KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMININ
AFINITE KROMATOGRAFISI iLE SAFLASTIRILMASI VE
BiYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI
Yiiksek Lisans Tezi
Yasemin UYMAZ

Eskisehir, 2017



KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMININ
AFINITE KROMATOGRAFISI ILE SAFLASTIRILMASI VE

BiYOTEKNOLOJIiK UYGULAMALARI

YASEMIN UYMAZ

YUKSEK LISANS TEZIi
Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Eskisehir
Anadolu Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii

Ocak, 2017



JURI VE ENSTITU ONAYI

Yasemin UYMAZ’m  “Karbonik  Anhidraz  Enziminin  Afinite
Kromatografisiyle Saflastirilmasi ve Biyoteknolojik Uygulamalar1” baslikli Kimya
Anabilim Dali Yiksek Lisans Tezi 04/01/2017 tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan
Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Y&netmeligi® nin ilgili

maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Ad1 Soyadi imza

Uye (Tez Damismam) : Prof. Dr. Arzu ERSOZ ...

Uye : Doc. Dr. Lokman UZUN ...

Uye : Yard. Doc. Dr. Ozlem BICEN UNLUER ...............

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Yo6netim Kurulu' nun

.................. tarih ve ............... sayili karariyla onaylanmistir.

Enstiti Mudira



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromatografisiyle Saflastirilmasi ve
Biyoteknolojik Uygulamalari

Yasemin UYMAZ

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Ocak, 2017

Damisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Bu c¢alismada, koyun karacigerinden karbonik anhidraz (CA) enzimi, yeni bir
afinite destek gelistirilerek saflastirilmistir. Bu tez kapsaminda; oncelikle karbonik
anhidraz enziminin inhibitorlerinden biri olan siilfonamid ile treonin aminoasidi
arasindaki etkilesim mimik edilerek siilfonamid ve MA-Treonin 6n-organizasyonu
sonrasi ¢apraz baglayicilar esliginde kriyojel kolon sentezlenmistir. Sentezlenen kriyojel
kolonun karakterizasyonu sisme testi, BET, FT-IR ve SEM analizleri ile

gerceklestirilmistir.

Calismanin bir sonraki asamasinda, koyun karacigerinden elde edilen ham
ekstrakttan CA enziminin Hizl1 Protein Sivi Kromatografi (FPLC) ile saflagtirma islemi
gerceklestirilmistir. Saflastirilan CA enziminin Bradford yontemi ile protein igerigi, UV
spektrometrik Ol¢iimler ile esteraz ve hidrataz aktivitesine gore optimum aktivite
gosterdigi kosullar tespit edilmis, Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi ile ikincil ve
tersiyer yapilarindaki degisim degerlendirilmis ve Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid
Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile molekiil agirlig: tayin edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz, kriyojel kolon, siilfonamid, treonin, mimik

etkilesim



ABSTRACT
Master of Science Thesis

Purification of Carbonic Anhydrase Enzyme by Affinity Chromatography and
Biotechnological Applications

Yasemin UYMAZ
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Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

In this study, the carbonic anhydrase (CA) enzyme has been purified with a new
affinity support developed from sheep liver. Within the scope of the study; the
interaction between the sulfonamide, one of the inhibitors of CA enzyme, and threonine
amino acid, has been mimicked and cryogel column has been synthesized in the
presence of the sulfonamides and MA-threonine pre-organization with cross-proper
linkers. Characterization of the synthesized cryogel column has been performed by
swelling test, BET, FT-IR and SEM analysis.

In the next step of the study, the purification of CA enzyme has been realized by
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) from crude extract obtained from sheep
liver. The protein content of the purified enzyme has been determined by Bradford
method, UV spectrometric measurements have been showed the optimum conditions for
esterase and hydratase activity, Circular Dichroism (CD) Spectroscopy has been used to
evaluate changes in secondary and tertiary structure and molecular weight has been
determined by Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE).

Keywords: Carbonic anhydrase, cryogel column, sulphonamide, threonine,

mimic interaction
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1. GIRIS

Biyoteknoloji; biyokimya, mikrobiyoloji, molekiiler biyoloji, genetik bilimleri
ve miihendislik dalim1 biinyesinde toplayan oldukc¢a genis bir arastirma dalidir.
Uygulama alanlar1 insan sagligina yonelik biyomolekiillerin sentezi, yapay organlarin
gelistirilmesi, as1 iiretimi ve insandaki genetik kusurlarin giderilmesi gibi ¢aligsmalari
kapsamaktadir. Son yillarda enzimoloji alaninda, kanser gibi birgok hastaligin erken
tanisina yonelik arastirmalar yapilmaktadir [1]. Cesitli bitkisel, hiicresel veya
mikrobiyal kaynaklardan izole edilen hormon, antikor, protein ve enzim gibi molekiiller
biyoteknolojik ilerlemeler sayesinde klinik uygulamalarda biyosensor, tani kiti, ilag ham
maddesi ve terapi ajan1 gibi uygun formlarda kullanilmaktadir [2].

Enzimler; protein yapisinda kompleks biyomolekiiller olup tip, gida ve
biyosensor gibi bir ¢ok alanda yaygin kullanima sahiptir. Bitki ile hayvan hiicrelerinden
ve mikrobiyal kaynaklardan pratik ve ekonomik yollarla saflastirilabilmeleri uygulama
alanlarini artirmaktadir [3].

Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1.), CO, ve bikarboatin (HCO3) birbirlerine
cevrilmesi reaksiyonlarini karbonik asit meydana getirmeden farkli bir yol izleyerek
katalizler. CA, HCO3™ ve H” olusturarak hem CO,’in uzaklastirilmasinda hem de asit-
baz dengesinin korunmasinda énemli rol oynamaktadir. CA, aktif bdlgesinde Zn*? iyonu
bulunduran bir metalo-enzimdir ve enzimatik kataliz prensiplerinin aydinlatilmasinda
onemli bir rol oynamasinin yani sira ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar
altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilebilmesi gibi avantajli 6zelliklere
sahiptir. CA, ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmis, daha sonraki yillarda ise
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sigan tiikriigli, sigir kemigi, sigir
16kositleri, cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve karakterize
edilerek molekiil kiitlesinin yaklagik 29 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir [4, 5].

CA’nin  en glgli organik inhibitérleri aromatik ve heteroaromatik
sulfonamidlerdir. Sulfonamidler, R-SO,NH; kimyasal yapisina sahiptir. Bu formiildeki
R gruplar, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka sistemleridir.

R-SO,NH; ———> R-SO,NH + H™ (1.1)

denklemine gore kolaylikla iyonik yapi kazanmaktadirlar. Bu 6zelligi, CA enzimi
tizerine inhibisyon etkisi i¢in son derece Onemlidir. Siilfonamidler, bu hidrofilik

bolgesine ilaveten, aromatik ve heteroaromatik hidrofobik bdlgelere sahiptir.
1



Siilfonamidlerin enzimle etkilesmesi, oncelikle R-SO,NH™ bilesigindeki N atomunun

2 ile iyonik ve/veya koordine kovalent

CA enziminin aktif bdlgesinde bulunan Zn"
baglanmasi ile olurken, ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitoriin enzime
baglanmasi ile bu etkilesme tamamlanmis olur [6].

Bu ¢alismada, koyun karacigerinden izole edilen CA enzimi, inhibit6rlerinden
biri olan siilfonamidin, treonin ile arasindaki etkilesimi mimik etmek iizere siilfonamid
ve metakrilamido-treonin (MA-Thr) 06n-organizasyonu sonrasi ¢apraz baglayicilar
esliginde kriyojel kolon sentezlenmis ve sonrasinda Hizli Protein Sivi Kromatografi
(FPLC) ile saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Enzimin esteraz ve hidrataz
aktivitesine gore optimum aktivite gosterdigi kosullar tespit edilmis, Dairesel Dikroizm
(CD) Spektroskopisi ile ikincil ve tersiyer yapilarindaki degisim degerlendirilmis,
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile molekiil agirlig

tayin edilmistir.



2.  TEORIK BILGI
2.1. Enzimler

Enzimler, canli hiicrelerde sentezlenerek viicudun canliligini siirdiirebilmesi igin
gerekli olan; biiylime, sindirim, solunum, kas kasilmasi gibi fiziksel ve kimyasal
olaylarin olusumunda rol oynayan biyomolekiillerdir. Asagidaki alt bodliimlerde

enzimlerin yapilari, 6zellikleri ve siniflandirilmalari hakkinda bilgi verilmistir.

2.1.1. Enzimlerin yapisi1 ve genel ozellikleri
Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasinda
meydana gelen kimyasal reaksiyonlart herhangi bir yan iiriin olusturmaksizin % 100
verimle hizlandiric1 etkiye sahip biyolojik katalizérlerdir.
Enzimlerin genel 6zellikleri su sekilde siralanabilir:
1. Katalitik RNA molekiillerinin bir bolimii hari¢ tutuldugunda, biitiin
enzimler protein yapisindadir.
2. Enzimler tarafindan ayni tiir reaksiyonlar defalarca sentezlenebilir.
3. Bir enzim her zaman bir ¢esit ya da ayni tiirden benzer reaksiyonlari
katalizler.
4. Katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diigtirtirler ve
reaksiyonun daha kisa slirede dengeye ulagsmasini saglarlar.

5. Canli ortamda oldugu gibi cansiz ortamlarda da islev yaparlar.

2.1.2. Enzimlerin adlandirilmasi ve simiflandirilmasi

Enzimlerin etki ederek iirtine doniistiirdiikleri maddelere substrat denir. Enzimler
genel olarak substratlarinin sonuna “az” ekinin getirilmesiyle (iireaz, lipaz, proteaz) ya
da katalizledikleri reaksiyonu tanimlayacak sekilde (laktat dehidrogenaz, karbonik
anhidraz) adlandirilir. Ancak bu isimler ¢ogu enzimin fonksiyonu hakkinda eksik bilgi
verdiginden dolayi, 1956 yilinda Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
Enzim Komitesi (IUBMB-EC) enzimleri sistematik olarak adlandirma konusunda
calismalar baslatmis ve her bir enzim i¢in dort rakamdan olusan enzim kod numarasi
(E.C.) ongoérmiistiir. E.C. numarasindaki dort rakam sirastyla enzimin ana sinifini, alt
sinifini, alt-alt sinifini, alt-alt sinifindaki seri numarasini ifade etmektedir.

Enzimler Kkatalizledikleri reaksiyon tiir ve mekanizmalarina gore alt1 ana grupta

toplanmaktadir. Bu gruplar asagida verilmistir;
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Oksidorediiktazlar: Bu simifta toplanan enzimler substratlar arasinda elektron
veya hidrojen transferini saglayarak oksidasyon reaksiyonlarini katalizlerler.
Oksidasyon olaymin  gergeklestigi  her tepkimede redaksiyon da
gergekleseceginden oksidorediiktazlar olarak adlandirilirlar. Geleneksel olarak
verici (dondr) molekiil-dehidrogenaz, sistematik olarak ise alic1 oksidorediiktaz
seklinde adlandirilirken aldiklart EC kodu EC 1.1.1 ile baglamakta ve enzimin
seri numarasina gore devam etmektedir.

