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OZET

PiRENIL TUREVLERI iLE MODIFIYE EDiLMiS FLORESAN KARAKTERLI
PEPTID VE PROTEIN SUBSTRATLARA PROTEAZ ETKIiSiNiN FLOROMETRIK
YONTEMLERLE iNCELENMESI

ibrahim Ethem OZYIiGIT

Kimya Anabilim Dal

Doktora Tezi
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

Spektroflorometrik  yontemler c¢ok sayida degisik enzimlerin aktivitelerinin
incelenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Enzim aktivitesinin florometrik olarak
gosterilmesi, dogrudan enzimlerin substratlarindan ya da substratlarinin floresan
tirevlerinden elde edilen emisyon sinyallerinin yorumlanmasiyla gerceklestirilir.
Boylece enzim-substrat komplekslerinin olusumu, konformasyonel degisimleri, enzim
faaliyetinin durdurulmasi ve enzimatik reaksiyon kinetigi florometrik verilerle hassas
olarak izlenebilmektedir.

Piren, floresein, rodamin, antrasen vb. floresan karakterli cok sayida organik madde;
yapilarinda gerceklestirilen uygun kimyasal degisikliklerle, proteinleri olusturan L-a-
amino asitlerin alkil yan zincirlerinde bulunan —COOH, -NH;, -OH, -SH gibi islevsel
gruplara kovalent olarak baglanabilmektedir.

Bu calismada, kimotripsin ve tripsin enzimlerinin aktivitelerinin, N-(1-pirenil)maleimid
ile modifiye edilmis sigir serum albumininin floresans omir dagilimlar Gzerindeki
etkileri incelendi. Floresans 6mir dagilimlarindaki degisimleri elde etmek amaciyla
Eksponansiyel Seriler Yontemi (ESM) ile analiz edilen floresans bozunma verilerini
gorintilemek icin zaman ayrimli spektroflorometre kullanildi. Sentezlenen substrat
PM-BSA’'nin proteazlara maruziyeti sonrasi floresans émur dagilimlari, proteazlarin
farkli aktivitelerine atfedilen 6zgiin yapilar sergiledi. Bu olgu fizyolojik etkinliklerinin
yanisira kanser, AIDS, SARS vb. bircok hastalikta kilit rolii olan proteazlarin
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aktivitelerinin belirlenmesi ve birbirlerinden ayristiriimasi icin gelistirilebilecek yeni
tetkik yontemlerine kapi aralamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Floresans omir dagilimi, N-(1-pirenil)maleimid, eksimer, sigir
serum albumin, kimotripsin, Tripsin
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ABSTRACT

EXAMINATION OF PROTEASE EFFECTS ON FLUORESCENT PEPTID AND
PROTEIN SUBSTRATES MODIFIED WITH PYRENYL DERIVATIVES BY
FLUOROMETRIC METHODS

ibrahim Ethem OZzYiGiT
Department of Chemistry

PhD Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Emine KARAKUS

Spectrofluorometric methods are widely used for examination of activities of many
various enzymes. Monitoring of enzyme activity in fluorometric examinations are
performed by evaluation of changes of the emission signals obtained directly from the
substrates of enzymes or from the fluorescent derivatives of their substrates. Thus it
can sensitively be succeeded that the formation of Enzyme — Substrate complexes,
conformational changes and enzymatic reaction kinetics by evaluation of fluorometric
data.

Many fluorescent organic substances, such as pyrene, fluorescein, rhodamin,
anthracene, etc. can be covalently bound to the functional groups such as —COOH, -
NH, -OH, -SH existing in alkyl side chains of L-a-amino acids by the way of proper
chemical changes performed in their structures.

In this study, the effects of activities of chymotrypsin and trypsin enzymes on
fluorescence lifetime distributions of the substrat Bovine Serum Albumin (BSA)
modified with N-(1-pyrenyl)maleimide (PM) were examined. The time resolved
spectrofluorometer was used to monitor fluorescence decays, which were analysed by
using the Exponential Series Method (ESM) to obtain the changes of fluorescence
lifetime distributions. After the exposure of the synthesized substrat PM-BSA to the
proteases, the fluorescence lifetime distributions exhibited specific structures, which
are attributed to the different activities of the proteases. This phenomenon opens the
door to new assay methods which would be developed to determine and to distinguish
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the activities of proteases which have key roles in many diseas like cancer, AIDS, SARS,
etc.

Keywords: Fluorescence lifetime distribution, N-(1-pyrenyl)maleimide, Excimer, Bovine
serum albumin, Chymotrypsin, Trypsin
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyolojik olarak aktif molekillerin isaretlenmesi ve bunlarin 6zellikle kantitatif veya
kalitatif tayin amach kullanilmasi 1950 yili dncesine kadar gitmektedir. Radyoaktif
madde kullanarak antijen ya da antikorlarin isaretlenmesi ve bunlarin kullanilmasi ile
immunolojik kitlerin hazirlanmasi 1960 yili ve sonrasinda gergeklestirilmistir. Daha
sonraki yillarda enzim ve floresan madde isaretli biyolojik molekdllerin kullanilmasi ile
klinik tayinlerde kullanilan kitlerin gelistirilmesi konusu oldukc¢a fazla hiz kazanmistir ve
cesitli ozellikte floresan maddeler isaretlemede kullanilmistir. Uzun omdrlia floresan
maddelerin isaretleme isleminde yer almasi ve zaman ayrimli floresans yontemi ile
Olcime olanak saglayan florometrelerin gelistirilmesi, ¢ok hassas klinik kitlerinin
hazirlanmasini glindeme getirmistir. Floresans spektroskopisi 0zellikle biyolojik
molekdillerin yapilarinin aydinlatilmasinda, birgok reaksiyonun izlenmesinde arastirma
amach olarak yer almaktadir. Son yillarda yaygin olarak kullaniimakta olan zaman-
ayrimh floresans teknigi (Time-resolved fluorescence), emisyonun bozunma profillerini
ve zamani dikkate alan spektrumlarin alinmasina imkan saglamaktadir. Boylece
floresans 0mir hesaplanabildigi gibi, molekiller arasi etkilesimler, solvent etkisi ve

reaksiyonlar izlenebilmektedir [1-6].

Enzimlerin substratlari Gzerindeki etkinliklerinin florometrik yéntemlerle belirlenmesi;
substratlarinin yapisinda dogal olarak bulunan veya substrat yapisina sonradan eklenen
floresan molekiillerin, enzim faaliyeti sonucu floresans 6zelliklerindeki degisimlerinden

elde edilen fotofiziksel verilerin degerlendirilmesi ile gergeklestirilir. Florometrik



veriler; floresan maddenin emisyon siddetinde artma, azalma, floresans emisyonun
sénlimlenmesi, emisyon spektrumunda maksimum emisyon dalgaboyundaki kaymalar,
floresans bozunmanin zamana gore degisimi, floresans 6mriin degisimi ve cesitlenmesi

gibi farkli parametrelerden elde edilir [1-6].

Proteolitik enzimler ve inhibitorleri, hiicre ¢evriminin kontroli, biiyiime ve farklilagsma,
gen anlatimi, enzim modifikasyonu, immin reaksiyonlar, doku bigimlendirme,
apoptosis gibi canli organizmalarin metabolizmik aktivitelerinde temel ve hayati rol

oynarlar [7,8,9].

Piren tirevleri biyomolekillerin, fonksiyonel grup miktari [1], membran gecirgenligi
[2,10,11], enzimlerin kinetik parametreleri [12], konformasyonel degisimler [13,14], alt
birimler arasi etkilesimler[15] ve alt birimlerin islevleri gibi biyokimyasal fonksiyonlari
etkileyen yapisal durumlarinin ve parametrelerinin belirlenmesi ve izlenmesinde
floresan eklentiler olarak kullanilir. Pirenin maleimid tirevi noétral pH civarindaki
reaksiyon kosullari altinda serbest silfhidril (-SH) gruplarinin secimli isaretlenmesinde
floresan etiket olarak kullanilir [1]. Enzim etkisi sonucu substrat dinamiginde eser
miktarlardaki degismeler, diger organik maddeler ve tuzlar ortamda yiksek
konsantrasyonlarda olsalar bile floresans o6lgim yodntemleri ile duyarli olarak

saptanabilmektedir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismanin amaci, serin proteazlar sinifindan olan sindirim enzimleri tripsin ve
kimotripsinin, N-(1-pirenil)maleimid ile modifiye edilmis BSA (PM-BSA) Uzerindeki
aktivitelerinin farklihgini floresans 6miir dagilimlarindaki degisimlerle gostermek ve
boylece proteazlarin tanilanmasi ve aktivitelerinin birbirlerinden ayristirilmasina

yonelik gelistirilebilecek yeni tetkik yontemlerine kapi aralamaktir.

1.3 Hipotez

Proteazlarin dogal substratlari olan proteinlerin karmasik ¢ boyutlu yapilari, icinde
bulunduklari ¢oziicii ile etkilesim dereceleri farkli kimyasal bdlgeler icerir. Bu

bolgelerde 6zel gruplara uygun reaksiyonlarla baglanabilen floresan molekiiller



birbirlerinden farkh floresans 6mir sergilerler [2]. Bu floresans 6mir gesitliligi, protein

substrata 6zgu bir floresans dGmir dagihmi olusturur.

Proteazlarin belli bir protein substrattan Urettigi proteolitik hidrolizatlar peptid
icerikleri bakimindan birbirlerinden farklidir. Her bir hidrolizattaki peptidlerin yapisinda
yer alan amino asitlerin tirleri, sayilari, ve dizilimlerinin farkhhgi peptidlerin sekillerini,
boyutlarini, konformasyonlarini, elektriksel yiklerini, polaritelerini ve de kimyasal
cevrelerini 6zgin kilar ve bu 6zgilnlik ayni zamanda proteazin s6zkonusu protein
substrat Uzerindeki 06zglin aktivitesinin bir sonucudur. Bu durumda peptidlerin
Uzerindeki floresan molekillerin floresans émir dagilimlari da, kimyasal cevreleri ile
etkilesimlerinin Gzerinde bulunduklari peptide bagl olarak sekillenmesinden dolayi
proteazin 6zglin hidroliz karakterinin 6zglin sonucu olarak ortaya cikar. Proteolitik
hidrolizatlarin floresans omir dagilimlarindaki bu 6zgiun farkhliklar, proteazlarin
aktivitelerini tanilamak ve birbirlerinden ayristirmak igin gelistirilebilecek tetkik

yontemlerine temel olusturma potansiyeli tagimaktadir.



BOLUM 2

GENEL BiLGi

2.1 Enzimlerin Yapisal Birimleri: Amino asitler, Peptid Bagi ve Protein Yapilari

Enzimler, anayapisini proteinlerin olusturdugu biyokatalizérlerdir. Bu nedenle
enzimlerin yapi ve islevlerini anlayabilmek igin 6dnce protein yapisini olusturan amino
asitleri ve amino asit birimlerinin kendi aralarinda 6zel baglanmalarla birleserek

meydana getirdikleri protein yapi ¢esitliligini incelemek gerekir.

2.1.1 Amino Asitler ve Peptid Bagi

Amino asitler, yapilarinda amino (-NH;) ve karboksilik asit (-COOH) gruplarini iceren
molekillerdir ve canlilarda ¢ok degisik fonksiyonlara sahiptirler. Genelde biz onlari
sadece proteinlerin monomerleri olarak biliriz ama dogada bulunan 300 amino asidin

yalnizca 20'si proteinlerde bulunur (Sekil 2.2).

. i ! 1 %8 51 3
EHE—EHE—EHE—EHE—(?H—EDG'
2 1l
H2N—C|:OL—C—OH +NHjg o +NHjg
H Lizin

Sekil 2. 1 Amino asitlerin genel yapisi ve lizin amino asidi

Proteinlerin yapisinda bulunan bu 20 amino asit L-a-amino asit olarak adlandirilirlar.
Buradaki a on eki, molekildeki a- karbonuna hem amino hem de karboksilik asit
gruplarinin  bagh oldugunu gosterir. L- 6n eki ise, daha ziyade molekilin
stereokimyasiyla alakalidir. Sekil 2.1’de gorildiugi Gzere a karbonuna -H, -NH;, -COOH

ve bir de -R grubu bagldir ve bu karbon R grubunun -H oldugu glisin disinda diger tim
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amino asitlerde, 4 farkh grubun bagl oldugu bir stereojenik merkezdir. Bu ylzden bu a-
amino asitler kiraldir ve L- 6n eki sola ¢eviren anlamina gelen Levorotatory’den gelir;

molekilin de L-gliseraldehit ile ayni mutlak konfigilirasyona sahip oldugunu gosterir

(Sekil 2.3).
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Sekil 2. 2 Yirmi dogal amino asidin yanzincir (-R) yapilari, adlari, tg harfli ve tek harfli
kisaltmalari. Prolin amino asidi bitlin olarak gosterilmistir [16]



Canli organizmalarda, yapilarindaki alkil (—R) yan zincirlerinin farklihgindan dolayi yirmi
degisik cesidine rastlanan “L-a-amino karboksilik asit” molekillerinin 100’den
fazlasinin, farkl dizilimlerde peptid baglariyla biraraya gelerek olusturduklar
makromolekiillere protein denir. Enzimler; (¢ boyutlu vyapilari biyokimyasal
reaksiyonlari katalizlemek tzere 6zellesmis 6nemli bir protein alt grubudur. 1-100 arasi
saylda “L- a-amino asit” birimlerinin olusturdugu zincirlere peptid adi verilir. Proteinler

ayni zamanda polipeptid yapili biyomakromolekdillerdir.

Ry
" Peptid bagl .H
R 2 cmeleeee™
H |’I 0 é -H 0 * ./Ch“c
‘""%_c + i { 0 / OH
) -
o o T nde N
/ HH Peptid diizlemi
L-a-aminokarboksilik asit Dipeptid

R ()
Sekil 2. 3 Peptid bagi olusumu (a) ve amid genel yapisi (b)

Peptid bagl; en az iki “L-a-amino asit” molekiliinin karboksilik asit ve amin gruplari
arasinda bir molekil su cikisiyla gerceklesen kondensasyon reaksiyonu sonucu olusan
amid bagidir. Peptid bagi, peptid diizleminde yer alan O-C-N atomlari lGzerindeki 1
sistemi delokalizasyonu nedeniyle gosterdigi rezonans yapilardan dolayi kismf cifte bag

yapisi sergiler (Sekil 2.4).

Kiglk peptidler Gzerinde yapilan x-ray kristalografi calismalari, peptid blinyesindeki C-
N ve C-O yaplilarinin, tek baglh (C-N, C-0O) ve cift bagh(C=N, C=0) hallerinin arasinda bir
bag uzunluguna sahip olduklarini ortaya koymus ve elde edilen bu bag uzunluklari
verilerine gore peptid baginin %60 C=0 ve %40 C=N karakteri gosterdigi sonucuna
varilmistir (Cizelge 2.1) [16].



Cizelge 2. 1 Karbon-oksijen ve karbon-azot bag uzunluklari [16]

Bag Tipi Bag Uznunlugu (A)
C—0O 1.27
C=0 1.22
C=0Feptid) 1.24
C—N 1.45
C=N 1.25
C=NFeptid) 1.32

C-N ekseni boyunca olusan %40’k ¢ifte bag karakterinin peptid bagina kazandirdigi
kararlilk peptid bagi etrafindaki donme hareketini (rotation) engeller. Bu nedenle
peptid Unitesinde yeralan alti atom dizlemsel bir dizilim dizeni olusturarak peptid
dizlemini meydana getirirler. Bu dizlemsel yapi peptidin kendini uyarlayabilecegi
uzaysal sekillenmelerin sayisina sinirlama getirir. Peptid dizleminde karbonil oksijeni
ile azot protonunun, C-N baginin tanimladigl eksenin ayni tarafinda yerlesmeleri ile cis,
zit taraflarinda yerlesmeleri ile trans stereoizomerleri olusabilir. Ancak amino asitlerin
yan zincirlerinin sterik engellemeleri cis stereoizomer yapisinin olusmasina izin vermez.
Bu nedenle hemen hemen tim dogal peptidler trans stereoizomer yapisinda
sentezlenir (Sekil 2.4). Cis- izomer yapi bu genel kurala; Prolil-Peptid bagi seklinde,
ribontikleaz-S (Pro 93’ten 6nce ve Pro 114’ten 6nce), subtilisin (Pro 168’den dnce) ve
Staphylococcal nikleaz (Pro 116’dan 6nce) olmak Uzere sadece ig¢ enzimde bilinen

istisnalari olusturur [16].
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/é‘\'ﬁﬁ/ - .ffz;\,lgtf D /G%I-I:r/
I!I II-I I!I (a)
ol
1~

“H Peptid diizlemi (b)

Sekil 2. 4 Peptid bagi rezonans yapilari, (a) it sistemi delokalizasyonu ve (b) peptid
dizlemi



Proteinleri birbirlerinden farkh kilan 6zellikler; igerdikleri amino asitlerin gesitliligi,
amino asitlerin polipeptid zinciri igerisindeki dizilim siralari, protein yapisindaki toplam
amino asit sayisi ve de karbohidratlar ve yaglar gibi protein olmayan molekiillerle

yaptiklari komplekslerdir [16].

2.1.2 Proteinlerin Yapisal Ozellikleri

Proteinler; birincil (primer), ikincil (sekonder), Uglincll (tersiyer) ve dordincil

(kuaterner) olmak Gzere dort farkh yapisal gesitlilik gosterirler.

2.1.2.1 Birincil (Primer) Protein Yapisi

DNA vyapisindaki genetik kodlara gore polipeptid zinciri igerisindeki dizilim siralari
belirlenen amino asitlerin peptid baglariyla biraraya gelerek olusturduklar
katlanmamis, tek ve acik zincirli yapidir. Birincil protein yapisindaki amino asitlerin

cesitleri, dizilim siralari ve sayilari tiglinclil protein yapisinin seklini belirler (Sekil 2.5).

I Tk 1T T
NH;—CH N—CH—C==N—CH—C ------- N—~CH—CO00™

(e ——l ¥y

0

Peptid Bazy

Sekil 2. 5 Birincil protein yapisi [16]

2.1.2.2 ikincil (Sekonder) Protein Yapilari

Sadece bir polipeptid zincirinin kivrilmasindan olusan “a-heliks”, birden fazla polipeptid
zincirinin yanyana gelerek olusturdugu “B-katlanmis tabaka yapilarn” olmak Uzere,

proteinler iki cesit sekonder yapi gosterirler.

2.1.2.2.1 a-Heliks Yapisi

Bir polipeptid zincirinin bir eksen etrafinda sag el kavrayisi yoninde kivrilmasiyla
meydana gelen sekonder yapi seklidir. Heliks yapinin her déngisi 3.6 amino asit igerir

ve kivrimlar arasi mesafe yaklasik 0.54 nm’dir. Kivrimlar arasi uzanan -CO ve —NH



gruplari arasinda olusan hidrojen baglari yapinin kararhligini saglar. Peptid zincirinin

icerdigi -R gruplari heliks yapinin disina dogru uzanir (Sekil 2.6).

Sekil 2. 6 a-heliks (Sag el) Sol - Sag a-heliks

2.1.2.2.2 B-Katlanmis Tabaka Yapisi

iki ya da daha fazla sayida polipeptid zincirinin yan yana paralel olarak, karsiikli —NH
ve —CO gruplari arasinda kurulan hidrojen képri baglari ile biraraya gelmeleri sonucu
B-katlanmis tabaka yapilari olusur. Bu komsu zincirlerin —NH ve —CO gruplari arasinda
olusan hidrojen baglari yapiya kararlilik kazandirir. iki cesit B-katlanmis tabaka yapisi
vardir. Yanyana gelen polipeptid zincirlerinin —NH; veya —CO uclari ayni yonde
uzaniyorlarsa paralel B-katlanmis tabaka yapisi, zit yonde uzaniyorlarsa anti-paralel B-

katlanmis tabaka yapisi ortaya gikar (Sekil 2.7 ve Sekil 2.8).

Sekil 2. 7 anti-paralel B-katlanmis tabaka yapisi [16]



\
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Sekil 2. 8 anti-paralel B-katlanmis tabaka yapisi ve paralel B-katlanmis tabaka yapisi
(16]

2.1.2.3 Ugiinciil (Tersiyer) Protein Yapilan

ikincil (sekonder) yapilar (a-Heliks ve B-Katlanmis Tabaka Yapilari) iceren bir polipeptid
zincirindeki cesitli R gruplarinin kendi aralarinda van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler, iyonik baglar, kovalent baglar (disulfit koprileri) ve hidrojen baglariyla
etlkilesmeleri sonucu polipeptid zincirinin belli bir diizende katlanmasiyla olusan
islevsel (¢ boyutlu protein yapilaridir. Her proteinin Uglncil yapisi kendine 6zgidir. Bu
Ozellik proteinlerin organizmadaki islevlerinin de 6zgin olmasini, bir baska deyisle

organizmada belirli gbrevler Gzerinde 6zellesmelerini saglar (Sekil 2.9).

Dusilfit bag Hidrojen bag Tyonds bag Hidrofobd:
(Tuz K éprilsi) ethilesimler

%,

)

=5

(Glu, Asp He, Leu
Lys, Arg Wal, Phe

Sekil 2. 9 Ugiinciil (tersiyer) yapiyi olusturan baglar
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Katlanma sonucu olusan yapi genellikle kiireseldir. Katlanma islemi genelde hidrofilik
gruplar kire yizeyinde, hidrofobik gruplar ise kiire merkezine dogru yer alacak sekilde

gerceklesir (Sekil 2.10).

