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OZET

MOLEKULER DAMGALAMA YONTEMI iLE ASETIiLKOLIN ESTERAZ
(AChE) ENZIMININ iMMOBILIZASYONU

Gokhan DEMIRCI
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danigsman: Dog¢. Dr. Mustafa TEKE
Ekim 2013, 54 Sayfa

Bu c¢alismada, oOncelikle asetilkolin esteraz enziminin substrati olan asetilkolini
dispersiyon polimerizasyon yontemiyle molekiiler damgali polimeri {iretildi.
Ardindan, enzim iki yontem kullanilarak immobilize edildi. Bunlardan ilki enzimin
asetilkolinin polimerden desorpsiyonu sonrast immobilizasyonu (Ydntem A), ikincisi
ise enzimin asetilkolinin polimerden desorpsiyonu yapilmadan immobilizasyonu
(Yontem B) ve son olarak asetilkolinsiz polimere immobilizasyonu (Kor)
gerceklestirildi. Yontem A ile daha iyi sonug elde edildi.

Dispersiyon  polimerizasyonu yonteminde, metakrilik asit (MAA), N,N’-
dimetilenbisakrilamid (NBMA), amonyum persiilfat (APS), saf su ve asetilkolin
kloriir (AChCl) sirasiyla; monomer, ¢apraz baglayici, baslatici, ¢oziicii ve kalip
molekiil olarak kullanildu.

Immobilizasyon ydnteminin uygulanmas1 oncesinde, AChCI’iin maksimum
desorpsiyonunu belirlemek i¢in en uygun pH ortami arastirildi. Bu amagla, pH 2.0-
10.0 arasinda sitrat, asetat, fosfat ve tris-HCl tamponlar1 kullanildi. En iyi
desorpsiyon verimine pH 2’de ulasildi.

Desorpsiyonu yapilmis molekiiler damgali polimere, asetilkolin esteraz enziminin
immobilizasyonunda, enzim derisimini optimize etmek icin, 5.10-25.10" mg/ml
araliginda enzim derisimleri kullanildi. En uygun aktivite degeri, 5.10™ mg/ml olarak
bulundu. Hazirlanan polimerin morfolojik yapilarini degerlendirmek i¢in, asetilkolin
esteraz immobilizasyonu Oncesi ve sonrast TEM (Transmission electron microscopy)
goriintiileri alind1.

Ikinci bdliimde immobilize enzim sisteminin optimizasyonu ve karakterizasyonun
ozelliklerini belirlemek amaciyla optimum sicaklik (25-65°C), optimum pH (3-10),
termal kararlilik (4-70°C), pH kararlilig1 (4-9), tekrar kullanilabilirlik ve kinetik
parametrelerin belirlenmesi deneyleri yapildi.

Sonug olarak, asetilkolin esteraz enzimi, molekiiler damgalanmis polimere basariyla
immobilize edildi.

Anahtar Kelimeler: immobilizasyon, Asetilkolin Esteraz, Molekiiler Damgalanmis
Polimer, Adsorpsiyon, Dispersiyon Polimerizasyonu

iv



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF ACETYLCHOLINE ESTERASE (AChE) BY
MOLECULARLY IMPRINTING METHOD

Gokhan DEMIRCI
Mgr. Thesis
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa TEKE
October 2013, 54 pages

In this study, firstly, molecular imprinted polymer was produced by via dispersion
polimerization by materials which include acetylcholine substrat of
acetylcholinesterase. Then, the ezyme was immobilized onto this polymer by using
two different methods. The first of these is immobilization of acetylcholinesterase
onto this polymer after desorption (Method A), the second one is immobilization of
acetylcholinesterase onto this polymer without desorption (Method B) and the last
one is immobilization of acetylcholinesterase onto polymer which without
acetylcholine (Blank). Better result was obtained with Method A.

In the dispersion polimerization method, methacrilic acid (MAA), N,N’-
dimetylenebisacrilamid (NBMA), ammonium persulfate (APS), pure water and
acetylcholichloride (AChCI) were used as a monomer, crosslinker, initiator, solvent
and template, respectively.

Before applying immobilization method, optimal pH environment was researched for
determining maximum desorption of AChCI. For this purpose, citrate, acetate,
phosphate and tris-HCI buffer in between pH 2.0-10.0 was used. The best desorption
yield was found at pH 2.

We used in different enzyme concentrations which change between 5.10*-25.10"
mg/ml to molecular imprinted polymer which made desorption in immobilization of
acetylcholienesterase enzyme, for finding optimal enzyme amount. The best yield
was found as 5.10™ mg/ml. TEM (Transmission electron microscopy) results were
taken Dbefore and after immobilization of acetylcholinesterase for assessment
morphological structure of polymer which prepared.

In second part, were done experiments which include optimum temperature (25-
65°C), optimum pH (3-10), thermal stability (4-70°C), pH stability (4-9),
reusability for characterization of immobilize enzyme system.

As result, we immobilized to acetylcholinesterase on molecularly imprinted polymer
successfully.

Keywords: Immobilization, Acetylcholine Esterase, Molecularly Imprinted Polymer,
Adsorption, Solid Phase Extraction
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1. GIRIS

1.1. Amacg ve Kapsam

Asetilkolinesteraz enzimi sinaptik bosluklardaki asetilkolini asetat ve koline
parcalayarak inaktive eden enzimdir. Eger sinaptik bosluklardaki asetilkolin c¢ok
fazla inaktive edilirse sinir iletimi kesilir ve kiside Alzheimer hastaligir goriiliir.
Asetilkolinesteraz enzimi Alzheimer tedavisinde, biyosensor olarak, inhibitorlerinin
bulunmasinda, tarimda kullanilan bdcek ilaglarinin ve diger maddelerin miktarinin
belirlenmesi, tarim ilaglariin belirlenmesi basta olmak iizere birgok kullanim alani
olan onemli bir enzimdir. Ayrica asetilkolinesteraz enzimi, viicutta merkezi ve
periferal, kolinerjik ve adrenerjik, sinir ve kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental
dokuda bulunmaktadir. (Melanson vd. ,1985)

Enzim immobilizasyonu, suda ¢6ziinen ve ¢o6zeltide serbest hareket edebilen
molekiillerin suda ¢ézlinmeyen reaktif polimer tasiyiciya kovalent baglanarak, yine
suda ¢oziinmeyen ylizey aktif tagiyicilarda adsorblanarak, bifonksiyonel reaktifler ile
capraz baglanarak ve polimer matrikste, yar1 gecirgen membran veya

mikrokapsiillerde tutuklanarak hareketin sinirlandirilmasi olayina denir.
(Topgular, 2005)

Giliniimiizde yapilan immobilizasyon tekniklerine ek olarak yapilan arastirmalarda
molekiiler damgalanmis enzim immobilizasyonu yeni yeni kendine yer bulmaya
baglamistir. Bu ¢alismada, molekiiler damgalanmis enzim immobilizasyonu
yontemini  kullanarak asetilkolinesteraz ~ enziminin  substratin1  dispersiyon
polimerizasyonu yontemiyle polimere damgalamak; daha sonra substrati ortamdan
desorbe ederek; asetilkolin esteraz enziminin de iginde bulundugu karisima ilave
ederek ortamdaki enzimi hem ACh damgali hem de ACh desorpsiyonlu polimere
immobilize etmek amaglandi ve kullanilacak olan parametreleri degistirerek en
uygun ortami saglamak ve buna bagli olarak en uygun immobilizasyon sartlarini

olusturmak hedeflendi.



Asetilkolinesteraz enzimini dispersiyon polimerizasyon yonteminden faydalanarak
substrat damgalanmis enzim immobilizasyonu yontemiyle immobilize ederek

enzimin kullanim alanina yonelik yapilacak ¢alismalara model olmasi amaglandi.

1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Enzim Immobilizasyonu

Enzimlerin teknik kimya ve biyoteknolojide kullanilmaya basladigindan beri
iiretimlerinin ekonomik ve kullanigh hale getirilmesi i¢in aragtirmalar artmistir.
Enzimlerin kaynak sorunu mikrobiyal organizmalarla ¢oziilse bile izolasyonu ve
saflastirilmasi zor oldugundan hala bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Endiistriyel uygulamalarin biiyiik bir kismi sulu ¢ozeltilerde gergeklestiginden dolay1
kullanilan serbest enzimin geri kazanimi miimkiin olmamakla birlikte reaksiyon
kontrolii kolaylikla saglanamamaktadir. Ayrica reaksiyonu durdurabilmek igin
inhibitér kullanilsa bile bu seferde ortamin kirliligi artacaktir. Katalizde kullanilan
serbest enzimi aktivitesi azalmadan bulundugu ortamdan uzaklastirmak miimkiin
olmadigindan, yiiksek maliyete neden olmaktadir. Ayrica serbest enzimler siirekli
enzim sistemlerinde kullanilamamaktadir (Telefoncu, 1997).

Tim bu sorunlar1 ¢6zmek ve enzimleri endiistri alaninda daha yaygin hale getirmek
icin enzim immobilizasyonu alaninda biiyiik bir gelisim goriilmektedir.
Immobilizasyon, suda ¢oziinen ve ¢ozeltide serbest hareket edebilen molekiillerin,
suda c¢oOzliinmeyen reaktif polimer tasiyiciya kovalent baglanarak, yine suda
¢Ozlinmeyen yiizey aktif tasiyicilarda adsorblanarak bifonksiyonel reaktifler ile
capraz baglanarak ve polimer matrikste yar1 gegirgen membran veya
mikrokapsiillerde tutuklanarak hareketinin sinirlandirilmasi olayina denir.

Enzimlerin immobilize edilerek kullanilmasinin avantajlarini siralayacak olursak;

- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler (stizme,
santrifiijleme vb.) ve driinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem
yasanmaz.

- Cevre kosullarina ( pH, sicaklik vs. ) kars1 daha dayaniklidir.

- Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

2



- Siirekli islemlere uygulanabilir.

- Dogal enzime kiyasla daha kararhidir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulur.

- Birbirini izleyen ¢cok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

- Bazi1 durumlarda serbest enzimden daha fazla aktivite gosterebilir.

- Enzimin kendini par¢alamasi (otoliz, kendini sindirme) olasilig1 azdir.

- Mekanistik calismalar i¢in uygundur.

ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLERI

BAGLAMA TUTUKLAMA
TASIVICIYA CAPRAZ MATRIKSTE MEMBRANDA
BAGLAMA BAGLAMA TUTUKLAMA TUTUKLAMA
EOVALENT TYONIE ADSORPTIF | |[HOAIO- KO-CAPRAZL( | CAPRAZBAGLI| |SERTLESEBILEN | | MIERO® MEMBRAN
BAGLANA BAGLAMA | |BAGLANMA CAFRAT BAGLANS POLINMFREDE POLINMFREDE EAPETL- REAKTOR-
BAGLANS LEAE LERT

}

© @

lee

Sekil 1.1: Onemli enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi (Telefoncu, 1997)

Immobilizasyon teknikleri tasiyicili immobilizasyon ve tastyicisiz immobilizasyon

olarak 2 ana baslik altinda karsimiza ¢ikmaktadir.

