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INCELENMESI
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Fen Bilimleri Enstitiisi
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Danigsman: Dog¢.Dr. T.Abdulkadir COBAN

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1 karbonat dehidrataz) biitiin organizmalarda yaygin olarak
bulunan ve aktif bolgesinde Zn*? iyonu igeren bir metaloenzimdir. Karbonik anhidraz
(CA), canlilarda CO,’nin hidratasyonu ve HCO3™ "1n dehidratasyon reaksiyonlarini tersinir

olarak katalizleyen 6nemli bir enzimdir.

Kordon kami fetiisiin beslenmesinde, gaz alis-verisinde ve atik maddelerin gideriminde
biiylik bir éneme sahiptir. Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik islevleri goz oniine
alindiginda kordon kanindaki 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Oksijenin fetiise gonderilmesi ve
karbondioksidin fetiisden atilmas: sirasinda, kan-doku bariyeri pH dengesinin istenilen
degerlerde tutulmasindan sorumlu olan karbonik anhidraz, fetiis gelisimde 6nemli rol

oynamaktadir.

Hamilelik siiresince kullanilan dogal ve sentetik vitaminler fetiisiin gelisimi igin
onemlidir. Kullanilan vitaminlerin karbonik anhidrazin aktivitesin iizerine yaptigi etki

Onem arzetmektedir.

Bu ¢alismamizda kordon kanindan karbonik anhidraz | ve Il izoenzimlerini (hcbCA | ve
hcbCA 11) afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Ayni
zamanda saflastirilan hcbCA T ve II izoenzimleri lizerine, hamilelik siiresince kullanilan
vitaminlerin in vitro sartlarda inhibisyon etkileri incelenmistir. Calismamizdaki amag;
hamilelik siiresince kullanilan bu vitaminlerin, fizyolojik olarak énem arzeden CA I ve II

izoenzimlerine etkisinin incelenmesidir.

2012, 98 sayfa
Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz, Kordon kani1, Vitamin, Afinite Kromatografisi.



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF IN VITRO EFFECTS OF SOME VITAMINS ON
CARBONIC ANHYDRASE | AND Il ISOENZYMES WHICH PURIFIED
FROM CORD BLOOD

Ahmet Cetin

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc.Prof. Dr. T.Abdulkadir COBAN

Carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1 carbonate dehydratase) a metaloenzyme, commonly
found in all organisms which containing Zn*? ions in its active side. Carbonic anhydrase
(CA) is an important enzyme for all organisms which catalyzes reversible hydration of
CO, and dehydration of HCO;' reactions.

Cord blood has a great importance in; fetal feeding, gas exchange and in the removal of
waste materials. Considering the physiological functions of carbonic anhydrase,
importance for cord blood is emerging. During the sending of oxygen to the fetus and
disposal of the carbon dioxide from fetus, carbonic anhydrase which is responsible for
keeping the balance of pH of the blood-tissue barrier plays an important role in fetal

development.

During pregnancy, use of natural and synthetic vitamins are important for the
development of the fetus. Vitamins which used in, is important for effects on the activity

of carbonic anhydrase

In this study, cord blood carbonic anhydrase I and Il isoenzymes (hcbCA | and hcbCA 1)
were purified by affinity chromatography method. At the same time, on purified hchCA |
and Il isoenzymes, we investigated in vitro inhibitory effect of some vitamins which is
used during pregnancy. Purpose of our study,these vitamins which is used during
pregnancy ,to investigate the effect of hcbCA | and Il isoenzymes which have important
physiologically task.

2012, 98 pages

Keywords: Carbonic anhydrase, Cord blood, vitamin, Affinity chromatography
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1. GIRIS

1.1.Kordon Kam

Plasenta, anne ile bebek arasindaki madde aligverisinin gergeklestigi yapidir. Bebek,
gebelik siiresince plasentaya gobek kordonu ile baglidir. Gobek kordonunun gorevi
plasenta ve bebek arasindaki damarlarin korunmasidir. Kordon igerisinde 2 umbilikal
arter ve 1 umbilikal ven olmak iizere toplam 3 adet damar bulunur. Bu damarlar
Wharton Jeli ad1 verilen jole kivaminda bir madde tarafindan ¢evrelenmistir. Bu jel
son derece kritik bir yapiya sahiptir ve yastik gorevi gérmek gibi ¢ok onemli bir
fonksiyonu vardir: Bu 6zel yap1 sayesinde gobek kordonunda gergek bir diigiim olsa
bile kordon tam anlamiyla sikisamaz. Diigiimiin iki ucundaki kuvvet ortadan kalktigi
anda diigliim hemen gevser. Bu 06zellik i¢indeki damarlarin korunmasi agisindan
mitkemmel fonksiyon goriir. Kordon igindeki 2 arter bebegin dolasimindaki
karbondioksit ve diger atiklar1 plasentaya tasirken tek bir tane olan vendeki akim
plasentadan bebege dogrudur ve oksijen ile besin maddelerinden zengin kan tasir.
Plasenta ile bebek arasinda baglantiy1 saglayan damarlarin iginde kordon kani ve bu

kanin i¢indede kok hiicreler bulunmaktadir.

Umbilikal 3
; _,5 i - Arterler 3 =
‘ ‘ é>
: - T
s
Wharton Peltesi

Umbilikal
Ven

Sekil 1.1. Umbilikal kordun histolojik kesit goriintiisii


http://www.mumcu.com/html/article.php?sid=307

Sekil.1.2. Gobek kordonundan kan alinmasi
1.1.1. Kordon Kaninn Ozellikleri

Kordon kanmi (K.K), yetiskin kanina gore bir¢ok farkliliga sahiptir. Term kordon
kanmin Igerdigi CFU-GM, CFU-GEMM say1 ve ¢ogalma hizlarinim, yetiskin kanina
gore cok daha fazla oldugu belirlenmistir (Mitchell and John, 1997). Hem term hem
de preterm kordon kani, yetiskin kanindan daha fazla onciil kok hiicre igermekte ve
bu o6zelligi ile de bulunduklar1 ¢evreye daha kolay uyum saglamaktadir (Cohen ve
Dominiguez, 1998; Gluckman ve Rocha, 1998).

Periferal kan (P.K) ile karsilastirildiginda, kordon kaninda sitokin iiretimi daha diisiik
olmasma ragmen, sitokinlere hizli cevap verirler. Bdylece Kkiiltiirde ¢ogalma
yetenekleri de yilikselmis olmaktadir (Bertonoli et al, 1994; Bradley ve Cairo, 2005;
Cairo ve Wagner, 1997 )

CD34+ kemik iligi (K.I) ve K.K. kdk hiicreleri degisik olgunlasma reseptorleri ile
birbirindenayrilirlar. CD34+ K.K. hiicrelerinde CD10 ve CD19 daha az iken, kemik
iligi hiicrelerinin  %15-25“inde bu reseptorler bulunmaktadir. K.K. CD34+
hiicrelerinin ¢ogunda CD13 eksprese edilirken, onciil hiicrelerde bulunmayan CD33

ekspresyonu yoktur (Qian et al, 1997; Van Epps et al, 1994).



Kordon kani CD34+ hiicreleri, Hematopoetik kok hiicre (HKH)’lerin
proliferasyonunda ve canlilifinin devaminda 6nemli rolii olan c-kit reseptoriinii
(CD117) %60 oraninda, hematopoezin erken evrelerinde etkili olan Flt-3 ligand (FL)
ve reseptorii Flt-3 (CD135) “ii beraber bulundurmaktadirlar (Dorrell et al, 2000).

Caligmalarda, kordon kanindaki CD34+ hiicre sayisi, kemik iligine gore %1-2
oraninda daha diisiiktiir. Bununla birlikte kordon kani1 kok hiicrelerinin daha onciil
yapida olmasini saglayan CD34+CD38- hiicrelerin oran1 daha fazladir. Bu hiicreler,
sitokin uyarilarinda daha hizli prolifere olmaktadirlar (Belvedere et al, 2000; Dorrell
et al, 2000; Kreissig et al, 1994).

Kordon kani CD34+ hiicreleri IL-11 ve G-CSF ile uyarilarak yapilan 14 gilinliik
kiiltir sonucunda, kemik iligi CD34+ hiicrelerine oranla 80 kat daha fazla
cogaldiklar belirlenmistir (Van de et al, 1995).

Uzun stireli kiiltiirlerde ise CD34+CD38- hiicrelerinin ¢gogalma orani, kemik iligine
gore 7 kat fazladir. Bu durum kordon kani kok hiicrelerinin kemik iligine yerlesim ve
¢ogalma yeteneklerinin daha fazla oldugunu anlatmaktadir. CD34+CD38+
hiicrelerinin, olgunlagmamis hiicrelerin yagsamasit ve proliferasyonu igin destek
sagladigin1 gosteren bir ¢alismada; CD34+ hiicrelerden CD38 negatif seleksiyonu
yapilan hiicre populasyonuna kiyasla, CD34+ hiicrelerin f6tal kemik iliginde

cogalmasi 10 kat daha fazla bulunmustur (Stizergéz, 2002).

Ayrica kordon kanindaki dendritik hiicreler, yenidoganin zayif immiin cevabinda pay
sahibidir. Allojenik kordon kani nakillerinde, bu sayede daha diisiik oranda Graft
versus host hastaligi (GVvHD) goriilmektedir. Dendritik hiicre (D.H)”ler, immiin
cevabi baglatacak olan “antigen presenting” (antijen sunan) hiicrelerdir (Langrish et
al, 2002).



Kordon kani hiicrelerinin temel avantajlarindan birisi de ¢ekirdeklerinde gizlidir. Bu
hiicreler, olduk¢a uzun telomerlere sahiptirler ve dogumdan o6nce sinirli sayida
boliinme gecirmislerdir. Replikasyon potansiyeli, telomerlerin uzunlugu ile
Olciilmektedir. Telomerler her boliinme sonrasi kisalmakta ve zamanla kisalan
telomerler hiicreleri bloke etmekte veya oliimiine neden olmaktadirlar (Vaziri et al,

1994).

1.1.2. Morfolojik Ozellikleri

Fazla sayida olmamakla birlikte, yapilan elektron mikroskop calismalarinda, kordon
kani hiicrelerinin morfolojileri belirlenmek istenmistir. Bu g¢alismalar sonucunda
periferik kan hiicrelerinden farkliliklar ortaya konmustur. Kordon kani, periferik
kana zit olarak miyelosit evresi ve promiyelosit gibi immatiir hiicreler icermektedir.
Olgun nétrofiller, siklikla “nuclear pocket” icerir ve apoptozun morfolojik 6zellikleri
olan kromatin kondensasyonu ile sapka bicimli kromatin marjinasyonu
gostermektedir. “Nuclear pocket” olusumlari, ¢ekirdek ve sitoplazma arasindaki

iletisim ylizeyini arttirarak niikleoplazmik etkilesimleri yiikseltmektedir (Burns et
al,1971).

Apoptozun erken evresini tanimlayan morfolojik o6zellikler ise dogumdan sonra
meydana gelen notrofil yogunlugundaki hizli azalma ile baglantiyr ortaya
koymaktadir (Kerr et al,1972; Mikami et al, 1998). Baz1 eozinofiller, tek sitoplazmik
graniil icinde birkac adet kristalloid icermektedir.

Bu durum kordon kani eozinofillerinin graniil olusumu yolunda normal olgunlasma
siirecine girmedigini gostermektedir. Bazi bazofiller ise, graniillerindeki lamellar
yapilarin varligiyla belirlenen dejenerasyon asamasinda olabilmektedirler. Kordon
kan1 bazofilleri, periferik kanla kiyaslandiginda daha immatiir yapida ve fazla

sayidadirlar.



Seyrek kromatinli yuvarlak c¢ekirdek, genis sitoplazma ve az gelismis organelleri ile
bir miktar immatiir miyeloblast gozlemlenebilmektedir. Kordon kani bazi atipik
lenfositler icermektedir. Bu lenfositler yonca yapragi sekliyle kendini gosteren,
deformasyon siirecine girmis, derin bir yariga sahip ¢ekirdekli hiicrelerdir. Buna ek

olarak, ¢ekirdek¢ige sahip ¢ok sayida immatiir lenfosit de bulunmaktadir.

Kordon kani, periferik kanda bulunmayan sadece kemik iliginde tanimlanan
eritroblastlar1 igermektedir. Bu durum hematopoezin c¢ok aktif olduguna isaret
etmektedir. Mitekondri bulunduran cok sayida eritrosit ise, retikiilositler gibi
olgunlagmamuis eritrositlerin kordon kaninda ¢ok sayida oldugunu gostermektedir.
Kordon kaninda ayrica 10pm“den biiylik ¢apta dev plateletler de goriilmiistiir. Bu
bliylik plateletler, megakaryositlerdeki demarkasyon membraninin anormal

olusumuna isaret etmektedir.

