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OZET

KSANTIN OKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE
GLUTERALDEHIT iLE iMMOBILIiZASYONU
YUKSEK LISANS TEZI
YESIM KAYA
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
(TEZ DANISMANI:YRD.DOC.DR.SEMRA ISIK)
BALIKESIR, AGUSTOS-2013

Ksantin oksidaz, piirin metabolizmasinda anahtar role sahip molibden igeren
bir flavoproteindir. NAD'nin rejenerasyonu, demir absorpsiyonu ve mobilizasyonu,
nitratlarin indirgenmesi gibi biyolojik fonksiyonlara sahiptir.

Bu c¢alismada ksantin oksidaz enzimi afinite kromatografisi teknigine gore
Arslan O. tarafindan sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin
dihidrokloriir jeli ile saflagtirllmis ve gluteraldehit {izerine immobilizasyonu
edilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile saflastirilan ksantin
oksidaz enzimi %11.5 verimle ve 694.04 saflastirma derecesi ile elde edilmistir.
Enzimin saflig1 SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol edilmis ve 150 kDa
civarinda tek bant gdzlenmistir.

Ksantin oksidaz enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax ) ksantin bilesigi
substrat olarak kullanilarak belirlenmistir ve Lineweaver-Burk grafiginden elde
edilen Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 1.67x10* M ve 0.56 U/ml.dak olarak
bulunmustur.

NHsF, NH4CIl, CaCl, ZnCl,, HgCl, ve HQ(NOs3),.H,O bilesiklerinin ve
klinikte gut hastaliginin tedavisinde yaygin olarak kullanilan kolsisin, ksantin
oksidaz enzimi iizerindeki in vitro etkileri arastinldiginda, sirasiyla 1.42x10™
mg/mL, 1.25x10* mg/mL, 0.99x10™* mg/mL, 1.07x10™* mg/mL, kolsisinin ise
0.27x10™* mg/mL ICsq degerleri bulunmustur. HgCl, ve Hg(NO3)2.H20 bilesikleri
substrat ve enzim varhiginda c¢okelek olusturdugundan dolay1r ICsy degerleri
saptanamamigtir.

Enzim farkli glutaraldehit yiizdelerinde immobilize edilmis ve enzim
aktivitesi en fazla % 6 gluteraldehit oraninda immobilize edilen enzimde
gbzlenmistir. Immobilize enzimin kinetik sabitleri, ksantin bilesigi substrat olarak
kullanilarak Lineweaver-Burk grafiginden elde edilmistir. Ky ve Vmax degerleri
sirastyla 5.18x10™ M ve 0.73 U/ml.dak olarak bulunmustur ve bu degerler, serbest
enzimin Kkatalitik etkinliginin immobilize enzime goére daha fazla oldugunu
gostermistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Ksantin Oksidaz (XO), afinite kromatografisi,
inhibisyon, enzim immobilizasyonu, Gluteraldehit



ABSTRACT

XANTHINE OXIDASE PURIFICATION AND IMMOBILIZATION WITH
GLUTARALDEHYDE
MSc THESIS
YESIM KAYA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE AND
TECHNOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST.PROF.DR.SEMRA ISIK)
BALIKESIR, AUGUST-2013

Xanthine oxidase, a flavoprotein containing molybdenum have a key role in
the metabolism of purines. It has some biological functions such as the NAD *
regeneration, iron absorption, mobilization and reduction of nitrates.

In this study, the enzyme xanthine oxidase was purified by Sepharose-4B-L-
tyrosine-4-aminobenzamide dihydrochloride. This gel synthesized by Arslan O.
according to affinity chromatography technique. Xanthine Oxidase was purified and
immobilization on glutaraldehyde was investigated.

Xanthine oxidase enzyme kinetic constants (Ky and Vmax) were determined
by using the xanthine compound as substrate. Ky and Vmax values obtained from
the Lineweaver-Burk graph were 1.67x10™* M and 0.56 U/ml.min respectively.

Xanthine oxidase which was purified by ammonium sulfate precipitation and
affinity chromatography was obtained with 11.5% vyield and 643.04 degree of
purification. Purity of the enzyme was checked by SDS polyacrylamide gel
electrophoresis and a single band was observed around 150 kDa.

In vitro effects of NH4F, NH,Cl, CaCl,, ZnCl,, HgCl, and Hg (NOs3) 2.H,0
compounds and colchicine which is widely used in the clinic for treatment of gout,
on xanthine oxidase enzyme were investigated and 1Csy values were 1,42x10™
mg/mL, 1,25x10™ mg/mL, 0,99x10™* mg/mL, 1,07x10™* mg/mL, 0,27x10™* mg/mL
respectively. HgCl, and Hg(NO3),.H,O compounds since these produce precipitate
in the presence of substrate and enzyme 1Cso values could not be detected.

The enzyme was immobilized on different percentages of glutaraldehyde and
maximum enzyme activity of the immobilized enzyme was observed in the rate of
6% glutaraldenyde. Immobilized enzyme’s kinetic constants were obtained from
Lineweaver-Burk graph using xanthine compound as substrate. Ky and Vmax
values were found to be 5.18 x10” M and 0.73 U / mL.min respectively and free
enzyme's catalytic activity was higher than immobilized enzymes.

KEYWORDS: Xanthine Oxidase (XO), affinity chromatography, inhibition,
enzyme inhibition, Glutaraldehyde.
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1.GIRIS

Ksantin oksidorediiktaz (XOR) enzimi ilk saflastirilan flavoproteinlerden
birisidir. Ayrica s6z konusu enzim molibden i¢ceren 6nemli proteinler arasindadir [1-
4]. XOR enzimi, ksantin oksidaz (XO; EC: 1.2.3.22) ve ksantin dehidrogenaz
(XDH; EC: 1.1.3.204) olmak {iizere birbirine doniigebilen iki farkli yapiya sahiptir
[4-6]. Bu yapilardan XO, elektron alici olarak molekiiler oksijeni kullanmasi sonucu
reaktif oksijen tiirleri olusturmaktadir [6]. Bu nedenle 6zellikle klinik agidan XDH

formuna gore daha fazla ilgi gormektedir.

Ksantin oksidaz piirin metabolizmasinda anahtar role sahiptir [3,7]. Bu enzim
plirin yikiminin son iki basamagini katalizlemesinin yani sira hiz belirleyici enzim
olmasi da metabolizma i¢in son derece dnemlidir. Bunun yaninda XO, NAD’nin
rejenerasyonu, demir absorpsiyonu ve mobilizasyonu, nitratlarin indirgenmesi gibi
biyolojik fonksiyonlariyla dikkat ¢ekmektedir [8-20]. Ayrica XOR’m ¢ok sayida
organik  bilesiklerin  hidroksilasyonunu da  katalizlemesi bu  enzimin
biyotransformasyonda kullanma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bu
durum bu enzimin endiistriyel onemini de artirmaktadir. Ksantin oksidorediiktaz
enziminin ticari olarak genis bir kullanim alani vardir. Ksantin, hipoksantin ve
inozinin belirlenmesinde, dolayisiyla guanin ve guanozinin saptanmasinda onemli
bir aragtir [21-22]. Buna ilaveten, guanaz ve niikleosit fosforilaz enzimlerinin

aktivite 6l¢timlerinde kullanilir [23].

Ksantin oksidaz, bakteriler de dahil olmak iizere incelenen tiim tiirlerde
saptanmistir [8, 13, 16]. Memeli dokularinda ¢ok genis bir dagilim gostermekle
birlikte en fazla karaciger, ince barsak mukozasinda ve bobreklerde bulunaktadir.
Ayrica sdz konusu enzim siitte bol miktarda bulundugu i¢in XO’1n saflastirilmasinda

en ¢ok tercih edilen kaynaktir [7, 24].

Ksantin oksidaz’in bazi dokularda yiliksek seviyede olmasi doku hasari ve

ciddi hastaliklarla iliskilendirilmistir [25-26]. Ciinkii sitotoksik oksijen metabolit
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triinleri (H20,, O, ve OH’), hiicrelerin oksidatif hasarina neden olduguna
inanilmaktadir [25]. Buna karsin reaktif oksijen tiirlerinin organizmaya verecegi
hasara kars1t XDH’in onemli antioksidan bir bilesik olan iirik asidin sentezinde

onemli rolii bilinmektedir [27].

1.1 Arastirmanin Amaci

Arastirmamizi ii¢ ana baslikta toplamak miimkiindiir. Ik olarak yukarida
anlatildig1 gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip XO’mn daha 6nceden Arslan O.
tarafindan sentezlenen afinite jeli kullanilarak  saflastirilmasidir. Bu sekilde
immobilizasyonda kullanma potansiyeline sahip bu enzimin daha kisa siirede ve

yiiksek saflikta elde edilmesinin 6nemli olacagini diisiinmekteyiz.

Arastirmamizin ikinci boliimiinde saflastirilan enzimin gut hastalifinda
yaygin olarak kullanilan kolsisin etken maddesine ve agir metallere karsi ilgisi
aragtirilacaktir. Onemli fizyolojik fonksiyona sahip bu enzimin aktivitesinin soz

konusu etken madde ve agir metallerden nasil etkilendigi ortaya ¢ikarilacaktir.

Arastirmamizin son boliimiinde ise, saflagtirilan enzim gluteraldehit tizerine
immobilize edilecektir. Elde edilecek sonuglarin endiistride ve klinik ¢aligmalarda

onemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

1.2 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Biyokimyasi
1.2.1 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Yapis1

Ksantin oksidorediiktaz, hidroksilaz ailesinin bir iyesidir (Sekil 1.1) [4].
Enzim, 300 kDa agirliginda dimerik yapida oldugu saptanmistir. Her bir alt birim,
flavin kofaktorii baglanma bolgesinde molibden-demir igeren 1333- 1358 amino asit
rezidiilerinden olusmus bir enzimdir [4-5]. Memelilerde XOR, birbirine doniisebilen
iki formu bulunmaktadir. Bu izoformlardan birisi, elektron alicis1 olarak NAD"
kulanan ksantin dehidrogenaz (XDH; EC: 1.1.3.204) (Sekil 1.2) ve elektron alicist
olarak O, kullanan ksantin oksidaz (XO; EC: 1.2.3.22)’dir (Sekil 1.3) [6].



Cys535 Cys992 Cys1316
Phe549 Cys1324

Fe/S domain  FAD domain Molybdopterin domain
20 kDa 40 kDa 85 kDa

Sekil 1.1: Ksantin oksidorediiktaz enziminin kristal yapisi [28]

Sekil 1.2: Ksantin dehidrogenaz enziminin molekiiler sekli [29]



Sekil 1.3: Ksantin oksidaz enziminin molekiiler sekli [30]

XDH ve XO enzimlerinin biyolojik rollerinde farkliliklar belirlenmistir [31].
Her iki enzim formu, genis substrat araliginda yiikseltgenme kapasitesi bakimindan
ve biiytkliikleri, alt birim kompozisyonu ve kofaktor ihtiyaci bakimindan benzerlik
gostermektedir [4]. Organizmalarda yapilan ¢alismalarda XDH’ 1 birincil gen iirtini
ve memeli dokularindaki bu enzimin baskin form seklinde bulundugu saptanmistir

[32-34].

Hiicresel mekanizmanin, XDH ve XO formlarinin nispi doku seviyelerinin
diizenlenmesinde XOR’1n islevi heniiz belirlenmemistir. Siilthidril oksidasyonunun

ya da proteolitik proseslerin sonucu olarak XDH, XO’a doniisiir [4] (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4: XDH enziminin XO enzimine doniismesi [28]

1.2.2 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Substratlari

Ksantin oksidorediiktaz ¢ok sayida substratin oksidasyonunu katalizler [9, 35,
36]. Bunlardan bazilari, asetaldehit, piirin, hipoksantin, ksantin, 1-metilksantin,
NADH, allopurinol, pteridin, 6-tioksantin ve 2-hidroksipirimidindir. Bu substratlara
kars1 enzimin spesifitesini belirlemek degisik calismalarda farkli okside edici
substratlarin kullanilmas1 ve farkli pH’larda Olglimler yapilmis olmasi nedeniyle
zordur. Ayrica XOR’in oksijen, metilen mavisi ve 2,6-diklorofenol indofenol gibi
kimyasal boyalar, ferrisiyanid, NAD", kinonlar ve cok sayida diger bilesiklerde s6z

konusu enzimin substratlari arasindadir [16].



1.2.3 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Dagihm ve Fizyolojik Onemi

Ksantin oksidorediiktaz aktivitesi, bakterilerden insana kadar incelenen tiim
tiirlerde saptanmistir [8, 13, 16]. Memeli dokularinda aktivite genis bir dagilim
gostermektedir [8].

