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OZET

Amag¢: Bu arastirmanin amaci glukoz oksidaz (GOD) enzimi ile hazirlanan agregat
sistemlerinin glukozu indirgemesi sirasinda olusan tepkimenin kinetik degismezlerinin
zamana bagli olarak oOlgiinen derisim degerlerini benzestiren matematiksel model ile
hesaplanmasi ve saptanan kinetik degerler ile deneysel verilerin karsilastirilmasidir.
Geregler ve Yontemler: Arastirmanin ilk kisminda enzim uygun bir ¢oktiiriicii varliginda
bifonksiyonel bir ¢apraz baglayici ile muamele edilerek agregat olusumu saglanmis ve GOD
agregatlarinin aktiviteleri B-D-glukozu glukonik asit’e ve H,0,’ye oksitleyen enzim miktar1
olarak belirlenmistir. Benzesim igin onerilen matematik model tek substrat-enzim katalizli
tepkimeler i¢cin Michaelis ve Menten tarafindan gelistirilmis olan kinetik model ¢ergevesinde
hizli denge yaklagimi varsayimini esas alir ve substrat derisimi, tepkime hizina bagli olarak
ifade edilen bir baslangi¢ deger problemidir.

Bulgular: Benzestirme egrilerinden hesaplanan sonuglarin deneysel 6l¢iim degerlerine
yaklastirilmas: ise matematiksel modelin icerdigi kinetik sabitlerin optimizasyonuna
dayanmakta olup, ¢oziimleme i¢in Euler sayisal yontemi uygulanmistir ve optimizasyon
i¢in segilen kinetik parametre degerleri ile ¢izilen simulasyon egrilerinde substrat etkili
Michaelis-Menten kinetik reaksiyon modeli ile yapilan optimizasyonlarda daha yiiksek
uyumluluk gosteren ¢ok daha etkin sonuglar alinmistir. Yiksek glukoz derisimlerinin
optimum degerleri veren kinetik parametre bolgesinin disinda kaldig1 belirlenmistir.
Sonuclar: GOD agregatlarinin kinetik sabitlerinin hesaplamasinda baslangi¢c substrat
derisimi etkili Michaelis-Menten modelinin ¢6ziimlenmesi ile elde edilen degerlerin
uyumunun Michaelis-Menten modeline gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: glukoz oksidaz, enzim agregatlari, enzim kinetigi, matematiksel
modelleme, benzesim

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atigmas: bulunmamaktadir.

Cikar Catismasi: Yazarlar ¢ikar ¢atismast olmadigini beyan ederler.

ABSTRACT

Aim: The object of the study is calculation of the kinetic constants for the reduction reaction of
glucose by glucose oxidase (GOD) aggregate systems by the mathematical model simulated
the concentrations of the reactants or products and comparision of the calculated kinetic
values with the experimental data.

Methods: In the first part of the study, aggregate formation was made by the treatment with
a bi-functional cross-linker in the presence of an appropriate precipitator and the activity
of GOD enzyme aggregates was estimated by enzyme amount which oxidase 3-D-glucose
to gluconic acid and H,O,. The mathematical model suggested for simulation depends on
the rapid equilibrium approach of the kinetic model proposed by Michaelis and Menten for
single substrate-enzyme catalyzed reactions and the substrate concentration is an initial
value problem defined in terms of the reaction rate.

Results: The convergence of calculated results from simulated curves to experimentally
measured values based on the optimization of kinetic constants present in the mathematical
model and Euler numerical method was applied in the solution of the problem. More effective
results with higher correlations were obtained for the optimizations achieved by the Substrate
affective Michaelis and Menten model when the simulation curves drawn for the selected
kinetic parameter values. It was determined that high glucose concentrations are out of the
optimum kinetic parameters range.

Conclusions: In the calculation of kinetic constants of GOD aggregates, the consistency of
the values obtained from the analysis of initial substrate concentration effective Michaelis-
Menten model was higher than the Michaelis-Menten model.

