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OZET

Anahtar kelimeler: Enzim, hCA I-ll, ICso, inhibisyon, karbonik anhidraz,
nanopartikiil, grafen

Grafen (G), 2004 yilinda kesfedilmesinden bu yana termal, mekanik ve elektriksel
ozellikler nedeniyle birgok potansiyel uygulamada umut vermistir. Grafit malzemeler
arasinda grafen oksit (GO), olagandis1 6zellikleri ve kolay islenebilirlikleri nedeniyle
biiyiik ilgi gormiistiir. GO; hidroksil, epoksit, karbonil ve karboksil gruplar1 dahil
olmak iizere birgok oksijen iceren fonksiyonel gruba sahiptir.

Karbonik anhidrazlar (EC 4.2.1.1, CA’lar), kataliz igin ¢ok 6énemli olan bir Zn iyonu
iceren metaloenzimlerdir. CA’lar birgok fizyolojik ve patolojik siirecte onemli rol
oynar. CO2 ve H2O’nun HCO3™ ve H"ye doniisiimii de dahil olmak iizere gesitli
reaksiyonlar katalize eder. Karbonik anhidrazlarin inhibitorleri ise glokom, epilepsi,
gastroduodenal iilserler, asit-baz dengesizlikleri ve norolojik bozukluklar gibi bir¢ok
hastaligin tedavisinde ve dnlenmesinde hayati 6neme sahiptir.

Bu ¢alismada, grafen (G), garfen oksit (GO) ve grafen oksit tiirevli nanopartikiillerin
(1p, 2p ve 3p) ICso degerleri hesaplandi ve G ve GO’nun kinetik incelemelersi,
referans CA inhibitdrlerine kiyasla farkli sonuglar gosterdi. Incelenen bu
nanopartikiiller, tibbi uygulamalarda faydali olabilecek yeni CA inhibitérlerinin
hazirlanmasinda kullanilabilecek tesvik edici 6ncii molekiillerdir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME
NANOPARTICULES ON HUMAN CARBONIC ANHYDRAS
| AND Il

SUMMARY

Keywords: Carbonic anhydrase, enzyme, graphene, hCA I-1lI, ICso, inhibition,
nanoparticle

Graphene (G) has given hope in many potential applications because of remarkable
thermal, mechanical, and electrical properties since its discovery in 2004. Among
graphitic materials graphene oxide (GO) mostly interests a great deal of attention
because of their unusual features and easy-processabilities. GO has many oxygen-
containing functional groups including hydroxyl, epoxide, carbonyl and carboxyl
groups.

Carbonic anhydrases (EC 4.2.1.1, CAs) are a family of metalloenzymes which
contains a Zn ion, crucial for catalysis. CAs plays a pivotal role in a number of
physiological and pathological processes. They catalyze a variety of reactions
including the conversion of CO, and H2O to HCOz and H*. Inhibitors of the
carbonic anhydrases are vital in treatment and prevention of many of diseases such as
glaucoma, epilepsy, gastroduodenal ulcers, acid-base disequilibria and neurological
disorders.

ICso values of graphen (G), garphen oxide (GO) and graphene oxide derived
nanoparticles (1p, 2p and 3p) were calculated and kinetic investigations of G and GO
showed different results compared to reference CA inhibitors. These nanoparticles
investigated are encouraging agents which may be used as lead molecules in
preparation of novel CA inhibitors that might be useful in medical applications.
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BOLUM 1. GIRIS

Enzimler canli organizmalarda meydana gelen ve metabolik reaksiyonlarin
katalizorleri olarak islev goren biyolojik makromolekiillerdir (Perales ve ark., 2015).
Karbonik anhidrazlar karbon dioksitin bikarbonata geri doniisiimlii hidrasyonunu

katalize eden metaloenzimlerdir (Ferry, 2010).

Karbonik anhidraz enzimi (EC 4.2.1.1, CA) ilk kez Meldrum ve Roughton tarafindan
1933 yilinda karakterize edilmistir. CA 1933 yilinda kesfedilmesine ragmen
saflagtirma  1939-1944 yillar1 arasinda Keilin ve Mann tarafindan sigir
eritrositlerinden elde edilmistir. CA’nin 6karyotlarda kesfedilmesinden sonra 1961
yilinda insan eritrositlerinen saflastirildi ve etanol-kloroform ekstraksiyonunu igeren
yontemle iki CA izoformu tespit edildi. Bu izoformlara insan karbonik anhidraz I
(hCA 1) ve insan karbonik anhidraz II (hCA II) ad1 verildi. Prokaryotlarda ise ilk kez
1963 yilinda bulundugu bildirilmistir. Prokaryotlarda CA’nin ilk dizilimi 1992
yilinda izole edilmistir ve Escherichia coli’den saflastirilmistir (Shekh ve ark., 2012;
Giler ve ark., 2016).

CA’lar hem temel bilim c¢alismalar1 i¢in hem de iist diizeyde arastirilmis enzimlerin
essiz bir drnegini temsil eder. Proteinlerdeki karmasik yapi-fonksiyon iliskilerinin
atomik seviyede incelenmesi, ayn1 zamanda pratik agidan anlagilmasini saglayan bu

enzimlerin inhibitorleri, ¢esitli hastaliklar i¢in klinik uygulamalara sahiptir.

Yapilan calismalar ile CA enzimlerin ve bunlarin inhibit6rlerinin dikkate deger
oldugu anlagilmistir. Bu alanda yogun arastirmalar yapildiktan yillar sonra yeni
ilaglarin gelistirilmesi, yeni teshis araglari veya yasam bilimlerinin temel siireglerinin

daha derinlemesine anlasilmasi1 igin 1ilging firsatlar sunmaya devam edecektir



(Supuran ve ark. 2003). Yeni etken maddelerin gelistirilmesi amaci ile

nanoteknolojinin temeli olan nanopartikiiller tizerinden bazi ¢aligmalar yapilmistir.

Nanoteknoloji giliniimiizde hizla gelismekte olan arastirma alanlarin basinda gelir.
Yapilan aragtirmalardaki en O6nemli gelismeler hastaliklarin teshis ve tedavisinde
degerlendirebilecegimiz  sistemlerdir. ~ Nanomalzeme  olarak  tanimlanan
nanopartikiiller boyutlart 100 nm ve altinda kalan o6zellikle biyoteknolojik ve tip
alaninda kullanilmaktadir. Cesitli sentezleme yoOntemleri ile elde edilen
nanopartikiiller gen tedavisi ve kanser tedavisi gibi g¢esitli hastaliklarda imkanlar

saglamaktadir (Denktas ve ark., 2011; Giirmen ve Ebin, 2008).

Bu tez kapsamindaki calismalarda ise tasarlanan grafen, grafen oksit ve grafen
oksitin metal tiirevlerinin (1p, 2p ve 3p), insan eritrositlerinden elde edilen karbonik

anhidraz enzimi | ve Il (hCA I-1I) {izerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Canli hiicrelerde meydana gelen kimyasal
reaksiyonlarin  hizin1  herhangi bir degisime ugramadan arttiran enzimler
makromolekiiller tarafindan yonetilir. Metabolizma, enzimler olmadan oldukc¢a yavas
calisir. Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin reaktanlar1 “substrat” olarak adlandirilir.
Her enzim belirli iiriin veya {riinleri tiretmek i¢in belirli bir substrat veya substratlar
tizerinde aktivite gostererek karakter bakimindan oldukga spesifiktir (Palmer ve
Bonner, 2007; Purich, 2010a; Pondis, 2016). Yiiksek afinite ve yiiksek katalitik
verime sahip olan enzimler yasami destekleyen ve viicuttaki tiim biyokimyasal

stiregleri hizlandiran bir¢ok kimyasal reaksiyon i¢in gereklidir (Kunamneni ve ark.,

2018).

Biitiin enzimler protein yapidadir. Bununla birlikte, kofaktdr olarak adlandirilan
protein olmayan bilesenler bircok enzim proteini katalitik olarak aktivite eder. Bir
enzimin inaktif protein bileseni apoenzim; holoenzim, kofaktdor dahil olmak iizere
aktif enzim olarak adlandirilir. Kofaktor bir koenzim olarak bilindiginde organik bir

molekiil veya bir metal iyonu olabilir (Sekil 2.1.).

Sematik olarak 6zetlenecek ise:

Koenzim

Metal iyonu

inaktif Protein + Kofakt6r<:
ENZIMLER <

Aktif Protein
Sekil 2.1. Enzim diyagrami (Palmer ve Bonner, 2011)



Enzimler isimlendirilirken reaksiyonun substratina (6rnegin; iireaz, glikozidaz) ve
yapilan isin tanimina (6rnegin; adenil siklaz, laktat dehidrojenaz) “*-az’’ eki eklenir.
Ancak bazi enzimler ilgili enzimatik reaksiyon hakkinda higbir bilgi vermeyen
orijinal isimlerini korur (tripsin, pepsin) (Ergen, 2015). Enzimler bir EC numarasi ile
sistematik olarak tanimlanmigtir. Bu kod (EC), enzimleri smiflandirmak igin
kullanilan dért seviyeli bir tanimlamadir. Ilk seviye alti farkli simifa karsilik gelir.
Oksidorediiktazlar,  yiikseltgeme/indirgeme  reaksiyonlarini  katalize  eder;
transferazlar, bir kimyasal grubu, 6rnegin bir metil veya glikozil par¢asini transfer
eder; hidrolazlar, kimyasal baglarin hidrolizi yapar; liyazlar kimyasal baglari
oksidasyon veya hidrolizden baska yollarla da ayirir; izomerazlar, izomerler
arasindaki geometrik ve yapisal degisiklikleri katalize eder ve son olarak ligazlar bir
niikleosit trifosfat molekiiliiniin iligkili hidrolizi ile iki bilesigi birlestirir. Bu EC
smiflart ayrica, ayrismis veya olusan kimyasal bag, reaksiyon merkezi, transfer
edilen kimyasal grup ve kataliz i¢in kullanilan kofaktor gibi ¢esitli kriterler ile alt
siniflara ve alt alt simiflara (sirasiyla ikinci ve liglincii seviye) ayrilmistir. Son
smiflandirma seviyesi substrat spesifitesini tanimlar (Cuesta ve ark., 2015; Roskoski,
2015).

Enzim katalizi bir¢ok kimyasal ve fiziksel faktorden etkilenir. Kimyasal faktorler;
diisiik molekiiler agirlikli maddeler (protonlar, metaller ve diger inorganik iyonlar,
tampon iyonlari, ¢esitli organik molekiiller, dogal ve sentetik enzim aktivatdrleri,
inhibitorleri ve stabilizatorleri) ve makromolekiiler bilesenlerdir (proteinler,
polisakkaritler, biyomembranlar ve diger polielektrolitler). Fiziksel faktorler; pH,
sicaklik, basing, iyonik giig, ¢Oziicii polaritesi, immobilizasyon, substrat
sekestrasyonu ve molekiiler gruplardir (Purich, 2010b; Bowden, 1976). Enzim
aktivitesini etkileyen kimyasal bilesikler enzim aktivitesini azaltarak veya ortadan
kaldirarak protein yapisindaki kritik bolgelere ters veya geri doniisiimsiiz
baglanabilir (Talens-Perales ve ark., 2016). Tiim enzimler pH’ dan etkilenir. Pepsin
ve alkalin fosfataz gibi birka¢ istisna disinda enzimler sadece uygun pH
degerlerindeki sulu ¢ozeltilerde aktiftir. Sicaklik degisimi enzim reaksiyonlarini

etkiler ve yonetilmediginde gozlemlerde hatalara neden olabilir. Hemen hemen tiim



enzimler fizyolojik sicakliklarin ¢ok iizerinde 1sitilirsa denatiire olur (Bowden,

1976).

Enzimler iizerinde en c¢ok arastirma yapilan Onemli konulardan biri, enzim
aktivitesinin inhibisyonudur. Enzim inhibisyonu enzim aktivitesinin deneysel ve
dogal yontemler ile diizenlenmesidir. inhibisyona sebep olan inhibitorler ise enzim
katalizli reaksiyonlarin hizin1 azaltan maddeler seklinde tanimlanabilir. Bazi
inhibitorler bir substrat veya kofaktor iizerinde hareket ederken bazilari direkt bir

enzimle birlesir (Keha ve Kiifrevioglu, 2005; Palmer, 2014; Bhagavan ve Ha, 2015).

Viicutta enzim inhibisyonu ile kontrol edilen bazi siire¢ler; hemostaz, fibrinoizis,
kompleman aktivasyonu, bag dokusu devri ve inflamatuar reaksiyonlardir. Enzim
inhibitorleri, geri doniistimsiiz ve tersinir olarak smiflandirilir. Geri doniisiimsiiz
inhibisyon genellikle bir inhibitér ve enzim arasinda stabil bir kimyasal bagin
olusmasin1 igerir. Inhibe edilmis enzimin rejenerasyonu imkansizdir. Geri
doniisiimsiiz enzim inhibitorleri (metotreksat, ¢ogu monoamin oksidaz inhibitorleri)
uzun bir etki siiresine sahiptir. Tersinir inhibitorler kovalent olmayan bir sekilde
baglanir. Rekabetgi, rekabetsiz, rekabet¢i olmayan ve karisik tiplere ayrilan tersinir
inhibisyonda, enzimin faaliyet gosterdigi sistemden inhibitor ¢ikarildiginda enzimin
aktivitesi tamamen geri yiiklenir. Inhibitér (I) ve enzim (E) arasinda denge vardir
(Calvey, 2004; Bhgavan ve Ha., 2011).