Insan dokularinda yapilan immuno-histokimyasal ¢alismalarda, sitozolik bir
enzim olan XOR’in karacigerde, ince barsak mukozasinda, siit salgilayan meme
bezlerinde, kalp, bobrek, beyin, aort, akciger, iskelet kasi, meme bezi ve barsaklarin
kiigiik damarlarin endotel hiicrelerinde [8, 16, 37, 38, 39], anne siitiinde bulundugu
tespit edilmistir [40, 41]. Esas olarak sitoplazmik yerlesim gosteren enzimin

peroksizomlarinda da bulundugu bildirilmistir [ 16, 42].

Ksantin oksidorediiktaz enzimi, piirin metabolizmasinda piirin yikiminin son
iki basamagimi katalizler. Piirin katabolizmasinin hiz kisitlayict  enzimidir.
Hipoksantinin ksantine, ksantinin iirik asite doniisiimiinii katalizlerken serbest
radikallerin olusumuna neden olur. Insanlarda iirat oksidaz enzimi bulunmadig igin

tirik asit, reaksiyonun son trtiniidiir [8, 16] (Sekil 1.5).

NADH oksidaz aktivitesinde, indirgeyici substratlarin ¢ogu Molibden
kofaktorii (Mo-co) bolgesi ile etkilesirken, NADH elektronlarint FAD bolgesine
aktarir. Redoks merkezlerindeki hizl1 dengelemeyi takiben elektronlar genelde FAD
bolgesinde NAD" veya molekiiler oksijene gegerler [1, 9, 16 ].

In vivo ve in vitro calismalar XOR’1m ince barsakta demir absorpsiyonu ve
karacigerde demir mobilizasyonu lizerinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir [11,
12, 16]. Diyetle alinan demir, Fe*? formunda absorblanir ve mukozal hiicrelerde XO
tarafindan Fe™ formuna yiikseltgenir. Béylece XO, demirin transferrine baglanarak
mukoza hiicrelerinden transselliiler transportunu diizenler. XO’in ferrooksidaz
aktivitesi seruloplazminden 1000 kat daha fazladir [10,16]. Karacigerde, XDH

ferritin demirinin indirgeyici salinimini uyararak demir metabolizmasini etkiler [16].
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Sekil 1.5: Piirinlerin hidrolizi [29]

Ksantin oksidorediiktaz ¢ok sayida N-heterosiklik ve aldehit substratlarin,
piridinlerin, pteridinlerin hidroksilasyonunu da katalizler [13, 16]. Ayrica ksantin
oksidorediiktazin, nitratlarin nitritlere ve nitrik oksite indirgenmesini katalizledigi
gosterilmistir [14]. Buna ilaveten XOR, glutatyonda oldugu gibi siilfidril gruplarinin
oksidasyonunu katalizler. Enzimin inorganik iyodiir ile proteinlerin iyodinasyonunu

katalizledigi de saptanmustir [15, 16].

Ksantin oksidorediiktazin hipoksantinin varliginda bakterisidal etkinlik
gosterdigi ve in vivo olarak bakteriyel enfeksiyonlara cevapta aktive oldugu uzun
zamandan beri bilinmektedir [18, 16]. Enzimin bu islevine serbest radikal

olusturabilme kapasitesi aracilik etmektedir. Bu etki yalnizca siliperoksit i¢in sz



konusu degildir. Nitrit varliginda XOR tarafindan olusturulabilen peroksinitrit giiclii
bir bakterisidal ajandir [16, 19]. XOR’1n nitrit oksit olusturabilme yetenegi de goz
oniinde bulundurulursa peroksinitrit daha da oOnem kazanmaktadir. Enzimin
bakterisidal rolii, anne siitiinde bulunmasina da bir agiklama getirmektedir.
Bakterisidal etkinligi ile XOR enzimi yeni doganin steril sindirim sistemini patojen
bakterilerden koruyucu etkinlige sahiptir [20]. Anne siitiindeki bu etkinlik sindirim
sistemi epitelinde bulunan XOR enzim aktivitesi ile de 06zdes ve birbirini

tamamlayicidir [16].

1.2.4 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Etki Mekanizmasi

XO, ksantinin iirik asite oksidasyonunu katalizlerken molekiiler oksijenin es
zamanli rediiksiyonuna da neden olmaktadir. Reaksiyon sirasinda, once ksantin
enzimin Mo-co bolgesine baglanir. Ksantin hizla iirata okside olurken ayni zamanda
Mo*® dan Mo™e indirgenir. Molibdenden bir elektronun transferi ile ilgili
reaksiyonlar sonrasi Mo*® degerlikli duruma gecerken FAD iki elektron alarak
indirgenir ve FADH; bunu takiben, molekiiler oksijen, FADH;’e baglanir ve iki
elektron alarak indirgenir [1, 16]. Indirgenen molekiiler oksijen serbestlesir ve
bdylece iki elektron alarak indirgenmis olan enzim rejenere olarak eski haline

doniisiir[43,44](Sekil 1.6)
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1.2.5 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Hastahklarla Tliskisi

Ksantin oksidorediiktazin biyolojik islevlerini etkileyen baslica patolojiler

kalitsal ksantiniiri, hiperiirisemi, gut ve iskemi-reperfiizyon injiirisidir [ 16].

Bunlardan kalitsal ksantiniiri, ksantin oksidorediiktaz, aldehit oksidaz (AO)
ve siilfit oksidaz molibden kofaktor iceren enzimleridir. Kalitsal ksantiniiri bu
enzimlerin yetersizlikleri ile kendini gosteren ve otozomal resesif gegisli kongenital
bir bozukluktur. Klasik ksantiniiri tip I, klasik ksantiniiri tip II ve molibden

kofaktor eksikligi olmak tizere {i¢ tipi vardir [16].

Klasik ksantintiri tip I, XOR genindeki mutasyonlar ile ortaya ¢ikar ve XOR
aktivitesi yoktur. Klasik ksantiniiri tip II, insan molibden kofaktor stilfiiraz
genindeki mutasyonlar sonucunda ortaya c¢ikar ve hem XOR hem de AO’mn
aktiviteleri yetersizdir [47, 48]. Molibden kofaktor eksikliginde Mo-co sentezini
diizenleyen genlerin defektleri ile ortaya cikar [16, 49].

Ksantin oksidorediiktazin, iskemi reperfiizyon (IR) hasarinda anahtar role
sahip oldugu bulunmustur. Bu patalojik mekanizmanin merkezinde enzimin reaktif
oksijen tiirevleri (ROS) olusturma 6zelligi yatar [50- 56]. Buna gore, iskemi olusan
dokuda ATP yikimma bagh hiicresel enerjetik yiik azalmasi sitolozik Ca*?
konsantrasyonunu artirir. Intraselliiler Ca™ artisi, Ca™ veya Ca*? kalmadulin
bagimli proteazlar1 aktive eder. Bu proteazlar, kismi proteoliz ile fizyolojik
kosullarda dokularda bulunan esas XOR formu olan XDH’in XO’a doniisiimiine
neden olur [16, 57]. Ayn1 zamanda ATP yikimini takiben hiicrelerde hipoksantin
birikir. Reperflizyon fazinda, dokularda artmis olan hipoksantin, O, ve XO birlikte
bol miktarda siiperoksit ve hidrojen peroksit olusturur. Bu olusan serbest radikaller

de doku hasarina sebep olur [57- 62].

Gut hastaligi, genellikle erkeklerde goriilen ve eklemler ile bobreklerin
ozellikle etkilendigi bu hastalikta goriilen en 6nemli biyokimyasal degisiklik serum
{irat diizeyinin artmasidir. Ozellikle eklemlerde yiiksek miktarda sodyum iirat
kristallerinin birikmesi enflamasyon, agr1 ve artrit genislemesine yol agmaktadir.

Akut artrit ataklar ile baglayan ve kronik gut artritine dogru ilerleyen hastalik, ilk
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olarak genellikle ayak bagparmaginda ortaya ¢ikmakta ve zamanla diger eklemlere
yayilmaktadir. Urat konsantrasyonunun artmasina bagli olarak bobrek tiibiillerinde

hasara neden olmaktadir [63, 64].

Insanlarda piirin metabolizmasinin son iiriinii olan ve suda az ¢dziinen iirik
asidin pKa degeri 5.75 civarindadir. Zayif asit olan firik asit, fizyolojik pH
degerinde (pH 7.4) % 98 oraninda iyonize olmakta ve monosodyum iirata
cevrilmektedir. Urik aside gore daha fazla ¢oziinen monosodyum iiratin viicut
stvilarindaki ¢dziiniirliigii 6,4 mg/dL kadardir. Ozelikle eklemler ve kulak memesi
gibi yumusak dokularda biriken monosodyum {irat, polimorf ¢ekirdekli 16kosit ve
makrofajlarin artis1 ile siddetli enflamasyona neden olmaktadir. Lokositlerde
cogunlukla anaerobik glikolizin kullanilmasi ile artan laktat konsantrasyonu,
ortamin pH degerinin azalmasina yol agmaktadir. Asit ortamda iiratlar, tuz olmayan
ve daha fazla ¢Oziinen yapilara doniistiiklerinden tirat kristallerinin ¢okelmesi
kolaylasmaktadir. Idrar genellikle asit oldugundan gutta gdzlenen mesane tasi

olusumunda hipertirisemi 6nemli rol oynamaktadir [63, 64].

Sicaklik, monosodyum iiratin ¢oziliniirliigiinii etkileyen bir baska etkendir.
Sicakligin azalmasi ile monosodyum firatin ¢oziiniirliigii azalmaktadir. Bu nedenle
eklem ici sicakligi daha diisiik olan eklemler daha kolay etkilenecegi i¢in gut

ataklar1 oncelikle periferik eklemlerde (ayak basparmaginda) baslamaktadir [63].

Gutta biyokimyasal mekanizma heniiz anlasilamamistir. Ozellikle primer
gutta Uratin agir1 Uretimine neden olan genetik bir kusurun rol oynadig
bildirilmektedir. Lesch-Nyhan sendromunda oldugu gibi bazi gutlu hastalarda,
Inozin monofosfat (IMP) ve GMP kurtarma yolundaki hipoksantin-guanin
fosforibozil transferazin kismen eksikliginin bulundugu gosterilmistir. Bu enzim
eksikliginde kurtarma yolu ile IMP ve GMP sentezi azaldigi i¢in guanin ve
hipoksantinin {iirik aside yikilmasi hiperiirisemiye yol agmaktadir. Bu arada
kurtarma yoluna katilmadig: i¢in konsantrasyonu artan 5-fosforibozil 1-pirofosfat
(PRPP), de nova piirin biyosentezini uyarmaktadir. De nova sentezin atmasi daha
cok yikim ve daha yiiksek iirik asit diizeyi anlamima gelmektedir. Ancak bu
hastalikta goriilen enzim eksikligi, Lesch-Nyhan sendromundaki ndrolojik

belirtilerin ortaya ¢ikmasina yol acacak kadar asir1 degildir [63].
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Aktif fosforibozilpirofosfat sentetaz diizeyinin anormal sekilde yiikseldigi
bazi gut hastalarinda, genetik IR nedene bagli olarak enzimin allosterik
kontroliiniin bozuldugu gosterilmistir. Bu durumda PRPP sentezini artmasi, de
nova piirin sentezini arttirmaktadir. Sonugta bu hastalarda piirin katabolizmasi

artmakta damar iirik asit konsantrasyonu yiikselmektedir [10].

Kalitsal bir bozukluk olan tip I glikojen depo hastaligi (Von Gierke
hastalig1), primer gut hastaligi nedenleri arasinda bulunmaktadir. Glukoz 6-fosfotaz
aktivitesinin bozuldugu bu hastalikta artan Glukoz 6-fosfat diizeyi pentoz fosfat
yolunun aktivitesini artirmaktadir. Bu yolun aktivitesinin artmasi sonucu
konsantrasyonu yiikselen riboz fosfat, hiicresel PRPP diizeyinin artmasina yol
acmaktadir. Buna bagl olarak artan de nova pirin niikleotid sentezi, piirin
katabolizmasinin hizlanmasina ve hiperiirisemiye bagli gut goriilmesine neden

olmaktadir [63].

Hiperiirisemi olusturarak primer guta yol acan bir diger kalitsal bozuklukta
ise glutatyon rediiktaz aktivitesinin artmasina bagli olarak hiicresel NADP" diizeyi
cok artmaktadir. NADP™ artisi ile aktivitesi artan pentoz fosfat yolunda riboz fosfat
sentezi hizlanmakta ve tip I glikojen depo hastaliginda oldugu gibi gut
olusmaktadir. Ayrica Lesch-Nyhan sendromu, kanser ve kronik bobrek yetmezligi

gibi baska hastaliklara bagli olarak sekonder gut gelisebilmektedir [63].

