MARMARA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ASETILKOLINESTERAZIN FARKLI
POLIMERIK YUZEYLERE iIMMOBILIZE

EDILMESI

KHADIJA KHALED ALI
(520615921)

YUKSEK LISANS TEZi
Kimya Anabilim Dali

Biyokimya Programi

DANISMAN
Prof. Dr. Ayse OGAN

ES-DANISMAN
Do¢. Dr. Emrah CAKMAKCI

ISTANBUL, 2018




MARMARA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Marmara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Khadija Khaled Ali
‘.‘ASETILKOLINESTERAZIN FARKLI POLIMERIK YUZEYLERE
IMMOBILIZE EDILMESI” baslikl tez galismast, 04 Temmuz 2018 tarihinde

savunulmus ve jiiri iiyeleri tarafindan basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri

Prof.Dr. Ayse OGAN (Danisman)

MaArmara UNIVETSIEEST v.vevevevevereerereeressesessessesessessesssssssessessssssessessssassans

Prof. .Dr. Aysegiil PEKSEL (Uye)

Marmara UNIVELSITEST cvvueueeeeeeeereeereressesessnsssensssesesssessnssssscnsssssssssses] IV

Dog. Dr. Serap DEMIR (Uye)

MArMAra UNIVETSIEEST +vevveveererereessseeseneereresesesssssssnesssssesessssasssssssassssssss '
ONAY

Marmara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun 3. 310X tarih ve
o\ / lé.ﬁo.@saylh karar1 ile Khadija Khaled Ali” nin Kimya Anabilim Dali/ Biyokimya

Programinda Yiiksek Lisans derecesi almas1 onanmigtir.

Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirii

prof, i TePEICI




TESEKKUR

Yiiksek Lisans 0grenci hayatim boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, tez
konumun se¢ilmesinde, hazirlanmasinda ve tiim asamasinda maddi-manevi blyik ilgi ve
destegini gordiigiim degerli yardim ve katkilariyla beni yonlendiren tez danigmanim
degerli hocam Sayin Prof. Dr. Ayse OGAN’a, ve tezimde kullandigim organik
polimerin temininde, biiylik ilgi ve yardimlarini gordiigiim ikinci danismanim Dog. Dr.
Emrah CAKMAKCT’ya,

Laboratuvardaki tez calismalarim sirasinda bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen ve tez
yazimi agamasinda ve her konuda sabirla yardimci olan bana en biiyiik destegi veren.Dog.
Dr. Serap DEMIR e, tezimin yaziminda ve formatinda bana yardimci olan Biyokimya
Anablim Dali doktora 6grencileri Pelin Muhsir ve Lalehan Ozalp’a, Tim hayatim
boyunca her ne olursa olsun her tiirlii maddi ve manevi destegi benden esirgemeyen, beni
hi¢bir zaman yalniz birakmayan her zaman yanimda olacaklarini bildigim canim anneme

ve canim babama, aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Haziran, 2018 KHADIJA KHALED ALI



ICINDEKILER

TESEKKUR ....ovuiviiiteiiiteissseie sttt i
ICINDEKILER ..ottt st I
OZET ittt %
ABSTRACT e vii
SEMBOLLER ..o viii
KISALTMALAR ...ttt b e bbb IX
SEKIL LISTESI c..uivitiiteectee ettt ettt en sttt n e, X
TABLO LISTESL ...ttt Xii
Lo GIRIS ottt 1
1.1 ENZIMIET oo 2
1.1.1. Enzimin kataliz mekanizmas1 ve enzimatik reaksiyon sUreci..............cccoe..e. 3
1.1.2. ENZIM KINETIZE +eevvieiiiiiieiieciee ettt 4
1.1.3. Enzim aktivitesinin OIGUMU...........ccceeieiieiecie e 5
1.1.4. Enzim aktivitesi 6lcimlerinde kontrol edilecek faktorler ..............ccccoeneneee. 6
1.1.5. Enzim INhibiSYONU .....c.coveveiirivicieiiiceece e 7
1.1.5.1. Geri Doniisiimsiiz Enzim Inhibisyonu............cccceveevrvceirieericreiseene, 8
1.1.5.2. Geri doniisiimlii InhibiSYOn ...........ccciviviviiiiiieeecccee e, 8

1.2. AsetilkolineSteraz ENZIMI .........cccoiiiiiiiiiiiiic e 9
1.2.1. Asetilkolinesterazin yapisi ve meKanizmasl.........cccocoveeeeriviniiennenneeninennneens 10
1.2.2. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu............cccocviiiiiiiiiiniiicnceee 11
1.2.3. Asetilkolinesteraz inhiDItOrIEri .........cccoovieiiiiii e 12
1.2.3.1. Geri doniisimlii AChE inhibitOrleri ... 13
1.2.3.2. Geri doniisiimsiiz AChE inhibitOrleri .......cccccoovvevviieiiie i, 15

1.2.4. Ellman yontemine gore AChE inhibitdr etkisi O1GUIMESH ........cccooeveviriins 18

1.3. Enzim ImmobiliZasyonU ............c.cceeveviiiiieererisisieeeie s 18
1.3.1. Immobilize enzimlerin ticari KUILANIMI.........ccccoveveveveeueeerereecce e 20
1.3.1.1. Immobilizasyonda matriks (tastyic1 destek) materyalleri...................... 20

1.3.2. Enzim immobilizasyon yONtemIeri ... 21
1.3.2.1. Kimyasal YONEMIET ..........ccoiiiiiiiieice e 22
1.3.2.2. FIZIKSel YONTEMIEK ...c.viiiiiie e 23

1.4. Epoksi polimerlerin hazirlanmasi ..........cccveiveineinennieecee e 24



1.5. flgili Literatiir Is181 Altinda Calismanin Yerli.........covovueveveverereererieeceeeseseneeenn, 26

2. MATERYAL VE YONTEM ....ooiiiiiiieccceteeeeete et 27
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 27
2.2, Aragtirma ATAGIATT.......ooiuiiiii i 29
2.3. Deneysel YONTEMIET ..........cov it 30

2.3.1. Polimerik destek materyalinin hazirlanmast ............c.ccooeviiiiciiiiicinn 30
2.3.1.1. Iletken tiyol-ene kiirlenebilen filmlerin hazirlanmast...........c.c..co.cvveee... 30
2.3.1.2. Polietilenimin modifiye filmlerin hazirlanmasi...........cccccocvvviiiiiiinnnnne, 32
2.3.1.3. Polimerik destegin karakterizasyonu...........cooeruerereeeeieeniene e 32

2.3.2. Polimerik destege AChE enzimin immobilizasyonu.............ccccovvviiieinnnnnne 32

2.3.3. Bradford metoduna gore protein tayini ..........ccccceevveieeresie i 32

2.3.4. Standart grafigin hazirlanmasi............ccccooiiiiiii 33

2.3.5. AKEIVITE TAYINI...ciuieiiiiiiiiieeiie ettt e e e 33

2.3.6. Serbest, epoksi gruplari ve polietilenimin (PEI) Uzerinden immobilize edilen
enzimin pH’a bagli olarak aktivite degiSImi .........ccceeriiiiiiiiiiiice e 34

2.3.7. Serbest, epoksi gruplar1 ve polietilenimin (PEI) lizerinden immobilize edilen
enzimin sicakliga baglt aktivite degiSImi.........ccooveviiiiiiiiiiiiiic 34

2.3.8. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi .34
2.3.9. Immobilize enziminlerin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi................. 34

2.3.10. Serbest ve immobilize enzimler {izerine depolama kararliliklarinin etkisi .35

2.3.11. Serbest ve immobilize enzimler Uzerine metal etkisi............cc.cccvviirnnnnn. 35
2.3.12. Serbest ve immobilize enzimler Uzerine pestisit etkisi ...........c.ccccvvevvernenen. 35

3. BULGULAR ve TARTISMA ....oiiiiiii e 36
3.1. Polimerik Destegin Sentezi ve Karakterizasyonu ...........ccocuviveeiriiieciiinnininnieennens 36
3.2. Immobilize Olan Enzim Miktarmin Hesaplanmasi................ccocoeeverrrencucrerennnnn. 38
3.3. Asetiltiyokolin Iyodiir Standart Grafigin Hazirlanmast ..............cccceeevercveirinennns 40
3u4, AKEIVITE TAYIN 1uviviviitiitieiieeie ettt bbb 40
3.4.1. Iimmobilize ve serbest enzimin pH’a bagli olarak aktivite degisimi............. 40
3.4.2. Iimmobilize ve serbest enzimin sicakliga bagl olarak aktivite degisimi....... 41

3.4.3. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi .42

3.4.4. Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi ........................ 44
3.4.5. Serbest ve immobilize enzim iizerine depolama kararliliklarinin etkisi ....... 45



3.4.6. Serbest ve immobilize enzim Uzerine metal etkiSh ...........evveeeeeieeeeiiiiinnnnns

3.4.7. Serbest ve immobilize enzim izerine pestisit etkiSi..........cccovveiiieniniinne.

4. SONUCLAR



OZET

Asetilkolinesterazin Farkli Polimerik Yiizeylere Immobilize Edilmesi

Asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7), bir nérotransmitter olan asetil kolinin, kolin ve
asetatata doniistimiinii katalizleyen bir hidrolazdir ve yasam i¢in biiyiik bir 6nem tasir.
Pestisitlerde kullanilan etken maddeler kuvvetli AChE inhibitorleridir ve bu maddelerin
eser miktarlar1 bile canlilar igin tehlike olusturabilir. AChE inhibisyonu o6lglilmesi,
pestisitlerin tarimda calisanlara ve cevreye verdigi zarari belirlemek i¢in 6nemli bir
biyobelirteg olarak kullanilmaktadir. Hizli ve hassas AChE ol¢iimi icin biyosensor
tasariminin ilk ve en kritik basamagini, AChE enziminin bir elektrot yiizeyine
immobilizasyonu olusturmaktadir. Bu ¢alismada AChE enzimini immobilize etmek i¢in
hizli ve tek basamakli bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Tasarlanan sistemde
piroliin ve tiyol-en bilesenlerinin es zamanli polimerizasyonu ile elektriksel olarak
iletken ve fonksiyonel gruplara sahip polimerik yiizeylerin elde edilmesi planlanmistir.
Iletken tiyol-en kiirlenebilen icin éncelikle pentaeritritoltetrakis (3merkaptopropiyonat)
(4SH), 1,3,5-Trialil-1,3,5-triazin-4,6 (1H,3H,5H)-trionTTT) ve alil glisidil eter (AGE) ve
pirol  belirli  oranlarda karigtirtlip  fotobaglatict  ve UV 15181 esliginde
polimerlestirilmesiyle elde edilen filmlere epoksi gruplar: tizerinden AChE immobilize
edildi. Ayrica ikinci bir yol olarak, bu reaksiyona girmemis serbest epoksi gruplari
polietilenimin  (PEI) ile modifiye edilip ardindan glutaraldehit ile enzim
immobilizasyonu gergeklestirildi. Immobilizasyon &ncesi ve sonrasi filmlerin Fourier

donistimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) teknigi ile fonksiyonel gruplari incelendi.

Immobilizasyon ile enzimin optimum sicaklig1 her iki polimer igin serbest enzime gore
30°C’den 50°C’ye ¢ikarken, optimum pH degeri 8.0 den, 8.5’a ¢ikmistir. Serbest enzim
icin Michaelis-Menten sabiti (Km) ve Vmaks degerleri sirasiyla 1.25 mM, 1.53
mM/dakika bulunurken, epoksi gruplar1 tasiyan polimere immobilize edilen enzim i¢in
0.182 mM, 0.416 mM/dakika, PEI modifiye polimer i¢in 0.5 mM, 0.018 mM/dakika
bulunmustur. immobilize edilen enzim iizerine Mn*?,Mg*?,Cu*?,Zn*?,Ca*? metallerinin

etkisi arastirildiginda en fazla inhibisyona Cu*?’

1n sebep oldugu anlagilmistir. 10 deneme
sonrasinda polimerik desteklere immobilize edilen enzim ilk aktivitesininin %51’ini
korumustur. 60 giiniin sonunda serbest enzim aktivitesini tamamen kaybederken,
immobilize enzim aktivitesinin %29.1’ini kaybetmistir. Sonuglarimiza goére her iki

polimer {lizerine immobilize edilen enzimin kararliligt ve dayanikliligi arttig
\



goriilmektedir. Urettigimiz bu polimerler saglam, kullanish ve diisiik maliyetli bir AChE

biyosensor tasariminda kullanilabilir.
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ABSTRACT

Immobilization of Acetylcholinesterase on to VVarious Polymeric Surfaces
Acetylcholinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) is a hydrolase which converts neurotransmitter;
acetylcholine to choline and acetate and substantial for living organisms. Active
ingredients found in pecticides are very effective acetylcholinesterase inhibitors and even
trace amounts of these agents can represent a considerable hazard to health for living
things. Measurement of AChE inhibition has been used as a biomarker for the monitoring
of exposure to pesticides in occupational and environmental health. The initial and most
critical step for the fabrication of AChE biosensors with superior accuracy and speed
involves the immobilization of AChE enzyme onto an electrode surface. A rapid and
single step procedure has been aimed in this study. In the designed system; with the
simultenous polymerization of pyrole and thiol-en complexes, synthesis of polymeric
surfaces with cunductive and functional groups have been planned. Firstly,
pentaerythritol tetrakis(3-mercaptopropionate) (4SH), 1,3,5-Triallyl-1,3,5-triazine-
2,4,6(1H,3H,5H)-trione (TTT) and allyl glycidyl ether (AGE) and pyrole were mixed
in certain proportions and were polymerized in conjunction with photoinitiator and UV
light. AchE was immobilized on to the membranes through the epoxy functional groups.
Also as a second way, free epoxy groups which did not enter this reaction were modified
with polyethyleneimine (PEI) and then the enzyme was immobilized with
glutaraldehyde. Functional groups of the films were elucidated in terms of its functional
groups by fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) before and after the
immobilization process.

