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OZET

INSAN KARBONIK ANHIDRAZ-1 iZOENZIMININ ALTERNATIF
BiR METOT iLE iIMMOBILIiZASYONU
YUKSEK LISANS TEZI
ISMAIL KOSEOGLU
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. NAHIT GENCER)

BALIKESIR, MAYIS - 2016

Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzimi, tiim canlilarda CO, ’in
hidratlanarak HCO3 ve H* ’ya doniisiimiinii terisinir olarak katalizleyen oldukca
onemli bir enzimdir. Bu ¢alismada, karbonik anhidraz enzimi izoenzimlerinden olan
insan hCA-1 izoenzimi, Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonamid yapisina sahip afinite jeli
ile saflastirilmistir ve SDS-PAGE ile saflik derecesi kontrol edilmistir.

Saflagtirilan CA-I izoenziminin w-aminoheksil agaroz jeli tizerine gluteraldehit
ile immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Immobilizasyon isleminden sonra serbest ve
immobilize CA-1 enzimi i¢in gesitli tayinler yapilmistir. Serbest ve immobilize CA-I
izoenziminin sirastyla optimum pH’leri 10 ve 9.5 olarak bulunmustur, aktivitelerini ise
sirastyla 768; 1096 saat korumuslardir, optimum sicakliklar1 35; 25 °C bulunmustur,
termal stabiliteleri 35; 50 °C’lerde korudugu goriilmiistiir.

CA-I’in Klasik inhibitorlerinden siilfonamid, asetazolamid, brinzolamid,
dorzolamid ve topiramat ilaglari ile inhibisyon ¢alismalar1 gergeklestirildi. Serbest ve
immobilize CA-I izoenzimi i¢in sirasiyla ICso degerleri, siilfonamid igin 19.083;
8.1059 uM, asetazolamid icin 0.7922; 0.6655 pM, brinzolamid i¢in 8.383; 9.539 uM,
dorzolamid i¢in 11.592; 16.618 uM, topiramat i¢in 10.661; 16.575 uM olarak
bulunmustur. Brinzolamid, dorzolamid ve topiramat serbest enzimi, siilfonamid ve
asetazolamid ise immobilize enzimi daha ¢ok inhibe etmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik Anhidraz (CA), immobilizasyon, Inhibisyon,
Afinite Kromatografisi, Saflagtirma.



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF HUMAN CARBONIC ANHYDRASE-I ISOENZYME
WITH AN ALTERNATIVE METHOD
MSC THESIS
ISMAIL KOSEOGLU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. NAHIT GENCER )

BALIKESIR, MAY 2016

Carbonic anhydrase (CA) (E.C. 4.2.1.1), which reversibly catalyses the
transformation of CO; in all living things to HCO3 and H* by hidration, is a
substantially significant enzyme. In this study, human hCA-I, which is one of the
isoenzymes of CA, was purified by an affinity gel in the structure of Sephorore-4B-L-
tyrosine-sulfonamide, and the purity degree is checked with SDS-PAGE.

The immobilization of the purified CA-l1 isoenzyme is performed on -
aminohexyl agarose gel with glutaraldehyde. After the immobilization procedure,
various analysis are made on free and immobilized CA-1 enzymes. It is observed that
for free and immobilized CA-I isoenzymes, optimum pH degrees are 10 and 9,5;
active periods are 768h and 1096h; optimum temperatures are 35 °C and 25 °C; and
thermal stabilities are 35 and 50 °C respectively.

Classic CA inhibitors, sulfonamide, acetazolamide, brinzolamide, dorzolamide
and topiramate preparations, medicines are utilized in the study. The inhibition effects
of these drugs on free and immobilized CA-I isoenzymes are investigated. For free and
immobilized CA-1 isoenzymes, the ICs, values for effective inhibition are 19.083 uM
and 8.1059 uM for sulfonamide; 0.7922 uM and 0.6655 uM for acetazolamide;
8.383uM and 9.539 uM for brinzolamide; 11.592 uM and 16.618 uM for
dorzolamide; 10.661 uM and 16.575 uM for topiramate respectively. It was found
that while brinzolamide, dorzolamide and topiramate inhibited the free enzyme more,
sulfonamide and acetazolamide inhibited the immobilized enzyme more effectively.

KEYWORDS: Carbonic Anhydrase (CA), Immobilization, Inhibition, Affinity
Chromatography, Purification.
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1. GIRIS

1.1 Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz enzimi ilk olarak 1933 yilinda sigir eritrositlerinden
tanimlanmustir.  Sistematik adi  karbonat hidroliyaz (E.C.4.2.1.1) olarak
adlandirilmigtir. CA enzimi, tiim memelilerde prokaryot, Okaryot ve arkea
dokularinda yaygin olarak bulunur ve yapisinda Zn%? iyonu bulunduran
metaloenzim olarak adlandirilmigtir. Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak
metabolik CO, transportunu saglamanin yam sira, birgok dokularda H*ve HCO3
birikiminde rol oynamaktadir.(Sekil 1.1) Bu dokular arasinda bobrek, gastrik
mukoza ve goz lensi yer almaktadir. Bunlardan baska histokimyasal metotlarla
tikiiriik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve
endometrium dokularinda da CA’ya rastlanmis ve bunlarin bazilar1 saflastirilarak
biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Baliklarin solungag¢ ve salgi organlarinda
baz1 bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, alglerde ve
bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu enzimin degisik rolleri oldugu

ayrica kanitlanmistir[1-4].

H,0 +C0; =— 2 H,C0; =—2— H*+HCO;

Sekil 1.1: Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon.



Karbonik anhidraz dogada ¢ok yaygin olup, ilk kez eritrositlerden
saflastirilmasina ragmen daha sonra hemen hemen biitiin dokularda var oldugu
tespit edilmistir. Omurgalilar, omurgasizlar, bitkiler ve bakterilerden izolasyonu
yapilmistir. Yapilan arastirmalarda memeli izoenzimlerinin molekiil kiitleleri
yaklasik 30 kDa olan monomerik proteinler oldugu bulunmustur. Yine ¢aligilan
tiim memeli karbonik anhidrazlarinin bir ¢inko iyonundan ve yaklagik 260 amino

asit birimi igeren tek bir polipeptid zincirinden olustugu rapor edilmektedir[5].

1960’11 yillarda insanlarin ve bazi hayvanlarin kaninda bulunan karbonik
anhidraz izoenzimleri A, B ve C olarak isimlendirilmistir. Daha sonra karbonik
anhidraz calisanlar tarafindan genetik olarak homolog izoenzimleri belirtebilmek

i¢in biiyiik harfler yerine izoenzimler romen rakamlari ile isimlendirilmistir[6].

Bitki karbonik anhidraz1 ise ilk kez 1939 yilinda yesil bitkilerin yaprak
sitopldzmasinda kesfedilmistir. Ispanak, maydanoz, marul, misir, soya fasulyesi
gibi ¢ok sayida bitkiden CA saflastirilmasi ve karakterilizasyonu {izerine
calismalar yapilmistir. Bitki karbonik anhidrazinin molekil agirlig, g¢ift
ceneklilerde yaklasik 180 kDa olup hegzamerik bir yapiya sahiptir. Her bir
monomer biriminin molekiil agirlig1 30 kDa olup, bir enzim molekiiliinde 6 tane
¢inko atomu vardir. Tek ¢eneklilerde ise molekiil agirligr yaklasik 42 kDa oldugu

bulunmustur[5].

1.1.1 Karbonik Anhidraz Enziminin U¢boyutlu Yapilari

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin 3 boyutlu yapilarinda biiytik farkliliklar
gozlenmektedir. Ozellikle, Sekil 1.3 ve Sekil 1.4’te gosterildigi iizere, BCA ve
HCA-II izoenzimlerinin 3 boyutlu yapilarindaki farkin ¢ok belirgin olmasina
ragmen, aktif bolgelerdeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi dikkat
cekicidir. Sekil 1.2°te gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bolgesi, yaklasik
tetrahedral geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiili ile

koordine olmus Zn*? iyonunun kataliz olaymdaki fonksiyonu vazgecilmez olup,



Zn*? iyonunun uzaklastinlmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, aktivitelerini
kaybetmektedir[4,6-8].

Insan eritrosit CA-l1 ve CA-Il izoenzimlerinin amino asit dizilislerinin
tespiti, bu konudaki ¢alismalarin baglangici olmustur. Daha sonraki yillarda sigr,
at, sempanze ve rhesus maymunlarina (hint sebegi) ait CA-1 izoenzimleri ve yine
si8ir, at, koyun ve tavsan kaynakli CA-Il izoenzimlerinin amino asit diziligleri tam
olarak tayin edilmistir. Kas izoenzimi olarak da bilinen CA-IIl izoenziminin
amino asit dizilisi ise, insan i¢in belirlendigi gibi sigir ve atlarda da arastirilmastir.
Bu caligmalar sonucunda, ii¢ izoenzimin amino asit dizilisleri ve {i¢ boyutlu

yapilar1 yoniinden biiyiik 6l¢iide benzerlige sahip oldugu belirlenmistir[9-15].

Karbonik anhidrazin bu {i¢ izoenzimi, yapilari yoniinden birbirlerine ¢ok
benzemesine ragmen, aktiviteleri ¢ok farklidir. CA-Il izoenzimi CA-I
izoenziminden 60 ile 100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda
katalitik aktivitesi (turnover sayisi) en yiiksek olanidir. CA-I1I ise, en az aktif olan
izoenzimdir ve CO,-hidrataz aktivitesi CA-I izoenziminin %51 kadardir [16,17].
Karbonik anhidraz izoenzimlerinin memelilerdeki molekiil agirliklari, 28 kDa,
bitki kloroplastlarindan elde edilen ve hegzamerik bir yapiya sahip olan CA’nin
ise 180 kDa oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira, insan bobreginde hiicre
zarma bagli 66 kDa molekiil agirliginda ve yine tavsan eritrositlerinde 54 kDa
molekiil agirliginda, karbonik anhidraz aktivitesine sahip proteinlere

rastlanmistir[11,12,18].



Sekil 1.2: Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His
94, Sart; His 96, Pembe; His 119, Turkuaz; GIn 92, Kahverengi;
Asn, 244 Beyaz)[19].

Sekil 1.3: BCA izoenziminin ii¢ boyutlu yapisi[19].



Sekil 1.4: HCA-II izoenziminin ii¢ boyutlu yapisi[19].

1.1.2 Karbonik Anhidrazin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO; molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun
yanisira, siyanatin karbamik aside veya iirenin siyanamide, aldehidin geminal
diole hidratasyonu reaksiyonlarini da katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve
fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir.
Ancak CA enziminin hidrataz aktivitesi diginda (Cizelge 1.1 1. reaksiyon),
asagidaki cizelgeden de goriildiigii tizere elektrofilik bir merkeze, niikleofilik
ataklari iceren, aldehit, piriivat ve alkil piriivatlarin hidratasyonu, piriivik, siilfonik
ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlarmi da katalizledigi
bilinmektedir[20,21].

Karbonik Anhidraz izoenzimleri CO;’in HCO3' e (Cizelge 1.1, 1.
reaksiyon), siyanatin karbamik asite, siyanamidin treye, (Cizelge 1.1, 2. ve 3.
reaksiyonlar), aldehitlerin gem-diollere hidratasyonunu (Cizelge 1.1, 4.
reaksiyon), ayrica karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizini ve
hidrolitik reaksiyonlari geri doniisiimlii olarak katalizler (Cizelge 1.1, 5-10.

reaksiyonlar)[6].



Cizelge 1.1: Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri[20].

1. 0=C=0+H,0 <—= HCO;+H?

2. 0=C=NH+H,0 <—=H,NCOOH

3. | HN =C=NH+H,0 =— H,NCONH,

4. RCHO + H,0 <—= RCH(OH),

5. RCOOAr + H,0 <+—=RCOOH + ArOH

6. | RSO;Ar + H,0 =— RSO;H + ArOH

7. ArOP03? + H,0e—= HPO3;? + ArOH

8. ArF + H,0 <—= HF + ArOH (Ar=2,4 dinitrofenil)

9. | PhCH,0COCI + H,0 *—= PhCH,0H+CO,+HCl

10. | RSO,Cl+ H,0 <—=RSO0;H + HCl (R=Me;Ph)

1.1.3 Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi; son altmis yildir
yapilan calismalar sonucu aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina
gore CA enziminin metabolizmada son derece 6nemli olmasi, ¢dzelti ortaminda
kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire
bekletilebilmesi gibi avantajli ozelliklere sahip oldugu anlagilmistir. Enzim
Kinetigi hakkinda insan HCA-Il izoenzimi {izerinde yapilan spesifik bolgenin
mutasyonu ve X-Ray Kkristalografisi ¢alismalarinda da Kkatalitik mekanizma
oldukca ayrintili bir sekilde ortaya cikarilmistir; metal iyonunun bir H,O veya
OH™ iyonu ve {i¢ histidin rezidiisii (His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine
edilen, aktif bolgedeki 15 A° derinligindeki bir yarigin tabaninda yer aldigin
gostermektedir. Diger izoenzimlerin mekanizmalar1 genellikle bu mekanizma ile
ayni olmasma ragmen, bazi spesifik detaylarda farkli olabilmektedir. Bu

caligmalar sonucunda, CA’ nin yapisal olarak iki énemli 6zellige sahip oldugu
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tespit edilmistir. Bunlardan birincisi, aktif bolgede Zn*? iyonu ve ona bagli bir
hidroksil grubu ihtiva etmektedir. ikinci olarak da aktif bélge yakinindaki amino
asitler, proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmislerdir
(Sekil 1.5)[6].
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Sekil 1.5: Karbonik anhidraz enziminin CO,-hidratasyon reaksiyonunun kataliz

mekanizmasinin sematik olarak gosteriligi[6].

Zn*2 iyonuna OH™ iyonunun baglanmastyla enzimin aktif formu meydana
gelir. Enzimin aktif formu gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine atakta
bulunur. Bu da Zn™? iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasia neden
olur. Daha sonra bikarbonat iyonu bir su molekiilii ile yer degistirir ve ¢ozeltiye
gecisi gergeklesir. Bunun sonucunda Zn*? iyonuna su molekiilii baglanir ve bu da
enzimin asit formuna doniismesini saglamaktadir[22]. Tekrar bazik formu olan A
formuna gegmek i¢in aktif bolgeden ¢evresine bir proton transferi gerceklesir. Bu
reaksiyonun gerceklesmesine His-64 gibi proton yakalayan aktif bolgeler ve

ortamdaki tampon bolgeler yardime1 olmaktadir[1,23].



1.1.4 Karbonik Anhidraz Enziminin Inhibitorleri

Karbonik anhidrazin en giliglii organik inhibitorleri aromatik ve
heteroaromatik siilfonamidlerdir. Siilfonamidler R — SO,NH, kimyasal yapisina
sahiptir. Bu formiildeki R gruplari, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka

sistemleridir. hCA-II icin Ki sabitleri 107> ile 10~ °molar arasindadir.

R — SO,NH, =<——=R —SO,NH™ + H*

Yukaridaki rekasiyona gore stilfonamidler kolaylikla iyonik yapi
kazanmaktadir. Bu 6zelligi, CA enzimi {izerine inhibisyon etkisi i¢in son derece
onemlidir. Stlfonamidler bu hidrofilik bolgelerine ek olarak, aromatik ve
heteroaromatik hidrofobik bdlgeler bulundurur. Siilfonamidlerin  enzimle
etkilesmesi, oncelikle R — SO,NH™ bilesigindeki N atomunun CA enziminin aktif
bolgesinde bulunan Zn*? ile iyonik baglanmasi ile olurken, ikinci olarak da
hidrofobik etkilesmelerle inhibitériin enzime baglanmasi ile bu etkilesme

tamamlanmis olur[24,25].

Stilfonamidlerin, karbonik anhidraz enzimine giiclii bir sekilde baglanmasi
bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur. Nitekim, siibstitiie ya da alkil
stilfonamidlerin enzime baglanmasinda yalnizca hidrofobik etkilesmeler oldugu
icin, aromatik ve heteroaromatik yan grubu tasiyanlara gore daha zayif
inhibitorlerdir. Inorganik anyonlar ise yalmzca hidrofilik baglanma sonucu, CA

i¢in siilfonamidler kadar gii¢lii inhibitor gérevi tistlenemezler[26].

Stilfonamidlerin CA enzimine baglanmas1 konusundaki teorik bir
calismada, ilk olarak Zn*? tek basma diisiiniildiigli zaman, metal iyonuna azot ve
oksijen atomlarindan koordine oldugu belirlenmistir(Sekil 1.6a). ikinci olarak, bu
baglanmaya aktif bdlgede bulunan tirozin (Thr-199)’de disiiniildiigiinde
stilfonamid molekiiliindeki —NH grubu ile Thr-199 arasinda bir hidrojen bagi
olusarak daha kararli bir yapt meydana gelmektedir (Sekil 1.6b). Son olarak, CA



enziminin aktif bolgesindeki baglanmada rol alan Thr-199’un yaninda, {i¢ histidin
grubu disiiniilerek yapilan ¢alismalarda, Zn-OH bagi kararsiz hale gegerek, tetra
koordinasyon metal kompleks bilesigi olusur. Bunun sonucu olarak siilfonamidin
oksijeni, Thr-199’un -NH grubu ile bir hidrojen bag yaparak, en Kkararl
konformasyonu meydana getirmektedir (Sekil 1.6c). Bu teorik hesaplamalar,
enzim-inhibitor kompleksinin (HCA-Il-asetazolamid) X-ray yap1 analizi ile uyum
halindedir. Stlfonamidler arasindaki inhibitér aktivitesi farkini ortaya koymak
i¢in, Richelds ve arkadaslari, yap1 aktivite iligkileri ve enzim-inhibitér baglanma
serbest enerjilerini incelemislerdir. Elde edilen sonuglar, siilfonamid tiirevlerinin
enzim ile farkli sekilde Van-der Waals etkilesmelerinden dolayr K; degerlerinde

onemli fark oldugunu gostermistir[19].
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Sekil 1.6: Siilfonamidlerin karbonik anhidraz enzimine baglanmasi[19].