Gut hastaliginin tedavisinde niikleoprotein igerigi zengin besinlerin
kisitlanmasinin yani sira, serum {irat diizeyinin azalmasina yol agan ilaglar
kullanilmaktadir. Ksantin oksidazi inhibe eden ve bir hipoksantin analogu olan

allopiirinol, tedavide yaygin sekilde kullanilmaktadir [63].

Ksantin oksidaz i¢in 0nce substrat olarak davranan bu bilesik, daha sonra
inhibisyon etkisi yapmaktadir. Ksantin oksidazin allopiirinolii hidroksillemesi ile
olusan alloksantin, ksantin oksidazin aktif merkezine baglanarak inhibe etmektedir.
Boylece tirik asit olusumu azalmakta, ¢ozlniirliigii tirik aside oranla daha fazla olan
hipoksantin ve ksantinin serum diizeyleri artmaktadir. Serum diizeyleri artan
hipoksantin ve ksantin, hiperiirisemide oldugu gibi sorunlara neden olmamaktadir.

Tedavide ayrica idrarla iirat atilimini kolaylastiran iirikoziirik ilaglar yararh
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olmaktadir. Gut agrilarimin ve ataklarinin azaltilmasinda bir alkaloid olan
kolsisinden yararlanilmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda sitozolik mikrotiibiilleri
depolimerize eden kolsisinin  diisiik  konsantrasyonlarda benzer etkisi
bulunmamaktadir. Diisiik kolsisin konsantrasyonlarinda olusan tiibiilin-kolsisin

kompleksi, mikrotiibiillere baglanarak biiyiimesini dnlemektedir [63, 64].

Antioksidan etkisi bulunan iirat oldukc¢a reaktif ve zararli olan serbest
radikallere karsi (hidroksil, stiperoksit, singlet oksijen) koruyucu bir etki
gostermektedir. Uratin bu antioksidan etkisinin en az askorbik asit kadar oldugu
bilinmektedir [63].

Lesch-Nyhan Sendromu, X-bagli resesif kalitsal bir bozukluk olan bu
hastalik, 2-3 yaslarinda ndorolojik belirtilerle ortaya c¢ikmaktadir. El ve ayak
parmaklari ile dudaklarini 1sirarak kendi kendilerine zarar veren bu c¢ocuklarin
saldirgan davranislar1 baskalarina da yonelik olabilmektedir. Bu hastalarda ayrica

zeka geriligi ve spastik kusurlar da goriilmektedir [63].

Kurtarma yollarinda IMP ve GMP sentezi i¢in gerekli olan hipoksantin-
guanin fosforibozil transferaz aktivitesinin eksik olmasi veya bulunmamas: bu
hastaliktaki en onemli biyokimyasal kusurdur. Enzimin eksikliginde guanin ve
hipoksantinin katabolizmasinin artmasindan otiirii iirik asit diizeyi yiikselmektedir.
Yine PRPP artisina bagl olarak de nova piirin sentezi artmaktadir. Urik asit diizeyi
artan hastalarda normal yasam devam etmekte, ileri yaslarda gut ortaya
¢ikmaktadir. Bu enzimin eksikligi ile norolojik belirtiler arasindaki iliski heniiz tam
olarak anlagilamamistir. Normal kosullarda beyindeki hipoksantin-guanin
fosforibozil transferaz diizeyi ise de daha diisiiktiir. Bu nedenle beyin IMP ve GMP
sentezi i¢in kurtarma yollarina daha ¢cok bagimlidir. Bu hastalikta {irik asit yapimim
azaltan allopiirinol de nova piirin sentezini azaltmadig1 i¢in norolojik sorunlarin

ortadan kalkmasina yardimci olamamaktadir [63, 64].

Piirin niikleozid fosforilaz eksikligi, otozomal resesif olarak kalitilan
hastalikta T lenfositlerinde fonksiyon bozuklugu oldugu halde, B lenfositlerin
fonksiyonlart normaldir. Piirin niikleozid fosforilaz eksikligine bagli olarak piirin

niikleotidlerin katabolizmasi yavagladigi igin {irik asit sentezi azalmis, guanozin,

13



deoksiguanozin, inozin ve deoksiinozin diizeyleri ise artmustir. Eritrositlerde
ozellikle dGTP birikmektedir. dGTP ve ADP molekiillerinden olusan dADP,
riboniikleotid rediiktazin bilinen en gii¢lii inhitérii olan dATP molekiiliine
cevrilmektedir. UDP molekiiliiniin indirgenerek CDP olusturmasi, dGTP tarafindan
inhibe edilmektedir [63, 64].

Hipoiirisemi, iirat sentezinin azalmasina veya atiliminin artigina bagli olarak
goriilen nadir bir bozukluktur. Kalitsal ksantin oksidaz eksikliginde, siddetli
karaciger hastaliginda ve Fanconi sendromu gibi renal tiibiiler bozukluklarda
hipoiirisemi goriilebilmektedir. Allopiirinol ile asir1 tedavi ve {irikozirik ilag

kullanimi sonrasinda hipoiirisemi ortaya ¢ikmaktadir [63].

1.3 Enzim immobilizasyonu

Enzimler, canli sistemlerinde kimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesini
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Belirli bir diizen ile siralanmis binlerce atomdan
meydana gelmis bu molekiiller, canli hiicrelerde cereyan eden farkli kimyasal
reaksiyon topluluklarinin katalizlenmesini saglarlar. Biyolojik proseslerde, hastalik

ve sagliktaki rolleri genis bir sekilde incelenmektedir [66].

Enzimler olduk¢a 1liman kosullarda, yiiksek derecede substrat seciciligi ile
reaksiyonlar katalizleme 6zelligine sahiptir. Bdylece yan {irlin olusumunu azaltir.
Katalizlenen reaksiyonlar arasinda, mevcut organik kimya metodlariyla
ulagilamayan, biyolojik makromolekiiller arasinda son derece fazla, kompleks
kimyasal transformasyon reaksiyonlart vardir. Bu durum enzimleri biyoteknolojik
kullanimlar1 i¢in son derece Onemli kilmistir [66]. 20. yiizyilin baslarinda,
enzimlerin fermantasyon islemlerinden sorumlu oldugu bulunmus, yapilari ve
kimyasal bilesenleri dikkatle inceleme altina alinmistir. Bunun sonucunda
biyolojik katalizlerin genis kapsamli teknolojik kullanimi tekstil, ilag ve diger
kimya enddistrisi gibi farkli alanlara da onciiliik etmistir [67]. Ancak pek ¢ok
enzimin kararsiz olmasi, saflagtirilmasi i¢in oldukca yiiksek ticret gereksinimi ve
kullanildiktan sonra reaksiyon karisimindan aktif enzimin tekrar kullanimi i¢in

kurtarilmasi teknik olarak oldukca zordur [68].
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Enzimler ¢ozeltide tek basina, diger bilesenleriyle kiimeleserek veya bir
yiizeye bagli olmak gibi degisik durumlarda kimyasal reaksiyonlari
katalizleyebilirler. ~ Yiizeye baglanma veya immobilizasyon ozellikle teknik

kullanim i¢in {izerinde son derece yogunlasilan durumdur [69].

Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere
baglanmasinin veya hapsedilmesinin yaninda katalatik aktivitelerinin de
korunmasi, bu sayede de tekrarlanabilir ve siirekli uygulanabilir olmasini saglamak
olarak ifade edilebilir [70,71]. Immobilize edilmis enzimler genel olarak
endistriyel uygulamalarda katalatik 6zelliklerinin yaninda, ekonomik olarak da son

derece gelistirilmis olmasinin 6nemi bir hayli fazladir (Cizelge 1.1) [72].

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanimi1 1969 yilinda Japonya’nin
Tanebe Seiyaku Limited sirketinde Chibata ve arkadagslari tarafindan, sentetik
rasemik D-L amino asitlerin ¢6ziinmesi igin Aspergillus oryzae aminoasilaz’in
immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir [73].  Immobilize enzimlerin diger
onemli uygulamalarima sekerler, amino asitler ve ilaglarin endiistriyel {irtinleri
ornek olarak verilebilir (Cizelge 1.2). Bunun yaninda bazi endiistriyel proseslerde,
istenilen enzimi igeren biitiin mikrobiyal hiicreler immobilize edilir ve katalizor

olarak kullanilabilir [74].

Endiistriyel olarak uygulamalarindan baska, biyosensorler, biyoafinite
kromatografisi ve tipta kullanilan ilaglardaki pek¢ok biyoteknolojik {irlinlere enzim

immobilizasyonunun temel teskil ettigi goriilmektedir [75].

Ozellikle son 20 veya 30 yila baktigimizda, immobilizasyon teknikleri hizla
gelismistir ve immobilizasyon teknikleriyle ilgili tasarimlar ©Onemli oranda
artmistir.  Ancak halen mevcut islemlerde ilerleme gerekmektedir. Immobilize
enzimlerin diger pratik islemlere uygulanabilirligini artirmak igin yeni
metodolojilerin gelistirilmesi ve mevcut tekniklerin daha iyi anlasilmasi ve

gelistirilmesi gerekmektedir.
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Cizelge 1.1: immobilize enzimlerin teknik &zellikleri [72]

Avantajlar: Dezavantajlan

Katalizin tekrar kullanimi Aktivitede kayip veya azalma
Kolay reaktor kullanimi1 Difiizyonel sinirlama

Kolay iiriin ayrilmasi flave maliyet

Genis oranda reaktor se¢imi

Cizelge 1.2: Immobilize enzim kullanilarak elde edilen énemli iiriinler [74]

Enzim Uriin

Glukoz izomeraz Yiiksek miktarda fruktoz surup
Aminoasit amidaz Aminoasit tiriini

Penisilin amidaz Yar1 sentetik penisilin

Nitril hidrataz Akrilamid

-Galaktozidaz Laktoz hidrolizinde

1.3.1. Enzim Immobilizasyonunun Tarihi

Immobilize biyokatalizorlerin gelisimini ii¢ adimda gdstermek miimkiindiir
(Cizelge 1.3). 1k adimda, 19. Yiizyihn baslangicinda, immobilize edilmis
mikroorganizmalar pek c¢ok deneysel c¢alismalarda kullanilmislardir. Bu
calismalardan bazilari, sirkenin mikrobiyal {iriinii (bakteri olusmus agac talasinin
tizerine alkol igeren solusyonlarin damitilmasi vasitasiyla) ve atik su aritma filtreleri

veya stizme iglemleridir [76].

Modern enzim immobilizasyonuna bakmak i¢in 1940’larin sonlarina gitmek
gerekir. Ancak o donemde yapilan pek ¢ok arastirma farkli sistem ve diizenlerde
yayinlanan ¢aligmalar oldugu i¢in pek ¢ogu biyokimyacilar tarafinda énemsenmez.
Giincel teknolojilerin temelleri 1960’larda gelistirilmeye baglanmis ve bu tarihten
itibaren bu konuyla alakali pek¢ok makale yaymnlanmistir. Ikinci adimda, sadece
immobilize edilmis tek enzimler kullanilmig ancak 1970’lerde ¢ok daha canli
hiicreler ve kofaktor rejenerasyonu ile iki enzim reaksiyonlar: igeren son derece
kompleks sistemler gelistirilmistir.  Son adima Ornek olarak keto asitlerden

stereoselektif aminasyon reaksiyonu ile L-aminoasit dehidrogenaz enzimi
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kullanilarak L-aminoasit tirinlerinden bahsedebiliriz. Bu yontem nikotinamid
adenin diniikleotid (NADH) ve koenzimlerin rejenerasyonunun formik asidin,
karbon diokside enzimatik oksidasyonuna, NAD® dan NADH’a indirgeme
reaksiyonu eslik eden aminasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyonda ikinci enzim,

format dehidrogenazdir [77].

1.3.2 Tasiyic1 Se¢imi

Matriksin niteligi, immobilize enzim sistemlerinin tasarlanmasinda son
derece onemlidir. Ideal bir tasiyicida genel olarak; basinca kars1 fiziksel direnc,
biyolojik uygunluk, mikrobiyal ataklara karsi direng, hidrofilik olmasi, enzimin
seciciligini arttirma, {riin inhibisyonunu diisiirme gibi Ozelliklere sahip

olabilmelidir [78].

Tastyicilar kimyasal bilesimlerine gore organik veya anorganik olarak
simiflandirilabilirler. Organik tasiyicilar organik ve sentetik olarak alt gruplara

ayrilirlar.