Key Words: glucose oxidase, enzyme aggregates, enzyme kinetics, mathematical model,
simulation
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Giris

Enzim immobilizasyonunda temel amag, enzimi sulu
tepkime ortaminda ¢oziinmez duruma getirerek, tagi-
yicilya baglanmis enzimin zorlu ortam kosullarinda da-
yanikliligini arttirmak ve enzimin tepkime ortamindan
ayrilmasini kolaylastirmaktir. Tastyicili enzim sistemle-
ri ile pek ¢ok basarili ¢alisma yapilmasina karsin, tasi-
yicidan kaynaklanan katalitik olmayan kiitle nedeniyle,
serbest enzime gore yaklasik % 50 aktivite kaybi s6z
konusudur. Ayrica uygun tastyici se¢imi vakit alan zah-
metli denemeler gerektirmektedir. Bu dezavantajlarin
giderilebilmesi i¢in yeni yaklagim, tasiyicisiz immobi-
lize enzim sistemleridir. Coziinmiis enzimlerin uygun
¢apraz baglayict madde kullanilarak enzim molekiille-
rini kendi {izerine baglama yontemleri bu sistemlerin
temelini olusturur. Bu ¢aligmada kullanilan glukoz ok-
sidaz (EC 1.1.3.4) enzimi, hem diyabet hastalarinin kan
sekerinin klinik analizinde kullanilan hem de kontrollii
ilag salim1 uygulamalari ¢ger¢evesinde tedavi amagh kul-
lanim1 i¢in de calismalarin stirdiiriildiigli bir enzimdir
[1-3]. Tasiyicidan kaynaklanan sorunlarin giderilmesi
icin de caligmalar halen devam etmektedir. Ayrica ta-
styicisiz agregat formdaki enzimin benzer bir sekilde
diyabet hastalarinin yasam kalitesinin arttirilmasina
yonelik bir baska arastirmada ise secilen glukoz oksidaz
enzim modelinin farkl klinik enzimlere de uygulanabi-
lecegi belirtilmektedir [4-8].

Enzim kinetigi ¢alismalarina bakildiginda ise, enzimle-
rin kinetik davranislarinin anlasilabilmesi i¢in 6nerilen
matematiksel modellerin ilki, Michaelis ve Menten ta-
rafindan tek substrat-enzim katalizli tepkimeler igin ge-
listirilmis olup, bu ¢alismada da bu model esas alinmis-
tir. Ancak bu modelin dogrusallastirilmasiyla ¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi ile saptanan kinetik parametre-
ler tiim olusum siirecine iliskin kinetigi tam olarak gos-
teremeyebilir. Bu durumda kinetik parametrelerin tiim
bu siire¢ i¢in optimizasyonunu da igceren, zamana bagl
olarak tepkime siiresince Olgiilen derisimlerin benze-
sim egrileri ¢izilir. Simulasyon i¢in dnerilen matematik
model substrat derisiminin tepkime hizina bagli olarak
ifade edildigi bir baslangic deger problemi olup, ¢dziim-
leme i¢in uygun bir sayisal yontem segilir. Kinetik pa-
rametrelerin optimizasyonunda sayisal ¢éziimleme i¢in
gerekli olan baslangi¢ kosullari olarak da Lineweaver-
Burk grafigi ile saptanan kinetik degerler alinir. Opti-
mizasyon fonksiyonu da ger¢ek zamanli l¢tilmiis olan
derisim degerleri ile simulasyon sonuglari arasindaki
farkin toplaminit minimize edecek sekilde yazilir [9-13].
Hazirlanan ¢aligmanin kapsami da, glukoz oksidaz en-
ziminin glukozun indirgemesi sirasinda olusan tepki-
menin kinetigini incelemek ve tepkimeye iligkin reaksi-
yon hiz sabitlerini yani kinetik parametrelerini optimize
etmektir. Bunun i¢in 6nce enzimin ¢dziinmez agregatla-
rin1 olusturmak i¢in ¢6ziinmiis durumdaki enzim uygun
bir protein varliginda hazirlanmistir, ardindan da enzim
bifonksiyonel bir ¢apraz baglayict ile muamele edilmis
ve agregat olusumu saglanmistir. Bekletme zamanina
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bagli olarak tekrarlanan aktivite denemeleri ile hazirla-
nan Glukoz oksidaz enzim sistemlerinin B-D-glukozu
glukonik asite ve H O,’ye oksitleyen enzim miktar:
olarak aktiviteleri 6l¢lilmiis ve kararliliklart saptanmis-
tir [11]. Son olarak da, enzimin indirgenmesi sirasinda
olusan tepkimenin kinetigini incelenmis ve tepkimeye
iligkin reaksiyon hiz sabitleri yani kinetik parametreler
optimize edilmistir. Bunun icin MATLAB yazilim1 kul-
lanilarak hazirlanan program algoritmasinin adimlari
ve sonuglari, ayrintili olarak verilmis ve kinetik para-
metrelerin optimizasyonuna iliskin olarak hesaplanan
derisim-zaman simulasyon egrileri ¢izilmis ve simulas-
yon sonuglart irdelenmistir [13,17].

