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Danisman: Prof. Dr. O.Irfan KUFREVIOGLU
Ortak Danigsmani:Yrd. Dog. Dr. Murat SENTURK

Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzimi, hemen hemen tiim canlilarda CO;’in
hidratlanarak HCO3™ ve H™’ya déniisiimiinii tersinir olarak katalizleyen ¢ok 6nemli bir
enzimdir. Bu ¢alismada, karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasi i¢in daha
onceki arastirmacilarin  sentezlediklerinden farkli bir afinite jeli hazirlanmasi
amaglanmistir. Matriks olarak CNBr ile aktive edilmis Sepharose 4B, ligand olarak 4-
(2-aminoetil) benzen siilfanilamid Kkullanildi. Hazirlanan afinite jelinin izoenzimleri
saflagtirabilme kapasiteleri; farkli sicaklik, pH ve iyonik siddette belirlendi. Calismanin
ikinci kisminda bazi fenolik asitlerin hCA 1 ve hCA 1II izoenzimleri iizerindeki
inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu amagla enzim aktiviteleri {izerine inhibisyon etkisi
gosteren bu maddeler i¢in ICsy degerleri ve K; sabitleri bulunarak inhibisyon tipleri

tespit edilmistir.

2011, 69 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbonik andidraz, izoenzim, afinite jeli, siilfanilamid



ABSTRACT

Master Thesis

PREPARATION OF A NEW AFFINITY GEL FROM PURIFICATION OF
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Carbonic anhydrase (CA) (E.C. 4.2.1.1) hydrates CO, and converts it into HCO3;™ and
H" reversibly in almost all living organisms. It is aimed in this study to design new
affinity gel different from which has been used so far. CNBr activated Sepharose 4B
was used as matrix and 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonamide as ligand. Purification
capacities of the affinity gel was determined under different temperatures, pHs and ionic
strengths. In the second part of the study, inhibitory effects of phenolic acids on hCA |
and hCA II, which have been purified by new gels,were investigated. To this end, I1Cs
and K constants and inhibition types were determined for these substances.
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler diizenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel molekiillerin
parcalandig1 tepkime basamaklarmin yiizlercesini katalizler, boylece kimyasal enerji
korunur, doniistiiriilir ve basit Onciillerden biyolojik makromolekiiller {iretilir.
Diizenleyici enzimlerin aktivitesi altinda yasami siirdiirmek igin gerekli metabolik
yollar enzimlerle kontrol altina alinmistir yani enzimler hemen hemen her biyokimyasal

siirecte merkez durumundadir.

Enzimlerle ilgili ¢alismalar oldukga biiyiik 6neme sahiptir. Bazi hastaliklarda, 6zellikle
kaliimsal genetik bozukluklarda bir ya da daha fazla enzimin eksikligi veya tamamen
yoklugu soz konusu olabilirken, bazi hastaliklara da enzimin asirt aktivitesi neden
olabilir. Enzimlerin aktivitelerinin kan plazmasinda, eritrositlerde veya doku
orneklerinde oOlglimii belli hastaliklarin tanisinda onemlidir. Bir¢ok ilag, biyolojik

etkilerini enzimlerle etkileserek ortaya ¢ikarir (Lehninger 2005).

1.2. Enzim Aktivitesinin inhibisyonu

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hizini azaltan herhangi bir maddeye inhibitor
denir. Enzimatik inhibisyon, doniistimlii ve doniisiimsiiz olmak tizere baslica iki sekilde

siiflandirilir.

Doniistimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitdr, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. Vpyax azalirken,

Kwm degismeden kalir (Keha ve Kiifrevioglu 2008).



Geri doniisiimlii inhibitorler enzimlerle kovalent olmayan baglarla baglanirlar. Enzim-
inhibitér kompleksinin seyreltilmesi geri dontigiimlii baglanan inhibitdriin ¢oziilmesiyle
ve enzim aktivitesini yeniden kazanmasiyla sonuglanir. En sik karsilasilan doniisiimlii

iki inhibisyon tipi yarismali ve yarismasiz inhibisyondur.

1.2.1. Yarismah inhibisyon

Bu inhibisyon tipinde inhibitor substratin normalde baglanmasi gereken ayni yere geri

dontigiimlii olarak baglanir ve bdylece substratla o bolge icin yarisir.

Vmax Uzerine etkisi: Yarigmali inhibitoriin etkisi [S] artirilarak ortadan kaldirilabilir.
Yeterli derecede yiiksek bir substrat konsantrasyonunda reaksiyon hizi inhibitor

olmadan gozlenen Vmax degerine ulasir.

Km lzerine etkisi: Yarigmali bir inhibitér belli bir substrat i¢in belirlenmis Ky’
yiikseltir. Bu, yarigmali bir inhibitor varhiginda 2 Vma’a erismek icin daha fazla

substrat gerekecegi anlamina gelir.

Linewear-Burke grafigi iizerine etkisi: Yarigmali inhibisyon inhibe olan ve olmayan
reaksiyon grafiklerinin y ekseninde 1/Vnax da kesistigi tipik bir Linewear-Burke grafigi
gosterir  (Vmax degismez). Inhibe olan ve olmayan reaksiyonlar farkli x-ekseni

kesismeleri gostererek yarigmali inhibitdr varliginda Ky ’in yilikseldigine isaret ederler.

1.2.2. Yarismasiz inhibisyon

Bu inhibisyon tipi Vpmax tizerindeki tipik etkisiyle dikkat ¢eker. Inhibitdr ve substrat

enzimin farkli bolgelerine baglaninca yarismasiz inhibisyon meydana gelir.



Vmax lzerine etkisi: Yarismasiz inhibisyon substrat konsantrasyonu artirilarak

engellemez. Bu yiizden, yarismasiz inhibitorler reaksiyonun Vg’ 1n1 azaltirlar.

Kwm tlizerine etkisi: Yarigmasiz inhibitorler substratin enzime baglanmasini etkilemez. Bu

yilizden, enzim yarigsmasiz inhibitor varliginda veya yoklugunda ayni1 Ky’1 gosterir.

Linewear-Burke grafigi ilizerine etkisi: 1/[S]’ye karsi 1/Vo grafigi cizilerek Vma’1n
yarismasiz inhibitér varliginda azaldigi, buna karsilik Ky’in sabit kaldigi Linewear-

Burke grafigine sahiptir (Lippincott 2007).

1.2.3. Yar1 yarismal inhibisyon

Bir bagka doniistimlii inhibisyon tipi, yari yarigmali inhibisyondur. Bu inhibisyon
cesitinde; inhibitor serbest enzime baglanamaz, sadece ES kompleksine baglanir. Bunun
icin tek substratli sistemlerde, yar1 yarigmali inhibisyona seyrek rastlanirken birden

fazla substratli enzimlerde bu inhibisyon tipi daha sik gozlenir.

ESI kompleksi ortamda siirekli olarak var olacagindan, yar1 yarismali inhibitor
varliginda Vmax azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla; ES kompleksi ortamdan
stirekli ¢ekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin olusum dengesi daha fazla

saga kayar ve Ky degeri kiigiiliir (Segel 1975; Telefoncu 1986).

1.3. Karbonik Anhidraz Enzimi

1.3.1. Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik fonksiyonlar: ve dagilim

IIk olarak, 1933 yilinda sigir eritrositlerinde tanimlanan karbonik anhidraz (CA,

karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1), bu tarihten sonra tiim memeli dokularinda, prokaryot,



2

okaryot ve arkeada yaygin olarak bulunan ve yapisinda Zn* iyonu bulunduran bir

metaloenzimdir (Supuran et al. 2001; Nuti et al. 2007).

Basit fakat temel reaksiyon olan CO, hidratasyonuyla HCOs™ ve H* olusumu; detayl
sekilde arastirilmis olan karbonik anhidraz enzimi tarafindan kataliz edilir. CA
tarafindan katalizlenen reaksiyon ayni zamanda katalizor olmaksizin da olugsmaktadir.
Fakat bu durumda yiiksek miktarda CO; iretilen veya ihtiyag duyulan ¢ogu
organizmanin fizyolojik gereksinimlerini karsilamasi ¢ok yavas gerceklesmektedir

(Supuran 2010).

CA’nin katalizledigi proseslere dahil olan kimyasallar CO,;, HCOj3; ve H**lardur.
Filogenetik agacin tamamindaki organizmalarin ¢ogu fizyolojik proseslerinde, bu
molekiil ve iyonlar temel teskil etmektedirler. Sonug olarak bu proteinler gesitli hiicre

ve doku bolmelerinde yiiksek miktarda mevcuttur (Supuran 2010).

a-CA’lar bu proteinleri kodlayan genetik ailenin ilkidir. Omurgalilarda, tek hiicreli
hayvanlarda, alglerde ve yesil bitkilerin sitoplazmasinda bulunmaktadir. B-CA’lar
bakteride, alglerde, tek cenekli ve c¢ift ceneklilerin kloroplastlarinda baskin olarak
bulunurken ayni zamanda ¢ogu mantar ve bazi arkebakterilerde bulunmaktadir. y-
CA’lar arkebakteri ve bazi bakterilerde mevcut iken; 6-CA ve {-CA’lar yalniz denizdeki
tek hiicreli deniz otunda goriilmektedir (Supuran 2010).

Karbonik anhidraz enzimi metabolik CO; transportunu saglar ayrica bircok dokuda H*
ve HCOj birikiminde rol alir (Supuran and Scozzafava 2001; Chegwidden et al. 2000).
Bu dokular arasinda bobrek, gastrit mukoza ve goz lensini sayabiliriz. Bunlardan bagka
histokimyasal metodlarla, tiikriik bezleri, kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve
endometrium dokularda CA’ya rastlanmis ve bunlarin bazilar saflastirilarak,
biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi
bocek ve bakterilerde kabuklu hayvanlarin kabuk yapisinda, alglerde ve bitkilerin

fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu enzimin degisik rolleri oldugu da ispatlanmistir.



CA, sozii gecen canli hiicrelerin ¢ogunda; sitoplazmada ¢6ziinmiis, bazende hiicre
membranina zayifca baglanmis olarak bulunmaktadir (Maren 1967; Pocker and
Sarkanen 1979; Pocker and Joan 1974).

Ayni canli tiirlinde aym reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. Izoenzimlerin substratlarina,
kofaktdrlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri farklidir. izoenzimlerin baslica 6zellikleri
arasinda amino asit say1 ve sirasinin farkli olmasi, izoelektrik pH degerinin farkl
olmasi, her bir alt {initenin ayr1 geninin olmas1 ve elektroforetik hareketliliklerinin farkli
olmasi sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin

subselliiler fraksiyonlarina da yerlesebilirler (Devlin 2002).

Insanlar1 da igine alan yiiksek yapili omurgalilarin ¢ok farkli doku ve hiicrelerine
yerlesmis, 16 farkli CA izoenzimi tespit edilmis ve bagli oldugu proteinlere gore
belirlenmiglerdir. Bu izoenzimlerin, Kkatalitik etkinlik ve inhibitér baglama
ozelliklerinde bazi 6nemli farklar bulunmaktadir. izoenzimlerden CA-I1, 11, I, VII ve
XIII olmak tizere bes tanesi sitozoliktir. CA-1V, 1X, XII ve XIV ise membrana baglidir.
CA-VA ve VB mitokondriyal, CA-VT tiikiiriikkte salgilanir ve ii¢ tanesi nonkatalitiktir
(VII, X, XI) (Ekinci et al. 2011).

hCA-II, 29,3 kDa biiyiikliigiinde olan bir proteindir. hCA-II diger izoenzimlere gore
katalitik aktivitesi oldukga yiiksektir, insan doku ve organlarinda yaygin olarak
rastlanmaktadir (Hilvo 2005; Leppilampi 2006). hCA-I, 30 kDa biiyiikliigiinde bir
proteindir. Eritrositlerde, kolon epitelinde, g6z lensi ve korneal epitelyumda bulunur.
Hiicre icinde sitozolde yer alan hCA-I ¢oziinebilir karakterdedir ve eritrositlerde
hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir. Eritrositlerde hCA-1I"ye gore bes kat
daha fazla bulunmasina ragmen katalitik aktivitesi hCA-II’nin sadece %15 ’i kadardir

(Lowe et al. 1991; Sowden et al. 1992).