The temperature resistance of the enzyme was enhanced and the optimal temperature increased
from 30°C to 50 °C and the optimal pH increased from 8.0 to 8.5 by the immobilization process.
The Michaelis—Menten constants (Km), and Vmax, for the immobilized enzyme bearing epoxy
and PEl groups were found as 1.25 mM/min, 1.53 mM/min and 0.018 mM/min
respectively. The effect of metals; Mn*2, Mg*?,Cu*?,Zn*?,Ca*? was examined on the activity
of immobilized enzyme through epoxy and EPI groups and Cu*? caused a considerable inhibition
for both. The immobilized enzyme retained 51% of its original activity after 10 runs. The free
enzyme lost its activity on the 60th day while the immobilized ones lost literally 29.1% of their
original activity. According to our results; stability and durability of immobilized AChE
increases for both of the supports. In future a robust, low-cost and beneficial AChE biosensor

may be designed by using these as supporting materials.
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1. GIRIS

Asetilkolinesteraz (AChE,EC:3.1.1.7) asetil kolin ile diizenlenen sinir iletiminde ¢ok
onemli rol oynar. Asetilkolini hidrolize eden hidrolaz sinifina ve karboksilesteraz ailesine
ait bir enzimdir (Massoulie ve ark., 1993; Karalliedde, 1999). AChE, kolinerjik
sinapslarda uyarilarin iletimini sonlandirdigindan ndrotransmisyon esnasinda énemli rol
oynar. Bugiin piyasada kullanilan pestisitlerin biiyiik bir kism1 AChE inhibitorleridir.
Bunlarin %55°1 organofosfatlar grubuna, %11°i karbamatlar grubuna aittir ve digerleri
piretroidler, klorlanmis hidrokarbonlar gibi diger insektisitleri igerir (Kolovic ve ark.,
2013). AChE enziminin geri donlisiimsiiz inhibitorleri kas fel¢lerine ve kasilmalarina,
bronslarin biiziilmesine ve nefes kesilmesi sonucu 6liime neden olur (Dhouib ve ark.,
2016). Organofosfatlar enzimin aktif bdlgesine yerleserek hidrolizlenmesi uzun bir
zamana gerek duyan fosforil grubunu esteratik bolgede birakirlar ve kovalent olarak
baglanarak enzimin aktivitesini durdururlar (Sherma, 1995). AChE’nin geri doniistimlii
inhibitorleri enzimin esteratik bolgesini saniyeler ve dakikalar gibi kisa araliklarda isgal
ederler ve bu oOzelliklerinden dolayr bu tiir inhibitorler merkezi sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisinde kullanilirlar (Castro ve Martinez, 2001; Giacobini, 2003).
Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan toksik etkiye sahip AChE
inhibitdrleri olan pestisitler havaya, su ve topraga, oradan da bu ortamlarda yasayan diger
canlilara ge¢gmekte, insanlarin ve hayvanlarin yag dokusunda birikebilmektedir. Cevre
kirlenmesinde ve gidalarda pestisitleri saptamak i¢in AChE enziminin inhibisyonundan
yararlanilir. Pestisitler enzimin aktif bolgesine baglanarak

asetilkolinin kolin ve asetata hidrolizini engellerler ve olusan bu inhibisyon 6l¢iilebilir.
AChE enziminin geri doniisiimsiiz inhibitorleri ve fosforik asitin esterleri organofosfatlar
olan malathion gibi insektisitleri, sarin ve soman gazlar1 gibi kimyasal silahlarda
kullanilir. Ayrica N-metil karbimik asit esterleri olan karbamatlar, hidrolizlenmeleri

saatler alan inhibitorleridir ve medikal amagcla kullanilirlar (Stoelting, 1999).

Pestisitleri saptamak icin kullanilan biyosensorlerde AChE enziminin inhibisyonundan
yararlanilir ve olugan bu inhibisyon biyosensor tarafindan 6lgiilebilir. Uzun bir siire
kararli bir aktivite saglayabilmek icin enzimlerin ¢dziinmeyen destek gorevi goren
materyaller (matriksler) yardimiyla suda ¢oziinmeyen hale getirilmelerine enzim

immobilizasyonu denir. Enzim immmobilizasyonunun ¢esitli avantajlart vardir. Enzimler



tekrar tekrar kullanilirlar, 6zellikle tiretimi zor ve pahali enzimler i¢in bu dnemlidir.
Enzim matrikste tutuldugundan iiriin enzimle kontamine olmaz ve matriks enzimi fiziksel
bir bariyer olarak korudugundan, enzim ekstrem pH ve sicaklik gibi etkilere dayanikli

hale gelir. Iimmobilize enzimler cok daha kolay bir sekilde kontrol edilebilirler.

Bu tez calismasinda, immobilize ve serbest AChE aktivitesi spektrofotometrik olarak
Ellman yontemine gore belirlenmistir. AChE’yi immobilize etmek i¢in pirol igeren tiyol-
en kurlenebilen filmler hazirlanmigtir. Sentezledigimiz bu filmlere enzimin kovalent
tutunmasi i¢in yiizeyi fonksiyonel gruplarla modifiye edilerek, reaksiyona girmemis
epoksi gruplari iizerinden enzim kovalent olarak immobilize edilmistir. Ayrica ikinci bir
yol olarak, bu reaksiyona girmemis serbest epoksi gruplart polietilenimin (PEI) ile
modifiye edilip ardindan glutaraldehit ile enzim immobilizasyonu gerceklestirilmistir.
Daha sonra serbest ve immobilize enzimin aktivite ¢aligmalar1 yapilarak, immobilize
enzimin tekrar kullanilabilirligi, serbest ve immobilize enzimin depolama siiresi, kinetik
parametreleri (Km ve Vmax) ve immobilize enzim i¢in en uygun sartlar belirlenmistir.

1.1. Enzimler

Enzimatik etki gosteren protein yapisinda olmayan RNA modifiye edici etkisi olan
ribozomlar hari¢ tiim enzimler protein yapisindaki biyolojik reaksiyonlari hizlandiran
biyolojik katalizorlerdir. Hiicre igerisinde gerceklesen binlerce reaksiyonun hizini ve
ozgilliigiinii diizenleyen enzimler yalnizca canlilar tarafindan dogal olarak sentezlenirler.
Hiicre solunumu, fotosentez, sindirim olay1, biiyiime, sinirlerdeki iletim, kas kasilmast
gibi 6nemli fizyolojik olaylar ve ¢esitli metabolik reaksiyonlar sonucunda olusan organik
maddelerin hiicrelerdeki yapim ve yikim reaksiyonlari enzimlerin katalitik etkisi ile

miimkiin olmaktadir (Champe ve Harvey, 1997; Nelson ve Cox, 2005).

Enzimler reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diistirerek biyolojik reaksiyonlar1 ¢ok
daha hizli ve spesifik bir bigimde katalizlerler (Sekil 1). Enzimlerin katalitik aktiviteleri,
dogal protein konformasyonlarinin saglamligina baglidir. Eger enzim bileseni olan
aminoasitlere ayrilir veya denatiire olursa katalitik aktivitesi genellikle yok olur. Bu
nedenle protein yapili enzimlerin katalitik aktivitesi onlarin birincil, ikincil, t¢uncul ve

dordiinctil yapilarina baglidir (Nelson ve Cox, 2005).
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Sekil 1.1. Enzim ve aktivasyon enerjisi (Stryer ve ark., 2012).

Substratlarina 6zgii olan enzimler genler tarafindan sifrelenirler. Dolayisiyla da
kendilerine 6zgii bir amino asit dizilimine sahiptirler. Baz1 enzimler sadece proteinden
olusurlar ve aktivite gosterebilmek i¢in sahip olduklari aminoasit kalintilar1 diginda bagka
kimyasal gruplara gereksinim duymazlar. Metabolizmada gergeklesen reaksiyonlarin
cogunda meydana gelen kimyasal degisiklikler enzimlerin sadece aminoasit
zincirlerindeki fonksiyonel gruplar tarafindan yapilamaz. Bu tiir reaksiyonlarin
katalizlenmesinde enzimler, K*, Ca*, Fe', Mg ve Zn'? gibi kofaktor olarak
adlandirilan bir veya birden fazla metal iyonuna ya da koenzim olarak adlandirilan
kompleks organik ve metalloorganik molekdllere gereksinim duyarlar.

Bazi enzimler ise hem koenzime hem de bir veya birden fazla metal iyonuna gereksinim

duyarlar (Champe ve Harvey, 1997; Nelson ve Cox, 2005).

1.1.1. Enzimin kataliz mekanizmasi ve enzimatik reaksiyon siireci

Enzim-substrat etkilesimini agiklayan ve yaygin olarak benimsenen model indiiklenmis
uyum modelidir (Koshlend, 1958). Bu modele gore, enzim ve substratin ilk

etkilesimleri zayiftir fakat bu zayif etkilesimden dolayr enzimde, substratin daha iyi
baglanacag sekilde bir konformasyonel degisiklik olusur. Bu sekilde baglanma giiclenir.
Substrat enzime daha uyumlu olarak baglandiginda enzimin aktif bolgesindeki amino asit
kalintilartyla substratin reaksiyon sonucu degisecek kimyasal baglar1 daha yakin hale
gelir. Baglanma olduktan sonra alternatif reaksiyon mekanizmalariyla reaksiyonun gecis
halinin serbest enerjisi diiser. Bunu gerceklestiren reaksiyon mekanizmalar1 arasinda: bag
gerginligi yoluyla kataliz; aktif bolge proton alicilar ve vericileri ile kataliz; kovalent

kataliz; kuantum tiinellemesi sayilabilir (Fershet, 1999). Enzim konsantrasyonu



reaksiyon sirasinda azalir ve enzim-substrat kompleksini olusturur. Reaksiyon ortaminda

bulunan enzim miktar1 reaksiyon baginda ve sonunda ayni olur.

1.1.2. Enzim Kkinetigi

Enzim kinetigi ¢alismasi reaksiyon hizi dlgiilerek yapili, cesitli reaksiyon sartlarinin
etkisi arastirilir. Organik kimyada ¢ok yiksek veya cok diisiik basing, pH ve sicaklikta
olusan kimyasal degisme ve reaksiyonlar, canli hiicrelerin bozulmadan kalabildikleri ¢ok
dar olan basing, pH ve sicaklik aralifinda ancak enzimler aracilig1 ile gergeklestirilir.
Genel enzim reaksiyonunu asagidaki gibi gosterebiliriz.

k k
E+S_\I‘A— ES —=> E+P
-1

E= Enzim; S= Substrat; ES= Enzim-Substrat Kompleksi; P= Uriin’ diir.

Enzimatik reaksiyonlarda enzimler, substrat ve {iriinler arasindaki dengeyi degistirmez.
Substrat derigsiminin artmasiyla reaksiyon hizi artar ancak enzim substrat ile doyduk¢a
hiz en yiiksek degerine yaklasir (Vmaks). Vmaks hizinin yarisinin elde edildigi substrat
konsantrasyonu Km olarak tanimlanir ve Michaelis-Menten sabiti olarak adlandirilir
(Wrighton ve Ebbing, 1993). Birimi konsantrasyon birimi olan mol/litre’dir. Km
degerlerinden enzimler ayirt edilebilir ve enzim-substrat kompleksine iliskin sabitlerin
bulunabilir. Reaksiyon hizi substrat ya da {iriin konsantrasyonu 6dlgiilerek

belirlenir.Reaksiyon hizinin siirekli olarak 6l¢iilmesini sagladig: i¢in spektrofotometrik
6lcim oldukga yaygin kullanilir. Tek substratli enzimatik reaksiyonlarin ¢cogu Michaelis-
Menten denklemini dogrular. Baslangi¢ hiz1 (Vo) ile substrat konsantrasyonu arasindaki

grafik asagidaki gibi olur. Bu grafige Michaelis-Menten Grafigi denir.

v
- v= Vmaks =K3 [EO]
/2 |
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Sekil 1.2. Michaelis-Menten egrisi (Stryer ve ark., 2012).



Diisiik substrat konsantrasyonlarinda Km>>[S] oldugundan [S], Km’nin yaninda ihmal
edilebilir oldugundan V=Vmaks.[S]/Km denklemine doniisiir. Yiiksek substrat
konsantrasyonunda [S]>>Km oldugundan K, substrat konsantrasyonunun yaninda ihmal
edilebilir ve V=Vmas esitligine dontistir ve asagidaki Michaelis-Menten denklemini elde

ederiz.

_ VoS
K, +[S]
Ordinata 1/V degerlerini, apsise 1/[S] degerleri yerlestirildiginde Lineweaver-Burk
egrisi elde edilir. Bu grafikteki dogrunu egimi Km/Vmaks’a esittir. Ordinati kesen nokta
1/V’dir ve dogru uzatildiginda apsisi kesen nokta -1/Km bulunur. Buradan da Kn, bulunur
(Ogan, 2004).
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Sekil 1.3. Lineweaver-Burk egrisi (Stryer ve ark., 2012 ).
1.1.3. Enzim aktivitesinin élcima

Enzim aktivitesi birim zamanda doniistiiriilen substratin mol sayisidir. SI sistemde birimi
katal’dir. 1 katal, optimal kosullarda 1 saniyede 1 mol substrati doniistiiren enzim
aktivitesidir. Katalin birimi mol.s?’dir. Bu birim oldukc¢a biiyiik oldugundan, enzim
aktivitesini belirtirken daha ¢ok enzim tinitesi kullanilir. Enzim Unitesi; 1 dakikada 1
umol substratin doniigiimiinii saglayan enzim aktivitesidir. Enzim {initesinin birimi
umol.dk ™ dir. Yaygi olarak kullanilan diger bir birim ise spesifik aktivitedir.

Spesifik aktivite 1 mg toplam proteindeki enzim aktivitesidir ve birimi pmol.dk
! mg'*dir. Enzim numunesinin spesifik aktivitesinin saf enzimin spesifik aktivitesine

boliinmesiyle % saflik belirlenir. Saf olmayan enzim numunesinin aktivitesi diisiiktiir



clinkli kiitlesi enzim olmayan safsizliklar icerir. Bundan dolay1 daima saf enzimin

spesifik aktivitesi saf olmayan enzimden biyuktar.

Calismalarda substrat konsantrasyonu Km degerinin en az 10 kat1 olacak sekilde
secilmelidir. Substrat konsantrasyonu 10.Km oldugunda hiz, teorik hizin %91’ine ulasir.
Eger substrat konsantrasyonu ¢ok fazla secilirse iirtiniin engelleyici etkisi de artacaktir.
Bu durumda olusan iiriin enzime ¢ok siki baglanir ve hiz diiser. Bu durumda triinin
ortamdan uzaklastirilmas1 gereklidir (Ogan, 2004). Enzimin aktivitesinin dl¢imiinde,
olusan iirlin miktarinin miktar1 belirlenerek bu miktarla dogru orantili olan enzim miktari
bulunabilir. Enzim aktivitesinin 6l¢iimii, enzim kinetigi ve enzim aktivitesinin

arastirilmasi i¢in 6nemlidir.

1.1.4. Enzim aktivitesi 6lcimlerinde kontrol edilecek faktorler

Enzim aktivitesine pek cok faktor etki edebilir. Tuz konsantrasyonu bunlardan bir
tanesidir. Iyonlar proteinlerdeki zayif iyonik baglar1 etkiledigi icin ¢ogu enzim cok
yuksek tuz konsantrasyonuna dayanamaz. Normal olarak enzimler 1-500 mM tuz

konsantrasyonu arali§inda islev gortir.

