 0,8 0,2
9 0,9 0,1
i 1 0

Tablo 3.3’de goriilen galisma sikligi akustik kavitasyon ile yapilan bu parcalamanin
1 saniye igerisinde aktif c¢alistigi siire ile ¢alismadigi siireyi gdsteren bir
parametredir. Sonikasyon isleminin optimizasyonunda kullanilan faktorler, bu ii¢
faktorlerin seviyeleri ve operasyon kosullar ile etkilesimleri geri kazanilan DPP 1V

aktivitesini etkileyecektir. Secilen degiskenler Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4 Sonikasyon igsleminin optimizasyonunda kullanilan deneysel dizayn
degiskenleri (siire, giig, dongii) seviyeleri

Deney sayisi Sure (dakika) Glg (%) Déngl
1 15,25 55,00 4,00
2 0,50 10,00 4,00
3 30,00 55,00 1,00
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Tablo 3.4 (devami)

A 15,25 100,00 1,00
5 0,50 55,00 7,00
6 30,00 100,00 4,00
. 30,00 55,00 7,00
8 0,50 100,00 4,00
9 3,00 10,00 4,00
" 15,25 100,00 7,00
1 15,25 10,00 7,00
12 0,50 55,00 1,00
13 15,25 10,00 1,00
14 15,25 55,00 4,00
15 15,25 55,00 4,00

Tablo 3.4’de wverilen faktorlerden goriildiigii gibi 3 tane seg¢ilmis simir
degeri(minimum, maksimum ve ortalama) goz Oniine alinarak analiz yapilmistir. Bu
seviyeler -1, 0 ve 1 ile kodlanmistir. Bu nedenle BBD 3 merkez noktay1 igeren 15
deney sayisi ile tamamlanmigtir. Bu modelin istatistiksel analizi varyans (ANOVA)
analiziyle yapilmustir. ilgili esitlik ve modeller bulgular ve tartijma boliimiinde
verilmistir. Sonikasyon islemi sirasinda sicaklik artistnin DPP IV aktivitesini
etkilememesi icin pargalama buz banyosu icerisinde yapilmistir. Tablo 3.4’de verilen
sonikasyon islemleri sonrasinda lizat siispansiyonu 8000 rcf’te 15 dakika stiresince
santrifiijlenmis, siipernatant ve pellet birbirinden ayrilmistir. Elde edilen orneklere
enzim aktivitesi tayini yapilmis ve elde edilen sonuclara gére optimum parametre

degerleri belirlenmistir.
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3.2.9.2 Santrifugal filtrasyon (Ultrafiltrasyon)

Parcalama islemi sonrasinda elde edilen siipernatant fraksiyonu suda ¢dziinen
DPP IV enzimini icermektedir. Yapilan bu santrifiigal filtrasyon islemi ile DPP IV
enziminin bulundugu tampon igerisindeki konsantrasyonunun arttirilmas1 amaglanir.
Bu islemde santrifiigal filtreler kullanilmaktadir. Santrifiij islemi sirasinda olusan
merkezka¢g kuvveti molekiillerin agirliklarina gore filtre ylizeyindeki porlardan
gecmesini saglar. Biiyiik molekiiller porlardan gecemez ve filtrenin tizerinde kalarak
retentat olarak adlandirilan kismi olusturur, kiiciik molekiiller ise filtreden gegerek
permeat olarak adlandirilan kismi olusturur. Calismamizda iki farkli molekiil
agirligina gore secilmis santrifiigal filtrasyon tiipii kullanilmistir ve kullanim sirasina
gore bunlar; 50 kDa ve 100 kDa’dur. Bu igslem 6000 rcf’te 10 dakika sireyle
yapilmaktadir. Yapilan santrifiij islemlerinden sonra permeat ve retentat olarak

ayrilan kisimlara enzim aktivitesi tayini yapilmistir.

3.2.9.3 Amonyum sulfat coktiirmesi

Saflastirma adimlarinin bu basamaktan sonras1 Yeditepe Universitesi Genetik
ve Biyomuhendislik Bolimu Biyoproses ve Bitki Genetigi Laboratuvarlarinda
(Istanbul) gergeklestirilmistir. Santrifiigal filtrasyon ile enzimin konsantrasyonu
arttirilmistir ve enzimin konsantre edilmesine devam edilecektir. Bu amagla
amonyum siilfat ¢coktiirmesi yapilmistir. Proteinlerin sudaki ¢oziiniirliigii pH ve tuz
konsantrasyonuna bagli olarak degisebilmektedir. Amonyum siilfat gibi ndtral tuzlar
protein ¢oziiniirliigii iizerinde iki farkli etkiye sahiptir. Bu tuzlar diisiik
konsantrasyonlarda elektrostatik protein-protein etkilesimini (baglama giiciinii)
Onleyerek, proteinin ¢oziiniirliigiinii artirmaktadir (salting-in etkisi). Buna karsilik
yiikksek notral tuz konsantrasyonlarinda, tuzdaki iyonlarin hidrasyon egilimi
nedeniyle protein ¢ozlinlirliigli azalmaktadir (salting-out etkisi). Hiicre ekstraktinda
¢Oziinmiis halde bulunan DPP IV enziminin ¢oziiniirliiglinii azaltabilmek ve diger
proteinlerden ayirabilmek i¢in farkli amonyum siilfat oranlar1 (% 40, 50, 60, 70, 80
ve 90) denenmistir. Kullanilacak amonyum siilfat tuzunun miktar1 Tablo 3.5’den

belirlenmis ve tuzun tartimi yapilmistir.
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Tablo 3.5 Amonyum silfat coktirmesi tablosu (Dawson ve dig. 1969)

1 litre ¢ozeltiye eklenecek amonyum siilfat miktari (g)

Baslangic kons. (%) | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 100
0 106 | 134 | 164 | 194 | 226 | 258 | 291 | 326 | 361 | 398 | 436 | 476 | 516 | 559 | 603 | 650 | 697
5 79 | 108 | 137 | 166 | 197 | 229 | 262 | 296 | 331 | 368 | 405 | 444 | 484 | 526 | 570 | 615 | 662
10 53 | 81 | 109 | 139 | 169 | 200 | 233 | 266 | 301 | 337 | 374 | 412 | 452 | 493 | 536 | 581 | 627
15 26 | 54 | 82 | 112 | 141 | 172 | 204 | 237 | 271 | 306 | 343 | 381 | 420 | 460 | 503 | 547 | 592
20 0 27 | 55 | 83 | 113 | 143 | 175 | 207 | 241 | 276 | 312 | 349 | 387 | 427 | 469 | 512 | 557
25 0 27 | 56 | 84 | 115 | 146 | 179 | 211 | 245 | 280 | 317 | 355 | 395 | 436 | 478 | 522
30 0 28 | 56 | 86 | 117 | 148 | 181 | 214 | 249 | 285 | 323 | 362 | 402 | 445 | 488
35 0 29 | 57 | 87 | 118 | 151 | 184 | 218 | 258 | 296 | 329 | 369 | 410 | 453
40 0 29 | 58 | 89 | 120 | 153 | 187 | 222 | 263 | 296 | 335 | 376 | 418
45 0 30 | 59 | 90 | 123 | 156 | 190 | 226 | 263 | 302 | 342 | 383
50 0 30 | 60 | 92 | 125 | 159 | 194 | 235 | 268 | 308 | 348
55 0 31 | 61 | 93 | 127 | 161 | 201 | 235 | 273 | 312
60 0 31 | 62 | 95 | 129 | 168 | 201 | 239 | 279
65 0 32 | 63 | 97 | 132 | 168 | 205 | 244
70 0 32 | 65 | 99 | 134 | 171 | 209
75 0 | 33| 66 | 101 | 137 | 174
80 0 34 | 67 | 103 | 139
85 0 34 | 68 | 105
90 0 34 | 70
95 0 35
100 0

Cozelti behere tartilmig belirli miktardaki amonyum siilfat yavas yavas ilave
edilerek manyetik karistirict ile karistirllmistir. Amonyum siilfatin tamamen
¢Oziinmesinden sonra karistirmaya 30 dakika daha devam edilmistir ve ¢oktiirme
islemi buz banyosu igerisinde yapilmistir. Amonyum siilfat tamamen ¢oziindiikten
sonra doymus haldeki ¢ozelti 20000 rcf’te 30 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonrasinda pellet ayrilmis ve silipernatant 2. kez aymi santrifiij kuvveti ile
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemleri sonrasinda pelletler toplanmis ve 0,1M Tris-

HCI tamponu igerisinde ¢oziilmiistiir.
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3.2.9.4 Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen lizatin icerdigi tuz, iyon
degistirici kolona yiiklenmeden 6nce iyon degistirici kolonun verimli ¢alismasini
saglamak i¢in ilgili proteinden wuzaklagtirilmalidir. Bu nedenle lizat, diyaliz
membran1 (Membracell 18X, 1000 Da) icerisine alinmustir. Igerisi lizat ile dolu olan
diyaliz membram1 0,1M Tris-HCI igerisinde gece boyunca +4°C’de manyetik
karistirict ile karistirilarak bekletilmistir. Diyaliz islemi ile amonyum  siilfat
¢oktiirmesi sirasinda protein ile etkilesimde olan tuzun ortamdan uzaklastirilmasi

saglanmistir.

3.2.9.5 Kolon kromatografileri

Kolon kromatografisinde 2 faz bulunur. Bunlar; ayrilmasi istenen
molekdllerin igerisinde bulundugu hareketli faz ve hareketli fazin igerisinden gegtigi
durgun fazdir. Kolonun dolgu maddesi yani durgun faz secilen saflagtirma tipine
gore degisiklik gbsterir ve bu fazin 6zellikleri molekiillerin ayrilmasini saglar. Kolon
kromatografisinde durgun fazin molekilleri tutmasina ya da tutmamasina gore
molekiiller farkli hizlarda kolondan gecerek ayrilirlar. Saflastirma islemi molekiiliin
bliytikliigline, iyon yiikiine ya da afinitesine gore yapilabilir. Yaptigimiz ¢alismada
molekiil biyiikliigiine gore saflastirmak i¢in Hiprep 16/60 S300 HR Sephacryl
kolonu ve iyon yiikiine gore saflastirma yapmak igin Hiprep 16/10 Q FF Sepharose
kolonu kullanilmigtir. Kolon kromatografisi ile saflastirma yapabilmek igin
kullandigimiz cihaz Hizli performans sivi kromatografisi (FPLC, Fast protein liquid

chromatography) cihazidir (Sekil 3.3)

Sekil 3.3: FPLC cihaz1 (Akta-Prime, GE, ABD)

26



Sekil 3.3’te goriintlisii verilen cihaza kullanilacak kolon takilir ve kolon
tiretici firma tarafindan belirlenen kosullarda sartlandirilir. Sartlandirma isleminden
sonra cihaza saflastirma islemi i¢in gereken bilgiler girilir. Bu bilgiler; saflastirilacak
ornegin hacmi, 6rnegin kolondan gecis hizi, kullanilan tamponlarin kolondan gegis
hizi, fraksiyonlama hizi, fraksiyon hacmi ve saflastirma islemi sirasinda kolondaki
maksimum basing degerleridir. Bu bilgiler girildikten sonra saflastirma islemi
baslatilir. Saflastirma islemi cihaza Ornegin yiiklenmesiyle baslar. Ornek
yiiklendikten sonra kullanilan tampon ile fraksiyonlama yapilir. Fraksiyonlama
sirasinda cihazin bagli oldugu bilgisayar ekraninda saflastirma islemine ait

aminoasitlerin 280 nm’de tespit edilmesiyle kromatogram olusur.