Gerec ve Yontem

Capraz bagli GOD (Sigma, EC 1.1.3.4, 50 kU/g solid, Tip
X, Aspergillus niger’dan) agregatlarinin hazirlanmasi
isleminde 6nce 0.05 mg/ml baslangi¢ derisimine sahip
stok glukoz oksidaz enzim ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu
¢ozeltiden 80 ul alinmis ve ¢ozeltiye 5 mg bovin serum
albumin (BSA, Sigma, 96%, MW: 66 kDa) eklenerek
100 vuru/dak c¢alkalama hizinda proteinin tamamen
¢oziinmesi saglanmistir. Ortam 0,1 M NaOH (Sigma)
ile pH 7’ye ayarlanmistir. Daha sonra ortama orani %
2 (v/v) olacak sekilde glutaraldehit (Sigma) eklenmistir.
Cozeltinin son hacmi distile su ile hazirlanmig tampon
¢ozelti kullanilarak 1 mI’ye tamamlanmistir. Cozeltiler
ilk 15 dakika karistirilarak toplam 2 saat 25°C’de bira-
kilmistir. Bu islemin ardindan ¢dzeltiler bir gece bo-
yunca 4°C’de birakilmigtir. Bu siire sonunda ¢ozeltiler
yine 4°C’de 7000 devir/dakika hizda 15 dakika boyunca
santrifiijlenerek olusan agregatlarin ¢okmesi saglanmis-
tir. Stipernatant alindiktan sonra ortamdaki fazla gluta-
raldehitin ve/veya proteinin uzaklastirilmasi i¢in enzim
agregatlar1 4 defa destile su ile yikanip santrifiijlenerek
iist faz ayrilmistir.

Caligmada serbest glukoz oksidaz enzimi ve agregatla-
rinin aktivitelerinin saptanmasinda kullanilan yontem-
de 6nce 50 ml pH 7 fosfat tamponunda (Na,HPO,.2H,0,
NaH PO,.2H,O, Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich, Al-
manya) 3 mg peroksidaz (Tip IV, EC. 1.11.1.7, Sigma
Chem. Co., USA) ve 6.6 mg o-dianizidin (Sigma biil-
ten) ¢Ozllmiistiir. Bu karisimdan alinan 2.5 ml hacmin-
de ornek 10 dakika siireyle 25°C’de inkiibe edilmistir.
Uygun derisimde B-D-glukoz (Merck) ¢ozeltisi ile glu-
koz oksidaz enzimi etkilestirilmistir. Bu etkilestirilen
¢ozeltiden 100 pl alinip, 10 dakika inkiibe edilen 2.5
ml’lik ¢ozeltiye eklenmistir. Olusan renk, 10 dakika
sonra %30’luk siilfirik asit ¢dzeltisinden 1.5 ml ilave
edilmesiyle kararli hale getirilmis ve bu ¢6zeltinin 525
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iimii
yapilmistir. GOD enzim agregatlari i¢in de ayni islem
yapilmistir ve yukarida verilen agregat hazirlama yon-
temi sonrasi elde edilen agregatlar glukoz ¢ozeltisine
daldirilarak etkilestirilmis ve tayin siralamasi takip
edilmistir. Aktivite deneyleri sirasinda gerceklesen tep-
kimeler agagida verilmistir.
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D-glukoz + O, + H,0 — GOD—> D-glukonikasit + H,O,
H,0,+ o-dianizidin -POD—>  o-dianizidin + H,O
Glukoz oksidaz enziminin 1 aktivite birimi, pH 7 ve
25°C’de 1 dakika siire iginde lpmol B-D-glukozu,
D-glukonik asit ve H,O,’e oksitleyen enzim miktari
olarak tanimlanmistir [11]. Ger¢ek zamanli derisim eg-
rilerinin simulasyonu i¢in Onerilen matematik model
oncelikle kinetik parametrelerin optimizasyonunu ger-
¢eklestirir. Bu durumda simulasyon modelinin kinetik
parametrelerin ifade edildigi kinetik modeli de igermesi
s0z konusudur. Bu ¢alisma esasinda Michaelis ve Men-
ten kinetik modeline dayanmaktadir ve bu model, kisaca
bir enzimin substrata baglanarak enzim-substrat yapisi
olusturarak tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirme-
sini esas alir (4). Ancak bu denge sabitini etkilemez ve
bu tepkimenin ayni sicaklikta daha diisiik aktivasyon
enerjisinde daha hizli gergeklesmesini saglar.