HCA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok calisilan formudur. Bu izoenzimin
turnover sayist 25 C de 10° s olarak bulunmustur. CA-II'nin doku dagilimi genistir ve
pek cok farkli organ ve hiicre tipinde bulunur. Osteoporoz, renal tiibiiler asidoz ve
serebral kalsifikasyonla iligkili olmasi1 bu izoenzimin kemikte, bobrekte ve beyindeki

onemini gosterir (Lindskog 1997).

1.3.2. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO;’in hidratasyonu reaksiyonunun yani sira, siyanatin karbamik
aside, iirenin siyanamide ve aldehidin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlarini da
katalizlemektedir. Ayrica karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri

de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir (Sekil 1.1). (Supuran and Scozzafava 2001).

ArFH + H,0 -~ HF + ArOH
HN=C=NH + H,0 ~—=  H,NCONH,

RCHO + H,0 <—=  RCH(OH),

RCOOAr  + H,0 e RCOOH 4  ArOH
ArOPO;2  + H,0 - HPO, + ArOH
RSO,CH2I H,0 —_— RSO;H 4+ Ha
RSO;Ar + H,0 _~ RSO;H 4 ArOH
0=C=0 + H,0 - HCOy + H'

Sekil 1.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri

Son on yildan beri karbonik anhidraz, enzimatik katalizin prensiplerinin
aydinlatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. CA, metabolizmada son derece énemli

rol oynamasinin yam sira, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda



aktivitesini kaybetmeden uzun siire bekletilmesi gibi avantajli zelliklere sahiptir
(Pocker and Janjic 1989).

Karbonik anhidraz, CO, ve H,CO3 veya ortamin pH’sina gore HCO3 ve CO5? iyonlari
arasinda doniistimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlemsel bir molekiil olan CO>’in
farkl1 acilara sahip piramidal yapida H,COjs’e kendiliginden doniisiimii oldukca
yavastir. Karbonik anhidrazin bilinen on alt1 izoenziminden iigii olan CA-1, CA-Il ve
CA-III kristallendirilmis ve yapilari hakkinda detayli bilgiler elde edilmistir. Ug
izoenzim de sitoplazmada ¢6ziinmiis halde bulunur. Molekiil agirliklar1 28 kDa olup,
259 veya 260 amino asitten ibaret tek bir polipeptid zinciri halindedirler. Her bir enzim
molekiiliiniin aktif bolgesi, yaklasik tetrahedral geometriye sahip ayrica ii¢ histidin
imidazol iyonunun kataliz olayindaki fonksiyonu vazgecilmez olup, uzaklastiriimasiyla
elde edilen apo-CA’lar tam manasiyla aktiviteden yoksundurlar (Armstrong et al. 1966;
Scher and Dietsch 1984).

1.3.4. Karbonik anhidraz enzimlerinin ii¢ boyutlu yapilar

Simdiye kadar kesfedilen biitiin CA’lar metaloenzimdir ve bunlar kendi arasinda bes
enzim sinifina ayrilir. Bu enzim simiflandirmast su sekil de yapilmaktadir; a-CA, B-CA,

v-CA, 8-CA ve (-CA’dur.

a-, B-, 8-CA’larin aktif bolgesinde Zn*? bulunmaktadur. v-CA’larin aktif bolgesinde ise
muhtemelen Fe*? iyonu vardir fakat Zn*?> ve Co*? iyonlari bagliyken de aktiflik
gostermektedirler. {-CA’lar ise fizyolojik reaksiyonlarin katalizini yapmak i¢in Cd* ve
Zn*? kullanmaktadirlar. CA’larin bes ailesinin aktif bolgeleri (Sekil 1.2)’de

gosterilmektedir.



N
H H
A B
@)
/OH'
S

N\ J

Sekil 1.2. CA’larda metal iyon koordinasyonu

*(A: a-, y-, ve 8- CA’lar (y-CA’lar igin metal iyon Co™ ve Fe*? de olabilir); B: B-CA’lar agik
aktif bolge; C: B-CA’lar kapali aktif bolge; D:(-CA’lar (aktivitesini kaybetmeden Cd*? ile Zn*?
yer degistirebilir)

Ayni zamanda bes enzim sinifinin {i¢ boyutlu katlanmalar1 da birbirinden farkhidir. a-
CA’lar normalde monomer nadiren dimer. Ornegin CA-1X ve CA-XII. B-CA lar dimer,
tetramer veya oktamerdir. y-CA’lar trimer iken 8-CA ve (-CA’lar muhtemelen

monomerdir (Supuran 2010).



1.3.5. Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

Karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesindeki Zn*? iyonunun reaksiyonlarin katalizi
icin bilylik 6nemi vardir. X-ray Kristalografisi ¢alismalar1 metal iyonunun aktif boliimiin
15 A° derinligindeki tabaninda yerlestigini gostermistir. 3 histidin rezidiisii (His-94,
His-96, His-119) ve su molekiilii/hidroksit iyonu tarafindan koordine edilmektedir.
Cinko baghh H,O, Thr-199’un hidroksil grubuyla hidrojen bagiyla baglhiyken Glu-
106 nin karboksilat grubu ile koprii halindedir. Bu baglantilar ¢inko bagli molekiiliin
niikleofilisini artirir ve molekiil niikleofilik atak i¢in uygun bir yerdeki CO;’e dogru

hareket etmektedir (Supuran and Scozzafava 2001).

Sekil 1.3. Karbonik anhidraz enziminin X-Ray kristalografisi (www.wikipedia.com.tr)

Enzimin aktif formu; hidroksil grubunun ¢inkoya bagli oldugu temel formdur. Bu giiglii
niikleofil, CO, molekiilii ile etkilesir. Bu da bikarbonat iyonunun olusmasini saglar. Bu
bikarbonat iyonu daha sonra su molekiilii ile yer degistirir ve ¢ozeltiye gecer. Boylece
Zn*? iyonuna su molekiilii baglanir. Bu da enzimin asit formuna yol acar. Katalitik
olarak bu form inaktiftir. Tekrar temel formunu olusturmak icin aktif bolgeden
¢evresine proton transferi olur (Stams et al. 1998). CA-Il, CA-IV, CA-V, CA-VII ve


http://www.wikipedia.com.tr/
http://rpmedia.ask.com/ts?u=/wikipedia/commons/7/7f/Carbonic_anhydrase_1CA2_active_site.png
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CA-IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif olan izoenzimlerde, aktif bolgeye yerlesmis
histidin (His-64) rezidiisii yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer islemi gergeklestirilir
(Briganti et al. 1996).

H\
H.-H + o
? S Zn?
n-
7n3t, . —_— 7\ "'His
i \HiS’H'S His”  His
HCO3') CO,
H,0
Q
H\O/C:O_ H\O\/((I% )
I -
. —_— o7,
""His "His
His/ \His HiS/ \His

Sekil 1.4. Karbonik anhidrazin katalizledigi CO,-hidrataz reaksiyon mekanizmasinin
gosterilisi (Lindskog and Silverman 2000)

1.3.6. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Hastaliklarin tedavi ve teshisinde karbonik anhidraz inhibitorlerinin 6nemi, glokom
hastalig1 tedavisi i¢in CA enzimi iizerinde yapilan inhibisyon calismalariyla ortaya
cikarilmistir.  Bu  c¢alismalarda, CA  enziminin Kkataliz =~ mekanizmalarinin
aydinlatilmasinin yani sira, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati
fonksiyonlarin anlasilmasinda etkili olmustur. Bunun sonucunda ise CA enziminin
inhibitor ve aktivator sentezlerine hiz verilmistir. Bu ¢alismalarda ¢ok ¢esitli CA enzimi
inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler basta Glokom tedavisinde ilag, antitiimor,
agn kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi
(PET) ve manyetik rezonans (MRI) belirlenmesinde diagnostik teshis materyali,
antitilser, diiiretik ilaglarin gelistirilmesinde yol gosterici olarak kullanilmaktadir. Bu
sebeple, farkli CA izoenzimlerinin aktivitelerinin temel islevleri, yeni ilaglarin ve tedavi

araglarinin gelistirilmesine firsat vermektedir (Winum et al. 2004; Franchi et al. 2003).
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Karbonik anhidraz enzimi dort farkli mekanizmayla inhibe edilmektedir:

1. Zn*? iyonuna baglh su/hidroksit iyonunun inhibitérle yer degistirmesiyle Zn*?yi
tetrahedral geometrisine yonlendirmektedir. Bu duruma ornek olarak siilfanilamidlerin

baglanmasi verilebilir (Sekil 1.5.A).

2. Metal koordinasyon kiiresine inhibitoriin eklenmesiyle Zn*? iyonu trigonal-
bipiramidal geometrisi olusturmaktadir. Bu geometri olusumu tiyosiyanatin

baglanmasiyla gozlenmektedir (Sekil 1.5.B).

3. Zn*? iyonuna su veya hidroksit iyonu bagliyken inhibitoriin Zn*? ye tutunmastyla
inhibisyon gozlenmektedir. Bu sekil inhibisyon mekanizmasi en iyi fenollerde

olusmaktadir (Sekil 1.5.C).

4. Aktivitor baglanan bolgeye inhibitdr baglanmasiyla aktif bolge oyugu tikanir,
kumarin ve lakosamid baglama mekanizmasi bu sekilde olusmaktadir (Sekil 1.5.E)
(Supuran 2010).
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Sekil 1.5. Inhibitér baglanma modelleri
*(A: Silfanilamidlerin baglanmasi; B:

Inorganik anyonlarin baglanmasi; C: Fenoliin

baglanmasi; D: Sperminin baglanmasi; E: Kumarin ve trans-2-hidroksisinamik asit baglanmasi

(Durdag1 2011))
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1.4. Afinite Kromatografisi le Saflagtirma

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri spesifik ligand esasina dayanan
afinite kromatografisidir. Bazi proteinler afinite kromatografisiyle cok kere bir
basamakta ¢ok kompleks karisimlardan izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir
cesit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflagtirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandigi bir tekniktir. Matriks olarak
Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli jeller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin
saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir. Kiigiik
ligandlar1 (enzim inhibitorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay1 kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti1 kollar, etkili
baglanmay1 kolaylagtirmak i¢in matriksle ligand arasmna sokulurlar (Keha ve

Kiifrevioglu 2008).

Sephadex veya Sepharose gibi kati destek materyallerinden birine, uygun yontemlerle
ligandin baglanarak hazirlanmasi sonucu olusturulan bir afinite kolonundan
saflagtirilmast diisiintilen bir molekiil karisimi gegirildiginde, sadece saflastirilmasi
istenilen molekiil ligandla etkileserek kolonda tutulur. Istenmeyen biitiin safsizliklar
kolondan uygun bir tampon (yikama tamponu) gegirilerek uzaklastirilir. Kolonda
tutulan ilgili molekiil spesifik eliisyon tamponuyla kolondan alinir. Spesifik eliisyon,
ilgili molekiile liganddan daha fazla afiniteye sahip madde iceren bu tampon ¢ozelti ile
gerceklestirilir. Bu yontemle tek basamakta yiizlerce kat saflastirma yapilabilir (Arslan
2003).
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-

Sekil 1.6. Afinite kromotografi basamaklarinin sematik gosterilisi

Bu bilgilere gore, bir afinite kromatografi islemi su alt basamaklar1 igermektedir:

1. Uygun bir ligandin se¢imi

2. Ligandin tastyic1 matriks lizerine immobilizasyonu
3. Protein karisiminin matriks ile temas ettirilmesi

4. Istenmeyen proteinlerin uzaklastiriimasi

5. Ilgilenilen proteinin saf olarak eliisyonu

Sonug olarak, proteinlerin aktive edilmis matrikslere baglanmasindaki kosullar proteinin
denatiirasyonuna ya da inaktivasyonuna neden olmamalidir. Genelde baglanma protein
molekiiliiniin dis yiizeyindeki lisin rezidiiler, ya da baska bir amin grubu ile olur. Bu
grup niikleofilik yani protonlanmamis halde bulunacag: yiiksek bir degerde olmali fakat
inaktivasyona neden olacak kadar da yiiksek olmamalidir. Tiim bu 6zellikler g6z oniine
alinirsa, bir afinite kolonunun verimli olabilmesi i¢in matriksin iyi akis ozelliklerine
sahip, ligandi1 baglama ve eliisyon islemlerine dayanikli ve akan bilesiklerle etkilesme
yapmayan bir yapida olmasi, ligandin ise adsorbe edecegi bilesiklerin 10*-10° M
arasinda degisen bir afinitesi olmalidir. Bu saglandigi zaman kolonun kapasitesi artar ve

istenilen protein yiiksek derecede saflastiriimis olarak elde edilir (Keha 1981).
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1.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde iz
miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik
asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar.
Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik
gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-
kumarik asitlerdir. Bitkilerde biiyiik bir kism1 organik asitler ve sekerlerle esterlesmis

halde bulunan fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 (Sekil 1.7)’da goriilmektedir.