3.2.9.5.1 Hiprep 16/10 Q FF Sepharose kolonu

Bu kolon, saflagtirma asamasinda iyon degistirici olarak kullanilmaktadir.
Durgun faz % 6 capraz bagli agarozdan olusmaktadir. Ortalama pargacik biyiikligii
90 pum’dir ve giicli anyon degistirici karaktere sahiptir. Saflagtirma islemine
baslamadan Once kolondan 1 kolon hacmi kadar distile su, 5 kolon hacmi kadar
elusyon tamponu gegirilerek kolonun sartlandirilmas: saglanmis ve kullanima hazir
hale getirilmistir. DPP IV enziminin saflastirilmasi i¢in uygun olan eliisyon tamponu
50mM  Tris-HCI (pH=7,5)tir ve kolon i¢inde 0-1 M NaCl ile gradient
olusturulmustur. Kolona oOrnek yiikleme, yikama i¢in akis hizi 1 mL/min,

fraksiyonlama icin ise 3 mL/min ve ortalama basing 0,14 MPa’dur.

3.2.9.5.2 Hiprep 16/60 S300 HR Sephacry! kolonu

Proteinleri molekiil biiyiikliiklerine gore ayiran kolondur. 2000kDa molekiil
biiyiikliigiine kadar ayirma islemi yapilabilir. Durgun faz kiiresel alildekstran ve
N,N’-metilen bisakrilamidden olugsmaktadir, ortalama parcacik biiyiikligli 47 pm’dir.
Saflastirma islemine baslamadan 6nce kolondan 1,5 kolon hacmi kadar distile su, 2
kolon hacmi kadar tampon gegcirilerek sartlandirilmis ve kolon kullanima hazir hale
getirilmistir. DPP IV enziminin saflastirmasi i¢in uygun olan tampon 50mM Tris-

HCI (pH:7,5)’dir. Hiprep 16/10 Q FF Sepharose kolondan alinan ve enzim aktivitesi
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bulunan fraksiyonlar bu kolona yiiklenmistir. Ornek yiikleme, fraksiyonlama akis

hiz1 0,5mL/min ve ortalama basing 0,13 MPa’dir.

Yapilan calismalarin sonuglarini degerlendirebilmek icin spesifik aktivite,
verim ve saflastirma Kkatsayilar1 hesaplanmistir. Bu hesaplamalar1 yaparken

kullanilan esitlikler (3-5) asagida verilmistir.

Toplam Enzim Aktivitesi

Spesifik Aktivite = Topiam Proteln Mikiar: (Esitlik 3)
__ Fraksiyonun Spesifik Aktivitesi g

Saflastirma Katsayis: = Spesi ik Aktivite (Esitlik 4)

Verim = Fraksiyondaki Toplam Enzim Aktivitesi (E§itlik 5)

Toplam Enzim Aktivitesi

3.2.10 Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE)

Sodyum dodesil silfat (SDS) anyonik bir deterjan olup iki aminoasitte bir
peptit zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt birimleri birbirinden
ayirir. Ayrica (-) yiik tasidigindan peptitlere yiiksek oranda (-) yiikk kazandirir.
Boylece elektrik yiikii acisindan karigim igerisindeki biitiin protein molekiilleri esit
duruma getirilir. Jel konsantrasyonu arttirilarak protein molekiillerinin molekiil
agirliklarina gore ayrigmalart saglanir. SDS-PAGE yontemi ilgili proteinin
saflagtirma basamaklarinin izlenmesi, molekiil agirliklarinin  saptanmas1  ve

konsantrasyon c¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilabilmektedir.

Elektroforezin camlar1 isopropanol (2-propanol) ile silinip temizlendikten
sonra klipsleri takilmis ve stand tizerine oturtulmustur. Klipsler ile arasinda ince bir

bosluk kalan bu iki cam arasina 6ncelikle ayirma jeli (%8) dokiilmiistiir (Tablo 3.6).

Ayirma jeli polimerize olmadan {izeri bol miktarda isopropanol ile
kaplanmistir. Yaklasik 45 dakika polimerizasyon i¢in beklenmistir. Siire dolduktan

sonra O6n ayirma jeli hazirlanmistir (Tablo 3.7).
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Tablo 3. 6 SDS -PAGEigin ayirma jeli icerigi

Ayirma jeli % 6 % 8 % 10 % 12 % 15

4 X ayirma tamponu (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
% 30 akrilamid karigimi (mL) 2,0 2,7 3,3 4 5
H,O (mL) 54 4,7 4,1 3,4 2,4

%10 APS (mL) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15

TEMED (mL) 0,008 0,006 0,005 0,005 0,005

Tablo 3.7 SDS-PAGE i¢in 6n ayirma jeli igerigi

On ayirma jeli 10 ml 5ml 2,5ml

4 X ayirma tamponu (mL) 2,5 1,25 0,625
% 30 akrilamid karisimi (mL) 1,7 0,85 0,425
H,0 (mL) 5,7 2,85 1,425

%10 APS (mL) 0,15 0,75 0,038
TEMED (mL) 0,010 0,005 0,005

Ayirma jeli tizerindeki isopropanol dokiilmiis ve 6n ayirma jeli polimerize
olmadan camlarin arasina dokiilerek hizlica elektroforezin taraklari takilmustir.
Taraklarin actig1 kuyucuklar i¢inde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilmistir.
Polimerize olan elektroforez jeli elektroforez cihazi igine yerlestirilmis, iist ve alt
haznesi hazirlanan yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Ornek yiikleme islemine
baslamadan 6nce yiiklenmesi planlanan 6rneklerin protein miktarlar1 hesaplanmaistir.
Her kuyuya toplam 40 pg protein vermek igin uygun miktarlarda 6rnekler alinmis ve
aseton ¢oktiirmesi islemi uygulanmistir. Aseton ¢oktiirmesi i¢in 6rnekler eppendorf
tiiplere alinmig tizerlerine hacimlerinin 4 kat1 kadar soguk aseton eklenmis ve 1 gece
-86°C’de bekletilmistir. Bir gece bekleyen tlipler 14000 rcf’te santrifiijlenmis ve
slipernatant ayrilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen pellet {lizerine 10puL 6rnek
yikleme tamponu ve 5 pL distile su ilave edilmistir. Ornek yiikleme tamponu
hazirlanirken toplam hacminin % 10’u kadar B-merkaptoetanol ilave edilmistir.

Hazirlanan ornekler 90°C’de 5 dakika denatiire edilmis ve buz icerisine alinmistir.
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Omnekler kuyuya yiiklenmeden &nce her drnege Sul gliserol ilave edilmistir. Her
kuyuya 20ul 6rnek yiiklenmistir ve kullanilan marker her hangi bir isleme gerek
duyulmaksizin (10 pL) direkt olarak yiiklenmistir. Ornek yiikleme islemi sonrasinda
yiirlitme islemine 50 V ile baslanmig ve daha sonra 70 V ile devam edilmistir.
Yiiriitme isleminden sonra jel camlarin arasindan ¢ikarilmis ve 15 dakika boyunca
fiksasyon c¢oOzeltisinde (%10 asetik asit, %25 isopropanol, %65 distile su)
bekletilmistir. Fiksasyon isleminden sonra Coomassie blue R-250 boyas: ile
hazirlanan boyama ¢6zeltisinde (500 mL metanol, 100 mL asetik asit, 400 mL distile
su, 2,5g cosmassie blue) 1 gece boyanmistir. Bantlara baglanmayan boyanin geri
aliip bantlarin net olarak goriilebilmesi i¢in jel boyama isleminden sonra yikama
cozeltisine (785 mL distile su, 165 mL etanol, 50 mL asetik asit) alinmistir ve

yikanan jelin goriintiisti alinmistir.

Alman jel goriintiisii Thermo Scientific firmasinin bir yazilimi olan ‘My
Image Analysis (v 2.0)’programina yiiklenmistir. Kullanilan programin ekran

goriintlisti Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Thermo | e ¥ | Image . LanesiBands || (A Annotation
|

::::::::::

Analysis | Auto-Analyze | | Lane @ Lanes . Bands . Regions Gt [ Pt

Fame | [ rndans E > Frame E‘I‘ +| | + /|5 g fegen Sn.bvac:jﬂ
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Sekil 3.4: ‘My Image Analysis’programina ait ekran goriintiisii
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Sekil 3.4°te gorildiigii gibi Thermo Scientific firmasinin mylmageAnalysis
(v2.0) yazilimi ile bantlarin kapladigr alan ve her bantin intensitesi kullanilarak
proteinin saflig1 test edilmis ayn1 zamanda molekiil agirligi ve proteinin bagil goc

mesafesi (Rf, Relative font) degerleri analiz edilmistir.

3.2.11 Kutle Spektrometrisi ile Protein Kimlik Tayini

Jel filtrasyon kolonundan alinan fraksiyona kiitle spektrometresi ile protein
kimlik tayini yapilmistir. Analiz ‘Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimii Proteomiks Laboratuvari’'nda (Istanbul) yaptirilmistir. Uygulamada

kullanilan metotlar asagida belirtilmistir.