2.1.1. Enzim Kinetigi

1800’lerin ortasindan sonlarina kadar reaktant konsantrasyonlarinin kimyasal
reaksiyonun hizi iizerindeki etkisini yoneten yasalarin ¢ogu biliniyordu. Bununla
birlikte, enzim katalizli reaksiyonlar her zaman bu basit hiz yasalarini takip etmedi.
1902°de Victor Henri, enzim katalizli bir reaksiyon i¢in ilk faydali denklemi
Oonermistir. Henri’ nin denklemi enzimlerin bilinen 6zelliklerini hesaba katmistir. Bu
ozellikler bir enzim-substrat kompleksinin katilimina isaret ediyordu. Michaelis ve

Menten, Van Slyke ve Cullen ve Briggs ve Haldane gibi isimler Henri’nin



denklemini dogrulayip zamanla gelistirdiler (Segel, 2013). Rekabetgi inhibisyonda
inhibitor genel olarak substratin yapisal bir analogudur ve aktif bolgede baglama i¢in
substrat ile rekabet eder. Bu, iki reaksiyonla miimkiindiir (2.1, 2.2) (Bhagavan ve Ha,
2015).

E+S «>ES « > E+P (2.1)
E+l«>EI (2.2)

Bu reaksiyonlar enzimin tiiketilmedigini, bunun yerine bir geri doniisim
katalizériiniin oldugunu kabul eder. ilk asama serbest bir E kompleksi olusturmak
icin serbest enzimin (E) ve substratin (S) hizli bir sekilde dengelenmesidir. Bunu, ES
(enzim substrat kompleksi)’ nin E + P’ ye hiz sinirlayici ayrigmasi takip eder. Burada
P olusan iriinii ifade eder. E, S ve ES arasindaki hizli denge reaksiyon boyunca
korunur. ki, ko ve ks hiz sabitleridir (Segel, 2013; Liu, 2017).

Inhibitér sabiti olarak bilinen Ki, enzim inhibitdr kompleksinin ayrismasi icin denge

sabiti denklem (2.3) ile verilmistir.

K=[E][/[E] (2.3)

Dolayisiyla, Ki, bir enzim igin inhibitor afinitesinin 6l¢iistidiir. Benzer sekilde Ks, bir

substratin enzim i¢in afinitesinin 6l¢tistidiir.

Rekabet¢i  inhibitdr ortaminda reaksiyon hizini  substrat ve  inhibitor
konsantrasyonlar1 ile iligskilendiren modifiye Michaelis-Menten denklemi (2.4)

asagidaki gibidir (Bhagavan ve Ha, 2015).

V =(Vmax[S])/(Km(1+[1]/Ki)+[S]) (2.4)

Bu denklemde V (baslangi¢ hiz1), reaksiyonun belirli bir substrat konsantrasyonunda

ilerledigi hizdir; Vmax, enzimin ulastigit maksimum hizdir (doymus substrat



konsantrasyonlarinda); [S], substrat konsantrasyonu ve Km, Michaelis—Menten
sabitidir. Degeri, maksimum reaksiyon hizinin yariya diistiigli zamanki substrat
konsantrasyonuna karsilik gelir (Perales ve ark., 2016). Bu iliskide Km, inhibitor
konsantrasyonunu ([I]) ve inhibit6r sabitini (1 + [I]/Ki) igeren bir terimle c¢arpilir.
Kmpp) olarak da bilinen “Km”>Km’ dir ¢iinkii substrat konsantrasyonu ve [I] aktif
bolgedeki baglanma i¢in yarisirlar. Bu nedenle yar1 maksimum hizi elde etmek igin
daha yiiksek bir S konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulur (Bhagavan ve Ha., 2015).
Ayrica Vmax Ve K’ nin belirlenmesini kolaylastirmak i¢in denklem (1)’ in birtakim
lineer doniistimleri Onerilmistir. Lineweaver — Burk ve Eadie — Hofstee tarafindan

farkli denklemler yaygin olarak kullanilmistir (2.5, 2.6) (Theng, 2012).

1V = (Kn/V max) (1/(S)) + (1/Vmax) (2.5, Lineweaver —Burk)

V = (Vmax - Km) (V/(S)) (2.6, Eadie —Hofstee)

Lineweaver-Burk grafigi, geri doniisiimlii inhibisyon tiplerini ayirt etmek igin teshis
acisindan faydalidir. Rekabet¢i inhibisyon i¢in [S] ve [I] ¢izgileri herhangi bir [I]” de
koordinat iizerinde ayni noktada kesisir ancak apsilerde farkli egimler olusurken
(Km(app) farkliliklart nedeniyle) Vmax sabittir. Tablo 2.1., rekabetci ve diger inhibisyon

tiirleri i¢in goriinen Km i¢in cebirsel ifadeleri gostermektedir.

Tablo 2.1. Rekabet¢i inhibisyonun Km ve Vmax {iizerine etkileri (Michaelis-Menten Kkinetik parametreleri)
(Bhagavan ve Ha., 2015)

inhibitor Tipi Vmax Km

Yarismali Yok Km(app)=Km(1+1/Kj)
(Vmax(app):VmaX)

Yarismasiz Vmax(app)=Vmax/(1+1/Ki) Yok
(Km(epp) = Km)

Sinirli yarigmal Vmax(app)=Vmax/(1+1/Ki)  Km(app) = Km(1+1/Ki)

Not: Ki= [E] [I]/[EI] ya da [ES] [T]/[ESI]. Sinirl1 yarigmali inhibisyonda E ve ES’ ye esit derecede iyi baglanir.



Karisik inhibisyonda inhibitdr, E veya ES’ ye baglanir. Bununla birlikte, aktivite
tizerindeki inhibitdr etki Km ve Vmax igin farklilik gosterir ve bu nedenle iki K;
degeri gdzlenir: Inhibitdriin E> ye baglanma i¢in denge sabiti Ki, ES’ ye baglanma
icin denge sabiti Ky’ dir.

Yarigsmasiz inhibisyonda inhibitor, substrat ile yapisal benzerlik gostermez ve enzime
substrat baglama bolgesinden farkli bir bolgede baglanir. Inhibitér ve substrat

arasinda rekabet yoktur.

Sinirlt yarigmali inhibisyonda inhibitdr, bir enzim-substrat inhibitér kompleksi
olusturmak i¢in sadece ES ile birlesir. Sinirli yarigsmali inhibitore sahip ¢ift-karsilikli
cizit paralel ¢izgiler verir ancak hem x hem de y eksenindeki kesismeler inhibitdriin
varligi ile degisir (Sekil 2.2). Gorlinen Vmax ve Km, (1 + [I]/Ki) faktdriine boliiniir
(Tablo 2.1.) (Bhagavan ve Ha, 2015).

1 S+l
v
S yalmizca
o
y Vmax
1 t S 1 1 1S
Kn Kn, S g L =
Ko~ Koo
Yansmal: Inhibisyon
1
1 S yalnizca
~ Y [,
- : v"\al
' S 1S
K., S]

s S+1
v
S yalmizca
1
vnu.x 1
/ 18 Venax
A N B :
Ko, Km (S] - %m; 1 18]
™

Sinurl: Yansmal: Inhibisyon

Sekil 2.2. Klasik tersinir enzim inhibisyonu tiplerinin, substrat konsantrasyonuna karsi hiz grafikleri veya
1/substrat konsantrasyonuna kars1 1/hiz grafikleri tizerindeki etkilerinden belirlenmesi (Lineweaver-
Burk ¢ift kargilikli ¢izit). Karigik inhibisyon daha karmagik davranislar gosterir ve Lineweaver-Burk
¢izitlerinin kesisme noktalar1 veya paralellikleri goriilmez (Bhagavan ve Ha., 2015).



2.2. Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidraz (CA, 4.2.1.1), karbon dioksitin bikarbonat ve protonlara hizli
donlistimiinii  katalize eden ve biyomineralizasyon isleminde rol oynayan bir
metaloenzimdir (Sekil 2.3.). Biyomineralizasyon isleminde s6z konusu mineral
yapilar sirasiyla omurgasizlarda ve omurgalilarda kalsiyum karbonat ve kalsiyum
fosfat kristalleridir. Bu enzim, karbon dioksitin hidrasyonunu/dehidrasyonunu
katalize eden c¢ok islevli bir enzimdir. CA’nin bitkiler ve hayvanlar alemindeki
molekiiler 6zellikleri benzerdir. Bu enzim kirmizi kan hiicresinde karbon dioksitin
viicuttan taginmasini kolaylagtirmak icin gereklidir. Karbonik anhidraz reaksiyon
hizin1 biiyiik oranda arttirir, bu enzimin farkli formlarinin tipik katalitik hizlar
saniyede 10* ila 10° arasinda degismektedir. Cogu karbonik anhidrazin aktif bolgesi
bir ¢inko igerir. CA’lar canli yasaminda basit ama gerekli bir reaksiyonu katalize
eder (Sekil 2.3.). Bu reaksiyon; viicut sivilari, kemik erimesi, tiimorijenisite ve
omurgalilarda diger fizyolojik islemlerin iiretimi i¢in pH regiilasyonu, su ve iyon
taginmasinda, goz, merkezi sinir sistemi (MSS), i¢ kulak ve diger sistemler iizerinde
organizmanin homeostazi i¢in 6nemlidir. Baz1 bakterilerde, bitkilerde ve alglerde
fotosentetik islemlerde rol oynar (Coban ve ark., 2007; De Simone ve Supuran, 2012;

Angeli ve ark., 2018; Hanff ve ark., 2018).

CO2 + H20 «— H2CO3 > HCO3 + H*
Sekil 2.3. Karbondioksitin (COz2) hidrasyonu ve dehidrasyonu (Coban ve ark., 2007)

CA’nin baslangigta kesfedildigi memeli eritrositlerinin katalitik aktivitelerinde
farklilik gosteren iki ayr1 izozim (CAI ve CAIl) igerdigi goriilmiistiir. Giiniimiizde,
omurgalilarda 16 izoform bilinmektedir ve hepsi a sinifina aittir. CA formlar: hiicre
alt1 lokalizasyonlarda farklilik gostermek tizere; CA 1, IL, I1I, IV, V (VA ve VB), VI,
VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII, XIV, XV seklinde siralanabilir (Guler ve ark., 2016).

CO2’nin bikarbonata geri doniisimlii hidrasyonu ve fizyolojik reaksiyonlarin
yanisira, o-CA’ lar, cesitli reaksiyonlari katalize eder (Tablo 2.2.): CO2’nin
bikarbonata hidrasyonu (reaksiyon 1), siyanatin karbamik aside ve siyanamidin tlireye

hidrasyonu (reaksiyon 2,3), gem-diollere aldehid hidrasyonu (reaksiyon 4),
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karboksilik veya siilfonik asit hidrolizi (reaksiyon 5,6) ve daha az incelenen

hidrolitik islemler (reaksiyon 7-9)” dir (Supuran ve ark., 2003; Supuran, 2008).

Tablo 2.2. a-CA’ lar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar (Supuran, 2008)

Reaksiyon no Reaksiyonlar

1 0=C=0 + H20 < HCO3+H*

2 0=C=NH + H20 < H.NCOOH

3 HN=C=NH + H20 <~ H2NCONH:

4 RCHO+ H20 « RCH(OH).

5 RCOOAr + H2.O < RCOOH + ArOH

6 RSOsAr + H2O < RSOsAr + ArOH

7 ArF + H20 < HF + ArOH (Ar=2,4-Dinitrofenil)
8 PhCH20OCOCI + H.O0 < PhCH20H + CO2 + HCI
9 RSO2CI + H2O < RSOsH + HCI (Re=Me; Ph)

Giiniimiizde CA’larin yedi farkli gen ailesi bilinmektedir. 11k kesfedilen simf olan a-
CA’ lar; bitkilerde, yesil alglerde, diatomlarda, siyanobakterilerde ve hayvanlarda
bulunur ve hem protein yapisinda hem de amino asit diziliminde diger tiim CA
siiflarindan farklidir. a-CA’larin protein yapist yedi adet periferik a-helis ile ¢evrili
on B-dizisinden olusan merkezi bir tabaka tarafindan yonetilir (Di Mario ve ark.,
2018).

Ikincil olarak kesfedilen B-CA ezim ailesi, bitkilerde, alglerde, bakterilerde, mayada,
arke tirlerde, solucanlarda ve boceklerde tanimlanirken; memelilerde
tanimlanmamigtir. Diger CA smiflarinin aksine, B-CA’lar, yapisal ve islevsel

cesitliligin oldugu ve allosterik diizenlemeyi sergileyen tek CA’dir (Suhanovsky ve
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ark., 2015). B-CA monomeri, a-CA’lardan farklidir ¢iinkii esas olarak dort paralel B-
telinden olusan ve merkezi bir -tabakasini ¢evreleyen a-helislerden olusur. P-CA
monomerleri; iki sistein tortusu, bir histidin tortusu ve bir su molekiilii tarafindan
koordine edilen bir ¢inko atomundan olusan iki aktif bolge olusturmak i¢in dimere
oligomerize olur. Bu dimerler, tetramerler ve oktamerler olusturmak i¢in etkilesime
girebilir. e-CA’lar siyanobakterilerde bulunur ve giinlimiizde oldukga degistirilmis
bir B-CA olarak kabul edilir.

v-CA’lar, arkelerde ve bazi bakterilerde bulunur. Arkebakteriyel y-CA, ii¢ histidin
tortusu ve bir su molekiilii ile koordine edilen bir ¢inko aktif bolgeye sahiptir. y-CA
aktif bolgesini olusturmak icin bir monomer iki ¢inko koordine eden histidin kalintis
saglarken; ikinci bir monomer tigiincii ¢inko koordine eden histidin kalintisini saglar.
Karasal bitkilerde, y-CA’lar ve y-CA benzeri CA’larin mitokondri kompleksi I’in bir
pargasi oldugu gdsterilmistir. iki y-CA geninin bozulmasi, kompleks I’in kaybina
neden olur. Yesil algler ve diatomlar, mitokondriye lokalize edilmis y-CA’lara

sahiptir (Kisker ve ark., 1996; Di Mario ve ark., 2018).