Diger bir onemli etmen de sicakliktir. Belirli bir optimum sicaklik degerine kadar
sicakligin artmasi reaksiyonu hizlandirir fakat bu degerden sonra reaksiyon hizi diismeye
baglar. Bunun nedeni enzimin tiglinciil yapisinin stabil olmasin1 saglayan iyonik ve
hidrojen baglarin kopmaya baglamasidir (Daniel ve ark., 2010). Sicaklik arttik¢a
reaksiyon hizi artar fakat enzimin denatiirasyon hizi da artar. Sicaklik Ol¢iimlerinde
dikkat edilmesi gereken bir nokta vardir. Eger bir enzimatik reaksiyonda reaksiyonun
baglamasinin hemen ardindan aktivite dl¢iimii yapilirsa yiliksek sicaklik degerlerinde
daha biiyiik bir reaksiyon hizi bulunur ancak iriin olusumu bir saat gibi daha uzun
stirelerde Olgiiliirse reaksiyon sonunda daha az iirlin olustugu bulunur ve aktivitesi de
daha diisiik olciiliir. Her enzimin aktivitesini en yiiksek gosterdigi bir sicaklik degeri

vardir. Bu degere enzimin optimum sicaklig1 denir.

Bir bagka etmen de pH dir. Enzimlerin ¢ogu ortamin pH degerine duyarlidir ve belirli bir
optimum pH araliginda maksimum aktivite gosterirler. Enzimler aktif bolgelerinde
iyonik gruplar bulundurur ve pH’deki degisim aktif bolgeyi etkileyerek enzim

aktivitesinin kaybolmasina neden olur. Ekstrem pH degerlerinde enzimdeki iyonik ve



hidrojen baglar1 kirilir. Bunun dogal bir sonucu olarak enzim, ii¢ boyutlu yapisinm
degistirir ve denatiire olarak aktivitesini kaybeder. pH’deki degisim substrati da
etkileyebilir. Iyonik gruplar bulunduran substratlar farkli pH degerlerinde farkli iyonik

formlarda olabilir.

Substrat doyumu ve ¢ok sayida makromolekiiliin bulunmasi da enzim aktivitesi {izerine
etkilidir. Belirli bir substrat konsantrasyonuna kadar konsantrasyonun arttiritlmasi enzim
aktivitesini ve bundan dolay1 reaksiyon hizini arttirir. Tiim enzim molekiillerinin aktif
bolgeleri hep dolu olacak sekilde substrat konsantrasyonu arttirildiginda enzim doyuma
ulagir ve bundan sonra konsantrasyonun arttirilmasi reaksiyon hizini degistirmez ve sabit
hizda enzimatik reaksiyon devam eder. Cozeltide yliksek miktarda makromolekiiliin

bulunmasi enzimatik reaksiyonlarin reaksiyon hizini ve denge sabitini etkiler (Minton,

2001).

1.1.5. Enzim Inhibisyonu

Glinlimiizde karsilasilan bir¢ok hastalik, viicuttaki belli bir metabolitin eksikligi veya
fazlaligindan, yabanci bir organizmanin istilasindan ya da anormal hiicre biiylimesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle viicut i¢in gerekli metabolitlerin seviyesi normal diizeye
getirilebilir ve yabanci organizma girisinin ya da anormal hiicre biiylimesinin Oniine
gegilebilirse s0z konusu hastaliklar da tedavi edilebilir (Silverman ve Holladay,

2014). Bugiin kullanilmakta olan bir¢ok ila¢ ve toksik ajan enzim inhibisyonu yoluyla

hastaliklara etki etmektedir (Stryer ve ark., 2012).

Katalitik enzim reaksiyonu yavaglatan veya durduran molekiiler ajanlara enzim
inhibitoril, gerceklesen bu olaya da enzim inhibisyonu denir. Enzimler hemen hemen
batun hicresel siregleri katalizledikleri igin enzim inhibitorleri bilinen en 6nemli
farmakolojik ajanlardir (Nelson ve Cox, 2005). Enzimleri inaktive etmek i¢in kullanilan
bu ajanlarin viicutta gergeklesen diger enzimatik reaksiyonlar: etkilememesi ve
organizma i¢in zararl yan iiriinler olusturmamasi son derece 6nemlidir. Bu nedenle bazi
metabolik yollarin tanimlanmasinda, enzim mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6zellikle
de katalizde Kilit rol oynayan aminoasitlerin tespit edilmesinde enzim inhibisyon

caligmalar1 6nemli yer tutar (Nelson ve Cox, 2005; Stryer ve ark., 2012 ).

Enzim inhibisyonu geri doniisiimlii inhibisyon ve geri doniisiimsiiz inhibisyon olmak

iizere ikiye ayrilir (Stryer ve ark., 2012 ).



1.1.5.1. Geri Déniisiimsiiz Enzim Inhibisyonu

Geri doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitorler enzime kovalent ya da kovalent olmayan
etkilesimlerle ¢ok siki bir sekilde baglanarak genellikle enzimin aktivitesi ig¢in gerekli
olan fonksiyonel grupla kararli kompleksler olustururlar (Nelson ve Cox, 2005; Stryer ve

ark., 2012 ). Boylece enzimlerin substratla etkilesmesini engellerler.

Katalitik mekanizmada yer alabilen substrat analoglari olan intihar inaktivatorleri,
katalitik merkeze kovalent bir bagla baglanarak enzimi bloklar. Burada kovalent
baglanma enzimin kendisi tarafindan baslatilip sonlandirildigi i¢in bu bilesiklere intihar
inaktivatorleri denir (Stryer ve ark., 2012 ). Iyi tasarlanmus bir intihar inaktivatérii tek bir

enzime Ozgldiir ve enzimin aktif bdlgesi i¢inde yer alana kadar da reaktif degildir.

1.1.5.2. Geri doniisiimlii inhibisyon

Geri doniistimlii inhibisyon; yarismali (kompetitif), yar1 yarigmali (unkompetetif) ve
karigik inhibisyon olmak iizere ii¢ grupta incelenir. Geri doniisiimlii inhibisyonda enzim
ile inhibitor etkilesmesi, bir denge tepkimesi seklindedir. Geri doniistimlii inhibisyonda
enzim inhibisyonu inhibitdr ortamdan uzaklastirilmadig siirece inhibisyon devam eder.
Yarigsmalr inhibitor, yap: itibartyla substrata ¢ok benzer ve enzimin aktif bolgesi i¢in
substrat ile yarismaktadir. Inhibitdr, enzimin aktif bolgesini isgal ederken, substratin
enzime baglanmasini engeller. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibitor etkisi

ortadan kaldirilabilir. Vmax degeri degismezken, Km degeri artar (Horton ve ark., 2006).
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Sekil 1.4. Yarigmali inhibisyon (Stryer ve ark., 2012 ).
Diger bir doniisiimlii inhibisyon tipi yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon tipinde inhibitdr, yarigmali bir inhibitorden farkli olarak sadece enzimsubstrat

(ES) kompleksine baglanir, serbest enzime (E) baglanamaz.

Bu inhibisyon daha ¢ok birden fazla substratli enzimler igin gecerlidir. Bu tip

inhibisyonda inhibitér enzim substrat kompleksine baglanip aktif olmayan



enzimsubstrat-inhibitér (ESI) kompleksi olusturdugundan inhibitoriin varliginda Vmax

azalir.

ESI kompleksinin olusumu ile substrat (S) kompleksi ortamdan siirekli ¢ekileceginden
enzim ve substrattan ES kompleksinin olusumu reaksiyon dengesini daha fazla saga

kaydirir ve boylece Km degeri kiiciiliir (Horton ve ark., 2006).

S
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Sekil 1.5. Yari yarismali inhibisyon (Stryer ve ark., 2012 ).

Karigik inhibisyonda; inhibitér enzime ya da enzim substrat kompleksine
baglanmaktadir. Aktif olmayan EI ve ESI kompleksi olusturabilir. Substrat ve inhibitor
enzime ayni anda baglanabilir. Karigik inhibitoriin etkisi, enzimin Katalitik aktivitesini
diisiirerek gozlenmektedir. Bu tip inhibisyonda, inhibitdr ile substrat arasinda yarisma

yoktur. Substrat konsantrasyonu artirilmasiyla inhibisyon ortadan kaldirilamaz.

Enzimin Km degeri sabit kalirken Vmaks degeri azalmaktadir (Horton ve ark., 2000).
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Sekil 1.6. Karigik inhibisyon (Stryer ve ark., 2012 ).

1.2. Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinesteraz (EC:3.1.1.7.) (AChE,Asetilhidrolaz), ndrotransmitter asetilkolini
hidrolizleyen hidrolaz grubundan bir enzimdir. Kolin esterazlar, bir nérotransmitter olan
asetilkolinin kolin ve asetik aside hidrolizlenmesini saglayan bir enzim ailesidir. Bu reaksiyon
kolinerjik bir néronun istirahat haline dénebilmesi icin elzem bir reaksiyondur. AChE sinir, kas,
merkezi ve periferel dokularda motor ve sensor fiberlerinde, kolinerjik ve kolinerjik olmayan
fiberler gibi pek cok iletken dokuda bulunur (Voet and Voet, 1995). AChE’nin aktivitesi motor
noronlarinda daha fazladir. Enzim ¢oklu molekiiler formlarda bulunur, bu initeler farkli olsa da
benzer katalitik aktivite gosterirler. Memeli beyninde AChE tetramer formunda bulunur.
9



Pseudokolinesterazlar plazma kolinesteraz, butirilkolinesteraz veya agilkolin acilhidrolazlar
olarak bilinir da bilinirler ve genellikle karacigerde bulunurlar. AChE den farkli olarak
butirilkolini, astilkoline (ACh) gore daha kolay hidrolizlerler. ACh motor sinirler ve iskelet kasi
arasindaki néromuskuler kavsakta bulunan bir nérotransmitterdir. Merkezi sinir sisteminde ACh
oncelikli olarak noronlarda bulunur. Norotransmisyon sirasinda ACh sinirden postsinaptik yarik
igerisine salinir ve postsinaptik membran lizerindeki ACh reseptoriine (nikotonik ve muskorinik)
baglanir ve sinirden getirdigi iletiyi iletir. Post sinaptik membran iizerinde bulunan AChE, ACh’i
hidrolizleyerek sinyal iletimini sonlandirir. ACh’nin bozunmasiyla agiga ¢ikan kolin pre-sinaptik
sinir tarafindan tekrar alinir ve kolin, astil transferaz enzimiyle asetil CoA’ya baglanarak

tekrarACh meydana getirir (Katzung, 2001; Barnard, 1974).

1.2.1. Asetilkolinesterazin yapisi1 ve mekanizmasi

AChE oldukga yiiksek bir aktiviteye sahiptir, her bir molekiil enzim saniyede yaklasik
olarak 25000 asetilkolin (ACh) parcalar. AChE-Yapisi ve katalitik fonksiyonu AChE
nordmuskular sinir kavsaklarinda bulunan bir serin hidrolazdir. Temel biyolojik fonksiyonu asetil
kolini asetat ve koline gevirmektir. AChE nin aktif bolgesi molekiiliin altindan 4Ao yukarida
bulunur anyonik ve esteratik tniteler olmak zere iki alt Uniteden olusur. Katalizden ve kolini
baglamaktan sorumlu anyonik alt {inite yiiksiizdiir ve lipofiliktir, ACh’nin pozitif kuaterner
kolinini baglayabildigi gibi yarigmali inhibitorler olan diger kuaterneri aminleri de baglayabilir.
ACh’nin hidrolizlendigi esteratik alt iinite tipki dger serin hidrolazlarda oldugu gibi serin, histidin
ve glutamat iceren Katalitik Uclu igerir. Karboksil esterin hidroliz reaksiyonu ile agil-enzim ve
serbest kolin meydana gelir. Katalitik ti¢liideki histidinin yardimi ve su molekiilii ile asetik asit
ve serbest enzim tekrar agiga ¢ikar. Aktif merkezin bu iki alt {initesinin yan1 sira AChE’nin aktif
merkezi kolin baglayici paketinden ayri olarak bir veya daha fazla anyonik bolge igerir. Burast

ACh ve yarigmasiz inhibitorler olan diger kuaterner ligandlari baglanmasini saglar.

Peripheral
binding site

Acyl pocket

Choline
binding
site

Catalytic
triad of
AChE
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Sekil 1.7. Asectilkolinesterazin baglayici bolgeleri  (Susman ve ark., 1991).
Asagida enzimin kataliz reaksiyonu gosterilmektedir. Uriin olarak asetat ve kolin olusur.
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Sekil 1.8. Asetilkolinesterazin kataliz reaksiyonu.

Enzimdeki anyonik alt birim asetilkolinin pozitif kuaterner amini ile baglanir. Ayrica bu
bolgeye diger katyonik substratlar ve inhibitorler de baglanir. Katyonik substratlar, aktif
bolgeye giden aralikta siralanan 14 aromatik amino asit ile etkilesimden baska anyonik
bolgede negatif yiiklii amino asitlerle baglanmazlar (Ariel ve ark., 1995). Aromatik
araliktaki bu 14 amino asit olduke¢a yiiksek bir korumaya sahiptir (Ordentlich ve ark.,
1993). Aromatik asitler arasinda triptofan 84 kritik 6neme sahiptir ve bu amino asitin
alaninle yer degistirmesi enzimin reaktifligini 300 kat azaltir (Tougu, 2001). Aktif
bolgeye giden bu aralik yaklasik olarak 20 angstrom uzunluga sahiptir. Aktif bolge
enzimin alt kismindan 4 angstrom yukarida bir konuma sahiptir (Harel ve ark., 1993).
Karboksil esterin hidroliz reaksiyonu agil-enzim ve serbest kolinin olusumuna neden
olur. Daha sonra agil-enzim su (H20) molekiilii tarafindan niikleofilik ataga ugrar ve
histidin 440 amino asitinin yardimiyla asetik asiti serbest birakilir ve tekrar serbest enzim
olusur (Pohanka, 2011). Aktif merkezin bu iki alt {initesinin yan1 sira AChE’nin aktif
merkezi kolin baglayici paketinden ayri olarak bir veya daha fazla anyonik bolge igerir.
Buras1 ACh ve yarigsmasiz inhibitdrler olan diger kuaterner ligandlarin baglanmasini

saglar (Quinn, 1987).

1.2.2. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu

Norotransmisyon sirasinda ACh sinir hiicresinden sinaptik bosluga salinir ve postsinaptik
membrandaki ACh reseptorlerine baglanir. Boylece bir sinyal olusur. Ayn1 sekilde post-
sinaptik membranda konumlu AChE enzimi asetilkolini hidrolize ederek sinyal iletimini
durdurur. Serbest kalan kolin 6nceki sinaptik sinir hiicresi tarafindan tekrar alinir ve kolin
asetiltransferaz enzimi tarafindan asetil-CoA ile reaksiyonundan tekrar asetilkolin

sentezlenir (Whittaker, 1990). Asagidaki sekilde mekanizma gosterilmistir:
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Sekil 1.9. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu (Colevic, 2013) .