Jel-ici Protein Kesim Islemi: Protein 6rnekleri SDS-PAGE jelde coomassie blue R-
250 ile boyandiktan sonra, se¢ilen bantlar bistiiri ile eppendorf tiiptine aktarilmistir.
Once yikama soliisyonunda (%50 metanol ve %5 asetik asit) sonra destaining
solisyonunda (50 mM amonyum bikarbonat ve %50 asetonitril) mavi renk
kaybolana kadar islem yapilmig, jel pargalart 200 pL asetonitril icerisinde
kurutularak {izerlerine 10 mM dithiotreitol ve sonrasinda 100 mM iodoasetamid
konulup ‘Protein Reduction and Alkylation’ islemi tamamlanmistir. ‘Protein
Digestion’ islemi igin tripsin soliisyonu (20 ng/ulL) konularak etiivde 16 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. ‘Peptide Extraction’ islemi i¢cin ekstraksiyon sollisyonu
(%50 asetonitril ve %5 formik asit) kullanilarak son hacim, vakumlu santrifiijde 20

uL’ye kadar diistirtilmiistiir.

Kutle Spektrometrisi ile Protein Kimlik Tayini: Hazirlanan 6rnekler, nano-sivi
kromatografisi olarak Thermo Dionex™ UltiMate™ 3000 RSLC nano sisteminde
‘Pre-concentration onto a Nano Column’ set-up i¢cinde 75 pm L.D. x 15 cm, Acclaim
PepMap RSLC C18, 2 um, 100A kolonu kullanilarak ayristirilmustir. (Mobil faz A:
% 100 su + % 0.1 formik asit, mobil faz B: %100 asetonitril + %0.1 formik asit,
yukleme soliisyonu: % 95/5 (v/v) su/asetonitril ve % 0.1 TFA). Cihaza 0.300 pL/min
akis verilmistir (kullanilan gradient: 50 dakika’da mobil faz B % 5’den % 40’a, 55.
dakika’da % 95, 65.dakika’da %5 ve sonraki 10 dakika sartlandirma). Ayristirilan
peptit drnekleri, yuksek ¢ozindrlikli Bruker Compact kutle spektrometrisinde, MS,
(CaptiveSpray NanoBooster-Electrospray-UHR-Quadrupole-Time-of-Flight) analiz
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edilmistir. TUm sistem arayliz kontrolu igin HyStar 3.2 programi, MS kontrolii igin
otofControl ver:3.3 programi, analiz sonucunda .mgf dosyasinin doéniisimii igin
Compass Data Analysis programi ve Mascot 2.4.1 araciligiyla NCBInr ve SwissProt
veri bankalarina erisip bu dosya ile protein kimlik tayini yapmak i¢in Biotools 3.2

programi kullanilmis ve analiz sonucu elde edilmistir.

3.2.12 Enzim karakterizasyonu

Enzim iiretimi ¢calismalarinda bol miktarda ve ekonomik iiretim hedeflemenin
yant sira elde edilen enzimin kinetik ozelliklerinin belirlenmesi de Onem arz
etmektedir. Kinetik caligmalar ile enzimin substrati ne oranda hidrolize ettigi,
reaksiyonun hizi, reaksiyon hizinin sicaklik, pH degisimleri ve metal iyonlarinin
varlig1 ile nasil etkilendigi, enzim i¢in spesifik substratlarin ne oldugu, hidroliz
tiriinlerinin enzime inhibisyon etkisi yapip yapmadigi, yapiyor ise bu inhibisyon
¢esidinin ne oldugu, son {iiriin i¢in kullanilan ingredientlerin inhibisyon etkilerinin
belirlenmesi ortaya konmaktadir. Calismamizda sirasi ile optimum sicaklik, optimum

pH degerleri, enzime spesifik substrat, ve inhibitér maddelerin etkisi belirlenmistir.

3.2.12.1 DPP IV enziminin optimum sicakhik degerinin belirlenmesi

Enzimin termal stabilitesini belirleyebilmek i¢in enzim soliisyonlart 15
dakikalik inkiibasyon siirelerinde 0°C’den 50°C’ye kadar sicaklifa maruz
birakilmistir ve o6rneklerin enzim aktiviteleri yukarida ‘DPP IV enzim aktivitesinin
Olciilmesi ve standart egri ¢izimi’® boliimiinde anlatildigr sekilde Olg¢lilmiistiir

(Buckley ve dig. 2004).

3.2.12.2 DPP 1V enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi

Enzimin pH profilini belirlemek amaci ile pH 3,0’den 10,0’a kadar degisen
araliktaki pH degerlerine sahip solisyonlar (Tris-HCl) kullanilarak enzim

soliisyonlar1 37°C’de 15 dakika Gly-Pro- p-nitroanilide ile inkiibe edilmis ve enzim
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aktiviteleri yukarida ‘DPP IV enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi ve standart egri ¢izimi’

boliimiinde anlatildigr sekilde dlglilmiistiir (Buckley ve dig. 2004).

3.2.12.3 Enzim substrat spesifikligi

Enzim  substrat spesifikligini  belirlemek i¢cin  degisen  substrat
konsantrasyonuna gore reaksiyon hizinin belirlenmesi gerekmektedir. Reaksiyon
hizin1 belirlemek i¢in iki metot bulunmaktadir bunlardan birisi spektrofotometrik
yontem digeri ise florometrik yontemdir. Calismamizda spektrofotometrik yontem
kullanilmigtir. DPP 1V enziminin substrat spesikligini belirlemek i¢in Gly-Pro-p-
nitroanilide ve Ala-Pro-p-nitroanilide substratlar1  kullanilmigtir.  Kullanilan
subsratlarin  konsantrasyonlar1 0,1 mM ile 1,4 mM arasinda degismektedir.
Mikroklvet icerisine 100 pL saflastirilan DPP IV enzimi ve belirlenen
konsantrasyonda 100uL substrat aktarilmigtir. 37°C’de 15 dakikalik inkibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda her kiivete 100 pL asetik asit (1,5M) eklenerek
reaksiyon durdurulmus ve 405 nm’de enzim aktivitesi dl¢iimii yapilmistir. Olgiim
sonuglar1  Michaelis-Menten  kinetik modeli ve Lineweaver-Burk modelleri

kullanilarak yorumlanmustir.

3.2.12.4 Enzim inhibisyonu

DPP 1V enzimi igin Gly-Pro-Phe, Gly-Pro-lle, Phe-Val-Val-Asn-Ala peptit
dizilerinin ve PMSF, EDTA, metal iyonlarinin (Mg+2, Cu+2, Ca+2, Hg+2, Fe+2, Zn+2)
inhibitor etkileri belirlenmistir. PMSF inhibitoriiniin DPP IV enziminin aktif
bolgesindeki serin amino asitini inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Metal iyonlar ise
cevresel sartlarm DPP IV  enzimini nasil etkiledigini goézlemlemek icin
kullanilacaktir. Inhibitér denemeleri igin Gly-Pro-p-nitroanilide substrat olarak
kullanilmistir. Kullanilan substratin konsantrasyonu 0,1mM ile 1,4 mM arasinda
degismektedir. Hazirlanan inhibitér maddelerin konsantrasyonu 1mM’dir. Ornekler
eppendorf tiipler i¢erisinde hazirlanmistir. 100 pL substrat, 100 pL inhibitor ve 100
Ml saflastirilan DPP IV enzimi eppendorf tiipii igerisine aktarilmig, 37°C’de 15
dakikalik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda her tiipe 100 ul asetik
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asit (1,5M) eklenerek reaksiyon durdurulmus ve 405nm’de enzim aktivitesi 6l¢iimii
yapilmustir. Ol¢iim sonuclar1 Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk kinetik modelleri

kullanilarak yorumlanmustir.

3.2.13 Ticari enzimlerin enzim aktivitelerinin kontrolt

Yurt dis1 pazarinda ‘gida takviyesi’ adi ile tiretilen DPP IV enzimleri; tek bir
enzim, farkli proteaz enzimleri ile desteklenerek veya lipaz, proteaz ve amilaz enzim
kokteyli olarak toz formda, kapsiil, tablet ya da ¢ignenebilir tabletler olarak satisa
sunulmaktadir. Bu enzim preparatlar1 (tabletleri) TUBITAK (113Z841) projesinin
biitgesi kullanilarak satin alinmis ve Tablo 3.8’de verilmistir. Tabletler 15 mL Tris-
HCI (pH:8,0) tampon igerisinde ¢Oziilmistir. Bu islem sonrasinda olusan
siispansiyon bulanik bir halde oldugundan enzim aktivitesi tayini yapilabilmesi i¢in
8000 rcf’te 15 dakika siiresince santrifiijlenmistir. Santriflij sonrasinda safsizlik
unsurlar1 pellet halinde tiipiin dibinde birikirken, alinan siipernatantlara ilgili
metodumuza gore enzim aktivitesi tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar iirettigimiz

DPP IV enzimi ile karsilastiriimistir.

Tablo 3.8 Piyasada satig1 yapilan ticari enzimler ve kaynaklari

Enzim ornekleri Mikrobiyal kaynak
Enzimatic theraphy/Gluten defense -
Now foods/Gluten digest Aspergillus oryzae
Swanson health products/BioCore DPP IV Aspergillus oryzae

Country life/Gluten-zyme -
Enzymedica Inc./ GlutenEase -
Emerald lab./ Digestive health -
Brain Child Nutritionals/Basic support prob. Lactobacillus acidoplilus
Elite science/Digestive Enzymes Ultra chewable -
Klaire labs./ Vital-zymes chewable -
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1  Mikroorganizmalarin inokiilasyon oranlarimin belirlenmesi

Almman sonuglara gore %]1’lik (v/v) inokiilasyon orant denemesinde
maksimum spesifik biiylime hiz1 9. saatte gbzlemlenmistir ve baslangigtaki spesifik
biiyiime hiz1 bu zaman diliminde 14,5 katina ¢ikmistir. Bununla birlikte Lactococcus
lactis spp. lactis susunun duragan faza girmesi yani maksimum hiicre sayisina
ulagsmast i¢in 13 saate ihtiya¢ vardir. Yapilan %]1’°lik inokiilasyon denemesi
sonucunda Lactococcus lactis spp. lactis susunun biiyiime kinetigi verileri Tablo

4.1°de sonuglardan olusturulan grafik Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 %]1°lik inokiilasyon oraninda Lactococcus lactis spp. lactis susunun
biiyiime kinetigi verileri

Zaman (h) OD (660nm) Hiicre sayisi (x10'kob/mL)  Spesifik biiyiime hiza (h™)