0-CA’lar ve (-CA’lar bugine kadar sadece diatomlarda ve kokkolitlerde
raporlanmistir. 5-CA, 1997 yilinda bildirilirken; (-CA, birkag¢ yil sonra bildirildi.
Bugiine kadar bu CA’lar, diger alglerde, hatta pennate diatomlarinda bulunmamustir.

C-CA’in farkli bir 6zelligi, Zn disinda baska metal (Cd metali) bulundurmasidir.

Karbonik anhidrazin bir homoloji modelini olan ve 2015 yilinda protozoa parazit
Plasmodium falciparum’da kesfedilen n-CA’larin yapisi heniiz ¢6ziilmedi ancak Zn
koordinasyon paterninin a-CA’lar ile uzaktan iliskili oldugu bildirilmistir. 6-CA’lar,
en son kesfedilen CA gen ailesidir. Phaeodactylum tricornutum, klorofit, C.
reinhardtii ve siyanobakteriyel Klorothece’ de bulunur (De Simone ve ark., 2015;
Igbal ve ark., 2017; Di Mario, 2018).

Karbonik anhidraz inhibitorleri (CAI’ler) ve karbonik anhidraz aktivatorleri (CAA’
ler), fizyolojik ve patolojik agidan oldukg¢a 6nemlidirler. CAI’lar, enzim aktivitesini

baskilayan bir kimyasal madde veya farmasdotik siifi iken; CAA’ler, katalitik siireci
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hizlandiran molekiillerdir. Bunlar, hastaliklarin bir¢ok klinik kullanimina sahiptirler.
Dolayisiyla, CAI’'ler ve CAA’ler potansiyel tedavi edici hedefler olarak
goriilmektedir (Topal ve ark., 2016; Akkemik ve ark., 2017; Efe, 2017).

2.2.1. Karbonik anhidraz enziminin izoformlari

2.2.1.1. Karbonik anhidraz | (CAI)

Tanimlanmig ilk CA izoformu olan CA I, insan kirmizi kan hiicrelerinde en ¢ok
bulunan proteinlerden biridir. CA 1, birincil transkriptinin 261 kalint1 igerdigi 260
kalintidan olusan 30 kDa’lik tek zincirli izoenzimdir. Katalitik aktivitesi olmayan
apoenzimin islevsel olmasi i¢in Zn (II) iyon kofaktoriine ihtiyag duyulur. Cinko
kofaktdr, ti¢ histidin tortusunun (yani His94, His96 ve His119) koordinasyonunda
tutuldugu, huni seklindeki bir katalitik cebin dibine derin bir sekilde gomiiliir. Zn (1)
iyonunun tetrahedral koordinasyon kabugu, bir su molekiilivhidroksit iyonu ile
tamamlanir ve His3-Zn?*-OH tiirevi, Lindskog ve arkadaslari tarafindan onerilen
klasik CA “cinko hidroksit mekanizmasi”na gore, CO2’nin hidrasyonu i¢in aktif
tiirler olarak gorev yapar. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, CA I’de mevcut X-
1511 kristalografik yapisi goriilmiistiir. CA I diger sitosolik izoformlar II, III, VII ve
XIII ile en yakin davraniglar gdstermistir ve stabilite, katalitik verimlilik ve inhibitor
baglama ozellikleri agisindan farkliliklarin hem dizilimde hem de yapidaki kiigiik
ama anlamli farklardan kaynaklanmaktadir (Pala ve ark., 2015; Waheed ve Sly,
2017).

Sitozolik CA T eritrositlerde cok¢a bulunmasinin yanisira bdbrek, gastrointestinal
sistem (0zellikle kolon), akcigerler, beyin ve gozler gibi viicudun diger kisimlarinda
da bulunur. Ayrica CA I’in kirmizi kan hiicrelerinde tiikenmesi, eritrositlerin normal
islevini etkilemese bile, CA, normal insan eritrosit farklilagmasinin erken bir spesifik
belirteci oldugu bulunmustur. Verimli CA 1I izoformundan daha yaygin olmas1 ve
daha az aktif olmasma ragmen CA I; antireflii savunmasi, gaz aligverisi, iyon

taginimi ve asit/baz homeostazinin solunmasi ve diizenlenmesi de dahil olmak iizere
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farkli biyolojik fonksiyonlar i¢in bir CA II temsilcisi gibi goziikmektedir (Hassan ve
ark., 2013; Pala ve ark., 2015).

CA 1 spesifik ligandlarin (inhibitorler/aktivatorler) gelistirilmesi, yeni potansiyel
ilaclarin gelisimini tesvik eder. CA I, onu diger izoformlardan, 6zellikle CA II’den
ayiran Ozel bir davranis sergiler. Literatiir verileri; halojeniirler, siyaniir, siyanat,
tiyosiyanat, vb. gibi anyonlarin genel olarak CA II’ye gore daha segici olduklarimni
gostermektedir. CA aktivatorleri CO2’nin hidrasyonunu hizlandirabilir. 11k kesfedilen
CA aktivatorlerinden biri, yaklasik 2 pM’lik bir aktivasyon sabiti (Ka) ile giiglii bir
CA I aktive edici 6zellik gosteren histamindir ancak CA Il izoformu i¢in Ka, sadece
125 uM’dir (Temperini ve ark., 2006; De Simone ve Supuran, 2012; Pala ve ark.,
2015). Sekil 2.4.’te CA’nin ¢esitli mekanizmalar1 gosterilmistir.

[Enzim-A] kompleksi proton mekiyindeki OH"
Histidin rezidiileri etkisi ile proton transferini o4
kolaylastirir Vs Zn\
His 94 | His 119
Aktivator, A His 96
Hidrofobik cep
A
+CO, Val 121
B Val 143
BH+ Leu 198
e
l
Zn2+ 2+
. / | V% Zn
His94 = His 119 His94 | s 110
His 96 His 96
D
+H,0 B
+Inh™ | -H,0 -HCO3"
0
0
Inh | .. OH
\ Zn?*
Zn?* -/ ‘ AN
LN His94 | His 119
His 94 His 119 His 96
His 96
E Cc

Sekil 2.4. o-CA’larin Kkatalitik (fizyolojik reaksiyon igin), inhibisyon (¢inko baglayicilarla) ve aktivasyon
mekanizmast (hCA T’in aktif bolgesindeki c¢inko ile etkilesen amino asitlerin numaralandirmasi)
(Supuran, 2016).
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CA I’ in bugiine kadar ila¢ kesfi siirecinde bazi sorunlarla karsilagilmistir. Bunlar:
CA T’ in yavas katalitik aktivitesi, ana inhibitor siniflarina diisiik duyarliligi ve CA’
ya karsi secicilik ile iliskili yapisal belirleyicileri uygun hale getirmenin zorlugudur

(Temperini ve ark., 2006; De Simone ve Supuran, 2012; Pala ve ark., 2015).

2.2.1.2. Karbonik anhidraz Il (CA I1)

Insan karbonik anhidraz II (nCA 1) izoenzimi, molekiiler agirlig1 29,3 kDa olan bir
¢inko enzimdir. Cogunlukla, pH 9,25 °C’de 10%saniye turnover sayis1 ile CO2 + H.0

«— HCOs3 + H* reaksiyonunu Kkatalize ettigi kirmizi kan hiicrelerinde bulunur

(Eriksson ve ark., 1988).

Sitozolik metaloenzim insan karbonik anhidraz II’nin kristal yapisi, altinda katalitik
olarak gerekli bir ¢inko iyonu bulunan kabaca kiiresel bir aktif alan boslugunu ortaya
cikarir: Katalitik CO2’ lerin hidrasyonunun diflizyon kontrolii sinirinin yakininda
oldugu yer burasidir. Fizyolojik pH’da ¢inko, ti¢ histidin tortusu (His-94, His-96 ve
His-119) tarafindan koordine edilir ve hidroksit iyonu bir tetrahedral koordinasyon
polihedronunu (¢ok yiizlii yap1) tamamlar (Nair ve Christianson, 1991; Lindskog,
1997).

CA 1I neredeyse tiim hiicrelerde bulunur. Baslica fonksiyonlar1 arasinda; antireflii
savunmasi, kemik rezorpsiyonu (kemikte madde kaybi), sulu humor (g6z i¢ sivisi)
iretimi, sperm motilitesi (sperm hareketliligi), idrar asidifikasyonu, koloni uyarici
faktor sekresyonu (CSF salgilanmasi), gaz aligverisi ve CO2’ye nazal kemosensitivite

(burun kemoterapi duyarliligi) yer alir (Hassan ve ark., 2013).

hCA Il, inhibitérlerle etkilesim igin en ¢ok arastirilan izoformdur ve simdiye kadar
bildirilen en kinetik, spektroskopik ve kristalografik ¢alismalarin hCA II ile yapildigi
belirtilmistir. Ayrica bugiine kadar bildirilen tim yeni CA inhibitér siiflar1 (CAI),
ilk once bu izoform ile ¢alisirken kesfedilmistir. Normalde anyonlarin zayif hCA 11
inhibitorleri oldugu belirtilmistir ancak bu aragtirmalar 6nemlidir ¢linkii yeni giicli

CAI smiflarinin kesfedilmesine yol a¢mistir. Diger hCA II inhibitdr siflari,
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fenolleri, poliaminleri, siilfokumarinleri ve kumarinleri ve bunlarin tiirevlerini igerir.
CA II’nin giigli inhibisyon &zelligi, yeni bir etki mekanizmasi ile antiglokom
ilaglarina, etkin diiiretiklere, akut dag hastaligt (AMS)’na kars1 ajanlara,

antikonviilzanlara ve antitiimor etkin maddelerine yol agabilir.

CA’larin aktivator (CAAs) ¢alismalarr, hCA II ile yapilmigtir. Biitin memeli CA
izoformlari; ¢ogu aminler, amino asitler ve oligopeptitler olan ¢esitli aktivator
smiflariyla aktivasyonlar1 arastirilmis ve karbonik anhidraz aktivatorii (CAA)
mekanizmasi 4-X-1sm1 kristalografik ve kinetik calismasi ile anlasilmistir. CA’lar
tarafindan katalize edilen CO. hidrasyon reaksiyonu i¢in hiz belirleme asamasi,
enzimin ¢inko hidroksit tiirlerinin iretilmesiyle Zn (II) iyonuna bagli sudan
reaksiyon ortamina proton transfer reaksiyonudur. Bircok CA izoformunda bu
stirece, proton transfer siireglerine katilabilen aktif bir kalint1 destek olur, 6rnegin bir
histidin kalintis1 aktif bolgenin ortasina yerlestirilir. hCA II ve birkag¢ insan izoformu
icin bu kalinti; His4, His3, His10 ve Hisl5 kalintilar1 dahil olmak iizere His64 tiir
(Xiao ve ark., 2011; Supuran ve ark., 2015; Supuran, 2016).

2.2.1.3. Karbonik anhidraz enziminin diger izoformlari (CA III-XIV)

CA izoformlarindan CA I11, CA VII ve CA XIllI sitozolik; CA IV, CA IX, CA XIlI,
CA XIV ve CA XV membrana bagli;; CA V (CA VA ve CA VB) mitokondrial ve
CA VI salgi izoformudur (De Simone ve Supuran, 2012).

CA 111, 25 ° C’de yaklasik 8,10% 1/sn’lik bir maksimum CO> hidrasyon devir hiz1 ile
diisiik katalitik aktiviteli (CA I ve II’ye gore) bir izoenzimdir. Siilfonamidlerin
inhibisyonuna diger CA izoenzimlerine gore daha az duyarlhidir. Esas olarak yavas
kasilma, kirmizi kas liflerinde meydana gelir; burada ana ¢6ziiniir proteindir ve
CO2’nin doku kilcal damarlarina difiizyonunu kolaylastirmada rol oynar. Ayrica
adipositlerde bu izoenzim yiiksek konsantrasyonda bulunur. CA I ve CA II’nin
aksine, CA III’{in 4-nitrofenil asetat hidrolaz aktivitesi neredeyse yoktur. Ote yandan,
CA III’lin fosfataz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Lindskog, 1997; Guler ve
ark., 2015).
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CA 1V, kilcal damar sistemi ile iliskilidir ancak alveoler epiteli ile iligkili degildir
(Henry ve Swenson, 2000). CA 1V yiiksek oranda aktif CA izoenzimidir. Goz i¢
stvist igerisinde bikarbonat iyonu (HCO3) olusumunu katalize ederek goz ig
basincini (GIB) diizenler (Esposito ve ark., 2000). Farkli doku dagilimlarma sahip
hCA V’in iki izoformu, yani hCA VA ve hCA VB, vardir. hCA VA, esas olarak
karacigerde (hepatositler), iskelet kasi ve bobreklerde bulunur. hCA VB ¢ok daha
genis bir doku dagilimina sahiptir ve karacigerde yokken pankreasta, bobreklerde,
tiikiiriik bezlerinde, omurilikte, kalpte ve iskelet kasinda bulunur. ilag sirketleri hCA
V enzimlerine obezite tedavisi i¢in yeni ilag hedefleri olarak ilgi gdstermistir. pH ve
iyon akisi kontroliinde rol oynar. CA V, ayrica iirejenezde (lirepoezi olarak da
bilinen amino asit metabolizmasindan ve amonyagindan {re {iretimi) Ve
glukoneogenezide (karbonhidrat olmayan glikoz fiiretimi) rol oynar (Akdemir ve
Akdemir, 2015).

CA VI; tikriik salgisi, gdzyasi, siit, von Ebner ve meme bezlerinden ekspres edilir.
pH diizenleme, antireflii savunmasi, kanserojenlerden korunma ve tat alma baslica
fonksiyonlar1 arasindadir. Merkezi sinir sistemi’nde bulunan CA VII, beyin omurilik

stvist liretiminde rol oynar (Hassan ve ark. 2013).