R1 R1
R2 COOH R2 C==CH—COOH
R3 (a) R3 (b)
Asit R1 R2 R3 Asit R1 R2 R3
p-Hidroksibenzoik H OH H p- Kumarik H OH H
Pirokate suik H OH OH Kafeik H OH OH
Vanilik CH,O OH H Ferulik  CH,O  OH H
Siringik CH,O OH CH,0 Sinapik CH;O0 OH CH,0
Gallik OH OH OH

Sekil 1.7. Fenolik asitlerin genel yapisi: @) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit
tiirevleri

Benzoik asit, birgok bitkinin yaprak, kabuk ve meyvelerinde bulunur. En 6nemli
benzoik asit kaynagi balzamlar ve agag recineleridir. Dogada ise siyah visne agaci, kizil
yaban mersini, kuru erik, anason tohumunda bulunur. Cileklerde ve meyvelerde az
miktarda dogal olarak bulunurlar, ancak madde sentetik olarak iiretilir. Ozellikle
mantarlara karsi koruyucu bir rol oynayan dogal bir bilesendir. Anti-mikrobiyal
davranis1 sayesinde, gidalarda koruyucu olarak genis alanda kullanilmaktadir.

(www.wikipedia.com.tr).


http://www.wikipedia.com.tr/

16

2 5-dihidroksibenzoik asit benzoik asit tirevidir. Ozel adi ise gentisik asittir.
Bobreklerle atilan aspirinin metabolik yikiminin %1 lik tirtintidiir. Hidrokinonun
karboksilasyonuyla firetilir, bir hidrokinon gibi gentisik asit hizlica okside olur ve
farmokolojik hazirliklarin bazilarinda antioksidan olarak kullanilir

(www.wikipedia.com.tr).

COOH
OH

OH

Sekil 1.8. 2,5-dihidroksibenzoik asit

2,3-dihidroksibenzoik asit saglikli bir insanin aspirin alimmindan sonra kan
plazmasinda ve iresinde mevcuttur. Onunla ilgili bilgiler kiitle spekstroskopisi ve
elektrokimyasal analizlerle dogrulanmistir. Ayrica 2,3-dihidroksibenzoik asitin
konsantrasyonu 2,5-dihidroksibenzoik asit ve salisilik asit konsantrasyonundan diigiiktiir

(www.wikipedia.com.tr).

COOH

OH
OH

Sekil 1.9. 2,3-dihidroksibenzoik asit

2,4,6-trihidroksibenzoik asit ise floroglusinoliin (1,3,5-trihidroksibenzen) karboksilik
asitidir. Trihidroksi bilesikler bitkilerde yaygindir. Ilging antioksidan aktivite
gosterirler. 2,4,6-trihidroksibenzoik asit askorbik asitle kiyaslanabilir antioksidan

aktiviteye sahiptir fakat diger trihidroksibenzoikasitlere gore en diisiiktiir. Bakteri yok


http://www.wikipedia.com.tr/
http://www.wikipedia.com.tr/
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edici aktiviteye sahip degil iken kabuklulara karsi en yiiksek toksitlige sahiptir.

Romatizma Onleyici aktivitesi ise ¢eligkilidir (Mammino and Kabanda 2008).

OH

OH OH
COOH

. J

Sekil 1.10. 2,4,6-trihidroksibenzoik asit
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum and Roughton ile Stadie and O’Brien
tarafindan ve birbirlerinden habersiz olarak kesfedilmistir. Keilin ve Martin (1944), CA
aktivitesinin ¢inko igerigi ile orantili oldugunu bularak ¢inkonun katalizlemede spesifik
rolii oldugunu bildirmislerdir. Boylece CA enzimi tanimlanan ilk metaloenzim olarak

tarihe gecmistir.

CA enziminin , suda yasayan canlilar da i¢inde olmak iizere bitki, mantar, bocek, sican
ve memeli dokulari gibi genis bir canli toplulugunda bulundugu belirtilmistir. (Burt et
al. 1992; Bottcher et al. 1994; Demir et al. 1997; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al.
2005; Yu et al. 2006). CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir. Daha
sonraki yillarda enzim, insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sican
tikriigli, sigir kemigi, sigir lokositleri, c¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflastirilmistir. (Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Demir et al.
2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin 2004).

Bir¢ok dokuda bulundugu belirtilen CA enziminin insanlari da igine alan yiiksek yapili
omurgalilarin, ¢ok farkli doku ve hiicrelerine yerlesmis 16 farkli izoenzimi tespit
edilmistir. Bu izoenzimlerin, katalitik etkinlik ve inhibitor baglama 6zelliklerinde bazi
onemli farklar bulunmaktadir. izoenzimlerden CA-I, II, III, VII ve XIII olmak iizere bes
tanesi sitozoliktir. CA-IV, IX, XII ve XIV ise membrana baghdir. CA-VA ve VB
mitokondriyal, CA-VI tiikiiriikte salgilanir ve ii¢ tanesi nonkatalitiktir (VIII, X, XI)
(Ekinci et al. 2011).

hCA-I, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan kanindan
saflastirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir. Eritrositlerde
hCA-I izoenzimi yaninda hCA-II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin en
onemli fonksiyonlar1 ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma iiriinii olan CO>’1,

HCOs3’a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO3’in CO; ’e doniismesi reaksiyonunu
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katalizleyerek solunum olayinda yer almasidir. hCA-I izoenziminin turnover sayisi 2,5
x 10° s *dir. Bu izoenzimin fizyolojik fonksiyonu hCA-II kadar agik degildir. hCA-I
eksikligi sendromu Dbelirlenmis fakat herhangi bir klinik semptomla ilgisi
bulunamamistir (Ren and Lindskog 1992; Sly and Hu 1995; Supuran and Scozzafava
2001).

hCA-Il kemikte osteoklastlarda, beyinde, oligodendrositler ve beyin epitelyumunda,
gozde lensler ve retina miiller hiicrelerinde, karacigerde, bobrekte, salgi bezlerindeki
asiner hiicrelerde, pankreatik kanal hiicrelerinde, gastrik parietal hiicrelerde, uterusun
endometriumunda, endotel hiicrelerde, spermatozoada, eritrositlerde, trombositlerde
bulunur. Bu hiicre tiplerinde CA-II’nin fiziksel rolii donlistimliidiir. Baz1 hiicrelerde
CA-II asit-baz homeostazi icin temel rol oynar. Uriner asidifikasyon iiretimi icin H”
salgilayan renal tubiiler, gastrik parietal hiicreler tarafindan H salgisina katkida bulunur
(Sly and Hu 1995). CA-II pankreas sivisi i¢in HCO3™ katkisi yapan pankreatik kanal
hiicrelerine HCO3™ temin eder. Akdz hiimorun salgilanmasinda da CA-1l enziminin
uyarici etkisi vardir (Maren et al. 1983). CA-II ayn1 zamanda bobrekte, eritrositlerde ve
karacigerde proksimal tubiillerde CO; degisimine katkida bulunur (Epstein and. Grant
1977). Memeli karbonik anhidraz 1l (CA-II) izoenziminin doku dagilimi ve bu
dokulardaki islevi Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Memeli karbonik anhidraz Il izoenziminin doku dagilimi ve bu dokulardaki
islevi (Pastarekova et al. 2004)

Doku dagilhim Islevsel rolleri
Yemek borusu Yemek borusu ve daha yukar: bolgelere bagl asiditeyi engeller
Kemik osteoklast hiicreleri Kemik resorpsiyonu
Goz Akodz hiimoriin tiretimi
Testis Sperm hareketliligi
Bobrek Idrar asidifikasyonu
Beyin BOS salgisi
Akciger Gaz degisimi

Eritrositler H* salgis1, HCO3 salgisi
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Karbonik anhidrazin memeli tiirlerinden izolasyonunda kaynak ve izoenzimlerine gore
farkli yontemler uygulanmaktadir. Uzerinde en fazla durulan izoenzimler sitoplazmik
CA-1 ve CA-II dir. Bu iki izoenzimin en kolay elde edilebilir kaynag: eritrositlerdir.
Yapilan ¢alismalarda eritrositlerde fazla miktarda bulunan hemoglobin, kloroform—
etanol ¢oktiirmesi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ya da 1s1 ile denatiirasyon yontemleriyle
uzaklastirilabilmistir. Bunlarin yaninda li¢-faz ayrisma yontemide bir alternatif olmustur

(Arslan et al. 1996).

Bu izoenzimlerin izolasyonunda birgok farkli yontem de uygulanmistir. Bunlar arasinda
Sephadex G-75 ile jel-permeasyon kromatografisi, CM-seliilloz katyon degisimi
kromatografisi, DEAE Sephadex A-50 anyon degisimi kromatografisi, DEAE-seliiloz
kromatografisi, DEAE-hidroksilapatit kromatografisi sayilabilir. Bu yontemler tek
baslarina degil genellikle birka¢ tanesi ardisik olarak uygulanmistir. Uygulandigi
caligmalarda ise istenmeyen proteinlerden kurtulmak icin birinci basamakta etanol-

kloroform ¢oktiirmesi siklikla uygulanmaktadir (Vince and Reithmeier 2000).

Hall and Schraer (1983) gokkusagi alabalik (Salmo gairdneri) eritrositlerinden CA
enzimini klorofrom-etanol ektraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi ve
DEAE Bio-jel iyon degisim kromatografisi kullanarak saflagtirmiglardir. (Biilbiil et al.
2003)

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi ig¢in en ¢ok uygulanan metod afinite
kromatografisidir. Bu enzim ilk kez afinite jeli kullanilarak (Falkbring et al. 1972)
saflastirilmistir. Daha sonra (Whitney et al. 1975), (Chanpagnol et al. 1976), (Wistrand
et al. 1980) ve (Arslan et al. 1996), (Ozensoy et al. 2004) yaptiklar1 ¢alismalarda CA

enzimini saflastirmak icin farkli afinite jelleri sentezlenmistir.
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Cizelge 2.2. Karbonik anhidrazin saflagtirilmasinda kullanilan baz1 6nemli afinite jelleri

CA Uygulandigi
Matriks Ligand Uzant1 Kolu Kapasitesi Canh ve
P Dokular
Sephadex G- insan
150 p-Aminobenzen Yok 3-4 mg/ml jel eritrositleri,
Sepharose 2B, siilfonamide ;
4B, 6B Bakteri
Sepharose-48 p-A:mlnobe.nzen Yok 5 mg/ml jel lpsan eritrosit
stilfonamide izoenzimleri
) p-Aminobenzen CH,CHOHCH,0- . : insan bébregi,
Sepharose-6B | © Giifonamide | (CHp){O(CHp),CHO | Delirtilmemis | 067 lensi
: insan, kedi ve
CM-Sephadex | p-Aminobenzen i i . b
G-150 siil fonamide NH,(Ce¢H;)NHCOCH,- | 17-23 mg/ml jel maymun
eritrositleri
2-Amino- 1,3,4- NH,(CH,)sCOOH Bitki
Sepharose-4B tiyadizol-5 NH,(CH,),(COOH Belirtilmemis fotosentetik
siilffonamid hiicreleri
i p-Aminobenzen i _ ) . insan
CM-Bio-jel A siilfonamide CH,CONHCH, 15-20 mg/ml jel eritrositleri
CM-Sephadex p-Aminobenzen L-Tirozin 503 mg/ml jel Insan ve sigir
stilfonamide eritrositleri
Sl S p-Aminobenzen L-Tirozin 301-317 mg/g Insan ve sigir

siilfonamide

jel

eritrositleri

Sahin (2008) ligand olarak CA inhibitorii olan 4-izosiyonatbenzensiilfonamit, matriks
olarak kullanilan Eupergit C-250L’ye etilendiamin uzant1 kolunu baglayarak yeni bir
afinite jeli sentezlemistir. Bu reaksiyonda, matriks ile ligand arasindaki reaksiyon
mekanizmasi igin gerekli olan ve sterik etkilesmenin kontrolii amaciyla etilendiamin
kullanilmistir. Eupergit C-250L’nin tasidig1 reaktif oksiran gruplari, ligandin matrikse
Eupergit C-250L-

etilendiamin-4-izosiyonatbenzensiilfonamit kimyasal yapisina sahip afinite jelinin

baglanmasi i¢in uyumlu sartlar1 sagladigr belirtilmektedir.

kullanimiyla BCA ve hCA-lI ve hCA-Il izoenzimlerinin her ikiside eritrositlerden

saflastirilmistir.
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CA enzimleri hayvanlarda ve o6zellikle de insan hastaliklarinin bir¢ogunun tedavisinde
kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamid, dorzolamid ve brinzolamid
gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaglar karbonik anhidraz izoenzimlerinin kuvvetli
inhibitorleridir (Biilbiil et al. 2003). Ornegin insanlarda glokom hastaliginda CA
inhibitorleri farmakolojik ajan olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Casini et al.
2002; Casini et al. 2002; Giilgin et al. 2004). Bununla birlikte bir¢ok kimyasal madde
ve atiklarin da bu enzimin aktivitesini 6nemli Ol¢iide azalttigi ve hatta tamamen
durdurabildigi belirtilmektedir. Ayrica karbonik anhidraz inhibitdrleri bir ilag smifidir.
Bu ilag smifi antiglokoma, ditiretik, antiepileptik, dag hastalig1 kontrolii, gastrit, on iki
parmak bagirsak iilseri, norolojik hastaliklar ve osteoporoz gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (EKkinci et al. 2010). Bu yiizden insan karbonik anhidraz enzim
inhibitorleri {izerine birgok c¢alisma yapilmistir. Sitozolik karbonik anhidraz
izoenzimleri olan CA-I ve CA-1l Sepharose 4B-L-tirozin afinite kolonuyla saflastirilip
farkl1 bilesiklerin inhibisyon etkileri incelenip 1Csq degerleri belirlenmistir (Giilgin et al.
2004; Coban et al. 2008; Ekinci et al. 2010).