1.2.3. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

AChE enzimi inhibitorleri bir¢ok alanda kullanilir. Dogal olarak bitkisel ve hayvansal
kaynakli zehirler AChE enzimini inhibe edebilirler ve asetilkolinin yikimini engellerler.
Boylece ndrotransmitter asetilkolinin konsantrasyonunu ve islev siiresini arttirir. AChE
inhibitorleri geri doniisiimlii, ve geri donilistimsiiz olarak etki ederler (Pohanka, 2012).
Tibbi amagl olarak, myasthenia gravis tedavisinde, glaukoma tedavisinde, antikolinerjik
zehirlenmeye Karsi antidot olarak, non-depolarlayici kas gevseticilerin etkisini tersine
cevirmek icin, Alzheimer gibi hastaliklarin noropsikiyatrik semptomlarinin tedavisinde
ozellikle tepkisizlige karsi, Lewy Body

Dementia ve Parkinson Hastaliklarinin tedavisinde kullanilir (Taylor ve ark., 2012;
Colovic ve ark., 2013). Insektisitlerin hammaddesini olustururlar, kimyasal silah olarak
kullanilabilirler. Asetilkolinesterazin inhibisyon mekanizmasini gdsteren sekil asagida

verilmistir.
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Sekil 1.10. Asetilkolinesteraz inhibisyon mekanizmasi (Hametpoor ve ark., 2017)
1.2.3.1. Geri doniisiimlii AChE inhibitorleri

Geri doniisimlii AChE inhibitorleri cogunlukla tedavi amagl kullanilir. Inhibitorler
enzim aktivitesinin degistirilmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu inhibitérler karbamat,
kuaterner ve tersiyer amonyum tuzlari gibi farkli fonksiyonel gruplar igerirler ve
myasthenia gravis, Alzheimer hastaligi (AD), postoperatif uleus, idrar torbasi sarkmasi,
glokoma tedavisinde oldugu kadar antikolinerjik doz asiminnda antidot olarak
kullanilirlar (Giacobin, 2004; Thompson ve ark., 2012; Stahl, 2002). Piyasada ticari
olarak satilmakta olan Donepezil, Rivastigmine ve Galantamine AD tedavisinde etkin
olarak kullanilan geri doniisiimlii AChE inhibit6rleridir. AChE’1 inhibe ederek ACh’nin
bozunma hizin1 azaltip, ACh seviyelerinin belirli bir diizeyde kalmasini saglarlar. AD’nin
tedavisi yoktur fakat bu ilaglar hafiza bozukluklari, diisiinme, dil, muhakeme ve diger
kavrama gibi beyin faaliyetlerinin iyilestirilmesine yardimci olurlar (Bond ve ark, 2012;
Birks ve ark., 2009; Watkins ve ark., 1994). Bu ilaglar arasinda rivastigmine ve
galantamine nazaran donepezil’in daha az mide barsak bozukluklarina yol agtig1 ve iyi

tolere edildigi saptanmustir (Tayeb ve ark., 2012; Rojas-Fernandez, 2001).
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Sekil 1.11. AD tedavisinde kullanilan Asetilkolinesterazin geri dontistimlii

inhibitorleri (Colevic, 2013).

Karbamatlar

Yine bir geri dOniisiimlii AChE inhibitorii olan karbamatlar ise AD hastaliginin
tedavisinin yani sira Parkinson hastaligi (PD), myasthenia gravis, Lewy cisimcikleri ve
glukoma tedavisinde, veterinerlikte parazit ilact ve tarimda da insektisit olarak yaygin
sekilde kullanilirlar. Karbamatlar karbonik asitten tiireyen organik bilesiklerdir,
karbamatlar, OP’lar gibi AChE inhibitorleridir ve zehirlenmelerde OP’lar ile benzer etki
gosterirler. OP’lar gibi serin amino asit kalintisina baglanirlar fakat bu baglanma OP’lar
gibi ¢ok saglam ve kararli degildir, 30-40 dakika sonra kendiliginden hidroliz olarak
enzimden ayrilirlar,bu yilizden geri doniistimliidiirler (Gupta 2006; Kuhr ve Dorough
1976; Mothana ve ark., 2008). Karbamat bilesikleri mantar ilaci, insektisit ve herbisit
olarak zirai miicadelede kullanilirlar: Karbamat insektisitleri olan aldicarb, karbofuran,
karbaril fenobucarb, propooksur énemli insektisitlerdir. Bunlar her ne kadar geri
doniisiimlii. AChE inhibitorleri olduklart i¢in diger OP’lara gore daha emniyetli
insektisitlerdir. Ferbam, mancozeb ve thiram gibi bazi karmat bilesikleri herbisit olarak
kullanilirken butilate, pebulate, metham, molinate, cycloate, vernolate ise herbist olarak
kullanilir. Akut toksikligi insanlarda azdir fakat maruz kalma ile gozleri ve deriyi

kasindirabilir, oksiiriik ve hapsirmaya sebep olabilirler.

X
\N X/

Ry
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Sekil 1.12. Biyolojik olarak aktif olan karbamatlarin genel kimyasal yapisi (Colevic,
2013).
1.2.3.2. Geri doniisiimsiiz AChE inhibitorleri

AChE inhibitdrleri daha ¢ok kimyasal silahlar ve pestisitlerin yapiminda kullanilirlar,
orgonofosfat bilesikleridir. Ayrica tedavi amaciyla kullanilan geri doniisiimsiiz AChE

inhibitdrleri de vardir (Colevic ve ark., 2013).
Orgonofosfat (OP) bilesikleri

OP’lar fosforik asit, fosfonik, fosforik ve fosfoamidilik asit tirevleridir. R1 ve R2 gruplari
fosfor atomuna ya dogrudan (fosfinatlar olusturarak) veya bir oksijen veya kiikiirt
aracilig1 ile fosfor grubuna baglanirlar. Bazi durumlarda R1 dogrudan fosfor atomuna
tutunmustur ve R2 oksijen veya kikirt atomuna (fosfonatlar veya tiyofosfonat)
olusturarak baglanirlar. Fosforoamidatlarda bu gruplardan en az bir tanesi —NH2 dir ve
fosforla ¢ift bag yapan ise ya oksijen ya da kiikiirt atomudur. Fosfor grubuna oksijen veya
kiikiirt izerinden baglanan X grubu genis bir grup olan halojenler, alifatik, aromatik veya
heterosiklik grubundandir. OP fosfodiesteraz ile hidrolizlendiginde veya protein
hedefleriyle etkilestiginde bu grup, fosfor grubundan ayrildig: i¢in terk eden grup olarak
adlandirilir. OP’larin akut toksik etkisi, merkezi sinir sisteminde esterazlar1 geri
doniisiimstiz olarak fosforladiklart icin AChE’nin aktivitesini kaybetmesine yol
acmalarindan dolayidir (WHO 1986). Gergekte OP’lar

ACh’nin substrat analoglaridir ve tipki dogal substrat gibi aktif bolgeye girer ve serinin -
OH grubuna kovalent olarak baglanir. Asetillemede oldugu gibi OP pargalanir ve enzim
fosforillenir. Normalde agil enzim derhal hidrolizlenip serbest enzimi olusturabilirken
fosfor aktif bolgeyi kolay kolay terk etmez, fosforun aktif merkezi birakmasi gunler
stirebilir. Fosforillenmis enzim ndrotransmitteri hidrolizleyemez. Enzimim inhibisyonu,
ACh’nin sinaptik kavsakta birikmesine ve nikotinik ve muskarinik ACh reseptdrlerinin
asir1 uyarilmasina sebep olur ve sonugta sinir iletisi durur. Akut zehirlenmenin belirtileri
ajitasyon, kas zayiflig1 ve tutulmalari, gézbebeginin biiziilmesi, asir1 tiikiiriik salgilama
ve terlemedir (Bojgar, 2004; Smulders ve ark., 2004). Siddetli zehirlenmelerde solunum
giicliigii, kendini kaybetme,

karigtirma, kasilma ve zehirlenmenin siddetine bagli olarak 6liim bile goriilebilir. OP ile

olusan AChE zehirlenmesi asagida verilmistir.
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E+PXZ=E*PX—= SEP+X
E: Enzim, PX: PX-OP, E*PX-geri dontisiimlii enzim OP kompleksi, EP: fosforillenmis

enzim, X: X-OP terk eden grup.
Geri doniislimsiiz inhibisyon iki basamakta gerceklesir ;

1) Hizli, kisa donemli geri doniisiimlii enzim aktivitesinin sonlandirilmasi. Etki

baslangigta belirleyicidir.

2) Bu basamakta ¢ok kararli enzim-inhibitér kompleksi olusturan, yavas ilerleyen

geri doniisiimsiiz inhibisyondur. Inhibitér enzime kovalent olarak baglanir.

X
Rin_ | R
ﬁ
0 (S)
Sekil 1.13. OP’larin genel yap1 formiilii (Colevic, 2013 ).

Orgonofosfor iceren bocek ilaclar:

OP’larin tarimda ve evlerdeki haserler i¢in kullanimi yaklasik 50 yil1 askin bir zamandir

strmektedir. OP’larin biiyiik miktarda sentezi II. Diinya Savasindan sonra baglamistir ve
“parathion” bunlar arasinda ilk biiyiik ¢apli iiretilendir. Parathionun ardindan malathion
ve azinfosfometil piyasaya c¢ikmistir. Genel olarak OP insektisitleri; etil parathion,
malathion, metil parathion,klorprifoz, diazinon, diklorvos, fosmet, fenitrothion,
tetraklorvinfos, azinfos, metil, pirimiphos-metil, dimetoat ve phosalone dur (Cox, 1992;
Green ve Pohanish, 2005).

1970’lerde orgonoklorlu DDT, dieldrin, aheptachlor insektisitleri dogada uzun siire
etkileri siirdiigli ve ¢evrede biriktigi i¢in yasaklanmistir. Bu ilaglarin yerini daha hizlh
cozlinen OP’lar almistir. OP’lar her ne kadar ¢ok hizli bozunarak organoklorlara rakip
olsa da akut toksisiteleri organoklorlere gore ¢ok daha fazladir. Uretiminde ¢alisanlar ve
tarimda uygulamalarini yaparak biiylik miktarlara maruz kalanlar i¢in ¢ok tehlikelidir
(Pekhonen ve Zhang, 2002). OP’lar tarimda bilingsiz kullanimlari, intiharlarda ve kazara

kullanimlar1 sonucu diinya genelinde en gok zehirlenmelere sebep olurlar. OP pestisitleri
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solunum, sindirim yoluyla ve deriden emilim ile emilirler, toksiklikleri akut fazla sinirl
degildir ve kronik etkileri uzun siire devam eder (Ray ve Richard, 2001; Kristic ve ark.,
2007; Colovic ve ark., 2010). OP’lara defalarca maruz kalan tarim ve ilag is¢ileri maruz
kalmanin siddetine bagli olarak hafiz zayifligi, konsantrasyon ve yer ve oriyantasyon
tayininde giicliik yasarlar. OP’larin ¢ok kiiclik miktarlarinin bile gelismekte olan
organizmalarda norotoksik oldugu, sinir sistemi ve bagisiklik ile ilgili baz1 hastaliklara

yol actig1 gosterilmistir (WHO, 1986).

OP iceren kimyasal silahlar sarin, soman, siklosarin ve VX dir. sarin, soman, siklosarin

fosfofloridatlari icerirken ikem VX fosfonotiyot icerir.

i i
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Sekil 1.14. Bazi insektistlerin genel yapisi. a: metil parathion, b:metil paraoksinin
c: malathion (Colevic, 2013)

OP igeren kimyasal silahlar sarin, soman, siklosarin ve VX’ dir. sarin, soman, siklosarin
fosfofloridatlar igerirken VX, fosfonotiyot igerir. Bu oldukg¢a zehirli sinir ajanlarinin
gelismesi ve iiretimleri 1930’larda baslamis ve daha sonra savaglarda ve terOr
saldirillarinda kullanilmistir. Bu ajanlarin toksisiteleri, enzimi geri doniisiimsiiz inhibe
etme dereceleri gore degisir, toksiklik siralamasinda VX en bagta olanidir. Bu silahlara
maruz kalip kurtulanlarin ilerideki hayatlarinda kronik sinir sistemi bozukluklar1 ve

psikolojik bozukluklar gorulr.

Tedavi amach kullanilan geri doniisiimsiiz inhibitorler

OP’larin optik sinirlerin hasar goriip goz i¢i sivisinin agir1 arttig1, korliige sebep olabilen

glukom hastaliginin tedavisinde basar1 ile kullanilmaktadir. G6z damlasi olarak
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uygulanan bu ilaglar diziopropil florofosfat, ve eckotiyophate igerirler. OP bilesiklerinin
oftalmolojik kullanimlarinin yani1 sira Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi hastaliklarin
tedavisinde de kullanilmaktadir. Triklorfon (metrifonate) bir zamanlar pestisit olarak
piyasaya siirlilmesine ragmen karbamat olan  rivastigmine alternatif olarak

kullanilmaktadir (Colevic, 2013).

1.2.4. Ellman yontemine gére AChE inhibitor etkisi 6lgtlmesi

AChE spektrofotometrik olarak Ellman yontemine goére tayin edilecektir. Ellman
yonteminde, substrat olarak oksi ester olan asetilkolin yerine tiyol ester olan
asetiltiyokolin  kullanilir. Ellman metodunun prensibine gore asetiltiyokolin,
asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz edilir ve hidroliz sonucu agiga ¢ikan tiyokolin,
Ellman reaktifi olan DTNB [5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)] ile reaksiyona girer.

Reaksiyon sonucunda sar1 renkli kromofor TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) olusur.
Reaksiyon sonunda olusan bu sar1 renkli bilesigin olusum hizi (rengin siddeti), 405 nm
de absorbans Sl¢limii yapilarak belirlenir. Bu sar1 rengin siddeti, AChE aktivitesi ile

dogru orantilidir.

o
" . AChE ?
H3CC—SCH,CH,oN"(CH3)s H3;CC—OH + HSCH,CHNH*(CHa3)s

asetiltivokolin tiyokolin

COOH COOH

O,N NO,
Ellman reaktifi
S—S
OOH -
O2N O\\ OOH \ OOH
+ | N _O/N\
S—SCH,CH,N*(CHa)s o
S S
Sarn iyon

Sekil 1.15. Ellman reaktifi ile asetiltiyokolinden AChE enzimi varliginda tiyokolin

olusum reaksiyonu (Ellman ve ark., 1961).