Yapilan caligmalarda kordon kani hiicrelerinde, kemik iliginin tersine zayif bir
peroksidaz reaksiyonu goriilmiistiir. Bazi hiicrelerde pozitif reaksiyon veren graniiller

tamimlanmustir(Harris et al, 1994).

1.1.3. Kok Hiicre

Kok hiicreler organizmanin yasami boyunca belirsiz periyotlarla sik sik bdliinme
(kendi kopyasini olusturma — Self reniwel ) yetenegine sahip hiicrelerdir. Dogru
kosullar altinda veya dogru sinyaller verildiginde organizmayi olusturan birgok farkl
hiicre tipine dontisebilirler ( Farklilasabilme — Diferansiasyon ). Yani kok hiicreler,
karakteristik sekil ve 6zellesmis fonksiyonlara sahip, kalp, deri ve sinir hiicreleri gibi
olgunlagmis hiicrelere gelisebilme potansiyeline sahiptirler (Kirschste ve Skirboll,
2001).



1.1.4.KoKk hiicrenin sahip oldugu baz ozellikler

1.1.4.1. Kendi-Kendini Yenileme

Kendi kendini yenileme terimi hiicrenin iireme faaliyetleri ile ilgili olup, kok
hiicreler bu faaliyetleri bakimindan o6liimsiliz, siirekli ve limitsiz boliinme
yeteneklerine sahip olarak degerlendirilebilirler. Houck ve arkadaslarinin yaptigi in-
vitro galismalarda (Houck et al,1971) ¢esitli somatik hiicrelerin en fazla 80 ikilenme
gosterdigi, daha sonra iiremenin yaslanma ve replikatif kisitlamalar sonucunda
siirlandigr gosterilmistir. Bu nedenlerle sinirsiz kendini yenileme yetenegine sahip
olan bir kok hiicrenin onkojenik transformasyon olmadan en az 160 ikilenme

gostermesi gerekmektedir.

1.1.4.2. Klonlasma

Bir kok hiicrenin sahip olmasi1 gereken Onemli oOzelliklerden birisi olarak
degerlendirilmektedir. Klonlasma bir hiicrenin ayni yapida birden fazla hiicreyi
tiretme kapasitesi olarak adlandirlmaktadir. Klonlagsma 6zelligi ile hiicreler homojen
formda hiicre gruplari olusturabilmektedir. Bu 6zellik bir hiicre hatti olusumunda
kritik parametredir (Handbook, 2004).

1.1.4.3. Farklilasma

Kok hiicreler kendi kendini yenileme ve doku ve organ yapilarini olusturabilecek
yeni hiicrelere farliklagabilme yetisine sahip hiicreler olarak tanimlanabilmeleri
yoniinde kullanilan bu basit ama yaygin tanim, embriyonik ve fetus kaynakli kok
hiicreler igin siirekli olarak gegerli olabilmektedir fakat sinirli farklilasma ve kendini
yenileme kapasitesine sahip olan yetigkin kok hiicreler igin yeterli olmamaktadir. Bu
nedenle kok hiicreleri tanimlarken géz oniinde bulunmasi gereken diger bir terim
potensiyeldir. Yani bir kok hiicrenin farklilasma potansiyelidir. Bu 6zellige bagli
olarak kok hiicreler ¢esitli siniflandirmalara ayrilirlar (Kirschste ve Skirboll, 2001).
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Sekil 1.3. insan Doku Farklilasmas: (Kirschste ve Skirboll, 2001).

1.1.5. Kordon Kanimin Toplanmasi

Umbilikal kordon kaninin toplanmasinda kullanilan 2 ana yontem vardir;

1. Plasenta geldikten sonra (ex utero) (Fraser et al, 1998).

2. Bebegin dogumundan sonra, fakat plasentanin ayrilmasindan 6nce yani in utero

(Ballen et al, 2001).

Iki yontem kiyaslandiginda in utero teknikle toplanan drneklerde mononiikleer hiicre
(MNH) sayis1 daha fazla bulunmustur (Surbek et al, 1998). Kordon kani elde
etmede, nispeten yiiksek trombosit ve g¢ekirdekli eritroid onciilleri icermesi MNH
izolasyonuna negatif etki yapmaktadir. Bu nedenle periferik kan icin standart olan
baz1 elde etme ve hiicre aywrma protokolleri kordon kami ig¢in yeterince iyi

calismamaktadir (Kekarainen et al, 2006).



Umbilikal kord, ortalama 56cm’dir ve Sekil 2-3”de gosterildigi gibi, histolojik olarak
iki arter, bir venden olugmaktadir. Kordon kani, umbilikal venden igne aspirasyonu
ile toplanmaktadir. Ortalama olarak 100-120ml kan toplanabilir. Tek bir toplama
sonucu elde edilen ¢ekirdekli hiicre sayis1 4,7x108 ile 4,6x109 arasinda

degismektedir (Mitchell and John, 1997).

Yapilan bir calismada, maternal yasin hicbir parametre iizerinde etkisinin
bulunmadig1 ancak, ilk bebeklerin ve kiloca biiyiik bebeklerin daha fazla ¢ekirdekli
hiicre, CD34+ hiicre ve CFU-GM"“ye sahip olduklar1 gosterilmis. Kiloda meydana
gelen her 500gr*lik artis icin ortalama olarak, total ¢ekirdekli hiicre sayisit %10,
CD34+ miktar1 %28 ve CFU-GM ise %21 artmaktadir. Ayn1 ¢alismada, sigara i¢en
annelerin kordon kaninda daha az CD34+ hiicre bulunmustur (Ballen et al, 2001).
Bertolini ve aradaslari, normal dogum (in utero) veya sezeryan dogumlar (ex utero)
arasinda toplanan kan miktar1 agisindan anlamli bir fark gosterememistir (Bradley ve
Cairo, 2005). Bununla birlikte, 1993-1999 yillar1 arasinda New York hastanelerinde

yapilan bir ¢alismada, kordon kan1 miktarini etkileyen faktorler ortaya konmustur;

Dogum sekli
Kordon uzunlugu
Indiiksiyon

Kan toplama stiresi
Bebek agirligi
Cogul gebelikler

Plasenta agirlig

V V.V V V VYV V V¥V

Dogum siiresi

Irklar karsilastirildiginda ise beyaz irkin Afrikali, Amerikali veya Asyalilara gore
daha fazla kordon kanina sahip olduklar1 goriilmiistiir. Toplanan miktar1 artirabilmek
icin igne giris yerini de goz Oniine alarak, kordonun miimkiin oldugunca uzun
tutulmasi ve en hizli siirede toplanmasi1 énemli unsurlardir (Jones et al, 2003; Surbek

ve Holzgrave, 2001).



Degisik toplama yontemlerindeki amag¢ optimizasyonu saglamak, mikrobiyal ve
maternal hiicre kontaminasyonlarini azaltmaktir (Harris et al, 1994; Turner et al,
1992). Kapali toplama sistemleri kordon kani toplama merkezlerinde, egitimli

elemanlar tarafindan kullanilmaktadir.

Acik toplama sistemleri, teknik olarak daha kolay olmakla birlikte en Onemli
dezavantajlar1 yiiksek kontaminasyon riskidir. Maternal hiicre kontaminasyonu,
toplama esnasinda gerceklesen, klinik 6nemi kisitlayici bir etken olarak karsimiza
cikmaktadir (Mitchell and John, 1997). Bunun yaninda agik ve kapali sistemler
arasinda, toplanan kan miktar1 olarak biiyiik farkliliklar goriilmemistir (Bradley ve

Cairo, 2005)

Toplanan kandan cesitli yollarla ¢ekirdekli hiicreler elde edilmektedir. Broxymeyer
ve arkadaslari, “density-gradient” santrifiigasyonu ile hiicre elde edilirken, biiyiik
miktarlarda hiicre kaybmin oldugunu tespit etmistir (Broksmeyer et al, 1989).
Yapilan c¢alismada kan Orneklerinin islemlerden once 12 saat bekletilmesinin,
yontemin etkinligini azalttigi gorlilmiistiir. Rubinstein ve arkadaslari, kirmizi
hiicrelerin ayrilmasinda HES kullanarak %98 oraninda koloni olusturan hiicre

yenilenmesi elde edilmistir (Rubinstein et al, 1995).

1.2. Enzimler:

Enzimler canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve hig¢bir yan
iirlin olugsmasina izin vermeden % 100’liik bir iirlin verimi alinmasi saglayan,
protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Proteinlerin en biiyilk ve en cok
Ozellesmis grubunu teskil ederler (Keha ve Kiifrevioglu,2005), enzimlerin
gerceklestirdigi tepkimeler invitro sartlarda gerceklesen ayni tepkmeye gore
milyonlarca hatta milyarlarca kat daha fazladir. Enzimler, hiicresel tepkimelerin
hizim1 hiicrenin gereksinimlerine gore ayarlar. Bunun i¢in belli hiicresel bolgelere
yerlesir ve yiiksek oOlgiide spesifiklik gosterirler. Enzimler tepkime sirasinda

tilketilmezler ve reaksiyon sonunda degisiklige ugramazlar (Konukoglu, 2000).
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Biyolojik kataliz, ilk olarak midenin salgilar1 ile etin sindirimi iizerine yapilan
calismalarda 1700’lerin sonunda kesfedildi ve tamimlandi. Sonraki arastirmalar
1800’lerde tikiiriik ve cesitli bitki oOziitleriyle, nisastanin sekere doniisimi
calismalariyla devam ettirildi. 1850’lerde Louis Pasteur sekerin mayayla alkole
fermentlenmesinin “fermentler” tarafindan katalizlendigi sonucuna vardi. Eduard
Buchner maya Oziitlerinin, sekeri alkole fermentledigini, bu islevinde molekiiller
tarafindan saglandigimi kesfetti. Frederic W. Kiihne bu molekiillerin enzimler
oldugunu ileri siirdii. James Sumner tarafindan 1926°da iireazin kristallendirilmesi ve
izolasyonu ile enzim g¢alismalarinda yeni bir agilim sagladi (Nelson ve Cox, 2005).
1934’lerde Herriott ve Northrop Enziminin yapisindaki bazi fonksiyonel gruplar
bloke ettiklerinde, enzim aktivitesinin kayboldugunu belirtmiglerdir. Bazi
aragtirmacilar 1902 yilinda Enzim ve Substrat ile Enzim-Substrat kompleksi arasinda
bir dengenin oldugunu ileri siirmislerdir. Daha sonra Michaelis-Menten bu tanimi
daha fazla genisleterek bugiin kendi adlariyla anilan Michaelis-Menten denklemini

ortaya ¢ikartmislardir (Colowick ve Kaplan, 1987).

1894 yillarinda Chittenden’nin enzimler ile ilgili ileri siirdiigii tic kavram enzimoloji
Tarihin de bir doniim noktasi olmustur. Bunlar;

1) Enzimler proteinden olugmustur.

2) Katalitik aktivite bir bakima enzim proteininin 6zel yapisina bagli olarak ortaya
cikmaktadir.

3) Enzimler pasif katalizorler degildir, substratlar1 ile ara kompleksler olusturarak

gorev yapan aktif molekiillerdir.

Bu kavramlarin, bugiin enzimler hakkindaki bilgilerimizle geliski gostermedigi

belirtilmektedir (Goziikara, 1997).
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Enzimler diger proteinler gibi, yaklasik olarak 12.000’den 1 milyona kadar degisen
molekiil kiitlesine sahiptirler. Baz1 enzimler amino asit kalintilar1 disinda aktivite i¢in
kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazlar. Digerleri kofaktér olarak adlandirilan Fe'?,
Mg*2, Mn*? veya Se gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak
adlandirilan kompleks organik veya metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar.
Baz1 enzimlerin ise aktivite gosterebilmeleri i¢cin hem koenzime hem de bir veya

daha fazla metal iyonuna ihtiyaci vardir.

Protein yapisina ¢ok siki olarak hatta kovalent olarak baglanan bir koenzim veya
metal iyonu prostetik grup olarak adlandirilir. Metal iyonlar1 ile veya koenzimiyle
birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandirilirken bu gibi
enzimlerin sadece protein kismi1 apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilmaktadir.
Koenzimler, tiamin pirofosfat; aldehitler, koenzim A; agil gruplar1 gibi 6zgiil
islevsel gruplarin gegici tasiyicisi olarak gorev yaparlar. Koenzimler ¢ogunlukla
diyet ile diisiik miktarlarda alinan organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler

(Nelson ve Cox, 2005).

