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Vii
OZET

KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI iCIN
MOLEKULER BASKILANMIS KRiYOJELLERIN
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Murat UYGUN

Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigsmant: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
Ikinci Tez Damigmani: Prof. Dr. Adil DENIZLI
2012, 168 sayfa

Bu c¢alismada, sigir kanindan karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi igin
molekiiler baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojeller sentezlenmistir. Sentezlenen
kriyojellerin karakterizasyonu sisme, makrogdzeneklilik ve akis hizi denemeleri
ve FTIR, SEM, vyiizey alanm1 ve elementel analiz Olgiimleri yapilarak
gerceklestirilmistir. Kriyojellerin maksimum sigsme oraninin gram kriyojel basina
8.01 g oldugu makrogdzenekliligin ise yaklasik % 70 oldugu bulunmustur.
Kriyojel makrogozenekliliginin artist ile akis hizi da artmistir. Kriyojel yapisina
MAH monomerinin katildig1 elementel analiz ve FTIR analizleri ile gosterilmis ve
sentezlenen kriyojelin ylizey 6zellikleri SEM ile incelenmistir. Kriyojelin oldukga
gozenekli oldugu ve siinger benzeri bir morfolojiye sahip oldugu bulunmustur.
Karbonik anhidraz baskilanmis kriyojellerin yiizey alan1 BET &l¢iimleri ile 29.3
m?/g olarak bulunmustur. Maksimum karbonik anhidraz adsorpsiyonu pH 6.0
MES tamponu ile elde edilirken (3.16 mg/g kriyojel), sicakligin adsorpsiyon
iizerine etkili olmadig1 bulunmustur. Artan tuz derisimi ile adsorpsiyon kapasitesi
azalirken kromatografik akis hizi 4 mL/dak’ya ¢ikarildiginda adsorpsiyon
kapasitesi siddetli bir sekilde azalmistir. Adsorplanan karbonik anhidrazin
floresans spektrumu alinarak {i¢ boyutlu yapisinda bir degisiklik olmadigi
gozlenmistir. Kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi 10 dongii boyunca incelenmis
ve adsorpsiyon kapasitesinde % 10’luk bir azalma meydana gelmistir. Sentezlenen
kriyojelin seciciligi albumin, hemoglobin, IgG, y-globulin ve lizozime karst
incelenmis ve sirasiyla 15.26, 60.05, 21.88, 17.61 ve 17.42 kat yiiksek segicilik
bulunmustur. Sentezlenen karbonik anhidraz baskilanmig kriyojeller kullanilarak
sigir kanindan karbonik anhidraz enzimi yaklagik % 80 verimle ve 84 kat
saflagtirilmistir ve saflik SDS-PAGE ve zimogram ile gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Karbonik anhidraz, kriyojel, molekiiler baskilanmig polimer.






ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
MOLECULARLY IMPRINTED CRYOGELS FOR
CARBONIC ANHYDRASE PURIFICATION

Murat UYGUN

Ph.D Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
Co-supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLI
2012, 168 pages

In this study, molecularly imprinted poly(HEMA-MAH) cryogels were
synthesized and used for purification of carbonic anhydrase from bovine blood.
Cryogels were characterized by its swelling degree, macroporosity, flow rate and
FTIR, SEM, surface area and elemental analysis. Maximum swelling degree of the
cryogel was found to be 8.01 g H,O/g while their macroporosity was about 70 %.
Flow rate increased with increasing macroporosity. Incorporation of MAH
monomer into cryogel structure was shown with elemental analysis and FTIR.
With SEM photographs it was shown that cryogels were highly porous and had
sponge like morphology. Their surface area was found to be 29.3 m?/g with BET
studies. Maximum carbonic anhydrase adsorption was found to be 3.16 mg/g with
MES buffer (pH 6.0) while temperature had no significant effect over the
adsorption. Adsorption capacity was decreased with increased chromatographic
flow rate to 4 mL/min. Tree-dimensional structure of the enzyme was studied with
fluorometric analysis. Cryogels were re-used for 10 cycle and their adsorption
capacity decreased only 10 %. Cryogel selectivity were investigated with albumin,
hemoglobin, IgG, y-globulin and lysozyme and found to be 15.26, 60.05, 21.88,
17.61 and 17.42, respectively. These cryogel used for purification of carbonic
anhydrase from bovine blood and purified with 84 fold and 80 % recovery. Purity
of the enzyme was shown with SDS-PAGE and zymogram.

Key words: Carbonic anhydrase, cryogel, molecularly imprinted polymer.
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1. GIRIS
1.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

1.1.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Kisa Tarihgesi

Karbonik anhidraz (CA; EC 4.2.1.1.) enzimi ilk kez 1933 yilinda iki laboratuar
tarafindan gerceklestirilen caligmalarin direkt sonucu olarak eritrositlerde
karakterize edilmistir. Bu galismalarda eritrositlerden HCO3’in hizli transferi igin
gerekli oldugu teorik olarak saptanan bir katalitik faktor arastirilmustir. Iki
laboratuar es zamanli olarak katalitik faktorii tanimlayan makale yayinlamislardir.
Cambridge Universitesindeki Dr. Roughton’un laboratuvarindan tek bir enzimin
ismini igeren hos bir baslik ile bir makale hazirlanmis (“Carbonic Anhydrase: Its
Preparation and Properties™), Phialdelphia’dan Dr. Stadie’nin laboratuvarindan ise
daha az 6zIi bir baglikla bagka bir makale hazirlanmistir (“The Catalysis of the
Hydration of Carbon Dioxide and Dehydration of Carbonic Acid by the Enzyme
Isolated from Red Blood Cells”). Cambridge makalesinin daha sik atif almasinin
nedeni belki de yeni kesfedilen enzimin kendinden emin ismi kadar bilimsel ve 6z

basligindan dolayi olabilir.

1933’e kadar CA ilgi ¢ceken bir enzim degildi. Bu enzim hakkindaki bunca yillik
biiyiik beklentilere karsilik arastiricilarin enzimi kesfi, tanimlamasi ve bu katalitik
faktore “karbonik anhidraz” isminin verilmesi sonucu bilim camiasinda sadece
kiiciik bir heyecan yaratmigti. Baglangicta CA aragtirmalar eritrositler ile ilgili
olmustur ve 1940’larda enzimin bobrekte kesfinden sonra ilgi {irenin
asidifikasyonuna ve bobrege kaymustir. Bu arada ikinci diinya savasinin patlak
vermesi ile Sor Hans Krebs Freiburg-im-Breisgau’daki laboratuarindan ayrilip
Ingiltere’ye yerlesmis ve Ingilizce olarak CA inhibitdrleri ve onun siilfonamid
tirevleri hakkinda makaleler yazmistir. Ayn1 zamanda ornitinin hiicre i¢i dongiisti
ile iire sentezini de rapor etmistir. Bundan sonra daha c¢ok biyolojik dongiiler
kesfedilmis ve arasgtirmalar bu yonde yogunlagtirilmis ve gercek enzim gibi
hareket eden kofaktor ve efektdrlii enzimler ilizerinde durulmustur. CA, bir
fizyoloji ders kitabinda gaz transportu iizerine yazilmis bdliimde sadece bir
paragraf igerisinde gecmistir. Bu sirada, siilfonamid CA inhibitorleri
gelistirilmigtir, bazilar1 spesifik CA inhibitorii olarak kesfedilmis ve yiiksek
derisimlerde hayvan ve organ preparatlarina uygulanmigtir. Alt birim igermeme ve
bu nedenle efektdore sahip olmama ozelligi CA’yr farmakologlardan



uzaklagtirmistir. Farmakologlar yiiksek dozlarda CA inhibitérii asetazolamid
verilmis kopek ve ratlarin canli kaldiklarin1 ve CA’nin gereksiz (nonessential) bir
enzim oldugunu ifade etmislerdir. CA {izerine yogun arastirmalarin yapilmasindan
yarim asirdan fazla bir siire 6nce halen CA’m viicuttaki varligin1 gosterecek kesin

bir delil bulunmamustir.

Ik CA derlemesi 1935 yilinda birgok viicut organinda CA aktivitesinin varligi
veya yoklugunun tanimlanmasi ile yaymlanmistir. Dr. Roughton kesin olarak
kaslarda CA aktivitesinin oldugunu ve karacigerde ise olmadigini belirtmistir.
[laveten kastaki aktivitenin zararli oldugunu ifade etmis ve bunun olasi sebebinin
de CA’nin eritrositler gibi viicudun her yerinde ayni fizyolojik fonksiyona sahip
olmasini gostermistir. 1935°den beri, ¢esitli CA izozimleri kas ve karacigerde
bulunmus ve insan viicudunda en azindan onalt1 farkli CA izoziminin bulundugu
ifade edilmistir (Tashian ve Hewett-Emmett, 1984).

CA aktivitesi 1960’daki ilk saflagtirilmasindan 6nce kesfini takip eden 30 yil
boyunca fizyologlar ve farmakologlar tarafindan cesitli dokularda yogun bir
sekilde arastirilmistir. Enzimin o yillardaki tek kaynagi ytiksek aktivitede enzim
iceren sig1r eritrositidir. Insan eritrositlerinden 1961 yilinda yapilan saflastirma iki
CA formunu agiga ¢gikarmistir, birisi diisiik aktiviteye sahip ve digerine gére daha
fazla miktarda var olan enzim, digeri ise diisiik miktarlarda bulunmakla beraber
sigir enzimindeki gibi yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu yiiksek ve diisiik aktivitelere
sahip enzimler baglarda (elektroforetik mobilitesine gére) CA C ve CA B olarak
adlandirilsalar da daha sonralar1 CA 1I ve CA 1 olarak isimlendirilmislerdir. CA 1
ve CA II’'nin amino asit dizileri 1970’lerin basinda rapor edilmis (Andersson vd.,
1972; Lin ve Deutsch, 1973; Henderson vd., 1973; Lin ve Deutsch, 1974) ve CA 1l
ve CA I’in x-ray kristal yapilan sirasiyla 1972 (Liljas vd., 1972) ve 1975 (Kanan
vd., 1975) yillarinda yaymlanmistir (Sly ve Hu, 1995).

1960’larin ortasina kadar CA’mn en dikkate deger 6zelliginin karbondioksitin geri
doniistimlii hidrasyonu ile ilgili kesin 6zgiilliigli oldugu diisiiniiliiyordu. Fakat
Pocker ve Meany (1965a,b) CA’in ayrica asetaldehitin hidrasyonunu
katalizledigini bulmuslardir. Bu gozlem ilave katalitik ¢esitliligin arastirilmasi igin
birgok girisimin yapilmasina neden olmustur ve enzimin ¢esitli aldehitlerin geri
doniistimlii  hidrasyonu, 2,2-dihidroksipropiyonatin piruvata dehidrasyonu ve

cesitli aktiflesmis esterlerin geri doniistimsiiz hidrolizini katalizledigi bulunmustur.



Diger baska calismalar ise esteraz aktivitesinin CA’in kinetik analizinde ¢ok

kullanigh olacagini ortaya atmiglardir (Pocker ve Beug, 1972).

[zozimlerin daha sonraki kesifleri ile numerik isimler kesif siralarma gore
verilmeye devam etmistir. Siilfonamitlere dayanmikli bir CA erkek rat karaciger
homojenatinda 1974 yilinda bulunmus ve bundan iki yil sonra ise yine
siilfonamitlere dayanikli baska bir CA tavuk kasindan elde edilmistir. Hemen
sonrasinda, ayni 29 kDa’luk protein tavsan iskelet kasindan saflastirilmis ve bazik
kas proteini (BMP) olarak isimlendirilmistir. CA I ve CA II’'ye gore diisiik
reaktivitesi ve siilfonamitlere karst dayamikliligi bu enzimin CA III olarak

adlandirilan farkli bir enzim olarak taninmasina neden olmustur (Sly ve Hu, 1995).

Membran bagli enzimin 1982 yilinda sigir akcigerinden saflastirilmasi CA IV’iin
farkli bir enzim olarak tamimlanmasina izin vermistir. Bu akciger enzimini
membrandan ¢ozliniir hale getirebilmek icin giiclii deterjanlar gerekir, enzim 52
kDa agirligindadir ve karbohidrat icermektedir. Insan CA IV enzimi bdbrek
proksimal hiicre membranindan ve insan akcigerinden de izole edilmis ve son

yillarda olduk¢a yogun bigimde ¢alisilmistir (Sly ve Hu, 1995).

CA V niikleer kodlu mitokondriyal enzimdir. Mitokondrilerdeki CA aktivitesinden
1959 yilinda siiphelenilmis ve mitokondriyal metabolizma {izerine CA
inhibitorlerinin etkisi ile varlig1 gosterilmistir (Sly ve Hu, 1995).

CA VI izozimi tiikiiriikkte bulunan salgi glikoproteinidir. 1946°da tiikiiriikte CA
aktivitesi tanimlanmasina ragmen ancak 1979’da tiikiiriik CA’s1 koyundan izole
edilmis ve diger CA’lardan farkl olarak degerlendirilmistir (Sly ve Hu, 1995).

CA VII, protein olarak tanimlanmasindan once diger CA’lar ile genetik
homolojisinden dolay1 tanimlanmig ve bu yiizden “sanal enzim” olarak
adlandirilmigtir (Sly ve Hu, 1995).

1.1.2. CA Enzimi Hakkinda

Metaloenzim karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) g¢ok basit fakat onemli bir
fizyolojik reaksiyon olan karbondioksitin bikarbonat ve protona hidrolizini
katalizler (Esitlik 1.1).

CO, + H,O &———= H" + HCOy (Bsitlik 1.1)



Bu reaksiyon katalizorsiiz olarak da ¢ok yavas bir sekilde meydana gelir.
Karbondioksit, bikarbonat ve proton filogenetik aga¢ igindeki tiim yasayan
organizmalarda (Bakteri, Archaea ve Eukarya) birgok onemli fizyolojik islemde
esasi molekiiller/iyonlar olduklarindan ve bu organizmalarin farkli doku/hiicre
kompartmanlarinda bagil olarak yiliksek miktarlarda bulunduklarindan dolay1, CA
en az bes kez bagimsiz olarak evrim geg¢irmistir ve glinlimiizde genetik olarak
farkli bes enzim ailesi bilinmektedir: a-, B-, y-, 6- ve e-CA’lar (Supuran, 2010). o-
CA hayvanlarda ¢ok yaygindir ve omurgalilar tarafindan eksprese edilen tek CA
gen ailesidir. a-CA geni birgok bitki, alg ve bakteride de bulunmasina ragmen, bu
canlilarda B-CA’lar daha baskindir. Bazi omurgasizlar da ayrica B-CA geni
bulundurur. y-CA Archaea ve bazi bakterilerde bulunurken 6- ve &-CA deniz
diatomlarinda (fitoplanktonlarin en yaygin tipi olan algler) bulunmaktadir. Tiimii
metaloenzimdir; a-, B- ve 6-CA’lar aktif bolgesinde Zn(Il) iyonu igerirken, y-CA
muhtemelen Fe(ll) enzimidir [fakat Zn(ll) veya Co(ll) iyonlar ile de aktiftir]. ¢-
smift fizyolojik reaksiyonu katalizlemek i¢in Cd(II) veya Zn(Il) kullanir. Bes
enzim swmifinin {i¢ boyutlu yapis1 oligomerizasyon durumlarmdan dolay1
birbirinden oldukga farklidir: a-CA normalde monomer seyrekte olsa dimerdir, -
CA dimer, tetramer veya oktamer, y-CA trimer iken, 6- ve e-CA’lar muhtemelen
monomerdir fakat son siif ayni1 protein iskeleti iizerinde ti¢ farkli aktif merkez
bulundugundan dolay1 pseudotrimerdir. 6-CA disinda tim bu enzim simiflar
kristallendirilmis ve karakterize edilmistir (Gilmour, 2010).

CA’lar bir¢ok organizmada solunum ve COj/bikarbonat taginimi, pH ve CO,
homeostasisi, ¢esitli organ ve dokularda elektrolit saliimi, biyosentez
reaksiyonlari (glukoneogenez, lipogenez ve ureagenez gibi), kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon, timor olugturma ve diger pek ¢ok fizyolojik veya patolojik islemde
kritik rol oynar, buna karsin algler, bitkiler ve bazi bakterilerde, fotosentez ve
diger biyosentez reaksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar. Diatomlarda 6- ve e-CA’lar
karbondioksit fiksasyonunda 6nemli rol oynar.

CA’larin katalitik mekanizmasi detayli bir sekilde anlasilmistir. Tiim enzim
siniflarinda enzimin metal hidroksit tiirii (L3-M?**-OH’) katalitik olarak aktif tiirdiir
ve yakindaki hidrofobik cepte bulunan CO, molekiiliine karsi giiglii niikleofil
olarak davranir (nétral pH’ta). Bu metal hidroksit tiirii, aktif merkez yariginin
dibinde yer alan metal iyonuna koordine olmus sudan meydana gelir. Aktif merkez
normalde su molekiilii/hidroksit iyonuna ek olarak {i¢ protein ligandi (L) ile
tetrahedral geometride M(II) igerir, fakat Zn(Il) ve Co(Il) en azindan y-CA’da



trigonal bipiramit veya oktahedral koordinasyon geometrisinde bulunur. Birgok
enzimde, metal-koordineli sudan metal hidroksit tiriiniin olusumu Kkatalitik
turnoverin hiz belirleyen adimidir, baz1 a- ve e-CA’lart ke/Ky > 10® Mst
degerine ulasarak CA’y1 dogada bilinen en etkili katalizor haline getirir. Metal
iyon ligantlart a-, y-, 3-CA’larda ti¢ His amino asidi iken - ve e-CA’larda bir His
iki Cys amino asididir. Bazi B-smifi enzimler dort amino asit ligandina sahiptir, bir
His, iki Cys ve bir Asp Zn(Il)’ye koordine olmustur.

Giiniimiizde, memelilerde 16 farkli a-CA izoformu izole edilmis ve karakterize
edilmistir (Cizelge 1.1.) . Bazilan sitozolik (CA I, CA II, CA III, CA VII ve CA
XIII), bazilart membran bagh (CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV ve CA XV) olup
CA VA ve CA VB mitokondriyal ve CA VI tiikiiriik ve siitte salgilanmaktadir. Ug
tane katalitik olmayan form bilinmektedir ve bunlar sitozolik olarak gdriinen CA-
iligkili proteinler (CARP) olarak tanimlanip CARP VIII, CARP X ve CARP XI
olarak isimlendirilmistir (Supuran, 2010).

Karbondioksitin bikarbonata geri doniiglii hidrasyonu (Cizelge 1.2.’de reaksiyon
1) olan fizyolojik reaksiyonuna ek olarak CA’lar birgok baska reaksiyonu da
katalizler; 6rnegin: siyanatin karbamik aside (reaksiyon 2) veya siyanamidin iireye
(reaksiyon 3) hidrasyonu, gem-diollere aldehit hidrasyonu (reaksiyon 4),
karboksilik (reaksiyon 5) ve siilfonik (reaksiyon 6) esterlerin hidrolizi ve daha az
incelenen hidrolitik reaksiyonlar (reaksiyon 7-9) (Cizelge 1.2.). CA III’iin fosfataz
aktivitesi son zamanlarda rapor edilmistir (Supuran vd., 2004). Giiniimiizde CA’mn
CO; hidrasyonu diginda katalizledigi reaksiyonlarin hangisinin fizyolojik 6neme
sahip oldugu bilinmemektedir.



Cizelge 1.1. Yiiksek omurgali a-CA izozimleri, CO, hidraz aktiviteleri,
stilfonamid inhibitorlere karg: afiniteleri ve hiicre-alt1 yerlesimi

Katalitik aktivitesi (CO, Siilfonamidlere kars1

[zozim . L Hiicre-alt1 yerlesimi
hidrasyonu) afinitesi

CAl Orta Orta Sitozol

CAIll Yiiksek Cok yiiksek Sitozol

CA I Cok diisiik Cok diisiik Sitozol

CAIV Yiiksek Yiiksek Membran-bagl

CA VA Diisiik-vasat Yiiksek Mitokondri

CA VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri

CA VI Orta Yiiksek Tiikiirtk ve siite salg1

CA VI Yiiksek Cok yiiksek Sitozol

CARP VI Katalitik degil - Sitozol

CAIX Orta-yiiksek Yiiksek Membranlar arasi

CARP X Katalitik degil - Salg1

CARP XI Katalitik degil - Salg1

CAXII Diisiik Cok yiiksek Membranlar arasi

CA Xl Orta Orta-yiiksek Sitozol

CA XIV Orta Yiiksek Membranlar arasi

CA XV Diisiik Bilinmiyor Mebran bagl

(Kaynak: Supuran ve Scozzafava, 2007).

Cizelge 1.2. a-CA tarafindan katalizlenen reaksiyonlar

Reaksiyon tipi Reaksiyon
0=C=0 + H,0 <> HCO3 + H" 1
O=C=NH + H,0 «» H,NCOOH
HN=C=NH + H,0 < H,NCONH,
RCHO + H,0 < RCH(OH),
RCOOAr + H,0 «» RCOOH + ArOH
RSOzAr + H,0 «» RSOsH + ArOH
ArF + H,0O < HF + ArOH
(Ar = 2,4-dinitrofenil)
PhCH,OCOCI + H,0 <> PhCH,OH + CO, + HCI
RSO,CI + H,0 <> RSO;H + HCI
(R = Me; Ph)
(Kaynak: Supuran ve Scozzafava, 2007).

~N O O A WDN

© o




X-1sm1 kristal yapilar1 6 a-CA i¢in tanimlanmistir. Zn(Il) iyonu CA katalizi i¢in
esasidir. X-ism1 kristalografik veriler gostermistir ki, metal iyonu aktif merkez
yangmin 15 A derininde yer almaktadir ve ii¢ histidin birimi (His 94, His 96 ve
His 119) ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu ile koordine halindedir (Sekil 1.1.).
Cinko-bagl su ayrica Thr 199 hidroksil grubu ile hidrojen bagi yapmistir ve bu
Glu 106’nin karboksilat birimine baghdir. Bu etkilesimler ¢inko-bagh su
molekiiliiniin niikleofilitesini arttirir ve substratin (CO,) niikleofilik atak igin
uygun pozisyonu almasini saglar. Enzimin aktif formu Zn(II)’ye hidroksit bagl
halidir (Sekil 1.2. A). Bu gii¢lii niikleofil, hidrofobik cepte komsu gruplara (Val
121, Val 143 ve Leu 198) bagh olan CO, molekiiliine atak yapar ve Zn(Il) ile
koordineli bikarbonat olusumuna sebep olur. Bikarbonat iyonu su molekiilii ile yer
degistirir ve ¢ozeltiye salinir, boylece Zn(Il) ile suyun koordinasyonu ile katalitik
olarak inaktif olan enzimin asidik formu olusur. Temel formun tekrar olugmasi
icin, aktif merkez birimleri veya ortamdaki tampon tarafindan protonun aktif
merkezden ¢evreye transfer reaksiyonu gerceklesir. Bu islem sematik olarak Sekil
1.2.”de gosterilmistir.

Sekil 1.1. Insan CA II’nin aktif merkezi. Aktif merkez enzimin merkezine yakin
bir konumdadir. Cinko ii¢ histidin (tlirkuaz) ve bir su ile koordinelidir.
Hidrofobik cepteki amino asitler mor ile gosterilmistir ve bunlar CO;’in
baglanmasinda sorunludurlar. Hidrofobik cebin karsisinda bulunan
hidrofilik cep (mavi) CO;’in yonelmesi ve proton transferinde gérev alir
(Domsic ve McKenna, 2010).
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Sekil 1.2. CA katalizli CO, hidrasyonu igin katalitik mekanizmanin sematik

gosterimi.

Katalizde hiz smirlayan adim enzimin ¢inko-hidroksit halini olusturan proton
transferi reaksiyondur. CA IlI, CA 1V, CA V, CA VIl ve CA IX gibi katalitik
olarak cok aktif izoenzimlerde, bu islem aktif bolgenin girisindeki histidin amino
asidi tarafindan yiiritiliir (His 64). Bu ayn1 zamanda difiizyon kontrol sinirma
yaklasan CA II’nin neden bilinen en hizli enzimlerden birisi (ke/Km = 1,5 X 108
M™s™) oldugunu agiklar (Supuran vd., 2003).

1.1.3. CA Ailesi

1.1.3.1. a-CA

Coklu CA izoformlarinin kesfi ile arastiricilar memelilerde ek CA izoformlarin
tanimlama tizerine yogunlagmislardir. Kinetik 6zellikler, inhibitorlere duyarlilik,
hiicre i¢i konumu ve son zamanlarda molekiiler dizi bilgileri kullanilarak,
memelilerde 16 a-CA izoformu tanimlanmig ve bu izoformlar arasindaki evrimsel
iliski arastinlmistir. Ug izoform, VIII, X ve XI, Kkatalitik mekanizmanin

merkezindeki ¢inko iyonu ile koordine olan {i¢ histidin biriminin biri veya daha



fazlasinin siibstitusyonu nedeni ile katalitik aktiviteden yoksundur. Bu izoformlar
CA-ilgili proteinler (CARP) olarak adlandirilir ve tiimii de beyinde eksprese edilir
(ve CA VIII diger dokularda) fakat fonksiyonlar1 bilinmemektedir. Diger memeli
enzimleri katalitik aktivite gosterir ve hiicre i¢i konumlarina gore iki genis grup
altinda siniflandirilirlar. Bu izoformlarin ¢ogu ¢esitli dokularda eksprese edilirler.
Hiicre i¢i CA’lar iki mitokondriyal (V4 Ve Vg) ve bes sitozolik izoformu (I, II, 111,
VII ve XIII) igermektedir ve CA V ve CA Vg onlar1 mitokondriye hedefleyen bir
lider sekansa sahiptir. Sitozolik izoformlar arasinda katalitik aktivite oldukga
degiskendir: CA II (ke degeri 1 x 10° 5’1 geger) ve VII icin oldukea yiiksekken,
CA I ve III icin oldukga diisiiktiir (sirasiyla CA II’nin katalitik aktivitesinin
yaklasik % 10’u ve % 1’1 kadar). Bazi durumlarda, katalitik aktivitenin degisimi
amino asit substitiisyonuna dayanmaktadir. Ornegin, CA III’iin diisiik aktivitesi
proton mekigi olarak davranan histidinin (His 64) yerine lizinin ge¢gmesi nedeniyle

proton transferindeki aksakliga dayanmaktadir.

Hiicre dist1 CA’lar membran-bagl izoformlar yaninda (IV, IX, XII; XIV, XV)
salgilanan tek form olan CA VID'y1 da igerir. IX, XII ve XIV CA’lar tek gegisli
transmembran proteinleri olarak eksprese edilirler (CA 1X ve XII normal olarak
bobrek veya gastrointestinal sistem gibi epitelyum dokularin bazolateral
membranlarinda olusurken, CA XIV apikal membrana salgilanir). CA IV ve XV
bir glikozilfosfatidilinositol (GPI) bag: ile plazma membranina gomiilidiirler ve
tipik olarak apikal membranda bulunmaktadirlar. Membran bagh CA’lar da
degisken katalitik aktivitelere sahiptirler. CA IV’lin key degeri CA II’ye yakin
iken, IX, XII, XIV ve XV ortalama aktivitelere sahiptir (CA II’nin aktivitesinin %
22-34’1 kadar). Bu sebeple, memeli a-CA izoformlar1 onlara spesifik fonksiyonlar
kazandiran farkli hiicre alt1 lokalizasyonlara ve katalitik aktivitelere sahiptirler.
Bir¢ok dokuda, ¢oklu CA izoformlar1 es zamanl olarak calisirlar; 6rnegin, memeli
bdbregi en azindan ii¢ izoform (CA II, IV ve XII) ve kemirgenler bes izoform
(sayilan i¢ izoforma ek olarak XIV ve XV) eksprese eder. Renal asit-baz
regiilasyonu icin gerekli asit-baz dengesini olusturan ek bir fonksiyona sahiptirler
(Gilmour, 2010).

a-sinifi karbonik anhidrazlar memelilerdeki 16 izozimi ile en iyi karakterize
edilendir. Baz1 izozimler bazi hastalik durumlarinin gostergesidir ve bunlarin
tedavisinde siilfonamitler karbonik anhidraz aktivitesini inhibe ederek

kullanilmaktadirlar.
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a-sinift karbonik anhidrazlar katalizin mekanizmast agisindan en yogun
caligilanlardir. Son ilerlemeler hiz-siirlayan proton transfer adimi iizerine
odaklanmigtir. Cesitli a-smnifi izozimlerinde, His 64 kendisi ve ¢inko-bagli su
molekiilii arasinda bulunan aktif merkez su molekiiliinden bir protonu kabul eder.
Bir proton mekigi birimi (PSR) olan His 64, PSR olarak fonksiyon gosteren diger
birimler ile yer degistirebilir. Bu durum farkli yapilardaki araya giren su zincirleri
ile meydana gelen proton transferinde oOnerilenler ile uyumludur. Gergekte,
molekiiler dinamik simiilasyonlar gdstermistir ki, araya giren su molekiilii sayisi
iki ile alt1 aras1 degismektedir. Insan CA-II kristal yapist His 64’ii ya “iceri”
(cinkoya dogru) ya da “disar1” pozisyonda gostermektedir. His 64’lin bu degisimi
aktif merkez agzindaki aktif merkez suyu ve ¢dzgen suyu arasindaki proton
transferini kolaylastirmaktadir (Tripp vd., 2001).

a-sinifi karbonik anhidrazlar ¢inkoya pikomolarm altinda afiniteleri ile karakterize
edilirler ki bu durum metaloproteinlere metal iyonunu baglanmasinin temel
Ozelliklerinin aragtirilmasi i¢in Ornek bir sistem olusturmaktadir. Giiniimiizde
calismalar metal baglama Ozgilligini ve istegini etkileyen c¢dzgen
termodinamikleri ve aktif merkezin yapisal oOzellikleri iizerine odaklanmistir.
Sonuglar insan CA II’de hidrofobik merkez birimleri i¢in 6nemli role isaret
etmektedir ki bu durumda histidin ligandi ¢inko baglamay1 kolaylastiracak fakat
diger metallerin baglanmasini geometrik olarak engelleyecek sekilde yonelmistir
(Tripp vd., 2001)

Insan CA 1 ve II, sigir CA III ve E. coli tarafindan sentezlenen fare CA V’in
kesilmis formunun kristal yapilar1 saptanmistir. Hint mandasindan CA II’nin de
yapisina ulagilabilir. Bu izozim formlarinin genel yapisi birbirlerine oldukca
benzerdir. Molekiiller yaklasik 5 x 4 x 4 nm® boyutlar: ile neredeyse kiireseldir.
Molekiiliin geri kalanina gevsek olarak bagli olan amino terminal bdlgesinin
(yaklagik 24 amino asitlik) istinas1 ile bu a-CA tek-domainli protein olarak ele
alinabilir. Hakim sekonder yap1 molekiilii iki yariya bolen 10 biikiilmiis ve
kivrilmis B-tabakadir (Sekil 1.3.). Paralel kivrimlarin iki ¢ifti diginda B-tabaka
antiparaleldir. Az sayida kisa heliksler molekiiliin yiizeyinde bulunmaktadir.
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Sekil 1.3. insan CA II’nin yapismin sematik gdsterimi. Heliksler ve p-katlanmalar
sirastyla kivrimlar ve oklar ile gosterilmistir. Cinko iyonu merkezde
yuvarlak daire seklinde gosterilmistir. Ayrica {i¢ histidin ligand1 da
belirtilmigtir (Lindskog, 1997).

Enzimin yapisinda aromatik amino asitlerin kiimelendigi iki adet bdlge
bulunmaktadir. Bunlardan birisi, CA II’de Trp 5, Tyr 7, Trp 16 ve Phe 20’dir ve
amino terminal ucu molekiiliin geri kalanina yapistirir. Fare CA V’i aym
pozisyonlarda sirastyla Glu, His, Trp ve Val igerir ve bu sebeple bu aromatik
kiimeden yoksundur. Bununla birlikte, CA V’in kesilmis formu N-terminal ugtan
itibaren 21 amino asitten yoksun olmasina ragmen tamamen aktiftir ve kristal yap1
caligmalarinda kullanilmigtir. Dahast insan CA II’sinde N-terminal ugtaki 23
amino asitlik kisim protein stabilitesinde ve enzimatik aktivitesinde onemli bir
kayip olmadan uzaklastirilabilir. Diger ve daha genis aromatik kiime [B-tabaka
iizerinde bulunmaktadir. CA II’de Phe 66, Phe 70, Phe 93, Phe 95, Trp 97, Phe
176, Phe 179 ve Phe 226’dan olusmaktadir.

Aktif merkez neredeyse molekiiliin merkezine ulasan genis, konik sekilli yarik
icinde yer almaktadir. Cinko iyonu yarigm dibi yakimlarindadir. Dérdiincii ligand
olarak bir H,O veya OH' ile birlikte, His 94, His 96 ve His 119’un ii¢ azot atomu
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ile tetrahedral geometride koordineli haldedir. Ligantlar “indirekt ligantlarin” bir
kabugunun olustugu proteindeki diger gruplara hidrojen bagi ile baglanarak
pozisyonlarini korurlar. Metal iyon ligantlar1 ve indirekt ligantlar a-CA’larmn tiim
sekanslarmmda (His 96’ya ana zincir karbonil grubu ile baglanan 244 birimi
disinda) degismezdir. Bununla birlikte, CA-ilgili proteinler (MN veya CA IX
disinda) bir veya daha fazla ¢inko ligandindan yoksundur.

Direkt ve indirekt ¢inko ligantlarina ek olarak, 17 amino asit birimi tim a-
CA’larda siki bir sekilde korunmustur. Bu birimlerden bazilari katalitik aktivite
icin 6nemli iken, digerleri protein yapisini saglamlastirmak ile ilgilidir. Gergekte,
a-CA’lar ve a-CA-ilgili proteinlerin bilinen tiim aileleri arasinda sadece 10 amino
asit birimi tamamen degismezdir. Bunlar, Gln 28, Ser 29, Pro 30, Asn 61, Ser 105,
Glu 117, Gly 196, Thr 199, Trp 209 ve Arg 246’dir. Bunlardan ikisi, Glu 117 ve
Thr 199, aktif enzimde indirekt ligand olarak fonksiyon goriirler (Lindskog, 1997).

1.1.3.2. p-CA

B-sinifinin anlagilmasi a-simifinin ¢ok gerisinde kalmistir. Gergekte herhangi bir -
smif karbonik anhidraz ig¢in ilk kristal yapi 2000 yilinda rapor edilmistir
(Mitsuhashi vd., 2000). Baslarda bu enzimin sadece bitkilerde var oldugu
diigiiniiliirken, gilinlimiizde P-sinifi karbonik anhidrazlar gesitli alglerden izole
edilmis ve Bacteria ve Archaea tiirlerinde yaygin olarak bulunmustur. p-sinifinin
karakterizasyonu sonucu bu smifin diger iki smiftan keskin farkliliklarla
ayrildigimi gostermektedir. o-sinifi ve y-sinifi enzimler sirastyla monomer ve
trimer iken B-sinifinin iiyeleri dimer, tetramer, hekzamer ve oktamerdir. Tetramer,
hekzamer ve oktamer yapidaki enzimlerin dimerlerin birlesmesiyle meydana
geldigi onerilmektedir. Dahasi, sekonder yapidaki farkliliklar kristal yapida da
goriilmektedir. Son olarak, B-sinif kristal yapisi ¢inkonun iki sistein ve bir histidin
ile baglandigimi gostermektedir.

Filogenetik analizler sonucunda B-sinifinin diger iki siniftan daha cok degiskenlik
gosterdigi anlagilmistir. Sekans analizlerinden sadece 5 birim, 3 ¢inko ligandi ve
bir aspartat ve bir arjinin amino asidinin tamamen korundugu sonucuna vartlmigtir.
Bitki amino asit dizisi ayn1 atadan gelen iki monofiletik tiir olusturur: ¢ift cenekli
ve tek c¢enekli bitkiler. Diger amino asit dizileri ayni atadan bes tiire ayrilir. Bu
dizilerden birisi baslangi¢ olarak diisiinilmektedir ve diger tiirlere gére evrimsel
olarak daha uzaktadir. Bu sinif (Archaea Methanobacterium thermoautotrophicum



13

dan “Cab” enzim olarak temsil edilmistir) bakterilerde Archaea ve Gram-pozitif
tirlerin sekanslarindan olugmaktadir. Bu dagilim bir kirmizi alg (Porphyridium
purpureum), bezelye (Pisum sativum) ve prokaryotlar bir Archaea (M.
thermoautotrophicum) ve bir bakteri (Escherichia coli) enzimlerinin Kkristal
yapilar ile desteklenmistir. Bezelye enzimi homodimerlerin bir dimeri iken algal
enzim yapisal olarak ilgili ve her biri aktif merkeze sahip iki monomerli bir
homodimerdir. P. sativum ve M. thermoautotrophicum (Cab) enzimlerinin aktif
merkezlerinin ¢akistirilmasi {i¢ ¢inko ligandin neredeyse miilkemmel bir uyumunu
sergiler ve B-smifi aspartatlari ve arjininleri korunmaktadir, bununla birlikte bir su
molekiili sadece Cab’ta ligand halindedir. Asetatta kristallendirilen P. sativum
enziminde bir asetat molekiilii dérdiincii ¢inko ligand1 olarak su molekiilii ile yer
degistirmistir. Ilginctir ki, hem P. purpureum ve hem de E. coli enzimlerindeki
dordiincii ¢inko ligandi B-smifinin korunmus aspartatidir. P. sativum enziminin
GIn 151, Phe 179 ve Tyr 205 birimleri A-F soylarindaki tiim okaryotik ve
bakteriyel enzimlerde korunmusken M. thermoautotrophicum Cab enzimi gibi
ayn1 atadan gelen (G soyu) diger tiim karbonik anhidraz soylarmin sekanslarinda
yok olmustur. Bu gozlem ile onerilmistir ki, B-sinift iki alt siniftan olusmaktadir:
“bitki tipi” ve “Cab tipi”. iki alt simf arasindaki yapisal farkliliklar ve inhibitorlere
verdikleri farkli cevaplar kataliz mekanizmalarinin da farkli olacagi izlenimini
vermektedir (Tripp vd, 2001)

Bakterilere  ait  birgok  tiir, baz1  Archaealar  (Methanobacterium
thermoautotrophicum gibi), algler ve yiiksek bitkilerin kloroplastlar1 B-sinifina ait
CA tasirlar. Bu enzim ile a-CA arasindaki temel farklilik B-CA’larin oligomer
olmalaridir ve genellikle molekiil kiitleleri 25-300 kDa arasinda degisen 2-6
monomerden olusurlar. Baz1 B-CA enzimlerinin X-1sin1 yapilar1 tanimlanmigtir.
Bunlar  kirmizi alg  Porphyridium  purpureum’dan, Pisum  sativum
kloroplastlarindan, Escherichia coli’den ve Archaeon M.
thermoautotrophicum’dan izole edilen enzimlerdir.

P. purpureum CA monomerleri iki icten tekrar eden bir o/f domaini ve ii¢c a-
heliksin esdeger motifinin ¢iftinden olusan bir yapiya sahiptir. Bu motif a- veya y-
CA’larindan oldukga farklidir. Bu homodimerik CA yalanci 2-2-2 simetride bir
tetramere benzer goriinmektedir. B-CA a-sinif enzimlerden bu sebeple olduk¢a
farklidir. Zn(II) iyonu enzimin tiim ailesinde kataliz igin esasdir, fakat
koordinasyonlari farklidir. Dahasi B-CA i¢in degiskendir: prokaryotik B-CA Zn(lIl)
iki sistein birimi, bir His birimi imidazolii ve bir Asp birimi karboksilati ile
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koordineli iken (Sekil 1.4. A), kloroplast enzimi Zn(Il) iyonuna koordineli iki

sistein, bir His birimi imidalozii ve bir su molekiilii igerir (Sekil 1.4. B). Polipeptid
zincir katlanmasi ve aktif merkez yapisi a-sinif CA’larindan oldukga farklidir.

OY\ Asp birimi OH,

0] y Cys birimi
‘  Cys birimi /Zn—S
Zn—S . —s7 \
—g7 \ Cys birimi N
Cys birimi S N &')\>\
BN g
N H
H His birimi
His birimi
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Sekil 1.4. B-CA enziminin Zn(IT) koordinasyon yapilarinin sematik gosterimi: (A)
Porphyridium purpureum ve Escherichia coli enzimleri; (B) Pisum sativum
ve Methanobacterium thermoautotrophicum enzimleri. (Supuran ve
Scozzafava, 2007).

Dikotiledon bitki P. sativum’dan B-CA yapis1 1.93 A’da incelenmis ve molekiiliin
dimer dimer diizenlenmesinde bir oktamer oldugu saptanmistir. Aktif merkez iki
monomerin arayliziinde yer almaktadir. Cys 160, His 220 ve Cys 223 katalitik
cinko iyonunu baglarken Asp 162 (Arg 164 tarafindan yonlendirilmis), Gly 224,
GIn 151, Val 184, Phe 179 ve Tyr 205 asetik asit etkilesim halindedir. Substrat
baglama gruplar a-CA aktif merkezdeki fonksiyonel gruplar ile bire bir benzerdir.
Karsilig1 olan birimler ayna diizlemi ile birbiri lizerine katlanabilir. Bu sebeple, a-
ve B-CA’larin farkli molekiiler katlanmalara sahip olmalarina ragmen aktif merkez

yapilar1 ¢ok yakindir ve benzer kataliz mekanizmasina sahiptirler.

Cab dimer yapidadir ve alt birimleri bitki-tipi B-CA’da gdzlemlenene benzer
katlanmalara sahiptir. Aktif merkez ¢inko iyonu Cys 32, His 87 ve Cys 90 amino
asit birimleri ile birlikte tetrahedral koordinasyonu tamamlayacak sekilde su ile
koordineli haldedir. Bitki- ve cab-tipi B-CA’lar arasindaki temel farklilik
hidrofobik cebin organizasyonudur (yukarida bahsedilen ¢inko koordinasyonu
disinda) (Supuran ve Scozzafava, 2007).
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1.1.3.3.y-CA

v-siifinin 3,0 ile 4,5 milyar y1l 6nce evrimlestigi diislinlilmektedir ve bu sebeple
a-smifin 200-300 milyon yil 6nceki evriminden Once gelmektedir. Karakterize
edilen tek y-sinifi enzim Archaeon Methanosarcina thermophila’dan “Cam™’dir.
Cam sol-el paralel B-heliks katlanma igeren bir homotrimerdir. Cam E. coli’de
yiksek seviyelerde bir ¢inko enzimi verecek sekilde heterolog olarak iiretilmistir,
bununla birlikte demir- ve kobalt-siibstitiie formlar1 ¢inko enzimden daha yiiksek
CO; hidrasyon hizlar1 sergilerler, bu sebeple Cam’in fonksiyonu igin M.
thermophila’da ¢inkodan farkli gecis metallerini kullandig1 diistiniilmektedir.

Cam hiz sinirlayan adim olarak proton transportu ile katalizde bir metal hidroksit
mekanizmasini kullanir. Bir¢ok a-sinifi enzimin tersine Cam substrat olarak p-
nitrofenil asetat ile esteraz aktivitesi sergilemez ve siilfonamitler ile inhibisyonlari
a-sinif ile karsilastirildiginda diistiktiir. Metal baglama bolgesi monomerik -
sinifina benzer sekilde tetrahedral geometrideki ii¢ histidin biriminden olusur,
bununla birlikte Cam’da histidinlerin ikisi (His 81, His 122) bir monomerden
verilirken digeri (His 117) komsu monomerden saglanmaktadir (Tripp vd., 2001).

Cinko igeren ve kobalt igeren Cam’1n kristal yapilar1 bagsiz formda ve siilfat veya
bikarbonat ile ko-kristallenmis formda rapor edilmistir. Cam kendini o- ve f-
CA’lardan ayran gesitli 6zelliklere sahiptir. Bu sebeple, protein katlanmasi disart
¢ikan ii¢ loop tarafindan kesilen sol-el B-heliks motifinden olusur ve yap1 bir kisa
ve bir uzun o-heliks tarafindan devam eder. Cam monomeri yaklagik 70 kDa
molekiil agirligindadir ve bir homotrimer olusturmak tizere kendiliginden bir araya
gelir (Supuran ve Scozzafava, 2007). Aktif bolgedeki Zn(Il) iyonu oa-CA’da
oldugu gibi {i¢ histidin birimi ile koordineli haldedir, fakat a-CA’in aktif
merkezinde gozlenen tetrahedral geometriye karsin y-CA aktif merkezi ek metal-
bagli su ligand1 tasir, bu sebeple tiim koordinasyon geometrisi ¢inko-igeren Cam
icin trigonal-bipiramit, kobalt siibstitiie enzim icin oktahedraldir. Metal iyona
koordine olan His birimlerinin ikisi bir monomere (monomer A) ait iken {iglincii
birim komsu monomere (monomer B) aittir. Bu sebeple, ii¢ aktif merkez monomer

giftleri arasindaki arayiizde bulunmaktadir (Innoncenti vd., 2004).

M. thermophila’dan y-CA yapisi Sekil 1.5.’de sunulmustur. Bu miikemmel,
trimerik molekiil farkli atalardan geldiklerini vurgular sekilde a-CA’dan tamamen
farkli katlanmalara sahiptir. Her bir alt birim her doniisiinde ii¢ kisa biikiime sahip
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bir sol-el B-heliksin yedi dongiisiine sahiptir. Heliksin enine kesiti tiggen bigimlidir
(Isvigre ¢ikolatas1 “Toblerone” seklinde). B-heliksin tepesinde kisa bir a-heliks ve
uzun bir C-terminal a-heliks vardir.

Cinko iyonu Sekil 1.5.’de gosterildigi gibi alt birimler arasinda yer almaktadir ve
bir alt birimdeki His 81 ve His 122 ile ve komsu alt birimdeki His 117 ile
koordineli haldedir. Bir su molekilii bozulmus tetrahedral koordinasyon
geometrisi olusturur. M. thermophila CA’s1 ve insan CA II’deki metal merkezlerin
st iiste gakistirilmasi dikkate deger bir benzerlik vermektedir.

Sekil 1.5. M. thermophila y-CA’1n yapisinin sematik gosterimi (Lindskog, 1997).

1.1.3.4. 3-CA

1997°de, Roberts (1997) bir deniz diatomu Thalassiosira weissflogii’den 27
kDa’luk monomerik bir karbonik anhidrazin (TWCAT1) saflastirilmasini rapor
etmistir. Katalitik ¢inko X-1g11 absorpsiyon spektroskopisi ile gosterilmistir ve a-
sinif ve y-sinif karbonik anhidrazlarin aktif merkezlerine benzer sekilde ii¢ histidin
ve bir su molekiilii ile koordine haldedir. Heniiz kararli-hal kinetigi rapor
edilmemesine ragmen dordiincii ligand olarak bir su molekiiliiniin varligr bu

enzimin diger t¢ smifin ¢inko hidroksit mekanizmasini takip ettigi sonucunu
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onermektedir. TWCA1 karbonik anhidrazin bilinen 1ii¢ smifina benzer
biyokimyasal 6zelliklere sahip olmasina ragmen TWCA1’i kodlayan genin sekansi
bu li¢ sinif ile 6nemli benzerlik tasimamaktadir. Ek olarak, bu sekansin Archaea,
Bacteria ve Eukarya tiirlerinin sekansi ile benzerligi bulunamamistir. Bu sebeple,
TWCAL karbonik anhidrazin dordiincii sinifi igin bir prototip olmus ve §-smifi
olarak dizayn edilmistir (Tripp vd., 2001).

X-151m1 ¢alismalar1 deniz diatomu Thalassiosira weissflogii CA’inin (TWCA1)
aktif merkezinin memeli o-CA’ninkine sasirtict  sekilde  benzedigini
gostermektedir. Cinko ii¢ histidin ligandi ve tek bir su molekiiliine sahiptir ve
¢inkonun iki sistein kiikiirdii, bir histidin ve bir su molekiilii ile koordine yaptig
yiksek bitkilerin B-CA’larindan oldukg¢a farklidir. Diatom karbonik anhidrazi
diger karbonik anhidrazlar ile 6nemli bir sekans benzerligi gostermemektedir
(Supuran ve Scozzafava, 2007).

1.1.3.5. e-CA

T. weissflogii de oldukga sasirtici bir kesif daha yapilmigtir: CA-tipi protein olan
ilk kadmiyum-igeren enzim. Deniz diatomu T. weissflogii tipik deniz ortaminda
diistik ¢inko kosullar altinda ve kadmiyum tuzlan varliginda yasamaktadir ve bu
durum T. weissflogii de temel hiicre igi Zn-gerektiren izoformu TWCAT1’in
seviyesi diisiik kalmasina ragmen hiicresel CA aktivitesinin artmasina neden
olmaktadir. Cd isaretlemeli yiirlitme protein bantlar1 gostermistir ki, CA aktivitesi
radyoaktif isaretli T. weissflogii lizatinin dogal PAGE’nde TWCA1’den farklidir.
Cd proteinin seviyesi CO; ile ayarlanmaktadir ve bu durum bu enzimin karbon
kazanma isleminde bir rolii oldugunu gostermektedir. CA-aktif fraksiyonlarin
saflagtirilmasi1 43 kDa’luk Cd-igeren proteinin izolasyonuna neden olmaktadir ve
kisith Zn derisimi kosullar1 altinda T. weissflogii'in Cd-spesifik CA eksprese
ettigini gostermektedir ve karbon deristirme mekanizmasi iginde ¢inko enzim

TWCAT’in yerine gegmektedir (Supuran ve Scozzafava, 2007).