1.3. Enzim immobilizasyonu

Enzimler canlilar tarafindan iiretildiklerinden endiistriyel veya analitik amacl

kullanimlari i¢in doku, kan, mikroorganizma gibi canli veya canli kokenli kaynaklardan
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saflastirilirlar. Enzim iiretiminde hammadde olarak canlilarin kullanim1 ekonomik agidan
siirlayici bir durum olsa da bu sorun mikrobiyal kaynaklar sayesinde bliyiik Olcilide
¢oziilmiis goriinmektedir. Enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan saflastirilmasi oldukga
masrafli bir istir. Bununla birlikte endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini
kaybetmeden geri kazanilmasi oldukca zordur. Serbest enzimin reaksiyon ortamindan
istenildigi anda uzaklastirllamamasi reaksiyonun kontroliinii giglestirir. Serbest enzimi
reaksiyon ortaminda etkisiz hale getirebilmek i¢in kullanilan inhibitorler reaksiyon
ortamin1 kirleteceginden tercih edilmez. Enzimlerin bircok alanda ¢esitli amaglarla
kullanilmaya baglanmasindan dolay1, enzimleri daha ekonomik ve kullanigh hale getirme
caligmalar1 artmistir. Bu nedenle serbest enzimlerden daha fazla yararlanabilmek i¢in

immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir (D’Sauza, 1998; Datta, 2013; Cao, 20006).

Son yillarda immobilize enzimler besin iiretiminde, farmasdtiklerde ve diger onemli
alanlarda kullanilmaktadir. Biyoteknolojinin aktif ¢alisma alan1 olan immobilize
enzimler, diger serbest formlarina gére birgok avantajlar sunmaktadir. Immobilize
enzimler kolay yenilenebilir ve endiistriyel islemler araciligi ile diisik maliyetle

kolaylikla elde edilebilirler.

Endiistriyel uygulamalarin ¢ogunun sulu ¢ozeltilerde gergeklesmesi ve enzimlerin de
suda ¢oziinliyor olmalar1 nedeniyle enzimler, suda ¢éziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel

veya kimyasal olarak immobilize edilirler.

Immobilize enzimin serbest enzime gore pek cok iistiinliigii vardir:

. Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir.

. Sicaklik, pH gibi ¢evre kosullarina karst daha dayanikhidir.

. Tekrar kullanilabilir 6zellige sahiptirler.

. Stirekli iglemlere uygulanabilir.

. Dogal enzime kiyasla daha kararlidir ve enzimin kendi kendini par¢alama

olasilig1 azalir.

. Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir ve {iriiniin enzimle kontaminasyonu
gibi bir durum s6z konusu degildir.

. Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir

(Borner, 2014).
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1.3.1. immobilize enzimlerin ticari kullanimi

Immobilize enzimler bazi durumlarda serbest enzimlerden daha fazla aktivite
gosterebilir.  Immobilize enzimler baslica gida ve farmasotik kimya alanlarinda
kullanilir.  Enzim  immobilizasyonuna  alternatif ~ yontem  tum  hcrelerin
immobilizasyonudur. Immobilize enzimler ekonomik ve katildiklar1 reaksiyonlarda ¢ok

verimli olduklari i¢in ticari kullanimlarda ¢ok biiyiik bir 6neme sahiptir.
Kimyasal reaksiyonlarda istiinliikleri su sekilde siralanabilir:

v" Uygunluk: Eser miktarda enzim proteini reaksiyon c¢ozeltine gecer. Bundan
dolayr immobilize enzimlerle calismasi daha kolaydir. Reaksiyon bittiginde

ortamda yalnizca ¢oziicli madde ve iiriin kalir.

v Ekonomik: Immobilize enzimin kolayca ortamdan alinabilmesi ve tekrar

kullanima elverisli olmasi.

v' Stabilite: Immobilize enzimler enzimin ¢oziiniir formundan ¢ok daha biiyiik

termal ve operasyonelstabiliteye sahiptir.

Gegmiste, biyolojik yikama tozlar1 ve deterjanlar kiri parcalayabilen bircok serbest
proteaz ve lipaz enzimi barindirirdi. Ancak bu enzimler cilde degdiginde alerjik
reaksiyonlara sebep olabildiklerinden s6z konusu enzimlerin immobilize edilmesiyle
sorun giderilmistir. Bu durum enzim immobilizasyonunun yalnizca ekonomik olarak

degil saglik acisindan da 6nemli oldugunu gosterir (Kent, 2007).

1.3.1.1. immobilizasyonda matriks (tasiyic1 destek) materyalleri

Tastyic1 destek materyalinin sekli, yogunlugu, porlu yapisi, por biiytikliigiiniin dagilima,
operasyonel kararliligi immobilizasyonun sonucunu etkiler. Ideal destek materyali ucuz,
reaksiyon vermez, fiziksel olarak saglam ve stabil olmali, enzimin spesifikligini
arttirmal1, optimum pH degerini islem i¢in istenen degere kaydirabilmeli, mikrobiyal
cogalmayr ve spesifik olmayan adsorpsiyonu Onleyebilmelidir. Tasiyici materyaller

baslica organik ve inorganik olmak {izere iki sinifa ayrilir:

* Organik tasiyic1 materyaller: polisakkaritler (seliiloz, kitin, dekstran), karbon

polimerleri, proteinler (kollajen, albimin), vinil ve allil polimerler, polistiren,
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poliakrilamit, poliakrilat, polimetakrilat poliamidler (kalsiyum aljinat, agar,

Kcarrageenin)

. inorganikler: Aktif karbon, bentonit, silika, porlu seramikler, metaller, metal

oksitler. Bu materyaller tanecikli, zar ve lifli yapida olabilir.

Iyi bir destek materyalinde gecirgenlik, ¢oziinmezlik, hidrofilik karakter, termal,

kimyasal ve mekanik kararlilik, mikrobiyolojik saldirilara karsi direng gibi 6zellikler

aranir. Bu Ozellikler enzim aktifliginin korunmasina yardim eder. Asagidaki tabloda

yaygin olarak kullanilan destek materyalleri verilmistir.

Tablo 1.1. Yaygin olarak kullanilan destek materyalleri

Dogal Polisakkaritler: Seluloz, dekstran, agar, agaroz, kitin, aljinat
. |Polimerler i i i
Organik Proteinler: Kollojen, albumin
Destekler
Aktif Karbon
Sentetik | Polistiren
Mineraller | — ' . . . E—
Diger  polimerler:  Poliakrilat, polimetakrilat,  poliakrilamit,
poliamidler, vinil, alil polimerler
Inorganik | Dogal mineraller: Bentonit, silika
Destekler

Islenmis Materyaller: Cam (nanporoz ve kontrolli g6zenekli), metaller, kontrollii
g6zenekli metal oksitler

1.3.2. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri genel olarak ikiye ayrilir:

1. Baglama

* (apraz baglama

* Enzim kopolimarizasyonu

* Tasiyic1 baglama
v" Fiziksel adsorpsiyon

v' Adsorpsiuon ve ¢apraz baglama

v Iyonik baglama

v' Selat baglama
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v" Kovalent baglama

v" Biyospesifik baglama
2. Tutuklama

Jelde tutuklama

Mikrokapsulleme

Lipozom teknigi

Enzim immobilizasyon yontemleri yukaridaki gibi ¢ok degisik sekillerde
siiflandirilabilir fakat genel olarak fiziksel ve kimyasal yontemler olarak siniflandirmak

mUmkdndir.

1.3.2.1. Kimyasal yontemler

Kimyasal immobilizasyon yonteminde suda ¢oziinmeyen polimer ile enzim arasinda
kovalent bag olusumu saglanir ya da ¢ok sayida enzim molekiilii arasinda ¢apraz bag
olusumu saglanir. Kimyasal yontemlerde serbest enzim geri kazanilmaz. Kimyasal

yontemler genel olarak ikiye ayrilir:

Kovalent baglanma: Kovalent baglanma, geri doniisiimsiiz bir immobilizasyon
metodudur. Enzim immobilizasyon yontemleri arasinda en yaygin olarak kullanilan
yontemdir. Bu metodun yayginlig1 baglarin stabilitesi ile iligkilidir ve ¢evreye enzim
salinimini dnleyen bu yontem enzim ile destek materyali arasinda gerceklesir. Daha da
onemlisi, herhangi bir engel olmamasi nedeniyle enzim ve substrat arasinda sinirsiz bir
iliski kurulur. Artan biyokatalizér dengesi de bu yontemin avantajlarindandir. Kovalent
baglanma yonteminin kullanilabilirligini belirleyen en 6nemli faktér enzimin direkt
olarak baglanmasidir. En yiiksek aktivite seviyesini elde etmek igin aktif merkezin amino
asitleri destek materyaline baglanmamalidirlar. Matriks tipine ve substrata bagli olarak
tiiretilmis bircok yol mevcuttur. Immobilize edilecek enzimlerdeki aktif gruplara bagl
olarak enzimle destegin birlestirilmesinin iki yolu vardir. Ya herhangi bir degisiklik
olmadan reaktif islev gruplar eklenir, ya da aktive olmus gruplar olusturmak i¢in destek
materyali degistirilebilir. Her iki durumda da protein tlizerindeki giiclii niikleofillerle
reaksiyona girecek destek iizerinde elektrofilik gruplar olusturmak arzu edilen bir

durumdur.
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O Capraz baglanma: Kii¢lik yapidaki reaktifler herhangi bir katalizére ya da destek

materyaline ihtiya¢c duymadan kendi aralarinda baglar yaparak suda ¢éziinmeyen
yapilar olusturabilirler. Bu prensiple gerceklestirilen immobilizasyon yontemine
capraz baglanma metodu denir. Baglanmalar molekiil i¢i veya molekiiller arasi
olabilir. Enzimin geri kazanimi1 miimkiin degildir. Enzimin aktivitesini biiyiik
Olciide diisiirmemek i¢in baglanma bdlgesinin aktif bolgede olmamasina dikkat

edilir. Bu yontemin 6zellikleri kovalent baglama metoduna benzer.

1.3.2.2. Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemlerde ise enzimin belirli bir yere tutunmasi saglanir. Bu fiziksel tutunma

gerceklestirilirken iyonik bag olusumu ve elektrostatik denge gibi ¢esitli fiziksel

etkilesimlerden yararlanilir. Enzimin tutundugu yerler destek materyalinin i¢indeki

mikrobdlmeler veya gozenekli membranlardir. Fiziksel yontemler genel olarak ikiye

ayrilir:

Adsorbsiyon ile immobilizasyonu: Bu metod en basit ve en eski olan
immobilizasyon metodudur. Bu metotla kat1 matriks {lizerinde enzimin fiziksel
adsorbsiyonu veya iyonik baglanmasi gergeklesir. Fiziksel adsorbsiyonu
gerceklestiren kuvvetler, hidrojen baglart Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik
etkilesimlerdir. Iyonik baglanma kisminda ise proteinin yiiklii gruplar1 ile destek
materyalinin zit yiikleri arasinda bir ¢ekim gergeklesir.

Tutuklama (entrapment): Polimer maddelerde ya da yar1 gegirgen membranlarda
enzimin hapsolmasi yontemidir. Enzimin sulu bir polimer ¢6zeltisinde veya
monomer ¢ozeltisinde ¢ozlilmesi gerekir. Polimerin olusturulmasi, UV
radyosyonu, gama isinlari veya 1siyla baslatilir. Olusturulan ve hidrofilik olan
polimer icerisinde enzim hapsedilir. Polimer, substrat ve Urtniin difiizyonuna
izin verip Urlinii hapsetmelidir. Bu ylizden polimerin yeteri kadar siki olmasi
gerekir. Bu metot kullanilarak, biitlin hiicreler, farkli biiyiikliikteki
mikroorganizmalar, diger biyokatalizorler hapsedilebilir. Bu teknik matriks ve
mikrokapsiil olarak ikiye ayrilir. Enzim kalsiyum aljinat gibi ¢odziinmeyen
kafeslerde ve mikrokurelerde hapsedilir. Bu yontemde enzim jel monomerleriyle
inkibe edilir. Matrikste tutuklamada poliakrilamit ve polimetakrilamit jeller,

membranda hapsetmede seliiloz nitrat ve naylon tiirevleri yaygin bir sekilde
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kullanilr. Polimerizasyon UV, IR ve gama isinlariyla baglatilir. Materyalin
substrat gecirgenligi i¢in por biyiikligiine dikkat edilir. Ancak bu ¢dziinmeyen
matriks maddesi substrat girisini ve iriin ¢ikisim1 biiyiikk Olciide engeller.
(Cozeltiye enzim sizintis1 da olabilir. Bu dezavantajlart matriks ve membran

materyali modifiye edilerek buyik 6lcude giderilebilir.

Enkapstlasyon: 1-100 mm pm c¢ap uzunlugundaki enzim damlaciklarinin
bulundugu hidrokarbon ¢o6ziicliniin  enzim damlaciklarinin  ¢evresinde
olusturdugu suda ¢6ziinmeyen faza sivi1 ylizey yapict mebranlar ad1 verilmektedir.
Bu yontem ile ayn1 anda birgok enzim immobilizasyonu gergeklestirilebilir. Bu
yontemin dezavantajlar1 ise; substrat ve {irlinin membrandan gegcisinin

¢Oziiniirliige bagl olmasidir (Colecic, 2013; Sirisha ve ark., 2016).

Yar gegirgen membran

P ™ Enzim "\
\ / caprazbagiar

— o apraz baglanma
Enzim immobilizasyonu Gap g

Adsoprsiyon / \
Ko
................. s kovalant
™

Enzim /
erik
Tutuklama e ElEnsi

valent baglanma
3 4 s
by

Ensim g BRmm  EPnim

tesim  ®0dm  Eoaim  Eoam
s Enzim'
Enzim .
Erzim Bt Enaim  Bradem
I Enzim
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Sekil 1.16. Enzim immobilizasyon yontemleri (Sirisha ve ark., 2016).

1.4. Epoksi polimerlerin hazirlanmasi

Literatiirde daha oOnce yapilan caligmalarda epoksi bilesikleri igceren tiyol-en

formiilasyonlarinda epoksi doniistimlerinin az oldugu (%20'den az) bilinmektedir .Bu

durum daha c¢ok niikleofilik tiyol gruplarinin oksonyum iyonlari ile reaksiyona girip

katyonik polimerizasyonu inhibe etmesine baghdir (Ortiz, ve ark., 2007). Sonugta serbest

epoksi gruplarinin regine igerisinde kalacagi ongoriilebilir ve enzimler agikta kalan
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epoksi gruplari iizerinden baglanabilir. Asagida, yukarida bahsedilen reaksiyonlara ait

mekanizmalar verilmistir.