Enzimlerin iiriine doniistiirdiikleri maddelere, substrat denir. Enzimlerle ilgili yapilan
ilk calismalarda, enzimin etki ettigi substrat adinin sonuna —az eki getirilerek (Ureaz,
lipaz, fosfataz v.b.) veya genel adlariyla (pepsin, tripsin gibi) isimlendirilirken,
giiniimiizde Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan yapilan sistematik
smniflandirmaya gore isimlendirilmektedir. Bu siniflandirmada her enzim dort
rakaml1 bir kod numarasi ile (E.C.) tanimlanmistir (Lehninger, 2011; Bingol, 1983;
Tekman ve Oner, 1986; Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Bugiin yaklagik 2000 kadar farkli enzim bilinmektedir. Enzimlerin hem reaksiyon
ozgiilliiklerini hem de substrat Ozgiilliiklerini dikkate alan bir smiflandirma
gelistirilmistir. Bu smiflandirmaya goére tiim enzimler enzim kataloguna, dort
basamakl1 bir sayr olan EC numarasi altinda girerler. ilk basamak 6 temel smiftan
birine iiyeligi belirtirken sonraki ikisi alt siniflar1 ve alt-alt siniflar1 belirtir. Son

basamak ise enzimin alt siniftaki sirasin1 gosterir.
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Altt temel smifin her biri, aym1 reaksiyon Ozgiilligline sahip enzimleri igerir.
Oksidorediiktazlar (simif 1), bir redoks sisteminden digerine indirgeyici ekivalentleri
katalizlerler. Transferazlar (sinif 2) bir substrattan digerine hidrojen disindaki diger

fonksiyonel gruplarin transferini katalizlerler.

Cogu oksidorediiktazlarin ve transferazlarin koenzimlere gereksinimi vardir.
Hidrolazlarda (smif 3) grup transferinde rol alirlar ancak alici her zaman bir su
molekiiliidiir. Liyazlar (siif 4) bir ¢ift bagin uzaklastirilmasi veya olusumu ile ilgili
reaksiyonlar1 Kkatalizlerler. Izomerazlar (smif 5) geometrik, optik veya yapisal
izomerlerin birbirine doniistliriilmesini katalizleyen enzimlerdir. Ligazlar (smif 6,
sentetazlar) tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, enerji bagimlidir. Bu nedenle, her
zaman niikleosit trifosfatlarin hidrolizi ile birlikte gergeklesir (Koolman et al., 2003;
Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Giiniimiizde bir¢ok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200’den fazla enzim
de kristallestirilmistir. Yapilan genetik c¢alismalar ve hiicre icindeki kimyasal
reaksiyonlarin ¢esitliligi daha bir¢ok enzimin kesfedilmedigini gostermektedir.

Biitiin canl1 hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir.

Enzimler canli hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligini yitirdikten sonra uzun siire
etkili kalirlar. Katalitik etkileri hiicreye bagh degildir. Enzimler, protein yapisinda

olduklarindan protein 6zelliklerine sahiptirler.

Enzimlerin katalizleme gii¢leri “turnover sayis1” ad1 verilen bir degerle ifade edilir ve

birim zamanda bir mol enzimin {iriine doniistiirdiigli substratin mol sayis1 demektir.
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Enzim aktivitesine yani enzimli reaksiyon hizlarina etki eden faktorleri soyle

siralayabiliriz:

a.  Substrat konsantrasyonu

b.  Enzim konsantrasyonu

c. PpH

d. Iyonik siddet

e.  Inhibitor ve aktivatdrlerin varli
f.  Sicaklik

Enzim, substrati iiriine dondstiiriirken 6nce onunla bir "Enzim-Substrat kompleksi™

olusturur, daha sonra da bu kompleks iiriin ve enzime doniisiir.

Ky ks .
ES — = Urin 4 Enzim

Enzim 4+ Substrat

ko

Enzim reaksiyonlar1 iizerinde ilk genis kinetik calismalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore baglangic enzim
derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilig1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 1.4.). Bunun ¢6ziimii ile Michaelis-

Menten bagintis1 bulunur.
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Sekil 1.4. Michaelis-Menten grafigi.

Vo -LS]

= ——— (Michaelis-Menten Baguntisi)
K +[5]

Vmax: hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak
belirtilir.

Maksimum hizin yansma (Vmax/2) Kkarsilik gelen substrat derisimi Ky, (Michaelis-
Menten sabiti) olarak belirtilir. Vimax Ve km bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli

enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bdlgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagindan ([S] << Ky,) grafik dogrusaldir. Ikinci bolgede
oldukca biiylik substrat konsantrasyonlannda herhangi bir ihmal yapilamaz,
reaksiyon karisik dereceden yiiriir. Uciincii bdlgede [S] >> Ky, ’dir. V = Vmax olur

ve reaksiyon sabit bir hizla devam eder.
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Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik
saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu
amacla eksen Olgekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru
denklemine donustiirilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilam1 Lineweaver-Burk

denklemidir (Lineweaver ve Burk, 1934).

(Limeweaver-Burk denklemi)

K, 1 1
= : +
Prma:c: [‘S‘ ] ]7

max

1
>

Bu denkleme gore ordinatta 1/Vmax, apsiste 1/[S] degerleri olmak {izere bir dogru

elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Ky, /Vmax” tir (Sekil 1.2).

Sekil 1.5. Lineweaver-Burk grafigi.
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1.2.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin baz1 bilesikler tarafindan
azaltilmasi hatta yok edilmesi olaymna “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere “inhibitér” denilir. Inhibitérler genellikle kiiciik molekiil kiitlesine sahip
bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde
basli basma bir kontrol mekanizmasi olusturdugundan, énemli bir olaydir. Bir¢cok
ilaglar ve zehirli bilesiklerde etkilerini bu yolla gdsterir. Inhibitdrler hem enzim etki
mekanizmalariin, hem de metabolik yolarin aydinlatilmasinda énemlidir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2010).

Enzimatik inhibisyon, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak {izere baslica iki sekilde

siiflandirilir.

Dontisimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitér, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. Vimax

azalirken, K, degismeden kalir.

Doniistimsiiz  inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor
etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniistimlii inhibisyon ii¢ grupta
incelenir. Bunlar: yarigmali (kompetitif) inhibisyon, yarismasiz (nonkompetitif)
inhibisyon ve yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur.

Doéniistimlii inhibisyonun en basit tipi yarigmali inhibisyondur. Yarismali inhibitor
yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece
substratin enzime baglanmasi Onlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu
artirnlmakla inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin V. degeri

degismezken, K, degeri artar.
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Sekil 1.6. Yarismali inhibisyon sematik sekli

Yine doniisiimlii tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine ayni anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin
ayni bolgesine olmadigini gosterir. Yarigmasiz bir inhibitor, etkisini; bir enzimin
turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve

inhibitor arasinda yarisma s6z konusu degildir.

Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Enzimin Vpax
degeri azalirken, Ky sabit kalir. Substrat ve inhibitoér, farkli bdlgelere

baglanabildiginden enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana gelir.

ks

E+sk:*EsLE+P

Sekil 1.7. Yarismasiz inhibisyon sematik sekli
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Bir bagka doniisiimlii inhibisyon tipi de yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibisyondur.
Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime baglanamaz. Sadece enzim-substrat
(ES) kompleksine baglanir. Tek substratli sistemlerde yari yarigmali inhibisyona
nadir rastlanir. Daha c¢ok birden fazla substratli enzimler icin gegerlidir. Enzim-
substrat-inhibitor (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yar1 yarismal
inhibitoriin varh@inda Vpa azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla S
kompleksi ortamdan siirekli ¢ekileceginden enzim ve substrattan ES kompleksinin

olusumu dengesini daha fazla saga kaydirir ve K, degeri kiigiiliir.

ke, -
E+Sk:ESk—>~E—|—P

ESI

Sekil 1.8. Yar1 yarismal1 inhibisyon sematik sekli

Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 6zel bir cesidi olan lineer karigik tip
inhibisyon doniigiimlii inhibisyon ¢esitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda enzim,
substrat ve inhibitdriin baglanma denge sabitleri farklilagmaktadir. Birgok
multienzim sistemi net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitesine sahiptir.
Bu sistemlerin ¢ogunda seri reaksiyonlarin son iiriinii belirli bir konsantrasyona
eristiginde sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu
enzimlere “allosterik enzimler” denir ve bu olaya da “feed—back™ inhibisyonu adi
verilir. Birden fazla polipeptit zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitorlerin
enzime baglanmasiyla degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki
etkilesimlerle allosterik inhibisyon olayr meydana gelir. Allosterik enzimleri

etkileyen bilesiklere “modiilator” denir.
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Inhibisyon ¢esidinin ve K; sabitinin belirlenmesi igin en ¢ok kullanilan yontem,
Lineweaver—Burk grafikleridir. Bu yontemde 1/V-1/S grafikleri sabit inhibitdr ve
bes farkli substrat konsantrasyonunda cizilerek K; sabitleri hesaplanir. K; sabitlerinin
bulunmasinda ikinci yol Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en az iki basit
substrat konsantrasyonunda 1/V—[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan K; sabitleri
hesaplanir (Lehninger, 2011; Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

1.3. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflastirilmasi
istenen molekiiliin, matriks ad1 verilen bir kati destek materyaline kovalent olarak
immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve
tersinir baglandig1 bir tekniktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010). Bir biyolojik ligand
veya onun sentetik bir analogu ile saflastirilmak istenen molekiil {izerindeki
komplementer baglama bolgesi arasindaki spesifik etkilesimi esas alan, giiglii bir
protein saflastirma yontemidir (Bollog et al., 1996). Kullanilacak ligandin
saflastirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmahidir. Ligand
olarak substrat, hormon, koenzim, kofaktér, antikor, aminoasitler, oligopeptid,
oligontikleikasit ve niikleik asitlerin de (DNA, RNA) bulundugu c¢ok sayida
biyofonksiyonel molekiil kullanilabilir (Denizli ve Pigkin, 1995).

Bu yontem sayesinde ¢ok yorucu, zor ve bazi hallerde imkéansiz olan bir¢ok ayirma
ve saflagtirma islemi kisa zamanda gergeklestirilebilir ve yiiksek verimde binlerce
kez saflastirilmis bilesikler elde edilebilir (Arslan 1994). Afinite kromotografisi ilk
defa 1910 yilinda amilazin ¢6ziinmeyen nisastaya adsorpsiyonu sonucu
izolasyonunda kullanilmigtir, fakat kovalent olarak ligandlarin baglanabilecegi
dayanikli matrikslerin bulunmayisindan, bu teknigin yaygin halde uygulanmasi 1967
den sonra gergeklesebilmistir. Bu tarihte, primer amino grubuna sahip bilesiklerin
siyano bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmis polisakkarit matriks tizerine kovalent

baglanabilecegi gosterilmistir (Arslan, 1994).
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Ayrica literatlir de, afinite jelleri i¢in kullanilan matrikslerin aktivasyonu igin,
oksiran aktiflestirilmesi, karbodiimid aktiflestirilmesi gibi degisik aktiflestirilme
yontemleri de  kullanilmistir(Arslan, 1994). Bu kesiften sonra afinite
kromotografisinden yararlanarak, biyospesifik ligandlarla antikorlar, bazi tasiyici
proteinler, enzimler, niikleik asitler ve hatta bir takim hiicrelerde ¢ok saf halde elde

edilmeye baglanmistir (Arslan, 1994).

Literatiirde afinite jelleri i¢in kullanilan matrikslerin aktivasyonu ig¢in, CNBr
aktiflestirmesi disinda, oksiran ve karbodiimid aktiflestirilmesi gibi degisik
aktiflestirme yontemleri de bulunmaktadir(Arslan, 1994). Afinite kromatografisinin
yayginlagmasindan sonra, yoOntemin avantajlarindan ve modifikasyonlara agik
olmasindan yararlanilarak, biyospesifik ligandlarla antikorlar, enzimler, baz1 tasiyici
proteinler, niikleik asitler ve ¢ok saf halde elde edilmeye baslanmistir. Karbonik
anhidrazin afinite kromatografisi ile ilk defa 1972 yilinda Falkbring ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilmistir. Daha sonra 1974 yilinda Whitney’in, 1975 yilinda
Wistrand ve arkadaslarmin, 1976 yilinda Johansen, 1992 yilinda Ozdemir’in,1994
yilinda Arslan’in, 1995 yilinda Celik’in, 1997 yilinda Tozlu’nun c¢alismalari
goriilmektedir (Arslan,1994; Celik, 1995; Falkbring et al., 1972; Johansen, 1976;
Ozdemir, 1992; Tozlu, 1997; Whitney,1974).

Afinite kromatografisinde, kat1 destek materyaline “ligand” adi verilen 6zel bir
molekiil immobilize edilir. Bu molekiil saflastirilmak istenen materyale kars1 spesifik
bir biyolojik ilgi duyarak onu belirli bir kuvvette doniisiimlii bir sekilde baglamalidir

(Arslan, 2003).
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Sekil 1.9. Afinite kromatografisinin prensibi

Tablo 1.1. Afinite kromatografisinde en sik kullanilan biyolojik sistemler.

Saflastirillacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein,
hiicre, hiicre ylizey reseptorii

Niikleik asit Komplementer baz dizisi,

histon, niikleik asit polimeraz,
baglayici protein,

Hormon, vitamin Reseptor, tastyici protein
Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini,
lektin

1.3.1. Matriks

Afinite kromatografisinde matriks olarak Sephadex, Sepharose, Bio-jel gibi farkli
jeller kullanilmaktadir. Bunlar iginde en ¢ok kullanilan Sepharose, inci seklinde
dizilmis bir agaroz jelidir. Bu jel, biyolojik aktif molekiillerin immobilizasyonda

basaril1 bir matriks i¢in gerekli olan biitlin 6zelliklere sahiptir

Seker kalintilar1 lizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent baglanmasi i¢in
kolayca derivatize edilebilir. Bunlardan Sepharose 4B en iyisidir ve en c¢ok

kullanilanidir.
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Jel filtrasyon kromatografisindeki disarilama limiti, (molekiil kiitlesi olarak) 2.107
olan Sepharose 4B’nin agik porlu yapisi, i¢ tarafini ligand baglanmasina uygun hale
getirir ve biiyiik molekiiller icin bile, iyi bir baglanma kapasitesi temin eder. S6z
konusu jel, oldukca yiiksek spesifiteli adsorbsiyon gdsterir; bunun bdyle olmasi,
afinite kromatografisinin giicliniin spesifik etkilesmelere bagli olmasindan dolayi
zorunludur. Jelin inci yapisi, mikemmel akis Ozellikleri ve partikiiller arasinda

minimun kanallama saglar; béylece hizli ayirma miimkiin olur (Keha ve Kiifrevioglu,
2010).

1.3.2. Ligand

Afinite kromatografisi i¢in ligand sec¢imi iki faktor tarafindan etkilenir. Birincisi,
ligand saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglama afinitesi gdstermelidir.
Ikincisi, ligandin baglama aktivitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan
kimyasal olarak modifiye edilebilen gruplar1 olmalidir. Ligandin maddeyi baglama
afinitesinin serbest ¢ozeltide 10-10° M arasinda olmas idealdir. 10 M’dan daha
biiylik ayrisma sabitlerini igine alan etkilesmeler (bir enzim ve zayif bir inhibitorii
arasindaki ilgi gibi ), basarili afinite kromatografisi i¢in uygun degildir. 10® M’dan
daha kii¢iik ayrisma sabitlerine sahip olan maddeler (bir hormon ve reseptorii
arasindaki etkilesme gibi)’den meydana gelen afinite kromatografisinde ise, bagh

maddelerin inaktive edilmeden eliisyonu zor olacaktir.

Ligandin matrikse baglandig1 bolgenin se¢imi dnemlidir. Ligand ¢esitli fonksiyonel
gruplara sahipse, saflastirilacak molekiille en az ihtimalle spesifik etkilesme verecek

grup vasitasiyla matrikse baglanmalidir (Lehninger, 2011).
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1.3.3. Uzant1 Kolu

Biyolojik bir maddenin aktif bdolgesi, genellikle molekiiliin derinliklerine
yerlesmistir. Kiiclik ligandlar1 dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay1 kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti kollari, etkili

baglamayi kolaylagtirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulurlar.

Uzant1 kolunun uzunlugu 6nemlidir. Sayet ¢ok kisa ise, kol etkisiz olur ve ligand
numunedeki maddeyi baglayamaz. Aksine ¢ok uzunsa, spesifik olmayan etkiler fazla

olur ve ayirmanin segiciligi azalir ( O’carra et al., 1973 )

1.3.4. Ligand1 Baglayacak Jelin Secimi

Ligand1 baglayacak jelin uygun sekilde sec¢imi i¢in, ligand molekiiliinde bulunan
baglanma gruplarinin tipi ve saflastirilacak madde ile baglanma reaksiyonunun
tabiatina dikkat edilir ve ona gore karar verilir. Ligandin matrikse kovalent
baglanmasi, normal baglanma reaksiyonunu minimum engellemek amaciyla,
molekiiliin en az etkili bolgesine yapilmalidir. Ornegin, amino gruplari ihtiva eden
bir enzim inhibitdrii, matrikse amino gruplar1 vasitasiyla baglanabilir; bu suretle
inhibitoriin enzimle spesifik baglanma aktivitesi korunmus olur. Bununla birlikte
amino gruplar1 da baglanma reaksiyonuna girerlerse, bu durumda zorunlu olmayan
baska bir grupla baglamak gerekecektir. Ligandlardaki baglanma bdlgelerinin yeri
hakkinda oOnceden bilgi bulunmadigi durumlarda, deneme-yanilma ydntemi

kullanilmalidir.

Ligandi immobilize etmek i¢in ¢ogunlukla kullanilan gruplar, Tablo 12.1.4.1.°de
verilmistir. Bu gruplarin her biri tarafindan ligandlarin baglanabilecegi jeller de

karsilarinda gosterilmistir (Lehninger, 2011).



Tablo 1.2. Ligandlar1 immobilize etmek i¢in kullanilan gruplar ve baglandiklari
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jeller.
Ligand Fonksiyonel Grup | Baglanacak Jel
CNBr ile aktiflestirilmis
Sepharose 4B
Amino CH- Sepharose 4B
Protein, Aktiflestirilmis CH-Sepharose 4B
peptid,
aminoasit Epoksi aktiflestirilmis Sepharose
6B
Karboksil AH-Sepharose 4B
Tiyopropil- Sepharose 6B
Tiyol Aktiflestirilmis tiyol sepharose
Epoksi aktif.- Sepharose 6B
Hidroksil Epoksi aktif.- Sepharose 6B
CH- Sepharose 4B
Seker Amino Aktif.CH- Sepharose 4B
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose
6B
Karboksil AH- Sepharose 4B
Amino CNBr ile aktif. Sepharose 4B
Poliniikleotit Tiyopropil- Sepharose 6B
Koenzim, Amino, karboksil, | Uzanti kollu jel kullanarak
kofaktor, tiyol veya hidroksil
antibiyotik,
steroid vs.
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1.3.5. Afinite Kromatografisi Tiirleri
Biyoafinite Kromatografisinin alt bagliklar1 (Janson ve Ryden, 1997).
1. Hidrofobik Kromatografi

2. Immiinoafinite Kromatografisi

3. Kovalent Afinite Kromatografi

4. Metal-Selat Afinite Kromatografi

5. Molekiiler Baskilama Afinite Kromatografi
6. Membran-Bazli Afinite Kromatografi

7. Afinite Kuyruk Kromatografi

8. Lektin Afinite Kromatografisi

9. Boya-Ligand Afinite Kromatografi

10. Reseptor Afinitesi

11. Zay1f Etkilesim Afinite Kromatografi

12. Perfizyon Afinite Kromatografi

13. Tiyofilik Kromatografi

14. Yiiksek Performans Afinite Kromatografi
15. Afinite Yogunluk Pertdrbasyon

16. Kiitiiphane Tiirevli Afinite

17. Afinite Elektroforezi

18. Afinite Kapiler Elektroforezi

19. Santrifiij Afinite Kromatografi
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1.4. Karbonik Anhidraz
1.4.1. Fizyolojik Fonksiyonlar1

Karbonik anhidraz biitiin organizmalarda yaygin olarak bulunan ve aktif bolgesinde
Zn*? iyonu i¢eren bir metaloenzimdir (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1). prokaryot ve
Okaryotlarda bulunup, dagilimi genis ve birbirinden bagimsiz dort gen ailesi
tarafindan kodlanmis olan bir metaloenzimlerdir. ilk defa sigir eritrositlerinde
kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda CO;’nin hidratasyonu ve HCOjz ’in
dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen Onemli bir enzimdir

(Supuran, 2011).

CA
C02 + HZO — HCOg_ + H+

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir, daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan eritrositleri, sigan tiikriigii, sigir kemigi,
sigir 10kositleri, sigir kemik iligi ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflagtirllmis ve bir¢ok kaynaktan karakterize edilmistir. Son olarak Enzimin
memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda oldugu tespit edilmistir
(Beydemir et al., 2002; Beydemir ve Giilgin, 2004; Feldstein ve Silverman, 1984;
Krungkrai et al., 2001).

Baliklarlarin solungag ve salgi organlarinda, baz1 bocek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlarin kabuk yapiminda ve alglerde , enzimin degisik rolleri oldugu ayrica
ispatlanmigtir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Wistrand, 1981; Holmes, 1977
Chegwidden et al., 2000).
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Bu reaksiyon ve iiriinleri ile metabolizmada, asit-baz dengesinin saglanmasi, CO;’nin
taginmasi, elektrolit sekresyonu, iiregenez, lipogenez ve glukoneogenez gibi
biyosentetik reaksiyonlarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tlimor olusumu ve
daha bir ¢ok fizyolojik ve patolojik proseslerde gorev almaktadir (Sly, 1995).
Karbonik anhidraz yukaridaki reaksiyonun disinda karboksilik, siilfonik, karbonik ve
fosforik esterlerin, aldehitlerin ve piruvatin hidrolizini de katalizler. Ancak, bunlarin

fizyolojik 6nemi bugiine kadar gésterilememistir (Lindskog, 1997).

Yesil bitkiler, fotosentetik hiicre kloraplastlar1 vasitasiyla, giin 15181 varliginda
fotosentez yapabilmek i¢in atmosferden karbondioksit kullanilir. Gaz halindeki
karbondioksit, bitkinin yapraklarinda bikarbonat iyonlar1 halinde tasinir. Hem kara
hem de su bitkilerindeki CA enzimi, bikarbonat iyonlarinin tekrar karbondiokside

doniligmesini saglar (Arslan, 1994 ).

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece onemli bir fizyolojik fonksiyonu
yerine getirdigi goriillmektedir. Ayrica bazi ester baglarini parcalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik sentezlerde

kullanimini giindeme getirmistir (Arslan, 1995 ).

CA enzimi eritrositleri de igine alan pek cok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak {izere birgok metabolik olayda
rol oynamaktadir. Doku / organlar ile akciger arasindaki CO, / bikarbonatin
respirasyonu ve transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO,
homeostazinda, elektrolit sekresyonunda, biyosentetik  reaksiyonlarda
(glukoneogenez, lipogenez ve lire sentezi), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timor
olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al.,
2000; Supuran ve Scozzafava, 2000).
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Sekil 1.10. Eritrosit membraninin kloriir-bikarbonat degistiricisi. Bu kotransport
sistemi, transmembran elektriksel potansiyelde herhangi bir degisiklik yapmadan
HCO;3’1n giris ve ¢ikisini saglar. Gorevi kanin CO; tasima kapasitesini artirmaktir
(Lehninger, 2005).

1.4.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Ayni canl tiirlinde ayn1 reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. Izoenzimlerin substratlarina,
kofaktdrlerine ve inhibitorlerine karsi ilgileri farkhidir. izoenzimlerin baslica
Ozellikleri arasinda amino asit say1r ve sirasinin farkli olmasi, izoelektrik pH
degerinin farkli olmasi, her bir alt {initenin ayr1 geninin olmasi ve elektroforetik
hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize
olabildigi gibi, bir hiicrenin subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Devlin,

2002).
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Sekil 1.11. Baz1 CA izoenzimleri i¢inde katalitik olarak aktif CA izozimlerinin sematik
olarak hiicredeki yerlesimlerif Aydogan, 2006]

Hayvanlar aleminde karbonik anhidraz’in 16 izoenzimi vardir. Bunlarin bes tanesi
sitoplazmik (CA I, 11, 111, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir
tanesi salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagh (CA 1V, IX, XII ve XIV), ii¢
tanesi nonkatalitiktir (VI1I1, X, XI) (Supuran et al., 2003; Supuran et al., 2004). CA-
XV’in ise katalitik aktivitesinin diislik oldugu ve CA-IV ile benzer 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izozimlerinin tiimdérojen oldugu
belirlenmistir (Nishimoiri, 2004; Hilvo et al., 2005).