T. weissflogii izerinde TWCA1’in seviyesinin diisiik oldugu kosullarda eksprese
edilen bu karbonik anhidrazin molekiil kiitlesi ve primer yapisi agisindan diger CA
izozimleri ile bir homolojiye sahip olmamasindan dolay1 bu CA yeni bir CA sinifi
(e-CA) olarak kabul edilmistir (Tripp vd., 2001; Sawaya vd., 2006).
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1.1.4. CA’n Metal Iyon Spesifitesi

CA {izerine metal iyonu baglama ¢alismalarinin ¢ogu insan ve sigir izozim II ve
insan izozim I iizerinde gergeklestirilmistir. Cinko iyonu belirli selatlayici ajanlara
kars1 diyaliz ile bu izozimlerden uzaklastirilabilmistir. Olusan apoenzim inaktiftir,
fakat ortama ¢inko ilave edildiginde aktivitesini tamamen geri kazanmaktadir.
Cesitli metal iyonlar1 apoenzime baglanabilmektedir, fakat sadece Co?" dogala
benzer katalitik ozelliklere sahip tiriin vermektedir. Co?* siibstitiie enzimin
spektroskopik 6zellikleri metal iyon merkezinin arastirilmasi ve yabanci ligandlar
ile etkilesimlerinin incelenmesinde yararli olmustur. Hakansson vd. (1994) Co?
stibstitiie insan CA II'nin ¢inkoya benzer sekilde tetrahedral koordinasyonda
oldugunu X-1sm1 kristalografi c¢alismalar ile gostermislerdir. Bununla birlikte,

Cu?, Ni** ve Mn?* -siibstitiie tiirevlerin koordinasyon geometrileri farklidur.

Cinko iyonu memeli CA’larinda sikica baghdir. pH 7’de, insan CA 1II ¢inko
iyonunun ayrigma sabiti 4 pM olarak hesaplanmistir. Bagli ¢inkonun inertligi bir
kinetik engelin varliginda 6nemlidir. Bu sebeple, ¢inkonun kolaylastirict bir etki
olmadan ayrismasmin hizi sabiti pH 7°de insan CA II i¢in 1.4 x 10° sn™* olarak
hesaplanmustir ve bu yaklasik 5 giinliik bir yari-6mre tekabiil etmektedir. 3.5 x 10°
M™sn™’lik bir ayrisma hiz sabiti boylece hesaplanmustir ve bu difiizyon kontrollii
baglanma reaksiyonundan ii¢ ile dort kat daha yavastir. 1,10-fenantrolin veya
dipikolinat gibi baz1 selatlayici ajanlarinin, protein-¢inko-selatlay1 arasinda bir
ternari kompleksi olusturarak ¢inko ayrilmasini hizlandirdigina inanilmaktadir.

CA molekiiliine ¢inkonun sikica baglanmasi igin 6nemli bir faktdr metal-baglama
merkezinin rijitligidir. Hakansson vd. (1992) insan apo-CA II’nin yapisinin ¢inko
iyon bolgesini tutan bir su molekiili disinda holoenzim ile neredeyse ayni
oldugunu bulmuslardir. Boylece, siki ¢inko baglanmasi ve katalitik fonksiyon igin
cinko ligandlar1 optimum pozisyonda “indirekt ligantlar” ile tutulmaktadir. Bu
sebeple, direkt ¢inko ligantlarin1 degistirmek i¢in yapilan tiim girisimler ¢inko
iyon afinitesi ve katalitik aktivitede sert diisiislere sebep olmustur (Lindskog,
1997).
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1.1.5. CA Kataliz Mekanizmasi

CA smniflarinin kdkenlerinin bagimsiz olmasimin altin1 ¢izecek bir sekilde 6nemli
bir sekans benzerligine ve {i¢ boyutlu yapiya sahip degildir (Sekil 1.6.). Bariz
yapisal farkliliklara ragmen her bir CA smifi aktif merkezleri kataliz igin gerekli
bir ¢inko atomu i¢cermektedir. Kinetik caligsmalar gostermistir ki, CA iki adiml bir
izomekanizma kullanmaktadir. {lk adim, ¢inko bagl hidroksitin CO,’e niikleofilik
atagidir (Esitlik 1.2). Ikinci adim, ¢inko baglh su molekiiliiniin iyonizasyonu ve
protonun aktif merkezden uzaklasmasi ile aktif merkezin rejenerasyonudur (Esitlik
1.3). Bu adimda, ¢inko iyonu Lewis asidi olarak davranarak suyun pK,’sini

~14’den 7,0’ye diigiiriir.

Sekil 1.6. a-, B- ve y-CA enzimlerinin ii¢ boyutlu yapilari. (A) a-sinif, insan CA
I’si; (B) B-sinif, P. purpureum CA’1; (C) B-sinif, P. sativum CA’1; (D) B-
siif, M. thermoautotrophicum CA’1; (E) B-sinif, E. coli CA’1; (F) y-sinif,
M. thermophila CA’1 (Tripp vd., 2001).

Zn**-OH + CO, +=——= Zn* + HCO5 (Esitlik 1.2)

Zn* + H,0 +=—= H'+Zn**-0OH (Esitlik 1.3)
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Karbonik anhidrazlarin ¢ogu 10* s’den daha yiiksek ke degerlerine sahiptir. Bu
durum protonu metal-bagli sudan dis tampona “B” transfer edecek (Esitlik 1.5) bir
aracty1 “PSR” gerektirir (Esitlik 1.4).

PSR + Zn*-H,0 &——= Zn**-OH + PSR-H" (Esitlik 1.4)
PSR-H'+ B ¥&=——= PSR +B-H" (Esitlik 1.5)

Aktif merkezden proton transportu ke degeri 10* s™’den daha yiiksek olan
enzimler i¢in hiz-belirleyen adimdir. Bu sebeple, ke proton transportunun hizim
yansitirken (Esitlik 1.3), katalitik etkinlik (kca/Kn) hidrasyon adiminin (Esitlik 1.2)
gostergesidir ve proton transport hizina bagl degildir (Tripp vd., 2001).

1.1.5.1. a-CA katalizi

Metal iyonu (giiniimiize kadar arastirilan tiim a-CA’larda Zn(Il)’dir) kataliz igin
esasidir. X-1s1m1 kristalografik ¢alismalar gostermistir ki, metal iyonu aktif merkez
yarigmin 15 A dibinde yer almaktadir (Sekil 1.7.) ve ii¢ histidin birimi (His 94,
His 96 ve His 119) ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu ile koordine halindedir.
Cinko bagl su ayrica Thr 199’un hidroksil birimi ile hidrojen bagi yapar ve Thr
199 ise Glu 106’ nin karboksilat birimine baghdir. Bu etkilesimler ¢inko-bagli su
molekiiliiniin niikleofilitesini arttirir ve substratin (CO,) niikleofilik atak igin
uygun pozisyona gelmesini saglar (Sekil 1.2.). Enzimin aktif formu Zn(II)’ya baglh
hidroksit ile bazik formdur (Sekil 1.2. A). Bu giclii niikleofil, komsusu
konumundaki bir hidrofobik cepte (insan CA II’de Val 121, Val 143 ve Leu 198)
baglh olan CO; molekiiliine atak yapar (Sekil 1.2. B) ve Zn(Il) ile koordineli
bikarbonatin olusumuna neden olur (Sekil 1.2. C). Bikarbonat iyonu daha sonra bir
su molekiilii ile yer degistirir ve ¢ozeltiye salimir. Boylece Zn(II) koordineli su
molekiilii ile katalitik olarak inaktif olan enzimin asidik formu olusur (Sekil 1.2.
D). Bazik form A haline rejenere olmak {izere, aktif merkezden ortama bir proton
transferi reaksiyonu gerceklesir. Bu transfer aktif merkez birimlerince (His 64)
veya ortamdaki tampon tarafindan gergeklestirilebilir. Islem Esitlik 1.6 ve 1.7°de
sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.7. Insan CA 1I aktif merkezinde Zn(II)’nin {i¢ histidin amino asidi ile
koordinasyonu.

H,0
EZn?*-OH + CO, ¥=——= EZn*-HCO; 4—2_> EZn?*-OH, + HCO3
(Esitlik 1.6)
EZn*"-OH, &——= EZn*-OH +H’ (Esitlik 1.7)

Katalizdeki hiz belirleyen adim ikinci reaksiyondur, yani enzimin ¢inko-hidroksit
tirtinii meydana getiren proton transferi. CA Il, CA IV, CA Il ve CA IX gibi
katalitik olarak c¢ok aktif izozimlerde bu islem aktif merkezin girisinde yer alan
histidin birimi (His 64) tarafindan yonetilir (Supuran ve Scozzafava, 2007). His
64’lin imidazol halkas1 ve cinkoya bagli ¢ozgen direkt hidrojen bagi temasina
sahip degildir, aralarindaki mesafe 0.74 nm’dir. Bununla birlikte, araya giren iki su
molekiilii vasitasi ile bir hidrojen bagi iligkisi vardir. Dahasi, His-64 yan zinciri iki
tercih edilebilir konformasyona sahiptir, birisi His-64 protonlanmadiginda baskin
olarak goriinen digeri ise protonlandigi zamandir (Lindskog, 1997). Bu proton
transferi aktif bolgenin kosesinden enzimin ylizeyine ¢ikan bir histidin birimleri
kafes yapisi tarafindan yonetilir ki bu durumda en etkili CA izozimi olan CA Il
icin ¢ok etkili proton transferi saglanmis olur. Bu ayn1 zamanda neden CA II’nin
bilinen en etkili enzimlerden birisi oldugunu difiizyon kontrol limitine yaklasarak
aciklar (kea/Km = 1.5 x 10® M's™) (Supuran ve Scozzafava, 2007).
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1.1.5.2. p-CA Katalizi

Kinetik analizler B-sinifi i¢in ¢inko hidroksit mekanizmasinin gecerli oldugunu
gOstermigtir. a-sinifinda oldugu gibi, P. sativum enziminin kristal yapisindaki
cinko-bagli asetat bikarbonatin aktif merkeze baglanmasini taklit eder. Asetatin
cinko bagli oksijeni Asp 162 O-31 ile hidrojen bag1 yaparken ikinci oksijeni Gln
151’e hidrojen bagi ile baghdir. Bu durum bu birimlerin katalizde bir roli
oldugunu gostermektedir. Asetat ile Asp 162 O-31 arasindaki bag, a-sinifi CA 11
izozimin Thr 199 O-31 ile asetatin ¢inko bagli oksijeni arasindaki hidrojen bag ile
0zdestir. Thr 199 0-61 CO, iizerine niikleofilik atak yapabilmesi i¢in ¢inko-bagl
hidroksiti yonlendirmektedir. P. sativum aktif merkezindeki asetat ile GIln 151
arasindaki bagin Thr 199 N ile bikarbonatin ikinci oksijeni arasindaki hidrojen
bagi ile ortiistiigi aktif merkezi st iiste bindirme caligmalar1 ile ayrica
gostermigtir. Thr 199 N’in CO;, ile hidrojen bagi yaparak CO,’i elektrofilik olarak
aktive ettigi Onerilmektedir. Bu sebeple, Gln 151 ve Asp 162’in o-siif
enzimlerdeki Thr 199 ile ayn1 rolii oynadiklar diigiiniilmektedir (Tripp vd, 2001).

Bazi B-CA iiyelerinde Zn(Il) ile direkt koordineli bir su olmadigi icin (Sekil 8.A),
temel problem o-CA igin gecerli olan ¢inko-hidroksit mekanizmasimin ayni
zamanda [-ailesi i¢in de gecerli olup olmadigidir.

Sorunun cevabi Mitsuhashi vd. (2000) tarafindan 6nerilen katalitik mekanizma ile
verilmistir (Sekil 1.8.).
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Sekil 1.8. Prokaryotik B-CA (Porphyridium purpureum) igin Onerilen katalitik
mekanizma (Supuran ve Scozzafava, 2007).

P. purpureum enziminin bir monomerinde iki homolog tekrardan kaynaklanan iki
adet simetrik yapisal motif oldugundan dolay1 yukarida belirtilen dort amino asit
ile koordine yapmis iki Zn(II) iyonu bulunmaktadir. Bu durumda giftler: Cys
149/Cys 403, His 205/His 459, Cys 208/Cys 462 ve Asp 151/Asp 405. Her bir
metal iyonun yaninda ayrica ¢inko ligandi Asp 151/Asp 405°¢ ait oksijeni ile
hidrojen bagi yapan bir su molekiilii bulunmaktadir fakat ¢inko ile koordineli
halde degildir (Sekil 1.8. A). Hipoteze goére, bu su molekiiliinden aspartat
biriminin koordineli karboksilat birimine bir proton transferi gerceklesir. Sonugta
trigonal-bipiramit geometride Zn(Il) ile koordineli hidroksit iyonu olusur (Sekil
1.8. B). Boylece, enzimin hidrofobik cebinde bagli olan CO;’e atak yapabilecek
giiclii niikleofil meydana gelir (Sekil 1.8. C), sonugta Zn(Il) ye bagl bikarbonat
olusmus olur (Sekil 1.8. D). Bu araiiriin, B-simif enzim i¢in ¢inkoya orijinal olarak
koordineli aspartik asit biriminin koordineli bikarbonat ile hidrojen bagina
katilmasi (Sekil 1.8. D) disinda a-CA katalitik dongii i¢in (Sekil 1.2. C) onerilen
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reaksiyon araiiriiniine benzemektedir. Son adimda, koordineli bikarbonat bir
proton ile birlikte ¢ozeltiye salinir, tekrar Zn(I1)’ya koordineli aspartat olusur ve su
molekiilii ile hidrojen bag1 yaparak yaninda tasir. Enzim bdylece yeni bir kataliz

dongiisiine hazirdir (Supuran ve Scozzafava, 2007).

1.1.5.3. y-CA katalizi

v-CA’m katalitik mekanizmasi a-sinifi enzim i¢in Onerilene benzerdir. Zn(II)
orijinal olarak rapor edildigi sekilde tetrakoordinatli degil de pentakoordinatlidir
ve bu durumda metal iyonuna bagh iki su molekiilii vardir. Bu bulgular ¢inko
hidroksit mekanizmasinin y-CA igin gecerli oldugunu gostermektedir ve olasilikla
enzimin aktif merkezinden metal iyonunun trigonal-bipiramit ve tetrahedral
tiirlerinin bir dengesini gostermektedir (Esitlik 1.8) (Innoncenti vd., 2004).

(His)sZn?*(OH,), « (His)sZn*(OH,) < (His)sZn**OH + H* (Esitlik 1.8)

Aktif merkeze bagh ligantlar Glu 62 yan zinciri ile baglantilidir ve bu yan zincir
olasilikla protonlanmistir. Komplekslesmemis ¢inko-igeren Cam’da, Glu 62 ve
Glu 84 yan zincirleri bir proton paylasiyor gibi goriinmektedir ve ek olarak, Glu
84 ¢oklu konformasyon sergilemektedir. Bu durum Glu 84’{in a-CA’in reaksiyon
mekanizmasinda Onemli bir 6ge olan proton mekigi olarak hareket ettigini
gostermektedir. a-CA’da bu genellikle aktif merkez histidini (genellikle His 64)
ile gergeklestirilir (Innoncenti vd., 2004).

Kinetik c¢aligmalar Cam tarafindan COj’in hidrasyonunun insan CA II’si i¢in
Onerilene benzer sekilde gerceklestigini gostermistir. Buna gore reaksiyon “¢inko-
hidroksit” mekanizmasi tizerinden yiiriir. Tiim enzim kataliz reaksiyonu iki farkli
yari-reaksiyondan meydana gelmektedir. Ilk yari-reaksiyon CO, ve HCO;’m
birbirine doniistimiidiir (Esitlik 1.9 a ve 1.9 b) ve ¢inko hidroksit iyonunun CO,
tizerine niikleofilik atagini gerektirir. Bu daha sonra ¢inko-bagli HCO3 1n su ile
yer degistirmesi gergeklesir. Ikinci yari-reaksiyon hiz-belirleyen ve aktif merkezde
cinko hidroksiti olusturan molekiil i¢i ve molekiil arasi proton transfer adimindan
(Esitlik 1.10 a ve 1.10 b) sorumludur.
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E-Zn*-OH + CO, &——=2 E-Zn*-HCO; (Esitlik 1.9 a)
E-Zn?*- HCO; + H,0 <——= E-Zn**-H,0 + HCO3 (Esitlik 1.9 b)
E-Zn**- H,0 ¥—= *H-E-Zn*-OH" (Esitlik 1.10 a)
*H-E-Zn**- OH + B &¥—= E-Zn**-OH + BH"' (Esitlik 1.10 b)

Esitlik 1.10 a ve 1.10 b’de belirtilen proton insan CA II’nin His 64 biriminin
protonlanmasim1 gostermektedir ki bu His 64 aktif merkez ¢inkosu ve ¢dzgen
tamponu arasindaki proton transferini yonetmektedir. Molekiil aras1 proton
transferi (Esitlik 1.10 a) doygun tampon derisiminde hiz belirleyen adimdir. Diigiik
tampon derisimlerinde ise molekiil i¢i transfer (Esitlik 1.10 b) hiz belirler.

Reaksiyon mekanizmasi Sekil 1.9.”da 6zetlenmistir (Iverson vd., 2000).
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Sekil 1.9. Cam igin 6nerilen reaksiyon mekanizmasi. (A) Zn®* ilk yar reaksiyonun
basinda bir su molekiilii ve bir hidroksit iyonu ile koordinasyona girer
(Esitlik 1.9 a ve 1.9 b). (B) Karbon dioksit hidrofobik cepten aktif merkeze
giris yapar. (C) Karbon dioksit ¢inkoya bagli hidroksit iyonuna atak yapar.
(D) Bikarbonat cesitli kararli baglanma modlarinda bulunabilir. (E) 11k yar
reaksiyon c¢ozgendeki su ile bikarbonatin yer degistirmesi ile biter. (F)
Ikinci yar1 reaksiyon (Esitlik 1.10 a ve 1.10 b) ¢inkoya bagh su
molekiiliiniin protonunu kaybetmesi ile baglar. Bu proton Glu 62 tarafindan
kabul edilir. (G) Glu 62’deki proton Glu 84’e transfer edilir. (Iverson vd.,
2000).
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1.1.6. CA Enzimlerinin Fizyolojik Fonksiyonlari

CA enzimi ¢esitli biyosentetik reaksiyonlar icin gerekli olan CO,’in HCO;3a geri
doniisiimlii hidrasyonunu katalizler. Bu biyosentetik reaksiyonlar; glukoneogenez,
bazi amino asitlerin sentezi (piruvat karboksilaz yolu ile), lipogenez (asetil-CoA
karboksilaz yolu ile), lireagenez (karbamoil fosfat sentetaz I yolu ile) ve pirimidin
niikleotit biyosentezidir (karbamoil fosfat sentetaz II yolu ile). Bunlarin yaninda
bu enzim pH dengesi, iyon transportu, su ve elektrolit dengesi, kemik
resorpsiyonu, kalsifikasyon ve tiimorigenezde de rol oynamaktadir (Banerjee vd.,
2004).

CA’m katalizledigi CO, hidrasyonu disindaki reaksiyonlarin (Cizelge 1.2.)
fizyolojik dneme sahip oldugu ag¢ik degildir. Bu sebeple, sadece 1 reaksiyonunun
bu enzimi ilgilendiren fizyolojik 6neme sahip oldugu ele alinabilir.

Prokaryotlarda, CA’lar iki temel fonksiyona sahiptir: (i) farkli doku ve
organizmalar arasinda COj/bikarbonat taginimi, (ii) enzimatik reaksiyonlar i¢in
COg/bikarbonatin temini. Sucul fotosentetik organizmalarda, ek bir rol olarak
gevrede CO, kithgmin istesinden gelmede yardimci olan CO, derigtirme
mekanizmas1 sayilabilir. Ornegin, Chlamydomonas reinhardtii’de bu CO,
deristirme mekanizmasi fotosistem II aracili elektron transportu ile kloroplastlarin
tilakoid membranlar1 boyunca olusturulan pH gradienti tarafindan meydana gelir.
Fotosentetik olmayan ¢ogu prokaryotta CA, aktif bdlge civarina COy/bikarbonat
saglama amagli olarak ¢aligir veya bu bilesikleri reaksiyon enerjetiklerini arttirmak
icin uzaklagtirir. Karboksilasyon/dekarboksilasyon islemini yiiriiten prokaryotik
CA’larin ¢ogu boylesi dnemli bir fizyolojik fonksiyona sahiptir.

Homo sapiens’i de igeren omurgalilarda, CA’larin fizyolojik fonksiyonu son 70
yildir yogun bir sekilde arastinlmistir fakat metaloenzimlerin bu biiyiik sinifi
hakkinda halen bilinmesi gerekenler vardir. Izozim I, I ve IV asit/baz
homeostasisin regiilasyonu ve solunum ile ilgilidir. Bu kompleks iglemleri
metabolize eden dokular ve bosaltim bdlgeleri (akciger, bobrek) arasindaki
COy/bikarbonat tagimmimini, kilcal damarlar ve akciger mikrodamarlarinda CO,
eliminasyonunun kolaylagtirilmasi, bobrek tiibiilleri ve toplayici kanallarindaki
H"nm eliminasyonunu ve bobreklerde proksimal tiibiil hiicrelerinde ve Henle
ilmeklerinde bikarbonatin reabsorpsiyonunu igerir. Genellikle izozim I, I ve IV bu
islemler ile ilgilidir. Gozlerde ikincil iiriin olan bikarbonatc¢a zengin gz sivisinin
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(izozim CA 1II, CA IV ve CA XII tarafindan olusturulur) bulunmasindan dolay1
CA’larin gorme ile ilgili oldugu diisiinilmektedir ve fonksiyonlarindaki
bozukluklar yiiksek g6z tansiyonuna ve glukomaya neden olur. CA II ayrica
kemik olusumu ve osteoklastlarin farklilasmasi veya osteoklastlarda kemik
resorpsiyonu i¢in asit temini gibi fonksiyonlar ile ilgilidir. CA’lar pek ¢ok diger
doku/organlarda elektrolit salgilanmasi ile ilgilidir, drnegin: koroid pleksusda
(beyinde serebrospinal stvinin tretildigi bolge) pH’1 regiile ederek ve bikarbonat
saglayarak serebrospinal siv1 iiretimi, asinal ve duktal hiicrelerde tiikiiriik {iretimi,
mide parietal hiicrelerinde gastrik asit iiretimi, safra {iretimi, pankreatik sivi
iiretimi ve intestinal iyon transportu. CA’lar ayrica tat ve koku alma, gastro-
intestinal yolu asir1 pH kosullarindan (asir1 asidik veya asir1 bazik) korumada,
seminal sivinin pH’inin ve bikarbonat derisiminin regiilasyonunda, kas
fonksiyonlarinda ve hiicresel strese adaptasyonda etkilidir. CA V gibi bazi
izozimler, pankreas 3 hiicrelerinde sinyallenen insiilin salgilanmasi gibi molekiiler
sinyal islemleri ile de ilgilidir. Izozim II ve VA glukoneogenez, yag asitlerinin de
novo biyosentezi ve pirimidin baz sentezi i¢in bikarbonat sagladigindan dolay1
onemli metabolik iglemler ile ilgilidir. Son olarak, bazi izozimler ( CA IX, CA XII
ve CARP VIII gibi) tiimdrlerde oldukg¢a boldur ve onkogenez ve tiimor ilerlemesi
ile ilgilidir (Supuran ve Scozzafava, 2007).

1.1.7. CA Enziminin Saflastirilmasi

CA COy’in HCO3”’a geri donligiimlii hidrasyonunu katalizler. Bu reaksiyon
glukoneogenez, bazi amino asitlerin sentezi (piruvat karboksilaz yolu ile),
lipogenez (asetil-CoA karboksilaz yolu ile) iireagenez (karbamoil fosfat sentetaz I
yolu ile) ve pirimidin niikleotid biyosentezi (karbamoil fosfat sentetaz II yolu ile)
gibi birgok biyosentez reaksiyonlar ile ilgilidir. Bunun yaninda bu enzim pH
dengesi, iyon transportu, su ve elektrolit dengesi, kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon ve tiimor olusumu ile ilgilidir. Cesitli CA inhibitorleri antiglukoma,
antikonviilsan, antiepileptik, antiiirolitik ve antikanser ajan1  olarak
kullanilmaktadir ve bu inhibitorlerin bir kismu ilag olarak kabul edilmistir. Kanser
tedavisinde kullanilmak iizere hazirlanan bazi CA inhibitdrler gelistirilme
asamasindadir, bazilarinin ise klinik denemeleri devam etmektedir (Banerjee vd.,
2004). Metabolizma ve kanser olusumu yaninda bu enzimin hiicre biiyiimesi ve
apoptosiz ile de ilgisi vardir (Supuran vd., 2004). Tim bu c¢alismalarin
yapilabilmesi ve siirdiiriilebilmesi i¢in olduk¢a saf ve bol miktarda CA’a
gereksinim duyulmaktadir ve bu gereksinim sonucu yiiksek verimde CA
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saflastirma  teknikleri gelistirilmistir. Oncii CA saflastirma calismalarinda
(Meldrum ve Roughton, 1933) enzim etanol-kloroform ile ¢oktiiriilerek
saflastirilmistir. Daha sonralar1 klasik protein saflastirma adimlarmin izlendigi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve arkasindan diyaliz islemi ile iyon degisim
kromatografisi ile saflastirma c¢aligmalar1 yapilmistir (Demir vd., 1997a). CA’a
spesifik inhibitorlerin kesfi ile s6z konusu inhibitorlerin afinite ligandi olarak
kullanildig: afinite kromatografisi teknikleri ile daha saf ve daha verimli sekilde
CA saflagtirilmasi c¢alismalar1 yapilabilmistir (Ceyhun vd., 2011). Afinite
tekniginin farkli bir uygulamasi olan metal afinite kromatografisi de CA
saflastirilmasinda kullanilmistir (Banerjee vd., 2004).

1.2. Biyoteknolojide Polimerik Materyaller

Biyolojik olarak aktif saf bilesiklere (diisitk molekiiler kiitleli bilesikler, DNA ve
proteinler gibi biyopolimerler, viriisler, hiicresel organeller ve hatta tiim hiicre)
kars1 siirekli artan talep biyoayirmada kullanilagelen polimerik materyallerin
iyilestirilmesini ve yeni materyallerin gelistirilmesini gerektirmektedir (Dainiak
vd, 2007). Yeni polimerik materyallerin gelisimi uygulamali biyokimyada devrim
etkisi yapmustir. Polimerik materyaller protein ve niikleik asitlerin saflagtirilmasi
Ve izolasyonu yaninda yapilarinin ve fonksiyonlarinin da aydinlatilmasinda hizh
gelismelere izin vermistir. Bu sebeple, yeni bazen de farkli 6zelliklere sahip
orijinal polimerik materyallerin gelistirilmesi biyoteknoloji alaninda biiyiik ilgi
¢ekmektedir (Lozinsky vd., 2002). Bu amacgla makrogozenekli polimerik
materyallerin gelistirilmesi 6zellikle biyomedikal, biyoteknolojik ve ilag biliminde
bliytik ilgi cekmektedir. Gozenekli polimerik materyallerin sentezlenmesinde
kullanilan klasik yaklagim, sivi veya gaz gozenek olusturucularm, siiperkritik
ortamin (CO; gibi) ve kalip sentezinin kullanimimi ve faz ayrimini igerir (Plieva
vd., 2007).

1.2.1. Polimerik Jeller

Modern polimer kimyasi agisindan jeller, degisken olmayan ve nispeten kararl
baglar ile bir arada tutulan makromolekiillerin ii¢ boyutlu ag yapist olusturdugu
¢ozgen-immobilize edilmis polimer sistemleridir. Bu ag yapismnin morfolojisi
(monofaz veya heterofaz) baglarin kimyasal dogasi ve jel iiretim metodu ile
saptanir. Polimer ag tarafindan baglanmis ¢6zgen (hidrojel durumunda su) polimer
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kiitlenin ¢okmesini engelleyerek ve ¢ozeltinin jel icine ve disina difuzyonuna izin

vererek jelin kararliligini siirdiirmede kritik bir rol oynar (Lozinsky vd., 2003).

Polimer ag yapisindaki molekiiller arasi bagin dogasina goére jeller iki gruba

ayrilabilir: kimyasal ve fiziksel jeller. Polimerik jellerin siniflandirilmasi ve jel

olusum siirecleri Cizelge 1.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Polimerik jellerin siniflandirilmasi ve jel olusum siirecleri

Jel tipi Jel olusumu Ornekler Yorum
Kemotropik jeller  Ug boyutlu - Poliakrilamid jeller,  Jellerin  genis  bir
kovalent ag -  Polisitren  veya grubudur. Jel olusumu
yapist olusturan poliakrilat temelli monomerik Onciillerin

Iyonotropik jeller

molekiiller arasi

kimyasal baglar

fyon  degisim
reaksiyonlari
molekiiller arast
iyonik (tuz)
baglarinin
olusumunu

saglar

iyon-degisim regineleri
- Sephadex olarak
bilinen ¢apraz bagh

dekstran jeller

- Aljinat-polilizin veya
kitosan-polifosfat
karigim matriksleri gibi
polielektrolit kompleks
temelli jeller

polimerizasyonu veya

polimerik  dnciillerin
kovalent capraz
baglanmasi ile

meydana gelir. Bu

jeller biyoteknolojide
cok yaygin
kullanilirlar.

Bu  jeller belirli
kosullar altinda
kararhidir fakat
ortammn pH’1 veya
iyonik bilesimi
degistirildiginde

kolaylikla ¢oziinebilir.
Bu jeller immobilize
bitki ve

hayvan hiicreleri i¢in

mikrobiyal,

tagtyici olarak

kullanilirlar.
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Cizelge 1.3. (devam)

Selatotropik jeller

Solvotropik jeller

Termotropik jeller

Selasyon
reaksiyonlart
kararli
molekiiller arasi
baglarin
olusumuna

neden olur.

Cozgen
bilesiminin
degistirilmesi ile
jellesme

meydana gelir.

Jellesme
baslangic
polimer
¢Ozeltisinin
1s1tilmast ile

olusur.

Multivalent giiclii
koordinasyon
verebilen metal

iyonlarinin ilavesi ile

gel olusumu gozlenir.

Ornegin, kitosan
¢ozeltisine Cu(Il)
veya Co(ll)
eklenmesi veya

karboksimetil seliiloz
Cr(111)

ilavesi veya aljinatin

¢Ozeltisine

Ca ile capraz
baglanmasi
Jeller  koaservasyon

isleminin bir sonucu
olarak olusur. Bu tip
jellesme stluloz
nitrat veya seliiloz
asetat filmler ve
fiberlerin iiretiminde

kullanilmaktadir

- Hidrofobik olarak

modifiye edilmis
hidroksietil  seliiloz
jeller

- Ovalbumin ve
yumurta beyazi

jelleri

Ca-aljinat jeller hiicre
immobilizasyonunda

fakat
diger selatropik jellerin

kullanilmaktadir

heniiz bir biyoteknolojik

uygulamasi yoktur.

Jeller polimer
cozeltisine ¢cozgen
olmayan bilesenin
eklenmesi ile olusur.
Boylece polimerin
ortama olan afinitesi
azalir ~ ve  polimer-

polimer arasi kovalent
olmayan  etkilesimler
meydana gelir.
Biyoteknolojik

hakkinda

herhangi bir dokiiman

uygulamalari

yoktur.
Molekiiller
hidrofobik etkilesimler

arasi

jel olusum siirecinde

6nemli bir role sahiptir.
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Cizelge 1.3. (devam)

Psikrotropik jeller ~ Baglangig - Jelatin jeller Psikrotropik jeller ¢cok
polimer - Nisasta jeller iyi tanimlanmigtir.
¢oOzeltisinin - Agaroz ve agar-agar Biyoteknolojide kati
sogutulmasi jeller hiicre  kiiltir  ortam
(dondurmadan) - Karragenan jeller olarak, kromatografik
ile meydana materyal olarak ve
gelen jeller. elektroforez  matriksi

olarak
kullanilmaktadir.

Kriyotropik jeller Jellesme

(Kriyojeller) baslangic
sisteminin Tez igerisinde agiklanmustir.
dondurulmasi ile

gerceklesir.

(Kaynak: Lozinsky vd., 2003).

Jeller makromolekiillerin elektrostatik etkilesimler ile baglandigi kovalent olarak
capraz bagli, iyonotropik jeller ve makromolekiillerin hidrofobik etkilesimler ve
hidrojen baglar ile baglandig: fiziksel jeller olmak {izere ayrilabilir.

Jel olusumu s1v1 bir ¢ézgen sisteminde gerceklestiginde c¢ozelti, olusan jelin ag
yapis1 tarafindan immobilize edilir. Genel olarak, yapisallasan polimerik sistem
akis kabiliyetini kaybeder, fakat ag yapisi icindeki ¢6zgenin difiizyonal
hareketliligi sadece ¢oziinen bilesiklerin jel i¢ine diflizyonuna izin verecek sekilde
azalir (Lozinsky vd., 2002).

Gilinimiizde, sifirmin altinda sentez anlamina gelen kriyotropik jellesme teknigi
hidrofilik makrog6zenekli materyallerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Plieva
vd., 2007).

1.3. Kriyojeller

Biyoteknolojide onemli potansiyele sahip yeni tip polimerik jellerin birisi de
kriyojellerdir. Donma kosullarinda meydana gelen jellesme {irlinleri kriyojeller
(Yunancada donma veya buz anlamindadir) olarak isimlendirilir. Kriyojeller
yogun gozenekli polimerik materyaller olup jel olusturan herhangi onciillerden ve
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cesitli morfolojilerde ve gdzeneklilikte sentezlenebilir. Kriyotropik jellesme (veya
kriyoyapilagma) jellesme kabiliyetine sahip sistemin kriyojenik uygulamasinin
(dondurma, donma durumunda belirli bir siire depolama ve ¢6zme) bir sonucu
olarak meydana gelen spesifik bir jel olusturma tipidir. Kriyojellesmenin baglica
ozelligi ¢ozgenin kristallenmesidir (Dainiak vd., 2007). Kriyojeller ilk olarak
yaklagik 40 yil 6nce rapor edilmistir (Lozinsky vd., 2002) ve kriyojellerin
polimerik jellerden oldukga farkli oOzellikleri dikkatleri iizerine ¢ekmistir
(Lozinsky vd., 2003).

Kriyojeller buz kristallerinin erimeden sonra igten baglh siirekli goézenekleri
olusturan ve porojen olarak davrandigi yari donmus sulu ortamda sentezlenirler.
Biiytik icten bagli gbzenekler ve yiiksek elastikiyet kriyojellerin temel karakteridir.
Geleneksel jellerin (¢6zgenin polimer yapisina bagh oldugu homo fazli sistemler)
tersine kriyojeller ¢ozgenin (su) hem gozeneklerde hem de polimer yapisinda
bulundugu hetero fazli sistemlerdir. Jel oOnciillerinin ve kullanilan kimyasal

reaksiyona bagli olarak kriyojelin mikro ve makro gdzenekli yapisi degisebilir.

Stinger benzeri morfolojiye sahip kriyojellere 6rnek olarak poliakrilamid (pAAm),
poli(dimetil akrilamid) (pDMAA), poli(hidroksietil metakrilat) (pHEMA),
polietilen glikol (PEG), dekstran metakrilat ve polivinil alkol (PVA) verilebilir
(Cizelge 1.4.). Bu kriyojeller monolitik c¢ubuk, disk ve tabaka seklinde
sentezlenebilir (Plieva vd., 2007).

Cizelge 1.4. Sentezlenen kriyojellere ve uygulamalarina genel bir bakig

Monomer/polimer  Gosterim Gozenek Morfoloji Kullanim alani

onciiller boyutu (um)

Akrilamid pAAmM 1-200 Stingerimsi ve  Kromatografi  ve
elastik hiicre kiilttir

destegi

Akrilamid As1-pAAmM 1-100 Siingerimsi ve  Kromatografi
elastik

Dimetilakrilamid PDMAA 1-120 Stingerimsi ve  Kromatografi  ve
elastik hiicre kiiltiir

destegi
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Polivinil alkol m-PVA 1-80 Stingerimsi ve  Kromatografide
elastik monolitik  destek
ve
biyobozunmayan
hiicre kiiltii destegi
Polivinil alkol b-PVA 0.1-1 Elastik Mekanik
tutuklama ile
hiicre
immobilizasyonu
ve enzimlerin
kimyasal
immobilizasyonu
Hidroksietil HEMA 1-200 Siingerimsi ve  Hiicre kiiltiir
metakrilat elastik destegi
Dekstran metakrilat Dex-MA 1-100 Siingerimsi ve  Hiicre kiiltiir
elastik destegi
Hidroksietil HEMA- 1-100 Siingerimsi ve  Biyobozunur
metakrilat-L-laktat ~ LLA-D elastik hiicre kiiltir
Dekstran destegi
Agaroz Ags-MG Siingerimsi ve  Hiicre kiiltiir
elastik destegi
Polietilen glikol PEG 1-100 Stingerimsi ve  Hiicre kiiltir
elastik destegi
N-izopropil NIPAAM 1-100 Siingerimsi ve  Hiicre kiiltiir
akrilamid elastik destegi

(Kaynak: Plieva vd., 2007).

1.3.1. Kriyojellerin Hazirlanmasi

Kriyojellerin gézenek yapist donma sicakligi, ¢oziinen monomerlerin derigimi ve
baglatict sistemin (amonyum persiilfat ve N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin)

bilesimi ile kontrol edilebilir (Plieva vd., 2007).

Kimyasal reaksiyon (kriyojellesme) hizinin ve ¢6zgen kristalizasyon hizinin uygun

sekilde kontrol edilmesi ile istenilen 6zelliklerde kriyojeller sentezlenebilir. Tipik

olarak kriyojeller, biiyliyen buz kristallerin porojen olarak ve erimeden sonra icten
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bagl gozenekler igin kalip olarak davrandigi -10 ile -20 °C araligindaki diisiik
sicakliklardaki sulu ¢ozeltilerde hazirlanir. Reaksiyon karisimi donuyorken,
donmus monolitik blok iki temel bdliimii igerir: buz kristalleri ve donmayan sivi
mikrofaz olarak adlandirilan donmamis bolge. Kimyasal reaksiyon bu donmayan
sivt mikrofazda gerceklesir. Reaktif icermeyen ¢ozgen kristalleri donma sirasinda
biiyiir ve stirekli bir donmus iskelet sistemi olusuncaya kadar diger kristaller ile
kaynasir. Kimyasal reaksiyonun tamamlanmasindan sonra erime ile siirekli makro
gozenekli kanallara sahip bir sistem meydana gelmis olur (Sekil 1.10.) (Dainiak
vd., 2007).

Dondurma Donmusg durumda Eritme
polimerizasyon

YN
N——1

monomerler ve baslaticilar

buz kristalleri

olusmaya baslayan polimer

Q capraz-bagli polimer jel
(J stipermakrogodzenek

Sekil 1.10. Makrogdzenekli kriyojellerin olusumunun sematik gosterimi (Dainiak
vd., 2007).

Oncii calismalarda, 1limli donma kosullarinda ¢dzgenin bir kisminin halen
donmamig (donmamig sivi mikrofaz) oldugu gosterilmistir. Coziinen bilesikler bu
donmayan ¢6zgen bolgesinde derisir. [limhi diisiik sicakliklarda makroskopik kati
sistem iki faz icerir, donan saf ¢6zgenin polikristalin faz1 ve yukarida belirtilen
baglangi¢ ¢ozeltisinde var olan tiim ¢Oziinmiis bilegenleri igeren donmamis sivi

mikrofaz. Mikrofazin hacmi baglangi¢ ¢6zeltisinden 6nemli oranda az oldugundan
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¢Oziinen bilesenlerin derismesi s6z konusudur. Mikrofazdaki ¢oziinen bilesiklerin

yiiksek derigimi kimyasal reaksiyonu hizlandirir (Lozinsky vd., 2002).

Kriyojel olusum basamaklarini detayl olarak inceleyecek olursak, genel olarak bir
baslangi¢ sistemi herhangi bir jel olusturan Onciillerin bir karigimimi igerir.
Jellesme hizinin ¢ok hizli olmamas kritiktir, aksi halde 6rnekler donmadan once
jellesme meydana gelir. Donmus sistem heterojendir ve kati faz (donmus ¢6zgenin
kristali) ile donmamis sivi mikrofazi icerir. Mikrofazin hacmi ¢6zgenin dogasina,
¢Oziinen bilesiklerin baslangi¢ derisimine, donma sirasindaki 6rnegin sicakligina,
¢oziinen ve ¢ozlinmeyen katki maddelerine baglidir. Donmayan fazin donmus faza
orani toplam 6rnegin % 0,1-10’u kadardir. Donmus 6rnegin eritilmesinden sonra,
olusan jel makrogézenekli yapidadir. Donmus ¢6zgenin kristalleri gézenek
olusturan ajan veya porojen olarak davranir. Bu kristallerin erimesi kriyojel
iizerinde siv1 ¢ozgen ile dolu bosluklar birakir. Jel ve sivi arayiiziindeki yiizey
gerilimi baslangicta keskin uclu bosluklarin seklinin yuvarlaklasmasini saglar.
Kriyojelin heterofaz ve heterogdzenekli (makro ve mikro gdzeneklerin bir
kombinasyonu) morfolojisi fiziksel 6zelliklerin essiz bir kombinasyonunu saglar
(Lozinsky vd., 2002).

Yar1 donmus reaksiyon karigiminda, ¢oziinmiis reaktifler (jel onciilleri) kimyasal
reaksiyonun meydana geldigi donmamis sivi mikrofazda derigmis haldedir. Bu
sebeple gozenek duvarlar1 geleneksel jellerin lokal polimer derigimleri ile
karsilastirildiginda  yiiksek lokal polimer derisimine sahiptir. G6zenek
duvarlarindaki artan lokal polimer derisimi kriyojellere yeterli mekanik dayanim
saglar. Kriyojellerin i¢ten bagli 100 pum’ye kadar genis gozenekleri oldukca
yogundur ve gézenek duvarlar1 bosluk igermemektedir. Buna karsilik geleneksel
jeller homojendir ve mikro gézeneklidir. Gozenek duvarlarindaki yogun polimerik
fazdan dolayi kriyojeller oda sicakliginda sentezlenen geleneksel jellerden daha az
siser. GoOzenek duvarlarindaki yogun polimerin zayif sismesi kriyojellere
elastikiyet verirken yogun igten bagh gozenek sistemi kriyojelin slinger benzeri
morfolojiye sahip olmasini saglar (Plieva vd., 2007).

Kriyojel tiretimi agagidaki gibi kisaca 6zetlenebilir:

1. Kiriyotropik jeller donan Ornek igerisinde var olan donmamis mikrofazda
meydana gelir.
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2. Kiriyojeller temelde makrogdzeneklidir ve genelde siinger benzeri
materyallerdir.

3. Donma noktasi {iizerindeki sicakliklardaki geleneksel jellesme ile
karsilastirildiginda kriyotropik jellesme i¢in gerekli polimer derisimi donmamis

s1vi mikrofazdaki jel onciillerinin kriyoderismesi nedeniyle azalmistir.

4. Genelde 1limhi donmus orneklerdeki kriyojellesme donma {izerindeki
sicakliklardaki geleneksel jellesmeden daha hizli ilerlemektedir.

5. Kiriyojellesmenin sicaklik bagimliligi, jellesmeyi kolaylastiran faktorler
(kriyoderisme) ile yavaslatan faktorler (diisik sicaklik, donmamis sivi
mikrofazdaki vizkosite) arasindaki yarigsmadan dolayi genelde bir optimuma
sahiptir.

6. Kriyojelin ozellikleri kriyojellesme sicakligi, Ornegin donma durumunda
bekleme zamani, donma/erime orani, ¢dzgenin dogasi ve ¢dziinen ve ¢oziinmeyen
katkilar ile degistirilebilir (Lozinsky vd., 2002).

1.3.2. Kriyojellerin Genel Ozellikleri

Kriyotropik jellesme sonucu diger jeller ile karsilastirildiginda ¢ok farkli
morfolojilerde polimerik materyaller meydana gelir. Kriyojeller herhangi kimyasal
tipte olabilir — kovalent, iyonik veya kovalent olmayan. A¢iktir ki, sadece sicaklik-
baglaticili (termotropik) dnciiller kriyojel hazirlanmasinda kullanilamazlar.

(Cozgen bagli polimerik materyallerin dondurulup-kurutulmasi ile kriyojellere
benzer makro ve mikro yapilara sahip materyallerin olusumu saglanabilir. Cézgen
donmasimi takip eden ¢Ozgen kristallerinin (sulu sistemler durumunda buz)
stiblimlesmesi polimerik materyallerde igten bagh gdzenek sistemlerini olusturur.
Bununla birlikte, donmayan sivi mikrofazda jel olusumu gézlenmez. Donarak
kurutulmus materyaller sadece filmler, tabaka ve kiigiik boncuklar gibi ince objeler
halinde iiretilebilir. Buna karsilik, kriyojeller blok, silindir, tiip, graniil, disk gibi
herhangi istenilen sekilde {iretilebilir. Dahasi, kriyojellerin {iretimi donarak
kurutulan materyallerden diisiik basing altinda ¢6zgenin uzaklastirilmasina gerek
olmadigi i¢in daha kolaydir (Lozinsky vd., 2003).
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Biiyiik ve yogun igten bagli gbzeneklerin varligindan dolayi, kriyojeller gozenekli
yapist  bozulmadan  kurutulabilir.  Kurutma  kriyojelin  depolanmasini
kolaylastirdigindan dolay1 bu hidrofilik materyallerin en 6nemli 6zelliklerinden
birisidir. Diislik ve yliksek molekiil kiitleli onciillerden hazirlanan kriyojeller hizl
tekrar-sisme kinetikleri ile karakterize edilirler ve kuru ornekler sulu ortama
birakildiklarinda birka¢ dakika iginde tekrar orijinal boyutuna siserler. Biiyiik ve
yogun i¢ten bagli makrogdzeneklerin varligindan dolay1 kriyojeller ¢cok diisiik akis
direnglerine sahiptir (Dainiak vd., 2007).

Biyoayirma agisindan polimerik kriyojellerin en ¢ekici 6zelligi donan ¢dzgen
tarafindan olusturulan makrogdzenekler ve makrogozeneklerin duvarlarim
olusturan polimer makromolekiilleri arasindaki mikrogdzeneklerdir. Kriyojeldeki
makrogozenekler siinger benzeri morfolojiye sahip olmasinin yaninda aym
zamanda gozenekler birbirleri ile icten baglidir. Donan ¢6zeltinin kristalleri diger
kristallerin koseleri ile karsilasincaya kadar biiyiidiiklerinden dolay1 kriyojellerde

bu gdzenek morfolojisi olusur.

Makrogozenek boyu kriyojenik sisteme bagli olarak birka¢ yiiz mikrometre kadar
biiyiik olabilir. Donma sicakligini diisiirmek kiiciik ¢6zgen kristali sayisini arttirir
ve boylece gozenekler kiiciiliir. Dahasi, diisiik sicakliklarda donmayan sivi hacmi
azalir ve bu sebeple kiigiik hacminden dolayr donmayan jel Onciillerinin
kriyoderismesi daha fazla olacagindan gozenek duvarlari incelir fakat olusan
polimer daha yogundur (Lozinsky vd., 2002).

1.3.3. Kriyojellerin Kullanim Alanlar:

Kriyojellerin uygulamalar1 onlarin gézenekli yapis1 ve operasyonel kararliligi ile
belirlenir (Plieva vd., 2007). Giiniimiizde, polimerik jeller kromatografik materyal,
molekiillerin ve hiicrelerin immobilizasyonu i¢in tasiyici, elektroforez ve
immunodifiizyon i¢in matriks ve kati kiiltiir ortami icin jel destek olarak
biyoteknolojinin c¢ok farkli uygulamalarinda kullanima sahiptir (Lozinsky vd.,
2003). Temel uygulama alanlari: immobilize hiicreler ve enzimler ile biyokataliz,
hedefin saflastirilmasi igin biyoayirma, hiicre organellerinin, viriislerin, mikrobiyal
ve memeli hiicrelerinin kromatografisi ve memeli hiicre kiiltiirii i¢in {i¢ boyutlu
matriks olarak biyomedikal uygulamalardir (Plieva vd., 2007).
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1.3.3.1. Biyoayirmada Kriyojeller

Modern biyoteknoloji siireglerinin 6nemli bir uygulamasi fermantasyon ortamlari
veya parcalanmig hiicre silipernatantlarindan hedef iirliniin ayrilmasi ve
saflastirilmasidir. Kromatografi, hem analitik hem de biiylik dl¢cekte, downstream
(asagiya dogru) aymrma islemlerinde baskin teknolojidir. Sabit duragan fazl
geleneksel dolgu-yatak kromatografisi, zarifligi ve yiiksek ayirma giiciine ragmen,
temel smirlamalara sahiptir: partikiil iceren sivilarin islenmesindeki yetersizligi,
Ornegin, hiicre siispansiyonlar1 veya berraklastirilmamis ham hiicre homojenatlari.
Partikiillerin kromatografik tasiyict boncuklar1 arasinda sikigmasi kolonun akig
direncini arttirir ve giderek akisi tamamen bloke eder. Bu dezavantajin {istesinden
gelmek iizere genisletilmis (expanded)-yatak kromatografisi Onerilmistir. Buna
ragmen, tim avantajlarina ragmen, genisletilmis-yatak kromatografisi spesifik
tipte kolonlar ve ekipman gerektirir ve geleneksel dolgu-yatak kromatografik
sistemlerine uygun degildir. Akis1 bloke etmeyen ve hiicre kalintilar1 ve hatta tiim
hiicreye uygun yeterli gbzenek boyutlarinda dolgu-yatak kromatografisi
tastyicilarinin tiretimi ilgi ¢gekmektedir. Kriyojellerin gozenekliligi, onlar1 bdylesi
stipermakrogdzenekli kromatografik materyaller i¢in uygun aday yapmaktadir
(Lozinsky vd., 2003).