CA IX; insanlarda ve bazi hayvanlarda bulunan izoenzimdir ve normal mide,
bagirsakta ve safra mukozasinda tespit edilmistir. Karbonik anhidrazlarin islevi
genellikle asit-baz dengesi, solunum ve sivi salgilanmasi ile iliskilidir. CA IX
ekspresyonunun artmasi1 ve bazi kolorektal (kalin bagirsak) tiimorlerde gozlenen
anormal lokalizasyonu, fonksiyonel olarak patogenezde (hastalik gelisimi/olusumu)
rol oynayabilecegini diislindiirmiistiir. Yapilan c¢aligmalar CA IX’in bir teshis

biyobelirteg¢ olarak kullanilmasini 6nermistir (Wingo ve ark., 2001).

CA XII; kolon, bobrek, prostat, bagirsak ve aktive olmus lenfositler, belirli kanser
tiirleri, gogiis, akciger, goz, erkek akint1 kanallar1 ve lireme epitelinde eksprese edilir.
pH diizenlenmesi, g6z i¢ sivisi iiretimi, HCO3™ emilimi, H* salgilanmasi ve testis
stvilarinin  konsantrasyonu ve asidifikasyonu seklinde gorevleri vardir. Tumor

hiicreleri ile iligkili olan bu izoenzim, tiimdr hiicreleri pH’lerini hem laktik asit
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tiretimi hem de hiicre dis1 katalitik alanlara sahip CO2 hidrasyonu ile azaltir. CA XIII
ise timiis, ince bagirsak, dalak, prostat, yamurtalik, kalin bagirsagin kolon boliimii ve
testislerden eksprese edilir. Baslica fonksiyonlari; bobrek, mide-bagirsak ve lireme
bolgelerindeki asit-baz dengesinin korunmasi ve pH regiilasyonudur (Carta ve ark.,

2009; Hassan ve ark., 2013).

CA VIII baslangigta beyinde, ozellikle Purkinje hiicrelerinde tanimlandi ancak
ekspresyonu; karaciger, akciger, kalp, bagirsak, timus ve bobrekler gibi organlarda
yapilmigtir. CAX ve XI beyinde baskin olarak bulunur. CA XI'mn ayrica
gastrointestinal stromal tiimorlerde asir1 eksprese edildigi ve ¢ogalmalarinin tesviki
gozlenmistir. Serebellumdaki (beyincik) CA VIII’in giiglii ekspresyonu beyin
fonksiyonunda rol oynadigini goéstermistir. CA VIII’'in akciger ve kalin bagirsak
epitel hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinda ve karsinojenezinde rol oynadigini

gbzlenmistir (Supuran ve Capasso, 2015).

CA XIV, memeli o-CA ailesinin en son bulunan iiyelerinden biridir. Hiicre dis1 bir
CA izoformudur. Beyinde, kalpte, iskelet kasinda ve karacigerde oldukca fazla
ekspresyon edilmistir. Ayrica diisiik bir seviyede hCA XIV’in gozler, kolon, ince
bagirsak, idrar kesesi, kemik osteoklastlar1 (kemik hiicreleri) ve omurilikte eksprese
edilmistir. Inhibitorler ve aktivatdrler tarafindan Kkatalitik aktivite ve onun
modiilasyonu caligmalar1 literatiirde mevcuttur ve bu transmembran izozimi hedef
alan spesifik bilesiklerin rasyonel ila¢ tasarimi i¢in iyi bir temel saglar (Winum,

2015).

2.2.2. Karbonik anhidraz enziminin inhibitorleri (CAI’ler)

Karbonik anhidraz inhibitorleri temelde iki ana smifa ayrilir: metal kompleks
anyonlart ve enzim Zn (II) iyonuna, protein olmayan ¢inko ligand: siibstitiie veya
metal koordinasyon kiiresine ekleyerek trigonal-bipiramidal tiirler {ireten siibstitiie
olmayan siilfonamidlerdir (Supuran ve ark., 2003). Organik ve inorganik anyonlar,
CAT’lerin 6nemli siniflarindan birini temsil eder. Anyon inhibitorleri hem birgok

fizyolojik siiregte temel olan bu enzimlerin inhibisyon/katalitik mekanizmalarim
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anlamak i¢in hem de ve CA’larin dahil oldugu cesitli hastaliklarin yonetimi igin
klinik uygulamalara sahip yeni inhibitdr tipleri tasarlamakta énemlidir (De Simone

ve Supuran, 2012).

CAl’'nin 6nemli bir diger sinifi olan ve topikal veya sistemik olarak uygulanan
siilffonamidler, cesitli hastaliklarin tedavisinde veya Onlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Asetazolamid gibi sistemik siilfonamid CAI’leri, etkili antiglokom
etken maddeleridir ancak bazi yan etkileri dolayis1 ile kullanimlart sinirhdir.
CAT’lerin gozlere topikal dozlamasi, dorzolamid ve brinzolamid gibi suda ¢oziiniir
ilaclar ile miimkiindiir. Serbest bir amino grubuna sahip olan siilfonamidler,
kolaylikla tiirevlenebilir ve genis bir biyomedikal uygulama alanma sahiptir.
Ozellikle son yillarda primer siilfonamidler (RSO2NH,), kanser tedavisinde
kullanilarak CAI’ler arasinda dnemli rol oynamaktadir. Antikonviilzan ve antiobezite
faktorleri olarak da klinik kullanimlari mevcuttur (Supuran, 2010; Efe, 2017). Sekil
2.5.°de siilfonamidler ve anyonik inhibitorler tarafindan inhibe edilen karbonik

anhidraz enziminin inhibisyon mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Siilfonamidler (A) ve anyonik (B) inhibitorler tarafindan inhibe edilen CA enziminin inhibisyon
mekanizmasi (Supuran ve ark., 2004).

Yukarida anlatilan inhibitorler disinda bazi inhibitérler de mevcuttur: fenoller,
poliaminler ve kumarinler sayilabilir. Fenoller, aktif bolgeden ¢inko ile koordine

edilmis su molekiiliine/hidroksit iyonuna iki hidrojen bagi ile baglanir. Poliaminlerin
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fenollerden baglanma farki, Zn (II)’ye koordine edilmis su molekiilii/hidroksit
iyonuna baglanmasidir. Kumarinler ve tiyomumarinler ise Zn (II)’ye bagli olmayan
bir inhibisyon mekanizmasina sahip ve aktif bolgeye girisi tikayan aktiflestirici
maddeler ile ayni aktif alanda baglanirlar (Sekil, 2.6., Supuran, 2010; Durdagi,
2011).
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Sekil 2.6. Inhibitdrlerin (Fenol (A), spermin (B) ve kumarin ve trans-2-hidroksisinamik asit (C) ler) baglanma
modelleri (Efe, 2017).
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Son yillarda tiimor ile iligkili izoformlar1 CA IX ve XII'yi spesifik olarak hedef alan
bilesiklerin elde edilmesi igin ¢esitli yaklasimlar bildirilmistir. Bunlar; floresan
siilfonamidler, pozitif veya negatif yiikli bilesikler, hipoksi ile aktive olabilen
bilesikler, seker igeren siilfonamidler/stiilfamat/siilfamitler ve CAI’lerle kaph
nanopartikiillerdir. Bunlarin arasinda seker yaklagimi kullanilarak elde edilen
bilesiklerin ikisinin de ¢ok giiglii inhibisyona sahip olmasi nedeniyle en umut verici

ve en ¢ok aragtirilan yontemdir (Supuran, 2010).

Sonug olarak CA enzimleri ve bu enzimin inhibitdrlerinin dikkate deger oldugu, bu
alanda uzun yillar sliren yogun arastirmalardan sonra yeni ilaglar, yeni tani araglari
ve yasam bilimlerinin temel siire¢lerinin daha i1yi anlasilmasi1 ve gelistirilmesi i¢in

firsatlar sunmaya devam edecektir (Supuran ve ark., 2003).

2.3. Nanoteknoloji

2.3.1. Nanoteknolojinin tarihcesi

Nanoteknoloji; atomsal, molekiiler yapilar diizeyinde fonksiyonel materyallerin,
cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesi, benzersiz olaylarin yeni uygulamalara olanak
sagladigr 1 ila 100 nm arasindaki boyutlardaki maddenin anlasilmasi ve kontrolii

olarak tanimlanmaktadir (Hulla ve ark., 2015; Tunca, 2015).

““Nanometre’” kavrami ilk kez kimya alanindaki 1925 Nobel odiilii kazanmis
Richard Zsigmondy tarafindan ileri siirlilmiistir. Modern nanoteknoloji, fizik
alanindaki 1965 Nobel Odiilii sahibi Richard Feynman’m beyin ¢ocuguydu. 1959°da
Caltech’teki Amerikan Fiziksel Toplum toplantist sirasinda atomik seviyede madde
manipiilasyonu kavramimni tanittii, ‘‘There’s Plenty of Room at the Bottom™
(Altinda bol oda var) konulu bir konferans sundu. Bu yeni fikir, yeni diistinme
bicimlerini gosterdi ve Feynman’in hipotezleri o zamandan beri dogrulandi ve
dolaysiyla Feynman, modern nanoteknolojinin babasi olarak kabul edilir. 21.
ylizyilin basinda ortaya ¢ikan nanobilim ve nanoteknoloji alanlar1 oldukega ilgi gordii.

Amerika Birlesik Devletleri’'nde, Feynman’in yapisi ve maddenin atom diizeyinde
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maniplilasyon kavrami, ulusal bilim Onceliklerini sekillendirmede 6nemli bir rol
oynadi. Baskan George W. Bush, 21. Yiizyil Nanoteknoloji Arastirma ve Gelistirme
Yasasi’n1 kanunla imzaladi. Mevzuat nanoteknoloji arastirmalarini ulusal bir 6ncelik
haline getirdi ve Ulusal Teknoloji Girisimi’ni (NNI) olusturdu (Hansen ve ark., 2008;
Toumey, 2008; Choi ve Mody, 2009; Hulla ve ark., 2015). Giiniimiizde
nanoteknolojik devrim, insaat endiistrisi de dahil olmak iizere c¢esitli bilim,
miihendislik ve ticari sektorlerde ¢igir agan bir etki yaratmaktadir (Lee ve ark.,

2010).

2.3.2. Nanoteknolojinin faydalar1 ve uygulama alanlar

Yunanca on eki “Nano”, “clice” kelimesinden tiiretilmistir.
Mikrondan 1000 kat daha kiiciik olan, 10° boyutunda, kii¢iilme anlamina gelir.
Nanometre (nm) Olgegi, tipik olarak en az bir boyutta bir mikrometrenin onda
birinden kii¢iik ya da 10A°’ye esdeger veya bir metrenin milyarda biri ya da ii¢ ila
bes atom olarak tanimlanir. Bununla birlikte, nano 6l¢ek terimi bazen 1 nm’den
kiiciik malzemeler igin bile kullanilir. Ayrica 1 nm, insan sag1 ¢capindan 10° m veya
10,000 kat daha azdir. Sekil 2.7., ¢esitli mikro 6lg¢ekli ve nano 6lgekli nesneler icin

boyut araliklarin1 gostermektedir.

50,000 atom 22,720 atom 9590 atom 2840 atom 350 atom
| | | | |
I l I
2 nm 0

I
I I I |
Sekil 2.7. Nano 6l¢ekli maddelerin boyut araliklarin karsilagtiriimasi (Nasrollahzadeh ve ark., 2019)

10 nm 8 nm 6 nm 4 nm

Essiz olgularin yeni uygulamalara olanak taniyan, kabaca “1-100 nm boyutlarinda
maddenin anlasilmasi1 ve kontrolii’’ olarak adlandirilan nanoteknoloji, nano 6lgekte
morfolojik 6zelliklere sahip ¢alisma materyalleri nedeni ile nanomalzemeler alaninda
faydal1 ozelliklere sahip nanomalzemelere uygulanir. Bilim temelli bir yaklagim ile
tiiretilen nanobilim ve nanoteknoloji ¢ok kiiclik nesneler ve sistemler ile ¢aligir

(Michelson, 2008; Nasrollahzadeh ve ark., 2019).
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Nanoteknoloji; elektronikten gidaya, kozmetik iiriinlere ve ilaglara kadar potansiyel
uygulamalarla hizla biiyliyen bir alan haline gelmistir (Sekil 2.8.). Kimya, fizik,
biyoloji ve miihendislik alanindaki arastirmalar nanoteknoloji alaninin gelismesini ve
arastirtlmasimi saglar. Tarim ve gida sektoriindeki uygulamalar, nanoteknolojinin
kozmetiklerde, ila¢ dagitiminda ve eczacilikta, mikroelektronikte ve havacilikta
kullanilmasina kiyasla nispeten yenidir. Mikroelektronik, havacilik ve eczacilik gibi
bazi endiistriler, nano Ol¢ekli boyutta ticari iriinler iiretmeye baslamistir. Gida
endiistrisi, uygulamalarin1 kesfetmeye yeni baslasa da nanoteknoloji biiylk bir

potansiyel sergiliyor (Ahmad, 2012).

i
Kimyasal Bioteknoloji

\ / eknelols
<« Nanoteknoloji

Sekil 2.8. Nanoteknolojinin potansiyel uygulama alanlar1 (Nimesh, 2013)

Bolgelerin ve uluslarin refahini yeniden tanimlayabilen, ekonomik bir lokomotif
olarak tanimlanan nanoteknoloji, 6zellikle gelismekte olan ekonomilerin kirsal

kesimde kars1 karsiya kaldig1 bazi acil sorunlara (enerji tiretimi ve depolanmasi, igme
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suyunun saglanmasi, tarimsal liretimin iyilestirilmesi ve depolanmasi ve tip ve saglik

sektorii ihtiyaglar) ¢6ziim saglayabilir (Romig ve ark., 2007).