0 0,110 0,887

1 0,112 0,905 0,019
2 0,118 0,952 0,050
3 0,138 1,114 0,157
4 0,158 1,273 0,133
5 0,201 1,622 0,241
6 0,243 1,957 0,188
7 0,317 2,553 0,265
8 0,392 3,164 0,214
9 0,522 4,211 0,285
10 0,649 5,228 0,216
11 0,701 5,652 0,078
12 0,741 5,970 0,054
13 0,758 6,112 0,023
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Sekil 4.1: %1’ik inokilasyon sonucunda Lactococcus lactis spp. lactis susunun
zamana gore OD degisimi

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1’de goriildiigii gibi bu inokiilasyon orani ile
calisildiginda inokiilasyon i¢in en uygun zamanin eksponansiyel fazin ortasi oldugu
g0zoniine alindiginda yeni iiretim ortamina inokiilasyon yapilabilmesi i¢in 9. saatin
uygun oldugu goriilmektedir. Yapilan %2’lik inokiilasyondan alinan sonuglara gore
maksimum spesifik biiyiime hiz1 % 1 ‘lik inokiilasyon oranina gore 4 saat daha erken
gelerek 5. saatte gozlemlenmistir ve baslangigtaki spesifik biliylime hizinin 11,8
katina ¢ikmistir. Calismada kullanilan susun bu inokiilasyon orani ile duragan faza
gecmesi icin 9-10 saat gerekmektedir. Alinan sonuglar Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.2 %2’1ik inokiilasyon oraninda Lactococcus lactis spp. lactis susunun
biiyiime kinetigi verileri

Zaman(h) OD (660nm) Hiicre sayis1 (x10’kob/mL)  Spesifik biiyiime hiz1 (h™)
0 0,148 1,198
1 0,151 1,220 0,018
2 0,161 1,298 0,062
3 0,188 1,515 0,154
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Tablo 4.2 (devam)

4 0,226 1,823 0,185
5 0,281 2,264 0,216
6 0,344 2,775 0,204
7 0,401 3,230 0,152
8 0,464 3,741 0,147
9 0,511 4,117 0,096
10 0,545 4,390 0,064
11 0,561 4,520 0,029
2 -
1.8 -
1.6 -
— 1.4 -
E
S 12 -
O
S
)
o 08 -
0.6 -
0.4 -
0.2 ,
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
zaman (h)

Sekil 4.2.% 2’lik inokiilasyon sonucunda Lactococcus lactis spp. lactis susunun
zamana gore OD degisimi
Yiizde 5’lik Lactococcus lactis spp. lactis inokiilasyon denemesi sonuglart %
1 ve % 2 ‘lik inokiilasyon sonuglarina gore daha yiliksek spesifik biiyiime hizi
vermistir (4. saatte) ve kullanilan susun duragan faza gegme siiresi 6 saattir (Tablo

4.3 ve Sekil 4.3).
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Tablo 4.3 %5’1ik inokiilasyon oraninda Lactococcus lactis spp. lactis susunun

biiyiime kinetigi verileri
Zaman Hiicre sayis1 . . 1
) OD (660nm) (x107kob/mL) Spesifik biiyiime iz (h™)
0 0,237 1,443
1 0,260 1,582 0,091
2 0,379 2,307 0,376
3 0,670 4,074 0,568
4 1,223 7,477 0,607
5 1,674 10,181 0,308
6 1,808 10,993 0,076
7 1,891 11,501 0,045
2

1.5

€

j o

Q 1

e

(m)

© 0.5

0 T T T 1
2 4 6 8
Zaman (h)

Sekil 4.3: % 5’lik inokiilasyon sonucunda Lactococcus lactis spp. lactis susunun
zamana gore OD degisimi

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’te goriildiigi gibi %5°1ik Lactococcus lactis spp. lactis

inokiilasyonu ile 7 saat icinde toplam 11,5x10"kob/ml hiicre sayisina ulagilmis ve 4

saat icinde sus inokiilasyon i¢in hazir hale gelmistir. Deneye %10’luk inokiilasyon
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denemesi ile devam edildiginde Lactococcus lactis spp. lactis susunun duragan faza

gecme suresinin 8 saate ¢iktigi goriilmiistiir (Tablo 4.4 ve Sekil 4.4).

Tablo 4.4 %10’luk inokiilasyon oraninda Lactococcus lactis spp. lactis susunun
biiyiime kinetigi verileri

Hiicre sayisi

Zaman (h) OD (660nm) Spesifik biiyiime hizi (h™)

(x10’kob/mL)

0 0,280 2,263

1 0,289 2,33 0,029
2 0,306 2,468 0,057
3 0,374 3,011 0,198
4 0,476 3,837 0,242
5 0,586 4,719 0,207
6 0,674 5,435 0,141
7 0,735 5,918 0,085
8 0,759 6,118 0,033
9 0,775 6,243 0,020
10 0,782 6,298 0,008

=
(92
1

OD (660nm)

|

Zaman (h)

Sekil 4.4. % 10’luk inokilasyon sonucunda Lactococcus lactis spp. lactis susunun
zamana gore OD degisimi
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Yapilan inokiilasyon orani denemelerinden alinan sonuglara gore Lactococcus
lactis spp. lactis susunun (NRRL-1821) farkli inokiilasyon oranlar1 farkli biiylime
kinetikleri ortaya koymustur. Bu biliyiime kinetigi verileri karsilastirildiginda % 5
inokiilasyon orani ile 6.saatte duragan faza giren susun 0,607 h™* spesifik biiyiime hizi
ile 11,5x10’kob/mL hiicre sayisma ve 1,808 OD’ye ulasildigi sonucuna varilmis ve
deneylere %5 inokiilasyon orani ile devam edilmesine karar verilmistir. Alinan
sonuglara gore %5’lik Lactococcus lactis spp. lactis inokiilasyon denemesi sonuglari
% 1 ve % 2’lik inokiilasyon sonuclarina gore daha yiiksek spesifik biiyliime hizi
vermistir (4. saatte) ve kullanilan susun duragan faza gegme siiresi 6 saatte olup bu
stire sonunda ulasilan hiicre sayist 11,5x107kob/mL’dir. Bu degerler dikkate
alindiginda Lactococcus lactis spp. lactis susunun M17 broth ortamina inokiilasyon

oraninin %5 olmasina karar verilmistir.

4.2 ODggo-kob/mL korelasyonu (Lineer regresyon analizi)

Calismamizda kullandigimiz Lactococcus lactis spp. lactis susunun optik
yogunlugu ile 48 saat inkiibasyondan sonra olusturdugu koloni sayilar1 arasinda iligki
incelenmistir ve lineer regresyonu y=ax+b denklemi kullanilarak hesaplanmistir.
Tablo 4.5’de optik yogunluga karsilik gelen hiicre sayisi verilmistir. Sekil 4.5°te ise

alinan sonuglardan dogrusal egri olusturulmustur.

Tablo 4.5 ODggo degisimine karsi hiicre sayist degerleri

OD (660nm)  Hiicre sayisi (x10'kob/mL)

0 0
0,135 0,45
0,178 1,10
0,264 1,50
0,432 2,85
0,745 4,50
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Sekil 4.5: ODggo degisimine karsi hiicre sayisinin lineer regresyon egrisi

Sekil 4.5’te goriilen lineer regresyon egrisi ile elde edilen y=6,079x denklemi
(R?*= 0,99) 660 nm’lik dalga boyunda optik yogunlugu &l¢iilen Lactococcus lactis
spp. lactis susunun hiicre sayilarii gostermektedir. Bu analizden sonra ele edilen

denklem kullanilarak tiim denemelere ayni1 hiicre sayist ile baglanmistir.

4.3  Sonikator ile hiicre parcalanmasi optimizasyonu

Lactococcus lactis spp. lactis susu Gram-pozitif olmasi nedeni ile sahip
oldugu kalin peptidoglukan hiicre duvar1 ve kok seklinde olmasi bu susun 1limh
pargalama metotlar1 kullanarak parcalanmasini zorlastirmaktadir (Perez-Guzman
2004, Saboya 2003). Sonikasyon isleminin optimizasyonu i¢in Design Expert (Stat-
Ease, v9.0)programinda degisken sayimiza uygun olmasi nedeni ile BBD tasarimi

uygulanmigtir.

Tablo 4.6 BBD tasarimi i¢in kullanilan faktorlerin degerleri

Faktor seviyesi -1 0 +1
Zaman (min) 0,5 15,25 30

Gug (%) 10 55 100
Dongl 1 4 7
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Tablo 4.6’da maksimum ve minimum degerleri verilen {i¢ faktdriin seviyeleri
(-1, 0, 1) goriilmektedir. Programda BBD deney planina gére olusturulan pargalama
islemleri 15 deney sayis1 ve 3 merkez noktay1 tanimlamistir. Deney sonucunda elde

edilen sonuclar programdaki yanit (response) kismina girilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7 BBD tasarimina gore faktor seviyeleri ve yanitlar

Yanit: Enzim

Faktor 1: Faktor 2: Gg Faktor 3: Aktivitesi
Zaman (min) (%) Dongu (mU/mL)
1 0,5 10 4 25,36
2 15,25 55 4 120,93
3 0,5 55 1 25,49
4 30 55 7 120,79
5 15,25 100 1 67,54
6 30 10 4 127,2
7 0,5 55 7 32,03
8 30 55 1 96,5
9 15,25 10 7 113,05
10 15,25 55 4 156,03
11 15,25 55 4 116,79
12 15,25 10 1 49,38
13 15,25 100 7 129,87
14 30 100 4 126,93
15 0,5 100 4 30,03

Tablo 4.7°de BBD tarafindan 6nerilen deney diizenegi uygulandiktan sonra
alinan cevaplar ile yapilan veri analizi sonucunda analiz kisminda bagimsiz ve
bagimli degiskenler iliskilendirilerek RSM esitligi kurulmustur. Olusturulan esitligi
diizeltmek igin Sekil 4.6’da gorilen bir diizeltme faktéri olan lambda -1.51 degeri ile

diizenlenmis ve diizgiin bir ANOVA elde edilmistir.
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Lamda

Sekil 4.6: RSM esitligi i¢in diizeltme faktorii

Y= 0,010045-0,00919A-0,0025B-0,00311C + 0,000512AB + 0,000624AC +
0,000341BC + 0,002614A% + 0,000615B? + 0,00064C%(gercek faktor)

(Esitlik 6)

Bu esitlikte; A:zaman, B:gug, C:dongi, Y: DPP IV enzim aktivitesini ifade

etmektedir. Kullanilan esitlik 2. dereceden bir polinomdur.

varyans analizi (ANOVA) Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8 Varyans analizi tablosu