1.2.1.1 Taswyicilt Immobilize Enzim Sistemleri

Birgok organik ve inorganik maddeler enzim immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir.
Ancak tasiyicili enzim immobilizasyonunda kullanilmak istenen maddelerde
aranmasi gereken bazi nitelikler vardir. Bunlari siralayacak olursak;

o Hidrofilik karakter

° Suda ¢oziinmeme



. Gozenekli yap1

. Mekanik stabilite ve uygun partikiil formu

° Kimyasal ve termal stabilite

. Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda reaksiyon
verebilen fonksiyonel gruplar tasimali

° Mikroorganizmalara kars1 direnglilik

° Ucuzluk

e  Zehirsizlik

. Rejenere olabilme

gibi ozellikler verilebilir. Tasiyicili enzim sistemlerinde kullanilan bazi maddeler

Cizelge 1.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1: Tasiyicili enzim sistemlerinde kullanilan bazi maddeler

ANORGANIK ORGANIK SENTETIK POLIMERLER
KiL, CAM SELULOZ POLISTIREN TUREVLERI
SILIKAJEL NISASTA POLIAKRILAMID
BENTONIT AGAROZ NAYLON

_ IYON DEGISTIRICI

POMZA TASI JELATIN ,

RECINELER
AKTIF KARBON KIiTIN VE KITOSAN OKSIRANLAR

Biyolojik molekiillerin tasiyicitya immobilize edilmesini temel olarak 3 ana grupta
inceleyebiliriz. Bunlar ;

- Suda ¢oziinmeyen tastyiciya baglama yontemleri

- (Capraz baglanma yontemleri

- Tutuklama yontemleri

1.2.1.2. Suda Coziinmeyen Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Suda ¢6ziinmeyen immobilize polimerler kullanilacak olan biyomolekiil (enzim) ile
fonksiyonel monomerlerin fonksiyonel gruplar, iyonik etkilesimler, hidrofobik
etkilesimler veya adsorpsiyon ile baglanmasiyla olusurlar. Tasiyicinin yapisi ile
molekiil miktar1 veya immobilizasyon sonrasi enzim aktivitesi dogrudan

baglantilidir. Bu nedenle tasiyicida tasiyici biiylikliigi, toplam yiizey alani, hidrofilik
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ve hidrofobik gruplarin orani ve tasiyicinin kimyasal bilesiminin uygun oranlarda
secilmesi ¢cok onemlidir.

Kovalent Baglama

Enzimleri immobilize ederken genellikle sulu ortamda ve enzimin yan gruplarn ile
tastyict arasinda kovalent baglanmasi tercih edilmektedir. Ancak bu islem yapilirken
dikkat edilmesi gereken en biiylik 6zellik tasiyicinin kovalent olarak baglanacagi
enzim bolgelerinin aktif merkezde kullanilan yan gruplarla etkilesime girmemesini
saglamak ve enzimin aktif bolgesini sterik olarak etkileyecek yerlerden farkli yerlere
baglanmasidir. Bu nedenle de enzim immobilizasyonu yaparken aktif merkezi
koruyacak sekilde baska bir reaktif kullanilmasi gerekmektedir (yarigmali

inhibitorler gibi). Enzimlerin tasiyiciya baglanabilecegi fonksiyonel gruplar asagida

gosterilmektedir.
(8]
[} \f::\
—NH, —C —OH —SH —S—~CH, -
N~
A\ 1] C D =
—N =C—NH, .
H
F G 1"

(A) : N-terminal amino asitlerin amino grubu ve lizinin a-amino grubu

{B) : C-terminal amino asitlerin ve aspartik asit veglutamik asidin serbest karboksil gruplari
(C) : Sisteinin sffhidril grubu

(D) : Metiyoninin tiyoeter grubu

(E} : Histidinin imidazol grubu

{F) : Argininin guanidil grubu

(G) : Tirozinin fenolik grubu

(H): Triptofantn indolil grubu

Sekil 1.2.: Enzimlerin tasiyiciya baglanabilecegi fonksiyonel gruplar (Telefoncu, 1997)



Adsorpsiyon
Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski yontemdir. Bu yontem ylizey aktif,
suda c¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim c¢ozeltisi ile karistirllmasi ve enzimin
asirisinin yikanmast sonucunda olusturulur. Burada olan en biiyiik etkilesim Van Der
Waals etkilesimleridir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan adsorbanlar;
aktif karbon, gozenekli cam, diatome topragi, kalsiyum karbonat, kiil, silikajel ve
bentonittir.
Bir enzimin adsorpsiyonu; pH, ¢ozgen, iyon siddeti, enzim-adsorban orani ve
sicaklik gibi faktorlere ¢gok bagimlidir. Adsorpsiyon isleminin mekanizmasi genelikle
cok karisik olup, bir¢cok olasiliktan hangisinin gercekleseceginin 6nceden saptanmasi
cok giictiir.
Adsorpsiyon yonteminin avantajlari; enzim immobilizasyonu isleminin basit olusu,
degisik bicim ve yiikteki tasiyicilart se¢gme olanagi vermesi ve bir yandan
immobilizasyon gergeklestirilirken diger yandan enzim saflastirilmasina imkan
saglamasidir.
Yontemin dezavantajlari ise sunlardir: Her ne kadar immobilizasyon islemi kolaysa
da optimal kosullarin saptanmasi ¢ok giictiir. Eger enzim ile tasiyici arasinda
kuvvetli bir baglanma yoksa bu durumda desorpsiyon sonucu enzim serbest halde
reaksiyon ortamina ge¢mekte ve iriinlerin kirlenmesine neden olmaktadir (Flor ve
Hayashida, 1983).
Iyonik Baglama
Iyon degistirici 6zelligi bulunan ve suda ¢dziinmeyen maddelerin kullanildig
yontemdir.
Bu yontemde ortam kosullar1 yumusak oldugundan aktif merkezin etkilenmemesi
gibi bir avantaj saglarken olusan bagin kuvvetli olmamasindan dolayr da enzim
kagis1 gibi bir dezavantaj yaratmaktadir.
Biyospesifik Baglama
Bu yontemde; enzimlerin antikorlar ve lektinler ile birbirlerine biyospesifik olarak
baglanma oOzelliklerinden yararlanilmaktadir. Ancak bu proseslerin  maliyetleri
yiiksek olmaktadir. Bu nedenle Cajanus Cajan lektin ile Seronose 4B ile kovalent bag
olusturularak ligand elde edilmis ve invertaz enziminin immobilizasyonu i¢in
kullanilmistir. Ayrica lektinler glikoenzimlerin (invertaz, glukoamilaz ve glukoz
oksidaz) immobilizasyonu ve stabilizasyonunda kullanilmaktadir (Ahmad vd., 2001).
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Capraz Baglama Yontemleri

Birden fazla fonksiyonel gruplarin biiyiik molekiiller arasinda bag yapmasi ile suda
¢Oziinmeyen kompleksler olusmasina dayanan yontemdir. Capraz baglama yontemi
ile basarili bir immobilizasyon yapabilmek i¢in Onemli olan enzim ve capraz
baglayici konsantrasyonu ve pH gibi parametrelerdir. Bu yontemde molekiiller arasi
capraz baglanmanin yani sira molekiil i¢i baglanmalar da gerceklesmektedir.
(Quiocho ve Richards, 1964).

En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri:

e  Glutaraldehit

o Klorformat

o Karbonildiimidazol

o Bioksiranlar

e  P-benzokinon

o Epiklorhidrinler

Tutuklama Yontemleri

Prensip olarak tutuklama ydntemi enzim molekiiliinii herhangi bir fiziksel yada
kimyasal baglanma olmadan belirli bir mekanda durmaya zorlamaktir. Enzim
bulundugu c¢evreden disartya ¢ikamaz ancak enzimin substrati, inhibitorii veya
olusan {iriin yapilan tutuklama igsleminden sonra kolaylikla girig/cikis yapabilir. Bu
islem polimer matriks icindeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen
membranlar i¢inde mikrokapstilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilir.

Tutuklama iglemi genel olarak 2 farkli yolla ifade edilebilir:

1-  Polimer matrikste tutuklama

2-  Mikrokapsiilleme

Polimer Matrikste Tutuklama

Yiiksek oranda capraz baglayicinin ve polimerizasyonu olusturan maddelerin
bulundugu ortam ile enzim ¢ozeltisinin birlestirilmesi sonucu enzim molekiillerinin
capraz baglanmayla olusan polimerin i¢ odaciklarinda tutuklanmasi temeline
dayanan bir yontemdir. Bunun sonucunda ise enzim molekiillerinin bu odaciklardan
tekrar enzim ¢ozeltisine gegisi engellenmektedir.

Olusturulan polimerde enzimin bulundugu odaciklara substratin giris ¢ikisini

zorlamas1 ve hatta enzimin yapisinin fiziksel yapisinin degismesinden dolay1 enzim



aktivitesinin azalmasi gibi problemlerin yasanmamast i¢in ¢apraz bag yilizdesi ¢ok iyi
ayarlanmalidir.

Mikrokapsiilleme

Enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membranin i¢ tarafinda tutuklanmasin
saglayan yontemdir. Mikrokapsiillerin boyutu 1-100 um arasinda degismektedir. Bu
olusturulan mikrokapsiillerin dis yiizeyi siirekli sistemlerde kati, siireksiz sistemlerde
ise sividir. Elde edilen mikrokapsiillerin dis cepheleri enzimin g¢ikisina izin
vermeyecek kadar kiiciik ancak substrat ve {irtiniin ¢ikisina izin verecek kadar biiyiik

olmas1 gerekmektedir.

1.2.1.3. Suda Coziinen Enzim Immobilizasyonu

Suda c¢oziinmeyen yontemler ile immobilize edilen enzimlerin aktivite ve
spesifikliklerinde degisme olabilmektedir.

Enzim c¢ozeltisini bir membran ile iirlin ve substrattan ayirirsak dogal durumda
kalmasimni saglamis oluruz. Bu amagla ultrafiltrasyon (UF) veya mikrofiltrasyon

(MF) membranlarindan yararlanilir.

1.2.2. immobilize enzimlerin kullanim alanlari

Immobilize enzimlerin kullanim alani ¢ok genistir. Ozellikle endiistri alaninda ¢ok
asamali proseslerde bu yoOnteme bagvurulmaktadir. Bir ¢ok farkli enzime
uygulanabilir olmasi kullanilabilirligini arttirmaktadir. Ayrica immobilize enzimlerin
serbest enzimlere oranla daha kararli, tekrar kullanilabilirligi yiiksek, ortam
kosullarma (sicaklik, pH vb. gibi) daha dayanikli olmasi nedeniyle son zamanlarda
popiilerligini arttirmistir. Bu tez kapsaminda yapilan yonteme dolayli olarak benzer
birka¢ enzim immobilizasyon 6rnegi verilmistir.

e  Asetilkolin esteraz enziminin pestisit tayini i¢in biyosensor olarak kullanildigi
caligmada, serbest enzime gore kararliliginin yliksek ve enzimin aktivite kaybinin
diisiik oldugu sonucuna varilmigtir (Zamfir vd., 2011).

e  Asectilkolin estereaz enziminin nanoyapili poliakrilonitril membranlarda
immobilizasyon ¢aligmasinda immobilize enzimin serbest enzime gore optimum pH

ve optimum sicakliginda pozitif degisim oldugu, pH kararlilik araliginin daha ytiksek



oldugu, depo kararliliginin 30 giin sonunda immobilize enzimde %35 ve serbest
enzimde %50 aktivite kaybi goriilmiistiir (Marinov vd., 2009).

e  Asetilkolin esteraz enziminin oksidemeton metil tayininde silika sol-jel
biyosensorii iizerine immobilizasyonu calismasinda, depo kararliliginin yiiksek
oldugu ve 60 kullanimdan sonra bile orijinal enzim aktivitesinin %85’i kazanildig1

goriilmiistir (Anitha vd., 2004).

. Invertaz enzimini immobilize etmeden 6nce ortama onun inhibitérii olan
aminoalkilat manyetik partikiilleriyle etkilestirildiginde %79 aktivite gosterirken,
ortama inhibitdr koyulmadan yapilan damgalama isleminden sonra hi¢ aktivite
gostermemistir (Van Leeputen vd., 1974).

. Penisilin G agilaz enzimininde damgalama Oncesinde ortama inhibitdrlerinin
(penisilin stilfoksit, mandelik asit, fenilglisin) eklenmesiyle saf enzime gore 10,000
kat daha fazla stabil oldugu sonucuna varilmistir (Rosell vd., 1995).

