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Oz: Dipeptidil peptidaz IV (EC 3.4.14.5; DPPIV) enzimi tiim doku, organ ve sistemlerin diizenlenmesinde rol
alan, norolojik, immiinolojik ve gastroenterolojik agidan arastirilan dnemli bir enzimdir. DPPIV enzimi pek ¢ok
memeli, bitki, bocek ve mikrobiyal hiicrelerden regiile edici enzim olarak elde edilmektedir. DPPIV enziminin
sindirim enzimi eksiklii, otizm, ¢6lyak ve Asperger sendromu gibi hastaliklarda gida takviyesi olarak
kullanimiyla son yillarda ticari olarak iiretilmesi artmistir. DPPIV enzim kaynagi olarak hiicre-disi enzim
ekspresyonu yapan fungal kaynaklar tercih edilmesine ragmen bakterilerin enzim iiretim verimliligi funguslara
gore daha fazla oldugundan son yillardaki ticari enzim {iretimlerinde bakteriler tercih edilmektedir. Bu galismada,
koleksiyon kiiltiirinden satin alinmug bir laktik asit bakterisi, Lactococcus lactis spp. lactis (L. lactis), enzim
ireticisi mikroorganizma olarak seg¢ilmistir. L. lactis, kazein proteinini hidrolizlemek igin endo- ve ekzo-
peptidazlar eksprese eder. DPPIV enzimi de bunlardan biridir. Hiicre-igi DPPIV enzimi, liretiminden sonra
saflagtirillmig ve ardindan enzim karakterizasyonunu yapmak i¢in kinetik 6zellikleri incelenmistir. Sonuglar, Gly-
Pro-pNA substrati i¢in optimum sicakligin 40 °C ve optimum pH’ nin 8,0 oldugunu gostermektedir. Saflastirilan
enzimin Gly-Pro-pNA substratina ilgisi oldugu bulunmustur. Enzim, Hg*?, Zn*2, Ca' Fe'® ve Mg™ iyonlar
tarafindan siras1 ile inhibe edilmistir. Enzim, Diprotin A tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edilmistir. Jelatin
inhibisyonu fenilmetilsulfonil florid (PMSF) inhibisyonu ile yakin bulunmus ve etilendiamin tetra asetik asitin
(EDTA) inhibisyona etkisi gézlenmemistir.

Anahtar kelimeler: Dipeptidil Peptidaz IV, enzim inhibisyonu, enzim kinetigi, Lactococcus lactis spp. lactis

Determination of Kinetic Parameters of Microbial Dipeptidyl Peptidase 1V

Abstract: Dipeptidyl peptidase IV (EC 3.4.14.5; DPPIV) is an important enzyme that has role for regulation of
tissue and organ systems and been investigated for neurological, immunological and gastroenterological aspects.
DPPIV is expressed as regulator enzyme by mammalian, plant, insect and microbial cells. Recently, commercial
DPPIV enzyme production has increased via using as dietary supplement for people who suffer from deficiency of
digestion enzyme, autism, celiac and Asperger syndrome. Although fungal resources which are expressing
extracellular enzyme were preferred to produce DPPIV, production of DPPIV is recently performed by bacteria;
because, productivity values are generally higher in bacteria than fungus. In this study, Lactococcus lactis spp.
lactis (L. lactis) was used as an enzyme producer microorganism. L. lactis expresses endo— and exo-peptidases
which DPPIV is one of them to hydrolyze casein. Intracelluler DPPIV enzyme was purified after the production
and some of kinetic properties were investigated for enzyme characterization. Results indicated that the optimum
pH and temperature were 8.0 and 40°C with Gly-Pro-pNa as the substrate, respectively. Purified enzyme showed a
strong preference for Gly-Pro-pNA as substrate. The enzyme was inhibited by Hg**, Zn*?, Ca®, Fe and Mg,
respectively. It is important and serin protease inhibitor phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). The enzyme was
strongly inhibited by Diprotin A. Inhibition of the enzyme by jelatin and PMSF were found as similar, and no
inhibition was detected with ethylenediamine tatra acetic acid (EDTA).