Insanda farkli izoenzimlerin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarimin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular
arasinda; akciger, bobrek, gastrik mukoza, goz lensi, tiikriik bezleri, kaslar, sinir
miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve
bunlarin ¢ogundan CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlari belirlenmeye

calistlmistir (Hewett ve Emmett, 2000; Sugrue, 2000).
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Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu izoenzimler ortaya
cikartlmistir. CA-I, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan
kanindan saflastirlldiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir.
Eritrositlerde CA-I izoenzimi yaninda CA-Il izoenzimi de bulunmaktadir. Bu
izoenzimlerin en 6nemli fonksiyonlar1 ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma
triinic olan CO2’1, HCO3’a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO3 i CO;’e
doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayinda yer almasidir (Sekil 1.2).
CA-1 izoenziminin turnover sayisi 2,5 x 10° s *dir. Bu izoenzimin fizyolojik
fonksiyonu CA-II kadar agik degildir. CA-I eksikligi sendromu belirlenmis fakat
herhangi bir klinik semptomla ilgisi bulunamamistir (Ren ve Lindskog, 1992; Sly ve
Hu, 1995; Supuran ve Scozzafava, 2001).

CA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en c¢ok calisilan formudur. Bu izoenzimin

" olarak bulunmustur. insan eritrosit hiicrelerinden

turnover sayist 25°C’de 10° s
saflastirilan CA-II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir ve bu

deger CA-I’e kiyasla daha azdir.

Goz lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, CA-Il ve CA-IV izoenzimleri bol
miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan CA-II izoenziminin énemi, glaucoma
hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir. (Renzi et al.,
2000). Bébrek korteksinde ise membrana yapisik halde olan CA-II izoenzimi ile Na*
ve HyO’nun geri emilimi saglanmaktadir. CA-Il izoenzimi ile ilgili olarak CA-I1I
eksikligi sendromu belirlenmistir. Bunun da; kemiklerin kire¢lenmesi, bobrek tasi
olusumu ve beyinde kireglenme ile ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da CA-II
izoenziminin kemik, bobrek ve beyin dokulari i¢in ne derece dnemli oldugunu ortaya

koymaktadir (Maren et al., 1997).
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Tablo 1.3. Karbonik anhidraz izoenzimleri (Lindskog 1997).

iZOENZIM KATALITIK AKTIiVITE BULUNDUGU BOLGE

CAl Diisiik Sitozol
CAll Yiiksek Sitozol

CA Il Cok diisiik Sitozol

CA IV Yiiksek Membrana bagl
CAV Orta-yiiksek Mitokondri
CA VI Orta Tiikiirtikte gizli
CAVII Yiiksek Sitozol
CA-RP VIII Akatalitik Muhtamelen sitozolik
CAIX Yiiksek Membrana bagh
CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor
CA-RP XI Akatalitik Membrana bagl
CAXII Diisiik Membrana bagh
CA X1 Muhtemelen yiiksek Bilinmiyor
CA XIV Diisiik Membrana bagh

1.4.3. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin U¢ Boyutlu Yapilari

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin {i¢ boyutlu yapilarinda biiylik farkliliklar
gozlenmektedir. izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarindaki farkin ¢ok belirgin
olmasima karsin, aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi
dikkat gekicidir. Sekil 1.12°de gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bolgesi,
yaklasik tetrahedral geometriye sahip, li¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii
koordine olmustur. Zn*? iyonun kataliz olaymndaki fonksiyonu vazgecilmez olup,
uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, tam anlamiyla aktiviteden
yoksundurlar(Lindskog, 1997; Mohanty ve Kannan, 1998; Lindskog ve Coleman,
1973; Lowe etal., 1991).

Karbonik anhidrazin s6zii edilen ii¢ izoenzimi, yapilar1 yoniinden ¢ok benzemesine
ragmen, aktiviteleri agisindan faklilik gostermektedir. CA-Il izoenzimi CA-I
izoenziminden 60 ile 100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda katalitik
aktivitesi en yiiksek olanidir. CA-Ill ise, en az aktif olan izoenzimdir ve CO,-
hidrataz aktivitesi CA-I izoenziminin %5 kadardir (Wistrand, 1980; Ryon et al.,
1982).
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Thr 199
His 119
Thr 200
< i

q His 94
<

His 96

His 64

Sekil 1.12. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His 96, His
119) (Biiyiik kiire Zn*? iyonunu, etrafindaki kiigiik kiireler de kristal yapida immobili
ze olmus su molekiillerini belirtmektedir.)( Lindskog, 1997).

a-CA, B-CA ve y-CA olarak adlandirilan, evrimsel acidan iliskisiz ti¢ farkl
familyada varlig1 tespit edilen CA’lar, sasirtict yeni buluslardan biridir (Hewett et al.,
1996). Farkli familyalarla gosterilen homolog enzimler arasinda 6nemli bir fark
yoktur, aksine onlarin hepsinde ¢inko iyonu vardir. Bundan dolayr bu familyalarin
hepsi, katalitik fonksiyonu yerine getirmeleri yoniinden birbirine benzer yapidalardir

(Hewett ve Emmett, 2000).

1.4.3.1. a-Karbonik anhidrazlar

Insan CA-l ve CA-II izoenziminin kristal yapisi ile sigir CA-III, yass1 formlu bir
sigan CA-V’1 ve E. coli’de bulunan CA formu bu yapidaki enzim tipidir. Bu
izoenzim formlarinin genel yapilari ¢ok benzerdir. Molekiiller neredeyse kiiremsi,
yaklasik boyutlar ise 5x4x4 nm*’tiir. Molekiiliin kalan kismina gevsek sekilde bagh
olan amino terminal bdlge haricinde (yaklasik 24 aminoasit), bu a-CA’lar tek etki

alanli proteinler olarak diistiniilebilir (Lesburg ve Christianson, 1995).
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Molekiiliin geri kalan kismina zayifca baglanan amino terminal bdlgesinin disinda,
a- CA bir bolge proteini olarak diisiiniilebilir. Yapinin ikinci bolgesi on iplik¢ik ve
molekiilii iki esit pargaya bolen sarilmis bir B seridinden olusmustur. Paralel
iplikciklerin iki pargasi disinda, diger B seritleri antiparalel olarak uzanmiglardir.
Digerlerine nispetle daha kisa olan heliksler, molekiiliin yiizeyine yerlesmislerdir

(Boriack-Sjodin et al., 1995).

Aktivite bolgesi, neredeyse molekiiliin merkezine uzanan biiyiik, koni bi¢imli bir
oyukta bulunur. Cinko iyonu bu oyugun tabanina yakindir. Dérdiincii ligandin H,0
veya OH’ oldugu tetrahedral geometrideki His-94, His-96 ve His-119’dan {i¢ azot
atomuna baghdir. Ligandlar proteindeki diger gruplara hidrojen baglartyla tutunmus

ve bir “dolayli ligand” kabugu olusturmustur (Lesburg ve Christianson, 1995).

Metal iyonlu ligandlar ve dolayli ligandlarin a-CA amino asit dizilisleri sabittir.
Dogrudan ve dolayli ¢inko ligandlarina ek olarak, sirali biitiin a-CA’larda 17
aminoasit rezidiisi kesin sekilde korunur. Bu rezidiilerden bazilar1 katalitik aktivite
acisindan onem tasirken, digerleri protein yapisinin kararliliginda rol oynar. Esasen
bilinen, biitiin a-CA ailesi ve a-CA ile iligkili proteinler i¢inde, sadece 10 aminoasit
rezidiisii tamamen sabittir. Bu rezidiilerden bazilarinin insan CA II’nin kararlilig:

acisindan 6nemi, bolgeye 6zel mutajenez ile test edilmistir.

1.4.3.2. B-Karbonik anhidrazlar

Heniiz hi¢bir B-CA yapist belirlenmemistir. Dogal ve mutant bezelye kloroplast
CA’s1 gapraz bag calismalari, enzimin belirlenen bir alt birimin oktamer yapisinda
oldugunu kuvvetle savunur. Mutasyonlar ve X-ray spektroskopisi absorbsiyon
sonuglari; 1spanaktaki Zn (II) iyonu, a-CA’dakinin aksine bir Cys-His-Cys-H20
grubuyla koordine olmus bir kiire seklinde oldugunu gostermektedir (Bjorkbacka et
al., 1997).
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1.4.3.3. y-Karbonik anhidrazlar

Son arastirmalarda M. thermophila’dan elde edilen bir yap1 olarak y-CA’nin yapisi
ortaya konmustur. Bu trimetrik molekiil a-CA’lardan tamamen farkli katlanmalara
sahip olup ve bu bolge kalitsal bolgeyi vurgulamaktadir. Her bir {inite, her doniis
basina ii¢ kisa iplik¢ik bulunan sol el B-heliks yapisinin yedi doniisii ile olmaktadir.
Bunun sonucunda birbirinin yaninda ii¢ tane yassi B-seridi meydana gelir. Heliksin

karsilikl1 bélmeleri de licgen yapisindadir.

Cinko iyonlari ise alt {initeler arasinda bulunur ve bir alt tiniteden His-81 ve His-
122’ye ve bitisik bir alt birimden His-117 ile ligand olusturmustur. Varsayilan bir su
molekiilii biikiilmeyi saglayarak, tetrahedral yapinin olusumunu tamamlar. M.
thermophila CA’sindaki ve insan CA-II’deki metal merkezli bu pozisyon onemli
benzerlikler gosterir ve bu durumda katalitik fonksiyonlarin yakin olmasi da ¢inko

bagli bolgelerin benzer olmasindan ileri gelmektedir (Kisker et al., 1996).

1.4.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO, molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yanisira, siyanatin
karbamik aside veya flirenin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu
reaksiyonlarmi da katalizlemektedir. Karboksilik, sulfonik ve fosforik asit
esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA
enziminin hidrataz aktivitesi disinda asagidaki tablodan da goriildiigii iizere
elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklar1 iceren, aldehit, piriivat ve alkil
piriivatlarin hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi
reaksiyonlarmi da katalizledigi bilinmektedir. Karbonik anhidrazin esteraz
aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadigi
heniiz bilinmemektedir (Kaiser, 1969; Jabusch, 1989).
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Tablo 1.4. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri (Ozensoy,
2002)

(1) 0=C=0 + HLOF==2HCO; + H~

) O=C=NH + H.O0 === H,NCOOH

(3) HN=C=NH + H,O0¥=—= H,NCONH,

(4) RCHO + H,O ¥ RCH(OH),

(5) RCOOAr + H,O ¥==—===RCOOH + ArOH

(6) RSO;AT + H,O¥=—=RSO;H + AtOH

(7) ArOPO;~ + H,O ¥=——=H1PO;~ + ArOH

(®) ArF + H,O¥==HF + ArOH (Ar=2.4 dinitrofenil)
(9) PhCH,OCOCI + H,O ¥ PhCH,OH+CO,+HCl
(10) RSO2CI+ H,0 ¥==—===RSO;H + HCI (R=Me:Ph)

1.45. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 20 wyildir CA enzimini katalitik mekanizmasin1 aydinlatmayr amagclayan
caligmalar yapilmistir (Lindskog ve Silverman, 2000). Bu calismalarla elde edilen
sonuglara gore, CA enziminin, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar
altinda aktivitesini kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi avantajli 6zelliklere
sahip oldugu anlagilmistir. Aktif bolgede Zn*? iyonu ve ona bagli bir hidroksil grubu
ihtiva etmektedir. Aktif bolge yakinindaki aminoasitler, proton verici ve proton

gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir (Lindskog and Silverman 2000).

CA enziminin reaksiyonlar: katalizinde, Zn*? iyonunun biiyiik 6nemi vardir. Yapilan
X-ray kristalografi sonuglari, metal iyonunun bir H20 veya OH- iyonu ve ii¢ histidin
rezidiisii (His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine edilen, aktif bolgedeki 15 A°
derinligindeki bir yarigin tabaninda yer alandigini gostermektedir. Cinko baglh H20O,
Glul06’nin karboksilat grubuna sirasiyla koprii olusturan Thr199’un hidroksil

grubuyla, hidrojen bag etkilesimleri sonucu tutunmaktadir.
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Bu etkilesimler, ¢inko bagli su molekiiliiniin niikleofilik karakterini arttirmakta ve
molekiil niikleofilik atak i¢in uygun yerdeki CO,’ ye dogru hareket etmektedir
(Arslan 1994). Zn*? iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu
olusur (Sekil 1.13-A). Enzimin aktif formu, gii¢li niikleofilik yapisiyla CO;
molekiiline saldirir (Sekil 1.13-B). Bu da, Zn*? iyonuna baglanmis bikarbonat
lyonunun olusmasint saglar (Sekil 1.13-C). Daha sonra, HCOj3; iyonu bir su

molekiiliiyle yer degistirir ve ¢Ozeltiye geger. Bunun sonucunda, Zn*?

iyonuna su
molekiilii baglanir ve bu da Sekil 1.13-D ‘de goriildiigii gibi enzimin asit formuna

doniigsmesini saglar (Lindskog 1997).