Zn*?2 iyonuna koordine olmus siilfonamid bilesiginin N atomuyla, protonu

*2 jyonunun bir tetrahedral yapida baglanmas siilfonamidler icin ¢ok

ayrilmis Zn
onemlidir (Sekil 1.6.A). Anyonlar ise Sekil 1.6.B’de goriildiigii gibi, hem metal
iyonunun tetrahedral geometrisinde, hem de tiyosiyanat 6rneginde goriildiigii gibi

trigonal-bipiramidal yapida baglanabilirler[19].
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Sekil 1.7: Anyonik inhibitorler ve siilfonamidler tarafindan karbonik anhidraz

enziminin inhibisyon mekanizmasi.

Hastaliklarin tedavisinde ve teshisinde, CA inhibitorlerinin 6nemi, glokom
hastalig1 tedavisi i¢in CA enzimi iizerinde yapilan inhibisyon ¢alismalar1 sonucu
ortaya cikarilmistir. Bu calismalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalarinin
aydinlatilmasinin yani sira, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki
hayati fonksiyonlar1 anlagilmis ve bunun sonucunda CA enziminin inhibitorleri ve
aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu ¢alismalarda ¢ok cesitli CA
enzimi inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler basta glokom tedavisinde ilag,
antitimor, agri kesici, epilepsi, ve ndrolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron
emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans belirlenmesinde (MRI)
diagnostik teshis materyali, antiiilser, diliretik ilaglarin gelismesinde yol gosterici
ve antibiyotik olarak halen kliniklerde kullanilmaktadir. Bu sebeple, CA
enziminin inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi

¢ok biiyiik 6nem kazanmigtir[1].

Giiniimiizde bazi hastaliklarin tedavisinde CA inhibitorleri etkili olarak
kullanilmaktadir. Glokom hastalig1 tedavisinde CA’nin giiclii inhibitdrlerinden
olan asetazolamid kullanilmaktadir. Oral yoldan verilen bu ilacin oldukg¢a fazla
yan etkileri vardir. Bu yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ilag molekiili

bulmak amaciyla bir¢ok siilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz epitelyumunda
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bulunan hCA-II iizerinde inhibisyon etkileri arastirtlmistir[1,27]. Giinlimiizde
stilfonamidler glokom hastaligi tedavisi disinda diiiretik, antibakteriyel ve
antifungal ila¢ olarak yaygin kullanima sahiptirler. Bu sebepten diinyanin birgok
yerinde farkli gruplar tarafindan yeni siilfonamid tiirevleri sentezlenmektedir.
Asetazolamid, metazolamid, etazolamid, diklofenamid, dorzolamid ve

brinzolamid gibi bazi 6nemli stilfonamid tiirevleri asagida Sekil 1.8’de verilmistir.
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Sekil 1.8: Asetazolamid, metazolamid, etazolamid, diklofenamid, dorzolamid ve

brinzolamidin agik yapilari[28].

Karbonik anhidraz enzimi aktivitesinin bir ¢ok kimyasal madde ve ilaglar
tarafindan inhibisyon ve aktivasyon etkileri bilim adamlar1 tarafindan aragtirilmis
ve literatiirde rapor edilmistir[1,29,30]. Bu enzim bir¢ok dokuda ilag¢lar igin hedef
molekiil olarak kabul edilmektedir. Bu ilaglarin bircogu hayvanlarda ve insanlarda
CA’ nin kuvvetli inhitorii olarak bilinen siilfonamid tiirevleridir. Glokom gibi bazi
hastaliklarin  tedavisinde bu enzimin inhibisyonu ile hastalifin tedavisi
amaglanmis ve hala uygulanmaktadir[31]. Karbonik anhidraz inhibitorleri iki
grupta ele alinmaktadir. Birinci grup inhibitorler metallerle kompleks yapmis
anyonlar ve ikinci grup inhibitdrler ise enzimin Zn'? iyonuna baglanan
molekiillerdir[32]. Inorganik anyon ve katyonlarin, CA enziminin inhibisyonu

hakkinda yapilan arastirmalarda, bircok tek degerlikli anyonlarin CA enzimi

11



tizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri bulunmustur[6,33,34]. Ayrica insan
eritrosit CA izoenzimlerinin CO, hidrataz aktivitesi Pb*?, Ag*, Zn*?, Cd*? ve Cu*

4

gibi agir metal iyonlari tarafindan inhibe edilirken, Se™ ve Co*? iyonlari

tarafindan da enzimin aktive edildigi belirlenmistir[35,36].

CA izoenzimlerinin siilfonamidlere ilgisi Cizelge 1.2°de gosterilmektedir.
* pH 7.4 de orta, pH 8.2 veya daha yiiksek pH da yiiksek #, ana CARP
izoenzimlerinde Zn*? bulunmaz, bu yiizden siilfonamid inhibitorleri i¢in afiniteleri
Olgiilemez. Kismi yonlendirilmis mutagenez ile bu proteinlerin modifikasyonu
miimkiin olur ve bu sekilde CA benzeri aktivitesi olan enzimler haline
doniismektedirler. Giiniimiizde bu konuyla ilgili detayli ¢alismalar yoktur. Ancak

stilfonamidler tarafindan bir engellenme oldugu tespit edilmistir[1].

Cizelge 1.2: Karbonik anhidraz izoenzimlerinin hiicrei¢i yerlesimleri ve
stilfonamidlere ilgisi[6].

izoenzim Katalitik Aktivite Siilfonamidlere Hiicre Ici
(CO; Hidrasyonu) Ilgisi Yerlesim
CAIl Diigiik (CA II’'nin %10’u) Orta Sitozol
CAll Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
CA I Cok diii%l;(’?i)AH’nin Cok diisiik Sitozol
CAIlV Yiiksek Yiiksek Membrana bagl
CA VA Orta-Yiiksek* Yiksek Mitokondri
CA VB Yiiksek* Yitksek Mitokondri
CA VI Orta Yiiksek Salgt halinde
CAVII Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
CARP VI Akatalitik = Sitozol
CAIX Orta Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik 4 Sitozol
CARP XI Akatalitik 4 Sitozol
CA XII Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XIII Orta Yiksek Sitozol
CA XIV Diigiik Yiiksek Transmembran
CA XV Diisiik Yiiksek Membrana bagh
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1.1.5 Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Onemi

Basta asit-baz dengesi olmak iizere bir¢ok metabolik olayda rol oynayan
CA enzimi eritrositleri de i¢ine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Doku veya organlar ile akciger arasindaki CO,/HCO3"in
solunumu ve transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO,
homeostazinda, elektrolit sekresyonunda, glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi
gibi biyosentetik reaksiyonlarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timor

olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda gorev alir[37-39].

CA, bitkilerde ¢ogunlukla kloroplastlarda ve az miktarda da sitozolde
bulunur. Kloroplastlarda bulunan karbonik anhidraz, tilakoit membranlarinda ve
stroma tilakoitlerinde bagli CA olarak, stroma sivisinda ¢oziiniir halde
bulunmaktadir. Bitki karbonik anhidraz  enzimlerinin = fonksiyonlarinin
lokalizasyonu ile yakindan alakalidir. Bu lokalizasyona bagli olarak CA,
fotosentez esnasinda elektron transportuna katilir ve elektron transport zincirine

elektron vericisi olan bikarbonat (HCO3) iyonlarini saglar[40,41].

Tilakoit membranlarinda bagli CA, elektron taginmasina katilirken, stroma
tilakoitlerinde bulunan bagli CA, fotosentez sirasinda CO, fiksasyonuna katilir.
Sitoplazmik CA ise CO;’yi transfer ederek hiicrede bikarbonat havuzunu devam
ettirir. CA’nin fotosenteze direk katilmasimin bir ispati fotosentez inhibitorleri
Siklohegzimid’in hem fotosentezi hem de CA’yr inhibe etmesidir.
Karboksilasyonu saglayan enzimler riboloz bifosfat karboksilaz ve fosfoenol
piruvat karboksilaz enzimleri ile CA’nin yakin iliskide olmas: Kalvin Siklusunun
onemli enzimleri olan ribuloz bifosfat karboksilaz ve oksijenaz enzimleri ile CA

arasinda koordineli bir artma veya azalma olmasi da dnemli birer ispattir[42,43].

Simdiye kadar karbonik anhidraz’in 16 tane farkli izoenzimi bulunmustur.
Bunlarin bes tanesi sitoplazmik (CA I, II, I, VII ve XIII), iki tanesi
mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi salgisal (CA VI), dort tanesi membrana
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baghh (CA 1V, IX, XII ve XIV) ve ii¢ tanesi nonkatalitiktir (CA VIII, X,
XN)[44,45]. CA-XV’in ise katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile
benzer ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izoenzimlerinin

timor olusumuna neden oldugu belirlenmistir[46-48].

Insan CA izoenzimlerinin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin
hayati fonksiyonlarinin doku ve organlara gore farklilik gdsterdigi bulunmustur.
Bu dokularin ¢ogunda CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlari
belirlenmeye ¢alisilmistir. Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin
incelenmesi sonucu bazi izoenzimlerin varligi tespit edilmistir. hCA-1 ve hCA-II
izoenzimleri, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan izoenzimlerdir. hCA-l insan
kanindan saflastirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmigtir
[48]. Bu izoenzimlerin en 6nemli fonksiyonlari, doku kilcal damarlarindan
metabolizma tiriinii olan CO,’i, HCO3 ‘a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO3 n
CO,’e doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayinda yer almasidir.

hCA-I izoenziminin turnover sayisi 2,5x10° s~1*dir[45].

hCA-I izoenzimin fizyolojik 6zelligi hCA-II kadar agik degildir. hCA-I
eksikligi sendromu belirlenmis fakat herhangi bir klinik semptomla ilgisi

bulunamamustir[1,49,50].

Karbonik anhidrazin en ¢ok ¢alisilan izoenzimi hCA-11’dir. insan eritrosit
hiicrelerinden saflagtirilan hCA-II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak
hesaplanmistir ve bu deger hCA-I’e oranla daha azdir. Bu izoenzimin turnover
sayis1 25 °C’de 10°xs™! olarak bulunmustur. Goéz lensi, kornea ve silyer
epitelyumda ise, hCA-II’nin yan1 sira hCA-IV izoenzimleri de bol miktarda
bulunmaktadir[44]. Bu dokuda bulunan hCA-II izoenziminin 6nemi, glukoma
hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir[51]. hCA-II
izoenzimi bobrek korteksinde membrana yapisik haldedir ve Na* ile H,0 nun
geri emilimi saglanmaktadir. hCA-II izoenzimi ile ilgili olarak CA-II eksikligi

sendromu sonucu kemiklerde kire¢lenme, bobrek tasi olusumu ve beyinde
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kireglenme meydana gelmektedir. Bu da hCA-II izoenziminin kemik, bobrek ve

beyin dokulari i¢in ne derece 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir[52].

Iskelet kasinda CA enzimi olarak hCA-III izoenzimi bulunmus ve laktik
asit-laktat dengesinde ¢ok Onemli bir role sahip oldugu yapilan g¢alismalarla
gosterilmisgtir.  hCA-IIl izoenzimi doku Kkapilerine CO, ’nin difiizyonunu

kolaylastirici bir gorev yapmaktadir[53].

Bu izoenzim diisiik aktiviteli bir izoenzimdir ve bu enzimin turnover sayisi
8x103s~1°dir. hCA-lIl izoenzimi kirmiz1 kas dokusuna zayif bagh oldugundan
dolayi, biiyiikk oranda ¢oziinebilir bir proteindir. Ayn1 zamanda bu izoenzimden
yag dokusunda yiliksek miktarda bulunmaktadir. hCA-I ve hCA-Il izoenzimleri
gibi hCA-IIl de p-nitrofenil asetat hidrolizi aktivitesine sahiptir. Diger yandan

hCA-III izoenziminin fosfataz aktivitesi de vardir[54].

hCA-IV izoenzimi membrana bagldir. Bobrek membranina, bazi epitel
hiicrelerin membranlarina ve akcigerde kapiler hiicrelerinin plazma yiizeylerine
yerlesmis olarak bulunur. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, siilfonamid
inhibitorlerinin ire sentezini azalttigi gézlemlenmistir. Bu durum mitokondriyal
CA enzimi olan hCA-IV’in, sitrulin sentezi igin gerekli olan HCO3 iyonunu,
sitrik asit devrinden gelen CO,’den saglayarak, tire devrinin ilerlemesinde biiyiik
role sahip olmasiyla agiklanmaktadir. hCA-V izoenzimi de bazi dokularin
mitokondri matrikslerine yerlesmis olarak bulunmaktadir. Karbamoil fosfat
sentetaz-1 ve piruvat karboksilaz enzimlerine sirali olarak bikarbonat iyonu
saglamasindan dolayi, iire devri ve glukoneogenezde rol oynadigi belirlenmistir.
Bu izoenzim ayrica lipogenez olayinda da etkili olmaktadir. Tiikriik bezinde CA

enzimi olarak hCA-VI1 ve hCA-VII izoenzimleri vardir[55].

hCA-VI izoenzimi, tiikriik bezlerinden salgilanmaktadir. Insan

tikriigiinden saflastirilmistir.  Tikrigin pH dengesini hCA-VI izoenziminin
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sagladigina inanilmaktadir. hCA-VII izoenzimi ise, tlikrilkte bikarbonat
salgilanmasi i¢in katkida bulunmaktadir[56].

1.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Tayin Metodlari

1.2.1 CO,-Hidrataz Aktivitesi

CA enziminin hidrataz  aktivitesi, enzimin CO, molekiiliiniin
hidrasyonundan, HCO3 iyonunun dehidrasyonundan ve bazi esterlerin
hidrolizinden sorumlu olma o6zelliginden yararlanilarak belirlenmektedir.
Asagidaki reaksiyonda goriildiigii gibi, ortamda ilk olarak CO, gaz1 agiga
cikmakta veya harcanmakta, diger taraftan H* konsantrasyonu artmakta veya
azalmaktadir. Ik durum niceleyici olarak manomerik ydntemlerle tespit
edilebilsede reaksiyon pH’sinin degisken olmasi, CO, suda sinirli ¢oziinmesi ve

uzun zaman almasi gibi nedenlerden dolay1r bu yontemin dezanavantajlari da

vardir[1].

h

H,0 +CO; 3 » H,CO; 3 H*+HCO3

Ortamdaki H* derisiminin artmasi veya azalmasi reaksiyon pH’smi
etkileyeceginden, enzim aktivitesi indikatorle belirlenebilir. Enzim saflastirma
basamaklarinda aktivite dlgiimleri genellikle Maren ve arkadaglarinin gelistirmis
oldugu yontem kullanilarak bulunabilir. Bu yontem, CO,’in hidrasyonu sonucu
aciga ¢cikan H* sebebiyle pH degerinin 10.0’dan 7.4’e diismesi igin gegen siirenin
Olclilmesi prensibine dayanir. Bu yonteme gore pH degerinin 10°den 7,4’e diistlisti
icin gecen siire fenol kirmizisi kullanilarak bulunmaktadir. Enzim aktivitesi,

enzimsiz CO, hidrasyon siiresi (t,) ile, enzimli CO, hidrasyon siireleri (tc)
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arasindaki farkin, enzimli CO; hidrasyon siiresine (t;) bolimiyle elde

edilmektedir. Bu baglamda;

. . . . to - tc
Enzim Aktivitesi =

Cc

formiiliinden hesaplanabilir[57].

1.2.2 Esteraz Aktivitesi

Kinetik ¢alismalarda, CA aktivitesi 6lgiimleri bu yontemle yapilmaktadir.
Bu yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir[58]. Prensip olarak, karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-
nitrofenil asetat1, p-nitro fenol ve asetikasite hidroliz etmekte ve bu da 348 nm

dalga boyunda absorpsiyon vermektedir. Reaksiyon denklemi soyledir;

)

I CA
om;@—occm + H,0 O:N@OH + CH;COOH

Olgiimii yapilan 348 nm’deki dalga boyu, p-nitro fenol ve asetat iyonunun

izoserbestlik oldugu, yani her ikisinin de ayni1 absorbansi verdigi bolgedir. Fenol
gruplart asidik olduklari i¢in ortamm pH’sma gore, degisen oranda, asetat ve H*
iyonlarma ayrigir. 348 nm dalga boyunda p-nitro fenol ve asetat iyonunun
absorbanslar1 ayni1 anda okunabildigi i¢in bu durum absorbans Ol¢iimiinii
etkilemez. P-nitro fenol bilesiginin molar ekstiriksiyon katsayisi, €345 =
5.4x1073 M~'cm™ ‘dir. Bu dalga boyunda p-nitrofenil asetatin ¢ok az bir
absorpsiyonu  vardir ve €345 = 0.4x1073 M~lcm™! molar ekstiriksiyon

katsayisina sahiptir[59].
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1.3 Enzim Saflastirilmasinin Onemi

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie
ve O’Brien tarafindan ve birbirlerinden ayr1 olarak kesfedilmistir[60]. Insan
eritrosit karbonik anhidraz enzimini yiiksek oranda saflagtirmalarina ragmen sigir
eritrositlerinden saflagtirmay1 1930’lu yillarin sonlarinda ancak
gerceklestirebilmistir. Keilin ve Martin ise CA aktivitesinin ¢inko igerigi ile
orantili oldugunu bularak ¢inkonun katalizlemede c¢ok 6zel bir rolii oldugunu
bulmuslardir[61]. Boylece CA enzimi tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe
geemistir. Daha sonra CA enzimi, suda yasayan canlilarda da olmak iizere bir¢ok
bitki, mantar, bocek, sican ve memeli dokular1 gibi genis bir canli toplulugunda
tespit edilmistir[62-66]. Enzim goz, akciger ve merkezi sinir sistemi gibi ¢ogu
dokuda dagilmistir[30]. Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi
belirlenmis ve bu izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese

olduklari aragtirilmig ve hala bu konuda ¢alismalar siirdiiriilmektedir[67-71].

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in en ¢ok uygulanan metod
afinite kromatografisidir. Karbonik anhidraz enzimi ilk kez 1972 yilinda
Falkbring ve arkadaglar1 tarafindan bir afinite jeli kullanilarak saflastirilmig, daha
sonra 1975 yilinda Whitney’in, 1976’da Chanpagnol’ un, 1980 yilinda Wistrand
ve arkadaslarinin ve 1996°da Arslan ve arkadaslarinin, 2002’ de Ozensoy ve
arkadaslarinin yaptiklar caligmalarda farkl afinite jelleri

sentezlenmistir[31,34,72].