Alinan sonuglarin

Yanit: 1 Enzim aktivitesi Sabit 0
Déniisiim : guc Lamda: -1.51
Serbestlik Kareler
Kaynak Kareler toplami derecesi ortalamasi F-degeri p-degeri
Prob > F
Model 1,023E-004 9 1,137E-005 316,07  <0,0001*
A-zaman 6,757E-005 1 6,757E-005 1878,38  <0,0001
B-gii¢ 1,051E-006 1 1,051E-006 29,22 0,0017
C-dong 3,845E-006 1 3,845E-006 106,88  <0,0001
AB 7,309E-007 1 7,309E-007 20,32 0,0041
AC 9,068E-007 1 9,068E-007 25,21 0,0024
BC 200E-007 1 2,000E-007 5,56 0,0564
A? 2,674E-005 1 2,674E-005 743,46  <0,0001
B2 7,240E-007 1 7,240E-007 20,13 0,0042
C? 5,581E-007 1 5,581E-007 15,51 0,0076
Artan 2,158E-007 6 3,597E-008
Model uygunsuzlugu 1,991E-007 3 6,636E-009 11,87 0,0359*
Hata 1,676E-008 3 5,588E-009
Toplam korelasyon 1,025E-004 15
Standart sapma 1,897E-004 R 0.9979
Ortalama 2,377E-003 Diizeltilmis R* ~ 0.9947
Varyasyon katsayist % 7,98 Tahmini R? 0.9686
PRESS 3,215E-006 Yeterli hassasiyet ~ 48.011
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Tablo 4.8’de verilen varyans analizi sonuglarina gore zaman, dongii ve gug¢
degerleri sirast ile 6nemli bulunmustur ve 316,07 oldugu goriilen model F degeri,
modelin anlamli oldugunu; 11,87 olan uyumsuzluk F degeri ise goriilen bu
uyumsuzlugun anlamsiz oldugunu veya ihmal edilebilecegini gostermektedir.
0,05’ten kiigiik olan “Prob>F” degerleri veya p-degerleri model terimlerinin anlaml
oldugunu gosterir. Bulunan R? degeri 0,9979°dur ve bu deger modelin uygun
oldugunu gostermistir. Degiskenler arasindaki etkilesimin cevap ile iliskisi Sekil

4.7°de verilmistir.

0.004

8

(Enzim Aktivitesi)"-1.51

05

182

A :Zaman (dk) 241 ) B : Giig (%)

Sekil 4.7. Zaman, gui¢ ve enzim aktivitesi icin 3 boyutlu grafik

Sekil 4.7°de goriildiigli gibi enzim aktivitesi lizerinde zamanin etkisi giiciin
etkisine oranla daha fazladir. 18.2 dakikadan sonra enzim aktivitesindeki artis
maksimum diizeye yaklagsmaktadir. ANOVA (varyans analizi) sonuglarindaki
zamana ait F-value degeri giic degerinden yaklasik 70 kat daha fazladir. Bu grafikte
de zamanin daha etkili bir parametre oldugu gozlenebilmektedir. Dongli ve giig
degiskenleri enzim aktivitesi iizerinde birbirlerine yakin oranlarda etkilidir. Tlgili

parametrelerin etkilesimi Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Zaman, dongii ve gii¢c degiskenlerinin pertiirbasyon grafigi

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de goriildiigii gibi yapilacak olan optimizasyon
calismasinda uygulama siiresi enzim aktivitesini daha fazla etkilemektedir.
Istatistiksel optimizasyon sonucunda optimum parametre setleri i¢in aday degerler
Design Expert programinin final bdliimiinde sunulmustur. Bunlarin igersinden
sistemi en 1yl tamimlayan ve uygulamada en kullanish (deneysel olarak
uygulanabilir) olan set nermelerinden biri olan optimum parametre degerleri siire 28
dakika, giic %91 ve dongii 3 olarak belirlenmistir. Istatistiksel optimizasyon
sonuclar1 sisteme girildikten sonra sistemin bize verdii parametreler ve bu
parametrelere karsilik gelen tahmini enzim aktivitesi degerleri Tablo 4.9’ da

gorulmektedir.

Tablo 4.9 Istatistiksel optimizasyon sonuglarma karsilik sistemin verdigi
parametreler, tahmini enzim aktivitesi degerleri ve analiz sonuglari

Parametreler Enzim aktivitesi
Deney
Setleri  Zaman Gug¢ Dongu  Hesaplanan  Tahmin Edilen Fark (%)
1 15 71 6 175.097 151.897 +15.3
2 28 91 3 156.074 145.090 +7.6
3 29 20 4 162.397 137.348 +18.2
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Tablo 4.9°da goriilen parametreler ile deneyler yapilmistir. Alinan sonuglar ve
tahmini degerler karsilagtirllmig, iki deger arasindaki farkin en az oldugu

parametreler optimum parametreler olarak se¢ilmistir.

4.4  Santrifugal filtrasyon (Ultrafiltrasyon)

Pargalama isleminden sonra tampon igerisinde bulunan enzim ilk énce 50kDa
molekiil agirligina sahip santrifiigal filtreden ve ardindan 100kDa molekiil agirligina
sahip santrifugal filtreden gecirilmistir. Yapilan filtrasyon isleminin sonucunda
permeat ve retentat kisimlarina enzim aktivitesi tayini yapilmis ve retentat kisimdaki
toplam enzim aktivitesinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu islem sonucunda DPP
IV enzim konsantrasyonu arttirilmistir. Baglangicta 34630,53 mU olan toplam enzim
aktivitesi 100kDa’luk filtreninretentat kisminda 29794,99 mU olmustur ve hacim

100mL’den 75mL’ye azaltilarak konsatrasyonun artmasi saglanmaistir.

45  Amonyum silfat coktirmesi

Protein ¢0zeltisine ¢ok miktarda noétral tuz ilave edildiginde, proteinlerin
genellikle i¢ kisimlarinda yer alan hidrofobik gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz
iyonlar tarafindan uzaklastirilir, bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan
etkilesimleri artar ve proteinler ¢oker. Bu sekilde c¢oken protein genellikle
denatiirasyona ugramadigindan aktivite pelletin uygun tamponda ¢oziilmesiyle geri
kazanilir. Bu islem ile ¢oktiiriilmek istenen protein igin gerekli olan tuz miktari
belirlenir ve ¢alisilan proteinin siispansiyon igindeki konsantrasyonun arttirilmasi ve
hacmin azaltilmas: saglanir (Erarslan ve dig. 2001). Saflastirmanin sonraki
basamaklari i¢in kiiciik hacimde ve yiiksek konsantrasyonda ¢alismak avantaj saglar.
Calismamizda DPP IV enzimi igin ¢Oktiirme denemeleri yapilmistir. Yapilan

caligmalar Tablo 4.10°da verilmistir.
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Tablo 4.10 DPP IV enziminin amonyum siilfat tuzu ile ¢oktiirme oranlar1 ve enzim
aktivitesi sonuglari

Spesifik
Toplam enzim Toplam protein aktivite

Ornek aktivitesi (mU/mL) miktar: (mg/mL) (mU/mg)
%0 2791,577 22 126,889
%60 cokelti 236,574 3,25 72,792
%70 cokelti 904,305 2,475 365,376
%80 ¢okelti 1024,662 3,15 325,289
%90 ¢okelti 1000,709 6,6 151,622
%60 stpernatant 1117,814 16,875 66,240
%70 stpernatant 1550,745 12,65 122,588
%80 slipernatant 596,167 12 49,680
%90 supernatant 709,723 10 70,972

Tablo 4.10°da goriildiigii gibi analizler sonucunda ¢okelti i¢inde DPP IV
spesifik aktivitesinin en yiikksek oldugu tuz konsantrasyonu % 70 olarak
belirlenmistir. Bu degerin DPP IV enzimi i¢in uygun oldugu tespit edilmis
analizlerimize bu tuz konsantrasyonunda ¢oktiirmeler ile devam edilmistir. DPP IV
enziminin saflastirllmas1 i¢in uygulanan kolon kromatografisinden Oncesinde
enzimin konsantrasyonunun arttirilmasit i¢in amonyum = siilfat ¢Oktlrmesi
yapilmaktadir. Coktliirme isleminde kullanilacak amonyum siilfat tuzunun oram
belirlenmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda ¢oktiirme ic¢in kullanilan tuz
oranlarinin %40 ile %80 arasinda oldugu goriilmistir (Sanz ve Toldra 2001,
Goldstein ve dig. 2001, Degraeve ve Martial-Gros 2003). Belirtilen tuz oranlar
dikkate alinarak c¢alismamizdaki amonyum siilfat tuzu oranlari denenmistir ve

yapilan analizler sonucunda Lactococcus lactis spp. lactis susundan elde edilen DPP
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IV enzimi i¢in uygun olan amonyum siilfat tuzu oraninin %70 olmasma karar

verilmistir.

4.6  Kolon kromatografileri

Amonyum sulfat coktiirmesi ve tuzun giderilmesi icin uygulanan diyaliz
isleminden sonra Ornekler kolonlara yiiklenerek saflagtirma islemleri yapilmstir.
Saflastirma basamaklart her adimda protein konsantrasyonu ve enzim aktivitesi
tayini yapilarak izlenmistir. Bu analizlerin sonuglarmma gore ise spesifik aktivite,

verim ve saflastirma katsayisi1 hesaplanmistir (Tablo 4.11).

Yapilan saflastirma sonucunda anyonik O6zellik gosteren DPP IV enzimi anyon
degistirici kolondan gegirildikten sonra Sekil 4.9’daki kromatograma sahip olmustur.
Sekil 4.9°da goriilen ve pik yapan fraksiyonlarda enzim aktivitesi 6l¢iilmiis ve bu
fraksiyonlarin iginden 11. fraksiyonda DPP IV toplam enzim aktivitesi 8593,93 mU

(5mL i¢in) olarak bulunmustur.