Sekil 2. 10 Kimotripsin’in g¢lncil (tersiyer) yapisi [17]

2.1.2.4 Dordiinciil (Kuaterner) Protein Yapisi

Her islevsel protein sadece tek bir katlanmis polipeptid zincirinden ibaret degildir.
Dordiincil protein yapilari; 1’den fazla tersiyer yapili polipeptid zincirlerinin kovalent
baglar, iyonik baglar, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimlerle biraraya
gelerek olusturduklari ve organizmada belli gorevler lzerinde 6zellesmis yapilardir.
Kuaterner yapida yer alan her bir Ggiincil yapili polipeptid zinciri alt birim (subunit)
olarak adlandirilir. Alt birimler birbirlerinden ayrildiginda protein islevi kaybolur.
Kuaterner yapiya bilinen en iyi 6rnekler, her ikisi de oksijen ile tersinir baglanmalar
yapan; kan dokusunda eritrosit hicrelerinde bulunan hemoglobin ve kas dokusunda

bulunan miyoglobin adli iki proteindir (Sekil 2.11).

Birincil yapi ikincil yapi Ugiinciil yapi Dérdiinciil yapi

Sekil 2. 11 Bir polipeptid zincirinin katlanarak tGglncil yapiya donliismesi ve Birden fazla
Uglincul yapinin bir araya gelerek dordiincil yapiyl olusturmasi [16]
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2.2 Enzim Yapisi ve Katalitik Etki

U¢ boyutlu yapilari biyokimyasal reaksiyonlari katalizlemek ({izere 6zellesmis
proteinlere enzim denir. Enzimlerin katalizor olarak etki ettigi maddelere substrat adi
verilir. Hayatin varligi ve devami enzimler vasitasiyla hizlandirilan karmasik
biyokimyasal reaksiyon aglarina bagimlidir. Enzim kelimesi mayada bulunan anlamina
gelir. Enzimlerle ilgili ilk calismalar 1897’de E. Buchner’in maya ekstrakti kullanarak
fermantasyonla alkol elde etmesi ile baslamistir. 1926 yilinda Sumner Ureaz enzimini
fasulyeden izole ederek kristallendirmeyi basarmistir. Enzimlerin Protein yapisinda
olduklari 1930-1936 vyillari arasinda John Northrop’un pepsin, tripsin ve kimotripsin

enzimlerini saflagtirip kristal halde elde etmesi ile kesinlik kazanmigtir [16].

Enzimlerin mol kitleleri 10%-10° akb [atomik kiitle birimi(akb), atomic mass unit (amu)
veya Dalton (Da)] arasinda degisir. Bu buyik molekillerin “aktif merkez” adiyla bilinen
kiicik ve o6zel bir kismi katalizde goérev alir. Enzimatik reaksiyonlardaki hiz artisini
anlayabilmek icin bu aktif merkezin yapisini ve substratla etkilesimini incelemek
gerekir. Bununla beraber bir bitiin olarak enzimin (¢ boyutlu dogal yapisi da katalitik
aktivitesinde ve substrat spesifikliginde etkilidir. Enzimler, aktif merkezlerin 6zel
tasarimi nedeniyle hem reaksiyon tipleri hem de substratlara segimlilik gésteren ¢ok
spesifik katalizorlerdir. Bir enzim icin substrat sayisi bir veya birka¢ tane olabilir.
Enzimlerin substratlari igin segimlilik gostermeleri aktif merkezin yapisi ile ilgilidir.
Cogunlukla asimetrik bir oyuk veya cep seklinde olan aktif merkezin geometrisi, bu
bolgeye girisini kolaylastiracak sekilde, substratinin l¢ boyutlu yapisiyla uyumluluk

gosterir [16].

Enzim aktif merkez1 Substrat

Sekil 2. 12 Aktif merkez ve substrat arasinda g uglu baglanmanin diizlemsel gosterimi
(18]
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Fiziksel yapi uygunlugunun yani sira aktif bolge, polarlik ve elektriksel yiik bakimindan
da substratin kolayca baglanmasini saglayacak ozelliktedir. Substrat molekill, aktif
bolgeyi sekillendiren amino asitlerin alkil yan zincirlerinde yer alan —NHs3* ve —COO"
gruplari ile elektrostatik etkilesmeler (tuz koprileri) yapabilir; -OH, =NH, =N- vb

gruplarla hidrojen kopri baglari kurabilir ve de hidrofobik etkilesmeler gosterebilir.

Alkol dehidrojenazlarla yapilan galismalar; substratin enzim tarafindan taninabilmesi
icin, enzimle substrat arasinda en az li¢ noktada baglanmanin gerceklesmesi gerektigini
ortaya koydu [16, 18]. Sekil 2.12’de 1 ve 4 no’lu atomlar 6zdes oldugu halde, ancak 2
ve 3 no’lu atomlarin enzim lzerindeki tamamlayici bolgelerine bir kez baglanmalari
durumunda 1 no’lu atomun baglanma yapabilecegini gostermektedir. Boylece enzime
baglanma, 6zdes atomlarin stereospesifik olarak birbirlerinden ayirt edilebilmelerine

imkan tanir.

Enzim ile Substratin lg¢ boyutlu uzaysal sekil uyumu gostererek baglanmalarini ve
kataliz mekanizmasini agiklamak igin ileri stiriilen bes model bulunmaktadir. 1890’larda
Fischer’in 6ne slirdiigli ve Anahtar-Kilit modeli olarak adlandirilan ilk modelde enzimin
aktif bolgesi substrat ile ¢ boyutlu bicimsel tamamlayicilik ve kimyasal uyum gosterir,

birbirine yaklasan “enzim-substrat” ikilisi ES kompleksini olusturur (Sekil 2.13), [19].

W W

Substrat (S) Substrat (S)
+ —> ;. —
Aktif bolge Aktif bolge

Enzim-Substrat (ES)
Kompleksi

Enzim-Substrat (ES)
Kompleksi

®

Fuzim () Fnzim

Sekil 2. 13 Fischer’in Anahtar-Kilit Modeli (solda) ve Koshland’in Uyariimis Sekilsel
Uyum (Induced fit) (sagda) modeline gore Enzim-Substrat (ES) kompleksinin olusumu.

1930’da Haldane zayif baglanmalarin kataliz siirecinde esas unsurlar olabilecegini
kesfetti ve bu kesif enzimatik katalizin agiklanmasinda temel rol oynadi. 1948’de

Pauling, artan gegis hali kararhliginin tGriine donlisima hizlandirdigini ileri strdi ve bu
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hipotez benzer gecis hal yapilarina sahip farkh kararliikta komplekslerin kullanildig

deneylerle dogrulandi.

Sekil 2. 14 Haldane’in gecis hali tamamlayicilik modeli’ne gore ES kompleksinin
olusumu [19]

Haldane ayni yillarda enzimin aktif bdlgesinin sabit yapili oldugunu varsayarak; zayif
bagla enzime baglanan substratin Uzerinde olusan bir gerilme nedeniyle ilgili bir
baginin zayiflayacagini ve sonugta substratin aktif bolgeye goére sekil degisimine

ugrayacagini 6ngordigi gecis hali tamamlayicilik modeli’ni ortaya atti (Sekil 2.14).

1958’de Koshland, uyariimis (indiklenmis) sekilsel uyum modeli'nde, baslangicta
bicimsel uyuma sahip olmayan enzim aktif bolgesinin, substratin yaklasarak
baglanmasindan sonra bu bag olusumunun tetikledigi, bicimsel bitlinlik olusturmak
Uzere substrati kavramaya yonelik (ic boyutlu yapisal uyarlama siirecinden gectigini

one silirerek Haldane’in modeline bir degisim getirdi (Sekil 2.13), [19].

Bu modeller, enzim 6zgilligline bazi yaklasimlar getirmelerine karsin katalitik tepkime
hizinin nasil arttigina dair fikir vermezler. Kantitatif enzimatik reaksiyon calismalari
gozlenen hiz artisinin, sadece reaktiflerin birbirine yaklasmasi ve de ES kompleksinin
kararhligini arttirarak tepkime hizina pozitif katki yaptigi distinilen aktif bélgedeki 6zel
baglanmalarla [hidrojen baglari, tuz koprileri (elektrostatik etkilesimler), kovalent

baglar] aciklanamayacagini gostermistir. Bu durum yeni bir modele ihtiya¢ dogurdu.

Enzimler de dahil olmak Uzere ¢ok sayida protein dinamik konformasyonel yapi
gosterir; bir baska deyisle proteinler yapisal esneklik sergiler. Proteinlerin bu yapisal
esnekligi Fischer ve Haldane’in modelinde hi¢ dikkate alinmazken Koshland’in
modelinde sadece aktif bolgedeki kiiclik degismelerle sinirli kalmistir. 1969’da Jencks,
tersinir enzimatik reaksiyonlarda ES kompleksinin biikiilme hareketinin katalizin dnemli

bir unsuru oldugunu kanitladi. 1975’te Segel uyarilmis gerilme hipotezi’ni 6ne sirda.
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Bu modelde, ES kompleksi olustuktan sonra enzim Koshland’in modelini de kapsayacak
sekilde bir seri konformasyonel diizenlemelerden gecger. Bu hareket ilgili bagda gerilim
olusturur, temel haldeki substrat gecis halini alir ve bu uyarilmis gerilim bagda

kirllmayla sonuglanarak trin olusur (Sekil 2.15), [16].

Sekil 2. 15 Enzim-Substrat etkilesiminin Uyarilmis Gerilme (Induced-strain) Modeli ve
kataliz: 1. COzeltide Serbest enzim ve subtrat, 2. Substrat biikiilmesi olmaksizin ES
kompleksini olusturan ilk baglanma, 3. Enzim substratla daha iyi baglanmak tzere
konformasyonel degisim gosterir [Uyarilmis Sekilsel Uyum (Induced fit)], 4. Enzim,

Substrati temel halden gecis haline dogru biiken ve substrat icinde gerilim olusturan
ileri konformasyonel degisimlere gider, 5. Uyarilmis gerilim bag kirilmasina ve iki

hidrolitik triin olusumuna neden olur, A ve B [16].

1993’te Billy Mark Britt, Degisken Ozgiilliik Modeli (Shifting Specifity Model; SSM) ad|
ile yeni bir model 6nerdi [19]. Bu modele gore; kendi fizyolojik basing, sicaklik ve pH
kosullarinda katlanarak sekillenmis temel haldeki (Ground state) dogal enzim,
Fischer’in anahtar-kilit modelindeki gibi substratina tam bicimsel uyum gosteren
degismemis aktif bolgesinde, substrati ile kurdugu zayif baglar (zerinden ES
kompleksini olusturur. Bu baglanma tim enzim Kkiitlesi lizerinde kiiresel bigim

degisimi’ne yol acan bir burulma hareketini tetikler. Aktif bdlgenin sekli ancak bu
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burulma hareketi ile degisirken, temel halde substrata olan Ozgllligh de

konformasyonel degisim sonucu gegis haline uyarlanir (Sekil 2.16), [19].

A

+. [ 3

Sekil 2. 16 B.M.Britt’in Degisken Ozgiillik modeli. Fischer’in Anahtar-Kilit Modeline
gore olusan ES kompleksinin, tepkimenin gecis basamagi sonunda ugradigi kiiresel
bicim degisimi ve aktif bolge 6zgulliglnln gegis haline uyarlanmasi [19]

Bazi enzimler tek baslarina katalizor olarak etki edebildikleri halde bazilari katalitik
etkinlik icin protein yapisinda olmayan ve kofaktér adi verilen yardimci maddelere

ihtiyac duyarlar.

Kofaktérler; Metal iyonlari (Zn?*, Mg?*, Mn?*, Fe?*, Cu?*, K* vb.) ve Koenzim adi verilen
kliglk organik molekiller olmak Uzere iki grupta incelenir. Enzimin yapisina kovalent

baglarla katilan koenzimlere prostetik grup denir (Sekil 2.17).

A %GH
P
oL oy
N I'\'\I-I N
: \ |
Flavin Nikotinamid Pridoksal fosfat
HyCO.
{CHCHa{CHy-CH)H
HOOC-HHC Cetr 0
Hem Ubikinon (n)

Sekil 2. 17 Bazi enzim kofaktorleri [16]
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Bazi enzimler bu iki tir kofaktori birlikte kullanirlar. Enzim-Kofaktor kompleksi
holoenzim olarak adlandirilir. Enzimin kofaktoérsiz kendi basina biyolojik aktivite

gostermeyen protein kismina apoenzim denir.

2.3 Enzimlerin Adlandiriimasi

Enzimler ya kataliz ettikleri reaksiyonun ya da etki ettikleri substratin adinin sonuna

4

“az” eki getirilerek adlandirilirlar. Ornegin; Dekarboksilaz, deaminaz, dehidrojenaz,
fosforilaz(fosfor ekleyen enzim), fosfataz (fosfat bagini hidrolizleyen enzim), peptidaz,

glikozidaz, laktaz, lipaz vb.

Peptidazlardan olan pepsin, tripsin, kimotripsin enzimlerinde oldugu gibi enzimlere

Ozel adlar da verilmektedir [20].

2.4 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler; IUPAC-IUBMB (International Union of Pure and Applied Chemistry -
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) Birlesik Komitesi’'ne bagh
Enzim komisyonu (Enzyme Commission; E.C.) standartlarina gore, etki ettikleri
reaksiyon tipleri dikkate alinarak adlandiriip numaralandirilarak alti ana sinifa
ayrilmislardir. Asagida numaralandirma sistemi gosterilmekte ve ana siniflar bazi alt

siniflariyla beraber verilmektedir [20].

E.C.a.b.c.d [E.C.(Enzyme Commission), a: Temel enzim sinifi, b: Enzim alt sinifi, c:

Enzim alt-altsinifi, d:Enzim alt-alt-altsinifi]

2.4.1 Ana Sinif 1 - Oksidorediiktazlar (E.C.1)

Substratlar arasinda H, O, e transferini katalizlerler. Numaralandirmada ikinci
basamak, indirgeyici esdeger veren (H veya e  Donor) substrati; tGglincii basamak, H

veya e alici substrati (H veya e akseptor) belirtir.
E:C.1.1 >CHOH (Alkol)
E:C.1.1.1 NAD* veya NADP*

E.C 1.1.2 Fe3* (6rn; sitokromlar)
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E.C1.130;

E.C.1.2 Aldehit veya keton (>C=0)

E:C.1.3 —CH., -CH

E.C.1.4 Birincil amin (-CHNH; veya —CHNH3"*)
E.C.1.5 ikincil amin (>CHNH-)

E:C.1.6 NADH veya NADPH

2.4.2 Ana Sinif 2 - Transferazlar (E.C.2)

Bu enzimler asagidaki genel reaksiyon denkleminde gorildigi gibi grup transferini

katalizlerler. Siniflandirmada ikinci basamak transfer edilen grubu tanimlar.

AV 4B EE—TransferazK BY 4 A

X: Transfer edilen grup; Enzim adi: X-transferaz

E.C.2.1 Tek karbonlu grup aktaran enzimler

E.C.2.1.1 Metil(-CHs) transferazlar

E.C.2.1.2 Hidroksimetil(-CH,OH) transferazlar

E.C.2.1.3 Karboksil (-COOH) veya Karbamoil (-CONH;) transferazlar
E.C.2.2 Aldehit ve keton grubu transfer eden enzimler

E.C.2.3 Acil grubu transfer eden enzimler

E.C.2.4 Glikozil transferi yapan enzimler

E.C.2.4.1 Heksozil transferazlar

E.C.2.4.2 Pentozil transferazlar

E.C.2.6 Azotlu gruplari aktaran transferazlar

E.C.2.6.1.2 Alaninamino transferaz

E.C.2.7 Fosfat transferi yapan enzimler (Kinaz ile sonlanan adlarla taninan enzimler)

E.C.2.7.1 Alkol grubunun alici oldugu fosfotransferazlar
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E.C.2.7.1.2 Glukoz-6-fosfotransferaz (Glukokinaz)
E.C.2.7.2 Karboksil grubunun alici oldugu fosfotransferazlar
E.C.2.7.3 Azot grubunun alici oldugu fosfotransferazlar

E.C.2.8 Kukdrtlu gruplari aktaran transferazlar

2.4.3 Ana Sinif 3 - Hidrolazlar (E.C.3)

Hidrolazlar asagidaki genel hidroliz reaksiyonu denkleminde gosterildigi gibi ilgili baga
su katarak bag kinlmasini katalizleyen enzimlerdir. Adlandiriimalari etki ettikleri
substratin sonuna “az” eki getirilerek yapilir. Ornegin, peptidaz, esteraz, glikozidaz,

fosfataz vb.

A + HOH —drolaz - < oprp7p

E.C.3.1 Esterazlar

E.C.3.1.1 Karboksilik esterazlar

E.C.3.1.1.7 Asetilkolinesteraz

E.C.3.1.2 Tiyol esterazlar

E.C.3.1.3 Fosforik monoesterazlar

E.C.3.1.4 Fosforik diesterazlar

E.C.3.2 Glikozidazlar

E.C.3.2.1.1 a-1,4-Glikan-4-glikanohidrolaz (a-Amilaz)
E.C.3.4 Peptid baglarini hidrolizleyen enzimler (Proteazlar)
E.C.3.4.1.1 Peptid peptidohidrolaz (Pepsin)
E.C.3.4.4.4 Peptid peptidohidrolaz (Tripsin)
E.C.3.4.4.5 Peptid peptidohidrolaz (Kimotripsin)
E.C.3.5 Diger C-N baglarini hidrolizleyen enzimler
E.C.3.5.1.1 Uri amidohidrolaz (Ureaz)

E.C.3.6 Asitanhidrit baglarini hidrolizleyen enzimler
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E.C.3.6.1.3 ATP fosfohidrolaz (ATPaz)

2.4.4 Ana Sinif 4 - liyazlar (E.C.4)

Bu siniftaki enzimler ya eliminasyon mekanizmasiyla substratlarindan gruplari
uzaklastirarak ¢ift bag olusumunu ya da bunun tersine ¢ift baga trans katilmalari
katalizlerler(Sentetazlar). Cift baga su ekleyen liyazlar “Hidrataz” adiyla da bilinirler.
Sistematik adlandirmada ikinci basamak kirilan bagi, lGglinci basamak uzaklastirilan

gruplari belirtir.

E.C.4.1 C-C bagini kiran liyazlar

E.C.4.1.1.4 Asetoasetat karboksiliyaz (Asetoasetat dekarboksilaz)
E.C.4.1.1.7 Ketoz-1-fosfat aldehit liyaz (aldolaz)

E.C.4.2 C-O bagini kiran liyazlar

E.C.4.2.1.4 Sitrat Hidroliyaz (Sitrat dehidrojenaz)

E.C.3.1.4 Fosforik diesterazlar

E.C.4.3 C-N bagini kiran liyazlar

E.C.4.3.1.1 L-aspartat amonyak liyaz

2.4.5 AnaSinif5 - izomerazlar (E.C.5)

Bu siniftaki enzimler “cis- €3> trans-” donlsimi veya “D- ¢ L-” donlsimi gibi
izomerizasyon reaksiyonlarini katalizlerler. Sistematik adlandirmada ikinci basamak
izomerizasyon reaksiyonunun tlrind, Gclncli basamak izomerizasyona ugrayan

molekild belirtir.

E.C.5.1 Rasemizasyon veya Epimerizasyon (Asimetrik karbon atomunda inversiyon)
E.C.5.1.1.1 Alanin rasemaz

E.C.5.1.2.1 Laktat rasemaz

E.C.5.1.3.1 D-Ribliloz-5-fosfat-3-epimeraz(Ribiloz fosfat epimeraz)

E.C.5.2 cis-trans izomerazlar
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E.C.5.3 Molekdl igi (intramolekdiler) oksidorediktazlar
E.C.5.4 molekil i¢i transfer yapan izomerazlar

E.C.4.3 C-N bagini kiran liyazlar

Uglincli basamaktaki 1 numara aminoasitlere, 2 numara hidroksi asitlere, 3 numara

karbohidratlara karsilik gelir.

2.4.6 Ana Sinif 6 - Ligazlar (E.C.6)

Bu enzimler ATP’nin ya da diger nikleozid trifosfatlarin kirilmasi sonucu agiga ¢ikan bag
enerjisini  kullanarak birlesen yeni baglarin sentezini katalizlerler. Sistematik
adlandirmada ikinci basamak sentezlenen bagin tirunli gosterir. Katalizledikleri

tepkimelerin genel denklemleri asagida verilmektedir.

X+YT+ATP —— ¥H-Y+ADP+ R

H+ Y+ ATP ——— 3-T +ANP + (PP

E.C.6.1 C-O bagini sentezleyen ligazlar

E.C.6.1.1.7 L-Alanin-tRNA ligaz (Alanin-tRNA sentetaz)
E.C.6.2 CO-O ester, C-S baglarini sentezleyen ligazlar
E.C.6.2.2.2 Asetil-CoA sentetaz

E.C.6.3 C-N bagi sentezleyen ligazlar

E.C.6.3.1 Asit-amonyak ligazlar (amid, -CONH,, sentetazlar)
E.C.6.3.2 Asit-aminoasit ligazlar (Peptid, -CONH-, sentetazlar)

E.C.6.4 C-C baglarini sentezleyen ligazlar [20].
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2.5 Proteazlar (E.C.3.4)

Canhlilarda cesitli fizyolojik ve patolojik olgularin dizenlenmesinde merkezi bir role
sahip proteolizis slireclerinde gorev alan proteolitik enzimler bilimsel literatirde
proteazlar, proteinazlar, peptidazlar genel isimleriyle anilirlar. Bu enzimler peptidlerde

ve proteinlerde peptid baglarinin hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler.