Karbonik anhidraz enzimleri pek ¢ok dokudan saflastirilmis ve molekiil
kiitleleri belirlenmistir. Burt ve arkadaslarinin 1992 de yaptiklar1 bir ¢caligmada
literatiirde yiiz sinegi olarak ifade edilen Musca autumnalis larvalarindan CA
saflagtiritlmig, SDS-PAGE yapilarak enzimin safligi kontrol edilmis ve molekiil
kiitlesi 32 kDa olarak belirlenmistir. Daha sonra enzimin dogal molekiil kiitlesini
belirlemek amaciyla jel filtrasyon kromatografisi yapilmis ve 31 kDa olarak tespit
edilmistir. Bdylece enzimin aktif formunun monomerik yapida oldugu
gosterilmistir. Krungkrai ve arkadaslarimin (2001), yaptiklari bir arastirmada,
Plasmodium falciparum’ dan saflagtirilan CA’nin molekiil kiitlesi 32 kDa olarak

belirlenmistir. Karbonik anhidraz enzimleri hayvanlarda ve ozellikle de insan
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hastaliklarinin  birgogunun tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim
olmustur. Asetazolamid, dorzolamid ve brinzolamid gibi siilfonamid tiirevleri olan
ilaglar karbonik anhidraz izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridir[31]. Ornegin
insanlarda glokom hastaliginda CA inhibitorleri farmakolojik ajan olarak yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir[30,73].

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler, biyokatalizorlerin diger
bir sdylemle enzimlerin kullanim alanlarinin artmasina neden olmus ve yeni
uygulama alanlarinin da ortaya ¢ikmasi ile enzimlerin saf olarak elde edilmesi

daha biiylik 6nem kazanmustir[74].

Proteinlerin saf olarak eldesi kendisi i¢in son nokta degildir, saflastirilmasi
istenen protein eldesi daha sonraki g¢alismalar i¢in gereklidir. Bu c¢alismalar
proteinin aktivitesi, yapisi ya da islev iliskileri iizerinde olabilmektedir. Protein
fonksiyonlarmin anlasilmasinda ilk temel adim bize, onlar1 gozlemleme ve
kullanma kolayligi saglayacak olan saflastirma islemidir. Proteinlerin
saflastirilmasiyla proteinlerin, aminoasit dizilerini, proteinler arasindaki evrimsel
iliskileri belirleyebilir ve farkli organizmalardaki bir proteinin biyokimyasal
fonksiyonlarini inceleyebilmekteyiz. Bir saflastirma tekniginin hedefi proteini en
diisik maliyet, yiiksek derecede saflik ve verimle elde etmektir. Bunu
basarabilmak i¢in saflastirma tekniginin ve adimlarinin se¢imi akillica yapilmali

ve adim saysini en aza indirecek sekilde siralanmalidir.

1.4  Enzim immobilizasyonu

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

proseslerde, hastalik ve sagliktaki rolleri genis bir sekilde incelenmektedir[75].
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Enzimler oldukga 1liman kosullarda, yiiksek derecede substrat segiciligi ile
reaksiyonlar katalizleme 6zelligine sahiptir. Boylece yan iiriin olusumunu azaltir.
Katalizlenen reaksiyonlar arasinda, mevcut organik kimya metodlariyla
ulasilamayan, biyolojik makromolekiiller arasinda son derece fazla, kompleks
kimyasal transformasyon reaksiyonlar1 vardir. Bu durum enzimleri biyoteknolojik
kullanimlar1 ig¢in son derece Onemli kilmistir[76]. 20. yiizyilin baslarinda,
enzimlerin fermantasyon islemlerinden sorumlu oldugu bulunmus, yapilar1 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[77]. Ancak pek g¢ok
enzimin kararsiz olmasi, saflastirilmasi i¢in oldukega yiiksek {icret gereksinimi ve
kullanildiktan sonra reaksiyon karisimindan aktif enzimin tekrar kullanimi igin
kurtarilmasi teknik olarak olduk¢a zordur[75]. Enzimler ¢ozeltide tek basina,
diger bilesenleriyle kiimeleserek veya bir yiizeye bagli olmak gibi degisik
durumlarda kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilirler. Yiizeye baglanma veya
“immobilizasyon” 6zellikle teknik kullanim i¢in {izerinde son derece yogunlasilan

durumdur[78].

Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere
yerlestirilmesi veya hapsedilmesinin yaninda katalatik aktivitelerinin de
korunmasi, bu sayede de tekrarlanabilir ve siirekli uygulanabilir olmasini
saglamak olarak ifade edilebilir[79,80]. Immobilize edilmis enzimler genel olarak
endiistriyel uygulamalarda katalatik 6zelliklerinin yaninda, ekonomik olarak da

son derece gelistirilmis olmasinin 6nemi bir hayli fazladir (Cizelge 1.3)[81].

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanim1 1969 yilinda Japonya’nin
Tanebe Seiyaku Limited Sirketinde Chibata ve arkadaslari tarafindan, sentetik
rasemik D-L amino asitlerin ¢oziinmesi i¢in Aspergillus oryzae aminoasilaz’in
immobilizasyonunu  gergeklestirmislerdir[82]. Immobilize enzimlerin diger
onemli uygulamalarina sekerler, amino asitler ve ilaglarin endiistriyel iirtinleri
ornek olarak verilebilir (Cizelge 1.4). Bunun yaninda bazi endiistriyel proseslerde,
istenilen enzimi igeren biitiin mikrobiyal hiicreler immobilize edilir ve katalizor

olarak kullanilabilir[83].
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Endiistriyel olarak uygulamalarindan baska, biyosensorler, biyoafinite
kromatografisi ve tipda kullanilan ilaclardaki pekcok biyoteknolojik iirtinlere

enzim immobilizasyonunun temel teskil ettigi goriilmektedir[84].

Cizelge 1.3 immobilize enzimlerin teknik 6zellikleri[81].

Avantajlan Dezavantajlar:

Katalizin tekrar kullanimi Aktivitede kayip veya azalma
Kolay reaktor kullanimi Difiisyonel sinirlama

Kolay iiriin ayrilmasi [lave maliyet

Genis oranda reaktor segimi

Cizelge 1.4: Immobilize enzim kullanilarak elde edilen 6nemli

triinler[83].
Enzim Uriin
Glukoz izomeraz Yiiksek miktarda fruktoz surup
Aminoasit amidaz Aminoasit tiriinii
Penisilin amidaz Yar1 sentetik penisilin
Nitril hidrataz Akrilamid
[-Galaktosidaz Laktoz hidrolizinde

1.4.1 Enzim immobilizasyonunun Tarihsel Gelisimi

Immobilize biyokatalizérlerin gelisimini Cizelge 1.5°te dzetlendigi gibi ii¢
basamakta gdstermek miimkiindiir. ilk basamakta, 19. yiizyilin baslangicinda,
immobilize edilmis mikroorganizmalar pek c¢ok deneysel calismalarda
kullanilmistir. Bu calismalarin bazilari, sirkenin mikrobiyal {iriiniiniin, bakteri
iiremis aga¢ talaginin {izerine alkol igeren sollisyonlarin damlatilmas: ile elde

edilmesi ve slizme filtrelerinin gelistirilmesi ile atik su aritma islemleridir[85].
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Modern enzim immobilizasyonunun tarihine bakmak i¢in 1940’larin
sonlarina gitmek gerekir. Ancak o donemde yapilan ilk ¢aligmalarin pek ¢ogu
diger disiplinlerin dergilerinde basildig1 i¢in pek c¢ok biyokimyaci tarafindan
onemsenmez. Giincel teknolojilerin temelleri 1960°larda gelistirilmeye baslanmis
ve bu tarihten itibaren bu konu ile alakali pek ¢ok calisma yaymlanmistir. Ikinci
basamakta, sadece tek enzimler immobilize edilerek kullanilmis ancak 1970’lerde
canli hiicreler ve kofakor rejenerasyonu ile iki enzimli reaksiyonlar1 igeren daha
kompleks sistemler gelistirilmistir. Son basamaga ornek olarak L-aminoasit
dehidrogenaz enziminin, a-keto asitlerden, aminasyon reaksiyonu ile L-aminoasit
tiretimini verebiliriz. 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[86].

Cizelge 1.5: Immobilize Enzimlerin Tarihsel Basamaklari[85].

Basamak Tarih Kullamim
Birinci 1815 Asetik asit ve su aritma iglemleri gibi deneysel
kullanim
Ikinci 1960’lar Tek enzim immobilizasyonu: L-aminoasitlerin

iretimi, glikozun izomerizasyonu

Uciincii

1985-1995

Kofaktor rejenerasyonu iceren ¢oklu enzim ve
hiicre immobilizasyonu: Membran reaktorleri
icinde, keto-asitlerden, L-aminoasitlerin tiretimi

1.4.2 immobilize Enzimlerin Genel Uygulama Alanlar

Immobilize enzimlerin mevcut ve potansiyel énemli endiistriyel uygulamalari

asagidaki Cizelge 1.7°de ve dnemli baz1 medikal uygulamalar ise Cizelge 1.6’da

verilmistir[87].
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Cizelge 1.6: Immobilize enzimlerin potansiyel medikal uygulamalari.

Enzim Uygulama Alani

Asparginaz Losemi

Arginaz Kanser

Ureaz Yapay bobrek, {ire rahatsizliklari
Glukoz Oksidaz Yapay Pankreas

Karbonat Dehidrataz + Katalaz Yapay Akciger

Katalaz Akatalasemi

Glukoamilaz Glikojen depolama rahatsizliginda

Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz

Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz

Kusurlarinda

Ksantin Oksidaz

Lesch-Nyhan rahatsizliginda

Fenilalanin Amonyak Liyaz

Fenilketonuria

Urat Oksidaz

Hiperurikamia

Heparinaz

Ekstrakorporeal terapi siireglerinde

Cizelge 1.7: Immobilize enzimlerin en énemli endiistriyel uygulamalari.

Enzim Substrat Uriin

Glukoz Izomeraz | Glukoz Fruktoz

B-Galaksidoz Laktoz Glukoz ve Galaktoz (laktozsuz siit)

Lipaz Trigliserit Kakao yag1 esdegerleri

Aminoagilaz D,L-Aminoasitler L-Aminoasitler (metionin, alanin,
fenialanin, triptofan, valin)

Raffinaz Rafinoz Galaktoz ve sukroz (rafinozsuz ¢ozeltiler)

Invertaz Sukroz Glukoz/Fruktoz karisimlar (invert seker)

Aspartat Amonyak+Fumarik | L-Aspartik Asit (sentetik tatlandirict

Amonyak-Liyaz | Asit aspartamin iiretimninde kullanilir)

Termolisin Peptidler Aspartam

Glukoamilaz Nisasta D-Glukoz
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Cizelge 1.7°nin devamidir.

Enzim Substrat Uriin

Papain Proteinler Biradaki soguk sisin uzaklastirilmasinda
kullanilir

Hidantoinaz D,L-Aminoasit D,L-Aminoasitler

Hidantoinler

Penisilin Penisilin G ve V 6-Aminopenisilanikasit

Amidaz

B-Tirozinaz Pirokatekol L-DOPA

1.4.3 Immobilizasyon Cesitleri ve Simiflandirilmasi

Enzim immobilizasyonu ic¢in degisik yontemler kullanilabilir. Bunlarin
icinde aktivitenin en yiiksek diizeyde korundugu yontemin seg¢ilmesi gerekir.
Ayrica iretim i¢in biyokatalizér agisindan optimal kosullarin saptanmasinda
yalniz immobilizasyon yontemi degil ayni zamanda tasiyici ve reaktor tipi de

onemli rol oynamaktadir[88].

Enzim  immobilizasyonunda  kullanilacak ~ yOntemi secerken,
immobilizasyon sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin
zarar gormeyecegi bir yontem olmasina dikkat edilmelidir. Boyle bir se¢im
yaparken enzimin yapist ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasinda herhangi
bir baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin aktif merkez {izerinden
gerceklesmeyecegi destekler se¢ilmeli ya da immobilizasyon islemi sirasinda aktif

merkez korunmalidir[89].

Enzim immobilizasyon yontemleri ¢ok farkli kaynaklarda degisik
sekillerde siniflandirilmalarina karsin etkilesim ve kullanilan destegin 6zellikleri

esas almarak Sekil 1.9°da gosterildigi gibi bir siniflandirma yapilabilir[90].
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ENZIiM iMMOBILiZASYON

YONTEMLERI
1
1 1
Coziinmez Formda (6ziiniir Formda
Immobilizasyon Immobilizasyon
|
— R 1
Baglama Tutuklama | Yiiksek Hizh
Membranlar
e—
1 1 1
Tastyict - Enzim :
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Sekil 1.9: Enzim immobilzasyon yontemleri[90].

1.4.3.1 Tasiyiciya Bagh immobilize Enzimler

Tastyiciya baglama uygulanan en eski immobilizasyon yontemidir. Enzim
proteinleri kimyasal aktif gruplar igeren aminoasit pargalar, iyonik gruplar
ve/veya hidrofobik gruplar ile hidrofobik alanlar igermektedir. Bu gruplar,

kovalent bag, iyonik bag ya da fiziksel adsorpsiyon yontemleriyle enzimlerin
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immobilizasyonunu saglarlar. Tastyictya baglanan enzimin miktar1  ve

immobilizasyon sonrasi aktivitesi tagiyicinin dogasina baglhdir.

Tas1yicinin se¢imi enzimin yapisina bagli oldugu kadar asagidaki kriterlere
de baglhdir:
e Partikiil boyutu,
e Yiizey alani,
e Hidrofilik ve hidrofobik gruplarin molar oran,

e Kimyasal yapu.

Genel olarak hidrofilik gruplarin oranindaki ve baglanan enzimin
konsantrasyonundaki artis immobilize olan enzimin aktivitesinin daha yiiksek
olmasmi sagladigi belirlenmistir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan
tastyicilar; seliilloz, dekstran, agaroz ve poliakrilamid jel gibi polisakkarit
tirevleridir[91]. Enzimin baglanma tiirline gore tasiyici baglama yontemi alt

siiflara ayrilabilir:

Iyonik Baglama

Bu metot uygulanmasinin kolay olmasi, desteklerin yenilenebilir olmasi ve
enzimlerin modifiye olmamasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir. Enzimin
tasiyiciya baglanmasi kullanilan tampon, pH, iyonik kuvvetler ve sicaklik gibi

degiskenlerden etkilenmektedir.

Fiziksel Adsorpsiyon

Biyokatalizorler ¢ogu zaman tasiyicilara, hidrojen bagi, hidrofobik
etkilesimler, Van der Waal’s kuvveti ya da bunlarin kombinasyonlar1 gibi fiziksel
yontemlerle baglanirlar. Biyokatalizorlerin  herhangi  bir modifikasyona
ugramadan immobilize olmalarina ragmen, biyokatalizorle destek arasindaki
etkilesim genellikle zayiftir ve sicaklik ya da reaktan konsantrasyonu gibi dis
etkenlerden etkilenirler. Cesitli inorganik destekler kullanilir. Sentetik recineler ya

da ¢itosan gibi dogal malzemeler de yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri nedeniyle
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kullanilabilirler. Adsorpsiyonun ardindan glutaraldehitle (GA) capraz baglama
immobilize enzimin aktivitesini stabilize eder. Proteinlerle kuvvetli bag kuran
tanin de immobilizasyonun ardindan uygun bir ligand olarak kullanilabilir. Uygun

kosullarda destekler yeniden elde edilebilir[92].

Kovalent Baglama

Kovalent bagli metodlarla proteinlerin immobilizasyonu, immobilizasyon
metodlart igerisinde en fazla kullanilan metodlardan birisidir[93]. Bu metodu
kullanmanin avantajlarindan birisi, enzim ve matriks arasindaki bagin son derece
dengeli ve saglam olmasidir. Bundan dolay1r enzimin ¢6zeltiye geri kagisi
Oonlenmis olmaktadir[94]. Ancak baglanma aktivite ylizdesini artirmak igin
kullanilan temel amino asit rezidiilerinin tasiyicitya kovalent baglanmasi
engellenmelidir. Bu durum bazi durumlarda uygulamanin ne kadar zor sartlar

gerektirdigini gosterir[95].

Kovalent  baglarin  formasyonu genellikle enzimde  gosterilen
aminoasitlerin yan zincirlerinde goriillir. Ancak onlarin asil bag giiclerinin

aktiviteleri asagida verilen yiiklerin siralamasiyla 6nemli derecede iliskilidir:

-S™ >-SH >-0" > —NH; > —-COO0~ > —0OH > —NHj3

Bunun yaninda siilfit, stlfidril, oksit, amino, karboksil, hidroksil,
amonyum, imino, amid, metiltiyol, guanidil ve fenol halkas1 gibi pek¢ok

fonksiyonel grup iceren pargalar kimyasal baglarda etkin olarak gorev alir[96].

Bir enzimin kovalent baglanmasi, ya polimerin reaktif gruplar iceren
ajanlarla (etilenin kopolimerizasyonu, maleik asidin anhidridi) veya polimer ve
enzimin arasinda koprii vazifesi gorecek iki fonksiyonlu ajanlarin etkilesmesiyle
olusur[97]. 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
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gruplarla bag olusturabilir. Boylece elde edilen net sonu¢ enzimin aktivitesinin
kaybi seklindedir[98].
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Kovalent Baglanma
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Capraz Baglanma MOLEKULU

Sekil 1.10: Kovalent immobilizasyon ve ¢apraz baglanma gosterimi[96].