Coban et al. (2008) de diinyada sedative-hipnotik ilag olarak kullanilan etanoliin insan
karbonik anhidraz enzim aktivitesi {izerine etkisini in vitro ve in vivo olarak
arastirmuslardir. /n vivo calismalarda farkli dozajlardaki etanoliin rat eritrositlerindeki
CA aktivitesini onemli 6lciide azalttigi gdzlenmistir. In vitro galismalarda ise enzim

aktivitesini yariya diisliren inhibisyon konsantrasyonlart (1Csg) belirlenmistir.

Ozellikle anestesi 6zelligiyle bilinen ayrica sinir sistemi iizerinde ¢ok farkli islevler
gosteren morfin igin hem in vivo hemde in vitro ¢alismalar yapilmistir. Caligmalar
neticesinde morfinin insan sitozolik karbonik anhidraz izoenzimlerini inhibe ettigi

sonucuna varilmistir (Coban et al. 2007).

Basaran et al. (2007) tarafindan bazi dihidroksikumarin bilesikleri sentezlenmis ve bu
bilesiklerin Sepharose 4B-L-tirozin afinite kolonuyla saflastirilan insan CA-1, CA-II

izoenzimleri tizerine inhibisyon etkisi incelenmistir.
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Karbonik anhidrazin esteraz aktivite yontemi kullanilarak insan sitozolik izoenzimleri
lizerine salisilik asit tiirevlerinin inhibisyon etkisi incelenmistir. Bu tiirevler ise
siilfazalazine, diflunisal, 5-klorosalisilik asit, dinitrosalisilik asit, 4-aminosalisilik asit,
4-siilfosalisilik asit, 5-siilfosalisilik asit, salisilik asit, asetilsalisilik asit (aspirin) ve 3-
metilsalisilik asittir. Inhibisyon mekanizmalarin1 belirlemek icin Lineweaver-Burk
grafikleri kullanilmig ve ¢ogunlukla yarigsmasiz inhibisyon tipi gozlenmistir (Bayram et

al. 2008).

Ekinci et al. (2007) ise cefriaxone sodyum, imipenem ve ornidazole ilaglarinin insan
CA-I ve CA-II izoenzimleri iizerine etkisini hem esteraz hemde hidrataz aktivitelerine
bakarak belirlemis, sonug olarak in vitro sartlarda CA-1 ve CA-II izoenzimlerini inhibe

etkileri gbzlemlenmistir.

Biilbiil et al. (2008)’de 5-amino-1,3,4-thiadiazol-2-siilfanilamid pirazol karboksilik
asitin amitlerini sentezlemistir. Daha sonra afinite kromatografisiyle saflagtirilan insan
CA-l ve CA-Il izoenzimleri iizerine inhibisyon etkisini incelemis ve asetazolamitle
karsilastirmistir.  Sonu¢  olarak  5-amino-1,3,4-thiadiazol-2-siilfanilamid  pirazol

karboksilik asitin giiglii inhibisyon etkileri oldugu kanisina varilmistir.

Sitozolik insan karbonik anhidraz izoenzimlerinin iizerine bazi fenolik asitlerin
inhibisyon etkisi arastirilmistir. Elajik asit, galik asit, ferulik asit, kafeik asit, kuersetin,
p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit ve sirinjik asitin K; deger araligit CA-I i¢in 99-
1061uM, CAII i¢in 105-758 uM olarak belirlenmistir. Kuersetin (CA-1), p-kumarik asit
(CA-I1) ve galik asit (CA-II) yarismali inhibisyon, .diger fenolik asitler ise her iki
izoenzimde yarismasiz inhibisyona sebep olmustur (Sarikaya et al. 2010).Ayrica
Sentiirk et al. (2009) da yine fenol tiirevlerinin CA-1 ve CA-II izoenzimleri {izerine
inhibiyon etkilerini incelemistir. Incelenen fenol tiirevleri ise; 2,6-dimetilfenol, 2,6-
diizopropilfenol, 2,6-di-t-butilfenol, butillendirilmis hidroksianizol, butillendirilmis
toluen, vanilya, di-(2,6-dimetilfenol), di-(2,6 diizopropilfenol) ve di-(2,6-di-t-
butilfenol)’dir. Insan CA-1 ve CA-II i¢in K; deger araliklari belirlenmis ve bu

inhibitorlerin tamaminda yarigmasiz inhibisyon gozlenmistir.
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Metaloenzim olan karbonik anhidrazin 12 memeli izoformlarimin fenol serisiyle
inhibisyonu  arastirtlmistir.  Bu  CA’larin = fenol  serisiyle  inhibisyonunun
siilfanilamidlerden farkli oldugu bildirilmistir. Fenoliin 2-,3- ve 4- konumlarina
hidroksi, siyan, flor, amino, karboksil ve asetoamit gruplarinin baglamasiyla olusan seri,
CA enzim aktiveteleri iizerine diisiik konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi

gosterdigi belirtilmistir (Innocenti et al. 2008).

2,4,6-trihidroksibenzoik asitin romatizmik atesli on iki hastada farkli dozajlarda

verilerek etkisi incelenmistir (Hamilton et al. 1960).

Yukarida belirtilen ¢aligmalara bakildiginda insanlarin maruz kaldigi bir¢ok hastaliga
etkisinden dolayi, fenolik bilesiklerin insan eritrositlerinde bulunan CA-1 ve CA-II
izoenzimleri iizerine inhibisyon etkisi olduk¢a fazla g¢alisilmigtir. Son yillarda ise
genellikle antioksidan &zellige sahip olan fenolik bilesiklerin enzim kinetigi

calismalarinda belirgin bir artis gézlenmektedir.

Calismamizda; Sepharose 4B-4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid afinite kolonunun
hazirlanmasi ve bu hazirlanan kolondan insan eritrosit CA-l ve CA-1l izoenzimlerinin
saflagtirilmasi; saflastirilan izoenzimlerin aktiviteleri tlizerine literatiirde calisiimamis
olan fenolik asitlerden 2,3-dihidroksibenzoikasit, 2,5-dihidroksibenzoikasit, 2,4,6-

trihidroksibenzoikasitin etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalari, CNBr aktive Sepharose 4B Sigma Chemical Comp.’den;

sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum kloriir, sodyum asetat,

hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, sodyum azotiir, gliserin, potasyum fosfat, potasyum

bisfosfat, potasyum asetat, potasyum kloriir, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat,

izopropanol E.Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant

blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), agar, 1-naftilamin,

amonyum persiilfat, B-merkaptoetanol ise piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Masa santrifiij
Sogutmal: santrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Elektroforez tanki
Peristaltik pompa
Karistirict (Shaker)
Karistirict (Vorteks)
Hassas terazi

Otomatik pipet

: MSE Mistral 2000

: Hermle Z 323 K(Germany)

: CHEBIOS s.r.1. (Optimum-one/UV-VIS)
: Schott pH-Meter CG840

: BIO RAD (dikey)

: Ismatec

: GFL 3025

: Fisons wharli-mixer

: Gecavery (UK)

: Eppendorf
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Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistiric : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Clifton

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Liyofilizator : Snijders

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari : Argelik

Derin dondurucu (-20°C)  : Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C)  : Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize sudur. Ayrica bazi

¢ozeltilerde kullanilan su sterilize edilmistir.

Enzimin hidrataz aktivitesinin 6l¢iilmesinde kullanilan cozeltiler

1. 0,025 M veronal tamponu; 0,025 mol sodyum barbitalin 900 ml suda ¢oziiliip pH

8,2’ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlandi.

2. CO, ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢dzelti): 0°C’de yarmm saat

siireyle saf suyun igerisinden CO; gaz1 gegirilerek hazirlandi.

3. %0,04’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi (CO;-hidrataz aktivitesinde indikator olarak
kullanilan ¢ozelti): 0,1 g indikatoriin 16 ml 0,01 N NaOH igerisinde ¢oziildiikten sonra

hacminin saf suyla 250 ml’ye tamamlanmastyla hazirlandi.
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Enzimin esteraz aktivitesinin ol¢iilmesinde kullanilan c¢ozeltiler

1. 0,05 M Tris-SOg, pH 7,4 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon ¢ozelti):
6,055 g Tris 950 ml destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H,SO4 ile pH’s1 7,4°e

getirildikten sonra hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

2. p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi: 27,2 mg p-nitrofenilasetat alinarak 1 ml aseton igerisinde

¢oziindiikten sonra 49 ml saf suya azar azar katilarak hazirlandu.

Afinite jelinin hazirlanmasi ve enzimin saflastirilmasi sirasinda kullanilan

cozeltiler

1. 25 mM Tris-HCI/0,1M Na,SQO4, pH 8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan
tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na,SOy4, 950 ml destile suda ¢6ziilerek 1 N HCl ile pH

8,7 ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4, pH 8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasinda kullanilan tampon) 3,0275 g Tris ve 3,124 g NaySQO4, 950 ml
destile suda ¢oziilerek 1 N HCI ile pH 8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1

litreye tamamlandi.

3. 25 mM NayHPO4 /1 M NaCl ¢ozeltisi pH:6,3 (kolona tutunmus hCA-I izoenziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,2 g NaoHPO,4 ve 14,625 g NaCl alinip, pH

6,3 e titre edildikten sonra toplam hacim 250 ml’ye destile su ile tamamland.

4. 0,1 M NaCH3;COO/0,5 M NaClO,4, pH 5,6 (kolona tutunmus hCA-Il enziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,04 g NaCH3COO.3H,0 ve 9,187 g NaClO,4
120 ml destile su ile ¢oziilerek, 1 N HCl ile pH 5,6’ya getirildikten sonra destile su ile

hacim 150 ml’ye tamamlandi.
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5. %0,02°1lik NaNj3 ¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi i¢in kullanilan

¢ozelti): 20 mg NaN3 alinarak hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

6. 0,154 M NaCl (Hemolizatin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,9 g NaCl alinip

hacmi saf su ile 100 mI’ye tamamlandi.

Afinite jelinin kolon kapasitesinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M Tris-SOy4 (pH 9,0) gozeltisi: 1,21 g Tris 80 ml destile suda ¢oziilerek 1 M

H,SO;, ile pH 9’a getirildikten sonra destile su ile hacim 100 ml’ye tamamlanda.

2. 0,05 M Tris-SO4 (pH 7,4) ¢ozeltisi (Jelin saklanmasi ve jel sentezi sirasindaki
yikamada kullanilan ¢6zelti): 0,6055 g Tris 80 ml destile suda ¢oziilerek 1 M H,SO, ile

pH 7,4’e getirildikten sonra destile su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) icin kullanilan ¢ozeltiler

1. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8) 1 ml
%10’luk SDS ve 1 ml %100’lik gliserin, 1 ml %0,1’lik brom timol mavisi
karistirilarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu tamponu
kullanmadan hemen o6nce, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak sekilde f-

merkaptoetanol ilave edildi.

2. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml suda
¢oziildii, daha sonra bunun {izerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf

su ile 500 ml’ye tamamlandi.
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3. Boyama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak

sekilde yeteri kadar hazirland.

4. Yikama cozeltisi (elektroforez jelinin yikanmasi i¢in kullanilan c¢ozelti): %50

metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandu.

5. Sabitlestirme ¢ozeltisi (elektroforez jelindeki proteinlerin sabitlestirilmesi igin
kullanilan ¢dzelti): %50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar

hazirlandi.

6. 1 M Tris-HCI pH 8,8: 12,1 g Tris 90 ml suda ¢oziilip 1 M HCI ile istenen pH’ya

kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

7.1 M Tris-HCI pH 6,8: 2,42 g Tris 5 ml suda ¢6ziiliip 1 M HCl ile istenen pH’ya kadar

titre edildi ve daha sonra saf su ile 20 ml’ye tamamlandi.

8. %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢ozeltisi: 6 g akrilamid, 0,16 g bisakrilamid
alinip 13,84 ml suda ¢oziildii.

9. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 0,5 g SDS alinip 4,5 ml suda ¢oziildii.

Kantitatif protein tayininde kullanilan ¢ozelti

1. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii, bu
¢ozeltiye %95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye

tamamlandi.
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2. Standart serum albumin ¢6zeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 25

mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metod
yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicist yardimiyla esit hacimde
aliman biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvarz

kiivetlere alinarak, 280 nm’de absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi okundu.

3.2.1.b. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirllan enzim c¢ozeltisi ve hemolizattaki protein
miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmast ¢ok hizli gelisir. Protein-boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi.
Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml renklendirme reaktifi
tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik

kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5
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ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi ve absorbans degerlerine karsilik
gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein tayini yapilan

numuneler i¢in ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini yapildi.

3.2.2. Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

3.2.2.a. CO,-hidrataz aktivitesi tayini

Saflagtirma ¢izelgesinin olusturulmasinda hemolizat ve saf enzim ¢ozeltilerinin
karbonik anhidraz aktivite tayinleri bu yontemle yapildi. Bu yontem Rickli ve
arkadaglar1 tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson yontemidir. CO2’nin
hidratasyonu sonucu agiga ¢ikan H' iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol
mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen siirenin dlgiilmesi esasina dayanir (Wilbur and

Anderson 1948).

Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiipe 1 ml 0,025 M veronal tamponu (pH 8,2), 0,1 ml
%0,04’liikk brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO; c¢ozeltisi ilave edildi.
Boylece aktivite 6l¢iim ortaminda toplam hacim 4,2 ml oldu. Daha sonra bir kronometre
yardimiyla CO, ¢ozeltisi katildigir andan itibaren indikatoriin mavi renginin sarimst
yesile dontismesi (pH 6,3) i¢in gegen siire belirlendi (tp). Numune tiipiine ise sudan 0,05
ml azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave edildi ve yine en son olarak CO;
¢ozeltisi ilave edilir edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile dontismesi (pH
6,3) icin gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (t;). Bu yonteme gore CA
aktivitesi igin bir enzim iinitesi (EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO; hidratasyonu
siiresini yartya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Yani; EU=(to-t/t.)
formiiliine gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi i¢in enzim {initesi hesapland1 (Maren

1967).
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3.2.2.b. Esteraz aktivitesi tayini

Kinetik ¢aligmalarda karbonik anhidraz aktivitesi dl¢limleri bu yontemle yapildi. Bu
yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir.
Prensip olarak karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati p-
nitrofenole hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyon vermektedir (& 346=5x107

M™ ecm™) (Verpoorte et al. 1967).

Tayin islemlerinde su prosediir uygulandi: Kuvartz kiivetlere tamponlanmis enzim
¢ozeltisi (0,05 M Tris-SO4 pH 7,4 icinde) ve 1,5 ml substrat (+inhibitér) konulmasindan
3 dakika sonra 25 C’da 348 nm’de absorbans degeri kore karst okundu. Bu deneyde
kullanilan p-nitrofenil asetat giinliikk hazirlandi. 27 mg p-nitrofenil asetat tartilarak 1 ml

aseton i¢inde ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 ml destile suya yavas yavas ilave edildi.

3.2.3. Afinite jellerinin hazirlanmasi

CNBr aktive Sepharose 4B matriksi 3 g tartildi, 6nce 200 ml saf su ile daha sonra da 50
ml dengeleme tamponu ile yikandi. Ayn1 tampon igerisine alinarak icerisinde 50 mg 4-
(2-aminoetil) benzen siilfanilamid ¢oziildii. Burada siilfanilamid, enzimi spesifik olarak
baglayan kismin (ligand) olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidrazin spesifik
bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek séz konusu enzimin yiiksek oranda
saflagtirilmast amaciyla kullanildi (Pocker and Sarkanen 1979). Jel sentezlendikten
sonra 200 ml saf su ve 200 ml 0,05 M Tris-SO4 (pH 7,4) tamponuyla yikandi.

Yikandiktan sonra lizerine bir miktar daha ayn1 tampondan konularak saklandi.
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3.2.4. Insan eritrositlerinden karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasi

3.2.4.a. Kan temini ve hemolizat hazirlanmasi

Insan kani1 Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezinden taze olarak
temin edildi. Alinan taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak ve 15 dakika 2500 xg’de
santrifiij edildi. Santrifiijden c¢ikarilan tiiplerin {ist kisminda kalan plazma ve lokosit
tabakas1 damlalikla dikkatli bir sekilde alind1 ve tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti
0,154 M (izotonik) NaCl ¢ozeltisi ile ii¢c defa yikandi. Her defasinda 2500 xg’de 15
dakika santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin 5 kat1 kadar buzlu saf su ile
hemoliz edildi. Hemolizat igerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarini uzaklastirmak igin
+4'C’de 20.000 xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kistmdaki hemolizat sonraki
calismalarda kullanilmak tizere damlalikla dikkatli bir sekilde alindiktan sonra ¢okelek

(hiicre zarlar1) kism1 atild1 ve bdylece hemolizat elde edilmis oldu (Hunaiti and Soud

2000).

3.2.4.b. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu igine alinarak jel siispanse edildi ve su trombu
kullanilarak vakum ile havasi alind1. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapal1 sistemden
olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla
dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis olup olmadigi eluat ile tamponun

280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden anlagildi.

3.2.4.c. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kat1 Tris ile pH’s1 8,7 ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon 400
ml 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,;SO4 (pH 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece karbonik
anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 1 M

NaCl/25 mM Na,HPO, (pH 6,3) tamponu tatbik edilerek hCA-I enzimi; daha sonra 0,1
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M NaCH3;COO/0,5 M NaClO,4 (pH 5,6) gozeltisi kolona tatbik edilip hCA-Il enzimi
eltie edildi. Fraksiyon toplayict yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alind1 ve 280
nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 35

ml/saat’e ayarlandi.

3.2.4.d. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safhiginin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin safligi kontrol
edildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalart 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st iiste getirilerek kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 6nleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektodrle plakalarm arasina
iist kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. iki saat jelin donmas1 beklendi, ayirma
jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmast icin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilasmasi1 beklenirken islatilmis siizge¢ kagidi sistemin
tizerine kapatildi ve kurumasi dnlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
cikartilarak numune kuyular belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin
alt ve Ust kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklagik 20 ug protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. Ug dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta
20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip yigildi. Sonra akim 100 volt’a
cikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Y{riitme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve

sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme c¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel,
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cikarilarak boyama ¢dzeltisine konuldu ve calkalayict {izerinde 2 saat bekletildi. Jel
boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama c¢ozeltisine konuldu. Rengi acilip, protein bantlari
belirginlesene kadar calkalayicida yikanan jel c¢ikarilarak fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3-
4.5).

Ayirma jeli s0yle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI pH 8.8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %0,1’lik SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N, N’ N’-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karisimin iizerine en son

olarak 0,27 ml %5°1lik PER [amonyum persiilfat, (NH4),S,0g] eklendi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8, 0,44 ml %30°luk Akrilamid-
90,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1’lik SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2,45 ml saf su

karistirildi. Bu karisimin tizerine en son olarak 0,07 ml %5°’lik PER eklendi.

3.2.5. Afinite kolonunun CA tutma kapasitesinin bulunmasi

CA enziminin benzen siilfanilamidlere baglanmasi ortamin pH, sicaklik ve iyonik
siddetine baghdir (Pocker and Sarkanen 1979). Bundan dolayr hazirlanan jellerin
kapasiteleri bulunurken bu faktorlerin etkileri incelendi. Kapasite tayin islemi her bir jel
icin su prosediire gore gerceklestirildi: Hazirlanan jelden 1 ml alinarak dengeleme
tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alind1. Onceden saflastirilan insan CA
izoenzimleri ile ayr1 ayr1 doyuruldu. Enzimlerin fazlasi yikama tamponu ile yikandiktan
sonra baglanmis olan CA enzimi uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein
miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Ayni1 zamanda jel kurutularak tartildi ve mg
protein/gram-jel cinsinden hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri tutma kapasiteleri optimum
sartlarda belirlendi (Cizelge 4.6).
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3.2.5.a. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

Bu deneyler hCA-I ve hCA-II izoenzimleri ile yapildi ve tampon olarak pH 8,5 olan 0,1
M Tris-SO4 ¢ozeltisi kullanilarak 2°C, 5°C, 10°C, 15°C, 20°C ve 25°C sicakliklarda
belirlenen degerler grafiklerde gosterildi (Sekil 4.5).

3.2.5.b. pH’min kolon kapasitesine etkisi

Bu boliimdeki deneyler pH’st 7,0 ile 9,5 arasinda degisen 0,1 M Tris-SO, tamponu
kullanilarak yapildi. Bu tamponun degisik pH’lardaki iyonik siddeti farki uygun
miktarda Na,SO, eklenerek giderildi (Sekil 4.6).

3.2.5.c. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri i¢in pH=8,5 de ve 25°C’de yapilan bu deneylerde iyonik
siddet 0,2 ile 0,5 arasinda degistirildi (Sekil 4.7).

3.2.6. Inhibitorler i¢in ICs ve K; degerlerinin belirlenmesine ait calismalar

2,3-dihidroksibenzoik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit ve 2,4,6-trihidroksibenzoik asit
igin farkli inhibitér konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii yapilarak %aktivite-[I] olarak

grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden ICso degerleri hesaplandi.

Bu inhibitorlerin K; degerlerini belirlemek amaciyla insan eritrositlerinden saflagtirilan
karbonik anhidraz | ve II izoenzimlerinin aktivitesini yariya disiiren inhibitor
konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve {stiinde iki sabit inhibitor
konsantrasyonlarinda uygun bes substrat konsantrasyonu ile aktivite olgiimleri yapildi.
Calismalarda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu, stok c¢ozelti kullanilarak 6n

deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitér i¢in Lineweaver-Burk
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grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde yarismali K'w=Kw(1+[I}/Ki), yarismasiz
inhibisyon i¢in Vima=V'max(1+[1]/K;) denklemleri kullanild:.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford ydntemiyle
belirlendi. Bu amagla once standart grafik hazirlandi. Elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki
protein tayinleri Bradford yoOntemiyle yapildiktan sonra bu standart grafikten
faydalanilarak protein miktarlart hesaplandi (Sekil 4.1).

16 A
1,2 A

0,8 A

0 T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Mikrogram protein

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

4.2. Saflastirma Sonuclari

(Sekil 4.2)’de Sepharose 4B polimerinin genel kimyasal yapisi verilmektedir. Cizelge
4.1°de, insan eritrosit hCA-l ve hCA-II izoenzimlerinin Sepharose 4B-4-(2-aminoetil)
benzen siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklarinin sonuglarini
vermektedir. (Sekil 4.3)’de ise afinite kromatografisi yontemiyle saflastirma sonucu

yapilan SDS-PAGE sonucu verilmektedir.
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Sekil 4.2. Sepharose-4B polimerlerinin genel kimyasal yapist (www.sigmaaldrich.com).