“Proteaz” terimi, IXX. ylzyilin ikinci yarisinda Alman fizyolojik kimya literatiiriinde
proteolitik enzimleri belirtmek icin kullanilmistir. 1930’lu yillar ve sonrasinda farkedilen
degisik proteaz aktivitelerini ayirdetmek amaciyla; bu enzimler etki 6zgtlliklerine gore
siniflandirilarak adlandiriimislardir [7]. Sekil 2.18’de proteolitik enzim siniflan

gosterilmektedir.

Sekil 2. 18 Proteolitik enzimlerin siniflandiriimasi [7]

EC listesinde peptidazlar 13 alt-altsinif icerir (Cizelge 2.2). Bu alt-altsiniflar,
eksopeptidazlar (3.4.11-19) ve endopeptidazlar (3.4.21-24 ve 3.4.99) olarak baslica iki
blylk grup altinda toplanir.  Eksopeptidazlar polipeptid zincirinin sadece ug
noktalarina yakin boélgelerde etkinlik gosterirler. Serbest N-Ucundan etkiyenler, ya tek
bir amino asit (aminopeptidazlar, 3.4.11), ya bir dipeptid veya bir tripeptid (dipeptidil-
peptidazlar ve tripeptidil-peptidazlar, 3.4.14) serbestlestirrirler. Serbest C-Ucundan
etkiyenler, tek bir amino asit (Karboksipeptidazlar, 3.4.16-18) veya bir dipeptid

(peptidil-dipeptidazlar) salimini saglarlar.
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Endopeptidazlar polipeptid zincirinde i¢c peptid baglarinin yarilmasini katalizlerler.
Endopeptidazlar EC listesinde katalitik mekanizmalarina goére alt-altsiniflara
ayrilmislardir ve 6zglllikleri sadece grup icindeki 6zel enzimleri tanimlamak amaciyla
kullanilir. Serin endopeptidazlar (E.C.3.4.21), aktif merkezlerinde katalitik slirecte islev
goren bir serin amino asidi iceririler. Benzer sekilde sistein endopeptidazlarin
(E.C.3.4.22) aktif merkezlerinde bir sistein amino asidi, aspartik endopeptidazlarin aktif
merkezlerinde de bir aspartik asit yer alir. Metaloendopeptidazlar katalitik
mekanizmada bir metal iyonu kullanir ve bu metal iyonu her zaman olmasa da
genellikle Zn?* iyonudur [7]. EC sistemine gére peptidazlarin siniflandiriimasi Cizelge

2.2’de sunulmustur.

Cizelge 2. 2 EC sistemine gore peptidazlarin siniflandiriimasi [7]

Proteolitik enzimler ve bu enzimlerin inhibitorleri; hiicre ¢evriminin kontroli, hiicre
bliyimesi, farklilasmasi ve apoptosis, gen anlatimi, enzim modifikasyonu, bagisiklik
reaksiyonlari, doku bigcimlendirme gibi organizma yasaminin sirekliligini saglayan kritik

metabolizma faaliyetlerinde temel ve hayati 6nem tasirlar [8,9].
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Kontrolsiiz proteolizis, miikemmel bir sekilde ayarlanmis hiicre metabolizmasinda ve
dokularda patofizyolojik durumlara ve hatta organizmanin 6limiine yol agabilecek
ciddi hasarlara neden olur. Tim bakteri tlrlerinde yaygin olarak bulunan proteazlar
kolonilesme, konak bagisiklik sistemini atlatma, blylime ve ¢ogalma icin gida edinimi,
yayilmay!i kolaylastirma ve enfeksiyon doneminde doku hasari olusumu gibi patojenik
faaliyetlerin en 6nemli ogeleridir. Proteolitik islemler bir¢cok virlisiin yasam ¢evriminin
temel parcasidir. Hicredisi matriks ve temel memebranlarin bozunmasinda yeralan

proteaz tiirleri kanser gelisiminde anahtar etkenlerdir [8,9].

Proteazlarin hiicrede sentezlenen 06zel proteinlerle inhibisyonu canlilarda proteaz
aktivitesini duzenleyen en 0©6nemli kontrol mekanizmalarindan biridir. Dogal
kaynaklardan ya da sentetik yollarla elde edilen peptid veya organik yapili inhibitorlerle
proteolitik enzimlerin inhibisyonu istilaci patojenlerin 6limiyle sonuglanabilmektedir.

Bu bilgi yeni tir antibiyotiklerin gelistirilmesine konu olmustur [8,9].

Enzim-inhibitér komplekslerinin olusumu, konformasyonel degisimleri ve reaksiyon
kinetigi proteinin icerdigi floresan karakterli aminoasitlerden ya da floresan o6zellik
kazandiriimis inhibitorlerden elde edilen florometrik verilerdeki degisimlerle hassas
olarak izlenebilmektedir. Yeni sentezlenen inhibitorlerin floresans teknigine
uyarlanabilirligi enzim faaliyetlerinin ¢ok daha duyarl yontemlerle izlenmesini olanakli

kilmaktadir [8,9].

2.5.1 Tripsin (E.C.3.4.21.4)

Serin proteazlar (Serin endopeptidazlar) alt-altsinifindan olan tripsin enzimi,
pankreastan salgilanan ve ince bagirsakta, besinlerdeki proteinlerin organizmaya alimi
icin gerekli olan protein parcalama siirecinde islev goren bir sindirim enzimidir. Tripsin
enzimi peptid zincirlerini genellikle, lizin ve arginin amino asitlerinin karboksil
tarafindan yarilima ugratir. Tripsin enzimi pankreasta, inaktif zimojen formu tripsinojen
olarak Uretilir ve ince bagirsaga salgilanir. Tripsinojen burada enterokinaz enzimi
tarafindan proteolitik yarihimla tripsine donustirilerek aktiflestirilir. Olusan tripsinler
otokataliz sonucu ortamdaki diger tripsinojenleri tripsine donistirerek aktivasyonu
hizlandirirlar. Sonug olarak reaksiyonun baglamasi igin sadece ¢ok az bir miktar

enterokinaz enzimi yeterli olmaktadir. Bu aktivasyon mekanizmasi serin proteazlar icin
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ortaktir ve pankreasin otosindirimini engeller. Aktif tripsin enzimleri proteolitik etkinlik
gosterecekleri, mide ile ince bagirsak baglantisini saglayan duodenum kanalina (oniki

parmak bagirsagi) birakilir [7,8,9].

2.5.2 Kimotripsin (E.C.3.4.21.1)

Serin Proteazlar sinifindan olan kimotripsin pankreasta asinis hicrelerinde,
kimotripsinojen adi ile bilinen ve etkin olmayan bir 6ncil yapi halinde sentezlenir. Bu
oncil yapi tripsin tarafindan iki parcaya ayrilmak lizere bolinmeye ugratilir, ancak
bu parcalar bir disdlfit (-S-S-) bagi ile hala birbirlerine bagli olduklarindan dolayi tam
olarak ayrilmazlar. Bu iki parca, trans-proteolizis adi verilen karsilikh bir hidroliz
mekanizmasi ile birbirleri Uzerinden kiiglik peptid pargalari ayirarak birbirlerini
etkinlestirirler. Sonugta olusan molekil etkin kimotripsindir. Kimotripsin enzimi,
peptidleri icerdikleri triptofan, tirozin, fenilalanin, I6sin ve metiyonin amino asitlerinin

karboksil tarafindan hidrolitik yarihma ugratir[7,8,9].

2.6 Serin Proteazlarin Katalitik Mekanizmasi

Proteazlar peptid baglarini kirma islevini, polipeptid zinciri tzerinde kiracaklari bagi
iceren belli bir bolgeyi taniyip bag kurarak gerceklestirirler. Her bir proteazin substrat
Uzerinde kendine 0Ozel bolgeyi tanimasi, yapilarindaki tanima dizelerini olusturan
polipeptid zincir uzunluklarinin farkhhigindan kaynaklanir. Yapisal 6zellikleri temelinde
serin proteazlar g sinifta incelenir; Kimotripsin-benzeri (Chymotrypsin-like), Subtilisin-
benzeri (Subtilisin-like) ve Karboksipeptidaz Il-benzeri (Carboxypeptidase ll-benzeri).
Bu U¢ sinif, ikincil ve (clinciil protein yapilari bakimindan birbirlerinden hayli
farklidirlar, ancak her bir sinif kendi aktif bolgesinde serin, histidin ve aspartat amino
asitlerini icerir ve de ortak bir katalitik mekanizma kullanirlar. Tim bu enzimler ayni acil
transfer mekanizmasini uygulayarak peptid ve ester bagi hidrolizini gerceklestirirler
(Sekil 2.19). Reaksiyonu, Katalizsizine gére 10° kat veya daha fazla bir oranda

hizlandirirlar.

ES kompleksi olusumu sonrasi, aktif bolge serin amino asidi, kirllacak peptid baginin
karbonil karbonuna; karbonil karbonu Gzerindeki bir oksianyonik merkezle reaksiyonun

gecis halini animsatan tetrahedral bir arahal olusturarak nikleofilik atak yapar (Bu
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sekilde aktif bolge serin amino asidinin birincil nikleofilik karakteri nedeniyle bu

gruptaki enzimler serin proteazlar olarak adlandirilir) (Sekil 2.19) [16].

Asn155 Asn155 Asn155
0 0
N-H o)
N jhl H !N-H
H H |.|
) R
sy, RO
i Keat 7 H itr
) ~— m]—lﬁi}\ —_
4 i AB
DHN NH& D HN NH N NH
Asp32 i Asp32 i Asp32
Ser221 Ser221 Ser221

ES E-8 E-Ac
Sekil 2. 19 Serin proteazlarin genel acil transfer mekanizmasi [16]

Aktif bolgede bulunan serin amino asidinin gosterdigi bu etkinligin nedeni; yapisindaki
B-hidroksi grubunun zayif alkali kosullar altinda nikleofilik karakter kazanmasindan
kaynaklanir. Bu gecis hali, substratin oksianyonik merkezi ve aktif bolge amino
asitleri arasinda kurulan 6zgll hidrojen baglar ile kararlilastirilir. Aktif bolge serin
amino asidinin nikleofilik karakteri, aspartat yan zinciri ile etkilesim halinde bulunan
histidin yan zinciri ile yaptigi 0zgil etkilesimler vasitasiyla artar. Aktif bolge
histidininden substratin peptid bagi amin grubuna bir proton aktarimi ile reaksiyonun
ilk Grintndn ayrilmasi sonucu gecis hali azalir ve bunu eszamanl olarak aktif bolge
serin amino asidine baglanan bir acil grubu ile kurulan kovalent arahal takip eder. ilk
peptid Grindniin ayrilmasi ile meydana gelen bosluktan enzim aktif bolgesine giren bir
su molekllu nikleofilik atakla enzimi deagilasyona ugratir. Deagilasyon reaksiyonu,
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enzimle ayni kararlilastirici hidrojen baglari kurularak, agilasyon reaksiyonundakine ¢ok
benzer bir baska tetrahedral gecis hali olusumu ile yirir. Bu gegis hali aktif bdlge
histidinine proton aktararak azalir ve ikinci peptid Grlninilin serbestlesmesini saglar
[16].

Ug farkh serin proteaz tiiriine ait katalizde gorevli aktif bélge amino asitler Cizelge
2.3’de verilmistir.

Cizelge 2. 3 Ucg farkl serin proteaz tiiriine ait katalizde gérevli aktif bolge amino asitleri

[6]

Enzim E.C. numarasi Ser His Asp/Glu
Tripsin 34214 Serl95 37 Aspl89
a-Kimotripsin 34211 Ser195 37 Aspl02
Subtilisin Carlsherg 3.4.21.62 Ser221 64 Asp32

Tripsin benzeri serin proteazlarda substrat-aktif bolge etkilesimi Sekil 2.20'de

gorilmektedir [16].

Aspl02

Pl

s/'\ /\,/ \,/\ & "H"“fér'm:l
~ /\/ \/\rj\ A

Gly216 Ser2ne )\ Pl-Arg
Nopm
0.0,0

<L)A5p139

Sekil 2. 20 Tripsin-benzeri serin proteazlarda substrat-aktif bolge etkilesimi [16]

N
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2.7 Enzim Kinetigi

Hemen her tir kimyasal reaksiyon; tepken maddelerin Uriinlere dénlisim siirecinde,
olusumu belirli bir aktivasyon enerjisi gerektiren kararsiz ve gecici ara bir Urilin olarak
meydana gelen aktiflesmis kompleksler tGzerinden yiirir. Enzim katalizli reaksiyonlarda
ayni tepkime sireci, substratlariyla olusturduklari ES ara hal kompleksleriyle ilerler.
Uriinlere déniisim bu aktivasyon enerijisi farkinin (AG”) asilmasini gerektirir. Denge
reaksiyonlarinda bu enerji oldukca kiicliktiir ve cevre sicakligi ile saglanir. Enzimatik
reaksiyonlarda olusan ES kompleksleri, aktivasyon enerjisini azaltarak reaksiyon hizini
arttirir ve ayni zamanda Urin olusumunun daha dustk sicakliklarda gerceklesmesini

saglar (Sekil 2.21) [21,22].

Serbest entalpi(AG)
A Gegis hali

Katalizlenmemis

A reaksiyon AGy, = Gibbs serbest baglanma entalpisi

AG" = Reaksivomm katalizérsiiz serbest
_ o aktivasyon entalpisi

Enzim katalizhi | A — Reaksiyonun katalizérhi serbest
reaksiyon altivasyon entalpisi

AG, = Serbest reaksiyon entalpisi

E+S
Temel hal

AAG =AG +AGy —AG 1,

k-

Reaksiyon koordinati (zaman)
Sekil 2. 21 Enzim katalizli bir reaksiyonun zamana gore serbest entalpi degisimi

1902’de Brown, enzim katalizli reaksiyonlar igin asagidaki reaksiyon mekanizmasini

onerdi.

la
E+S k ES E+P
ka k2 (2.1)

Burada enzimin Urine (P) olan ilgisinin substrata (S) olan ilgisi gibi 6zglil olamayacagi
dislintldigiinde, Grinlerden ES olusum hiz sabiti k-2’nin ihmal edilebilecek kadar
kiicik oldugu ( koa<< k2 ) varsayilabilir ve reaksiyon denklemi asagidaki gibi

sadelestirilebilir.

Frg=Reps R pip
k1 (2.2)
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2.2 no’lu reaksiyon denklemi dikkate alinarak enzim kinetigini agiklamak amaciyla

gelistirilmis, asagida konu ettigimiz iki 6nemli kinetik model vardir.

2.7.1 Hizh Dengelenme (Fast Equilibrium) Modeli

Sifirinci dereceden reaksiyonlar harig bir reaksiyonun hizi, reaksiyona giren maddelerin
konsantrasyonlari ile orantiidir. Hizli dengelenme modeli ilk olarak 1903’te Henri
tarafindan onerildi ve ardindan 1913’te Michaelis ve Menten tarafindan gelistirilerek
son sekli verildi. Bu modele gore tepken maddeler (E+S) ve bunlarin olusturduklari ES
kompleksi arasinda hizli bir denge kurulur ve reaksiyon kisa siirede kararli hale gecer.

Hizlica kurulan bu dengede iki yonli reaksiyon hizlarini birbirine esitlersek,
k1[Es][S] = k-1[ES] (2.3)

ifadesini elde ederiz. ES kompleksinin ileri yonde Urlinlere donlisimi, geri yonde
serbest enzim ve substrata donisimiinden daha yavastir ( k2 << ki ve ki ). ES
kompleksinin reaksiyona giren maddelere (E ve S reaktiflerine) ayrisma sabiti Ks

asagidaki sekilde yazilir.

« J[EIS] K, 0.4

[ES] Kk

E: Toplam enzim, Es:Serbest enzim, S: Toplam substrat, Ss: Serbest substrat, ES: Enzim-

substrat kompleksi.

Burada; Substrat enzime oranla ¢ok daha biiyik miktarda oldugu icin serbest substrat
konsantrasyonunun toplam substrat konsantrayonuna yaklasik esit oldugu kabul
edilebilir ([Ss]=[S]). Serbest enzim miktari ise, toplam enzim miktari ile kompleks

blinyesinde yer alan bagli enzim miktari arasindaki farka esittir.
[Es] = [E] — [ES] (2.5)
2.5 no’lu denklemdeki [Es] teriminin karsiligini 2.4 no’lu denklemde yerine yazarsak,

K — ([E1-[ESDI[S]
s [ES] (2.6)

esitligini elde eder ve 2.6 no’lu esitlikte de [ES] terimini sol tarafta yalniz birakirsak,
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_ [Els]

Bl st

(2.7)

ifadesine ulasiriz. 2.2 no’lu reaksiyon denkleminde ES kompleksinin Grlinlere gevrildigi

hiz tayin edici basamaga gore tiim reaksiyonun hizini,

V = ky[ES] (2.8)
seklinde yazabiliriz. 2.7 no’lu esitlikteki [ES] teriminin karsihgini 2.8 no’lu esitlikte
yerine yazarsak,

v -, EIS]

K, +[S] (2.9)

esitligine ulasiriz. Reaksiyon ortaminda tim enzimi doyuracak kadar substrat
bulundugu zaman hi¢ serbest enzim kalmayacagl dustnildiginde, toplam enzim
konsantrasyonunun Enzim—Substrat kompleksi konsantrasyonuna esit olacagi
sonucuna varilabilir ([E] = [ES]) ve reaksiyonun hizi maksimuma ulasir. Buna gore 2.8

no’lu esitlikte [ES] yerine [E] yazarsak maksimum hiz,
Vinax = kZ[E] (210)
esitligini elde eder ve bu esitligi 2.9 no’lu esitlikte yerine yazarak

_ Vmax[S] _ V
K, +[S]

max

K
1+ —=

[S] (2.11)
ifadesini ¢ikartmis oluruz. Esitlik 2.11, Henri, Michaelis ve Menten’in bagimsiz olarak

ulastiklari son kinetik ifadedir.

2.7.2 Kararh Hal (Steady State) Modeli

1925’te Briggs ve Haldane, ES kompleksi biriktikce ES’nin olusma hizinin bir siire sonra,
hem ileri yénde irinlere dogru hem de geri yonde reaktiflere dogru bozunma
hizlarinin toplamiyla esitlenerek dengelenecegini; bir baska deyisle ES kompleksi
konsantrasyonunun reaksiyon sureci iginde zamanla belirli bir miktarda sabitlenerek
kararhliga ulasacagini ve boylece ES konsantrasyonu degisiminin zamana gore

sifirlanacagini [(d[ES]/dt) = 0] farketti. Bu nedenle ileri surdukleri model, Henri-
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Michaelis-Menten modelindeki k2 << k.1 kabullinii gerektirmemektedir. Ancak her ne
kadar farkh kabullerle gelistirilmis olsalar da asagida izlenen yola gore ulasilan hiz

ifadesinin Henri-Michaelis-Menten modelindekine cok benzer oldugu gorilecektir.

E: Toplam enzim, Es:Serbest enzim, S: Toplam substrat, Ss: Serbest substrat, ES: Enzim-

substrat kompleksi.

2.2 no’lu reaksiyon denklemi dikkate alinarak kararli hal modeline gére ES kompleksi

olusum hizi,
dEST_yre, s,
dt (2.12)

ve ES kompleksi yikim hizi,

“AEST_ 4 k,)ES]
dt (2.13)

esitlikleriyle verilir. Denge durumunda olusum ve yikim hizlari esitlenecegi igin,
k1[Es][Ss] = (k-1+k2)[ES] (2.14)

olur. Bu esitlik [ES] terimi icin,

[E.I[S]
[ES]=—"=
k., +k,
K (2.15)
Seklinde yeniden diizenlenebilir. Paydaki kesirli ifadeyi,
k,+k
Km — lk 2
1 (2.16)
seklinde kisaltarak, 2.15 no’lu esitligi asagidaki gibi sadelestirebiliriz.
) [E:S.]
Ko (2.17)

Denge halinde substrat tiketimi ¢ok diisiik miktarda olacagl icin serbest substrat

konsantrasyonunun toplam substrat konsantrasyonuna vyaklasik esit oldugu kabul

31



edilebilebilir ([Ss]E[S]). Ayrica Es teriminin 2.5 no’lu esitlikteki karsihgr dikkate
alinirsa, 2.17 no’lu esitlik,

[Es]=[E L]

[S1+ K, (2.18)

seklinde yeniden yazilabilir. 2.18 no’lu ifade, reaksiyon hizini tayin edici basamaga goére
olusturulan 2.8 no’lu hiz denkleminde yerine yazilirsa,

vV :kz[E]&

[S1+K, (2.19)

esitligini elde ederiz. Esitlik 2.19°u; k; yerine, k'yi kataliz basamagi hiz sabiti oldugunu
aciklayici kgat ifadesiyle belirterek asagidaki gibi genellestirebiliriz.

V= kkat[E]i

[S]+K, (2.20)

Bu ifadenin kesirli teriminin, substrat konsantrasyonu sonsuza giderken L’Hospital

kuralina gore limiti 1’e esit olur.

(s)

. [S] _® . o
lim ———=—= lim —————=1i
ST O ]k, ) P 221)

Bu sonucu 2.20 no’lu esitlikte yerine yazdigimizda, esitlik 2.10’da verilen maksimum hiz

ifadesi elde edilir.

Vmax = kkat[E] (222)

Esitlik 2.22"yi esitlik 2.20 ile birlestirirsek Henri-Michaelis-Menten modelindekine ¢ok
benzer asagidaki 2.23 no’lu esitlige ulasiriz.
— Vmax[s] — Vmax
Ko +[8] ., Kn
[S] (2.23)

2.23 no’lu esitlik kararl hal enzim kinetigi modelinin temel esitligidir.