18 -
16 -
14 -
12 -

10 -

mAuU (256 nm)

DPP IV
2
0

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00

Zaman(min)

Sekil 4.9 Hiprep 16/10 Q FF sepharose kolonunun kromotogrami

llgili fraksiyon proteinleri molekiil bityiikliigiine gére ayirmak icin tasarlanan

ve bir jel filtrasyon kolonu olan Hiprep 16/60 S300 HR Sephacryl kolonuna
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yiiklenmistir. Jel filtrasyon kromatografisinde kigik molekiller kolon icerisindeki
katt matrikstekiporlara tutunurken biyuk molekiller porlara tutunmadan kolon
igerisinden akip gecer boylece biiyiik molekiiller kolonu kisa siirede terk ederken
kii¢iik molekiillerin kolonu terk etme siiresi daha uzundur. Bu farktan yararlanilarak
saflagtirma islemi gergeklestirilir. Kolondan elde edilen kromatogram Sekil 4.10’da
verilmistir. Kromatogramda pik veren fraksiyonlarin i¢inden 14. fraksiyonda DPP IV
enzim aktivitesi goriilmiistiir ve bu fraksiyonun tasidigi toplam enzim aktivitesi

degeri 2634,93 mU (5 mL i¢in) olarak belirlenmistir.

7.00 -
6.00 -
5.00 -
4.00 -
3.00 - DFFIv

2.00 -

mAu (256 nm)

1.00 -

0-00 T T T T T I/

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00 350.00
Zaman (min)

Sekil 4.10 Hiprep 16/60 S300 HR Sephacryl kolonunun kromotogrami

Calismada yapilan tiim kromatografi denemelerinde DPP IV enzim
aktiviteleri Hiprep 16/10 Q FF Sepharose kolonunda 11. fraksiyonda, Hiprep 16/60
S300 HR Sephacryl kolonunda ise 14. fraksiyonda gorulmiistiir.

49



Tablo 4.11. Saflastirma basamaklar1 sonuglari

Toplam .
) Toplam Toplam Spesifik )
enzim . . o Verim Saflasirma
Saflastirma L protein hacim (mL)  Aktivite
aktivitesi (%) katsayisi
basamaklar1 (mg) (mU/mg)
(mU)
Ham ekstrakt 34630530 70,000 100 494721 100 1,000
Ultrafiltrasyon 29794,996 57,150 75 521,347 86,040 1,053
%70
Amonyum
) 22619,874 25,672 315 881,093 65,320 1,780
stlfat
coktlrmesi
Hiprep 16/10
8593,930 3,270 5 2628,113 94820 5312
QFF ' '
Hiprep 16/60
5300 2634,930 0,215 5 11151,154 6,920 22,540

Lactococcus lactis spp. cremoris susu ile yapilan bir ¢caligmada sirasiyla jel
filtrasyon kolonu olarak Sephadex G-75 kolonu ve iyon degistirici kolon olarak
karboksimetil seliiloz kolon kullanilmis ve yapilan saflastirma sonucunda verim %6
ve saflagtirma katsayis1 80 olarak belirtilmistir (Guzman ve dig. 2006). DEAE
selliloz, arjinin sefaroz 4B afinite kolonu, Glycyl-prolyl-AH-sepharose 4B kolonu ve
akrilamid jel filtrasyon kolunu kullanilan bir ¢alismada verim % 9,2 ve saflastirma

katsayisi 148,4 olarak beliritilmistir (Degraive ve Gros 2003).

4.7  Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

DPP IV enziminin saflastirma basamaklarinin kontrolii i¢ins Saflagtirma
tablosunda belirtilen basamaklardan ornekler alinmis ve SDS PAGE elektroforezine
yiiklenmistir. Sekil 4.11°de ornek icin %8’lik akrilamid jel tlizerinde yiiriitiilen

protein bantlarinin goriintiileri bulunmaktadir.
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Ham ekstrakt ultrafiltrasyon Diyaliz sonrasi Marker Hiprep 16/10 Hiprep 16/60
QFF S300 HR

250kDa

150kDa

&

Tahmini DPP
IV bandi

Sekil 4.11. Saflastirma basamaklarina ait SDS Page jel elektroforezi gorintusu

Yapilan saflastirma igleminin kontroliinii saglamak amaciyla yapilan SDS-
PAGE analizi sonucuna gore saflastirdigimiz DPP IV enziminin molekiil biiytkligi
kullandigimiz programdaki hesaplamaya gore 84,64 kDa olarak bulunmustur (Sekil
4.12).

Ham ekstrakt ultrafiltrasyon Diyaliz sonrasi marker Hiprep 16/10 Hiprep 16/60

QFF 5300 HR

Sekil 4.12: Thermo Scientific firmasinin My Image Analysis (v2.0) yazilimi ile veri
analizi
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Sekil 4.13: Standart molekiil biyiikliigi egrisi (My Image Analysis(v2.0))

Tablo 4.12 Standart molekiil biiyiikligiine egrisine ait bilgiler

Regresyon metodu

Regresyon formali

R? degeri

Yar1 logaritmik
Y =-0,79* X + 2,48
0,975612

Tablo 4.13 Siitun ve bantlarin analizi (Siitun 4 —Markerin molekiil biiytiklikleri)

. Birim o . .
Hacim Alan Bmm. Ortanca Lok_al alandaki B’?.g" M,OIEK,UI Yulzde Yuzde
Bant . . alandaki . - hacim go¢ agirhg saflik
(Intensite) (Piksel) . intensite . . lokal . safhk .
no intensite (intensite) . .. mesafesi (kDa) (sttun)
intensite
1 149864410 11622  12894,89 12593 40401927 3476,33 0,146 250 6,66 1,88
2 224155914 12797  17516,29 18761 76645470 5989,33 0,333 150 12,64 281
3 691053211 26462 26114,93 26728 285824386 10801,32 0,585 100 47,14 8,66
4 236569785 12154  19464,36 22616 41894697 3446,99 0,836 70 6,91 2,96
5 445984950 14587  30574,14 35209 161618834 11079,65 0,988 50 26,65 5,59
Tablo 4.14 Siitun ve bantlarin analizi (Stitun6—DPP IV oldugundan siiphelenilen
bant)
Birim Lokal Birim Bagil  Molekul Yuzde
Bant .Hacim Alan alandaki Ortanca hacim alandaki gzgggn agarhsn Yuzde saflik
no (intensite)  (Piksel) oo Lo intensite o ite) lokal 9% (iDa% saflik ity
intensite
1 37374482 2587 14447,04 12336 7954831 307493 0,537 11356 1,35 0,41
2 46838250 5420 8641,74 13107 0 0 0,561 108,85 0 0,51
3 44762718 2654 16866,13 14649 10668254 4019,69 0,597 101,97 1,81 0,49
4 39186589 5163  7589,89 12336 0 0 0,646 93,34 0 0,43
5 702373290 24268 28942,37 29298 349732757 1441127 0,7 84,63 59,29 7,65
6 77431787 3932 19692,72 16962 20050264 5099,25 0,744 7811 34 084
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Tablo 4.14 (devami)

7 90666516 4550  19926,71 18247 21469715 471862 0,777 73,64 3,64 0,99
8 196747121 9594  20507,31 25957 29508491 3075,72 0,827 67,28 5 2,14
9 441083446 10574 41713,96 40092 101444804 95938 0,951 53,73 172 48

10 337399366 7584  44488,31 42662 49038123 6466 0975 5146 831 3,67

Sekil 4.12°de goriilen SDS-PAGE goriintiisii yazilim tarafindan Sekil
4.13’te elde edilen ‘Standart molekiil biiyiikliigii egrisi’ ile karsilastirilmis ve DPP IV
oldugundan siiphelendigimiz bantin molekiil biytkligini 84,63 kDa olarak
vermistir. Tablo 4.14°te ise ilgili DPP IV proteinimizin bulundugu siitun tizerindeki
bantlarin intensitesi ve kapladig1 alan hesaba katilarak yapilan saflik analizinde ilgili
bant i¢in saflik degeri %59,29 olarak verilmistir.r KOMT enziminin inhibisyonu ve
kinetigi iizerine kurgulanan ve 2009 yilinda tamamlanan bir TUBITAK projesinde
farmas6tik amaclh kullanilan domuz karacigerinden izole edilmis KOMT enziminin
safligt Sigma tarafindan %30-60, arastirmaci tarafindan ise aktif protein miktar
olarak %28 olarak verilmistir (Bayraktar 2009, Degraeve ve dig. 2003).DPP IV
enzimi ile yaptiklar1 saflastirma ve karakterizasyon ¢alismalari ile bu kurguyu
desteklemektedir. Bu nedenle yaklasik %60’lik bir saflik kinetik ¢aligmalari
gerceklestirmek igin yeterli bulunmustur. Ancak elde edilen bantlar iginde
tahminledigimiz bantin DPP IV banti oldugunu ispatlamamiz gerekmektedir. Bu
amag icin Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomihendislik Bolimii, Proteomics
Laboratuvarinda (Istanbul) kiitle spektrofotometrisi analizi yapilmus ve ilgili sonuglar
Sekil 4.14, 4.15 ve Tablo 4.15te verilmistir.

22,12.2015 — 04.01.2016
DPPIV (3.4.14.5, ¥-prolyl dipeptidyl aminopeptidase): Kdtle Spektrometrisi Ku llEnarak Protecmik
Dogrulanmas:

ESES
250 Wil |
150 blem |
140 blem |
EEm ' J . Aday Protein Band:
Jel-igi protein (tripsin) kesim islemiuygulanmistir.
TE D |
55 D
Emd of gei_

Asetonilecdktirdim s protein peletleri 13X SDS5-PAGE vl k lemetamponu (B2.5 mih Tris-
HCI pH 6.8, 2% 2.5 SO5, 2% 0,002 Bromofencl Mawi, 0.7135 M (2% 5) B-merka procmmnc,
10 2% gliserol) icinde cozilerek kuyuya vyl k lemisdr.

2% SDS-poliakrilamidjel

Sekil 4.14. DPP IV proteininin kitle spektrofotometrisi kullanarak proteomik

dogrulanmasi
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14018 Mmoot Search Resulits: gi| 15384515

fiivc/ MASCOT Search Results
Protein View: gi| 15384615
X-prolyl dipeptidyl aminopeptidase [Lactococcus lactis]

Database: MNCEInr

Taxonarmy: Lactococcus lactis

Sequence similarity |5 available as an NCBI BLAST search of gl |15384615 against nr.

Search parameters
M5 data file: DATA. TXT
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.

Variable modifications: Acetyl (N-term), Carbamidomethyl (C), Methyithio (C), Oxidation (
Protein sequence coverage: 1%

Matched peptidas shown in beld red.