kl kz
E+SSES—SE+P M
k_

Hizli denge yaklagimi varsayimini esas alan Michaelis
ve Menten modelinde enzim ve substrat arasinda ¢ok
hizl1 bir denge oldugu kabul edilir ve ayrigma sabiti K
asagidaki gibi gosterilir,

_k

[£][S]

[ES] @

ve tepkime hizi da

_dS _dP_ V,[S] 3)
dt dt K, +[S]

olarak yazilir.

Burada K, Michaelis-Menten sabiti olarak da adlandi-
rilir, ulasilabilecek en yiiksek tepkime hiz1 V_, substrat
ve iiriin konsantrasyonlari ise [S] ve [P] dir.

Bulgular

Enzimatik tepkimelerde kinetik parametrelerin bulun-
masinda tepkime hiz ifadesinin dogrusallastirilma-
s1, islemi basitlestirilerek en yiiksek tepkime hizi ve
doygunluk sabitinin bulunmasini kolaylastirir. Cizilen
Lineweaver-Burk (L-B) grafiginden hesaplanacak olan
kinetik sabitler optimizasyon isleminde baslangi¢c dege-
ri olarak alinmigtir. Calismanin deneysel kisminda ise
farklt baslangi¢ derigimleri ile gergeklestirilen glukoz
indirgenmesinde kalan glukoz miktarlar1 l¢lilmis ve
oOlciilen bu degerlere dayanarak, kinetik parametrelerin
de optimize edildigi simulasyona iligkin matematik mo-
dellemenin ¢6ziimii i¢in hazirlanan algoritma MATLAB
programlama dilinde yazilmis ve ¢aligmanin sonunda
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Ek olarak verilmistir. Kinetik parametrelerin optimize
edildigi simiilasyonu iliskin matematik modellemenin
¢6ziimil i¢in hazirlanan bu algoritmaya iligkin bilgisayar
programinin ¢iktilar1 agagidaki ii¢ sonucu kapsamakta-
dir;

1. Kinetik modellemesi yapilarak simule edilecek olan
doniisen glukoz derisimlerinin deneysel dlgiim degerleri
Tablo 1’de verilmistir. Bu 6l¢timlere iliskin ¢izilen gra-
fikl de Sekil 1 ve 2’de sunulmustur.

2. Baslangi¢ glukoz derisimine bagli olarak dogrusal-
lagtirilmis kinetik modelden hesaplanan maksimum hiz
(V,) ve Michaelis-Menten sabiti (K ) degerleri, bunlar
arasindaki dogrusal iligkiyi veren istatistiksel model
katsayilar1 ve bu modellerden hesaplanan uyum deger-
leri Tablo 2°de verilmistir.

Bu modellere iliskin ¢izilen grafik Sekil 3a ve 3b’de
farkli baslangic glukoz derisimleri i¢in modelden hesap-
lanan (V_) ve (K ) degerleri gosterilmektedir. Bu deger-
ler daha sonra belirli katsayilarla carpilarak optimize
edilecektir.