V hizinin, maksimum hizin yarisina ulastigini gésteren 2.24 no’lu esitligin sol tarafina
esitlik
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v = Vmax

2 (2.24)
2.23'teki karsihig yazildiginda 2.25 no’lu denklem elde edilir.

Vmax[S] _ Vmax
K., +[S] 2 (2.25)

Bu esitlik sadelestirilerek yeniden dizenlenirse,
Km = [S] (2.26)

ifadesine ulasilir. Bu  sonug; maksimum hizin vyarisina karsilik gelen substrat

konsantrasyonunun Ky, degerine esit oldugunu gosterir [16,18,20-22].

2.8 Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Spektrofotometrik Yontemler

Bir enzimatik reaksiyona ait Km ve kkat kinetik sabitlerinin belirlenmesi; reaksiyonun ilk
hizini iyi kontrol edilen sartlarda tam olarak 6lgebilme yetenegine dayanir. Enzimatik
reaksiyon hizi pH, sicaklik ve ¢oziict bilesenleri gibi etkenlere son derece duyarhdir ve
bu durum, kullanilacak aktivite tayin yonteminden anlamli veri elde edebilmek igin

sozkonusu etkenlerin tam kontrollinl zorunlu kilar.

Bir reaksiyona ait hiz 6l¢iimii; zamana goére olusan Urin miktarina ya da zamana gore
azalan substrat miktarina karsilik gelen bir sinyal takibi ile yapilir. Sinyalin tlri tayin
yontemine gore cesitlilik gosterir. Genel olarak, dogrudan ya da dolayli ¢ogu enzim
analizlerinde reaksiyonun ilerleyisini takip etmek amaciyla, baslica asagidaki belirleme

ve ayirma yontemleri kullanilir:

e Spektroskopi

e Polarografi

e Radyoaktif bozunma
e Elektroforetik ayirma
e Kromatografik ayirma

e imminolojik tepkirlik (Immunological reactivity) [16]
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Bu bolimde, ¢alismamiz acisindan 6nem arz eden, aktivite tayin yontemleri olarak
“Ultraviyole—goriiniir bolge (UV-Visible) absorsiyon spektroskopisi” ve “floresans
spektroskopisi” ile ayirma yontemi olarak “Jel Filtrasyon Kromatografisi” lzerinde

durulacaktir.

2.8.1 Ultraviyole-Goriiniir (UV-Visible) Bolge Absorpsiyon Spektroskopisi

Absorpsiyon, belli enerjilere sahip fotonlarin, carpistiklari atom ya da molekiil
elektronlarinin binyesinde emilime ugramalari ve bu esnada elektronlari Ust eneriji
seviyelerine ¢cikarmalari strecidir. Absorpsiyon spektroskopisi bu emilimin gerceklestigi
dalgaboylarini ve emilim miktarini belirlemek lzere tasarlanmis cihazlarla yapilir.
Ultraviyole-goriinir bolge Absorpsiyon spektroskopisi, elektromanyetik spektrumda
mor Otesi ve gorinlr bolgedeki dalgaboylarina karsilik gelen i1simalarin maddeler
tarafindan absorplanma 6zelliklerini inceler. Absorpsiyon spektroskopisinin analitik bir
arag olarak 6nemi; miktar analizi yapilacak bir maddenin belirli bir dalga boyundaki 1sik
absorsiyonunun, maddenin ortamdaki konsantrasyonuyla iliskilendirilebilmesinden ileri

gelir.

Sekil 2. 22 Lambert-Beer yasasina gore isik absorsiyonu

Isigin icinden gectigi maddenin Ozellikleriyle absorpsiyon arasindaki iliski, deneysel

gozlemler sonucu elde edilen bulgulara dayal olarak tiiretilen Lambert-Beer yasasiyla
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aciklanir. 1760’larda Johann Heinrich Lambert; i1s18in siddetinin, iginden gectigi ortamin
uzunlugu arttik¢a Ustel olarak azaldigini ispatladi ve ondan ¢ok daha sonralari 1852’de
August Beer, absorplayici ortamin konsantrasyonundaki artisin da 1sigin siddetini Ustel
olarak azaltacagini ortaya koydu. Lambert ve Beer’in elde etttigi sonuglar, “Lambert-
Beer Yasas!” adiyla bilinen asagidaki genel absorpsiyon esitliginde birlestirilerek ifade

edilir (Sekil 2.22).

Seffaf bir kap icindeki ¢ozeltiden gecen monokromatik dalgaboylu bir 1sin demetinin,
¢Ozelti ile etkilesimi 6ncesi sahip oldugu lo baslangic siddetinde (foton miktari), ¢cozelti
ortaminda aldigi yol boyunca maruz kaldigi emilim (absorpsiyon) nedeniyle bir azalma
gorulir. Isinin ¢ozelti ile etkilesiminden 6nceki ve sonraki siddetlerinin (lo ve lt) oranina

“Gegirgenlik” denir.

T= I—‘(S 1) (2.27)
0

(T: Gegirgenlik, lo: Ornek ortamina gelen 1sik siddeti, lt: Ornek ortamindan cikan 1sik
siddeti)

Bir maddenin 151k gegirgenligi genellikle ylizde olarak ifade edilir.

%T :I—t.100 (2.28)

0

Isiga karsi gecirgenlik arttikca absorpsiyon azalir ve bu iliski,

A=—logT = —Iog:—t = Iogll—o(z 0) (2.29)
0 t

esitligi ile verilir.

Bir molekiile ait molar absorptivite ve 1sigin 6rnek kabi icinde izledigi yolun uzunlugu
bilinirse, absorbans 6lciimi yapilarak molekilin ¢ozelti igcindeki konsantrasyonunu

hesaplamak mimkiin olur.

A= &C(>0) (2.30)
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A: Belirli bir dalgaboyundaki érnek absorbansi, €: Molar absorptivite(Mcm™), b: Isigin

ornek ortamindan gegerken aldigi yolun uzunlugu, c: Ornege ait molar konsantrasyon.

Absorpsiyon spektrofotometrelerinin genel semasi ve absorbans hesabi Sekil 2.23'de

verilmistir.

: Cozelti absorbansi

I; - Gelen sk siddei

|, : Gozettiigine giren
151k iddeti

| : Cozeltiyi terkeden
151k siddeti

ls : Gézelt kabini
terkeden 151k
siddefi

IH : Goziicl kabini
terkeden 151k
siddeti

Sekil 2. 23 Absorpsiyon spektrofotometrelerinin genel semasi ve absorbans hesabi [4]

Cozelti icinde madde konsantrasyonu arttikca Lambert-Beer yasasina gore absorbans
da artar. Ancak bu artis, absorpsiyon 6lciimi yapan cihazlarin kapasiteleri nedeniyle
sonlu konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Genellikle 1’'in Gzerinde absorbans degeri
gosteren konsantrasyonlarda dogrusalliktan, bir baska deyisle Lambert-Beer

yasasindan sapma gorilur (Sekil 2. 24).

36



Absorbans (Ax)
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Konsanirasyon

Sekil 2. 24 Lambert-Beer yasasindan sapma [16]

Ayrica sifira ¢ok yakin absorbans degerlerini de, cihazlardan kaynaklanan girilta
sinyalleri girisimleri nedeniyle dogru olarak okumak ¢ok zordur. Bundan dolayi kinetik
analizi yapilacak bir maddenin ¢ozeltideki konsantrasyonu genelde 0.05-1.0 araliginda

absorbans verecek sekilde ayarlanir.

Enzimatik bir reaksiyon sirecinde 1sik absorplama yetenegine sahip substrat ya da uriin
miktarinda meydana gelen degisime bagh olarak absorbans degeri de zamanla degisim

gosterebilir. Bu degisimi, Lambert-Beer yasasindan (esitlik 2.30) konsantrasyonun

dc
absorbansa bagli karsiligini ” ¢ = [%g b)} ” hiz denkleminde (V = iaj yerine yazarak

gosterirsek,

dc A
V =+— =+——(konsantrasyon / zaman) (2.31)
dt ebAt

kinetik esitligini elde ederiz. Enzimatik bir reaksiyonda zamana gore absorbans degisimi

Sekil 2.25’de gorilmektedir.
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Sekil 2. 25 Enzimatik bir reaksiyonda zamana gore absorbans degisimi [16]

Enzim kinetigini belirlemek icin kullanilacak analitik dalgaboyunun se¢imi; reaksiyonda
yeralan substrat veya urlin molekdillerinin hem absorbanslari arasindaki en buyik farki
hem de spektral ortisme olmamasi icin dalgaboylari arasindaki en bilyik farki
saglayacak sekilde belirlenmis, kuvvetli absorbans gosterdikleri bir dalgaboyunda
olmalidir. Bu secimde karar verilen dalgaboyu genelde substratin ya da driinin

maksimum absorbans verdigi dalgaboyudur [16].

2.8.2 Floresans Spektroskopisi

Bir molekilin enerjisi elektronik (Eo), vibrasyonal (Ey) ve rotasyonal (E:) enerijilerin
toplamindan olusmaktadir. Herbir elektronik enerji seviyesi bir seri vibrasyonal seviye
ve her bir vibrasyonal seviye de birbirine olduk¢ca yakin olarak yer alan rotasyonal

seviyeler icerir.

Genel bir kural olarak, oda sicakliginda molekillerin cogunun temel elektronik halin en
dislik vibrasyonal seviyelerinde bulundugu kabul edilmektedir. Molekiiler orbitalde
spinleri antiparalel olarak yerlesmis elektron ciftinin durumu singlet hal (S) olarak
adlandiriimaktadir. Bu elektronlarin spinlerinin paralel oldugu durum ise triplet hal (T)

seklinde ifade edilmektedir.

Isik enerjisi absorplandiginda temel singlet hal So’dan yukari dogru enerji gegisleri
meydana gelir. Absorpsiyonun gecis suresi yaklasik 10%°s civarindadir. Absorpsiyon
spektrumunda birbirine ¢ok yakin olarak yer alan rotasyonal seviyeler arasi gegisler
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algilanamaz. Bazi molekillerde vibrasyonal seviyelerin yerlesimi ¢ok karmasik degildir.
Bu molekdllerdeki vibrasyonal seviyeler absorpsiyon spektrumunda bir seri maksimum

noktasi seklinde izlenebilir (Sekil 2.26).

H = ;
o VD(VR)— K
Os,—1x A n
{Hc ac) SAG 5 T,/
] r (ISC) T—T
] %er(vR}‘—‘l gahsurp siyonu ;
il s1 A X A —
i L i
ABSORPSIYON FLORESANS FOSFORESANS
E —_ 7 v 3 =
S, — Xy Y S,
So—S:
A

ABSORPSIYON FLORESANS FOSFORESANS

Sekil 2. 26 Jablonski Diyagrami. S: Singlet hal, T: Triplet hal, VD: Vibrasyonal durulma
[Vibrational relaxation(VR)], iG: i¢ gecis [Internal Conversion(IC)], SAG: Sistemler arasi
gecis [Intersystem crossing(ISC)] [2-4]

Herhangibir uyariimis halin Gst vibrasyonal seviyelerinde bulunan bir molekil, fazla
vibrasyonal enerijisini cevresindeki molekdller ile ¢carpisma sirasinda verebilir. Bu islem
vibrasyonal durulma (vibrational relaxation, VR) olarak adlandirilmaktadir. Vibrasyonal
durulma 10%2-10%° saniyeler arasinda gerceklesir. Bir molekiliin yiksek elektronik
seviyesinin dlsuk vibrasyonal seviyesinden, duslik elektronik seviyesinin (st
vibrasyonal seviyelerine gecisi ise “i¢ gecis” (internal conversion, IC) olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.23). ic gecisler 101%-107 saniyeler arasinda gergeklesir. Kural
olarak molekil en disiik uyarilmis hal S1’in, en dlsik vibrasyonal seviyesine diiser. S1
uyarilmis halde kalma siresi (lifetime of S; state) 10%°-107 saniye iken daha ust

seviyelerde 10712 saniye olmaktadir [2-4].
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Uyarilmis singlet hal Si’in en diisiik vibrasyonal seviyesinden temel hal So'in herhangi
vibrasyonal-rotasyonal seviyelerine geciste verilen emisyon floresans olarak
adlandiriimaktadir. Triplet halden temel singlet hale geciste olusan emisyona da
fosforesans denir (Sekil 2.1). Floresan maddenin uyarilmis halde kalma siiresi,
“floresans omri (Fluorescence lifetime)” seklinde isimlendirilmektedir. Floresans
emisyon omri 10719-107s kadardir. Fosforesansta emisyon daha uzun slrede

gerceklesmekte ve 6miir 10 - 1s duzeylerine ¢ikmaktadir [2-4].

Atom ici temel ve uyariimis hallerin gekirdege gore mesafelerinin farkh olmasi ve de
temel hale d6nis siirecinde daha yuksek enerijili vibrasyonal alt seviyelerden gecerken
enerjide meydana gelen kayiplar nedeniyle; elektronun temel hale doénerken
yayimladigi foton, uyarma isini yapan fotona gore daha dusuk enerjili ve de E=hc/A [E:
Enerji, h: Planck sabiti (£6,62x1034 j.s), c: 15tk hizi, A:dalgaboyu] enerji esitligi
uyarinca daha uzun dalgaboyludur. Emisyonda gergeklesen bu dalgaboyu uzamasi ilk
defa 1852 yilinda George G. Stokes tarafindan izlendigi icin “Stokes kaymasi (Stokes
shift)” adini almistir. Solvent etkisi ve uyarilmis halde gerceklesen reaksiyonlar

nedeniyle Stokes kaymasi nisbeten daha uzun dalgaboylarinda gozlenebilir (Sekil 2.27).

Stokes kaymasi (Stokes shift)

k—

Floresans siddeti

absorpsiyon emisyon

Dalgaboyu (1)

Sekil 2. 27 Stokes kaymasi (Stokes shift). Emisyon, absorpsiyona gére daha uzun
dalgaboylarinda gerceklesir [2-4]
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Cok sayida enzim substrati veya enzimatik reaksiyon Uriinii madde dogal floresan
karakter sergiler ve reaksiyon sirecinde, ¢Ozelti icinde tikenislerini veya olusumlarini
izlememizi saglayacak uygun floresans sinyaller Gretirler. Eger bu molekdillerin yapilari
floresan ozellik gostermiyorsa, ¢alisma kosullari altinda enzimle etkilesimlerini dnemli
derecede bozmaksizin, yapilarina kovalent baglanmalarla floresan gruplar takilarak

floresan tiirevleri olusturulabilir.

Floresans sinyalleri, sinirh  bir konsantrasyon araliginda floresan maddenin
konsantrasyonu ile dogrusal kantitatif bir iliski sergiler. Floresans sinyallerinin siddeti
floresan madde konsantrasyonu ile, Absorsiyonun (A) Kuantum verimi (Qs) ile yer
degistirdigi Lambert-Beer yasasina benzer bir iliski icinde degisim gosterir. Kuantum

verimi, yayimlanan foton miktarinin absorplanan foton miktarina oranidir.

yay:mlananfotonmiktag; floresanssiddéi (1 ;)
f =

absorplana fotonmikta(l,)

(2.32)
Burada, |2 = lo—Il: dir. (2.33)
lo: Ornek ortamina gelen isik siddeti, It: Ornek ortamindan cikan i1sik siddeti
Esitlik 2.29’dan yararlanarak I terimini,
l¢ = 10, 107€bC (2.34)
seklinde yazabiliriz ve bu ifadeyi 2.33 no’lu esitlikte yerine yazarak,
la = lo.(1-10°¢5€) (2.35)
Esitligini elde ederiz. 2.32 ve 2.34 no’lu esitliklerden yararlanarak,
It = Qt.la = Qr.lo.(1-107€5) (2.36)

floresan madde konsantrasyonu ile floresans siddeti arasindaki iliskiyi veren denklemi

elde etmis oluruz [5].

Esitlik 2.36 da Q. lo, € ve b terimleri belirli kosullar altinda hem bilinmeyen hem de
standart &rnekler icin genellikle aynidir. (1-10€°¢) terimi asagidaki gibi kuvvet

serilerine (Taylor serisi) acilabilir.
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(23¢bC)°  (23:bC) (23:bC)*

1-107%° =2,3¢b.C —
2! 3! 41 (2.37)

Eger ebC terimi ¢ok kiiciik ise (£0,02), (1-10¢°°) terimi;

1-10°¢b¢ = 2,3e.b.C (2.38)
ifadesine indirgenebilir. Bu ifadeyi 2.36 no’lu esitlikte yerine yazarak;

lf=2,3.Qs.l0.€.b.C (2.39)

floresans siddetini veren 2.39 no’lu esitlikteki gibi basitlestirebiliriz.

Burada s degerinin; absorplayici tirlerin (temel haldeki tlrler) molar absorptivitesi(e)
ile floresans yayim yapan tirlerin (uyarilmis haldeki tiirler) floresans kuantum
verimi(Qs)'ne bagh oldugu anlasiimaktadir. Belirli eksitasyon kosullari altinda Qt.lo, € ve
b, bilinmeyen ve standart oOrnekler igin genellikle aynidir. Bundan faydalanarak
bilinmeyen ve standart orneklerin konsantrasyonlari ile floresans siddetleri arasinda

asagidaki oransal iliski kurulabilir.

I fb Cb

I, C, (2.40)

Burada In ve lfs, bilinmeyen ve standart Orneklerin deneysel olarak belirlenmis

floresans siddetleri; C, ve Csise konsantrasyonlaridir [5,23].
Floresans spektrodkopisi genel olarak iki kisimda siniflandirilir;
1) Kararh Hal (Steady state) Floresans Spektroskopisi,

2) Zaman Ayrimli Floresans Spektroskopisi (Time Resolved Fluorescence Spectroscopy).

2.8.2.1 Kararli Hal Floresans Spektroskopisi

Kararli hal dlglimleri, sabit bir i1sik siddeti ile slirekli aydinlatma yapan, bir baska deyisle

sabit bir 1sik siddeti ile kesiksiz uyarma yapan bir i1sik kaynagi ve stirekli okuma yapan
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Sekil 2. 28 Kararli hal (steady-state) florometrelerine ait genel optik sema [24]

bir dedektor ile gergeklestirilir. Surekli aydinlatma altinda tutulan 6rnek ortaminda
uyarilmis haldeki molekdllerin sayisi yani konsantrasyonu sabittir, zamana gore
degismez ve bu nedenle kararli hal adi ile anilan s6zkonusu yontem uyarilmis haldeki
molekillerin nanosaniye veya daha kisa zaman 6lgeklerinde gerceklesen temel hale
donuglerini, floresans siddetlerinin zamana ve floresans émre bagimli fonksiyonlari
olarak belirlenmesine imkan tanimaz. Kararli hal (Steady-state) florometrelerine ait

genel optik sema Sekil 2.28’de goriilmektedir [2-4,24].

2.8.2.2 Zaman Ayrimli Floresans Spektroskopisi ve Eksponansiyel Seriler Yontemi ile

Floresans Omiir Dagilimlari Analizi
Zaman ayrimli 6lgiimler nanosaniyelik veya daha kigilik zaman olgeklerinde,

I. Molekiil elektronlarinin uyarilmis halde kalma sirelerini (Floresans Omiir,

Fluorescence Lifetime; 1),

II. Uyarilmis 6rnek molekdillerinin tamami temel hale dénene kadar gegen siireyi
(Floresans Bozunma Siresi, Fluorescence Decay time) hesaplamak amaciyla kullanilir.
Bir atom veya molekilin orbital elektronunun uyarilmis halde kalma siiresi olarak
tanimlanan “floresans omur” maddenin tiridne, uyarilmis haldeki molekdllerin
tamaminin temel hale donls sirecini ifade eden “floresans bozunma sliresi” ise
maddenin hem tiriine hem de konsantrasyonuna baglidir. Her iki parametre de

maddenin i¢inde bulundugu ortamin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden ve ortamin
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icerdigi diger floresan maddelerin varligindan etkilenir. Bu veriler floresan maddenin
cevresi ile etkilesimleri hakkinda detayl bilgiler saglar. Mesela; bir proteinin hidrofobik
ve hidrofilik bolgelerinde yer alan triptofan amino asidlerinin c¢evreleri ile
etkilesimlerinin farkhligi nedeniyle floresans bozunma sireleri, floresans émiirleri ve
floresans spektrumlari degisik karakterler sergiler. Genellikle proteinlerde, ¢oziici
molekillerine karst  korunumlu bulunan hifrofobik boélgede vyerlesik floresan
molekdillerin emisyon maksimumlari daha kisa dalgaboylarindadir ve floresans dmiirleri
daha uzundur. Protein yapisinin; sicakhk, pH, yizey aktif madde, hidroliz vb. etkiler
sonucu degisime ugramasiyla hidrofilik ortama acilan, bir baska deyisle ¢oziici
molekilleri ile etkilesimi artan protein binyesindeki floresan gruplarin uyarilmis hal
enerji seviyeleri diiser, emisyon maksimumlari uzun dalgaboylarina kayar ve floresans

omdrleri kisalir [2-4,24].