Hidrofobik cep
o Val 121
o Val 143
0 Leu 198
da \
Ca |
0|
“OH “OH /
| +CO, | /
_Zn** - Zn**
94 His” | THik119 = 94 I—]is/| ~His 119
His 96 His 06
A B
B -8
0
i
H— u:l)-“"
{|:}H2 } _\+’,_-()'
, - HCOy n2
¥ = 94 His™ | “His 119
94 His~ | “His119 + H,0 His 96
His96 C

Sekil 1.13. CA enziminin CO,-hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin

sematik gosterilisi (Lindskog, 1997).
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Sekil 1.14. CAII aktif kismi. Zn(Il) iyonu(merkez) ve 3 histidin ligant1 ( His94, His
96, His119) goriilmektedir. Anyon degis-tokusunun karboksiterminal kisminda
gerceklemektedir (Scozzafava ve Supuran, 2002).

Katalizdeki hiz sinirlamasi ikinci reaksiyondur. Enzimin hidroksit kisimlarim
rejenere eden proton transferidir (Zimmerman et al., 2007). CAIl, CAIV, CAV,
CAVII ve CAIX gibi kataliz 6zellikli ¢cok aktif izoenzimlerde siireg, bir histidin
rezidiisii (His64)tarafindan, en etkili CA izoenzimi CAIl ‘ye yonelik oldukega etkili

proton transferi siirecini takiben aktif kismin girisinde konuslanir.

Bu durum, ayrica CA II” nin, bilinen en aktif enzim oldugunu agiklar ( a kcat / Ky, =
1,5 x 108 M-1s-1 degeri ile) ve ayn1 zamanda klinik uygulamalar1 olan inhibitorlerin

dizayni i¢in 6nemli sonuglar veren bir durum olmaktadir (Supuran, 2008).
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1.4.6. Karbonik Anhidrazin Onemli inhibitorleri

Cogu tek degerli anyon CA enzimini inhibe eder. Fakat bu iyonlarin
konsantrasyonlar1: (sigir CA-II, pH 7,55’de) birkag mikromolar seviyesinde
inhibisyon gosteren CN~ iyonu ve 1 M’lik iyon konsantrasyonunda inhibisyon

gosteren F iyonunda oldugu gibi biiyiik degisiklik gosterir (Lindskog, 1982).

Inhibisyonun pH bagimhihigma ve 2 Co™’nin yer degistirdigi enzimin optik spektrum
tizerindeki etkilerine iliskin ¢alismalar, anyonik inhibitorlerin metal iyonuna
baglandigi ve katalitik CO, hidrasyonunda 6nemli bir rolii olan OH iyonunun
olusumunu onledigi sonucuna varlmistir. 2 Co** ile ilgili spektrumlar bazi
anyonlarin sadece ¢inko bagl ¢oziici molekiili yerinden ederek tetrahedral
koordinasyonu sagladigini, diger anyonlarinsa pentahedral koordinasyon yapisi

olusturdugunu ileri siirmektedir (Lindskog, 1982).

Lund Universitesinde Profesér Anders Liljas’m labarotuarinda yapilan insan CA-II
caligmalar1 basta olmak {izere, son kristalografik ¢alismalar, anyonik inhibitorlerin
cesitli bag bicimlerine yeni bir 151k tutmustur. Aktif bolgenin 6nemli bir 6zelligi
¢inkoya bagli H,O veya OH" iyonu igeren Glu-106 ve Thr-199 bulunduran indirekt
liganddaki bir H baglanma sistemidir.

Glu-106 biiyiik olasilikla iyonlagmistir ve bu nedenle, hidrojen bagli Thr-199 ile bir
alic1 gorevi gormelidir. Sonug olarak, Thr-199’un hidroksil grubunun, metal baglh
¢oziiciiyle baglanmasinda bir H atomu alicis1 oldugu kabul edilmelidir. Ayrica,
¢inkoya bagli H,O veya OH", hidrofobik bir cepte bulunan bir baska su molekiilii ile
bir hidrojen bagi olusturur. Hidrojen, Thr-199’un peptit NH’ma baglanir. Bu hidrojen
bagi etkilesimlerinin, inhibitorlerin bagi {iizerinde belirleyici etkisi oldugunu

gostermektedir (Liljas et al., 1994).
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Protonlanmig bir ligand atomuna sahip olan inhibitorler, tetrahedral koordinasyon
geometrisini bozmaksizin metale bagli ¢oziicli molekiiliin yerini alirlar ve Thr-
199°un OH grubu ile hidrojen baginmi korurlar. HSO3™ ve HS iyonlar1 buna 6rnek
olarak verilebilir. HSO3™ iyonu derinde olan su molekiilii ile yer degistirirken bir
oksijen atomu Thr-199’un NH gurubu ile hidrojen bag1 olusturur. Ugiincii oksijen

atomu 0,31 nm mesafeden ¢inkoya dogru yonelir (Mangani ve Hakansson, 1992).

/ y
N \H
N Thr-199 k
Thr-199 H \
L}
/O_H Glu-106 O----H—0, é/_O
Glu-106 ! y
‘H Jr' \-\O
| ° ol
o) O/ P
// \\\
A B

Sekil 1.15. CA-II ile inhibitorler arasindaki komplekslerin yapilarinin sematik
cizimleri. (A Inhibe olmayan enzim B Bisiilfiir)

S04 gibi iki degerli anyonlar, CA’y1 inhibe etmez veya ¢ok zayif inhibitorler gibi
hareket ederler (Simonsson and Lindskog1982). Esasen, pH=6,0’da 2,4 M (NH4)2
SO4’m varliginda bile, insan CA-Il izoenziminin kristal yapisinda siilfat iyonunun
baglandigina dair hi¢bir kanit yoktur. Negatif yiiklii iyon Glu-106"nin baglanmasini
onlemektedir (Hakansson et al., 1992).

Yapilan calismalarda karbonik anhidraz enziminin en gii¢lii organik inhibitoriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin
kolaylikla iyonik yap1 kazanmalar1 en ¢arpict 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1

asagidaki reaksiyonda goriilmektedir.

R_SO’}NHZ

R—SO,NH- + H*
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Siilfonamidin bu 6zelligi karbonik anhidraz enzimi {izerindeki inhibisyon i¢in son
derece 6nemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarakta kullanilmaktadir (Roughton ve
Booth, 1946; Tozlu, 1997).

CA’nin en gl¢li organik inhibitérleri aromatik veya hetero aromatik
stilfonamidlerdir. Siilfonamidler —-SO;NH, fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir.
Siilfon amidlerin genelde CA-II igin K; degerleri 10° ile 10" M arasinda degisir.
Glokom hastaligi tedavisinde CA’nin gii¢lii inhibitérlerinden olan asetazolamid
kullanilmaktadir. Oral yoldan verilen bu ilacin olduk¢a fazla yan etkileri vardir. Bu
yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ilag molekiilii bulmak amaciyla bir ¢ok
stilfonamid tiirevi sentezlenmis ve g6z epitelyumunda bulunan CA-II iizerinde

inhibisyon etkileri arastirilmistir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Biilbiil et al., 2002).

\
Me)k >¥N S NH2
Acetazolamide Methazolamide Ethoxzolamide
N2
0=S=0 NHEt NHEt
//O / ‘ /O N(wtrj\/g)
cl S—NH; Me™ ST ~S” “S-NHgH,C)30Me” ST “S” “S—NH
/ 7N /) 7 N /7
cl O 00 g 00 o
Diclorophenamide Dorzolamide Brinzolamide

Sekil 1.16. Baz1 Siilfanamidlerin agik formiilleri
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Glintimiizde siilfonamidler glokom hastalig1 tedavisi disinda diiiretik, antibakteriyel
ve antifungal ila¢ olarak yaygin kullanima sahiptirler. Bu sebepten diinyanin bir ¢ok
yerinde farkli gruplar tarafindan yeni siilfonamid tiirevleri sentezlenmektedir.
Asetazolamid, metazolamid, etazolamid, diklofenamid, dorzolamid ve brinzolamid
gibi bazi1 6nemli siilfonamid tiirevleri asagida verilmistir. Siilfonamidler antiglokom
ilact kullaniminin yani sira CA-IX ile kanser dokularinin direk iliskisi olmasi
sebebiyle kanser teshisinde kullanilabilmektedir. Ayrica CA enzimi inhibitdrii olan
sonucunda antiobezite,

bu molekiillerin yapilan birgok c¢alisma antifungal,

antibakteriyel, ditiretik ilag¢ olarakta kullanilabilecegi belirtilmistir (Supuran, 2008).

Tablo 1.5. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Hiicre igi
Siilfonamidlere ilgisi (Lindskog, 1997).

Yerlesimleri ve

‘ Kataliz Aktivitesi Stilfonamidler Hiicre ici
Izoenzim (COz2 hidrasyonu) icin Afinite Yerlesim
CAIl Diisiik ( CAll’'nin %10’u ) Orta Sitozol
CAIl Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
CAlll Cok diisiik ( CAIl’nin %0.3°1) Cok diisiik Sitozol

CA IV Yiiksek Yiiksek Membrana bagli
CA VA Orta-Yiiksek= Yiiksek Mitokondri
CA VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta Yiiksek Salgi halinde
CA VII Yiiksek Cok yiiksek Sitozol

CA VI Akatalitik Sitozol

CA IX Orta Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik Sitozol
CARP XI Akatalitik Sitozol

CA XIllI Diisiik Yiiksek Transmembran
CA Xlll Orta Yiiksek Sitozol

CA XIV Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XV Diisiik Yiiksek Membrana bagl
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Sekil 1.17. Siilfonamidlerin Karbonik Anhidraz Enzimine Baglanmas1 (Ozensoy,
2002).

CA’nin en giicli organik inhibitorleri aromatik veya hetero aromatik
stilfonamidlerdir fakat bu ¢aligmada siilfanilamid grubu igermeyen bazi vitaminlerin

kordon kani hcbCA | ve Il izoenzimleri iizerine inhibisyon etkileri incelenecektir.

1.5.Deneyde kullanilan vitaminler ve ozellikleri

1.5.1. K vitamini

K vitamini bir tesadiif sonucu kesfedilmistir. Danimarka’da Henrick Dam 1929
yilinda tavuklarin diyetinde kolestoroliin gerekli olup olmadigini incelemek i¢in
deneyler yaparken tavuklari, lipid ¢oziicii maddelerle ekstrakte edilmis bir yemle
besliyordu. Yagsiz diyetle beslenen tavuklarin kanama yiiziinden o6ldiigiini
gozlemledi (Dam et al, 1935). Bir baska gruba yesil yaprakli kaba yonca verdiginde
kanama olmadiginmi saptadi. Boylece besinlerde antihemorajik bir faktoriin varligini
kesfetmis oldu. Bu arastirmalar yayinlandiginda “Koagulationsvitamin” kelimesinin
bas harfinden gelen K vitamini dogdu. 1975°de ilk defa karacigerde K vitamini

karboksilaz enzim aktivitesi tespit edildi (Umit et al, 2006).

K vitamini yagda eriyen vitaminlerdendir. Temel fonksiyonu karaciger hiicrelerinde
ve karaciger dis1 hiicrelerde fonksiyonel 6nemi olan proteinlere bagl glutamat
rezidiilerinin gama-karboksiglutamata (Gla) donistiiriilmesidir. Proteinlerdeki gama-

karboksi glutamatin bilinen tek etkisi kalsiyum iyonu baglamasidir. Bu baglama,
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protein molekiiliindeki biyolojik etkinlik i¢in gerekli degisikligi saglar (Higdon et al,
2003 ve Zipursky et al, 1999).

Bu doniisiim karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda glutamat
rezidiisiiniin gama-hidrojeni yerine karboksil grubu getirilmesi suretiyle yapilir. Bu
reaksiyon gama-glutamil karboksilaz enzimi tarafindan katalizlenir. K vitamini
NADH veya NADPH varliginda aktif formuna (hidrokinon) indirgenir. Hidrokinon,
epoksit vitamin K’ya oksitlenir. Bu ikinci reaksiyon, K vitamini bagimli proteinleri
aktive eden karboksilasyon reaksiyonuna baglidir. Sonugta epoksit vitamin K,
epoksit rediiktaz araciligiyla K vitaminine dontsir. Epoksit rediiktaz dithiol

bagimlidir ve antikoagiilanlar tarafindan inhibe edilir (Dilek et al, 2007).

Bu dongii esnasinda ilk bulunan gama-karboksi glutamatlanmis protein
protrombindir. Bundan baska c¢esitli pithtilasma faktorlerinin (faktér 7,9,10, protein
C, S, Z, M) inaktif durumdan aktif duruma getirilmesi i¢in bu modifikasyon
gereklidir(Booth et al, 2001 ve Zipursky et al, 1999).

Koagiilasyon proteinleri disinda; kemik, kikirdak, akciger, bobrek ve baska
dokularda da K vitaminine bagimli proteinler izole edilmistir (Booth et al, 2001;
Greer et al, 1999; Higdon et al, 2003 ve Langman, 2003).