3. Son olarak da hesaplanan kinetik parametreler daha
ayrintili olarak optimize edilerek ve bu degerler kul-
lanilarak da simulasyon egrileri ¢izilmistir. Bu islem
sirasinda kinetik parametreleri de iceren optimizas-
yon fonksiyonu J’de Baslangi¢ Substrat Derisimi Etki-
li (BSDE) Michaelis-Menten kinetik reaksiyon modeli
denenmistir.

ve bu model,

MU= oy *[(S=S) (K +(S=5")] @)

seklinde olup,

S’=S0*¥ etkin olmayan minimum substrat derisimini
tanimlamaktadir. W¥=0 oldugunda bu model basit Mic-
haelis-Menten Kkinetik reaksiyon modeline doniismek-
te ve bu durumda L-B grafigi cizilmekte olup, genel
olarak p_ =p  *c ve K =K *p denkliklerinde ¢ ve
p maksimum hiz ve kinetik sabit i¢in optimizasyon
oranlarini gostermekte olup, bu durumda etkin olmayan
minimum substrat derisimi baslangictaki derisiminin
belirli bir kat1 olarak () hesaplanmaktadir.

Secilen 0£Y£1, 0.5£6£1.5 ve 0.5<=p<=1.5 araliklarinda
¢izilen simulasyon egrileri ile hesaplanan J fonksiyonu
derisim zaman egrisi uyumunu minimize eden optimi-
zasyon fonksiyonu olup;

J=R=f("¥,s,r) — min 5)
seklindedir ve burada optimize edilecek parametreler ¥
ileS’,cilep vepileK ’dir

Basit bir tarama yontemiyle yukarida tanimlanan opti-
mizasyon parametrelerine gore hesaplanan optimizas-
yon fonksiyon degerleri Tablo 3’de sunulmustur.

Bu tabloda verilen farkli parametrelere gore hesaplanan
zamana bagli glukoz derisim degerlerini gésteren simu-
lasyon egrileri Tablo 3’den de anlasilacagi gibi Sekil 4, 5,
6, 7 ve 8de ¢izilmistir. Buradaki J optimizasyon fonk-
siyonunun kinetik parametreleri de i¢eren bir baslangic
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Tablo 1. Doniisen glukoz derisimlerinin deneysel 6l¢iim degerleri.

Siire (Dak) Déniisen glukoz derigimleri (M)
0 0.01 0.05 0.075 0.1 0.5 1 2.5
1 0.0061 0.0338 0.0592 0.0873 0.4467 0.7934 1.8853
2 0.0063 0.0348 0.0611 0.0899 0.4571 0.8421 2.0527
3 0.0064 0,0355 0.0626 0.0916 0.4637 0.9374 2.3375
4 0.0065 0,0361 0.0637 0,0932 0.4704 0.9505 2,3679
5 0.0067 0.0367 0.065 0.0946 0.4741 0.9842 2.4465
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Sekil 1. Doniisen glukoz derisimleri. (a) MATLAB; (b) EXCEL formu.
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Sekil 2. Reaksiyon sonras: Kalan Glukoz derisimleri. (a) MATLAB; (b) EXCEL formu.
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Tablo 2. Farkli baslangi¢ glukoz derisim degerlerine bagli olarak glukoz derisimlerinin zamana bagli simulasyonunun modellenmesindeki
optimizasyon dongiisiiniin baslangi¢ degerleri i¢in kinetik modelden hesaplanan maksimum hiz (V| ) ve Michaelis-Menten sabiti (K ) ile farkli
baslangic glukoz derisim degerleri arasindaki dogrusal iliskiyi veren istatistiksel model katsayilart ve uyum degerleri. (Bu degerler yalnizca
optimizasyon dongiisiinde baslangi¢ degerleri olarak kullanilacak olup, islemin sonunda istenen yakinsama saglanmis olacaktir.)

SO 0.01 0.05 0.075 0.1 0.5 1 2.5 a B R?