Keywords: Dipeptidyl Peptidase IV, enzyme inhibition, enzyme kinetic, Lactococcus lactis spp. Lactis
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1. Giris

Dipeptidil peptidaz IV (EC 3.4.14.5; DPPIV)
enzimi, insan viicudundaki pek c¢ok sistemin
regiile edilmesinden sorumlu ve biitiin hiicreler
tarafindan sentezlenebilen hidrolaz grubu bir serin
proteazdir ve literatiirde merkezi sinir sistemine
olumsuz etkisi olan opioid peptitler ile
iliskilendirilmistir. Opioid peptitler, gidalarin
islenmesi sirasinda a¢iga c¢ikan morfin yapilar
olarak bilinmektedir. Siit, tahil ve sebze gibi
gidalarin  iglenmesi, fermantasyonu ya da
sindirimi ile acgiga c¢ikan opioid peptidler,
bagirsaklar tarafindan emilip kan-beyin bariyerine
ulagsmakta ve sindirim enzimi eksikligi olan
bireylerde merkezi sinir sisteminin
baskilanmasiyla davranis bozukluklarma sebep
olmaktadir. Beslenmemizde yer alan siit, yumurta,
tahil, sebze, et ve tavuk eti proteinleri gibi pek
¢ok protein molekiilii opioid reseptdr ligandlari
gibi  davranabilen bu morfin  yapilarim
icermektedir (Noni ve ark. 2009).

Ilk tespit edilen opioid peptit, siit proteininden
elde edilen B-kazomorfin® dir (Pihlanto leppala,
2001). B-kazein proteininin hidrolizi sonucu
ortaya ¢ikan B-kazomorfin ‘Tyrptophan-Proline-
Phenylalanine-Proline-Glycine-Proline-
Isoleucine’ peptit dizisi olarak bilinir (Noni ve
ark. 2009). Kazomorfinler (B-kazomorfin-5,-7),
insanlarda inek siitii tiiketiminden sonra ince
bagirsakta belirlenmistir (Kinik ve Giirsoy 2002).
3-kazomorfin, opioid reseptorlere
baglanarak morfine benzer opioid agonist etki
gostermektedir  (Saat¢i  ve ark.  2011).
Gluteomorfin ise bugday, cavdar, arpa, yulaf ve
tiirevlerinde glutenin hidrolizi sonucu olusan bir
biyoaktif  peptitdir ve  aminoasit
‘Tyrptophan-Proline-Glutamine-Proline-
Glutamine-Proline-Phenylalanine’ seklindedir.
Saglikli bir insanda gida alimi ile birlikte
gastrointestinal sistemdeki endokrin L ve K
hiicrelerinden sirasi ile inkretin hormonlar1 olan

viicuttaki

dizilisi

glukagon benzeri peptit (GLP1) ve glukoz bagiml
insulotropik peptit (GIP) salgilanir ve pankreatik
B hiicrelerini uyarip, insiilin salinimini arttirarak
glukagon sekresyonunu baskilar. Sonug¢ olarak
gastrik bosalmay1 engelleyerek istah1 azaltir.
Inkretin hormonlarinin konsantrasyonlar1 6giinii

takiben dakikalar i¢cinde artmakta ve daha sonra
hizli bir sekilde dolasimda bulunan DPPIV
tarafindan yikilmaktadirlar. Bu yikim
gerceklesmezse insiilinin {iretimi artmakla beraber
glukagon sekresyonu ve glukoz ftiretimi inhibe
olmakta, bu da viicuttaki hazir glukozun
kullanimini arttirarak B hiicrelerini
farklilagtirmaktadir (Sentandreu and Toldra 2001;
Brandt ve ark. 2006). Bu nedenle DPPIV
enziminin endokrin sistemini diizenleyici bir
enzim oldugu diisiiniilmektedir.

DPPIV enzimi ayn1 zamanda CD26 (cluster of
differentiation 26) olarak bilinmektedir. CD
sistemi genel olarak hiicrelerin yiizeylerindeki
molekiillerin  taninmas1  temeline
tutunmasina
immunofenotiplemede hiicre isaretleyicisi olarak
kullanilmaktadir (Iwata ve Morimotoa 2007).

DPPIV enziminin eksikligi eklem iltihabin1 da
icine alan pek cok otoimmun hastalifa sebep
olabilmektedir (Sromova ve ark. 2010). Eklem
yerlerinde bulunan kemokinler DPPIV enziminin
substratlarindan  biridir. Kemokinler o6zellikle
inflamasyon sahasina I6kositlerin toplanmasi ve
aktivasyonunda belirgin rol alan proteinlerdir
(Baykal ve Akyol 2011). Kemokinlerin asir1

dayanarak

izin vermesi ile

akiimiilasyonu ~ sonucu  eklem iltihaplar
goriilmektedir. Yapilan calismalarda romatoid
artrit, otoimmiin kronik hepatit ve sistemik lupus
eritamatozus gibi otoimmiin hastaliklarda kemik
eklem dokusu igindeki DPP IV diizeyi diisiik
bulunmugtur (Maes ve ark. 1996; Elgiin ve ark
1999; Van West ve ark. 2000).