Bunlardan iki tanesi iyi bilinen osteokalsin ve matrix Gla protein (MGP) dir.
Osteokalsin, osteoblastlar tarafindan sentezlenir ve kemigin kalsifikasyonunda rol
oynar. MGP ise, kikirdak, kemik ve kan damarlarinda sentezlenir. Kemik
mineralizasyonunu ve arteryel damar duvarinda Kalsifikasyonu inhibe etmektedir
(Dilek et al, 2007)
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K vitaminin koagulasyon sistemindeki rolii kesfedildikten sonra, K vitaminin

biyolojik rolii hakkinda bir ¢ok aragtirmalar yapilmistir:

1. K vitamin antagonistlerinin kesfi ve onlarin antikoagulasyonda farmakolojik

ajanlar olarak taninmasi1 (Commpbell et al, 1941).

2. Kan pihtilasma proteinlerinde y-karboksi glutamik asidin kesfi (Nelsestuen et al,
1974 ve Stenflo et al, 1974).

3. Protein-membran etkilesimi igin bir gereksinim olarak proteinlere metal baglama
Ozelligi veren, metal baglayict bir amino asit olan y -karboksi glutamik asidin

tanimlanmasi1 (Esmon et al, 1975 ve Sperling et al, 1978).

4. Glutamik aside CO, baglanmasin1 katalizleyen bir enzimatik aktivitenin (K

vitaminine bagimli karboksilaz) bulunmasi (Esmon et al, 1975).

5. K vitaminine bagimli proteinlerin sentezi sirasinda propeptid basamaginin

saptanmasi (Kurachi et al, 1982).

6. Prekiirsor proteindeki y -karboksilasyon tanima bolgesinin kesfi (Furie et al,
1997).

O

Sekil 1.18. K vitamininin molekiil yapisi
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1.5.2. A vitamini

A vitamini ve tiirevleri (retinoidler), besinler icinde cesitli sekillerde bulunurlar.
Tirevlerinden (vitamer) viicutta en yaygin olan1 retinol’diir. Bu madde kimyaca, izopren
birimlerinden olusan doymamus bir alifatik zincirin ucunda B-iyonon (sikloheksenil)
halkasi iceren ve yagda ¢oOziinen bir primer alkoldiir. Kasaplik hayvanlarin ve deniz
baliklarinin etinde, 6zellikle karacigerinde ve uzun zincirli yag asitleri ile esterlesmis
sekilde bulunur. En fazla bulunan esteri retinol palmitat’tir. Bitkisel besinler ise bunun
prekiirsorii olan karotenleri icerirler. Bunlar sar1 veya kirmizi renkli meyve ve sebzeler,

1spanak ve pancar yapragi gibi yesil sebzelerdir (Kayaalp et al, 2000).

Antioksidan ozellikleri olan A vitamini, bakterileri par¢alayan lizozim enzimlerini
iceren mukus ve mukopolisakkaridleri yapan hiicrelerin gelisimi igin gereklidir. A
vitamini hiicrelerin biiytimesi ve gelisimi igin gereklidir. Antienflamatuvar etkili bir
madde olan A vitaminin kortikosteroidlerin olas1 istenmeyen etkilerinin dnlenmesine
de yardimci oldugu bilinmektedir. Her ne kadar bu onleyici etki mekanizmasi tam
olarak bilinmese de yara iyilesme siirecinde makrofaj ve monositlerin sayisinda artis
ve kortikosteroidlerin lizozimler {izerindeki etkisini engelleme ile gosterdigi
diistiniilmektedir (Reifen et al, 2002).

Retinoidlerin kortikosteroidlerin zararli etkilerinin engelledigi c¢esitli yayinlarda
bildirilmistir. Fleksor tendon tamirinde(Greenwald et al, 1990), femoral kemik
fraktiirti iyilesmesinde(Seifter etal, 1975), intestinal anastomoz iyilesmesinde(Phillips
et al, 1992), A vitamininin yararl etkileri saptanmistir. Bozulmus yara iyilesmesi
olan kortikosteroid tedavisi altinda doku iyilesme kapasitesini artirir(Ehrelich et al,
1973). Tavsanlardaki kortizon ile iyilesmesi engellenmis agik yaralarmm A vitamini

tedavisinin iyilesmeyi stimiile ettigi saptanmigtir(Hunt et al, 1969).

A vitamininin cilt bozukluklari, bronko-pulmoner displazi ve infeksiyon hastaliklar
gibi inflamasyon durumlarinda faydali oldugu rapor edilmistir. Cocukluk cagi
pnomonilerde A vitamini takviyesi hastaligin siddetini azaltmaktadir. Notrofil

stiperoksit tiretimini azaltir ve dolasimdaki 16kositleri artirir(Wiederman et al, 1996).
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Salisilatlar hidrokortizon ve prednizolonun iyilestirmeyi geciktirici etkileri retinoik

asit uygulanarak azaltilabilir(Lee et al, 1970).

Vitamin A ve tlirevleri, hem normal embriyo gelisimi i¢in hem de eriskin organizmada
farklilasmanin stirdiiriilmesi i¢in gereklidirler (Deluca et al, 1991; 1995 ve Gudas et al,
1994). A vitamini’nin yetersiz oldugu durumlarda, embriyo segmentasyonu ve biiylimesi
basarisiz olur, vaskiilarizasyon durur ve sonugta embriyo rezorbe olur (Maden, 1996;
Thompson et al, 1969 ve Wellik et al, 1995). Eriskinde 6zellikle epiteliyal farklilasma A
vitamini’ne  gereksinim duymaktadir. Eksikligi ise, ileri asamada epitelin
karakteristiklerini degistirerek oliimiine sebebiyet veren skuamoz metaplazi’ye neden
olmaktadir (Deluca et al, 1995 ve Seyba et al, 1993). Diger taraftan A vitamini’nin
fazlaligi embriyogenez esnasinda sekil bozukluklarina sebep olurken, eriskinde
membranolitik ve hepatotoksik etki yapmaktadir (Nau et al, 1994). Bu nedenle,
retinoid dengesinin korunmasi, saglikli organizmanin normal fizyolojisinin korunmasi

icin son derece 6nemlidir (Roos et al, 2000).

HyC  CHs CHy CHs

\\\\OH

CH

Sekil 1.19. A vitamininin molekiil yapisi

Retinoidler embriyoya annenin dolagim sistemi vasitasiyla ulagsmaktadir. Retinol,
retinaldehit ve retinoik asidin taginimi; bu kimyasallarin gebe hayvanlara yiiksek
dozlarda verilmesiyle ayrintili bir sekilde incelenmistir (Collins et al, 1999; Greene,
1976; Kochhar et al, 1988 ve Sass et al, 1999).Kemirgenlerde vitellus kesesi plasentasi,
retinol’lin anne tarafindan fetus tarafina taginmasinda onemli bir islev listlenmektedir.

Bu islev gebelik boyunca da 6nemini korumaktadir (Johansson et al, 1997).
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1.5.3. B-12 vitamini

Vitamin B12 (kobalamin), ortasinda kobalt atomu bulunan 4 pirol halkasindan
olusmuss  korrin  halkasina sahip kompleks bir molekiildiir. Sadece
mikroorganizmalar tarafindan iretilir ve memeli karacigerinde, metilkobalamin,
adenozilkobalamin ve hidroksikobalamin halinde depolanir (Bolat, 2007).
Kobalaminler kobalt atomuna bagli farkli yan gruplara gore isimlendirilirler. Metil
grubu ile metilkobolamin, 5'-deoksiadenozil grubu ile deoksiadenozil kobolamin
veya koenzim B12, hidroksil grubu ile hidroksi kobolamin, su molekiili ile
akuakobalamin, siyanid ile siyanokobolamin veya B12 vitamini olarak adlandirilirlar
(Burtis et al, 1994).

B12 vitamini sadece mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir. Diger suda eriyen
vitaminlerden farkli olarak metil kobalamin, adenozil kobalamin ve hidroksi
kobalamin seklinde karacigerde 1 mg B12 vitamini depo edilir. Insanlar i¢in giinlik
B12 vitamini ihtiyact yaklasik 0,5 mg oldugu icin karacigerde depolanan B12
vitamini 2000 giinliik ihtiyac1 karsilayabilir. Ancak serum B12 vitamini diizeyi,
fonksiyonel eksikligi gostermedigi bu siire gergekte daha kisadir (Burtis et al,
1994).Bunun i¢in serum veya idrar metil malonik asit diizeyi bilinmelidir (Gultepe
et al, 2003).

Yiyeceklerdeki kobalamin genellikle koenzim formunda (deoksiadenozil kobalamin
ve metil kobalamin) ve proteinlere spesifik olmayan sekilde baglanarak alinir.
Kobalamin asidik mide ortaminda pepsin ile gidalardan ayrilir ve midede tiikriikk R
proteini olan haptokorrine baglanir. Bu kompleks pankreatik enzimlerce
sindirilinceye kadar barsakta ilerler. Bu proteinin sindirilmesi ile serbest kalan B12
vitamini mide mukoza hiicrelerinde {iiretilen bir glikoprotein olan intrinsik faktore
(IF) baglanir. Distal ileumda, B12 vitamini - IF kompleksi mukoza epitel hiicreleri
yiizeyindeki reseptorlere baglanip hiicre i¢ine alinir. Mukoza epitel hiicresi i¢inde

B12 vitamini - IF kompleksi ayrilir. Mukozal kapiller dolasima gecerek portal ven



48

sistemi ile karacigere tasinan B12 vitamininin tamamina yakini karaciger tarafindan

tutulur.

Eger B12 vitamini miktar1 hepatosit reseptorlerinin kapasitesini asar ise; fazla olan
miktar bobrekler yolu ile atilir. Karacigerde koenzim formunda depolanir ve
fizyolojik ihtiyaci karsilamak i¢in buradan dolagima salinir. Kobalamin dolasimda
serbest formda bulunmayip kobalamin tasiyici proteinler olan transkobalaminler ile

birliktedir. Transkobalaminin ti¢ farkli formu vardir (Burtis, 1994);

Transkobalamin (TC) I, dolasimdaki B12 vitamininin %80’ini baglar. Toplam hiicre
ici aliminin %1’ine aracilik eder. Vitamini plazmadan dokulara tagima fonksiyonu
yoktur. B12 vitamini TC I’e baglh olarak karacigerde depolanir. Karaciger depo

formu safra ile atilip enterohepatik dolagima girer.

TC 1II, yapica TC I’e benzer. Bir¢ok kobalamin tiirevini baglayabilir. Tasiyici
fonksiyonu var gibi goriinmekle birlikte TC III’iin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, kandaki zararli ve metabolik olarak ise yaramayan
kobalamin analoglarmin toplanmasini sagladigi diistiniilir (Carmel, 1981). Bazi
caligmalar TC III’in B12 vitaminini hizla ve sadece karacigere gotiirdiigiinii belirtir
(Hall, 1989). Plazmada B12 vitamini tasiyan en O&nemli protein a-globulin
yapisindaki TC II’dir. TC Il, bir¢ok doku tarafindan sentezlenmekle birlikte temel
olarak karacigerde sentezlenir. TC II'nin her molekiilii bir B12 vitamini baglama
kapasitesine sahiptir. Plazma TC II, B12 vitaminini enterosit icinden dolasima tasir.
Dolagimdaki total kobalaminin %210-30'unu baglar ve yar1 6mrii 6 - 9 dakikadir. B12
vitamini distal ileumda IF’den ayrildiktan sonra TC II’ye baglanir ve B12 vitaminini
tiim dokulara dagitmak igin portal dolasima gecer (Hall, 1989). TC Il, B12 vitamini
icin IF'den daha spesifiktir. TC Il - B12 vitamini kompleksi bir¢ok dokuda bulunan
TC 1I reseptorlerine hizla baglanarak endositoz ile hiicre igine alimir. Lizozom

icindeki diistik pH etkisiyle TC II, B12 vitamininden ayrilarak dolagima geri doner.
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Serbestlesen B12 vitamini sitozolde metil kobalamine doniisiir ya da mitokondri
icine girerek 5’-adenozilkobalamine doniigiir. TC Il sadece metabolik olarak aktif
kobalaminleri tasir (Carmel et al, 1981 ve Jacob et al, 1980). Karaciger hiicre
harabiyetinde karacigerdeki B12 vitamini baglayan faktorlerin hasar gérmesi de
plazma B12 vitamini ve diger vitaminlerin dolagima salimimin artirir (Bake et al r,
1956 ve Sorrel et al, 1974). Kronik karaciger hastaliklarinda artmis plazma B12
vitamini diizeyindeki azalma karaciger fonksiyonlarinda diizelmeye isaret edebilir
(Baker et al, 1998). B12 vitamini ve folik asidin dokudaki diizeyleri tamamen
doldugunda hepatik DNA sentezi ¢ok belirgin sekilde artar ve karaciger
rejenerasyonu olabilir (Leevy et al, 1985). Aktif formlar olan metil kobalamin ve 5’-
adenozilkobalamin iki 6nemli reaksiyonda koenzim olarak rol alir(Kayadibi et al,
2006)

Sekil 1.20. B-12 vitamininin molekiil yapis1
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1.6. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Metodlar:

1.6.1. Esteraz Aktivitesi

Kinetik c¢alismalarda, CA aktivitesi Ol¢limleri bu yontemle yapilmaktadir. Bu
yontem, CA’nin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir(Mc Intosh
1970). Prensip olarak, karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenil
asetati, p-nitro fenol ve p-nitro fenolata hidroliz etmekte ve bu da 348 nm dalga

boyunda absorpsiyon vermektedir. Reaksiyon denklemi sdyledir;

H (4
0\ OCCH; 4 0 —= 0, OH + CHCOOH

Olgiimii yapilan 348 nm’deki dalga boyu, p-nitro fenol ve p-nitro fenolat iyonunun

izosbestlik oldugu, yani her ikisinin de ayn1 absorbans1 verdigi bolgedir.