Kovalent bagla immobilize edilen enzimler su avantajlara sahiptir:

eOlusan siki bag sonucu, kullanim asamasinda sizinti ya da
parcalanmayla karsilagilmaz,

e immobilize edilmis enzim substratla ¢ok kolay baglanti kurabilir
¢linkili enzim destegin ylizeyinde tutturulmustur,

eEnzim molekiilleriyle destek madde arasindaki giiclii etkilesim

nedeniyle cogunlukla 1si-kararliliginda bir yiikselis gortilebilir.
Diger yandan kovalent bagin dezavantajlart da vardir, bunlar ise:

eEnzim molekiillerinin aktif yapist kismi modifikasyonlarla
bozulabilir,

¢ Enzim molekiileriyle destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim
molekiillerinin serbest hareketini engelleyebilir ve bu da enzim

aktivitesinde bir azalmaya yol acar;
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e Immobilizasyonun optimum kosullarini1 bulmak zordur,
e Destekler genellikle yenilenebilir degildir. Bu nedenle bu metot
daha ¢ok kararliligin kovalent baglanma yontemiyle arttigindan

emin olunan enzimler i¢in uygundur.

Tim bu dezavantajlarina ragmen, kovalent baglanma analitik amagh

immobilizasyonlarda kullanilir.

Yukarida bahsedilen tiim immobilizasyon yontemlerini bir arada
degerlendirmek gerekirse, adsorpsiyon kolay, ucuz ve efektiftir ancak ¢cogunlukla
kararli degildir ve geriye doniisiim go6zlenir. Tutuklama ve mikrokapsiilleme
yonteminde ise diflizyon problemleri gozlenir. Enzimin kovalent baglanma ile bir
tasiyiciya baglanmasi endiistriyel agidan en cazip yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Ciinkii kovalent baglanma o6zellikle ¢apraz baglanma ile birlikte uygulandiginda
efektif ve kararlidir. Capraz baglama ajani olarak da en iyi sonuglar glutaraldehit
ile yapilan caligmalarda elde edilmistir. Kovalent baglanmanin uygulanacagi
tasiyiciya ait de giinimiize kadar pek cok caligma yapilmistir. Organik ya da
inorganik, dogal ya da sentetik pek ¢ok madde denenmis ve ¢itin veya ¢itosan

iclerinde en 6n plana gegen iki malzeme olmustur[87,92,99,100].

1.4.3.2 Capraz Bagh immobilize Enzimler

Capraz baglama yontemi iki ya da ¢ok fonksiyonlu reaktifler araciligiyla
enzim veya aktif molekiilleri arasinda kovalent baglar olusumuna
dayanmaktadir[58,101]. Ayrica proteinlerin ¢0ziinmeyen tasiyiciya ¢apraz
baglanmasiyla immobilizasyonu, substrat c¢ozeltisindeki enzim kaybini
onlemektedir[102-104]. Bireysel biokatalitik birimleri (enzimler, organeller, tiim
hiicreler) iki ya da c¢ok fonksiyonlu reaktifler (6rnegin: glutardialdehid,
glutaraldehid, diizosiyanat, heksametilen diizosiyanat, toluen diizosiyanat, vb.)

yardimiyla birbirine birlestirilmistir (Sekil 1.11)[105].
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Sekil 1.11: Gluteraldehit ile ¢apraz baglama[105].

Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina
ragmen enzimlerdeki 0©zel fonksiyonel gruplarin capraz baglayict olarak
kullanilabilmesi i¢in gereken sartlarin se¢imi ve kurulmasi zordur[106]. Enzim
aktivitesi reaksiyon siiresi, pH, sicaklik, iyonik siddet, ¢apraz baglayici madde
enzim konsantrasyonu gibi faktorlere ve bunlar arasindaki dengeye baghdir.
Enzimin ¢apraz baglanmasi genelde lizinin amino gruplart aracilig ile gergeklesir.
Ancak bazi durumlarda sisteinin siilfidril gruplari, tirozinin fenolik hikroksil
gruplar1 veya histidinin imidazol grubu da baglanma i¢in kullanilabilir. Sekil
1.12’de biokatalistlerin basit bir ¢apraz baglanma yontemi ile inert molekiillerle
immobilizasyonunu gosterir(Sekil 1.12.a). Ayrica ko-gapraz baglamada mekanik
ve enzimatik immobilizasyon hazirligin1 gelistirmek i¢in yiiksek polimer aginda

inert molekiiller birlestirilmistir(Sekil 1.12.b)[107].
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Sekil 1.12: Capraz baglanma ydntemi ile enzim immobilizasyonu[107]. (a. Inert

molekiillerle, b. ko-¢apraz baglama)

Capraz baglama reaksiyonu ¢ok zor kosullarda gergeklesir. Bu zor kosullar
enzimin aktif bolgesinde konformasyonel degisiklige yol acabilir. Bu da bazi

durumlarda 6nemli 6l¢iide aktivite kaybina yol agabilmektedir.

Bu yontemin sahip oldugu avantajlar asagida verilmistir:

e Ortamdaki ¢apraz baglayict ve monomer derisimini degistirmek
suretiyle farkl biiyiikliikte gozenek igeren polimerik kafes iiretilebilir.
e Polimerlesme genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde
gerceklesir.

e (Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV i1sinlari enzim

yapisini ve aktifligini kimyasal siire¢lerden az derecede etkiler.

1.4.3.3 Tutuklanms Immobilize Enzimler

Tutuklama yonteminde, enzim molekiilii belirli bir mekanda durmaya

zorlanmaktadir. Enzim bulundugu ¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer
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matriks i¢indeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen membranlar
icinde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gerceklestirilebilir. Bu ydntemi,
kovalent baglama ve ¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en 6nemli
ozellik enzim molekiiliiniin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya
baglanmamis olmasidir. Tutuklama yontemi; polimer matrikste tutuklama,

mikrokapsiilleme, lipozom teknigi olmak iizere tige ayrilir.

Jel Tutuklama Teknigi (Polimer Matrikste Tutuklama )

Yiiksek derecede gapraz bagli bir polimerin enzim ¢6zeltisi iginde olusturulmasi
temeline dayanir (Sekil 1.13). Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri capraz bag
aglarn arasinda tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gegmeleri
engellenmektedir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-Metilenbisakrilamid
ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir[108].
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Sekil 1.13: Enzimin polimerler arasinda tutuklanmasi[108].
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Mikrokapsiilleme Teknigi

Mikrokapsiilleme yontemi, enzim molekiillerin kiiresel yar1 gegirgen
polimer membranlar i¢inde hapsedilme temeline dayanir (Sekil 1.14)[107].
Mikrokapsiilleme yonteminde herhangi bir kimyasal baglanma olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir[109]. Bu yontem ile oldukca
biiyiik yiizey-hacim oranina ulasilir. Bu oraninin biiyiilk olmasi da mikrokapsiil
igerisinde olusan enzim substrat reaksiyonu olasiligini arttirir. Yarit gegirgen
membran, biiylk protein ve enzimlerin mikrokapsiil disina g¢ikmasina engel
olurken, kiigiik substrat ve iiriinlerin serbestce girip ¢ikmasina izin verir. Bu
yontemin en biiyiikk dezavantajlar1 mikroenkapsiilasyon sirasinda enzimin bazen
inaktive olmast ve immobilizasyon i¢in yiiksek enzim konsantrasyonuna ihtiyag
duyulmasidir. Ayrica, enzimi hapsetmek igin, gézenek boyutunun cok diisiik

olmasi gerekir ve bu sistemler difiizyon sinirli olma egilimindedir[90,107].

Sekil 1.14: Enzim mikrokapsiilasyonu[107]. (a. Matriks, b. Lif, c. Kapsiil)
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Lipozom Teknigi

Swvi-yiizey yapici membran temeline dayanir. Yontemin en Onemli
Ustlinliigl; stireksiz, doniistimlii ve tamamen fiziksel olusudur. Ayni anda bir
adimda bir¢ok enzimin immobilizasyonuna olanak saglar ve oldukga biiyiik bir
kontakt yiizeyine sahiptir. Onemli sakincalar ise; substrat ve iiriiniin membranda
gegcisinin ¢Oziiniirlige bagimh olmasi, islem sirasinda enzimin inaktif olmas: ve

s1v1 olan membrandan enzimin kagma olasiligidir.

1.4.4 immobilize Enzimin Ozellikleri ve Avantajlar

Immobilize enzimler bazi avantajlarindan dolay: serbest enzimlere gore

daha kullanigh molekiillerdir[110,111].

Bu avantajlar1 asagidaki gibi siralayabiliriz;

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler ve iirlinlerin

enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusturmaz.
e Birden fazla kez kullanilabilirler.
e Serbest enzime kiyasla daha kararlidirlar.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e (Cevre kosullarinda (pH, sicaklik gibi) daha dayaniklidir.

e Siirekli islemlere uygulanabilir.

e Birbirini izleyen ¢ok basamakli reaksiyonlar i¢in uygundur.

® Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterir.
e Enzimlerin kendi kendini paraglamasi (otoliz) olasiligini azaltir.

® Mekanik ¢alismalar i¢in uygun ve otomatik islemlere imkan verir.

e Endiistriyel boyutta 6nemli bir ekonomi saglar, iiretim kaybi azalir.
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Immobilizasyonun  avantajlarimin =~ yaninda ~ immobilize  enzimin
aktivitesinde kayip veya azalma, difiizyonel sinirlamalar, ilave maliyet ve islem

sliresinin uzamasi gibi dezavantajlar1 da vardir[81].

Ozellikle son 40 yila baktigimizda, immobilizasyon teknikleri hizla
gelismistir ve aymi hizla devam etmektedir. Aynm1 zamanda immobilizasyon
teknikleriyle ilgili tasarimlar O6nemli oranda artmistir. Ancak hala istenilen
diizeyde degildir. Bu baglamda yapilan ¢aligmalarin katlanarak artmasi gerekir.
Immobilize enzimlerin diger pratik islemlere uygulanabilirligini arttirmak icin
yeni yontemlerin gelistirilmesi ve mevcut yontemlerin daha iyi kavranmasi ve

gelistirilmesi icin daha calismalara ihtiya¢ vardir.

1.45 Karbonik Anhidraz Enziminin immobilizasyonunun Onemi

Karbonik anhidraz enziminin immobilizayonu ile ilgili son yillarda yapilan
calismalar hizla artmaktadir. Bu ¢aligmada literatiirde yapilan ¢alismalarin disinda

farkli bir metot ile karbonik anhidrazin immobilizasyonu gercelestirilmistir.

H,0+C0; o—2——» H,C0; ——=2— H*+HCO;

Yukaridaki reaksiyonda da goriildiigii gibi, ortamda ilk olarak CO; gazi
ac1ga ¢ikmakta veya harcanmakta, diger taraftan H® konsantrasyonu artmakta
veya azalmaktadir. Ilk durum niceleyici olarak manomerik yontemlerle tespit
edilebilse de reaksiyon pH’sinin degisken olmasi, CO;’in suda sinirli ¢éziinmesi
ve uzun zaman almasi gibi nedenlerden dolayr dogada hizla karbondioksit artigi
gozlenmektedir. Artan CO, konsantrasyonu, atmosferik bir kiiresel isinma ve
iklim degisikligi ile sonuclanmaktadir. CO; emisyonunu azaltmak igin
gelistirilmis enerji verimliligi, diisiik karbonlu yenilenebilir yakit ve karbon

yakalama veya hapsetme teknikleri gelistirilmistir. Atmosferde bulunan serbest
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CO; miktarim1  Onlemek igin gelistirilen yontemlerden bazilar1 mineral

karbonizasyon, okyanusa hapsetme, jeolojik hapsetmedir[112,113].

CO; kiiresel 1sinmaya neden olan gazlardan en 6nemli olanidir. Sanayi
devrinin baslarinda atmosfere salinan CO; miktar1 sanayi basina yaklasik 250
ppm’den su anda yaklasik 394 ppm'e yiikselmistir. Boyle fosil yakitli enerji
santralleri, celik liretimi gibi bir¢ok sanayi, dogal gaz aritma ve petrokimya
endistrisi gibi kuruluglar CO, miktarin1 artirmaya halen devam etmektedir.
Kapsamli biyolojik arastirmalar katalizorler kullanarak karbon tutumu ile CO;
azaltma yoOntemleri lizerine calismalar silirdiirmektedir. Bu yaklasimda, bir
biyolojik katalizorlerden olan karbonik anhidraz enzimi, CO, molekiiliinii
bikarbonata doniistirmek i¢in kullanilir. Karbonik anhidraz enzimi, CO’in
hidrasyon oranini hizlandiran bir biokatalizor oldugundan, siirekli olarak CO,

oranini azaltmak igin yeni metotlar tizerinde ¢alismalar yogunlagmaktadir[114].

CA enzimi ile COy’in sudaki ¢oziintrligi arttirabilir. Ancak, serbest
karbonik anhidraz enzimi zamanla aktivitesini kaybedebilir. Kisa zamanlarda
¢ozlim iretilmediginde, serbest CA’nin tekrarlanabilir kullanimi ve CO, tutumu
yoniindeki hedefler miimkiin olmayacaktir. Bununla birlikte, enzimlerin, pahali
olmasi, saflastirma maliyetlerinin yliksek olmasi gibi nedenlerden dolay:
immobilize edilmesi tekrar kullanim igin en 6nemli ydntemdir. Immobilize
edilmis CA, hidrasyonu hizlandirmak i¢in sulu bir ¢ozelti i¢inde biomimetik CO;
tutucu olarak gorev alabilecegi sonucuna varilmistir. Bu baglamda tekrarlanan
yontemlerle CA ile ilgili c¢alismalarda farkli katalizorler kesfetmeye katki
saglayacaktir[112].

Biyolojik katalizorlerin yiiksek diizeyde Katalitik etkinlik ve segicilik gibi
birgok avantaji vardir. Bununla birlikte, yiiksek maliyeti, sinirli kararlilik gibi
cesitli uygulama sorunlar1 ortaya cikar. Bu sorunlarin {istesinden gelmek igin,
biyolojik katalizor olarak gorev yapan CA enziminin kati bir destek iizerinde

immobilizasyonu bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in kullanilmaktadir. Termal ve
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calisma kararliligin1 artirmak ayrica bu enzimi uzun siire kullanmak i¢in CA’nin
immobilizasyonu yararli bir tekniktir[113]. Bu yaklasim ile CA kullanarak CO;’in
azaltilabilmesi i¢in yeni reaktorler gelistirilmesine ve ¢evre dostu bir siirecin
baslatilmasina katki saglayabilir. Serbest karbonik anhidraz enziminin pahali
saflagtirma  teknikleriyle saflastirilmast ve reaksiyondan sonra tekrar
kullanilamamas1 gibi dezavantajlardan dolay1 aktivitesini kaybettigi i¢in uzun siire
kullanilamaz. Enzimlerin uzun siire kullanilabilmesi igin immobilizasyon iyi bir
yontemdir. Bu yontem enzimi yeniden kullanabilmek ve ayni zamanda siirecin

ticarilestirilmesi i¢in en iyi yaklasimlardandir[115].

CO;, tutuklama yonteminin avantajlari arasinda, ¢evre dostu olmasi, ortam
sicakliginda ¢alisilmasi, sulu ¢ozelti iginde gergeklestirilebilir olmasi, 6zgiin bir
¢Oziim olmasi, diisiik konsantrasyonda caligilmasi vb. maddeler siralanabilir.
Karbonik anhidraz hayvan, bitki ve bakterilerde ortak bulunan bir enzimdir. Bu
nedenle bu enzim, karbon dioksit ile suyun bikarbonata doniisiimiinii katalize

eden temel molekiildiir[113].

Cesitli mikroplarin icinde CA'larin yeni smiflarinin agiklanmasi hig
stiphesiz gelecekte kesfedilerek, bu enzimin yeni smiflarin bulunmasi siirpriz
olmayacaktir. Prokaryotik sistemlerde bu enzimin 6énemli bir rol oynamasi bunun
bir gostergesidir. Ancak, CA’nin yapist tamamen bilinen CO; geri doniisiimlii
hidrasyonunun roliiniin yaninda yeni islevlerini ortaya c¢ikarabilir. Bu da
enzimolojinin yeniden diizenlenmesine gerek duyulabilir. CaCOj3; ¢evresel agidan
onemli bir mineral oldugundan karbonatlar halinde CO, tutumu igin CA’nin
kullanilmas1 milkemmel bir yaklagimdir. Bunun yaninda bu islem sistemin son
derece yiiksek maliyetli olmasimi dogurur. CO;’in hidrasyonunu artirmak igin
CA’1n kullanilmasi, reaksiyon ortamina protonun hizla olugmasinin bir sonucu
olarak, pH’de bir azalma goriiliir. Asidik pH araliginda gergeklesen reaksiyonun
biiyiik dlglide kati bir karbonat ¢okelmesine engel olabilir. Mineral karbonat igine
CA odakli CO; ayirmanin biiyiik Olgekli uygulamaya tabi tutulmasi, pH
kontroliiniin ayarlanabilmesi ve ekonomik nedenlerin iyilestirilebilmesi i¢in halen

bliyiik bir arastirmaya ihtiya¢ vardir. CO, tutuklanmasi i¢in CA-odakli
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calismalarda enzimin kaybolmasi sorunu ile Kkarsilagilir ve yeniden CA
kullanilabilirligi i¢in immobilizasyon yontemi tercih edilmelidir. Bu teknigin
dogru secilmesi ile ilgili gerekli ekonomik fizibilite c¢alismasinin yapilmasi
yonteme olumlu yonde katkida bulunur. Tam bakteriyel (hiicre disi, CA iretimi
ile), hiicrede hem serbest hem de immobilize CA, biiyiik bir 6lgiide, ekonomik
olarak CO, tutuklama islemlerinin {istesinden gelebilir. Hidrasyon serbest ve
immobilize formda CA, tiim hiicrelerin varliginda CO; gazinin emisyonunu
dogrudan azaltma ile ilgili yaklasimlar daha pratik ve kolay olacaktir. Ayrica, bazi
yeni yaklagimlar arastirma bulgular ile simiilasyon birlikte kullanilabilir. Bu
sayede CA merkezli CO, tutuklama islemleri yapilabilir ve yakin gelecekte bu
konuya daha fazla 151k tutulabilir (Sekil 1.15)[116].