Yukarida bahsedildigi gibi pek ¢ok fizyolojik
prosesin diizenlemesinde gdrev alan DPPIV
enzimi peptit dizilerini peptidin N-terminal
ucundan baglayarak X-Pro bagini hidrolizleyerek
parcalamaktadir (Marchetti ve ark. 1990; Sanz ve
Toldra 2001; Kinik ve Goérsoy 2002; Brudnak ve
ark. 2005).

DPPIV enzimi tiim insan hiicrelerinde, hayvan
cogu
bulunmaktadir. Mikrobiyal kaynaklardan hiicre-

hiicrelerinde  ve mikrobiyal hiicrede
ici ve hiicre-dis1 elde edilmektedir. Hiicre-disi
DPPIV gerceklestiren  mikrobiyal
kaynaklar fungal; hiicre-igi DPPIV iiretimi

yapanlar ise genellikle bakterilerdir. Laktik asit

tretimi
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bakterileri (LAB), hidrolaz grubu enzimler
acisindan ¢ok c¢esitli proteazlara sahiptir ve
DPPIV enzimi de bunlardan biridir. Bu
bakterilerin fungal kaynaklarin dezavantaji olarak
goriilen sekonder metabolit veya toksin iiretimi
gibi riskleri bulunmamakta ve genel olarak
giivenilir oldugu kabul edilen GRAS (Generally
Regarded as Safe) sinifinda yer almaktadir.
Bunlara ek olarak, prokaryot bir bakterinin
ikilenme siiresinin fungal kaynaktan diigiik
olmasi, verimliligi arttirdigr i¢in LAB tercih
edilebilir (Ustiin ve Ongen 2012). Bu ¢alismada, 9
tane LAB igerisinden en yliksek DPPIV enzimi
tireten mikroorganizma taramast yapilmis ve
secilen mikroorganizmadan elde edilen DPPIV’
in  karakterizasyonu  yapilmistir.  Enzim
karakterizasyonu ile enzim ve  substrat
spesifikligi, enzim-inhibitor iligskisi ve enzimin
biyokimyasal o6zellikleri hakkinda bilgi sahibi
olunmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

1.1. Mikroorganizma taramasi

Calismada kullanilan saf kiiltiirler NRRL’ den
(United States Department of Agriculture
Research, Education and Agricultural Research
Service, ARS Culture Collection) temin
edilmigtir. Tablo 1’ de ¢aligmada kullanilan saf
kdiltiir kodlar
verilmektedir. Bu mikroorganizmalar igerisinden
en yiiksek DPPIV
mikroorganizmayr bulmak i¢in M-17 ve MRS
ortamlart kullanilmistir (Simova ve ark. 2002;
Perez Guzman ve ark. 2004).

kiiltiirler ~ ve koleksiyonu

enzimi treten

1.2. DPPIV enziminin iiretimden sonra
saflastirilmasi
En yiiksek DPPIV  aktivitesini  veren

mikroorganizma, ilgili ortamda iiretildikten sonra
8000 g santrifiij hizinda 15 dakika santrifiij
edilmistir. Ayrilan pellet 5 ml 0,1 M Tris-HCI (pH
8,0) tamponu ile yikanmig ve yeniden 8000 g
hizinda 5 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiijden

santrifiij stireyle
sonra
slipernentanttan ayrilan hiicreler yikanmis ve
ardimdan 0,1 M Tris-HCI tamponu igerisine

stispanse edilmistir. Ultrasonikasyon (Bandelin
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Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile 28
dakika, %91 W ve 3 dongiide sonike edilerek
hiicre pargalamasi yapilmistir (Ustiin-Aytekin ve
ark. 2016). Sirasiyla santrifiij (8000 g x 15 dak.),
%70 amonyum siilfat ¢oktiirmesi, santrifiij (20000
g x 30 dak.) diyaliz (Membracell 18X, 1000Da),
Hiprep 16/10 Q FF Sepharose kolon (50mM Tris-
HCI (pH7,5)’tir ve kolon i¢inde 0-1 M NaCl ile
gradient) ve Hiprep 16/60 S300 HR Sephacryl
kolon (50mM Tris-HCI (pH7,5)) uygulamalar ile
yapilan DPPIV enzimi saflastirilmistir (Ustiin ve
Ongen 2012).