1 BRFHEFEIVD KMFDEQLAEL DQLGFRENSVE NDEEKILEDF LIQSFTDMTV
81 LOANTELDVI EFLEEEIELD WEIFWNIALD LLOFVENFDF EIGEATEFAK
101 ELNLPQROVE MTTETIISAF YYLLCERRES GMILVEHWVI EGLLFLIMHY
181 HFFMDKELAT FDESLLEREV VWVESFVDTE QEGENDLIMI QIIRFXETEK
201 LFVVMTASFY HLGINEKAND LALHEMNVDL EREDSHEIHV QGELFQKREPE
28] ETHELPIVOE APYRFTHGNT YSLNDYFLTR GFASIYVAGY GTRGINGFQT
301 sGOYQQIYEM TAVIDWLHGR TRAYTSRENT HEIEATWANG EVAMTGEEYL
i8] GTMAYGARTT GVDGLEVILA EAGISSNYNY YRENGLVASF GGFEGEDLOV
401 LAALTYERWL DGADYLEGHA EYEERLAEMT TALDAXSGDY HOQFWHDRMYL
48] INSDQVEADY LIVHGLQODWN VTPEQAYNFW QALFEGHANH AFLHRAGAHIY
801 MMSWQSIDES ETIMAYFSAE LLORDLNLNL PPVILJENSE EQVWIAVEKF
58] GGODJLELPL GKTAWEFAQF DHHYDDESFE EYSEDFNWVFE EDLFENKAME
g01 AVIDLELPSE LTINGFIELE IRLELNOSEG LLEAQIIDFG FEMRLEDFAR
£81 WEDFEVLORG FMFMLDOLYE LPLVESPYQL VTEGFTHLON EDLLTVSDLE
T01 ADEWFTLEFE LQFTIYHLEE ADELREWILYS TOFEHTVADN REVIYEIDLS
781 Q3SKLIIPIES VEM

Unformatted sequence string: 763 residues (for pasting Into other applications).

Sekil 4.15: DPP IV enziminin protein dizilimi
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Tablo 4.15 Kiitle spektrofotometrisi analiz sonuglar1 6zet tablosu

PAU_1_RA6_01_
Sample ID: 739
NCBInr 20130423
(24,901,477
sequences;
8,584,108,097
Database: residues)
Mammalia
(mammals) (66092
Taxonomy: |sequences)
Type of MS/MS lon
search Search
Enzyme Trypsin
Variable Acetyl (N-term),

modifications

Carbamidomethyl
(C), Methylthio
(C), Oxidation (M)

Mass values

Monoisotopic

Protein mass

Unrestricted

Peptide mass

+0.1Da (#13C =

tolerance 1)
Fragment +0.1 Da
mass
tolerance
Max missed |2
cleavages
Instrument ESI-QUAD-TOF
type
Number of 382
queries
Protein ID: Mass |Score Matches |[emPAl
X-prolyl 87589
dipeptidyl
aminopeptidase
[Lactococcus
lactis] 206 9(9) 0.04
Query| Observed| Mr(expt)| Mr(calc) Delta| Score| Expect| Ran | Peptide
k
79| 679.8789| 1357.7432| 1357.7605( -0.0173 72| 0.0015]1 K.GLL
SAQII
DFGP
K.K
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http://mascot-server/mascot/cgi/peptide_view.pl?file=..%2Fdata%2F20160104%2FF001677.dat;_ignoreionsscorebelow=50;_msresflags=3138;_msresflags2=10;_sigthreshold=0.05;ave_thresh=64;db_idx=1;hit=2;index=gi%7C15384615;percolate=0;px=1;query=79;report=0;section=5
http://mascot-server/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=..%2Fdata%2F20160104%2FF001677.dat;_ignoreionsscorebelow=50;_prefertaxonomy=41;_sigthreshold=0.05;percolate=0;pr.eh=3%2C3p;pr.ep=3q79p2;pr.page=1;pr.per_page=10;pr.show=proteins;report=0#tc:rf:hits:3:peptides:79:2:query

Yapilan kiitle spektrometri analizi sonuglarina gore ilgili bant dogrulanmis ve
jel filtrasyon kolonundan alinan fraksiyondaki DPP IV enziminin 87,589 kDa oldugu

belirlenmistir.

DPP IV enziminin molekiil agirhigr literatiirdeki bilgilere dayanarak
Flavobacterium meningosepticum, fare ve sigan i¢in sirasiyla 80-87,5 ve 88 kDa
olarak tespit edilmis ayrica Streptococcus suslarindan elde edilen enzimin molekiil
agirligl 80 kDa, Lactobacillus helveticus ve Lactobacillus casei spp. casei’den 72—-87
kDa, Lactococcus lactis spp. cremoris’den 82 kDa, Lactococcus lactis spp.
cremoris’den elde edilen dimer proteinlerin molekiil agirhiginin 150-190 kDa,
Lactobacillus helveticus’dan 140 kDa ve Lactococcus lactis spp. lactis’den elde
edilen monomer proteinin molekiil agirhiginin 65-90 kDa oldugu rapor edilmistir
(Kiefer-Partsch ve dig. 1989, Zevaco ve dig. 1990, Lloyd ve Pritchard 1991, Marguet
ve dig. 1992, Misumi ve dig. 1992, Kabashima ve dig. 1995, Sanz ve Toldra 2001,
Degraive ve Gros 2003, Guzman ve dig. 2006, Ustiin ve Ongen 2012).

Yapilan calismalar dikkate alindiginda c¢aligmamizda ulasilan verim diger
caligmalara yakin bir degerde olmasina ragmen saflastirma katsayis1 diger
caligmalara gore diisiik bulunmustur. Ancak DPP IV enziminin saflifi enzim

karakterizasyonu yapabilmek icin yeterli bulunmustur.

4.8  Enzim karakterizasyonu

4.8.1 Optimum calisma sicakhigin belirlenmesi

Lactococcus lactis spp. lactis’den saflastiritlan DPP IV enziminin optimum
sicakliginin belirlenmesi igin yapilan analizlerin sonucunda optimum sicaklik degeri
40°C bulunmustur (Sekil 4.16). Lactococcus lactis spp. cremoris ile yapilan bir
calisgmada optimum sicaklik 45°C olarak belirtilmistir (Guzman ve dig. 2006).
Lactobacillus helveticus ile yapilan bir ¢alismada ise optimum sicaklik 40°C olarak
belirtilmistir (Degraive ve Gros, 2003). Yapilan literatiir ¢alismalar1 ¢alismamizda
aldigimiz sonuglara yakin bulunmustur. Gozlemlenen farkliliklarin saflastirilan

enzimlerin kaynaklarindan oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.16: Lactococcus lactis spp. lactis’den saflastiritlan DPP IV enzimi aktivitesi-
sicaklik grafigi

4.8.2 Optimum calisma pH belirlenmesi

Lactococcus lactis spp. lactis’den saflagtirilan DPP IV enziminin optimum
pH’nin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerin sonucunda optimum pH degerinin 8
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17). Lactococcus lactis spp. cremoris ve Lactobacillus
helveticus ile yapilan ¢aligmalarda optimum pH 7 olarak belirtilmistir (Degraive ve
Gros 2003, Guzman ve dig. 2006)). Aldigimiz sonuglar diger c¢alismalarla

karsilagtirildiginda bulunan degerlerin yakin oldugu gézlemlenmistir.

0.15 -~

o
[
1

Enzim aktivitesi
(mU/mL)
o
o
(0]

pH

Sekil 4.17: Lactococcus lactis spp. lactis’den saflagtirilan DPP IV enzimi aktivitesi-
pH grafigi
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4.8.3 Enzim substrat spesifikligi

Enzimin substrat spesifikligi belirlenirken Gly-Pro-pNA ve Ala-Pro-pNA
substratlar1 kullanilmis ve Gly-Pro-pNA peptit dizisine ait Ky, degeri 0,57 ve Vpmax
degeri 0,017 bulunmustur. Ala-Pro-pNA substratina ait Kp degeri 2,90 ve Vpmax
degeri 0,018 olarak hesaplanmistir. Sonuglar dikkate alindiginda DPP IV enziminin
Gly-Pro-pNA subsratina daha ilgili oldugu goriilmiistiir.(Sekil 4.18-4.21) Yapilan
literatiir ¢aligmalarinda Ala-Pro-pNA peptit dizisinin Gly-Pro-pNA’e gore relatif
aktivitesinin daha ylksek oldugu goriilmiistiir(Degraive ve Gros 2003, Sanz ve
Toldra 2001).

0.014 -
0.012 -
0.01 -
0.008 -
0.006 -
0.004 -
0.002 -

(mM/dk)

(mM)

Sekil 4.18: Gly-Pro-pNA substratina ait Michaelis —-Menten grafigi

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150
100 -
50 -

(mM/dk)1

y =30.60x + 58.66
R2=0.998

(mMm-1)

Sekil 4.19: Gly-Pro-pNA substratina ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20: Ala-Pro-pNA substratina ait Michaelis-Menten grafigi

(mM/dk)
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y=161.6x +53.78
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0 T T 1
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Sekil 4.21: Ala-Pro-pNA substratina ait Lineweaver-Burk grafigi

4.8.4 Enzim inhibisyonlari

Yapilan analizlerden alinan Ky, Vimax, inhibisyon turt ve relatif aktivite sonuglar
Tablo 4.14°de belirtilmistir ve alinan sonuglara ait Michaelis Menten ve Lineweaver-

Burk grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.22 - 4.41).