RNy R-SH
R
L hv 5 RS -
R-SH + Photoinitiator ——— R-S \/\R‘
/\R'

Sekil 1.17. Tiyol-en polimerizasyonunun mekanizmasi (Razza, ve ark., 2017)

PhI*PF; + Ph

— = —2H™
2 &K " & ;\ 7 N :
+i H — o \S/
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Sekil 1.18. UV ile piroliin katyonik polimerizasyonunun mekanizmasi (Razza, ve ark.,
2017). Burada kullanilan katyonik baslatic1 bir diariliyodonyum tuzudur.

hv

Ar,S"X" +Ar
Ar;STX" L—‘L (Ar;S*X)! —— - gl
) ; Ar,S + Artx

n+1
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https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Razza%2C+Nicol%C3%B2
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Razza%2C+Nicol%C3%B2
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Razza%2C+Nicol%C3%B2
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Razza%2C+Nicol%C3%B2

Sekil 1.19. Foto baglatilmis katyonik polimerizasyon ile epoksi gruplarinin dontistimiine
ait mekanizma (Atif ve ark., 2015).

1.5. Tlgili Literatiir Ipng1 Altinda Calismanin Yeri

AChE, kolinerjik sinapslarda uyarilarin iletimini sonlandirdigindan nérotransmisyon
esnasinda onemli rol oynar. Pestisitler, AChE enzimini geri doniigiimsiiz inhibisyon
mekanizmasi ile inhibe ederler. Bu inhibisyon AChE miktarindaki azalma ile tayin
edilebilir. AChE ol¢iimiinden yararlanan pek c¢ok biyosensor g¢aligmalart vardir

(Chauhan ve Pundir, 2011).

Enzim immobilizasyonu enzimlerin kararliligini ve tekrar kullanilabilirligini artirmasi
bakimindan ekonomik olarak avantajlar saglar (Tanriseven ve Dogan, 2002; Mateo ve
ark., 2007). Immobilize enzimler siirekli kullanimlar1 ve reaksiyon ortamindan kolayca
ayrilmalar1 bakimindan tercih edilirler (Haider ve Husain, 2007). Coziinmeyen materyale
adsorpsiyon, polimer jelde tutuklama, membranda enkapstilasyon, bifonksiyonel ya da
multifonksiyonel reaktiflerle kimyasal capraz baglanma ve c¢oOziinmeyen tagicilara
baglanma seklinde ¢ok cesitli enzim immobilizasyonu teknikleri vardir (Elnashar ve

Yassin, 2009).

AChE enziminin immobilizasyonu ile ilgili literatiirde ¢ok ¢esitli calismalar vardir. Bu
caligmalarda serbest ve immobilize enzimin aktivite 6zellikleri ve kinetik parametreleri
incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda AChE enzimini, Tiimtiirk ve arkadaslar1 aljinat jel
mikrokuirelerine, Moradzadegan ve arkadaslari nanofiber PVA/BSA membran {izerine,
Stoilova ve arkadaglari nanofiber poliakrilonitril membran iizerine, Stoilova ve
arkadaglar1 yaptiklar1 bagka bir ¢alismada stiren-maleik anhidrit kopolimer destek
materyaline immobilize etmislerdir (Ttmtiirk ve ark., 2007; Moradzadegan ve ark., 2010;
Stoilova ve ark., 2010a; Stoilova ve ark., 2010b).

Bu ¢aligmada immobilize ve serbest AChE enziminin optimal sicaklik ve pH degerleri
belirlenmesi, kinetik 6zelliklerinin, immobilize enzimin tekrar kullaniminin ve depolama

kararliliklarinin incelenmesi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pentaeritritoltetrakis(3-merkaptopropiyonat)(4SH): (Sigma-Aldrich)
O O
s ks OX o e
Hs\/\n,o OY\/SH
@) O

1,3,5-Trialil-1,3,5-triazin-,4,6(1H,3H,5H)-trion (TTT): (Sigma-Aldrich)

alil glisidil eter (AGE): (Sigma-Aldrich)
H.C
2 v\o/\7
O

Triaril sulfonyum hekzafloroantimonat: (Sigma-Aldrich)

W

7
C
4
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Prorilen karbonat: (Sigma-Aldrich)

CHs

o (@

D

o

Asetilkolinesteraz Enzim (E.C.3.1.1.7;Asetilkolin asetilhidrolaz): MA:230-280 kDa,

Electrophoruselectricus (electric eel)’tan elde edilmistir (Sigma-Aldric).

Elman Reaktifi: 5,5'-Ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)(DTNB):MA:396.35 g/mol. A¢ik

OH
0 0
0, OH
I/N- S\ 0
0 S N*
\
0

Bradford Reaktifi:o-nitrofenil B-D-galaktopiranosit (CoomassieBrilliant Blue
G250,C47H4sN3NaO7S2): Renksiz, toz. MA:854.02 g/mol (Bio-Rad)

Rg
NH
| P \ 0

0" Na' O 0
\,,S S\\’
0 0

g
(Y L.
1§ )

#

sar1, toz.(Sigma-Aldric)

Asetiltiyokolin iyodir: Renksiz, toz. MA:289.18 g/mol (Sigma-Aldric)

O
M ol
HaC S/I_xN—CHg
CHj
Fosfat Tamponlari:NaH2PO4.2H,0, NaxHPO4.12H,O (Sigma-Aldrich)

Azinfos Metil (Sigma-Aldrich)

28



Klorpirifos (Sigma-Aldrich)
Cl Cl

Il
CI”" N~ ~O-P—OCH,
OCH,4

Siyanofenfos(Sigma-Aldrich)

AL

2.2. Arastirma Araclar

Fourier Doniistimlii Infrared Spektrometre: Perkin Elmer Spektrum 100ATR-FTIR

Spektrometre

Taramal1 Elektron Mikroskop (SEM) cihazi: Philips XL30SEM FEG
Santrifiij: Sigma, 3K 30 Yiiksek devirli, sogutmali (A.B.D.)
Spektrofotometre: TermoScientific, Helioszeta UV-VIS (A.B.D.)
Hassas Terazi: SartoriousAnalytic, A200S +0,0001(Almanya)

-80°C Derin Dondurucu: ThermoElectronCorp., Forma (A.B.D.)
Buzdolab1: Regal (Tiirkiye)

Su Banyosu: Wasserbad WB Serisi (Almanya)

Vorteks Karistiric: Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)

Destile Su Cihazi: Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)
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Manyetik Karistirici: VelpScientifica, ARE (italya)
Etiiv: Genlab, midi/2/AL (0-100)(ingiltere) pH
metre: Hanna, HI 9024 (Romanya)

Orbital Karistirici: IKA-Werke, OS 10 B(Almanya)

2.3. Deneysel Ydntemler
2.3.1. Polimerik destek materyalinin hazirlanmasi
2.3.1.1. iletken tiyol-ene kiirlenebilen filmlerin hazirlanmasi

Iletken tiyol-ene kiirlenebilen filmlerin hazirlanmas i¢in oncelikle pentaeritritoltetrakis
(3-merkaptopropiyonat) (4SH),1,3,5-Trialil-1,3,5-triazin- ,4,6(1H,3H,5H)-trionTTT) ve
alil glisidil eter (AGE) ve pirol (hazirlik 6ncesi vakum altinda destillendi) asagidaki
tabloda belirtilen oranlarda aliiminyum folyo sarili bir beherde karigtirildi. Cifte bagl
gruplar ile tiyol gruplari arasinda 1:1 oran olacak sekilde formiilasyonlar hazirlandi.
Ardindan %4 oraninda katyonik (Triarilsulfonyum hekzafloroantimonat tuzlari, propilen
karbonat icerisinde agirlikca %50 olacak sekilde karistirildi) ve yine %4 oraninda
radikalik fotobaslatici (Darocur 1173 ) ilave edildi (Sekil 2.1). Ardindan teflon kaliplara
dokiilen karisgim UV 1181 altinda 10 dakika sertlestirildi. Kullanilan tiim monomerlerin
kimyasal yapilar1 Sekil 2.2.'de gosterilmistir. TE-APCR kodlu malzeme asil, enzim
baglanmasi i¢in hazirlanmis olup diger formiilasyonlar piroliin ve katyonik baslaticinin

etkisini anlamak amaciyla hazirlanmistir.

Sekil 2.1. Pirol igeren tiyol-en kiirlenebilen sivi formiilasyon
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Sekil 2.2. Kullanilan tiim monomerlerin kimyasal yapilari

Tablo 2.1. Pirol igeren tiyol-en kiirlenebilen bilesenler ve formiilasyonlar

Kimyasal TE-APCR TE-PCR TE-ACR TE-APR
AGE Pirol Katyonik
icermeyen icermeyen fotobaslatici
icermeyen
AGE 0,5707 g - 0,5707 g 0,5707 g
(0,005 mol) (0,005 mol) (0,005 mol)
TTT 1,2464 g 1,2464 ¢ 1,2464 g 1,2464 g
(0,005 mol) (0,005 mol) | (0,005 mol) (0,005 mol)
4SH 2,445 ¢ 1,8325 ¢ 2,445 ¢ 2,445 ¢
(0,005 mol) (0,00375 mol) (0,005 mol) | (0,005 mol)
Pirol 10%** 10% - 10%
Katyonik foto 4%** 4% 4% -
baslatici
Radikalik foto 49%** 4% 4% 4%
baslatici

*TE: Tiyolen, A:AGE, P:Pirol, C: Katyonik foto baslatic1 ** Toplam tiyolen bilesenleri iginde piroliin %’si
10 (AGE+TTT+4SH), baslaticilarin %’si 4 tiir (AGE+TTT+4SH).
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Hazirlanan formiilasyonlar enzim uygulamalar1 i¢in 3mm c¢apli dairesel kaliplarda

kirlendi.

2.3.1.2 Polietilenimin modifiye filmlerin hazirlanmasi

%30'luk PEI ¢ozeltisinden 1g alinarak 30 mLsu ile seyreltildi. Hazirlanan 6 mm ¢aplh
silindirik filmler bu ¢6zelti icine atilarak 24 saat 40 derecedeki su banyosunda

karigtirildu.

2.3.1.3. Polimerik destegin karakterizasyonu

Hazirlanan polimerin enzim immobilizasyonu Oncesi ve sonrasi fonksiyonel grup
analizleri Fourier Doniisiimli Infrared Spektroskopisi (FT-IR) kullanilarak yapildi.
Spektrumlar Perkin Elmer Spektrum 100ATR-FTIR Spektrometre cihazi ile 400-4000
cm? araliginda kaydedildi. Philips marka XL30SEM FEG model Taramali Elektron
Mikroskop (SEM) cihaz1 kullanilarak polimerin enzim immobilizasyonu Oncesi ve

sonrast goriintiileri morfolojik olarak incelendi.

2.3.2. Polimerik destege AChE enzimin immobilizasyonu

Polietilenimin sonlu polimerik film %25°1ik glutaraldehit ile aktive edildi. Aktive edilmis
PEI ve epoksi sonlu polimerik filmler tartildi. Polimer filmler 25 mL’lik beherlerde
bulunan 63ug/10 mL pH 7 fosfat tamponu cozeltilerine konuldu. 8 saat orbital
karistiricida inkiibe edildi. Polimerik ylizeylere immobilize olan enzim miktarlar

Bradford protein tayin metodu ile tayin edildi.

2.3.3. Bradford metoduna gore protein tayini

Immobilize olan enzimin miktar tayini Bradford yontemine gore yapildi (Bradford
1976).

1. 2mg/mL ovalbumin stok c¢ozeltisi 0.1 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek,

standart olarak kullanildi.

2. Standart ¢ozeltilerden 20pL (2pug/mL), 40uL (4pg/mL), 60uL (6pg/mL), 80pL
(8ug/mL) olacak sekilde alind.

3. Ornekten 100 pL alind.

32



4. Standart ve 6rneklerin son hacmi distile su ile 800 pL’ye tamamlandi.

5. Referans olarak 800 pL distile su kullanildi.

6. Standart, referans ve 6rnek ¢Ozeltilerine 200 pL Bradford reaktifi ilave edildi,

tiipler iyice karistirildi.

7. 15 dakika sonra 595nm’de referans ¢6zeltisine karsi absorbans 6l¢timleri yapildi.

2.3.4. Standart grafigin hazirlanmasi

Kalibrasyon grafigi hazirlamak amaciyla farkli konsantrasyonlarda (0.5-2 mM)
asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 100uL alinip,
icerisinde DTNB ¢ozeltisi (100 uL, 2 mM), 50 pL enzim ¢ozeltisi ve 1.8mL 10 mM pH
7.0 fosfat tamponundan ilave edildi.10 dakika sonra UV spektrofotometresi kullanilarak
412 nm’ de aym sekilde hazirlanan ancak substrat icermeyen kor cozeltisine karsi
absorbans degerleri 6lgiildii. Asetiltiyokolin iyodiir konsantrasyonlarina karsi absorbans

grafigi ¢izildi.
2.3.5. Aktivite tayini

Serbest ve epoksi gruplari ve polietilenimin (PEI) {izerinden immobilize edilen AChE
enzimi aktivite tayini spektrofotometrik olarak Ellman metoduna gére yapildi (Elman ve
ark., 1961). Distile suda hazirlanan 2 mM asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisinden 100 pL, 2
mM 10 mM pH 8.0 fosfat tamponunda hazirlanan DTNB ¢6zeltisinden 100 pL, 1.8 mL
10 mM pH 8.0 fosfat tamponundan 1.8 mL alindi. Uzerine 50 uL (0.308ug) enzim
cozeltisinden eklendi. 10 dakika 37°C’de 100 rpm hizla karistiricili su banyosunda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ayni icerikle hazirlanan fakat substrat icermeyen kore

kars1 412 nm’de absorbans 6l¢timii yapildi.

Iki ayr1 destege immobilize edilen enzimin de aktivite tayini yukarida anlatildig: sekilde

yapildi. Sadece serbest enzim yerine tartimi alinmig immobilize enzim konuldu.

Aktivite (IU/mg)= ATChI(png) / (Enzim miktar (ug)x 10dk)
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2.3.6. Serbest, epoksi gruplari ve polietilenimin (PEI) iizerinden immobilize edilen

enzimin pH’a bagh olarak aktivite degisimi

pH 7-9 araliginda degisik pH’larda fosfat tampon ¢ozeltileri hazirlandi. Bu tampon
¢ozeltiler kullanilarak serbest ve immobilize enzim Uzerine pH etkisi incelendi ve aktivite
Olclimii yapildi. Aktivite hesab1 yukaridaki formiile gore yapildi. En yiiksek aktivite 100
kabul edilerek diger sonuglar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplar1 yapildi. % Bagil

Aktiviteye kars1 pH grafigi ¢izildi.