1.3. DPPIV enzim aktivitesi ol¢iimii

Enzim aktivite dl¢limleri Sigma DPPIV enzim
aktivitesi Oleiim prosediiriine gore
yapilmistir. Enzim aktivitesini  belirlemek igin
oncelikle 0,1M Tris-HCI (pH 8,0) tamponu ile
farkli konsantrasyonlarda p-Nitroaniline (pNA;
0,01-0,1 pumol/L) soliisyonu hazirlanmig ve 405
nm dalga boyunda standart egri ¢izilmistir. Enzim
aktivitesi Ol¢limil icin substrat olarak Gly-Pro-
pNA kullanilmistir. Mikrokiivet igerisine 100 uL
saflagtirllan DPPIV enzimi ve 100 pL 1mM
substrat aktarilmustir. Mikrokiivet 37 °C* de 15
dakika inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon
sonrasinda her kiivete 100 pL asetik asit (1,5M)
eklenerek reaksiyon durdurulmus,
spektrofotometrede 405 nm dalga boyunda
absorbansi aktivitesi

Olclilmiis ve enzim

belirlenmigtir. Bir iinite enzim aktivitesi 1 pmol

substratin 1 dakika iginde 1 umol iiriine
doénligmesini  saglayan enzim birimi olarak
hesaplanmistir (Sigma procedure, 2006).

1.4. Protein miktar: 6l¢iimii

Protein miktarin1  belirlemek i¢in BCA
(Bicinchoninic acid) Kkiti (Thermo, ABD)

kullanilmigtir. Bu metotta bovine serum albiimin
(BSA) standart olarak kullamilmaktadir. Standart
egrisi ¢izilmis (konsantrasyon araligi 25-2000
pg/mL) ve standart egri denklemi kullanilarak
Mikrokiivet
igerisine 25 pL saflastirilan DPPIV enzimi ve 200

protein miktarlar1  belirlenmistir.
uL boya ¢ozeltisi ilave edilmis ve 37 °C sicaklikta
30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda oda sicakliginda 5 dakika bekletilmis,
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562 nm’ de absorbanslart 6l¢iilmiis ve protein
miktar1 belirlenmistir.

1.5. DPPIV enziminin optimum sicaklik ve
pH degerlerinin belirlenmesi

Enzimin termal stabilitesini belirleyebilmek
icin enzim soliisyonlart 15 dak. inkiibasyon
siiresince
0 °C’ den 50 °C’ ye kadar farkli sicakliklara
brrakilmistir  ve
aktiviteleri Ol¢lilmustiir. Enzimin pH aktivitesini
belirlemek i¢in ise pH 3,0’den 10,0’a kadar
degisen araliktaki pH  degerlerine  sahip
sollisyonlar (50mM sodyum asetat, fosfat ve Tris-
HCI) kullanilarak  hazirlanan  Gly-Pro-pNA
substrati ile enzim soliisyonlar1 37 °C’de 15 dak.

maruz orneklerin  enzim

inkiibe edilmis ve enzim aktiviteleri ol¢iilmiistiir
(Buckley ve ark. 2004). Olgiilen enzim aktiviteleri
relatif aktivite olarak verilmistir. Relatif aktivite
formiili asagidaki gibi hesaplanmistir.

incelenen parametredeki
enzim aktivitesi
Optimum kosullardaki
enzim aktivitesi

Relatif aktivite(%) = x100

1.6. Enzim substrat spesifikligi

Enzim substrat spesifikligini belirlemek i¢in
degisen substrat konsantrasyonuna gore reaksiyon
belirlenmesi  gerekmektedir. DPPIV
enziminin substrat spesifikligini belirlemek icin
Gly-Pro-pNA ve Ala-Pro-pNA
kullanilmigtir. Kullanilan substratlarin
konsantrasyonlart 0,1 mM ile 1,4 mM arasinda
degismistir. Mikrokiivet 100 uL
saflastirllan DPPIV belirlenen
konsantrasyonda 100 pL substrat aktarilmistir. 37
°C’de 15 dak.
Inkiibasyon sonrasinda her kiivete 100 pL asetik

hizinin
substratlar
igerisine
enzimi ve
inkiibasyona

birakilmistir.

asit (1,5M) eklenerek reaksiyon durdurulmus ve
405 nm’de enzim aktivitesi Olgiimii yapilmustir.