. a-amilaz enziminde ortama inhibitér veya substrat eklenmeden Once yapilan
damgalama isleminden sonra %57 aktivite kayb1 goriiliirken, Na-siyanoborohidrid
kullanildig1 zaman aktivite kaybinin biiyiilk oranda azaldigi goériilmiistiir (Germain
vd., 1988).

. Tripsin enziminin benzamidin grubu tasiyan suda c¢ozlinen poliakrilik
polimerleriyle yapilan calismalarda, inhibitorsiiz olan c¢aligmalara gore daha ¢ok

kullanilabilir oldugu sonucuna varilmistir (Brown ve Racois, 1984).



1.2.3. Molekiiler Damgalama Yéntemi

Molekiiler damgali polimerler 3 adimda olusturulmaktadir.

1-) Kalip molekiil ile polimer olusturabilecek fonksiyonel monomerler kovalent veya
kovalent olmayan etkilesimlerle 6n kompleks olusturulur.

2-) Polimerizasyon ajanlar1 (porojen,capraz baglayici,insiyator) sayesinde kalip
molekiile spesifik bosluklar olusturulur.

3-) Kalip molekiile uygun yontemler ve ¢ozgenler yardimiyla kalip molekiil
polimerden uzaklastirilarak kalip molekiile spesifik baglanma boélgelerinin oldugu

polimer tamamen olusturulmus olur.(Bruggemann vd., 2004).

Polimerlesebilen bag P ﬁapraz Baglayia
bolgeleri /-—R
W : % \ \'

.
ot
ot
.

.. ‘e e 1
* Gar Ty pgme s | (e
$ X \“\t 2

1 Polimerizasyon

Molekiiler 4
Ekstraksivon

Sekil 1.3.: Molekiiler damgalama yonteminin sematik gosterimi (Patel vd., 2004)

Rus bilim adam1 Maxim V. Polyakov tarafindan molekiiler damgali polimerlerin ilk
calismast yapilmistir. Bu calismada, sodyum karbonat kullanarak sodyum silikati
polimerize edip ortama toluen ekledi, silika pargaciklarini kuruttugunda silikanin
iizerinde tolueni taniyan bolgelerin olustugunu gordii (Polyakov, 1931).

R. Curti’nin mandelik asit ve kamhorsiilfonik asit enantiyomerlerini ayirabilen silika
boncuklarini kolon kromatografisinde kullanmasi bu alanda ki en biiylik adim olarak
goriilmektedir (Curti vd,1952).

Klaus Mosbach ve ¢alisma arkadaslari, silikada boya damgalama caligsmalarini

organik silan karistmi (amino, fenil,dodesil ve glikozidil o6zelliklerini igeren)
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kullanarak bu diisiincesini ger¢ege uyarlamistir (Mosbach vd., 1979; Deng vd., 2000;
Makote vd., 1998).

Polyakov, Curti ve Mosbach’in yaptig1 ¢alismalar sayesinde molekiiler damgalama
yontemi zamanla daha fazla ilgi ¢eken ve gelisime agik olan bir alan olarak hizla

gelismektedir.

1.2.3.1. Molekiiler Damgalamanin Temel Bilesenleri

Basaril1 bir molekiiler damgali polimerin dizayni i¢in polimerizasyon bilesenlerinin;
kalip molekiil, monomer(ler), ¢apraz baglayici, insiyatdr ve uygun porojenin tespiti
en onemli adimdir. Bu bilesenlerin uygun olarak secilmesi olusturulan polimerin
kullanabilirligini 6nemli Olgiide etkilemektedir. Bilesenlerin se¢imi ve ozellikleri
asagida aciklanmaktadir.

Kalip Molekiil

Uygulama alanma gore kullanilacak olan kalip molekiiller, fonksiyonel monomerler
ile kovalent/non-kovalent etkilesimlerle baglanmaktadir. Polimerizasyon g¢esidine
gore kalip molekiillerin polimerizasyon oOncesi yada polimerizasyon sirasinda
monomere baglanabilmesi biiyilk 6nem tasir. Cesitli alanlarda g¢alisilabilen kalip
molekiillere ornek olarak; aminoasitler, hormonlar, karbonhidratlar, proteinler,
viriisler, hiicreler ve niikleik asitler verilebilir.

Fonksiyonel Monomerler

Monomerlerin fonksiyonel gruplar1 sayesinde polimerin baglanma bdlgeleri
belirlenir. Ancak monomerlerin kendi aralarinda bag olusturmasi ihtimaline karsi
monomerin asirt ortama ilave edilerek bu sorun ¢éziimlenmistir. Kalip molekiil ile
fonksiyonel monomer arasindaki giiclii etkilesim diizgiin kompleks olusumunu ve
damgalamanin etkisini arttirmaktadir.

Capraz Baglayicilar

Molekiiler damgali polimer olustururken kullanilan ¢apraz baglayicilarin; polimer
morfolojisinin kontrol edilmesi (makroporoz, jel tip ve mikrojel formati), baglanma
bolgelerinin kararliligi ve polimerin mekanik kararliligini saglayan 3 tane ozelligi
bulunmaktadir. Kullanilan ¢apraz baglayicilarin molekiiler biiylikligliniin degismesi
olusturulan polimerin por biiyiikligiinii biliyliik dlgiide etkilemektedir. Bu nedenle

olusturulmak istenen polimerin por biyikligi (mikropor, mezopor, makropor)
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degistirilebilmektedir. Molekiiler damgali polimerler olusturulurken siklikla

kullanilan baz1 ¢apraz baglayicilar asagida gosterilmektedir.

15 Hy CH
//_@j Hy %roﬁoi( }\H/Cmoj\(
o CH, o cH,

xl xII xIII xIV
® " Y
L YO TO
xV xVI xVII
se<e nli AN caceses
=VIII FC}:.U:{ ) ’ b x¥I
%«*Mz %"MJ\% e a4
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CH,
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Sekil 1.4. : Molekiiler damgalamada sik¢a kullanilan ¢apraz baglayicilar (Okutucu, 2007)
x1): p-divinilbenzen xI1): 1,3-diizoprofenil benzen x111): Etilen glikol dimetakrilat
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xIV): Tetrametilen dimetakrilat xV): N,O-bisakrila-L-fenilalaninol xVI): 2,6-
bisakriloamidopiridin xVI1I): 1,4-fenilen diakrilamid xVI11): N,N’-1,3-fenilenbis(2-
metil-2-propenamid) xI1X): 3,5-bisakrilamido benzoik asit xX): 1,4-diakrilol
piperazin xXI): N,N’ metilen bisakrilamid xXII): N,N’-etilen bisakrilamid XXIII):
N,N’-tetrametilen bismetakrilamide xXIV): N,N’- hekzametilen bismetakrilamid
xXV): Anhidroeritritol dimetakrilat xXVI): 1,4;3,6-dianhidro-Dsorbitol-2,5-
dimetakrilat XXVII): izopropilenbis(1,4-fenilen)dimetakrilat XXVII):
trimetilpropan trimetakrilat xXI1X): pentaeritritol triakrilat xXX): pentaeritritol
tetraakrilat

Insiyatérler

Insiyatorler, serbest radikal polimerizasyonunu saglayan  molekiillerdir.
Polimerizasyonun gerceklesegi ortama ve kullanilan kalip molekiile gore 6rnegin
enzim i¢in diisiik sicaklikta UV-duyar insiyatorler kullanilir. Buna bagli olarak
kullanilacak kalip molekiiliin termal veya UV kararliligima uyacak insiyatorler
kullanilir. Molekiiler damgali polimerlerin olusturulmasinda kullanilan bazi
insiyatorler agagida verilmistir.

CH, OMe g
G CH, !
L e O
H.C N=—HN CH —N
CH, CH, CN o,
H.C

3

(I I

CM

Sekil 1.5. Molekiiler damgalamada sik¢a kullanilan inisiyatorler (Okutucu, 2007)
1): azobisizobutironitril 11): azobisdimetilvaleronitril 111): dimetilasetal benzil 1V):

benzoil peroksit

V): 4,4’-azo(4-siyanovalerik asit)
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Cozgen (porojen)
Cozgen; kalip molekiil, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici ve inisiyatoriin tek
bir fazda ¢6zlinmesini saglar. Molekiiler damgali polimerlerde ise bunlara ilaveten
por olusumunu da etkiledigi i¢in MIP terminolojisinde porojen olarak
adlandirilmaktadir. Kalip molekiil ile monomer arasindaki bagin tiirlinii de porojen
belirlemektedir. Buna gore kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki
hidrojen bag olusumu ¢6zgenin hidrojen bagi yapabilme etkinligine, diisiik sicaklikta
iyonik etkilesimler ve dipolar etkilesimler polar ¢dzgenlerde olusur. Genelde kalip
molekiile yiiksek baglanma afinitesine sahip ¢ozgenler kullanilir. Buna 6rnek olarak
asetonitril, kloroform, toluen, diklorometan ve tetrahedrafuran hidrojen bagina dayal
polimerlerde kullanilmaktadir (J. O’Mahony vd., 2005).
Basarili bir molekiiler damgali polimer olusturmak icin gerekli olan faktorler
sunlardir:
1- Monomer kalip orani
2- Fonksiyonel monomerin asidik ya da bazik karakteri
3- Porojen (¢cozgen) se¢imi
4- Polimerizasyon kosulu
5- Kalip molekiiliin ve polimerin konformasyonu
6- Capraz baglayicinin orant
Ideal MIP’in tasimas1 gereken &zellikler (Zimmerman ve Lemcoff, 2004);
Sentez Metodu
- Bir ya da birkag kolay adimda polimer gerceklesmesi,
- Polimerizasyon olusumu esnasinda hata olusumunu en aza indirecek dinamik
damgalanmasi,
- Olusacak polimerin fonksiyonelligi.
Fiziksel Ozellikler
- Yiiksek stabilitede homojen damgali bolgelerin bulunmasi,
- Coziiniir ya da ¢ozlinmez kaliteli polimer karakterinde olmast,
- Tekrar kullanilabilirliginin 1y1 olmasi,
- Baglanma bolgelerinin spektral yontemler ile karakterize edilebilmesi.
Baglanma Karakteristigi
- Olabildigince yiiksek afinitede kalip molekiiliin baglanabilmesi,
- Olabildigince yiiksek seg¢icilikte kalip molekiiliin geri baglanabilmesi,
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- Hizli baglanma kinetigi,

- Baglanma kinetiginin kolaylikla analizlenebilmesi.

1.2.3.2. Molekiiler Damgalama Prosediirleri

Molekiiler damgali polimer olusturmada kullanilan kalip molekiiller ile monomer
arasinda; kovalent, kovalent olmayan, yar1 kovalent veya metalik etkilesimler
olugmaktadir. Kullanilacak olan monomerler de bu baglanma tiiriine gore degisiklik
gostermektedir. Molekiiler damgali polimer olusturmada genellikle kovalent, yari
kovalent veya kovalent olmayan damgalama stratejileri kullanilir.

Kovalent Damgalama

Kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler arasindaki kimyasal reaksiyon sonucunda
kovalent bag olusumuna dayanan damgalama yontemidir. Bu yontem kisaca ¢
basamaktan olusur:

1-)Kalip molekiil ve monomerin kopolimerizasyon sonucu kovalent baglanmasi

2-) Capraz baglayicilarin ve insiyatdrlerin ortama ilave edilmesi

3-)Kalip molekiiliin hidrolitik yolla polimerden uzaklastirilmasi.