Kriyojeller, islenmemis ham ekstraktlardan ve hatta fermantasyon ortamindan
ekstraseliiler proteinlerin direkt ayrimima izin veren ilging kromatografik
materyaller sunar. Kriyojel temelli kromatografik materyaller, biyopartikiillerin
(hatta virlisler, mikrobiyal hiicreler ve memeli hiicreleri) kromatografik olarak

izole edildigi ve ayrildig1 yeni bir biyoayirma alani agmistir.

700-900 um ¢apinda ve 1 um goézeneklere sahip boncuk halindeki kriyojeller
diisiik molekiil kiitleli hedeflerin ayrilmasinda kullanilmistir. Biyopartikiillerin
kromatografisi i¢in hazirlanan kriyojeller AAm, DMAAm, PVA, agaroz, dekstran-
MA gibi jel olusturan onciillerden hazirlanmaktadir. Boylece farkli fonksiyonlara
(iyon-degisim, affinite ve hidrofobik) sahip kriyojeller kromatografik ayirmalarda
basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Plieva vd., 2007).
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1.3.3.2. Biyopolimerlerin immaobilizasyonunda kriyojel matriksler

Kriyojellerin yiiksek operasyonel kararliliklar1 ve fizikokimyasal karakteristikleri
onlarin hiicre ve enzim immobilizasyonunda kullanimina izin vermektedir.
Immobilize biyopolimer matriksi olarak kriyojellerin kullanimimin geleneksel
jellere nazaran daha iyi sonuglar verdigi hakkinda bilgiler bulunmaktadir. Ornegin,
kriyojel makrog6zeneklerine immobilize enzimler ile iiretilen biyokataliz
makromolekiiler  substratin  iglenmesine  izin  verir, ¢ilinkii  substrat
makrogozeneklere karismadan difiizlenir. Kriyojel kolonlar gibi biyopartikiillerin
ayrilmasi icin gelistirilen siipermakrogézenekli siirekli yataklar, tapa-akish (plug-
flow) biyoreaktorler i¢in son derecede uygundur (Lozinsky vd., 2003).

1.3.3.3. Hiicre immobilizasyonunda tasiyici olarak kriyojeller

Cesitli kriyojellerin uygun fizikokimyasal Ozellikleri ve spesifik gozenekliligi
hiicre immobilizasyonu i¢in tasiyic1 olarak kullanimlarina olanak vermektedir.
Kriyojel-tip tastyicilar kullanarak hiicre immobilizasyonu, biyopolimerlerin
immobilizasyonuna benzer sekilde, baglama (kovalent veya adsorpsiyon) veya
tutuklama tekniklerini kullanir (Lozinsky vd., 2003).

Kriyojellerin bir diger kullanim alani ise hiicre kiiltiri uygulamalari igin {ig
boyutlu iskelet olarak kullanimidir. Bu islemler i¢in uygun olabilmesi agisindan
gozenekli materyal 100’lerce pm c¢apinda gozenekleri icermeli, biyouyumlu olmali
ve yeterli mekanik kararliliga sahip olmaldir. ilgilenilen dokuya ve spesifik
uygulamaya bagli olarak iskelet materyalin gereksinimleri farkli olacaktir (Dainiak
vd., 2007).

1.4. Molekiiler Baskilama

Tiim yasayan sistemler molekiiller arasi etkilesimleri temel alir ve tanima bu
etkilesimlerde meydana gelir. Membranlar, DNA ¢ift sarmali ve hiicre gibi
kompleks yapilarin olusumu temelde bu tip etkilesim islemlerinin birg¢ogunun
sonucudur. Molekiilii bir arada tutan giiclii (kovalent) etkilesimlerin tersine, bu
kompleksler olusumuna ve yikimina izin veren zayif baglanma etkilesimleriyle bir
arada tutulur. Bu dinamik 6zellik bir¢cok biyolojik islemin ¢alismasinda bir 6n
kosul olmakla birlikte, farkli birimler arasindaki hizli organizasyon olasiligt DNA

replikasyonu, enzimatik kataliz ve protein sentezi gibi c¢esitli reaksiyonlarin
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temelidir. Dahasi molekiiler etkilesimler, kimyasal ve biyolojik iletisimin de
temelidir. Hormon cevabi ve hiicre adhezyonu gibi molekiiler iligkileri kapsayan
tim islemler, molekiiller veya molekiil gruplan arasindaki “zayif” etkilesimlerin
bir sonucudur. Ayrica, immiin sistemdeki tanima, tanimlama ajanlarinin molekiiler
taninmasina dayanir. Bu molekiiler etkilesim yasamin kendiliginden ifade
edilmesinden sorumludur.

Molekiiler etkilesim konsepti ¢ok eskidir. Yunan ve Roma imparatorlugu
tarafindan da kullanilmistir. On dokuzuncu yiizyilin ikinci yarisindan itibaren
Johannes Diderik van der Waals’in gaz halindeki atomlar arasindaki etkilesimler
ve Alfred Werner’in koordinasyon kimyas1 iizerine teorileri gibi ¢aligmalar ile bu
etkilesimler hakkindaki modern fikirler ortaya ¢ikmaya baglamistir. Bin sekiz yiiz
doksan dort yilinda, Emil Fischer enzim ve substrati arasindaki meshur “anahtar
ve kilit” modelini sunmustur. Bu isabetli saptamada, enzim substrata nazaran ¢ok
daha biiyiik olan yiizeyinde substratin sekline uygun bir yarik ve ¢ukura sahiptir.
Boylece, substrat bir anahtar gibi enzimin aktif bolgesindeki kilide uyar.

Cok molekiillii kimya calismalari, farkli molekiiller arasindaki zayif fakat
genellikle kompleks etkilesimleri temel alir ve dogal baglanma olaylarini taklit
etme kabiliyeti uzun yillar bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmistir ve bu ¢aligmalar
enzimler ve antikorlardakine benzer dogal baglanmalarin taklit edildigi
biyomimetik (biyoyapay) kimya alanimmin kurulmasina neden olmustur.
“Biyomimetik” terimi genelde bir kimyasal iglemin bir biyokimyasal reaksiyonu
taklit ettigi herhangi bir durumu ifade eder. Biyokimyasal sistemlerin
mekanizmas: ve yapisi bilindiginden dolay1 bilim adamlar1 bilgilerini sentetik
stratejilere dogru kaydirmaya caligsmaktadirlar. Genellikle bu sentetik yaklagim
biyolojik sistemin kompleksligini “minyatiirize” ederek azaltmay1 amaglamustir.
Makromolekiiler peptid iskeletinden yoksun fakat enzimin aktif bdlgesindeki
geometride diizenlenmis katalitik olarak aktif gruplar1 tasiyan enzimler (yapay

enzimler) 6rnek olarak verilebilir.

Biyolojik sistemlerde, molekiiler kompleksler genellikle hidrojen bagi, iyon cifti
ve hidrofobik etkilegimler gibi bircok kovalent olmayan etkilesimler tarafindan
meydana getirilir. Bu etkilesimler tek basina ele alinip kovalent baglar ile
karsilagtirildiginda zayif olmalarina ragmen, bu zayif etkilesimlerin birkaginin
miisterek etkisi kompleksin yiiksek stabiliteye sahip olmasimi saglar (Yan ve
Ramstréom, 2005)
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Molekiiler baskilanmig polimerler (MIP) bir kalip molekiiliin varliginda
fonksiyonel monomer veya polimerlerin c¢apraz baglanmasi ile sentezlenen
sentetik materyallerdir. Kalip uzaklastirildiginda boyutu, sekli ve fonksiyonel
gruplarin yonelimi agisindan kalip molekiil ile komplementer bir bosluk meydana
gelir. Boslugun boyutu ve sekli kalip veya benzer molekiillerin taninmasina izin
verirken, fonksiyonel gruplarin yonelimi sadece kalip molekiiliin segici olarak
baglanmasina izin verir. Yillar icerisinde MIP’lerin hazirlanmas1 ve uygulamalari
hakkinda bir¢ok caligma olmasina ragmen, bu c¢alismalarin ¢cogu diisiik molekiil
kiitleli kalip molekiilleri iizerine yogunlagmistir.

Molekiiler baskilanmig peptidler ve proteinler ilizerine dnciiliilk eden ¢aligmalarin
cogu kromatografik calismalarda duragan faz olusturmak tizere kalip molekiil
olarak amino asit tiirevlerini kullanan Mosbach (Janiak ve Kofinas, 2007)
tarafindan  yuritilmistir.  Yapilan ilk baskilama caligmasinda organik
cozgenlerdeki kalip molekiil secici bir sekilde taninmistir. Bu ¢alisma peptid ve
proteinleri tanityan yapay reseptdrlerin sentezi i¢in bir alt yapir olusturmustur.
Biyolojik 6neme sahip molekiillerin ¢ogu suda ¢oziiniirdiir ve antijen-antikor gibi
bircok dogal tanima olay1 sulu ortamda gerceklesir. Bu sebeple, dogal iglemleri
taklit etme yetenegine sahip materyaller ve aygitlar liretmek iizere proteinleri ve
peptidleri sulu ortamda tanima yetenegine sahip yapay reseptorlerin hazirlanmasi
iizerine yogun bir ihtiya¢ bulunmaktadir. Ornegin, sulu ¢ozeltilerde protein veya
peptid birimlerini segici bir gekilde taniyabilen MIP’ler klinik analizler ve medikal
diagnostik uygulamalarda substrat olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Ek
olarak, bu MIP’ler peptidlerin ve proteinlerin kromatografik saflastirilmasi ve
analizi i¢in kati faz olarak da kullanilabilir. Son olarak, yiiksek afinite, se¢icilik ve
baglama kapasitesine sahip ve diisiik spesifik olmayan baglanma sergileyen
MIP’lerin sentezi, biyolojik tanima olaylarinda meydana gelen temel
etkilesimlerin ¢alisilmasinda arastiricilara ucuz ve kolay bir metot saglayabilir.
Sulu sistemlerden peptid ve proteinlerin segici bir sekilde ayrilmasi igin MIP’lerin
kullanimina iliskin baz1 ¢alismalar Cizelge 1.5.”de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.5. Sulu c¢ozeltide peptid ve proteinlerin tanimmmasi i¢in sentezlenen

MIP’lerin bir dzeti.

Kalip Fonksiyonel monomer Capraz-baglayici

BSA, CEL DMAEPMA BAAM
MAA

BHDb Am BAAM

BHb MA Piperazin diakrilamid
Maleik asit

BSA NTBA BAAM
Am

CytC Am BAAmM

hTf Am BAAM

Hb Am BAAM
Am

LSz AA BAAM
DMAPA

BSA Hekzafloropropilen N/A

F Disakkarit

IgG Disakkarit

LSz Disakkarit

RNAaz Disakkarit

Sav Disakkarit

pCyP18 AA DVB

T Am BAAmM

BHDb Kitosan BAAM
Am

HRP APBA N/A

GOD Am DHEBAAmM
MAA

MP APBA N/A

LP APBA N/A

Hb APBA N/A

BOC-Gly-OH MAA EGDMA

BOC-Gly-Phe-OH MAA EGDMA

H-Gly-OEt MAA EGDMA

H-Phe-Gly-OH MAA EGDMA
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Cizelge 1.5. (devam)

H-Phe-OMe MAA EGDMA

FMOC-Phe-Gly-OH MAA EGDMA

FMOC-Phe-OH MAA EGDMA

Lys-Trp-Asp 2VPy DVB
B-Siklodektrin

D-Phe BAAmM
AMPSA

oT MAA EGDMA

YPLG MAA EGDMA

GLY MAA EGDMA

N-Ac-L-Phe-L-Trp-OMe MAA EGDMA

Dipeptidlerin N-terminal

histidin amino asidi NI-NTA BAAM

AYLKKATNE Am EBAAM

VVSTQTALA GPEG-200-diakrilat

VP AA N-Acr-L-Cyc-NHBn
An

oT .
N-Benzilakrilamid

BSA: sigir serum albumin; CEL: tavuk yumurta lizozimi; BHb: sigir hemoglobin;
Cyt C: sitokrom C; hTf: insan transferini; Hb: insan hemoglobin; LSZ: lizozim;
IgG: immunoglobulin G; F: fibrinojen; RNAaz: riboniikleaz; SAv: strepavadin;
pCyP18: klonlanmis domuz silkofinlin 18; T: tripsin; GOD: glukoz oksidaz; HRP:
yaban turbu peroksidazi; MP: mikroperoksidaz; LP: laktoperoksidaz; BOC: t-
bitiloksikarbonil; Phe: fenil; OEt: etil ester; FMOC: 9-florenil metoksikarbonil;
OT: oksitosin; OMe: metil ester; VP: vazopresin, DMAEPMA: N-[3-
(dimetilamino)propil]metakrilamid; MAA: metakrilik asit; Am: akrilamid; MA:
metakrilamid; NTBA: N-tert-biitilakrilamid; DMAPA: N,N-
dimetilaminopropilakrilamid; APBA: 3-aminofenilboronik asit; 2VPy: 2-
vinilpiridin; AMPSA: 2-akriloil-2-metilporpan siilfonik asit; Ni-NTA: Ni(ll)-
nitriloasetik asit kompleksi; PEG: poli(etilen glikol); BAAm: N,N'-metilen
bisakrilamid; DVB: divinil benzen; EGDMA: etilen glikol dimetakrilat;
DHEBAAmM: N,N-(1,2-dihidroksietilen)-bisakrilamid; EBAAm: N,N-etilen
bisakrilamid (Kaynak: Janiak ve Kofinas, 2007).

Peptid ve proteinleri hedefleyen polimerik reseptdr olusturmak amaciyla birgok
farkli strateji bulunmaktadir. Genellikle hedef molekiil ile gii¢lii kalip etkilesimleri
olusturan fonksiyonel gruplar yogun olarak kullanilir. Elektrostatik ve metal-
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selatlayici gruplar bu fonksiyonel gruplara 6rek olarak verilebilir. Ek olarak, kalip
molekiil ile sentetik reseptor arasindaki yapisal etkilesimler de kullanilabilir.
Hidrofobik ve hidrojen bagi gibi zayif etkilesimlerden de bazi durumlarda
yararlanilabilir (Janiak ve Kofinas, 2007).

1.4.1. Molekiiler Baskilamanin Esaslari

Endiistride ve glinlilk yasamda sentetik reseptorlerin kullanimina iliskin bazi

dezavantajlar vardir:

1) Oldukga diisiik miktarlarda bulunmasi. MIP sentezi bes veya daha fazla
adim gerektirir ve bu ylizden sadece ¢ok diisiik miktarlarda (6rn. 1 g)
polimer elde edilir. Bu sebeple endistriyel kullanim igin pahali

olacaklardir.

2) Bilylik molekiiller i¢in reseptdr dizayninin zor olmasi. Bazi durumlarda
yap1 iskelesi sadece birka¢ angstrom boyutlarindadir. Bu kosullarda iki
yada daha fazla fonksiyonel grubun bir arada yerlesimi olduk¢a zordur.

3) Tahmin edilen molekiiler tanima i¢in uygun reaksiyona sahip sentetik
reseptdriin sentezinin zorlugu. Su igerisinde molekiiler tanima, hidrojen
baglarimin kolayca bozulmasindan dolay1 zordur. Dogal reseptorlerde
oldugu gibi, su icerisinde hidrojen bagi olusturacak polimerik yap1
gereklidir.

Molekiiler baskilama metodu, bu problemlere en umut verici ¢0ziim olarak
goriinmektedir. Basitce, bir kalibin varliginda uygun fonksiyonel monomerlerin
polimerizasyonu ile istenilen reseptorler istenilen ozelliklerde ve kilogram (hatta
ton) dlgeklerinde ucuz bir sekilde iiretilebilmektedir. Biiyiik kalip molekiiller i¢in
de reseptorler olusturulabilir. Komplike organik sentezlere gerek yoktur. Ustelik
baglanma bolgelerindeki kimyasal kosullar uygun monomerler, ¢apraz baglama
ajanlar1 ve/veya komonomerlerin kombinasyonu ile kolayca diizenlenebilir. Bu
Ozellikler molekiiler baskilama metodunu en c¢ekici metotlardan biri haline
getirmistir (Komiyama vd., 2003).
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1.4.2. Molekiiler Baskilamanin Genel Prensipleri

Bir kalip molekiil ¢ozeltide cesitli fonksiyonel molekiiller ile etkilesime girer. Bu
etkilesimler: hidrojen bagi, elektrostatik, apolar ve diger tiim kovalent olmayan
etkilesimlerdir. Burada, fonksiyonel monomerler fonksiyonel gruplari kalip ile
komplementer olacak sekilde diizenlenirler. Daha sonra, eger kalip molekiil
sistemden hizli bir sekilde uzaklagtirilirsa ne olur? Tahmin edilecegi iizere, tiim
fonksiyonel molekiiller diizenlerini kaybederek gelisigiizel hareket etmeye baslar.
Sonug olarak, kalip molekiil {izerine olusan hafiza hizli bir sekilde yok olur.
Molekiiler baskilama metodunda, bu gelisigiizellik fonksiyonel molekiillerin bir
polimer iskelet iizerine baglanmasi ile minimize edilir. Boylece ¢Ozeltinin bir

fotografi olusur ve kalip molekiiliin yapisi bu polimer i¢inde kaliplanir.
Molekiiler baskilama islemi agagidaki ii¢ adimdan olusur (Sekil 1.11.):

1) Bir kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasinda kovalent veya kovalent

olmayan etkilesimin gergeklesmesi.
2) Bu monomer-kalip yapisinin polimerizasyonu.
3) Kalibin polimerden uzaklagtirilmast.

Birinci adimda, fonksiyonel monomer ve kalip bir kovalent bag ile (kovalent
baskilama isleminde) veya kovalent olmayan etkilesimler ile (kovalent olmayan
baskilama isleminde) birbirine baglanir. ikinci adimda, etkilesen tiirlerin yapisi
polimerin {i¢ boyutlu ag yapisinda dondurulur. Fonksiyonel birimler (fonksiyonel
monomerden kaynaklanan) kalip ile topolojik olarak komplementer durumdadir.
Ucgiincii adimda, kalip molekiil polimerden uzaklastirilir. Polimerde kalip
molekiiliin olusturdugu bolge bir ¢ukur (bosluk) olarak kalir. Uygun kosullar
altinda bu bosluk kalibin boyutu, yapist ve diger fizikokimyasal 6zelliklerini
yeterli bir sekilde tanir ve bu molekiilii (veya analoglarini) etkili ve segici olarak
baglar (Komiyama vd., 2003).
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polimerizasyon

Kalibin uzaklagtirimasi

3. Adim

Sekil 1.11. Molekiiler baskilama iglemi adimlarinin sematik gosterimi.

1.4.3. Molekiiler Baskilama Cesitleri

Gilintimiizde molekiiler baskilama amaciyla iki farkli yaklasim uygulanmaktadir.
Bunlardan birisi Wulff vd. (1977) tarafindan gelistirilen “kovalent” yaklasimdir.
Bu yaklasimda polimerizasyondan once kalip-monomer iskeleti geri doniigiimlii
kovalent bag ile olusturulur ve polimer ile kalip arasindaki tanima bu bagin
olusumu ve kirilmasina baghidir. Diger yaklasim ise Klaus Mosbach ve arkadaglari
tarafindan ortaya atilan “kovalent olmayan” yaklasimdir (Arshady ve Mosbach,
1981). Bu yaklasimda kalip ve monomer(ler) arasindaki 6n diizenlenme kovalent
olmayan veya (zayif) metal koordinasyon etkilesimleri ile olusturulur ve sonraki
tanmima islemi bu etkilesimlere dayanir. Bu stratejilere paralel olarak tiim bu
yaklagimlarin avantajlarinin bir kombinasyonu olacak sekilde bagka bir metot
daha gelistirilmistir. Bu yontemde baskilama adiminda giiclii kovalent baglar
kullanilirken polimerden kalibin uzaklastirllmasindan sonra tanima isleminde
kovalent olmayan etkilesimler kullanilir. Bu yontem yari-kovalent yaklasim olarak
adlandirilirken oldukea fazla ilgi ¢ekmektedir (Yan ve Ramstrom, 2005).
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1.4.3.1. Kovalent baskilama

Bagarili bir kovalent baskilamanin anahtarlardan birisi fonksiyonel monomer ile
kalib1 baglayacak olan kovalent bagin secimidir. Bu bag birbiri ile ¢elisen sekilde
hem “kararli” hem de “geri doniisiimlii” karakterde olmalidir. Yani, yeteri kadar
kararli olmali ve polimerizasyon sirasinda saglam kalmali fakat daha sonra
baskilanma etkisi bozulmadan 1liman kosullar altinda kolaylikla yikilabilmelidir.
Hedef kalib1 hizlica baglamasi (ve salmasi) i¢in kovalent bagin olusumu ve yikimi
hizli olmalidir. Ote yandan, bu termodinamik ve dinamik gereksinimleri yerine
getiren kovalent baglarin sayisi azdir. Giiniimiizde bu sekilde uygulanabilen
baglar: boronik asit esterleri, asetaller, ketaller, Schiff bazlari, disiilfit baglar1 ve

koordinasyon baglaridir.

1.4.3.2. Kovalent olmayan baskilama

Kovalent olmayan baskilama icin reaksiyon prosediirleri kovalent baskilamaya
gore daha basittir. Fonksiyonel monomerler polimerizasyon karigiminda kalip ile
basit bir sekilde kanstirilir ve ¢apraz baglayici ajan ile kopolimerlestirilir.
Fonksiyonel monomer ve kalip arasindaki iiriin kovalent olmayan etkilesimler ile
in situ olusturulur ve polimerde kaliplanir. Kovalent bagda oldugu gibi
polimerizasyondan once kovalent konjugatin sentezine gerek yoktur. Dahasi,
polimerizasyondan sonra kalip basit bir ekstraksiyon islemi ile kolayca
uzaklagtirilir. Birgok pratik dneme sahip molekiil (ilag, herbisit, biyolojik olarak
aktif bilesikler ve cevre kirleticileri) kovalent olmayan etkilesim igin gerekli
hidroksil, karboksil, amino ve amid gibi polar gruplara sahiptir. Basitligi ve ¢ok
yonliligi nedeniyle kovalent olmayan molekiiler baskilama yogun bir sekilde
uygulanmaktadir.

Prensip olarak, baskilama icin herhangi bir kovalent olmayan etkilesim
kullanilabilir. Bununla birlikte, monomer ve kalip arasindaki uzaklik ve yonelime
oldukc¢a bagli olan hidrojen baglar1 molekiiler tanima amaciyla en uygundur. Bu
nedenle, gerekli fonksiyonel gruplar1 (karboksil, amino, piridin, hidroksil ve amid
grubu gibi) tasiyan c¢esitli monomerler segilebilir. Kovalent olmayan etkilesimin
dogas1 her bir bilesenin pK degeri ile yonetilir. Asit ve baz ¢ok giiclii oldugunda,
proton asitten baza aktarilir ve bdylece iiriin ¢ogu zaman elektrostatik etkilesimler
ile olusur. Elektrostatik etkilesim uzaklik ve yonelime daha az bagl oldugundan
molekiiler tanima igin elverigsizdir. Orta sert asit ve baz kombinasyonu
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durumunda, hem asit hem de bazda proton bulunur ve bu durumda hidrojen bagi
baskindir. Bu kosullar altinda etkili baskilamaya ulagilabilir. Eger asit ve baz zayif
ise, etkilesim ¢ok zayiftir ve baskilama icin uygun degildir.

1.4.3.3. Taklit (dummy) molekiiler baskilama

Bu metot baz1 biyolojik olarak aktif bilesikler (dioksin gibi) veya cevresel
hormonlara kars1 yapay reseptor hazirlamak amaciyla kullanilir. Bu kaliplar ile
molekiiler baskilama islemleri yapilmak istendiginde elde yeteri kadar kalip
molekiilin  hazir olmadig1 goriilecektir. Ayrica, kalip molekiil laboratuar
kullanimlar1 i¢in ¢ok toksik yada tehlikeli olabilir. Bu kosullarda, “direkt”
molekiiler baskilama yapmak ¢ok zor olacaktir. Bu durumda, gergek kaliba benzer
yapiya sahip olan fakat daha kolay ulasilabilir (toksik olmayan) uygun bir bilesik
kalip olarak kullanilir (Komiyama vd., 2003).

Diger teknikler yiizey baskilama ve iskele baskilama teknikleridir. Bu tekniklerde,
etkilesimsel elementleri dogru diizende tutma yetenegine sahip bir organizasyonel
element kullanilir ve “gapraz baglayici” protokolden ¢ikartilir. Bu, fonksiyonel
element ile dogru sekilde donatilmis bir molekiiler iskelet veya cesitli yapilarin
biiyliyen yiizeyleri olabilir. Bu yapay tanimaya neden olan kalip-destekli sentez,
boylece ¢ok direkt bir yolla gergeklestirilir (Yan ve Ramstrom, 2005).

Tiim bu yaklagimlar kendi avantaj ve dezavantajlarina sahiptir ve sistemin se¢imi
hangi kalibin ve hangi uygulamanin spesifik olarak hedeflendigine baglidir.
Genellikle, kovalent ve yar1 kovalent yaklasim iyi tanimlanmig tanima bolgeleri
olusturmada basarili bir sekilde kullanilir fakat bu teknikler kullanilacak kaliba
bagli olarak bazi dezavantajlara sahiptir. Temelde, benzer durum metal-
koordinasyon etkilesimlerinin kullanimi i¢in dogrudur ve bu sebeple bu yaklagim
daha spesifik sistemler igin tercih edilmektedir. Kovalent olmayan yaklasim
genelde ¢ok yonlii dogaya sahip oldugu kabul edilir ve neredeyse herhangi tip
kaliplar i¢in de kullanilabilir. Bunun yaninda, etkilesimin dogal zayifligi bu
yaklagimin kontroliinii daha da zorlastirir. Bu yaklagim ayrica ¢dzgen polaritesine
cok duyarlidir. Yine de, bu yaklasim ¢ogu arastiricilar tarafindan kullanilmakta ve
literatiirdeki uygulamalarin ¢ogunda bu teknik uygulanmistir (Yan ve Ramstrom,
2005).
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14.4. Kovalent ve Kovalent Olmayan Baskilamanin Avantajlar1 ve

Dezavantajlari

Genel olarak, kovalent olmayan baskilama ¢ok ¢esitli kalip molekiillere kolaylikla
uygulanabilmektedir. Baskilamanin zorluguna ragmen kovalent baskilama genelde
diger yontemlere nazaran daha iistiindiir. Diger karakteristikler Cizelge 1.6.’da
agiklanmustir. Ihtiyaglara ve operasyonun durumuna bagh olarak bu iki metottan

biri secilebilir.

Cizelge 1.6. Kovalent ve kovalent olmayan baskilamanin bazi1 6zelliklerinin

karsilastirilmasi.
Kovalent Kovalent olmayan

Monomer-kalip  konjugatin  Gerekli Gerekli degil
sentezi
Polimerizasyon kosullari Oldukga serbest Simurlt
Polimerizasyondan sonra Zor Kolay
kalibin uzaklagtirilmasi
Kalibin tekrar baglanmasi ve Yavas Hizl
uzaklastirilmast
Baglama bdlgesinin yapisi Belirgin Az belirgin

(Kaynak: Komiyama vd., 2003)

Kovalent ve kovalent olmayan baskilama islemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari

asagida 6zetlenmistir.
i) Kovalent Baskilama
Avantajlar1:

1. Monomer-kalip konjugatlar1 kararlidir ve stokiyometriktir ve bu sebeple
molekiiler baskilama islemi (ayn1 zamanda polimer iizerindeki baglanma

bolgesi) goreceli olarak kesindir.

2. Konjugat kovalent bag ile olustugu ve yeterince kararli oldugu igin ¢ok
cesitli polimerizasyon kosullart (yiiksek sicaklik, yiiksek veya diisiikk pH
ve ¢ok polar ¢dzgen gibi) uygulanabilir.
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Dezavantajlari:

1.

Monomer-kalip konjugatinin sentezi genelde zahmetlidir ve ekonomik
degildir.

Geri doniislii kovalent bag sayis1 siurlidir.

Baskilama etkisi bazi durumlarda olduk¢a sert kosullar gerektiren 3.
Adimda (kovalent bagin bozulmasi adimi) azalir.

Kalibin tekrar baglanmasi ve ayrilmasi kovalent bagm olusumu ve

yikimin gerektirdiginden yavastir.

ii) Kovalent Olmayan Baskilama

Avantajlari:

1. Kovalent monomer-kalip konjugat sentezi gereksizdir.

2. Kalip kovalent olmayan zayif etkilesimler ile bagl oldugu i¢in polimerden

oldukg¢a 1limli kosullarda kolaylikla uzaklastirilabilir.

3. Kalibin tekrar baglanmasi ve ayrilmasi olduk¢a hizlidir.

Dezavantajlari:

1. Baskilama iglemi daha az kesindir (monomer-kalip etkilesimi kararsizdir

ve stokiyometrik degildir).

Polimerizasyon kosullart karisimda kovalent olmayan {irliniin olusumunu

maksimize edecek sekilde dikkatlice secilmelidir.

Fonksiyonel monomerin fazla olmasi genelde baglanma seciciligini
azaltan spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin olusumuna neden olur
(Komiyama vd., 2003).
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1.4.5 Kisa Tarihce

1.4.5.1. Kovalent baskilama

IIk kovalent baskilama ¢alismasit Wulff ve arkadaslari tarafindan 1977 yilinda
rapor edilmistir (Wulff vd., 1977). Bu ¢alismada p-vinilbenzenboronik asit ile 4-
nitrofenil-a-D-mannopiranozit (kalip)’in 2:1 kovalent konjugati sentezlenmis ve
bu konjugat metil metakrilat ve etilen dimetakrilat (capraz baglayici monomer) ile
kopolimerlestirilmistir. Polimerizasyondan sonra, polimerdeki boronik asit ester
bagi yikilir ve 4-nitrofenil-a-D-mannopiranozit uzaklastirilir. Tasarlandig sekilde,
hazirlanan polimer kalip molekiilii kuvvetli ve segici bir sekilde baglamustir.
Kovalent konjugattaki iki boronik asit grubunun karsilikli konformasyonu ve
kalibin yapis1 kaliplanmistir. Benzer olarak Shea ve Doughertly (1986), kalibin
karbonil grubu ile fonksiyonel monomerdeki 1,3-diol grubu arasinda ketal
konjugati olusturmus ve bu kovalent konjugati molekiiler baskilamada

kullanmiglardir.

1.4.5.2. Kovalent olmayan baskilama

Mosbach ve caligma arkadaslar1 molekiiler baskilamada kalip ve fonksiyonel
monomer arasinda kovalent bagin olusumuna gerek olmadigni hatta kovalent
olmayan etkilesimlerin yeterli sekilde calistigimi gostermistir (Arshady ve
Mosbach, 1981; Vlatakis vd., 1993). Basitge, reaksiyon ortaminda kalip ve
fonksiyonel monomerin karistirilmasiyla kovalent olmayan {iriin kendiliginden
olusur ve basarili bir molekiiler baskilama etkisi elde edilir. Ornegin, metakrilik
asit ile teofillin (bir ilag) baskilanmasinda kovalent olmayan kalip-monomer tiriinii
hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimler ile olusmustur. Ayni strateji, ¢esitli
ilaglarin, insektisitlerin ve diger pratik 6neme sahip kimyasallarin baskilanmasinda
basarili bir sekilde kullanilmistir. Baskilama metodunun bu kadar basit olmasina
ragmen baskilama etkisinin boylesine dikkate deger olmasi sasirticidir.

1.4.5.3. Kovalent ve kovalent olmayan baskilamanin hibridizasyonu

Kovalent baskilamanin keskin hatli dogasi ve kovalent olmayan baskilamanin
(hizhh  kalip baglama) avantajlar1 kombine edilmistir. Polimer, kovalent

baskilamada oldugu gibi hazirlanir fakat kalibin baglanmasi kovalent olmayan
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etkilesimlerle gerceklestirilir. Kovalent baskilamanin dezavantajlarindan birisi

olan yavas kalip baglanmas1 ve kalip uzaklastirilmasi bu yaklagim ile ¢oziilmiigtiir.

Giliniimiizde, molekiiler baskilama metodu istenilen bolgeye kolayca ve ekonomik
sekilde kalip molekiiliin baglanmasinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Amag
yapay reseptorlerin hazirlanmasi olarak sinirlandirilmamastir, ¢ok genis kullanim
alanlarma sahiptir. Molekiilleri ¢6zeltide dondurmanin ve immobilize etmenin
alternatif metodu yoktur. Biyomolekiillerin kalip olarak kullanimi molekiiler
biyoloji ve farmakolojide gelecek vaat etmektedir. Bu nedenle bu metot 21.
yiizyilin anahtar metotlarindan biri olarak énerilmektedir (Komiyama vd., 2003).

1.4.6. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Hazirlanmasi

Molekiiler baskilama islemi kovalent ya da kovalent olmayan uygun baskilama
yaklasiminin se¢imi ile baglar. Bu secimi bir¢ok faktor etkiler; bunlardan en
onemlisi kalip molekiildiir. Kalip molekiil iizerindeki fonksiyonel gruplarin tipi ve
ulasilabilirligi se¢imde dnemli rol oynar. Kalibin yapisi, boyutu ve ¢oziiniirligi ile
baskilanmis materyalin son-kullanimi da baskilama metodunun secimini etkiler.
Spesifik yaklasim segildikten sonra, iyi kalip-monomer kompleksi kalip-spesifik
tanmima bolgelerinin olusumuna yol gostereceginden bir fonksiyonel monomer
secilmelidir. Capraz-baglayici, polimerizasyon baslaticisi ve ¢ozgen gibi diger
bilesenler de polimerin performansini ve yapisini etkiler ve bu sebeple dikkatlice

secilmeli ve ¢alisilmalidir.

Serbest-radikal polimerizasyonu uygulandiginda, polimerizasyon termal veya
fotokimyasal olarak baslatilir, boylece baslaticinin yikimi ve serbest radikallerin
olusumu baslar. Bu radikal olusumu daha sonra gapraz bagl polimerik ag yapinin
olusumuna neden olan c¢apraz-baglayict ve fonksiyonel monomerin
polimerizasyonunu baslatir. Dikkat edilmelidir ki polimerizasyon kalip molekiiliin
varhiginda gergeklestirilir ve bu sebeple kalip molekiiller bu islemin sonunda
polimerik ag yapinin i¢inde tutulur. Hazirlanan molekiiler baskilanmis polimer
daha sonra gelistirilir. Eger polimer bir kati monolit olarak hazirlandi ise,
partikiiller 6giitme ve eleme ile 10-25 um boyutlarina getirilir.

Molekiiler baskilanmig polimerlerin baglama c¢alismalarinda kullanimdan 6nce tek
bir adim kalmigtir — polimer matriksten orijinal kalip molekiiliin ekstraksiyonu.
Farkli baskilama islemleri i¢in gesitli ekstraksiyon protokolleri gelistirilmistir.
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Kovalent ve metal koordinasyon yaklasiminda, kalip ve fonksiyonel element
arasinda olusan bagi kiracak uygun bir ajana gereksinim duyulacaktir. Kovalent
olmayan yaklasimda iyonik veya hidrojen baglarim etkili bir sekilde bozdugu igin
bir asidik veya bazik bilesen iceren polar bir ¢dzgen kullanilir, boylece kalip
molekiiliin kendi baglanma bélgelerinden ayrimi gerceklesir. Metanol gibi ucucu
bir ¢ozgen ile son yikama reaktiflerin uzaklagtirnlmasini ve polimerin

kurutulmasini kolaylastirir (Yan ve Ramstrém, 2005).

1.4.7. Molekiiler Baskilanmis Polimerin Mikrocevresi

Kalip ve MIP reseptdr arasindaki olasi etkilesimlere ek olarak, baglanma bdlgesini
cevreleyen mikrogevre MIP’lerin hedef molekiillerini tanima etkinligi lizerinde
o6nemli bir role sahiptir. Bu sebeple, sentezlenmis olan ve farkli kosullar altinda
test edilen MIP’ler arasinda kantitatif bir karsilastirma yapmak ¢ok zordur. Kalip-
reseptdr tanimasinda iyonik etkilesimlerin baskin oldugu durumlarda iyonik
kuvvetin etkisi g¢alistlmalidir. MIP’lerin baglama kapasitesi iizerine tampon
bilesiminin ve iyonik siddetin etkisini gézleyebilmek {izere birgok tampon sistemi
kullanilmigtir. Sadece tampon igeriginin kendisi degil ayni zamanda baglama
¢ozeltisinin iyonik siddeti de MIP’lerin etkinliginin saptanmasinda 6nemli rol
oynar. MIP’lerin baglama kapasitesinin inhibisyonu, tuz derisimindeki degisim
tarafindan meydana gelen polimer konformasyonundaki degisim ve/veya baglama
bolgesini ¢evreleyen mikrogevredeki degisimlerin bir sonucu olarak meydana
gelir. Ornegin, tuzlar hem hedef hem de kalip bélgelerini koruyan yiiksek
mobiliteye sahip anyon ve katyonlara ayrildigindan dolay1 yiik-perdeleme etkisi
yiiksek tuz derisimlerinde kalip ile iyonik etkilesimleri bloke etmektedir. Tampon
bilesiminine iyonik siddetin etkisi diger sistemlerde ¢alisiimamustir, fakat oldukga
yiiksek olasilikla bu iki degisken MIP sistemleri lizerine oldukga yiiksek etkiye
sahiptir.

1.4.8. Molekiiler Baskilanmis Polimer Bilesimi

Baskilamada kullanilan MIP’lerin yapist ve bilesimi hedef molekiiliin
taninmasinda oldukg¢a yiiksek etkiye sahiptir. Sigir serum albumin varliginda
sentezlenmis albumin baskilanmig MIP hidrojeller kullanilarak yapilan albumin
baglanma denemeleri, adsorpsiyonun sentez sirasinda kullanilan baslangic BSA
derisimine siddetle bagli oldugunu gdstermistir. Bu durum, sentez sirasinda
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yiiksek kalip derisiminin ¢ok sayida baglanma bolgesi olusturmasi gercegi ile
aciklanabilir (Janiak ve Kofinas, 2007).

Lizozim baskilanmis silika boncuklar iizerine ¢aligmalar géstermistir ki, boncuklar
tizerine adsorplanan lizozim miktar1, partikiillerin sentezi sirasinda kullanilan
fonksiyonel monomerlerin bilesimine baglidir. Bu baglilik, reseptor ve kalip
arasindaki komplekslesmede maksimum derecede sorumlu sentetik reseptor
tizerindeki ylkli gruplar arasindaki bazi optimum mesafelerin varligim
gostermistir. Ayrica capraz baglayici ajan da, kendi hedef molekiiliine yiiksek
afiniteye sahip sentetik reseptorleri olusturmada kritik bir faktdrdiir (Janiak ve
Kofinas, 2007).

1.4.9. Molekiiler Baskilama Teknigi

MIP’ler tipik olarak, bir kalip ve porojenik ¢dzgenin varliginda fonksiyonel
monomerler ve c¢apraz baglayicilarin serbest radikal kopolimerizasyonu ile
hazirlanir. Glintimiizde kontrollii polimerizasyon islemlerinde atom transfer
radikal polimerizasyonu, halka agilmasi polimerizasyonu ve baslaticist
kullanilmaktadir. Kovalent olmayan baskilama yaklagiminda, segici baglanmanin
olusmasindan sorumlu olan temelde hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler
baskindir.

Baskilanmig polimerin fiziksel formu performansi iizerine 6nemli etkilere sahiptir.
Ornegin, MIP’ler yiiksek performansl ayrimlar igin gerekli baglanma bdlgesine
(veya bdlgesinden) kalibin hizli baglanmasi (veya ayrilmasi) gereken HPLC
duragan fazi olarak kullanilacaksa, 5 ile 25 pum capinda esboyutlu kiiresel
partikiillerin kullanilmas1 gerekmektedir. Ayn1 zamanda, 1 pm’den kiiciik ve es
boyutlu MIP’ler c¢ozgen icinde kararli silispansiyon olusturmalarindan dolay1
immunoanalizler igin daha uygundur. Ince film formatindaki MIP’ler sensér
uygulamalar i¢in tercih edilmektedir.

MIP’ler genellikle monolitik makrogézenekli materyallerin olustugu yigin
polimerizasyonu ile hazirlanir. Bunlar daha sonra ezilir, 6gitiilir ve uygun
partikiil boyutuna elenir. Ogiitme ve eleme islemleri zaman Kkaybettiren
uygulamalardir ve takip eden uygun partikiillerin ¢oktliriilmesi islemi ise olduk¢a
fazla miktarda polimer kaybina neden olur. Elde edilen MIP’ler bazen diizgiin
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olmayan sekillerdedir ve bu durum kromatografik amagli uygulamalar i¢in uygun
degildir.

Bugiine kadar, kiigiik molekiillerden (metal iyonlari, ilaglar, amino asitler, sekerler
gibi) protein, hiicre ve kristaller gibi biiyiik 6gelere kadar ¢ok sayida bilesik
baskilanmistir. Sentezlenen sentetik reseptorler kaliplarina karsi oldukca iyi
tanima gostermislerdir. Baskilama matriksleri sadece organik polimerler olarak
simirlanamaz. Baskilama ayrica proteinler gibi biyomakromolekiiller ve silika gibi

inorganik materyaller kullanilarak da gerceklestirilebilir (Zhang vd., 2006).

Fonksiyonel monomer ile etkilesim MIP’lerin afinitesini etkiler, bu nedenle dogru
fonksiyonel monomer se¢imi molekiiler baskilamada onemlidir. En iyi sonug
kalibin birden daha fazla baglanma bdlgelerine baglanmasi ile elde edilir. En
onemli etkilesim tipleri: i) kovalent bag, ii) n- & etkilesimi, iii) hidrojen bagi, iv)
hidrofobik/van der Waals etkilesimleri ve v) iyonik bag. Farkli tipte etkilesimler
farkli seviyede spesifiklige sebep olur.

Molekiiler baskilamada kullanilan tipik monomerler, metakrilik asit (MAA), 2- ve
4-vinilpiridin  (2- ve 4-VP), akrilamid (AA) ve 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) tir. Etilen glikol dimetrakrilat (EGDMA) en yaygin capraz baglayicidir,
diger capraz baglayicilar; divinilbenzen (DVB) ve trimetilolpropan trimetakrilat
(TRIM)’tir (Sekil 1.12.).

(@] _CH,
HQC% | o8 O 9
OH = HaCo OH
N/ _CH, | H2NJK&CH2 2 \H'Lo/\/

CH3 SN CHs
MAA 2-VP 4-VpP AA HEMA
o
B U o QA\CHE o0 ST o
o CHs =CH> H,C”Z ‘g( N 70/'\(;;«;,
EGDMA DVB TRIM

Sekil 1.12. MIP’lerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler ve c¢apraz
baglayicilar
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/AdvancedSearchPage.do; erigim
tarihi: 11.08.2012).
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Rijit ve yiiksek yogunlukta polimerik ag elde etmek lizere capraz baglayicinin
asirisi ilave edilir (¢apraz baglayicinin fonksiyonel monomere molar orani 5:1 dir).
Bu baskilanmig bolgenin seklinin boyutunun korunmasmi saglar ve farkli

cevrelere, biiziilme ve sismeye dayanim saglar.

Kalip-monomer kompleksinin olusumundan sonra, bir azo baslatic1 (genellikle
azo-N,N’-bis-izobiitironitril, AIBN) polimerizasyon karisimina eklenir. Serbest
radikal polimerizasyonu 40-60 °C’ye 1sitarak veya UV radyasyon ile fotokimyasal
homoliz (0-15 °C) ile baslatilir. Diisiik sicakliklarda hazirlanan MIP’lerin daha iyi
molekiiler tamimaya sahip oldugu gozlenmistir. Bu durum, olusan polimerde daha
iyl tamimlanmis baskiya neden olan daha elverisli entropik kosullar1 nedeniyle
diisiik sicaklikta 6n-polimerizasyon karisimindaki kalip molekiil ile monomerlerin
daha kararli kompleksler olusturmalari ile agiklanabilir (Lasakova ve Jandera,
2009).

1.4.10. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Uygulamalar

Gilintimiizde, molekiiler baskilama kimya, biyokimya ve biyoteknolojinin bir¢ok
alaninda yogun bir sekilde calisilmistir. Ozellikle kovalent olmayan baskilama
teknigi, hazirlanmasindaki yiliksek esneklik sebebiyle yogun ilgi ¢ekmektedir.
Gergekte, kovalent olmayan yaklasimda organik senteze gerek yoktur. Bu
sebeplerden dolayi, kovalent olmayan baskilanmig polimerler temelde ii¢ farkli
alanda kullanilmaktadir, ayirma ve izolasyon; antikor taklitleri (biyotaklit analiz

ve sensorlerde); ve enzim taklidi kataliz ve organik sentezler.

MIP uygulamalarinin en yogun ¢alisildig1 alanlardan birisi el yapimi (tailor-made)
ayirma materyalleri olarak kullanimlaridir. Ozellikle, rasemik karigimlarmn kiral

ayrimi optik olarak saf bilesiklere artan talepten dolay1 yogun ilgi cekmektedir.

Proteinlerin 6nemli biyolojik ve teknolojik 6neminden dolay1 proteinlere segici
olarak baglanma yetenegine sahip MIP’lerin gelistirilmesi {izerine ilgi giderek
artmistir. Bununla birlikte, protein yapilarinin kompleksligi, amino asit
sekanslarmin farkliligi, katlanma hareketleri ve yapilarinin ve fonksiyonlarinin
cevreye bagl olmasi (6rn, ¢dzgen, sicaklik, pH ve iyonik siddet) protein spesifik
MIP’lerin hazirlanmasinda asilmasi gereken durumlardir. Ayrica, proteinler
baskilanmis polimer igerisine tutuklanacak kadar biiyiik olduklarindan ve
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geleneksel baskilama metotlart kullanildiginda ekstrakte edilmeleri zor

oldugundan dolay1 yeni baskilama stratejilerine ihtiyag duyulmustur.

Baskilanmig polimerler, farmakotik bilesiklerin kiral ayrimi, geleneksel ilag ve
otlarin ham ekstraklarindan aktif ilag¢ bilesenlerinin ayrilmasi, ilag sentezi sirasinda
yan iriinlerin uzaklastirilmasi, ila¢ taramasi, ila¢ analizi ve ila¢ dagitimi gibi
cesitli ilag gelistirme alanlarinda giiglii potansiyele sahiptir. Yiiksek segici
materyaller olarak MIP’ler genelde enzimlerin, antikorlarin ve reseptorlerin
baglanma veya aktif bdlgelerinin taklidi olarak ele alinmaktadir. Bu sebeple
MIP’ler yeni inhibitorler ve antagonistlerin taranmasinda umut verisi alternatif

materyaller olarak goriilmektedir (Zhang vd., 2006).

Secici protein baglanmasi alanindaki giiniimiiz laboratuar uygulamalar1 genelde,
ekstraksiyon ve biyosensorde kullanilacak ve analizde ve izolasyonda spesifik
protein tutuklayacak olan antikor temellidir. Bununla birlikte, bu tip sistemler ¢ok
pahalidir ve sadece tek kullanimlik islemler i¢in uygundur. Bu sebeple, biyolojik
esdegerlerine secicilik ve spesifite agisindan benzer olan ve ucuz, dayanikli ve
tekrar kullanilabilir alternatiflere biiyiik ilgi vardir. Bu tip materyallerin potansiyel
uygulamalar1 laboratuar 6tesine kolaylikla gecebilir. Biyolojik ve hiicresel agidan,
biyolojik olarak fonksiyonel proteinler seyrek de olsa bagimsiz olarak hareket eder
ve protein-protein etkilesimleri tiim hiicre regiilasyonu ve kontroliinde baskindir.
Bu sebeple, biyolojik sistemleri kontrol etkisi olabilen kullanigli araglar olarak
protein segici MIP’ler gelistirilmektedir (Turner vd., 2006).



58

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kriyojeller ile lgili Onemli Cahsmalar

Kriyojel sentezi hakkindaki ilk calisma Peppas tarafindan (1975) rapor edilmistir.
Peppas yaptig1 caligmada, poli(vinil alkol) (PVA) ¢ozeltisini -20 °C’de dondurmus
ve sonrasinda 23 °C’de eritmistir. Sentezlenen siipermakrogdzenekli PVA kriyojel
partikiillerin boyutlarinin 1.6-2.3 pm araliginda oldugu bulunmustur.