Transferazlar: Alici ve verici olarak davranan iki substrat arasinda —CH,; CH-
OH, CH-NH,, NADH,-NADPH; gibi belirli gruplarin transferini saglayan
enzimler bu siifta toplanmaktadir.

Hidrolazlar: Hidrolazlar, C-O, C-N, C-C, fosforik anhidrat ve bazi diger
kimyasal baglarin hidrolitik olarak kirilmasini katalizleyen enzimlerdir. Hidroliz
olayinda, bir grubun alic1 olarak davranan su (H2O) molekiiliine transfer oldugu
bilindiginden bu enzimlerin transferazlar olarak isimlendirilmesi de
diisiiniilebilir. Ancak su molekiiliiniin alic1 olarak davrandig: tepkimelerin kesfi
daha eskilere dayandigindan bu enzimler daha c¢ok hidrolazlar olarak
adlandirilmaktadir.

Liyazlar: Bu smiftaki enzimler, molekiillerdeki C-C, C-O, C-N gibi baglarin
hidroliz veya oksidasyon yoluyla degil eliminasyon yoluyla yikimim
katalizlerler. Tek bir substrata etki ettiklerinde bir grubun yapidan ayrilmasiyla
cift baglarin veya halkalarin elimine edilmesini veya cift baglara bazi gruplarin
ilave edilmesini saglarlar.

Izomerazlar: izomerazlar bir molekiildeki yapisal ve geometrik degisimleri
katalizleyen enzimlerdir. Katalizledikleri izomerasyon tiirlerine gore rasemaz,
epimeraz, izomeraz, tautomeraz, mutaz ya da sikloizomeraz seklinde
adlandirilabilirler. Bazi  durumlarda molekiil i¢i oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarini katalizleseler de hem alict hem de verici aymt molekiil
oldugundan oksidorediiktaz yerine izomeraz olarak adlandirilirlar.

Ligazlar: Bu smiftaki enzimler, Adenozintrifosfat (ATP) veya benzeri bir
trifosfat molekiiliindeki difosfat baglarinin hidrolizini katalizleyerek iki

molekiiliin birbirine baglanmasini saglar [7].



2.1.3. Enzimlerin spesifikligi ve etki mekanizmasi

Enzimler substratlarina ve katalizledikleri reaksiyon tiirlerine gore son derece
spesifiktirler. Genel olarak, bir enzim yalnizca bir kimyasal reaksiyonu ya da ayni tip
benzer reaksiyonlar1 katalizler. Enzimlerin spesifikligi bir ka¢ farkli baslik altinda su
sekilde aciklanabilir :

1. Mutlak Spesifiklik: Enzim yalnizca tek bir substratin spesifik bir reaksiyonunu
katalizler.

2. Grup Spesifikligi: Enzim bir molekiilde bulunan fosfat, metil ve amino gibi
fonksiyonel gruplarin her birine etki eder.

3. Bag Spesifikligi: Enzim bir molekiildeki fonksiyonel gruplar arasinda bulunan
baz1 kimyasal baglara (6rnegin; proteinlerdeki peptid bagi, karbonhidratlardaki
glikozid bagi) etki eder.

4. Stereokimyasal Spesifiklik: Enzim yalnizca bir molekiilin sterik ve optik
izomerleri (6rnegin; glukozun D veya L formu) {izerinde etkilidir [8].
Enzimlerin etki mekanizmast “Gegis Durumu Teorisi” temel alinarak

aciklanabilir. Gegis Durumu Teorisine gére molekiillerin ¢arpismasi sonucu gerceklesen
kimyasal reaksiyonlarda; uygun carpismalarin hemen sonrasinda gecis hali ad1 verilen
olduke¢a kararsiz bir kompleks meydana gelir. Bu kompleksin sahip oldugu potansiyel
enerji gecis hali siiresince artar ve reaksiyona giren molekiiller ve olusmasi beklenen
iriinler arasinda bir enerji bariyeri olusturur. Reaksiyonun iiriin olusumu ile
sonuglanabilmesi i¢in, reaktantlarin bu bariyeri asacak enerjiye sahip carpigmalar
yapmas1 gerekmektedir. Kimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesi i¢in asilmasi gereken
bu enerji engeli aktivasyon enerjisi olarak adlandirilir (Sekil 2.1). Aktivasyon
enerjisinin esigi ne kadar yiiksek olursa birim zaman igerisinde bu esigi asan

molekiillerin sayis1 da o oranda az olacaktir [9].
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Sekil 2.1. Enzim katalizli bir reaksiyonun aktivasyon enerjisi iizerine etkisi; G serbest
enerjiyi, siirekli ¢izgi katalizorsiiz ilerleyen bir reaksiyonu, kesikli ¢izgi ise enzim katalizli
reaksiyonu ifade etmektedir. AG katalizorsiiz reaksiyonun, AG, enzim katalizli reaksiyonun

asmast gereken enerji bariyeridir [9].

Enzimler aktif bolgeleri ile substrata baglanir ve anlik enzim-substrat kompleksi
olustururlar (Sekil 2.2). Bunun sonucunda susbtrat konformasyonal degisime ugrayarak
yapisini bozar. Boylece reaktantlarin iirlinlere donilismesi i¢in asmalar1 gereken enerji
esigi diiser, reaksiyon hizlanir. Enzim katalizi sayesinde hizli bir sekilde iiriine doniisen
substratdan sonra enzim-substrat kompleksi de enzim-iiriin kompleksine doniisiir ve

enzimin kompleksten ayrilmasiyla iiriin olusumu saglanir [10].

E + S ES ‘ M+ N + E
Enzim Substrat Enzim—-substrat Uriin Enzim
kompleksi
4
Aktif
Subslrar\ bolge / Orin
DNa . 2) & " (3) & - &) a -
/ !-.‘_,;.\ y / ) [ /- z “| iA\< \
f \ — | | R s ‘: . ) ——er :‘ |
L5 =) [ RTERR P G Jl Camsr il
Enzim Enzim-substrat
Y kompleksi '

Sekil 2.2. Enzim-Substrat baglanmasi ve iiriin olugumu [11].

Enzimler kimyasal reaksiyonlardan harcanmadan ve bozulmadan ¢ikarlar ve bu

ozellikleri sayesinde tekrar tekrar kullanilabilirler. Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin
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cogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 10°3-10" kere daha hizli ilerler ve tipik olarak
her enzim molekiilii saniyede 100-1000 substrat molekiiliinii tirline gevirme yetenegine

sahiptir.

2.1.4. Enzim aktivitesi
Enzimlerin katalizor olarak etkinliginin belirlenebilmesi i¢in bir ¢ozeltideki
toplam miktar1 yerine triine donistiirdiigli substrat miktarinin olgiilmesi gerekir.

Optimum reaksiyon kosullarinda, birim zamanda, substrat1 liriine doniistiiren enzim

miktar1 enzim aktivitesi olarak tanimlanir.

2.1.4.1. Enzim aktivite birimleri

a) Enzim Unitesi (U): Oda kosullarinda, bir dakikada, 1 mikromol substrat: iiriine
doniistiiren enzim miktarini ifade eder.

b) Katal: Uluslararasi Enzim Komisyonu tarafindan belirlenen ve oldukga biiyiik
degerleri ifade eden katal; bir saniyede 1 mol substrati iirline ¢eviren enzim
miktaridir.

c) Spesifik Aktivite: Enzim iinitesi/mg protein olarak hesaplanir ve 1 mg protein
basina diisen enzim aktivitesi olarak tanimlanir.

d) Turnover Sayis1 (Molekiiler Aktivite): Optimum kosullarda, bir saniyede bir

enzim molekiilii tarafindan {irline doniistiiriilen substrat molekiilii sayisidir [12].

2.1.5. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzim aktivitesini ekileyen baglica etmenler enzim derisimi, substrat derigimi,
sicaklik, pH ve inhibitorlerdir.
2.1.5.1. Enzim derisimi

Enzim katalizli kimyasal reaksiyonlarin hizi, reaksiyon belirli bir noktaya gelene
kadar enzim miktari ile dogru orantili olarak artar (Sekil 2.3). Fakat ortamdaki substrat
tilkendiginde iiriine donistiiriilecek herhangi bir madde olmadigindan dolayr enzim

derisimi ne kadar artarsa artsin reaksiyon sabit bir hizla devam eder.
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Sekil 2.3. Enzim derigiminin reaksiyonun hizina etkisi

2.1.5.2. Substrat Derigimi

Enzim miktar1 sabit tutulmak kosulu ile substrat miktarinin artmasiyla reaksiyon
once belirgin bir sekilde hizlanir. Ancak enzimin aktif bolgeleri ortamdaki substratla
doygun hale geldiginde enzim ulasabilecegi maksimum hiza (Vma) ulasir ve bu

noktadan sonra reaksiyon sabit bir hizla devam eder (Sekil 2.4).

Reaksiyon Hizi

O P N W b U1 OO N 00 O
1

Substrat Derigimi

Sekil 2.4. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi

2.15.3. pH

Enzimler protein yapisinda maddeler olduklarindan sahip olduklari amin ve
karboksil gruplar1 ortamin pH’ma gore farkli iyonlasma dereceleri gosterir. Bu nedenle
enzimin yapisinda degisiklikler meydana gelebilir. Enzimler genellikle pH 5-9 arasinda

1yi ¢aligirlar ve her enzimin maksimum aktivite gosterdigi belirli bir pH degeri vardir.
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Bu deger o enzim i¢in optimum pH’dir. Optimum degerin altindaki veya iistiindeki pH
derecelerinde enzimde protein yapisindan dolay1 denatiirasyon meydana gelebilir ve

enzim aktivitesini azaltabilir veya tamamen durdurabilir (Sekil 2.5).