Matriksin fiziksel Ozellikleri (ortalama tanecik capi, sisme davranisi,
mekanik direng¢ ve Dbasing altindaki davranisi)) immobilize enzimlerin
performansinda son derece 6nemlidir. Bunun yaninda immobilizasyon isleminin
belirlenmesi i¢in kullanilacak reaktor tiirliniin belirlenmesinde (karistirma, sabit

veya akiskan tank) fiziksel 6zelliklerin olduk¢a 6nemi vardir [79].

Ozellikle toplam yiizey alanim belirlemede gézenek parametreleri ve tanecik
boyutu 6nemlidir. Go6zeneksiz tasiyicilarda oldukga az difilizyonel sinirlandirilmalar
gozlenir. Ancak baglanma kapasiteleri diisliktiir. Bu ylizden genellikle gozenekli
tastyicilar tercih edilir. Ciinkii yiiksek yilizey alan1 ¢ok daha fazla enzimin
baglanmasini saglar ve immobilize enzimi ¢evresel sartlardan oldukga fazla korur.
Gozenekli tasiyicilar i¢in, akis 6zellikleri ve kapasiteyi optimize etmek i¢in gézenek
dagilimin1 kontrol altinda tutmak olduk¢a &nemlidir [80].  Inorganik tasiyicilarin
pek ¢ok avantajlarina ragmen (6rnegin; fiziksel, kimyasal veya mikrobiyal

indirgemelere kars1 yiiksek stabilite), pek cok endiistriyel uygulamalarda organik
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matriksler kullanilir. Bir immobilize enzimin aktivite seviyesinin belirlenmesinde

hidrofilik karakterin son derece dnemli bir parametre oldugu unutulmamalidir.

Cizelge 1.3: Tasiyicilarin siiflandirilmasi [79]

Organik
Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Polisakkaritler, seliiloz, dekstranlar, Polistiren
agar, agaroz, kitin, alginat, proteinler,
kollogen, albumin, karbon
Inorganik

Dogal mineraller: Bentonit, silika Cam (gdzeneksiz ve kontrol edilmis gdzenekli),
metaller, kontrol edilmis gozeneklere sahip metal oksitler.

Yaygin olarak kullanilan en 6énemli tastyicilardan birisi agarozdur. Yiiksek
gozenekli yapisina ilaveten, proteinler i¢in yiiksek kapasite saglar. Matriks olarak
agarozu kullanmanin bazi diger avantajlari; hidrofilik karakterde olmasi, tiirevlerine
doniistiirmenin kolay olmasi, yiiklii gruplarin olmamasi (substrat ve iirlinlerin
spesifik olmayan adsorpsiyonunu engellemek icin) ve ticari gecerliligidir. Ancak
diger gozenekli yapilarda ve agarozun kullaniminda yiiksek maliyet Onemli
derecede sinirlanmaya neden olur. Bu problem, matriks rejenerasyonu ve tekrar

kullanimina izin veren doniisimlii metodlarin gelistirilmesiyle ancak ¢oziilebilir

[81].

Enzimlerin tagiyicilara baglanmasi, doniisiimlii fiziksel adsorpsiyon ve
iyonik bagdan stabil kovalent baga uzanan etkilesimlerle olur. Immobilize
enzimlerin siniflandirilmasinda ¢esitli yaklasimlar vardir ve bunlardan birisi de
onlar1 iki ana katagoriye ayirmaktir.  Bunlar donilisimli ve doniisiimsiiz
metodlardir. Enzim ile tastyici arasindaki bagin giicii genellikle geri doniistimli
olmasi ile ters orantilidir. Bu iki zit amaci (kararlilik ve doniisiimlii olmasi) ayni
anda yerine getirmek oldukga giictiir. Bu metodlar tasarlarken geleneksel yaklasim
geri doniisiimiin  bagin giiclinlin fazla olmasi yaninda ihmal edilebilecegi
egilimindedir yani bagin giiciiniin olabildigince fazla olmast tercih edilir.

Doniisiimlii ve doniimsiiz reaksiyonlar Sekil 1.7 ve 1.8’da gosterilmistir [82].
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Sekil 1.8: Geri Déniisiimlii Enzim Immobilizasyon Yaklasimlari [55]

1.3.3 Immobilizasyon Metodlar1

1.3.3.1 Déniisiimsiiz Enzim Immobilizasyon Metodlar

Dontigiimstiz immobilizasyon  kavrami  biyokatalizorlerin  tasiyiciya
baglanmasindan sonra enzimin ya da tastyicimin biyolojik aktivitelerinin
bozulmadan ayrilamayacagi esasina dayanir. Doniisiimsiiz enzim immobilizasyonu
icin yaygin olarak kullanilan prosediirler: kovalent baglanma, tutuklama veya

mikrokapsiilleme ve ¢apraz baglama olarak ifade edilebilir [83].
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1.3.3.2 Kovalent Bagh Enzim Immobilizasyonu

Kovalent bagli metodlarla proteinlerin immobilizasyonu, immobilizasyon
metodlar1 igerisinde en fazla kullanilan metodlardan birisidir [84]. Bu metodu
kullanmanin avantajlarindan birisi, enzim ve matriks arasindaki bagin son derece
dengeli ve saglam olmasidir. Bundan dolay1 enzimin ¢ozeltiye geri kagist 6nlenmis
olmaktadir [85]. Ancak baglanma aktivite yiizdesini artirmak i¢in kullanilan temel
amino asit rezidiilerinin tasiyiciya kovalent baglanmasi engellenmelidir. Bu durum

bazi durumlarda uygulamanin ne kadar zor sartlar gerektirdigini gosterir [86].

Kovalent baglarin formasyonu genellikle enzimde gosterilen aminoasitlerin
yan zincirlerinde goriiliir. Ancak onlarin asil bag gii¢lerinin aktiviteleri asagida

verilen yiiklerin siralamasiyla 6nemli derecede iligkilidir:

-S>-SH>-0 >-NH;>-COO" >—-0OH>>—-NH3

Bunun yaninda siilfit, siilfidril, oksit, amino, karboksil, hidroksil, amonyum,
imino, amid, metiltiyol, guanidil ve fenol halkasi gibi pek cok fonksiyonel grup

iceren parcalar kimyasal baglarda etkin olarak gorev alir [87].

Bir enzimin kovalent baglanmasi, polimerin reaktif gruplar i¢eren ajanlarla
(etilenin kopolimerizasyonu, maleik asidin anhidridi) veya polimer ve enzimin
arasinda koprii vazifesi gorecek iki fonksiyonlu ajanlarin etkilesmesiyle olusur
[88]. Bunun yaninda ii¢ boyutlu yap1 diisiik molekiil agirlikli iki fonksiyonlu
ajanlarla ¢apraz bagl yapilar olusturabilir. Bu durumda enzim inaktif olabilir.
Ciinkii reaksiyonlar enzimin aktif bolgesinde yerlesmis olan fonsiyonel gruplarla
bag olusturabilir. Bodylece elde edilen net sonu¢ enzimin aktivitesinin kaybi

seklindedir [89].
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Sekil 1.9: Kovalent immobilizasyon ve ¢apraz baglama gosterimi [87]

1.3.3.2.1 Kovalent Baglamanin Avantajlari

Enzim immobilizasyonunda kovalent baglanmanin bazi 6nemli avantajlari

asagida siralanmistir:

1. Enzimlerin tasiyici matrikse adsorpsiyonu olduk¢a uygundur. Bundan
dolay1 yaygin sekilde kullanilmasi [90],
2. Genis spektrumlarda baglanma reaksiyonlari, pek ¢ok fonksiyonel grup
iceren tasiyiclarla saglam bir bagm olusumu ve baglanmadan sonra enzim

aktivitesinin devam etmesi [91],

3. Kovalent bagh tutunma pH, iyonik siddet ve substrat ile geriye doniis

reaksiyonunun olmamasidir [92].

1.3.3.2.2 Kovalent Baglamada Aktivite Kaybi

Kovalent bagl bir sekilde immobilizasyon gerceklestiginde enzimde belli
dereceye kadar aktivite kayb1 gozlenebilir. Bu da enzimdeki spesifik aktif bolgenin

tasiyiciyla etkilesmesi sonucunda olur [93].
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Sekil 1.10: Kovalent Bagin Enzim Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri [88]

Bir diger onerilen diisiince tarzinda ise enzim immobilizasyonundaki
yonlendirme etkisiyle olusan durumda aktif bolgenin durumu olduk¢a Gnemlidir.
Bu durum enzimde aktiviteyi azaltabilecegi gibi aktivitenin tamamen
kaybolmasinada neden olabilir [94]. Ancak o6zellikle yonlendirme etkisiyle aktivite

kaybini en aza indirebilmek icin asagidaki metodlar yapilabilir:

a) Enzim immobilizasyonu sadece doygun substrat konsantrasyonunda

b) Yarigmali inhibitor kullanilarak gerceklestirilebilir [95].

1.3.3.3 Tutuklama immoblizasyonu

Tutuklama metodu; enzimin bir polimerik ag igerisine yerlestirilmesi

bununda enzim ve {riinii gecirebilmesi ancak enzimi tutmasi prensibine dayanir
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[96]. Bu metod yukarida bahsettigimiz kovalent baglanma metodundan farkl
olarak matrikse ve membrana baglanmasini engeller. Enzimlerin tutunmasiyla
alakali farkli yaklasimlara ornek olarak jel veya life tutuklama ve mikro

kapsiilasyon 6rnek olarak verilebilir [97].

Sekil 1.11: Tutuklama Immobilizasyonunun Gosterimi [98]

1.3.3.4 Doniisiimlii Enzim Immobilizasyon Metodlar

Doéniistimlii immobilize enzimler, enzim-tagiyict baginin tiiriinden dolay1
tliman kosullar altinda tasityicidan ayrilabilir.  Enzim immobilizasyonu ig¢in
donlistimlii  metodlarin ~ kullanimi  ekonomik nedenlerden dolay1r oldukc¢a
kullanighdir. Ciinkii enzimin aktivitesi diistii§iinde tasiyict rejenere edilip taze,
kullanilmamis enzim ile tekrar baglanabilir. Aslinda, tasiyict masrafi biitiin
immobilize edilmis katalizorlerin masraflarinda genellikle sik sik dikkat edilen
temel faktordiir. ~ Enzimlerin tersinir reaksiyonu biyoanalitik sistemlerdeki

uygulamalarda 6zellikle degisken enzimler i¢in son derece dnemlidir [99].
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1.3.3.5 Adsorpsiyon

olarak fiziksel adsopsiyon veya iyonik baglanma temeline dayanan bir metotdur
Oysa ki

1.3.3.5.1 Nonspesifik Adsorpsiyon
Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonunda hidrojen baglanma, Van der walls
sartlarini

En basit immobilizasyon yontemi olan nonspesifik adsorpsiyon genel

[100].

olmayan immobilizasyonda, bagin giiclinlin kuvveti, reaksiyon

degistirerek (pH, iyonik siddet, sicaklik, solvent polaritesi) degistirebilir [102].
Bu tiir metodlar bu nedenlerden

etkilesmeleri ve hidrofobik etkilesmeler matrikse baglanmada etkilidir.
Adsorpsiyon ile immobilizasyon 1iliman kosullarda, uygulanmasi kolay ve

enzimlerin iyonik baglanmasinda tuz kopriileriyle baglant1 goriiliir [101]. Kovalent

genellikle enzimin katalitik aktivitesi korunur.
dolay1 ekonomik olarak ilgi ¢ekici ancak etkilesimler nispeten zayif oldugundan,

matriksden enzim kacist olabilmesi problem teskil etmektedir [103].
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Sekil 1.12: Nonspesifik Adsorpsiyon Immobilizasyon Y&nteminin Gosterimi [104].

1.3.3.5.2 Iyonik Baglanma
Enzimlerin doniisiimlii immobilizasyonuna, kromatografide kullanilan

protein-ligand etkilesmesi prensibine dayanan yaklasim Ornek olarak verilebilir
25
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uygulamalarindan birine 6rnek olarak iyon degistiricilerin kullanimi1 6rnek olarak
verilebilir. Metod basit ve dontisiimliidiir fakat genel olarak enzimlerin baglarmnin
giiclii olmas1 ve tam olarak aktif olduklar1 kosullar1 bulmak olduk¢a zordur [106].
Ozellikle son zamanlarda immobilize polimerik iyonik ligandlarm kullanima,
protein-matriks etkilesimlerin modulasyonuyla yapilan pekgok ¢alisma vardir ve
bdylece tlirevlerinin 6zelliklerini daha verimli hale getirebilecegi goriilmistiir [107].
Enzimlerin genis ¢esitlilikte polietilenimin kullanimi oldukca fazla sayida patent

olarak kayit edilmistir.