Cizelge 4.1. Insan eritrosit hCA-l1 ve hCA-Il izoenzimlerinin Sepharose 4B-4-(2-
aminoetil) benzen siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklari

—~ <
@ L= = = I X o B £z
52 SE 55 SE 553 5% E£F g  Ef
E 8 £2| 85 | 82 | 88E 8% | 885| S% | E&
z <8 F§ aof& | F=s P G2 > =
<= 75}
Hemolizat 148 30 17,62 528,6 4440 8,4 100,0 1,0
hCA-I 389 6 0,44 2,64 2334 884,09 52,57 105,25

hCA-II 643 4 0,17 0,68 2572 3782,35 57,93 450,3
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Sekil 4.3. Sepharose 4B-siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirma sonucu
SDS-PAGE fotografi

*Kanal 1: hCA-I, Kanal 2; hCA-Il. Kanal 3; Standart proteinler; E.coli B-galaktozidaz 175
kDa, E.coli kirpilmis B-galaktozidaz 83 kDa, E.coli CBD protein 62 kDa, tavsan kas aldolaz
47,5 kDa, Sigir karbonik anhidraz 29 kDa, soya tripsin inhibitorii 24 kDa, yumurta aki lizozimi
16,5 kDa

4.3. Afinite Kolonunun Farkh Sicakhk, pH ve Iyonik Siddette CA Tutma

Kapasitesinin Belirlenmesi Calismalar1 Sonuglari

Sentezlenen her bir jel i¢in ayri ayri hCA-1 ve hCA-II'nin eliisyon grafikleri, sicaklik-
kapasite grafigi, pH-kapasite grafigi ve iyonik siddet-kapasite grafigi (Sekil 4.4-Sekil

4.7)’de verilmistir ve optimum degerler Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

hCA-lI ve hCA-II izoenzimleri tutma kapasiteleri, optimum pH, iyonik siddet ve

sicaklikta mg protein/ gram-jel cinsinden hesaplanarak Cizelge 4.3’de verilmistir.
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—e— Absorbans (280 nm)

—a— Enzim aktivitesi (EU/ml)
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Sekil 4.4. Sepharose-4B-4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid jeli kullanilarak hCA-I ve hCA-
[I’nin eliisyon grafigi

*(1.pik : hCA-1, 1 M CI" ve 25 mM H,PO,  ile eliisyon; 2.pik : hCA-Il, 0,5 M CIO, ve 0,1 M
CH3COQO ile eliisyon).
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Sekil 4.5. Sepharose-4B-siilfanilamid sicaklik-kapasite grafigi
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Sekil 4.6. Sepharose-4B 4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid pH-kapasite grafigi
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Sekil 4.7. Sepharose-4B-4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid iyonik siddet-kapasite
grafigi
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Cizelge 4.2. Karbonik anhidrazin afinite jellerinin optimum pH, sicaklik ve iyonik
siddet degerleri

e & &
I Dé S S5
2 =
T3 EZ Ex E%S
o = o .2 7
< o« O o

hCA-1 | hCA-Il | hCA-I hCA-I1I hCA-I hCA-I1I

Sepharose 4B-4-(2- . .
aminoetil) benzen 2C 2C 8,5 8,5 0,3M 0,3M

stlfanilamid

Cizelge 4.3. Karbonik anhidrazin afinite kromatografisi jelinin optimum sartlarda CA-I
ve CA-Il izoenzimlerini tutma kapasiteleri
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4.4. Inhibitorler Icin ICsyve K; Degerlerinin Belirlenmesine Ait Cahsma Sonuclar

Insan eritrosit karbonik anhidraz 1 ve II izoenzim aktivitesi tiizerine 2,3-
dihidroksibenzoik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit ve 2,4,6-trihidroksibenzoik asitin
inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltilerden degisik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak insan eritrositlerinden
saflastirilan karbonik anhidraz I ve II izoenzim aktiviteleri {lizerine etkileri aragtirildu.
Konsantrasyona kars1 % aktivite (%Aktivite-[1]) olarak olusturulan grafikler (Sekil 4.9-
4.14)’de gosterildi. Egrilerin denkleminden ICsg degerleri hesaplandi.

OH
COOH COOH
OH
OH HO OH
OH HO COOH
2,3-Dihidroksibenzoik asit 2,5-Dihidroksibenzoik asit 2,4,6-Trihidroksibenzoik
(gentisic asit) asit

Sekil 4.8. Fenolik asit tiirevleri

Bu inhibitorlerin  K; degerlerini  belirlemek amaciyla, {i¢ sabit inhibitor
konsantrasyonunda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu i¢in elde edilen aktivite
degerlerleri ile her bir inhibitér igin Lineweaver-Burk grafikleri (Sekil 4.15-4.20)
¢izildi. Grafik denkleminde yarismahi K'y=Ku(1+[I]/K;), yarismasiz inhibisyon igin
VmaXZV'maX(1+[I]/ Ki) denklemleri kullanild.
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Sekil 4.9. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,3-dihidroksibenzoik asitin etkisi
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Sekil 4.10. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 2,3-dihidroksibenzoik asitin etkisi
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Sekil 4.11. insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,5-dihidroksibenzoik asitin etkisi
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Sekil 4.12. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 2,5-dihidroksibenzoik asitin etkisi
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y = 100g0.19x
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Sekil 4.13. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,4,6-trihidroksibenzoik asitin etkisi
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Sekil 4.14. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 2.4,6-trihidroksibenzoik asitin etkisi
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Sekil 4.15. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,3-dihidroksibenzoik asit etkisi ile
ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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| A20uM
L6 0225uM
m25uM
> 1,2 7]
=
0,8 A
4ég§§2%é§/////k////ﬁ////é////ﬁ////ﬂ
r T 0 T T T T
-0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5 0,7
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Sekil 4.16. Insan eritrosit CA-II izoenzimi {izerine 2,3-dihidroksibenzoik asit etkisi ile
ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.17. insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,5-dihidroksibenzoik asit etkisi ile
ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.18. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 2,5-dihidroksibenzoik asit etkisi ile
ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.19. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,4,6-dihidroksibenzoik asit etkisi ile
ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 2,4,6-dihidroksibenzoik asit etkisi ile
ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1) canli organizmalarda pH
diizenleyici, iyon transportu, su ve elektrolit dengesi gibi dnemli fonksiyonlar1 olan ve
aktif bolgesinde Zn*? iyonu bulunduran yaygin bir metaloenzim ailesidir. Bu enzim
fizyolojik sartlarda karbondioksitin hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu
reaksiyonlarini tersinir olarak katalizlemektedir (Maren 1967; Tashian 1992; Sly and
Hu 1995; Smith and Ferry 2000). CA, hemen hemen biitliin hayvan dokularinda,
bakterilerde ve fotosentetik hiicrelerde fonksiyon géren dnemli bir enzimdir (Beydemir
et al. 2004; Demir et al. 1999; Krungkrai 2001).

Metabolik olarak aktif dokularin kapillerinde hem CO, hem H™’in konsantrasyonlari,
COy’in ekspirasyon havasiyla disart verildiginde akciger alveol kapillerinde
gbzlenenden daha fazladir. Dokularda CO; karbonik anhidraz tarafindan karbonik aside

cevrilir.

CO, + H,0 == H,CO;

Karbonik asitte bir proton kaybederek bikarbonat (kanin ana tamponu) haline gelir.

H,CO; =—= HCO; +H"

Bu iki reaksiyon sonucunda meydana gelen proton pH’in diismesine neden olur. Bu pH
gradient farkliligi, periferik dokularda oksijenin saliverilmesine ve akcigerlerde
oksijenin baglanmasini saglar. Boylece hemoglobin molekiiliiniin oksijene ilgisi akciger
ve oksijen kullanan dokular arasindaki kiiglik pH kaymalarma cevap vererek

hemoglobinin daha da etkili bir sekilde oksijen tasiyicisi olmasini saglar (Lippincott
2007).
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Bir¢ok dokuda bulundugu belirtilen CA enziminin insanlar1 da igine alan yiiksek yapili
omurgalilarin, ¢ok farkli doku ve hiicrelerine yerlesmis 16 farkli izoenzimi tespit
edilmistir. Bu izoenzimlerin, katalitik etkinlik ve inhibitor baglama 6zelliklerinde bazi
onemli farklar bulunmaktadir. izoenzimlerden CA-I, 11, I1I, VII ve XIII olmak iizere bes
tanesi sitozoliktir. CA-IV, IX, XII ve XIV ise membrana baghdir. CA-VA ve VB
mitokondriyal, CA-VI tiikiiriikte salgilanir ve ii¢ tanesi nonkatalitiktir (VIII, X, XI)
(Ekinci et al. 2011).

hCA-I, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan kanindan
saflagtirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir. Eritrositlerde
hCA-l izoenzimi yaninda hCA-II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin en
onemli fonksiyonlar1 ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma iiriinii olan CO>’1,
HCO3a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO3;’in CO; ’e doniligmesi reaksiyonunu
katalizleyerek solunum olayinda yer almalaridir. hCA-I izoenziminin turnover sayist 2,5
x 10° s *dir. Bu izoenzimin fizyolojik fonksiyonu hCA-II kadar agik degildir. hCA-I
eksikligi sendromu belirlenmis fakat herhangi bir klinik semptomla ilgisi
bulunamamustir (Ren and Lindskog 1992; Sly and Hu 1995; Supuran and Scozzafava
2001).

hCA-Il kemikte osteoklastlarda, beyinde oligodendrositler ve beyin epitelyumunda,
gbzde lensler ve retina miiller hiicrelerinde, karacigerde, bobrekte, salgi bezlerindeki
asiner hiicrelerde, pankreatik kanal hiicrelerinde, gastrik parietal hiicrelerde, uterusun
endometriumunda, endotel hiicrelerde, spermatozoada, eritrositlerde, trombositlerde
bulunmaktadir. Bu hiicre tiplerinde CA-I’nin fiziksel rolii doniisiimliidiir. Bazi
hiicrelerde CA-11 asit-baz homeostazi igin temel rol oynamaktadir. Uriner asidifikasyon
{iretimi i¢in H" salgilayan renal tubiiler, gastrik parietal hiicreler tarafindan H" salgisina
katkida bulunmaktadir (Sly and Hu 1995). Ayrica CA-II pankreas sivisi i¢gin HCO3
katkist yapan pankreatik kanal hiicrelerine HCO3; temin eder, akéz hiimorun
salgilanmasinda ise uyarict etki olusturmaktadir (Maren et al. 1983). CA-II ayni

zamanda bobrekte, eritrositlerde ve karacigerde proksimal tubiillerde CO; degisimine
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katkida bulunmaktadir (Epstein and Grant 1977). Memeli karbonik anhidraz 1l

izoenziminin doku dagilimi ve bu dokulardaki islevi Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

hCA-II’nin diger izoenzimlere gore Kkatalitik aktivitesi oldukg¢a yiiksektir ayrica bu
izoenzime insan doku ve organlarinda yaygin olarak rastlanmaktadir (Hilvo 2005;
Leppilampi 2006). hCA-I, eritrositlerde, iki kolon epitelinde, goz lensi ve korneal
epitelyumda bulunur. Hiicre iginde sitozolde yer alan hCA-I ¢6ziinebilir karakterdedir
ve eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir. hCA-I eritrositlerde
hCA-1I’ye gore bes kat daha fazla bulunmasina ragmen katalitik aktivitesi hCA-II ’nin
sadece %15’i kadardir (Lowe et al. 1991; Sowden et al.1992). Bu nedenle ¢alismamizda
eritrositlerde oldukca fazla bulunan hCA-I ile katalitik aktivitesi oldukca yiiksek olan
hCA-II saflastirilmustir.

Arastirmamiz boyunca, orijinal afinite jeli i¢in denenen tiim kosullarin kolon eliiatlari
esit hacimde alinip biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu metot,
proteinlerin ihtiva ettikleri tirozin ile triptofan molekiillerinin 280 nm dalga boyundaki
spesifik bir absorpsiyon gostermeleri prensibine dayanmaktadir (Warburg and Christian
1941). Dolayisiyla her bir proteinin, tirozin ve triptofan igeriklerinin farkli olmasi,
onlarin spesifik bir absorpsiyon katsayisina sahip olmalarini gerekli kilar, dolayisiyla bir
protein zincirindeki tirozin ve triptofan amino asitlerinin sayis1 biliniyorsa, o proteinin
280 nm dalga boyundaki absorpsiyonundan, protein miktar1 da bulunabilir. Metodun
oldukca pratik olusu ve numunenin tekrar geri kazanimina olanak saglamasi dolayisiyla

kolon eliiatlarinin protein tayini i¢cin denemelerimizde bu metot kullanilmistir.