Bu yontemin avantajlari; kalip molekiil ile monomerlerin kovalent bag ile
baglanmasindan dolay1 diger ortam sartlarina (pH, sicaklik, asir1 porojen miktari)
daha dayanikli olmasidir. Ancak sinirli sayida kovalent bag olusturabilicek maddeler
(ester, asetal/ketal, schiff bazi, metal koordinasyon) oldugundan bu uygulamanin
kullanim alanini sinirlandirmaktadir. Kovalent damgalamaya 6rnek olarak boronat
esterleriyle karbohidratlarin damgalanmasi verilebilir. Boronat esteriyle genellikle
karbohidratlarin damgalanmasinin nedeni karbohidratlarin sahip oldugu iki yada
daha fazla cis-diol formlarinin olmasindan dolayidir (Gao vd., 2001; Piletsky
vd.,1996; Wang vd., 1999; Kanekiyo vd., 2000; Bossi vd., 2001; Wulff vd., 1982).
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Sekil 1.6. Boronat esterleriyle kovalent damgalama yonteminin sematik gosterimi (Okutucu, 2007)

Non-kovalent Damgalama

Bu yontemde kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler polimerizasyon ortaminda
non-kovalent etkilesimlerle bir araya gelmektedir. Kalip molekiiliin basit bir
yikimayla uzaklastirildigi polimerde spesifik bosluklar olusmaktadir. Bu yontemde
yapilan ilk caligmalar Mosbach (1996) tarafindan gergeklestirilmesiyle farkli
bilesiklerin silika par¢aciklarin lizerinde damgalanabildigini ortaya ¢ikarmistir.

[lk islem olarak monomer-kalip molekiil konjugatlarmin olusmasina gerek olmamasi,
kalip molekiiliin basit bir yikama isleminden sonra ortamdan ayrilmasi ve hizli bir
sekilde geri baglanmasi bu yontemin avantajlaridir. Ancak polimer olustururken
monomerlerin asir1 kullanilmasi (maksimum spesifik bosluklarin olusmasi igin) en
biiylik dezavantajdir. Non-kovalent molekiiler damgalama teknigine 6rnek olarak
kemiliiminesans sensoriinde hidrolazin molekiiler damgali polimer enjekte edilerek

hidralazinin tayini 6rnek verilebilir (Yan vd., 2006).
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Sekil 1.7. Hidralazin molekiiliiniin non-kovalent molekiiler damgalanmasinin sematik gosterimi

(YYan vd., 2006)

Yari1 Kovalent Baglama

Kovalent ve kovalent olmayan yontemlerin ortak olarak kullanilmasi esasina dayanur.
Monomer ile kismi kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler kurabilen kalip
molekiil arasinda polimerizasyon olusur. Daha sonra kalip molekiil ortamdan hidroliz
ile ayrilir. Kalip molekiile spesifik bosluklarin olusturuldugu polimere kalip
molekiiliin tekrardan geri baglanmasi kovalent olmayan etkilesimlerle saglanir.

Yar1 kovalent baglamanin kullanim alanlarim1 gelistirmek i¢in kalip molekiille
birlikte ortamdan uzaklasabilen fonksiyonel grup igeren molekiiller kullanilabilir. Bu
gruplara Ornek olarak kullanilan ilk bilesik karbonat esterinin karbonil grubudur.
Karbonil grubuyla kullanilan kalip molekiillere kolesterol, iire, liretan 6rnek olarak
gosterilebilir (Lubke vd., 1998). Ayrica karbonil gruplarina bagli olan halojeniir

gruplar1 iceren vanilin gibi bilesiklerde yar1i kovalent damgalama ydnteminde

kullanilabilir (Puzio vd., 2013).
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Sekil 1.8. Vanilin molekiiliiniin yar1 kovalent baglanma yontemiyle molekiiler damgalanmasinin

sematik gosterimi (Puzio vd., 2013)

1.2.4. Molekiiler Damgah Polimerlerin Kullanim Alanlar:

1.2.4.1. Kat1 faz ekstraksiyonu

MIP’in son zamanlarda en yaygin kullanilan alanlarinin basinda kati faz
ekstraksiyonu gelmektedir. Biyolojik ornekler, cevresel oOrnekler, bitki ve gida
orneklerinin elde edilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Caro vd., 2006; Caro vd.,
2004; Chapius vd., 2004;Chassaing vd., 2004; Bruggemann vd., 2004; Tamayo vd.,
2003).

Molekiiler damgal1 kat1 faz ekstraksiyonun bir ¢ok avantajlar1 vardir. Bunlarin
basinda sadece istenilen 6rnegin se¢imli olarak ayrilmasi ve istenmeyen maddelerin

ortamdan uzaklagtirilmas1 gelmektedir.

18



1.2.4.2. Sensorler

Sensorler diagnostik, c¢evre ve gida analizlerinde biyolojik molekiillerin
kullanilmast sonucu hedef molekiiliin tespit edilmesi i¢in kullanilan sistemlerdir.
Ancak bu biyolojik molekiillerin pH, sicaklik ve organik ¢ozgenlere kars1 dayaniksiz
olmasi bu sistemlerin kullanilmasim1  kisitlamaktadir. Fakat kullanilacak
polimerizasyon yontemi degistirilerek (6rnegin UV polimerizsyon) bu konuya kismi

olarak ¢oztim getirilebilmektedir (Matsui vd., 2005; Yano ve Karube., 1999).

Cizelge 1.2. : MIP-Sensoér Uygulamalari (Okutucu, 2007)

Olciim sistemi Analit Lineer Olciim
Arahg
Fluorimetrik Triazin 0,01-100mM
Sialik Asit 0,5-10uM
Dansil-L- 0-30pg/ml
Fenilalanin
Piren 0-40pg/1
Camp 0,1-100uM
N-asetiltriptonamid Kalitatif
Kondiiktometrik Atrazin 0,01-0,5mg/Il
Sialik Asit 1-50pum
Morfin Kalitatif
L-Fenilalanin 0,05-0,4mM
Spektrofotometrik Kloromfenikol 1-1000pg/ml
Testesteron 0,10-1,25mM
Potansiyometrik Fenilalanin anilid 33-3300pg/ml
Kapasitans Fenilalanin anilid Kalitatif
Amperometrik Morfin 0,1-10pg/ml
SAW 0-Ksilen Kalitatif
Luminesans PMP 0,125-150mg/l
pH Glukoz 0-25mM
SPR Teofilin 0,4-6mg/ml
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Ayrica;

-Cevre analizlerinde; metil paratyon pestisitinin duyarli olarak tespit edilmesinde (Li
vd., 2012)

-Tlag tasariminda; hepatit B nin tespit edilmesi igin ilag iiretimi (Cunliffe vd., 2005)
-Biyoanalitik uygulamalarda; kandaki hemoglobin miktarinin  belirlenmesi
(Verheyen vd., 2011)

-Kimyasal sensorler olarakta; iirik asit tayini i¢in biyosensor tasarimi (Chena vd.,
2010)

konularinda molekiiler damgalanmis polimerler kullanilmistir.

1.2.5. Enzimler

Enzimler en basit tanimla, katalitik aktivite gosteren genellikle proteinlerden olusan
ve biyokatalizor gibi calisan yiiksek molekiil agirlikli (15.000 — birka¢ milyon
dalton) yapilardir. Ozgiil olduklar1 kimyasal reaksiyonlar1 segici olarak Katalizler ve
reaksiyon hizlarini artirirlar. Genellikle biitiin biyokimyasal tepkimeler enzimler
tarafindan katalizlenir. Bu reaksiyonlar, tiim canli organizmalarin metabolizmasinin
temelini olustururken antik caglardan bu yana Ozellikle gida {iretiminde (sarap,

peynir, bira, ekmek vb.) yaygin olarak kullanilmaktadir (Beilen ve Li, 2002).
1.2.5.1 Enzimlerin yapist

Enzimler, kimi zaman basit protein yapilarinin birlesmesi ile olusabildiklerinin yan
sira baz1 enzimler, aktivite gosterebilmek icin protein yapida olmayan gruplara
ihtiya¢ duyarlar. Enzimin yapisinda olan ve protein yapida olmayan bu gruplara
prostetik gruplar adi verilir. Bu gruplar, Mn, Mg, Zn, Fe gibi metallerden olusan
kofaktorler ya da karmasik organik molekiiller olan NAD, FAD, CoA gibi
koenzimler olabilirler. Protein olmayan grup igeren enzimeholoenzim, enzimin
yapisindaki protein yapisinda olan gruba ise apoenzim denir. Enzimlerin apoenzim
kisimlar1 biiylik protein molekiillerinden olusmustur. Apoenzimin protein yapist her
enzimde farkli oldugu i¢in enzime 6zelligini ve 6zgiilliiglinii bu kisim saglar. Ancak
genellikle apoenzimin katalitik etki gosterebilmesi icin koenzimle ya da kofaktorle

birlesmesi gerekir (Hirs, 1983). Bazi durumlarda RNA molekiillerinin de katalitik

20



fonksiyon sergiledikleri goriilmekle birlikte hiicresel faaliyetler ¢ogunlukla protein
katalizorler tarafindan diizenlenir. Katalitik 6zelliklere sahip olan RNA katalizorleri,

ribozimler ya da RNA enzimleri olarak isimlendirilir.

1.2.5.2 Enzimlerin siniflandiriimast

Bilinen 3000’den fazla enzim bulunur. Enzimler, katalizledikleri tepkime adinin
(alkol dehidrojenaz) yada substratin (peroksidaz ) sonuna —az (-ase) eki getirilerek
adlandirilirlar.  Enzimler genellikle 6zgiil olduklari substrat ve katalizledikleri
reaksiyona gore siniflandirilirlar. Enzimlerin temel gruplari ve fonksiyonlar1 asagida
gosterilmistir. Ancak, Uluslararasi Biyokimya Dernegi (International Union of
Biochemistry-IUB) tarafindan enzimlerin siniflandirilmasina yonelik yeni bir sistem
gelistirilmigtir. UIB tarafindan gelistirilen bu sisteme gore her enzimin, dort haneli
bir kod numaras1 vardir. ilk hane, katalizledigi tepkimenin hangi smiftan oldugunu,
ikinci hane etkili oldugu kimyasal yapiyr ve fonksiyonel grubu, ii¢lincli numara

akseptorii, dordiincli numara da enzimin aldig1 sira numarasini belirtir.

Cizelge 1.3. Enzimlerin siniflandirilmasi

1.0ksidorediktazlar

2. Transferazlar

3.Hidrolazlar

4. Liyazlar

5.1zomerazlar

6.Ligazlar

1.2.5.3 Enzimlerin kullanim alanlar

Kullanim alanlarina gére enzimler ti¢ farkli grupta toplanabilirler.
Endiistriyel  enzimler: Endiistride lretime yonelik cesitli  tepkimelerin
katalizlenmesinde kullanilan ve saflik derecesi diisiik olan enzimlerdir.

Bu gruba giren baslica enzimler renin, proteazlar, papain, amilazlar, seliilaz, katalaz

vb. dir.
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Analitik enzimler: Bilimsel aragtirma ve tani kitlerinde kullanilan ve saflik dereceleri
endiistriyel enzimlerden daha yiliksek olan enzimlerdir. Bu gruba giren baslica
enzimler hekzokinaz, alkoldehidrojenaz, glukozoksidaz, kolestroloksidaz vb. dir.
Klinik enzimler: Cesitli fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan ve saflik
dereceleri yiiksek olan enzimlerdir. Ozellikle parenteral yoldan alan enzimlerde
yabanci aktivite hi¢ istenmeyen bir durumdur. Bu amagla kullanilan baslica enzimler

sunlardir; proteazlar, lipazlar, asparaginaz vb. dir.
1.2.5.4 Enzimlerin ¢calismasi

Enzimler, substrata baglanip, ardindan enzim-substrat yapisi olusturarak tepkimelerin
aktivasyon enerjisini diigiiriir. Enzim kullanim1 tepkimenin denge sabitini etkilemez.
Ancak aktivasyon enerjisinde, tepkime ayni sicaklikta yiiriitilmesine ragmen 6nemli
sekilde diisme gozlenir. Enzimler 6zgiil olduklar1 substrat ile etkileserek enzim-
substrat yapisini olustururlar. Enzimle substrat iliskisinin molekiiler yonii heniiz tam
olarak anlasilamamakla birlikte bu etkilesimden zayif baglarin sorumlu oldugu
bilinmektedir. Bircok durumda, Van der Waals kuvvetleri ve hidrojen baglar1 enzim-
substrat yapisinin olusturulmasini saglar. Substrat, enzime aktif bolge olarak bilinen
Ozgiil bolgelerden baglanir. Substrat molekiilii kendinden daha biiylik olan enzim
molekiiliiniin aktif bolgesine tam uyacak sekildedir. Bu nedenle enzim-substrat

iligkisi anahtar-kilit modeli ile tanimlanmaktadir.