0.014 -
0.012 -
0.01 -
0.008 -
0.006 -
0.004 -
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0 T T !
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Sekil 4.22: Gly- Pro-Phe inhibitoriine ait Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 4.23: Gly- Pro-Phe inhibitoriine ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.24: Gly- Pro-lle inhibitorine ait Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 4.25: Gly- Pro-lle inhibitoriine ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.26: Phe-Val-Val-Asn-Ala inhibitoriine ait Michaelis - Menten grafigi
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Sekil 4.27: Phe-Val-Val-Asn-Ala inhibitdrine ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.28:
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PMSF inhibitorune ait Michaelis - Menten grafigi
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Sekil 4.31:
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PMSF inhibitorune ait Lineweaver-Burk grafigi
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EDTA inhibitoriine ait Michaelis Menten grafigi
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EDTA inhibitorune ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.32: Ca inhibitoriine ait Michaelis - Menten grafigi
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Sekil 4.33:Ca inhibitdrine ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.34: Hg inhibitoriine ait Michaelis Menten grafigi
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Fe inhibitorune ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.38: Zn inhibitoriine ait Michaelis Menten grafigi
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Sekil 4.39:Zn inhibitorine ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10: Mg inhibitoriine ait Michaelis Menten grafigi
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Sekil 4.41:Mg inhibitorine ait Lineweaver-Burk grafigi

Yapilan ¢alismada inhibisyon i¢in kullanilan inhibitér maddeler arasinda en
yiiksek inhibisyon etkisini gosteren iyonlarin Ca*?, Hg™ ve zZn* oldugu tespit
edilmistir. Serin peptidaz enzimlerin aktif bolgesindeki serin amino asitini bloke
ederek inhibitor etki gosteren PMSF’nin DPP IV enzimi {izerinde inhibitor etkisi
gosterdigi belirlenmistir. Enzimin aktif bolgesinde bulunan metal iyonuna baglanarak
inhibitor etkiye sebep olan EDTA’nin saflastirilan enzim {izerinde inhibitor etki
gosterdigi goriilmiistiir. Enzimin aktif bolgesinde metal iyonu bulunmasi enzimin
metaloprotein oldugunu gostermektedir (Janecki ve Reilly 2005). Substrat olarak
kullanilacak morfinlerin hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan peptit dizilerinin enzim
tizerinde diisiik oranlarda inhibitor etki gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan bir ¢aligmada
DPP IV enzimi lizerine en yiiksek inhibitor etkiyi Ca™ ve Mg iyonlarinimn
gosterdigi goriilmiistiir (Sanz ve Toldra 2001). DPP IV enzimine ait 0,1 mM
konsantrasyonda Ca*? ve Mg*? iyonun enzimi yakin degerlerde inhibe ettigi ve bu
iyonlari Fe*? iyonunun izledigi belirtilmistir. Ayni calismada PMSF ve EDTA birbiri
ile kiyaslanmis ve 0,ImM konsantrasyonda PMSF’nin daha etkili bir inhibitor
oldugu belirlenmistir (Degraive ve Gros 2003). Lactococcus lactis spp. cremoris
susunun kullanildigt EDTA ve PMSF ile yapilan bir ¢aligmada alinan sonuglara
bakildiginda PMSF’in inhibitdr etki gosterdigi ancak EDTA’nin inhibitor etki
gostermedigi goriilmiistiir (Guzman ve dig. 2006) Yapilan literatiir ¢calismalarinin
sonuglarma bakildiginda alinan sonuglardaki farkliliklarin enzimin kaynagi olan
mikroorganizmanin farkli olmasi ve kullanilan analiz metotlarinin farkliligindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Inhibitér sonuglarmi degerlendirmek
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icin kullanilan kontrol sonuglart Gly-Pro-pNA substratina ait sonuglardir. Yapilan
analizler sonucunda Ky, Vmax, relatif aktivite degerleri hesaplanmig ve inhibisyon

tlrd Tablo 4.16’da gosterilmistir.

Tablo 4.16 Inhibitorlere ait Km, Vimax degerleri ve inhibisyon tiirii bilgileri

. V max Km inhibisyon Relatif
Inhibitor (mM/dk) (mM) Turu Aktivite
Gly-Pro-Phe 0,015 0,48 Yarigmayan 297,24
Gly-Pro-lle 0,034 3,4 Yarismal %088,96
Phe-Val-Val-
Asn-Ala 0,017 0,63 Yarismali 0098,84
PMSF 0,014 0,85 Yarigsmali %71,50
Ca* 0,0118 1,184 Yarismali 0058,89
Hg+2 0,008 0,874 Yarismali 0052,36
Fe*? 0,0135 0,53 Yarismasiz %85,81
Zn*? 0,009 0,9 Yarigmali %56,57
Mg+2 0,015 0,581 Yarismasiz 0096,74
EDTA 0,15 0,71 Yarismali 288,12

49 Ticari Enzim Denemeleri

Piyasada satista olan ticari enzimlere c¢aligmamizda uyguladigimiz enzim

aktivitesi tayini yapilmistir. Alinan sonuglar Tablo 4.17°de goriilmektedir.

Tablo 4.17 Ticari enzim Ornekleri, toplam enzim aktivitesi degerleri

Enzim ornekleri Enzim aktivitesi (mU/mL)
Enzimatic theraphy/Gluten defense 19,186
Now foods/Gluten digest 12,798
Swanson health products/BioCore DPP IV 14,502
Country life/Gluten-zyme 0,378
Enzymedica Inc./ GlutenEase 18,57
Emerald lab./ Digestive health 0,733
BrainChild Nutritionals/Basic support prob. 1,230
Elite science/Digestive Enzymes Ultra chewable 35,344
Klaire labs./ Vital-zymes chewable 36,787
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Sonuglara bakildiginda enzim aktivitesi en yiiksek olan ticari enzim Klaire
labs firmasina ait olan Vital-zymes chewable’dir. Yapilan ¢alismanin sonucunda jel
filtrasyon kolonundan elde edilen toplam enzim aktivite degeri 526,986 mU/mL
olarak bulunmustur. Piyasada satilan enzimlerle karsilastirildiginda saflastirdigimiz
enzimin aktivitesinin ticari enzimler igindeki en yliksek aktivite gdsteren Ornegin

enzim aktivitesi degerinin 14,32 kat1 oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada kullanilacak inokiilasyon oraninin belirlenmesi i¢in Lactococcus
lactis spp. lactis susunun inokiilasyon oranlart (%1, %2, %5 ve %10) denenmistir.
Alman sonuclara gore %5°lik Lactococcus lactis spp. lactis inokiilasyon denemesi
sonuglart % 1 ve % 2’lik inokullasyon sonuglarina gore daha yiiksek spesifik biiyiime
hiz1 (0,607h™, 4. saatte) vermistir. Kullamlan susun duragan faza ge¢me siiresi 6

saattir ve bu siire sonunda ulagilan hiicre sayis1 11,5x10"kob/mL’dir.

Hucre ici bir enzim olan DPP IV enziminin hiicreden geri kazanilmasi igin
hiicre membraninin parcalanmasi gerekmektedir. Bu nedenle hiicrenin pargalanmasi
icin sonikator kullanilmistir. Sonikator ile hiicre parcalama icin Design EXxpert
programi kullanilmis ve BBD dizayn1 uygulanmistir. Tasarimi yapilan deney
sonucunda pargalama i¢in elde edilen optimum parametre degerleri; siire 28 dk, gic

%91 ve dongu 3 olarak belirlenmistir.

DPP IV enziminin saflagtirilmasi i¢in uygulanan kolon kromatografisinden
oncesinde enzimin konsantrasyonunun arttirilmasi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilmigtir. Coktiirme isleminde kullanilacak amonyum siilfat tuzunun denemeleri
yapilmisg ve alinan sonuglara gore tuz oran1 %70 olarak belirlenmistir. Amonyum
stilfat ¢coktiirmesinden sonraki adim diyalizdir. Bu adimda konsantrasyonu saglanan

enzimler kolon kromatografisi i¢cin hazirlanmistir.

Yaptigimiz saflastirma islemlerinde sirasiyla Hiprep 16/10 Q FF Sepharose
kolon ve Hiprep 16/60 S300 HR Sephacryl kolon kullanilmistir. Iyon degistirici
kolondan ¢ikan fraksiyonun spesifik aktivite 2628,113 mU/mg, verim %24,81 ve
saflastirma katsayist 5,3 olarak bulunmustur. Bu kolondan ¢ikan fraksiyon jel
filtrasyon kolonuna yiiklenmis ve saflastirma sonucunda spesifik aktivite 11151,154

mU/mg, verim %6,9 ve saflastirma katsayis1 22,54 olarak bulunmustur.

Yapilan saflagtirma igleminin kontroliinii saglamak amaciyla yapilan SDS
Page analizi sonucu My Image Analysis (v 2.0) programina yiiklenmistir ve alinan
sonuglara gore saflastirdigimiz DPP IV enziminin molekil biyikligiiniin 84,63 kDa

oldugu ve safligin 9%59,29 oldugu goriilmiistiir. Molekiil biiyiikliigliniin kontrol
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edilmesi ve bu safliga sahip olan bantin DPP IV oldugunun kanitlanabilmesi igin
kitle spektrometri dogrulamasi yapilmistir. Analiz sonuglarma gore ilgili bandin
molekiil biiyiikliigiiniin 87,589 k Da oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar enzimin

karakterizasyon ¢aligsmalarinin yapilabilmesi i¢in yeterlidir.

Enzim karakterizasyonu ¢alismalarinda optimum sicakligin 40°C ve optimum
pH’1n 8 oldugu belirlenmistir. Gly-Pro-pNA peptit dizisine ait Ky, degerinin Ala-Pro-
PNA peptit dizisine ait Ky, degerinden disiik oldugu tespit edilmistir. Analizler
sonucunda 1 mM konsantrasyonda DPP 1V enziminin inhibisyonunda en ylksek
etkiye sahip metal iyonlarinin Hg*?, Ca*? ve Zn*? oldugu tespit edilmistir. Kullanilan
peptit dizilerinin enzimi diisiik oranda etkiledigi belirlenmistir. Serin peptidazlar
tizerinde inhibitor etkisi oldugu bilinen PMSF’nin ve metal iyonlarina baglanarak
inhibitor etki gosteren EDTA’nin DPP IV enzimi (zerine inhibitdr etkisi oldugu

belirlenmistir.

Calismada saflastirilan DPP IV enzimi ticari enzimlerle enzim aktivitesi goz
Oniline alinarak kiyaslanmistir. Alinan sonuglara gore saflastirilan DPP IV aktivitesi
ticari enzimin aktivitesinin 14,32 kat1 olarak bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda
Lactococcus lactis spp. lactis susundan elde edip saflastirilan enzimin enzim
aktivitesi agisindan pazardaki benzer iriinler ile rekabet edebilecek aktiviteye sahip

oldugu goriilmiistiir.

Uriiniin gida takviyesi olarak kullanilabilmesi igin gida morfinleri-DPP 1V
enzimi etkilesimlerinin ortaya konmasi ve maliyet analizinin yapilmasi ayrica bu
etkilesimlerin yalnizca in vitro kosullarda degil ayn1 zamanda in vivo kosullarda da
analiz edilmesi gerekmektedir. Saflastirma isleminin sonuglarina bakildiginda elde
edilen saflastirma katsayilar1 literatirdeki bazi degerlerden diisik bulunmustur.
Saflastirma isleminde kullanilan kolonlara ek olarak afinite kolonlari, hidrofobik
etkilesim kolonlar1 gibi kolonlarin eklenmesi ile 1ilgili saflagtirma katsayisi
arttirilabilir boylece elde edilen %59,29 saflik arttirilarak saglik sektoriinde ya da

marker olarak kullanim alani bulabilir.
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