Reaksiyon Hiz1

pH

Sekil 2.5. pH'in reaksiyon hizina etkisi

2.1.5.4. Sicakhik

Tim kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzim katalizli reaksiyonlarda da
sicakligin artmasiyla molekiiller arasindaki etkin c¢arpisma sayisini artacagindan
reaksiyon hizi da artar. Ancak enzimlerin protein yapilarindan dolay1 yiiksek sicaklik
degerlerinde i¢ denatiirasyona ugramalarina neden oldugundan reaksiyon hizinda da
azalma gozlenir (Sekil 2.6). Her enzimin maksimum verimle ¢alistig1 belirli bir sicaklik

degeri vardir ve bu deger o enzim ic¢in optimum sicakliktir.
6 -

5 -
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Sekil 2.6. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi
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2.15.5. Inhibitorler

Enzimlerin bazi bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro aktivitesinin
azaltilmasi veya tamamen durdurulmasi olayina inhibisyon, buna neden olan bilesiklere
de inhibitdr ad1 verilir. Inhibitdrler genellikle diisiik molekiil agirligma sahip bilesik ya
da iyonlardir. Enzim inhibisyonu, biyolojik sistemlerde bagli basina bir kontrol
mekanizmast olusturur ve bircok ilag ve zehirli bilesik fonksiyonunu bu yolla
gerceklestirir. Enzimlerin etki mekanizmalarinin incelenmesinde inhibisyon olayindan
yararlanilir. Enzimatik inhibisyonu doniistimli (tersinir) ve doniisiimsiiz (tersinmez)
olmak {izere iki grupta incelenir. Inhibitdr enzime kovalent baglar ile baglanmigsa
enzim geri kazanilamaz ve doniisiimsiiz (tersinmez) inhibisyon gergeklesir. Dontlisiimlii
(tersinir) inhibisyonda ise inhibitor enzime tersinir baglarla baglanir ve bdylece enzim
tekrar serbest kalabilir. Tersinir inhibisyon; a) Yarigsmali (Kompetitif) Inhibisyon b)
Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibisyon ve ¢) Yar1 yarigmali (Unkompetitif) inhibisyon
olmak {izere lice ayrilir. Yarismali inhibisyonda, inhibitér yapi itibariyle substrata
benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece substrat molekiiliiniin enzime
baglanmas1 dnlenmis olur. Ancak substrat derisiminin artirilmasiyla inhibisyon etkisi
ortadan kaldirilabilir. Bu durumda, enzimin Vs degeri degismezken, K, degeri artar.
Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitdr ve substrat enzim molekiiline ayn1 anda
baglanabilir. Bu nedenle substrat ve inhibitor arasinda yarisma s6z konusu
olmadigindan substrat derisiminin artirilmasiyla inhibisyon etkisi ortadan kaldirilamaz.
Bu durumda, enzimin Vpma degeri azalirken, K, degeri sabit kalir. Inhibitdriin aktif
bolge disinda herhangi bir yere baglanarak, enzimin substrat ile reaksiyona girmesini
engelledigi durumlarda yar1 yarigmali inhibisyon s6z konusudur.
2.1.5.6. Enzim Kinetigi

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarn ayni yoldan daha hizli bir sekilde
ilerlemesini saglamaktadir. Bir enzimin aktifliginin Ol¢iisii ve aktivitesini etkileyen
parametreler sayisal olarak kinetik ¢aligsmalarla ifade edilmektedir.

Enzim kinetigi alanindaki ilk ¢aligmalar 1902 yilinda Victor Henri, 1913 yilinda
Leonor Michaelis ve Maud Menten isimli aragtirmacilar tarafindan yapilmistir [13].
Michaelis ve Menten’ in gelistirdigi teori, enzimlerin bir reaksiyonu nasil hizlandirdig
ile ilgili olmayip, enzim ve substrat arasinda iriin olusumundan Once gerceklesen

enzim-substrat kompleksinin (E.S) kinetik mekanizmasini agiklamaktadir.
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Denklem 2.1’ de verilen enzim katalizli reaksiyonda k; ve k. ifadeleri sirasiyla
ileri ve geri yonde ilerleyen tepkimelerin hiz sabitleri, Ky ise reaksiyonun katalitik hiz
sabitini ifade etmektedir. Michaelis-Menten’ e gore tek substratli bir enzimatik
reaksiyonda enzim (E) ve substrat (S) bir araya gelir ve gegis iiriinii olan enzim-substrat
kompleksini (E.S) olusturur. Bu kompleks hem substrat ve serbest enzim hem de iiriin
(P) olusumu yoniinde ilerleyebilir. Ancak geri yondeki (S ve serbest E olusumu yonii)
tepkimenin hizi ihmal edilebilecek kadar disiiktiir. Sistem dengeye geldiginde ise kisa
bir siire E.S derisimi sabit iken E, S ve P derisimlerinde degisiklikler meydana gelir. E.S
kompleksinin olusum ve yikim hizlarinin esit oldugu bu denge durumuna sabit durum
ad1 verilir ve bu halde 6l¢iilen reaksiyon baslangi¢ hizi, enzimin aktivitesini belirlemeye
yardimci olur. Michaelis ve Menten bu baslangi¢ durum hizini belirlemeye yonelik bir

esitlik (2.2.) tiiretmislerdir [14].

__ Vmak([S]
" [S]+ Km

(22)
Reaksiyon ortamindaki enzim molekiilleri substrat molekiilleri ile tamamen
doygun hale gelene kadar substrat miktariyla reaksiyon hizi dogru orantili olarak
degisir. Enzim molekiilleri baglayabilecekleri maksimum miktarda substrati
bagladiginda reaksiyon da maksimum hiza (Vma) erisir. Denklem 2.2° de yer alan Ky,
ise enzimin aktif bolgesinin yarisin1 doyuran bagska bir deyisle Vmak *1n yarisina esit olan

reaksiyon hizina karsilik gelen substrat derisimini ifade eden bir sabittir. Buna gore;

[S]=Kn ise
Vo:Vmak/2 ’ diI’.

K, her enzimin her substrati i¢in sabit olan ve enzimin substratina olan afinitesi
hakkinda bilgi veren bir degerdir. Bir enzim ve substrat1 i¢in belirlenen Ky, degeri ne
kadar diisiik ise enzim substrata o kadar yiiksek afinite gosterir. Baska bir deyisle,

enzimler birden fazla madde ile reaksiyona girebilecek 6zellikte molekiillerdir ve enzim
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bunlardan hangisi ile maksimum aktivite hizina erisiyorsa o madde i¢in ilgili enzimin
dogal substrat1 oldugu séylenebilir [15].

Michaelis-Menten esitligine gore substrat derisimi ve reaksiyon hizi dogru
orantili bir artig gostermektedir. Reaksiyon hizina karsi ¢izilen substrat derisimi grafigi

artan hiperbolik egri seklindedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Michaelis-Menten grafigi

1934 yilinda Lineweaver ve Burk, Michaelis-Menten egrisini diizenleyip, grafigi
[S]* ve V! degerleriyle ¢izerek dogrusal hale getirmislerdir (Sekil 2.8). Boylece enzim
caligmalarinda Ve ve Ky degerlerinin daha dogru bir sekilde belirlenmesini
saglamiglardir. Lineweaver-Burk grafigine gore, dogrunun y (ordinat) eksenini kestigi

nokta Vimac; x (apsis) eksenini kestigi nokta ise — Ki™* dir [16].
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Sekil 2.8. Lineweaver-Burk grafigi
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2.1.6. Karbonik anhidraz (E.C. 4.2.1.1.)

Canli organizmasinda olduk¢a O6nemli bir metabolit olan CO;’in ¢evresel
derisimi oldukga yiiksektir ve karbonik asit (H,CO3) ve HCOj3 olusumu ile dengededir.
HCOj3™ ‘in sulu ¢ozeltilerdeki ¢oziintirliigi, lipitlerdeki ¢oziiniirliigiine gore oldukca
yiiksekken CO2’nin iki tiirde de ¢oziiniirliigii ylksektir. Bu 6zelliginden dolay1 CO»
hiicre i¢i ve disina kolaylikla difiize olur. Ancak HCOj3 ‘in hiicre membranindan
geecmesi i¢in taginmast gerekir. Fizyolojik pH’ta CO,’nin HCOj3 ’e ¢evrimi ¢ok yavagtir
ve bir enzim tarafindan katalize edilmesi gerekir. Enzimatik olarak CO; ve HCO3 ‘in
cevrilmesi sadece hiicresel enzimlerin ihtiya¢ duyduklar1 seviyede hiicrenin CO,
miktarini artirmasinda degil, hiicresel proseslerin devamlilig1 i¢in uygun hiicre i¢i CO;
ve HCOjz;  seviyelerinin devaminda da hiicreye yardimer olur. Bu doniisiim

reaksiyonlarini katalizleyen “karbonik anhidraz, CA” enzimidir [4, 5].

CA enzimi, H,CO3 meydana getirmeden farkli bir yol izleyerek CO, ve HCO3’
'In birbirlerine ¢evrilmesi reaksiyonlarini katalizler. CA, HCO3™ ve H' olusturarak hem
CO2’in uzaklastirilmasinda hem de asit-baz dengesinin korunmasinda onemli rol
oynamaktadir. CO;’in hidratasyonu reaksiyonunun yani sira, siyanatin karbamik aside
veya Urenin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlarini da
katalizlemektedir. Ayrica karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri

de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir [17, 18].

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmis, daha sonraki yillarda ise
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan eritrositleri, sigan tiikriigii, sigir kemigi, sigir
l6kositleri, c¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve karakterize

edilerek molekiil kiitlesinin yaklasik 29 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir [19].

CA canlilarda CO2’in hidratasyon ve HCO3™ ‘in dehidratasyon reaksiyonlarini
tersinir olarak katalizleyerek bunun yani sira; bobrek, gastrik mukoza ve goz lensi
dokularinda H® ve HCO3 birikiminde de rol almaktadir [20]. Ayrica tiikriik bezleri,
beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat, uterus ve endometrium dokularinda da
belirli miktarlarda bulunmaktadir Ayrica baliklarin solunga¢ ve salgi organlarinda, bazi
bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun
olusumunda, alglerde ve karasal bitki kloroplastlarinda olduk¢a 6nemli rolleri oldugu
tespit edilmistir [21, 22].
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CA aktif bdlgesinde Zn*? iyonu bulunduran bir metaloenzimdir ve yavas bir
reaksiyon olan CO,’nin HCO3 ‘e ve protona dolisiimiinii katalizler. Karbonik anhidraz
bu reaksiyonun hizini ileri derecede artirarak saniyede 10% - 10° reaksiyon hizina
ulastirir. CA, enzimatik kataliz prensiplerinin aydinlatilmasinda o6nemli bir rol
oynamanin yanisira ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi
kaybolmadan uzun siire bekletilebilmesi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir. CA, CO, ve
HCO3 veya ortam pH’ma bagli olarak bikarbonat ve karbonat iyonlar1 arasinda
dontistimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir molekiil olan CO,’nin farkli agilara
sahip piramidal yapida H,COj3; kendiliginden doniisiimii olduk¢a yavas oldugundan
dolayr CA, bu ¢ok yavas gergeklesen doniisim reaksiyonlarini in vivo ve in vitro

sartlarda son derece hizli bir sekilde katalizlemektedir [17, 18].

Prokaryot ve 6karyotlarda ¢ok yaygin olarak bulunan CA izoenzimleri, a-, -, y-
olmak {izere evrimsel olarak birbirinden bagimsiz 3 ayr1 gen ailesi altinda
siiflandirilmaktadir. Bu gen aileleri aminoasit dizilisleri agisindan 6nemli sayilabilecek
bir benzerlik gostermemektedir. Bunlar, omurgalilar, bakteriler, algler ve sitoplazmali
yesil bitkilerde bulunan a-CA’lar, ¢ogunlukla bakteriler, algler ile bazi bitkilerin
kloroplastlarinda bulunan B -CA’lar, baz1 bakterilerde bulunan vy -CA’lardir [1]. CA
izoenzimlerinin hepsinde ortak olan nokta, aktif bolgelerinde bir Zn®* iyonu
bulundurarak enzim yapisinda metal baglanma bolgesinde histidin aminoasitinin ligant
olusturmasidir. Zn** iyonlariin gorevi, dogrudan substrat molekiilleriyle etkileserek

enzimin katalitik etkisini saglamaktir [24, 25].