Floresans émir; ekponansiyel azalma gosteren ve matematiksel analiz modellerinden
[coklu Ustel analiz(esitlik 2.42), Eksponansiyel seriler yontemi(esitlik 2.43)] biri ile
tanimlanan floresans bozunma verilerinin ki-kare (x?) istatistiksel analizi (esitlik 2.45,
2.46) ile optimizasyonundan (Egriye uyarlama) elde edilen egriye ait verilerden

hesaplanir.
Floresans siddetinin, zaman (t) ve floresans 6miir (t) ile arasindaki iliski,

F(t) = F(0) exp(—tlr) (Tekli Gstel bozunma) (2.41)

esitligi ile verilir. Burada F(t), t anindaki floresans siddetini; F(0), t = 0 anindaki floresans

siddetini; t, floresans 6mri simgelemektedir.

Cevresinde polarite gesitliligi olmayan floresan bir molekiil bulundugu ortamda belirli
tek bir floresans émir sergiler. Bu olgu, floresansin zamana gore eksponansiyel bir
azalma gosterecegini ifade eden tekli Gstel bozunma (Single-exponential fluorescence

decay) esitligi (esitlik 2.41) ile ifade edilir.

Florofor ¢evresinde polarite cesitliligi varsa floresans émir de cesitlenme gosterir ve
bu durumda gozlenen floresans bozunma; birden fazla floresan tirin bozunmalarinin
toplamini tanimlayan, sinirli sayida, ayrik ve de her biri 6zgiin floresans dmdir (1) igeren
Ustel terimlerden olusan coklu Ustel bozunmalar toplami (Sum of multi-exponential
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decays) ile ifade edilir (esitlik 2.42). Bu modelde Her bir terim, farkh polaritelere sahip,
farkh serbestlik derecelerinde ¢ozlci ile etkillesimi olan sézkonusu molekildeki
birbirinden ayrik cevrelerden kaynaklanan yerel emisyonlarin bozunmalarina karsilik

gelebilir.
F(t) = iai expt/z), > a, =10 (2.42)
i=1 i

Burada aj, “On Ustel (pre-exponential) faktér” olarak adlandirilir ve ti 6mirli bilesenin

gozlenen floresans bozunmaya yaptigl kismi katkiyi verir.

Proteinler gibi blylk ve karmasik molekillerin farkli kisimlarinda polarite cesitliligi
gosteren bolgelerin fazlaligindan dolayr coklu Ustel analiz modeli proteinlerdeki
floresans omiur cesitliligi hakkinda kapsayici bilgi saglamaz. Bu noktada dagilimsal

yaklasim modeli devreye girer [2-4,10,24-27].

2.8.2.3 Eksponansiyel Seriler Yontemi

Dagilimsal yaklasim modelinde integraller Ustel terimlerin sonlu toplamlari yerine
gecer ve terimlerin toplam bozunmaya yaptigl kismi katkiyi belirten 6n Ustel faktorler
kesiksiz 6mir cesitlenmelerinin dagihimsal fonksiyonlarina dontsir - ki model bu
nedenle “floresans 6mir dagilimlari — Dagilimsal yaklasim modeli” olarak adlandirilir —
ama bu sekilde de hala her bir 6zel floresans 6mrin toplam bozunmaya yaptigi kismi

katki olarak islev gorur.
F(t) = j a(r)exp(~t/7)dz (2.43)
0

a(r): Surekli floresans 6mir gesitlenmelerinin dagilim fonksiyonu, Ia(r)dr =10.

Eksponansiyel seriler yontemi; a; ve Ti dagihimini elde etmek amaciyla, belirli floresans
omdrler (ti) ve degisken on-Ustel faktorler (ai) iceren ve de en fazla 200 terimli olan bir
Ustel serinin arastirma fonksiyonu (probe function) olarak kullanildigi matematiksel
analiz yontemidir. Arastirma fonksiyonunun sadece a; degerleri, ki-kare fonksiyonu 1’e
en yakin degere ulasana kadar yenilenerek (iterative reconvolution) egriye uyarlama

islemi (fitting procedure) sirekli tekrarlanir. Sonugta, deneysel bozunma verilerine en
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uygun egri elde edilir. Bu egriye ait a; ve 1 degerleri floresans dmiir dagilimini olusturur

[2,25-27].

Fonksiyonu Lamba Cevabi [L(t), Instrument Response Function, IRF] olarak adlandirilan
lamba pulsunun bozunma siireci, sonlu bir genislige sahip oldugundan deneysel olarak
elde edilen 6rnege ait floresans bozunma egrisini gergek bigiminden saptirir. Bir bagka
deyisle; cihazda gozlenen zaman ayrimli floresans bozunma egrileri, lamba pulslarinin
genisliginden dolayl bukimlidir (convoluted). Yani madde floresansina ait pulslarin
bozunma siiresi ile kismi girisim yapan lamba pulslari, madde floresansinin bozunma
surecinin kendi dogal suresi sonunda tamamlamasini engelleyerek geciktirir ve bu da

floresans bozunma egrisinde belli bir sapmaya neden olur (Sekil 2.29).

Puls[L(t")]

Floresans

Zaman (ns)

Sekil 2. 29 Floresans bozunma egrisi R(t) ve Lamba puls fonksiyonu L(t)

Bu bilikme etkisinin matematiksel ifadesi, blkiilme integrali (Convolution Integral)

[R(t)] ile verilir (esitlik 2.44).
R(t) = [LOF -t (2.44)
0

Burada R(t), gozlenen floresans bozunma; L(t), lamba cevabi, bir baska deyisle lamba
puls siddetinin zamana gore azalma fonksiyonu (Impulse Response Function, IRF); F(t)
maddeye ait floresans bozunma fonksiyonudur. (t-t') tanimi maddeye ait bozunma

surecinin eksitasyon zamanina goéreceli oldugunu ifade eder.
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Lamba pulslarinin genisligi bu bikme etkisinin deneysel olarak giderilmesine imkan
tanimaz. Bunun yerine L(t) fonksiyonu; ornek floresansinin bozunma olgiimiinden
hemen 6nce ayri bir deneyle, sacici bir ¢ozelti kullanilarak uyarma dalgaboyunda lamba
Isimasindan olusturulan sagilma pulslarinin dedektérde okunmasi sonucu bilgisayarda
cizdirilen grafik olarak elde edilir. Bu deneysel L(t), 6rnege ait floresans bozunma
verilerine en uygun egriyi, coklu Ustel analiz esitligi (esitlik 2.45) ile veya ESM
yontemi(esitlik 2.46) ile tanimlanmis floresans bozunma verilerinin indirgenmis ki-kare
analizi ile elde etmek icin kullanilir [2,25-27]. Genellikle en iyi sonuglar “0,9< x?<1,2”
araliginda elde edilir [2-4,10]. Bu calismada L(t) seyreltik Al(OH)s ¢ozeltisi ile belirlendi

ve ESM ydntemi ile tanimlanmis floresans bozunma verilerine uygulandi.

Tekrarlamalarla hesaplanan en iyi egriden sapmalar, esitlik 2.4’de verilen “indirgenmis

ki-kare (reduced chi-square) istatistigi, x> “ ile belirlenir [2-4,10,24-27].

2

2
N ( Ri (t)hesaplanan(calc) - Ri (t)deneysel(exper) )
= S (2.45)

1
« N-n-1¢
(Coklu tGistel bozunma igin ki-kare analizi)

N: Kanal sayisi, n: Egriye uyarlama parametrelerinin sayisi, si: Standart sapma.

c_ ( 1 jZ (... —Y i :[ 1 ]Z (Y ] Z Pt J ~10

n k=1 Gk n k=1 O-k (2.46)

(ESM yontemi igin ki-kare analizi)

Yk : k'inci kanalda gézlemlenen floresans siddeti, n: Kanal sayisi, o: k'inci kanaldaki standart sapma,
exp

Dii: Bukulme matriksi, D,; = J.:‘ |_('[k —1) GX{_—tjdt
T.

2.8.2.4 Zaman Ayriml Floresans Olgiim Teknikleri

Zaman ayrimh Olcimlerle F(t)yi (esitlik 2.42, 2.43) belirleyen floresans cihazlari,
icerdikleri uyarma ve belirleme sistemlerine gore genel olarak iki yontemsel gruba

ayrilir:
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I. Faz ve modulasyon 6lciim yontemleri
. Puls (sinyal atim) dmir 6l¢im yontemleri (Pulse lifetime measurements);
a) Tek foton sayma yontemi (Single photon counting method)

b) Stroboskobik yontem (Stroboscobic method)

2.8.2.4.1 Faz ve Modulasyon Olgme Teknigi

Bu teknikte puls Ureten bir kaynak yerine, siddeti nanosaniyeler seviyesinde zamana
gore sinlsoidal olarak 48odiile edilen bir i1sik kaynagi kullanilir. Bu uyarma sonucu
ornekten alinan 48odiile emisyon cevabi, uyarilmis hallerin sonlu émdrli olmasindan

dolayi eksitasyona gore bir faz gecikmesi ile dedektorde algilanir [2,4,24].

2.8.2.4.2 Tek Foton Sayma Yontemi

Bu yontemde 6rnek, nanosaniyeler mertebesinde parlama sireleriyle uyarici pulslar
olusturan nanoflas lamba veya bir lazer kaynakla uyarilir. Dedektor sistemi bu uyarici
pulsun parlama ani ile ilk emisyon fotonunun dedektdre ulastigl an arasindaki zaman
farkini 6lcer. Cok sayida foton - genel olarak 10° - icin bu zaman farki dlculir ve elde

edilen varis strelerinin dagilimi bozunma egrisini ifade eder [2,4,24].

2.8.2.4.3 Stroboskobik Yontem

Bu yontemde de nanosaniyeler mertebesinde parlamalarla uyarici pulslar olusturan
nanoflas lamba veya lazer kaynaklar kullanilarak 6rnekten emisyon pulslarinin
yayimlanmasi saglanir. Olusturulan bu floresans pulslarinin siddeti, uyarici pulslardan
sonra farkl gecikmelerle 6lglilerek floresans bozunma egrisi elde edilir. Aslinda bu
teknikte dedektorin belirledigi, uyarma sonrasi 6rnekten gelen emisyon pulslarinin
PMT dedektoriinde olusturdugu kisa sireli voltaj puls siddetlerinin nanosaniyeler
mertebesinde uygulanan gecikmelerle zamana gére 6lciilen degisimleridir. Olciilen
voltajin blyuklGgu floresans emisyon siddeti ile, bir baska deyisle dedektére ulasan
ornek emisyon pulslarinin tasidigr foton miktariyla orantihdir. Bu tezde tripsin ve
kimotripsin aktivitesi, stroboskobik teknige gore dizayn edilmis (Sekil 2.30) “PTI C 71”

marka zaman ayrimli floresans cihazi ile izlendi [2,4,24].
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Bilgisayar

Sekil 2. 30 Nanoflas stroboskobik sistem [28]

2.9 Eksimer Yapilar

Eksimer yapilar, uyarma esnasinda meydana gelen reaksiyonlarla ortaya cikan ve
sadece uyarma slresince var olan dimerik uyarilmis hal kompleksleridir. Eksimer
emisyonu floresans spektrumunda monomerinkine gérece daha uzun dalgaboylarinda
yeni ve yaygin bir pik seklinde belirir. Eksimer yapilara bilinen en iyi 6rneklerden birini

piren molekili olusturur.

Eksimer olusumu iki yolla gerceklesir. Birincisi, notral temel haldeki bir monomerin
nétral uyarilmis haldeki esi ile karsilasmasidir. ikincisi ise, temel halde radikal anyonun

temel halde radikal katyon ile karsilasmasi sonucu ortaya cikar (Sekil 2.31).

Bir cozeltideki monomer ve eksimer floresansi carpisma oranina ve de molekiller
arasindaki mesafeye baghdir. Eksimer olusturan gruplar arasindaki mesafe 0,3nm veya
bundan daha kisadir. Bu Ozelliklerden faydalanarak proteolitik enzimler icin eksimer

floresan karakterli peptid substratlar gelistirmek mimkindur [12,29-31].

Bu tez calismasinda, maleimid bagh piren molekilli, BSA proteini lzerinde eksimer
yapilar olusturacak sekilde reaksiyona sokularak floresan proteolitik enzim substrati

hazirlanmistir.
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Enerji

Sekil 2. 31 Eksimer yapi. Solda, uyarilmis nétral piren molekili (S1) ile temel haldeki
(So) piren’in karsilagsmasi sonucu; sagda, piren radikal katyonu ile piren anyonunun
karsilasmasi sonucu piren eksimerinin (dimerik uyarilmis hal kompleksi) olusumu [30].

2.10 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Molekiiler Eleme Kromatografisi adiyla da bilinen Jel Filtrasyon islemi, molekdllerin
boyut farkliliklarina gére ayrilmalarini saglayan bir kromatografi teknigidir. Bu yéntem
biyokimya c¢alismalarinda peptidler, proteinler, DNA parcalari, enzimler vb.
biyomakromolekillerin  ayrilmalarinda, saflastiriimalarinda, vyaklasik  molekiil

agirhklarinin tayininde ve yaklasik Stokes Caplari’nin belirlenmesinde kullanilir.

2.10.1 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Protein Saflastirma

Jel filtrasyon sisteminde kolon dolgu maddesini olusturan jel sabit faz; baslica dekstran,
agaroz, poliakrilamid, vinil vb. polimerik molekillerden capraz baglarla lg¢ boyutlu ag
yap! halinde sentezlenen, caplari belirli blyikliklerde gozenekler (porlar) iceren,
mikron boyutlarinda ve tepkisiz (inert) polimer kiireciklerden olusur. Dekstranin ¢apraz

baglh polimer yapisi ve jel boncuklarinin filtrasyon etkisi Sekil 2.32’de gorilmektedir.

Kolon icinde sabit faz tizerinden molekiillerin akisini saglayan hareketli faz, jel filtrasyon
kolonuna uygulanacak o6rnek karisimindaki molekillerin 6zellikleri dikkate alinarak

hazirlanan bir tampon ¢ézeltidir. Ornek molekdilleri hareketli fazin siiriiklemesiyle sabit
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faz icinden gecgerken polimer boncuklarin yapisinda bulunan gézenekler igine molekiil
boyutlarina gore degisen hacimlerde alinirlar; baska bir deyisle, gézenekler igindeki

toplam sivi hacminin belli bir kismi (KqVi) ile tasinirlar. Bu nedenle kolon boyunca

Gozelt akigi

ozenek kdrecikler

0 )
F.'FH& ggg‘ . ¢ Geclktirilen

ba L | 4 gk molekller
o L
: @§— Dizarianan
£ O 0 boydkmolekdller

Sekil 2. 32 Dekstranin ¢apraz bagli polimer yapisi ve jel boncuklarinin filtrasyon etkisi

alinacak yolun toplam uzunlugu ve kolon c¢ikis hacmi (eliisyon hacmi; Ve=Vo+KqVi)
molekiile 6zgli olarak farklilik gosterir. Jel boncuk gézenekleri icinde kolaylikla dagilarak
daha buylk hacim kapladiklari ve dolayisiyla sabit fazda daha ¢ok oyalandiklari igin,
kiicik caph molekdllerin kolon boyunca akisi yavaslar ve boylece kolondan cikislari
(elisyon) sabit faz vasitasiyla geciktirilmis olur. Molekuliin cap blyuklugu arttikca jel
kiirecikleri gozeneklerine girisi boyutlarinin elverdigi 6lctide sinirli miktarda gerceklesir.
Buna bagli olarak jel fazinda oyalanma siresi kisalir ve kolon sistemi daha cabuk
terkedilir. Jel filtrasyon sistemine uygulanan 6rnek iceriginde, caplari jel kireciklerinin
gozenek caplarindan daha biyik olan ve bu nedenle tamamen disarlandiklari icin sabit
faz tarafindan gecikmeye ugratilamayan molekiller sistemi en oOnce terkederler.
Boylece sirasiyla, caplari en biyiik molekiller en 6nde, sonra orta caph molekiller ve
en arkada kuguk molekdiller olacak sekilde jel filtrasyon kolonunu terk eden ve ayri ayri

tiplerde toplanan 6rnek molekilleri boyutlarina gore ayrilmis olur (Sekil 2.33).
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Sekil 2. 33 Jel filtrasyon sistemi
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Kolondan g¢ikan molekiillerin belirlenmesi, genellikle ve yaygin olarak “Ultraviyole-
Gorlnlr Bolge Absorpsiyon Spektrofotometre Teknigi” kullanilarak elde edilen

kromatogramlarla yapilir [16].

2.10.2 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Molekiil Agirhgi (Mw) Tayini

Jel filtrasyon kromatografisi ile bilinmeyen bir proteinin Molekul Agirhgi(Mw) tayin
edilebilir. Bu amagla molekiillerin kolon iginde hareketlerini tanimlayan, asagida verilen

parametrelerden yararlanilir.

Kg, Kav: Sabit ve hareketli fazlar arasindaki dagilim katsayisi.
Vo: Kolon icinde Jel dolguyu saran bosluk hacmi.

Vi: Toplam kolon hacmi.

Vi: Toplam jel gézenek hacmi.

Vg: Jel kiitlesi hacmi.

Ve: Elisyon hacmi.

Jel filtrasyon kolonunda hacim tanimlamalari Sekil 2.34’de sunulmustur.
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a~ A
Vi-Vo Yo+ Vi
{Vi+Vg)

Sekil 2. 34 Jel filtrasyon kolonunda hacim tanimlamalari

Molekil agirhgr tayini igin ilk olarak molekil agirliklari bilinen bazi proteinleri iceren
¢ozelti karisimi kolon sistemine uygulanir ve herbir proteine ait eliisyon hacimleri (Ve)
elde edilir. Ve degerleri ve diger parametreler kullanilarak bu proteinlere ait sabit ve
hareketli fazlar arasindaki dagilim katsayilari (Kg veya Kav; aralarindaki fark asagida
aciklanacak.) hesaplanir ve sonra “Kav-LogMw” veya “LogMw-Ve” grafiklerinden elde

edilen standart egrilerden faydalanarak bilinmeyen proteinin molekil agirhgi bulunur.
Belli bir molekiile ait eliisyon hacmi,

Ve = Vo+ KqVi (2.47)
ifadesi ile verilir; buradan,

Kg = (Ve-Vo) / Vi (2.48)
esitligi elde edilir. Toplam kolon hacmi,

Vi=Vo+ Vg + Vidir. (2.49)
Bu ifadeden toplam gdzenek hacmini veren,

Vi=Vi-Vo- Vg (2.50)
esitligine ulasilir ve bu esitlik 2.48 no’lu denklemde yerine konulursa,

Kd = (Ve-Vo) / (Vi-Vo-Vg) (2.51)

ifadesi elde edilir. Toplam jel kitlesi hacmi (Vg), Olgimi zor ve de tim ¢6zinmis
molekdiller icin ayni degerde oldugundan ihmal edilebilir; boylece (2.49), (2.50) ve
(2.51) esitlikleri sirasiyla;

Vi=Vo+Vi (2.52)
Vi=Vi-Vo (2.53)
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Kav = (Ve - VO) / (Vt - VO)

(2.54)

ifadelerine donisir. (Ve-Vo) terimi aslinda molekiile 6zgli gozenek hacminin ifadesidir.

Kav gercek dagilim (difiizyon) katsayisi olmamasina ragmen V. ile dogrusallik gosterir.

Vo hacmi, mavi dekstran vb. tamamen disarlanan yiksek molekil agirlikli maddelerin

elisyon hacimleri ile; Vi hacmi ise, Vi = itr?h formiliinden kolon hacmi hesaplanarak

veya aseton, riboflavin, renkli tuzlar [ferrosiyanir [(Fe(CN)e¢]*>, potasyum kromat

(K2Cr0a), vb.] gibi cok kiiciik molekillerin eltisyon hacimleri ile belirlenir.

Ve i V. |
T : i T
Eleme |
10°F  sumn \k :
:\San;lmll gegirgenlik
Rl g i (Ayuma) bolgesi |
E i I
= lndi—- i ] |
= i I
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np— r.:lﬂ'l;iﬂﬁl'llif
' I i i
10° : : " "
S
.E Vn [=]
L A AAA
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1.0r

0.7

Kav

0.1

Eliizyon Hacmi[Fraksiyon Humarasi] Ve

Kromatogram

Digarlama sinin

"

Ayrma bilgesi Loghw

Sekil 2. 35 Jel filtrasyon kromatografisi icin “My-Ve” ve “Kav-logMy” kalibrasyon egrileri

Sekil 2.35’de, vyukaridaki kalibrasyon egrisinin altinda verilen

absorpsiyon

kromatograminda; A egrisi, mol kitlesi eleme sinirindan daha bilyik olan bitlin
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bilesikleri; B ve C egrileri, ayirmaya tabi tutulan bilesikleri ve D egrisi, gegirgenlik

sinirindan daha kigik olan butin bilesikleri igerir.

2.48 no’lu esitlikte Kq yerine Kay yazarsak,

Ve = Vo + KaVi (255)

ifadesini elde ederiz. Buna gore Kay; Kav = ( Ve-Vo) / Vi oldugundan 0 < K,y < 1 araliginda
degisir. Koy = 0 ise Ve=Vo ve Ka=1 ise Ve=V: olur. Bu sonuglara gore filtrasyona tabi

tutulan molekillerin elisyon hacimleri Vgile Vi hacimleri arasinda degisim gosterir [16].

Jel filtrasyon kromatografisi igin “Mw-Ve” ve “Kav-logMy” kalibrasyon egrileri Sekil

2.35’de gorilmektedir.

Bu g¢alismada, N-(1-pirenil)maleimid (PM) ile floresan tlrevi hazirlanan sigir serum
albimin jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirildiktan sonra proteaz substrati olarak

kullanildi [32-34].