Vm=a1*S0+81 | 0.004103 | 0.024872 | 0.051684 | 0.083607 | 0.426772 | 0.842167 | 2.010693 | 0.809566 | 0.002198 | 0.99

Km=a1*S0+p1 | 0.001286 | 0.004313 | 0.002099 | 0.000666 | 0.002698 | 0.002696 | 0.011653 | 0.003684 | 0.001402 | 0.90
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Sekil 3. Kinetik modelden hesaplanan. (a) (V) grafigi MATLAB; (b) (V,) grafigi EXCEL; (c) K grafigi MATLAB; (d) K grafigi EXCEL
Formu.
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Tablo 3. Farkli baslangi¢ glukoz derisim degerlerine bagli olarak Baslangi¢ Substrat Derisimi Etkili (BSDE) Michaelis-Menten Kinetik Reak-
siyon Modeline gore hesaplanan glukoz derisimlerinin zamana bagli simulasyon degerleri ve ayni degerler i¢in hesaplanan Lineweaver-Burk

(L-B) verileri.

Déngu Hesaplanan Parametreler J=f(Y,s,r) Simulasyon igin Optimizasyon Fonksiyonu
No S0 Y Smin=S0*Y s Vm’=Vm*s r Km’=Km*r J Sekil
L.-B. 0.01 0 0 1 0.0103 1 0.0014 0.6548 5-a
BSDE 0.01 0.35 0.0035 0.85 0.0087 1.1 0.0016 0.9816 5-b
L.-B. 0.05 0 0 1 0.0427 1 0.0016 0.7546 6-a
BSDE 0.05 0.3 0.015 0.85 0.0363 1.1 0.0017 0.9816 6-b
L.-B. 0.075 0 0 1 0.0629 1 0.0017 0.7647 7-a
BSDE 0.075 0.3 0.0225 0.85 0.0535 1.1 0.0018 0.8339 7-b
L.-B. 0.1 0 0 1 0.0832 1 0.0018 0.0+0.5773i 8-a
BSDE 0.1 0.3 0 0.85 0.0707 1.1 0.0019 0.6031 8-b
L.-B. 0.5 0 0 1 0.4070 1 0.0032 0.0+1.7876i 9-a
BSDE 0.5 0.3 0.015 0.85 0.3459 1.1 0.0036 0.0+1.5244i 9-b
L.-B. 2.5 0 0 1 0.8118 1 0.0051 0.0+1.7493i -
L.-B. 2.5 0 0 1 2.0261 1 0.0106 0.0+1.7347i -
! o1 % | A A
Kinetik P arametrelerin Optimiz asyonu lcin Glecoz Dergiminin Simulasyonu (0.01a) I (IJ) i 1 1 | 1 |
004 - - e -k ] { | | |
' ) Conuzen |, I & | |
L e A [PE Saue EENENEEN |
e EEEEt Foseseoas Posoeooas e Fosoeooes ; [x  al I Z
e I . — E— S N b e [ 1x & 1 JUNEERS *
g S S DR NN B doad B2t s waRay
=S B Rt e i . | | Bon-en
£ noos - . :L :L :L ,: 4 & | 1 | mKal-Den
s TR TR T T I PR : 5 [ ' ' | 4000sim
B H H H H Q004 R i i i . P - {
0.004 e e b R g St el e Sttt I 1 { | Kal-Sim
3 ! + + i : LIF3 : L "
L B S S . |
s et Sute oo s e :
A S, W USSR USSR SOSS S
o H H i
u} 3 B} 5 =]
Sure (ddd)
Kineth Parametrelerin O ptimiz asyonu icin Gldooz Deris iminin Simulasyonu (0.010)
S S i S T R S R R S TN s e ;
(l.',) H H H H Cronusen || |
L e Kalan ! >
s T e s s B
N e
s ; + + + i 3 = o006
2 0005f----d-- JaEEREEEE [ e i i i E I 1
5 ] : . | berrcimn
T 0oosf------ K- A LY R T o S : 2 [ | mKalDen
Y . . ; A : g I | apsnsim
5 0.00F----g--- L et _}_ T Tt T Tt T T T i T T t < Kal-im
o | " i } &+ \ I
000Ef---f---- Lemmmmnn e EERTEEPES EEETETEEE demeee ! i
1T S W - S - |
] e WEEER fronenees RS SRR : a
o i o . ] } | | | |
o 1 2 3 ) il [} o i ] 3 4 3 &
Sure(dak) Shre (Dak) [0.02-2)