Nanoteknoloji, kullanilabilir enerjinin mevcut yetersizligi ve aradaki farkin daha da
kotiilesmesi egilimi olarak acik¢a ifade edilebilecek enerji sorununa cesitli yollarla
(yenilenebilir enerji, yakit hiicreleri, enerji depolama, enerji transferi, enerji

verimliligi, kaynak ¢ikarma ve yerel iiretim) katkida bulunma firsatina sahiptir.

Nanoteknoloji saglik alaninda; teshis, terapi ve cerrahlik adimlarinda etkisini
gostermektedir.  Birgok teshis  teknolojisi, nanoteknolojinin  katkilarindan
faydalanmaktadir. Nanoparcaciklara dayanan {istiin kontrast ajanlari, doku
gorilintiilemede bir artis oldugunu gostermistir. Terapide en gbze carpan gelisme,
uyumsuz molekiillerin hedeflerine daha etkili bir sekilde teslim edilmesini saglayan
ve islevsel olarak zenginlestirilmis nanoyapili ila¢ ambalajlarinin olusturulmasi
olmustur. Nano yapili kaplamalarin sagladig1 kontrollii ila¢ yikama kabiliyetine sahip
implantlar da gosterilmistir. Cerrahlikta minyatiir cihazlar, ameliyat1 daha az invazif
hale getiriyor. Bununla birlikte temel cerrahi araclarinin, mikro &lgegin altinda
minyatiirlestirilmeleri muhtemel degildir ancak bunlarin kullanimi fizyolojik
parametrelerin durum izlenmesinde ultra-siirtiinmeli kaplamalar ve yerlesik sensorler

gibi nano 6lgekli 6zellikler ile arttirilabilir (Ramsden, 2016).

Nanoteknoloji tekstil endiistrisinde ¢ok yonlii uygulamalara sahiptir. Leke direnci,
alev geciktirici, kirisiklik direnci, nem yonetimi, antibakteriler, antistatik ve UV
korumasi ve boyanabilirlik gibi bir¢ok alanda iyilestirme yapabilmektedir. Bir
tekstilin i¢ine nanoparcaciklarin eklenmesi; biiziilme, kuvvet ve elektrik ve 1sil

iletkenlik dahil olmak iizere bir¢ok 6zelligi etkileyebilir (Mishra ve Militky, 2019).

Diinya genelinde gida sektoriinde nanoteknolojinin kullanimi; {iretim, isleme,
paketleme ve giivenlik dahil olmak {izere birgok gida alanini etkileme potansiyeline
sahiptir. Gida iriinlerinin nano ve mikro yapilari; gidanin yapisi, korunmasi,
dontisiimii ve imhasi, gida maddesinin fizikokimyasal 6zellikleri iizerinde 6nemli bir

etkiye sahiptir (Augustin ve Oliver, 2012).
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Nanoteknoloji kozmetik endiistrisi i¢in de ilgi odagidir. Kozmetik iiriinlerde
nanopartikiil formiilasyonlarini kullanmanin en 6nemli avantajlari: Nanopartikiiller
icinde kapstillenen doymamis yag asitleri, vitaminler veya antioksidanlar gibi ¢esitli
kozmetik bilesenlerin dengesini artirmak; Vitamin ve diger antioksidanlar gibi belirli
bilesenlerin penetrasyonunu arttirmak; UV filtrelerinin cilt {lizerindeki ylizey
etkinligini ve toleransim artirmak; Uriinii daha estetik hale getirmektir (Sprando,

2010).

Nanoteknolojinin tarimda uygulama firsati olduk¢a 6nemlidir. On yili askin siirede
tarimdaki uygulamalari iizerine arastirmalar yapan nanoteknoloji bilimini, geleneksel
tarim uygulamalar1 giderek daha yetersiz hale geldiginden ve ihtiyaglar karasal
ekosistemin tagima kapasitesini astig1 i¢in, tarimin tiim sektorlerinde kesfetmekten

baska se¢enegimiz yoktur (Mukhupadhyay, 2014).

Nanoteknoloji, toplumu olumlu veya olumsuz yonde degistirme potansiyeline
sahiptir. Nanoteknoloji paydaslarinin sosyal hedefe ulagsmak i¢in bazi alanlarda gaba
gostermeleri esastir. Yerel/kiiresel topluluklar1 teknolojinin uygun kullanimlarina
yonlendirmek, toplumlar1 teknolojik risk ve basarisizliklara karst uyarmak ve
teknolojik bir diinyada sorunlari ¢ézmek i¢in; bilingli, etik kisisel karar verme ve

liderlik gibi konularda gelistirme bu esaslar arasinda yer alir (Khan, 2014).

Gilintimiizde nanoteknolojiye askeri alanda biiylik yatirnmlar yapilmaktadir. Biiytik
yatirimlarin basinda yer alan Amerika Birlesik Devletleri, askeri arastirma—
gelistirme (AR-GE) icin kiiresel harcamalarin {igte ikisini olusturmaktadir. ABD
Savunma Bakanlig: tarafindan, savas kiyafetleri ve savascilara insan iistii yetenekler
kazandiran implantlar 6ne siiriilen kullanimlar arasindadir (Altmann ve Gubbrud,

2004; Murphy, 2017).

Son zamanlarda nanobilim ve nanoteknoloji, su ekosistemlerinin ¢evresel
restorasyonu i¢in; Onemli metaller, boyalar, farmakolojikler, fenoller, organik

maddeler ve tarim ilac1 gibi gesitli tipik kirleticilerin giderilmesi ile ilgili basarili
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deneyler rapor eden ¢ok sayida yayinlanmis bildiri ile 6nemli roller iretmistir.
Sanayilesme ve kentlesmeye bagli olarak atiksu iiretimi ve desarji, tiim diinyada
artmistir. Atik su, alici su sistemine bosaltilmadan once ¢evresel kirletici maddelerin
uzaklastirilmasi igin, acil bir ihtiya¢ vardir. Nanoteknoloji, gelismis su iyilestirme
teknolojilerinde 6nemli bir yer edinmistir ve bu alan endiistriyel atik su aritimindaki
gercek uygulamalara dogru hizla artmaktadir (Gautam ve Chattopadhyaya, 2016).
Ayrica nanoteknoloji, yalnizca kirli sularin aritilmasi i¢in, yontemler saglamakla
kalmaz ayn1 zamanda su kirletici maddelerini algilamak ve izlemek (ticari nano bazli

sensor kitleri ile) i¢in yeterli kapsam saglar (Baruah ve ark., 2019).

2.3.3. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, 10-1000 nm araliginda bir boyutta partikiil dispersiyonlar1 veya kati
partikiiller olarak tanimlanir (Mohanraj ve Chen, 2006). Nanopartikiiller;
boyutlarina, koékenlerine, kimyalarina, benzer tiirlerine ve uygulamalarina gore

simiflandirilabilir (Sekil 2.9., Singh, 2016).

NP’lerin avantaj olarak kabul edilen 6zellikleri ise su sekilde siralanabilmektedir:
yiiksek ylizey/hacim orani, kuantum boyut etkileri, yilizey atomlarmin essiz
karakterleri ve elektronik yapisinin boyut bagimlilig1 olarak 6n plana ¢ikmaktadir

(Giirmen ve Ebin, 2008).

NP’lerin sentezi i¢in ¢esitli yontemler kullanilabilir, bu yontemler iki ana sinifa
ayrilir: (1) asagidan yukariya yaklasimi (Bottom-up approach) ve (2) yukaridan
asagiya yaklasimi (Top-down approach) dir (Giirmen ve Ebin, 2008; Khan ve ark.,
2017).
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Nanopartikiiller
.
—» | Boyut Dogal
— 0: Tiim boyutlar<100 nm Olasi
—» 1: Tek boyut>100 nm Miihendislik
— 2: iki boyutlu>100 nm
— 3: Ug boyutlu>100 nm
> Uygulama
> | Kimya —» Tarama
| Tirler —» Metaller — In vivo goriintiileme
— Nanokiireler — Polimerik —» Ilac tasiyic

—» DNA/amino asid

— Nanokapsiiller
T Dendrimerler
—» Miseller

— Lipozomlar

— Kati-lipit

— Karbon yapilart

— Nano gozenekli silikon

— Terapotik madde
— Elektronik
—» Cevresel

—» Kozmetik

—» Diger

Sekil 2.9. Nanopartikiillerin siniflandirilmasi (Singh, 2016)

Asagidan yukariya (bottom-up) sentez yonteminde, atomlar veya molekiiller ile
organik veya inorganik yapilar insa edilir ve atomik veya molekiiler boyuttaki
yapilar1 kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek partikiil olusumunun gergeklestirilmesi
olarak tanimlanir (Beykaya ve Caglar, 2015). Bu yaklasimin o&rnekleri,
sedimantasyon ve rediiksiyon teknikleridir. Sol-jel, yesil sentez, dondiirme ve
biyokimyasal sentezi igerir. Bu alanda organizmalarin kullanimi, artan basarilar ve
nanoparcaciklarin olusum kolayliklar1 nedeniyle hizla gelismektedir. Ayrica metal
nanoparcaciklarin biyosentezi; sert, toksik ve pahali kimyasallarin kullanim1 olmadan
cevre dostu bir yontemdir (yesil kimya). Ornegin, kimyasal indirgeme (hidrazin
hidrat, sodyum boro-hidrit, DMF ve etilen glikol) ile giimiis nanopargaciklarin
tiretimi, toksiklik sorununu artiran nanopartikiillerin ylizeylerinde sert kimyasallarin
emilimine yol acgabilir. Nanopargacik sentezinde kullanilan organizmalar, basit

prokaryotik bakteriyel hiicrelerden kompleks oOkaryotlara kadar cesitlilik gosterir.
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Son derece stabil ve iyi karakterize edilmis nanopartikiiller tiretme siirecinde, bazi
Oonemli noktalara (organizmalarin se¢imi, hiicre biiyiimesi ve enzim aktivitesi i¢in en
uygun kosullar ve optimal reaksiyon kosullari1) dikkat edilmelidir (Iravani, 2011;
Khan ve ark., 2017). Sekil 2.10.°da bu yaklasimlarin reaksiyon kosulu ve

benimsenmis protokoller temelinde ¢esitli alt siniflart gosterilmistir.

Nanopartikiil sentezleme

Asagidan Yukaridan
yukartya sentez asaglya sentez

Stiperkritik
akiskan sentezi

Dondiirme

Sablonlarin
kullanimi

Plazma  veya
alev piiskiirtme
sentezi

Sol-isleme  ve
sol-gel Biyolojik sentez yolu ile

Mekanik isleme

Lazer piroliz Bakteri, mayalar, _
mantar, alg, bitkiler ve Kimyasal
Aerosol  bazli benzeri gibi daglama

islem

Piiskiirtme
Kimyasal buhar

yogunlagtirma Lazer ile

uzaklagtirma
Atomik  veya
molekiiler
yogunlagma

Elektron
patlamasi

Sekil 2.10. Asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklasimlari ile NP tipik sentetik sentezleme yontemleri (Iravani,
2011).

Yukaridan asagiya (Top-up) yaklasimi, cesitli yontemler (makineler, asitler, kimyasal
vb.) kullanilarak nano yapilarin {retilmesidir. Bu yaklasimin sentezleme
yontemlerine; Ogilitme/frezleme, daglama, elektro patlatma, piiskiirtme ve lazer

ablasyonu (lazer ile uzaklagtirma) teknikleri 6rnek verilebilir. Bu tekniklerde ele
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alman kiitlesel malzeme sekillendirildikten sonra yapist olusturulur ve yeniden

diizenlenerek istenilen iiriin elde edilir (Ates ve Bahceci, 2015; Khan ve ark., 2017).

Nanopartikiillerin karakterizasyonu; morfolojik, yapisal, partikiill bulyiikligi ve
ylizey alani gibi ozelliklerin incelenmesini ifade eder (Singh, 2016; Khan ve ark.,
2017). Nanopartikiillerin ultra ince boyutu, NP’lerin en 6nemli fonksiyonlarindan
biridir. Ornegin, daha ince partikiiller biyolojik membrandan daha kolay emilmeye
uygundur. Nanopartikiillerin genis spesifik yiizey alani, nanopartikiillerin ylizey ve i¢
yapilart kontroliin disinda, morfolojik bakis a¢isindan partikiiller ve c¢evreleri
arasindaki kiitle ve 1s1 transferi ile ilgili reaktivite, ¢Ozilinlirliikk, sinterleme
performansi vb. i¢in 6nemli bir Ozelliktir (Yokoyama, 2018). Nanopartikiiller
genellikle taramali elektron mikroskobu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi ileri mikroskobik teknikler
kullanilarak boyutlari, morfolojileri ve yiizey yiikleri ile karakterize edilir.
Partikiillerin ortalama ¢api, boyut dagilimlar1 ve yiikleri, fiziksel stabiliteyi ve
nanopartikiillerin in vivo dagihmim etkiler (Pal ve ark., 2011; Lin ve ark., 2014;
Kestens ve ark., 2016).