N AN
N

E + S = ES

Sekil 1.9. Anahtar-kilit modelinin sematik gésterimi.

Birden fazla substrat i¢eren enzim katalizli tepkimelerde, yakinlik etkisi denilen
sekilde substrat molekiillerini reaktif bolgelerinden bir araya getirerek, kendi aktif
bolgelerine baglar. Bu durumda, dogru pozisyon ve agmnin olusturulabilmesi ile

yonlendirmenin dogru yapilacak ve tepkime hizi artirilabilecektir.
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Glinlimiizde enzim-substrat etkilesimi i¢in tercih edilen model, indiiklenmis uyum
modelidir. Bu modelde, ilk olarak enzim ile substrat arasinda zayif etkilesimler
olusur ancak bu etkilesim enzim ile substrat arasinda giiclii baglanmanin saglanmasi
icin enzimin konformasyonunu degistirmesini saglar. Indiikklenmis uyum
mekanizmasinin avantaji giiclii enzim-substrat baglarinin etkisinin diizenlenmesidir.
Substratin 1ki tane baglanma mekanizmas1 vardir. Birincisi, giliclii substrat
baglanmalarina sahip iiniform baglanma; ikincisi ise giliclii gec¢is durumunu
diizenleyecek diferansiyel baglanma. Uniforma baglanmanin artmasi enzimin yiizey
ve gecis evresinin afinitesini arttirir, diferansiyel baglanma ise gecis evresinin

afinitesini arttirir (Savir ve Tlutsy, 2007).

Enzim Substrata Uygun Uriint
Substrat Bir §ekil Haline = A
Donusiir
—\.kt:f Merkez /
Substrat Enzimin Enzim / Substrat Enzim / Uriin Uriinler Enzimin
Aktif Merkezine Girer Kompleksi Kompleksi Aktif Merkezinden
Avynlir

Sekil-10 Indiiklenmis uyum modelinin sematik gosterimi (Koshland, 1958)

1.2.5.5 Enzim kinetigi

Tek substratli enzim katalizli tepkimeler i¢in ilk matematiksel modelleme, 1902
yilinda V.C.R. Henri tarafindan, ardindan da 1913 yilinda L. Michealis ve M.L.
Menten tarafindan gelistirilmistir. Bu nedenle bu enzim kinetigi modeli Michealis-
Menten kinetigi ya da doygunluk kinetigi olarak adlandirilir. Bir enzim molekiiliinde,
substratin baglanabilecegi sabit sayida aktif bolge bulunur. Yiiksek substrat
derisiminde tiim aktif bolgeler substrat ya da enzim molekiilleri tarafindan
doldurulurlar. Michealis-Menten kinetigi, tersinir enzim-substrat yapisinin olusumu

ve dagilmasi basamaklarini i¢eren basit tepkime semalart ile elde edilir.
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Tepkime Hizi, v
I |

' - 3
SR Substrat, S
Sekil 1.11. Substrat derisiminin tepkime hizina etkisi
E+S KL~ ES o, E+P (Denklem 1.1)

kg

Esitlik yazilirken, ES yapisinin olusumunun, dagilmasindan daha hizli oldugu ve
ikinci tepkimenin ters tepkimesinin ihmal edilebilir oldugu varsayilmistir. Tersinir
ikinci tepkime varsayimi, sadece tepkimenin basinda, {iriin olusumunun ihmal
edilebilir oldugu durumlarda gegerlidir. Temelde iki farkli yaklagim ile enzim
katalizli tepkimelerin hiz tanimlar1 i¢in kullanilabilir. Bunlar; hizli denge yaklasimi
ve yatigkan durum modelidir. Michealis-Menten yaklasimi hizli denge varsayimini
benimsemistir. Enzim ve substrat arasinda enzim substrat yapisin1 olusturmak i¢in
cok cabuk gergeklesen bir dengenin oldugu goriisiinii temel alir.

Denge sabiti, Km;

Km-Xa _ [EIST (Denklem 1.2.)
kg [ES]
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m (Denklem 1.3.)

[ES]=
(k-l / kl)—[S]
[Eo][S]
[ES]= T e (Denklem 1.4.)

Enzim-substrat yapisinin dagilma sabiti, Km

K o= (k-1/k1) (Denklem 1.5.)
denkligi ile gosterilebilir.
o= dP] ~k, [EollS] s Vm [S] (Denklem 1.6.)
dt " K tIS] K n+I[S]

Bu durumda Vm, en yiiksek ileri tepkime hizidir. Vm ancak daha fazla enzim
eklenmesi ile degisebilir, substrat eklenmesi Vm’i etkilemez. Km Michealis-Menten
sabiti olarak adlandirilir. Km degerinin diisiik olmasi, enzimin substrat
Ozgiilliigiiniin yiiksek oldugunun gostergesidir. Km maksimum tepkime hizinin
yarisini veren substrat derisimine karsilik gelir.

Enzimatik tepkimelerin kinetik parametrelerinin bulunmasinda, genellikle baslangi¢
tepkime hizi kullanilir. Kesikli bir reaktore belli derisimlerde substrat [Sp] ve enzim
[Eo] yiiklenir. Uriin ya da substrat derisimi zamana karsilik grafige gegirilir. Bu
egrinin baslangi¢c egimi yani tepkime hiz1 belirlenir. Tepkime hizi, reaktore eklenen
[Eo] ve [So] degerlerine baglidir. Bunlar oldugu gibi grafige gegcirilir. Ancak bu
grafik ile kinetik parametrelerinin kesin olarak tespit edilmesi miimkiin degildir. Bu
nedenle, tepkimenin basinda kisa siirede enzimin deaktivasyona ugramadigi
varsayilarak ti¢ farkli dogrusallastirma yontemi kullanilir.

Bunlar;

1. Lineweaver-Burk Grafigi

2. Eadie-Hofstee Grafigi

3. Hanes-Woolf Grafigidir.
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1. Lineweaver-Burk Grafigi :

Esitlik ¢izgisellestirildiginde,

1 _ 1 _ Km _1 (Denklem 1.7.)
A% Vm Vm [S]

esitligi elde edilir. Cizilecek 1/V ¢ ye kars1 1/[S] ¢izgisel grafiginin egimi Km / Vm
degerini, -y eksenini kesen nokta ise 1/ Vm degerini verir. Yontem yaygin olarak
kullanilmasima ve Vm degerinin saptanmasinda iyi sonu¢ vermesine ragmen Km
degeri i¢in yeterli kesinlikte sonu¢ veremez. Verilerin carpmaya gore tersi alindigi
icin deneysel hatalarin etkisini biiyiik Ol¢iide artirir. Sonug¢ olarak ydntemin ¢ok
sayida veriyle ve yiiksek substrat derisimlerinde kullanilmas1 6nerilmektedir.

2. Eadie - Hofstee Grafigi : Bu yontemde,

V=Vm - Km ¥ (Denklem 1.8.)
[S]

seklinde diizenlenir. Grafik, V’ye karsilik V/[S] olacak sekilde ¢izilir. Grafigin egimi
Km degerini, -y eksenini kesen nokta ise, Vm degerini verir. Bu yontem, esitligin her
iki tarafinda da hiz ifadesi (V) bulundurdugu icin hata getirebilir.

3. Hanes —Woolf Grafigi: Bu yontemde , Esitlik,

[S] —Km 1 [S] (Denklem 1.9.)
v Vm Vm

seklinde diizenlenir. [S]/ V* ye karsi [S] grafiginin egimi 1/Vm degerini, -y eksenini
kestigi nokta ise Km / Vm degerini verir. Hanes- Woolf yontemi; Vm degerinin

yliksek kesinlikle bulunmasini saglar (Haldane, 1957)

1.2.5.6. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibitorleri, enzim molekiiline baglanarak, enzim aktivitesini engelleyen
bilesiklerdir. Tersinir ya da tersinmez olarak ¢alisabilirler. Kursun, kadmiyum, civa

vb. agir metaller tersinmez inhibitorler simifina girerler. Bu inhibitorler, enzime
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baglanir, enzim - inhibitdér yapisini olusturarak enzim aktivitesini distirtirler.
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) ve sitrat gibi bazi bilesikler kullanilarak tersinir
inhibisyon ger¢eklestirilebilir. Tersinir inhibitorler, baglanmadan sonra enzimden
cok kolay ayrilabilirler. Tersinir enzim inhibisyonunun, yarigmali, yarigmasiz ve
yari-yarigmali olmak iizere ii¢ tipi vardir.

. Yarigmali inhibisyon: Substrat ile benzer yapida olan inhibitdr bilesiginin
enzimin aktif bdolgeleri icin substrat ile yaristigi inhibisyon tipidir. Bu tiir
inhibisyonun temel etkisi, Km’in artisina dolayisiyla tepkime hizinin da diisiisiine
neden olmasidir. Yarigmali inhibisyon tipi, ortama yiiksek derisimde substrat
eklenerek onlenebilir.

. Yarismasiz inhibisyon: Yarismasiz inhibitorler, substrata benzer bilesikler
degildir. Bu tiir inhibitorlerin enzimin aktif bdlgesine degil, diger bdlgelerine
baglanirlar. Boylece enzimin substrata karsi olan affinitesini digtiriirler. Bu
inhibisyon tipinde tepkime hiz1 diiser. inhibisyonu 6nlemek icin enzimin inhibitdre
baglanmasin1 engelleyecek reaktiflerin ortama eklenmesi gereklidir. Tepkime
ortaminda enzim-substrat-inhibitor yapisinin olusmasi ile Vm’in diisiisii ile Km’in
artig1 gozlenir.

. Yari-yarismali inhibisyon: Bu inhibitér tipi sadece enzim-substrat yapisina
baglanir. Enzim molekiiliine kars1 affinite gdstermez. Yari-yarigmaci inhibitdr tipinin

Vm ve Km degerlerini diisiirme 6zelligi vardir.

1.2.5.7 Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Sicaklik etkisi : Tim kimyasal tepkimelerde sicakligin artis1 tepkime hizinin artisini
da beraberinde getirir. Enzim katalizli tepkimelerin hizi, belli bir sicaklik sinirma
kadar sicaklikla beraber artig gosterir. Bu noktaya kadar tepkime veren molekiiller
arasindaki carpigma hizi kinetik enerjilerindeki artis nedeniyle yiikselir. Boylece
gerekli aktivasyon enerjisi seviyesini gecen molekiillerin sayis1 artar. Dolayisiyla
enzimatik tepkimenin hizi da belli bir sicaklik degerine kadar artar ve sonunda bir
maksimum degere ulasir. Enzim katalizli tepkimelerin hizi da diger kimyasal

tepkimelerde oldugu gibi Arrhenius esitligine uygun olarak degisim gosterir.

27



K(T) = A. exp (-Ea/RT) (Denklem 1.10.)