2.11 Tepken (Reaktif) Protein Gruplari ve Modifikasyonlari

Proteinlerin kimyasal reaktiviteleri, amino asit iceriklerinin yan zincirlerinde yer alan
gruplara dayanir. Alanin, valin, 16sin, izol6sin amino asitlerinin hidrofobik karakterli yan
zincirleri kimyasal olarak inerttir. Serin ve treoninde bulunan alifatik hidroksil gruplar

duslik reaktivite gosterirler.

Amino asitlerde sadece sekiz hidrofilik yan zincir aktif kimyasal karakter sergiler. Bunlar
Sekil 2.36’da gosterilmektedir: argininin guanidinil grubu (F), glutamik ve aspartik
asitlerin y- ve PB- karboksil gruplari (B), sisteinin sulfhidril grubu (C), histidinin
imidazolil grubu (E), lizinin €-amino grubu(A), metiyoninin tiyoeter icerigi (D),
triptofanin indolil grubu (H) ve tirozinin fenolik hidroksil grubu (G). A ile F arasindaki

gruplar en aktif olanlaridir. G ve H gruplarinin aktiviteleri nisbeten daha dusliktir [35].

Bu fonksiyonel gruplara, farkli reaktif gruplar kimyasal olarak eklenebilir. Protein
modifikasyonlarinin cogu; kolay ayrilan bir grubun, amino asitlerin yan zincirlerindeki
nukleofil karakterli reaktif gruplar tarafindan uzaklastirilmasini igeren nikleofilik atak

reaksiyonlaridir.
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Sekil 2. 36 Amino asitlerin yan zincirlerinde yer alan reaktif gruplar

Bu modifikasyonlar; spektroskopik tayinler, kromatografik ayirmalar, proteinlerin
ozgulliklerinin degistirilmesi, reaktifliklerinin arttirlmasi vb. amaglar icin uygun
reaksiyon kosullari (pH, sicaklik, konsantrasyon) altinda yapilir. Peptitlerin yapisinda
bulunan aminoasitlerin yan gruplarina baglanma reaksiyonlari genellikle nikleofilik

yerdegistirme reaksiyonu (Sn2) mekanizmasina gore gerceklesir (Sekil 2.37) [35].

L/ v \ /

Nu: + o Niesssg ook —— 5 N 4

VAN | \

Sekil 2. 37 Nikleofilik yerdegistirme reaksiyonu, SN2 mekanizmasi [35]

Peptitlerin yapisinda bulunan aminoasitlerin yan gruplarina baglanan grup spesifik

reaktifler Cizelge 2.4’de verilmektedir.
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Cizelge 2. 4 Peptitlerin yapisinda bulunan aminoasitlerin yan gruplarina baglanan grup
spesifik reaktifler [35]

GRUP SPESIFIK REAKTIFLERE ORNEKLER

Realktif Grup spesifitesi
HH
p-Haloasetil bilesikleri (S 1CH;COOH) =SH “q}’ ~8-CH;3 —NH, —O'OH
IM-Maleimidler (. IM-etilmalewnid) “SH —NHy
Crval balegilder { S CIHQQ‘COOH ) —SH
Distilfidler {ém.""!'Q's '50“"! ) =SH
COOMH COOH
NH
Aril halojenirler ¢ s F—Q-HO: ) -8H <—NH; —O‘DH , _éﬂﬁ"
NOg

L»)
Asit anhidriter (5. [0 ) —nhy  —_prom

o
Izostyanatlar {srm. HNGO ) =HNHy
Irotiyosiyanatlar (6rn. Q—NGS )] —HNHg

1
Stilfonil halojeniirler (m cu,-@-ﬁ -Cl)  —nH,
o
+ -

NH,CI

Imidoesterler (5. CHy C=0'CHg ) —NH3

i H
Diazoasetatlar {3rn NgEHy=—gc—N-CHCO0OH) —COOH =5H

H
Diazonyum tuzlan {Sm. O—H:u- ) —@OH —g:l:‘

Dikcarbornil bilegig {érn. Q ) —NH—tI:—NH,

o o NH
Bazi reaktifler, amino asit yan zincirindeki belirli bir grupla secici olarak daha hizh
tepkime verir. Ornegin, siyanik asit (NCOH) proteinlerin amino, silfhidril, imidazolil,
tirozil ve karboksil gruplari ile tepkime verir, ancak sadece amino gruplari ile verdikleri
reaksiyon kararli bir Giriin olusumu ile sonuclanir. Boylece belirli kosullar altinda bu
maddelerin goreceli akitiviteleri, protein Uzerinde 06zel bir grubu segimli olarak

modifiye etmek icin kullanilabilir [35].
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Sulfhidril grubu, Maleimid tiirevleri (N-etilmaleimid, N-pirenilmaleimid vb.) ile nétral
pH’da amino gruplarina gore ¢ok daha hizli reaksiyona girer [35]. Olusan tiyoeter bagi
oldukca kararlidir ve fizyolojik kosullar altinda bollinemez. Maleimidlerin tiyollerle
verdikleri reaksiyon, tiyol gruplarinin spektrofotometrik kantitatif tayinleri icin 6nem
tasimaktadir. Ornegin; seyreltik bir ¢ozeltide, pH:6’da N-etilmaleimid’in 300nm’de
absorpsiyonundaki azalma tiyol gruplarinin kantitatif tahmini icin kullanilabilir [35].
Protein Uzerinde tiyol gruplarinin reaksiyonlari Sekil 2.38’de gorilmektedir.
G G
2N i
@—s + X=CH;—C-R ——— §—CH,—C R

-/ [
0 Q
@_s.f:\‘\d“_ﬁ . @_S_C:N—R
0 II °
m

Sekil 2. 38 Protein lizerinde tiyol gruplarinin reaksiyonlari. a-Haloasetil bilesikleri (1),
Maleimid turevleri (ll) ve Civa igerikli bilesiklerle (1) verdikleri reaksiyonlarin semalari
(17]

Amino grubu, protein yapisinda bulunan diger gicli bir nikleofildir. Amino grubunun
protein blinyesindeki bollugu, onu en o6nemli kimyasal modifikasyon hedefi
kilmaktadir. Salfhidril gruplari ile karsilastirildiginda, amino gruplari a-Haloasetil
bilesikleri ile cok yavas ve yilksek pH’da reaksiyon verirler. Proteinlerde serbest
sulfhidril gruplarinin olmadigi veya tiyol grubunun protein icine gomulli oldugu
durumlarda amino gruplarinin a-Haloasetil bilesikleri ile verecegi reaksiyonlar 6nem

kazanir [35].

Maleimid tiirevleri, ancak alkali pH kosullarinda amino gruplari ile reaksiyona girerler
[35]. Amino gruplarinin  maleimidlerle reaksiyonlarinda izleyebilecekleri iki

disundlebilir yol bulunmaktadir. Amin azotu, maleimid halkasi gifte bagina katilma
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yapabilir veya halka acilmasini takiben karbonil grubuna katilarak bir acilasyona ugrar.
Reaksiyon yolu ne olursa olsun maleimidlerin aminlerle reaksiyonlari nétral derecenin

Ustlindeki pH degerlerinde 6nem arzeder (Sekil 2.39) [35].

Sekil 2. 39 Amino gruplarinin maleimidlerle reaksiyonlarinda izlenebilecek iki
muhtemel yol [17]

izosiyanatlar ve izotiyosiyanatlar, proteinlerin amino, silfhidril, imidazolil, tirozil
ve karboksil gruplar ile tepkimeye girerler, ancak sadece amino gruplari ile kararli

Urlinler olustururlar (Sekil 2.40).

22X

H ||
—NH, + R—N=C=0 ——-—-@—N—c— —R

S
‘ H Il H
Oy - e —— @b

Sekil 2. 40 Amino gruplarinin izosiyanat ve izotiyosiyanatlarla verdikleri tepkimeler
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM
3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler
Madde adi Firmaadi Katalog No
Dimetil sulfoksid (DMSO) Fluka 34943
Sigir serum albimin (BSA) Fluka 05488
Sodyumdihidrojenfosfatdihidrat (NaH2POa4 .2H,0) Fluka 71505
Sefadeks G-75 Sigma 17-0050-01
Sodyum kloriir Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Fluka 71689
Kimotripsin Fluka 27270
Tripsin Fluka 93610
N-(1-Pirenil)maleimid (PM) Fluka 82656
Metil alkol Merck 106008
Etil alkol Merck 818761
Kloroform Merck 822265
Aseton Merck 802912
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar

e UV/Vis spektrofotometre: UNICAM UV/Vis Spectrometer UV2 (YTU), Kivet
Hellma, 104-QS (YTU).

e UV/Vis spektrofotometre: Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis Spectrophotometer
(YTU), Kiivet Hellma, 104-QS (YTU).

e Distile su cihazi: Maxima Ultra-Pure Water (YTU).
e Analitik Terazi: Sartorius ED224S (YTU).

e Zaman ayrimh floresans spektrofotometresi: PTI C-71 Time Master System

(YTOU), Kiivet: Hellma 111-QS (YTU), Hellma 119.000F-QS (YTU).
e Sicaklik kontrollii calkalamali inkiibatér: Sartorius Certomat IS (YTU).

e Jel Gegirgenlik Kromatografisi Cihazi: Viscotek GPC max VE 2001 GPC
Solvent/Sample Module. Kolon: Shimadzu Shim-Pack 300 diol (YTU).

e Ultrasantrifiij: Sigma-3K30 (YTU).

3.2 Galismanin Amaci, Kapsami ve Uygulanan Yontem

Proteolitik enzimler fizyolojik etkinliklerinin yanisira AIDS, kanser, SARS vb. birgok
hastalikta temel rol oynamaktadir [7-9]. Ornegin kanser hiicreleri kendilerine ¢cogalma
ve yayillma alani agmak amaciyla cevre dokulari tahrip etmek icin kendi salgiladiklar
proteazlari kullanirlar. Farkh kanser hicrelerinin, bircok zararli bakteri ve virlisiin
Urettigi proteazlarin tespit edilmesi, giniimiz hastaliklarinin 6niine gecilmesinde ve
teshisinde biylk oOnem tasimaktadir. Bu konuda birtakim proteaz tirlerinin

aktivitesinin belirlenmesi ve taninmasi icin mikroanaliz yontemleri gelistirilmistir [9].

Proteolitik enzimlerin 06zellikle endopeptidazlarin aktivitelerinin izlenmesinde
karsilasilan en ©6nemli sorunlar substrat secimi ve uygulanan tetkik yonteminin
duyarhligidir [7]. Tarihine bakildiginda hemoglobin ve kazein, ucuz olmalari ve kolay
elde edilebilmeleri nedeniyle proteolitik enzim tetkiklerinde en ¢ok kullanilan

substratlar olarak goze carpar [7]. Proteazlarin dogal substratlari genellikle bir organik
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madde ile komplekslestirilerek absorpsiyon veya emisyon spektroskopisinde, uyarma
sonucu gozlemlenebilecek 6zel sinyaller Uretebilen bir yapiya kavusturulur. Bu islem,
proteolitik enzimin etki mekanizmasi dikkate alinarak sentezlenen sentetik peptid
substratlara da uygulanabilir. Burada amacglanan; sinyallerin gosterecegi karakteristik
degisimleri, enzim etkinligine kalitatif veya kantitatif karsiliklar olarak yansitabilmektir

[7-9].

Piren, Floresein, Rodamin, Antrasen vb. floresan karakterli ¢cok sayida organik madde;
yapilarinda gerceklestirilen uygun kimyasal degisikliklerle, proteinleri olusturan L-a-
aminoasitlerin alkil yan zincirlerinde bulunan —COOH, -NH;, -OH, -SH gibi islevsel
gruplara kovalent olarak baglanabilmektedir. Bu Kompleksler; enzim etkinliginin
izlenmesi, proteinlerin ¢o6zelti ortamindaki yapilarinin incelenmesi, membran

gecirgenligi, klinik tetkikler, vb. amaglar igin sentezlenmektedir.

Calhsmamizda serin proteazlar sinifindan kimotripsin ve tripsin enzimlerinin sigir serum
albdmini (BSA) Gzerindeki proteolitik aktivitelerini florometrik yontemle belirlemek ve
aktivitelerinin farkhhgini ortaya cikarabilmek amaciyla N-1-pirenilmaleimid (PM)
maddesi BSA’ya bir 6nceki bolimde bahsedilen uygun reaksiyon kosullarinda
baglanarak PM-BSA kompleksi sentezlendi. Baglanma reaksiyonu, PM-BSA (zerinde
proteaz etkisini hassas olarak gozlemlememizi saglayan eksimerleri olusturacak sekilde
gerceklestirildi. Jel filtrasyon isleminin ardindan sogutmali santrifiijde ulrafiltrasyonla
iki kez saflastirilan PM-BSA kompleksi Gizerinde belli floresans 6miir ozellikleri gosteren
eksimerlerin, proteoliz sonrasi hidrolizatlarda sergiledigi yeni floresans omidrler

proteazlarin 6zgilin aktivitelerinin belirteci olarak degerlendirildi.

N-1-pirenilmaleimid (PM) notral pH’da secici olarak serbest siilfhidril (-SH) gruplarina
baglanir ve bu 6zelligi proteinlerde serbest -SH gruplarinin ve dolayisiyla sistein amino
asitlerinin kantitatif tayini icin kullanilir [1,35]. BSA’da 35 sistein amino asidi vardir ve
bunlardan 34 no’lu sistein (Cys34) harig digerleri 17 disilfit bagi ile sistinleri olusturarak
BSA yapisinin kararhligini arttirirlar [36]. Buna gore eksimer emisyonu elde etmek icin
iki piren halka sisteminin BSA {zerinde uygun pozisyonlarda 0.3-0.5 nm mesafede
karsilikli konumlanmalar gerektiginden [29-31], BSA yapisinda Cys34 Uzerindeki tek

serbest -SH grubunun PM ile modifikasyonu eksimer emisyonu Uretmeye imkan
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tanimaz. Bu ¢alismamizda eksimer emisyonu eldesi icin PM’in bazik kosullarda (pH:9),
hem serbest —SH hem de serbest —NH, gruplarina baglanabilme (Sekil 2.38, Sekil 2.39)

Ozelliginden [35] faydalandik ve Sekil 4.11, 4.13 ve 4.19'daki floresans spektrumlarinda
450-470 nm arasinda yeni ve yaygin bir pik seklinde beliren eksimer emisyonlari [12-
14,29-31] amin gruplar Gzerindeki bu modifikasyonun gergeklestigini kanitladi. Ayrica
sentez sonrasi PM-BSA kompleksi ve BSA orneklerinin jel gegirgenlik kromatografisi ile
analizlerinden elde edilen kromatogramlar karsilastirildiginda (Sekil 4.16), kompleksin
BSA’'ya gorece daha bliylik olmasi nedeniyle beklendigi gibi daha kiiclik hacimlerde
elisyonu floresans spektrumlarindan elde edilen bulgulari destekledi. PM-BSA’nin
tripsin ve kimotripsin ile hidrolizi “Viscotek GPC max VE 2001 GPC” marka jel
gecirgenlik kromatografisi cihazi ve Shimadzu Shim-Pack 300 diol kolonu kullanilarak

belirlendi.

Eksimer pikinin maksimum emisyon verdigi dalgaboylarindan zaman ayriml floresans
Olcim teknigi ile elde edilen floresans bozunma verilerinin ekponansiyel seriler
yontemi (ESM) ile analizinden elde edilen floresans émir dagilimlarindaki degisimlerin
de proteaz aktivitesine 6zglinliik gosterdigi gdzlemlendi ve bu 6zelligin proteazlar icin

gelistirilecek yeni tetkik yontemlerine temel oulsturabilecegi sonucuna varildi.

Tripsin ve kimotripsin aktivitelerinden elde edilen sonuglar, protein yapisinda
olusturulan uyarilmis hal komplekslerinin floresans 6mir dagilimlarinin proteindeki
yapisal bozulmalara karsi gosterdigi duyarh degisimlerin proteazlarin aktivitelerinin

tahmini, tayini ve biribirlerinden ayristirilmasinda kullanilabilecegini gdstermektedir.

Mikroanaliz ve benzeri yontemlerin higbirisinin, proteazlarin 6zglin hidrolitik Grtnlerini
esas almamis olmasi ve literatlirde tripsin ve kimotripsin proteazlarinin N-1-
pirenilmaleimid (PM) bagh sigir serum alblimin (BSA) proteinini hidrolizlemesi sonucu
eksimer emisyonuna ait floresans 6mir dagihiminin proteaz aktivitesine 6zgiin olarak
degistigini gosteren herhangi bir calismaya rastlanmamis olmasi bu doktora tez

calismasinin 6zglin oldugunu gostermektedir.
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BOLUM 4

DENEYSEL BOLUM

Gahsmamizin amaci, BSA'nin kimotripsin ve tripsin proteazlarinin etkisi sonucu olusan
proteolitik hidrolizatlarina ait floresans émir dagilimlarinin ilgili proteaz aktivitesinin
0zglin birer sonucu oldugunu ortaya koymaktir. Bunun gergeklesmesi igin BSA’nin
yapisina ekleyebilecegimiz ve proteaz etkisi ile BSA’nin gecirecegi yapisal degisimlere
son derece duyarl floresans sinyaller lireten floresan 6zellikli bir molekdl kullanilmasi
gerekir. Bolim 2’de bahsettigimiz sekilde piren, antrasen, vb. diizlemsel molekiiller,
yapilarina eklenen 6zel gruplarla proteinlerdeki amino asitlerin yan zincirlerindeki
serbest —NH,, -SH, -COOH, -OH, vb. gruplara uygun reaksiyon kosullarinda kovalent
olarak baglanmasi sonucu uyarilmis hal dimeri olusturacak sekilde uygun mesafelerde
birbirlerine karsi yliz ylize konumlandirilabilirler. Protein yapisinda olusturulabilen bu
uyarilmis hal komplekslerinin, proteinin i¢ boyutlu yapisinda meydana gelebilecek
kiigik bozulmalarla bile pozisyonlarini kolaylikla kaybedebilmelerinden kaynaklanan
floresans emisyonlarindaki son derece duyarli degisimlerin izlenmesi ve yorumlanmasi
bu tez calismasinin yukarida belirtilen amacini gerceklestirmeye yonelik deneysel

¢alismalarin temelini olusturmaktadir.

Uyarilmis hal kompleksleri, sadece uyarma sliresince varliklarini sirdirirler. Uyarma
kesildiginde, dimerler monomerlerine bozunarak uyarilmis dimerik hal kaybolur. Ayni
molekillerin olusturdugu uyarilmis hal dimerlerine eksimer, farkh molekillerin

olusturturdugu uyarilmis hal dimerlerine eksipleks denir [2-5, 29,30].

Tez calismamizda, floresan bir molekil olan pirenin maleimid tdrevi N-(1-

pirenil)maleimidi (PM) BSA’nin yapisindaki serbest -SH ve —NH; gruplarina baglamak
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amaciyla kullandik. Pirenin maleimid tlrevi nétral pH’da serbest —SH gruplarinin
secimli olarak isaretlenmesi igin kullanilir. Ancak piren yapisina eklenmis olan maleimid
grubunun bazik pH kosullarinda amin gruplarina da baglanma 06zelligi, BSA yapisina
maksimum miktarda piren molekili baglamamizi ve maksimum miktarda eksimer
emisyonu elde etmemizi mimkin kildi. Sentez sonrasi saflastirdigimiz PM-BSA
kompleksinin floresans spektrumunda PM’ninkine gorece daha uzun dalga boylarinda
yeni olarak ortaya c¢ikan yaygin pik olusumunun goézlenmesi, N-(1-pirenil)maleimidi
(PM), bazik pH (pH:9) kosullari altinda BSA’'nin yapisinda uygun mesafelerde,
eksimerler olusturacak sekilde ylizylize konumlandirmayi basardigimizi kanitladi [12-

14,29-31].

Uyarilmis hal dimeri olan eksimer emisyonunun herhangi bir etki ile proteinin g
boyutlu yapisinda ortaya cikabilecek degisikliklerden kolaylikla etkilenmesi 6zelliginden
dolayi proteinlerin denatilirasyonlari ve hidrolizleri hakkinda detayli bilgi edinilmektedir

[12-14,29-31].
Calismamiz, asagida belirtildigi sekilde bir yol izlenerek gerceklestirilmistir:

e PM-BSA sentezi 6ncesi, kullanilan reaktifler olan PM ve BSA’nin absorbans ve “PTI
Time Master C 71” marka zaman ayrimh spektroflorometrede floresans ozellikleri
(floresans spektrumlari, floresans bozunma egrileri, floresans omur dagilimlar)

belirlendi.

e Uygun reaksiyon kosullarinda (pH:9, +37°C) PM-BSA kompleksi sentezlendi ve

sentezlenen kompleksin absorbans ve floresans ozellikleri belirlendi.

e Uygun reaksiyon kosullarinda sentezlenen PM-BSA kompleksi, 6nce jel filtrasyon

kromatografisi ve sonra ultra filtrasyonla saflastirildi.

e Saflastirilan PM-BSA 6rneginde PM/BSA mol orani hesaplanarak her iki molekdlin

birbirine baglanma orani belirlendi.
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o Saflastirilan PM-BSA 0Ornegi, ayri ayri tripsin ve kimotripsin proteazlarinin etkisine

birakildi.

e Proteoliz sonrasi olusan her iki proteaz UrlnU hidrolizatlarin ayri ayri floresans
spektrumlari, floresans bozunma egrileri belirlendi ve bu egrilere ait verilerden
faydalanarak, cihaza bagh bilgisayara kurulu olan ve cihaza bilgisayarla kumanda
etmemizi saglayan Felix32 programinda yer alan eksponansiyel seriler yontemi ile

floresans dGmur dagilimlari belirlendi.