Nanopartikiiller; termal 6zellikler, elektromanyetik Ozellikler, optik ozellikler ve
mekanik oOzellikler bakimindan cesitli benzersiz Ozelliklere sahiptir (Yokoyama,
2018). Nanopartikiiller, genellikle metallerin ortak elektron tabakasinin kalinligini
sinirlayacak kadar kiigiik olduklari i¢in, belirli optik 6zelliklere sahiptir. Bu durum,
kuantum etkiler yaratir. Altinin sar1 ve silikonun gri oldugu yaygin bir bilgi olmasina
ragmen altin ve silikon nanopartikiilleri parlak kirmizi ve siyahtir. Ayrica altin
nanoparcaciklari, 1,064 °C’da eriyen altin levhalardan ¢ok daha diisiik bir sicaklikta
erir. Pargaciklar kiiciildiik¢e, giines enerjisi emme verimliligi artar (Christan ve ark.,
2008; Strambeanu ve ark., 2014). Parcacik ylizeyinde bulunan atomlar ve molekiiller
nanometre diizeninde etkili olduklarindan, malzemenin erime noktasi, dokme
malzemeninkinden diiser ¢iinkii daha diisiik sicaklikta daha kolay hareket etme
egilimindedir. Nanopartikiiller, bir¢cok elektronik cihaz i¢in hammadde olarak
kullanilir. Bu nanopartikiillerin elektriksel 6zellikleri ve partikiil biiyiikligi, tirtin

performansinin iyilestirilmesinde biiyiik rol oynamaktadir. Nanopartikiiller mekanik
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acidan incelenecek olursa, Kristal malzemelerin sertligi genellikle azalan kristal
boyutunun azalmasi ile birlikte arttigi ve metal ve seramik malzemenin yapisini
mikronize ederek veya nano aralikta bunlar1 olusturarak malzemelerin mekanik

mukavemetinin dnemli 6l¢iide arttig1 bilinmektedir (Yokoyama, 2018).

2.3.3.1. Nanopartikiillerin toksisitesi

Nanopartikiiller, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 insan ve cevre sagligi
tizerinde ¢esitli toksik etkiler yaratir (Dreher, 2004; Pandey ve Prajapati, 2017).
Cogunlukla nanopartikiillerin toksisitelerinin belirlenmesinde; nanopartikiillerin

boyutlari, konsantrasyonu ve hiicreler ile olan yiizey etkilesimleri 6nemli rol oynar

(Perihan, 2014).

Mesleki ve gevresel anlamda maruz kalmanin ana yollari; cilt, gastrointestinal (mide-
bagirsak) sistemi ve solunum sistemidir. Bu sistemlere, enjeksiyon (ilaglar) ve
nanopartikiiller igeren implantlarla ulasilabilmektedir. Dermal maruz kalma,
kozmetiklerde mevcut olan bir¢ok metal nanopargacik i¢in ana maruz kalma yoludur.
Yutma islevi, tibbi goriintiileme, terapdtikler ve yiyecek amagli nanopargaciklara
maruz kalmanin yoludur. Havadaki nanopargaciklar ise (isyeri veya cevre) viicuda
solunum yolu ile girer. Cesitli yollarla nanopartikiillere maruz kalmak lokal ve hatta
sistemik zararh etkilere yol agar (Singh, 2016; Maskos ve Stauber, 2017). Bazi
nanopartikiillerin kanserojen oldugu kanitlanmis, endiistriyel ve biyolojik yonlerde

kullanimlarina sinirlama gelmistir (Pandey ve Prajapati, 2017).

Nanopartikiiller ¢evreye, bilingli veya kaza ile atilmaktadir. Cevrede, aerosol ve
ucucu nanopargaciklar atmosfere girer, iyonize ve polar pargaciklar suda ¢6ziiniir ve
hidrofobik parcaciklar ¢okerek topraga baglanir ve buraya yerlesir. Nanopargaciklar
suda yasayan organizmalara ulagsmalarinin potansiyel yollar1; solungag, koku alma
organlar1 ve viicut duvarlan ile epitelyal sinirlarinin igine girerek ya da dogrudan

organizma tarafindan yutularak ulasir. Nanopargaciklarin sucul biyota igerisine
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alinmasi, gida zincirlerinde biyolojik olarak birikebilecegi i¢in bu durum biiyiik

endise yaratmaktadir (Singh, 2016).

Gelismis kontrol sistemleri kullanmak, c¢esitli tedbirleri almak ve iyl is
uygulamalarini kullanarak nanomalzemelerin tehlikeli etkileri biiylik 6lglide ortadan

kaldirilabilir veya en aza indirilebilir (Khan ve Asmatulu, 2013).

2.3.3.2. Nanopartikiillerin uygulama alanlar

Nanopartikiiller, ¢esitli amaclar i¢in uygulanabilmektedir. Nanoteknolojideki son
gelismeler, tan1 ve tedavi uygulamalari i¢in ¢esitli nanoparcacik formiilasyonlarinin
gelistirilmesini saglamistir. Teshis nanopargaciklari, patolojileri gorsellestirmeyi ve
cesitli hastaliklarin ve hastalik tedavilerinin 6nemli (pato-) fizyolojik prensiplerinin

anlagilmasini gelistirmeyi amagclar.

Terapotik nanopartikiiller, patolojik alanda farmakolojik olarak aktif etkin
maddelerin birikmesini ve salinmasini iyilestirmeyi, terap6tik etkinligi arttirmay1 ve
saglikli dokularda lokalizasyonlarin1 azaltarak yan etkilerin goriilme sikligini ve

yogunlugunu azaltir (Baetke ve ark., 2015).

Nanopartikiiller, biyomedikal uygulamalar i¢in son yillarda en ¢ok arastirma yapilan
alanlarin basinda gelir. Onkoloji alaninda, nanopartikiiller ve 6zellikle manyetik
nanopartikiiller; teshis, ila¢ salinimi, gen dagilimi, bioayirma, hipertermi, fototerapi,

kemoterapi ve goriintiileme mekanizmalari i¢in incelenmistir (Ahmed ve ark, 2012).

Nanopartikiillerin tiptaki en yaygin uygulamalarindan biri, 6zellikle antitiimor
aktivitesine sahip ilaglar icin ilag tastyicilaridir. Ilacin viicutta nasil salinacagi ve
ilacin nano tastyiciya nasil sokuldugu olduk¢a 6nemlidir. Kapsiilleme, adsorpsiyon,
¢Oziinme veya nanotasiyicilarin yilizeyinde veya igine tutturmak gibi Ornekler

literatiirde verilmistir (Zhang ve ark., 2008; Pircalabiour ve ark, 2019; Zarif ve ark.,
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2019). Nanopartikiiller, geleneksel tibbin dezavantajlariin iistesinden gelmeyi
saglar. Bu avantajlar; salinan ilaglar alana 6zgii hedeflidir, erken bozulmaya karsi
korunumludur ve ilag salinimi uzun sathada gergeklesir (Metin ve Ozdemir, 2015;
Pircalabiour ve ark, 2019).

NP’ler, gen tedavisinde eksik veya hastalikli genlerin yerini almak i¢in dagitim
cihazlar olarak kullanilmaktadir. Gen tedavisi i¢in NP’lerin kullanimi; kanser, viral
enfeksiyonlar ve bazi kalitsal hastaliklar gibi hastaliklarin tedavisinde umut verici bir
yaklasim olsa da, katyonik NP uygulamasinin gii¢lii immiinolojik tepkileri gosterdigi
bilinmektedir ve bu stratejilerin genel giivenligi ve etkinligi halen arastirilmaktadir

(Missaoui ve ark, 2018).

Nano boyutun biouyumluluk o6zelligi sebebiyle, doku miihendisligi {iriinlerinin
gelisiminde de 6nemli rol oynamistir. Bu alandaki uygulamalar; ila¢ kapsiilleme,
kemik replasmanlari, protezler ve implantlar sayilabilir (Salata, 2004; Nasrollahzade
ve ark., 2019).

Nanopartikiiller, dis hekimliginin pek ¢ok alaninda kullanilmaktadir. Ciirtik kontrolii
ve remineralizasyon, ilag salimi, kok kanal dezenfeksiyonu, dentin hassasiyetinin
giderilmesi, biyofilm olusumunun 6nlenmesi, periodontal enfeksiyon gibi alanlarda
kullanilmasina ragmen bazi1 NP’ler oral ve diger dokular icin toksik etki yaratabilir.
NP’lerin, uzun siireli toksik, antimikrobiyal, klinik ve fiziksel etkileri, dental alanda

daha genis capta arastirilmalidir (Perihan, 2014).

Glinlimiizde daha birgok alanda karsimiza c¢ikan nanopartikiillerin, tip ve saglik
(biomedikal) alanindaki uygulamalari, ¢are bulunamamis pek ¢ok hastaligin teshis ve

tedavisinde dnemli katkilar sagladi ve saglamaya devam edecektir.

Bu tez calismasinda, grafen (G), grafen oksit (GO) ve grafen oksitli tiirevli
nanopartikiillerin (1p, 2p ve 3p), insan karbonik anhidraz | ve II {izerinde inhihibyon

etkisi arastirilmistir. Oncelikle insan eritrositlerinden CAl ve CAIl izoenzimleri
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afinite jeli (Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonilamid) kullanilarak saflagtirildi. Kalitatif
ve kantitatif protein tayini yapild1 ve SDS-PAGE elektroforezi ile enzimlerin saflig1
kontrol edildi. Daha sonra bu enzimlerle kinetik ¢alismalar yapildi. Bilesiklerin
(grafen, grafen oksit, 1p, 2p ve 3p) inhibisyon etkisini belirlemek igin hCA | ve
II’'nin esteraz aktivitesi olciildii. Insan karbonik anhidrazlarin, esteraz aktivitesi
tizerinde grafen oksit ve grafen oksit metalli tiirevlerin (1p, 2p ve 3p), inhibisyon
etkisi gdsterdigi belirlenmistir. Inhibisyon etkisi gdsteren bilesikler icin % Aktivite-

[1] grafikleri gizilerek ICsg degerleri bulunmustur.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler; Sefaroz-4B, p-nitrofenil asetat, standart

serum albumin, N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED), diyaliz torbasi ve L-

Tirozin Sigma Chemical Company’den; siilfanilamid, sodyum hidroksit, sodyum

bikarbonat, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum siilfat, sodyum perklorat,

sodyum asetat, 2- merkaptoetanol, brom timol mavisi, hidroklorik asit, siilfiirik asit,

glisin, fosforik asit, metanol, aseton, etanol, izoproponal, sodyum barbital, akrilamid,

N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250 ve R-250 ve diger

kimyasal maddeler E. Merk. AG’den; karbondioksit gazi piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar sirasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Spektrofotometre

pH metre

Santrifiij

Peristaltik pompa
Karistirici

Hassas terazi
Otomatik pipet

Gii¢ kaynagi
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20)

Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible
Spectrophotometer

Crison MM41 Multimeter

Thermo Scientific

Gilson Minipuls 3

WiseMix VM-10

OHAUS Pioneer

ISOLAB Seti

Consort EV265 Elektrophoresis Power Supply
Argelik

Argelik Dikey Derin Dondurucu
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3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve bu cozeltilerin hazirlanmasi

1. 0,05 M Tris-SOs4, pH 7.4 (esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
¢ozelti): 950 mL distile su igerisinde 6,055 g Tris ¢oziilerek, 1 N H>SOj4 ile pH’s1

7,4’e getirildikten sonra distile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

2. p-nitrofenilasetat ¢oOzeltisi: 1 mL aseton igerisinde 27,2 mg p-nitrofenilasetat

¢Oziindiikten sonra 49 mL saf suya azar azar katilarak hazirlandi.

3. 25 mM Tris-HCI/0,1 M NaxSOs ¢ozeltisi, pH 8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon ¢ozelti): 950 mL distile suda 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na;SO4
coziilerek 0,1 N HCI ile pH 8,7’ye titre edildi. Daha sonra distile su ile hacim 1

litreye tamamlandi.

4. 25 mM Tris-HCI/22 mM NaSOs ¢ozeltisi, pH 8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra
afinite jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 3,0275 g Tris ve 3,124 g
NaS04, 950 mL distile suda ¢oziildi. 0,1 N HCI ile pH 8,7’ye getirildikten sonra

hacmi 1 litreye tamamlandi.

5. 25 mM NaHPO4/1 M NaCl ¢ozeltisi, pH 6,3 (kolona tutunmus hCA I
izoenziminin ellisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,2 g NaoHPO4 ve 14,625 g
NaCl alinip pH 6,3’e titre edildikten sonra toplam hacim 250 mL’ye distile su ile

tamamlandi.

6. 0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClOs ¢ozeltisi, pH 5,6 (kolona tutunmus hCA II
izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 9,187 g NaClO4 ve 2,04 g
CH3COONa.3H20, 120 mL distile su igerisinde ¢oziildii. 0,1 N HCI ile pH’s1 5,6 ya
kadar titre edildikten sonra toplam hacim distile su ile 150 mL’ye tamamlandi.

7. 0,2 M NaHCOs ¢ozeltisi, pH 8,8 (Sefaroz-4B matriksi lizerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon c¢ozelti): 16,8 g NaHCOs, 950 mL distile suda
coziilerek 0,1 N NaOH ile pH 8.8’e titre edildikten sonra toplam hacim distile su ile

1 litreye tamamlandi.
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8. 0,2 M NaHCOs ¢ozeltisi, pH 10 (Sefaroz-4B matriksi iizerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon ¢ozelti): 16,8 g NaHCO3, 950 mL distile suda
coziilerek 0,1 N NaOH ile pH 10’a titre edildikten sonra toplam hacim distile su ile 1

litreye tamamlandi.

9. Siilfanilamid c¢ozeltisi (afinite jeli hazirlanirken kullanilan ¢ozelti): 25 mg
siilfanilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI i¢inde ¢oziildiikten sonra 75 mg NaNO>
ihtiva eden 0 °C’daki 5 mL ¢ozelti, stilfanilamid ¢ozeltisine damla damla katilarak

hazirlandi.

10. Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250
reaktifi, 50 mL % 95’lik etanolde ¢oziildii. Cozeltiye % 95°1ik 100 mL fosforik asit
ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti

karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.1.4. Deneyde kullanmilan kanin temini

Deneyde kullanilacak saglikli insan kani, Agri1 Devlet Hastanesi Kan Merkezi’nden

temin edildi ve numune kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Metodlar

3.2.1. Protein tayini

Protein tayini, kalitatif protein tayini ve kantitatif protein tayini olmak tizere iki

yontemle yapilmistir.