Kriyojel calismalarinin ivmelenmesini saglayan calismalar Lozinsky ve
arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilmistir. Grubun 1981 yilinda yayimnladig
calismada (Vainerman vd., 1981) tiyol igeren poli(akril amid) kriyojeller
dondurma-eritme islemi ile hazirlanmis ve jel olusumunun polimer zincirindeki
serbest -SH gruplarinin  oksidasyonu ile meydana geldigi ifade edilmistir.
Lozinsky vd. (1982) tarafindan gerceklestirilen baska bir caligmada kitosan
kriyojeller glutarik dialdehit ile capraz baglanarak hazirlanmistir. Sentezlenen
kriyojelin 6zellikleri {izerine kitosan derisiminin ve donma sicakligmin etkileri
incelenmistir. Grubun 1984 yilindaki calismalarinda kriyoyapilasma tizerine
organik ¢ozgenlerin etkisi incelenmistir (Lozinsky vd., 1984a). Calismada iki
farkli reaksiyon sistemi denenmistir: a) dimetilsiilfoksit icerisinde N-
vinilpirrolidon-maleik anhidrit ve 4,4'-diaminodifeniloksit karisimi; b) nitrobenzen
icerisinde SnCly varliginda polistiren ve p-ksilen dikloriir karisimi. Calisma
sonunda organik ortamin kriyoyapilagma iizerine etkisinin sulu sistemlerin
jellesme sistemine benzer oldugu belirtilmistir. Ayn1 yil yapilan baska bir
calismada (Lozinsky vd., 1984b) ¢ozgen, vinil monomer-divinil monomer ve
baglatici sisteminin kriyoyapilagsma iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla ¢6zgen
olarak suyun kullanildigi akrilamid, N,N'-metilen-bis-akrilamid, amonyum
persiilfat ve N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin sistemi incelenmistir. Kriyoderisme
olaymmin ifade edildigi ¢aligmada sentezlenen kriyojelin ozmotik karakterleri
arastirllmigtir. Sentezlenen bu kriyojellerin yiizey 6zellikleri Belavtsave vd. (1984)
tarafindan incelenmistir. Bu amagcla, optik mikroskopi, taramali ve transmisyon
elektron mikroskopi teknikleri uygulanmistir. Calisma sonunda sentezlenen
kriyojellerin makrogodzenekli yapilar1 incelenmistir. Lozinsky vd. (1986) islem
sicakliginin poli(akrilamid) kriyojellerin yapisi tizerine etkilerini incelemislerdir.
Bu amagla kriyojenik uygulama sicakligi -10 ile -30 °C araliginda degistirilmis ve
sicaklik ile gozenekli kriyojelin makroyapisinin énemli oranda etkilendigi ifade
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edilmistir. Bulgular elektron mikroskopisi ve hidrodinamik ol¢limlerle de

dogrulanmaistir.

Lusta vd. (1988) poliakrilamid kriyojeller iizerine E. coli hiicrelerini immobilize
etmislerdir. Iimmobilizasyon ii¢ farkli yontemle gerceklestirilmistir: (1) reaksiyon
karisimina hiicrelerin eklenmesi ve kriyopolimerizasyon; (2) hiicrelerin kriyojel
gozeneklerine glutarik dialdehit ile baglanmasi; (3) polimerik matriksin
gozenelerinin modifiye edilmesi. Her ii¢ yontemle elde edilen E. coli immobilize
kriyojellerin yapilar1 arastirilnugtir. {1k iki yontem ile immobilize edilen hiicreler
uzun siire canli kalamazken iiglincii yontem ile daha uzun siire canli kalan hiicreler

elde edilmistir.

Doretti vd. (1998) poli(etilen glikol) ile modifiye edilmis glukoz oksidazi
poli(vinil alkol) kriyojel membran igerisine immobilize etmisler ve elde edilen
kriyojelleri amperometrik glukoz sensorii olarak kullanmislardir. Sensor
davraniglar1 hidrojen peroksit elektrod ile elektrokimyasal olarak incelenmistir.
Standart  ¢ozeltilerdeki glukoz derisimi  5x10°-5x10% mol/L  arahiginda
saptanmustir. Sensoriin kararliligi, pH ve sicaklik etkisi gibi analitik karakterleri
aragtirilmigtir ve sensoriin tayin siniri 3x10° mol/L olarak hesaplanmistir. Sensor 4
°C’de 2 ay bekletildiginde dahi elektrod sinyalinde sadece % 5’lik bir azalma
meydana gelmistir. Optimum cevabin alindigi pH 6.0 (fosfat tamponu) olarak
bulunurken sicaklik artisi ile cevabin arttig1 gézlenmistir.

Polimerik kriyojellerin biyoayirmadaki potansiyeli Lozinsky ve arkadaslarinin
(2002) derlemesinde verilmistir. Bu derlemede, kriyojellerin essiz makrogdzenekli
yapist, ozmotik, kimyasal ve mekanik dayanimi belirtilmis ve proteinler, membran
pargalari, viriisler, hiicre organelleri ve hatta tiim bir hiicreyi de iceren ¢ok ¢esitli
orneklerin kromatografisi i¢in matriks olarak kullanim potansiyeli ifade edilmistir.
Ayrica, kromatografik materyaller olarak kriyojellerin boncuk formunda veya
silindirik  bloklar (monolit) seklinde kullanilabilecegi ifade edilmistir.
Makrogozenekli yapisindan dolay1 biyokataliz immobilizasyonunda matriks olarak
uygulamalar1 ve avantajlar1 gosterilmistir ve kriyojel uygulamalarinin yeni

potansiyelleri {izerinde durulmustur.

Immobilize  metal  afinite  kromatografisini  kullanarak ~ham  hiicre
homojenatlarindan His-etiketli rekombinant laktat dehidrogenazin [(His)e-LDH]
direkt saflagtirnlmast i¢in  iminodiasetik asit ile modifiye edilmis
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siipermakrogdzenekli monolitik poli(akrilamid) kriyojel kolonlarin kullanimi
Arvidsson vd. (2003) tarafindan calisilmistir. Calismada, siipermakrogdzenekli
matriks akrilamid, alil glisidil eter ve N,N’-metilen-bis(akrilamid)in radikalik
kopolimerizasyonu ile hazirlanmistir. Elde edilen polimer igten bagli 10-100 pm
boyutlarinda gdzeneklere sahiptir. Iminodiasetik asit kriyojele kovalent olarak
baglanmistir ve termofilik Bacillus stearothermophilus kaynakli fakat E. coli’den
tiretilen rekombinant (His)e¢-LDH’1in immobilize metal afinite kromatografik
saflagtirllmasinda kullanilmistir. Genis gozenek boyutlarindan dolay1 kolona
uygulanacak ham ekstraktin 6n filtrasyonuna veya santrifiij edilmesine gerek
kalmamistir. Kolona baglanan (His)s-LDH’1n eliisyonu i¢in 10 mM imidazol
cozeltisi kullanilmistir ve enzimin safligit SDS-PAGE ile gosterilmistir.

Plieva vd. (2004) siipermakrogdzenekli monolitik akrilamid temelli kriyojelleri,
fonksiyonel monomerler ve capraz baglayict N,N'-metilen bisakrilamid ile
akrilamidin radikal kriyopolimerizasyonu ile hazirlamiglardir. Sentezlenen
kriyojellerin 5-100 pm’lik gozenek boyutlarina sahip oldugu bulunmustur.
Monolitin yatak hacminin yaklasik % 90’1 igten bagl siipermakrogdzenekleri
dolduran su iken monolitik hacmin yaklasik % 10’u gdzenek duvarlaridir.
Kriyojelin protein baglama kapasitesinin (immobilize metal afinite kromatografisi
durumunda lizozim ve anyon degistirici kolon durumunda sigir serum albumin)
yaninda E. coli hiicrelerini baglama o&zellikleri de incelenmistir. Lizozim
saflastirma calismalarinda kriyojellere imidodiasetik asit baglanmis ve Cu®* ile
selatlastirilmistir.  Iyon degisim kolonu olarak ise kriyojel hazirlanirken
fonksiyonel monomer olarak 2-(dimetilamino)etil metakrilat (DMAEMA)
kullanilmigtir. E. coli saflastirlmasinda da DMAEMA fonksiyonel monomerini
iceren kriyojeller hazirlanmis ve baglanan E. coli’nin desorpsiyonu i¢in NaCl tuz
gradienti kullanilmistir (0.2 M-1.0 M). Hazirlanan bu siiper makrogdzenekli
monolitik kolonlar biyolojik partikiillerin ve hatta hiicrelerin kromatografik olarak
saflagtirilmas1 ve izolasyonu igin ayirma destekleri olarak gelecek vaat ettikleri
vurgulanmistir.  Kolon  hacminin  yaklastk % 90’1 igten  bagh
siipermakrogézeneklerden olustugundan dolay1 kolondaki geri basing degerlerinin
olduk¢a diisiik oldugu gozlenmistir. Kriyojelin gozenek boyutu ve gdzenek
morfolojisinin kullanilan monomerlerin derisimi ve dondurma sicaklig1 ile kontrol
edildigi ifade edilmistir.
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Dainiak vd. (2004) siipermakrogdzenekli dimetilakrilamid (DMAA) kullanarak
seyreltilmemis ve temizlenmemis hiicre kiiltiiri ortamlarindan direkt olarak
proteinlerin  kazanimi  i¢in  kromatografik  yakalama/saflagtirma  adim
tanimlamislardir. Adsorbanin gézeneklerinin icten bagh karakteri ve boyutlar1 (10-
100 pm) tiim hiicre fermantasyon ortamimin kolonu tikamadan ¢ikisina izin
vermektedir. Cu®*-iminodiasetik asit (IDA) DMAA kriyojeller E. coli hiicre
kiiltiiriinden (His)g-etiketli tek =zincirli Fv antikor parcasinin [(His)e-SCFV]
izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in kullanilmistir. Bagh protein 0.2 M’lik imidazol
veya 20 mM’lik EDTA kullanilarak eliie edilmistir ve hemen hemen hiicre
icermemektedir. Cu®*-IDA kriyojel kolon ile kromatografik yakalama 300 ve 600
cm/h akis hizlarinda denenmistir ve % 84-96 (His)s-scFv geri kazanimi ve 13-15
kat saflagtirma kat sayisi sergilemisti. DMMA kriyojel adsorbanlar mekanik

olarak ve sert temizleme prosediirlerine kars1 dayaniklidir ve bagil olarak ucuzdur.

Yapilan bir ¢aligmada, protein A immobilize edilmis dimetil akrilamid (DMAAm)
monolitik kriyojelleri ve polivinil alkol (PVA) kriyojel boncuklar ile CD34 yiizey
antijeni sentezleyen insan akut myeloid leukemia KG-1 hiicrelerinin tutulmasi ve
insan kan lenfositlerinin fraksiyonlanmasi gerceklestirilmistir (Kumar vd., 2005).
Afinite ligandi (protein A) reaktif PVA-kriyojel boncuklar ve epoksi-
tirevlendirilmis monolitik kriyojeller {izerine farkli immobilizasyon teknikleri ile
kimyasal olarak baglanmistir. Hiicrelerin monolitik kriyojellere baglanma orani (%
90-95) kriyojel boncuklara nazaran (% 76) daha yiiksektir. Protein A kriyojel
boncuklara bagli B-lenfositler T-lenfositlerden ayrilabilmistir ve bagh B-
lenfositlerin yaklasik % 91’1 canliliklarinda 6nemli bir kayip olmadan geri

kazanilmisgtir.

Hanora vd. (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada, polietilenimin (PEI), polimiksin B
(PMB) ve lizozimi kriyojel kolonlara immobilize ederek bakteriyel endotoksinleri
yakalamaya caligmiglardir. Kriyojellerin genis gdzenek boyutlarindan dolayi
kriyojel kolonu 10 mL/dakika gibi yliksek hizlarda kullanma olasilig1 vardir. PEI,
PMB ve lizozim immobilize edilmis Sepharose CL-4B ile doldurulmus kolonlar
kullanilarak bu hizlarda ¢aligmak imkansizdir. Yapilan ¢alismada, E. coli hiicre
lizatindan bakteriyel toksinler pH 3.6’da direkt olarak yakalanmistir.

Markvicheva vd. (2005) yaptiklar1 immobilizasyon ¢alismasinda kimotripsini bir
kompozit poli(N-vinil kaprolaktam)-kalsiyum aljinat (PVCL-CaAlg) igerisine
tutuklamiglar ve poli(vinil alkol) (PVA) kriyojel boncuklara kovalent olarak
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baglamislar, lipaz enzimini ise aldehit tasiyan PVA kriyojel boncuklara kovalent
olarak baglamiglardir. immobilize edilen enzimlerin aktiviteleri de ayrica
caligilmustir. a-kimotripsin ve lipaz asetonitril/su ortaminda (su igerigi % 0.5-20.0)
yiiksek aktivite gostermisler ve birka¢c ay icin yiiksek depolama kararlilig:
sergilemislerdir. Tekrar kullanim i¢in immobilize a-kimotripsin ve lipazin yiiksek
operasyonel kararliligt (toplam 912 saate adar) ayrica gosterilmistir. Jele
immobilize edilmis enzimler asetonitril/su sistemlerinde amino asit etil esterlerin
Schiff bazlarmin enantiyoselektif hidrolizi ile optikge saf L-fenilalanin elde
edilebilmistir.

Sulu c¢ozeltiler ve insan plazmasindan insan immunoglobulin-G (IgG)’nin
concanavalin A immobilize edilmis poli(akrilamid-allil glisidil eter) monolitik
kriyojellere  baglanmasi  ¢aligmalar1  Baba¢  vd. (2006)  tarafindan
gerceklestirilmistir. Yigin polimerizasyonu ile hazirlanan kriyojeller icten bagh
10-100 um boyutlarinda goézeneklere sahiptir. Concanavalin A bu kriyojele epoksi
gruplar {lizerinden kovalent olarak baglanmistir. Concanavalin A baglanmis bu
kriyojellere maksimum IgG adsorpsiyonu pH 7.4’de 6.7 mg/g olarak bulunmustur.
Insan plazmast kullamldiginda ise daha yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri
bulunmustur (25.6 mg/g). Kriyojellere baglanan IgG 2.0 M’lik NacCl ile eliie
edilirken kriyojellerin 10 adsorpsiyon/desorpsiyon dongiisii boyunca adsorpsiyon
kapasitelerinde bir azalma olmadig1 goriilmiistiir.

Nanometre boyutlarinda partikiilleri gomiilii olarak tasiyan stipermakrogdzenekli
monolitik kriyojeller akrilamid, N,N'-metilen-bis-akrilamid, alil glisidil eter ve
Fe3;0, nanopartikiillerinin radikal kriyojenik kopolimerizasyonu ile Yao vd. (2006)
tarafindan sentezlenmistir. Hazirlanan bu kriyojelin gézenek boyutlart 10-50 um
olarak bulunurken, bu gozenek acikligt mikrobiyal hiicrelerin ve hiicre
kalintilarinin ~ gecisine  izin  verecek  Olciidedir.  Kriyojellere  protein
adsorpsiyonunda model molekiil olarak sigir serum albumin kullanilmistir ve
kriyojeller 274 mg albumin/g diizeyinde adsorpsiyon kapasitesi sergilemislerdir.
Kriyojele albumin adsorpsiyonu albuminin izoelektrik noktasina (pI = 4.7) yakin
bir pH degerinde (pH = 4.6) maksimuma ulagsmigtir. Adsorplanan albumin NaOH
veya Na;HPQO, gibi alkali kosullar altinda desorbe edilmistir. Yapilan ¢alismada
0.5 M Na;HPO, (pH 9.4) eliisyon ajan1 olarak kullanilmigtir ve desorpsiyon orant
% 90.1 olarak bulunmustur.
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Immobilize concanavalin A igeren kriyojel monolitler ile hiicrelerin kromatografik
ayrilmasmin yapildig: bir ¢alismada (Dainiak vd., 2006), S. cerevisiae ve E. coli
hiicrelerinin  birbirlerinden kromatografik olarak ayrilmasi amaglanmistir.
Denemelerde epoksi ile aktive edilmis poliakrilamid kriyojelleri kullanilmis ve
concanavalin A kriyojele uygun kosullar altinda kovalent olarak baglanmistir.
Hazirlanan immobilize concanavalin A igeren kriyojeller iizerine S. cerevisiae
hiicreleri tutulurken E. coli hiicreleri kolona baglanmadan terk etmislerdir. Bagli S.
cerevisiae hiicreleri ise 0.3 M’lik metil a-D-manno-piranozit ile eliie edilmistir.
Kolonu terk eden E. coli hiicrelerinin safligi yaklagik % 100 iken adsorbandan eliie
edilen canli S. cerevisiae hiicreleri % 95 safliktadir.

Kumar vd. (2006) yeni tip bir siipermakrogozenekli, monolitik, kriyojel afinite
adsorbani gelistirmigler ve bu adsorbani insan fibrosarkoma hiicresi HT1080
serisinden Ttrokinazin spesifik olarak saflagtirmakta kullanmiglardir. Yapilan
calismada, epoksi ile aktive edilmis poliakrilamid ve Sepharose’a Cu(Il)
iminodiasetik asit (IDA) kullanilarak baglanmistir. Cu(II)-IDA-poliakrilamid
kriyojel kolonu kullanilarak yaklagik 27 katlik bir iirokinaz saflastirilmasi elde
edilmistir ve yaklasik 814 Plough unitesi (PU)/mg protein enzim aktivitesine
ulasilmis ve enzim verisimi yaklasitk % 80 olarak bulunmustur. Cu(Il)-IDA-
Sepharose kolonu ile daha yiiksek verim elde edilmesine ragmen kriyojel matrikse
gore seciciligi diistiktiir (spesifik aktivite = 161 PU/mg protein ve saflastirma
katsayis1 = 5.3). Elde edilen iirokinazin safligi ayrica SDS-PAGE ve zimogram ile
de gosterilmistir.

Nilsang vd. (2007) tarafindan monoklonal antibadilerin (mAb) uzun siireli ve
stirekli iiretimi i¢in hibridoma hiicrelerini kiiltlire etmek i¢in siipermakrogdzenekli
kriyojel biyoreaktorleri gelistirilmistir. Caligmada kollajen tip II’nin J1 epitopuna
(GERGAAGIAGPK; amino asitler, 551-564) kars1 antibadi sentezleyen hibridoma
M2139 klonu bir kriyojel kolona immobilize edilmistir. Hiicreler inokiile
edildikten sonraki 48 saat igerisinde matrikse baglanmis ve kriyojel matriks
icerisinde biiylimiistiir. Hiicreler 15 giin lag fazdadir ve sirkiile olan ortama mAb
sentezlemektedir. Eksponentiyal fazda hiicreler giinde 6.5 pg/mL mAb
iretmislerdir. Otuzalti giin sonunda ise mAb derisimi 130 pg/mL’ye ulagmistir.
Saflastirma sonrasi mAb verimi 67.5 mg/L’dir ve bu deger T-flask batch
kiiltiirlerinden ¢ kat daha fazladir. Ortam degistirildiginde bile kriyojel
kolonlardaki hiicreler halen aktiftir ve mAb iiretmektedir. Biyoreaktér 55 giin
boyunca herhangi bir kontaminasyon olmadan siirekli kullanilabilmigtir. ELISA
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sonuclar1 ve arthritis denemeleri, kriyojel kolonda biiyiiyen hiicreler tarafindan
sentezlenen antibadilerin ticari CL-1000 kiiltiir ortamlarinda biiyliyen hiicrelerden
elde edilen antibadilerden farkli olmadigini1 da gostermistir.

Noppe vd. (2007), rekombinant insan laktoferrin ve von Willebrand faktorleri igin
yiiksek baglama afinitesine sahip bir peptid sentezleyen faji poli(dimetilakrilamit)
monolitik kolona kovalent olarak baglamiglardir. Makrogozenekli polimerin genis
gozenek boyutlar1 (10-100 pm) ligant olarak kullanilan fajlarin monolitik kolonu
tikamadan baglanabilmesini saglamistir. Sentezlenen monolitik kolonlar kazein
miselleri ve yag globiilleri (1-10 um boyutlarinda) igeren siit ve hatta kan hiicreleri
(20 pm boyutlarina kadar) iceren tam kan gibi partikiil iceren ortamlardan hedef
proteinlerin direkt afinite saflagtirllmasinda kullanilmigtir. Bu yeni gelistirilen
monolitik kriyojellerin makrogdzeneklerine immobilize edilmis bakteriofaj temelli
platform sayesinde spesifik adsorbanlarin segici ve hizli gelisimi icin antikorlara

uygun alternatifler gelistirilebilmistir.

Demiryas vd. (2007), poli(akrilamid-allil glisidil eter) [poli(AAm-AGE)]
kriyojelleri  kriyopolimerizasyon yontemi ile sentezlemislerdir. Hazirlanan
kriyojellere Cibacron Blue F3GA boyasi epoksi gruplarinin iizerinden kovalent
olarak baglanmistir. Kriyojellerin karakterizasyonlar1 sisme c¢aligmalari, FTIR,
SEM ve elementel analiz 6l¢iimleri ile gerceklestirilmistir. Cibacron Blue F3GA
bagli poli(AAm-AGE) kriyojeller insan serum albuminin (HSA) sulu ¢6zeltisinden
ve insan plazmasindan adsorpsiyonu ve desorpsiyonu ¢aligmalarinda
kullanilmigtir. Kriyojeller iizerine maksimum HSA adsorpsiyonu pH 5.0 asetat
tamponunda 27 mg/g olarak bulunmustur. insan plazmasindan yapilan ¢alismada
ise daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesi elde edilmistir (74.2 mg/g). Kriyojellerde
adsorplanan HSA, 0.5 M NaCl iceren 0.1 M Tris/HCI tamponu kullanilarak
desorbe edilmigtir. HSA’in adsorpsiyon kapasitesinde dnemli bir azalma olmadan
poli(AAmM-AGE) kriyojellere tekrar tekrar adsorbe ve desorbe edilebilmistir.

Anda¢ vd. (2008), biyobozunur siipermakrogdzenekli poli(HEMA) kriyojelleri
poli(etilen  glikol)  diakrilat ve  N,N'-bis(metakriloil)-L-sistein  ¢apraz
baglayicilarinin varliginda sentezlemislerdir. Hazirlanan kriyojellerin yiiksek
oranda igten bagh mikrometre boyutlarinda gozeneklere ve iyi mekanik dayanima
sahip oldugu bulunmustur. Ditiyotreitol (DTT) gibi indirgeyici ajanlarin varliginda
biyobozunur poli(HEMA) kriyojeller kiigiik pargalara ayrilmigtir. Biyobozunma
hiz1 ¢apraz bag yogunlugu ve DTT derisimi ile kontrol edilmistir.
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Derazshamshir vd. (2008) tavuk yumurtasi lizoziminin afinite saflastirilmasi igin
Zn**-selatlanmis poli HEMA-MAH) kriyojeller hazirlamislardir. Sentezlenen
kriyojeller elementel analiz, SEM, FTIR ve sisme c¢aligmalar ile karakterize
edilmistir ve bu monolitik kriyojelin denge sisme derecesi 5.62 g H,0/g kriyojel
olarak bulunmustur. Kriyojelin MAH igerigi 45.8 umol/g kriyojeldir. Sentezlenen
bu kriyojeller sulu ¢ozeltilerinden lizozimin adsorpsiyonu ve desorpsiyonunda
kullanilmigtir. Maksimum lizozim adsorpsiyonu pH 7.0’da 209 mg/g olarak
bulunmustur ve spesifik olmayan baglanmanin oldukca diisiik oldugu (7.5 mg/g)

gosterilmistir.

Yan vd. (2008), yiiksek akis hizlarmda anyon degistirici siipermakrogdzenekli bir
kriyojel kolon kullanarak maya fermantasyon ortamindan ATP izolasyonunu
gerceklestirmislerdir. Kriyojel boncuklarda saf ATP’nin alikonma ve eliisyon
kosullar1 2, 5 ve 10 cm/dak akis hizlarinda incelenmistir ve ATP baglanma
kapasitesi saptanmigtir. Fermantasyon sivisindan ATP adsorpsiyonu denemeleri
gerceklestirilmis ve analizler HPLC ile yapilmistir. Calismanin sonunda yiiksek
akis hizlarinda dahi ayrilan ATP’nin safligt % 98 oranlarinda bulunmus ve
gelistirilen bu metot ile ATP’nin fermantasyon sivilarindan hizli ve yiiksek-
saflikta saflagtirilabildigi gosterilmistir.

Kriyojellerin mikrobiyolojideki uygulamalarina deginilen bir derlemede Plieva vd.
(2008) hiicre ve viriis siispansiyonlarinin islenmesi, hiicre ayrilmasi ve hiicre
kiiltiirii uygulamalarinda kriyojellerin uygulamalar1 hakkinda bilgiler verilmistir.
Derlemede, kriyojellerin  hazirlama teknikleri hakkinda bilgi verilirken,
kriyojellerin ozelliklerine de deginilmistir. Kriyojellerin hiicre
immobilizasyonunda kullanimina da yer veren ¢alismada, immobilizasyonda
mekanik tutuklama ve gézenek ylizeyine immobilizasyon olmak iizere iki temel

teknigin kullanildigi belirtilmistir.

Wang vd. (2008) hazirladiklar1 kriyojele sigir serum albuminin ¢esitli kosullar
altinda (farkli akis hizlari, ¢6zelti pH’1 ve eliientin bilesimi gibi) adsorpsiyonu ve
desorpsiyonu davranislarini belirlemek amactyla bir dizi deneme yapmislardir. Bu
amagla poliakrilamid kriyojeller cam kolon igerisinde sentezlenmis ve bu
kriyojellere iminodiasetik asit (IDA) baglanmistir. Bu kriyojellere Zn** ve Ni**
yiiklenerek Zn?*-IDA-kriyojeller ve Ni?*-IDA-kriyojeller elde edilmistir. Bu
kriyojellerin gecirgenlikleri ve teorik plaka sayilar1 hesaplanmig ve kriyojel yapisi
SEM ile incelenmistir. Sonuglar, her iki kriyojelin de igten bagh
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siipermakrogozeneklere (10-80 pm gbzenek boyutlarinda) ve yiiksek su
gegirgenligine sahip oldugunu (~10" m?) gostermistir. Albumin baglanma
kapasitesi iizerine pH’m etkisi incenmis ve maksimum baglanmanin albuminin
izoelektrik noktasmna (pl = 4.7) yakin bir degerde (pH = 4.6) gerceklestigi
gozlenmistir. Baglanma kapasitesi Zn”*-IDA-kriyojel igin 4.5 mg/mL ve Ni*'-
IDA-kriyojel i¢in 3.9 mg/mL olarak bulunurken baglanan albumin imidazol ile

elue edilmistir.

Hedstrom vd. (2008) sifinn altindaki sicakliklarda albumin ve kitosant
glutaraldehit ile capraz baglayarak yeni bir monolitik makrogézenekli materyal
gelistirmiglerdir. Makrogozenekli kriyojel yapisi ¢ozgenin etkili bir sekilde
materyalden gecisine izin vermistir. Yapilan farkli bir uygulama ise, albumin
yerine aktif enzimler (glukoz oksidaz ve peroksidaz) yerlestirerek milimolar
seviyesinde glukoz analizine imkan verecek makrogdzenekli biyokatalizor iiretim
miimkiin olmustur. Gergeklestirilen bagka bir uygulamada ise, proteolitik enzimler
olan savinaz ve esperaz glutaraldehit kullanilarak gozenek duvarlarindaki serbest
amino gruplarina baglanmistir ve yiiksek performansli on-line protein sindirim

sistemi kurulmustur.

Yapilan bagka bir immobilizasyon c¢aligmasinda Belyaeva vd. (2008), termolizin
enzimin polivinil alkol kriyojeller tiizerine immobilize etmislerdir. Farkli
bilesimlerdeki polar organik ¢ozgen karisiminda ve sulu ortamlardaki enzim

aktivitesi ve kararlilig1 incelenmistir.

Papancea vd. (2008) DNA tasimimi igin PVA-DNA kriyojel membranlar
hazirlamiglardir. Cift zincirli DNA basarili bir sekilde PVA kriyojelleri igerisine
yerlestirilmistir. Elde edilen kriyojel kimyasal ¢apraz baglayicilar gibi potansiyel
toksik tiirleri igcermemektedir ve bunun bir sonucu olarak ila¢ ve medikal
uygulamalarda kullanilabilecektir. Elde edilen kriyojeller iyi mekanik dayanim
oOzelliklerine sahiptirler. Floresans mikroskopi ve UV ve FTIR spektroskopisi
Olglimlerinden DNA’nin kriyojel igine tutuklandigir goriilmiistir ve SEM ile
kriyojelin yiizey 6zellikleri incelenmistir. DNA’nin PVA igerisindeki alikonma
zamanlarindan yola ¢ikilarak kriyojel ve DNA arasindaki etkilesimlerin giiglii
oldugu sonucuna varilmistir. Sonuglar hazirlanan bu PVA kriyojellerin DNA
tasimiminda gelecek vaat eden bir materyal oldugunu géstermektedir.
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Yilmaz vd. (2009) N-metakriloil-L-triptofan igeren poli(2-hidroksietil metakrilat)
temelli  siipermakrogézenekli  hidrofobik  kriyojeller  [poliHEMATrp)]
sentezlemisler ve yumurta akindan lizozim saflagtirlmasinda kullanmiglardir.
Sentezlenen kriyojellerin 60-100 pm gozenek boyutlarma ve 50 m?/g’lik spesifik
ylzey alanmma sahip oldugu bulunmustur. Kriyojelin karakterizasyonu sisme
denemeleri, FTIR ve SEM ile yapilirken, denge sisme degerleri p(HEMA) i¢in
7.18 g H,O/g, p(HEMATTp) icin 6.99 g H,O/g olarak hesaplanmistir. Lizozimin
sulu ¢ozeltilerinden p(HEMA) ve p(HEMATrp) lizerine adsorpsiyonu sirastyla 2.9
ve 46.8 mg/g olarak bulunmustur. Adsorplanan lizozim molekiilleri 0.5 M etilen
glikol ¢ozeltisi ile % 91 geri kazanim ile desorbe edilmistir. Yumurta akindan
saflastirilan  lizozimin safligt  SDS-PAGE ile gosterilmistir. Lizozimin
denatiirasyonu florimetrik olgiimler ile arastirilmis ve adsorpsiyon ve desorpsiyon
adimlar1 sonrasinda denatiirasyonun olmadigi gdézlenmistir. Saflagtirilan enzimin
spesifik aktivitesi M. lysodeikticus kullanilarak 43,140 U/mg olarak bulunmustur
ve bu deger saf lizozimin aktivitesine olduk¢a yakindir.

Insan plazmasindan immunoglobulin G (IgG) saflastirilmasi igin protein A bagh
stipermakrogdzenekli poli(HEMA) kriyojelleri Alkan vd. (2009) tarafindan
hazirlanmigtir. Kriyojellerin igten bagli 10-200 pm boyutlarinda gézeneklere sahip
oldugu SEM fotograflarindan goriilmistiir. Protein A hazirlanan kriyojellere
siyanojen bromiir aktivasyonu ile baglanmistir. p(HEMA)/protein A kriyojelleri
iizerine sulu ¢ozeltilerden maksimum IgG adsorpsiyonu pH 7.4’de 83.2 mg/g
olarak bulunmustur. p(HEMA) kriyojelleri {izerine spesifik olmayan baglanma ise
sadece 0.38 mg/g dolaylarindadir. Kriyojellere IgG adsorpsiyonu kapasitesi artan
kromatografik akis hizi ile azalirken, artan sicaklik ile artmustir. Kriyojelin
makrogozenekli yapis1 kan hiicrelerinin  kolonu tikamadan gegisine izin
vermektedir ve insan plazmasindan yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri elde edilmistir
(88.1 mg/g). Adsorplanan IgG 0.1 M’lik glisin-HCI tamponu (pH 3.5) ile % 85
saflikta desorbe edilmistir. insan plazmasindan adsorplanan IgG nin saflig1 SDS-
PAGE ile gosterilmistir ve geri kazanim1 % 80.7 olarak bulunmustur.

Billakanti ve Fee (2009) katyon degisimi ile siitte az bulunan proteinlerin
ekstraksiyonu ig¢in kriyojel monolitler sentezlemis ve karakterize etmislerdir.
Gozenek boyutu 10-100 um olan kriyojel kiiclik basing diisiisii 6zellikleri
sergilemektedir. Kriyojelin denge baglama kapasitesi 4.5 mg/mL olarak
bulunmustur. Kriyojelden eliie edilen proteinlerin safligt SDS-PAGE ile
gosterilirken % 90’dan daha yiiksek oranlarda saflik gozlenmistir.
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Orrego ve Valencia (2009) glutaraldehit ile ¢apraz baglanmig kitosan kriyojel
membranlar  hazirlamiglar,  karakterize  etmisler ve lipaz  enzimi
immobilizasyonunda kullanmiglardir. Kriyojelin karakterizasyonu
termogravimetrik analiz, diferansiyel tarama kalorimetrisi ve tlirevlendirilmis
termogravimetri yontemleri ile yapilmistir ve kitosan membranin degradasyon
sicakliginin (~272 °C) capraz bagh orneklerde yiiksek sicakliklara kaydigi (~280
°C) goriilmiigtiir. Membranin yiizey Ozellikleri ise atomik kuvvet mikroskobu
kullanilarak incelenmistir ve ortalama gozenek boyutu 199-322 nm araliginda
bulunmustur. Lipaz enzimi basarili bir sekilde membranlar {izerine immobilize
edilirken, en etkili protein baglanmasi ve en yiiksek protein yiikleme kapasitesi

glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis kitosan kriyojeller ile elde dilmistir.

Stanescu vd. (2010) lakkaz immobilizasyonu i¢in makrogdzenekli poli(vinil alkol)
tagtyicilar gelistirmiglerdir. Lakkaz enzimi kiiresel sekilde ve 0.8-1.6 mm
capindaki kriyojellere glutaraldehit aktivasyonu ile immobilize edilmistir ve gram
kriyojel basma 0.57 mg enzim baglanmistir. Immobilizasyondan sonra enzim
aktivitesinde bir azalma olurken optimum pH degeri 4.7’den 3.8’e kaymustir.
Immobilize enzimin kararlihiginda da serbest enzime gore yaklasik 33 katlik bir
artig olmustur. Stanescu ve arkadaglarinin 2011 yilinda gergeklestirdikleri bir diger
lakkaz immobilizasyonu ¢aligmasinda ise destek materyali olarak poli(akril amid)
kriyojelleri kullanmiglar ve bu destegi iminodiasetik asit (IDA) ile
fonksiyonellestirmislerdir. IDA ile koordinasyon yapan Cu®" ile enzimin metal
selat afinitesinden yararlanarak deste§e baglanmasi saglanmistir. Immobilize
enzim 60 °C’de 50 saat sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 85’ini korurken serbest
enzim bu siire zarfinda aktivitesinin tamamini yitirmistir. Enzimin K., degeri
immobilizasyon ile artarken V. degeri azalmistir. immobilize enzimin ke degeri
ise serbest enzime gore yaklasik 2 kat azalmigtir. Acid Blue 62 boyasini giderme
potansiyeli de incelenen immobilize enzimin 24 saat sonunda % 75 oraninda boya

giderdigi gozlenirken, serbest enzimde bu oran % 80’dir.

Metakrilat temelli metal selat kriyojel disklerin insan IgG’sini baglanma kapasitesi
Prasana ve Vijayalakshmi (2010) tarafindan g¢aligilmistir. Bu amagcla ilk olarak
kriyojele IDA baglanmis ve bu sayede yapiya Cu®, Ni** ve Zn** iyonlarmin
selatlanmasi saglanmistir. Kriyojellere IgG baglanma kapasitesi farkli tampon
sistemlerinde (Tris-asetat, fosfat, MES, MOPS ve asetat) ve farkli akis hizlarinda
(1.0-5.0 mL/dak.) denenmistir. Cu®*’nin ligand olarak kullanildig1 kriyojeller ile
en yiiksek IgG baglanma kapasitesi elde edilmistir (14-16 mg/mL). Ni** iyonu
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ligand olarak kullanildiginda adsorpsiyon kapasitesi 7-9 mg/mL’ye diiserken Zn**
ile bu kapasite 0.5 mg/mL’de kalmistir. Hazirlanan kriyojeller ile insan
serumundan ve fare karin iltihabi suyundan IgG saflastirilmasi denemeleri

yapilmis ve safliklar1 SDS-PAGE ile gosterilmistir.

Papancea vd. (2010) sulu c¢ozeltilerden metal iyonlarinin ayrilmasi i¢cin PVA
kriyojel membranlar gelistirmislerdir. Hazirladiklar1  kriyojel membranin
karakterizasyonunu SEM, FTIR ile yapilmistir. Kriyojel membranlarin metal
iyonlarmi uzaklagtirma kapasitesi % 11 ile % 60 arasinda degisitken bu
kriyojellerin agir metallerin geri doniisiimii ve geri kazaniminda uygun ayirma

matriksleri oldugu vurgulanmustir.

Triphati ve Kumar (2011) agaroz-aljinat kriyojelleri monolit, levha, disk ve
boncuk gibi farkli formatlarda sentezlemisler ve farkli biyomiihendislik
uygulamalarimi arastirmiglardir. Bu kriyojeller yumusak doku ozelliklerine benzer
mekanik dayanima sahip olmakla beraber, yiliksek icten bagli makrogdzenekli
yapiya sahiptir ve bozunabilir. Fibroblast hiicreleri (NIH-3T3) bu kriyojeller
iizerine iyi yapigmakta ve iiremektedir. Kriyojel boncuk ve monolit uygulamalar
da ayrica bu matriksler {izerine bakteriyel hiicrelerin (BL21) etkili
immobilizasyonu ile denenmistir ve herhangi bir hiicre kopusu olmadan siirekli
fermantasyon sistemlerinden iiriin elde etmede kullanim potansiyelleri
incelenmistir. Bu kriyojeller ayrica atik sulardaki nikel ve bakir gibi metalleri
baglayarak onlarin geri kazanimi igin filtre olarak da potansiyele sahiptir.
Sentezlenen kriyojellerin iyi biyobozunma kinetiklerine sahip oldugu gozlenmis
ve bu hibrit kriyojellerin diger biyomiihendislik uygulamalari igin de
potansiyelinin olabilecegi ifade edilmistir.

Kostova vd. (2011) yeni bir sicakliga duyar poli(etoksitrietilenglikol asetat)
(PETEGA) kriyojel hazirlamislardir ve bunu kontrollii ila¢ salimi sistemi olarak
kullanmiglardir. PETEGA kriyojel toksik degildir ve makrogézenekli yapisi
sayesinde 31 °C’de hizli faz gecisi sergilemektedir. PETEGA kriyojellerin
toksisitesi insan hiicresi (kolon epitelyum, B-hiicresi, T-hiicresi ve miyeloid
hiicreler) serileri ile incelenmistir ve kriyojellerin sitotoksik aktiviteden yoksun
olduklar1 gozlenmistir. PETEGA kriyojeller 8 saatten daha uzun zaman
periyotlarinda verapamil hidrokloriir ilacini (antihipertansif, antiaritmik ve
antianjinal ilag) siirekli bir sekilde salmistir. PETEGA kriyojellerin ilag salim
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Ozellikleri aym1 zamanda poliakrilamid, poli(N-izopropilakrilamid) ve poli(2-
hidroksietil metakrilat) temelli diger kriyojel sistemler ile de karsilagtirilmigtir.

Cu®* bagl sporopolenin (Lycopodium clavatum’dan elde edilen dogal
biyopolimer) partikiillerini icerisinde gomiilli olarak tasiyan siipermakrogdzenekli
poli(2-hidroksietil metakrilat) kriyojeller Erzengin vd. (2011) tarafindan
hazirlanmig ve insan serum albiiminin afinite saflagtirilmasinda kullanilmigtir. Bu
amagla ilk olarak Cu®" iyonlar1 sporopolenin partikiillerine baglanmis ve daha
sonra bu partikiiller poliHEMA) kriyojellerinin hazirlanacagi polimerizasyon
ortamma aktarilmistir. Hazirlanan kriyojellerin ylizey o6zellikleri SEM ile
incelenmis ve olduk¢a gozenekli oldugu ve gozenek boyutlarmin 10-50 um
capinda oldugu gozlenmistir. Albumin adsorpsiyonuna pH, akis hiz1 ve sicakligin
etkileri incelenmis ve optimum kosullar pH 8.0 fosfat tamponu, 0.5 m/dak. akig
hizi ve 5 °C ortam sicakligi ile elde edilmistir. Bu kosullar altindaki albumin
adsorpsiyonu 677.4 mg/g polimer olarak bulunmustur. Adsorplanan albumin 1.0
M NacCl igeren 0.05 M asetat tamponu (pH 5.0) ile % 96.3 oraninda desorbe
edilmistir. Insan plazmasindan albuminin saflastirilmas1 denemeleri sonunda ise
daha yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri elde edilmistir (775.42 mg/g) ve adsorplanan
albuminin safligit SDS-PAGE ile gosterilmistir.

Fajlarin metakrilat kriyojeller iizerine baglanmas1 Smrekar vd. (2011) tarafindan
incelenmigtir. Calismada 3 farkli bakteriofaj (T7, lamda ve M13) kullanilmis ve
iclerinden M13 fajinin en yiiksek baglanma kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir (1.2 mg/mL). Buna karsin T7 ve lamda daha diisiik kapasitelerde
baglanmigtir (0.9 mg/mL). Ortamdaki NaCl derisimi 0 M’dan 0.2 M’a
cikarildiginda lamda fajinin kapasitesi 5 kat artmakla beraber T7 ve M13 fajlarinin
kapasitelerinde bir degisim olmamistir. Optimum kosullar altinda 3 fajin geri
kazanimlar1 % 100°e kadar ulagmustir.

Poli(HEMA-MAH) kriyojel disklerin plazmit DNA saflastirilmasinda kullanildig:
bir g¢aligmada Percin vd. (2011) kriyojelleri serbest radikal polimerizasyonu ile
hazirlamiglardir.  Sentezlenen kriyojellerin SEM fotograflarindan oldukga
gozenekli oldugu ve igten bagli genis gozeneklere (10-100 pum) sahip oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen kriyojellerin plazmit DNA baglama kapasitesi 13.35
mg/g diizeylerinde bulunurken poli(HEMA) kriyojeller ile bu deger 50 ug/g’a
diismiistiir. Kriyojellere adsorpsiyonun artan NaCl derisimi ile azaldig:
gozlenirken, maksimum plazmit DNA adsorpsiyonu 25 °C’de bulunmustur.



71

Plazmit DNA geri kazanmim degeri ise % 90 olarak hesaplanmistir. Hazirlanan
kriyojeller E. coli hiicrelerinden plazmit DNA saflagtirilmasinda kullanilmig ve
saflik etidyum bromiir ile boyanmis agaroz jel elektroforezinde gosterilmistir.

Sistemik lupus eritematozis hastalarin plazmasindan anti-dsDNA antibadisinin
uzaklastirilmasi i¢in DNA tastyan slipermakrogozenekli poli(HEMA) kriyojeller
hazirlanmistir (Ozgiir vd., 2011). Kriyojelin SEM fotograflarindan gdzenek
boyutunun 10-200 pm araliginda oldugu goriilmiis ve kriyojel i¢indeki gézenek
hacminin % 67.5 oldugu hesaplanmistir. Kriyojel poli(etilenimid) ile reaksiyona
girerek sonrasinda DNA’nin kriyojele baglanmasi saglanmistir (53.4 mg DNA/g
kriyojel). Plazma anti-dsDNA-antibadisi derisimi kolon uygulamasi ile zaman
icinde 780 TU/mL’den 80 IU/mL’ye diisiiriilebilmistir. Maksimum anti-dSDNA-
antibadisi adsorpsiyon kapasitesi 70 x 10° IU/g olarak bulunmustur.

IgG saflagtirilmast igin yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahip yeni bir adsorban
elde etmek iizere Sun vd. (2012a) siipermakrogdzenekli agaroz boncuk gomiilii
agaroz-kitosan kompozit monolitik kriyojelleri sentezlenmislerdir. Sentezlenen
kriyojeller divinilsiilfon ile aktive edilerek 2-merkaptopiridin baglanmistir ve IgG
saflastirilmasinda kullanilmigtir. Kriyojelin morfolojisi SEM ile analizlenmis ve
gdzenek boyutu 10-100 pm araliginda bulunmustur. Spesifik yiizey alan1 350 m?/g
olan kriyojellerin IgG adsorpsiyon kapasitesi 71.4 mg/g olarak hesaplanmistir.
Akis hizinin artist ile adsorplanan IgG miktar1 azalirken maksimum IgG
adsorpsiyonu i¢in pH 7.5 fosfat tamponu (25 mM) kullanilmistir. Hazirlanan
kriyojeller —adsorpsiyon kapasitesinde bir azalma olmadan 15 kez
kullanilabilmistir. Insan plazmasinda tek adimda saflastirilan IgG’nin safligi
elektroforez ile gosterilmis ve ortalama geri kazanimi % 90 olarak hesaplanmustir.

Sun vd. (2012b) glikoproteinlerin afinite saflagtirilmasi i¢in agaroz/kitosan
kompozit siipermakrogdzenekli monolitik (AC CM) kriyojelleri hazirlamislardir.
Bu amagla AC CM kriyojelleri agaroz ve kitosan ¢ozeltilerinin gapraz baglayici
olarak glutaraldehit kullanilarak kriyopolimerizasyonu ile sentezlenmis ve 3-
aminofenilboronik asit ligand1 kriyojele kovalent olarak baglanmistir. Elde edilen
kriyojel temel yumurta beyazi glikoproteinlerinden ovalbumin ve ovotransferinin
afinite  saflagtirilmasinda  kullanilmistir.  Kriyojelin  morfolojisi SEM ile
analizlenmis ve igten bagl godzeneklerin 10-100 um boyutlarinda olduklari
goriilmiistiir. Glikoproteinler i¢in spesifik tanimaya sahip kriyojellerin mekanik
dayanimi da yiiksektir. Sulu ¢ozeltilerinde ovalbuminin kriyojellere maksimum
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baglanma kapasitesi 55.6 mg/g’dir. Kriyojel adsorpsiyon kapasitesinde bir azalma
olmadan 11 kez tekrar kullanilabilmistir. Yumurta beyazindan ovalbumin ve

ovotransferinin geri kazanim sirasiyla % 89 ve % 93 oranlarindadir.

Andag vd. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, insan serumundan albuminin se¢imli
olarak uzaklastirilmasi icin Cibacron Blue F3GA bagli poli(HEMA) kriyojeller
hazirlanmigtir. Sentezlenen poli(HEMA)-Cibacron Blue F3Ga kriyojel afinite
kolonunun karakterizasyonu jellesme verimi, sisme derecesi, makrogdzenek
hacmi, FTIR ve SEM ile gerceklestirilmistir. Albumin adsorpsiyonuna pH’1n etkisi
incelenmis ve pH 5.0’de maksimum baglanma gézlenmistir. Kromatografik akis
hizinin artis1 ile kolona adsorplanan albumin miktarinda azalma meydana
gelmistir. Ortamin iyonik siddetinin artirilmasi ile albumin adsorpsiyon kapasitesi
diismiigtiir. Sulu ¢ozeltisinden albuminin kriyojeller {izerine maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 343 mg/g olarak bulunurken seyreltilmemis serumdan
albuminin maksimum adsorpsiyonu 950 mg/g’dir. Son olarak insan serumundan
albumin saflastirilmas1 gergeklestirilmis ve saflik SDS-PAGE ile kontrol

edilmistir.
2.2. Molekiiler Baskilanmis Polimerler ile ilgili Onemli Calismalar

Sellergren vd. (1988) metakrilik asit monomeri ve fenilalanin arasinda kovalent
olmayan etkilesimleri kullanarak yiiksek enantiyosecicili molekiiler baskilanmis
polimerler sentezlemislerdir. Fenilalanin baglama kapasitesi 1.5 mg/g olan
polimerin ayirma faktorii 3.5°dur. Baskilama sirasinda kalip ile metakrilik asit
monomeri arasinda 1:2°lik bir kompleks olustugu 'H NMR 6lgiimleri ile

gosterilmistir.

Tamoksifen baskilanmis metil metakrilat temelli polimerler Rashid vd. (1997)
tarafindan sentezlenmistir. Sentezlenen polimerlerin biyolojik 6rneklerden
tamoksifenin kati faz ekstraksiyonu ig¢in kullanimi arastirilmistir. Metanol-asetik
asit karigimi ile eliie edilen orneklerde % 97 tamoksifen geri kazanimi
bulunmustur. Kan plazmasi ve idrarda tamoksifenin varligt ve ekstraksiyonu

HPLC kullanilarak gosterilmistir.

Kalip molekiil olarak 7-hidroksikumarinin kullanildigi molekiiler baskilanmig
etilen glikol dimetakrilat polimerler Walshe vd. (1997) tarafindan hazirlanmistir.
Sentezlenen polimerler kat1 faz ekstraksiyon adsorbani olarak kullanilmis ve geri
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kazanimi % 90.36 olarak bulunmustur. Baskilanmis polimerlerin seciciligi
kumarin, 7-dietilamino-4-metilkumarin ve amitriptiline karsi incelenmis ve
polimerin herhangi bir girisim olmadan sadece 7-hidroksikumarini bagladig: ifade

edilmistir.

Baggiani vd. (2000) kovalent olmayan baskilama teknigi ile kortizol baskilanmig
etilen glikol dimetakrilat polimerler sentezlemislerdir. Polimerin etkinligi HPLC
kullanilarak kortizon, kortikosteron, progesteron, 11-ketoprogesteron, 1la-
hidroksiprogesteron, 17a-hidroksiprogesteron, kortizol 21-hemisiiksinat ve
kortizol 21-asetata kars1 incelenmis ve segicilik katsayisi sirasiyla 2.99, 3.64, 10.4,
9,29,2.02, 14.6, 9.71 ve 4.01 olarak bulunmustur.

Taklit baskilamanin yapildig1 bir ¢alismada (Matsui vd., 2000) atrazinin kat1 faz
ekstraksiyonu i¢in dibiitilmelamin baskilanmig metakrilik asit polimerler
sentezlenmistir. Hazirlanan atrazin segicili polimerlerin % 97 geri kazanima ve 50
kat zenginlestirme faktoriine sahip oldugu bulunmustur. Sentezlenen polimerin
seciciligi simazin, propazin, ciyanazin, terbiitilazin, ametrin, prometrin, terbiitrin
ve asulama kars1 incelenmis ve secicilik katsayist sirasiyla 17.2, 14.2, 8.1, 15.7,
13.2, 9.8, 9.2 ve 0.3 olarak bulunmustur. Triam, propizamit ve iprodiona kars1
seciciligi 0.0 olarak hesaplanmisgtir.