Son yillarda yapilan caligmalar, yiikksek omurgalilarda, ¢ok farkli Onemli
fizyolojik roller sergileyen ve Zn?* iyonu tasiyan degisik katalitik aktiviteleri olan 16
adet CA izoenzimi tanimlanmis bulunmaktadir. CA’in, bes adet sitozolik formu (CA 1,
CA 11, CA 111, CA VII, CA XIII), bes adet hiicre membranina bagli izoenzimi (CA V,
CA IX, CA XII, CA X1V, CA XV), iki tane mitokondriyal formu (CA VA, CA VB) ve
bir adet salgilanan CA izozimi (CA VI) vardir. CA iliskili proteinlerin, CARP’lar olarak
adlandirilan 3 akatalitik formu daha bulunmaktadir. Bunlar; CA VIII, CA X, CA XI ‘dir
[26, 27].

CA izoenzimleri, solunum ve akcigerler ile metabolize dokular arasindaki CO,/

HCO;3; donisimii, pH ve CO, stabilitesi, ¢esitli doku ve organlarda elektrolit
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salgilanmasi, glukoneogenez ve iire sentezi (hayvanlarda) ve CO, bagimliligi (bazi
bitkilerde ve alglerde) gibi biyosentetik reaksiyonlar bu fonksiyonlar arasindadir. Bu
Ozellikler, CA enzimlerini biyomedikal uygulamalari olan inhibitér ve aktivatorlerin

dizayninda etkili kilmaktadir [28].

Enzimin aktif bolgesi oyuk seklinde ve genis bir alana yerlesmistir. Koni
bicimindeki bu oyuk molekiiliin merkezine kadar uzanir. Cinko iyonu bu oyugun alt
kisminda bitigik halde ve tetrahedral geometride His-94, His-96 ve His-119 ’daki ii¢
azot atomuyla koordine edilmistir (Sekil 2.9). Ligandlar protein formundaki bir indirekt

ligandin hidrojen bagi ile diger gruplara baglanmasiyla olusurlar [29].

Thr 199
His 119
.. q~
Thr 200 \< =
9

f{ e 94
(.

His 96
His 64

Sekil 2.9. CA izoenzimlerinin katalitik bélgeleri (His 94, His 96, His 119) (Biiyiik kiire Zn™ iyonunu,

etrafindaki kiigiik kiireler de kristal yapida immobilize olmus su molekiillerini belirtmektedir.) [29].

2.1.7. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, biyomolekiillerin uygun ligandlarla adsorpsiyon
mekanizmasina gore ayrilmasini saglayan bir sivi kromatografi tiirtidiir. Yiiksek
secicilik, spesifik ayirma, verimli saflagtirma gibi avantajlar1 sayesinde bir¢ok biyolojik
molekiiliin saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Afinite kromatografisinin
calisma prensibi biyomolekiillerin (proteinler, enzimler, karbonhidratlar vb.) molekiiler
tanima ve taninma oOzelligine dayanmaktadir. Bu yonteme gore biri hedef molekiil
(saflagtirilacak madde) digeri kat1 bir destek iizerine immobilize edilmis baglayict
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molekiil olmak tizere iki madde birbirini yapisal olarak tanimakta ve bunun sonucu
olarak da elektrostatik, hidrofobik etkilesimlerle, Van Der Waals kuvvetleriyle veya
Hidrojen baglar ile tersinir olarak bir araya gelmektedir [30]. Bu yontem ile yapilan
saflagtirma ¢alismalarinda Cizelge 2.1 ’de verilen biyomolekiillerden ve bu molekiiller

arasindaki biyolojik etkilesimlerde yararlanilmaktadir.

Cizelge 2.1 . Birbirine afinite gosteren bazi biyomolekiiller

Biyotaniyici Eslenik Hedef Molekiiller

Enzim Substrat, inhibitor, Kofaktér

Antibadi Antijen, virls

Hormon, vitamin Reseptor, tasiyicl protein

Nikleik asit Nikleik asit polimeraz, histonlar, tamamlayici zincirler
Lektin Polisakkarit, glikoprotein

Glutation GST (Glutation-S-Transferaz) flizyon protein

Afinite prensibine dayali kromatografik saflagtirma sistemlerinde hedef
molekiiliin baglandigr madde ligand ve ligandin iizerine tutturuldugu kati materyal ise
matriks olarak adlandirilir. Matriks kimyasal ve fiziksel olarak inert olmali yani ligand
ile herhangi bir etkilesime veya reaksiyona girmemelidir. Ligand ise saflastirilacak
molekiile spesifik davranmali ve zayif tersinir baglarla baglanmalidir. Ligand ve hedef
molekiiliin sterik engeller gibi bazi etkiler nedeniyle baglanamadigi durumlarda uzatici
kollar kullanilabilmektedir. Uzatict kollar, ligand ve hedef molekiiliin baglanmasin
kolaylastiran genellikle diiz zincirli hidrokarbon tiirevleri olan kiigiik molekiillerdir
[31].

Afinite kromatografisi pratik olarak uygulandiginda saflastirma isleminin ii¢
basamakta tamamlandig1 goriiliir. ilk asamada hedef molekiilii igeren numune kolondan
(bir matrikse immobilize edilmis liganddan olusan sabit faz) uygun bir dengeleme
(yikama) tamponu ile gecirilir. Ikinci asamada hedef molekiil sabit faza spesifik ve
tersinir olarak baglanir, ligand ile baglanmayan tiirler kolonu terk eder. Son olarak

hedef molekiiliin kolondan eliisyonu gergeklestirilir. Bunun i¢in afinite ortamina ya
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kompetetif baska bir ligand ilave edilir ya da hareketli fazin iyonik siddeti, pH’ 1 ya da
polaritesi degistirilir ve kolondan desorbe edilen biyomolekiiliin saf bir sekilde elde

edilmesi saglanir [32].

2.1.8. Mimik kromatografik materyaller

Enzimler, canli sistemlerde benzersiz katalitik mikro ortamlar sunan oldukc¢a
etkili ve segici tepkime katalizorleridir. Yapay bir katalizor ilk 6nce enzim yapilart ve
islevleri arasindaki iliskileri taklit etmek ve anlamak i¢in imal edilmis ve enzimlerin
benzersizliginin yiiksek katalitik etkinligine nasil katkida bulundugunu gostermektedir
[33, 34]. Yapay katalizorlerin pragmatik kullanimi ile ilgili aragtirmalar yavas yavas 1s1
istikrarsizligi, organik ¢oziiciilerle uyusmazlik gibi dogal enzimlerin kisitlamalarini
asmak i¢in bir yontem olarak ucuz, kararli ve yiiksek etkili katalizorlerin hazirlanmasina
kadar genislemistir. Son yillarda siklodekstrin, metal kompleksleri, makromolekiil
iskeleleri (ta¢ eteri ve porfirinler gibi), polimerler ve biyomolekiiller (peptidler ve
antikorlar gibi) de dahil olmak {izere farkli yapay katalizor tiirleri katalitik yetenekleri

taklit etmek i¢in insa edilmistir [35].

Mimik (yapay) enzimler, dogal enzimlerin islevini taklit etmeyi amaclayan
biyomimetik kimyanin bir dahidir [36]. Bir mimik enzim, bir enzimin molekiiler
yapisini, spektroskopik oOzelliklerini veya reaktifligini modelleyen kiigiik bir molekiil
kompleksidir ve bazen biyolojik bulgular1 igeren kompleksler olarak da adlandirilir
[37].

Kimyasal reaksiyonlarin enzim Xkatalizi, yliksek secicilikte gerceklesir. Alt
tabaka, enzim makromolekiiliiniin aktif bdlgesi olarak adlandirilan kiigiik bir
boliimiinde aktive edilir. Bu kisimda, substratin enzimdeki fonksiyonel gruplara yakin
bir sekilde baglanmasi kataliz basamagini olusturur. Substrat baglanmasi ile katalitik
fonksiyonel gruplar1 birlestirerek kiiciik molekiillerden benzer katalizérleri olusturmak

miumkindiir.

CA enzimi inhibitorlerinden siilfonamid, hidrofilik bolgesine ilaveten, aromatik
ve heteroaromatik hidrofobik bolgelere sahiptir. 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
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inhibitoriin enzime baglanmasi ile bu etkilesme tamamlanmis olur (Sekil 2.10).
Siilfonamidin Treonin aminoasidi ile olusturdugu hidrofilik etkilisimden yola ¢ikilarak,
biyomimetik bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde siilfonamidin, treonin ile
arasindaki etkilesimi mimik etmek {izere siilfonamid ve MA-Thr [38] 6n-organizasyonu
sonras1 ¢apraz baglayicilar esliginde kriyojel kolon sentezlenmistir. Bu yontem ile
inhibitor ve mimik monomer baglanarak, inhibitériin CA tanimlayaci bolgesi ile afinite

olusturarak yeni bir mimik kromatografik materyal gelistirilmesi amag¢lanmustir.

R
\\S//O
S
7 Shn
L Thr-199
= ¥
x\/\N"" """ on OH
[ e .
His-96 N \ |
2 N Glu-106
His-119 N
His-94

Sekil 2.10. Siilfonamidin CA enzimi ve Treonin aminoasiti ile olusturdugu etkilesimler

2.1.9. Kiriyojeller

“Kriyo, (cryo)” kelimesi eski yunancada “soguk, buz” anlamlarma gelmektedir.
Kriyojeller, monomerik veya polimerik baslaticilarin uygun ¢oziiciilerdeki ¢ozeltilerinin
dondurulmasi sirasinda sekillenen, birbirine baglantili biiyliik gozeneklere sahip jel
matrikslerdir. Birbiri ile baglantili makro gozenekler ve siingerimsi morfoloji gibi
ozellikleri sayesinde difiizyonun etkin bir sekilde gergeklesmesine ve nano veya mikro
partikiillerin kiitle transferine katkida bulunurlar. Baska bir deyisle, gozenekli ve elastik
yapilar1 sayesinde hareketli fazin kolondan geg¢mesi sirasinda, kolonda olusacak geri
basinci elimine edebilirler ve bu nedenle kromatografik sistemlerde kolon malzemesi
olarak kullanima uygundurlar. Kriyojellerin sahip oldugu bu avantaj ozellikle
biyomolekiillerin bozunmadan ve denatiire olmadan, kromatografik tekniklerle verimli
bir sekilde saflastirilmasina imkan saglar [39, 40].
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Kriyojellerin gdzenek yapist donma sicakligi, ¢dzlinen monomerlerin derigimi ve
baslatici sistemin (amonyum persiilfat ve N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin) bilesimi ile
kontrol edilebilir [41]. Kimyasal reaksiyon (kriyojellesme) hizinin ve ¢ozgen
kristalizasyon hizinin uygun sekilde kontrol edilmesi ile istenilen ozelliklerde
kriyojeller sentezlenebilir. Kriyojeller, biiyiiyen buz kristallerin porojen olarak ve
erimeden sonra i¢ten bagl gozenekler icin kalip olarak davrandigi -10 ile -20 °C
araligindaki distik sicakliklardaki sulu ¢ozeltilerde hazirlanir. Reaksiyon karisimi
donarken, donmus monolitik buz kristalleri ve donmayan sivi mikrofaz olarak
adlandirilan donmamis bolge olmak iizere iki bolim igerir. Kimyasal reaksiyon bu
donmayan sivi mikrofazda gergeklesir. Reaktif icermeyen ¢ozgen kristalleri donma
sirasinda biiylir ve donmus iskelet sistemi olusuncaya kadar diger kristaller ile kaynagir
(Sekil 2.11). Kriyojellesmenin tamamlanmasindan sonra erime ile siirekli makro

gozenekli kanallara sahip bir sistem meydana gelmis olur [39].