Olgiim sonuglar1  Michaelis-Menten  kinetik
modeli ve Lineweaver-Burk modelleri
kullanilarak  yorumlanmustir.  Enzim-substrat

spesifikligi ve enzim-inhibitor iliskisi ¢aligilirken
kullanilan kinetik modeller V,,x Ve K, degerleri

hesaplanarak degerlendirilmektedir. Sabit enzim
konsantrasyonuna kars1 substrat
konsantrasyonlarindaki artisa bagl olarak ulagilan
maksimum hiz noktasit Va admi almaktadir. K,
degeri ise maksimum hizin yarisia (Vmax/2)
karsilik gelen substrat derigimi (Michaelis-Menten
sabiti) olarak belirtilmektedir. V, reaksiyonun
hizidir.

MiChaeliS-Me ten I IOdeli;
]I max [‘E]
0

Km+[S]
Lineweaver-Burk modeli;
1oty 2
VO Vmax S Vmax

1.7. Enzim inhibisyonu

Cevresel faktorlerin DPPIV enzimi tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in metal iyonlarinin (Mg+2,
Cu*?, Ca*, Hg™ Fe'? Zn'®) klor tuzlari, PMSF,
EDTA ve jelatin
kullanilmistir. Inhibitér denemeleri igin Gly-Pro-
p-nitroanilide  substrat  olarak  segilmistir.
Hazirlanan inhibitor maddelerin konsantrasyonu 1
mM’dir. 100 pL substrat, 100 pL inhibitér ve 100
pl saflagtirnllan DPPIV  enzim, tiip igerisine
aktarilmig, 37 ©°C’de 15 dak. inkiibasyona
birakilmigtir.  Kontrol grubu olarak 100 upL
inhibitér yerine Tris-HCl tamponu eklenmistir.
Inkiibasyon sonrasinda her tiipe 100 pl asetik asit
(1,5 M) eklenerek reaksiyon durdurulmus ve
405nm’de enzim aktivitesi Ol¢limil yapilmustir.
Ol¢iim sonuglari Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk kinetik modelleri kullanilarak
yorumlanmustir.

inhibitér  denemelerinde

3. Bulgular ve Tartisma

1.8. DPPIV enzim aktiviteleri

Calismamizda kullandigimiz 9 tane LAB susu,
ilgili ortamlarda ve Tablo 1°de verilen kosullarda
iretildikten sonra hiicre pargalama islemiyle
hiicre-i¢i DPPIV enzimi geri kazanilmigtir (Tablo
1).
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Tablo 1. Kiiltiir koleksiyonundan temin edilen suslarin DPPIV aktiviteleri
Table 1. DPPIV activities of strains obtained from the culture collection

. o Uretim Besi ortam DPPIV aktiviteleri

Bakteriler Kiiltiir numaralar: .

sicakhig (mU/mL)

©C)

Lactococeus lactis spp. NRRL-B-634 30 M-17 Broth 24542433
cremoris
Lactococcus lactis spp. lactis NRRL-B-1821 30 M-17 Broth 268+21,22
Lactobacillus acidophilus NRRL-B-23431 37 MRS Broth 31+£2,08
Lactobacillus acidophilus NRRL-B-1910 37 MRS Broth 27+2,88
Lactobacillus acidophilus NRRL-B-4495 37 MRS Broth 63+5,04
Lactobacillus acidophilus NRRL-B-4239 37 MRS Broth 59+10,81
Lactobacillus helveticus NRRL-B-4526 37 MRS Broth 140+16,09
Lactobacillus johnsonii NRRL-B-2178 37 MRS Broth 3144,61
Lactobacillus gasseri NRRL-B-4240 37 MRS Broth 294929

1.9. Enzim karakterizasyonu

3.22. Optimum c¢alisma  sicakh@in
belirlenmesi

Lactococcus lactis spp. lactis 'den saflastirilan
DPPIV  enziminin  optimum  sicakliginin

belirlenmesi i¢in yapilan analizlerin sonucunda
optimum sicaklik degeri 40 °C olarak
bulunmustur (Sekil 1). Lactococcus lactis spp.
cremoris ve Streptococcus gondoni suslar ile

100
80
60
40
20

Relatif Aktivite (%)

0 10 20

yapilan ¢alismalarda optimum sicaklik 45-50 °C
olarak belirlenmistir (Goldstein ve ark. 2001;
Perez Guzman ve ark. 2006). Lactobacillus
helveticus susundan saflastirilan DPPIV enzimi
ile yapilan bir diger calismada ise optimum
sicaklik 40°C olarak belirtilmistir (Degraive ve
Gros 2003). Optimum sicakliklar saflastirilan

enzimlerin  kaynaklarmin  farkliligima  gore
degisiklik gdstermektedir.
30 40 50

Sicaklik (°C)
Sekil 1. Lactococcus lactis spp. lactis’den saflagtirilan DPPTV enzimine sicakligin etkisi
Figure 1. Effect of temperature on DPPIV enzyme activity from Lactococcus lactis spp. lactis.