Chen vd. (2001) klorfenamin baskilanmis etilen dimetakrilat polimerler
sentezlemislerdir. Hazirlanan polimerlerin segiciliginin oldukc¢a yiiksek oldugu ve
klorfenaminin difenhidraminden kolayca ayrilabildigi ve 4.68 kat daha secici
oldugu belirtilmistir. Baskilama igleminde iyonik etkilesimlerin etkili oldugu ifade
edilen caligmada 0.02 pumol/L derisimindeki klorfenaminin 50 kat deristirildigi ve
geri kazaniminin pH 5.0°da % 90 oldugu bulunmustur.

L-glutamin i¢in molekiiler baskilanmis Nylon-6 polimerler Reddy vd. (2002)
tarafindan sentezlenmis ve karakterizasyonu FTIR ve SEM analizleri ile
yapilmigtir. Hazirlanan baskilanmis polimerlerin L-glutamin baglama etkinlikleri
D-glutamin, L-glutamik asit ve D-glutamik aside karsi incelenmistir. L-glutaminin
denge baglanma sabiti 4.9 x 10> M iken D-glutamin i¢in bu deger 1.5 x 10° M™

olarak bulunmustur.

Yapilan bir caligmada (Fernandez-Alvarez vd., 2008) sulu ¢ozeltilerden endokrin
parcalanma iirlinlerinin uzaklastirilmasi igin molekiiler baskilanmis polimerler
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gelistirilmistir. Kalip olarak 17f-estradiol ile sentezlenen molekiiler baskilanmig
polimerler, bu bilesiklerin sulu g¢ozeltilerinden ekstraksiyonu i¢in test edilmistir.
Baskilanmig polimerler kullanildiginda 17B-estradiol aseton ile tek bir eliisyon
adim1 sonunda % 73 oraninda geri kazanilirken baskilanmamis polimerler ile bu
oran % 46’da kalmistir. Sentezlenen polimerler kapasitelerinde bir kayip olmadan
ek ekstraksiyon-rejenerasyon dongiilerinde defalarca kullanilabilmistir.

Chen vd. (2010) molekiiler baskilanmis polipirol (PPy) dolgulu elektrot kolonlar
hazirlamislar ve potansiyel kontrolii ile triptofan enantiyomerlerini ayirmadaki
etkinligi  incelemislerdir. ~ Sentezlenen  PPy’iin  karakterizasyonu  siklik
voltamogram, FTIR ve floresans spektrofotometrisi ile yapilmistir. Calismada
baskilanmis PPy elektrot kolonlarinin L-triptofanin tutulmasini etkili bir sekilde
arttirdig1 ve triptofan enantiyomerlerini ayirdigi gézlenmis ve baskilamanin diger
amino asit enantiyomerlerin de enantiyose¢imli bir bi¢imde taninmasinda

kullanilabilecegi vurgulanmastir.

Gao vd. (2010) yeni yiizey baskilama teknigi kullanarak hazirlanan sitizin
baskilanmis materyalin hazirlanmasimi ve tanima performansmi incelemislerdir.
Bu amagla mikron boyutundaki silika jel partikiiller lizerine metakrilik asit ast
polimerizasyonu ile ilave edilmistir. Sitizin molekiiler baskilanmig materyal ise
etilen glikol diglisidil eterin ¢apraz baglayic1 ajan olarak kullanilmasi ile elde
edilmistir. Hazirlanan sitizin baskilanmis polimerlerin sitizine karsi baglama
karakteristikleri kesikli ve kolon metotlar ile incelenmis ve ayrica matrin ve
oksimatrin (kimyasal yapilar1 sitizine benzer molekiiller) kullanilarak baskilanmis
materyalin se¢iciligi de incelenmistir. Sitizine karsi se¢icilik matrin ve oksimatrine

gore sirasiyla 12.08 ve 15.05 kat daha fazla bulunmustur.

Sitokrom ¢’nin poliakrilamid monolitlere baskilandig: bir bagka ¢aligmada, Liu vd.
(2010) baskilanmig polimerleri kalip molekiiliin (sitokrom ¢) HPLC ile
taninmasinda kullanmiglardir. Baskilanmig poliakrilamid monolitlerin SEM
fotograflar1 ¢ekilmis ve yapmin igten bagli ¢oklu gozenekli oldugu ve godzenek
boyutunun 1-3 pm oldugu bulunmustur. Baskilama islemi sonrasinda kalip
molekiill SDS (% 10’luk) igeren asetik asit (% 10’luk) c¢ozeltisi ile
uzaklagtirtlmistir. Sitokrom ¢ ve onun yarigmaci proteini lizozimin baskilanmis
polimerdeki alikonma zamanlar1 ¢alisilmis ve mobil fazin pH degeri 4.0 iken
alikonma faktorleri sirasiyla 2.0 ve 1.0 olarak bulunmustur. Bununla birlikte

baskilanmamis polimerde her iki yarigmaci proteinin de alikonma faktorleri
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1.1°dir. Sentezlenen polimerlerin bozulmadan ve ayirma performansi azalmadan

bir ay boyunca kullanilabildigi de ifade edilmistir.

Jiang vd. (2010) g¢ekirdek materyali olarak diatomit kullanarak yeni bir kitosan
baskilama adsorbani hazirlanuslar ve yiizey baskilama teknolojisi ile Pb*’un
baskilanmasinda kullanmiglardir. Sentezlenen adsorbanin karakterizasyonu FTIR
ile yapilirken yapinim epiklorhidrin ile c¢apraz baglandigi gosterilmistir. Yeni
gelistirilen bu adsorbanin maksimum Pb* adsorpsiyon kapasitesi 139.6 mg/g
olarak bulunmustur. Adsorpsiyon hizi oldukca yiiksektir ve 3 saat icinde dengeye
ulasilmaktadir. Sentezlenen yeni adsorban 10 dongiliye kadar adsorpsiyon
kapasitesinde bir diisiis olmadan tekrar kullanilabilmektedir.

Xie vd. (2010) kalip molekiil olarak triazofos (TAP) kullanarak ¢okelme
polimerizasyon metodu ile molekiiler baskilanmis polimer sentezlemislerdir.
Sentezlenen TAP baskilanmis polimerlerin SEM fotograflart ¢ekilmis ve
boyutlarinin yaklasik 0.7 pm oldugu goriilmiistiir. Molekiiler baskilanmis polimer
ornek cozeltilerden TAP’u secici olarak adsorplamaktadir. Adsorplanan TAP
luminol-H,0,’in kemiliiminesansin1 gii¢lii bir sekilde arttirmaktadir. Bu artig
TAP’un on-line zenginlestirilmesinde ve taninmasinda bir metot olarak
uygulanmigtir. Kemiliiminesansdaki artis TAP derigimi ile lineer iligki i¢indedir ve
deteksiyon limiti 2.5 nM’dir. Bu ticari kemiliiminesan analizlerinden diisiik bir
degerdir. Bu metot bitki Orneklerindeki TAP’un tayininde basarili bir sekilde

uygulanmistir.

Sener vd. (2011) lizozim baskilanmis poli(etilen glikol gimetakrilat-N-metakriloil-
L-histidin metilester) (PEDMAH) nanopartikiillerini (yaklagik 50 nm) iki fazlh
mini-emiilsiyon polimerizasyonu ile hazirlamiglar ve daha sonra yiizey plazmon
rezonans (SPR) sensor ylizeyine baglamislardir. Kalip lizozimi uzaklastirmak i¢in
1.0 M NaCl c¢ozeltisi (pH 8.0, fosfat tamponunda) kullanilmistir. Lizozim
baskilanmig SPR nanosensor FTIR, AFM ve elipsometri ile karakterize edilmistir.
Farkli lizozim derigimlerine kars1 nanosensoriin cevabi incelenmis ve artan derigim
ile cevabin da arttig1 fakat 350 nM civarinda bir plato degerine ulasildig:
gozlenmistir. Sentezlenen nanosensdr sulu ve dogal kompleks kaynaklardan,
yumurta akindan ve hatta 32.3 mM kadar diisiik lizozim derisimine sahip
kaynaklardan dahi lizozim molekiiliinii saptayabilme yetenegine sahiptir.
Hesaplanan tayin limiti, birlesme ve ayrigma sabitleri sirasiyla 84 pM, 108.71
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nM™ ve 9.20 pM’dir. Nanosensoriin segiciligini arastirmak iizere ise sitokrom ¢

molekiilii kullanilmis ve lizozime kars1 2.13 kat daha segici oldugu belirlenmistir.

Sentetik lipaz elde etme ve transesterifikasyon reaksiyonlarinda kullanimi
caligmalart Kecili vd. (2012) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu amagla p-
nitrofenilpalmitat icin segici yeni bir polimer molekiiler baskilama teknigi ile
hazirlanmigtir. Uygun monomerlerin sentezi ve kalip olarak p-nitrofenilpalmitatin
kullanim1 ile elde edilen baskilanmis polimerin baglama karakterleri
degerlendirilmistir. Sentetik enzimin optimum pH’1 ve sicakliginin yaninda K, ve
Vmax degerleri de incelenmistir. Sentetik lipaz ve serbest lipazin optimum pH
degeri 8.0 olarak bulunurken optimum sicaklik her iki tip enzim i¢in de 40 °C’dir.
Sentetik lipazin K, Ve Vnax degerleri Lineweaver-Burk grafiginden sirasiyla 1.4 x
10 mM ve 0.68 mM/dak olarak okunmustur. Hazirlanan sentetik enzimin
katalitik aktivitesinin 10 kullanim sonunda sadece % 9 oraninda azaldig

belirtilmisgtir.
2.3. Molekiiler Baskilanms Kriyojeller ile lgili Onemli Calismalar

Endokrin pargalanma {iriinii kirleticilerinin uzaklastirilmasi1 i¢in molekiiler
baskilanmis makrogézenekli polimer/kriyojel kompozit sistemleri Le Noir vd.
(2007) tarafindan calhisilmigtir. Bu amagla ilk olarak endokrin pargalanma
Uriiniiniin  segici adsorpsiyonunda kalip olarak 17B-estradiol kullanilarak
molekiiler baskilanmis polimerler sentezlenmistir. Kompozit jel/molekiiler
baskilanmis monolitler daha sonra sifirin altindaki sicakliklarda hazirlanmistir.
Hazirlanan kriyojelin spesifik yiizey alam 376 m?/g olarak bulunurken SEM
fotograflarindan oldukga gdzenekli bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Iki
pg/L’lik sulu c¢ozeltilerinden 17B-estradioliin tamamen uzaklagtirilmasi polivinil
alkol (PVA) makrogozenekli jel/molekiiler baskilanmig monolitler kullanilarak
elde edilirken baskilanmamis polimerler ile sadece % 49-74’lik uzaklagtirma
bulunmustur. Oldukg¢a yiiksek akis hizlarinda dahi baglama kapasitesinin
azalmamasinin yaninda monolitlerin kolay hazirlanmasi bu makrogdzenekli
jel/molekiiler baskilanmis polimer sistemlerinin endokrin pargalanma tiriinlerinin
temizlenmesinde sorbentler olarak kullanmasini saglamaktadir.

Bereli vd. (2008) yumurtadan lizozim saflagtirmak igin lizozim baskilanmig
stipermakrog6zenekli poliHEMA-MAH) (MAH metal koordinasyon monomeri
olarak secilmigtir) kriyojelleri serbest radikal polimerizasyonu ile -12 °C’de
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hazirlamiglardir. Sentezlenen kriyojellerin oldukca go6zenekli olduklari, ince
gbzenek duvarlarina ve genis igten bagl gézeneklere sahip olduklar ¢ekilen SEM
fotograflarindan goriilmiistiir. Hazirlanan kriyojelin sulu ¢o6zeltilerden lizozim
adsorpsiyonu kapasitesi 22.9 mg/g polimer diizeyindedir. Kriyojellere lizozim
adsorpsiyonu kapasitesi artan akis hizi ile azalirken, maksimum adsorpsiyon
kapasitesi pH 7.0 HEPES tamponu kullanilarak elde edilmistir. Lizozim
baskilanmis kriyojellerin segiciligi sigir serum albumin ve sitokrom c’ye karsi
incelenmis ve hazirlanan kriyojelin bu proteinlere karst sirasiyla 4.6 ve 3.2 kat
daha secici oldugu bulunmustur. Yumurtadan saflastirilan lizozimin safligi % 94

olarak bulunurken geri kazanimi % 86 diizeylerindedir.

Bilirubinin siipermakrog6zenekli poliHEMA-MAT) kriyojellerine baskilandigi
bir calismada insan plazmasindan bilirubinin adsorpsiyonu gerceklestirilmistir
(Baydemir vd., 2009a). Baskilanmis kriyojelin sentezindeki ilk adimda bilirubin
ile MAT komplekslestirilir ve daha sonra serbest radikal polimerizasyonu ile -12
°C’de polimerlestirilmistir. Kalip molekiiliin (bilirubin) polimerik yapidan
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen bilirubin baskilanmis kriyojeller sulu
¢Ozeltilerden bilirubin adsorpsiyonu amaciyla kullanilmistir ve maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 3.6 mg/g polimer olarak bulunmustur. Bilirubinin
kolesterol ve testosterona karsi segiciligi incelenmis ve kriyojellerin bilirubine
kars1 sirasiyla 7.3 ve 3.2 kat segici oldugu bulunmustur. Sentezlenen kriyojeller
bir¢ok kez ve adsorpsiyon kapasitesinde Onemli bir azalma olmadan bilirubin
adsorpsiyonunda  kullanilmigtir.  Yiiksek seciciligi  ve tekrar kullanim
ozelliklerinden yola c¢ikarak bilirubin  baskilanmis  kriyojellerin ~ klinik
hemoperfiizyon materyali olarak kullanim potansiyeli arastirilmigtir.

Bilirubinin insan plazmasindan segici olarak uzaklagtirilmasi i¢in yapilan bagka bir
calismada (Baydemir vd., 2009b) gémiilii bilirubin baskilanmis partikiiller iceren
siipermakrogoézenekli kriyojeller sentezlenmistir. Bu amagla ilk adimda bilirubin
MAT ile komplekslestirilmis ve bilirubin baskilanmis poli(HEMA-MAT) monolit
y1gin polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Hazirlanan bilirubin baskilanmig monolit
100 um boyutlarinda &giitiilmiistiir. ikinci adimda, molekiiler baskilanmis
partikiilleri gomiilii olarak tasiyan siipermakrogdzenekli poli(HEMA) kriyojeller
serbest radikal polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Sentezlenen gémiilii bilirubin
baskilanmig partikiil iceren kriyojellerin bilirubin adsorpsiyon kapasitesi 10.3
mg/g polimer olarak bulunmustur. Baskilanmis kriyojelin  kolesterol ve
testosterona karsi sirastyla 8.6 ve 4.1 kat se¢ici oldugu saptanmastir.
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Karsinojenik potansiyele sahip olan bromatin igme sularindan uzaklastirilmasi igin
secici kompozit kriyojeller Hajizadeh vd. (2010) tarafindan sentezlenmistir. Bu
amacla molekiiler baskilanmis kitosan temelli polimerler ve sol-jel iyon degisim
adsorbanlar1 (inorganik) hazirlanmistir. Her iki adsorbanin da adsorpsiyon
kinetikleri, izotermleri, pH etkisi ve secici adsorpsiyon davranmiglar1 detayli bir
sekilde incelenmistir. Adsorpsiyon denemeleri baskilanmig polimerin bromata
kars1 daha secici oldugunu gostermistir. Kriyojelin rejenerasyonu 0.1 M NaOH ve
0.1 M NaCl ile yikamak suretiyle gerceklestirilmis ve bes dongii boyunca
kullanimda kriyojelin adsorpsiyon kapasitesinde bir azalma olmamustir.

Nehir suyundan ve saraptan bisfenol A’nin kati faz ekstraksiyonu i¢in molekiiler
baskilanmis polimer/kriyojel kompozitler Baggiani vd. (2010) tarafindan
hazirlanmigtir. Bu amagla ilk Once bisfenol A’nin bir benzeri olarak 4,4’-
dihidroksi-2,2-difenil-1,1,1,3,3,3-trifloropropan ile 4-vinilpiridin ve
trimetilolpropan trimetakrilatin termal polimerizasyonu ile bisfenol A i¢in tanima
Ozelliklerine sahip baskilanmis polimerler sentezlenmistir. Yaklagitk 10 pm
boyutlarinda  ogiitiilen  polimer, daha sonra  poli(akrilamid-co-N,N’-
metilenbisakrilamid kriyojel icerisine gomilmiistiir. Hazirlanan kriyojeller ile
nehir 6rneklerinden bisfenol A’nin 6n deristirilmesi gergeklestirilmis ve kantitatif
ekstraksiyonunun 10 ng/L’ye kadar uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Iyon baskilanmis kriyojeller kullanilarak beta talasemi hastalarinin plazmalaridan
demirin uzaklastirilmast Asliylice vd. (2010) tarafindan yapilmistir. Calismada,
Fe** baskilanmis poli(hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-sistein metil ester)
[poli[HEMA-MAC)] kriyojelleri radikalik kriyopolimerizasyon ile hazirlanmis ve
polimerizasyon sonunda kalip (Fe**) 0.1 M EDTA ile uzaklastirilmustir. Kriyojelin
spesifik yiizey alani 32.7 m?/g olarak bulunurken, yiizey Ozellikleri SEM ile
incelenmis ve gozenek boyutlarinin ortalama 150 pum oldugu gdzlenmistir.
Poli(HEMA-MAC)-Fe**  kriyojelleri iizerine maksimum Fe®* adsorpsiyonu
kapasitesi 75 pg/g olarak bulunmustur. Hazirlanan kriyojelin segiciligi Ni** ve
Cd?* iyonlarma karsi denenmis ve sirastyla 10.5 ve 2.3 kat daha segici

bulunmustur.

Insan kanindan hemoglobinin uzaklastirilmasi icin hemoglobin baskilanmis
poliHEMA-MAH) kriyojeller hazirlanmistir  (Derazshamshir  vd., 2010).
Sentezlenen kriyojeller FTIR, SEM, sisme c¢alismalari, akis dinamigi ve yiizey
alan1 dl¢iimleri ile karakterize edilmistir. Baskilanmis kriyojelin yilizey alam1 BET
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metodu ile 92.3 m?/g olarak Sl¢iilmiistiir. Segici baglanma denemeleri miyoglobin
ve sigir serum albumin gibi yarigmact proteinlerin varliginda gergeklestirilmistir
ve hemoglobin baskilanmis kriyojellerin miyoglobine gore 38.0 kat, sigir serum
albiiminine kars1 ise 12.0 kat secici oldugu bulunmustur. Hemoglobin baskilanmis
kriyojellerin seciciligi HPLC ile de gosterilmistir. Kan hemolizatindan
hemoglobinin uzaklastirilmasi ayrica SDS-PAGE kullanilarak dogrulanmustir.

N-izoproplakrilamid ve N-[3-(N,N’-dimetilamino)propil]akrilamidin
kopolimerinden olusan baskilanmis 1s1l duyarli kriyojeller Burova vd. (2011)
tarafindan -10 °C’de ve molekiiler kalip olarak ibuprofen kullanilarak
hazirlanmigtir. Sismis haldeki kriyojelin geri doniisiimlii termotropik katlanmasi
yuksek-duyarlikli diferansiyel taramali kalorimetri ile ¢aligilmistir. Kalip ligandin
(ibuprofen) varliginda gegis sicakligi 33.2’den 30.0 °C’ye diigmiistiir. Katlanmis
ve sismis kriyojeller tarafindan ibuprofenin baglanma sabiti sirastyla 119 M™ ve 5
M™ olarak bulunmustur. ibuprofenin kriyojel iizerine maksimum baglanma degeri
0.327 mmol/g olarak hesaplanirken molekiiliin yapisal analoglari ¢ok daha diisiik
oranlarda baglanmustir. Ibuprofen igin baskilanmis kriyojelin segiciligi nedeniyle
hazirlanan bu kriyojellerin bulunduklar1 ortam sicakligina bagli olarak ibuprofeni

salma ozellikleri incelenmistir.

Tamahkar vd. (2011) sitokrom c¢ baskilanmig poliHEMA-MAH) kriyojelleri
hazirlamiglar ve protein karigimlarindan  sitokrom C’nin  ayrilmasinda
kullanmislardir. Bu amagla ilk adimda, Cu”* MAH ile komplekslestirilmis ve
sitokrom ¢  baskilanmis  kriyojeller = monomerlerin  serbest  radikal
kriyopolimerizasyonu ile -12 °C’de sentezlenmistir. Kriyojelin siingerimsi
gozenekli yapist SEM ile gosterilmistir. Kalip sitokrom ¢ polimerden 0.5 M NaCl
cozeltisi ile uzaklagtirllmistir. Adsorpsiyon denemeleri sonunda maksimum
sitokrom ¢ adsorpsiyon degeri 126 mg/g polimer olarak bulunmustur. Kriyojele
adsorplanan sitokrom c artan akis hizi ile azalmistir. Adsorpsiyona pH’1n etkisi de
incelenmis ve pH 9.0’da maksimum baglanma bulunmustur. Kriyojelin segiciligi
lizozim ve sig1r albliminine karsi denenmis ve sitokrom c’ye karsi sirastyla 1.7 ve
5.2 kat segici oldugu gozlenmistir. Segicilik ayni zamanda hizli protein
kromatografisi ile de gosterilmistir.

Yumurta beyazindan lizozimin saflastirildigi bir ¢aligmada Bereli vd. (2011) L-
histidin baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojelleri kriyopolimerizasyon ile
hazirlamiglardir. Kalip L-histidin 1.0 M KSCN ile uzaklagtirilmigtir ve elde edilen
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histidin baskilanmis kriyojel sulu c¢ozeltilerinden lizozimin adsorpsiyonunda
kullanilmigtir.  Kriyojelin  karakterizasyonu sisme Olglimleri, SEM ve
makrogo6zeneklilik degerleri ile yapilmistir. Baskilanmig kriyojelin sisme derecesi
8.15 g H,O/g iken baskilanmamus kriyojel grami basina 6.44 g H,O baglamaktadir.
SEM fotograflarindan kriyojelin birkag yiiz mikrometreye kadar gozenek
boyutlarma sahip oldugu goriilmiis, makrogdzenekliligin ise baskilanmamis i¢in %
59.9 baskilanmis i¢in ise % 68.4 oldugu bulunmustur. Kriyojel tizerine maksimum
lizozim adsorpsiyonu 54.2 mg/g polimer olarak bulunmustur. Hazirlanan
kriyojellerin lizozime olan segiciligi riboniikleaz A’ya kars1 4.5 kat, sitokrom c’ye
kars1 2.4 kat olarak bulunmustur ve segicilik hizli protein sivi kromatografisi ile de
gosterilmistir. Baskilanmis kriyojeller uzun depolama kararliligina sahiptir ve
adsorpsiyon  kapasitesinde  Onemli  bir  diislis olmadan  defalarca
kullanilabilmektedir.

Asliyiice vd. (2012) anti-hepatit B yiizey antibadisinin (anti-HBs) hizli protein sivi
kromatografisi ile saflastirilmast igin molekiiler baskilama temelli kompozit
kriyojel membranlar hazirlamislardir. Sentezlenen kriyojellerin karakterizasyonu
sisme testleri, SEM ve FTIR ile yapilmistir. Saflagtirma caligmalarindan once ise
adsorpsiyon kosullart (akis hizi, anti-HBs derisimi, zaman ve iyonik siddet)
optimize edilmistir. Saptanan optimum kosullarda maksimum anti-HBS
adsorpsiyon kapasitesi 701.4 mLU/g olarak hesaplanmustir. Molekiiler baskilanmis
kriyojelin segiciligi anti-hepatit A antibadisi ve total immunoglobulin E’ye karsi
denenmistir ve sirasiyla 5.45 ve 9.05 kat daha segici bulunmustur. Baglanan anti-
HBs’nin elisyonu 1.0 M NaCl iceren fosfat tamponu (pH 7.4) ile
gerceklestirilmistir. Baskilanmis kriyojelin kapasite ve ayirma faktorii, teorik
plaka sayis1 ve alikonmasi gibi kromatografik parametreler anti-HBs molekiilii i¢in
sirasiyla 5.48; 6.02; 1153.9 ve 1.72 olarak hesaplanmistir. Son olarak molekiiler
baskilanmis kriyojeller anti-HBs pozitif insan plazmasindan anti-HBs’nin spesifik

olarak saflagtirilmasinda kullanilmistir.

2.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Saflagtirlmas: ile Ilgili Onemli

Cahismalar

Karbonik anhidraz saflagtirilmasi ile ilgili ilk ¢aligmalar 1933 yilinda birbirinden
bagimsiz olarak yaymlanan Meldrum ve Roughton’un “Carbonic Anhydrase: Its
Preparation and Properties” isimli ¢aligmasi (1933) ve Stadie ve O’Brien’in “The
Catalysis of the Hydration of Carbon Dioxide and Dehydration of Carbonic Acid
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by the Enzyme lIsolated from Red Blood Cells” isimli ¢alismasidir (1933).
Meldrum ve Roughton aragtirmalarinda CA’in kan plazmasinda degil de kirmizi
kan hiicreleri i¢inde oldugunu belirtmisler ve enzimin birincil fizyolojik éneminin
akcigerlerde bikarbonati CO;’e cevirmek oldugunu ifade etmislerdir. Enzimin
aktivitesini bikarbonatin CO,’e doniisiim hizini Slgerek hesaplamislardir. Enzim
kirmizi kan hiicreleri hemolizatindan hemoglobinin koagiilasyon ile ayrilmasi
sonucu saflagtirilmigtir. Bu yontemde kirmizi kan hiicre hemolizati alkol ile daha
sonra ise kloroform ile muamele edilerek santrifiij edilmis ve siipernatantin toplam
kan CA enziminin % 50’sini i¢erdigi belirtilmistir. Bu ham &rnek daha sonra
Al(OH); iizerine adsorpsiyon ve ultrafiltrasyon adimlart ile daha ileri
saflagtirllmigtir. Bu saf {riiniin kandakinden 1800 kat daha aktif oldugu ve
hemoglobin, hematin, katalaz, peroksidaz ve oksidazdan yoksun oldugu
bulunmustur. Yapilan ¢aligmalar sonunda enzimin pH 3-12 arasindaki ¢ozeltilerde
kararli oldugu ve enzimin sulu ¢6zeltilerinin 65 © C’de 30 dakikada aktivitesini
tamamen yitirdigi gézlenmistir. Enzimin CO, siyanitler, siilfitler, azitler, Cu, Ag,

Au, Zn, Hg ve feniliiretan tarafindan inhibe edildigi bulunmustur.

Stadie ve O’Brien’in calismalarinda da CA kirmizi kan hiicrelerinden alkol-
kloroform ¢oktiiriilmesi ile ayrilmistir. Elde edilen siipernatan kuruluga kadar
evapore edilmis ve kuru 6rnek alkol ile tekrar ekstrakte edilmistir. Tekrar evapore
edilen ornek suda c¢oziinebilmektedir ve kullanilincaya kadar kuru halde
saklanmigtir. Arastiricilar serum igerisinde enzimin olmadigmi belirtmisler.
Enzimin 70 °C’de hizli bir sekilde inaktive oldugunu ve KCN ile inhibe oldugunu
belirtmislerdir.

Hove vd. (1940) CA’y1 sigir kaninda alkol-kloroform metodu ile saflagtirmustir.
Kirmizi kan hiicrelerindeki ¢inkonun tiimiiniin enzime baglh oldugu bulunmustur.
KSCN’1in enzimi tamamen inhibe ettigi belirtilmis ve ¢alismada CA’in temelde
kirmiz1 kan hiicrelerinde bulundugu fakat diger dokularda da farkli fonksiyonlara
sahip olabilecegi ifade edilmistir.

Keilin ve Mann (1940) sigir ve koyun eritrositlerinden ve gastrik mukozasindan
CA saflastirmislar ve enzimin eritrosit hemolizatindan 150 kat yiiksek aktiviteye
sahip oldugunu bulmuslardir. Sigir kaninin litresi bagina yaklasik olarak 200 mg
CA enzimi saflagtirilmistir. Cinkonun enzimin aktivitesindeki éneminin belirtildigi
bu calisma c¢inkonun organizmadaki fizyolojik fonksiyonunun anlatildig: ilk

aragtirmadir.
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Petermann ve Hakala (1942) sigir CA’min sedimentasyon katsayisim 2.8 S.
difiizyon sabitinin 9.0 x 107 sq cm/s, molekiil agirhgmm ise 30000 oldugunu
bulmugslardir. Enzimin elektroforetik mobilitesi pH 5.0 ve 9.0 arasinda incelenmis
ve izoelektrik noktasinin pH 5.3 oldugu goéstermislerdir. Saflastirilan enzimin yine
de % 15 safsizlik igerdigini belirtmislerdir.

Krebs (1948) 25 farkli siilfonamid bilesiginin CA enzimin inhibe etme kapasitesini
incelemis ve CA aktivitesini % 50 inhibe eden inhibitdr derisimlerini farkli
sicakliklarda (0 ve 15 °C’de) bulunmustur. Test edilen inhibitorler arasindan p-
toluensiilfonamid bilesiginin en yiiksek inhibitdr etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Heterosiklik ve aromatik siilfonamidlerin CA inhibitord olarak kullanimi Miller
vd., (1950) tarafindan incelenmis ve incelenen inhibitdrlerden bazilarinin

siilffonamide gore 100 ile 2000 kat daha etkin oldugu bulunmustur.

Rickli vd. (1964) insan eritrosit hemolizatindan hidroksiapatit kolonu kullanilarak
kromatografik olarak ayrilmis farkli aktivitelere sahip iki CA enzimi
saflagtirmiglardir. Bunlardan birisi CA B olarak adlandirilmis ve eritrositlerdeki
miktar1 digerine (CA C) nazaran 5 kat daha fazla olmasina ragmen spesifik
aktivitesinin olduke¢a diisiik oldugu bulunmustur. CA C’nin ise aktivitesinin CA
B’den ¢ok yiiksek oldugu ifade edilmistir. Her iki enzimin de molekiil kiitlesi
30000 civarinda bulunmus ve her bir enzimin molekiili basina 1 ¢inko atomu
icerdigi gosterilmistir. CA B ve CA C’nin izoelektrik noktalari sirasiyla pH 5.7 ve
7.3 olarak bulunmustur.

Henderson vd. (1976) insan CA C’yi saflastirmiglar ve primer yapisim
aydinlatmiglardir. Tek bir polipeptid zincirinden olugan yapinin 259 amino aside
sahip oldugu ve disiilfit kopriisii igermedigi gosterilmistir.

1982 yilinda Whitney ve Briggle sigir akcigerinden membran bagh bir CA’1
saflagtirmiglardir. Enzimin sodyum dodesil siilfata (SDS) O6nemli derecede
dayanikli oldugu bulunmustur. Enzim SDS’de ¢6ziilmiis ve afinite kromatografisi
ve jel filtrasyon ile saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin glukozamin, galaktoz ve
sialik asit tagidigi bulunmustur. Enzimin molekiil kiitlesi SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak 52000 olarak bulunmustur. Enzimin ayrica distlfit
baglar1 da icerdigi bulunmustur.
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Karlsson vd. (1995) Chlamydomonas reinhardtii’den CA saflagtirmak amaciyla
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon degisim kromatografisi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisini kullanmiglardir. Saflagtirilan enzimin 1260 Wilbur-Anderson
unitesi/mg protein spesifik aktiviteye sahip oldugu hesaplanmis ve saflasgtirma
katsayist 2280 olarak bulunmustur. Enzimin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 29.5
kDa olarak hesaplanmigtir.

Demir vd. (1997a) olgun havug yaprak ve koklerinden karbonik anhidraz enzimini
DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ile saflagtirmiglar ve karakterize
etmiglerdir. Yaprak ve kokten sirasiyla 75 ve 73 kat saflagtirilan karbonik
anhidrazin optimum sicaklik ve pH degerleri saptanmistir. Her iki 6rnek i¢in de
optimum sicaklik 75 olarak bulunurken yaprak ve kokten saflagtirilan CA’mn
optimum pH’1 sirasiyla 9.0 ve 8.5 olarak bulunmustur. Enzimin 22800 Da’luk alt
birimlerden meydana gelen 137800 Da’luk bir hekzamer oldugu bulunmakla
beraber 45700 Da’luk bir karbonik anhidraz dimeri de ayrica saptanmis ve bu
dimerin yapraklarda daha yogun olarak bulundugu ifade edilmistir. Saflastirilan
karbonik anhidraz miktar1 yapraklarda daha fazla iken kokteki enzim aktivitesi
daha yiiksektir. Enzim aktivitesi i¢in yapay substrat olarak p-nitrofenil asetat
kullanilmis ve karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Saflastirilan
CA’m saflig1 ayrica SDS-PAGE ile de gosterilmistir.

Demir vd. (1997b) Nicotiana tabacum yapraklarindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile CA saflastirmiglardir. Enzimin
aktivitesi iki farkli substrat (CO, ve p-nitrofenil asetat) i¢in de saptanmistir. Enzim
40.7 kat saflastirilirken saflik SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Enzimin optimum
pH’1 6.9, optimum sicakligr ise 40 °C olarak bulunmustur. Enzimin ve alt
biriminin molekiil kiitlesi sirasiyla 137000 ve 22800 daltondur. Bu sonuglardan
enzimin 6 alt birim igerdigi ¢ikarilmaktadir.

Deniz suyu ve temiz suda yetistirilmis dil baligi Platichthys flesus
solungaglarindan ve eritrositlerinden CA’in saflagtirilmasi, karakterizasyonu ve
immunohistokimyasal lokalizasyonu Sender vd. (1999) tarafindan caligilmistir.
CA’in saflagtirllmasi igin p-aminometilbenzensiilfonamid-agaroz ile afinite
kromatografisi uygulanmistir ve enzimin safligt SDS-PAGE elektroforezi ile
gosterilmistir.
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Ozensoy vd. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada, afinite kromatografisi ile CA
izozimlerinin saflagtirilmasi i¢in yeni bir metot gelistirmislerdir. Bu amagla p-
aminobenzensiilfonamid ile tiirevlendirilmis EUPERGITR C-250L kullanilmuistir.
Hazirlanan jel ile insan CA’1 258 kat, sigir CA’1 ise 478 kat saflastirilmistir ve
saflik SDS-PAGE ile kanitlanmustir.

Banerjee vd. (2004) metal afinite kromatografi kullanarak CA’1 saflagtirmiglardir.
Bu amagla, Sepharoz-iminodiasetat (IDA)-Zn?* kolonu hazirlamislar ve insan CA
II'nin Zn*" iyonuna olan ilgisi sebebiyle kolona baglanmasi saglanmistir. Enzim
kaynagi olarak insan CA II’si sentezleyen rekombinant E. coli hiicreleri
kullanilmistir. Toplam enzim geri kazanmimi % 76 olarak bulunurken enzimin
safligt SDS-PAGE ile gosterilmistir.

Hisar vd. (2006) gokkusagi alabaligi solungaclarindan CA saflagtirmiglar ve
kinetik ozelliklerin incelenmislerdir. Saflagtirma adimi igin Sepharose-4B-L-
tirozin-sulfonamid afinite jel kromatografisi kullanilmis ve 104.8 kat saflagtirma
elde edilmistir. Enzimin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 28 kDa bulunurken jel
filtrasyon kromatografisi ile 27 kDa olarak bulunmustur. Optimum pH, kararli pH
ve optimum sicaklik sirasi ile 9.5, 8.2 (0.025 M borik asit tamponu) ve 17.5 °C
olarak bulunmustur. p-nitrofenilasetat substrati i¢in Ky, Ve Vax degerleri sirasiyla
8.13 mM ve 2.10 pmol/mg protein/dak dir.

Demir vd. (2007) Elephas trogontherii (bozkir fili) kemiginin (yaklasik 0.3-0.5
milyon yillik) farkli bélgelerinden (periferal disi, sitozolik, periferal i¢i ve tiim) 4
CA izozimini Sepharose 4B-L-tirozin siilfonamid afinite kromatografisi ile
saflagtirmiglar ve kinetik 6zelliklerini bilinen CA izozimleri ile karsilagtirmiglardir.
Enzimin safligit SDS-PAGE ile gosterilmistir. Periferal disi, sitozolik, periferal ici
ve tim kemikten elde edilen CA’in saflastirma katsayisi sirasiyla 395.6, 652.8,
1091 ve 429.3; jel filtrasyon kromatografisi ile saptanan molekiil kiitleleri ise
sirastyla 37, 36, 35 ve 39 kDa’dur. Optimum sicakliklar 10-20, 30, 30 ve 60 °C
iken optimum pH’lar 7.5-11, 7.5-10, 7.5-10 ve 7.5’dir. Enzimin K, degeri
sirastyla 4.83, 6.80, 4.53 ve 3.86 MM, Vnax degerleri 0.00097, 0.0149, 0.00249 ve
0.00072 pmol/L.dak olarak bulunmustur.

Sharma vd. (2009) CaCOs’ca zengin toprak drneklerinden Pseudomonas fragi’den
ekstraseliiler CA saflastirmiglardir. CA afinite kromatografisi ile tek adimda % 86
verimle ve 4.52 kat saflastinlmistir. Bu amagla, besi ortamindan % 75°lik



85

amonyum siilfat ile ¢oktiiriilen 6rnek direkt olarak agaroza bagli p-aminometil-
benzensiilfonamid afinite kolonuna uygulanmistir. Kolona baglanan CA 100 mM
sodyum asetat, 500 mM NaClO, ve 0.01 mM EDTA ile eliie edilmistir.
Saflastirllan CA’in molekiil kiitlesi Sephadex G-100 kullanilan jel filtrasyon
kromatografisi ile hesaplanirken proteinin alt birimlerinin molekiil agirligit SDS-
PAGE ile tayin edilmistir. 31.0 kDa’luk alt birimlerden olusan trimerik bir protein
olan CA’m 7.0-8,5 pH ve 35-45 °C sicaklik araliginda kararli oldugu bulunmustur.
Kursun, civa ve EDTA’nin CA aktivitesi iizerine inhibe edici etkilerine karsin
¢inko, demir ve kadmiyum aktiviteyi arttirmaktadir.

Ramanan vd. (2009) karbon dioksitin biyo-ayrilmasi i¢in Citrobacter freundii’den
CA saflagtirmiglardir. Saflagtirma amaciyla jel filtrasyon ve sonrasinda iyon
degisim kromatografisi uygulanmigtir ve saflik SDS-PAGE ile gosterilmistir.

Enzimin molekiil kiitlesinin 24 kDa oldugu saptanmustir.

Gokkusagi alabaligi solungaglarindan saflastirilan CA  enzimi {izerine bazi
pestisitlerin in vitro ve in vivo etkileri Ceyhun vd. (2010) tarafindan incelenmistir.
CA’m saflastirilmasi igin Sepharose 4B-anilin-siilfonamit afinite kromatografisi
kullanilmistir ve 214 katlik bir saflagtirma elde edilmistir. Toplam CA saflagtirma
verimi % 52.88 iken spesifik aktivite 413.53 EU/mg protein olarak hesaplanmustir.
Saflik ayrica SDS-PAGE ile 29 kDa’daki tek bant ile de gosterilmistir.
Deltametrin, diazinon, propoksur ve sipermetrin pestisitleri ile in vitro CA
aktivitesi doza bagl olarak inhibe olmaktadir. Deltametrin, diazinon, propoksur ve
sipermetrinin 1Csy degerleri sirasiyla 0.137, 0.267, 0.420 ve 0.460 uM’dir. Ayrica
deltametrinin in vivo calismalar1 gokkusagi alabaligt CA aktivitesi lizerinde
gergeklestirilmistir ve CA {i¢ derisimde (0.25, 1.0 ve 2.5 pg/L) 24 ve 48 saatte
onemli 6l¢ilide inhibe olmustur.

Teleost balik Dicentrarchus labrax solungaglarindan o-CA’in saflastirilmasi,
karakterizasyonu ve bazi anyonlara karsi inhibisyon ¢aligmalart Ekinci vd. (2011)
tarafindan gergeklestirilmistir. Saflagtirma iglemi tek adimli Sepharose 4B-tirozin-
siilfonamid afinite kromatografisi ile gerceklestirilmistir. Afinite kolonunda
tutulan enzim 1.0 M NaCl/25 mM Na,HPO, (pH 7.0) ¢ozeltisi ile eliie edilmistir.
Enzim 84.9 kat ve % 58 verimle saflagtirilmig ve spesifik aktivitesi 838.9 U/mg
protein olarak bulunmustur. Enzimin safligt SDS-PAGE ile gosterilmistir.
Enzimin optimum pH’1 ve sicakligi sirasiyla 8.0 ve 10 °C olarak bulunmustur.
Optimum iyonik siddet ise 400 mM olarak bulunmustur. Saflastirilan CA’nin
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kinetik parametreleri de 4-nitrofenil asetat substratina kars1 esteraz aktivitesi i¢in
saptanmis ve Ky degeri 1.595 mM, Vi degeri ise 0.509 umol/dak. olarak
hesaplanmistir. Saflastirilan enzime karst HNSOs', I, SCN', NO3', NO,', N3, Br,
CI', SO4* ve F anyonlarinin inhibitér etkileri incelenmis ve siilfamik asit, iyodiir
ve tiyosiyanatin giiclii inhibitér olduklar1 NOjz, NO, ve Nj; anyonlarinin ise
ortalama inhibitor aktivitesine sahip olduklart bulunmustur.

Cincinelli vd. (2011) Antarktik fok Leptonychotes weddellii’nin ¢esitli
organlarindan (karaciger, bobrek, bagirsak, kalp, akciger ve dalak) a-CA
saflastirmiglar ve g¢esitli anyonlar ve siilfonamitlerin CA {izerine inhibitor etkilerini
incelemislerdir.  Saflagtirma  islemi CH  Sepharose 4B-4-(2-aminoetil)-
benzensiilfonamid afinite kolonu ile gerceklestirilmistir. Elde edilen CA’1n saflig1
SDS-PAGE celektroforezi ile gosterilmistir. Saflagtirilan  enzimin kinetik
parametreleri de incelenmis ve ke/Km degeri (1.4 x 10°M™S™) dogadaki en aktif
enzimlerden birisi olan insan CA I'nin ke/Knm degerine (1.5 x 10°M™s™) oldukea
yakin olarak bulunmustur. Enzimin Michaelis-Menten sabiti (K,) de insan CA
Il’ye benzer olarak fok enzimi i¢in 7.5 mM, insan CA Il i¢in 9.3 mM bulunmustur.
Enzim, siyanat, tiyosiyanat, siyanit, bikarbonat, karbonat, siilfamit, siilfamat,
fenilboronik/fenillarsonik asitten siddetli bir bigimde inhibe olmaktadir.
Diklorfenamit, zonisamit, sakarin ve hidroklorotiazit ise zayif inhibitorlerdir.

Teleost balik Dicentrarchus labrax karacigerinden CA saflastirilmasi  ve
karakterizasyonu ilk kes Ceyhun vd. (2011) tarafindan yapilmistir. Saflagtirma
islemi  Sepharose 4B-tirozin-siilfonamid kullanilarak tek adimli afinite
kromatografisi ile gerceklestirilmistir. Enzim % 46 verim ile 78.8 kat saflagtirilmig
ve spesifik aktivitesi 751.72 U/mg protein olarak bulunmustur. Kolona baglanan
CA 1.2 M NaCl/25 mM Na,HPO, (pH 6.3) ile eliie edilmistir. Saflagtirilan
enzimin molekiil kiitlesi jel filtrasyon kromatografisi ile 30.2 kDa olarak
saptanmigtir. Saflik ayrica SDS-PAGE ile gosterilmistir. Optimum pH’1 7.5,
optimum sicakligr 25 °C, optimum iyonik siddeti 10 mM’dir ve pH 8.5’da da
kararhdir. Enzimin kinetik parametreleri 4-nitrofenil asetatin substrat olarak
kullanildig1 esteraz aktivitesi ile saptanmistir ve Ky ve Vpa degerleri sirasiyla
0.44 mM ve 0.249 pmol/dak olarak bulunmustur. Aragtiricilar ayrica enzim
aktivitesi tizerine AI**, Cu®*, Pb*, Co*, Ag®, Zn** ve Hg* iyonlarinin inhibitor
etkilerini incelemislerdir. AI** ve Cu® giiglii inhibisyona neden olurken, Pb*
iyonunun ortalama bir inhibisyona sahip oldugu diger iyonlarin ise daha zayif
inhibe edici etki gosterdigi bildirilmistir.
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Ores vd. (2012) sigir eritrositlerinden CA saflastirmiglar ve karbon dioksitin
enzimatik olarak yakalanmasini incelenmislerdir. Bu amagla, iki farkli saflagtirma
teknigi uygulanmistir: ilki farkli ¢dzgen oranlarinin ¢aligildigi kloroform ve etanol
organik ¢ozgenleri ile ekstraksiyon; digeri ise amonyum siilfat ¢oktiirmesi (farkli
ylizde doygunluk degerlerinde). Karbon dioksit her teknik ile elde edilen enzim ile
kalsiyum karbonat olarak ¢oktiiriilerek yakalanmistir. Etanol ve kloroform ile
ekstrakte edilen enzimin aktivitesi 2623 U/mL, geri kazanimi1 % 98 ve saflastirma
faktorii 104 kat iken % 60’lik amonyum siilfat ile ¢oktiiriilen enzimin aktivitesi
2162 U/mL, geri kazanimi % 66 ve saflagtirma faktorii ise 1.4 kattir. Her iki islem
ile saflagtirilan enzim ekstraktlari karbon dioksit yakalamada kullanilmistir ve
endiistriyel karbondioksit yakalamada kullanilabilecek iyi bir alternatif olarak
goriilmektedir.

Termofilik bakteri Sulfurihydrogenibium sp. YO3AP1’den yeni bir CA Capasso
vd. (2012) tarafindan izole edilmis ve karakterize edilmistir. Bu CA’1 kodlayan
gen klonlanmig ve E. coli’de tiretilerek histidin segicili nikel afinite jeli ile 16 kat
saflastirilmigtir. Saflik ayn1 zamanda SDS-PAGE ile de gosterilmistir. Enzimin a-
sinifina ait oldugu, monomer yapida ve 26.1 kDa molekiil kiitlesine sahip oldugu
ve esteraz aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Kinetik parametreler substrat olarak
CO, ve p-nitrofenilasetat kullanilarak saptanmigtir.  Termoaktivite ve
termostabilite calismalar1 enzimin 0-100 °C araliginda aktif oldugunu ve 100
°C’de 2 saat sonunda aktivitesini tamamen korudugunu gostermistir. Poliiiretan
kopiiklere immobilize edilen enzimin oldukga aktif oldugu ve 100 °C’de 50 saat
boyunca aktif kaldig1 bulunmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Deneylerde, Shimadzu (UV-1601) spektrofotometre, Cole & Palmer (Masterflex,
C/L) peristaltik pompa, Ohaus (Pioneer, PA 214 C) 0.1 mg duyarlikta terazi, Velp
(Multistirrer 15) manyetik karistirici, Hanna (pH 211) pH metre, Hettich
(Universal 32R) ve Sigma (3K30) santrifiij, Bio-Rad (Mini-Protean tetra)
elektroforez aygiti ve Bio-Rad (PowerPac Basic) giic kaynagi, Memmert (UNB
400) etiiv, VWR (1180S) sirkiilatorlii su banyosu, Memmert (WB14) su banyosu,
Bandelin (Sonorex RK255H) ultrasonik banyo, GFL (2001/4) saf su cihazi,
Millipore (Simplicity) ultra saf su cihazi, Axygen (Axypet) otomatik pipetler

kullanilmugtir.