Biomimetik olarak CO, yakalama ve depolama islemleri ticari teknoloji
sirketi olan CO; Cozliim A.S. tarafindan yapilmistir. Komiir yakith enerji iiretimi,
petrol kumlar1 ve diger CO;’in yogun tretildigi sektorlerde uygulanabilir 6zel bir
biyoteknoloji platformu igin katalizér olarak CA kullanir. CO; Coziim A.S.
tarafindan ¢imento fabrikalarindan yayillan CO’i yakalayarak kirectasina ve
¢imento tretimi icin hammadde olarak kullanilan bikarbonat iyonlarina
dondstiiriir. CO; ¢oziim A.S., CA’y1, yatakli reaktor icerisinde paketlenmis bir
kat1 destek iizerinde hareketsiz olarak membrana paketlenmis olarak kullanir. Bu
gaz yakalama sistemi yiikselen CO’i ayirir. Sulu ¢ozelti i¢inde bulunan
immobilize CA kati1 boncuklar1 sayesinde, CO, molekiili HCO3 ‘a doniistiiriliir.
CO; siyirict kolonuna aktarilan bikarbonat tekrar CO2’e doniistiiriilerek saf olarak

depolanir (Sekil 1.15 A)[116].

Ulusal Havacilik ve Uzay Dairesi (NASA), CO2’i, bazi ¢oziinmiis
immobilize edilmis CA igeren ince sulu filmler ile yakalayarak atmosferden
armdirmak icin bir yontem gelistirdi. 1ki mikro gdzenekli hidrofobik polipropilen
zarlarin arasinda sabit bir sulu fosfat tamponu i¢inde enzimatik soliisyon olarak
ince bir tabaka olusturulur. Stvi membranin kalinligin1 ve sertligini saglamak i¢in
ince metal 1zgaralarla korunmasi saglanir. Kabin atmosferindeki CO;

kendiliginden zarin bir yiizii lizerinden bir s1vi iginde ¢oziinerek vakumla veya bir
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tasiyicl gaz iginde, veya sivi zar boyunca yayilir ve ters yiiziindede diger sivi
membran lizerinden buharlasir. Bu yontem, uzun siire c¢alisma sirasinda sulu
filmin kurutulmasina ¢6ziim bulamamistir. Carbozyme A.S. CA’1 Katalizor olarak
kullanarak CO;’i akimini likit membran gegirerek gelismis bir sistem tasarladi.
Alkalin karbonat ve CO; emici kimyasal olarak dietanolamine CA ayr1 ayn
immobilize edildi. Immobilize edilen CA-karbonatin CA-dietanolaminden daha
iyi bir kombinasyon oldugu goriildii. Carbozyme sirketi 85 ‘C’ye kadar yiiksek
sicakliklara direngli olan B-smifi Myceliophthora thermophila adli CA
kullanmustir. (Sekil 1.15 B)[116].

A B o
i . .
Temizlenen Baca Gazi Baca Gazl }‘f‘? |mm0b|l|z.e CA
((‘0, {—-]ofo} ((‘0,4__] 0‘/0} D MEbran BH’ImI
) - I
7’
Saf CO2 ’
Depolanmasi immobilize-CA
Molekdilleri

!

1

]

i}

|

&

]

]

K

HCO, +H .
[ |

COzSiyirici

Kolon Yikayicl

Kolcn
Baca Gazi (CO, : 3-15%)

Komir Yakith Enerji Santrali
veya Endiistriyel Tesis

Saf CO2
Depolanmasi

Sekil 1.15: CO, emisyonunu azaltmak icin &ngoriilen metot (Immobilize CA
kullanilarak CO; tutuklama islemlerinin sematik gosterimi (A) CO, Coziim A.S.
stireci, (B) Carbozyme A.S. siireci.)[116].
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15  ®-Amino-Heksil Agaroz Jelinin Yapisi ve Kimyasal Ozellikleri
®-Amino-heksil agaroz jeli ticari olarak sigma firmasindan temin

edilmistir. Analitik 6zellikleri asagidaki Cizelge 1.8’de, kimyasal yapisida Sekil
1.16°de verilmistir.

Cizelge 1.8: -Aminoheksil agaroz jelinin 6zellikleri[117].

Kategoriler

Fiziksel Yapisi Tuzlu Siispansiyon

Etiketleme Olgiisii mL bagina >5 pmol

Matriks Capraz Baghh % 4 Boncuklu
Agaroz

Matris aktivasyonu Siyanojen Bromiir

Kapasite >5mg/ml baglama kapasitesi (sigir
serum albiimini)

Matris Bosluk 1 atom

@ N

Sekil 1.16: o-Aminoheksil agaroz jelinin kimyasal yapisi[117].
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1.6 Calismamizin Amaci

Bu c¢alismada insan kaninda bulunan eritrositlerden, karbonik anhidraz
izoenzimlerinden hCA-l enziminin afinite kromatografisiyle saflastirilmasi
gerceklestirilmistir. Saflagtirilan karbonik anhidraz enziminin ®-aminoheksil
agaroz jeli {lizerine immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Serbest karbonik
anhidraz enzimi ve immobilize enzimin aktiviteleri olgiilmiis ve ¢esitli

parametrelerine bakilarak karsilagtirma yapilmistir.

Immobilize enzimlerin kullanimmin yayginlasmasmna ragmen heniiz
evrensel olarak kabul géren enzim immobilizasyon yontemleri gelistirilememistir.
Sagladiklar1 avantajlar nedeniyle tasiyici olarak secilen @w-aminoheksil agaroz jeli
tizerine kovalent baglanmayla karbonik anhidraz enzimi immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. immobilizasyon islemi gergeklestirildikten sonra serbest ve
immobilize enzimlerin optimum sicaklik ve pH kararliliklari, termal stabiliteleri,
zamana karst aktivite degerlerini ne kadar koruduklarma dair bir takim
karakterilizasyon c¢alismalar1 yiiriitilmiis ve serbest enzim ile karsilastirma

yapilmustir.

CA enzimleri, insan hastaliklarinin bir¢ogunun tedavisinde kullanilan
ilaglar i¢in hedef enzim olmus ve bu konuda halen yeni g¢alismalar devam
etmektedir. Siilfonamid, asetazolamid, dorzolamid ve brinzolamid gibi siilfonamid
tiirevleri olan ilaglar CA izoenzimlerinin gii¢lii inhibitorleridir[31]. Ayn1 zamanda
birgok kimyasal maddeler ve atiklar bu enzimin aktivitesini 6nemli 6l¢iide
diisirmekte ve hatta tamamen durma seviyesine getirmektedir. Cesitli yapilan
caligmalarda CA enzimi inhibitorleri sentezlenmis olup ve bu inhibitorler goz igi
basincini  azalttiklarindan basta glokom hastaligi tedavisinde ilag olarak,
antitiimor, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda [1,30], pozitron,
emisyon tomografisi ve manyetik rezonans belirlenmesinde, diagnostikte his
materyali, antiiilser, diiiretik ilaclarin gelismesinde yol gosterici antibiyotik olarak
kliniklerde yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu g¢esit ¢alismalara son
zamanlarda hiz verilmistir. Bizim bu g¢alismamizda siilfonamid, asetazolamid,
dorzolamid, brinzolamid ve topiramat gibi, CA’in klasik inhibitorleri iizerinde

serbest ve immobilize enzime kars1 inhibisyon etkileri arastirtlmistir.

41



Immobilizasyon islemi ile kararlihigi arttirilmis olan karbonik anhidraz
enziminin canlililarda eksikliginin bulunmasi durumunda uygun reaktorler

hazirlanarak bu eksikligin giderilmesine imkan saglayacagini diisiinmekteyiz.

42



2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1  Materyaller

Arastirmada kullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup, Merck veya
Sigma firmasindan temin edilen kimyasallardan olusmaktadir. Arastirmada
kullanillan kimyasal maddeler, alet ve cihazlar asagidaki alt basliklarda

sirlanmastir.

2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Sepharose-4B
Fosforik asit
L-Tirozin
Tris-HCI

Etil Alkol
Gliserol

Glisin

Metanol
Poliakrilamid
Amonyum Siilfat
Fosforik Asit
NaBH,

Asetik asit
B-Merkaptoetanol

Fenol Kirmizisi
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Hidroklorik Asit

Sodyum Karbonat

Sodyum Bifosfat

Sodyum Fosfat

Bromfenol Mavisi

Sodyum Hidroksit

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
N,N,N,N’tetrametiletilendiamin
Trihidroksimetil Aminometan
(Tris-Base)

Sodyum Bikarbonat
Amonyum Persiilfat

Standart Serum Albiimin

Coomassie Brillant Blue G-250



2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cizelge 2.1: Kullanilan alet ve cihazlarin markalari.

Cihaz Marka-Model

Sogutmali1 Santrifiyj

pH Metre

UV-Vis Spektrofotometre
Manyetik Karistirict
Terazi

Otomatik Mikropipetler
Kromatografi Kolonu
Buzdolab1

Buz Makinesi
Elektroforez Sistemi
Calkalayici

Kronometre

Jel Gortintiileme Sistemi
Vorteks

Termometre

Sigma 3-18K

Hanna Instruments HI 221

Perkin Elmer Lambda 25
Wise-Stir MSH-20A

Precisa XB220A

Eppendorf Reserch Plus

Sigma (1cm cap)

Indesit

Fiocchetti AF 10

BIORAD

Heidolph Unimax 2010

Hanhard Elektronisch Digital Stopuhr
Gel Doc-H Imaging System (UVP)
Fisons Whirli Mixer

Sigma

2.1.3 Kullanilan Kimyasal Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilan kimyasal ¢ozeltilerin hazirlanist ve

kullanildig1 yerler asagida sirasiyla verilmistir.
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2.1.3.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

X 1 M HCI 100 mL Cozeltisi: % 37°1ik HCI asitten 8,3 mL alinir. Bir
behere bir miktar saf su konur, lizerine 83 mL HCIl asit eklenir.
Coziinmesi saglanir. Daha sonra ¢ozelti 100 mL’lik bir balon jojeye

aktarilir. Uzeri saf su ile 100 mL’ye tamamlanr.

<> 1 M NaOH, 100 mL Cézeltisi: 4 g NaOH tartilir. Bir behere
aktarilir ve saf su ile ¢oziliir. Coziinme tamamlandiktan sonra 100 mL’lik

bir balon jojeye aktarlir ve tizeri 100 mL olana kadar saf su ile tamamlanir.

X 4 M NaOH, 100 mL Cozeltisi: 16 g NaOH tartilir. Bir behere
aktarilir ve ¢oziiliir. Coziinme tamamlandiktan sonra 100 mL’lik bir balon

jojeye aktarlir ve tizeri 100 mL olana kadar saf su ile tamamlanur.

<> 0,1 M NaHCOs3, pH:10 Tamponu 1000 mL: 8,401 g NaHCOg3 bir
beherde 950 mL saf su ile ¢oziiliir. pH, 1 M NaOH ile 10’a ayarlanir. Daha
sonra ¢ozelti 1000 mL’lik bir balon jojeye aktarilir. Uzeri saf su ile 1000

mL’ye tamamlanir.

X 0,2 M NaHCOg, pH 8,8 Tamponu 500 mL: 8,401 g NaHCOg bir
beherde 450 mL saf su ile ¢oziilir. pH 1 M NaOH ile 8,8’e ayarlanir.
Hazirlanan bu ¢dzelti 500 mL’lik balon jojeye aktarilir. Uzeri saf su ile

500 mL’ye tamamlanur.
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X 0,05 M Tris-SOy4, pH:7,5 Tamponu 250 mL: 1,5143 g Tris-SO,4
200 mL saf suda ¢oziiliir. pH H,SOy ile 7,5a ayarlanir. Cozelti 250 mL’lik

balon jojeye aktarilir son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanir.

2.1.3.2 Enzim Saflastirilmasinda Kullanilan Cozeltiler

o Afinite Jelini Dengeleme Tamponu pH:8,7 1000 mL: 25 mmol
Tris-HCI, 22 mmol Na;SO4 derisimlerinde hazirlanir. 14,20 g Na;SO4
tartilir, 3,0275 g Tris-HCI tartilir, bu iki madde 950 ml saf su ile bir
beherde ¢oziiliir. pH 1 M HCI asit ¢ozeltisi ile 8,7 ye ayarlanir. Daha sonra
¢ozelti 1000 mL’lik bir balon jojeye aktarilir. Uzeri saf su ile 1000 mL’ye

tamamlanir.

o Hemolizat Tatbikinden Sonra Afinite Jeli Yikama Tamponu
pH:8,7 1000 mL: 25 mmol Tris-HCI, 22 mmol Na,SO, derisimlerinde
hazirlanir. 3,124 g NaySOy tartilir, 3,0275 g Tris-HCI tartilir, bu iki madde
950 ml saf su ile bir beherde ¢oziiliir. pH 1 M HCI asit ¢ozeltisi ile 8,7 ye
ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti 1000 mL’lik bir balon jojeye aktarilir. Uzeri

saf su ile 1000 mL’ye tamamlanur.

o hCAI Eliisyon Tamponu pH:6,3 500 mL: 0,5 mol NaCl ve 25
mmol Na;HPOy olacak sekilde hazirlanir. 3,55 g Na,HPQO, tartilir, 29,25 g
NaCl tartilir, bu iki madde 450 ml saf su ile bir beherde ¢oziilir. pH 1 M
HCI asit ¢ozeltisi ile 6,3’e ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti 500 mL’lik bir

balon jojeye aktarilir. Uzeri saf su ile 500 mL’ye tamamlanir.
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2.1.3.3 SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

<> SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Numune Tamponu:

0.5 M Trsi-HCI (pH:6,8) 2,5mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
B-Merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol Mavisi 0,01g

Desitile Su 0,5mL

X SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tank Tamponu:

Tris-HCI 30
Glisin 1444
SDS 1049

<> SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Aywrma ve Yigma
Jellerinin Hazirlanisi: SDS-Elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin

hazirlanis1 ve miktarlar1 Cizelge 2.2 de verilmistir.

X SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Renklendirme Cozeltisi:
0,66 g Coomassie brillant blue G-250 tartilir, 120 mL metanolde ¢6ziiliir.
Bu ¢6zeltiye 24 mL asetik asit ve 120 mL desitile su ilave edilir.

X SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Renk A¢cma Cozeltisi:
Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol, % 87,5 desitile su icermektedir.
Cozelti, 75 mL asetik asit, 50 mL methanol ve 875 mL saf su karistirilarak

hazirlanir.
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Cizelge 2.2: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimarinin miktarlari.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

% 10

% 3

Akril Amid/Bis
Akril Amid 15¢
Bis 049

Alinarak son hacim saf su ile 50 mL’ye

tamamlanir.

16,65 mL

2,6 mL

Desitile Su

20,1 mL

12,2 mL

1,5 M Tris-HCI (pH:8,8)
Tris-HC1 11,82 g alinarak pH:8,8
oluncaya kadar 0,1 M NaOH eklenir.

Son hacim 50 mL oluncaya kadar

desitile su ile tamamlanir.

12,5 mL

0,5 M Tris-HCI (pH:6,8)

Tris-HC1 3,94 g alinarak pH:6,8
oluncaya kadar 0,1 M NaOH eklenir.
Son hacim 50 mL oluncaya kadar

desitile su ile tamamlanir.

5mL

210’luk SDS
SDS 1 g alinarak son hacim desitile su

ile 10 mL’ye tamamlanir.

0,5 uL

200 pL

TEMED

25 L

20 L

%10°luk Amonyum Persiilfat

Amonyum persiilfattan 1 g alinarak son

hacim 10 mL’ ye tamamlanir.

750 pL

400 pL
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2.1.3.4 Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Cézeltiler

<> pH:8 1000 mL Fosfat Tamponu (Yikama i¢in): 14,2 g (0,1 mol)
Na;HPO, tartilir, 950 ml saf su ile bir beherde ¢oziilir. pH 1 N HCI asit
¢ozeltisi ile 8’¢ ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti 1000 mL’lik bir balon jojeye

aktarilir. Uzeri saf su ile 1000 mL’ye tamamlanr.

X4 % 3’liik 25 mL Gluteraldehit Cozeltisi: % 25’lik Gluteraldehit
¢ozeltisinden 4 mL alinir. 25 mL’lik balon jojeye aktarilir. Bir miktar saf

suda ¢oziiliir. Daha sonra hacim ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanur.

X pH:9 Na,CO3 Tamponunda Coziilmiis 10 ml NaBH, c¢ozeltisi
(Img/mL): 10 mg NaBHj, tartilir, bir beherde tampon ¢ozeltisi ile ¢oziiliir.
Daha sonra ¢dzelti 10 mL’lik bir balon jojeye aktarilir. Uzeri tampon ile

10 mL’ye tamamlanur.

2.1.3.5 CO,-Hidrataz Aktivitesi Icin Kullanilan Cozeltiler

X3

%

0,15 M Na,C0;/ 0,1 M NaHCO; Tamponu (CA Aktivite
Tamponu pH:10 1000 mL): 15,9 g (0,15 mol) Na,CO3ve 8,4 g (0,1 mol)
NaHCOj tartilir, bir beherde 950 mL saf su ile ¢oziiliir. pH 1 M HCI asit
cozeltisi ile 10’a ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti 1000 mL’lik bir balon

jojeye aktarilir. Uzeri saf su ile 1000 mL’ye tamamlanur.

& Fenol Kirmizist Cozeltisi 1000 mL: 0,011256 g Fenol red ve
0,2184 g NaHCOg tartilir. Bir beherde ¢oziiliir ve daha sonra ¢ozelti 1000
mL’lik bir balon jojeye aktarilir. Uzeri saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir.
Kullanilacak olan miktar kadar igin 20 °C’de fenol red i¢inden CO, gazi
gecirilerek hazirlanir.
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% 0,15 mol Na, €03 / 0,1 mol NaHCO; Tamponu pH:6.0, 6.5, 7.0,
7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0 1000 mL: 15,9 g (0,15 mol) Na,CO3
ve 8,4 g (0,1 mol) NaHCOg tartilir, bir beherde 950 mL saf su ile ¢oziiliir.
pH’si 1 N HCI asit ¢ozeltisi ile her bir pH’ye ayarlanir. Daha sonra

hacimler saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

X CO, Cazeltisi: 20 °C’de desitile su icinden CO, gaz1 gegirilerek

hazirlanir.

2.1.3.6 Protein Tayininde Kullamlan Cozeltiler

X Serum Albiimin Cozeltisi, 25 mL (Img/mL): 25 mg serum

alblimin tartilir, 25 mL saf suda ¢oziiliir.