Kalitatif protein tayini, Warburg yontemi ile gerceklestirildi. Bu metodda,
proteinlerin ihtiva ettigi tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanir (Segel 1968). Ayni hacimdeki biitiin

eliisyonlarda, Sefaroz-4B-L-tirozin siilfanilamid afinite kromatografisi islemlerinden
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sonra protein tayini yapildi ve kuvartz kiivetler kullanilarak spektrofotometre ile

absorbanslar1 280 nm’de kore karsi okundu.

Kantitatif protein tayininde afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
cozeltisindeki, hemolizattaki protein miktarlar1 belirlendi. Bu metod, 595 nm’de
maksimum absorbans gosteren ‘‘Protein-Coomassie Brillant Blue G-250
kompleksinin olusumu esasina dayanir. Kompleks bilesenlerinin baglanmasi oldukca
hizli gergeklesir ve c¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu metodun duyarliligi, 1-100 ug

arasindadir (Bradford 1976).

Tayin islemlerinde su yol izlendi: 1 mL’ sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir
serum albiimin ¢6zeltisinden tiiplere; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
alind1. Distile su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi. 4900 pl renklendirme
reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile yeterince karigtirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. 0,1 mL ayni
tampon ve 4,9 mL renklendirme reaktifinden olusan karisim kor olarak kullanildi ve

absorbans-pg protein degerleri standart grafik haline getirildi.

3.2.2. Enzim aktivitesi tayini

3.2.2.1. Esteraz aktivitesi tayini

CA enzimi iizerinde inhibitorlerin etkisini arastirmak i¢in bu metod kullanildi.
Metod, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir.
Karbonik anhidraz, substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati 348 nm’de absorbans
veren p-nitrofenolat veya p-nitrofenol’a hidrolize eder (¢ 348=5x10° M™tcm™) (Sekil
3.1).

Fenol grubundaki H* iyonunun ayrigip ayrismamasi 6l¢timii etkilememektedir glinkii
348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi de ayni absorbans degerini
gostermektedir. 348 nm dalga boyunda p-nitrofenilasetatin da ¢ok az absorbsiyonu

oldugundan kor olarak kullanilmaktadir.
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Tayin islemlerinde su yol izlenmistir: 1 mL substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve
0,1 mL enzim kuvartz kiivetlere konulduktan 3 dakika sonra 25 °C’de 348 nm’de

absorbansi okundu.

Spektrofotometre daha 6nce enzim yerine 0,1 mL tampon konularak karigimin 3
dakika sonraki absorbansi ile sifira ayarlandi. Boylece 3 dakika i¢inde esterin kendi
kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitrofenilasetatin absorbsiyonu i¢in diizeltme
yapildi. Inhibitdrlii calismalarda ise azaltilan suyun miktar1 kadar inhibitor eklenerek

aktivite tayinleri yapildi.

9 CA
OzNOO—C—CH3 + HO =———= OzNOOH + CH,COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.1. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi (Verpoorte et al. 1976)

Deneyde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi giinliikk hazirlandi: 27,2 mg
ester, 1 mL aseton iginde ¢oziilerek hizlica karigtirilan 49 mL distile suya azar azar
ilave edildi. Esterin sinirl ¢oziiniirliigiinden bu ¢ozelti 3 mM’ dir ve daha derisigini
hazirlamak miimkiin degildir. Asetonun tercih edilme sebebi ise diger organik

¢oziiciilere oranla hidroliz reaksiyonunu en az inhibe etmesidir.

3.2.3. Enzim saflastirma ¢alismalari

3.2.3.1. Hemolizatin hazirlanmasi

Santrifiij tliplerine alinan insan taze kani, +4 °C’de 2500xg’de 15 dakika boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij uygulamasindan sonra tiiplerin {ist boliimiinde kalan plazma
ve lokosit tabakasi damlalikla dikkatli bir sekilde alindi. Tiiplerin alt bdliimiinde
kalan eritrosit peleti ise 0,154 M NaCl ¢ozeltisi (izotonik) ile {i¢ defa yikandi. Taze
kana her defasinda aymi islem uygulandi. Islemler sonucunda elde edilen eritrositler,
hacimlerinin yaklagik 5 kat1 kadar buzlu distile su ile karistirilarak hemoliz edildi.
Eritrosit hiicre zarlarin1 hemolizattan uzaklastirmak i¢in +4 °C’de 20,000xg’de 30

dakika santrifiij yapildi. Hemolizatin st kismi damlalikla alindi ve sonraki
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caligmalarda kullanilmak ftizere belirli kosullarda sakland1 (Hunaiti and Soud 2000;
Coban et al. 2008).

3.2.3.2. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Hemolizat (pH 8,7) ile kat1 Tris kolona uyguland1 ve kolon, 25 mM Tris-HCI/22 mM
Na>SOs (pH 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. 1 M NaCl/25 mM NaxHPO4 (pH 6,3) tamponu
uygulanarak hCA 1 enzimi, daha sonra, 0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClO4 (pH 5,6)
cozeltisi kullanilarak hCA 1I enzimi eliie edildi (Tiirkoglu ve ark., 2017). Elde edilen
eltatlar, fraksiyon toplayicilart ile 5° er mL halinde tiiplere konulduktan sonra 280
nm’ deki absorbanslarina bakildi. Kolonun akis hiz1 ise peristaltik pompa yardimiyla

20 ml/saat’e ayarlandi.

3.2.4. hCA enzimi i¢in ICso degerlerinin bulunmasi ile ilgili calismalar

CA enzimini elde etmek amaciyla hastaneden alinan insan kan 6rnekleri saflagtirildi.
ICs0 degerlerini belirlenmek i¢in farkli inhibitdr konsantrasyonlar1 kullanildi ve
aktivite dl¢limleri optimum kosullarda yapildi. Leneweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu
grafikten faydalanilarak 1Csp degerleri hesaplandi. Calismada kullanilan grafen, 1p,
2p ve 3p maddeleri 1 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde etanol ile ¢oziilerek
stok ¢ozelti hazirlandi. 10 kat seyreltme yine etanole yapildi. 100 kat seyreltme
islemi ise saf su ile gergeklestirildi. Grafen oksit ise saf suda ¢oziilerek stok ¢ozelti

ve seyreltme islemleri gergeklestirildi.

3.3. Grafen ve Grafen Oksit Tiirevlerinin Sentezi

Grafen ve grafen oksit (Batir ve ark., 2017; Batir ve ark., 2018) ile grafen oksitin
metal tiirevleri olan 1p (Co-Ni, otoklavda sentezlenmis nanopartikiil, 2p (Co-Ni
nanopartikiil) ve 3p (Co-Ni, geri sogutucuda sentezlenmis nanopartikiil) sentezi, Agri
Ibrahim Cecgen Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi 6gretim eleman1 Ars. Gor. Dr.

Gokhan Giiven BATIR tarafindan Atataiirk Univeristesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
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Boliimi, Fizikokimya aragtirma laboratuvarinda sentezlenmis ve karakterize

edilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Bradford yontemiyle elde ettigimiz enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini
yapildi. Oncelikle standart grafik hazirlandi. Daha sonra hazirlanan standart grafikten

faydalanilarak protein miktarlari hesaplandi (Sekil 4.1.).

1,2

0,8

0,6

0,4

Absorbans (595 nm)

0,2

0 20 40 60 80 100 120
Protein (pg)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart grafik.

42. hCA I ve hCA 1II Iizoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Uzerine
Nanopartikiillerin Etkilerinin Belirlenmesi icin Yapilan Calismalarin
Sonuglari

4.2.1. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren
nanopartikiiller ile ilgili sonuclar
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Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1 izoenzimi igin 5 farkli nanopartikiiliin
etkisi arastirildi. Olgiimler esteraz aktivitesi tayini yontemiyle yapildi. inhibisyon etkisi
gosteren her bir nanopartikiil i¢in % aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu
grafiklerden % 50 enzim inhibisyonuna sebep olan nanopartikiil konsantrasyonlari

(ICs0 degerleri) hesaplandi (Sekil 4.2.-4.6.).
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Sekil 4.2. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile grafenin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmasi i¢in ¢gizilen % Aktivite-[grafen] grafigi.
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Sekil 4.3. hCA I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile grafen oksitin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[grafen oksit] grafigi.
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Sekil 4.4. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 1p NP’nin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmast igin ¢izilen % Aktivite-[1p] grafigi.
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Sekil 4.5. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 2p NP’nin farkli konsantrasyonlarinda ICsp degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[2p] grafigi.
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Sekil 4.6. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 3p NP’nin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[3p] grafigi.

4.2.2. hCA 1l izoenziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren

nanopartikiiller ile ilgili sonuclar

Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1I izoenzimi igin 5 farkli nanopartikiiliin
etkisi arastirildi. Olglimler esteraz aktivite tayin yontemiyle yapildi. Inhibisyon etkisi
gosteren her bir nanopartikiil i¢in % aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu
grafiklerden % 50 enzim inhibisyonuna sebep olan nanopartikiil konsantrasyonlari

(ICso degerleri) hesapland (Sekil 4.7.-4.11.).
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Sekil 4.7. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile grafenin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[grafen] grafigi.
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Sekil 4.8. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile grafen oksitin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmast i¢in ¢izilen % Aktivite-[grafen oksit] grafigi.
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Sekil 4.9. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 1p NP’nin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmast igin ¢izilen % Aktivite-[1p] grafigi.
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Sekil 4.10. hCA II izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 2p NP nin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[2p] grafigi.
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Sekil 4.11. hCA 1II izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 3p NP nin farkli konsantrasyonlarinda ICso degerinin
bulunmast igin ¢izilen % Aktivite-[3p] grafigi.

4.2.3. hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon
etkisi gosteren bazi nanopartikiillerin 1Cso degerlerinin belirlenmesi ile
ilgili sonucglar

Insan karbonik anhidraz I ve Il izoenzimlerinin % 50 inhibisyonuna (ICso) sebep olan
degerleri hesaplamak igin grafen, grafenoksit ve grafenoksitin metal tiirevlerine (1p,
2p ve 3p) ait % Aktivite-[1] grafikleri ¢izildi. Grafiklerden elde edilen ICso degerleri
Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.”de gosterilmistir.

Tablo 4.1. hCA 1 igin nanopartikiillerin esteraz ICso degerleri

Inhibitor hCA I icin ICso degerleri
(ng/mL)
Grafen >100
Grafen oksit 76,21
1p 34,40
2p 35,09

3p 35,09
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Tablo 4.2. hCA 1I i¢in nanopartikiillerin esteraz ICso degerleri

inhibitor hCA Il i¢in ICso degerleri
(ng/mL)
Grafen >100
Grafen oksit 72,51
1p 34,76
2p 35,28
3p 34,97

4.2.4. nCA | ve hCA 1l izoenzimlerinin saflastirma basamaklari sonuglari

Insan kanindan elde edilen hemolizatin, Sefaroz-4B-L-tirozin siilfonilamid kolonuna

uygulanmasi sonucu elde edilen sonuglar tablo 4.3.’te verilmistir.

Tablo 4.3. insan eritrositlerinden hCA I-1l izoenzimlerinin Sefaroz-4B-L-tirozin siilfonilamid afinite
kromotografisi kullanilarak saflastirilmasi basamaklari.
_

Saflasirma  Toplam  Protein  Aktivite Toplam Toplam  Spesifik Verim  Saflastirma
basamaklar1  hacim  (mg/mL) (EU/mL) protein aktivite aktivite (%) katsayisi
(mL) (mg) (EU)  (EU/mg)
Homojenat 12 14,92 118 179,04 1416 7,908 100 1
hCA | 6 0,21 146 1,26 876 695,24 61,86 87,91

hCA 1l 4 0,05 162 0,20 648 3240 45,76 409,71




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1), difiizyon smirma yaklasan, 10° s-'’in
tizerinde turnover sayist (kcat) elde eden, en hizli enzimlerden bazilaridir. CA’lar,
bikarbonat iyonlari (HCO3) ve protonlar iiretmek igin tersinir CO2 hidrasyonunu
katalize eder. Okaryotlar, bakteriler ve Archaea dahil olmak iizere birgok
organizmanin yasam dongiisinde yer alan CA’lar; biyolojik, farmasotik ve

biyoteknolojik dneme sahiptir (Supuran, 2012; Fredslunda ve ark., 2018).

Karbonik anhidrazlar tarafindan katalize edilen reaksiyonlar 6nemli prosesler igerir.
Bunlar; gaz degisimi, metabolize doku ve akcigerler arasinda CO2 ve bikarbonatin
taginmasi, pH ve CO2 homeostazi, farkli doku ve organlarda elektrolit salgilanmasi,
glukoneogenezde biyosentetik reaksiyonlar, lipogenez ve iireagenez, kemik
rezorpsiyonu, kalsifikasyon ve tiimdrijenite seklinde siralanabilir (Akin ve ark.,

2019; Lolak ve ark., 2019).

Karbonik anhidraz inhibitorleri son derece aktif bir alandir. Son zamanlarda
bildirilen ¢ok sayida yeni CAI sinifi vardir. Bunlar; kumarinler, siilfokumarinler,
poliaminler, ditiyokarbamatlar, ksantanlar, fenoller, vs dir. Yeni CAI’lerin bazilari
heniiz klinik kullanimda degildir ancak bir¢ogu i¢in, 6rnegin anti-iskemik veya
antindropatik agn ilaglar1 gibi, farmakolojik uygulamalar kesfedilmistir (Supuran,
2016). Insan karbonik anhidraz inhibitdrleri gesitli terapdtik uygulamalara sahiptir:
Insan CA 1II, TV ve XII inhibitorleri, diiiretik olarak ve glokomda kullanilir. hCA 1I
ve VII inhibitorleri, anti-epileptik ilaglar olarak kullanilirken bazi antitiimor ve anti-

enflamatuar CAI’ler, hCA IX ve XII izoformlarini hedef alir (El-Azab ve ark., 2019).
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Stiti ve arkadaslarinin (2008) calismasinda, hedef CA izoformunun hiicre disi
lokalizasyonu ve nanomalzemelerin genellikle membran sizdirmazligi gosterdigi
gercegi g6z Oniine alinarak tiimorle iligkili izoformun (CA 1X) hCA | ve Il
tizerindeki inhibisyonu i¢in miikemmel CA IX inhibe edici 6zellik ve segicilik
gosteren CAI kaplt Au NP’lerin sentezi yapilmistir. Sonug olarak GNP-1 bilesiginin,
CA IX’i asint eksprese eden tiimdrlerin hem goriintiileme hem de tedavi amach

arastirilmasi onerilmistir.