Karbonik anhidraz II (sigir eritrositinden), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA),
N,N'-metilen bis(akrilamid) (MBAAm), amonyum persiilfat (APS), N,N,N',N'-
tetrametilen diamin (TEMED), p-nitro fenilasetat (p-NPA), bromtimol mavisi,
potasyum tiyosiyanat, borik asit, 2-(N-morfolino)etansiilfonik asit (MES), 3-(N-
morfolino)propansiilfonik asit (MOPS), albumin (sigir serum), hemoglobin (sigir
serum), IgG (sigir serum), y-globulin (sigir serum), SDS, Tris-baz, akrilamid,
gliserol, bromfenol mavisi, glisin, etanol, amonyum siilfat, sodyum bromiir,
sodyum siilfat, magnezyum nitrat, kalsiyum kloriir, histidin metil esteri,
hidrokinon, trietil amin, metakriloil ve elektroforez standart protein karigimi
[miyozin (tavsan kani, 205 kDa), B-galaktozidaz (E. coli, 116 kDa), fosforilaz B
(tavsan kani, 97 kDa), albumin (sigir serum, 66 kDa), albumin (yumurta aki, 45
kDa), karbonik anhidraz (sigir eritrosit, 29 kDa)] Sigma (Steinheim,
Almanya)’dan; sodyum kloriir, sodyum nitrat, amonyum kloriir, amonyum asetat,
potasyum siilfat, potasyum klorat, etil asetat, sodyum hidroksit ve sodyum asetat
Riedel-de Haén (Seelze, Almanya)’dan; dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum
bromiir, Tris-HCI, asetonitril, etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), amonyum
tiyosiyanat, amonyum nitrat, sodyum tiyosiyanat, sodyum iyodiir, magnezyum
kloriir, potasyum kloriir, diklor metan ve metanol Merck (Dramstadt,
Almanya)’dan; potasyum dihidrojen fosfat, magnezyum siilfat ve asetik asit Carlo
Erba (Rodano, Italya)’dan, Commassie Brillant Blue G-250, etilen glikol,
kalsiyum nitrat ve lizozim (yumurta beyazi) Fluka (Steinheim, Almanya)’dan; 4-
(2-hidroksietil)piperazin-1-etansiilfonik asit (HEPES) ve p-merkaptoetanol
AppliChem (Darmstadt, Almanya)’dan temin edilmistir.
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Polimer karakterizasyonu i¢in Adnan Menderes Universitesi Bilim Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezinde bulunan FTIR spektrofotometresi (Varian,
FTS 7000, ABD), Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
merkezinde bulunan elementel analiz cihazi (Leco, CHNS-932, ABD), izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezinde bulunan taramali
elektron mikroskobu (SEM) (FEI, Quanta 250 FEG, ABD) ve BET cihazi
(Micromeritics, Gemini V, ABD), Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, Biyokimya Anabilim Dalinda bulunan floresans spektrometre cihazi
(Shimadzu, RF53010, Japonya), kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Poli(HEMA) Kriyojellerinin Sentezlenmesi

PoliHEMA) kriyojellerinin ~ sentezlenmesi igin  0.283 g N,N'-metilen-
bis(akrilamid) (MBAAmM) 10.0 mL distile suda, 1.3 mL 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) 3.7 mL distile suda c¢ozilmiistiir. Ayr1 beherler igerisinde buz
banyosunda ¢dziilen reaktifler daha sonra karistirilarak {izerine 20.0 mg amonyum
persiilfat (APS) eklenmigtir. Karigimin {izerine 25.0 pL N,N,N',N'-tetrametilen
diamin (TEMED) eklenerek hizli bir sekilde enjektor (5.0 mL hacim, 0.8 cm ¢ap)
igerisine 3.5 mL alinmigtir. Agz1 parafilm ile kapatilan enjektor -12 °C’de 24 saat
bekletildikten sonra oda sicakligina alinarak donmus olan suyun erimesi
saglanmigtir. PolilHEMA) kriyojellerin sentezi Sekil 3.1.°de sematik olarak
gosterilmistir. Olusan kriyojel peristaltik pompa kullanilarak 200 mL distile su ile
yikanmis ve monomer artiklarindan temizlenmistir. Islem dort tekrarli olarak

yapilmistir.
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0,283 g MBAAM 10 mL distile su 1,3 mL HEMA 3,7 mL distile su

\ Cozettiler /

kanistirilir
20 mg APS 25 uL TEMED

N/

-

-12 °C'de
24 saat

Sekil 3.1. Poli(HEMA) kriyojellerin sentezi.
3.2.2. N-metakriloil-(L)-histidin (MAH) Monomerinin Sentezi

Karbonik anhidraz baskilanmis kriyojellerin hazirlanmasinda fonksiyonel
monomer olarak MAH kullanilmistir. MAH monomerinin sentezi Hacettepe
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya Anabilim dali
tarafindan gergeklestirilmistir.r MAH sentezi igin; 5.0 g histidin metil esteri ve 0.2
g hidrokinon 100 mL CH)CI, igerisinde ¢06ziilmiis ve ¢ozelti 0 °C’ye
sogutulmustur. Cozelti iizerine 12.74 g trietilamin eklendikten sonra 5.0 mL



91

metakriloil kloriir azot ortaminda bu ¢ozeltiye eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda
manyetik karigtiricida karistirilmistir. Bu kimyasal reaksiyon periyodu sonunda
reaksiyona girmeyen metakriloil kloriir 50.0 mL % 10’luk NaOH ile ekstrakte
edilmistir. Stv1 faz doner buharlastiricida evapore edilmis ve kalinti (MAH) etanol

ve etilasetatda kristallendirilmistir.
3.2.3. Poli(HEMA-MAH) Kriyojellerinin Sentezlenmesi

Poli(HEMA-MAH) kriyojellerinin sentezlenmesi ig¢in 0.283 ¢ MBAAm 10.0 mL
distile suda, 1.3 mL 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve 20.0 mg MAH karigimi
3.7 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Ayr1 beherler icerisinde buz banyosunda ¢6ziilen
reaktifler daha sonra karistirilarak tizerine 20.0 mg APS eklenmistir. Karigimin
iizerine 25.0 uL. TEMED eklenerek hizli bir sekilde enjektor (5.0 mL hacim, 0.8
cm ¢ap) icerisine karisimdan 3.5’er mL alinmigtir. Agz1 parafilm ile kapatilan
enjektor -12 °C’de 24 saat bekletildikten sonra oda sicakligina almarak donmus
olan suyun erimesi saglanmistir. Poli(HEMA-MAH) kriyojellerin sentezi Sekil
3.2.’de sematik olarak gosterilmistir. Olusan kriyojel 200 mL distile su ile
peristaltik pompa yardimiyla yikanmis ve monomer artiklarindan temizlenmistir.

Islem dért tekrarh olarak yapilmistir.
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0,283 g MBAAmM 10 mL distile su 1,3 mL HEMA 3,7 mL distile su

20 mg MAH

\ Cozeltiler /

kanstirilir
20 mg APS 25 uL TEMED

N/

-

| 3,5mL

-12 °C'de
24 saat

Sekil 3.2. Poli(HEMA-MAH) kriyojellerin sentezi.

3.2.4. Karbonik Anhidraz Baskilanmis PoliHEMA-MAH) Kriyojellerinin
(MIP) Sentezlenmesi

0.2 mol (44.6 mg) MAH monomeri ve 10.0 mg karbonik anhidraz 2.0 mL pH 6.0
fosfat tamponunda (0.1 M) c¢oziilerek 4 saat boyunca +4 °C ve 50 rpm’de
karistirilarak 6n kompleks olusumu saglanmigtir. On kompleks hazirlik asamasi

Sekil 3.3.’de sematik olarak gosterilmistir. Hazirlanan bu kompleksten 1.0 mL
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alinarak 1.3 mL HEMA monomeriyle karigtirtlmig ve ¢6zelti hacmi 5.0 mL’ye saf
su ile tamamlanmustir. Elde edilen ¢6zelti 0.283 g MBAAmM (10.0 mL distile suda)
ile karigtirilarak iizerine 20.0 mg APS eklenmistir. Karigimin iizerine 25.0 pL
TEMED eklenerek hizli bir sekilde enjektor (5.0 mL hacim, 0.8 cm cap) igerisine
karisimdan 3.5 mL alinmistir. Agz1 parafilm ile kapatilan enjektor -12 °C’de 24
saat bekletildikten sonra oda sicakligina alinarak donmus olan suyun erimesi
saglanmistir. Olusan kriyojel 200 mL distile su ile yikanarak monomer

artiklarindan temizlenmistir.

44.6 mg (0.2 mol) MAH 10.0 mg CA

20mL pH 6.0, 0.1 M
fosfat tamponu\

+4°C'de 50 rpm
4 saat

Sekil 3.3. CA-MAH 6n kompleksinin olugumu.

Baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojellerin sentezi Sekil 3.4.’de sematik olarak

gosterilmistir.
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0,283 g MBAAM 10 mL distile su 1,3 mL HEMA 2,7 mL distile su

AN

\ Cozeltiler /

kanistirilir
20 mg APS 25 uL TEMED

N/

-

| 3,5mL

-12 °C'de
24 saat

Sekil 3.4. Baskilanmis poli (HEMA-MAH) kriyojellerin sentezi.
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3.2.5. Kriyojel Sentezinde Kullanilan MAH Monomerinin ve Karbonik
Anhidraz Miktarimin Optimizasyonu

Kriyojel sentezinde fonksiyonel monomer olarak kullanilan MAH miktan ile
baskilama isleminde kullanilan karbonik anhidraz miktarin1 optimize etmek {lizere
Cizelge 3.1.’de gosterilen oranlar kullanilarak kriyojeller hazirlanmistir. Bunun
icin farkli miktarlardaki MAH monomeri (0.1, 0.2 ve 0.3 mol) ve karbonik
anhidraz (5.0, 10.0, 15.0 ve 20.0 mg) 2.0 mL pH 6.0 fosfat tamponunda (0.1 M)
¢Oziilmiis ve 4 saat boyunca +4 °C ve 50 rpm’de karistirilarak 6n kompleks
olusumu saglanmistir. On kompleksin hazirlanmasi sematik olarak Sekil 3.5.’de
gosterilmistir. Hazirlanan bu kompleksten 1.0 mL almarak 1.3 mL HEMA
monomeriyle karistirilmis ve ¢ozelti hacmi saf su ile 5.0 mL’ye tamamlanmaistir.
Elde edilen ¢ozelti 0.283 g MBAAmM (10.0 mL distile suda) ile karigtirilarak
iizerine 20.0 mg APS eklenmistir. Karisimi iizerine 25.0 pL TEMED eklenerek
hizli bir sekilde enjektor (5.0 mL hacim, 0.8 cm ¢ap) igerisine karigimdan 3.5 mL
almmistir. Agz1 parafilm ile kapatilan enjektor -12 °C’de 24 saat bekletilmistir.
Yirmi dort saat sonunda 6rnek oda sicakligina almarak donmus olan suyun erimesi
saglanmig ve olusan kriyojel 200 mL distile su ile yikanarak monomer
artiklarindan temizlenmigtir. Baskilanmis olan karbonik anhidrazi kriyojelden
sokmek tizere kriyojel, 20.0 mL 1,0 M NaCl igeren pH 4.0 asetat tamponu (0.1 M)
ile yikanmaistir.

0.1. 0.2, 0.3 mol MAH . 10.0, 15.0, 20.0 mg CA

2.0 mL pH 6.0,
0.1 M fosfat tamponu

+4 'C'de 50 rpm
4 saat

Sekil 3.5. Farkli MAH ve CA igeriklerine sahip 6n kompleksin olusumu.
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Cizelge 3.1. Kriyojellerin sentezinde kullanilan MAH monomeri ve CA miktarlari.

Kriyojel Adi MAH miktar1 (mol) CA miktar1 (mg)
NIP, 0.1 -
NIP, 0.2 -
NIP; 0.3 -
CA; 0.1 5.0
CA; 0.1 10.0
CA; 0.1 15.0
CA, 0.1 20.0
CAs 0.2 5.0
CAs 0.2 10.0
CA; 0.2 15.0
CAg 0.2 20.0
CAq 0.3 5.0
CAqp 0.3 10.0
CAu 0.3 15.0
CAp 0.3 20.0

NIP: Karbonik anhidraz baskilanmamis polimerler.
CA: Karbonik anhidraz baskilanmis polimerler

Kriyojel igerigindeki MAH ve CA miktarinin optimizasyonu i¢in farkli MAH
monomeri (0.1, 0.2 ve 0.3 mol) ve CA (5.0, 10.0, 15.0 ve 20.0 mg) iceren
kriyojellere karbonik anhidrazin adsorpsiyonu deneyleri yapilmistir. Bunun igin
0.5 mg/mL (pH 6.0, 0.1 M fosfat tamponunda) derisiminde hazirlanmig karbonik
anhidrazin 3.0 mL lik ¢ozeltisi bir peristaltik pompa yardimi (0.5 mL/dk ve 2 saat
siire ile) ile siirekli sistemde kriyojelden gecirilmistir. iki saat sonunda kriyojele
baglanmayan CA c¢ozeltisinde protein ve aktivite tayini yapilmistir. Kriyojelde
adsorplanan CA 10.0 mL, 1.0 M NaCl ¢ozeltisi (0.1 M; pH 4.0 asetat tamponunda)
ile desorbe edilerek yine bu Ornekte protein ve aktivite tayini yapilmistir.
Baslangic ve son protein miktarlarina ve aktivitelerine bakilarak en yliksek oranda
karbonik anhidraz baglayan MAH monomeri miktar1 tespit edilmistir. Ayrica
hazirlanan kriyojellerde, % sisme derecesi, baglanan suyun gram cinsinden gisme
derecesi, makrogozeneklilik ve akig hizi dlgiimleri yapilmustir.
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3.2.6. Sentezlenen Kriyojellerin Karakterizasyonu
3.2.6.1. Sisme derecesi dlciimleri

Sentezlenen kriyojellerin [poli(HEMA), baskilanmamis poli(HEMA-MAH), farkli
derisimlerde MAH monomeri ve CA igeren baskilanmis poli(HEMA-MAH)]
sisme derecelerinin tayini i¢in kriyojeller 24 saat boyunca 60 °C’de kurutulmustur.
Kurumus kriyojeller tartilip, saf su igerisine bekletilmis (25 °C’de) ve belirli
zaman araliklar1 ile adsorplanan su miktar1 Olgiiliip kriyojellerin sisme karakterleri
incelenmistir. Kriyojellerin % sisme derecesi asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmugtir:

% Sisme derecesi = [(Mgismis polimer = Mkuru polimer)/ Miuru potimer] X 100
Kriyojellerin sisme derecesi ise asagidaki esitlik ile hesaplanmaistir:

Sisme derecesi = (Dengede adsorplanan su kiitlesi/kuru kriyojel kiitlesi)
3.2.6.2. % makrogozeneklilik olciimleri

Sentezlenen kriyojellerin makrogozeneklilik oraninin saptanmasi amaciyla
kriyojeller denge sisme oranina kadar sisirilip tartilmigtir. Daha sonra jeller
makrogozeneklerindeki suyun uzaklagtirllmast igin sikilmis ve tartilmistir.

Kriyojellerin % makrogdzenekliligi asagidaki esitlik ile hesaplanmustir:
% Makfogézeneklﬂik = [(msismis polimer ~ mSIkllmls polimer)/mkuru polimer] x 100
3.2.6.3. Akis hiz1 6l¢iimleri

Gozenekli monolitlerin  (6rn. kriyojeller) kromatografide kullanimi sivinin
gozenekler icinden kolayca gegisini gerektirir. Akis direnci bu agidan ¢ok
onemlidir ve sivinin monolit igerisinden ge¢isi i¢in gerekli basing miimkiin oldugu
kadar az olmalidir. Yiiksek akis hizi kromatografik materyalin ¢ok sayida
gdzenege sahip olmasi ve yiiksek makrogozeneklilik orani ile ulagilabilir (Plieva
vd., 2004). Akis hizi, bir metrelik su kolonu tarafindan olusturulan hidrostatik
basing altinda suyun kriyojel kolondan akis hiz1 olarak hesaplanabilir. Bunun i¢in
bir erlenden 1 metrelik silikon hortum ile sifon yaptirilarak alinan su kriyojel
kolondan gegirilmis ve kolondan 1 dakikada gecen su hacmi Sl¢iilmiistiir.
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3.2.6.4. FTIR (Fourier Transform Infrared) spektrometre 6l¢ciimleri

Sentezlenen kriyojellerin FTIR spektrumunun alinmast i¢in kurutulan ve toz haline
getirilen Ornekler KBr ile homojen bir sekilde karistirilmis ve pellet haline
getirilmistir. Hazirlanan pellet FTIR spektrometresine yerlestirilerek FTIR
spektrumu Ol¢limleri gergeklestirilmistir.

3.2.6.5. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) 6l¢iimleri

Sentezlenen kriyojellerin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak incelenmistir. Bunun i¢in kurutulan ve toz haline getirilen 6rnekler

SEM cihazina yerlestirilerek SEM fotograflari ¢ekilmistir.
3.2.6.6. Elementel analiz olciimleri

Sentezlenen kriyojellerin karakterizasyonda MAH monomerinin kriyojel yapisina
girip girmediginin tespiti igin kriyojeller elementel analiz islemine tabi
tutulmustur. Bu islem i¢in toz haline getirilen kriyojellerde toplam azot tayini

elementel analiz cihazi kullanilarak yapilmistir.
3.2.6.7. Yiizey alani 6lciimleri

Sentezlenen kriyojellerin yiizey alan1 BET cihazi kullanilarak tayin edilmistir. Bu
amagla, kurutularak toz haline getirilen kriyojel 6rnekleri BET cihazina verilmis
ve Olglimler gergeklestirilmistir.

3.2.7. Protein Tayin Yontemi

Calismalar boyunca tiim protein tayinleri Bradford’a (1976) goére yapilmistir.
Bunun i¢in farkli derigimlerde hazirlanan protein standartlarinin 50.0 ulL’si 2.5 mL
Commassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi ile karistirildiktan sonra 595 nm’de kore
kars1 absorpsiyonlar1 Olgiilmiistiir. Kor o©Ornek yerine saf su kullanilarak

hazirlanmustir.
3.2.8. Enzim Aktivite Denemeleri

Sentezlenen kriyojellere karbonik anhidraz adsorpsiyonu denemeleri ve karbonik
anhidraz enziminin saflastirilmast denemelerinin her asamasinda karbonik

anhidraz enzimi aktivitesi Ol¢iileceginden enzimin substratina doygun oldugu
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substrat derisimi tespiti yapilmistir. Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi p-nitro
fenilasetat (p-NPA) substrati kullanilarak, Pocker ve NG’ye goére yapilmistir
(1973). Bunun igin farkli derisimlerde hazirlanan p-nitro fenilasetat (4.5 x 10™ —
1.0 x 10™ M) ve enzim 6rnegi HEPES tamponuna ilave edilerek (5.0 x 10 M, pH
7.2) birim zamanda 400 nm’deki absorpsiyonun (AA/At) artis1 izlenmistir.
Aktivite ol¢iimil prosediirii asagida gosterilmistir:

KOR ORNEK
0,95 mL HEPES 0,9 mL HEPES
- 50 puL enzim

50 uL p-NPA (asetonitrilde) 50 pL p-NPA (asetonitrilde)

Karbonik anhidraz enzim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmastir.

U _ AAXV x1000
exd XAt

Burada V, spektrofotometre kiivetindeki son hacim (mL); €, p-NPA’m molar
absorbans katsayis1 (18400 M'em™); d, 151k yolu (10 mm) dur.

Kan o6rneklerinde esteraz aktivitesine sahip olabilen diger bilesenlerden dolay1 bu
orneklerdeki CA aktivitesi dogal substrati olan CO, kullanilarak incelenmistir
(Rickli, 1964). Bu yontem CO,’in HCO3’a doniisiimii ile meydana gelen pH
degisiminin 6l¢iilmesini igerir. Bu amagla 100 mL saf su igerisinde CO, gazi 30
dakika siireyle gegirilerek doygun substrat ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Koér deneme
icin 2.0 mL Tris-HCI tampon (2.0 x 102 M, pH 8.3) iizerine 100 pL bromtimol
mavisi indikatori ilave edilmistir. Karisim iizerine 2.0 mL substrat ¢ozeltisi ilave
edilmis ve ¢ozeltinin rengini maviden sariya donme siiresi Ol¢iilmiis ve to olarak
kaydedilmistir. Enzim denemesi i¢in ise yine 2.0 mL Tris-HCI tamponu {izerine
100 uL bromtimol mavisi ilave edilmistir. Bu karisim iizerine 100 pL enzim
¢ozeltisi eklenerek substrat ¢ozeltisinin ilavesi ile renk degisim siiresi 6l¢lilmiistiir.
Burada olgiilen siire t olarak kaydedilmistir ve Rickli aktivitesi asagidaki formiil

ile hesaplanmigtir:

t, —t

t —
0 Spesifik Aktivite=— L
t mg protein

Bir RickliBirimi (1U)=
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3.2.9. Desorpsiyon Ajaninin Sec¢imi

Kriyojele baglanan karbonik anhidraz enzimini desorbe etmek igin literatiirde
uygulamalar1 olan 4 farkli desorpsiyon ajami kullanilmigtir [Tris-HCI, KSCN,
Etilen glikol ve NaCl (Ozensoy et al vd., 2004; Krungkrai vd., 2001; Sharma vd.,
2009; Domsic vd., 2008; Yu vd., 2006; Miyamoto vd., 1996; Guliev vd., 2003)].
Bunun i¢in kriyojel 20 mL desorpsiyon ajani ile siirekli sistemde 4 saat boyunca
yikanmistir. Yikama iglemi desorpsiyon ortaminda protein kalmayimcaya kadar
(280 nm’de absorpsiyon goriilmeyinceye kadar, 10 mL hacimlerde, 2 saat) adim
adim tekrarlanmistir. Desorpsiyon ajanlar farkli pH ve derisimlerde uygulanarak,
kriyojele baglanan karbonik anhidrazi en az adimda desorbe eden desorpsiyon

ajani secilmistir.
3.2.10. Karbonik Anhidrazin Kriyojellere Adsorpsiyonunun Optimizasyonu
3.2.10.1. Adsorpsiyona pH’1n etkisinin incelenmesi

Kriyojellere karbonik anhidraz adsorpsiyonu iizerine pH’mn etkisini incelemek
lizere, adsorpsiyon islemleri farkli pH’larda tamponlar kullanilarak tekrarlanmistir.
Bu amagla pH 4.0 — 5.5 araliginda asetat tamponu (0.1 M); pH 6.0 — 7.5 araliginda
fosfat tamponu (0.1 M) ve pH 8.0 — 10.0 araliginda boraks tamponu (0.1 M)
kullanilmistir. Kriyojeller dncelikle kullanilacak olan tampon ¢ozeltiler (10.0 mL)
ile siirekli sistemde 2 saat dengelenmis ve farkli tampon ¢ozeltilerde hazirlanan
karbonik anhidraz g¢ozeltileri sistemden gecirilerek baglanan protein miktarlari
tayin edilmistir.

3.2.10.2. Adsorpsiyona farkh tampon tiplerinin etkisinin incelenmesi

Karbonik anhidraz baskilanmigs poliHEMA-MAH) kriyojellerine karbonik
anhidraz adsorpsiyonuna farkli tampon ¢ozelti tiplerinin etkisi incelenmis ve bu
amagla HEPES (pH 7.0, 7.5, 8.0), MES (pH 5.5, 6.0, 6.5), MOPS (pH 6.5, 7.0,
7.5, 8.0), Tris-HCI (pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0), Asetat (pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5), Fosfat
(pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5) ve Borat (pH 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0) tampon ¢ozeltileri
kullanilmigtir. Tampon ¢dzeltilerin  hazirlanmasinda kullanilan  bilesiklerin

formiilleri ve pK, degerleri Sekil 3.6.”da verilmistir.
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Sekil 3.6. pH denemelerinde kullanilan tamponlar ve pK, degerleri.

3.2.10.3. Adsorpsiyona ortamdaki karbonik anhidraz derisiminin etkisinin
incelenmesi

Karbonik anhidraz derisiminin adsorpsiyon {iizerine etkisini incelemek {iizere
protein derisimi 0.05 — 2.00 mg/mL araliginda degistirilmistir. Spesifik olmayan
baglanmanin gozlenmesi amaciyla denemeler baskilanmamis kriyojeller

kullanilarak tekrarlanmstir.
3.2.10.4. Adsorpsiyon izotermlerinin tespiti

Baskilanmis kriyojellere CA adsorpsiyon verileri kullanilarak adsorpsiyonun
kinetigi aragtirnlmistir. Bu amagla Langmuir ve Freundlich izotermleri

kullanilmstir.
Langmuir izotermi asagidaki esitlik kullanilarak elde edilmistir:
0 = OmaxPCe/(1 + bCe)

burada ¢, Langmuir tek tabaka adsorpsiyon kapasitesi (mg/g); Ce, denge karbonik
anhidraz derisimi (mg/mL); b, tek tabaka adsorpsiyonu gosteren Langmuir
adsorpsiyon denge sabitidir.

Freundlich izotermi ise asagidaki esitlik ile gosterilir:

q - KFCel/n
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burada Kg, Freundlich adsorpsiyon sabiti (mg/g); C., denge karbonik anhidraz
derisimi (mg/mL); n, sistemin heterojenligini ifade eden Freundlich sabitidir
(Derazshamshir, 2010).

3.2.10.5. Adsorpsiyona iyonik siddetin etkisinin incelenmesi

Adsorpsiyonu etkileyen bir diger 6nemli parametre ortamin iyonik siddetidir.
Farkli iyonik siddetlerde (0-1.0 M NaCl) hazirlanan protein ¢ozeltileri kriyojel
kolondan gegirilerek iyonik siddetin adsorpsiyona olan etkisi incelenmistir. Ayrica
Ca(NQg),, CaCl,, KySO4, KCI, KCIO,, Mg(NOs),, MgCl,, MgSO,, Na,SO4, Na
asetat, NaBr, NaCl, Nal, NaNO;, NaSCN, (NH,),SO,, NH, asetat, NH,CI,
NH4NO;, NH;SCN tuzlarmin da CA adsorpsiyonu fizerine etkileri {iizerine
caligilmustir.

3.2.10.6. Adsorpsiyona sicakhigin etkisinin incelenmesi

Karbonik anhidrazin kriyojellere adsorpsiyonuna sicakligin etkisinin incelenmesi
icin ortam sicakligi 4.0 — 60.0 °C araliginda degistirilmistir.

3.2.10.7. Adsorpsiyona kromatografik akis hizinin etkisinin incelenmesi

Kromatografik akis hizimin karbonik anhidraz baglanmasi {izerine etkisinin

incelenmesi i¢in akis hiz1 0.1 — 4.0 mL/dak araliginda degistirilmistir.
3.2.10.8. Floresans spektrofotometri ol¢iimleri

Adsorpsiyon kosullarinin CA  enziminin konformasyonu iizerine etkisini
incelemek iizere floresans spektrometrisi 6l¢limleri yapilmistir. Bu amagla, saf CA
ve kolondan desorbe edilen CA enzimlerinin floresans spektrumlart alinmis ve
enzimin uyarim ve yayim dalga boylarinda bir kaymanin olup olmadigi

incelenmistir.
3.2.11. Kriyojelin Tekrar Kullanim Ozellikleri ve Operasyonel Kararhlig

Sentezlenen karbonik anhidraz baskilanmis kriyojelin  tekrar kullanim
Ozelliklerinin aragtirilmasi amaciyla, kriyojel 10 dongii boyunca adsorpsiyon ve
desorpsiyon islemlerine maruz birakilmig ve kriyojele adsorplanan karbonik
anhidraz miktarlar1 hesaplanmistir. Kriyojelin operasyonel kararliligini belirlemek
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iizere, kriyojele 10 dongii boyunca karbonik anhidraz adsorplanmis ve desorbe

edilen karbonik anhidrazin aktivitesi l¢lilmiistiir.
3.2.12. Serbest ve Kriyojelden Desorbe Karbonik Anhidrazin Isil Kararlihgi

Serbest karbonik anhidrazin 1s1l kararliligini belirlemek {izere hazirlanan karbonik
anhidraz ¢ozeltileri farkl sicakliklarda (4, 15, 25, 35, 45, 55, 65 ve 75 °C) 5 saat
inkiibe edilmisler ve ¢ozeltilerden 1’er saat ara ile ornekler alinarak aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. Kriyojelden desorbe karbonik anhidrazin 1s1l kararliligini belirlemek
iizere ise hazirlanan karbonik anhidraz ¢dzeltileri farkli sicakliklarda (4, 15, 25,
35, 45, 55, 65 ve 75 °C) ve farkli zaman araliklarinda (1-5 saat) siirekli sistemde
kriyojellerden gegirilmis ve adsorplanan karbonik anhidraz desorbe edilerek
aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

3.2.13. Karbonik Anhidraz Baskilanmis Kriyojellerin Seciciligi

Karbonik anhidraz baskilanmis kriyojellerin segiciliklerinin arastirilmasi amaciyla
hazirlanan kriyojellere karbonik anhidraz yerine albumin (sigir serum),
hemoglobin (s181r), lizozim (yumurta aki), IgG (sigir serum) ve y-globulin (sigir

serum) proteinlerinin adsorpsiyon dzellikleri incelenmistir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin molekiiler tanima segiciligi, dagilma katsayisi
(Kq) ve segicilik katsayist (k) ile degerlendirilir (Kuchen et al, 1988 ve Dai et al,
1999).

Ky dagilma katsayis1 asagidaki esitlik kullanilarak karbonik anhidraz ve diger

yarigmaci proteinler i¢in hesaplanmigtir:
Ka = [(Ci-CoICeVIW

Burada C; ve C; proteinin sirasiyla baslangi¢ ve son derisimleridir. V ¢ozelti hacmi
ve W kullanilan polimerin kiitlesidir.

k segicilik katsayisi ise:
k = Kg/Kaz

formiilii ile hesaplanmustir.
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Burada Kg; ve K, sirasiyla kalip ve yarigmaci proteinin dagilma katsayilaridir.

Protein seciciligi lizerine baskilanmanin etkisini gdstermek iizere kullanilan bagil

secicilik katsayisi (k') asagidaki esitlik yardimi ile hesaplanmigtir:
k' = kbaskﬂl/ kbaSkISIZ

Burada ifade edilen Kpagan V€ Kpasisiz SIrast ile baskilanmis ve baskilanmamis
polimerlerin k degerleridir.

3.2.14. Sigir Eritrositlerinden Karbonik Anhidraz Saflastirilmasi

Taze s1g1ir kan1 Aydin Belediyesi mezbahasindan temin edilmistir. Kuagiilasyonu
onlemek amaciyla sigir kan1 0.1 M EDTA igeren cam siselere alimmistir. Kan
ormekleri 1500 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek plazmanin ve beyaz kan
hiicrelerinin ayrilmasi saglanmigtir. Coken eritrositler % 0.9°luk NaCl ¢ozeltisi ile
2 defa yikanmis ve hacminin 1.5 kati soguk su ile hemoliz edilmistir. Eritrosit
zarlar1 ve biitiin hiicreler + 4 °C’de 20 000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek
uzaklastirilmigtir (Sentlirk vd., 2009). Elde edilen hemolizatin pH’1 kati MES
kullanilarak 6.0’ya ayarlanmistir. Hemolizattaki CA’mn adsorpsiyonu i¢in 5.0 mL
hemolizat alinarak baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojellerine siirekli sistemde
bir peristaltik pompa yardimi ile 2 saat boyunca uygulanmistir. Kriyojele
adsorplanan CA’1n desorpsiyonu 1.0 M NacCl igeren asetat tamponu (pH 4.0) ile
gerceklestirilmigtir. Hemolizatta ve desorbe edilen CA orneklerinde protein
tayinleri yapilip CA aktiviteleri Rickli yontemine gore Ol¢lilmiistiir ve 6rneklerin
elektroforezi yapilmistir.

3.2.14.1. SDS-PAGE elektroforezi

Kriyojeller ile saflastirilan CA’in safligt SDS-PAGE kullanilarak incelenmistir
(Laemmli, 1970). Elektroforez jeli hazirlanmasinda ilk asamada % 10’luk ayirma
jeli hazirlanmistir. Bu amagla 2.55 mL saf su, 1.66 mL ayirma tamponu (2.8 x 107
M SDS igeren pH 8.8 3.0 M Tris-baz tamponu) ve 2.2 mL % 30’luk
akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid ¢ozeltisi karigtirtlmigtir.  Alt1  mikrolitre
TEMED ve 43 uL APS (% 10’luk) eklendikten sonra jel bir enjektdr yardimi ile
elektroforez camlar1 arasina dokiilmiistiir. Jelin hava ile temast % 70’lik etil alkol
kullanilarak kesilmis ve jelin polimerlesmesi i¢in 1 saat beklenmistir. % 5°lik

yogunlastirma jelinin ayirma jelinin iizerine dokiilmesinden dnce jel {izerindeki
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alkol bir kurutma kagidi ile uzaklastirilmigtir. Yogunlagtirma jelini hazirlamak
iizere, 965 pL saf su, 416 pL yogunlastirma tamponu (3.5 x 10 M SDS igeren pH
8.8 0.5 M Tris-baz tamponu) ve 278 puL % 30’luk akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi
ile karigtirillmistir. Daha sonra tizerine 1.7 pL TEMED ve 17 uL % 10’luk APS
ilave edilerek cam plakalar arasma dokiilmiis ve elektroforez taraklar
yerlestirilmistir. Jelin polimerlesmesi i¢in 1 gece beklenmistir.

Ornekler ve standart proteinleri elektroforeze verilmeden once pH 8.5 yiikleme
tamponu (12.5 mL 1 M pH 6.8 Tris-baz, 40 mL % 10’luk SDS, 20 mL gliserol, 2.0
mL % 2’lik brom fenol mavisi ve 5 mL % 5.0’lik B-merkapto etanol) ile
karigtirlmis ve 5 dakika kaynar su banyosunda bekletilmistir. Taraklar
elektroforez jelinden dikkatlice ¢ikartilip olusan kuyucuklar yarisina kadar pH 8.5
yiiriitme tamponu ile (2.5 x 102 M Tris-baz, 0.2 M glisin, 3.5 x 10° M SDS)
doldurulmustur. Orneklerden 15 pL kuyucuklara yiiklenmis ve elektroforez tanki
kuyucuklar ortiilecek sekilde yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Ust jele 100 V
20 mA, alt jele ise 200 V 40 mA elektrik akimi verilerek 6rneklerin yiirtimesi

saglanmis ve elektroforez islemi 90 dakika sonunda tamamlanmstir.

Yiiriitme islemi bittikten sonra cam plakalar arasindan ¢ikartilan jeller ilk 6nce
boyama c¢ozeltisi (Commasie Brillant Blue G-250) igerisine alinarak bir gece
bekletilmistir. Daha sonra boyanan jeller birinci yikama ¢ozeltisinde (400 mL
metanol, 70 mL asetik asit, 530 mL saf su) ardindan ikinci yikama ¢ozeltisinde (50
mL metanol, 70 mL asetik asit, 880 mL saf su) 6’sar saat bekletilerek boyanan
jeller temizlenmistir. Protein bantlar1 belirgin hale gelen jellerin fotograflar
cekilmistir.

3.2.14.2. Zimogram boyamasi

Elektroforez sonunda sadece CA bantlarin1 goriiniirlestirmek amaciyla zimogram
islemi yapilmistir. Bu amagla, yukarida belirtildigi sekilde elektroforez jeli
dokiilmiistiir. Ornekler yiiriitmede ise SDS’siz yiiriitme tamponu kullanilmugtir.
Doksan dakika sonunda alinan jeller 0.1 M borat tamponu (pH 9.0) ve % 0.1’lik
bromtimol mavisi karistminda 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra jeller filtre
kagidi ile kurutulmus ve doygun CO, ¢dzeltisi igerisine konulmustur. Mavi arka
plan iizerinde beliren sar1 bantlar CA’mm o bolgede ve aktif oldugunu
gostermektedir (Manchenko, 2003).
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Poli(HEMA-MAH) Kriyojellerin Fotografi

Sentezlenen poli(HEMA-MAH) kriyojeller opak, siingerimsi ve elastiktir.
Kolaylikla sikilarak gozeneklerindeki suyu birakabilir. Kriyojellerin kuru ve
sismis haldeki fotograflar1 Sekil 4.1.°de gosterilmistir. Sekilde goriilen kuru
kriyojeller [Sekil 4.1. (a)] sulu ortama konulduklarinda hizli bir sekilde siserek
orijinal boyutuna [Sekil 4.1. (b)] ulasmaktadirlar.

() (b)

Sekil 4.1. PoliHEMA-MAH) kriyojellerin kuru ve sigsmis durumdaki fotografi.
4.2 CA Adsorpsiyon Denemeleri

Maksimum karbonik anhidraz adsorpsiyonunun saptanmasi amaciyla hazirlanan
kriyojellerden siirekli sistemde 2 saat boyunca 0.5 mg/mL derisiminde karbonik
anhidraz c¢ozeltisi gecirilmis ve adsorplanan karbonik anhidraz miktar1 baglangi¢
ve son protein derisiminin Bradford metoduna gore saptanmasi ile hesaplanmustir.
Karsilagtirma yapilmasi amaciyla poli(HEMA) ve baskilanmamis poli(HEMA-
MAMH) kriyojellerinin de adsorpsiyon kapasiteleri incelenmistir. Elde edilen veriler
Cizelge 4.1.”de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Farkli MAH ve karbonik anhidraz oranlar1 kullanilarak hazirlanmig
kriyojellerin karbonik  anhidraz adsorpsiyonu kapasitelerinin

kargilagtirilmasi.

Kriyojel MAH igerigi CA derisimi CA adsorpsiyonu

Adi (mmol/15.0 mL) (mg/15.0 mL) (mg/g kriyojel)
HEMA - - 0.058 = 0.036
NIP, 0.1 - 0.161 £0.088
NIP, 0.2 - 0.201 £0.126
NIP; 0.3 - 0.116 +0.047
CA; 0.1 5.0 1.765 = 0.089
CA, 0.1 10.0 2.533 +£0.088
CA; 0.1 15.0 2.469 +0.074
CA, 0.1 20.0 2.066+0.112
CAs 0.2 5.0 1.847 £0.140
CA¢ 0.2 10.0 2.118 £0.098
CA; 0.2 15.0 2.075+£0.150
CAg 0.2 20.0 2.000+0.132
CA 0.3 5.0 2.174 £ 0.025
CAp 0.3 10.0 2.652 +0.064
CAu 0.3 15.0 2.119 £ 0.056
CAyp 0.3 20.0 1.585 £ 0.055

MAH miktar1 sabit tutulup karbonik anhidraz derisimi degistirildiginde, 10.0 mg
karbonik anhidraz igeren kriyojellerin digerlerine nazaran daha fazla karbonik
anhidraz bagladigi saptanmistir. MAH miktarimin artig1 ile baglanan karbonik
anhidraz miktar1 artmistir. Cizelge 4.1.”de goriildiigi gibi CA g olarak adlandirilan
kriyojeller kullanilarak daha yiiksek karbonik anhidraz adsorpsiyonu degerleri elde
edilmistir. Baskilanmamis kriyojellere baglanan protein miktar1 oldukca diisiik
bulunurken, baskilanma ile adsorpsiyon kapasitesinde belirgin artiglar
gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda optimizasyon c¢alismalarina CAjg
kosullarinda devam edilmistir.
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4.3. Poli(HEMA-MAH) Kriyojellerin Karakterizasyonu
4.3.1. Sisme derecesi, Makrogozeneklilik ve Akis Hiz1 Sonuclar

Hazirlanan kriyojellerin zamana bagli olarak degisen % sisme degerleri Sekil 4.2.,

4.3. ve 4.4.”de verilmistir.
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/1]
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g 500,00 —HCAT
2 400,00 TECAZ
2 300,00 CA3
o ' CA4
== 200,00 7
——NIP 1
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0,00 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Zaman (dakika)

Sekil 4.2. 0.1 mol MAH monomeri igeren kriyojellerin % sisme derecelerinin
karsilagtirilmasi. Sicaklik: 25 °C, siire: 420 dakika.

900,00
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g 700.00
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Sekil 4.3. 0.2 mol MAH monomeri igeren kriyojellerin % sisme derecelerinin
karsilagtirilmasi. Sicaklik: 25 °C, siire: 420 dakika.
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Sekil 4.4. 0.3 mol MAH monomeri igeren kriyojellerin % sigsme derecelerinin
karsilastirilmasi. Sicaklik: 25 °C, siire: 420 dakika.

Sekil 4.2.-4.4.’e bakildiginda; maksimum su baglama kapasitesinin poliHEMA)
kriyojeller ile elde edildigi goriilmektedir. Baskilanmamis kriyojellerde ise MAH
icerigi arttik¢a kriyojellerin su adsorpsiyonu kapasitesi de artmigtir. Baskilanmis
kriyojellerin % sisme degerlerine bakildiginda ise 10 mg karbonik anhidraz iceren
kriyojeller ile digerlerine nazaran daha yiiksek sisme degerlerine ulasildig
goriilmektedir.

Hazirlanan kriyojellerin polimerizasyon verimini hesaplamak tizere ilk Once
kriyojeller sabit tartima gelinceye kadar 60 °C’de kurutulmus ve kriyojelin kuru
agirhigi kaydedildi. Polimerizasyon verimi asagidaki esitlik ile hesaplanmustir.

Polimerizasyon verimi = (Myyr/my) x 100

burada my,, kuru kriyojelin kiitlesi, m; ise polimerizasyon karigimindaki

monomerlerin toplam kiitlesidir.

Sentezlenen kriyojellerin karakterizasyonuna iligkin elde edilen veriler asagidaki
tabloda 6zetlenmistir. Burada CA igerigi g kriyojel bagina mg cinsinden, MAH
icerigi ise kiitlece yiizde olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kriyojellerin polimerizasyon verimi ve sisme Ozellikleri.

Kriyojel ~ CAigerigi (mg/g ~ MAH igerigi Polimerizasyon Sisme derecesi

kriyojel) (%) verimi (%) (9 H,O/g

kriyojel)
HEMA - - 98.59 8.01
NIP; - 1.31 92.70 6.50
NIP, - 2.62 92.54 6.96
NIP; - 3.93 93.33 7.14
CA, 2.90 1.31 99.57 6.11
CA, 5.80 131 97.72 6.53
CA; 8.70 131 95.15 5.34
CA, 11.60 131 91.99 4.95
CAs 2.90 2.62 99.08 5.19
CAs 5.80 2.62 96.13 5.48
CA; 8.70 2.62 89.75 491
CAg 11.60 2.62 85.37 4.98
CAg 2.90 3.93 99.78 4.87
CAyp 5.80 3.93 97.46 5.13
CAu 8.70 3.93 94.90 4.55
CAsp 11.60 3.93 97.00 4.77

Cizelge 4.3. Kriyojellerin makrogozeneklilik ve akis hiz1 6zellikleri.

Kriyojel CA igerigi (mg/g MAH igerigi Makro Akis hizi
kriyojel) (%) gozeneklilik (%) (cm/saat)
HEMA - - 69.20 60.57
NIP, - 131 71.14 55.71
NIP, - 2.62 70.27 66.00
NIP; - 3.93 70.94 58.57
CA, 2.90 131 65.35 59.71
CA, 5.80 131 70.94 77.14
CA; 8.70 131 61.89 70.00
CA, 11.60 131 64.63 69.71
CAs 2.90 2.62 59.78 82.86
CAq 5.80 2.62 70.44 93.71
CA, 8.70 2.62 62.05 84.86
CAg 11.60 2.62 60.66 78.00
CAq 2.90 3.93 55.82 77.71
CAup 5.80 3.93 61.23 84.86
CAy, 8.70 3.93 57.71 82.86
CAp, 11.60 3.93 62.77 73.71

Cizelge 4.2.°de goriildiigii iizere kriyojellerin polimerizasyon verimleri oldukga
yiiksek bulunmustur. MAH miktarina bagli olarak sisme derecelerinde bir artig
gozlenmekle birlikte, maksimum sisme derecesi % 3.93 MAH igeren kriyojeller
ile elde edilmistir. Baskilanmig polimerlerde ise 5.80 mg CA igeren kriyojellerin
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yiiksek su tutma kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Kriyojellerin
sentezlendigi ve karakterize edildigi bir¢ok c¢aligmada benzer sigsme degerleri
saptanmigtir. Demiryas vd. (2007) sentezledigi poli(akrilamid-allil glisidil eter)
kriyojellerin su baglama kapasitesini 6.84 g H,O/g kriyojel olarak bulmustur.
PoliHEMA-MAH)  kriyojellerin  sentezlendigi  bir  bagka  c¢alismada
(Derazshamshir vd., 2008) ise kriyojelin denge sisme oran1 5.62 g H,O/g kriyojel
olarak  belirtilmigtir. Bereli vd. (2008) poli(HEMA-MAH) kriyojeller
sentezlemisler ve bu kriyojellere lizozim enzimini baskilamislardir.
Baskilanmamis ve baskilanmig poliHEMA-MAH) kriyojellerin denge sisme
degerleri sirastyla 8.63 ve 9.12 g H,0/g kriyojel olarak bulunmustur. Baydemir vd.
(2009a) tarafindan hazirlanan bilirubin  baskilanmis ve baskilanmamis
poli(HEMA-MAT) kriyojellerin denge sisme degerleri sirasiyla 10.5 ve 8.8 g
H,O/g kriyojel olarak bulunmustur. Yilmaz vd. (2009) yeni bir hidrofobik destek
maddesi  [poli(HEMA-Trp)] sentezlemisler ve lizozim saflagtirilmasinda
kullanmiglardir. Hazirladiklar1 kriyojel yapidaki polimerin denge su baglama
kapasitesi incelenmis ve poli(HEMA) kriyojelin denge sisme degeri 7.18 g H,0/g
kriyojel olarak bulunurken poli(HEMA-Trp) kriyojelin sisme degeri 6.99 g H,0/g
kriyojel olarak bulunmustur.

Baskilanmig kriyojellerin makrogozenekliligi, CA miktarmin artis1 ile 6nemli bir
degisiklik goOstermezken, MAH oranmin artisi ile genelde azalmistir.
Baskilanmamis kriyojellerde ise makrogdzeneklilikte onemli bir degisim
goriilmemistir. Yiiksek sisme derecesine sahip kriyojellerin ayn1 zamanda yiiksek
makrogdzeneklilige sahip oldugu goézlenmistir. Bu durum, makrogézeneklilik
artist ile bu gozeneklere adsorplanan su miktarinin da fazla olmasi ile
aciklanabilir. Yan vd. (2008) sentezledikleri N,N,dimetilaminoetil metakrilat ile
astlanmis poliakrilamid kriyojeller ile % 85 oraninda makrogozeneklilige
ulagsmiglardir. Derazshamshir vd. (2010) tarafindan sentezlenen poli(HEMA)
kriyojellerin makrogdzenekliligi % 81’e kadar ¢ikarken hemoglobin baskilanmig
poli(HEMA) kriyojellerin makrog6zenek orani % 79 olarak bulunmustur.

Kromatografik akis hizlari incelendiginde ise, en yiiksek akis hizinin CAg kod
numarali kriyojel ile elde edildigi gortilmiistiir. Kriyojellerin CA igerigi arttik¢a
akis hizinin ilk once arttig1, daha sonra ise azaldig1 gbzlenirken, % 2.62 MAH
iceren kriyojellerdeki akis hizimin digerlerine nazaran daha hizli oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.3.). Makrogdzeneklilik ve akis hizi arasinda bir oranti
gozlenmistir, zira yiikksek makrogdzeneklere sahip kriyojellerde sivi akiginin da
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hizli olmasi beklenen bir durumdur. Hemoglobinin poli(HEMA-MAH)
kriyojellere baskilandig1 bir ¢alismada (Derazshamshir vd., 2010) oldukea yiiksek
akis hizlarina ¢ikilmistir (980 cm/saat).

4.3.2. FTIR (Fourier Transform Infrared) Spektrometre Sonuclari

Sentezlenen poli(HEMA) ve poli(HEMA-MAH) kriyojelinin kimyasal yapisi Sekil
4.5. (a) ve Sekil 4.5. (b)’de gosterilmistir. Sekilden de goriildigii lizere kriyojelin
sentezinde kullanilan N-N'-metilenbisakrilamidin de yapiya katilmasi ile her iki
kriyojeli de birbirinden ayiracak spesifik bantlar gézlenememektedir. Bu amacla
poliHEMA-MAH) FTIR spektrumundan poli(HEMA) FTIR spektrumunun
cikarilmas1 ile elde edilen fark spektrumu kriyojelin karakterizasyonunda
kullanilabilir. ki spektrumun birbirinden cikarilmasi ya da diger adi ile fark
spektrumu, st {ste binen bantlarin temizlenmesinde ve/veya deneysel
spektrumlarin basitlestirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Fark spektrumu, bant
degisimlerinin tim tiplerine duyarli bir spektroskopik metottur ve spektrumlarin
yorumlanmasinda ideal bir aragtir. Teorik olarak 2 tip fark spektrumu vardir.
Birinci tip fark spektrumu 6zellikle ¢ézgenden kaynaklanan istenmeyen bantlarin
elimine edilmesi amaci ile uygulanirken, ikinci tip benzer sekil, frekans ve
yogunluktaki bantlar1 elimine etmek amaci ile benzer iki spektrumun birbirinden
cikarilmasii igerir (Gradadolnik, 2003). Sekil 4.6.°da poli(HEMA-MAH)-
poli(HEMA) fark spektrumu goriilmektedir. Bu durumda fark spektrumunda MAH
monomerine ait bantlarin gdzlenmesi beklenmektedir. Sekilden de goriildiigi gibi
3400 cm™ civarinda karakteristik -NH ve CHs gerilme bantlar1 ve 1720 cm™de
karbonil grubuna ait C=O gerilme bantlar1 goriilmektedir. 1659 cm™ civarinda
gbzlenen amid I bagi ve 1540 cm™ civarindaki amid II bag: gerilme titresimleri
MAH monomerinin yapisindan kaynaklanmaktadir. 1450 cm™ ve 1390 cm™
civarinda -CH, ve -CHj3’e ait gerilme titresimleri goriiliirken 1270 cm™ de karbonil
grubuna bagh C-O gerilme bantlar1 bulunmaktadir. 1100 cm™ civarinda ise
karbonil grubunu igeren C-C-C gerilme bantlar1 goriilmektedir. Bu sonuglar
1s181nda kriyojel yapisina MAH monomerinin katildig1 sdylenebilir.

(@) (b)
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Sekil 4.5. Capraz bagl poliHEMA) (a) ve poliHEMA-MAH) (b) kriyojelin
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Sekil 4.6. PoliHEMA-MAH)-poli(HEMA) fark spektrumu.
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4.3.3. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Sonuglari

Sentezlenen poli(HEMA) kriyojellerin, baskilanmamis poli(HEMA-MAH)
kriyojellerin ve CA baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojellerin SEM fotograflari
sirastyla Sekil 4.7. a-b; Sekil 4.7. c-d ve Sekil 4.7. e-f’de gosterilmistir.

Sekil 4.7. Poli(HEMA) (a ve b), baskilanmamis poli HEMA-MAH) (c ve d) ve
CA baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojellerin SEM fotograflari.
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Sekil 4.7.’de goriildiigii gibi sentezlenen kriyojeller oldukca gozenekli olup
gbzenek ¢aplart 10-100 um arasinda degigsmektedir. G6zenekler birbirlerine bagh
olup gozenek duvarlar1 oldukca incedir ve kriyojeller lizerinde makrogézeneklerin
yogun olarak bulundugu gézlenmektedir. Yapiyya MAH monomerinin katilmasi ile
kriyojel morfolojisi degisirken baskilanmis ve baskilanmamis kriyojellerin ylizey
yapilar1 birbirine oldukg¢a benzer bulunmustur.