Hidroliz 6ncesi ve sonrasi elde edilen floresans omiur dagilimlari karsilastirdiginda; ayni
substrattan (PM-BSA) iki farkli proteaz (tripsin ve kimotripsin) etkisi sonucu elde edilen
hidrolizatlara ait floresans 6mir dagilimlarinin belirgin farkhliklar sergiledigi ortaya
cikarildi. Floresans omir dagilimlarindaki bu farkliliklarin hidrolizatlardaki peptid
iceriklerinin farklihgindan kaynaklandigi ve bu nedenle ilgili proteazin aktivitesine

0zgin oldugu ve proteazlar icin birer parmak izi islevi gorebiecegi sonucuna ulasildi.

Elde edilen bulgularin kanser, AIDS, SARS gibi proteaz ilgili hastaliklarda 6zgiin proteaz
aktivitesinin teshisinde, tip, ilag, ziraat, tarim-hayvancilik, mandira ve gida
arastirmalarinda proteolitik streclerle ilgili yeni tetkik yontemlerinin gelistiriimesinde

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yukarida maddeler halinde siraladigimiz ¢calismamizin asamalari asagida detaylari ile

sunulmaktadir.

4.1 N-(1-pirenil)maleimid (PM)’in Absorpsiyon ve Emisyon Ozelliklerinin

Belirlenmesi

PM-BSA sentezi sonrasl baglanma oranlarini belirlemek amaciyla molekil yapisi Sekil
4.1’de gorilen PM’in “8mg PM/ml DMSOQO” stok ¢ozeltisinden, Tris.HCl tamponunda
(0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl,, pH:8) hazirlanan 8x10°M ¢6zeltisinin absorbans
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spektrumu “Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis Spectrophotometer” cihazinda Hellma

104-QS Kuvet kullanilarak alindi (Sekil 4.2).

Sekil 4. 1 N-(1-pirenil)maleimid (Pyr-maleimid, PM)

nm

Sekil 4. 2 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0, 005M CaCl;, pH:8) hazirlanan
8x10°>M PM’in absorbans spektrumu Azso= 1.0291; Azas = 1,0548; Kor: 1,994ml Tris.HCl
(pH:8) ve 6ul DMSO(%0,3) karisimi.

Sekil 4.2’de PM’in 280nm’de absorbansinin oldugu goriilmektedir. Bu absorbans, PM-
BSA’nin 280 nm’de protein iceriginden kaynaklanan karakteristik absorbansi (Sekil
4.10) ile cakisir. PM-BSA kompleksi sentezlendikten sonra, PM/BSA mol orani
hesaplanirken PM’in PM-BSA absorbansina yaptigi katki, diizeltme faktori (DF = Apm-
280nm / Apm-344nm = 1.0291/1.0548 = 0,976) kullanilarak giderilmistir.
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PM’nin zaman ayrimli emisyon spektrumu, ayni sartlar altinda alindi (Sekil 4.3).

Floresans (Volt)

375 400 425 430 475
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. 3 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl,, pH:8) 5x10°M
PM’in zaman ayriml floresans spektrumu.( Aexc: 337nmM; Aemis-max-monomer: 382nm;
integrasyon siiresi (Int. time): 0,1s; ilerleme sayisi (step size): 0,25; Geciktirme siiresi
(delay time): 117ns; Tekrarlama (averages): 3.

Sekil 4.3’ten de goraldigi gibi PM’in karakteristik monomer emisyon piki 382 nm
civarinda gozlenmistir. 382 nm dalga boyundaki PM floresansinin zamana gore

bozunumu Sekil 4.4’de verilmektedir.
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Sekil 4. 4 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl,, pH:8) 3x10°M PM
floresans bozunma egrisi, bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans 6miur
dagilimi(ESM, Ki-kare:1,007). Sacici egrisi, lamba pulslarinin zamana gore azalma
profilini vermektedir. Aexc: 337nm; Aemis.max: 382nm; integrasyon siiresi (Int. time): 0,1;
Kanal sayisi(Channels): 400; Tekrarlama (averages): 3.

PM floresans bozunma grafiginden elde edilen verilere, “PTI Time Master C-71” marka
floresans cihazi ile birlikte gelen Felix32 programinda gomuli ESM analizi proseduri
uygulandi. Buna gore bozunma verilerine en uygun egri ve bu egrinin verilerine gére

floresans 6mur dagilimi ESM yéntemi igin uygulanan Ki-kare analizi (Esitlik 2.46) ile Ki-
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kare=1,007 degerine ulasilarak elde edildi. PM’in floresans émur dagiliminin 15-20ns

arasinda oldugu Sekil 4.4’te gorilmektedir.

4.2 BSA’nin Absorpsiyon ve Emisyon Ozellikleri

BSA’nin Tris.HClI tamponunda (pH:8) alinan absorpsiyon spektrumunda (Sekil 4.5)
goraldugl gibi proteinler yapilarinda yer alan (g halkali aminoasit (triptofan, tirozin,
fenilalanin) sayesinde UV bolgede 280nm civarinda maksimum pik verirler. Triptofanin
absorpsiyon siddeti, belirli kosullar altinda ve esit konsantrasyonlarda tirozine oranla

yaklasik dort kat daha glclidir.

Absorpsiyonda oldugu gibi floresansta da triptofan diger iki aminoaside gore baskin
karakter tasir. Triptofan kaynakli protein floresansi, triptofanin protein yapisinda
yerlestigi konumun c¢evresel kosullarina gore degisim gosterir. Proteinin
konformasyonel donisimleri, alt birimler arasi iligkiler, substrat baglanmasi ve

denaturasyon triptofanin bulundugu cevre kosullarini etkileyen baslica faktorlerdir.

1,20 _
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1,0 |
09 |
03 |
07 |
(Y
05 |
04 |
03 |
02 |

01|

0,00 T T . . . . : : - ,
200,0 20 240 260 260 300 320 340 360 380 400,0
nm

Sekil 4. 5 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl,, pH:8) 3x10°M BSA
absorbans spektrumu

PM ile ayni sartlarda alinan BSA’nin floresans spektrumu Sekil 4.6’da goriilmektedir.
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Floresans (Volt)

35 350 375 400 425

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. 6 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl,, pH:8) 8x10>M. BSA

zaman ayrimli floresans spektrumu. Aexc: 295nmM; Aemis.max: 334nm; integrasyon. Siiresi

(Int. time): 0,1; ilerleme sayisi (step size): 0,25; Geciktirme siiresi (delay time): 117ns;
Tekrarlama (averages): 3.

BSA’nin Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl,, pH:8) alinan zaman
ayrimh floresans spektrumunda 334nm civarinda maksimum floresans emisyonu
gozlenmektedir (Sekil 4.6). Bu maksimum emisyon dalgaboyunda alinan floresans
bozunma grafiginden, Felix 32 programinin icerdigi ESM analizi prosediri kullanilarak
bozunma verilerine en uygun egri ve bu egrinin verilerine gore BSA’nin floresans émiir
dagihmi ESM yontemi icin uygulanan Ki-kare analizi (Esitlik 2.46) ile Ki-kare: 0,9949
degerine ulasilarak elde edildi (Sekil 4.7). BSA'nin floresans omrinin 4ns ve 6ns

civarinda iki pik seklinde dagilim gosterdigi Sekil 4.7’de verilmektedir.
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Sekil 4. 7 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NacCl, 0,005M CaCls, pH:8) 8x10>M. BSA
floresans bozunma egrisi, bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans émiir
dagilimi(ESM, Ki-kare:0,9949). Soldaki sagici egri, lamba pulslarinin zamana goére
degisimini vermektedir. Aexc: 295nM; Aemis.max: 334nm; integrasyon siiresi (Int. time):
0,1; Kanal sayisi(Channels): 400; Tekrarlama (averages): 3.

4.3 PM-BSA Kompleksinin Sentezi

Literatirde floresan maddelerle proteinlerin modifikasyon reaksiyonlarinda kullanilan
protein miktari genellikle “1mg Protein/ml” veya daha uzeridir [14,31,37]. Bu

calismada eksimer floresansi olusturmak amaciyla, BSA'nin serbest -SH ve —NH;
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gruplariyla maksimum miktarda PM baglamasini saglayacak fosfat tamponunda [38]
(PBS; 0,01M NaH3;P0a, 0,15M NaCl, pH:9) “20mg BSA/ml” stok BSA ¢6zeltisi hazirlandi.
PM  stok ¢ozeltisi, dimetilstlfoksit (DMSO) iginde  “8mg.PM/ml.DMSO”

konsantrasyonunda hazirlanip +4°C’de uzun sireli kullanimlar i¢in saklandi.

PM ile BSA isaretleme reaksiyonu igin, toplam reaksiyon hacmi 1000uL olacak sekilde

bir Eppendorf tiipii iginde,
I. 250 pl. “20mg.BSA/ml PBS” stok BSA ¢ozeltisi,

20x10°(g)x 22

Nega = Masa _ 100 ~7,58x10°mol BSA/250ul PBS (4.1)
MA, 66000

Il. 563 pl. “8mg.PM/mI.DMSO” stok PM ¢ozeltisi, (MApm = 297,32)

PM mol orani, BSA'nin 200 kati secildi. Bu mol fazlasi se¢ciminde amacglanan, BSA
yapisinda yer alan tek serbest —SH iceren sistein-34 amino asid ile beraber 60 lizin
amino asidinin serbest €-NH; ugclarini olabildigince yiiksek oranda PM ile modifiye

etmektir. Bu amacla PM stok ¢6z.’den alinacak hacim hesaplandi.

Buna godre, Np, = Ny x200=7,58x10°x200=1516x10°mol PM alabilmek igin

stok PM ¢6z.’den ¢ekilmesi gereken hacim;

_ 1,516x10° x1000Q.4.(DMSO)
8x107°3(g)PM
297,32

\Y

= 563424 = 563ul. “Stok PM”dir. (4.2)

lll. 215ul PBS tamponu (0,01M NaH;PO4, 0,15M NaCl, pH:9)
kanstirildi.

Reaksiyon karisimi +37°C'de 24 saat siire ile calkalamali inkibatorde tepkimeye

birakildi.

4.4 PM-BSA’nin Saflastiriimasi

Reaksiyon karisimindan PM-BSA kompleksini ayirmak igin 1,5x20 cm boyutlarinda

sephadex G-75 jeliyle dolu ayirma kolonu kullanildi. Hareketli faz olarak bidistile su
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kolona uygulandi ve fraksiyonlar 2 ml’lik hacimler halinde tlplere alindi. UV/Vis
spektrofotometresi kullanilarak 344nm.de PM-BSA icerdigi belirlenen fraksiyonlar
“Vivaspin 6 Centrifugal Concentrator (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Vivaproducts)”
konsantratoérde 6ml hacimde birlestirilip “SIGMA 3K30” marka sogutmal santrifiijde
+4°C'de 10000 rpm’de 2 saat sire ile santrifiijlenerek ¢ozliclisi uzaklastirildi. Elde
edilen saf PM-BSA 6rnegi triptik ve kimotriptik hidroliz i¢in uygun Tris.HCI (0,025M,
0,1M NaCl, 0, 005M CaCl,, pH:8) tamponunda c¢ozilerek 6ml stok PM-BSA c¢ozeltisi
hazirlandi. Kaynak 39’daki yontem uygulanarak yapilan mol orani hesaplamalari sonucu

bir BSA molekilinin 9 molekil PM bagladigi belirlendi.

4.5 PM-BSA Kompleksinde PM/BSA Mol Oraninin Hesaplanmasi

Saflastirma islemi sonunda elde edilen PM-BSA stok ¢ozeltisinden 1ml alinip Tris.HCI
tamponu (0,025M, 0,1M NaCl, 0, 005M CaCl;, pH:8) ile 3ml.’ye seyreltildi. Bu seyreltik
¢ozelti UV/Vis spektrofotometrede, Atoplam(280nm)=1,4687 ve Azaanm=1,2007 absorbans
degerleri gosterdi (Sekil 4.8).

1.50
1.4 ]
13 |
12 ]
141 ]
10 ]
09 ]
05 |

A7
06 |
05 |
04 |
0.3 ]
nz |

[ I

0.00

2000 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400.0
nm

Sekil 4. 8 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NacCl, 0,005M CaCl;, pH:8) PM-BSA
kompleksi absorbans spektrumu. Atoplam(280nm)=1,4687; A3aanm=1,2007; Kor: Tris.HCI
(pH:8).

Esitlik 2.30 Lambert-Beer yasasi’ndan konsantrasyonun absorpsiyon cinsinden ifadesi,

C=

— ‘dir. (4.3)
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PM-BSA kompleksindeki PM ve BSA’nin konsantrasyonlarini oranlarsak,

Y M
Com _ V() _ Epmaaanm) X b .4
Cosn Masa Agsa(280nm)

V(I

€Bsa(280nm) < b

esitligini yazabiliriz. Burada hacimler (V) ve 1s1gin kiivet icinde izledigi yol (b=1cm) ayni

oldugundan bu ifade, 4.5 no’lu esitlikte gosterildigi gibi sadelestirilebilir.

Ao assm)
CPM — nPM — gPM(344nm) (4 5)
Cosn  Mesa  Ausaasonm)

€ Bsa(280nm)

Sekil 4.2’de PM’nin 280nm’de absorplama yaptigl gérilmektedir. Bu durumda PM-BSA
kompleksine ait 280nm.de goézlenen absorpsiyon, 4.6 no’lu esitlikte verilen

absorpsiyonlar toplamina esittir.

Aon_ssacsonm) = Pesaczsonm) + Pem2s0mm) (4.6)

Esitlik 4.6’dan BSA’ya ait absorpsiyonu cekersek,

Assazsonm) = Pom_ssaczsonm) — Pem(280nm) (4.7)

esitligini elde ederiz. PM-BSA kompleksi biinyesindeki PM’den kaynaklanan (Apm(2s80nm))
absorbans katkisini belirlemek igin, BSA absorpsiyonunun kompleks olusumu ile
degismedigini kabul ederek saf PM’e ait absorbans degerlerinden faydalanabiliriz [39].
Sekil 4.2’de Tris.HCI tamponunda (pH:8) 8x10°M PM absorbans spektrumunda
molekilin 280nm ve 344nm dalgaboylarindaki absorbans pik degerleri sirasiyla
A230=1,0291 ve As344=1,0548'dir. Saf PM’e ait bu absorbans degerleri birbirine

oranlandiginda,

APM(ZSOnm) _ 10291
Acr aanm) 1,0548

sabiti elde edilir ve bu sabiti diizeltme faktorii (DF) olarak kullanip esitlik 4.8’den;

=0,975635191% 0,976 (4.8)

Aomzsonm) = 0:976X Aoy 3a40m) (4.9)
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esitlik 4.9’da goruldiugi gibi, PM’in 280 nm’deki absorbansini 344nm’deki absorbansi

cinsinden ifade edebiliriz. Buna gore 4.7 no’lu esitlik,

ABSA(ZSOnm) = APM—BSA(ZSOnm) - 0’976X ADM(344nm) (410)

olarak yeniden yazilabilir. PM-BSA kompleksinin sadece BSA kaynakh 280nm’deki

absorbansini veren bu esitlik, mol oranlarini ifade eden 4.5 no’lu denklemde yerine

yazildiginda,
Poucssamy
Cou _Mow _ €pM (344nm) (4.11)
Cosn  Nesa  Pom—ssasonm) —0:976x Aoy a4
EBsA(280nm)

denklemine ulasilir.

Bu asamadan sonra molar absorptivitelerin belirlenmesi gerekir. Bu amagla BSA ve PM
icin hazirlanan standart absorpsiyon egrilerinden yararlanildi (Cizelge 4.1, Sekil 4.9 ve

Cizelge 4.2, Sekil 4.10).

Cizelge 4. 1 BSA'nin konsantrasyona gore 280nm’de absorbans degerleri

Cesa(Molar) | Azso

1x10°® 0.037
3x10°® 0.128
5x10® 0.199
8x10® 0.307
1x107° 0.354

BSA icin, cizelge 4.1’deki konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri
“OriginPro7.0” programi kullanilarak grafige gecirildi ve lineer regresyon uygulandi
(Sekil 4.9). R=0,99573 glivenilirlik dizeyi ile elde edilen egrinin egim degeri, m =
37246,23116 bulundu. Bulunan bu egim degeri BSA icin molar absorptivite (€ssa(2sonm))

olarak alindi.
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4.0x10™

3.5x10™" - o
3.0x10™" °
§ 2.5x10™"
o] J
N 1
' 2.0x10™ o
% ] A280=st+n
S 1.5x10™ A Ag,=mMC+N
4 ] ° m=37246,23116
< 1.0x10*- n=0
] R=0,99573
5.0x107 -
0.0

T T T T T T T T T T '
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10°  1.0x10°

BSA - Molar Konsantrasyon

Sekil 4. 9 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NacCl, 0,005M CaCl;, pH:8) BSA standart
absorbans egrisi

PM’in molar absorptivitesini belirlemek icin Cizelge 4.2’deki konsantrasyonlara karsilik
gelen absorbans degerleri “OriginPro7.0” programi kullanilarak grafige gecirildi ve

lineer regresyon uygulandi (Sekil 4.10).

Cizelge 4. 2 PM’nin konsantrasyona goére 344nm’de absorbans degerleri

Cem(Molar) | Aszasg

1x10°® 0,021
3x10® 0,048
5x10° 0,090
8x10°® 0,138
1x10° 0,149

R=0,98943 giivenilirlik dizeyi ile elde edilen egrinin egim degeri, m = 16125,62814

bulundu. Bulunan bu egim degeri PM igin molar absorptivite (€pm(zaanm)) olarak alindi.
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PM - Molar Konsantrasyon

Sekil 4. 10 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NacCl, 0,005M CaCl;, pH:8) PM standart
absorbans egrisi

Standart egrilerden hesaplanan PM ve BSA’ya ait molar absorbans degerleri esitlik

4.11'de yerine yazildiginda esitlik 4.12 elde edilir.

_ Pemum)
Com _ Mew _ 1612562814 (4.12)
Cosn  Nasa  Aem—ssasonm) — 0:976X Aoy auy) |
3724623116

Esitlik 4.12’de; saflastirma sonrasi hazirlanan PM-BSA c¢oOzeltisinin  280nm  ve
344nm’deki absorbans degerleri yerine yazildiginda, PM-BSA kompleksinde “npm/ngsa”

mol orani 9 olarak bulunmustur (Esitlik 4.13).

12007
Com _ Npw 1612562814
Cow Mo L4687T-0976x12007 o4 (4.13)
3724623116
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4.6 PM-BSA kompleksinin Floresans Ozellikleri

Fosfat tamponu sadece baglanma reaksiyonu igin kullaniimis olup proteazlari inhibe
etme Ozelligi oldugu tespit edilgi icin PM-BSA’nin proteazlarla reaksiyonu asamasinda

¢alismaya Tris.HCl tamponu kullanilarak devam edildi [12].

PM-BSA tripsin ve kimotripsin proteazlariyla muamele edilmeden 6nce, bu proteazlarin
maksimum aktivite gosterdigi sartlarda (pH:8) PM-BSA kompleksi ¢ozeltisinin zaman
ayrimli floresans spektrumu (Sekil 4.11), floresans bozunma grafigi ve floresans dmir

dagilimi (Sekil 4.12) elde edildi.

1.1 %
1.0 -
0.9 -=
0.8 -
0.7 =
0.6 -
0.5 -
0.4 -+
0.3 -
0.2 =
0.1 -
0.0 -5

Floresans (Volt)

375 400 425 450 475 500 525 550 575
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. 11 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl;, pH:8) PM-BSA
¢Ozeltisinin zaman ayrimli floresans spektrumu. Aexc: 337nmM; Aemis.max:
384nm(monomer); Aemis.max: 462nm.(eksimer); integrasyon. Siiresi (Int. time): 0,1;
llerleme sayisi (step size): 0,25; Geciktirme siiresi (delay time): 60ns; Tekrarlama
(averages): 3.

Sekil 4.11’de PM-BSA molekiilii floresans spektrumunda, PM molekillerinin BSA
Uzerinde 0,3nm veya daha yakin mesafelerde karsilikli konumlanmalari sonucu 462nm
civarinda, yeni ve yaygin bir pik olarak beliren piren eksimer floresansi goriilmektedir
[29-31]. Buna gore notral pH’da sadece serbest tiyol (silfhidril) gruplarina baglanan
maleimid, bazik pH’da serbest amin gruplarina da baglanmistir. Olusan bu eksimer
floresansina ait floresans omir dagiliminin (Sekil 4.12) proteolitik enzim etkisi ile
gosterecegi degisimin proteaz aktivitesine 6zglinlik géstermesi s6zkonusudur.
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Sekil 4. 12 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl,, pH:8) PM-BSA
¢Ozeltisinin floresans bozunma egrisi, bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve
floresans 6miir dagilimi(ESM, Ki-kare:1,017). Soldaki sacici egri, lamba pulslarinin
zamana gore degisimini vermektedir. Aexc: 337nM; Aeksimer.max: 462nm; integrasyon

suresi (Int. time): 0,1; Kanal sayisi (Channels): 700; Tekrarlama (averages): 3.