Dondurma Donming durumda Ertme
polimenzasyon

mononetler ve baslanclar

Q buz kristallen

é‘ olugmaya baslayan polimer

Q capraz-bagh polimer jel
(—) sipermakrogdzenek

Sekil 2.11. Makrogozenekli kriyojellerin olugumunun sematik gosterimi [2]

2.1.10. Hizh protein sivi kromatografisi (FPLC)

Hizi Protein Sivi  Kromatografisi (FPLC), proteinlerin ayristirilmast,
saflastirilmasi, nicel olarak belirlenmesi ve nitelendirilmesi, peptid vb. ayrimlarinin
gerceklestirilmesi amaciyla gelistirilmis sivi kolon kromatografisi modelidir. Sistemin
temeli basit bir kromatografik ayrima dayanmaktadir. Saflastirilmak istenen enzim veya

protein, uygun bir hareketli faz ile (tampon ¢o6zelti), hazirlanan kolonun {izerinden
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gecirilir; kolona tutunmayan tiirler kolonu hemen terk ederken; kolona tersinir olarak

tutunan numune eliisyon ¢ozeltisi ile kolondan saf bir sekilde toplanir.

peristaltik pompa
Srnek
S 523
vitklemesi )
v
Ornek basingla
kolon igerisindeki
matriksten gegirilir.
tampon ¢ozelti
Ornek fraksiyonlara ayrildiktan
uv sonra UV-spektrometre ile analiz
edilebilir ve miktar belirlenebilir.

Fraksiyonlar otomatik olarak
tiiplere toplanabilir.

Sekil 2.12. FPLC cihazi ana bilesenleri [42]

Sekil 2.12. “de goriildiigii gibi FPLC cihazi temel olarak; ¢oziicii kabi, pompalar,
enjeksiyon initesi, kolon, dedektor, fraksiyon toplama initesi ve bir de veri
kaydediciden (bilgisayar) olusmaktadir. Coziicii kaplarinda kolonu sartlandirma
¢oOzeltisiyle, tutunan numuneyi kolondan sokme amagh eliisyon ¢ozeltisi bulunur.
Pompalar bu ¢ozeltileri cihaza verilen komuta bagli olarak dnce enjeksiyon iinitesinden,
ardindan cihaza ytliklenen numuneyi de alarak, belirli bir hizda kolondan gecirir. Kolonu
sirayla terk eden tilirler dedektore ulasir ve belirli fraksiyonlarda ornek toplama
tinitesindeki tiiplerde toplanir. Bilgisayar ise dedektorden gelen sinyallere bagli olarak
olusan piklerin kromatogram halinde goriintiilenmesini saglar.

FPLC kromatograminda gozlenen ilk pik kolona tutunmadan kolonu terk eden
tiirlere aittir ve sartlandirma cozeltisiyle birlikte kolondan ayrilir. Kolon malzemesine

afinite, hidrofobik etkilesim, iyonik yiik ve biiyiikliik gibi ¢esitli etkilesimlerle baglanan
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hedef molekiil ise, sistemden eliisyon ¢ozeltisinin gegirilmesi sonucu kolondan sokiiliir
ve dedektore ulasir. Boylece kromatogramda ikinci bir pik daha olusumu gozlenir. Bu

pik FPLC cihazi ile tek basamakta saflastirilan biyomolekiile aittir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Bu ¢alismada, sigir eritrositlerinden elde edilen ticari CA Sigma’dan temin
edilmistir. Enzim aktivitesi ¢alismalarinda kullanilan 4-nitrofenil asetat Sigma’dan;
enzim Orneklerinin protein igeriginin belirlenmesinde faydalanilan Bradford Belirteci
Amresco’dan, Sigir Serum Albumin (BSA) Sigma’dan alinmstir. Jel elektroforez ve
kriyojel kolon sentezleme islemlerinde kullanilan Sodyum dodesilsiilfat (SDS) Alfa
Aesar’dan, N,N’ Metilenbisakrilamit (MBA) Sigma Aldrich’den, Hidroksi
etilmetakrilat (HEMA) Acros’dan, Amonyum persiilfat (APS) ve
Tetraetilmetilendiamin  (TEMED) Sigma’dan, Coomassiec Blue Appli Chem’den,
Sulfonamid ve Akrilamid Merck’ den temin edilmistir. Calismalarin kalan kisminda
kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup farkli firmalardan alinmistir. Asetik asit
(CH3COOH) ve Sodyum hidroksit (NaOH) Riedel-de Haen firmasindan, Metanol
(CH30OH), Etanol (C;HsOH), Sodyum fosfat monobazik, Potasyum fosfat dibazik
Sigma’ dan, Amonyum siilfat ((NH4),SO,) Panreac’dan, Sodyum Kkloriir (NaCl)
Kimetsan’dan, Tris(hidroksimetil)Jaminometan ve Hidroklorik asit (HCI) Merck’den
alinarak uygun kosullarda saklanmistir. Saf su Thermo Scientific firmasindan alinan saf

su cihazindan elde edilmis olup iletkenligi 18 MQ/cm’dir.
3.1.2. Kullamilan cihazlar

Bu calismada sentezlenen monomer ve polimerlerin karakterizasyonunda Perkin
Elmer Spektrum 100 Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FT-IR), yiizey
morfolojisinin incelenmesinde Zeiss Ultra Plus Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
ve polimerlerin yiizey alaninin belirlenmesinde Quantachrome Nova 2200E model
spesifik ylizey alani 6l¢tim (BET) cihazi kullanilmistir. Enzim saflastirma islemi AKTA
P-920 UPC-900 model FPLC cihazi ile yapilmis, enzimin protein igerigi ve aktivitesi
BioTek Synergy H1 ELISA Reader ile yapilan UV absorbans Ol¢timleri ile tayin
edilmistir. Saflastirilan enzimin konformasyonel degisimleri Applied Photophysics-
Chirascan Plus model CD Spektrofotometre cihazi ile belirlenmistir. Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) analizi ise Thermo Scientific
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elektroforez sistemi ile gergeklestirilmistir. Calisma siiresince hazirlanan tampon

¢ozeltilerin pH’ lart HANNA H1 2211 pH/ORP metre ile dl¢iilmiistiir.
3.2. Metod
3.2.1. Kriyojel temelli ayirma kolonlarimin hazirlanmasi

CA inhibitorlerinden siilfonamidin Treonin aminoasidi ile olusturdugu etkilesim
g0z Oniinde bulundurularak biyomimetik bir yonem gelistirilmesi amaciyla oncelikle
MAThr fonksiyonel monomeri sentezlenmistir. Ardindan MAThr-siilfonamid 6n

organizasyonu sonrasi biyomimetik kriyojel kolon hazirlanmistir.
2.1.4.1. Metakrilamidotreonin (MAThr) fonksiyonel monomerinin sentezi

MAThr monomerinin sentezi [38] i¢in uygulanan prosediirde 5,52 mmol, 1 g
treonin aminoasidi 1 M NaOH sulu ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilmistir. 25 mL 1,4-dioksan
igerisinde 5,52 mmol, 1,033 g metakriloil benzotriazol (MA-Bt) ¢o6ziilerek hazirlanan
¢Ozelti aminoasit ¢ozeltisine yavasga eklenerek oda sicakligina 10-20 dk.
karigtirllmigtir. TLC ile reaksiyonun tamamlandigi belirlendikten sonra 1,4-dioksan
vakum altinda ugurulur. Geriye kalan kisim su ile seyreltildikten sonra etil asetat (3 x 50
mL) ile ekstrakte edilerek 1H-benzotrizol uzaklastirilmistir. Toplanan su faz1 % 10 HCI
sulu c¢ozeltisi ile noétralize edilerek pH = 6-7 olarak ayarlanmistir. Sulu faz doéner
buharlastiric1 ile uzaklastirilmis ve % 87 verim ile MAThr beyaz mikrokristalleri elde

edilmistir. Sentezlenen monomer NMR ile karakterize edilmistir.

2.1.4.2. MAThr-Sulfonamid biyomimetik kriyojel kolon hazirlanmast

260 pL HEMA monomeri ve 56,6 mg capraz baglayict MBA suda ¢oziilerek 1
saat boyunca karistirllmistir. Ardindan daha 6nce 6n-organizasyon islemine tabi tutulan
MAThr-Sulfonamid (1:1, kiitlece) 2000 ppm olacak sekilde ¢ozeltiye ilave edilerek
karistirllmistir. Hazirlanan siispansiyon 5 mL’ lik siringa igine alinarak bir siire buz
banyosunda sogutulduktan sonra reaksiyon baglatici ajanlar; APS ve TEMED karisima
ilave edilmigtir. Polimerlesme baslayana kadar buz banyosunda tutulan karigim daha
sonra -20 °C’ de 16 saat bekletilmis boylece polimerlesme tamamlanmistir. Hazirlanan
kolon yikama islemine tabi tutulduktan sonra +4 dereceye alinarak kullanima kadar

C,HsOH icerisinde saklanmustir.
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2.1.5. Karakterizasyon ¢calismalari
MAThr-Sulfonamid biyomimetik kriyojel kolonuna ait karakterizasyon c¢aligmalari

sirasinda kolonun su tutma kapasitesinin belirlenmesinde sisme testi yapilmistir. Bunun
yanmi sira FT-IR analizi, ylizey alan1 dl¢iimii yapilmis ve yiizey morfolojisine ait
goriintliler alinarak karakterizasyon ¢aligmalar1 tamamlanmistir.
2.1.5.1. Sisme testi

Bir oOnceki asamada sentezlenen kriyojel kolonun [poliHEMA- MAThr-
Sulfonmid)] sisme kapasitesi asagidaki yontem izlenerek belirlenmistir.

Kuru polimer + 0.0001 duyarlikla tartilmis ve 24 saat boyunca, oda sicakliginda,
50 mL saf su igerisinde bekletilmistir. Bir giin sonunda sudan c¢ikarilan polimerin
yiizeyindeki su slizge¢ kagidi yardimi ile alindiktan sonra polimer tekrar tartilmistir.
Polimerin ilk agirhigr (Wi) ile son agirligi (Ws) kaydedilerek ve Denklem 3.1
kullanilarak  poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid)’ in yiizde su tutma kapasitesi

hesaplanmustir.