Sekil 4. (a) J=0.6548 uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (b) J=0.6548 uyum degerine sahip simulasyon egrileri EXCEL; (c)
J=0.9816 uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (d) J=0.9816 uyum degerine sahip simulasyon egrileri EXCEL formu.
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Sekil 5. (a) J=0.7546 uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (b) J=0.7546 uyum degerine sahip simulasyon egrileri EXCEL; (c)

J=0.9816 uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (d) J=0.98

deger problemi olan dS/dt diferansiyel esitliginin sayisal
¢Oziim dongiisiinii icerdigi ve bu hesaplamada Euler gibi
basit ¢6ziim yontemlerinin bile ¢ok iyi sonuglar verdigi
zaten bilinmekte olup, Euler yontemi kisaca asagidaki
denklikle ifade edilmektedir:

S =8, +R, * At 6)

Tartisma ve Sonuc¢

Bu calismada kullanilan glukoz oksidaz enzimi analiz
ve tedavi amagli aragtirmalarda kullanilan bir enzimdir
[14-16]. iki boliimden olusan bu ¢alismanin ilk kismin-
da, enzimin ¢oziinmez agregatlarint olusturmak igin
¢Ozinmiis durumdaki enzim hazirlanmi, daha sonra
da uygun bir ¢oktiiriicii varliginda bifonksiyonel bir
capraz baglayici ile muamele edilmis ve agregat olu-
sumu saglanmistir. Baslangic enzim derisimi, sicaklik
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16 uyum degerine sahip simulasyon egrileri EXCEL formu.

etkisi, ¢oktiiriicti etkisi ve capraz baglayici etkisi gibi
hazirlanma parametreleri daha once optimize edilmis-
tir [11]. Son olarak da hazirlanan enzim sistemlerinin
B-D-glukozu glukonik asite ve H,0,’ye oksitleyen en-
zim miktar1 olarak aktiviteleri ol¢iilmiistiir. Ardindan
da bu enzim sistemlerinin glukozu B-D-glukoza indir-
gemesinin kinetik aragtirmasina gecilmistir (Sekil 1 ve
2). Hizl1 denge yaklasimi varsayimini esas alan Micha-
elis-Menten modelinde enzim ve substrat arasinda ¢ok
hizli bir denge oldugu kabul edilir ve denge sabiti K ve
en yliksek tepkime hizi V _ de icerecek sekilde yazilan
hiz denkleminin dogrusallastirilmasi ile bu iki kinetik
parametre yazilan bilgisayar algoritmasi yardimiyla he-
saplanmustir [11, 12].

Sonuglar incelendiginde 0.01, 0.05 ve 0.075 M baslangic
glukoz derisim degerleri en yiiksek model uyumunu ver-
mektedir (Tablo 2). Baslangi¢ glukoz derisim degerleri
arttikca hesaplanan uyum degerlerinde hizli bir diisme

Akpolat ve ark.
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Sekil 6. (a) J=0.7647 uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (b) J=0.7647 uyum degerine sahip simulasyon egrileri EXCEL; (c)
J=0.8339 uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (d) J=0.8339 uyum degerine sahip simulasyon egrileri EXCEL formu.

goriilmektedir. Bu durum Sekil 2°de goriilen ve 0.75 M
derisime kadar ger¢eklesen Michaelis-Menten kinetik
reaksiyon modeli ifadesinin de temeli olan doniisiimde-
ki dogrusal degisime karsilik gelmektedir. Daha ytiksek
baslangi¢c glukoz derigimlerinde dogrusalliktan biiyiik
sapmalar gerceklesmektedir. Hesaplanan V_ve K de-
gerleri grafige gecirildiginde artan substrat derisimi ile
V,, degerlerinde de dogrusal bir degisim gozlenmis (Se-
kil 3a), buna karsilik K degerlerinde diizensiz bir dagi-
lim bulunmustur (Sekil 3b). Literatiirde yapilan benzer
caligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir [18-20].