4.3.4. Elementel Analiz Bulgular

Sentezlenen kriyojellerin elementel analiz sonuglarma gore icerdikleri azot
yiizdesi poli(HEMA) kriyojeli i¢in % 2.612 iken poliHEMA-MAH) kriyojeli igin
% 2.808 olarak bulunmustur. PoliHEMA-MAH) kriyojelindeki azot miktarinda
gozlenen bu fark yapiya eklenen MAH monomerinden kaynaklanmaktadir. Bu
verilerden yola c¢ikarak HEMA temelli kriyojel yapisma MAH monomerinin

katildig1 sonucuna varilmastir.
4.3.5. Yiizey Alan1 Sonuclari

BET analizleri sonunda poli(HEMA) kriyojellerin spesifik yiizey alanimin 23.6
m?/g olarak bulunurken CA baskilanmamus ve CA baskilanmis poli(HEMA-
MAH) kriyojellerin spesifik yiizey alanlari sirasiyla 27.9 ve 29.3 m?/g olarak
bulunmustur. MAH monomerinin yapiya girmesi ile kriyojel yiizey alaninda artig
gozlenirken baskilanmanin bir sonucu olarak kalip molekiiliin ayrilmasi ile olusan
bosluklarin etkisi ile baskilanmis kriyojellerin yilizey alanlarinda da artig
gbzlenmistir ve benzer bulgular diger ¢alismalarla da gosterilmistir (Ashyiice vd.,
2010, Kog¢ vd., 2011). Paralel sonuglar SEM fotograflarinda goriilmektedir.
Poli(HEMA) kriyojeller oldukca piiriizsiiz iken MAH monomerinin yapiya
girmesi ile kriyojel morfolojisi degismis ve piirzli bir hal alarak yilizey alam
genislemistir. Baydemir vd. (2009b) tarafindan hazirlanan bilirubin baskilanmis
partikiiller iceren politHEMA) kriyojellerin spesifik yiizey alani1 27.8 m%g olarak
bulunmustur. Derazshamshir vd. (2010) tarafindan sentezlenen hemoglobin
baskilanmis poli(HEMA) kriyojellerin yiizey alam 92.3 m*/g olarak bulunmustur.

4.4. Desorpsiyon Ajanimin Secimi

Kriyojele baglanan karbonik anhidraz enzimini desorbe etmek i¢in 4 farkli
desorpsiyon ajani kullanilmistir (0.2 M, pH 7.0 Tris-HCI; 0.2 M, pH 7.0 KSCN;
0.2 M, pH 7.0 Etilen glikol; 0.2 M, pH 7.0 NaCl) ve kriyojele adsorplanmis olan



116

CA’m tamamen desorpsiyonu i¢in gereken desorpsiyon asamalar1 Cizelgeler 4.4. -

4.6.”da verilmistir.

Cizelge 4.4. Desorpsiyon ajaninin segimi.

Desorpsiyon ajant

Tris-HCI KSCN Etilen glikol NaCl
(0.2 M) (0.2 M) (0.2 M) (0.2 M)
Dongii sayist Desorbe Edilen Protein (280 nm’de Absorpsiyon)
1 0.009 0.009 0.002 0.011
2 0.005 0.005 0.002 0.004
3 0.003 0.003 0.001 0.003
4 0.001 0.001 0.001 0.0
5 0.0 0.0 0.001 -

Yapilan desorpsiyon g¢aligmalar1 sonunda kriyojele baglanan karbonik anhidrazin
0.2 M; pH 7.0 NaCl ¢ozeltisi ile 3 dongii sonunda tamamen desorbe oldugu
goriilmiistiir. Desorpsiyon ajani olarak secilen 0.2 M NaCl’iin desorpsiyon
kapasitesi farkli tampon ¢ozeltilerde (farkli pH’larda) incelenmistir (pH 3.0-5.0;
0.1 M asetat tamponu; pH 6.0-8.0; 0.1 M fosfat tamponu). Karbonik anhidrazin
kriyojelden tamamen desorpsiyonu icin gerekli dongii sayisi Cizelge 4.5.’de

verilmistir.

Cizelge 4.5. Desorpsiyon ajaninin pH’min se¢imi.

Desorpsiyon ajant

NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NacCl
(pH 3.0) (pH 4.0) (pH 5.0) (pH 6.0) (pH 7.0) (pH 8.0)

Dongii sayist Desorbe Edilen Protein (280 nm’de Absorpsiyon)
1 0.006 0.012 0.011 0.010 0.011 0.008
2 0.004 0.005 0.005 0.006 0.004 0.005
3 0.003 0.0 0.002 0.003 0.003 0.003
4 0.002 - 0.0 0.0 0.0 0.001
5 0.0 - - - - 0.0

Yapilan desorpsiyon ¢alismalar1 sonunda 0.1 M pH 4.0 asetat tamponundaki 0.2 M
NaCl ile kriyojele baglanan karbonik anhidrazin iki dongii sonunda kriyojelden
desorbe edildigi goriilmiistiir. Desorpsiyon ajani daha ileri optimize edilerek farkli
NaCl derisimleri (0.2; 0.5; 1.0 ve 2.0 M) incelenmis ve kriyojelden karbonik
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anhidrazin tamamen desorpsiyonu icin gerekli dongili sayis1 Cizelge 4.6.’da

verilmistir.

Cizelge 4.6. Desorpsiyon ajani derisiminin se¢imi.

Desorpsiyon ajani

NaCl NaCl NaCl NaCl
(0.2 M) (0.5 M) (1.0 M) (2.0 M)
Dongii sayisi Desorbe Edilen Protein (280 nm’de Absorpsiyon)
1 0.012 0.011 0.015 0.013
2 0.005 0.004 0.0 0.002
3 0.0 0.0 - 0.0

1.0 M NaCl kullanilarak kriyojele baglanan karbonik anhidrazin kriyojelden tek
basamakta desorbe edildigi goriilmiistir ve bundan sonraki ¢aligmalarda
desorpsiyon ajanmi olarak pH 4.0 asetat tamponunda hazirlanmis 1.0 M NaCl’iin
kullanilmasina karar verilmistir.

4.5. Karbonik Anhidrazin Kriyojellere Adsorpsiyonunun
Optimizasyonu

4.5.1. Adsorpsiyona pH’1n Etkisi

Kriyojellere karbonik anhidraz adsorpsiyonu iizerine pH’in etkisini incelemek
iizere, adsorpsiyon islemleri  farkli pH’larda  tampon  ¢dzeltilerde
gerceklestirilmistir. Bu amagla pH 4.0 — 5.5 araliginda asetat tampon ¢dzeltisi (0.1
M); pH 6.0 — 7.5 araliginda fosfat tampon ¢ozeltisi (0.1 M) ve pH 8.0 — 10.0
araliginda borat tampon ¢ozeltisi (0.1 M) kullamilmistir. Kriyojeller oncelikle
kullanilacak olan tampon ¢ozeltiler (10.0 mL) ile siirekli sistemde 2 saat
dengelenmis ve farkli tampon ¢ozeltilerde hazirlanan karbonik anhidraz ¢ozeltileri
sistemden gegirilerek baglanan protein miktarlar1 tayin edilmistir. pH’ 1 karbonik
anhidraz adsorpsiyonuna etkisi ve kriyojelden desorbe edilen karbonik anhidraz
enzimlerinin aktiviteleri Sekil 4.8.’de gorilmektedir.
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Sekil 4.8. Karbonik anhidrazin baskilanmig poli(HEMA-MAH) kriyojele
adsorpsiyonuna ve karbonik anhidraz aktivitesine pH’in etkisi. Sicaklik: 25
°C, karbonik anhidraz derisimi: 0.5 mg/mL, kromatografik akis hizi: 0.5
mL/dakika.

Sekil 4.8.’den goriildiigii lizere maksimum adsorpsiyon pH 6.5 fosfat tamponu
kullanilarak elde edilmistir (3.16 mg/g kriyojel). Kullanilan sigir karbonik
anhidrazin izoelektrik pH’1 5.9°dur. Izoelektrik pH civarinda protein kriyojel ile
etkilesebilecegi maksimum iyonize formdadir. pH 6,5’de protein kismen
anyoniktir ve bu durum karbonik anhidrazin MAH monomerindeki histidin
birimleri ile olan etkilesimini arttirabilir. Bununla birlikte 6n kompleks
olusumunda pH 6.0 fosfat tamponunun kullanilmast da pH hafizas1 etkisi
nedeniyle adsorpsiyonda etkili olabilir (Derazshamshir vd., 2010).

Sekil 4.8.’deki aktivite degerlerine bakilacak olursa, en yiiksek aktivitenin pH
6.5’de yiiriitiilen 6rnege ait oldugu goriilmektedir. Adsorpsiyon ¢alismalarinda en
yiiksek adsorpsiyona bu drnek ile ulagilmistir ve desorpsiyon ile toplanan enzim
aktivitesini korumustur.
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4.5.2. Adsorpsiyona Farklhh Tampon Tiplerinin Etkisi

CA baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojellere CA adsorpsiyonuna farkli tampon
tiplerinin etkisi incelenmis ve deneysel bulgular Sekil 4.9.”da verilmistir.

4,0 —+—HEPES
° —m—MES
.g > MOPS
E 3,0 \
o = TRIS-HCI
g’ 25 —k— Asetat
S 2,0 —e— Fosfat
% 1,5 —+—Borat
c
5 10
=
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°
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Sekil 4.9. Poli(HEMA-MAH) kriyojellerine karbonik anhidraz adsorpsiyonuna
farkli tampon tiplerinin etkisi. Sicaklik: 25 °C, karbonik anhidraz derisimi:
0.5 mg/mL, kromatografik akis hizi: 0.5 mL/dakika.

Sekil 4.9.’dan goriildiigli lizere maksimum karbonik anhidraz adsorpsiyonu pH
6.0’da MES tamponu kullanildiginda elde edilmistir. Fosfat, asetat, Tris-HCI ve
borat tamponlar1 T{izerlerinde bir veya daha fazla fakat ayni isaretli yik
tagimaktadir (yapilan bu calismada sadece negatif). Buna kars1t MES, MOPS ve
HEPES gibi zwitter iyonik tamponlar zit isaretli yiikler igermektedirler. Yapilan
calismada maksimum karbonik anhidraz adsorpsiyonu MES tamponu kullanilarak
elde edilmistir. Bu durum su sekilde aciklanabilir; diger tampon sistemlerinin
iyonlar1 karbonik anhidraz ile iyon-iyon etkilesimi icerisinde girerek karbonik
anhidraz baglanma bdlgelerini maskeleyebilir. Fakat MES tamponu kullanilmasi
durumunda bu maskeleme islemi muhtemelen minimumdur; bu nedenle

maksimum adsorpsiyon elde edilmis olabilir (Akgol vd., 2007).
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4.5.3. Adsorpsiyona Ortamdaki Karbonik Anhidraz Derisiminin Etkisi

Karbonik anhidraz derisiminin adsorpsiyon {izerine etkisini incelemek {izere
protein derisimi 0.05 — 2.00 mg/mL araliginda degistirilmistir. Spesifik olmayan
baglanmanin gdzlenmesi amaciyla denemeler baskilanmamis kriyojeller
kullanilarak tekrarlanmistir. Karbonik anhidraz derisiminin adsorpsiyona etkisi ve
kriyojellerden desorbe edilen karbonik anhidraz aktiviteleri Sekiller 4.10., 4.11. ve
4.12.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojele karbonik anhidraz
adsorpsiyonuna ve karbonik anhidraz aktivitesine karbonik anhidraz
derisiminin etkisi. Sicaklik: 25 °C, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik
akig hizi: 0.5 mL/dakika.
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Sekil 4.11. Baskilanmamis poli(HEMA-MAH) kriyojele karbonik anhidraz
adsorpsiyonuna ve karbonik anhidraz aktivitesine karbonik anhidraz
derisiminin etkisi. Sicaklik: 25 °C, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik
akis hizt: 0.5 mL/dakika.
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Sekil 4.12. Poli(HEMA) kriyojele karbonik anhidraz adsorpsiyonuna ve karbonik
anhidraz aktivitesine karbonik anhidraz derisiminin etkisi. Sicaklik: 25 °C,
pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akis hizi: 0.5 mL/dakika.
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Sekillerde goriildiigli gibi enzim derisimi arttikga adsorpsiyon artmis ancak 0.5
mg/mL derisimden itibaren doygunluk degerine ulagilmistir. Bu derisimden
itibaren kriyojel iizerindeki tiim baglanma bdlgeleri dolmus durumdadir ve bu
yiizden kriyojel daha fazla karbonik anhidraz baglayamamaktadir. PoliHEMA) ve
baskilanmamis poliHEMA-MAH) kriyojellere spesifik olmayan baglanma ise
oldukga diistik bulunmustur.

Sekil 4.10.-4.12.”e bakildiginda karbonik anhidraz derisiminin artisi ile baslangig
aktivitelerinde bir artig goriilmektedir. Poli(HEMA) ve baskilanmamis
kriyojellerin desorpsiyon ortamlarindaki enzim aktivitesi, baskilanmis olanlara
nazaran, ¢ok daha diisiik bulunmustur. Poli(HEMA) ve baskilanmamis kriyojellere
adsorplanan enzim miktarlarinin ¢ok az olmasindan dolayr bu beklenen bir
durumdur. Baskilanmis kriyojelden desorpsiyon ile alinan enzim ¢dzeltisinin
aktivitesi enzim derisimi artig1 ile artmig ve 0.5 mg/mL derisimden itibaren
sabitlenmistir. Bu bulgular adsorpsiyon bulgular ile ortiismektedir. 0.5 mg/mL
derisiminden itibaren kriyojele baglanan karbonik anhidraz miktar1 sabitlenmistir
ve kriyojelden desorbe edilen enzim miktarinin da birbirine yakin olmasindan

dolay1 desorbe enzim aktiviteleri de birbirlerine yakin bulunmustur.

Elde edilen sonuglar kullanilarak adsorpsiyonun kinetigi arastirilmistir. Bu amagla
Langmuir ve Freundlich izotermleri kullanilmistir. Sekil 4.13. ve 4.14.°de

Langmuir ve Freundlich izotermleri goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojellere karbonik anhidraz

adsorpsiyonuna iligkin Langmuir izotermi.
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Sekil 4.14. Baskilanmis poli(HEMA-MAH) kriyojellere karbonik anhidraz
adsorpsiyonuna iliskin Freundlich izotermi.

Izotermlerin korelasyon Kkatsayilarina bakildiginda adsorpsiyonun Langmuir
izotermine (R? = 0.99) uygun olarak ilerledigi sonucu ¢ikarilabilir. Bu durum
karbonik anhidrazin baskilanma ile olusturulan belli baglanma bdélgelerine tek
tabakali olarak baglandigini gostermektedir.

4.5.4. Adsorpsiyona Iyonik Siddetin Etkisi

Adsorpsiyonu etkileyen bir diger onemli parametre ortamin iyonik siddetidir.
Farkli iyonik siddetlerde (0-1.0 M NaCl) hazirlanan protein ¢ozeltileri kriyojel
kolondan gegirilerek iyonik siddetin adsorpsiyona etkisi ve kriyojelden desorbe
edilen karbonik anhidraz enzimlerinin aktiviteleri incelenmistir. Deneysel bulgular
Sekil 4.15.”de verilmistir.
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Sekil 4.15. Poli(HEMA-MAH) kriyojel tizerine karbonik anhidraz adsorpsiyonuna
ve aktivitesine iyonik siddetin etkisi. Sicaklik: 25 °C, karbonik anhidraz
derisimi: 0.5 mg/mL, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akis hizi: 0.5
mL/dakika.

CA baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojellere CA adsorpsiyonu {izerine farkli
tuz tiplerinin de etkisi incelenmis ve artan tuz derisimlerine bagli olarak
adsorpsiyon kapasitelerinde onemli azalmalar gozlenmistir. Deney sonuglari
katyonlarina gore gruplandirilmis halde Sekiller 4.16. — 4.20.’de verilmistir.

——CaiMN03)2

—m— CaCl2
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Sekil 4.16. CA adsorpsiyonuna Ca®" tuzlarimin etkisi. Sicaklik: 25 °C, karbonik
anhidraz derigimi: 0.5 mg/mL, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akis
hiz1: 0.5 mL/dakika.
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Sekil 4.17. CA adsorpsiyonuna K" tuzlarmin etkisi. Sicaklik: 25 °C, karbonik

anhidraz derisimi: 0.5 mg/mL, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akig
hiz1: 0.5 mL/dakika.
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Sekil 4.18. CA adsorpsiyonuna Mg?®* tuzlarinin etkisi. Sicaklik: 25 °C, karbonik
anhidraz derigimi: 0.5 mg/mL, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akig
hizi: 0.5 mL/dakika.
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Sekil 4.19. CA adsorpsiyonuna Na® tuzlarmin etkisi. Sicaklik: 25 °C, karbonik
anhidraz derigimi: 0.5 mg/mL, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akis

hizi: 0.5 mL/dakika.

Adsorplanan CA
(mg/g kriyojel)

—a

0,00 0,20

0,40 0,60 0,80 1,00
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Sekil 4.20. CA adsorpsiyonuna NH," tuzlarmin etkisi. Sicaklik: 25 °C, karbonik
anhidraz derisimi: 0.5 mg/mL, pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akis

hizt: 0.5 mL/dakika.
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Sekillerden de goriildiigii iizere iyonik siddetin 0’dan 1.0 M’a artis1 ile
adsorpsiyon kapasitesi hizli bir sekilde diigmiistiir. Baglanmada temel olarak
iyonik baglarn etkili oldugu diisiiniiliirse bu durum beklenen bir sonug olacaktir.
Desorpsiyon ajani olarak 1.0 M’lik NaCl ¢ozeltisinin kullanilmas1 da bu sonucu
aciklamaktadir. Artan iyonik siddet ile adsorpsiyon kapasitesindeki azalma Bereli
vd. (2008) tarafindan da gozlenmistir. Bu arastiricilar ortam NaCl derisiminin
0’dan 0.1 M’a arttirilmasi ile lizozim adsorpsiyonu kapasitesi 16.6’dan 6.7 mg/g
kriyojele diigmiistiir.

4.5.5. Adsorpsiyona Sicakhgin Etkisi

Karbonik anhidrazin kriyojellere adsorpsiyonuna sicakligin etkisinin incelenmesi
icin ortam sicakligi 4.0 — 60.0 °C araliginda degistirilmistir. Farkli sicakliklarda
elde edilen adsorpsiyon degerleri ve kriyojelden desorbe edilen karbonik anhidraz

enzimlerinin aktiviteleri Sekil 4.21.”de goriilmektedir.

25+ - 0,20
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20 +
+ 0,15 <
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Sekil 4.21. Poli(HEMA-MAH) kriyojele karbonik anhidraz adsorpsiyonu ve
aktivitesi lizerine sicakligin etkisi. Karbonik anhidraz derigimi: 0.5 mg/mL,
pH: 6.0 MES tamponu, kromatografik akis hizi: 0.5 mL/dakika.
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Sekil 4.21.e bakildiginda sicaklik artis1 ile CA adsorpsiyununda onemli bir
degisimin olmadigi soylenebilir. Fakat sicaklik artisi ile adsorpsiyon oldukca
kiiclik bir miktar artarken 25 °C’den itibaren adsorpsiyon kapasitesinde yine kii¢iik
bir azalma gozlenmistir. Bu azalma yiiksek sicakliklarda molekiil {i¢ boyutlu
yapisindaki degisimler ve kriyojel ve protein molekiilleri arasindaki etkilesimleri
bozabilecek termodinamik etkilerden kaynaklanabilir. Polimere proteinlerin
baglanmasina sicaklifin etkisi baglanmanm sekline bagli olarak degisebilir.
Adsorpsiyon ekzotermik bir islem oldugundan dolay1 adsorpsiyon kapasitesi
genellikle sicaklik ile azalir (Altintas vd., 2006). Bununla birlikte, hidrofobik
etkilesimlerin etkili oldugu durumlarda sicakligin artmasi ile adsorpsiyon
kapasitesi belirgin olarak artmaktadir (Akgdl vd., 2005).

Sekil 4.21.’de goriildigii gibi sicakligin 25 °C’ye artisi ile adsorpsiyonun da
artmasina bagli olarak enzim aktivitesi de artmis, bu sicakliktan sonra ise
azalmaya baglamistir. Degerler incelendiginde 45 ve 60 °C uygulamalarinin
baglangic ve desorpsiyon ortamlarinda adsorpsiyon ¢ok fazla degismemesine
ragmen aktivite ¢ok azalmistir. Bu durum, enzimin bu sicakliklarda 2 saat boyunca

muamele edilmesi sonucu denaturasyona ugramis olmasi ile aciklanabilir.
4.5.6. Adsorpsiyona Kromatografik Akis Hizimin Etkisi

Kromatografik akis hizimin karbonik anhidraz baglanmasi {izerine etkisinin
incelenmesi i¢in akis hizi 0.1 — 4.0 mL/dak araliginda degistirilmistir. Akis hizinin
adsorpsiyona ve kriyojelden desorbe edilen karbonik anhidraz enzimlerinin
aktiviteleri tizerine etkisi Sekil 4.22.”de goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Poli(HEMA-MAH) kriyojele karbonik anhidraz adsorpsiyonu ve
aktivitesi lizerine kromatografik akis hizinin etkisi. Sicaklik: 25 °C,
karbonik anhidraz derigimi: 0.5 mg/mL, pH: 6.0 MES tamponu.

Sekil 4.22.”de goriildiigii tizere akis hizinin artisi ile adsorpsiyon kapasitesi dnemli
oranda azalmistir. Kromatografik akis hizimin 0.1 mL/dak’dan 4.0 mL/dak’ya
arttirtlmast ile adsorpsiyon kapasitesi 2.401 mg/g kriyojelden 0.185 mg/g kriyojele
diismiistlir. Yiiksek akis hizlarinda karbonik anhidrazin kriyojel ile etkilesme
stiresinin kisalmasi ve uygun pozisyonda etkilesme olasiliginin azalmasi nedeniyle
adsorpsiyon kapasitesi azalmig olabilir (Asliyiice et al, 2010). Derazshamshir vd.
(2008) hazirladiklar1 poliHEMA-MAH) kriyojelleri ile lizozim adsorpsiyonu
calismalart  gerceklestirmisler ve yapilan optimizasyon denemelerinde
kromatografik akis hizinin 0.5’den 3.0 mL/dak’ya artis1 ile adsorpsiyon oraninin
% 64.9 seviyesinde azaldigini rapor etmislerdir. Babac vd, (2006) IgG
saflagtirilmas1 ig¢in hazirladiklart poli(akrilamid-allil glisidil eter) kriyojellerin
adsorpsiyon kapasitesinin artan akig hizi ile 6nemli oranda azaldigmni rapor
etmislerdir. Plieva vd. (2004) 2-(dimetilamino)etil metakrilat ile tiirevlendirdikleri
poli(akrilamid)  kriyojellerini  hazirlamiglar ve sigir  serum  albumin
saflagtirilmasinda kullanmiglardir. Akis hizi denemeleri igerisinde akis hizinin
0.5’den 12.0 mL/dak’ya arttirilmasi ile adsorpsiyon kapasitesinin % 68.4 oraninda
azaldigt bulunmustur. Wang vd. (2008) imidodiasetik asit kriyojeller
sentezlemigler ve albumin saflastiriimasinda kullanmiglar ve albumin baglanma
kapasitesinin artan akis hizi ile azaldigim1 gozlemislerdir. Bereli vd. (2008)
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poliHEMA-MAH) kriyojellere  lizozim  adsorpsiyonunu incelemis ve
kromatografik akig hizinin 0.5’den 4.0 mL/dak’ya artisi ile adsorpsiyon
kapasitesinin 22.5’den 6.3 mg/g kriyojele diistiigiinii gézlemlemislerdir. Baydemir
vd. (2009a) tarafindan hazirlanan bilirubin baskilanmis poli(HEMA-MAT)
kriyojeller iizerine bilirubin adsorpsiyonunun artan akis hizi ile (0.5’den 4.0
ml/dak’ya) azaldigi (2.7°den 0.6 mg/g’a) gozlenmistir. Baydemir vd. (2009b)
bilirubin baskilanmis poli(HEMA-MAT) partikiilleri gomiilii olarak tasiyan
poliHEMA) kriyojeller hazirlamiglar ve kromatografik akis hizmnin artisi ile
adsorpsiyon kapasitesinde azalma gézlemlemislerdir. Yilmaz vd. (2009) tarafindan
sentezlenen poli(HEMA-Trp) kriyojellere lizozim adsorpsiyonuna kromatografik
akis hizinin etkisi incelenmis ve akis hizi 0.5’den 2.0 mL/dak’a arttirildiginda
adsorpsiyon kapasitesinin 58.4’den 22.3’e distligli gdzlenmistir. Sun vd. (2012a)
agaroz-kitosan kompozit kriyojelleri hazirlayarak IgG saflastirilmasinda
kullanmislar ve kromatografik akis hizini1 1.0’den 7.0 mL/dak’ya ¢ikarttiklarinda
IgG adsorpsiyon kapasitesinin 28.5’den 4.0 mg/g’a diistiigiinii gostermislerdir.
Sekilde goriildiigii gibi akis hizinin artisi ile kriyojele baglanan enzim miktarmin

azalmasina bagli olarak enzim aktivitesinde de diisiisler gdzlenmistir.
4.5.7. Floresans Spektrometrisi Sonuclari

Alman floresans spektrumlarindan CA enziminin iki farkli uyarim (291 ve 581
nm) ve yayim (341 ve 673 nm) dalga boyuna sahip oldugu goézlenmistir. Sekil
4.23.°de saf CA (0.05 mg/mL) ve kolondan desorbe edilen CA’in (0.03 mg/mL)
floresans spektrumlar1 goriilmektedir. Her iki 6rnegin de aym dalga boylarinda
uyarildigr ve yayim yaptigr Sekil 4.23.°de gosterilmistir. Bu sonuglar 15181nda
poli(HEMA-MAH) kriyojeller ile saflastirilan CA enziminin konformasyonunda
bir degisimin olmadigi ve denemeler boyunca herhangi bir denatiirasyon
probleminin gerceklesmedigi sonucuna varilabilmektedir.
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Sekil 4.23. Saf ve desorbe CA’nin floresans spektrumlari.

Yimaz vd. (2009) hazirlamis olduklar1 kriyojele lizozim adsorpsiyonunu
incelemisler ve adsorpsiyon sonrasinda lizozim enziminin yapisinda bir degisimin
olup olmadigin1 gozlemek iizere floresans spektrometresini kullanmislardir. Bu
arastiricilar saf lizozim ve kriyojelden desorbe edilen lizozimin floresans
spektrumlarinda herhangi bir farklilik gézlenmediginden lizozimin adsorpsiyonu
ve desorpsiyonu asamalarinda yapisinin  degismedigi ve herhangi bir

denatiirasyona ugramadigini belirtmislerdir.
4.6. Kriyojelin Tekrar Kullanim Ozellikleri ve Operasyonel Kararhhg

Sentezlenen CA baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojeller 10 dongii boyunca
CA adsorpsiyonunda kullanilmig ve her dongii sonunda desorbe edilerek yikanmis
ve diger dongii i¢in dengelenmistir. Ayrica desorbe edilen CA &rneklerinin de
aktiviteleri bakilarak operasyonel kararliliklart incelenmistir. Elde edilen

adsorpsiyon ve aktivite sonuglart Sekil 4.24.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Sentezlenen Poli(HEMA-MAH) kriyojellerinin tekrar kullanim sayilart
ve operasyonel stabiliteleri. pH: 6,0 MES (0,1 M), sicaklik: 25 °C, karbonik
anhidraz derisimi: 0,5 mg/mL, kromatografik akis hizi: 0,5 mL/dakika.

Sekil 4.24.’den gorildiigii ilizere kriyojeller 10 dongii boyunca adsorpsiyon
kapasitesinden 6nemli bir azalma olmadan karbonik anhidraz adsorplamistir. On
adsorpsiyon-desorpsiyon asamasindan sonra kriyojellere karbonik anhidraz
adsorpsiyonu kapasitesi % 10.2’lik bir azalma gostermistir. Babac vd. (2006)
grubunun hazirladiklar1 poli(akrilamid allil glisidil eter) kriyojellerinin IgG
adsorpsiyon kapasitesi 10 dongii boyunca arastirilmis ve kapasitede sadece %
2.0’lik bir azalma olmustur. Sentezlenen kriyojellerin operasyonel stabiliteleri ise
ilk i dongli sonunda 6nemli oranda degismezken 10 dongii sonunda % 19
oraninda azalmigtir. Kriyojelin tekrar kullanilabilirliginde gozlenen adsorplanan
enzim miktarindaki azalma aktivitenin diismesinde etkili olabilir. Ozdemir (2009)
poliliretan kopiiklere immobilize ettigi karbonik anhidrazin tekrar kullanimini
arastirmis ve 7 dongii boyunca karbonik anhidraz aktivitesinde dnemli bir azalma
gbzlememistir. Bilirubin baskilanmis poli(HEMA-MAT) kriyojellerin (Baydemir
vd. 2009a) tekrar kullanim 6zellikleri incelenmis ve 10 dongii sonunda bilirubin

adsorpsiyon kapasitesinde % 10’luk bir azalma meydana gelmistir.
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4.7. Serbest ve Kriyojelden Desorbe Karbonik Anhidrazin Isil
Kararhhg:

Serbest ve immobilize karbonik anhidrazin 1s1l kararlilik degerleri sirasiyla Sekil
4.25. ve Sekil 4.26.’da verilmistir.
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Sekil 4.25. Serbest karbonik anhidrazin 1s1l kararlilig:.
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Sekil 4.26. immobilize karbonik anhidrazin 1s1l kararlilig:.
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Sekiller 4.25. ve 4.26.dan da goriildligli lizere serbest ve desorbe karbonik
anhidrazin diisiik sicakliklarda oldukga kararli oldugu ve 55 °C’de 5 saat sonunda
enzimlerin aktivitelerini sirasiyla % 18 ve % 15 oraninda azalmistir. 65 ve 75
°C’de ise serbest karbonik anhidrazin aktivitesi ilk 1 saat igerisinde neredeyse
tamamen yok olmustur. Kriyojelden desorbe edilmis karbonik anhidraz enziminde
ise 65 °C’de 5 saat sonunda % 26 aktivite kayb1 gozlenirken, 75 °C’de % 36
oraninda aktivite kaybi gozlenmistir. Zhang vd. (2009), hidrokalsit iceren
nanokompozit hidrojellerine karbonik anhidraz enzimini immobilize etmisler ve
benzer bulgulara varmiglardir. Caligmalarinda, 50 °C’deki 1 saatlik inkiibasyon
sonunda serbest karbonik anhidrazin aktivitesinin neredeyse tamamini yitirdigini
fakat immobilize formdaki karbonik anhidrazin aktivitesinin % 65’ini korudugunu
bulmuslardir. Ozdemir (2009) karbonik anhidraz enziminin kararliligm incelemek
tizere serbest ve politiretan kopiiklere immobilize ettigi karbonik anhidrazi 4°C’de
inkiibe ederek belirli zaman araliklarinda aktivitelerine bakmustir. 4 °C’de
immobilize karbonik anhidraz aktivitesini korurken serbest karbonik anhidraz
neredeyse aktivitesinin tamamini kaybetmistir. Aym1 c¢aligmada immobilize
karbonik anhidrazin oda sicakliginda dahi 45 giin boyunca aktivitesini 6nemli
Olglide korudugu bulunmustur. Hosseinkhani vd. (2003) karbonik anhidrazi
Sepharose iizerine immobilize etmisler ve 65 °C’deki termal kararliliginin serbest

karbonik anhidrazdan 6nemli dlgiide yiiksek oldugunu bulmuslardir.
4.8. Karbonik Anhidraz Baskilanmis Kriyojellerin Seciciligi

Hazirlanan CA baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojellerin seciciligi albumin,
hemoglobin, IgG, y-globulin ve lizozime karst incelenmistir. Segicilik
denemelerinde kullanilan albumin, hemoglobin, IgG ve y-globulin sigir kaninda
olup sigir kanindan CA saflagtirilmasi asamasinda olusacak olas1 girisimleri test
etmek amaciyla kullanilmistir. Denemede kullanilan lizozim ise molekiil kiitlesi
14000 Da olan bir enzimdir ve segicilik iizerine molekiil boyutunun etkisinin
incelenmesi amaciyla kullanilmistir. Deneysel bulgular Cizelge 4.7.de

Ozetlenmisgtir.
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Cizelge 4.7. Karbonik anhidraz baskilanmis kriyojellerin segicilikleri.

] o CA Baskilanmis
Poli(HEMA-MAH) kriyojel . e
Poli(HEMA-MAH) kriyojel
Protein Kq (ML/g) K Kq (MmL/g) k K
Karbonik
. 9.59+0.26 - 140.87 £ 11.29 - -

Anhidraz

Albumin 6.77 £0.62 1.42+0.13 6.51 £0.30 21.67 £1.00 .5.26
Hemoglobin ~ 8.68 £0.36 1.11£0.05 2.13+£0.08  66.29 +£2.58 )0.05
19G 45.09 £ 5.86 0.22 £0.03 30.29 £3.54 470 £0.59 ’1.88
v-Globulin 25.03 £ 6.42 0.40+0.12 21.28+£2.74 6.70 £ 0.93 .7.61
Lizozim 88.36+11.88  0.11£0.02 76.07 £16.00  1.90 +0.38 .1.42

Hazirlanan karbonik anhidraz baskilanmis kriyojellerin karbonik anhidraza karsi
diger yarismaci proteinlere gore daha segici oldugu k' degerleri karsilastirilarak
gozlenmistir. Kriyojeller karbonik anhidraza albumine gore 15 kat daha secici iken
hemoglobine goére 60 kat daha segicidir. CA baskilanmis kriyojel karbonik
anhidraza kars1 IgG’ye gore 22 kat y-globuline kars1 ise 17.5 kat segicidir.
Lizozime kars1 hesaplanan secicilik degeri ise 17.4 kattir. Hedef molekiil ve
baglanma bolgesi arasindaki boyut, sekil, baglanma bolgesi ve spesifik baglanma
etkilesimlerinin varlifindan dolay1 molekiiler baskilanmis polimerler kalip
molekiillerini taniyabilmektedirler. Dahast hedef molekiil ile baglanma bolgesi
arasindaki etkilesimin kuvveti molekiiler baskilanmig polimerin segiciligini
belirlemektedir (Dai vd., 2011). Karbonik anhidraz albumin ve hemoglobine gore
daha kiigiik lizozime gore daha biiyilik bir proteindir (Karbonik anhidraz, 30000
Da; albumin, 67000 Da; hemoglobin, 64000 Da; lizozim, 14000). Baskilama
sirasinda olusan karbonik anhidraza 6zgii kaliplara boyut olarak daha biiyiik olan
albumin ve hemoglobinin daha az baglanmasi beklenen bir durumdur. Buna karsin

molekiil kiitleleri birbirinden pek de farkli olmayan bu proteinler kriyojellere farkli
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ilgilerle baglanmistir. Bu durum albumin ve hemoglobinin {i¢ boyutlu yapilari ile
aciklanabilir. Hemoglobin kiiresel bir protein iken albuminin ii¢ boyutlu yapisi
elipsoittir ve muhtemelen bu elipsoit yapmin uglart kriyojelin baskilanmig
bosluklarina spesifik olmayan bir bicimde baglanmaktadir. Lizozime karsi ise
17.54 katlik bir segicilik gozlenmistir. Kiiciik boyutlara sahip olan bu molekiiliin
CA baskilanmis bosluklarda aktif olarak baglanamayacagi agiktir. Sigir serum
IgG’si ve y-globulinine kars1 sirastyla bulunan 21.8 ve 17.5’1uk segicilik katsayisi
bu proteinlerin yliksek olan molekiil kiitlelerinden kaynaklanmaktadir (sirasiyla
152000 Da ve 158000 Da). Ayrica sdz konusu yarigmaci proteinler ile gozlenen
baglanma dogrudan kriyojelin baskilama bolgelerine degil de kriyojel yiizeyine
spesifik olmayan baglanmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir ve yarigmaci
proteinler arasinda gdzlenen bu farklilik s6z konusu proteinlerin yiizeyinde
bulunan farkli gruplarin farkli segiciliklerinden kaynaklanmis olabilir. Baydemir
vd. (2009a) tarafindan hazirlanan bilirubin baskilanmis poli(HEMA-MAT)
kriyojellerin bilirubine kars1 segicilikleri kolesterol ve testosterona karst denenmisg
ve kriyojelin segiciligi sirasiyla 7.3 ve 3.2 kat daha fazla bulunmustur. Baydemir
vd. (2009b) tarafindan hazirlanan bilirubin baskilanmis partikiiller iceren
politHEMA) kriyojellerin segicilikleri de ayrica kolesterol ve testosterona karsi
incelenmis ve kriyojelin bu yarigmaci ajanlara kars1 bilirubine sirasiyla 8.6 ve 4.1
kat secici oldugu ifade edilmistir. Demirin sistein bazli polilHEMA) kriyojellere
baskilandig1 bir ¢aligmada (Asliyiice vd., 2010) demirin segici adsorpsiyonunun
arastirilmasi amaciyla yarigmaci nikel ve kadmiyum iyonlar1 kullanilmis ve demir
baskilanmis kriyojelin yarigsmaci metallere karsi sirasiyla 2.3 ve 10.5 kat segici
oldugu bulunmustur. Sitokrom ¢ baskilanmis poli(HEMA) kriyojeller Tamahkar
vd. (2011) tarafindan sentezlenmis ve baskilanmis kriyojelin segiciligi albumin ve
lizozime kars1 incelenmistir. Sitokrom c baskilanmis kriyojelin sitokrom c’ye kars1
seciciligi albumine kars1 5.23 kat, lizozime kars1 ise1.74 kat yiiksek bulunmustur.
Derazshamshir vd. (2010) tarafindan sentezlenen hemoglobin baskilanmis
poli(HEMA) kriyojellerin hemoglobine olan segiciligi miyoglobine ve albumine
kars1 sirasiyla 38 ve 12 kat segici oldugu bulunmustur.

4.9. Sigir Eritrositlerinden CA Enziminin Saflastirilmasi

CA enziminin saflagtirilmasi i¢in optimize edilen kosullar altinda sigir kanindan
CA enziminin saflastirilmasi ¢alismalari gergeklestirilmistir. Yapilan adsorpsiyon
denemeleri sonunda kriyojele baglanan CA enzimi desorbe edilerek elde edilen
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enzimin safligt SDS-PAGE ile gosterilitken enzimin aktivitesi Olgiilerek
saflastirma tablosu (Cizelge 4.8.) olusturulmustur.

4.9.1. SDS-PAGE Elektroforezi

Kriyojellerden desorbe edilen CA enziminin safligt SDS-PAGE ile gosterilmistir
(Sekil 4.27.). Sekil 4.27.’deki 1 nolu sira elektroforez standart proteinlerini, 2 nolu
sira saf CA enzimini, 3 nolu sira ham hemolizati, 4 nolu sira saflagtirilan CA
enzimini ifade etmektedir. Gortildiigii gibi CA sig1r eritrositlerinden tek bir adimda

ve basarili bir sekilde saflastirilmistir.

1 2 3 +

Sekil 4.27. SDS-PAGE fotografi. Sira 1: protein standartlar [yukaridan asagiya
dogru: miyozin (tavsan kani, 205 kDa), B-galaktozidaz (E. coli, 116 kDa),
fosforilaz B (tavsan kani, 97 kDa), albumin (s1g1r serum, 66 kDa), albumin
(yumurta aki, 45 kDa), karbonik anhidraz (sigir eritrosit, 29 kDa)]; sira 2:
Saf CA; sira 3: ham hemolizat; sira 4: CA baskilanmis poliHEMA-MAH)
kriyojellerden desorbe edilen drnek.
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Cizelge 4.8. Sigir eritrositi karbonik anhidraz enziminin CA baskilanmis
poli(HEMA-MAH) kriyojelleri ile saflastirilmasi

Saflastirma Total Total Spesifik

Aih ;fl protein | AKtivite  Aktivite  Aktivite Saflastirma
(mg) (Unite) (Unite) (Unite/mg) % verim  Katsayist

Hemolizat 10.49 89.250 267.75 25.523 100 1

Baskilanmig

kriyojeller ile 0.099 21.262 212.62 2143.313 79.41 83.98

saflagtirilan CA

Cizelgeden goriildigii tizere CA baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojelleri ile
sigir eritrositlerinden CA enzimi % 79.41 verimle ve yaklasik 84 kat
saflastirilmistir.

4.9.2. Zimogram Boyamasi

Elektroforez ile ayrilan CA’in enzimatik aktivitesi sayesinde goriintiilenmesi
amaciyla zimogram boyamasi yapilmis ve Sekil 4.28.’de gosterilen zimogram
fotografi elde edilmistir. Zimogramdaki 1 nolu sira saf CA enzimini 2 nolu sira ise
saflagtirilan CA enzimini gostermektedir. Goriildiigii iizere her iki enzimin
konumlari mavi zemin iizerinde sar1 lekeler seklindedir ve bu durum enzimlerin

aktivitelerini koruduklarini belirtmektedir.
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Sekil 4.28. Saf CA (1) ve CA baskilanmig poliHEMA-MAH) kriyojellerden
desorbe edilen CA’1mn (2) zimogram fotograflar.
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. SONUC

Yapilan bu ¢aligmada, karbonik anhidrazin sigir kanindan saflastirilmasi igin

karbonik anhidraz baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojeller sentezlenmistir.

Kriyojenik uygulama sonucu -12 °C’de sentezlenen kriyojellerin siinger
benzeri bir yapiya sahip olduklari, sikildiklarinda ise gézeneklerindeki suyu

kolayca verebildikleri gézlenmistir.

Kurutulmus kriyojelin sulu ortama konuldugunda hizli bir sekilde sistigi ve

birkag¢ dakika i¢inde orijinal boyutuna ulastig1 bulunmustur.

Jellesme islemi i¢in polimerizasyon verimi % 90’lar civarinda bulunurken
baskilanmis kriyojellerin sisme oranlar1 baskilanmamis olanlardan daha azdir.

En yiiksek sisme orani ise 8.01 g H,O/g kriyojel ile poli(HEMA) kriyojeldir.

Kriyojellerin makrogdzenekliligi % 70’ler civarinda iken akis hizi 6zellikleri

kriyojel yapisina giren MAH monomeri miktarini artisi ile artmistir.

Sentezlenen kriyojeller arasinda 0,3 mmol MAH ve 10 mg karbonik anhidraz
kullanilarak  hazirlanan kriyojellerin en yiiksek karbonik anhidraz

adsorpsiyonu degerlerine sahip oldugu gozlenmistir (2.65 mg/g kriyojel).

Sentezlenen kriyojelin karakterizasyonu FTIR, SEM, elementel analiz ve

ylzey alani 6lgiimleri yapilarak gergeklestirilmistir.

FTIR ve elementel analiz 6l¢iimleri ile HEMA temelli kriyojel yapiya MAH

monomerinin katildig1 gosterilmistir.

Kriyojellerin SEM fotograflar1 ile yapinin olduk¢a gdzenekli oldugu ve

gozenek boyutunun 10-100 um arasinda degistigi gozlenmistir.

Poli(HEMA) kriyojellerin spesifik yiizey alaninin 23.6 m?/g olarak bulunurken
CA baskilanmamis ve CA baskilanmis poliHEMA-MAH) kriyojellerin

spesifik yiizey alanlar1 sirastyla 27.9 ve 29.3 m%/g olarak bulunmustur.
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Kriyojel kolona baglanan karbonik anhidrazin desorpsiyonu islemleri i¢in 1.0

M NaCl i¢eren pH 4.0 asetat tamponu (0.1 M) kullanilmstir.

Karbonik anhidraz baskilanmis kriyojellere karbonik anhidraz adsorpsiyonuna
pH’m etkisi incelenmis ve maksimum karbonik anhidraz adsropsiyonu pH
6.5’da bulunmustur. Bununla birlikte farkli tampon tiplerinin de etkisi
incelenmis ve pH 6.0 MES tamponu kullanilarak en yiiksek adsorpsiyon

oranlarina ulasilmigtir.

Karbonik anhidraz derisiminin adsorpsiyon iizerine etkisi incelenmis ve artan
karbonik anhidraz derisimi ile adsorpsiyon kapasitesinin arttigi fakat 0.5
mg/mL derisimden sonra bir doygunluk degerine ulagilmistir. Buna karsilik
poli(HEMA) kriyojellerin ve baskilanmamis poliHEMA-MAH) kriyojellerin

adsorpsiyon kapasiteleri olduke¢a diisiik olarak bulunmustur.

Derigim verilerinden yola c¢ikarak adsorpsiyon izotermleri incelenmis ve

Langmuir izoterminin daha uygun oldugu sonucu ¢ikarilmistir.

Ortam iyonik siddetinin degistirilmesi ile adsorpsiyona olan etkileri farkl
tuzlar kullanilarak incelenmis ve tiim tuz bilesenleri i¢in artan iyonik siddet ile

(0-1.0 M) adsorpsiyon kapasitelerinin 6nemli oranda azaldig1 bulunmustur.

Sicakligin adsorpsiyon kapasitesi iizerine ¢ok onemli bir etkisi olmadig1 ve 25
°C’de bir maksimuma sahip oldugu ifade edilmesine ragmen yiiksek

sicakliklarda enzimin denatiire olabileceginden dolay1 25 °C’de ¢aligiimistir.

Kromatografik akis hizinin artist ile adsorplanan karbonik anhidraz

miktarlarinda azalma meydana gelmistir.



143

e Gergeklestirilen adsorpsiyon-desorpsiyon iglemleri sirasinda enzimde
meydana gelebilecek yapisal degisimler ve denatiirasyonun incelenmesi
amaciyla floresans spektroskopisi Olciimleri gerceklestirilmis ve baslangic
enzim c¢ozeltisinin ve kriyojelden desorbe edilen enzim ¢o6zeltisinin her
ikisinin de ayni uyarim ve yayim dalga boylarina sahip oldugu gézlenmis ve

enzimde herhangi bir yapisal degisimin olmadig1 sonucu ¢ikarilmustir.

e Sentezlenen kriyojel 10 dongii boyunca kullanilmis ve karbonik anhidraz
adsorpsiyonu kapasitesi 10 dongii sonunda sadece % 10 oraninda azalirken

operasyonel kararliliklar1 10 dongii sonunda % 19 oraninda azalmustir.

e Kriyojelden desorbe edilen enzimin 1s1l kararlilig1 incelendiginde ise diisiik
sicakliklarda serbest enzime benzer 6zellikler sergilerken yiiksek sicakliklarda
immobilizasyonun da bir avantaji olarak kararliliginin 6nemli oranda arttig1

gozlenmistir.

e Sentezlenen kriyojelin karbonik anhidraz enzimine olan segiciligi albumin,
hemoglobin, IgG, y-globulin ve lizozime karsi incelenmis ve kriyojelin
seciciligi sirasiyla 15.26, 60.05, 21.88, 17.61 ve 17.42 kat yiiksek

bulunmustur.

e Sentezlenen kriyojeller kullanilarak sigir eritrositlerinden karbonik anhidraz
enzimi saflagtirllmigtir. Saflastirma igslemi sonunda karbonik anhidraz enzimi
aktivite geri kazanimi % 79.41 ve saflastirma katsayis1 83.98 olarak
bulunmustur. Enzimin saflifi SDS-PAGE ile gosterilirken enzimin aktif

oldugu zimogram ile de gdsterilmisgtir.

Yapilan bu calisma molekiiler baskilama teknigi kullanilarak hazirlanan
kriyojellerin  enzim  saflagtirllmasina  yonelik  kullanilmasindaki  nadir
orneklerdendir. Karbonik anhidrazin molekiiler baskilama teknigi kullanilarak
saflagtirilmasina yonelik ise literatiirdeki ilk ¢alisma olacaktir. Gelistirilen bu
teknik, fizyolojik olarak O6nemli ve kanser gibi bir¢ok hastalik ile iligkili olan
karbonik anhidrazin basit ve hizli bir sekilde saflastirilmasina izin verecektir.

Diger karbonik anhidraz smiflarinin ve izozimlerinin de baskilanmasi ¢aligmalar1
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yapilarak bu enzimlerin saflastirilmasi c¢alismalart  gergeklestirilebilecektir.
Karbonik anhidrazin hastaliklarla ilgili izozimlerinin hizli bir sekilde
saflastirilmas1 ile bu enzimleri inhibe edecek bilesiklerin arastirilmasit ve
gelistirilmesi ¢alismalarina ivme kazandirilacak ve hastaliklarin tedavi edilmesi
miimkiin olacaktir. Ayrica yeni CA izozimlerin ve siniflarinin saflagtirilmasi o
enzimlerin katalitik etkinlikleri ve mekanizmalar1 hakkinda yeni ve dogru bilgiler

elde etmemizi saglayacaktir.



145

KAYNAKLAR

Akgol, S., Bereli, N., Denizli, A. 2005. Magnetic dye affinity beads for the
adsorption of B-casein. Macromolecular Bioscience, 5: 786-794.

Akgdl, S., Ozkara, S., Uzun, L., Yilmaz, F., Denzili, A. 2007. Pseudospecific
magnetic affinity beads for immunoglobulin-G depletion from human
serum. Journal of Applied Polymer Science, 106: 2405-2412.

Alkan, H., Bereli, N., Baysal, Z., Denizli, A. 2009. Antibody purification with
protein A attached supermacroporous poly(hydroxyethyl methacrylate)
cryogel. Biochemical Engineering Journal, 45: 201-208.