Ws—-Wi

Sisme Orant (%) = [ x 100 (3.1)

2.1.5.2. FT-IR analizi

poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) numunesinden yaklasik 0.1-0.2 g kadar
tartilmis, FT-IR cihazinin bir modu ve pargasi olan ATR baslig: ile her bir numunenin
spektrumu alinmistir.
2.1.5.3. Yiizey alani élciimii

Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) monoliti, BET cihaz1 kullanilarak sivi azot
sicakliginda adsorbat olarak kullanilan azot gaziyla analize tabi tutulmustur. Analiz
sonucunda maddenin hangi basingta ne kadar azot tuttugunu gosteren “adsorpsiyon
izotermi” elde edilerek kriyojelin spesifik yiizey alani belirlenmistir.
2.1.5.4. Yiizey morfolojisi

Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) monolitinden alinan bir kesit oda sicakliginda
kurutularak SEM cihazinin 6rnek haznesine yerlestirilmis ve vakum altinda altin
tabakasi ile kaplanmistir. Ardindan taramali elektron mikroskobu ile polimerin yiizey

morfolojisine ait goriintiiler alinmustir.
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2.1.6. Enzim iiretimi ve on deristirilmesi

Koyun karacigerinden elde edilen homojenat pH 7,5 Tris tamponunda 4 °C’ de
10000 rpm devirle 30 dakika boyunca santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir. Homojenatin
icerdigi proteinler % 55-70 araliginda (NH,4),SOy ile gradientli olarak ¢oktiiriilerek

ortamdan ayrilmistir.

2.1.7. Enzim saflastirilmasi

Koyun Kkaracigerinden izole edilen poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) bagh
kriyojel kolonu tizerinden FPLC sistemi kullanilarak saflastirilmistir (Sekil 3.1.).
Kolonu yikama, sartlandirma ve numuneyi kolona yiikleme ¢6zeltisi olarak 200 mM pH
6,8 fosfat tamponu, enzimin kolondan desorpsiyonunu saglamak i¢in ise 1 M NaCl

iceren 200 mM pH 6,8 fosfat tamponu kullanilmistir.

Sekil 3.1. Calismalarda kullanilan FPLC cihazi

2.1.8. Enzimin protein icerigi ve aktivite tayini

Koyun karacigerinden 1zole edilen ham ekstrakt ve tuzla ¢oktiirme sonrasi
deristirilen Orneklerin protein icerigi Bradford yontemi [43] kullanilarak asagida
Ozetlenen prosediire gore belirlenmistir.

Bu amagla; Bradford belirteci ile 1:10 oraninda, 10 dakika boyunca etkilestirilen
numunelerin 595 nm’ de UV absorbans Ol¢iimleri yapilmistir. Farkli derisimlerdeki
BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon grafiginin denkleminden (y=mx+n)
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yola c¢ikilarak absorbansi bilinen numunelerin (y) icerdikleri protein miktar1 (x)
belirlenmistir.

CA enziminin aktivitesi iki sekilde Olgiilebilmektedir; birincisi, CA’nin
fizyolojik aktivitesi olan CO,-hidrataz aktivitesidir. ikincisi ise in vitro sartlarda
gerceklestirdigi spektrofotometrik olarak takip edilebilen esteraz aktivitesidir.

CO,-hidrataz aktivitesi [44], COy’nin hidrasyonu sonucu agiga cikan H*
iyonundan ileri gelen pH degisimi (pH 8,3’ten 6,3’¢ diismesi) sirasinda gecen siirenin
Olclilmesi esasina dayanmaktadir.

units /mL enzyme = (tkér _ttest )/ 1:testx\]enzim ¢Ozeltisi (32)

CA’nin esteraz aktivitesi [45], substrati olan p-nitrofenilasetatin p-nitrofenol
veya p-nitrofenolata hidroliz reaksiyonun 348 nm dalgaboyunda spektrofotometrik

olarak olgiilmesi esasina dayanur.

Enzim Unitesi (1)
mL

_ (Ai—-A0)x 165 xdf
50,07 x%xlo x30

(33)

Aii: Uriiniin absorbansi

Ao: Kor 6rnegin absorbansi

df: Seyreltme Faktorii

50,07: Uriiniin Ekstinksiyon Katsay1st
10 : Karisimdaki enzim hacmi (pL)

30: Reaksiyon siiresi (saniye)

2.1.8.1. Enzim aktivitesini etkileyen faktirler ve kinetik incelemeler
Saflastirilan CA’nin aktivitesi, farkli pH (a) ve sicaklik (b) araliklar1 ile farkli
enzim (c) ve substrat (d) derisimlerinde bolim 3.2.1.” de aciklanan yoOntemle

Olgtilmiistiir.

a) pH’ n enzimatik reaksiyonun hizina etkisinin incelenmesi i¢in pH 3-9
aralifinda hazirlanan tampon ¢ozeltilerle CA aktivitesi tayin edilmistir.
b) Sicakligin reaksiyon hizina etkisinin incelenmesi igin 25-45 OC sicaklik

araliginda enzim aktivitesi 6l¢liilmiistiir.
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c) Saflastirilan enzimin protein derisimi Bradford yontemi ile belirlendikten
sonra enzim Ornegi tayin sinirlari igerisinde belirli oranlarda seyreltilmis
ve enzimin farkli derisimlerinin reaksiyon hiz1 tizerine etkisi
incelenmistir.

d) Sabit sicaklik, pH ve enzim derisiminde, substrat (p-NPA) derisimi
gittikge artirilarak ¢ozeltiler hazirlanmis ve farkli substrat derisimlerine
karst1 enzimin aktivitesi Olgiilerek reaksiyon hizindaki degisimler
belirlenmistir.

Enzim kinetigi calismalar1 dahilinde ise enzime ait Vpk Ve Ky degerleri
belirlenmistir. Bunun i¢in substrat derisimine karsi ¢izilen enzim aktivitesi
grafiklerinden yararlanilmistir (Michaelis Menten ve Lineweaver Burk). Bu grafiklere
gore; enzimin maksimum aktivite gosterdigi deger CA enziminin maksimum hizini
(Vmak); enzimin maksimum hizinin yarisina karsilik gelen substrat derisimi de Kp,
degerini vermektedir. Kn; Menten sabiti olup enzimin substratina olan ilgisinin bir

Olciisiidiir.

2.1.9. Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi
Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi, molekiillere ait dairesel spektrumlari
belirli

dalga boylarinda 6lgen spektroskopik bir yontemdir. CD, dairesel polarize 15181n sola

dogru olan absorpsiyonu ile saga dogru olan absorpsiyonu arasindaki farktir.

AAO\‘) = A()\‘)sol yonlii polarize 151k ~ A(;\‘)sag yonlii polarize 151k (34)

(A = Dalga boyu)

CD spektroskopisi, proteinlerin ikincil yapilarinin sicaklik, pH degisimleri ve ortam
kosullarina bagli olarak degisimleri ve diger molekiillerle etkilesimini incelemek
amaciyla gelistirilmis olup, makro molekiillerin yapisal, kinetik ve termodinamik
Ozellikleri hakkinda bilgi vermektedir. Spektrofotometrik Olgiimler, elektronik
gecislerin  gozlemlendigi elektromanyetik spektrumun goriiniir ve UV bdlgesinde

gerceklestirilmektedir. Olgiimler, proteinlerin ikincil yapilarma ait o-heliks, p-
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katlanmalar1 ve diizensiz sarmal yapilarinin yani sira, tersiyer yapilarindaki aromatik
gruplarin da varligini gosteren bilgiler vermektedir.

CD spektroskopisinin  genellikle biyomolekiillere uygulanmasinin nedeni,
molekiillerin saga ve sola gevirici kiralitelerinden ileri gelir. Proteinlerin konformasyon
degisikliklerinin ifade edilmesinde CD spektroskopisi olduk¢a Onem tasimaktadir.
Ornegin, sicaklik, denatiire edici ajanlar ya da bu ajanlarin derisimleriyle proteinlerin
ikincil yapilarindaki degisiklikleri incelemek amaciyla kullanimi yaygindir [46].

Bu c¢alismada, koyun karacigerinden poliHEMA-MAThr-Sulfonamid) kriyojel
kolon ile saflagtirllan CA enziminin CD spektroskopisi ile ticari CA enziminin CD
spektroskopisi  karsilastirilarak  enzimin saflastirma islemi sonrasinda aktifligi

belirlenmistir.

2.1.10. SDS-PAGE analizi

SDS-PAGE analizi i¢in Oncelikle 29:1 oraninda akrilamid-bis monomerleri ile,
TEMED, APS, SDS ve pH 8.8 Tris tamponu kullanilarak % 10’ luk poliakrilamid jel
hazirlanmistir. Analizi yapilacak numunelerden 15’ er pL alinarak her biri 15 pL
Coomassie Blue G boyasi ile karistirilarak, karisimin homojen bir sekilde gergeklesmesi
icin numuneler bir siire 1sitilmigtir. Ardindan tanka dokiilen jelde uygun bir tarak ile esit
hacimde kuyucuklar agilmis, tank tampon ¢ozelti ile doldurulmus, numuneler agilan
kuyucuklar tizerinden jele yiiklenmistir. Enzim 6rneklerinin jelde ilerlemesi ig¢in 15-35
MA akim kullanilmistir. Analiz sonunda tanktan ¢ikarilan jel énce Coomassie Blue G
boya ¢ozeltisi iginde bekletilmis daha sonra proteinlere ait bantlarin goriintiillenmesi igin
belirli araliklarla yikama ¢ozeltisi (35 mL asetik asit + 25 mL metanol) ile yikanmistir.
Saflagtirilan CA’nin safligi ve molekiil agirligi bu ornege ait bant ile ticari CA’ya ait

bandin karsilastirilmasiyla belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. MAThr ve Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid)’in karakterizasyonu
Biyomimetik olarak gelistirilen kriyojel kolonun karakterizasyon c¢aligmalarinda
oncelikle MAThr monomerine ait NMR spektrumu alinarak yorumlanmigtir. Ardindan
hazirlanan PoliHEMA-MAThr-Sulfonamid) kriyojelinin FT-IR spektrumu alinmis ve

kolonun sisme testi, BET ve SEM analizleri yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

4.1.1. MAThr monomerine ait NMR spektrumu

MAThr monomeri % 87 verim alinarak sentezlenmistir. Sentezlenen monomerin
500 MHz’ de 'H NMR spekrumuna gore, 7.20°de N-H, 5.67°de CH,=C(CHj3)-, 5.33’de
CH,=C(CH3)-, 3.90’da HOCH,-CH-NH, 3.85’de HOCH(CHj3)-CH-NH, 1.90’da CHj,
1.79°”da HOCH(CHj)-CH, 0.90°da HOCH(CH3)-CH fonksiyonel gruplarindaki 'H

atomlarini ifade eden pikler belirlenmistir.

4.1.2. PoliHEMA-MAThr-Sulfonamid)’in FT-IR spektrumu
Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) kriyojelinde (Sekil 4.1) 3200 cm™ (-OH) ve

1151 cm™ (-CO-O-C) frekanslarmda HEMA® daki fonksiyonel gruplara ait pikler

goriilmektedir. Bu pikler disinda 1370 cm ™’ de siilfonamid titresimine ait karakteristik

bant gdzlenmektedir.