Ancak, iriin ve substrat asir1 yiikli oldugunda, asir1 yiiklii bilesenlerin
kullanim1 problemleri ortaya cikabilir. Bu nedenle, enzimin 6zellikleri, optimum
pH ve pH stabilitesi degisebilir. Bu durum uygulamaya bagli olarak problem gibi
goriinmesine ragmen enzimin daha alkali veya asidik durumlarina karsi optimal

durumlarin1 degistirmede yardimci olur.

1.3.3.5.3 Hidrofobik Adsorpsiyon

Bir diger yaklasim da hidrofobik etkilesimlerin kullanimidir. Hidrofobik
adsorpsiyon 30 yildan fazla siiredir kromatografik prensiplerle kullanimi
gerceklesmistir.  Onemli deneysel parametreler olan pH, tuz konsantrasyonu ve
sicaklikla oldukca iligkilidir.  Etkilesimlerin glicii, protein ve absorbentin
hidrofobisitesine dayanir [108]. Absorbentin hidrofobisitesi, hidrofobik ligand
molekiiliiniin boyutuyla ve tagiyicinin yer degistirme derecesiyle diizenlenebilir. B-
amilaz ve amiloglukozidaz’in hidrofobik adsorpsiyon immobilizasyonuna &rnek
olarak verilebilir. Bunun yaninda hidrofobik adsorbentlere doniistimli baglanmanin

pek ¢ok 6rnekleri rapor edilmistir [109].

1.3.3.5.4 Afinite Baglanma

Komplementer biyomolekiiller arasinda afinitenin prensibi enzim
immobilizasyonuyla ifade edilmektedir. Etkilesimlerin 6nemli oranda segiciligi
metodun 6nemli ozelligindendir. Ancak, metod pahali afinite ligandinin matrikse

kovalent baglanmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir [110].
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1.3.4 immobilizasyon Metodunun Secimi

Immobilizasyon metodunun basarili olmasmin derecesi enzim ile
reaksiyonun vyiiriitiilecegi kosullarin kararlihg énemlidir [111]. Immobilize enzim,
bazi kimyasal tepkimelerde siirekli katalizor olarak kulanilacagindan
immobilizasyon metodunun secilmeden Once tepkimenin yliriiyecegi ortam goz
Oniine alinmalidir. Bunun yaninda enzim aktivite kaybinin en az olacagi immobilize

yontemininde se¢ilmesi son derece 6nemlidir [87].

Farkli immobilizasyon metodlarinin enzim aktivite etkisini aminosiklaz

enzimi lizerinde yapilan ¢alismanin sonucu Cizelge 1.4 de gosterilmistir [66].

Cizelge 1.4: Immobilize yontemlerine gore aktivitenin degisimi [68]

Enzim Enzim
Enzim Tastyici Immobilizasyon Aktivitesinin
Metodu Devam
AE-Seliiloz Capraz Baglanma 0.6
CN-Brile Gluteraldehid ile 1.0
aktiflestirilmis Kovalent
Aminosiklaz Sefadeks Baglanma
DEAE-Seliiloz Iyonik Baglanma 55
Nylon Enkapsiilasyon 36
Poliakrilamit Tutunma 53
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1.3.5 Enzim Reaktoriiniin Secimi

Enzim reaktoriiniin se¢ciminde enzimin sahip oldugu en yiiksek aktivitede
caligmasimnin yaninda bunun i¢in uygun destek materyalinin se¢imi oldukca
onemlidir [112]. Doniisiimlii immobilizasyon proseslerinde reaktdrde istenmeyen

bir denge olusursa en dnemli problemlerden birisi bu dengenin bozulmasidir [113].

Pek cok reaktor tipleri diistiniilmiistiir. Akis yonl yukar1 olan paket tipi
reaktor, substratin yukariya ilerledigi asili parcaciklarin oldugu sivi reaktor, basit
karigan reaktor, tiip reaktor, membran reaktér v.s. (Sekil 1.13). Bunlarin pek
cogunda substratin sahip oldugu fiziksel Ozellikler 6nemli parametrelerdir. Bu
sebepden dolay1 ideal olarak reaktdr icinde paketlenebilen bazi destek materyalleri
basincinda etkisiyle yari asili sivi yatak iginde enzimle kaplandiklari zaman
kiimelesme olustururlar. Bu da yiizeyde meydana gelen azalmadan dolay1r enzim

aktivitesinin diismesine neden olur [114-117].
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Sekil 1.13: Immobilize Enzimler I¢in Reaktorler
[(a-c) toplam geri karistirma ile paket reaktorleri,
(a) karistiric1 tank reaktor,
(b) sabit akigskan yatak reaktor,
(c) sivilastirilmig yatak reaktor,
(d-f) tam geri karistirma islemi ile siirekli ¢alisan reaktorler,

(g-h) akis yonii yukari olan paket tipi reaktor] [114-117].
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1.3.6 immobilize Enziminlerin Ozellikleri

Enzim immobilizasyonunun sonucu olarak enzim molekiiliiniin termal
stabilitesi ve katalitik aktivitesi gibi bazi 6zellikleri, ¢oziinebilir esleniklerine gore
degisiklik gosterebilir [118].  Ozelliklerinin modifikasyonlarindaki degisimin
nedeni, immobilize enzimin esas aktivitesindeki degisimle veya immobilize
enzimle substrat arasindaki etkilesimin farkli olmasindan kaynaklanir.
Immobilizasyonlarin katalitik 6zelliklerindeki gozlenen degisim proteinlerin iic
boyutlu yapilarindaki komformasyonlarindaki degisimle, enzim ve substrat

arasindaki baglanmayla ilgili oldugu diistintilmektedir [119].

Genel olarak enzimler immobilize edildiginde, enzimin c¢alisma stabilitesi
arttirtlir.  Stabilizasyon kavrami, immobilizasyon enzimleri i¢in son derece dnemli
etkileyici bir giigtir. Pek ¢ok durumda gozlenilen operasyonel stabilizasyon,
enzimin baglanma sonucuyla ilgilidir. ~ Ancak, molekiiler seviyedeki dogru
stabilizasyonun gosterilmesi, proteinlerin immobilizasyonunun ¢ok noktaya
kovalent baglanmasi ile olabilmektedir [120]. Farkli metodlarin kullanim ile ilgili
pek cok bilimadami tarafindan gosterilen ¢alismalarda stabilizasyon ve matrikse
enzimin kovalent baglarla baglanma sayilar1 ile 6nemli bir baglanti oldugu
bulunmustur. Immobilize enzimlerin kullanimu ile ilgili temel problemlerden birisi,
ozellikle enzimlerin makromolekiiler substratlariyla gosterdigi katalitik aktivitenin

kaybidir [121].

Enzimin aktif bolgesine substratlarin ulagiminin sinirlanmasindan dolayi,
substratin sadece yilizeydeki gruplara ulagmasinin sonucu olarak aktivite diisebilir.
Bu sterik sinirlama zamanla makromolekiiler substratlardan tiireyen {irlinlerin
karakteristik ozelliklerini degistirebilir. Bu sterik problemlerden uzaklasmak i¢in
pek cok strateji gelistirilmistir.  Bunlardan bazilari; izole makromolekiiler
zincirlerin aglarindan olusmus tasiyicilarin se¢imi, immobilize olacak enzim
rezidiilerinin dikkatli se¢imi ve hidrofilik inert uzanti kollarinin kullanilmasidir

[122].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 MATERYAL

2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alisma i¢in kullanilan; Sepharose 4-B, Siilfonamit, L-trozin, p-nitrofenil
asetat,diyaliz torbalari, Akrilamit, N,N,N’ N’-tetrametil etilendiamin (TEMED),
N,N’- metilen bisakrilamit, a- merkaptoetanol, SDS, Glisin, Coomassie Brillant
Blue G-250, Coomassie Brillant Blue R-250, Fenol red ve Brom-timol mavisi,
Ksantin, Etilendiamintetra asetik asit (EDTA), tris(hidroksimetil)aminometan HCI
(Tris-HCI), Allopurinol, Benzamidin, Ditioeritrol Sigma Chemical Comp.’den;
Sodyum hidroksit, Trihidroksi metil aminometan (Tris), Sodyum sitrat dihidat,
Sitrik asit, Soydun kloriir, Sodyum siilfat, Sodyum perklorat, Sodyum asetat,
Hidroklorik asit, Asetik asit, Siilfiirik asit, Fosforik asit, Sodyum azotiir, Sodyum
nitrat, Sodyum tiyosiyanat ve Sodyum siyaniir Merck A.G’den; Metanol, Etanol,
Amonyum persiilfat ve Dekstroz Riel de Haen A.G’den temin edildi.
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cizelge 2.1: Calismada Kullanilan Laboratuvar Geregleri

Kullanilan Gereg Modeli

Buz Makinesi Fiocchetti  Frigoriferi  Scientifici,
Italya

Buzdolab1 Profilo, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator She-Lab, USA

Elektroforez

Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1

Sartorious, Almanya

Etiv

WTB, German, Niive, Tiirkiye

Isitmali Manyetik Karistirict

Velp Scientifica, Ispanya

Kromatografi Kolonu

Sigma (1,5 cm ¢ap ve 10cm uzunluk)

pH Metre

WTW, Almanya

Dijital Goriintiileme Sistemi

UVP, Ingiltere

Saf su cihaz1

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

MikroSantrifiij Sigma Laborzentrifugen, Germany
Santrifiij Hettich Zentrifugen, Germany
SDS PAGE Aparatlar Atto, Japonya

Calkalayici GFL, Almanya

Elektroforez i¢in Gii¢ Kaynagi

Consort, ingiltere

Sicak su banyosu

Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii Calkalamal1 etiiv

GFL , Almanya

UV visible Spektrofotometreler

Heios a (Unicam), Metro Lab,

Vorteks

Elektromag,Tiirkiye
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2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.3.1 Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCOs3;, pH 10.0 tamponu: 8.401 g NaHCOs tartildi ve 950 mL
destile suda ¢oziilerek, 1 M NaOH ile pH’s1 10.0’a getirildi ve son hacim destile su

ile 1 L’ye tamamlandi.

0.2 M NaHCO3;, pH 8.8 tamponu: 8.401 g NaHCOs tartildi ve 450 mL
destile suda ¢oziilerek, 1 M NaOH ile pH’s1 8.8’e getirildi ve son hacim destile su

ile 500 mL’ye tamamlandi.

0.05 M Tris-SO,4, pH 7.5 tamponu: 6.055 g Tris-base tartildi ve 950 mL
destile suda ¢oziilerek, 1 M NaSQOy ile pH’s1 7.5”e getirildi ve son hacim destile su

ile 1 L’ye tamamlanda.

2.1.3.2.Afinite Kromatografisinin Uygulanmasinda Kullanilan

Tamponlar

Dengeleme Tamponu (0.1 M NaCl, 0.1 M Glisin, pH 9): 2.9220 g NaCl
ve 3.7535 g glisin tartildi ve 450 mL suda ¢oziildi. 4 M NaOH ile pH’s1 9’a

ayarlanarak toplam hacim 500 mL’ye tamamlanda.

Jel Yikama Tamponu ( 0.1 M Glisin, pH 9): 1.8768 g glisin tartild1 ve 220
mL suda ¢oziildii. 4 M NaOH ile pH’s1 9’a ayarlanarak toplam hacim 250 mL’ ye

tamamlandi.

Eliisyon Tamponu (0.1 M NaCl, 0.1 M Glisin, 0,02 M Benzamidin
dihidrokloriir): 1.4610 g NaCl, 1.8768 g glisin ve 0.9788 g benzamidin
dihidroklortir tartild1 ve 220 mL suda ¢oziildii. 4 M NaOH ile pH’s1 9’a ayarlanarak

toplam hacim 250 mL’ ye tamamlandi.
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2.1.3.3 Ksantin Oksidaz Enzim Aktivitesi i¢cin Kullanilan Tamponlar

Aktivite Tamponu (0.15 M pH 7.6 Tris-HCI) : 1.8126 g Tris-HCI tartildi

ve 80 mL suda ¢oziildi. pH’s1 7.6’ya ayarlanir ve toplam hacim 100 mL’ ye

tamamlandi.

Substrat Cozeltisi :

0.01521 g ksantin tartildi ve 80 mL destile su ile

¢Oziiliir 500 uLL 4 M NaOH eklenir ve 100 mL’ ye tamamlanir.

2.1.3.4 SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.2: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu

Kimyasal Madde Miktar
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
-merkaptoetanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 001g

Destile su 0.5mL

Cizelge 2.3: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiirlitme tamponu

Kimyasal Madde Miktar
Tris-HCI 309
Glisin 1449
SDS 109

Destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir
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Cizelge 2.4: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin

hazirlanis

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

% 10

% 3

Akrilamid/Bis (% 30)
Akrilamid  15g
Bisakrilamid 0.4 g

Son hacim destile su ile 50 mL’ye

tamamlanir.