Altintas, E.B., Denizli, A. 2006. efficient removal of albumin from human serum
by monosize dye-affinity beads. Journal of Chromatography B, 832: 216-
223.

Andag, M., Galaev, 1.Y., Denizli, A. 2012. Dye attached poly(hydroxyethyl
methacrylate) cryogel for aloumin depletion from human serum. Journal of
Separation Science, 35: 1173-1182.

Andag¢, M., Plieva, F.M., Denizli, A., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B. 2008.
Poly(hydroxyethyl methacrylate)-based macroporous hydrogels with
disulfide cross-linker. Macromolecular Chemistry and Physics, 209: 577-
584.

Andersson, B., Nyman, P.O., Strid, L. 1972. Amino acid sequence of human
erythrocyte carbonic anhydrase. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 48: 670-677.

Arshady, R., Mosbach, K. 1981. Synthesis of substrate-selective polymers by host-
guest polymerization. Die Makromolekulare Chemie, 182: 687-692.

Arvidson, P., Plieva, F.M., Lozinsky, V.l., Galaev, L.Y., Mattiasson, B. 2003.
Direct chromatographic capture of enzyme from crude homogenate using
immobilized metal affinity chromatography on a continuous
supermacroporous adsorbent. Journal of Chromatography A, 986: 275-
290.



146

Asliytice, S., Bereli, N., Uzun, L., Onur, M.A., Say, R., Denizli, A. 2010. lon-
imprinted supermacroporous cryogel, for in vitro removal of iron out of
human plasma with beta thalassemia. Separation and Purification
Technology, 73: 243-249.

Aslyiice, S., Uzun, L., Rad, A.Y., Unal, S., Say, R., Denizli, A. 2012. Molecular
imprinting based composite cryogel membranes for purification of anti-
hepatitis B surface antibody by fast protein liquid chromatography. Journal
of Chromatography B, 889-890: 95-102.

Babac, C., Yavuz, H., Galaev, 1.Y., Piskin, E., Denizli, A. 2006. Binding of
antibodies to concanavalin A-modified monolithic cryogel. Reactive &
Functional Polymers, 66: 1263-1271.

Baggiani, C., Baravalle, P., Giovannoli, C., Anfossi, L., Giraudi, G. 2010.
Molecularly imprinted polymer/cryogel composites for solid-phase
extraction of bisphenol A from river water and wine. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 397: 815-822.

Baggiani, C., Giraudi, G., Trotta, F., Giovannoli, C., Vanni, A. 2000.
Chromatographic characterization of a molecular imprinted polymer binding
cortisol. Talanta, 51: 71-75.

Banerjee, A.L., Swanson, M., Mallik, S., Srivastava, D.K. 2004. Purification of
recombinant human carbonic anhydrase-11 by metal affinity chromatography
without incorporating histidine tags. Protein Expression and Purification,
37: 450-454.

Baydemir, G., Bereli, N., Andag, M., Say. R., Galaev, 1.Y., Denizli, A. 2009a.
Bilirubin recognition via molecularly imprinted supermacroporous cryogels.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 68: 33-38.

Baydemir, G., Bereli, N., Andag, M., Say. R., Galaev, L.Y., Denizli, A. 2009b.
Supermacroporous poly(hydroxyethyl methacrylate) based cryogel with
embedded bilirubin imprinted particles. Reactive & Functional Polymers,
69: 36-42.



147

Belavtseva, E.M., Titova, E.F., Lozinsky, V.l., Vainerman, E.S., Rogozhin, S.V.
1984. Study of cryostructurization of polymer systems V. Electron
microscopic studies of cross-linked polyacrylamide cryogels. Colloid &
Polymer Science, 262; 775-779.

Belyaeva, A.V., Smirnova, Y.A., Lysogorskaya, E.N., Oksenoit, E.S., Timofeeva,
AV. Lozinskii, V.l., Filippova, 1.Y. 2008. Biocatalytic properties of
thermolysis immobilized on polyvinyl alcohol cryogel. Russian Journal of
Bioorganic Chemistry, 34: 435-441.

Bereli, N., Andag, M., Baydemir, G., Say, R., Galaev, 1.Y., Denizli, A. 2008.
Protein  recognition via ion-coordinated molecularly  imprinted
supermacroporous cryogels. Journal of Chromatography A, 1190: 18-26.

Bereli, N., Saylan, Y., Uzun, L., Say, R., Denizli, A. 2011. L-histidine imprinted
supermacroporous cryogels for protein recognition. Separation and
Purification Technology, 82: 28-35.

Billakanti, J.M., Fee, C.J. Characterization of Cryogel monoliths for extraction of
minor proteins from milk by cation exchange. Biotechnology and
Bioengineering, 103: 1155-1163.

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, 72: 248-251.

Burova, T.V., Grinberg, N.V., Kalinia, E.V., lvanov, R.V., Lozinsky, V.I.,
Agvarez-Lorenzo, C., Grinberg, V.Y. 2011. Thermo responsive copolymer
cryogel possessing molecular memory: synthesis, energetics of collapse and
interaction with ligands. Macromolecular Chemistry and Physics, 212:
72-80.

Capasso, C., De Luca, V., Carginale, V., Caramuscio, P., Cavalheiro, C.F.N.,
Cannio, R. Rossi, M. 2012. Characterization and properties of a new
thermoactive and thermostable carbonic anhydrase. Chemical Engineering
Transactions, 27: 271-276.



148

Ceyhun, S.B., Sentiirk, M., Erdogan, O., Kiifrefvioglu, O.1. 2010. In vitro and in
vivo effects of some pesticides on carbonic anhydrase enzyme from rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) gills. Pesticide Biochemistry and Physiology,
97: 177-181.

Ceyhun, S.B., Sentiirk, M., Yerlikaya, E., Erdogan, O., Kiifrevioglu, O.1., Ekinci,
D. 2011. Purification and characterization of carbonic anhydrase from the
teleost fish Dicentrarchus labrax (European seabass) liver and toxicological
effects of metal on enzyme activity. Environmental Toxicology and
Pharmacology, 32: 69-74.

Chen, W., Liu, F., Zhang, X., Li, K.A,, Tong, S. 2001. The specificity of a
chlorphenamine-imprinted polymer and its application. Talanta, 55: 29-34.

Chen, Z.D., Wei, J.X., Wang, W.C. Kong, Y. 2010, Separation of tryptophan
enantiomers with molecularly imprinted polypyrrole electrode column.
Chinese Chemical Letters, 21: 353-356.

Cincinelli, A. Martellini, T., Innocenti, A., Scozzafava, A., Supuran, C.T. 2011.
Purification and inhibition studies with anions and sulfonamides of an a-
carbonic anhydrase from the Antractic seal Leptonychotes weddellii.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 19: 1847-1851.

Dai, C-M., Geissen, S-U., Zhang, Y-L., Zhang, Y-J., Zhou, X-F. 2011. Selective
removal of diclofenac from contamined water using molecularly imprinted
polymer microspheres. Environmental Pollution, 159: 1660-1666.

Dai, S., Burleigh, M.C., Shin, Y., Morrow, C.C., Barnes, C.E., Xue, Z. 1999.
Imprint coating: A novel synthesis of selective functionalized ordered
mesoporous sorbents. Angewandte Chemie International Edition, 38:
1235-1239.

Dainiak, M.B., Galaev, LY., Kumar, A., Plieva, F.M., Mattiasson, B. 2007.
Chromatography of living cells using supermacroporous hydrogels,
cryogels. Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, 106: 101-
127.



149

Dainiak, M.B., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B. 2006. Affinity cryogel monoliths for
screening for optimal separation conditions and chromatographic separation
of cells. Journal of Chromatography A, 1123: 145-150.

Dainiak, M.B., Kumar, A., Plieva, F.M. Galaev, l.Y., Mattiasson, B., 2004.
Integrated isolation of antibody fragments from microbial cell culture fluids
using supermacroporous cryogels. Journal of Chromatography A, 1045:
93-98.

Demir, N., Demir, Y. 1997b. Carbonic anhydrase from Nicotiana tabacum leaves.
Turkish Journal of Chemistry, 21: 111-117.

Demir, N., Demir, Y., Yildirim, A. 1997a. Carbonic anhydrases from leaves and
roots of Daucus carota. Phytochemistry, 44: 1247-1250.

Demir, Y., Nadaroglu, H., Demir, N. 2007. Purification and some properties of
carbonic anhydrase from Elephas trogontherii (Steppe elephant) bone.
Indian Journal of Biochemistry & Biophysics, 44: 252-256.

Demiryas, N., Tizmen, N., Galaev, LY., Piskin, E., Denizli, A. 2007.
Poly(acrylamide-allyl glycidyl ether) cryogel as a novel stationary phase in
dye-affinity chromatography. Journal of Applied Polymer Science, 105:
1808-1816.

Derazshamshir, A., Baydemir, G., Andag, M., Say, R., Galaev, 1.Y., Denizli, A.
2010. Molecularly imprinted PHEMA-based cryogel for depletion of
hemoglobin from human blood. Macromolecular Chemistry and Physics,
211: 657-668.

Derazshamshir, A., Ergiin, B., Pesint, G., Odabagsi, M. 2008. Preparation of Zn*-
chelated poly(HEMA-MAH) cryogel for affinity purification of chicken egg
lysozyme. Journal of Applied Polymer Science, 109: 2905-2913.

Domesic, J.F., Avvaru, B.S., Kim, C.U., Gruner, S.M., McKenna, M.A., Silverman,
D.N., McKenna, R. 2008. Entrapment of carbon dioxide in the active site of
carbonic anhydrase. The Journal of Biological Chemistry, 283, 30766-
30771.



150

Domsic, J.F.,, McKenna, R. 2010. Sequestration of carbon dioxide by the
hydrophobic pocket of the carbonic anhydrases. Biochimica et Biophysica
Acta, 1804: 326-331.

Doretti, L., Ferrara, D., Gattolin, P., Lora, S., Schiavon, F., Veronese, F.M. 1998.
PEG-modified glucose oxidase immobilized on a PVA cryogel membrane
for amperometric biosensor applications. Talanta, 45: 891-898.

Ekinci, D., Ceyhun, S.B., Sentiirk, M., Erdem, D., Kiifrevioglu, O.1., Supuran,
C.T. 2011. characterization and anions inhibition studies of an a-carbonic
anhydrase from teleost fish Dicentrarchus labrax. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 19: 744-748.

Erzengin, M., Unli, N., Odabas;, M. 2011. A novel adsorbent for protein
chromatography: supermacroporous monolithic cryogel embedded with
Cu?®*-attached sporopollenin particles. Journal of Chromatography A,
1218: 484-490.

Fernandez-Alvarez, P., Le Noir, M., Guieysse, B., 2008. Removal and destruction
of endocrine distrupting contaminants by adsorption with molecularly
imprinted  polymers followed by simultaneous extraction and
phototreatment. Journal of Hazardous Materials, 163: 1107-1112.

Gao, B., Niu, Q., Du, R. 2010. Preparation and recognition performance of
cytosine alkaloid-imprinted material prepared using navel surface molecular
imprinting technique. Journal of Separation Science, 33: 1338-1348.

Gilmour, K.M. 2010. Perspectives on carbonic anhydrase. Comparative
Biochemistry and Physiology, 157: 193-197.

Gradadolnik, J. 2003. Infrared difference spectroscopy: Part I. Interpretation of
the difference spectrum. Vibrational Spectroscopy, 31: 279-288.

Guliev, N.M., Babaev, G.G., Bairamov, Sh.M., Aliev, D.A. 2003. Purification,
Properties and Localization of two carbonic anhydrase from Amaranthus
cruentus leaves. Russian Journal of Plant Physiology, 50: 213-219.



151

Hajizadeh, S., Kirsebom, H., Galaev, L.Y., Mattiasson, B. 2010. Evaluation of
selective composite cryogel for bromate removal from drinking water.
Journal of Separation Science, 33: 1752-1759.

Hakansson, K., Carlsson, M., Svensson, L.A., Liljas, A. 1992. Structure of native
and apo carbonic anhydrase Il and structure of some of its anion-ligand
complexes. Journal of Molecular Biology, 277: 1192-1204.

Hakansson, K., Wehnert, A., Liljas, A. 1994. X-ray analysis of metal-substituted
human carbonic anhydrase Il derivatives. Biological Crystallography, 50:
93-100.

Hanora, A., Plieva, F.M., Hedstrom, M., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B. 2005.
Capture of bacterial endotoxins using a supermacroporous monolithic matrix
with immobilized polyethyleneimine lysozyme or polymyxin B. Journal of
Biotechnology, 118: 421-433.

Hedstrom, M., Plieva, F., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B. 2008. Monolithic
macroporous albumin/chitosan cryogel structure: a new matrix for enzyme
immobilization. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 390: 907-912.

Henderson, L.E., Henriksson, D., Nyman, P.O. 1973. Amino acid sequence of
human erythrocyte carbonic anhydrase C. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 52: 1388-1394.

Henderson, L.E., Henriksson, D., Nyman, P.O. 1976. Primary structure of human
carbonic anhydrase C. The Journal of Biological Chemistry, 251: 5457-
5463.

Hisar, O., Beydemir, S., Biilbiil, M., Yanik, T. 2006. Kinetic properties of
carbonic anhydrase purified from gills of rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). Journal of Applied Animal Research, 30: 185-188.

Hosseinkhani, S., Gorgani, M.N. 2003. Partial unfolding of carbonic anhydrase
provides a method for its immobilization on hydrophobic adsorbents and
protects it against irreversible thermoinactivation. Enzyme and Microbial
Technology, 33: 179-184.



152

Hove, E., Elvehjem, C.A., Hart E.B. 1940. The relation of zinc to carbonic
anhydrase. Journal of Biological Chemistry, 136: 425-434.

Innocenti, A., Zimmerman, S., Ferry, J.G., Scozzafava, A., Supuran, C.T. 2004.
Carbonic anhydrase inhibitors. Inhibition of the zinc and cobalt y-class
enzyme from the archaeon Methanosarcina thermophila with anions.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 14: 3327-3331.

Iverson, T.M., Alber, B.E., Kisker, C., Ferry, J.G., Rees, D.C. 2000. A closer look
at the active site of vy-class carbonic anhydrases: High-resolution
crystallographic studies of the carbonic anhydrase from Methanosarcina
thermophila. Biochemistry, 39: 9222-9231.

Janiak, D.S., Kofinas, P. 2007. Molecular imprinting of peptides and proteins in
aqueous media. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 389: 399-404.

Jiang, W., Su, H., Huo, H., Tan, T. 2010. Synthesis and properties of surface
molecular imprinting adsorbent for removal of Pb?*. Applied Biochemistry
and Biotechnology, 160: 467-476.

Kanan, K.K., Notstrand, B., Fridborg, K., Lovgren, S., Ohlsson, A., Petef, M.
1975. Crystal structure of human erythrocyte carbonic anhydrase B. Three-
dimensional structure at a nominal 2.2-A resolution. Proceedings of The
National Academy Sciences, 72: 51-55.

Karlsson, J., Hiltonen, T., Husic, H.D., Ramazanov, Z., Samuelsson, G. 1995.
Intracellular carbonic anhydrase of Chlamydomonas reinhardtii. Plant
Physiology, 109: 533-539.

Kecili, R., Say, R., Ersoz, A., Hiir, D., Denizli, A. 2012. Investigation of synthetic
lipase and its use in transesterification reactions. Polymer, 53: 1981-1984.

Keilin, D., Mann, T. 1940. Carbonic anhydrase. Purification and nature of the
enzyme. Biochemical Journal, 34: 1163-1176.

Kog, 1., Baydemir, G., Bayram, E., Yavuz, H., Denizli, A. Selective removal of
17B-estradiol with molecularly imprinted particle-embedded cryogel system.
Journal of Hazardous Materials, 192: 1819-1826.



153

Komiyama, M., Takeuchi, T., Mukawa, T., Asanuma, H. 2003. Molecular
Imprinting. From Fundamentals to Applications. Wiley, Weinheim.

Kostova, B., Momekova, D., Petrov, P., Momekov, G., Toncheva-Moncheva, N.,
Tsvetanov, C.B., Lambov, N. 2011. Poly(ethoxytriethyleneglycol acrylate)
cryogels as novel sustained drug release system for oral application.
Polymer, 52: 1217-1222.

Krebs, H.A. 1948. Inhibition of carbonic anhydrase by sulphonamides.
Biochemical Journal, 43:525-528.

Krungkrai, S.R., Suraveratum, N., Rochanakij, S., Krungkrai, J 2001.
Characterization of carbonic anhydrase in Plasmodium falciparum.
International Journal of Parasitology, 31: 661-668.

Kuchen, W., Schram, J. 1988. Metal-ion selective exchange resins by matrix
imprint with methacrylates. Angewandte Chemie International Edition,
27:1695-1697.

Kumar, A., Bansal, V., Andersson, J., Roychoudhury, P.K., Mattiasson, B. 2006.
Supermacroporous cryogel matrix for integrated protein isolation.
Immobilized metal affinity chromatographic purification of urokinase from
cell culture broth of a human kidney cell line. Journal of Chromatography
A, 1103: 35-42.

Kumar, A., Caballero, A.R., Plieva, F.M., Galaev, I.Y., Nandakumar, K.S.,
Kamihira, M., Holmdahl, R., Orfao, A., Mattiasson, B., 2005. Affinity
binding of cells to cryogel adsorbents with immobilized specific ligands:
effect of ligand coupling and matrix architecture. Journal of Molecular
Recognition, 18: 84-93.

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structure protein during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature, 277: 690-685.

Lasakova, M., Jandera, P. 2009. Molecularly imprinted polymers and their
application in solid phase extraction. Journal of Separation Science, 32:
799-812.



154

Le Noir, M., Plieva, F., Hey, T., Guieysse, B., Mattiasson, B. 2007. Macroporous
molecularly imprinted polymer/cryogel composite system for the removal of
endocrine disrupting trace contaminants. Journal of Chromatography A,
1154: 158-164.

Liljas, A., Kanan, K.K., Bergsten, P.C., Waara, I., Fridborg, K., Strandberg, B.,
Carlbom, U., Jarup, L., Lovgren, S., Petef, M. 1972. Crystal structure of
human carbonic anhydrase C. Nature New Biology, 235: 131-137.

Lin, K.D., Deutsch, H. 1973. Human carbonic anhydrase-Xl. The complete
primary structure of carbonic anhydrase B. The Journal of Biological
Chemistry, 248: 1885-1893.

Lin, K.D., Deutsch, H. 1974. Human carbonic anhydrase-XIl. The complete
primary structure of the C isozyme. The Journal of Biological Chemistry,
249: 2329-2337.

Lindskog, S. 1997. Structure and mechanism of carbonic anhydrase.
Pharmacology & Therapeutics, 74: 1-20.

Liu, J., Deng, Q., Yang, K., Zhang, L., Liang, Z., Zhang, Y. 2010. Macroporous
molecularly imprinted monolithic polymer columns for protein recognition
by liquid chromatography. Journal of Separation Science, 33: 2757-2761.

Lozinsky, V.l., Vainerman, E.S., Ivanova, S.A., Titova, E.F., Shtilman, M.I.,
Belavtseva, E.M., Rogozhin, S.V. 1986. Study of cryostructurization of
polymer systems. VI. The influence of the process temperature on the
dynamics of formation and structure of cross-linked polyacrylamide
cryogels. Acta Polymerica, 37: 142-146.

Lozinsky, V.1, Galaev, 1.Y., Plieva, F.M., Savina, I.N., Jungvid, H., Mattiasson,
B. 2003. Polymeric cryogels as promising materials of biotechnological
interest. TRENDS in Biotechnology, 21: 445-451.

Lozinsky, V.1, Plieva, F.M., Galaev, 1.Y., Mattiasson, B. 2002. The potential of
polymeric cryogels in bioseparation. Bioseparation, 10: 163-188.



155

Lozinsky, V.l., Vainerman, E.S., Korotaeva, G.F., Rogozhin, S.V. 1984a. Study of
cryostructurization of polymer systems Ill. Cryostructurization in organic
media. Colloid & Polymer Science, 262: 617-622.

Lozinsky, V.l., Vainerman, E.S., Rogozhin, S.V. 1982. Study of
cryostructurization of polymer systems Il. The influence of freezing of a
reacting mass on the properties of products in the preparation of covalently
cross-linked gels. Colloid & Polymer Science, 260: 776-780.

Lozinsky, V.l., Vainerman, E.S., Titova, E.F., Belavtseva, E.M., Rogozhin, S.V.
1984. Study of cryostructurization of polymer systems IV.
Cryostructurization of the system: Solvent-vinyl monomer-divinyl
monomer-initiator of polymerization. Colloid & Polymer Science, 262:
769-774.

Lusta, K.A., Starostina, N.G., Gorkina, N.B., Fikhte, B.A., Lozinsky, V.l. 1988.
Immobilization of E. coli cells in polyacrylamide-based microporous
cryogels. Prikladnaia Biokhimia Mikrobiologia, 24: 504-513.

Manchenko, G.P. 2003. Handbook of Detection of Enzymes on Electrophoretic
Gels. CRC Press, 482-483, Boca Raton, ABD.

Markvicheva, E.A., Lozinsky, V.l., Plieva, F.M., Kochetkov, K.A., Rumsh, L.D.,
Zubov, V.P., Maity, J., Kumar, R., Parmar, V.S., Belokon, Y.N. 2005. Gel-
immobilized enzymes as promising biocatalysts: Results from Indo-Russian
collaborative studies. Pure and Applied Chemistry, 77: 227-236.

Matsui, J., Fujiwara, K., Ugata, S., Takeuchi, T. 2000. Solid-phase extraction with
a dibutylmelamine-imprinted polymer as triazine herbicide-selective
sorbent. Journal of Chromatography A, 889: 25-31.

Meldrum, N.U., Roughton, F.J.W. 1933. Carbonic anhydrase. Its preparation and
properties. The Journal of Physiology, 80: 113-142.

Miller, W.H., Dessert, A.M., Roblin, R.O. 1950. Heterocyclic sulfonamides as
carbonic anhydrase inhibitors. Journal of American Chemical Society, 72:
4893-4896.



156

Mitsuhashi, S., Mizushima, T., Yamashita, E., Yamamoto, M., Kumasaka, T.,
Moriyama, H., Ueki, T., Miyachi, S., Tsukihara, T. 2000. X-ray structure of
B-carbonic anhydrase from the red alga, Porphyridium purpureum, reveals a
novel catalytic site for CO, hydration. The Journal of Biological
Chemistry, 275: 5521-5526.

Miyamoto, H., Miyashita, T., Okushima, M., Nakano, S., Morita, T., Matsushiro,
A. 1996. A carbonic anhydrase from the nacreous layer in oyster pearls.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 93: 9657-9660.

Nilsang, S., Nandakumar, K.S., Galaev, l.Y., Rakshit, S.K., Holmdahl, R.,
Mattiasson, B., Kumar, A. 2007. Monoclonal antibody production using a
new supermacroporous cryogel bioreactor. Biotechnology Progress, 23:
932-939.

Noppe, W., Plieva, F.M., Vanhoorelbeke, Deckmyn, H., Tuncel, M., Tuncel, A.,
Galaev, 1.Y., Mattiasson, B. 2007. Macroporous monolithic gels, cryogels,
with immobilized phages from phage-display library as a new platform for
fast development of affinity adsorbent capable of target capture from crude
feeds. Journal of Biotechnology, 131: 293-299.

Ores, J.C., Sala, L., Cerveira, G.P., Kalil, S.J. 2012. Purification of carbonic
anhydrase from bovine erythrocytes and its application in the enzymatic
capture of carbon dioxide. Chemosphere, 88: 255-259.

Orrego, C.E., Valencia, J.S. 2009. Preparation and characterization of chitosan
membranes by using a combined freeze gelation and mild crosslinking
method. Bioprocess and Biosystems Engineering, 32: 197-206.

Ozdemir, E. 2009. Biomimetic CO, sequestration : 1. Immobilization of carbonic
anhydrase within polyurethane foam. Energy Fuels, 23: 5725-5730.

Ozensoy, O. Arslan, O., Sinan, S.0. 2004. A new method for purification of
carbonic anhydrase isozymes by affinity chromatography. Biochemistry
(Moscow), 69: 216-219.



157

Ozgiir, E., Bereli, N., Tiirkmen, D., Unal, S., Denizli, A. 2011. PHEMA cryogel
for in-vitro removal of anti-dsDNA antibodies from SLE plasma. Materials
Science and Engineering C, 31: 915-920.

Papancea, A., Valente, A.J.M. Patachia, S. 2010. PVA cryogel membranes as a
promising tool for the retention and separation of metal ions from aqueous
solutions. Journal of Applied Polymer Science, 118: 1567-1573.

Papancea, A., Valente, A.J.M., Patachia, S., Miguel, M.G., Lindman, B. 2008.
PVA-DNA cryogel membranes: characterization, swelling and transport
studies. Langmuir, 24: 273-279.

Peppas, N.A. 1975. Turbidimetric studies of aqueous poly(vinyl alcohol) solution.
Die Makromolekulare Chemie, 176: 3433-3440.

Per¢in, 1., Saglar, E., Yavuz, H., Aks6z, E., Denizli, A. 2011. Poly(hydroxyethyl
methacrylate) based affinity cryogel for plasmid DNA purification.
International Journal of Biological Macromolecules, 48: 577-582.

Petermann, M.L., Hakala, N.V. 1942. Molecular kinetic and electrophoretic
studies on carbonic anhydrase. Journal of Biological Chemistry, 145: 701-
705.

Plieva, F.M., Galaev, L.Y., Mattiasson, B. 2007. Macroporous gels prepared at
subzero temperatures as novel materials for chromatography of particulate-
containing fluids and cell culture applications. Journal of Separation
Science, 30: 1657-1671.

Plieva, F.M., Galaev, L.Y., Noppe, W., Mattiasson, B. 2008. Cryogel application in
microbiology. Trends in Microbiology, 16: 543-551.

Plieva, F.M., Savina, I.N., Deraz, S., Andersson, J., Galaev, 1.Y., Mattiasson,B.
2004. Characterization of supermacroporous monolithic polyacrylamide
based matrices designed for chromatography of bioparticles. Journal of
Chromatography B, 807: 129-137.



158

Pocker, Y., Meany, J.E. 1965a. The catalytic versatility of carbonic anhydrase
from erythrocytes. The enzyme-catalyzed hydration of acetaldehyde.
Journal of American Chemical Society, 87: 1809-1811.

Pocker, Y., Meany, J.E. 1965b. The catalytic versatility of erythrocyte carbonic
anhydrase. 1. Kinetic studies of the enzyme-catalyzed hydration of
acetaldehyde. Biochemistry, 4: 2535-2541.

Pocker, Y., Beug, M.W. 1972. Kinetic studies of bovine carbonic anhydrase
catalyzed hydrolyses of para-substituted phenyl esters. Biochemistry, 11:
698-707.

Pocker, Y., Ng, J.S.Y. 1973. Properties and carbon dioxide hydration kinetics.
Biochemistry, 12: 5127-5134.

Prasanna, R.R., Vijayalakshmi, M.A. 2010. Characterization of metal chelate
methacrylate monolithic disk for purification of polyclonal and monoclonal
immunoglobulin G. Journal of Chromatography A, 1217: 2660-3667.

Ramanan, R., Kannan, K. Sivanesan, S.D., Mudliar, S., Kaur, S., Tripathi, A.K.,
Chakrabarti, T. 2009. Bio-sequestration of carbon dioxide using carbonic
anhydrase enzyme purified from Citrobacter freundii. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 25: 981-987.

Rashid, B.A., Briggs, R.J., Hay, J.N., Stevenson, D. 1997. Preliminary evaluation
of a molecular imprinted polymer for solid-phase extraction of tamoxifen.
Analytical Communications, 34: 303-305.

Reddy, P.S., Kobayashi, T., Abe, M., Fujii, N. 2002. Molecular imprinted nylon-6
as a recognition material of amino acids. European Polymer Journal, 38:
521-529.

Rickli, E.E., Ghazanfar, S.A.S., Gibbons, B.H., Edsall, J.T. 1964. Carbonic
anhydrases from human erythrocytes. The Journal of Biological
Chemistry, 239: 1065-1078.

Roberts, S.B. 1997. Carbonic anhydrase in the marine diatom Thalassiosira
weissflogii (Bacillariophyceae). Journal of Phycology, 33: 845-850.



159

Sawaya, M.R., Cannon, G., Heinhorst, S., Tanaka, S., Williams, E.B., Yeates,
T.O., Kerfeld, C.A. 2006. The structure of B-carbonic anhydrase from the
carboxysomal shell reveals a distinct subclass with one active site for the
price of two. The Journal of Biological Chemistry, 281: 7546-7555.

Sellergren, B., Lepistd, M., Mosbach, K. 1988. Highly enantioselective and
substrate-selective polymers obtained by molecular imprinting utilizing
noncovalent interactions. NMR and chromatographic studies on the nature
of recognition. Journal of American Chemical Society, 110: 5853-5960.

Sender, S., Béttcher, K., Cetin, Y., Gros, G. 1999. Carbonic anhydrase in the gills
of seawater and freshwater-acclimated flounders Platichthys flesus:
Purification, characterization and immunohistochemical localization. The
Journal of Histochemistry & Cytochemistry, 47: 43-50.

Sener, G., Uzun, L., Say, R., Denizli, A. 2011. Use of molecular imprinted
nanoparticles as biorecognition element on surface plasmon resonance
sensor. Sensors and Actuators B: Chemical, 160: 791-799.

Sentiirk, M., Giilgin, 1., Dastan, A., Kiifrevioglu, O.1., Supuran, C.T. 2009.
Carbonic anhydrase inhibitors. Inhibition of human erythrocyte isozyme I
and Il with a series of antioxidant phenols. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 17: 3207-3211.

Sharma, A., Bhattacharya, A., Singh, S. 2009. Purification and characterization of
an extracellular carbonic anhydrase from Pseudomonas fragi. Process
Biochemistry, 44: 1293-1297.

Shea, K.J., Dougherty, T.K. 1986. Molecular recognition on synthetic amorphous
surfaces. The influence of functional group positioning on the effectiveness
of molecular recognition. Journal of American Chemical Society, 108:
1091-1093.

Sly, W.S., Hu, P.Y. 1995. Human carbonic anhydrase and carbonic anhydrase
deficiencies. Annual Review of Biochemistry, 64: 375-401.



160

Smrekar, F., Ciringer, M., Ales, S., Podgornik, A. 2011. Characterization of
methacrylate monoliths for bacteriophage purification. Journal of
Chromatography A, 1218: 2438-2444.

Stadie, W.C., O’Brien, H. 1933. The Catalysis of the hydration of carbon dioxide
and dehydration of carbonic acid by an enzyme isolated from red blood
cells. The Journal of Biological Chemistry, 103: 521-529.

Stanescu, M.D., Fogorasi, M., Shaskolskiy, B.L., Gavrilas, S., Lozinsky, V.I.
2010. New potential biocatalysts by laccase immaobilization in PVA cryogel
type carrier. Applied Biochemistry and Biotechnology. 160: 1947-1954.

Sun, S., Tang, Y., Fu, Q., Liu, X., Du, W., Guo, L., Zhao, Y. 2012b. Preparation
of agarose/chitosan composite supermacroporous monolithic cryogels for
affinity purification of glycoproteins. Journal of Separation Science, 35:
893-900.

Sun, S., Tang, Y., Fu, Q., Liu, X., Guo, L., Zhao, Y., Chang, C. 2012a. Monolithic
cryogels made of agarose-chitosan composite and loaded with agarose beads
for purification of immunoglobulin G. International Journal of Biological
Macromolecules, 50: 1002-1007.

Supuran, C.T. 2010. Carbonic anhydrase inhibitors. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 20: 3467-3474.

Supuran, C.T., Scozzafava, A. 2007. Carbonic anhydrase as targets for medicinal
chemistry. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 15: 4336-4350.

Supuran, C.T., Scozzafava, A., Casini, A. 2003. Carbonic anhydrase inhibitors.
Medicinal Research Reviews, 23: 146-189.

Supuran, C.T., Scozzafava, A., Conway, J. 2004. Carbonic Anhydrase. Its
Inhibitors and Activators. CRC Press, Boca Raton.

Tamahkar, E., Bereli, N., Say, R., Denizli, A. 2011. Molecularly imprinted
supermacroporous cryogels for cytochrome c recognition. Journal of
Separation Science, 34: 3433-3440.



161

Tashian, R.E., Hewett-Emmett, D. 1984. Biology and Chemistry of The Carbonic
Anhydrase. The New York Academy of Science, New York.

Tripathi, A., Kumar, A. 2011. Multi-featured macroporous agarose-alginate
cryogel: synthesis and characterization for bioengineering applications.
Macromolecular Bioscience, 11: 22-35.

Tripp, B.C., Smith, K., Ferry, J.G. 2001. Carbonic anhydrase: New insights for an
ancient enzyme. The Journal of Biological Chemistry, 276: 48615-48618.

Turner, N.W., Jeans, C.W., Brain, K.R., Allender, C.J., Hlady, V., Britt, D.W.
2006. From 3D to 2D: A review of the molecular imprinting of proteins.
Biotechnology Progress, 22: 1474-1489.

Vainerman, E.S., Lozinsky, V.I., Rogozhin, S.\V. 1981. Study of
cryostructurization of polymer systems I. Structure formation in solutions of
thiol-containing polymers under freezing-thawing. Colloid & Polymer
Science, 259: 1198-1201.

Vlatakis, G., Andersson, L.I., Muller, R., Mosbach, K. 1993. Drug assay using
antibody mimics made by molecular imprinting. Nature, 361; 645-647.

Walshe, M., Howarth, J., Kelly, M.T., O’Kennedy, R., Smyth, M.R. 1997. The
preparation of a molecular imprinted polymer to 7-hydroxycoumarin and its
use as a solid-phase extraction material. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 16: 319-325.

Wang, L., Shen, S., He, X,, Yun, J., Yao, K., Yao, S.J. 2008. Adsorption and
elution behaviors of bovine serum albumin in metal-chelated affinity
cryogel beds. Biochemical Engineering Journal, 42: 237-242.

Whitney, P.L., Briggle, T. 1982. Membrane-associated carbonic anhydrase
purified from bovine lung. The Journal of Biological Chemistry, 257:
12056-12059.



162

Wulff, G., Grobe-Einsler, R., Sarhan, A. 1977. Enzyme-analogue built polymers,
4. On the synthesis of polymers containing chiral cavities and their use for
the resolution of racemates. Die Makromolekulare Chemie, 178: 2799-
2816.

Xie, C., Zhou, H., Gao, S., Li, H. 2010. Molecular imprinting method for on-line
enrichment and chemiluminescent detection of the organophosphate
pesticide triazophos. Microchimica Acta, 171: 355-362.

Yan, C., Shen, S., Yun, J.,, Wang, L., Yao, K., Yao, S.J. 2008. Isolation of ATP
from a yeast fermentation broth using cryogel column at high flow
velocities. Journal of Separation Science, 31: 3879-3883.

Yan, M., Ramstrom, O. 2005. Molecularly Imprinted Materials. Science and
Technology. Marcel Dekker, New York.

Yao, K., Yun, J., Shen, S., Wang, L., He, X., Yu, X. 2006. Characterization of a
novel continuous supermacroporous monolithic cryogel embedded with
nanoparticles for protein chromatography. Journal of Chromatography A,
1109: 103-110.

Yilmaz, F., Bereli, N., Yavuz, H., Denizli, A. 2009. Supermacroporous
hydrophobic affinity cryogels for protein chromatography. Biochemical
Engineering Journal, 43: 272-279.

Yu, Z., Xie, L., Lee, S., Zhang, R. 2006. A novel carbonic anhydrase from the
mantle of the pearl oyster (Pinctada fucata) Comparative Biochemistry
and Physiology, Part B, 143: 190-194.

Zhang, H., Ye, L., Mosbach, K. 2006. Non-covalent molecular imprinting with
emphasis on its application in separation and drug development. Journal of
Molecular Recognition, 19: 248-259.

Zhang, Y-T, Zhi, T-T, Zhang, L., Huang, H., Chen, H-L. 2009. Immobilization of
carbonic anhydrase by embedding and covalent coupling into
nanocomposite hydrogel containing hydrotalcite. Polymer, 50: 5693-5700.



163

OZGECMIS

KiSISEL BILGILER

Ad1 Soyad1 : Murat UYGUN

Dogum Yeri ve Tarihi : AYDIN-07.12.1978

EGITIM DURUMU

Lisans Ogrenimi : Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyokimya Boliimii

Yiiksek Lisans Ogrenimi ~ : Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Kimya Anabilim Dali

Doktora Ogrenimi : Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali

Bildigi Yabanci Diller : Ingilizce

BILIMSEL FAALIYETLERI

a) Makaleler
-SCI

1. Akgdl, S., Oztiirk, N., Karagozler, A.A., Uygun, D.A., Uygun, M.,
Denizli, A. “A New Metal-Chelated Beads for Reversible Use in Uricase
Adsorption”. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 51, 36-41 (2008).

2. Uygun, D.A., Uygun, M., Karagdzler, A., Oztiirk, N., Akgol, S.,
Denizli, A. “A novel support for antibody purification: Fatty acid attached
chitosan beads”. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 70, 266-270 (2009).

3. Avcibagi, N., Uygun, M., Corman, M.E., Akgol, S., Denizli, A.
“Application of Supermacroporous Monolithic Hydrophobic Cryogel in Capturing
of Albumin”. Applied Biochemistry and Biotechnology, 162, 2232-2243 (2010).



164

4. Demiral, M.A., Uygun, D.A., Uygun, M., Kasirga, E., Karagbzler, A.A.
“Biochemical response of Olea europaea cv. Gemlik to short-term salt stress”.
Turkish Journal of Biology, 35, 433-442 (2011).

-Diger
b) Bildiriler
-Uluslar arasi

1. Uygun, M., Karagozler, A.A., Uygun, D.A. Immobilization of o-
amylase onto PVA-alginate beads. International Enzyme Engineering Symposium,
Ege Universitesi, Kusadasi1, 01-05 Ekim 2008, (Poster).

2. Demiral, M.A., Karagozler, A.A., Dogru, S., Uygun, D.A., Bagci, Y.,
Uygun, M. Status of some chemical and biochemical parameters of Salvia
Halophila hedge (Lamiaceae). International Meeting on Soil Fertility Land
Management and Agroclimatology, Kusadasi, 29 October-1 November 2008,
(Poster).

3. Uygun M., Uygun D.A., Karagozler A.A., Aktas K. Antioxidant activity
of Petrorhagia lycica (Davis) Ball & Heywood leaf extracts. 6th CMAPSEEC (6th
Conference on Medicinal and Aromatic Plants of Southeast European Countries),
Gazi Universitesi, Antalya, 18-22 Nisan 2010, (Poster).

4. Uygun D.A., Uygun M., Karagdzler A.A., Aktas K., Ozdemir C., Ozkan
M. Antioxidant activity of Salvia tchihatcheffii (Fisch. & Mey.) Boiss. leaf
extracts. 6th CMAPSEEC (6th Conference on Medicinal and Aromatic Plants of
Southeast European Countries), Gazi Universitesi, Antalya, 18-22 Nisan 2010,
(Poster).

5. Cetinyiirek F., Yavager R., Uygun M., Karagozler A.A. Investigation of
antioxidant properties of Myrtus communis FRUIT. 6th CMAPSEEC (6th
Conference on Medicinal and Aromatic Plants of Southeast European Countries),
Gazi Universitesi, Antalya, 18-22 Nisan 2010, (Poster).


http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=Y1H291k2abbN@1hpo@k&field=AU&value=Demiral,%20MA
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=Y1H291k2abbN@1hpo@k&field=AU&value=Uygun,%20DA
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=Y1H291k2abbN@1hpo@k&field=AU&value=Uygun,%20M
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=Y1H291k2abbN@1hpo@k&field=AU&value=Kasirga,%20E
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=Y1H291k2abbN@1hpo@k&field=AU&value=Karagozler,%20AA
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=Y1H291k2abbN@1hpo@k&field=AU&value=Karagozler,%20AA
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=Refine&qid=5&SID=Y1H291k2abbN@1hpo@k&page=1&doc=1

165

6. Uygun M., Uygun D.A., Sunna C., Karagozler A.A., Aktas K.
Antioxidant activity of Phlomis lycia D.Don leaf extracts. 6th CMAPSEEC (6th
Conference on Medicinal and Aromatic Plants of Southeast European Countries),
Gazi Universitesi, Antalya, 18-22 Nisan 2010, (Poster).

7. Uygun M., Karagdzler A.A., Denizli A. Molecularly Imprinted Cryogel
for Purification of Carbonic Anhydrase from Bovine Erythrocyte. The 9th
International Conference on Carbonic Anhydrase, Atatiirk Universitesi, Antalya,
11-15 April 2012, (Poster).

-Ulusal

1. Aktas D., Uygun M., Karagézler A.A. Bitki Karbonik Anhidraz
Enziminin Kismi Saflastiriimasina Kromatografik Islem Sirasinin Etkisi. V. Ulusal
Kromatografi Kongresi, Anadolu Universitesi, Eskisehir, 30 Haziran - 2 Temmuz
2004 (Poster).

2. Karagozler A.A., Aktas D., Uygun M., Kavas C., Kirgil A. Zeytin (Olea
europaca L.) yapragmin antioksidan oOzelliklerinin incelenmesi. XIX. Ulusal
Kimya Kongresi, Ege Universitesi, Kusadasi, 30 Eyliil — 4 Ekim 2005 (Poster).

3. Karagozler A.A., Aktag D., Uygun M., Ak E., Yiicecengiz C. Isirgan
Otu (Urtica dioica L.) yapraginin antioksidan &zelliklerinin incelenmesi. XIX.
Ulusak Kimya Kongresi, Ege Universitesi, Kusadasi, 30 Eyliil — 4 Ekim 2005
(Poster).

4. Karagozler A.A., Uygun M., Aktag D., Caba S., Hacioglu C. Kekik
bitkisinin antioksidan o6zelliklerinin incelenmesi. XIX. Ulusal Kimya Kongresi,
Ege Universitesi, Kusadasi, 30 Eyliil — 4 Ekim 2005 (Poster).

5. Karagdzler A.A., Uygun M., Aktas D., Oztiirk N. Kapari (Capparis
spinosa L.) tomurcuklarinin antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi. XIX. Ulusal
Kimya Kongresi, Ege Universitesi, Kusadasi, 30 Eyliil — 4 Ekim 2005 (Poster).

6. Uygun D.A., Oztiirk N., Uygun M., Karagozler A.A., Akgél S., Denizli
A. Reaktif imidazol grubu tasiyan metal-selat afinite mikrokiirelerine {irikaz
immobilizasyonu. VI. Ulusal Kromatografi Kongresi, Dokuz Eyliil Universitesi,
[zmir, 28-30 Haziran 2006 (S6zlii Sunum).


http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0539

166

7. Uygun D.A., Karagozler A.A., Bagbiilbiil G., Uygun M., Oryasin E.
Aydin yoresinden toplanan zeytin yapragi (Olea europaea L.) ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi. 18. Ulusal Biyoloji Kongresi, Adnan
Menderes Universitesi, Kusadasi, 26-30 Haziran 2006 (Poster).

8. Uygun M., Karagozler A.A., Basbiilbiil G., Uygun D.A., Biyik H.H.
Aydin yoresinden toplanan Kapari (Capparis spinosa L.) ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi. 18. Ulusal Biyoloji Kongresi, Adnhan
Menderes Universitesi, Kusadasi, 26-30 Haziran 2006 (Poster).

9. Karagozler A.A., Uygun D.A., Uygun M. Opopanax hispidus (Friv.)
Gris. (Sar1 Ot) ve Rosemarinus officinalis L. (Biberiye)'nin antioksidan
kapasitelerinin ve prolin diizeylerinin incelenmesi. XX. Ulusal Kimya Kongresi,
Erciyes Universitesi, Kayseri, 04-08 Eyliil 2006 (Poster).

10. Uygun M., Karagozler A.A. Aspergillus niger ATCC 9642’nin Ca-
Alginat Kiireleri Uzerine Immobilizasyon Kosullariin Optimizasyonu. XX.
Ulusal Kimya Kongresi, Erciyes Universitesi, Kayseri, 04-08 Eyliil 2006 (Poster).

11. Uygun D.A., Uygun M., Karagozler A.A., Akgol S. Linoleik asit ile
modifiye edilmis kitosan partikiillere immunoglobulin G’nin baglanmasi. 21.
Ulusal Kimya Kongresi, Inonii Universitesi, Malatya, 23-27 Agustos 2007
(Poster).

12. Acar D.O, Uygun M., Uygun D.A., Karagdzler A.A. Malatya ve Aydin
yoresi kiraz agaci yapraklarinin bazi antioksidan 6zellikleri. 21. Ulusal Kimya
Kongresi, Inénii Universitesi, Malatya, 23-27 Agustos 2007 (Poster).

13. Uygun M., Bagbiilbiil G., Karagozler A.A. Alangiilli
(Germencik/Aydin)  termal  kaynagindan  izole edilen  Geobacillus
thermoglucosidasius HBB.269’un boya giderme kapasitesinin incelenmesi. 21.
Ulusal Kimya Kongresi, Inonii Universitesi, Malatya, 23-27 Agustos 2007
(Poster).

14. Uygun, M., Oztiirk, N., Karagdzler, A.A., Akgol, S. Preparation of
Fe(lll) Attached Poly(Alginate-Chitosan) Microparticles for Ferritin Adsorption.
IV. Ulusal Afinite Teknikleri Kongresi, Mugla Universitesi, Marmaris, 4-7 Mayis,
2008 (Sozlii).


http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0741
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0741
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0650
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0591
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-0785
http://akbis.adu.edu.tr/personelcv.asp?regkey=A-1314

167

15. Uygun, M., Karagozler, A.A. Aspergillus niger ATCC 9642’nin Ca-
Alginat Kiireler Uzerine Immobilizasyonu ve ES Blue 4BL ve ES Red BWS
Boyalarinin Gideriminde Kullanilmasimin Aragtirilmasi. XXII. Ulusal Kimya
Kongresi, Dogu Akdeniz Universitesi, Magusa, 06-10 Ekim, 2008 (Poster).

16. Karagdzler A.A., Uygun D.A., Uygun M., Gokbulut C. Baz bitkilerde
HPLC ile melatonin analizi. Kromatografi 2009, Karadeniz Teknik Universitesi,
Trabzon, 26-29 Eyliil 2009, (Poster).

17. Gokbulut C., Uygun M., Uygun D.A., Karagozler A.A. Melatonin ve
bazi indol bilesiklerinin HPLC ile yan yana analizi. Kromatografi 2009, Karadeniz
Teknik Universitesi, Trabzon, 26-29 Eyliil 2009, (Poster).

18. Uygun M., Oztiirk N., Ozcaliskan E., Akgél S., Denizli A. Kriyojel
Matrikste Lektin Afinite Etkilesimleri ile Sukroz Hidrolizi. VI. Ulusal Afinite
Teknikleri Kongresi, Aksaray Universitesi, Aksaray, 26-29 May1s 2010 (Poster).

19. Uygun M., Karagozler A.A., Denizli A. Karbonik Anhidraz
Baskilanmig Kriyojellerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu. Kromatografi 2010,
Atatiirk Universitesi, Erzurum, 16-19 Haziran 2010 (Poster).

20. Uygun M., Karagézler A.A., Denizli A. Karbonik Anhidraz
Saflagtirillmast icin Molekiiler Baskilanmig Kriyojellerin Hazirlanmasi ve
Saflastirma Kosullariin Optimizasyonu. XXV. Ulusal Kimya Kongresi, Atatiirk
Universitesi, Erzurum, 27 Haziran-2 Temmuz, 2011 (Poster).

21. Karagdzler A.A., Uygun D.A., Uygun M., Gékbulut C. Baz1 Hayvan
Orneklerinde HPLC ile Melatonin Diizeyi Belirlenmesi. XXV. Ulusal Kimya
Kongresi, Atatiirk Universitesi, Erzurum, 27 Haziran-2 Temmuz, 2011 (Poster).

22. Uygun M., Yavaser R., Karagozler A.A. Kitosan kriyojellerin
hazirlanmasi, karakterizasyonu ve invertaz immobilizasyonunda kullanilmasi.
Kromatografi 2011, Dicle Universitesi, Diyarbakir, 7-10 Eyliil 2011 (Poster).



168

c) Katildigi1 Projeler

1. Alginat iizerine Aspergillus sp’nin immobilizasyon kosullarinin ve
cevre drneklerine uygulanabilirliginin arastirilmasi. Adnan Menderes Universitesi,
FEF-05002 No’lu aragtirma projesi. Proje Calisani, 2005-2006.

2. Bitki ve hayvan dokularimin Melatonin igeriginin HPLC Yontemi ile
Tayini. Adnan Menderes Universitesi, FEF-06014 No’lu arastirma projesi. Proje
Calisani, 2006-2011.

3. Zeytin bitkisinde mineral bitki besin maddelerinin ve bazi biyokimyasal
parametrelerin mevsimsel degisiminin incelenmesi. Adnan Menderes Universitesi,
ZRF-08008 No’lu arastirma projesi. Proje Calisani, 2008-2011.

4. Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi igin molekiiler baskilanmig
kriyojellerin hazirlanmas1 ve karakterizasyonu. Adnan Menderes Universitesi,
FEF-10009 No’lu aragtirma projesi. Proje Caligsani, 2010-devam ediyor.

IS DENEYIMi

Calistigt Kurumlar ve Y1l : Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Kimya  Anabilim  Daly,
Arastirma Gorevlisi, 2004-2012.

Adnan Menderes Universitesi, Kocarli Meslek

Yiiksekokulu, Ogretim Gérevlisi, 2012-
devam ediyor.

ILETiSiIM

E-posta Adresi : muygun@adu.edu.tr

Tarih : 11/08/2012