X Coomassie Brillant Blue G-250 Cozeltisi, 1000 mL: 100 mg
Coomassie brillant blue G-250 tartilir, 50 mL etanolde ¢oziiliir. Bu
cozeltiye 100 mL % 95’lik fosforik asit ilave edilir. Son hacim saf su ile

1000 mL’ye tamamlanir.

2.1.3.7 Inhibisyon Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

X 1 mM 50 mL Siilfonamid Coézeltisi: 0,0086 g siilfonamid tartilds,
bir beherde ¢oziinlir. Bu ¢ozelti 50 mL’lik balon jojeye aktarilir. Son

hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanir. (MAggironamia 172,21 g/mol)

50



X 1 mM 50 mL Asetozolamid Cozeltisi: 0,1111 g asetozolamid
tartildi, bir beherde ¢oziinilir. Bu ¢dzelti 50 mL’lik balon jojeye aktarilir.

Son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanir. MA jsetazolamid -222,25 g/mol)

X 1 mM 10 mL Dorzolamid Cozeltisi: Tomec ilac1 olarak
Abdiibrahim firmasindan temin edilmistir. ilacin her 1 mL’sinde 0,02 g
dorzolamid var oldugu belirtilmistir. Kati olarak 0,00324 g alinmasi
gerekir. Sivi alinacagi i¢in 0,162 mL alinir ve {izeri 10 mL’ye kadar saf su

ile tamamlanir.( MAgorzolamia 324,44 g/mol)

X 1 mM 10 mL Brinzolamid Cizeltisi: Azopt ilac1 olarak Alcon
firmasindan temin edilmistir. lacin her 1 mL’sinde 0,01 g brinzolamid var
oldugu belirtilmistir. Kat1 olarak 0,00384 g alinmas1 gerekir. Siv1 alinacagi
icin 0,384 mL alimir ve iizeri 10 mL’ye kadar saf su ile

tamamlanir.( MAp inzolamia 383,51 g/mol)

X 1 mM 10 mL Topiramat Cozeltisi: Topamax ilact olarak Janssen
firmasindan temin edilmistir. 0,00334 g topiramat tartilir, bir beherde
¢oziinlir. Bu ¢ozelti 10 mL’lik balon jojeye aktarilir ve iizeri 10 mL’ye

kadar saf su ile tamamlanir. (MApiramat 339,36 g/mol)

2.2 Yontemler

2.2.1 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Enzim saflastiriimasinda en ¢ok kullanilan metot afinite kromatografisi

yontemidir. Afinite kromatografisi, bir gesit adsorbsiyon kromatografisi olup,

saflagtirllmasi istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir kolon maddesine

kovalent olarak immobilize edilmis bir ligand bilesigine spesifik ve tersinir olarak

baglanmasin1 saglayan bir tekniktir. Matriks olarak Sephadex, Sepharose ve
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Biogel gibi gesitli farkli jeller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin saflastirilacak

madde i¢in spesifik ve tersinir olarak baglanma 6zelligi olmalidir[3].

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi {izerinde hazirlandi. Sepharose-4B'nin
CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra yapiya tirozinin kovalent olarak baglanmasi
gerceklestirildi. Daha sonra siilfanilamid diazolanarak, tirozine kenetlendirildi.
Burada tirozin; afinite jelinin uzanti kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik
baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidrazin spesifik bir
inhibitorii olmakla birlikte, afinite jelinin yapisina girerek séz konusu enzimin

yiiksek oranda saflastirilmasinda basaril bir sekilde kullanilmaktadir[59].

Sepharose-4B'nin Aktiflestirilmesi ve L-Tirozinin Kovalent Olarak
Baglanmasi: 10 mL Sepharose-4B, once saf su ile iyice yikanarak dekante edildi
ve esit hacimde destile su ile birlestirildi. Buz banyosu icerisinde karigtirilmakta
olan jel siispansiyonuna, 4 grama tekabiil eden sivi CNBr eklendi. pH-metre
yardimiyla siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH ile 11°e ayarland: ve reaksiyon siiresi
boyunca bu islem pH degismeyinceye kadar siirdiiriildii. Karisim buchner
hunisine aktarilarak siiziildii. Daha sonra pH's1 10 olan 250 mL 0,2 M NaHCO3
tamponu ile yikand: ve bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL'sinde, 80 mg
tirozin ¢oziildii ve behere ilave edilerek karistirildi. Bundan sonra siispansiyon
+4°C'de 2 saat silireyle karistirllmaya devam edilip ve 16 saat bu sicaklikta
bekletildi. Bu siirenin sonunda jel bol suyla yikandi. Béylece reaksiyona girmeyen
tirozin, tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi 100 mL 0,2 M NaHCO;
tamponu ile (pH=8,8) yapildi ve tirozin takili jel, aymi tamponun 40 mL'si
icerisine alindi[34,118,119].

Siilfanilamid Baglanmasi: 25 mg siilfanilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1
M HCI iginde ¢oziinmesi saglandi. 75 mg NaNO; bulunduran 0 °C'deki 5 mL
¢ozelti, siilfanilamid c¢ozeltisine 10 dakikada yavasga damla damla eklendi.
Diazolanmig olarak bulunan siilfanilamid, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
stispansiyonuna eklendi. pH, 1 M NaOH ile 9,5’e ¢ikarilarak sabitlendi. 3 saat
stireyle oda sicakliginda yavas yavas karistirilmasi saglandi. Daha sonra 1 L saf su
ve 200 mL 0,05 M tris- SO, (pH:7,4) tamponuyla yikandi ve ayni tampon
igerisinde muhafaza edildi[3,120].
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Reaksiyonun kimyasal olarak basamaklar halinde gergeklesmesi ve agik

formiilleri asagida Sekil 2.1 de gosterilmistir:

OH OCN
20 °C, pH= 11
+ BrCN
-HBr
HO HO
Sepharese-4B Aktiflesmis Matriks
A
H
U H C2OOH
HO: COOH
4°C,
pH= 10
e NH

O—L NH

HC——COOH

HO CH; ——= HO GH2
OH OH
Sepharose-4B-L-Tirozin
A
SO,NH, $O2NH,
NaNO, + HC1
0°C
NH, NoCl
B
NH
pH= 0.5 |
A + B O_C;TH
HC——COOH
HO CHy

N—N SO,NH,
OH

Afinite Jelinin Son Durumu

Sekil 2.1: Afinite jelinin sentezleme basamaklari[121].
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2.2.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Saflastirilmasi

2.2.2.1 Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizatin Hazirlanmasi

Calismamizda insan kani kullanild1. Balikesir Universitesi Meslek Yiiksek
Okulundaki Mediko-sosyal boliimiinde bulunan hemsire tarafindan sahsimdan
yaklagik 40 mL kan 6rnegi alindi ve aninda ¢alismaya baslanildi. Alinan taze kan
teflon tiiplerine konularak +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
cikarilan tiiplerin iist kisminda kalan plazma ve I6kosit tabakasi damlalik
yardimiyla dikkatli bir sekilde alinarak atildi. Altta ¢oken eritrositler % 0,9’luk
NaCl ile 2 defa yikandi. Bu islemler sonucunda elde edilen eritrositler hacminin
yaklagik 3 kati kadar soguk desitile su ile karistirilir. Teflon tiiplerin agzi
kapatildi. Yaklasik 10 dakkika kadar kopiirtmeden teflon tlipler ¢alkalandi. Elde
edilen hemolizat, hiicre zarlarinin ayrilmasi i¢in 15000 rpm’de 40 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij isleminden sonra, {istteki sivi kisim alinir ve altta biriken hiicre
zarlar1 atilir. Hiicre zar1 kalmamasi i¢in hemolizat siizge¢ kagidindan yavascga
siiziildii. Bu islem hemolizatin kolona tatbiki sirasinda kalan hiicre zarlarinin
kolonu tikamamasi her ihtimale karsin uzaklastirmak igin yapildi. Hemolizat buz

dolu kabin i¢ine yerlestirilip pH:8,7’ye Tris-Base ile ayarlandi.

2.2.2.2 Hemolizatin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Hazirlanan jel i¢inde bulunan tampon ile birlikte kolona aktarilir. Kolona
paketlenen jel, jel dengeleme tamponu olan pH:8,7 Tris-HCI/Na,SO, ile
dengeleme islemi yapildi. Dengeleme islemi 280 nm de 0,02 absarbansin altinda
pik verene kadar devam edildi. Dengeleme islemi tamamlandiktan sonra
hazirlanmis olan hemolizat kolona yavas yavas tatbik edilir. Yavas yapilmali
¢linkii CA enziminin jele baglanmasi i¢in zaman ge¢mesi gerekmektedir. Verimin
artmast i¢in bu basamak dikkatlice yapildi. Hemolizatin tamamu tiikendikten
sonra, kolon iizerinden yikama tamponu olan pH:8,7 Tris HCI/Nay;SOy ile jel

yikamast yapildi. Bu sekilde ortamdaki istenmeyen safsizliklar uzaklagtirilmisg
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oldu. Bu basamak yavas yapilmalidir. Yikamanin tamamlandigint anlamak igin
280 nm de absorbans degeri okundu. Bu deger 0,02 nin altina diistiigliinde yikama

islemine son verilir.

hCA-I eliisyon iglemi i¢in 21 adet 2 mL’lik tiipler hazir edildi. Bu islem
icin kolona hCA-I eliisyonu i¢in hazirlanan NaCl/Na,HPO, pH:6,3 tamponu
aktarildi. Daha sonra kolon muslugu agildi ve eliiatlar toplandi. Her bir eliiat
hacminin 2 mL’yi gegcmemesine dikkat edildi. Bu basamak hizli yapildi. Alinan
eliatlarin 280 nm de protein miktarlarint belirlemek igin absorbans degerleri

okundu.

2.2.3 Karbonik Anhidraz Enzimi Aktivite Tayini

2.2.3.1 CO,-Hidrataz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin saflastiriimasi esnasindaki aktivite 6l¢timleri,
COgz-hidrataz aktivitesi yontemiyle yapildi. Maren ve arkadaslarinin gelistirmis
olduklar1 bu yontem, CA enziminin saflagtirilmasi esnasinda hemen hemen tiim
arastirmacilar tarafindan uygulanmistir. Bu yontem, CO2’nin hidrasyonu sonucu
aciga ¢ikan H' sebebiyle pH degerinin 10.0’dan 7.4’¢ diismesi i¢in gegen siirenin
Ol¢iilmesi prensibine dayanir. Burada indikatdr olarak, pH=7.4"de renk degistiren
fenol kirmizisi kullanildi. Tampon olarak da pH degeri 10.0 olan karbonat

tamponundan (0.15 M Na,CO3 + 0.1 M NaHCOs3) yararlanildi[57].

Deney islemleri, su sekilde gergeklestirilmistir; o6ncelikle deneyde
kullanilan indikator ¢ozeltisi, tampon ¢Ozeltisi, enzim, saf su ve doygun CO,
¢ozeltileri igerisinde buz bulunan bir kaba yerlestirildi. Reaksiyon tiipiine énce 1,9
mL fenol kirmizisi indikatorii ¢ozeltisi ve 1.3 mL doygun CO, ¢ozeltileri konuldu.
Bu karisimin {izerine, kolondan alinmis enzim ¢d6zeltisinden 0.1 mL ilave

edildikten hemen sonra ayni anda 0.4 mL karbonat tamponu katilarak, kirmizi
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rengin sartya donmesi i¢in gegen siire, kronometre ile 6l¢iildii (tc). Ayn1 iglemler,
her numunenin ¢alisilmasindan once enzim ¢ozeltisi yerine 0.1 mL destile su
konularak, yapildi (to). Bu yonteme gore, CA aktivitesi i¢in bir enzim tinitesi
(EV), enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini yariya indiren

enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Buna gore;

. . . . to - tc
Enzim Aktivitesi =

Cc

formiiline gore, kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi i¢in enzim iinitesi

hesaplanir.

2.2.4 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Bu yontemle, afinite kromotografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltileri ve
hemolizatlardaki protein miktarlari belirlendi. Bu yontem, Coomassie brillant blue
G-250’nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanma esasina dayanir. Olusan
kompleks, 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gdsterir. Proteine
boyanin baglanmasi, 2 dakika gibi ¢ok hizli bir zamanda gergeklesir. Bu yontemin

hassasiyeti, 1-100 pg arasindadir[120].

Burada enzimin saflagtirma asamasindaki saf kan Orneginin, santrifiij
asamalarindaki ve serbest enzimin immobilizasyon Oncesi sonrasi protein
miktarlar1 belirlenmistir. Protein miktarlar1 tayin islemlerinde; 1 mL’sinde 1 mg
protein ihtiva eden standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100 pL alind1 ve destile su ile tiim tiiplerin hacmi 0.1 mL’ye
tamamlandi. 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi
ve vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm dalga boyunda 3 mL’lik kuvars
kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0.1 mL ayn1 tampon
ve 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinden olusan karisim kullanildi.

Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri, standart grafik
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olarak elde edildi (Sekil 3.2). Olusturulan grafikteki denklem {izerinden serbest
enzimin immobilizasyon Oncesi, sonrasi protein degerleri mikrogram cinsinden
hesaplandi. Bu degerler kullanilarak immobilizasyon verimi (Cizelge 3.1)

hesaplanmustir.

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

Karbonik Anhidraz enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan
sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10
olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE)
Laemmli tarafindan gelistirilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol
edildi[119].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek
iki cam plaka birbiri ilizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina
sabitlendi. Cizelge 2.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar
arasina istten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasina 6zenle dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-
biitanol ile ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1
gece) lst yilizeydeki n-biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina
tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin tlizerine yigma jeli ilave
edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin lizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi 30 dakika beklendi.  Yiikleme jeli polimerlestikten sonra
kuyucuklarin arasmin bozulmamasina 6zenle dikkat edilerek tarak c¢ikarildi.
Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin
bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist

kismina yiiriitme tamponu konuldu.
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Afinite kromatogafisi sonucunda elde edilen eliiatlardan 280 nm dalga
boyunda yiiksek absorbans degeri gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti
toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi.
Standart protein c¢ozeltisi iceren Marker 1:1 oraninda numune tamponuyla
karistinildi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblok da
bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara dikkatlice yiiklendi. Elektroforez
giic kaynagma baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini
incelemeye yarayan numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant ayirma jeline
ulastiginda voltaj 120 volt’a ¢ikarildi. Yiirlitme islemine proteinler, jelin altina
1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra akim kesilerek yiiriitme durduruldu.
Bu islem yaklasik 1-1,5 saat siirdii. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarin1 iceren ayirma jeli
renklendirme ¢0zeltisi igine konuldu ve 1,5-2 saat kadar g¢alkalayici lizerine
birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢o6zeltisinden c¢ikartilarak renk agma
cozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti iginde c¢alkalandi. Jel
renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP)

ile goriintii bilgisayara aktarildi.

2.2.6 Karbonik Anhidraz I izoenziminin immobilizasyonu

®,

> ®-Amino-Heksil Agaroz Jelinin Hazirlanmasi ve

Gluteraldehitin Baglanmasi

®-Amino-heksil agaroz jelinden 10 mL alindi. Kolona tatbik edildi.
Jel pH:8 Na,HPO, fosfat tamponu ile yikandi[122]. Daha sonra jel bir
behere alindi. Uzerine 10 mL %3’liikk gluteraldehit ¢ozeltisi ilave edildi.
Beherin i¢ine kii¢iik bir manyetik bar kondu. Burada, karisimin 30 dk
karistirilmasi saglandi. Baslangigta jelimiz Sekil 2.2 de de goriildiigl gibi
beyaz renkteydi, gluteraldehit baglandiktan sonra Sekil 2.3’de gorildiigi

gibi jelimizin rengi limon saris1 oldu. Daha sonra karisim kolona tatbik
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edildi. Baglanmayan gluteraldehit pH:7,5 olan soguk saf su ile tamamen

uzaklastirildi.

Sekil 2.2: ®-Amino-heksil agaroz jelinin normal goriintiisii.

Sekil 2.3: ®-Amino-heksil agaroz jeline gluteraldehit baglandiktan

sonraki goriintiisii.
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< ®-Amino-Heksil Agaroz Jeline CA Enziminin Immobilzasyonu

Kolondaki gluterladehit ile baglanmis jel tekrar temiz Kkuru bir
behere aktarildi. Saflagtirma islemlerinden sonra protein miktari en yiiksek
olan karbonik anhidraz enzim ¢6zeltileri birlestirildi. Bu enzim ¢6zeltisinin
bradford yontemiyle protein miktar1 belirlendi. Bu ¢ozeltiden gluteraldehit
bagli jel iceren behere 10 ml ilave edildi. Kiigiik bir manyetik bar ile 1 saat
boyunca yavas bir sekilde karistirilarak karbonik anhidraz enzimin
gluterladehit-w-amino-heksil agaroz jeline immobilizasyonu saglandi.
Daha sonra bu karisim tekrar kolona aktarildi. Kolon muslugu agilarak
alttan baglanmayan enzim c¢ozeltisi bir behere toplandi. Baglanmayan
enzimleri iceren bu enzim ¢o6zeltinin protein miktar1 bradford yontemiyle
belirlendi. Bu sekilde immobilizasyonun % verimi hesaplandi. Daha sonra
kolondan taze hazirlanmis olan NaBH, ¢ozeltisinden 10 mL gegcirildi.
NaBH, cozeltisi baglanma gerceklestikten sonraki C=N ¢ift baginin
doyurulmasi igin kullanilmistir. Baglanmay1 gdsteren immobilizasyon

semas1 Sekil 2.4’de gdsterilmistir.
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Sekil 2.4: ®-Amino-Heksil agaroz jeline CA enziminin immobilizasyonu semasi

2.2.7 Serbest ve Immobilize hCA-I izoenzimi i¢in Tayinler

2.2.7.1 Serbest ve Immobilize hCA-I izoenzimlerinin Zamana Karsi

Aktivite Degisiminin Belirlenmesi

Hem immobilize hem de serbest enzimin aktivite 6l¢iimleri 96 saatlik
aralarla yapildi. Serbest enzim igin aktivite 6lgiimii 768. saat ve immobilize enzim
igin ise 1096. saate kadar siirdiiriildii. Bu saatlerden sonra enzimler ¢ok diisiik

aktivite vermeye baslamasindan dolay: aktivite 6l¢iimlerine son verildi.