Literatiir verilerinin ¢alismamizda aldigimiz

sonuclara  yakin  ve/veya benzer oldugu
gorlilmiigtiir.  Optimum  sicakligmm  viicut
sicakligina oldukca yakin bulunmasi enzimin gida
takviyesi olarak kullanimi1 fikrini
giiclendirmektedir.

32

3.23. Optimum c¢alyma pH degerinin
belirlenmesi
Lactococcus lactis spp. lactis’den elde edilen ve
saflagtirilan DPPIV  enziminin optimum pH
degerinin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerin
sonucunda optimum pH degerinin 8,0 oldugu
belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Lactococcus lactis spp. lactis’den saflastirilan DPPIV enzim aktivitesine pH etkisi
Figure 2. Effect of pH on DPPIV enzyme activity from Lactococcus lactis spp. lactis.

Lactococcus lactis spp. cremoris  ve
Lactobacillus helveticus ile yapilan ¢aligmalarda
optimum pH 7,0; Lactobacillus sakei ile yapilan
calismada ise optimum pH 7,5 olarak belirtilmistir
(Sanz ve Toldra 2001; Degraive ve Gros 2003;
Perez Guzman ve ark. 2006). Porphyromonas
gingivalis susu ile yapilan ¢alismada optimum pH
aralign  6,5-8,0 olarak belirlenmistir (Banbula
2000). Literatiir verileri incelendiginde genel
olarak elde edilen DPPIV nétral pH degerlerinde
en yiksek aktivitesini vermistir. Bu veriler
calismamizda aldigimiz sonuglara yakin ve/veya
benzer bulunmustur. Enzimin nétral pH
degerlerinde yiiksek aktivite gostermesi bazik
olan ve protein sindiriminin gergeklestigi bagirsak
ortaminda en yiiksek kapasite ile caligsacagim
gostermektedir. Gida takviyesi olarak kullanim
olanagi bulunan bu enzimin enkapsiile tablet
formuna getirildikten sonra in vitro kosullarda
gergeklestirilen enzim salinim kontrolleri de bu
sonucu desteklemekte ve yiiksek oranda enzim
salmimi (Cetin ve ark.

2007).

gerceklestirmektedir

3.2.4. Enzim-substrat spesifikligi

Bir enzimin K., degeri ne kadar disiik ise
substrata afinitesi o kadar yiiksektir. Enzimin
substrat  spesifikligi  belirlenirken pNA ile
isaretlenmis sentetik Gly-Pro-pNA ve Ala-Pro-
pNA substratlar1 kullanilmis ve Gly-Pro-pNA
peptit dizisine ait Ky degeri 0,57 mM ve Vi
degeri 0,017 mM min™ bulunmustur. Ala-Pro-

pNA substratina ait Ky, degeri 2,90 mM ve Vi
degeri 0,018 mM min™
Sonuglar  dikkate alindiginda ¢aligmamizda
saflagtirllan DPPIV  enziminin  Gly-Pro-pNA
subsratina  afinitesinin daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Benzer sekilde Tson ve Yan (1992)
tarafindan yapilan ve Lactococcus cremoris’den
saflagtirilan DPPIV  enziminin = Gly-Pro-pNA
subsratina Ala-Pro-pNA substratindan daha ilgili
oldugu gorilmistiir.  Lactobacillus sakei ve
Lactobacillus helveticus kaynakli DPPIV enzimi
icin yapilan spesifik substrat c¢aligmalarinda
enzimin Ala-Pro-pNA substratina ilgisinin Gly-
Pro-pNA ilgisinden daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Sanz ve Toldra 2001;
Degraive ve Gros 2003). Lactococcus lactis ve
Lactococcus cremoris suslarindan elde edilen
DPPIV enziminin spesifik substrati Arg-Pro-pNA
olarak belirtilmistir (Zevaco ve ark. 1990; Perez
Guzman 2004). Streptococcus suis bakterisinden
elde edilen dort farkli proteazin karakterize

olarak hesaplanmustir.