Calismanin son asamasinda baslangi¢ substrat derigimi
etkili (BSDE) Michaelis-Menten kinetik reaksiyon mo-
deli kullanilarak V, ve K degerleri hesaplanmistir. Her
iki model i¢in de bulunan en yiiksek uyum degerini ve-
ren V_ve K degerleri sirastyla 0.0427, 0.0363 ve 0.016,
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0.017 olarak bulunmustur. Bu uyumun gdstergesi olan J
optimizasyon fonksiyonu degerleri de ayni tabloda ve-
rilmistir. Her uyum degerine karsilik gelen simulasyon
egrileri dogrusallastirilmis baslangic substrat derigimi
etkisinin olmadig1 Michaelis-Menten Modelinin (L-B)
ve baglangi¢ substrat etkili Michaelis-Menten kinetik
modelinin simulasyon egrileri karsilastirmali olarak
c¢izilmistir. Farkli baslangi¢c glukoz derisim degerlerine
gore hesaplanan zamana bagli glukoz derisimlerinin si-
mulasyon sonuglar1 Tablo 3’de verilmistir. Dogrusallas-
tirtlmis kinetik modeli gosteren Lineweaver-Burk (L-B)
grafigi sonuglar1 ile dogrusal olmayan kinetik modelin
simulasyon sonuglar1 karsilastirildiginda denge sabiti
K, ve en yiiksek tepkime hiz1 V_ degerlerinin birbirine
yakin oldugu sonucu modelin uygulanabilirligini goste-
rirken, denge sabitinin artmasi ise substrata olan ilginin
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Sekil 7. (a) J=0.0+0.5773i uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (b) J=0.0+0.5773i uyum degerine sahip simulasyon egrileri
EXCEL; (¢) J=0.6031 uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (d) J=0.6031 uyum degerine sahip simulasyon egrileri EXCELformu.

azaldigini belirtmektedir [21-24]. Simulasyon egrile-
ri incelendiginde ise, substrat etkili Michaelis-Menten
kinetik reaksiyon modeli ile yapilan optimizasyonlarda
daha yiiksek uyumluluk gosteren ¢ok daha etkin sonug-
lar alindig1 derisim zaman egrilerinin yakinlagarak sa-
bit degerlerle ilerlemesi ile Sekil 4b ve 5b’de acik olarak
goriilmektedir. Bu iki simulasyonda egrilerin uyumu
%65-75’lerden %98’ler gibi miikemmel degerlere ulas-
maktadir. Sekil 6°da yer alan 0.075 M baslangic degeri
substrat etkisiz model uyumu bir dnceki baslangic deri-
simi ile hemen hemen ayni olarak bulunmustur. Ancak
baslangi¢ substrat derisimi etkili model uyumunun deri-
sim zaman egrisinde bozulma gézlenmektedir ve Sekil
7 ve 8’de baslangi¢ glukoz derisiminin artmasiyla bek-
lenildigi gibi uyum hizla diismekte ve yok olmaktadir.
Buradan da anlasilacagi gibi, yiiksek glukoz derisimleri
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optimum caligma parmetreleri bolgesinin diginda kal-
maktadir.

Sonug olarak 1) glukoz oksidaz enzimi agregatlar1 ile
yapilacak aktivite deneylerinde Michaelis-Menten sabit-
lerinin hesaplanmasinda baslangi¢ substrat derisimine
karst aktivitenin dogrusal degisim gosterdigi 0.075 M
baslangi¢ glukoz derisim degerine kadar dogru sonuglar
elde edilmektedir. 2) baslangic substrat derisimi etkili
Michaelis-Menten modelinin kullanilmast ise uyumu
daha yiiksek kinetik degerlerin elde edilmesini sagla-
maktadir.

Cikar Catismasi: Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar
catigmasi bulunmamaktadir.
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Sekil 8. (a) J=0.0+1.7876i uyum degerine sahip simulasyon egrileri MATLAB; (b) J=0.0+1.7876i uyum degerine sahip simulasyon egrileri
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