Kantitatif olarak, protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in, Folin-Lowry, Biiiret, BCA,
Bradford ve Kjeldal gibi yontemler kullanilmaktadir (John et al. 1987). Bu yontemler
arasinda Kjeldal yontemi fazla miktarda numune kullanimi gerektirdigi icin
arastirmacilar tarafindan cok fazla tercih edilmesede protein igeriginde azot miktarini
belirleme esasina dayanir. Kantitatif protein tayini i¢in kullanilan diger bir yontem
Biiiret yontemidir. Bu yontemde proteinlerin bazik ortamda Cu*? iyonu ile mor-mavi

kompleks olusturmalart prensibine dayanmaktadir. Olusan kompleks reaksiyonu, iki
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2 jyonu

peptid zincirindeki dort azot atomunun ortaklasmanmus elektronlar1 ile Cu®
arasinda gerceklesmektedir. Reaksiyon esnasinda olusan renk siddetinden, protein
miktar1 belirlenebilir. Ayrica niikleik asitlerin varligi da bu 6lglimii etkilemez. Ancak bu
metot sonucunda, protein baska bir molekiile dontismemektedir, dolayisiyla protein

molekiiliiniin yeniden kazanilmasinin miimkiin olmayis1 metodun bir dezavantajidir.

S6z konusu ¢alismamizda, kantitatif protein tayini i¢in, Bradford yontemi kullanilmistir.
Protein miktarinin belirlenmesinde bu yOntemin secilmesinin sebebi, ¢alisma
grubumuzda rutin olarak yapilan ve uygulanabilirliginin daha kolay olusundan
kaynaklanmaktadir. Bu metodun esasi, proteinlerin fosforik asitli ortamda, Coomassie
brilliant blue G-250 boyas: ile kompleks yapma prensibine dayanmaktadir. Kullanilan
boya, negatif yiikliidiir ve pozitif yiliklii proteinleri baglayarak boya kirmizi renkli
formdan (Amax=465 nm), mavi renkli forma (Amna=595 nm) doniisir. Cozelti
icerisindeki boya, daha ¢ok kirmizi renge hakimdir, fakat boyanin negatif uglari
proteinin pozitif gruplarina baglandik¢a bu renk maviye doner ve reaksiyon hizli bir
sekilde gerceklesir. Reaksiyon boyunca, sz konusu olan renk 1 saat kadar kararli

haldedir ve olusan renk siddeti ise pH’ya bagli olarak degismektedir.

Kullanilan bu metodun diger metotlara iistiin tarafi ise, az reaktif gerektirmesi ve her
calismada ayr bir standart hazirlamaya ihtiya¢ duyulmamasidir. Ancak bu yontemde,
standart egriyi elde etmek biraz zordur, bunun da sebebi genis bir konsantrasyon
araliginda lineer olmasindan kaynaklanmaktadir (Bradford 1976). Ancak Folin Lowry
metodu da literatlirde arastirmacilar tarafindan UV ve Biiiret metodlarina gére daha
hassas olmasi ve deterjanlardan etkilenmemesi agisindan tercih edilmektedir. Ancak
triptofan, tirozin, sistein, hidrojen peroksit gibi birgok bilesik i¢in problem teskil

etmektedir.

Bilindigi gibi enzimleri saflastirmak olduk¢a zor bir islemdir. Karbonik anhidraz
izoenzimlerin izolasyonunda bir¢ok farkli yontem kullanilmistir. Bunlar arasinda
Sephadex G-75 ile jel-filtrasyon kromatografisi, CM-selilloz katyon degisimi
kromatografisi, DEAE Sephadex A-50 anyon degisimi kromatografisi, DEAE-seliiloz
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kromatografisi, DEAE-hidroksilapatit kromatografisi sayilabilir. Bu yontemler tek
baslarma degil genellikle birka¢ tanesi ardisik olarak uygulanmistir. Uygulandig
caligmalarda ise istenmeyen proteinlerden kurtulmak i¢in birinci basamakta etanol-

kloroform ¢oktiirmesi siklikla uygulanmaktadir (Vince and Reithmeier 2000).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri spesifik ligand esasina dayanan
afinite kromatografisidir. Bazi proteinler afinite kromatografisiyle ¢ok kere bir
basamakta ¢ok kompleks karigimlardan izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir
cesit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflagtirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandig bir tekniktir. Matriks olarak
Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli jeller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin
saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir. Kiigiik
ligandlar1 (enzim inhibitorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay1 kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti1 kollar, etkili
baglanmay1 kolaylastirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulurlar (Keha ve
Kiifrevioglu 2008). Bu yontemle tek basamakta yiizlerce kat saflastirma yapilabilir
(Arslan 2003).

Literatiirde, 1yi akis 6zelliginden dolayr Sepharose-4B, matriks olarak ¢ok fazla tercih
edilmektedir (Falkbring et al. 1972; Arslan et al. 1996). Sepharose-4B’nin
aktiflestirilmesinde degisik metodlar kullanilmaktadir. Dekstran ve agaroz yapisinda
bulunan, Sephadeks, Sepharose veya Biogel gibi matrikslerin aktiflestirilmesi, siyanojen
bromiir, karbodiimid ve epoksi bilesikler kullanilarak yapilmigtir. Bu matrikslerin
icerdikleri —OH gruplar1 siyanojen bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmekte ve bunlar
primer amino grubuna sahip olan bilesiklerle reaksiyona girerek, bir ester bagi
olusturmaktadirlar (Keha 1981)

Calismamizda karbonik anhidraz CA-l ve CA-I1l izoenzimlerinin insan eritrositlerinden

saflagtirilmas1 i¢in yeni bir afinite jeli sentezlendi. Sentezlenen afinite jelinde matriks
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olarak aktiflestirilmis Sepharose 4B, ligand olarak 4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid
kullanild1. 4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik bir
inhibitoriidiir. Afinite jelinin yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda
saflagtirilmasma olanak sagladi. Afinite kromatografisi caligmalarinda literatiirde
degisik uzanti kollar1 farkli reaksiyonlarla matrikse baglanmistir (Keha 1981; Wistrand
1981; Cho et al. 2005). Bizim ¢alimamizda ise herhangi bir uzanti kolu takilmadi. Bu da
caligmalarimiz sirasinda bize oldukga fazla kolaylik sagladi. Hazirladigimiz afinite jeli

(Sekil 5.1)’de sematik olarak 6zetlenmistir.

NH,

SO,NH,
4-(2- aminoetil) benzen siilfanilamid

D w
O\ O—C—N
/C=NH < > SO,NH,
(0]

OH

Imidokarbonat Sepharose 4B-Siilfanilamid afinite jeli

Sekil 5.1. Sepharose 4B-4,2 aminoetilbenzen siilfanilamid afinite jeli

hCA-1 ve hCA-II izoenzimlerinin saflagtirilmasinda ligand olarak en ¢ok siilfanilamid
tirevleri kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin hCA-1 ve hCA-Il ye karsi belirli olgiide
ilgisinin olmas1 ve reaksiyon kabiliyetinin diisiik olmas1 biiylik bir dezavantajdir. Bu
nedenle siilfonamidi aktiflestirmek i¢in genel olarak diazolama iglemi yapilmaktadir
(Arslan 1994). Ancak bu islem matriksi olumsuz yonde etkileyecegi gibi ligandin kendi
arasinda dimerlesmesine de neden olmaktadir. Bizde bu dezavantajlari elimine etmek
icin calismamizda diazolama islemine yer vermeyerek direkt olarak siilfanilamid ile

enzimin etkilesmesini sagladik.
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Sahin (2008)’de bizim ¢alismamiza benzer bir ¢alisma yapmustir. Ligand olarak CA
inhibitorii olan 4-izosiyonatbenzensiilfonamit, matriks olarak kullanilan Eupergit C-250
L’ye etilendiamin uzant1 koluyla baglanarak yeni bir afinite jeli sentezlemistir. Bu
reaksiyonda, matriks ile ligand arasindaki reaksiyon mekanizmasi i¢in gerekli olan ve
sterik etkilesmenin kontrolii amaciyla etilendiamin kullanilmigtir. Eupergit C-250 L’ nin
tasidigr reaktif oksiran gruplari, ligandin matrikse baglanmasi i¢in uyumlu sartlar
sagladig1 belirtilmektedir. Eupergit C-250 L-etilendiamin-4-izosiyonatbenzensiilfonamit
kimyasal yapisina sahip afinite jelinin kullanimiyla BCA 181 kat saflastirilirken, hCA
(I-11) % 9,49 kolon verimi ile 184 kat saflastirdigi belirtilmistir. Sepharose 4B 4-(2-
aminoetil) benzen siilfanilamid afinite jeli ile hCA-1 %52,57 verimle 105,2 kat, hCA-II
%57,93 verimle 450,3 kat saflastirildi. Hazirlamig oldugumuz afinite jeli ile hCA-I ve
hCA-II izoenzimleri daha yiiksek bir verimle, daha kisa siirede ve yiiksek saflagtirma

katsayisi ile elde edilmistir.

Sentilirk (2009)’da Sepharose-2B, 4B, 6B, polimer materyalleri iizerine anilin uzanti
kolu araciligi ile siilfanilamid ligandi baglanmistir. Hazirlanan Sepharose-4B-anilin-
stilfanilamid afinite jeli ile hCA-1 106,3 kat, %54,4 verimle hCA-I1 ise 808,0 kat, %64,6
verimle saflastirilmigtir. Calismamizda ise Sepharose 4B 4-(2-aminoetil) benzen
stilfanilamid afinite jeli ile hCA-I %52,57 verimle 105,2 kat, hCA-Il %57,93 verimle
450,3 kat saflagtirildi. Hazirlamis oldugumuz afinite jeli ile hCA-1 ve hCA-II
izoenzimleri daha kisa siirede uzanti kolu kullanmadan Sentiirk’iin sonuglarina paralel

sonuglar elde edilmistir.

Ozensoy (2004) tarafindan yapilan calismada, Eupergit C-250 L polimer materyalinin
aktif oksiran gruplarma karbonik anhidrazin  gii¢lii inhibitérii olan  p-
aminobenzensiilfonamid baglanarak yeni bir afinite jeli sentezlenmistir. Yapilan
calismada bir uzanti koluna ihtiya¢ duyulmamistir. Bunun sebebi ise matriksin igerdigi
oksiran gruplarinmn bir uzanti kolu gorevi iistlenecegi diisiincesidir. Ozensoy ve
arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada oldugu gibi arastirmamizda da herhangi bir
uzant1 koluna gerek duyulmamistir. Ciinkii liganttaki 2-aminoetil gruplarinin varlig ile

oldukca uygun bir mesafe saglanmaktadir.
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Whitney (1974) Sepharose-4B matriksi lizerine, CNBr aktiflestirilmesi sonucu p-
aminometilbenzensiilfonamid ligandin1 kullanarak afinite jeli hazirlanmistir. Bizde
CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksine benzen siilfanilamid tiirevi olan 4-(2-

aminoetil) benzen siilfanilamidi baglayarak afinite jelimizi sentezledik.

Sepharose 4B 4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid afinite jeli yapisina sahip afinite jeli
ile izole edilen enzimlerin saflik kontrolii, SDS-PAGE ile gergeklestirildi. Yaklasik
molekiil kiitleleri 30 kDa olarak tespit edildi. Bu degerler literatiirle uyum igindedir.

Yukaridaki bilgilerin 15181 altinda, hazirlanan afinite jelinin enzimi baglayabilmesinde,
enzim ¢esidinin, pH’nin, ortamin iyonik siddetinin ve sicakligin etkili olabilecegi
goriilmektedir. Calismamizda, s6z konusu 4 faktor degisken olarak alinmistir ve bunlara

bagl olarak da kapasite tayinleri yapilmistir.

Hazirlanan afinite jelinin farkli pH’larda enzim tutma kapasitesini belirlemek i¢in, her
bir izoenzim i¢in 6 farkli pH’da (pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5) denemeler yapilmistir.
Her iki izoenzim (hCA-1 ve hCA-II) i¢in maksimum baglanmanin pH 8,5’de
gerceklestigi tespit edilmistir. pH 7,0’da baglanmanin son derece diisiik oldugu (Sekil
4.6)’da goriilmektedir. Bu durum, siilfonamidlerdeki -SO,NH, grubunun anyonik bir

formda enzimi kolonda tutmasi ile agiklanabilir.