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400

Name Description
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Sekil 4.1. Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid)’ in FT-IR spektrumu
4.1.3. MAThr-Sulfonamid biyomimetik kriyojel kolonun yiizey morfolojisi

Poli(HEMA-MAThr-Sulfoamid) monolitinin yiizey morfolojisi SEM cihazi
kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.2° de SEM gorintiileri verilen ¢apraz bagli polimerik
yapt oldukca genis gozeneklere ve bu gozenekler nedeniyle de olduk¢a biiyiik yiizey

alanina sahiptir.

Sekil 4.2. Poli(HEMA-MAThr-Sulfoamid)’ in SEM gériintiileri (a, 504 X biiyiitme giicti; b, 1000
X biiyiitme giicti)

Kolona 504 X ve 1000 X biiyiitme giigleri uygulandiginda yaklasik 20-80 um ¢ap
araliginda gozeneklere sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2). Gozenekler birbirlerine
bagli ve kriyojel kolon iizerinde makro gozeneklerin yogun olarak bulundugu

gbzlenmektedir.

4.1.4. MAThr-Sulfonamid biyomimetik kriyojel kolonun sisme testi

Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) monoliti hidrofilik &6zellik goésteren ve g¢apraz
baglar igeren bir polimerdir. Polimerik yapida olmasi nedeniyle yiiksek molekiil
agirligina sahiptir ve suda ¢éziinmez. Ancak ¢apraz bag derecesi ile hidrofilitesine bagli
olarak yapisina su alir ve sisme Ozelligi gosterir. Bu calismada sentezlenen kriyojel
kolonun su tutma kapasitesi % 598,64 olarak hesaplanmistir. Yiiksek sisme derecesine

sahip kriyojeller, ayn1 zamanda yliksek makro gozeneklilige sahiptir. Bu durum, makro
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gozeneklilik artis1 ile bu gozeneklere adsorplanan su miktarinin da fazla olmasi ile

agiklanabilir.
4.1.5. MAThr-Sulfonamid biyomimetik kriyojel kolonun yiizey alam 6l¢iimii

Poli(HEMA-MAThr-Sulfoamid) kriyojel kolonunun BET cihazi ile 10 noktada
yapilan spesifik yiizey alani dl¢iimii sonucu kolonun spesifik yiizey alani 78,2 m?g™
polimer bulunmustur. Kriyojelin adsorpsiyon izotermi elde edilerek yapilan 6l¢iimler,
kolona farkli basinglarda tutunan azot miktar1 ve azot atomlarinin g¢aplarina bagl olarak
hesaplanmistir. Belirlenen deger, gelistirilen kriyojelin makrogdzenekli yapisini

belirtmektedir.
4.2. Enzim Orneklerinin Protein Icerigi ve Aktivite Tayini
4.2.1. Protein icerigi tayini

Koyun karacigerinden elde edilen ham ekstrakt ile % 55 ve % 70 oraninda
(NH4)2SO, c¢oktiirmesi yapilmis Orneklerin Bradford yontemiyle igerdikleri protein

miktar1 belirlenmistir.

Bradford metodu herhangi bir 6rnek igerisindeki protein miktarinin kantitatif
olarak belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Bradford ayract olarak
Commassie Brillant Blue G-250 boyasmin kullanilir ve maksimum absorpsiyon dalga
boyu 465 nm (kirmizi) olan boya, proteinlerle baglanarak maksimum absorpsiyonunu
595 nm’ ye (mavi) kaydirmaktadir. Bu yontemde enzim orneklerine boya belirteci

eklendikten 2 dakika sonra renk olusumu tamamlanir. Olusan renk 1 saat kararlidir.

Bu caligmada, Bradford metoduna gore, fosfat tamponu icinde farkli derisimlerde
standart protein (sigir serum albumin) iceren ornekler hazirlanmistir ve bu ornekler
Bradford belirteci ile 1:10 oraninda reaksiyona sokularak maksimum dalgaboyu olan
595 nm ‘de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu veriler kullanilarak kalibrasyon grafigi
olusturulmus (Sekil 4.3.) ve saflastirilan CA enziminin protein igerigi bu grafige gore

belirlenmistir.
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Bradford Standart Grafigi
0,6 -

y = 4,6602x + 0,0251
R?=0,9925

Absorbans (595 nm)

0,05 0,1 0,15
BSA derisimi (mg/mL)

(=)
o
(93]

Sekil 4.3. Bradford standart grafigi

Sekildeki Bradford standart grafigine Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) kriyojel
kolonu ile amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve ardindan afinite sonrasi Saflastirilan CA
enziminin protein igerigi 0,058 mgmL™ olarak tayin edilmistir.

4.2.2. Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi tayini

COy'nin hidrasyonu sonucu agiga cikan H* iyonundan kaynaklanan pH
degisiminin gozlemlendigi sirada gecen siirenin Olgiilmesi esasina dayanarak CA enzim
aktivitesi 4,5 tinite/mL enzim olarak hesaplanmistir.

ﬁnite / mL enZim = (tkér _ttest )/ ttestx\/enzim ¢Ozeltisi (32)
tiest : pH’1n 8,3°ten 6,3’e diismesi igin gegen siire

test=10 s

tker =100 s

Venzim ¢ozeltisi = 015 mL

CA enzim aktivitesi = 4,5 tnite/mL enzim

4.3. Enzim Saflastirilmasi
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CA enziminin aktif bolgesinde inhibitorii olan siilfonamidi tanimlayici
ozelliginden yola ¢ikilarak mimik kromatografik materyal olarak gelistirilen
Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) biyomimetik kriyojel kolonu sentezlenerek koyun
karacigerinden FPLC cihaz1 saflagtirma gergeklestirilmis, enzim aktivitesini etkileyen
faktorler incelenerek optimum sartlar belirlenmistir. Saflastirma sonrast CA ortamda
bulunan diger molekiillerden basarili bir sekilde ayrilmis olup FPLC analizi sonrasi
toplanan numunenin protein igerigi ham ekstrakt ve amonyum siilfat ¢oktiiriilmiis
orneklere gore daha diisiik, aktivitesi ise bu 6rneklere gore daha yiiksektir (Cizelge 4.1).
Afinite kromatografisi ile saflastirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesinde belirgin bir

artis gozlenmistir.

Cizelge 4.1. CA’ya ait saflastirma tablosu

Numune Toplam Protein | Toplam Aktivite | Spesifik Aktivite
(ng) L) (Umg™)
Ham ekstrakt 3540 56,64 x 107 0,016
% 55-70 Amonyum 1141 28,52 x 107 0,025
stilfat ¢oktiirmesi
sonrasi
Poli(HEMA- 58 2,61x107 0,045
MAThr-
Sulfonamid)
kriyojeli ile
saflastirma sonrasi

4.3.1. FPLC analizi

Koyun karacigerinden izole edilen CA, afinite kromatografisi ile FPLC cihaz1
kullanilarak saflagtirilmistir. Afinite kromatografisinde, saflastirilmak istenen (hedef)
enzimin spesifik olarak ilgi gosterdigi uygun bir molekiill ligand olarak matrikse
tutturulur ve enzimi bulunduran numune bu kolon tizerinden uygun pH’ da hazirlanmis
tampon ¢ozelti ile gecirilir. Bu ¢alismada CA enziminin inhibitorii olan sulfonamid
bagli kriyojel kolonlar hazirlanmistir. CA enzimi sulfonamide kars1 gosterdigi

biyomimetik ve molekiiler tanima sonucu kolona tutunmustur.

Sekil 4.4. *teki kromatogramda goriilen ilk pik kolona tutunmadan ¢ikan tiirleri

ifade etmektedir. Eliisyon ¢ozeltisi gradientli olarak kolondan gecirilmeye baslandiktan
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sonra ise (yesil ¢izgi kolondan gegen eliisyon ¢dzeltisinin derisimini ifade etmektedir);
kolona tersinir ve zayif baglarla tutunmus olan CA enzimi kolondan ayrilmistir.

Kromatogramda goriilen ikinci pik; saflastirilan CA enzimine aittir.

kolona tutuunmadan
cikan tiirlere ait pik

saflastirllan CA
enzimine ait pik

Sekil 4.4. Poli(HEMA-MAThr- Sulfonamid kriyojel kolonu ile CA saflastiriimasina ait

kromatogram

4.3.2. CA aktivitesini etkileyen faktorlerin incelenmesi

Saflagtirllan CA enziminin aktivitesini etkileyen faktorler, enzimin esteraz
aktivite metodu kullanilarak belirlenmistir. Bu metod, CA enziminin substrati olan p-
nitrofenilasetat1 348 nm ‘de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz

etmesi esasina dayanmaktadir.

4.3.2.1. pH etkisi

Saflagtirilan CA enziminin aktivitesi farkli pH’ larda dl¢tilmiistiir (Sekil 4.5.) pH
3-9 aras1 tampon ¢ozeltiler kullanilarak yapilan analizlerde, enzimin her bir pH
degerinde farkli aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir. Enzimin maksimum aktivite
gosterdigi pH degeri o enzim igin optimum pH’ dir. CA enzimi pH 6’ da maksimum
aktiviteye ulagsmaktadir (Sekil 4.5).
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(units/mL)

Enzim aktivitesi 3 / \

Sekil 4.5. pH’ in enzim aktivitesi iizerine etkisi

4.3.2.2. Sicaklik etkisi

Her enzimin maksimum verimle c¢alistigi bir optimum sicaklik degeri
bulunmaktadir. Saflagtirilan CA enziminin 28-30-35-40- 45 °C araliginda aktivitesi
Slgiilmiis; enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 35 °C olarak

belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi
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4.3.2.3. Substrat derigimi etkisi

Diisiik substrat derisimlerinde reaksiyon ortamindaki substrat miktar1 arttik¢a
enzim daha fazla substrat baglayarak enzim aktivitesi artis gosterecektir. Ancak yiiksek
substrat derisimlerinde, enzimin aktif bolgesi substrat molekiilleriyle tamamen
doygunluga ulagmis olacagindan substrat miktarindaki artis enzim aktivitesine etki
etmez ve reaksiyon sabit bir hizla ilerlemeye devam eder. 1-10 mM araligindaki substrat
derigimlerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda 10 mM substrat derisiminde maksimum
enzim aktivitesi gézlenmis olup, bu nokta itibariyle substrat derisimi arttikga enzim

aktivitesinin stabil kaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.7).

w

N

Enzim aktivitesi

(iinite/mL) 5 /

T T
%

-2 0 2 4 6 8 10 12 14
Substrat derisimi (mM)

Sekil 4.7. Substrat derisiminin enzim aktivitesi tizerine etkisi

4.3.3. CA’nin Vi ve K, degerlerinin belirlenmesi

CA enziminin farkli substrat derisimlerine kars1 aktivitesi belirlenmistir. Enzim
baglayabilecegi maksimum miktarda substrati bagladiginda reaksiyon maksimum hiza
ulagmakta ve ulagilan deger CA enzimi i¢in Ve olmaktadir. Vina/2’ ye karsilik gelen
substrat derisimi ise K, olarak ifade edilmektedir. Bu degerler; substrat derisimine kars1
cizilen enzim aktivitesi veya reaksiyon hizi grafigi (Michaelis-Menten) parabolik
ozellikte oldugundan Lineweaver-Burk grafigi cizilerek belirlenmektedir. Sekil 4.8.’de

yer alan verilere gore Vmak degeri 6,184 pmoldak'l, Kn degeri ise 8,079 mM olarak
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bulunmustur. Ky, enzimin aktif bolgelerinin yarisinin dolduruldugu substrat derisimidir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda Kn, degerleri 0.000001 ile 0.1 M arasinda degerler
almaktadir. Ky, enzimin substrata olan afinitesini géstermektedir [47]. K, enzim ile
substratinin karsilikli etkilesimini karakterize eden sabit bir degerdir. K, degeri diisiik
olan bir enzim, substrati i¢in yiiksek bir afinite gosterir ve enzim diisiik bir substrat
derisiminde maksimum hiza degerinde doygunluga ulagir. Ky, degeri 10° M (107> mM)
ve daha diisiik olan enzimler yiiksek afiniteli enzimlerdir. Ky, degeri biiyiik olan enzim,
substrati i¢in diigiik bir afinite gdsterir ve enzimin yar1 doygunluga ulasmasi i¢in daha
fazla substrat derisimi gerekmektedir. Vi degeri iSe, enzimin substrata doydugu ve
katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir. Buna gore, literatiirdeki degerler ile
karsilastirildiginda yeni bir biyomimetik kolon materyali olan PoliHEMA-MAThr-
Sulfonamid) gelistirilerek saflastirilan CA enziminin, substrati olan 4-nitrofenilasetata
olan afinitesi oldukga yiiksek olup, diisiik substrat derisimlerinde maksimum hiza

ulasildig1 yani enzimin doymus oldugu goriilmektedir.