2.3.7. Serbest, epoksi gruplari ve polietilenimin (PEI) iizerinden immobilize edilen
enzimin sicakhiga bagh aktivite degisimi

Serbest ve epoksi ve PEI iizerinden immobilize enzim iizerine sicaklifin etkisini
incelemek amaciyla ¢esitli sicakliklarda (25°C-55°C) aktivite tayini yapildi. En yiiksek
aktivite 100 kabul edilerek diger sonuclar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplari

yapildi. % Bagil Aktiviteye kars1 sicaklik grafigi ¢izildi.

2.3.8. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerinin aktiviteleri optimum sartlarda farkli substrat
derigsimleri kullanilarak (0.1-2.0 mM) 6l¢ildu ve Lineweaver—Burk grafigi yardimiyla

Km ve Vmaks degerleri hesaplandi.

2.3.9. Iimmobilize enziminlerin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

Tartim1 alinmig immobilize enzim tizerine 2 mM distile suda hazirlanan asetiltiyokolin
iyodir ¢ozeltisinden 100 pnL, 2 mM 10 mM pH 8.0 fosfat tamponunda hazirlanan DTNB
cozeltisinden 100 pL, 1.8 mL 10 mM pH 8.0 fosfat tamponundan 1.8 mL ilave edildi. 10
dakika 37°C’de 100 rpm hizla karitiricili su banyosunda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda ayni igerikle hazirlanan substrat igermeyen kore karst 412 nm’de
absorbans 6lciimii yapildi. Immobilize enzimin bulundugu ¢ozeltiden alindi, yikanip
kurulandiktan sonra tekrar temiz bir tiipe konuldu. Immobilize enzim {izerine yukarida
anlatildig1 sekilde ¢ozeltiler eklenerek deney tekrarlandi. Geriye kalan karisimin 412
nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi. Deneme anlatildig: sekilde her defasinda immobilize

enzim karisimdan ¢ikarilarak tekrar edildi. En yliksek aktivite 100 kabul edilerek diger
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sonuclar ona gore kiyaslanip % aktivite hesaplar1 yapildi. % Bagil Aktiviteye karsi
kullanim say1s1 grafigi ¢izildi.
2.3.10. Serbest ve immobilize enzimler Uzerine depolama kararhhiklarinin etkisi

Serbest ve immobilize AChE enziminin baslangi¢ aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C’de
agz1 kapali siselerde bekletildi ve bu enzimlerin aktiviteleri 2 ay boyunca belirli

araliklarla Sl¢iilmiistiir.

2.3.11. Serbest ve immobilize enzimler Gzerine metal etkisi

0.1 mM Mn*? Mg*?,Cu*?,Zn*?,Ca*? metal tuzlar ¢ozeltileri distile suda hazirland.
Serbest ve immobilize enzim aktivite tayini metal iyonlar1 varhiginda yapilarak

aktivitedeki degisiklikler kaydedildi.

2.3.12. Serbest ve immobilize enzimler Uzerine pestisit etkisi

Azinofos metil, Klorpirifos, siyanofenfos pestisitleri 0.01pg/10pL  asetonitril
cozeltilerinde hazirlandi. Serbest ve immobilize enzim aktivite tayini ii¢ farkli pestisit

varliginda yapilarak aktivitedeki degisiklikler kaydedildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Polimerik Destegin Sentezi ve Karakterizasyonu

Elde edilen malzemelere ait fotograflar asagida verilmistir.

TE-APCR TE-PCR TE-ACR TE-APR
(AGE free) (Pyrrole free) (Katyonik
fotobaslatic1 free)

o

Fotograflardan goriilecegi iizere pirol icermeyen 6rnek (TE-ACR) transparanken pirol
iceren 6rnek (TE-APR) yalnizca radikalik baslatici varliginda agik sar1 renklidir. AGE
kullanilmadan hazirlanan formiilasyonda (TE-PCR) olusan kirmiz renk ise piroliin
polimerlestiginin kanitidir. Pirol asitlerler muamele edildiginde kirmiz renkli ¢6zlinmez
polimerler verirler (Bruce ve ark., 1980). Polipiroller daha ¢ok siyah renkli olmakla
birlikte kirmiz halleri de (pyrrole red) bulunmaktadir (Kricheldorf ve ark.,2005).
TEAPCR kodlu pirol, AGE ve katyonik ile radikalik fotobaslaticilar1 birlikte i¢eren
ornek ise kahverenklidir. Bu durum piroliin tamamen degil kismen polimerlestigini
gostermektedir. Bunun kullanilan katyonik foto baglatici tipinden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Literatiirde akirlatlar ile birlikte piroliin katyonik baslaticilarla
polimerlestirildigi ¢alismalarda siyah renkli polipirol olusumu s6z konusudur. Ornegin
Asmussen ve ark. (2015), pirol iceren metakilat oligomeri karisimini bir diariliyodonyum
tuzu (p-(oktilooksifenil)fenilidonyu hekzafloroantimonat (Ph2ISbFs) ile birlikte

polimerlestirmistirlerdir ve elde ettikleri filmler siyah renklidir.
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TE-APCR kodlu formiilasyonun ve kullanilan monomerlerin AGE, 4SH, TTT ve
piroliin FTIR spektrumlar1 Sekil 3.1°de verilmistir. Burada TE-APCR'deki 911 cm™'de

goriilen pik AGE'in epoksi halkasindan kaynaklanmaktadir.

FTIR spektrumunda 2550 cm-Yde SH piklerinin gériilmemesi ve 1645 cm™'deki allil
piklerinin olmamasi filmlerin bagariyla sentezlendigini gostermistir. 1732 ve 1680'deki
pikler kullanilan monomerlerin karbonil gruplarma aittir. 1794 cm™deki band ise
kullanilan katyonik fotobaslaticidaki propilen karbonata aittir. 2980-2800 cm™'deki
pikler alifatik -CH.- ve CHs gruplarina aittir. Polipirole ait pikler tiyol-en
monomerlerinin pikleri ile értiildiigiinden cok net olarak goriilmemektedir 3397 cm™'de

gorulen pik -NH gerilmelerine aittir.

Sekil 3.2°de PEI modifikasyonu goriilmektedir. AGE'nin epoksi pikleri tamamen yok

olmus ve 3500 cm-* civarindaki band -OH ve amin guruplarina aittir.

SN

%T

Yas

4000 3600 3200 2800 2400 2000 l8000m,11600 1400 1200 1000 800 600 380

Sekil 3.1. AGE (siyah), 4SH (mavi), TTT (kirmizi), pirol (yesil), ve kiirlenmis filmin

(pembe) FTIR spektrumlari
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Sekil 3.2. PEI ile modifiye edilmis pirol i¢eren tiyol-en filmlerin FTIR spektrumlari
3.2. immobilize Olan Enzim Miktarinin Hesaplanmasi

2.3.2’de anlatildig1 gibi AChE enzimi polimerik destek {izerine immobilize edilmistir.
Immobilize olan enzim miktar1 Bradford protein tayin yontemine gére ovalbumin
standart grafigi kullanilarak hesaplanmistir. Standart protein grafigi asagida Sekil 3.3’te
verilmistir. Baglangigta kullanilan enzim miktarindan immobilizasyon sonunda bulunan
enzim miktar ¢ikarilarak baglanan enzim miktarlar1 hesaplanmistir. Polimere yiiklenen,
baglanmayan, baglanan enzim miktarlar1 ve baglanma yiizdeleri Tablo 3.1°de

gosterilmistir.
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Cesitli destek materyalleri kullanilarak AChE enzimi ile yapilmis pek ¢ok
immobilizasyon caligmas1 vardir. Cakiroglu ve arkadaglar1 1g poliakrilik asit temelli
nanofiber iizerine 0.4 mg AChE enzimini immobilize oldugunu yatin etmislerdir
(Cakiroglu ve ark. 2018). Stoilova ve arkadaslari nanofiber poliakrilonitril
membraniizerine  AChE immobilize ettiklerinde 2.8 mg enzimin 1 g polimere
baglandigin1 belirlemislerdir (Stoilova ve ark., 2010a). Timtirk ve arkadaslar
caligmalarinda 1 g aljinat jel mikrokiirelerine 0.23 mg enzim baglandigini bulmuslardir
(Timtiirk ve ark., 2007). Calismamizda 1g epoksi filme 47.19ug, 1g PEI filme 33.54 ug
enzim baglandig1 bulunmustur. Immobilize olan enzim miktar1 kullanilan polimere ve

reaksiyon sartlarina (pH, zaman gibi) gore degisiklik gostermistir.

Tablo 3.1. immobilizasyon éncesi ve sonrasi enzim miktarlari

Polimer | Baslangigtaki Baglanmayan Baglanan Enzim | Baglanma
Filmler | Enzim Miktari| Enzim Miktari(pg) Yuzdesi
(M9) Miktari(ug)

Epoksi | 63 2.73 60.27 95.66
PEI 63 8.18 54.82 87.01

0'3 A . e e

PROTEIN STANDART GRAFIGI
0,25

y =0,0298x + 0,0175
R?=0,9959

Absorbans
o
=
o
1

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Konsantrasyon (ug)

Sekil 3.3. Protein standart egrisi
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3.3. Asetiltiyokolin Iyodiir Standart Grafigin Hazirlanmasi

Kalibrasyon grafigi anlatildigir gibi 0.5-2 mM aralifinda farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltileri ile yapildi. Asetiltiyokolin iyodiir standart

grafigi Sekil3.4’te verilmistir.

2,5 7 ASETILTiYOKOLIN iYODUR STANDART GRAFiGi

Absorbans

1 2 3 4
Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.4. Asetiltiyokolin standart grafigi

3.4. Aktivite Tayini

Serbest ve immobilize AChE enziminin aktivite tayini 2.3.5’te anlatildigi sekilde
yapilmistir. Serbest ve immobilize enzim iizerine sicaklik, pH, tekrar kullanilabilirlik ve
depolama siiresi ilizerine etkileri incelenmistir. Serbest ve immobilize enzimin kinetik

degerleri (Km ve Vmaks) de saptanmustir.

3.4.1. Immobilize ve serbest enzimin pH’a bagh olarak aktivite degisimi

Serbest ve immobilize enzim Uzerine pH etkisi 7-9 araliginda incelenmistir ve % Bagil
Aktiviteye kars1 pH grafigi Sekil 3.5’te verilmistir. Serbest enzimin pH 8’de maksimum
aktivite gostermistir. Epoksi ve PEI filmler iizerine immobilize enzimler ise pH 8,5°da

maksimum aktiviteye sahip olduklar1 saptanmustir.

Poliakrilik asit temelli nanofiber {izerine (Cakiroglu ve ark. 2018), mezoporoz silikon
yuzeyine (Saleem ve ark. 2016), SiO; hibrit membran (Yotova ve Medhat, 2012), aljinat
jel mikrokdreleri Uzerine (TUmtulrk ve ark., 2007) AChE enzimini immobilize ettiklerinde
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pH 8’de maksimum aktivite gosterdiklerini tayin etmislerdir. Stoilova ve arkadaslari
nanofiber poliakrilonitril membran iizerine AChE immobilize ettiklerinde pH 8.4’te
maksimum aktivite gézlemlemislerdir (Stoilova ve ark., 2010a). Stoilova ve arkadaslar
yaptiklar1 baska bir ¢alismada stiren-maleik anhidrit kopolimer destek materyaline AChE
immobilize etttiklerinde pH 8.5’te maksimum aktivite saptamiglardir (Stoilova ve ark.,
2010b). Moradzadegan ve arkadaslari nanofiber PVA/BSA membran (zerine AChE
immobilize ettiklerinde optimal pH’17.5 olarak tayin etmislerdir (Moradzadegan ve ark.,

2010).

PR

Enzim kat1 destege immobilize edildiginde optimal pH’inin degistigi pek ¢ok calismada
gosterilmistir. Bu degisiklik kat1 destegin ylizeyinde yilik dagilimlarinin farkli olmasi ve
enzimin destekle etkilesimi sonucunda, enzimin ¢evresel yiikiinliin degismesi olarak
aciklanabilir (Kahraman ve ark. 2007). Bizim optimal pH bulgularimiz da literatiirdeki

bulgular ile uyumludur.

120 7

100 - I
i serbest enzim
. B epoksi
_ N pE|
7 7,5 8 8,5 9

pH

[0
o

% Bagil aktivite
B D
o o

N
o

o

Sekil 3.5. Iimmobilize ve serbest enzimin pH’a bagli aktivite degisimi
3.4.2. iImmobilize ve serbest enzimin sicakliga bagh olarak aktivite degisimi

Serbest ve immobilize enzim lizerine sicaklik etkisi 25-55°C araliginda incelenmistir ve
% Bagil Aktiviteye kars1 sicaklik grafigi Sekil 3.6°da verilmistir. Serbest enzim 30°C’de
maksimum aktivite gosterirken epoksi ve PEI {izerine immobilize enzimler 50°C’de

gostermislerdir.

Cakiroglu ve arkadaglari poliakrilik asit temelli nanofiber iizerine AChE enzimini

immobilize ettiklerinde immobilize enzimin 35°C’de maksimum aktivite gosterdigini
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tayin etmislerdir (Cakiroglu ve ark., 2018). Mezoporoz silikon iizerine AChE fiziksel
olarak immobilize edildiginde 50-90°C araliginda yiiksek aktiviteye sahip oldugu yapilan
bir calismada gosterilmistir (Saleem ve ark. 2016). Tiimtiirk ve arkadaslar1 aljinat jel
mikrokiireleri tizerine AChE enzimini immobilize ettiklerinde immobilize enzimin 35°C’
de maksimum aktivite gosterdigini bulmuslardir (Ttimtiirk ve ark., 2007). Stoilova ve
arkadaslar1 nanofiber poliakrilonitril membran tzerine AChE immobilize ettiklerinde
37°C’de maksimum aktivite gosterdigini belirlemislerdir (Stoilova ve ark., 2010a).
Stoilova ve arkadaslar1 yaptiklar: baska bir ¢alismada stiren- maleik anhidrit kopolimer
destek materyaline AChE immobilize etttiklerinde 32°C’de maksimum aktivite

gosterdigini bulmuslardir (Stoilova ve ark., 2010b).

Enzimin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degismesi optimum sicaklifin artmasina
neden olabilir. Bu ise immobilizasyon ile enzimin aktif bolgesinin korundugunu; sicaklik
degisimi ile aktif bolgenin konformasyonunun bozulma ve zarar gérmesinin engellendigi
seklinde agiklanabilir. immobilizasyon sonucunda enzimin konformasyonel hareketliligi
kisitlandigindan daha kararli hale gelmis olmasi onu disaridan gelebilecek etkilere karsi
korur. Bu ylizden immobilize enzim daha yliksek sicakliklarda serbest enzime gore daha

aktiftir (Yong, 2008).