16.65 mL

2.6 mL

Destile su

20.1 mL

12.2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

Tris-HCI 11.82 ¢
pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave edilerek son

hacim destile su ile 50 mL’ye tamamlanir.

125 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI 3.94¢
pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave edilerek son

hacim destile su ile 50 mL’ye tamamlanir.

5mL

% 10’luk SDS
SDS 19
Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

0.5mL

200 pL

TEMED

25 L

20 pL

% 10’luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 19
Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

750 pL

400 pL
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Cizelge 2.5: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie Brillant blue R-250 0.66 g

Metanol 120 mL
Glasiyal asetik asit 24 mL
Destile su 120 mL

Cizelge 2.6: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi:
% 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile su

Kimyasal Madde Miktar
Metanol 50 mL
Glasiyal asetik asit 75 mL
Destile su 875 mL
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2.2 YONTEMLER

2.2.1 Ksantin Oksidorediiktaz Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Taze, islem gormemis siit buzdolabinda +4 °C’de bir gece bekletildi.
Hacimce %3 oraninda toluen ve hacimce %2 olacak sekilde 0.1 M EDTA’dan
eklendi ve blender ile 30 dakika boyunca muamele edildi. Bu siirenin sonunda
sicaklik yiikseldi ve sicaklik +4 °C’ye gelinceye kadar buzdolabinda bekletildi.
Tekrar 30 dakika boyunca blender ile muamele edildi ve sicaklik +4 °C’ye
gelinceye kadar buzdolabinda bekletildi [123]. Blender ile islem gormiis siite
%38’1lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve arkasindan +4 °C’de, 15000 rpm’de
45 dakika boyunca santrifiij yapilarak, siispansiyonda iiste biriken yagimsi kisim
atildi. Daha sonra %50 amonyum siilfat eklendi ve +4 °C’de 45 dakika boyunca
15000 rpm’de santrifiij yapildi. Usteki siipernanant atild1 ve altta kalan ¢okelek 0.1
M pH 7.6 Tris-HCI’ den her tiipe 1 mL olacak sekilde eklendi ve ¢okelegin

¢oziilmesi saglandi.

2.2.2 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Aktivite Tayini

XOR’1n aktivitesi Massey Metoduna gore 37 °C’de ksantinin lrik asite
dontigtimii esnasinda 295 nm’de absorbans artiginin spektrofotometrik olarak
Olctimii ile tayin edildi (€ 292=9.5 mM™ Cmfl) [131]. Reaksiyon karigimi pH 7.6, 50
mM Tris-HCI tamponu ve 0.1 mM ksantin ve enzim igermektedir. 1 iinite XO’1n, 1

umol ksantini 1 dakikada tirik asite doniistiiren enzim miktaridir [131].

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Saflagtirma basamaklarinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein miktarlari,
Bradford yontemi kullanilarak tayin edildi. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi,

olusan kompleksin 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermesi esasina
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dayanir. Bu yontemin diger protein tayini yontemlerinden iistiin tarafi, ¢cok kisa
stirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin

coOzeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

ImL’sinde 1mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢ozeltisinden
tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindi. Tiiplerin hacimleri 100
mM  Tris-HCI tamponu (pH 8) kullanilarak 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL
Coomassie brillant blue G250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile
karistirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri okutuldu. Kor olarak 0.1 mL’lik 100 mM Tris-HCI (pH 8) tamponu olan
1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri

ile standart grafik hazirlandi.

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden 0.1 er ml 2 ayr tlipe alinarak iizerlerine
5’er ml Coomassie reaktifi ilave edildi. Vortekste karistirildiktan 10 dakika sonra
595 nm’de absorbanslar1 dlgiildii. Iki &l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktari standart grafik yardimiyla hesaplandi [125].

2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

amonyum siilfat konsantrasyonu agagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVx €, - S,
3.54 -8,

9 NH4;SO4 =

V: Blender ile islem gérmiis siit hacmi,
Si: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu,

S2: I’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu
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2.2.4.2 Afinite kromatografisi ile enzimin saflagtirilmasi

Afinite jeli, Sepharose 4B kat1 destek materyali iizerinde hazirlanmistir.
Sepharose 4B’nin serbest —OH gruplar1 literatiirde daha ¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu ¢alismada da ayn1 yontem kullanilarak Sepharose 4B afinite
jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, L-tirozin kovalent olarak baglandi.
Daha sonra 4-amino benzamidin dihidrokloriir diazolanarak L-tirozine
kenetlendirildi [106]. Burada afinite jelinin uzant1 kolunu L-tirozin, enzimi spesifik
olarak baglayan kismmi da 4-amino benzamidin dihidro kloriir olusturur.

Benzamidin XOR enziminin spesifik bir inhibitortidiir.

2.2.4.2.1 Sepharose-4B’nin aktiflestirilmesi

20 mL Sepharose 4B jeli destile su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimdeki destile su ile birlestirilek bir siispansiyon elde edildi. Karistirilmakta
olan siispansiyona 4 g toz haline getirilmis CNBr katildi. pH-metre kullanilarak
stispansiyonun pH’1 4 M NaOH ile hemen 11 degerine ¢ikarilarak reaksiyon bu pH
degerinde sabit tutuldu. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam edildi (10-15
dakika). Cok miktarda buz siispansiyona katildi ve karigim bir Buchner hunisine
nakledildi. Daha sonra 250 mL soguk 0.1 M NaHCOj3; tampon ¢ozeltisi (pH 10) ile
yikand1 ve bir behere aktarildi [126].

2.2.4.2.2 L-Tirozinin baglanmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis matriks lizerine 20 mL’sinde 8 mg L-tirozin i¢eren
0.1 M NaHCO3; tamponunun (pH 10) soguk ¢ozeltisi behere ilave edilerek yavasga
karistirilan siispansiyon 90 dakika boyunca karistirildi. Bundan sonra siispansiyon,
4°C’de 16 saat stiresince bekletildi. Bu siirecin sonunda jel, yitkama suyu 280 nm
dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi. Bdylece
reaksiyona girmeyen tirozin tamamen ortamdan uzaklastirilmis oldu. Yikama 100
mL 0.2 M NaHCO; tamponu (pH 8.8) ile tekrarlandi. Tirozin takili jel aymi
tamponun 40 mL’si i¢ine alind1 [126].
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2.2.4.2.3 4-aminobenzamidinin Kenetlenmesi

20 mg 4-aminobenzamidin dihidrokloriir, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI
igerisinde ¢oziildii. 75 mg NaNO; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, benzamidin
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis olarak
bulunan benzamidin 40 mL Sepharose 4B-L-Tirozin siispansiyonuna ilave edildi.
pH 9.5 degerine ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha
sonra 1 L destile su ve 200 mL 0.05 M Tris-SO4 (pH 7.5) tamponu ile yikand1 ve
ayn1 tampon igerisinde sakland1 (Sekil 2.1).

OH 0—C=N
" CNEr V7 0\
~ pH11 - C=NH

OH

H
HN—C—C OH
(et " Loon

/D—C—N—(IZ—C OH
) COoOH

CMN:H;

Sekil 2.1: Afinite jeli sentezinin sematik gosterimi

40



2.2.4.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzimin safligi SDS-PAGE ile
kontrol edildi. Bu amagla iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat
jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli tarafindan belirtilen yontem uygulandi
[127].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek
iki cam plaka birbiri iizerine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama
cihazina yerlestirildi. Cizelge 2.4’te belirtildigi gibi hazirlanan ayirma jeli plakalar
arasina Ustten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol
ile ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklagik 15
dakika) iist ylizeydeki n-biitanol uzaklastirildi. Daha sonra cam plakalarin arasi
tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin {izerine yigma jeli ilave
edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin lizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi beklendi (yaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra
tarak, kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar
once saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme

tamponu konuldu.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan toplam hacim
100 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi.  Jele
yiikklenecek numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler
sogutularak enjektdrle kuyucuklara yiiklendi.  Elektroforez gili¢ kaynagima
baglanarak 80 volta ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant yiikleme jelinden ayirma jeline
vardiginda voltaj 200 volta ¢ikartildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi
bant jelin altina 0.5 cm kalana kadar yiiriitiildiikten sonra akim kesilerek yliriitme

durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jel ayrildiktan
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sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1—
1.5 saat kadar calkalayici iizerinde birakildi. Daha sonra jel renklendirme
¢Ozeltisinden c¢ikarilarak renk agma c¢oOzeltisine konuldu. Belirli araliklarla
degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar
bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel, renk a¢ma c¢ozeltisinden c¢ikarildiktan sonra

fotografi cekildi.

2.2.5 Enzimin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Km Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda XOR,
ksantin substratinin alti farkli substrat konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesi
Olciimii yapildi. Her ol¢iim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi

alindi.

Buna dayali olarak, 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi [127, 128]. Kv Ve Vmax degerleri grafigin denklemlerinden

yararlanilarak bulundu.

2.2.5.1 Ksantin Bilesigi Kullanilarak Enzimin Kinetik Sabitlerinin

Belirlenmesi

Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda ksantin
substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dl¢timleri yapildi. Her
Ol¢tim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 295 nm’de olgiilen
aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dak) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
(Cizelge 3.2) bulunarak Linewear-Burk grafikleri ¢izildi.
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2.2.5.2 1Csp Degerlerinin Bulunmasi

Gut hastalig1 basta olmak {lizere, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yardimci
olarak kullanilan Kolsisin etken maddesi, amonyum tuzlarinin igerisinde en yaygin
olarak kullanilan NH4F, NH4Cl, ¢esitli enzimler iizerine etkisinin bilindigi CacCl,
ZnCl; ve en etkili agir metallerden biri oldugu bilinen civa (Hg) bilesenli HgCly,
Hg(NO3)2.H,O bilesiklerinin ksantin oksidaz enzimi {izerine in vitro etkileri

arastirilip tiim bu bilesikler i¢in ICso degerleri tespit edildi.

2.2.6 Glutaraldehit ile Immobilizasyon Basamag

Sekil 2.3:. Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi [129, 130]

Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi; serbest enzim
molekiilleri ile glutaraldehit homo capraz baglayici reaktifi kullanilarak ¢apraz baglh
enzim agregasyonlar1 olusturulur (Sekil 2.3). Glutaraldehit reaktantinin 6nemi, her
iki ucunun da reaktif olmasidir. Bdylelikle bir¢ok enzim molekiiliiniin bir arada
bulunmasiyla ¢oziiniir yap1 ¢oziinmez 6zellik kazanarak enzim molekiilleri giiclii

baglanir. Glutaraldehit ile ¢apraz bagli agregasyon immobilizasyonu, ¢apraz bagli
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immobilizasyon ¢esidinin bir alt kiimesi olarak diisiiniilebilir. Bu yontemin avantaji,
glutaraldehit disinda herhangi bir tasiyiciya gerek duyulmadigindan uygulanisi diger
immobilizasyon c¢esitlerine gore daha basittir. Ayrica uygulanisi kolay oldugu icin

zamandan tasarruf edilir, maliyeti de diistiktiir.

%25’lik 0.265g/ml yogunlugundaki glutaraldehit (GA), saf enzime farkli
yiizdelerde ilave edildi. Glutaraldehit/ serbest enzim karisimi, 25°C de, 65-70 rpm
calkalama hizinda bir gilin inkiibasyona birakilarak enzim agregasyonlari
olusturuldu. Serbest enzim renksiz iken immobilize enzimin renginde kahverengi bir
degisim gozlendi. Bir giin sonrasinda immobilize enzim (5000 rpm, 4°C, 5 dakika)
santrifiij edilerek kati ve siv1 faz ayrildi. Ksantin oksidaz enzimi, ¢oken kat1 kistmda
kaldigindan, kati faz minimum hacimde soguk su ile yikama islemine tabi
tutulduktan sonra enzim aktivitesi hem serbest hem de immobilize enzim ig¢in

spektrofotometrede oSlgiilerek karsilastirma yapildi.

44



3. BULGULAR

3.1. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Standart grafik
bolim 2.2.5 agiklandigr gibi hazirlandi. Cesitli basamaklardan sonra siitten elde
edilen enzim ¢oOzeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki enzim ¢ozeltilerinin

protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi.

Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart

grafik hazirlandi (Sekil 3.1).

Iki dl¢iimiin ortalama absorbansima karsilik gelen protein miktar1 standart

grafik yardimiyla hesaplandi.

0,7 1

0,6 - y =0,0055x +0,0563
- R?=0,996
E 05 -
wn
(=2
v 04
"
5
2 03
2
E-1
< 0.2 -

0,1 -

0 T )
0 20 40 60 80 100 120
mg Protein

Sekil 3.1: Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan

standart grafik
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3.2. Enzimin Saflastirilmasi

3.2.1 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Hazirlanmasi

Taze, islem gormemis siit +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi.
Hacimce %3 oraninda toluen ve hacimce %2 olacak sekilde 0.1 M EDTA’dan

eklendi ve blendir ile 30 dakika boyunca muamele edildi.