Bahsedilen sicaklik degerinin iizerinde enzimin {i¢ boyutlu yapisinin bozulmasi
(denatiirasyon) nedeniyle enzim aktivitesi diiser. Enzim aktivitesinin sicakligin artist
ile diismesine “termal denatiirasyon” denilmektedir. Sicakliktaki degisimler
nedeniyle tepkimenin sadece hizi degismekle kalmaz, Vm ve Km degerleri de

degisim gosterir.

pH etkisi: Ortam pH’s1 enzim aktivitesi {izerinde etkili olan bir bagka faktordiir.
Birgok enzim aktif bolgesinde iyonik gruplar icerir. Ortam pH’sindaki degisiklikler
bu aktif bolgelerin iyonik formunda da degisiklige sebep olurlar. Bu durum ise enzim
aktivitesinde degisime yol acar, boylece tepkime hizi da degisir. Enzimin en fazla
aktivite gosterdigi pH degerine optimum pH denir. Optimum pH disindaki degerlerde
enzimin i¢ boyutlu yapisinda olusacak degisimler nedeniyle aktivite disiis

gosterecektir. Bu nedenle her enzim ile belli bir pH araliginda c¢aligilir.

Enzim derisimi: Michealis-Menten kinetigine gore, yeterli substrat derisiminin
oldugu tepkime ortaminda, enzim derisimin artisi, tepkime hizin1 da artirir. Ancak
yiiksek enzim derisimlerine ¢ikildiginda goriilecek olan substrat kisitlamasi

nedeniyle tepkime hiz1 artis1 bir siire sonra yavaglar ve sabit bir degere yaklasir.

Substrat derisimi: Enzim derisiminin sabit oldugu tepkime ortaminda, substrat
derisiminin artmasi tepkime hizini da artirir. Enzimatik tepkime hizindaki artis belli
bir siire sonra ise durur ve bundan sonra subsrat derisiminde artis olsa bile tepkime

hiz1 durur. En son ulasilan bu deger maksimum hiz (Vm) olarak da adlandirilir.

Uriin derisimi: Enzim Katalizli biyolojik tepkimeler genellikle birbirini takip eden,
zincirleme tepkimelerdir. Bir enzimin Uriinii diger enzimin substrati olmakta ve
zincirleme tepkimeler sonucu son iriin olusmaktadir. Ortamdaki {irtin derisiminin
artmasiyla iirlin enzim molekiiliine baglanmakta ve enzimi inhibe etmekte ya da
aktivitesini azaltmaktadir. Boylelikle enzimatik tepkime ile olusan iirlinler enzimlerin
aktivitesini kontrol etmektedirler.
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Stire: Tepkime siiresi de enzim aktivitesini etkiler. Tepkimenin yiiriitiildiigii ortam
kosullarinda zamanla enzim yapisinda bozulma olusmaya baglar. Bu yapisal bozulma

dolayisiyla enzim aktivite kaybina ugrar.

1.2.5.8 Asetilkolin esteraz ( AChE )

Asetilkolin esteraz enzimi (E.C. 3.1.1.7), viicutta merkezi ve periferal, kolinerjik ve
adrenerjik, sinir ve kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental dokuda bulunmaktadir.
Asetilkolin esteraz enzimi sinaptik bosluklarda ki asetilkolini asetat ve koline

parcalayarak inaktive eden enzimdir. Enzim reaksiyonu Sekil 1.12°de

gosterilmektedir.
HO-C- o
CHgHa CH, Asetilkolin 3 gy
’
+N-CH,CH;O-C-CH, & 4
Elektrostatik | Etkilesim cH sy
i . S, 3
\&/ HC|> J \f!i/ Kolin
T B s CH, CH,OH
Asetilkolin esteraz

Sekil 1.12 AChE enziminin asetilkolinle etkilesimi

Eger sinaptik bosluklardaki asetilkolin ¢ok fazla inaktive edilirse sinir iletimi kesilir

ve kiside Alzheimer hastalig: goriiliir (Melanson vd., 1985).

Yaygin olarak kullanilan bocek ilaglar1 igerisinde organofosfatlar ve karbamatlar
basta gelir. Organofosfatli insektisitler 6zellikle sinir sisteminde asetilkolin esteraz
tizerinde etkilerini gosterirler. Asetilkolin sinir impulslarinin sinapslardan gecisini
kolaylastiran bir ndrotransmitter maddedir. Asetilkolin esteraz boceklerdeki merkezi
sinir sisteminin kolinerjik sinapsisinde norotransmiter olan asetilkolini hidrolizler.
Asetilkolin, Asetilkolin esteraz (AChE) enzimi tarafindan Kkolin ve asetik asite
dontstirilir. Organofosfatlar ve karbamatlar ACh’in analogu olarak c¢aligirlar
(benzer yapisal formiile sahiptirler ve bdylece reseptor ile ayni yerlerden bag
yapabilirler). AChE’ in aktif bolgesine baglanirlar. Fakat asetilkolin hidroliz
olmasina ragmen, insektisitler, enzim-substrat kompleksi olarak sabit kalirlar. Bu

insektisidler asetilkolinesteraz inhibisyonuyla sinir impulslarinin transmiyonunu
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bloke eder ve asetilkolin reseptorlerinin uyusmasina neden olurlar. Sinapsislerdeki
asetilkolinin artan konsantrasyonundaki bu sonuglar ve daha fazla uyarilmis merkezi

sinir sistemi 6liime yol agabilir (Melanson vd., 1985).

Sekil 1.13. AChE enziminin X-Ray goriintiisit (RCSB Protein Data Bank)
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2.  MALZEME VE YONTEM

2.1. Malzemeler

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Yapilan bu ¢aligmada, Asetilkolin esteraz, asetilkolin kloriir, asetiltiyokolin iyodiir,
amonyum persiilfat, metakrilik asit, N,N'-dimetilenbisakrilamid, 5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoik asit), Coomassie Brilliant Mavisi G-250, sodyum sitrat dihidrat, sitrik
asit monohidrat, sodyum asetat trihidrat, sodyum fosfat mono bazik hidrat, sodyum
fosfat dibazik hidrat, asetik asit, hidroklorik asit, tris(hidroksimetil) aminometan
(Sigma-Aldrich, USA) tarafindan temin edildi.

2.1.2. Cihazlar

Niive SL350 marka mekanik karistirici, Niive BM402 marka su banyosu, Shimadzu
UV-1601 marka UV-VIS spektrofotometresi, Hanna Instruments HI-8314 membran
pHmetresi, Simsek Laborteknik ARE 1siticili manyetik karistirici, Hettich 1200R
marka sogutmali eppendorf santrifiij, Jeol Jem 2100F HRTEM cihazi.

2.2. Molekiiller Damgalama Yontemi ile Asetilkolin Esteraz Enziminin

Immobilizasyonu ve Karakterizasyonu

2.2.1. Molekiiler Damgal Polimer Sentezi

Dispersiyon polimerizasyonu yontemi kullanilarak, monomer olarak metakrilik asit
(MAA), c¢apraz baglayici olarak N,N’-dimetilenbisakrilamid (NBMA), baslatici
olarak amonyum persiilfat (APS), ¢oziicii olarak saf su ve kalip molekiil olarak
asetilkolin kloriir (AChCI) kullanildu.

Polimerizasyon deneyleri 90°C sicaklikta ve oksijensiz ortamda toplam

polimerizasyon hacmi 50 ml ve polimerizasyon siiresi 2 saat olacak sekilde ACh’li
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ve ACh’siz olarak sentezlendi. Polimerizasyon sonrasi siizge¢ kagidiyla siiziilerek

etiivde 1 giin boyunca kurumak amaciyla bekletildi ve kuru agirliklar: tartildi.

2.2.2. Molekiiler Damgal Polimerlerin Desorpsiyonu

Polimerizasyon sonrasi kurutulan polimerler 100’er mg olacak sekilde ayrilip sitrat
tamponu (pH 2 ve pH 3), asetat tamponu (pH 4 ve pH 5), fosfat tamponu (pH 6, pH 7
ve pH 8) Tris-HCI tamponu (pH 9 ve pH 10) ile desorpsiyonu gergeklestirildi.

2.2.3. Molekiiler Damgah Polimerlere Enzim immobilizasyonu

ACh  (Asetilkolin)  desorpsiyonu  gerceklestirilen — polimerlere(Yontem — A),
desorpsiyon gerceklesmeyen polimerlere (Yontem B) ve kontrol amaciyla ACh’siz
polimerlere (kor) asetilkolin esteraz enziminin immobilizasyonunu gergeklestirmek
amaciyla pH 8 fosfat tamponunda enzim (0,0155 unit) ilave edildi ve mekanik

karistiricida 1 saat boyunca inkiibe edildi.

2.2.4. immobilize Enzim-Polimer Sistemi ve Polimerin TEM Analizi

Asetilkolinsiz polimerin (Ko6r) ve Yontem A ile elde edilmis olan immobilize enzim-

polimer sisteminin goriintiisii Jeol Jem 2100F HRTEM cihaz ile goriintiilendi.

2.3. Asetilkolin Esteraz Enziminin Aktivite Tayin Yontemi

Molekiiler damgali polimer ile enzim inkiibe edildikten sonra eppendorf santririij
cthazinda santrifiijlendi. Daha sonra pH 8 tamponuyla 2 kere yikandi. Daha sonra

slipernatant ve yikama sularinda Ellman metodu kullanilarak aktivite tayini yapildi.

Ellman metodunda kullanilan maddelerin miktarlarint kendi enzimimize uygun
olarak modifiye ederek aktivite ol¢iildii. Buna gére asetilkolin esteraz enzimi 50 mM
fosfat tamponunda (pH 8) ¢oziildii. 39,6 mg ditiyobisnitrobenzoik asit (DTNB) 10 ml
fosfat tamponunda (pH 7) ¢6ziildii ve 15 mg sodyum bikarbonat eklendi ve 2 mM’a
seyreltildi. Asetiltiyokolin iyodiir, kullanilacak miktarda 0,1 mM olarak ayarlandi.

32



Cizelge 2.1°de verilen miktarlarda kor ve ornek ¢ozeltiler hazirlandi. Karigimlar 1
dakika boyunca inkiibasyondan hemen sonra 412 nm’de (Shimadzu UV-1601
spektrofotometre) aktivite 6l¢timii yapildi.

Cizelge 2.1. Aktivite tayini i¢in yontem bilesenleri

KOR ORNEK
550 pL pH 8 tamponu 540 pL pH 8 tamponu
150 pL 2 mM DTNB 150 uL 2 mM DTNB
50 uL 0,1 mM AChl 50 uL 0,1 mM AChI
10 uL. AChE

Asetiltiyokolin A5MKONN &steraZ i olin + Asetat

Tiyokolin + Ditiyobisnitorbenzoik Asit —Sar1 renk

Aktivite hesaplar1 denklem 2.1’°de verilen esitlikle belirlendi.

Aktivite (U) = =220 (Denklem 2.1)

1U asetilkolin esteraz enzim aktivitesi, pH 8 fosfat tamponu ve 25°C’de 1 dakikada

lumol asetiltiyokolini, tiyokolin ve asetata pargalayan enzim miktart olarak

tanimlanmustir.
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2.4. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Bradford reaktifini hazirlamak i¢in 20 mg Coomassie Brillant Blue G-250, %95°1ik
50 ml etanolde ¢oziildi, tizerine 55 ml %88’lik fosforik asit ilave edilerek destile su

ile 1 1t ye tamamlanip filtre edildi.

Cizelge 2.2. Protein tayini i¢in Bradford yontemi miktarlari

Standart Kor Ornek
0,05 ml Destile su

0,05 ml

(0.02,
0.05, 0.1,

Standart ¢ozeltisi

0.15,
0.20 mM

BSA)

0,05 mi Ornek ¢ozeltisi
1ml 1ml 1ml Bradford reaktifi

Stipernatant ve yikama sularinda Bradford yontemi ile protein tayini yapilarak
immobilize enzimin protein miktar1 belirlendi. Bradford reaktifi hazirlanip Cizelge
2.2°’de gosterilen miktarlarda alinarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten
hemen sonra 595 nm’de (Shimadzu UV-1601 spektrofotometre) siipernatant ve

yikama sularinda protein miktarlari belirlendi.