61



2.2.7.2 Serbest ve immobilize hCA-1 izoenzimlerinin Optimum pH

Degerinin Belirlenmesi

Serbest karbonik anhidraz enzimi ile immobilize enzimin farkli pH’larda
(pH: 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 10.5, 11) 0,15 M Na,CO5 ve 0,1 M tamponu

ile aktivite degerleri olgtldii.

2.2.7.3 Serbest ve Immobilize hCA-1 izoenzimlerinin Optimum

Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimin sicaklikla olan aktivite degisimlerini
belirlemek amaciyla her iki enziminde 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 °C
sicakliklarda ki aktivite degerleri 6l¢iildii.

2.2.7.4 Serbest ve Immobilize hCA-l1 izoenzimlerinin Termal

Kararhlhiginin Belirlenmesi

Serbest karbonik anhidraz enziminin 36 °C’de en yiiksek aktivite degerine
sahip oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda karbonik anhidrazin 42 °C’de denatiire
oldugu belirtilmistir. Immobilize edilmis enzimle serbest enzimin termal
stabilitelerinin belirlenmesi i¢in 35 °C, 40 °C, 50 °C sicakliklardaki aktivitelerinin

40 dakika araliklarla 6lgtimii gergeklestirildi.
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2.2.75 Serbest ve immobilize hCA-l izoenzimleri Uzerine Bazi

flaclarin Inhibisyon Ekilerinin incelenmesi

Bu calismada karbonik anhidrazin spesifik inhibitorleri olan bes farkli
inhibitor kullanildi. Bunlardan siilfonamid ve asetazolamid analitik olarak
kutudan kullanildi. Digerleri brinzolamid, dorzolamid ve topiramat ise ilag¢ olarak
temin edildi. Inhibitér calismasiyla ilgili farkli inhibitér konsantrasyonunda
aktivite 6l¢timii yapildi. Bu inhibitorlerin % Aktivite-[1] grafikleri ¢izildi, ¢izilen
egrinin denkleminden ICsy degerleri hesaplandi. Bu islem hem serbest hemde
immobilize enzime ayr1 ayr1 uygulanarak hesaplandi. Asagida kullanilan

inhibitdrlerin agik kimyasal yapilar1 verilmistir.

Inhibitor Adi Acik Yapisi
0
Siilfonamid H2N4@7g50
NH,
o N-N O
Asetazolamid )I\N)’\S ﬁ—NHz
H O
XS
Brinzolamid
Dorzolamid
Topiramat
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3. BULGULAR

3.1 Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1 Afinite Kromatagrafisi ile CA-1 Enziminin Saflastiriimasi

Bolim 2.2.2.2 de de belirtildigi gibi hazirlanan jel kolana tatbik edildi.
Kolona paketlenen jel, jel dengeleme tamponu olan pH:8,7 Tris-HCI/Na,SO, ile
dengeleme islemi yapildi. Dengeleme islemi 280 nm de 0,02 absarbansin altinda
pik verene kadar devam edildi. Dengeleme islemi tamamlandiktan sonra
hazirlanmis olan hemolizat kolona yavas yavas tatbik edildi. Verimin artmasi i¢in
bu basamak dikkatlice yapildi. Hemolizatin tamami tiikendikten sonra, kolon

tizerinden yikama tamponu olan pH:8,7 Tris-HCI/Na,S0;,ile jel yikamasi yapildi.

Bu sekilde ortamdaki istenmeyen safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Bu
basamak yavag yapildi. Yikamanin tamamlandigini anlamak igin 280 nm de
absorbans degeri okundu. Bu deger 0,02 nin altina diistiigiinde yikama islemine

son verildi.

HCA-I eliisyon iglemi i¢in 21 adet 2 mL’lik tiip hazir edildi. Bu islem igin
kolona hCA-I eliisyonu i¢in hazirlanan NaCl/Na,HPO, pH:6,3 tamponu aktarildi.
Ve hemen kolon muslugu acild1 ve eliiatlar toplandi. Her bir eliiatin hacminin 2
mL’yi ge¢gmemesine dikkat edildi. Bu basamak hizli yapilmalidir. Alinan
eliiatlarin 280 nm de protein miktarlarimi belirlemek i¢in absorbans degerleri
okundu. Bu degerler hangi tiipte enzimin protein miktarinin daha fazla oldugunu
gostermektedir. Ayrica her bir tiipte aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen

degerlerin tiip numarasina karsi protein miktar1 ve aktivite grafigi ¢izildi (Sekil
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3.1). Grafikten de goriildiigii gibi protein miktar1 ve aktivitesi en yiiksek olan 5

tiip birlestirildi.
® —— Aktivite 3
5 == Protein 2,5
—_
4 2
- =
E;. 15 &
S " S
L e
2 - 1 8
| -
o
(72]
1 - 05 &
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Tiip No

Sekil 3.1: Afinite kolonundan hCA-I enziminin eliisyonu. Fraksiyon hacmi 2 mL,
kolon boyutu 1.5x10 cm, kolon yatak hacmi 18 mL, jel yiiksekligi 6 cm, akis hiz
7 mL/dk.

3.2 Bradford Yontemiyle Protein Tayini ve Immobilizasyon

Veriminin Hesaplanmasi

Karbonik anhidraz enziminin protein tayini Bradford yontemiyle
gerceklestirildi[119]. Yapilan deneysel islemler bolim 2.2.4’de anlatildigi gibi
gerceklestirilmistir. Bu yontem i¢in ilk 6nce standart bir egri ¢izildi. Hemolizatta
ve enzim c¢ozeltilerindeki protein miktarlart bu egriye gore belirlendi. Standart
cozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerleri, Sekil 3.2°de

belirtilmistir.

65



3.2.1 Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

0,7 ~

0,6 -

0,5 A

04 -

0,3 -

0,2 -

Absorbans (595 nm)

0,1 -

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

ug Protein

Sekil 3.2: Bradford yontemiyle protein tayini igin hazirlanan standart grafik.

3.2.2 Immobilizasyon Veriminin Hesaplanmasi

Immobilizasyon veriminin hesaplanmas1 igin, bradford yontemiyle
hazirlanan standart grafikten elde edilen y=0,0068x-0,0333 denkleminden

yararlanildi.

_ y+0,0333
X = 700068

Bu denklemde y yerine, serbest ve immobilize enzimin absorbans degerleri
yazilarak x degeri bulunur. Burada bulunan x degeri serbest ve immobilize enzim
icin protein miktarin1 verir. Protein miktarlar1 asagidaki denklemde yerine

yazilarak % verim hesaplanir(Cizelge 3.1).
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_ Baglanan Protein Miktari
% Verim = - — - - - - x100
Immobilizasyon Oncesi Protein Miktari

Cizelge 3.1: Immobilizasyon verimi tablosu.

Immobilizasyon Immobilizasyon - .
N . . ) Baglanan Protein )
Oncesi Protein Sonras1 Protein Mikt ) X-Y Verim (%)
Miktari(pg) X Miktari(pug) Y iktart (ug
26,81 14,60 12,21 45,54

3.3 Karbonik Anhidraz I lizoenziminin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi

Afinite kolonundan eliie edilen karbonik anhidraz enzimi safligin1 kontrol
etmek igin, boliim 2.2.4’de anlatildigr gibi hazirlanan jel SDS-PAGE elektroforesi
ile insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz enzim numunelerinin
protein bantlar1 tek bant olarak elde edilmistir. Elde edilen protein bantlarinin
goriintiileri jel goriintiileme sistemi (UVP) ile bilgisayara aktarildi. Bu bantlar
asagida Sekil 3.3’de gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii tizere CAI enziminin
molekiil kiitlesi 29 kDa olarak bulunmustur. Insan eritrositlerinden saflastirilan
karbonik anhidrazin normal molekiil kiitlesi ise 30 kDa olarak, literatiirde

belirtilmistir[5].
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e 55 kDa

e 40 kDa

a= 35 kDa

== 25 kDa

e 15 kDa

B— e a» 10 kDa

Sekil 3.3: Afinite kromatografisi ile saflastirilan hCA-1 enziminin SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi gériintiisii (ki hCA-1 enzimi numunesi

yiiklenmistir).

3.4  Karbonik Anhidraz I izoenziminin immobilizasyonu

Immobilize enzimin karakterilizasyonu i¢in FT-IR spekturum caligmasi
yapildi. Bu amagla m-aminoheksil agaroz jeli, w-aminoheksil agaroz-gluteraldehit
ve m-aminoheksil agaroz-gluteraldehit-CA immobilize edilmis yapilarinin FT-IR

spektrumlar Sekil 3.4’te gosterildigi gibi bulunmustur.
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(A) o-aminoheksil agaroz-

gluteraldehit-karbonik anhidraz
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(B) ®-aminoheksil agaroz-
| gluteraldehit

3354 2891

1147
(C) w-aminoheksil agaroz

4000.0 3000 2000 1500 1000

FT-IR cm-1

Sekil 3.4: FT-IR spektrumu (A: m-aminoheksil agaroz-gluteraldehit-karbonik

anhidraz, B: w-aminoheksil agaroz-gluteraldehit, C: ®w-aminoheksil agaroz).

3.5 Serbest ve immobilize hCA-I izonzimlerinin Zamana Karsi

Aktivite Degisiminin Bulunmasi

Hem immobilize hem de serbest enzimin aktivite dlciimleri +4 °C’de 96

saatlik aralarla yapildi. Saf enzim igin aktivite Ol¢limii 768. saate kadar

siirdiiriildii. Immobilize enzimin aktivite &lgiimleri ise 1096. saate kadar

stirdirildic bu saatlerden sonra enzimler c¢ok disiik aktivite vermeye

baslamasindan dolay: aktivite dlgiimlerine son verildi. Olgiilen aktivite degerleri

ile % aktivite-zaman (saat) grafigi ¢izildi (Sekil 3.5). Serbest enzim aktivitesini

768 saat koruyabildi, immobilize enzim ise aktivitesini 1096 saat korudu.

69



100,00
== Serbes Enzim %
90,00 Aktivitesi
80,00 - == mmobilize Enzim
% Aktivitesi
70,00 -
I
E 60,00 -
<
< 50,00 -
XX
°" 40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 T T T T T 1
0,00 200,00 400,00 600,00 800,00  1000,00  1200,00
Zaman (Saat)

Sekil 3.5: Serbest ve immobilize karbonik anhidraz enzimlerinin % aktivite-

zaman grafigi.

3.6  Serbest ve immobilize hCA-I izoenzimlerinin Optimum pH

Degerinin Bulunmasi

pH’nin serbest ve immobilize enzime etkisini gostermek icin bolim
2.2.6.2° de anlatildig1 gibi uygulanmis olup aktivite (EU)-pH degerlerine karsin
grafik cizilmistir(Sekil 3.6). Serbest enzim pH:10°da, immobilize enzim ise

pH:9.5’da maksimum aktivite géstermistir.

70



5,00 - .
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Sekil 3.6: Serbest ve immobilize karbonik anhidraz enzimlerinin aktivite (EU)-pH

degerleri.

3.7 Serbest ve Immobilize hCA-I Izoenzimlerinin Optimum

Sicaklik Degerinin Bulunmasi

Serbest ve immobilize enzimin boliim 2.2.6.3°de de anlatildig1 gibi 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 °C sicaklardaki aktiviteleri olciildii. Serbest ve
immobilize enzimlerin % aktivite-sicaklik degisimi Sekil 3.7°te gosterilmistir.

Serbest enzim 35 °C’de, immobilize enzim ise 25 °C’de maksimum aktivite

gostermistir.
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Sekil 3.7 Serbest ve immobilize enzimin % aktivite-sicaklik degisimi.

3.8 Serbest ve Immobilize hCA-I 1izoenzimlerinin Termal

Kararhliginin Bulunmasi

Immobilize enzimle serbest enzimin termal stabilitelerinin belirlenmesi
icin 35 °C, 40 °C, 50 °C sicakliklarda 50 dakika araliklarla aktivite olclimii
gerceklestirildi. Bu sicakliklardaki serbest ve immobilize enzimin % aktivite-
zaman grafikleri ¢izildi. Yapilan aktivite dlgiimlerinde 200 dakika sonunda, 35
°C’de serbest enzim aktivitesini % 30 oraminda, immobilize enzim ise % 60
oraninda korumustur. 40 °C’de serbest ve immobilize enzim aktivitesini yaklagik
% 20 oraninda korumustur. 50 °C’de serbest enzim aktivitesini % 20 oraninda,
immobilize enzim ise % 60 oraninda korumustur. (Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil

3.10).
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Sekil 3.8: 35 °C’de serbest ve immobilize enzimin % aktivite-zaman grafigi.
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% Aktivite
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Aktivitesi
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0 50 100 150
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200 250

Sekil 3.9: 40 °C’de serbest ve immobilize enzimin % aktivite-zaman grafigi.

Zaman (dakika)

120 = Serbest Enzim %
100 Aktivitesi
== mmobilize Enzim %

_4“:" 20 Aktivitesi
=
£ 60
<
o
S a0

20

0 T T T T 1
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Sekil 3.10: 50 °C’de serbest ve immobilize enzimin % aktivite-zaman grafigi.
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3.9 Serbest ve Immobilize hCA-1 izoenziminin Uzerine Bazi

flaclarin Inhibisyon Degerlerinin Bulunmasi

Yontemler bolim 2.2.7.5’te de anlatildigi gibi, karbonik anhidrazin
spesifik inhibitorleri olan bes farkli inhibitér kullanildi. Bunlardan siilfonamid ve
asetozolamid analitik olarak stok siseden kullanildi. Digerleri brinzolamid,
dorzolamid ve topiramat ise ila¢ olarak temin edildi. Inhibitdr calismasiyla ilgili
farkli inhibit6r konsantrasyonun da aktivite 6lgtimii yapildi. Bu islem hem serbest
hemde immobilize enzime ayri ayri uygulandi. Bu inhibitorlerin % Aktivite-[I]

grafikleri ¢izildi, ¢izilen egrinin denkleminden ICsy degerleri hesaplandi.

3.9.1 Serbest ve immobilize hCA-I izoenziminin Uzerine Inhibisyon

Etkisi Gosteren Siilfonamid Bilesigi Ile Ilgili Sonuglar

Doygun substrat konsantrasyonunda serbest ve immobilze hCA-I

izoenzimi i¢in Siilfonamid bilesiginin inhibisyon etkisi arastirildi.

Olgiimler hidrataz aktivitesi yontemiyle yapildi. Siilfonamid bilesigi igin
% aktivite-[siilfonamid] grafikleri, serbest ve immobilize hCA-I izoenzimleri i¢in
cizildi. (Sekil 3.11) Bu grafikten elde edilen denklemlerden % 50 inhibisyona
sebep olan ila¢ konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi. (Cizelge 3.2)
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Sekil 3.11: Serbest ve immobilize hCA-I izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi
metodu ile c¢alisilan 5 farkli siilfonamid konsantrasyonunda ICso degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen % aktivite-[siilfonamid] grafigi.

3.9.2 Serbest ve immobilize hCA-I Izoenziminin Uzerine Inhibisyon

Etkisi Gosteren Asetazolamid Bilesigi ile lgili Sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda serbest ve immobilze hCA-I

izoenzimi i¢in asetazolamid bilesiginin inhibisyon etkisi arastirildi.

Olgiimler hidrataz aktivitesi yontemiyle yapildi. Asetazolamid bilesigi igin
% aktivite-[astazolamid] grafikleri, serbest ve immobilize hCA-I izoenzimleri igin
cizildi. (Sekil 3.12 ) Bu grafikten elde edilen denklemlerden %50 inhibisyona
sebep olan ilag konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi. (Cizelge 3.2)
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Sekil 3.12: Serbest ve immobilize hCA-I izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi
metodu ile ¢alisilan 5 farkli asetazolamid konsantrasyonunda ICsy degerinin
bulunmast i¢in ¢izilen % aktivite-[asetazolamid] grafigi.

3.9.3 Serbest ve immobilize hCA-I Izoenziminin Uzerine Inhibisyon

Etkisi Gosteren Brinzolamid Bilesigi ile Tlgili Sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda serbest ve immobilze hCA-I

1zoenzimi i¢in brinzolamid bilesiginin inhibisyon etkisi aragtirildi.

Olgiimler hidrataz aktivitesi yontemiyle yapildi. Brinzolamid bilesigi igin
% aktivite-[brinzolamid] grafikleri, serbest ve immobilize hCA-I izoenzimleri igin
cizildi. (Sekil 3.13) Bu grafikten elde edilen denklemlerden % 50 inhibisyona
sebep olan ilag konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi. (Cizelge 3.2)
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Sekil 3.13: Serbest ve immobilize hCA-1 izoenzimlerininin hidrataz aktivitesi
metodu ile c¢alisilan 5 farkli brinzolamid konsantrasyonunda ICso degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen % aktivite-[brinzolamid] grafigi.

3.9.4 Serbest ve immobilize hCA-I Izoenziminin Uzerine Inhibisyon

Etkisi Gosteren Dorzolamid Bilesigi ile ilgili Sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda serbest ve immobilize hCA-I

izoenzimi i¢in dorzolamid bilesiginin inhibisyon etkisi arastirildi.

Olgiimler hidrataz aktivitesi yontemiyle yapildi. Dorzolamid bilesigi igin
% aktivite-[dorzolamid] grafikleri, serbest ve immobilize hCA-I izoenzimleri igin
cizildi. (Sekil 3.14) Bu grafikten elde edilen denklemlerden %50 inhibisyona
sebep olan ilag konsantrasyonlart (ICsp degerleri) hesaplandi.(Cizelge 3.2)
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Sekil 3.14: Serbest ve immobilize hCA-I izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi
metodu ile ¢alisilan 5 farkli dorzolamid konsantrasyonunda ICsy degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen % aktivite-[dorzolamid] grafigi.

3.9.5 Serbest ve immobilize hCA-I Izoenziminin Uzerine Inhibisyon

Etkisi Gosteren Topiramat Bilesigi ile Tlgili Sonuglar

Doygun substrat konsantrasyonunda serbest ve immobilze hCA-I

izoenzimi i¢in topiramat bilesiginin inhibisyon etkisi arastirildi.