I I :
I serbest enzim
I B epoksi
=  pE|
25 30 35 40 45 50 55

Sicaklik °C
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Sekil 3.6. Immobilize ve serbest enzimin sicakliga bagh aktivite degisimi
3.4.3. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi
Tez ¢alismasinda kullanilarak farkli substrat konsantrasyonlarinda (0,01-1,5 mM) serbest

enzimin Km ve Vmaks degerleri Lineweaver—Burk grafigi kullanilarak hesaplanmistir.

Kinetik degerlerine ait grafikler Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9’da verilmistir. Serbest enzimin Km
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degeri 1.25 mM iken epoksi ve PEI immobilize enzimin Km degerleri 0.182 ve 0.5 mM
olarak bulunmustur. Serbest, epoksi ve PEI immobilize enzimlerin Vmaks degerleri sirasi
ile 1.53 mM/dakika, 0.416 mM/dakika ve 0.018 mM/dakika seklinde tayin edilmistir.
Immobilizasyon sonunda Vmaks ve Km degeleri azalmistir. Km degerinin azalmasi
enzimin substratina olan ilgisinin arttigin1 gdstermistir. Immobilize olan enzimin
konformasyonel yapisinin degismesi, sterik engel, difuzyon etkileri gibi nedenlerden
dolay1 kinetik parametreler degisiklik gosterebilecegi seklinde aciklanabilir (Bayramoglu
ve ark., 2007).

Yapilan calismalarda AChE immobilizasyonu sonrast Km degerleri; poliakrilik asit
temelli nanofiberde 0.5008 mM (Cakiroglu ve ark., 2018), poli(akrilik aist)/¢ok duvarli
karbon nanottip nanofiberde 0.1241mM (Ebadi ve ark., 2015), kitosan-SiO.’de 27.24
mM (Ye ve ark., 2015), poliakrilamid fonksiyonel ¢ok duvarli karbon nanotiip
nanofiberde 0.02630 mM (Amini ve ark., 2013), polimetil metakrilat nanofiberde
0.0272 mMolarak tayin edilmistir (Amini ve ark., 2012).

10 - .
s | Serbest enzim
v
.
. -
1/v 5 7 y =0,8072x + 0,6579
4 - R? = 0,9801
;-
.
1 ] “
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2 0 2 4 6 8 10 12
1/1s]

Sekil 3.7. Serbest enzime ait Lineweaver-Burk egrisi
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Epoksi polimer

y =0,4343x + 2,4002
R?=0,9888
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Sekil 3.8. Epoksi gruplar1 {izerinden immoblize olan enzimin Lineweaver-Burk egrisi

350 1
PEI polimer

300 T

1/v

y =26,985x + 56,827
R? =0,9501

Sekil 3.9. PEI gruplar {izerinden immoblize olan enzimin Lineweaver-Burk egrisi

3.4.4. Iimmobilize enzimin tekrar kullamlabilirliginin incelenmesi

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, segilen destek materyalinin ya da
metodun etkinligini degerlendirmede olduk¢a 6nemlidir. Ayrica, tekrar kullanilabilirlik
ekonomik acidan ve kararliligin korunmasi bakimindan immobilize enzimleri serbest

enzimlerden ustiin kilmaktadir.
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Calismamizda immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi 2.3.9°da anlatildigi gibi
yapilmis ve sonuglar Sekil 3.10°da verilmistir. Ayn1 immobilize enzim kullanilarak
yapilan 10 deneme sonunda her epoksi filme ve PEI’ya immobilize edilmis enzimin

aktiviteleri sirast ile yaklasik %74 ve %67 olarak tayin edilmistir.

Cakiroglu ve arkadaglar1 poliakrilik asit temelli nanofiber iizerine AChE enzimini
immobilize ettiklerinde immobilize enzimin 10 denemeden sonra %87 oraninda aktivite
gosterdigini tayin etmislerdir (Cakiroglu ve ark., 2018). Stoilova ve arkadaglar1 yaptiklar
farkli iki ¢aligmada immobilize enzimin 10 denemeden sonra %55 ve 10 denemeden
sonra %35 oraninda aktivite gdsterdigini bulmugslardir (Stoilova ve ark., 2010a; Stoilova
ve ark., 2010). Moradzadegan ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada immobilize enzimin
10 kullanim sonucunda %70 oraninda aktivite gosterdigini tayin etmiglerdir
(Moradzadegan ve ark., 2010). Gabrovska ve ark. asetonitril kopolimer (zerine
immobilize enzimin 10 denemeden sonra %50 oraninda aktvitesini korudugunu

bulmuslardir (Gabrovska ve ark., 2008).
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% Bagil aktivite
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Kullanim sayisi

Sekil 3.10. immobilize enzimin tekrar kullamilabilirligi
3.4.5. Serbest ve immobilize enzim iizerine depolama kararhhiklarinin etkisi

Serbest ve immobilize AChE enziminin baglangi¢ aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C’de
agz1 kapali siselerde bekletilmis ve enzim aktiviteleri 2 ay boyunca belirli araliklarla
Olcililmiistiir. Serbest enzim 30 giin sonunda % 24.3, epoksi ve PEI filmlerine immobilize

enzimler ise sirasi ile 78.2, % 80.2 aktivite gostermistir. 60. giin sonunda serbest enzim
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aktivitesini tamamen kaybederken epoksi ve PEI filmlerine immobilize enzim aktiviteleri

%66.9 ve %69.9 olarak bulunmustur.

Cakiroglu ve arkadaslar1 poliakrilik asit temelli nanofibere immobilize enzimin
aktivitesini 60 gln sonunda %70, Stoilova ve arkadaslar yaptiklari iki farkli ¢alismada
40 giin sonunda % 29 ve 60 giin sonunda % 30, Moradzadegan ve arkadaslar1 ise 60 giin
sonunda yaklasik %90, Tiimtiirk ve arkadaglari immobilize AChE enziminin aktivitesini
60 giin sonunda yaklasik % 68 olarak tayin etmislerdir (Cakiroglu ve ark., 2018; Stoilova
ve ark., 2010a; Stoilova ve ark., 2010; Moradzadegan ve ark., 2010;

Tilimtiirk ve ark., 2007). Bu bulgular ile kiyaslandiginda epoksi ve PEI iceren filmlerin

depolama kararliliginin iyi oldugunu séyleyebiliriz.
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Sekil 3.11. Serbest ve immobilize enzim lizerine depolama kararliliklarinin etkisi

3.4.6. Serbest ve immobilize enzim Uzerine metal etkisi

Serbest ve immobilize enzim tizerine Mn*2, Mg*?, Cu*2, Zn*2?, Ca*? metal iyonlarmin
etkisi incelenmistir. Buna gore serbest enzimde % kalan aktivite siralamasi
Mn>Mg>Ca>Zn>Cu seklindedir. Serbest enzimin Mn ve Mg iyonlar1 varliginda
gosterdigi aktiviteler sirasi ile yaklasik %33 ve %32 iken en az aktiviteyi Cu (%3.14)
varliginda gosterdigi saptanmistir. Epoksi ve PEI filmlerine immobilize enzim Gzerine
metal etkisi incelendiginde her iki filmde benzer sonuglar elde edildiginden tek grafik

iizerinde gosterilmistir. Buna gore immobilize enzimde % kalan aktivite siralamasi
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Cu>Ca>Zn>Mg>Mn seklindedir. En yiiksek % kalan aktiviteyi %75.19 ile Cu, en az %
kalan aktiviteyi ise %4.62 ile Mn gostermistir. Poliakrilik asit temelli nanofibere
immobilize enzim {izerine metal aktivitesi incelendiginde Ca>Mg>Zn>Cu>Mn seklinde
sonuclar elde edilmis Cu i¢in yaklasik %80, Mn i¢in yaklasik %70 aktivite bulunmustur
(Cakiroglu ve ark., 2018). Ca ve Cu’in enzimi 6nemli dl¢iide inhibe ettigi ve Cu’in non-
kompetitif (yarismasiz) olarak inhibisyona neden oldugu literatiirde belirtilmistir

(Pohanka, 2014).
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Sekil 3.12. Serbest enzim aktivitesine Mn*2, Mg*?, Cu*?, Zn*2, Ca*2 metal iyonlarmin
etkisi
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Sekil 3.13. Epoksi ve PEI gruplan iceren filmlere immobilize edilen enzimin
aktivitesine Mn*2, Mg*?, Cu*?, Zn*?, Ca*? metal iyonlarinin etkisi
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3.4.7. Serbest ve immobilize enzim Uzerine pestisit etkisi

Fosforlu ve karbamatli insektisitler tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir. Su, yiyecek
ve hayvan yemlerindeki varliklar1 toksisitelerine bagli olarak memelilerde potansiyel bir
tehlike olusturmaktadir (Mionettol ve ark., 1994). Bu pestisitler AChE ve asetilkolin
arasindaki enzimatik reksiyonu enzimin aktif bolgesine baglanarak fosforilasyon veya
karbomilasyon yoluyla AChE’1n serin kalintisin1 bloke ederek enzimin aktivitesini inhibe
etmektedirler (Singh ve Agarwal, 1983). Organofosforlu insektisitlerin belirlenmesi igin
en genel yaklasim asetilkolinesteraz gibi enzimlerin inhibisyonunun takip edilmesi
seklindedir (Cremisini ve ark., 1995). Calismamizda fosforlu pestisit grubundan olan
azinofos metil, Kklorpirifos, siyanofenfos pestisitleri kullanilmistir. Klorpirifos,
siyanofenfos pestisitleri asetonitrilde hazirlandigindan ayrica asetonitril etkisi de
incelenmistir. Serbest ve epoksi ve PEI filmlerine immobilize enzim iizerine pestisit
etkisi Sekil 3.14 ve Sekil 3.15°te gosterilmistir. Serbest enzimde kalan aktivite yuzdeleri
kiyaslandiginda etki sirasina gore siyanofenfos> azinofos metil> klorpirifos >asetonitril
seklinde bulunmustur. Epoksi ve PEI filmlerine immobilize enzim i¢in siralama ise
asetonitril> azinofos metil> siyanofenfos> klorpirifos seklinde tayin edilmistir.
Immobilize enzimler kiyaslandiginda Epoksi filme immobilize eznimin aktivitesinin
PEl’ya gore biraz daha fazla oldugu goriilmistir. Bu da enzimin aktif bolgesinin

PEI’daki enzime gore daha korunmus durumda olmasi ile agiklanabilir.

Serbest enzim
20 - I I I I l B Serbest enzim
S & S &

(2/A ,6\ Q\‘\ @ \OQ\

[EE S
o] o N
o o o

1 1 J

% Kalan aktivite
Y (o))
o o

Sekil 3.14. Pestisitlerin serbest enzim aktivitesine etkisi
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Sekil 3.15. Pestisitlerin epoksi ve PEI gruplart igeren filmlere immobilize edilen enzimin
aktivitesine etkisi
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4. SONUCLAR

Calismamizda epoksi ve aktive edilmis PEI sonlu polimerik filmler hazirland1 ve FTIR

ile fonksiyonel gruplar incelenmistir.

1 g epoksi filme 47.19 ug, 1g PEI filme 33.54 pg enzim baglandigi bulunmustur.
Baglanma yiizdeleri ise epoksi filmde %95.66, PEI filmde %87.01 olarak tayin edilmistir.
Enzim ve matriks arasindaki bagin son derece dengeli ve saglam olmasi nedeni ile
kovalent immobilizasyon tercih edilmistir. Enzimin polimerik destek materyaline yiiksek

konsantrasyonda immobilize olmasi oldukga iyi bir sonuctur.

Tez calismamizda serbest ve immobilize enzim tlizerine pH etkisi incelenmistir. Serbest
enzim pH 8’de, epoksi ve PEI filmler iizerine immobilize enzimler ise pH 8,5°da
maksimum aktiviteye sahip olduklar1 saptanmistir. Bu farkliligin nedeni kat1 destegin
yiizeyinde yiik dagilimlarinin farkli olmasi ve enzimin destekle etkilesimi sonucunda,

enzimin ¢evresel ylikiiniin degismesi ile agiklanmistir.

Serbest enzim 30°C’de maksimum aktivite gosterirken epoksi ve PEI {izerine immobilize
enzimler 50°C’de gostermislerdir. Bu ise immobilizasyon ile enzimin aktif bélgesinin
korundugunu; sicaklik degisimi ile aktif bolgenin konformasyonunun bozulma ve zarar

gérmesinin engellendigi seklinde agiklanmustir.

Serbest enzimin Km degeri 1.25 mM iken epoksi ve PEI immobilize enzimin Km
degerleri 0.182 ve 0.5 mM olarak bulunmustur. Serbest, epoksi ve PEI immobilize
enzimlerin Vmaks degerleri siras1 ile 1.53 mM/dakika, 0.416 mM/dakika ve 0.018
mM/dakika seklinde tayin edilmistir. Immobilizasyon sonunda Vmaks ve Km degerleri
azalmistir. Km degerinin azalmasi enzimin substratina olan ilgisinin arttigini
gostermistir. Vmaks degerinin azalmasi enzimin konformasyonunun immobilizasyon

islemi ile degistigini ve buna bagli olarak aktivitesinde azaldigin1 géstermektedir.

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, segilen destek materyalinin ya da
metodun etkinligini degerlendirmede oldukc¢a dnemlidir. Tez ¢alismamizda yapilan 10
tekrar sonunda epoksi ve PEI filmlerine immobilize edilmis enzimin aktiviteleri sirasi ile

yaklasik %74 ve %67 olarak tayin edilmistir.
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60 gin boyunca serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri belirli zamanlarda
Olcililmiistiir. Serbest enzim 60 giin sonunda aktivitesini tamamen kaybederken epoksi ve

PEI filmlerine immobilize enzim aktiviteleri %66.9 ve %69.9 olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize enzim tizerine Mn*2, Mg*2,Cu*?, Zn*?,Ca*? metal iyonlarinin etkisi
incelenmigstir. Serbest enzimde % kalan aktivite siralamast Mn>Mg>Ca>Zn>Cu,
immobilize enzimde % kalan aktivite siralamasi Cu>Ca>Zn>Mg>Mn seklinde tayin
edilmistir. Immobilize enzimde en yiksek % kalan aktiviteyi %75.19 ile Cu, en az %

kalan aktiviteyi ise %4.62 ile Mn*? géstermistir.

Pestisit etkisi incelendiginde, serbest enzimde kalan aktivite yilizdeleri siyanofenfos>
azinofos metil> klorpirifos >asetonitril, epoksi ve PEI filmlerine immobilize enzim igin
siralama ise asetonitril> azinofos metil> siyanofenfos> klorpirifos seklinde oldugu

hesaplanmustir.

Elde ettigimiz diisiik maliyetli, iyi mekanik kararliliga sahip ve uygulanmasi kolay ve
oldukca kullanigl olan bu destek materyalini ileride tasarlayacagimiz biyo-sensor

yapiminda kullanmay1 planlamaktayiz.
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