2.5. Enzim Derisiminin Enzim immobilizasyonuna Etkisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak en uygun enzim miktarim belirlemek amaciyla 28x10 ™
16x10 ™ , 15x10 4 , 10.3x10 4 , 6.8x10 4 mg enzim olacak sekilde alinarak ayni
miktarda damgalanmis polimerler (100 mg) ve 1000 ml pH 8 tamponu (fosfat

34



tamponu) eklenerek marka mekanik karistiricida (Niive SL-350) 150 rpm’de 1 saat
boyunca karistirildi. Daha sonra farkli enzim miktarlariyla inkiibe edilen polimerler
oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan bu polimerde kisim 2.3°de verilen yontemle

enzim aktivite tayinleri yapildi.

2.6. Immobilize Enzimin Karakterizasyonu

2.6.1. Optimum Sicakhk

Serbest ve immobilize asetilkolin esteraz aktivitelerinin sicakliga bagimliligini
belirlemek amaciyla 20-65 OC sicaklik araliginda (20, 25, 30,35, 40, 45, 50, 55, 60,

65°C) calisild ve her iki formun optimum sicaklik degerleri belirlendi.

2.6.2. Optimum pH

pH’1n serbest ve immobilize enzim aktivitilerine etkisini incelemek i¢in inkiibasyon
tamponunun pH’st pH 3 ve pH 10 arasinda degistirilerek standart kosullarda
aktivitleri olciilmiistiir. Inkiibasyon karisimlarinin igerdigi tampon tiirii ve pH
degerleri: sitrat tamponu (pH 3-3.5), asetat tamponu (pH 4, 4.5, 5, 5.5), fosfat
tamponu (pH 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5) ve Tris/HCI (pH 9, 9.5, 10) olacak sekilde segildi.

2.6.3. Termal Kararhhk

Immobilize enzimin termal kararliliklarinin belirlenmesi amaciyla farkl sicakliklarda
(4, 20, 30, 37, 40, 45, 50, 60, 65, 70 °C) 1 saat bekletildikten sonra kisim 2.3’de

verilen tayin yontemiyle tayini yapildu.

2.6.4. pH Kararhh@

Immobilize enzimin pH kararliliklarinin belirlenmesi amaciyla 100’er mg polimer

farkli pH’larda asetat tamponu (pH 4, 5), fosfat tamponu (pH 6, 6.5, 7, 7.5, 8) ve
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Tris/HCI (pH 9) 1 saat bekletildikten sonra kisim 2.3’de verilen tayin yontemiyle
tayini yapildi.

2.6.5. Tekrar kullanilabilirlik

Endiistriyel uygulamalarda kullanilmasi agisindan tekrar kullanilabilirlik 6nemli bir
parametredir. Bu nedenle 100’er mg immobilize enzim aktivitesi %50’nin altina

diisene kadar tekrar tekrar standart aktivite metoduyla 6l¢timleri yapildi.

2.6.6. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Kinetik parametrelerin  belirlenmesi amaciyla farkli substrat (asetilkolin)
konsantrasyonlarinda (0.020, 0.025, 0.028, 0.033, 0.040, 0.050, 0.066, 0.10, 0.20,
0.50) gozeltiler hazirlandi. 100 mg immobilize enzim ve serbest enzimle (0,0155

Unit) inkiibasyondan sonra aktivite 6lgtimleri yapildi.

2.6.7. Operasyonel Kararhhk

Enzimlerin  operasyonel  kararliligi, immobilize sistemlerin  endiistriyel
uygulamalarinda Onemli bir parametredir. Operasyon zamani ile enzim
aktivitesindeki azalma arasindaki iligki belirlenerek biyokatalizoriin yar1 dmrii

(t1/2) hesaplanir. Tekrar kullanilabilirlik deneylerinden elde edilen veriler ile denklem
2.2’de verilen denklem kullanilanilarak immobilize enzimin yarilanma omri

hesaplanda.

Yarilanma 6mrii (dk)= (2,303/t)x(logAy/A) (Denklem 2.2.)
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Farkh pH’larda tampon ¢ozeltiler kullanilarak maksimum desorpsiyon tayini ve

enzim immobilizasyonunun optimizasyonu (Yontem A)

Maksimum desorpsiyonu belirlemek amaciyla asagida ki Cizelge 3.1°de yer alan
farkli tamponlarda desorpsiyon islemi gergeklestirildi ve Ellman metoduyla enzim
aktiviteleri hesaplandi. Daha sonra ayni polimerin immobilizasyon sonununda
slipernatant ve yikama sularinda protein tayini yapilarak immobilize olan enzimin
spesifik aktivitesi hesaplandi. Sonuglara goére pH 2’de en iyi desorpsiyonun
gerceklestigi  goriildi. Bunun nedeni pH 2’de ortamda bulunan yogun H'
iyonlarindan dolay1 asetilkolin ile monomer arasindaki iyonik etkilesimin daha fazla

bozuldugu ve asetilkolinin polimerden uzaklastig1 sonucuna varilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli pH’larda yapilan desorpsiyondan sonra enzim immobilizasyonu

Desorpsiyon Immobilize Aktivite Immobilize olan Spesifik Aktivite
Araci olmayan toplam (x107 U) Toplam Protein | (U/mg protein x107%)
protein (x10™* mg)
(x10™* mg)

Serbest 0 21 25,3 0,830
Enzim

ACh’siz 10,65 53 14,65 0,362
(Kor)
pH 2 12,25 27 13,05 2,069
pH 3 9,35 25 15,95 1,567
pH 4 8,7 9,5 16,6 0,572
pH 5 9,7 0,00147 15,6 0,0000942
pH 6 11,6 0,00147 13,7 0,0000942
pH 7 12,1 3,5 13,2 0,265
pH 8 11,6 8,1 13,7 0,591
pH9 15,1 6,4 10,2 0,627

pH 10 12,5 8,1 12,8 0,633

Yapilan ilk denemeler sonucunda elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligini
denemek amaciyla farkli olan tiim farkli tamponlarda yapilan desorpsiyon sonrasi

spesifik aktivite dlgiimleri tekrar edildi ve bulgularin tutarliligi tartigildi.
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3.2. ACh damgah (desorpsiyonsuz) polimerlerde enzim immobilizasyonunun

optimizasyonu (Yontem B)

Desorpsiyon isleminin immobilizasyona etkisini  belirlemek amaciyla aym
polimerizasyon kosullarinda hazirlanan polimerler yine ayni islemlerden gecirilerek
immobilizasyon yapild1 ve daha sonra aktivite ve protein tayini yapilarak spesifik
aktiviteleri hesaplandi. Daha sonra yapilan deneylerin dogrulugunu belirlemek

amaciyla tekrarlandi ve elde edilen sonuglar asagidaki cizelgede verildi.

Cizelge 3.2. Desorpsiyon yapilmadan ACh’li ve Kor polimere enzim immobilizasyonu

: ; - Spesifik

Protein | Immobilize |, oo | Aktivite

Miktari Olan Protein 7 3
(x10 mg) (x10 mg) (x107 V) (x10

U/mg)
Serbest 20 : 17 0,85

Enzim

ACh’li 20 13,4 11 0,82
Kor 20 12,6 13 1,03

Yapilan desorpsiyonlu ve desorpsiyonsuz molekiiler damgali  polimer
immobilizasyonundan; ACh’li ve ACh’siz elde edilen sonuglara gére molekiiler
damgal1 ve desorpsiyonlu olan polimerlerin spesifik aktivitelerin desorpsiyonsuz ve
ACh’siz olan yonteme gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni ise kalip
molekiil olarak kullanilan ACh’nin polimerin i¢ine gomiildiigii ve pH 2 tamponunda
olusturulan polimerden uzaklasmis oldugunu, kalip molekiile spesifik bosluklarin ve
dolayisiyla enzime spesifik baglanma bdlgelerinin olusmasiin immobilizasyonda

onemli rol oynadigindan dolay1 daha yiiksek spesifik aktivite goriilmektedir.

3.3. Enzim Miktarmin Optimizasyonu

Yontemimizde kullanilacak enzimin en uygun miktarin belirlenmesi igin farkli
miktarlarda enzim kullanilarak asagidaki ¢izelgede verilen sonuglar elde edildi. Elde
edilen sonuglara gore en uygun enzim miktar1 6,8 x10™mg olarak belirlendi.

6,8 x10 mg enzim miktariyla immobilize edilen enzim ¢ozeltisinde bulunan aktif

olan enzimlerin olusturulan polimerdeki spesifik bosluklara tamamen immobilize

38



oldugunu ortaya koymaktadir. Sonraki yapilan karakterizasyon denemelerinde

kullanilmak tizere bu enzim miktar: kullanildi.

Cizelge 3.3. Enzim optimizasyonu i¢in kullanilan miktarlar ve aktivite sonuglari

Ortama Serbest | Serbest Enzim | immobilize immobilize Immobilize
ilave edilen Enzim Spesifik Olan Protein Enzim Enzim
enzim Aktivite Aktivite (x10™* mg) Aktivite Spesifik
miktari (x107U) | (x10° U/mg) (x107U) Aktivite
(x10* mg) (x10° U/mg)
6,8 2,9 0,43 6,8 12,1 1,8
10,3 7.4 0,72 10,3 14 1,36
15 17 1,13 12,3 17 14
16 9,2 0,575 16 18,4 1,15
28 21 0,830 13,05 27 2,1
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3.4. Immobilize Enzim-Polimer Sisteminin (Yéntem A) ve asetilkolinsiz

polimerin (Kor) TEM Analizleri

Sekil-3.1. Polimer (a) ve Iimmobilize Enzim — Polimer (b) sistemlerinin TEM goriintiileri

Sekil 3.1’de elde edilen polimer ve immobilize enzim bulunduran polimerin
gecirgenlik elektron mikroskobu goriintiileri bulunmaktadir.  Sekil-3.1.(a)’da
goriilebilecegi gibi elde edilen polimerler kristal yapida, ¢ubuk seklinde ve keskin
hatlara sahiptir. Sekil-3.1.(b)’de enzim immobilize edilen polimerlere ait
goriintiilerde ¢ubuksu yapinin korundugu fakat bu sistemlerde keskin hatlarin yerine
enzimlerin yiizeyde entegre olmasiyla birikmeler gézlendigi diistiniilmektedir.

3.5. KARAKTERIZASYON CALISMALARI

Yontem A ve Yontem B’nin immobilizasyon sonrasi spesifik aktivite sonuglarina
gore en uygun yontemin A yontemi oldugu sonucuna varildi. Enzim optimizasyonu
yapilarak en uygun enzim miktarmm 6,8x10 “ mg oldugu belirlendi. Daha sonra
yontem A ve 6,8x10 4 mg enzim kullanilarak immobilize enzimin karakterizasyon

caligmalarina geg¢ildi.
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3.5.1.0ptimum Sicaklik

Immobilize enzim preparatlarinin optimum sicakligini belirlemek amaciyla elde
edilen 100’er mg ACh desorpsiyonlu immobilize enzimle belirlenen (25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65°C) sicakliklarda 1 saat inkiibasyondan sonra aktivite tayini yapildi.
Sekil 3.1°de goriilecegi lizere immobilize enzim ve serbest enzimle ayni optimum
sicaklikta kalarak degismedigi goriildii (35°C). Sahin ve arkadaslarina (2005) gore;
Asetilkolin  esteraz enziminin aljinat ve K-karragen polimeriyle yapilan
immobilizasyon calismasinda, serbest asetilkolin esteraz enziminin ve immobilize
asetilkolinesteraz  enziminin optimum sicaklizn  30°C olarak bulunmus ve
sonuglarinin ayni ¢ikmasinin nedeni olarak enzimlerin kiigiik bir alanda fiziksel
olarak baglanmalarindan kaynaklandigini ongormiislerdir (Sahin vd., 2005). Sekil
3.1’de goriildiigi gibi 35%C’nin altinda immobilize enzimin aktivitesi serbest enzime
kiyasla daha fazla olmasi bu sicakliklarda uzun siireli ¢alismalar i¢in avantajh

oldugunu gostermektedir.