Kolonun kapasitesine etki eden bir diger 6nemli parametre de sicakliktir. Bu amagla her
bir izoenzim i¢in, 6 farkli sicaklikta (2, 5, 10, 15, 20, 25) kromatografik islemler
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, (Sekil 4.5)’de grafik edilmistir. Her iki
izoenzimde de, sicaklik yiikseldik¢e kolona baglanma derecelerinde paralel bir azalma
goriilmektedir. Bu durumun sebebi, birinci derecede enzimin artan sicaklikla
konformasyonunda meydana gelen degismeleri ve daha sonra da baglanmay1
gerceklestiren gruplarin iyonlagsmalarimin sicakliktan etkilenmesi olarak gosterilebilir.
Bu durumun, yiiksek sicakliklarda enzimlerin kolona baglanma derecesinin diismesine

neden oldugu sdylenebilir. Benzer sonuglar, karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi
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icin hazirlanan afinite jellerinde de goriilmektedir (Falkbring et al.1972; Whitney 1974;
Osborne 1975; Johansen 1976; Keha 1981; Wistrand 1981; Arslan et al. 1996; Cho et
al. 2005).

Afinite jelinin enzim tutma kapasitelerinin iyonik siddetle degisimi (Sekil 4.7)’de
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, iyonik siddetteki artig, enzimin kolona
adsorpsiyonunu bir dereceye kadar artirdigini gostermektedir. Bu durum, iyonik
siddetteki yiikselmenin siilfonamid ile enzim arasindaki hidrofobik etkilesmeyi
arttirmasiyla agiklanabilir. Ancak iyonik siddetteki daha fazla artisin kolon verimini
distirdigii (Sekil 4.7)’de goriilmektedir. Cilinkii, ortamda iyon konsantrasyonu arttikca,
baglanmada rol alan, iyon halindeki gruplar, zit yiiklii gruplar tarafindan sarilmakta ve
adsorpsiyon engellenmektedir. Her iki izoenzim de, 0,3 M iyonik siddette kolona
maksimum derecede baglanmaktadir. Cilinkii bu degerin {izerindeki iyon
konsantrasyonlart baglanmay1 azaltmaktadir. Sahin (2008) yapmis oldugu afinite
kromatografisi ¢aligmalarinda optimum ¢alismalar1  bizimle benzer sonuglar

gostermistir.

Bir¢ok kimyasal madde, canli metabolizmasinda diisiik dozajlarda bile enzim
aktivitesini etkileyerek inhibisyona yol acarlar. Giiniimiize dek laboratuvarlarda birgok
farkli enzimin ilaglarla etkilesimi ile ilgili pek cok ¢alisma yapilmistir. Ornegin
karbonik anhidraz, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz,
glutatyon rediiktaz gibi bir¢cok enzim ¢esitli kaynaklardan saflastirilmis, iizerinde tibbi
uygulamalarda ¢ok yaygin kullanilan ilaglarin inhibisyon ve aktivasyon etkileri

incelenmistir (Beydemir et al. 2002; Ciftci et al. 2002; Ekinci et al. 2007).

Fenolik bilesikler hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar,
calismamizda kullanilan 2,5-dihidroksibenzoik, 2,3-dihidroksibenzoik ve 2,4,6-
trihidroksibenzoik asitler ise hidroksibenzoik asit smifinda yer almaktadirlar.
Hidroksibenzoik asitler yaygin bir sekilde gida katki maddesi olarak gorev yapan
antioksidanlardir. Antikanser, antimutajenik, antibakteriyel, antiviral ve antiinflamator

aktivitelerine sahiptirler. Bu nedenle son yillarda fenolik bilesikler ile ilgili ¢caligmalar
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hiz kazanmaktadir. Bizde bu yiizden c¢alismamizda bazi fenolik asitlerin CA
izoenzimlerinin aktiviteleri iizerine etkilerini inceledik. Cizelge 5.1’de hCA-I ve hCA-II
icin elde edilen ICsy degerleri verilmistir. Lineweaver-Burk grafikleri sonucu her iki
izoenzim i¢inde elde edilen K; sabitleri ve inhibisyon tipleri Cizelge 5.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 5.1. 2,3-dihidroksibenzoik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit ve 2,4,6-trihidroksibenzoik
asitin insan eritrosit karbonik anhidraz I ve Il izoenzimleri i¢in bulunan ICs degerleri

Inhibitor hCA-I ICs degeri hCA-I1 1Csy degeri

2,3-dihidroksibenzoik asit 2,676 uM 2,381 uM
2,5-dihidroksibenzoik asit
(gentisic asit)

2,4,6-trihidroksibenzoik
asit

0,838 uM 0,668 uM

3,648 uM 2,126 uM

Cizelge 5.2. 2,3-dihidroksibenzoik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit ve 2,4,6-trihidroksibenzoik
asitin insan eritrosit karbonik anhidraz I ve Il izoenzimleri i¢in bulunan K; degerleri

inhibitor hCA:—I !(i Inhli)ls'.)ion hCA:II.Ki Inhl.l.)ls"yon
degeri tiiri degeri tiiri
2,3—d|h|d;(;l;[5|ben20|k 8,01 uM yarigsmasiz 3,27 uM yarigsmasiz
2,5-dihidroksibenzoik
asit (gentisik asit) 3,04 uM yarigsmasiz 0,55 uM yarigmali
2,4,6-
trihidroksibenzoik 4,71 uM yarigsmasiz 3,13 uM yarigmasiz

asit
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Metaloenzim olan karbonik anhidrazin 12 memeli izoformlarimin fenol serisiyle
inhibisyonu  aragtirllmistir.  Bu  CA’larin  fenol  serisiyle  inhibisyonunun
siilfanilamidlerden farkli oldugu bildirilmistir. Fenoliin 2-,3- ve 4- konumlarina
hidroksi, siyan, flor, amino, karboksil ve asetoamit gruplarinin baglamasiyla olusan seri,
enzim aktiveteleri lizerine diisiik konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi gosterdigi
belirtilmistir. Ozellikle p-hidroksibenzoik asit ve salisilik asit hidroksibenzoik asit
smifina girmektedir. p-hidroksibenzoik asit ve salisilik asit i¢in K; sabitleri sirasiyla
hCA-1, 9,9 uM, 9,8 uM; hCA-II, 7,1 uM, 10,6 uM olarak tespit edilmistir (innocenti et
al. 2008). Bizde ¢alismamizda hidroksibenzoik asit tirevleri ile c¢alistik. 2,3-
dihidroksibenzoik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asitin ve 2,4,6-trihidroksibenzoik asit
sirastyla hCA-I igin K sabitleri 8,01 uM, 3,04 uM, 4,71 uM; hCA-II igin 3,27 uM, 0,55
uM, 3,13 puM olarak tespit edilmistir. Sonuglardan da anlasildigi gibi hidroksi
gruplariin artmasiyla inhibisyon etkisi artmaktadir. Ancak hidroksi grubunun artis1 ile

lineer bir inhibisyon etkisi gozlenmemektedir.

Sitozolik insan karbonik anhidraz izoenzimlerinin {izerine bazi fenolik asitlerin
inhibisyon etkisi aragtirllmistir. Elajik asit, galik asit, ferulik asit, kafeik asit, kuersetin,
p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit ve sirinjik asitin K; deger araligi CA-l i¢in 99-
1061uM, CAII igin 105-758 uM olarak belirlenmistir. Kuersetin (CA-I), p-kumarik asit
(CA-1I) ve galik asit (CA-II) yarismali inhibisyon, .diger fenolik asitler ise her iki
izoenzimde yarigmasiz inhibisyona sebep olmustur. Kullandigimiz fenolik asitlere
benzeyen 3,4-dihidroksibenzoik asit ve 3,5-dihidroksibenzoik asitin sirasiyla hCA-I igin
K; sabitleri 1,08 uM, 0,55 uM; hCA-II igin 0,55 uM, 0,51 uM olarak belirlenmistir
(Sarikaya et al. 2010). Calistigimiz 2,3-dihidroksibenzoik asit ve 2,5-dihidroksibenzoik
asitin sirasiyla hCA-I i¢in K; sabitleri 8,01 uM, 3,04 uM; hCA-II i¢in 3,27 uM, 0,55
uM olarak tespit edilmistir. 3,5-dihidroksibenzoik asitin hCA-I ve hCA-II izoenzimleri

tizerine inhibisyon etkisinin daha gii¢lii oldugu kanisina varilmistir.

Sarikaya et al. (2010)’nun ¢alismis oldugu bir diger fenolik asit tiirevi gallik asittir.
Gallik asitin hCA-I i¢in K; sabitleri 3,2 uM, hCA-II igin 2,25 uM, olarak bulunmustur.
Gallik asitin yapist ¢alistigimiz 2,4,6-trihidroksibenzoik asit ile benzer yapidadir. 2,4,6-
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trihidroksibenzoik asit hCA-I i¢in K; sabitleri 4,71 uM, hCA-II igin 3,13 uM, olarak
belirlenmistir. Gallik asitin inhibisyon etkisinin her iki izoenzim i¢in 2,4,6-

trihidroksibenzoik asitten daha fazla oldugunu gérmekteyiz.

Bu calismada enzimin aktif bolgesinde bulunan Zn*? ile fenollerin fonksiyonel —OH
grubunun baglandigin1  gostermislerdir. Katalitik bolge i¢in oldukca Onemli bir
aminoasit olan Thr 199’un NH amidinin bir hidrojen bagmin yani sira ikinci bir
hidrojen bagi vasitasiyla —OH’mm1 enzim aktif bolgesinin ¢inko bagli su/hidroksit
iyonuna baglayarak bu fenol bilesiklerinin CA’ya baglandigini ispatladilar (Senturk et
al. 2009).

Thr 199

His 94/ | \His 119
His 96

Sekil 5.2. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bolgesinde bulunan Zn*?

inhibitorlerin baglanma modeli (Bayram et al. 2008)

iyonuna
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Sonug olarak bu tez kapsaminda;

v' Karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasi i¢in daha onceki arastirmacilarin
sentezlediklerinden farkli afinite jellerinin hazirlanmasi amaglanmistir. Matriks olarak

Sepharose 4B ve ligand olarak 4-(2-aminoetil) benzen siilfanilamid kullanilmistir.

v" Sentezlenen jel i¢in ayri ayrt hCA-lI ve hCA-II'nin eliisyon grafikleri, sicaklik-
kapasite grafigi, pH-kapasite grafigi ve iyonik siddet-kapasite grafikleri ¢izildi ve bu

grafiklerden optimum degerler belirlendi.

v" Insan eritrosit karbonik anhidraz | ve Il izoenzimlerinin, tarafimizdan sentezlenen
afinite jeline maksimum adsorpsiyonu 8,5 pH, 2°C sicaklik ve 0,3 M iyonik siddette

gerceklestigi sonucu ortaya konulmustur.

v' Bazi fenolik asitlerin, afinite jeliyle saflastirilmis olan hCA-1 ve hCA-Il izoenzimleri
tizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu amagla enzim aktiviteleri {izerine
inhibisyon etkisi gosteren maddeler i¢in ICsy degerleri ve K; sabitleri bulunarak

inhibisyon tipleri tespit edilmistir.

v’ 2,5-dihidroksibenzoik asit, 2,3-dihidroksibenzoik asit, ve 2,4,6-trihidroksibenzoik
asitin hCA-I i¢in ICsy degerleri sirasiyla , 0,838 uM, 2,676 uM, 3,648 uM iken; hCA-II
i¢in 2,5-dihidroksibenzoik asit, 2,4,6-trihidroksibenzoik asit ve 2,3-dihidroksibenzoik
asitin 1Csg degerleri sirasiyla 0,668 uM, 2,126 uM, 2,381 uM, olarak belirlenmistir.

v' 2,5-dihidroksibenzoik asit ve 2,4,6-trihidroksibenzoik asit ve 2,3-dihidroksibenzoik
asitin hCA-I i¢in K; degerleri sirasiyla 3,04 uM, 4,71 uM, 8,01 uM iken; hCA-II i¢in
0,55 uM, 3,13 uM, 3,27 uM, olarak belirlenmistir. Inhibisyon tipleri ise 2,5-
dihidroksibenzoik asitte hCA-II i¢in yarigsmaliyken digerlerinde yarismasiz inhibisyon

tipi gozlenmistir.
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