subsratina

edildigi bir ¢calismada DPPIV enziminin sentetik
Gly-Pro-pNA subsratina ilgisinin yiiksek oldugu
bildirilmis (Jobin ve ark. 2003) ve aragtirmacilar
bu bulgudan sonra ilgili DPPIV enzimini
Escherichia coli (E. coli) bakterisine aktarip
ekspresyonunu yaparak DPPIV enziminin sentetik
Gly-Pro-pNA subsratina (Ky,: 0,26 mM) %100
relatif aktivite ile yiiksek afinite gosterdigini rapor
etmislerdir. Ala-Pro-pNA subsrati %80 relatif
aktivite ve 12mM K, degeri ile Gly-Pro-pNA
substratini takip etmistir (Jobin ve ark. 2005).
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3.2.5. Enzim inhibisyonlar
DPPIV enziminin kompleks ortamlardaki, gida
ya da metabolizma gibi, davranisin1 karakterize

etmek i¢in farkli

divalent katyonlar,

serin

proteazlar {izerinde inhibitor etkisi oldugu bilinen
PMSF, metal iyonlarma baglanarak inhibitor etki

gosteren EDTA, bu maddelerle Dbirlikte
saflagtirllan  enzimin gida takviyesi olarak
iiretilebilecegi diisiiniildiigiinden kaplama

materyali olarak kullanilabilecek olan jelatinin
enzim tlizerindeki inhibit6ér etkileri belirlenmistir

(Tablo 2).

Tablo 2. Inhibitdrlere ait Vyay, Km, inhibisyon tiirii ve relatif aktivite degerleri
Table 2. Vimax, Kn, inhibition type and relative activity values of inhibitors

Vmax Km Relatif
inhibitor inhibisyon Tiirii Aktivite

(mM/min) (mM) (%)
Ca® 0,012 1,18 Yarismalt 58,89
Hg*? 0,008 0,87 Yarigmali 52,36
Fe*? 0,014 0,53 Yarigmasiz (noncompetetive) 85,81
Zn*? 0,009 0,90 Yarismal 56,57
Mg+2 0,015 0,58 Yarigmasiz (noncompetetive) 96,74
EDTA 0,150 0,71 Yarigmali 88,12
PMSF 0,012 0,79 Yarigmali 60,34
Jelatin 0,007 0,29 Yarigmayan (yarigmayan) 51,72

*Kontrol grubunun V. Ve K, degerleri sirasiyla 0,017 ve 0,57 olarak hesaplanmustir.

Yapilan analizlerde belirlenen Kn, Vmax
inhibisyon tiirli ve relatif aktivite sonug¢lar1 Tablo
2’de belirtilmistir. Metal iyonlar1 arasinda en
yiiksek inhibisyon etkisini gosteren iyonlarin
sirast ile HgJ'2 > 7Zn"? > Ca™ oldugu tespit
edilmistir. Caligmamizdaki en yiiksek inhibisyon
etki gosteren Hg™ enzimin siilfidril gruplarmna
giiclii afinite gostermektedir. Benzer bir sonug
Lactobacillus sakei kaynakli DPPIV enziminin
kullamldig1 bir c¢aligmada elde edilmistir. Bu
calismada enzim fiizerine en yiiksek inhibitor
etkiyi srasiyla  Hg"™*>Cu">>Mg*?  iyonlarinin
gosterdigi belirlenmistir (Sanz ve Toldra 2001).
Lactobacillus helveticus susundan elde edilen
DPPIV enzimine ait inhibisyon sonuglarina goére 1
mM konsantrasyonda Ca*’ ve Mg*? iyonlarinin
enzimi birbirlerine yakin degerlerde inhibe ettigi
belirtilmigtir  (Degraeve ve  Gros  2003).
Lactobacillus helveticus ATCC 12046 susundan
elde edilen DPPIV enziminin rekombinasyonu
sonrasinda metal iyonlarmin inhibisyon etkisinin
sirast ile Co™ > Zn*? > Mn*? > Ca™*> Mg*? olarak
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tespit edildigini bildirmistir (Stressler ve ark.
2013). Sonuglar1 Zn*? ve Ca*? iyonlarinin enzime
olan ilgisi ve Mg iyonunun afinitesinin diisiik
olmast acisindan bu g¢alisma ile tutarlilik
gostermektedir. Mg™ yami sira Fe' iyonu da
DPPIV enzimi i¢in katalitik etki gostermistir.
LAB’lerinden elde edilen DPPIV enzimlerinin
serin peptidaz oldugu bilinmektedir.
Saflagtirdigimiz enzime aktif bolgesindeki serin
amino asitini bloke ederek inhibitor etki gosteren
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, 1mM)
ilave edildiginde enzimin
%60,34’c diismiistir.  Ayn1 konsantrasyonda
Lactobacillus helveticus ATCC 12046 susundan
elde edilen DPPIV enzimine ilave edilen PMSF
inhibitérli enzimin relatif aktivitesini %66’ya

relatif  aktivitesi

digiirmiistiir (Stressler ve ark. 2013). Sonuglar
DPPIV enziminin aktif bolgesinde serin amino
asidi oldugunu ve PMSF inhibitoriiniin DPPIV
enzimi i¢in iyi karakterize edilmis bir yarigmali
inhibitér oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3: Toprak alkali (a) ve gecis metalleri (b) ile diger (¢) inhibitorlere ait Lineweaver-Burk grafikleri
Figure 3: Lineweaver-Burk plots of inhibited enzymes with alkaline earth metals (a), transition metals

(b) and other inhibitors (c).