Sekil 4.12’de PM-BSA molekilinin Acksimer.max: 462nm’de eksimer emisyonuna ait
floresans bozunma egrisi, bozunma egrisi verilerinin en iyi egriye uyarlanmasi ve
floresans omur dagilimi isleminin sonuglari gorilmektedir. Uzun omurli eksimer
tirlerin 45ns civarinda toplandigi, kisa omurli eksimerlerin ise 6-7 ns civarinda

toplandigi gérilmektedir.
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PM-BSA kompleksinin floresans émur dagilimi PM ve BSA molekiillerinin floresans
omur dagilimlari (Sekil 4.4, Sekil 4.7) ile karsilastirildiginda kompleks yapisinda, 42-47ns
araliginda cesitlenerek daha uzun omirli floresans emisyonu gosteren sistemlerin
olustugu gorilmektedir. Kompleksin sentezi sonucu BSA biinyesinde farkli bélgelerde
olusan eksimerlerden kaynaklanan floresans omiurlerinde goérilen bu gesitlenmeyi
veren dagilim grafigi PM-BSA kompleksine 6zglindiir. Bu g¢alismada sozkonusu
dagilimin, kompleksin tripsin ve kimotripsin proteazlarinin ayri ayri etkisi ile hidrolizi
sonucu gosterdigi degisimin proteaz aktivitesine 6zgin oldugu belirlendi. Parmak izi
gibi proteazlarin 6zgln aktiviteleri icin belirte¢ olma potansiyeli tasiyan floresans émir
dagihimlarinda gozlenen bu degisimler, proteazlarin 6zglin aktivitelerinin teshisinde

kullanmak lzere gelistirilecek yeni tetkik yontemlerine kapi aralamaktadir.

4.7 PM-BSA Kompleksi Uzerinde Tripsin Etkisinin Zaman Ayriml Floresans Teknigi

ile incelenmesi

Bu amagla stok PM-BSA ¢ozeltisinden 1ml alinip 3ml’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltiye ait sekil
4.8'de verilen Apm-gsa2sonm)=1,4687 ve Azaanm=1,2007 absorpsiyon degerleri, esitlik 4.10
ve BSA standart absorpsiyon egrisinden (Sekil 4.9) elde edilen molar absorpsiyon
degeri  “egsa(2sonm)=37246,23116” kullanilarak PM-BSA molekilli igin  protein
konsantrasyonu ve protein mol sayisi hesabi yapildi. Buna gére BSA konsantrasyonu

icin,

_ Ngsp ABSA(ZSOnm) B APM—BSA(ZBOnm) —0,976x APM(344nm)

BSA — = =
V() EBsa(280nm) X b Ersa(280nm) X b

(4.14)

4.14 esitligi yazilip 1s18in absorpsiyon kiiveti icinde izledigi yol b=1cm alindi ve PM-BSA

icin protein konsantrasyonu molarite cinsinden,

_ Aew —ssaczsonmy ~ 0:976% Aoy 3a4nmy ~1,4687-0,976x1,2007

=7,96904252%10°M
€Bsa(280nm) xDb 3724623116

C:BSA

Caen = 7,97x10°Molar

olarak hesaplandi.
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Litre cinsinden ¢ozelti hacmi olan 3x103 degeri esitlik 4.14’te yerine yazildiginda

protein mol miktari;
Ngesy = 2,39071275&10° = 2,391x10°mol bulundu.

PM-BSA Kompleksinin tam hidrolizi icin "Proteaz/PM-BSA" mol orani 1:1 olarak segildi.
Buna gore 20ul.’sinde 2,391x10°® mol tripsin icerecek sekilde 0,0284529g Sigir Tripsin
(MATripsin=23800) 1ml 0,001N HCl iginde ¢ozildi ve bu ¢ozeltiden 20ul alinip, sicakhgi
30°C’'ye sabitlenmis su banyosunda 3ml. PM-BSA c¢ozeltisi icine birakildi ve 24 saatlik

inkubasyon sonrasi floresans degisimler belirlendi.

1,1

?

. - PM-BSA
1.0 - — Triptik hidrolizat

0,9 -f

?

0,8 I

?

07

?

0,6 I

?

0,5 |-

?

Floresans (Volt)

0,4 -

?

0,3 I

?

0,2

?

0,1

?

7

375 400 425 450 475 500 525 550 575

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. 13 Tris.HCl tamponunda tamponunda (0,025M, 0,1M NaCl, 0,005M CaCl;, pH:8)
3ml. PM-BSA ¢o6zeltisinin tripsin muamelesi 6ncesinde ve sonrasinda alinan zaman
ayrimli floresans spektrumlari. Aexc: 337nmM; Aemis.max: 382nm (monomer); Aemis.max:

462nm.(eksimer); integrasyon. Siiresi (Int. time): 0,1s; ilerleme sayisi (step size): 0,25;
Geciktirme siresi: 60ns; Tekrarlama (averages): 3.

PM-BSA kompleksinin tripsin etkisi Oncesi ve tripsin etkisi sonrasi floresans

spektrumlarindaki degisimler (Sekil 4.13) karsilastirildiginda; 462nm’de maksimum

veren eksimer emisyonunun biylik miktarda azaldig, 382nm’deki monomer
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emisyonunun ise aksine arttigl gérilmektedir. Bu durum, eksimer olusturmaya uygun
mesafelerde birbirlerine bakisik konumlanmis diizlemsel piren halka giftlerinin 6nemli

bir kisminin tripsinin hidrolitik etkisi sonucu konumlarini kaybettigini gostermektedir.

10 F
09 f
08
07 f
08
05
04 £
03
02
01 f Sacici [AI(OH)3]
00 Fdy. T T

Triptik hidrolizat

Floresans (Volt)

25 50 75 100 125 150 175 200
Zaman (ns)

0,009 - . o s
: Triptik hidrolizat floresans émir dagilimi

0,008 - | (ESM analizi)
0’007 - _ '\eksimer-max= 462nm
: Ki-kare: 1,07

Amplitudes

Lifetimes (ns)

Sekil 4. 14 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M Nacl, 0,005M CaCl;, pH:8) 3ml. PM-BSA
¢Ozeltisinin tripsin muamelesinden 24saat sonra alinan floresans bozunma egrisi
bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans dmir dagihmi(ESM, Ki-kare:1,07).
Aexc: 337nM; Aeksimer-max: 462nm; integrasyon siiresi (Int. time): 0,1; Kanal
sayisi(Channels): 700; Tekrarlama (averages): 3.

Diger yandan, Sekil 4.14’te tripsin etkisi ile PM-BSA kompleksinden ortaya cikan bu
hidrolizata ait floresans bozunma verilerinin ESM analizinden elde edilen floresans
Oomir dagiliminda; 25-100ns arasinda genis bir aralikta farkh floresans 6mre sahip
eksimerlerin meydana gedigi ve yine bu hidrolizat iginde 35ns civarinda floresans émur

gosteren eksimerlerin miktarinin maksimum oldugu anlasiimaktadir. Sekil 4.15’te ise

83



triptik hidrolizatin flroesans 6mur dagiliminin PM-BSA kompleksinin floresans omir
dagihmina gorece daha kisa floresans omir bolgelerine kaydigi gortlmektedir. Buna
gore; bu hidrolizatta tripsin hidrolizine 6zgiin olan bu peptid parcalar lizerindeki
eksimerlerin kazandigi yeni konumlarin ¢oziici ile etkilesimlerini kolaylastirdigi

soylenebilir.

Floresans omiir dagilimlari (ESM)
Aeksimer=462nm

0.08 -

—PM-BSA

0.07 -

— Triptik hidrolizat

0.06 -
0.05 -

0.04 -

Amplitudes

0.03 -
0.02 -

001 -

0.00 -

25 50 75 100 125

Lifetimes (ns)

Sekil 4. 15 PM-BSA kompleksi floresans émir dagilimi ile triptik hidrolizatinin floresans
omdir dagiliminin karsilastiriimasi.

Tripsin tarafindan BSA’nin hidrolizinin gerceklesip gerceklesmedigini anlamak icin
“Viscotek GPC max VE 2001” marka jel gecirgenlik kromatografisi Cihazi kullanildi. Sekil
4.16’da BSA ile PM-BSA kompleksinin elisyon hacimleri arasindaki fark goérilmektedir.
Kompleksin BSA’ya gore molekdl agirhginin blylik olusu beklendigi gibi GPC
kolonundan daha erken elisyonunu saglamistir. Sekil 4.18’de triptik hidrolizata ait
peptid igeriginin, kompleksin eliisyon hacmine gérece daha uzun eliisyon hacimlerinde

gerceklesmesi tripsinin PM-BSA kompleksi Gzerindeki hidrolitik etkisini kanitlamaktadir.
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Sekil 4. 16 Ustte, Tris.HCl tamponunda (pH=8) PM-BSA kompleksi ile BSA’ya ait Jel
Gecirgenlik Kromatografisi verileri. Cihaz: Viscotek GPC max VE 2001. Kolon: Shimadzu
Shim-Pack 300 diol.
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Sekil 4. 17 Ustte, Tris.HCl tamponunda (pH:8) tripsin enzimine ait jel Gegirgenlik
Kromatografisi verileri. Cihaz: Viscotek GPC max VE 2001. Kolon: Shimadzu Shim-Pack
300 diol.
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Sekil 4. 18 Ustte, Tris-HCl tamponunda (pH:8) PM-BSA ¢ézeltisinin tripsin ile
muamelesinden 24 saat sonra alinan Jel Gegirgenlik Kromatografisi verileri
gorilmektedir. Cihaz: Viscotek GPC max VE 2001. Kolon: Shimadzu Shim-Pack 300 diol.
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4.8 PM-BSA Kompleksi Uzerinde Kimotripsin Etkisinin Zaman Ayrimli Floresans

Teknigi ile incelenmesi

Bir onceki bolimde tripsin proteazi ile yapilan ¢alismada oldugu gibi, stok PM-BSA
¢ozeltisinden alinan 1ml’lik 6rnek Tris.HCl tamponuyla (pH:8) 3ml’'ye seyreltildi. Bu
cOzeltiye ait sekil 4.8’de verilen Apm-gsa2sonm)=1,4687 ve Azaanm=1,2007 absorpsiyon
degerleri, esitlik 4.10 ve BSA standart absorpsiyon egrisinden (Sekil 4.9) elde edilen
molar absorpsiyon degeri “egsa2sonm)=37246,23116" kullanilarak PM-BSA molekili igin
protein konsantrasyonu ve protein mol sayisi hesabi yapildi. Buna gore BSA

konsantrasyonu igin,

_ Ngsa ABSA(ZSOnm) . APM—BSA(ZSOnm) —0,976x APM(344nm)

BSA —
V() EBsa(280nm) X b EBsa(280nm) X b

(4.14)

esitligi yazilarak 1s18in absorpsiyon kiveti iginde izledigi yol b=1cm alindi ve PM-BSA

icin protein konsantrasyonu,

_ Powssagsonm ~0:976x Apyauanmy  1,4687-0,976x1,2007

Cosa = =7,969042525%10°M
€Bsa(280nm) ¥ b 3724623116

Caen = 7,97x10°Molar
olarak hesaplandi.

Litre cinsinden c¢dzelti hacmi degeri 3x10°3 esitlik 4.14’te yerine yazildiginda protein

mol miktari;
Ngen = 2,39071275810° = 2,391x10°mol bulundu.

PM-BSA Kompleksinin tam hidrolizi icin "Proteaz/PM-BSA" mol orani 1:1 olarak segcildi.
Buna gore 20ul.’sinde 2,391x10°® mol kimotripsin icerecek sekilde 0,0298875g Sigir
kimotripsin (MAkimotripsin=25000) 1ml 0,001N HCI icinde ¢6zildi ve bu ¢ozeltiden 20ul

alinip, sicakhgi 30°C’'ye sabitlenmis su banyosunda 3ml. PM-BSA ¢0zeltisi igine birakildi
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ve 24 saatlik inkubasyon sonrasi elde edilen kimotriptik hidrolizatin floresans
ozelllikleri olguldii ve PM-BSA kompleksinin floresans ozellikleri ile karsilastirilarak

farkhhklar belirlendi.

150 ___: _PM'BSA

: — Kimotriptik hidrolizat
1.25 -+
1.00 -
0.75 -+

0.50 -

Floresans (Volt)

0.25 -+

0.00 -4

375 400 425 450 475 500 525 550 575
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. 19 Tris.HCl tamponunda tamponunda (0,025M, 0,1M NacCl, 0,005M CaCl;, pH:8)
3ml. PM-BSA ¢o6zeltisinin kimotripsin muamelesi 6ncesinde ve sonrasinda alinan zaman
ayrimli floresans spektrumlari. Aexc: 337nmM; Aemis.max: 382nm (monomer); Aemis.max:
462nm.(eksimer); integrasyon. Siiresi (Int. time): 0,1s; ilerleme sayisi (step size): 0,25;
Geciktirme siresi: 60ns; Tekrarlama (averages): 3.

PM-BSA kompleksinin kimotripsin etkisi dncesi ve kimotripsin etkisi sonrasi floresans
spektrumlarindaki degisimler karsilastirildiginda (Sekil 4.19); Tripsin ile hidrolizde
gozlendigi gibi 462nm’de maksimum veren eksimer emisyonunun blyik miktarda
azaldig1 ve yine 382nm’deki monomer emisyonunun arttigl gérilmektedir. Buna gore,
eksimer olusturmaya uygun mesafelerde birbirlerine bakisik konumlanmis dizlemsel
piren halka ciftlerinin 6nemli bir kisminin, kimotripsinin hidrolitik etkisi ile

pozisyonlarinin bozuldugu anlasiimaktadir.
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10 £
09 - | | Kimotriptik hidrolizat
08 £ 1

07 £
06 £
05 £
04 £
03 £
02 £
01 £
00 £

Floresans (Volt)

Resid-Autocorr
B a0 =N W

- Kimotriptik hidrolizat floresans omiir dagilimi
0,010 -1 (ESM analizi)
0,009 - : Aeksimer-max=462nm

. Ki-kare: 1,004
0,008 f
0,007 -£
0,006 -
0,005 -f:
0,004 -£
0,003 -
0,002 -
0,001 -£

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Lifetimes (ns)

Sekil 4. 20 Tris.HCl tamponunda (0,025M, 0,1M NacCl, 0,005M CaCl;, pH:8) 3ml. PM-BSA
¢Ozeltisinin kimotripsin muamelesinden 24saat sonra alinan floresans bozunma egrisi,
bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans 6miur dagihmi (ESM, Ki-
kare:1,004). Aexc: 337nM; Aeksimer-max: 462nm; integrasyon siiresi (Int. time): 0,1; Kanal
sayisi(Channels): 700; Tekrarlama (averages): 3.

Amplitudes

Sekil 4.20'de PM-BSA kompleksinin kimotripsin hidrolizatina ait floresans bozunma
verilerinin ESM analizinden elde edilen floresans 6mir dagilimi gorilmektedir. Sekil
4.21'de PM-BSA kompleksi floresans omir dagilimi ile kimotripsin hidrolizatinin
floresans 6miur dagilimlar karsilastiriimaktadir. Buna gore 45ns civarinda floresans

omir gosteren eksimerlerin hidroliz sonrasi azaldigi ancak tripsindeki gibi tamamen
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tikenmedigi, 8-9ns omdrli yeni eksimerlerin olustugu gorilmektedir. Tripsin
hidrolizinde rastlanan 35ns civarinda floresans oOmdurli eksimerler kimotripsin
hidrolizatina ait floresans omir dagihm gafiginde goérilmemektedir. Bu farkhligin

kimotripsinin 6zglin hidrolitik karakterinden kaynaklandigi agiktir.

 Floresans omdir dagilimlar (ESM)
0.08 -+ *
- heksimer-max=462nm

0.07 -+ —PM-BSA (Ki-kare: 1,017)

0.06 _ — Kimotriptik hidrolizat (Ki-kare: 1,004)
0.05 -+
0.04 -
0.03 -+
0.02 +
0.01 -+
0.00 -&

Amplitudes

Lifetimes (ns)

Sekil 4. 21 PM-BSA kompleksi floresans omir dagilimi ile kimotriptik hidrolizatinin
floresans 6miir dagiliminin karsilastiriimasi.

Kimotripsin ile PM-BSA'nin hidrolizinin gergeklestigini belirlemek icin “Viscotek GPC
max VE 2001” marka jel gecirgenlik kromatografisi Cihazi kullanildi. Sekil 4.16’da PM-
BSA kompleksinin elisyon hacmi ile Sekil 4.23’de kimotripsin hidrolizatina ait peptid
iceriginin ellsyon hacimleri karsilastirildiginda, hidrolizatin eliisyonunun daha buylk
hacimlerde gerceklestigi gorilmektedir. Bu sonuclar kimotripsinin PM-BSA kompleksi

Uzerindeki hidrolitik etkisini kanitlamaktadir.
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Sekil 4. 22 Tris-HCl tamponunda (pH=7,8) kimotripsin enzimine ait Jel Gegirgenlik
Kromatografisi verileri. Cihaz: Viscotek GPC max VE 2001. Kolon: Shimadzu Shim-Pack
300 diol.
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Sekil 4. 23 Tris-HCl tamponunda (pH=7,8) PM-BSA ¢06zeltisinin kimotripsin
muamelesinden 24 saat sonra alinan Jel Gegirgenlik Kromatografisi verileri
goriulmektedir. Cihaz: Viscotek GPC max VE 2001. Kolon: Shimadzu Shim-Pack 300 diol.
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BOLUM 5

SONUCLAR VE TARTISMA

Proteazlarin hidrolitik etkilerinin  6zglnlGgl, belli bir proteinden Urettikleri
hidrolizatlarda yer alan peptid pargalarinin icerdigi amino asitlerin cesitlerinin,
sayllarinin, dizilimlerinin farkhligindan dolayr bu peptidlerin sekillerini, boyutlarini,
konformasyonlarini, elektriksel yiklerini, polaritelerini ve tim bunlara bagli olarak da
peptidlerin lGzerindeki floresan molekillerin kazandigl yeni kimyasal ¢evre kosullarini
proteaz aktivitesine 06zglin kilar. Bu olgulara bagh olarak floresans o6mir

dagilimlarindaki degisimler de proteaz aktivitesine 6zgin farkh sekiller alir.

1.50 ——PM-BSA

: —Tripsin etkisi
1.25 -+-

—Kimotripsin etkisi

1.00 -}

0.75 -

Floresans (Volt)

0.50 -{-

0.25 -}

0.00 -

375 400 425 450 475 500 525 550 575
Dalgaboyu (nm)
Sekil 5. 1 Kimotripsin ve Tripsin enzimlerinin hidrolizi sonucu PM-BSA’nin zaman ayrimh

floresans Spektru munun deé|§|m|, Aexcitationz 337nm, )\monomer—max= 382nm, )\excimer—max=
462nm, integration time = 0,1s
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PM-BSA kompleksinin proteoliz 6ncesi floresans spektrumu ile proteoliz sonrasi
hidrolizatlarindan elde edilen floresans spektrumlari arasindaki farkliliklar Sekil 5.1’de,
floresans 6mir dagilimi ile proteoliz sonrasi hidrolizatlarindan elde edilen floresans
omur dagilimlari arasindaki farkhliklar karsilastirmali olarak Sekil 5.2’de sunulmaktadir.
Proteoliz Oncesi ve sonrasindaki floresans omir dagilimlan  (Sekil 5.2)
karsilastirildiginda; floresans émri 45 ns civarinda olan eksimerlerin proteaz etkinligi
sonucu azaldigy, tripsin etkisi ile dagilimin 30-35 ns civarina, kimotripsin etkisinde ise 8-
9 ns civarina kaydigi ve yayildigi goriilmektedir. Diger yandan PM-BSA kompleksi
blinyesinde hidroliz dncesi 7 ns civarinda goézlemlenen eksimer tirlerin de hidroliz
sonrasi azaldigi, dagilimin tripsin etkisinde daha kisa dGmirlere, kimotripsin etkisinde ise
daha kisa ve daha uzun olmak Uzere her iki floresans omir bdlgesine kaydigi

gorilmektedir.

= Floresans omur dagilimlan karsilastirmasi

0,08 - (EsM analizi)

0.07 - - Aeksimer-max=462nm

0.06 - — PM-BSA (Ki-kare: 1,017)

’ — Triptik hidrolizat (Ki-kare: 1,07)

1@ 0,05 &= Kimotriptik hidrolizat (1,004)
3 z
= 004 F
E— :i
< 003

0,02 -

0,01

0,00 -fi

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Lifetimes (ns)

Sekil 5. 2 PM-BSA’nin (proteoliz 6ncesi) ve proteazlarin hidrolizi sonrasi floresans 6mir
dagilimlari karsilastirmasi

Bu olgular G¢ mantikh olasilikla agiklanabilir:

1. PM-BSA’nin proteolitik yikimi sonucu piren halka dizlemlerinin konumlarinin
bozulmasi ve birkagi veya hepsinin olusan peptid pargalari Uzerinde kisa

floresans dmirli yeni eksimerler olusturacak sekilde yeniden konumlanmalari,
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2. Proteolizin, yikima ugramamis eksimerlerin konumlarini degil sadece cevre

kosullarini degistirmis olmasi veya,

3. Yukaridaki her iki siirecin belli bir oranda gerceklesmesi.

PM-BSA'nin proteazlarla reaksiyonu sonrasinda proteolitik hidrolizatlarindan elde
ettigimiz floresans dmir gesitlenmelerindeki dagilimsal farklilasmalarin, her bir proteaz
aktivitesine 6zgl adeta parmak izi gibi birbirinden farkli profil sergilemeleri, bu tez
calismamizda uyguladigimiz analiz yonteminin proteazlar icin gelistirilebilecek yeni
tetkik sistemlerine temel olusturabilecegi; kanser, AIDS, SARS gibi proteazlarin 6nemli
rol oynadigl ¢cagimiz hastaliklarinin teshisine ve 6nlenmesine yonelik yeni yéntemlerin

kesfinde 6nemli bir basamak olusturabilecegini gostermektedir.
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