Lineweaver-Burk Grafigi

15 y=1,3065x+0,1617
1/Vmak ’ R2= 0,970/
1
0,5 /

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/1s]

Sekil 4.8. Lineweaver-Burk grafigi; Via Ve Ky, degerleri

4.4. CD Spektrumu

Ticari CA ve saflastirilan CA enziminin CD spektroskopisi ile gerceklestirilen
calismalarda, ticari CA enzimi i¢in (Sekil 4.9.A.), 190-200 nm ve 210-230 nm arasinda
gelen pik CA enziminin ikincil yapisindaki o-helix katlanmalarini, saflastirilan CA
enziminin (Sekil 4.9.B) CD spektrumunda ise, 190-200 nm ve 210-230 nm arasinda
gelen pikler saf yapida da a-helix katlanmasinin bozunmadigini dolayisiyla enzimin

saflagtirma sonrasinda da aktif oldugunu kanitlamaktadir. Bu sonug, gelistirilen kolonun
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bu enzimin saflastirilmasi icin uygun oldugunu gostermekte ve aktivite deneylerini

desteklemektedir.
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Sekil 4.9. A. Ticari CA enzimine ait CD spektrumu, B. Saflastirilan CA enzimine ait CD

4.5. SDS-PAGE Analizi

spektrumu

Koyun karacigerinden izole edilerek afinite kromatografisi ile saflastirilan CA

enziminin safligzit SDS-PAGE analizi yapilarak belirlenmistir. Ornek

%10’

luk

poliakrilamid jelde, denatiire edici ajan SDS varliginda yiiriitiilmiis ve tek bir bant
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gozlenmistir. Bu bant ticari CA enzimine ait bant ile karsilastirildiginda ayni yerde
geldigi gozlenmistir. Buradan, saflastirilan CA enziminin molekiil agirhiginin yaklasik

olarak 29 kDa oldugu sonucuna varilabilir.

Saflastirilan CA
enzimi

Ticari CA
enzimi 29 kDa

Sekil 4.10. SDS-PAGE goriintiisii
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5.  TARTISMA VE SONUC

Bu galismada CA enzimi, yeni bir biyomimetik kromatografi materyali olan
Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) kriyojel kolonu gelistirilerek koyun karacigeri
dokusundan saflastirilmistir. Calismanin ilk asamasinda sentezlenen MAThr monomeri
ile CA inhibitorlerinden biri olan siilfonamidin 6n-organizasyonu gerg¢eklestirilerek,
capraz baglayict MBA varlifinda HEMA monomeri ile dondurma islemi ile
polimerlestirilerek biyomimetik afinite kolonu hazirlanmistir. Bosluklu yap1 ve genis
gozeneklere sahip kriyojel kolonlar, kromatografik sistemlerde diisiik basinglarda
calismaya olanak taniyarak enzimin bozunmadan saflagtirilmasini saglamaktadir.
Poli(HEMA-MAThr-Siilfonamid) kriyojel kolonunun SEM goriintiileri incelendiginde
gbozeneklerin birbirlerine bagli ve yogun olarak bulundugu gozlenmistir. Kriyojel
kolonun BET cihazi ile yapilan spesifik yiizey alani 6lgiimleri polimerin yiizey alaninin
78,2 m?g™ polimer oldugunu gdstermistir. Kolonun FT-IR analizi ise CA enzimini
tanimlayici ve hidrofobik etkilesimlerle Zn**’ye baglanan siilfonamide ait karakteristik

pikleri gostermektedir.

Calismanin ikinci asamasinda ise koyun karaciger dokusundan CA enzimi izole
edilerek, FPLC ile yapilan tek enjeksiyon kromatografik saflagtirma sonucu elde
edilen enzim Orneginin safligi, aktivite olg¢timleri ve SDS-PAGE analizi ile kontrol
edilmistir. Enzimin spesifik aktivitesi 4,5 tinite/mL enzim olarak hesaplanmistir. SDS-
PAGE analizi sonucu jelde gozlenen ticari 6rnege ait bant ile saflastirilan 6rnege ait

bant yaklasik olarak ayni yerde gelmistir.

Saflagtirilan enzimin molekiil agirhgr yaklasik 29 kDa olarak belirlenmis olup,
tek bant gozlenmesi enzim saflastirma isleminin basariyla gerceklestigini
gostermektedir. Ticari ve saflagtirllan enzimin CD spektrumlar1 incelendiginde

enzimin saflastirma sonrasinda bozunmadigi ve aktif kaldig1 goriilmiistiir.

Calismanin son asamasinda; enzim aktivitesini etkileyen faktdrler incelenmis,
enzime ait Vma ve Kp degerleri bulunmustur. CA enzimi maksimum aktiviteyi 35 oc
sicaklikta, pH 6 ortaminda gostermistir. Enzim i¢in Lineweaver-Burk grafiginden
hesaplanan Vma degeri 6,184 pmoldak™, Ky, degeri ise 8,079 mM seklindedir. K

degeri enzimin maksimum hizinin yarisina karsilik gelen substrat derisimini ifade
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etmektedir ve bir enzimin substratina olan ilgisini gostermektedir. Ky, degerleri genis bir
araliktadir (0.000001 - 0.1 M) ve enzim igin substratin baglanma ve afinite kuvvetini
temsil eder [47]. Ky, enzimin substratina karsi olan ilgisini gosteren ve bir enzim igin
enzim ile substratinin karsilikli etkilesimini karakterize eden sabit bir degerdir. Kp,
degeri diislik olan bir enzim, substrat1 i¢in yiliksek bir afinite gosterir ve enzim diisiik bir
substrat derisiminde doyarak maksimum hiza ulasir. Ky, degeri 10° M (107 mM) ve
daha diisiik olan enzimler yiiksek afiniteli enzimlerdir ve bu enzimler metabolizma igin
bliyiik 6nemi tasir. Ky, degeri biiylik olan enzim, substrati i¢in diislik bir afinite gosterir
ve enzimin yari doygunluga ulasmasi i¢in daha fazla substrat derisimi gerekmektedir.
Substrat derisiminin artmasiyla enzim molekiillerinin hepsinin ES kompleksi
olusturdugu noktada reaksiyon hiz1 maksimumdur (V) Ve bu noktadan sonra substrat
derisiminin artis1 ile reaksiyon hizi artmaz. Vi degeri enzimin substrata doydugu ve

katalizin ulagabilecegi en yiiksek hiz degeridir.

Afinite jel kromatografisi kullanilarak Sepharose-4B-L-tirozin-sulfonamid ile
gokkusagi alabaligi solungaglarindan saflastirilan CA’nin 4-nitrofenilasetat substrati
icin Ky degeri 8,13 mmolL'l, Vmak degeri ise 2,10 umoldak'l’ olarak bulunmustur [48].
Afinite jel kromatografisi kullanilarak Sepharose-4B-L-tirozin-sulfonamid ile teleost
balig1 karacigerinden saflagtiritlan CA’nin 4-nitrofenilasetat substrati i¢in Ky, degeri 0,44

mmolL™?, Vi degeri ise 0,249 pmoldak™ dir [49].

Farkli metodlar ve enzim kaynaklar segilerek saflastirilan CA enzimine ait Ky,
ve Vpma degerleri ile koyun karaciger dokusundan afinite metodu ile yeni bir
biyomimetik kromatografi materyali olan Poli(HEMA-MAThr-Sulfonamid) kriyojel
kolonu gelistirilerek saflagtiritlan CA enziminin Kp, ve Vmak degerleri karsilastirilmistir.
Buna gore, diisiik substrat derisiminde enzimin maksimum hiza ve doygunluga ulagmasi
ve saflagtirilan CA enziminin substrati olan 4-nitrofenilasetata olan afinitesinin oldukga

yiiksek olmasi gelistirilen yontemin bagarisini gostermistir.

CA enzimi, CO, ile HCO3 arasindaki karsilikli doniisiimii metal-hidroksit
niikleofilik atagini kullanarak katalize eder, CO; ve HCOj3 doniisiimii, solunum, CO;
homeostazi, dokularda elektrolit sekresyonu ve biyosentetik reaksiyonlar gibi fizyolojik

siireclerde gorev alir. CA inhibisyonu ve aktivasyonu, ¢ogu inhibitdr sinifinin metal
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merkezine baglandigi ve aktif bolge boslugunun girisinde aktivatorlerin baglandigi

proseslerdir [50,51].

Gliniimiizde sinirlh  sayida  yapilmig  olan  arasgtirmalar, CA enzimi
katalizorliigiinde CO; hidratasyonu ile karbonat eldesi iizerindeki etkisini gostermistir.
Temel kosullarda kati CaCOjz; olusturmak tizere CA katalizorligiinde CO, 'in
biyokatalitik olarak yakalanmasi arastirilmis ve kati CaCOjs'lin ilk ¢okelme hizinin

enzim eklenmesiyle 6nemli dl¢iide arttig1 goriilmistiir [52-53].

Kalsit, aragonit, dolomit ve dolomitik kire¢ tast gibi karbonat mineralleri,
toplam kiiresel karbonun % 99.55'ini olusturdugu tahmin edilen en biiyiik karbon
rezervuarini olusturmaktadir. Karbonat minerallerinin ¢dkelme siireci dogada ¢ok
yavasgtir. Donistimli CO, ‘'nin HCO3 ‘e reaksiyonu, karbonat minerallerinin
cokeltilmesi i¢in hiz sinirlayict bir adim olarak diisiiniilir. CA enzimi, bu reaksiyonu

katalize ederek daha hizli hale getirdigi i¢in biyokatalizor olarak kullanilmaktadir [54].
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