3.2.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Blender ile islem gormiis siite %38’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi
ve 45 dakika boyunca 15000 rpm’de ve +4 °C’de santriflij yapildi. Santrifii
isleminden sonra iiste biriken yagimsi kisim atildi. Altta kalan siipernatanta %50
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 45 dakika boyunca 15000 rpm’de ve +4 °C’de
santrifiij yapildi. Usteki siipernanant atild: ve altta kalan ¢okelek 0.1 M pH 7.6 Tris-
HCLI’ den her tiipe 1 mL olacak sekilde eklendi ve ¢okelegin ¢oziilmesi saglandi.

3.2.3 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Saflastirilmasi

Saflasgtirma igleminde dengeleme tamponu olarak 0.1 M glisin/ 0.1 M NaCl
pH 9.0 ¢ozelti kullanildi. Yikama islemi 0.1 M pH 9.0 glisin tamponu ile
gerceklestirildi. ve diger proteinlerin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi. Eliisyon
tamponu olarak igerisinde 25 mM benzamidin igeren 0.1 M glisin/ 0.1 M NaCl pH
9.0 tamponu kullanildi. Eldatlar 2 mL’lik fraksiyonlar halinde toplandi her bir
fraksiyona aktivite 6l¢timii yapildi (Sekil 3.2 ).
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—8— 280 nm —a— Aktivite (EU/ml)
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Tip sayisi

Sekil 3.2: XOR Enziminin Sepharose 4B-L-Tirozin-Benzamidin jeli ile saflagtirma

grafigi
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Cizelge 3.1: Saflastirma tablosu

] o Protein Toplam Spesifik
Hacim Aktivite Toplam _ o ) Saflagtirma
Basamak o Miktar: Protein Aktivite % Verim _
(ml) (U/mL) Aktivite (U) Derecesi
(mg/mL) (mg) (U/mg)
Siit 180 70.8 12742.2 3.19 574.202 22.2 100 -
Amonyum Siilfat
394.2 4730.4 3.44 41.311 114.6 37.1 5.16
Coktiirmesi
Afinite
2 736.9 1473.8 0.01 0.020 73692.1 11.5 643.04

Kromatografisi
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Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda ksantin
substratinin degisen konsantrasyonlarinda (Cizelge 3.28) enzim aktivitesi 6lgtimleri

yapildi ve Linewear-Burk grafikleri ¢izildi.

Grafikten yararlanarak Ky degeri 1.667x10™* M ve Ve degeri 0.56 U/ml.dak
olarak bulundu (Sekil 3.3 ).

(1v)x10°

y = 0,0003x + 1,7598
R? = 0,9951

T v T T \YJ T T T T T 1

-8000 -6000 -4000  -2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 m 8112000

Sekil 3.3: Saflastirilmis ksantin oksidaz enziminin ksantin substrati ile elde edilen

Linewear-Burk grafigi.
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Cizelge 3.2: Ksantin Oksidaz enziminin ksantin substrati kullanilarak, Kn, ve Vimax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

Enzim Substrat Kiivetteki
pH7.650 MM | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Kiivetteki Substrat AOD | Aptivite
Tris Tamponu Hacmi Hacmi Toplam Hacim |Konsantrasyonu | (295 nm) |(U/ml dak)
(uL) (uL) (uL) (uL) [S] x10°}(mM) 1/Vx10°® 1/[S]
835 100 9.95 0.138 216.92 4.6 10510
735 200 19.90 0.198 312,51 3.2 5255
0.218 344.83
635 -0 300 1005 29.85 2.9 3503
535 400 39.80 0.244 384.61 2.6 2627
435 500 49.75 0.276 434.78 2.3 2102
335 600 59.70 0.288 454.55 2.2 1767
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3.3 SDS-PAGE ile Enzim Safhigimin Kontrolii

XO enziminin saflik kontroli, yigma jeli %3, aymrma jeli %10
konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi

ile Laemelli tarafindan belirtilen yontemle yapildi (Sekil 3.4).

250 kDa
130 kDa

100 kDa

~150 kDa

70 kDa

55 kDa
35 kDa

27 kDa

15 kDa
10 kDa

Sekil 3.4: Afinite kromatografisi ile saflastirilan XO enziminin SDS-PAGE

goruntisu
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3.3 NH,F Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

10 M stok konsantrasyonuna sahip NH,F bilesiginin ksantin oksidaz enzimi

tizerine etkisi arastirildi ve bulgular asagida verilmistir. (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.5)

Cizelge 3.3: NH,F Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

Son Konst.inh. Absorbans Farki | Enzim Unitesi (EU)
(mM) (10'5) |A2 - Al (mol/dk) %AKktivite
0 0.26 418.3 100
2.8 0.15 231.7 67.9
7.1 0.14 225.3 59.9
14.2 0.12 201.1 48.1
21.2 0.11 177.0 42.3
28.3 0.09 159.3 29.9
42.5 0.04 61.1 14.6
120
100 + y = 3,3605x° - 30,758x + 86,905
. 80 - R®=0,9182
o 60
< 7
< 20 A
0 1 2 3 4 5

[NH4F]x10™ (mg/mL)

Sekil 3.5: Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine NH4F bilesiginin % Aktivite
grafigi (ICsp=1.42x10"* mg/mL)
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3.4 NH,CIl Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

10 M stok konsantrasyonuna sahip NH4Cl bilesiginin ksantin oksidaz enzimi

tizerine etkisi arastirildi ve bulgular asagida verilmistir. (Cizelge 3.4 ve Sekil 3.6)

Cizelge 3.4: NH,Cl Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

Son Konst.Iinh. | Absorbans Farki Enzim Unitesi (EU)
(MM)(10°) A2-AL| (mol/dk) obAKtivite
0 0.26 418.3 100
2.8 0.16 259.5 68.7
7.1 0.13 215.6 58.9
14.2 0.19 189.9 45.4
21.2 0.09 138.4 33.1
28.3 0.07 107.8 25.8
42.5 0.03 40.2 9.6
120 ~
100 + y = 418772 - 35,699 + 88,132
80 R2 =0,9438
- 604
‘% 40 -
S 20 -
Z 0 : : : : : : : : .
X 0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5

[NH,CIIx10™* (mg/mL)

Sekil 3.6: Saflagtirllmis Ksantin oksidaz enzimi tizerine NH4Cl bilesiginin %
Aktivite grafigi (ICs5,=1.25x10™ mg/mL)
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3.5 CaCl, Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

10 M stok konsantrasyonuna sahip CaCl, bilesiginin ksantin oksidaz enzimi

tizerine etkisi arastirildi ve bulgular asagida verilmistir. (Cizelge 3.5 ve Sekil 3.7)

Cizelge 3.5: CaCl, Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

Son Konst.Inh. Absorbans Farki Enzim Unitesi (EU)
(MM)(10°) IA2 - Al (mol/dk) 9%AKktivite
0 0.26 418.3 100
2.8 0.12 191.5 64.9
7.1 0.07 119.1 441
14.2 0.08 131.9 38.9
21.2 0.07 109.4 26.1
28.3 0.05 74.0 17.7
42.5 0.01 19.3 4.6
120 -
100 4
y = 5,2382x* - 40,907x + 86,488
o> % R? = 0,0363
S 60 ’
2 40
4
< 20-
23 3
0 T T T T T T T T 1

[CaClL]x10™ (mg/mL)

Sekil 3.7: Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine CaCl; bilesiginin % Aktivite

grafigi (1C5=0.99x10™* mg/mL)
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3.6 ZnCl; Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

10 M stok konsantrasyonuna sahip ZnCl, bilesiginin ksantin oksidaz enzimi

tizerine etkisi arastirildi ve bulgular asagida verilmistir. (Cizelge 3.6 ve Sekil 3.8)

Cizelge 3.6: ZnCl, Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

Son Konst.Inh. Absorbans Farki Enzim Unitesi
(mMM)(10™) |A2 - Al] (EU) (mol/dK) %AKktivite
0 0.26 418.3 100
2.8 0.16 251.0 60
7.1 0.11 178.6 53.8
14.2 0.08 128.7 33.9
21.2 0.07 120.7 28.9
28.3 0.06 101.4 24.2
42.5 0.02 33.8 8.1
120
100 +
o 80- y = 5,6174x° - 42,116x + 88,611
o R?=0,9451
= 60 -
£ 40
Y
0 ; ; ; ; ; ; ; —
0 05 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5
[ZnCl]x10™ (mg/mL)

Sekil 3.8: Saflagtirllmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine ZnCl; bilesiginin % aktivite

grafigi (ICsp=1.07x10 mg/mL)
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3.7 Kolsisin Etken Maddesinin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine

Etkisinin Arastirilmasi
10" M stok konsantrasyonuna sahip kolsisin etken maddesinin ksantin

oksidaz enzimi iizerine etkisi arastirildi ve bulgular asagida verilmistir. (Cizelge 3.7
ve Sekil 3.9)

Cizelge 3.7: Kolsisin Bilesiginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

Son Konst.Inh. | Absorbans Farki | Enzim Unitesi (EU)
(MM)(10°) A2 - Al (mol/dK) 96 Aktivite
0 0.26 418.3 100
2.8 0.24 397.1 95
7.1 0.20 334.4 80
14.2 0.20 326.1 78
21.2 0.18 292.6 70
28.3 0.16 267.5 64
42.5 0.13 213.2 51
120 ~
100 4 y = 304,39 - 264,4x + 99,713

80 R?=0,9743
60 -
40
20

0 . . . . . .
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03

% Aktivite (EU’

[Kolsisin]x10™

Sekil 3.9: Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine Kolsisin etken maddesinin

% aktivite grafigi (ICso=0.27x10~* mg/mL)
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Cizelge 3.8: Inhibisyon Calismasinda Kullanilan Maddelerin ICsq degerleri

Bilesik 1Cs0 (Mg/mL)
NH,F 1.42x10™
NH,CI 1.25x10™
CaCl, 0.99x10™
ZnCl, 1.07x10™

Kolsisin 0.27x10™

3.8 Enzim Iimmobilizasyon Basamagi

3.8.1 Enzimin Glutaraldehit ile Farkh Yiizdelerde Karistirilmasi

%25°1ik 0.265g/ml yogunlugundaki glutaraldehit, farkli ytizdelerde (% 1, 2,3,
4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13 ve 14) saf enzime ilave edilerek enzim immobilize edildi
ve enzim aktivitesi en fazla %6 oraninda glutaraldehit ilave edilen enzimde gortildii
(Cizelge 3.8). Saf enzim ¢ozeltisi, aktivitenin yiiksek c¢iktigi 1 numarali tiipteki

enzim Ornegi kullanilarak elde edildi.
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Cizelge 3.9: Serbest enzim, farkli yiizdelerdeki GA miktarlar1 ve immobilize enzim aktiviteleri

Glutaraldehit/Saf Absorbans Farki (Kati Immobilize Enzim
Enzim Glutaraldehit | Glutaraldehit Serbest Enzim Faz) Aktivitesi
% Oran Kiitle (g) Hacim (uL) Kiitle (g) |A2 — Al| EU (mol/dk)

1 0.0038 3.58 0.3793 * *

2 0.0077 7.23 0.3832 0.021 32180
3 0.0111 10.46 0.3699 0.023 37007
4 0.0262 13.74 0.3641 0.045 48270
5 0.0192 18.15 0.3847 0.082 19308
6 0.0227 21.40 0.3782 0.153 127111
7 0.0262 24.68 0.3737 0.083 28962
8 0.0301 28.31 0.3771 0.032 51488
9 0.0333 31.42 0.3702 0.047 75623
10 0.0385 36.36 0.3854 0.006 9654
11 0.0404 38.04 0.3741 0.023 37007
12 0.0422 40.11 0.3718 0.034 54706
13 0.0456 43.21 0.3812 0.008 12872
14 0.0480 46.12 0.3863 0.002 3218

* : Cokelek Gozlenemedigi Igin EU Hesab1 yapilamanmustir.
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Yukaridaki cizelgede de goriildiigl gibi; immobilize enzim aktivitesi en fazla,
% 6 glutaraldehit ile karistirildiginda gozlenmistir. Dolayisiyla sonraki deneysel
basamaklarda % 6 (GA / saf enzim) orami dikkate alinarak immobilize enzim

aktivitesi hesaplanmstir.