Olgiimler hidrataz aktivitesi ydntemiyle yapildi. Topiramat bilesigi i¢in %
aktivite-[topiramat] grafikleri, serbest ve immobilize hCA-I izoenzimleri igin
cizildi. (Sekil 3.15) Bu grafikten elde edilen denklemlerden % 50 inhibisyona
sebep olan ilag konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi. (Cizelge 3.2)
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Sekil 3.15: Serbest ve immobilize hCA-I izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi
metodu ile ¢alisilan 5 farkli topiramat konsantrasyonunda ICsy degerinin

bulunmasi i¢in ¢izilen % aktivite-[topiramat] grafigi.

Cizelge 3.2: Inhibitdrlerin serbest (S) ve immobilize (I) karbonik anhidraz I

izoenzimleri iizerinde ICsp degerleri.

inhibitorler ShCA-I igin IC5p (uM) | ThCA-I igin ICso (UM)
Siilfonamid 19,083 8,1059
Asetazolamid 0,7922 0,6655
Brinzolamid 8,383 9,539
Dorzolamid 11,592 16,618
Topiramat 10,661 16,575
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4. SONUC VE ONERILER

Karbonik anhidrazin saflagtirilabilmesi igin, Arslan ve arkadaslarmin [34]
sentezledigi bir afinite jeli sentezlenmistir. Afinite jeli, sepharose-4B matriksi
tizerinde hazirlandi. Sepharose-4B'nin CNBr ile aktiflestirilmesinin ardindan,
tirozin kovalent olarak baglandi. Daha sonra siilfanilamid diazolanarak, tirozine
kenetlenmesi gergeklestirildi. Burada tirozin; afinite jelinin uzanti kolunu,
stilfanilamid ise enzimi spesifik baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamid
karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii oldugu icin, afinite jelinin yapisina
girerek  karbonik anhidraz enziminin yiikksek oranda saflastirilmasini
saglamaktadir[34]. Enzim saflastirma yoOntemleri icerisinde tek basamakta
yiizlerce kat saflastirmayr mimkiin kilan afinite kromatografisi teknigi,
biyoteknoloji, biyokimya ve tip alaninda saf enzim elde etmek igin tercih edilen
onemli bir uygulama alan1 olmustur. Bu konuda halen cesitli ¢alismalar hizla

devam etmektedir.

Jel sentezi gergeklestirildikten sonra insan eritrositlerinden karbonik
anhidraz eliisyonu i¢in hazirlanan NaCl/Na,HPO,4 pH:6,3 tamponu ile hCA-I eliie
edildi. Saflastirilan hCA-I izoenziminin her bir tiipteki 280 nm’deki protein ve
aktivite miktarlarina bakildi. Protein ve aktivite miktar1 biiyiikk olan tiipler

immobilizasyon ve inhibisyon ¢alismalari igin birlestirildi.

Karbonik anhidraz enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan
sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10
olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE)
Laemmli [119] tarafindan gelistirilen yontemle yapilarak enzimin saflik
derecesine bakildi. Jel renksizlestirme c¢o6zeltisinden c¢ikarildiktan sonra jel

gorlintiilleme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildi. Burada karbonik
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anhidraz enzimin molekiil agirhgr 29 kDa olarak bulundu ve tek bant olarak
gozlendi(Sekil 3.3).

Karbonik anhidraz enziminin immobilizasyonu deneysel kisimda
anlatildig1 tizere gluteraldehit varliginda ®-aminoheksil agaroz {izerine
gerceklestirildi. iImmobilzasyon &ncesi ve sonrasi enzim ¢dzeltisininde protein
miktar1 bradford yontemiyle belirlendi. Bu sekilde immobilizasyonun % verimi
hesaplandi. Yeni olusan C=N ¢ift baginin indirgenmesini saglamak i¢in kolondan
taze hazirlanmis olan NaBH, ¢ozeltisinden gecirildi. Yaptigimiz immobilizasyon
isleminde baglanma verimi % 45,54 olarak hesaplandi. (Cizelge 3.1). Burada
bizim uyguladigimiz immobilizasyon yontemi gluteraldehit ile 6nce jelimizde
bulunan —NH; gruplarin1 aktif hale getirip, daha sonra ortama enzimi ilave
ettigimizde enzimin iizerinde bulunan 18 adet lisin gruplarinda bulunan —NH;
gruplarima gluteraldehit ile kovalent baglanmasini saglama ydntemine
dayanmaktadir[122].

Calismamizda, kantitatif protein tayini i¢in, Bradford yontemi
kullanilmistir. Protein miktarinin belirlenmesinde bu yontemin seg¢ilmesinin
sebebi, laboratuarimizda rutin olarak yapilan ve uygulanabilirliginin daha kolay
olusundan kaynaklanmaktadir. Bu metodun esasi, proteinlerin fosforik asitli
ortamda, Coomassie brilliant blue G-25 boyasi ile kompleks yapma prensibine
dayanmaktadir. Kullanilan boya, negatif yiikliidiir ve pozitif yiiklii proteinleri
baglayarak boya kirmizi renkli formdan (Amax= 465 nm), mavi renkli forma
(Amax=595 nm) doniisiir. Cozelti icerisindeki boya, daha ¢ok kirmizi renge
hakimdir fakat boyanin negatif uglari proteinin pozitif gruplarina baglandik¢a bu
renk maviye doner ve reaksiyon hizli bir sekilde gergeklesir. Reaksiyon boyunca,
s0z konusu olan renk 1 saat kadar kararli haldedir ve olusan renk siddeti ise pH’
ye bagl olarak degismektedir. Kullanilan bu metodun diger metotlardan istiin
tarafi ise, az reaktif gerektirmesi ve her ¢alismada ayri bir standart hazirlamaya
ihtiya¢ duyulmamasidir. Ancak bu yontemde, standart egriyi elde etmek biraz
zordur, bunun da sebebi genis bir konsantrasyon araliginda lineer olmamasindan

kaynaklanmaktadir[123]. Burada immobilizasyon Oncesi ve sonrasi enzim
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cozeltilerinin protein miktarlart bulundu. Bulunan bu protein miktarlarindan
immobilizasyon isleminde ne kadar enzimin w-aminoheksil agaroz jeline

baglandig1 belirlenmis oldu.

Immobilize ve serbest enzimin aktivite dlciimleri 96 saatlik aralarla, 25
°C’de sicaklikta gerceklestirildi. Serbest enzim icin aktivite dl¢iimii 768. saate
kadar siirdiiriildii. immobilize enzimin ise 1096. saate kadar siirdiiriildii (Sekil
3.5). Bu saatlerden sonra enzimler ¢ok diisiik aktivite vermeye baslamasindan
dolay1 aktivite dlglimlerine son verildi. Bu ¢alisma sonucunda immobilize edilen
enzimin aktivitesini daha uzun siire korudugu gozlenmistir. Yapilan diger bir
calismada karbonik anhidraz enziminin poliliretan kopiik {izerine immobilize
edilmis ve 24 saat araliklarla immobilize enzimin aktivitesi olglilmiistiir. 45 giin
(1080 saat) aktivitesini korudugu gozlenmistir[124]. Bu deger bizim

calismamizda ki buldugumuz sonuca benzemektedir.

Serbest karbonik anhidraz enzimi ile immobilize enzimin farkli pH’lerde
(pH: 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0) 0,15 M Na,CO3 ve 0,1
M NaHCO; tamponu ile aktivite degerleri 6lgiildii. Literatiirde gézenekli olmayan
silika nanopartikiiller tizerine immobilize edilen karbonik anhidrazin optimum pH
degerinin 10.5 oldugu bildirilmektedir[125]. Bizim ¢alismamizda ise immobilize
karbonik anhidraz enziminin +4 °C’de yapilan hidrataz aktivite &lgiimlerinde
maksimum aktivite verdigi pH degerini 9.5 olarak, serbest enzimin ise pH

degerini 10 olarak bulunmustur (Sekil 3.6). Bu sonuglar litratiir ile uyumludur.

Serbest ve immobilize enzimin sicaklikla olan aktivite degisimlerini
belirlemek amaciyla her iki enziminde 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 °C
sicakliklarda ki aktivite degerleri Ol¢iildi. Literatiirde gbzenekli olmayan silika
nanopartikiiller {lizerine immobilize edilen karbonik anhidrazin optimum
sicakligmin 50 °C oldugu bildirilmektedir[125]. Yaptigimiz deneysel galismalarda

serbest ve immobilize enzimin sirasiyla sicaklik degerlerinin 35;25 °C oldugu
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goriilmistiir (Sekil 3.7). Bu sonu¢ immobilize enzimin daha diisiik sicakliklarda

yiiksek aktivite gosterdigini belirtmektedir.

Serbest karbonik anhidraz enziminin 36 °C’de en yiiksek aktivite degerine
sahip oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda karbonik anhidrazin 42 °C’de denatiire
oldugu belirtilmistir[125]. Immobilize enzimle serbest enzimin termal
stabilitelerinin belirlenmesi icin 35 °C, 40 °C, 50 °C sicakliklardaki aktivitelerinin
50 dakika araliklarla aktivite 6l¢iimii gergeklestirildi. Bu sicakliklardaki serbest ve
immobilize enzimin % aktivite-zaman grafikleri ¢izildi. Bu sicakliklarda yapilan
aktivite dl¢iimlerinde 200 dakika sonunda, 35 °C’de serbest enzim aktivitesini %
30 oraninda, immobilize enzim ise % 60 oraninda korumustur. 40 °C’de serbest ve
immobilize enzim aktivitesini yaklasik % 20 oraninda korumustur. 50 °C’de
serbest enzim aktivitesini % 20 oraninda, immobilize enzim ise % 60 oraninda
korumustur. (Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10). Dolayisiyla immobilize CA

enziminin sicakliga karsi ciddi derecede direngli hale geldigi s6ylenebilir.

Immobilize enzimin karakterilizasyonu igin FT-IR spekturum calismasi
yapildi. Bu amagla m-aminoheksil agaroz jeli, w-aminoheksil agaroz-gluteraldehit
ve m-aminoheksil agaroz-gluteraldehit-CA immobilize edilmis yapilarinin FT-IR
spektrumlart Sekil 3.4’de gosterildigi gibi bulunmustur. Burada jel iizerine
immobilize edilmis karbonik anhidraz enziminden kaynaklanan modifikasyonlar
belirlendi. B spektrumunda 665 cm™ de yeni olusan C-N bagmm (jele bagh
gluteraldehit bagi) piki goriilmektedir. A spekturumunda ise bu pikin frekansinin
arttig1 (enzim ile gluterladehit arasindaki C-N bag) tespit edilmistir. 2920 cm™ de
C-H alifatik gerilme pikleri, 1640 cm™ lerde C=C veya C=N baglarinin, 1044 cm™
de alifatik amin C-N gerilme hareketlerinden kaynaklanan piklerin karbonik
anhidraz immobilize edildikten sonra bu bantlarin kayboldugundan bahsedebiliriz.
Buda immobilizasyonun basarili bir sekilde gergeklestigini gostermektedir. Yeni
bantlarin olusumu 665 cm™ (8 C-H)’de asimetrik ve simetrik gruplarin germe

hareketlerinden kaynaklanmaktadir.
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Ayrica bu calismamizda, karbonik anhidraz enzimi saglik sektoriinde
bliyilk 6neme sahip oldugundan, siilfonamid, asetazolamid, brinzolamid,
dorzolamid ve topiramatin serbest ve immobilize enzim tizerindeki inhibisyon
etkileri ¢alisilmistir. Inhibitor ¢alismasiyla ilgili farkli inhibitér konsantrasyonun
da aktivite Ol¢limi yapilmistir. Bu inhibitorlerin her birinin % Aktivite-[l]
grafikleri cizildi, ¢izilen egrinin denkleminden ICsq degerleri hesaplanmistir.
Literatiirde serbest enzime siilfonamid, asetazolamid, brinzolamid, dorzolamid ve
topiramatin inhibisyon degerleri {izerine birgok c¢alisma vardir. Immobilize
enzime ise bu konuda calisma yoktur. Serbest ve immobilize enzime inhibitorlerin

etkilerinin ne yonde oldugu asagida siralanmistir;

+ Calismamizda siilfonamidin karbonik anhidraz enzimi aktivitesi
tizerindeki etkisine bakildiginda sirasiyla serbest ve immobilize enzimi
(Sekil 3.11) inhibe ettigi goriilmektedir ve aktivite Ol¢limii sirasinda
inhibitor, ortama enzim ¢ozeltisinden once ilave edilmistir. Siilfonamid,
inhibisyon etkisini immobilize enzimde (8,1059 uM) serbest enzime
(19,083 uM)  gore  daha  gicli  gostermektedir. Inhibitor
konsantrasyonunun arttirilmasiyla aktivite en son sifira kadar diismiistiir.
Dolayisiyla,  siilfonamitten  kaynaklanan inhibisyon  etkisinden
immobilize enzim daha fazla etkilenmistir. Serbest enzim siilfonamide

daha fazla diren¢ gostermistir.

¢+ Asetazolamidin karbonik anhidraz enzimi aktivitesi lizerindeki etkisine
bakildiginda sirasiyla serbest ve immobilize enzimi (Sekil 3.12) inhibe
ettigi goriilmektedir ve aktivite 6l¢iimii sirasinda inhibitdr, ortama enzim
¢ozeltisinden Once ilave edilmistir. Asetazolamid, inhibisyon etkisini
immobilize enzimde (0,6555 uM) serbest enzime (0,7922 uM) gore daha
giiclii  gostermektedir. Inhibitdr konsantrasyonunun arttirilmasiyla
aktivite en son sifira kadar diigmiistiir. Dolayisiyla asetazolamitten
kaynaklanan inhibisyon etkisinden immobilize enzim daha fazla

etkilenmistir. Serbest enzim asetazolamide daha fazla diren¢ gostermistir.
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+¢* Brinzolamidin karbonik anhidraz enzimi aktivitesi iizerindeki etkisine
bakildiginda sirasiyla serbest ve immobilize enzimi (Sekil 3.13) inhibe
ettigi goriilmektedir ve aktivite 6l¢limi sirasinda inhibitdr, ortama enzim
cozeltisinden Once ilave edilmistir. Brinzolamid, inhibisyon -etkisini
serbest enzimde (8,383 uM) immobilize enzime (9,539 uM) gére daha
giiclii  gostermektedir. Inhibitér konsantrasyonunun arttirilmasiyla
aktivite en son sifira kadar dismiistir. Dolayisiyla brinzolamitten
kaynaklanan inhibisyon etkisinden serbest enzim daha fazla etkilenmistir.

Immobilize enzim brinzolamide daha fazla direng gdstermistir.

% Dorzolamidin karbonik anhidraz enzimi aktivitesi iizerindeki etkisine
bakildiginda sirasiyla serbest ve immobilize enzimi (Sekil 3.14) inhibe
ettigi goriilmektedir ve aktivite dl¢iimii sirasinda inhibitdr, ortama enzim
cozeltisinden Once ilave edilmistir. Dorzolamid, inhibisyon etkisini
serbest enzimde (11,592 uM) immobilize enzime (16,618 uM) gére daha
giiclii gostermektedir. Inhibitér konsantrasyonunun arttirilmasiyla
aktivite en son sifira kadar dismistiir. Dolayisiyla dorzolamitten
kaynaklanan inhibisyon etkisinden serbest enzim daha fazla etkilenmistir.

Immobilize enzim dorzolamide daha fazla direng gdstermistir.

¢ Topiramatin karbonik anhidraz enzimi aktivitesi lizerindeki etkisine
bakildiginda sirasiyla serbest ve immobilize enzimi (Sekil 3.15) inhibe
ettigi goriilmektedir ve aktivite 6l¢iimii sirasinda inhibitdr, ortama enzim
cozeltisinden once ilave edilmistir. Topiramatin, inhibisyon etkisini
serbest enzimde (10,661 uM) immobilize enzime (16,575 uM) gére daha
giiclii  gdstermektedir. Inhibitér konsantrasyonunun arttirilmasiyla
aktivite en son sifira kadar dismiistir. Dolayisiyla topiramattan
kaynaklanan inhibisyon etkisinden serbest enzim daha fazla etkilenmistir.

Immobilize enzim topiramata daha fazla direng gdstermistir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada asagidaki bulgular elde edilmistir;
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Insan eritrositlerinden hCA-l izoenzimini saflastrmak amaciyla
Sepharose-4B-Ltirozin-Siilfonamid  kimyasal  yapisindaki  afinite
kromatografi jeli sentezlenmistir. Hazirlanan bu jel kullanilarak karbonik

anhidraz enzimi saflastiritlmis ve SDS-PAGE ile saflig1 control edilmistir.

Saflastirilan hCA-l izoenzimi, ®-aminoheksil agaroz jeli {izerine

gluteraldehit varliginda immobilizasyonu gerceklestirilmistir.

Immobilzasyon isleminden sonra serbest ve immobilize hCA-I
izoenziminin protein miktarlar1 Bradford Yontemiyle belirlenmis olup,

yapilan immobilizasyonun verimi hesaplanmustir.

Serbest ve immobilize hCA-l izoenziminin optimum pH degerleri

sirastyla 10; 9.5 olarak belirlenmistir.

Serbest ve immobilize hCA-I izoenziminin optimum sicaklik degerleri

sirastyla 35; 25 °C olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize hCA-l izoenziminin termal stabilitelerine
bakildiginda, serbest enzimin 35 °C’de aktivitesini daha iyi korudugu,

immobilize enzimin ise 50 °C’de aktivitesini korudugu belirlenmistir.

Serbest ve immobilize hCA-1 izoenziminin siilfonamid, astazolamid,
brinzolamid, dorzolamid ve topiramata karasi inhibisyon degerlerine
bakilmistir. Serbest enzimde giiclii inithisyon etkisi olan inhibitorler;
brinzolamid, dorolamid ve topiramat olduklar1 bulunmustur. immobilize
enzimde gli¢lii inihisyon etkisi olan inhibitorler ise; siilfonamid ve

asetazolamid olduklari bulunmustur.
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