Ma ve arkadaslarinin (2009) calismasinda, giimiis nanopartikiillerin (AgNPs) glukoz
oksidaz enzimini inhibe ettigi belirlenmistir. Mackormek ve arkadaslarinin (2012)
tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada ise silisyum ve altin nanopartikiillerin laktata
dehidrogenaz (LDH) enzimi iizerindeki inhibisyon kapasitesi belirlenmistir. 199,4 ile
1008,6 nm biiyiikligiindeki pargaciklarin LDH enzimi tizerinde % 1,1 ile % 34

oraninda farkli degerlerde inhibe ettikleri belirlenmistir.

Kulthong ve arkadaslari (2012) tarafindan ratlar {lizerinde yapilan in vivo bir
calisgmada glimiis nanopartikiillerin rat serum ALT, AST ve ALP enzimleri
tizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir. Giimiis nanopartikiiller, 50-1000
mg/kg/glin konsantrasyon araliginda denenmis ve bazi dozlardaki inhibisyon
degerleri hesaplanmistir. Ayni ¢alismada in vitro olarak da stokrom P izoenzimleri
tizerinde (CYPIA, CYP2C, CYP2D, CYP2E1 ve CYP3A) inhibisyon kapasitesi
belirlenmistir. Bu deneme sonucunda bazi izoenzimlerde I1Cso degeri 23 pg/mL, 28

png/mL olarak belirlenirken bazilari i¢in ise ICs0>100 pg/mL olarak ifade edilmistir.

Liu ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan bir c¢alismada, altin ve gilimiis
nanopartikiillerin; aztreonam (ATM), klavulanik asid (CA), tazobactam (TZB) ve
sulbactam (SUL) maddelerinin konjugatlarimin f-laktamaz inhibisyonu etkisi

gosterdigi belirlenmistir.

Ghosh ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 86-126 nm araliginda
boyutlara sahip bakir nanopartikiillerin (CuNPs), antidiyabetik ve antioksidan etkileri

incelenmistir. Bu ¢alismada, domuz ve fare panreas amilaz enzimi {lizerinde sirasi ile
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38,70 + 1,45 % ve 34,72 £ 1,22 % inhibisyon belirlenmistir. Ayrica fare intestinal o-
glukozidaz enzimi {izerinde 90,67 + 0,33 % inhibisyon etkisi gosterdigi

belirlenmistir.

Bu tez c¢alismasinda ise c¢alisilan grafen, grafen oksit ve garafenoksit metalli
nanaopartikiillerin (1p, 2p ve 3p) hCA I-II’ye karsi inhibisyon potansiyelleri
aragtirtlmistir.  Bu bilesikler arasinda grafen hari¢ diger bilesiklerin, belirli
konsantrasyon seviyesindeki hCAya kars1 inhibisyon gostermis, hCA I ve hCA II'yi
inhibe ettigi gézlemlenmistir. Tablo 5.1.’de hCA 1 ve hCA II'nin % 50 inhibisyonuna
sebep olan nanopartikiillerin konsantrasyonlar1 hesaplanarak daha iyi karsilagtirmak

icin gdsterilmistir.

Tablo 5.1. hCA | ve hCA 1I i¢in nanopartikiillerin esteraz ICso degerleri

Inhibitor hCA I i¢in ICso degerleri hCA 11 igin ICso degerleri
(ng/mL) (ng/mL)
Grafen >100 >100
Grafen oksit 76,21 72,51
1p 34,40 34,76
2p 35,09 35,28
3p 35,09 34,97

hCA T igin ICsg degeri 100-34,40 pg/mL arasinda degismektedir ve nanopartikiiller
arasinda grafen>100 pg/mL 1Csgo degeri ile en zayif inhibitor etkisi gosterirken 1p
bilesigi, 34,40 pg/mL ICso degeri ile degeri ile en kuvvetli inhibitér ozelligine
sahiptir. Benzer sekilde, hCA 1I i¢in ICso degerleri 100-34,76 png/mL arasinda
degismekte ve yine grafen>100 pg/mL ile 1Cso degeri ile en zayif inhibitor etkisi
gosterirken 1p bilesigi, 34,76 ug/mL ICso degeri ile en kuvvetli inhibitor 6zelligine
sahiptir. Sonuglar 6zetlenecek olur ise hCA ig¢in en giiclii inhibitér etkisi gosteren
bilesikten en zayif inhibisyon etkisi gosteren bilesik arasindaki siralamalar hCA |

igcin 1p>2p=3p>grafen oksit>grafen iken hCA II igin bu siralama 1p>3p>2p>grafen
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oksit>grafen seklindedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan CA enzimi tizerindeki NP
inhibitorleri daha 6nce calisiilmamis oldugundan bu ¢alisma 6zgiinliigii ile bir ilki
temsil etmektedir ve dolayisiyla literatiirdeki ¢alismalarla kiyaslama yoluna
gidilememistir. Ancak farkli enzimler {iizerinde yapilan NP calismalar1 ile
kiyaslandiginda kullandigimiz inhibitorler, NP’ ler, grafen hari¢ kuvvetli inhibitor

ozelligi gostermistir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda grafen hari¢ diger bilesiklerin, hCA 1 ve I
izoformlar1 lizerindeki inhibisyonu, toksikoloji ve tipta oldugu gibi yeni buluslarda
ve ila¢ tasariminda 6nemli bir rol oynayacagi 6ngoriilmiistiir. Ayrica yeni innhibitor
siiflarinin tanimlanmasi, anlasilmayan durumlar i¢in yeni teropatik seceneklere ve
yeni farmakolojik etken maddelerine duyulan ihtiyaca cevap verecegi
distintilmektedir. Ancak NP’lerin hizli artisinin dogal sonucunda NP’ler, ¢evreye
salinmakta ve hava, su ve toprak ortamma gecis yapar (Unsar ve Perendeci, 2016).
Canlilarin nanopartikiillere dogrudan veya dolayli maruz kalmasi sonucunda
nanopartikiillerin canlilar {izerinde toksik etkiler olusturdugu in vivo ve in vitro
caligmalar ile gosterilmistir (Berk ve Akkurt, 2012). Yang ve arkadaslar1 (2012)
yaptig1 bir calismada, grafen ve tiirevlerinin biyolojik sistemlere toksikliginin yani

sira in vitro / in vivo davranigini da etkileyebilecegini kabul eder.

Jia ve arkadaglarinin (2019) yaptigi bir ¢alismada, insan hiicreleri ve bakteri
sistemleri tlizerindeki farkli G ve GO boyutlarinin karsilastirmali toksisitesi
arastirilmistir. Sonucta, diisilk konsantrasyonlardaki kiiciik boyutlu malzemelerin,
orta ve bliylik G ve GO boyutlara kiyasla hiicre canliligin1 azaltmak ve DNA
hasarmi artirmak i¢in daha toksik bir potansiyel oldugu kanitlandi. GO; hiicrelerde
yiiksek DNA hasari, RecA bakterilerinde genotoksisite ve ayrica hiicrelerde ve zebra
baliklarinda ilgili genlerin ekspresyonunu bozarken G, Tox2 bakterileri iizerinde
hiicre canlilig1 ve akut toksisite lizerinde daha belirgin etkiler gostermistir. Grafen
familyas1 nanometaryallerin (GFN’ ler) ¢esitli alanlardaki hizli ve yaygin
uygulamalari, cevresel kirlenme olasiligimi ve dogrudan insan maruz kalma
olasiligim1 artirarak gilivenlik endiselerini daha once dile getirmistir. Yiiksek

konsantrasyonlu (50 mg/L) maruz kalma, in vivo ve in vitro modellerde toksisite
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gostermistir. Uzun siireli maruz kalma durumunda ise insan ve ¢evre sagligina karsi

giivenli degildir.

Sood ve arkadaslarmin (2019) yaptigi bir calismada, Drosophila melanogaster
tizerinde grafen oksit (GO) ve ¢inko oksit (ZnO) NP’lerin toksisitesini
karsilagtirmaktadir. GO, kimyasal ZnO ve yesil ZnO NP’ler sentezlendi ve sitotoksik
ve norotoksik davranislar i¢in karsilastirmali olarak analiz edildi. Yesil ZnO en az
sitotoksik bulundu, kimyasal ZnO ise en fazla hiicre hasarina neden oldu. GO’nun
orta sitotoksisiteye sahip oldugu bulundu. Bununla birlikte, nérotoksisite ile farkli bir
egilim gozlendi; Yesil ZnO’nun ndromiiskiiler koordinasyonu en fazla etkiledigi,

GO’nun ise en az etkili oldugu bildirildi.

Grafen familyas1 materyallerinin (GFM” ler) ekotoksisite etkileri hakkindaki mevcut
bilgileri giincelleyen bir ¢alismada, GMF’ lerin artan kullanimu ile birlikte imalat,
nakliye, kullanim ve imha sirasinda g¢evreye salinacaktir. Sulara, ¢okeltilere ve
topraklara birakildiktan sonra, cesitli fizikokimyasal ve biyolojik faktorlerle
etkilesime girecek, bu nedenle ekosistem diizeyinde etkileri olan ¢evreye onemli

olumsuz etkilere neden olabilecegi ongoriilmistiir (Marchi ve ark., 2018).

Li ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 bir ¢alismada, anammox bazli ekimsiz yeralti
akisli sulak alanlarin, grafen oksitler (GO) ve  glimis (Ag) NP farkh
konsantrasyonlarima uzun siire maruz kalmasi altinda incelenmistir. Sonucta
anammox isleminin anahtar enzimlerinin, GO ve Ag NP maruziyeti altinda bir
dereceye kadar azaldig1 goriilmiistiir. Toplam azotun (TN) giderilmesi, GO ilavesi ile
arttt ve fonksiyonel anammox bakterileri C. Anammoxoglobus belirgin bir artig
gosterdi. Reaktif oksijen tiirleri konsantrasyonlarinda bir artis olmasina ragmen GO
hiicre biitiinliigline 6nemli bir hasara yol ag¢madi. TN wuzaklastirilmasi, hiicre
biyogenezine ve onarimina bagli fonksiyon geni i¢in, 1 mg/L Ag NP’lerin maruziyeti
altinda agikca etkilenmeyecektir; 10 mg/L Ag NP’ lerin eklenmesi, ekimsiz yeralti
akisli sulak alanlarda TN uzaklastirilmasi {izerinde, bazi tiirlerin anammox

yetenegine sahip olmalari i¢in inhibe edici bir etkiye sahip olacaktir.
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Grafenin giinlik yasamda kullandigimiz cihazlarin bir pargasi olma ihtimalleri
yiiksek oldugundan toksisite c¢aligmalarinin ilerlemesi beklenmektedir. Grafen
toksisitesinin gergekci dozaj seviyelerinde, ¢oklu organizmalarda ve hayvanlarda
dikkatle incelenmesi, bu harika malzeme i¢in saglik ve is giivenligi standartlarinin

tasarlanmasi hayati 6neme sahiptir (Kumar ve Pattammattel, 2017).

NP’lerin toksisite mekanizmasi tam olarak anlasilmamis olsa da olas1 mekanizmalar;
hiicre zarinin pargalanmasi, protein oksidasyonu, DNA yapisinin bozulmasi, hiicre
ici eneri iretiminin kesilmesi, reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi ve toksik
bilesenlerin salmim seklinde siralanabilir (Unsar ve Perendeci, 2016). 2002 yilindan
sonra artan sayida calisma, cesitli patolojilerden muzdarip hastalarin hastalikli
dokularinda nanopartikiil varligint goéstermektedir. Karaciger, KOAH, kalp
yetmezligi, solunum sikintis1 sendromu, akciger kanseri, amfizem, zatiirre, asiri
duyarl zatiirre ve pnomokonyoz hastalarin akcigerlerinde ¢esitli nanopartikiillerin
mevceut oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde astim hastalarinda, kan hastaliklar1 olan
hastalarda, crohn hastaligi ve kolon kanseri olan hastalarin kolon biyopsilerinde
cesitli nanopartikiiller goriilmiistiir. Hava kirliligine maruz kalan beyin hastalarinda
ve Alzheimer hastaligi olanlarda manyetik nanopartikiiller tespit edilmistir (Buzea ve
Pacheo, 2019).

Yapilan c¢alismalar incelendiginde NP’lerde toksikolojik c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. NP’lerin fiziko-kimyasal ve yapisal 6zellikleri ile bunlarin hiicresel
reaktiviteleri ve ¢esitli organ ve dokulardaki etkilesimleri arasindaki iliskiyi anlamak
olduk¢a 6nemlidir (Missaoui ve ark., 2018). Literatiirde ¢evreye salinan NP’lerin
bitki ve hayvan tiirlerinde biyotik birikim ve toksik etkileri gosterilmis olmakla
birlikte ¢evre ile iliskili tehlikeleri azaltmak ve NP’lere maruz kalmanin nasil
minimum diizeye indirilecegini belirlemek icin risk degerlendirme araglarmin

gelistirilmesi kritik oneme sahiptir.
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