3.8.2 Glutaraldehit ile % 6 Oraminda Kanstirilarak immobilize Edilen
Enzim I¢in Aktivite Tayini

Immobilize ksantin oksidaz enzimi i¢in en yiiksek aktivite % 6 oraninda
glutaraldehit ilavesiyle gozlendiginden, yiiksek aktivite gdzlenen 1 numaral tiipteki
enzim ¢ozeltisi kullanilarak, tamami1 % 6 oraninda immobilize edildi (Cizelge 3.8) ve

bu immobilize enzim i¢in 295 nm’de aktivite tayini yapildi (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10: % 6 oraninda GA ile karistirilarak immobilize edilen enzim igin GA
ve serbest enzim miktarlari

Glutaraldehit/Saf Enzim | Glutaraldehit | Glutaraldehit Serbest Enzim

% Oran Kiitle (g) Hacim (pL) Kiitle (g)

6 0.0227 21.4 0.3782

Cizelge 3.11: Immobilize enzim i¢in aktivite tayin ¢izelgesi

pH 7.6 Aktivite Substrat Immobilize Absorbans Farki
Tamponu (uL) (Ksantin) (nL) Enzim (pL) |A2 - Al|

835 100 0.009

735 200 0.121

635 300 70 0.181

535 400 0.208

435 500 0.252

335 600 0.273
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Cizelge 3.12: % 6 oraninda GA ile karistirilarak immobilize edilen enzim icin EU ve

substrat konsantrasyon degerleri

Absorbans Enzim Substrat
Farki Unitesi (EU) Konsantrasyonu
|A2 - Al (mol/dk.) 1/Vx10~ [S] (Mx10~%) 1/[S]

0.009 140.8 7.1 10.01 9980.23
0.121 191.9 5.2 18.17 5501.12
0.180 284.9 3.5 29.53 3386.14
0.208 328.9 3.1 40.06 2496.07
0.252 399.4 2.5 50.04 1998.61
0.273 432.5 2.3 59.52 1680.12

Immobilize enzim aktivitelerine iliskin enzim iinite degerleri, ksantin oksidaz
enzim aktivite tayininde belirtilen formiile goére hesaplanmistir. Substrat
konsantrasyonu ise; MixV; = MyxV, formiiliine gore hesaplanmigtir. Reaksiyonun
toplam hacmi 1005ul {435ul Tris-HCI tamponu (150mM, pH 6) + 500ul substrat
¢ozeltisi (0,1 mM ksantin) + 70 ul enzim ¢ozeltisi} olup farkli substrat hacimleri ve

konsantrasyonlar1 da Cizelge 3.11” de verilmektedir.
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3.8.3 immobilize Enzim i¢cin Km ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi

Immobilize enzim igin bulgular 3.10°da hesapladigimiz enzim {initesi ve

substrat konsantrasyonlarindan yola ¢ikilarak Km ve Vmax degerleri hesaplandi.

Linawear-Burk metoduna gore, dogrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini (1/Vmax)

kestigi noktalardan yola ¢ikilarak Km ve Vmax degerleri hesaplandi. (Sekil 3.9).

@anv)xio® 8

y = 0,0006x + 1,372
R’ =0,9871

-4000  -2000 0

2000 4000 6000 8000 10000 12000

1/[S]

Sekil 3.10: % 6 oraninda Glutaraldehit ile immobilize edilmis enzim igin aktivite
tayin grafigi (Km = 5.18x10" M Vmax = 0.73 U/ml.dak)

Cizelge 3.13: Immobilize ve serbest enzim icin katalitik etkinlik, Vmax ve Km

degerlerinin karsilastirilmasi

Vmax (EU) Km (10 M) | Vmax/Ku(x10°EU/M)
Serbest Enzim 0.56 1.67 33.53
immobilize Enzim 0.73 5.18 14.09
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4.TARTISMA VE SONUC

Yapilan ¢alismalari ii¢ ana baslikta toplamak miimkiindiir. {lk olarak yukarida
anlatildig1 gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip XO’1n daha 6nceden Arslan O.
tarafindan Sepharose 4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin kimyasal yapisina sahip
afinite jeli kullanilarak saflastirmak ve immobilizasyonda kullanma potansiyeline
sahip bu enzimi glutaraldehit lizerine immobilize etmektir. Arastirmanin ti¢iincii
boliimiinde ise saflastirilan s6z konusu enzime agir metallerin ve kolsisin etken

maddesinin in vitro etkisi arastirilmistir.

X0, daha ekonomik ve hizli bir sekilde saflagtirilmasi gereklidir. Ciinkii
enzimin genis substrat spesifikligine sahip olmasi, preparatif organik kimya
acisindan Onemlidir. XO enziminin, son yillarda bir¢ok organik sentezlerde
kullanildig1 bilinmektedir. Ayrica bu enzimin endiistriyel 6neminin de olmasi daha

pratik saflagtirma metotlarinin gerekliligini ortaya koymaktadir [46].

XO, yapilan literatiir taramasinda, karacigerde, ince barsak mukozasinda, siit
salgilan meme bezlerinde, kalp, bobrek, beyin, aort, akciger, iskelet kasi ve
barsaklarin kii¢iik damarlarin endotel hiicrelerinde [8,16, 37, 38, 39], anne siitiinde
bulundugu tespit edilmistir [40, 41]. Sig1r siitiinde s6z konusu enzim oldukca fazla
bulundugundan dolay1 enzim kaynagi olarak sigir siitii tercih edilmistir. Sigir siitiine,
afinite kromatografisi tekniginden once 6n saflagtirma tekniklerinden biri olan notral
tuzlarla ¢oktiirme islemi uygulanmistir. Notral tuz olarak amonyum siilfat tercih
edilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme araligi, XO i¢in % 38-50 oldugu literatiirde
bildirilmistir [103].

Enzimin safliinin kontrolii i¢cin SDS-PAGE uygulanmis ve saflastirilan
enzimin molekiil agirhigr 150 kDa agirliginda oldugu bulunmus ve tahmin edilen XO
enzimi tek bant olarak SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle
uygunluk gostermektedir. XO’in molekiil agirligini SDS-PAGE ile McManaman ve
arkadaglar1 yaklastk 150 kDa olarak, dogal elektroforez ile 300 kDa olarak
belirlemiglerdir [113]. Ciinkii enzimin yapisi homodimer yapida oldugu deneysel

calismalarla dogrulanmistir [112].
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Calismamizin bu boliimiinde siitten saflastirilan XO enzimi iizerinde gut
hastalig1 tedavisinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan kolsisin etken maddesi,
amonyum kloriir, amonyum floriir, kalsiyum klortir, civa kloriir, ¢inko kloriir ve civa

(IT) nitrat monohidrat bilesiklerinin enzim tizerine in vitro etkileri incelenmistir.

Bazilarinin agir metal icerikli oldugu bilinen bu bilesiklerin secilmesinin en
onemli nedeni medikal alanda ve endiistride oldukga sik bir sekilde kullaniimasidir.
Girig boliimiinde ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara
sahip bu enzim iizerine s6z konusu bilesiklerin nasil etkili oldugunun saptanmasinin
onemli oldugu diisiincesindeyiz. Ayrica kolsisin etken maddesinin XO enzimi
tizerindeki etkilerin hakkinda literatiirde herhangi bir bilgiye rastlanmamis olmasi
calismanin orijinalligini daha da arttirdig1 kanisindayiz. Inhibisyona neden olan bu
bilesiklerin inhibisyon etkisi ICsp degerleri bulunarak verilmistir. Bazi
aragtirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek ic¢in ICso degerini kullandiklar
bilinmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlari sabit tutularak, yukaridaki
bilesiklerin degisik konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha
sonra grafik yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan bilesik konsantrasyonu

hesaplanmaktadir.

Akut ve kronik gut (damla) hastaligi, ailevi akdeniz atesi tedavisi (FMF) ve
Behget sendromuna yardimci tedavi olarak kullanilan kolsisin etken maddesi tirik
asit olusumunu yavagslattig1 bildirilmektedir. Bunun yaninda séz konusu etken
maddenin yan etkilerinden olan yiiksek dozlarda dnce bulanti, kusma, sulu ve kanh
diyare, karm agrist gibi gastrointestinal belirtiler olusturabilir. Bu yan etkiler goz
oniinde bulundurularak, diyarenin siirekli ve siddetli olusu halinde gereken 6nlemler
alinmali, yasl ve halsiz hastalarda, 6zellikle bobrek, mide, barsak veya kalp hastaligi
olanlarda dikkatle kullanilmalidir. Gebelikte kullanominda fetal zararlara yol
acabildiginden dolay1 ilacin kesin kullanim gerekliliginde yarar/zarar orani goz

oniinde bulundurularak verilmelidir.

Tarafimizdandan  ¢alisilan  NH4F, NH4CI, CaCl,, 2ZnCl,, HgCly,
Hg(NOs)2.H,0 ve kolsisin bilesikleri i¢in 1Cso degerleri sirasiyla 1,42x10™ mg/mL,
1,25x10™* mg/mL, 0,99x10™* mg/mL, 1,07x10™* mg/mL, ve 0,27x10™ mg/mL olarak
bulunmustur. HgCl, ve Hg(NO3),.H,O agir metal bilesiklerinin in vitro etkileri
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arastirtlirken yogun miktarda beyaz renkli ¢okelek olustugu icin aktivite tayini
yapilamamistir. Bu sebepten dolayr bu iki bilesik igin ICso degerleri tespit

edilememistir.

Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin yapili afinite jeli kullanilarak
saflastirilan XO enziminin kinetik sabitleri (K ve Vmax ) ksantin bilesigi substrat
olarak kullanilarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Ky, ve
Vmax degerleri ksantin substrat olarak kullanildiginda sirasiyla 1,667x10* M ve
0,56 U/mldak olarak bulunmustur. Literatirde XO enzimi enziminin ksantin
substratina karst Vmax ve Ky degerleri tarafimizdan tespit edilen Vpax Ve Ky

degerleri ile benzerlik gostermektedir [35].

Ksantin oksidaz enziminin immobilize edilmesi aragtirmamizin Oncelikli
hedefidir. Immobilize edilen s6z konusu enzim %6’lik gluteraldehit oraninda
maksimum aktivite gosterdigi tespit edilmistir. %6’lik gluteraldehit ile immobilize
edilen ksantin oksidaz enziminin Lineweaver-Burk grafiginden elde edilen Ky ve

Vmax degerleri sirastyla 5,18x10™ M ve 0,73 U/ml.dak olarak bulunmustur.

Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

e Siitten XO enzimini saflastirmak i¢in Arslan O. tarafindan sentezlenen Sepharose
4B-L-tirozin 4-aminobenzamidin kimyasal yapisina sahip afinite kromatografisi

jeli kullanilmistir.

e Sigir siitinden XO, yiiksek verimde ve yiliksek saflastirma derecesinde

saflagtirilmistir.

e Yaygin olarak kullanilan amonyum tuzlarindan NH4F, NH,Cl, CaCl, ve ZnCl,
XO enzim aktivitesini in vitro olarak farkli diizeylerde etkiledigi saptanmis ve
ICso degerleri tespit edilerek inhibe ettigi goriilmustir. Yalniz, HgCl, ve
Hg(NO3)2.H,0 bilesikleri igin ICso degerleri saptanamamistir. Bunun sebebinin
ise olusan yogun cokelekten dolay1 aktivite hesabinin yapilamadig yukarida

belirtilmistir.
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Gut hastaligi ve bunun tedavisinde kullanilan kolsisin etken maddesinin XO
tizerinde inhibisyonu arastirllmis ve beklendigi gibi inhibe ettigi

goriilmiistiir.(1Cs0=0,27x10* mg/mL).

Aragtirmanin asil amacinin XO’in, immobilize edilmesi oldugu yukarida
belirtilmistir. Enzim farkli glutaraldehit oranlarinda (% 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8§,
9,10,11,12,13 ve 14) immobilize edilmis, en yiiksek aktivite hangi oranda oldugu

arastirilmis ve % 6 immobilize edilen enzimde gozlenmistir. (Cizelge 3.8)

% 6 oraninda gluteraldehit ile immobilize edilen enzimin aktivitesi 2 ay boyunca

diizenli olarak 6l¢iilmiis ve sonunda aktivitesini % 50 kaybettigi gézlenmistir.

% 6 glutaraldehit oraninda immobilize edilen enzim i¢in enzim iinitesi ve substrat
konsantrasyon degerleri hesaplanarak buradan katalitik etkinlik, Km ve Vmax
degerleri elde edilmistir. Aymi islemler serbest enzim i¢in de denenmis ve
katalitik etkinligin serbest enzimde daha fazla oldugu gdzlenmistir. Immobilize
enzimin Ky degeri artsa da defalarca kullanilarak yiiksek konsantrasyonda

caligilabilir. Bu da immobilize enzimin avantaji olarak yorumlanabilir.
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