2 Optimum Sicakhk
>
-i 100
<
50 80
<
2 60
X

40 —— immobilize Enzim

—o&—Serbest Enzim
20
0
20 30 40 50
Sicaklik °C

Sekil 3.2. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi {izerine sicaklik etkisi

3.5.2. Optimum pH

Optimum pH sulu ¢ozeltilerdeki enzimler i¢in 6nemli parametrelerden biridir. Bu

amagla 0,1 mM substrat farkli asetat tamponu 50mM (pH 4, 4.5, 5, 5.5), fosfat
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tamponu 50mM (pH 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5) ve Tris/HCI tamponu 50mM (pH 9, 9.5,
10) tamponlarda 100’er mg immobilize enzimle inkiibe edildikten sonra aktivite
Olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglara gére serbest enzimin optimum pH miktar:
7,5 olarak belirlendi. Daha yiiksek pH’larda immobilize enzimle serbest enzim
arasinda fark goriilmedi. pH 6 ile pH 10 araligindaki pH’larda ¢aligma olanag:
saglandi. Nguyen ve arkadaslarimin (1997) asetilkolin esteraz enziminin sudaki ve
biyolojik sivilardaki enzim inhibitorlerinin tespiti i¢cin mikro titrasyon plakalar
lizerine immobilizasyonu caligmasinda optimum pH 7,2 ile 8,2 arasinda oldugunu
tespit etmiglerdir. (Nguyen vd., 1997). pH 4.5 ve 5.5 arasinda immobilize enzimin
aktivitesinin serbest enzime kiyasla fazla bulunmasi, immobilizasyondan dolay1

enzimin diisiik pH’larda daha stabil kalabildigini gostermektedir.

o Optimum pH
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Sekil 3.3. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi {izerine pH etkisi

3.5.3.Termal Kararhhk

Immobilize enzimin termal kararliligin1 belirlemek amaciyla 100’er mg alarak farkli
(4, 30, 37, 40, 45, 50, 60, 65,7000) sicakliklardaki su banyolarinda 1’er saat inkiibe
ettikten sonra aktivite Slgiimleri yapildi. immobilize enzimin aktivitesi 60°C’de %59
ve serbest enzimin aktivitesinin %52 oldugu goriildii. Sahin ve arkadaslarina (2005)
gore; Asetilkolin esteraz enziminin aljinat ve K-karragen bilesikleriyle yapilan

immobilizasyon c¢alismasinda; asetilkolin esteraz enziminin termal kararlilig:
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40°C’de immobilize enzim aktivitesi %49 ve serbest enzimin aktivitesi %45 olarak
bulundu ve immobilize enzimin serbest enzime gore kararliligimin daha geg
bozuldugu goriilmiistiir. Bunun nedenini ise immobilizasyon yoOnteminin
muhtemelen  enzimin  kuarterner  yapisini  korudugundan  kaynaklandigi
disiiniilmektedir  (Sahin  vd., 2005). Genel olarak immobilize enzimler

immobilizasyon tipine bagl olarak kararliliklarin1 az yada ¢ok korumaktadir.

Termal Kararhhk

120
100
80 —&— immobilize Enzim

% Bagil Aktivite

60 —&— Serbest Enzim
40
20

0 20 40 60 80
Inkiibasyon Sicakhg (°C)

Sekil 3.4. immobilize ve serbest enzimin termal kararliligimnin belirlenmesi

3.5.4.pH Kararhhg

pH kararliligin1 belirlemek amaciyla 100’er mg immobilize enzim preparati farkli
tamponlarda asetat tamponu (pH 4, 5), fosfat tamponu (pH 6, 6.5, 7, 7.5, 8) ve
Tris/HCI tamponu (pH 9) 1 saat inkiibasyondan sonra 0,1 mM substrat
(asetiltiyokolin) ile aktivite tayini yapildi. Sonuglara gére immobilize enzimin ve
serbest enzimin pH kararlilig1 asidik ve bazik kosullarda zayif oldugu goriildii.
Marinov ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 nano yapili poliakrilonitril membranlarinda
asetilkolin esteraz immobilizasyonu ¢alismasinda, immobilize enzimin diisiik ve
yiiksek pH kosullarinda serbest enzime gore daha kararli oldugu gézlenmistir

(Marinov vd., 2009). Bu ¢alismada ise immobilize enzimin azda olsa serbest enzime

kiyasla daha kararli oldugu goriildii.
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Sekil 3.5. immobilize ve serbest enzimin pH kararliliginin belirlenmesi

3.5.5. Tekrar kullamilabilirlik

Immobilize enzimlerin tekrarlanabilirlik 6zelligi onlarin kullanilabilirligi agisindan
onemli bir parametredir. Bu g¢alismada immobilize asetilkolin esteraz enziminin
tayini 5 tekrarla belirlendi. 4 tekrardan sonra aktivite %21°e kadar diistii. Stoilova ve
arkadaglarinin sitiren-maleik anhidrit kopolimerlerinden fonksiyonlu elektrospun
keceleri ile asetilkolin esteraz enziminin immobilizasyonu calismasinda 10 kere
tekrarindan sonra aktivitesinde %65 azalma goriildiigli belirtilmektedir. Bu aktivite
kaybmmin nedeni ise muhtemelen destek materyalden enzimin her tekrarda

azalmasindan kaynaklandigi 6ngoriilmektedir (Stoilova vd., 2010).
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Sekil 3.6. Tekrar kullanilabilirlik

3.5.6. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Kinetik parametrelerin (Km, Vm) belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda (0.020,
0.025, 0.028, 0.033, 0.040, 0.050, 0.066, 0.10, 0.20, 0.50) substrat c¢ozeltileri
hazirlandi. 100 mg immobilize enzim ve serbest enzimle inkiibasyondan sonra
aktivite Ol¢timleri yapildi ve elde edilen sonuglar Lineweaver-Burk diagraminda

yerine koyulup Km ve Vm degerleri hesaplandi.
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Cizelge 3.4. Serbest ve immobilize enzimin Km ve Vm degerleri

Km (mM™) Vm (U
Serbest Asetilkolin 0,051 36,63
Esteraz
immobilize 0,087 45,66
Asetilkolin Esteraz

Elde edilen sonuclara gore serbest asetilkolin esteraz ile immobilize asetilkolin
esterazin Km degerlerinde fazla bir degisiklik goriilmedi. Bu sonuca gére enzimin
immobilizasyon sirasinda aktif merkezden baglanmadigindan dolayr immobilize
enzimin substrata ilgilisinde bir degisiklik olmadig1 6ngériildii. immobilize enzimin
Vm degerinde ise artis gozlendi. Sahin ve arkadaslarina (2005) gore; Asetilkolin
esteraz enziminin aljinat ve K-karragen polimerinde yapilan immobilizasyon
caligmasinda; serbest enzimin Km degeri 6.35 mM, Vm degeri 50 mM min! ve
immobilize enzimin Km degeri 12.7 mM, Vm degeri ise 52.9 mM min* olarak
bulunmustur. Bunun nedeni olarak immobilizasyonun enzim molekiillerinde bazi
konformasyonel degisikliklere neden oldugu, immobilize enzim ortaminin serbest
enzim ortaminda farkli olmasi ve son olarak enzimin immobilize oldugu yer ile
cozelti ortaminda ki substrat konsantrasyonun farkindan kaynaklandigi
Oongoriilmistiir (Sahin vd., 2005).

Sonug olarak, genel olarak enzimlerin immobilizasyon sirasinda immmobilizasyon
tipine bagl olarak substratina olan ilgisinin azaldig1 bilinmekte olup bu ¢alismada da

benzer sonu¢ elde edildi.

3.5.7. Operasyonel Kararhhk

Asagida yazilan denkleme gore immobilize edilen enzimin yarilanma Omri

hesapland1 ve immobilize enzimin yarilanma émrii 8,94/dk olarak bulundu.

Yarilanma 6mrii (dk)= (2,303/t)x(logAy/A) (Denklem 3.1.)
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Molekiiler ~damgalama yontemi gliniimiizde bircok uygulamada kullanilmaktadir.
Asetilkolinesteraz  enzimi  Alzheimer tedavisinde, biyosensor olarak, inhibitorlerinin
bulunmasinda, tarimda kullanilan bocek ilaglarimin ve diger maddelerin  miktarinin
belirlenmesi, tarim ilaglarinin belirlenmesi basta olmak iizere bir¢ok kullanim alani olan
onemli bir enzimdir. Molekiiler damgalama yontemi asetilkolin esteraz enziminin
immobilizasyonunda kullanilan bir yontemdir. Molekiiler damgalanmis asetilkolin esteraz
enzim sistemi kati faz ekstraksiyonlarinda, biyosensorlerde, saflagtirma islemlerinde ve HPLC

kolonlarinda spesifik olarak ayirma ve taninma amaciyla kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, Oncelikle asetilkolin esteraz enziminin substrati olan asetilkolini dispersiyon
polimerizasyon yontemiyle molekiiler damgali polimeri iiretildi. Ardindan, enzim iki yontem
kullanilarak immobilize edildi. Bunlardan ilki enzimin asetilkolinin polimerden desorpsiyonu
sonrast immobilizasyonu (Yontem A), ikincisi ise enzimin asetilkolinin polimerden
desorpsiyonu yapilmadan immobilizasyonu (Yontem B) ve son olarak asetilkolinsiz polimere
(Kor) immobilizasyonu (kor) gergeklestirildi. Yontem A’da asetilkolin esteraz enziminin
tamami basarili bir sekilde asetilkolin damgali polimere spesifik ve seg¢ici olarak immobilize
edildi.

6,8 x10* mg enzim miktariyla immobilize edilen enzim ¢ézeltisinde bulunan aktif olan
enzimlerin, olusturulan polimerdeki spesifik bosluklara tamamen immobilize oldugu goriildii.
Sonraki yapilan karakterizasyon denemelerinde kullanilmak tizere bu enzim miktar

kullanilda.

Serbest enzim ile immobilize enzimin karakterizasyonu g¢aligsmalarinda; optimum sicaklik,
optimum pH, termal kararlilik ve pH kararliliklar1 yoniiyle ¢ok biiyiik bir farkinin olmadigi
goriildii. Sonuglara gore; serbest ve immobilize enzimin optimum sicaklig 35°C, optimum pH
7.5 olarak belirlendi. immobilize enzim i¢in pH 6 ile pH 10 araligindaki pH’larda calisma
olanag: saglandi. pH kararliliginda ise immobilize enzimin azda olsa serbest enzime kiyasla
daha kararli oldugu goriildi. Tekrar kullanilabilirlik deneylerine gore yapilan yontemin
stirekli sistemlere uygulanabilirliginin disiik oldugu gorilmektedir. Bunun nedeni ise
asetilkolin esteraz enziminin molekiiler damgali polimerde substratin biraktig1 bosluga iyonik

etkilesimler 1ile baglandigi i¢in ortamdan kolayca uzaklastigindan dolayr oldugu

48



ongoriilmektedir. Kinetik parametrelerin (Km, Vm) tayininde ise immobilize enzimin serbest
enzime gore Km degerinin fazla degismedigi ancak Vm degerinin arttigi goriildii. Bunun
nedeni olarak immobilize enzimin konformasyonun degistigi ve substratla etkilesiminin arttig

diisiinilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan yontemin uygulanabilirligi ve elde edilen molekiiler damgali
polimerin duyarliliginin yiiksek olmasi nedeniyle asetilkolin esteraz enziminin saflagtirma
islemlerinde spesifik olarak ayirma ve kati faz ekstraksiyonunda kati faz olarak farkli

molekiillere uyarlanarak HPLC kolonlarinda kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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