Enzimin aktif bolgesinde bulunan metal
iyonuna baglanarak inhibitér etkiye sebep olan
EDTA’nin saflastirilan enzim {izerinde inhibitor
etki gostermedigi goriilmiistiir. Enzimin aktif
bolgesinde metal iyonu bulunmasi enzimin
metaloprotein oldugunu gostermektedir (Jobin ve

ark. 2003; Janecki ve Reilly 2005). Lactococcus

lactis spp. cremoris susunun kullanildigit EDTA
ve PMSF ile yapilan bir calismadan alinan
sonuglara bakildiginda PMSF’in inhibitor etki
gosterdigi  ancak EDTA’nin  inhibitér etki
gostermedigi gorilmistiir (Perez Guzman ve ark.
2006). Prolin aminoasidi igeren tripeptitler DPPIV
enzimi izerinde inhibe edici etki yapmaktadir
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(Jobin ve ark. 2003). Bunun en Onemli kaniti
Diprotin A (Isoleucine-Proline-1soleucine) ile
verdigi enzimatik reaksiyondur. DPPIV enziminin
peptidik inhibitorii Diprotin A (1mM) saflastirilan
enzim ile reaksiyona girdiginde enzimi biiyiik
Olgiide inhibe etmistir (relatif aktivite %4,31).
Yapilan caligmalar bulgularimizi
desteklemektedir.

Calismada bunlardan farkli olarak baska bir
bulgu ise gida takviyesi olarak
kullanilmas1  planlanan saflastirilmis DPPIV
enzimini tablet formuna getirmek ve enkapsiile

O6nemli

etmek icin kullanilan materyallerden biri olan
jelatinin inhibitor etkilerinin tespiti olmustur.
Jelatin (10 mg/ml) saflagtirilmig DPPIV enziminin

relatif  aktivitesini  %51,72’ye  disiirmiistiir.
Jelatinin protein yapisindan dolayr pargalanma
islemi bagirsakta sonlandirilir ve bu islem

sirasinda da enkapsiile olan DPPIV yavasca
salmimm yaparak aktivite gosterir. Bu ylizden
jelatinle yapilacak olan bir enkapsiilasyon
isleminde DPPIV aktivitesi %51,72’den kesinlikle
biiyiik olacaktir.

4. Sonuclar

Substrat spesifikliginin,
farkl inhibitérlerinin  ve EDTA’nin
saflagtirdigimiz enzimle verdigi  enzimatik
reaksiyonlar degerlendirildiginde saflagtirdigimiz
enzimin Gly-Pro-pNA subsratina ilgisinin yiiksek
oldugu, agir metallere gii¢lii afinite gdosterdigi i¢in
en yiksek inhibisyonunu Hg™ ile verdigi,
PMSF’ye verdigi biyokimyasal cevap
degerlendirildiginde aktif bolgesinde serin amino
asiti icerdigi ve bir serin aminopeptidaz oldugu,
bagka bir proteaz inhibitorii olan EDTA’ya
inhibitér etki gostermedigi i¢in bu enzimin bir

metal iyonlarmin,

proteaz

metalloenzim olmadigi sonucuna varilmustir.
Saflagtiritlan DPPIV enziminin ticari {riin olarak
kullanimi s6z konusu oldugunda enkapsiile
edilmesi glindeme gelmektedir. Enkapsiilasyon
kaplama materyali olarak diisliniilen ve inhibitor
etkisi incelenen jelatinin, DPPIV enzimine
inhibitor etkisi oldugu ve aktivite degerlerini
yartya yakin oranda dislirdiigli goriilmiistir.
Ticarilestirilmek istenir ise farkli enkapsiilasyon

materyallerinin enzime etkisi incelenebilir. Sonug
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olarak saflastirilan mikrobiyal kaynaklt DPPIV
enziminin viicut sicakliginda ve bagirsak gibi
bazik bir ortamda (Ph 8.5) optimum aktivitesini
gostermesi  bu ticari Uriin olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

enzimin
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