Fenol gruplar asidik olduklari i¢in ortamin pH’sina gore, degisen oranda, fenolat ve
H* iyonlarina ayrisir. 348 nm dalga boyunda p-nitro fenol ve p-nitro fenolat
iyonunun absorbanslar1 ayn1 anda okunabildigi i¢in bu durum absorbans 6l¢timiinii
etkilemez. p-nitro fenol bilesiginin molar ekstiriksiyon katsayisi, 1348 = 5.4 x 10-3
M-1 ‘dir. Bu dalga boyunda p-nitrofenil asetatin ¢ok az bir absorpsiyonu vardir ve

1348 = 0,4 x 10-3 M—1 molar ekstiriksiyon katsayisina sahiptir
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2. KAYNAK OZETLERI

P. Chappuis ve arkadaslar1 (1998) yeni doganlarin eritrositlerinde yaptiklari bir eser
element analizinde, karbonik anhidrazin kofaktorii olan ¢inko elementinin miktarini

ve hangi patolojik vakalarla ilgisinin oldugunu arastirmiglardir .

Brigitte Pe'riquet ve arkadaslar1 (2005) 26-42 haftalik fetiislerde kordon kanindaki
¢inko ,bakir, selenyum, A vitamini, E vitamini, A vitamini baglayici protein,
transthyretin, albumin ve transferin miktarlarini; cinsiyet ve siire degiskenleri
durumlarinda izlemislerdir. Bu ¢alisma sonucu A Vitamini 0.55+ 0.17 pumol/L, ¢inko

20.4 £3.8 umol/L olarak tespit edilmistir.

Ting-yu Li ve arkadaslart (2009) yaptiklari bir ¢alismada gebelik sirasinda A
vitamini, E vitamini ve C vitamininin bebegin zihinsel gelisimi ile ilgisi lizerinde
incelemeler yapmislardir. 150 Cinli anne iizerinde yapilan ¢alismayla dogumdan
once ve 2 yil boyunca, ¢ocuklarin zihinsel gelisimi bu vitaminlerin seviyeleriyle
paralel olarak incelenmistir. Sonug olarak antioksidant olan bu enzimlerin konusma,
sosyal davranig gibi bir¢ok zihinsel gelisim parametresinde olumlu rolii oldugu

kanisina varilmistir.

Outi Tammela ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada erken dogan
bebeklerin kordon kanlarindaki A vitamininin konsantrasyonlar1 c¢alisilmistir.
Calismada A vitamin konsantrasyonunun kordon kanindaki miktar1 1.05 mmol/ 1
standart deger olarak kabul edilmis ve c¢ocuklarin dogduklar1 andaki saglik
durumlari, kilolar1 gibi baz1 verileri degerlendirilmistir. Bu verilere gore erken
dogum yapan annelerdeki A vitamini eksikligi bebegin sagligi agisindan bir ¢ok

probleme neden oldugu belirtilmistir.
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Geertje Goedhart ve arkadaslarinin (2011) yaptiklari bir ¢alismada B-12 vitamininin
yeni doganlarda asir1 aglamayla ilgisi iizerine incelemelerde bulunulmustur. Bu
calismada B-12 vitaminin seviyesi yeterli durumlarda yeni doganlardaki bu

rahatsizligin ortadan kalktig1 gzlemlenmistir.

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien
tarafindan ve birbirlerinden habersiz olarak kesfedilmistir. Meldrum ve Roughton
(1933) insan eritrosit karbonik anhidraz enzimini yiiksek oranda saflagtirmalarina
ragmen sigir  eritrositlerinden  saflagtirmayr  1930°’lu yillarin  sonlarinda
gerceklestirebilmistir (Keilin ve Martin 1944), CA aktivitesinin ¢inko igerigi ile
orantilt oldugunu bularak ¢inkonun katalizlemede spesifik rolii oldugunu
bildirmislerdir. Boylece CA enzimi tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe

gecmistir.

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi belirlenmis ve bu
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklari arastirilmis ve
hala bu konuda ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Lonnerholm et al., 1985; Okuyama et
al., 1995; Parkkila ve Parkkila, 1996; Christie et al., 1997; Raisanen et al., 1999).

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in en ¢ok uygulanan metod afinite
kromatografisidir. Karbonik anhidraz enzimi ilk kez 1972 yilinda Falkbring ve
arkadaslar1 tarafindan bir afinite jeli kullanilarak saflastirilmis, daha sonra 1975
yilinda Whitney’in, 1976’da  Chanpagnol’un, 1980 yilinda Wistrand ve
arkadaslarinin ve 1996’da Arslan ve arkadaslarinin, 2004’te Ozensoy ve
arkadaglarinin yaptiklari ¢alismalarda farkli afinite jelleri sentezlenmistir. Hall ve
Schaer (1983), kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisi ve DEAE Biogel iyon degisim kolonu kullanarak gokkusagi
alabaliklar1 eritrositlerinden CA enzimi 3,7 kat saflastirmislardir. Buna ek olarak,
insan eritrositlerinden CA-I izoenzimi 10366 EU/mg protein spesifik aktivite, %39,5
verimle ve yaklasik 1000 kat ve HCA-II ise 52200 EU/mg protein spesifik aktivite,
%?22,4 verimle ve yaklasik 5000 kat saflastirilmistir (Beydemir et al. 2002).
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Enzim Plasmodium falciparum’dan katyon degistiricic Mono S kolonu, anyon
degistirici Mono Q kolonu ve Sepharose 12 jel filtrasyon kromatografisinin kombine
edilmesiyle 18 EU/mg protein spesifik aktivite, %6,5 verimle ve 66,7 kat
saflagtirnlmistir (Krungkrai et al. 2001).

Banerjee ve arkadaslar1 (2004), rekombinant HCA-II'yi Sepharose—IDA-Zn?*
afinitekolonu kullanarak 0,74 EU/mg protein spesifik aktivite, %76 verimle ve 4,6

kat saflastirmislardir.

Karbonik anhidraz enzimleri pek ¢ok dokudan saflastirilmis ve molekiil kiitleleri
belirlenmistir. Burt ve arkadaglarinin 1992°de yaptiklar1 bir ¢alismada literatiirde yiiz
sinegi olarak ifade edilen Musca autumnalis larvalarindan CA saflagtirilmigs SDS-
PAGE yapilarak enzimin saflig1 kontrol edilmis ve molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak

belirlenmistir.

Daha sonra enzimin dogal molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla jel filtrasyon
kromatografisi yapilmis ve 31.000 Da olarak tespit edilmistir. Boylece enzimin aktif
formunun monomerik yapida oldugu gosterilmistir. Krungkrai ve arkadaslarinin
(2001), yaptiklar1 bir arastirmada, Plasmodium falciparum’dan saflagtirilan CA’nin

molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak belirlenmistir.

CA enzimleri hayvanlarda ve oOzellikle 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 inhibitdrleridirler (Biilbiil et al., 2003). Ornegin insanlarda
glokom hastaliginda CA inhibitorleri farmakolojik ajan olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Casini et al., 2002; Giil¢in et al., 2004).



54

Supuran ve arkadaslar1 (2011) Dicentrarchus labrax solungaglarindan CA enzimini
Sepharose-4B-aniline—sulfanilamid afinite kolonunun kullanilmastyla 935.42 EU/mg

protein spesifik aktivite, % 72.42 verimle 108.4 kat saflastirilmiglardir.

Ekinci ve arkadaslar1 (2011) Dicentrarchus labrax karaciger dokusundan CA
enzimini  Sepharose-4B-tirozin-sulfanilamid afinite kolonunun kullanilmasiyla

751.72 EU/mg protein spesifik aktivite, % 46 verimle 78.8 kat saflastirilmislardir.

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’ N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), diyaliz torbalari, Siyanojen bromiirle aktiflestirilmis
Sepharose 4B ve L-trozin 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, [-merkaptoetanol; c¢alismada  kullanilan

antibiyotikler ise piyasadan temin edilmistir.
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Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Elektroforez tanki
Peristaltik pompa
Karistiric1 (Vorteks)
Hassas terazi
Otomatik pipet
Calkalayici
Magnetik karistiric
Saf su cihazi

Kar makinesi

Gli¢ kaynagi
Buzdolaplari

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar):

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hettich UNIVERSAL 320
TU- 1810 DASPC UV-VIS
Radiometer meterlab PHM 210
BIO RAD (dikey)

Ismatec MCL

Heidolph Reaxtop
Gecavery (UK)

Eppendorf

Midi Dual 14

Heidolph

Niive

Scotsman AF-20

1-Bio Rad Power Pac 3000
Bosch

Ariston

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

¢ozeltilerde kullanilan su sterilize edilmistir.

1. 0,2 M NaHCOs3, pH=8,8 (Sepharose matriksleri lizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon): 16,8 g NaHCO3, 950 ml destile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile

pH=8,8"¢ titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.
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2. 25 mM Tris-HCI/0,1M Nay;SO,4, pH=8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g NaySO4, 950 ml destile suda ¢oziilerek 1
N HCl ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamland.

3. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO,4, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasinda kullanilan tampon) 3,0275 g Tris ve 3,124 g Na;SO4, 950 ml
destile suda ¢oziilerek 1 N HCI ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim

1 litreye tamamlandi.

4. 0,1 M NaCH3COO/ 0,5 M NaClO,, pH= 5,6 (kolona tutunmus CA-Il enziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢dzelti): 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.

5. %0,9’luk NaCl (Homojenatin yikanmasi i¢in kullanilan ¢6zelti): 4,5 g NaCl alinip

hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

6. 0,05 M Tris-SO4, pH=7,4 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
cozelti): 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.

7. %0,02°lik NaNj cozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi igin

kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaNj3 alinarak hacmi saf su ile 100 m1’ye tamamland.

8. 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
karigtirilarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu
tamponu kullanmadan hemen 6nce, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak

sekilde 3- merkaptoetanol ilave edildi.
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9. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml suda
¢oziildii, daha sonra bunun iizerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim

saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

10. 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 hazirlandi.

11. Yikama c¢ozeltisi (elektroforez jelinin yikanmasi i¢in kullanilan ¢dzelti): %50

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

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

kadar1 hazirlandi.

13. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢dzelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde
¢oziildi, bu ¢ozeltiye %95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢dzeltinin hacmi,

saf su ile 1 litreye tamamlandi.

14. %0,04’liik brom timol mavisi ¢dzeltisi (CO»-hidrataz aktivitesinde indikator
olarak kullanilan ¢o6zelti): 0,1 g indikatérin 16 ml 0,01 N NaOH igerisinde

¢oziildiikten sonra hacminin saf suyla 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

15. 1 M Tris-HCI pH=8,8: 12,1 g Tris 90 ml suda ¢6ziilip 1 M HCl ile istenen pH’ya

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

16. 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 tamamlanda.
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17. %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢ozeltisi: 6 g akrilamid, 0,16 g
bisakrilamid alinip 13,84 ml suda ¢oziildii.

18. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 0,5 g SDS alinip 4,5 ml suda ¢oziildii.

19. Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti):

25 mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.1. 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 alinan biitlin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar

kuvarz kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi okundu.

3.2.1.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim c¢ozeltisi ve hemolizattaki protein
miktarlart 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 baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya
kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir

(Bradford, 1976).
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Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100
ul 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 karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml aym
tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi ve absorbans
degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein
tayini yapilan numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve standart grafikten miktar

tayini yapildi.

3.2.2.Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

3.2.2.1. Esteraz aktivitesi tayini

Kinetik calismalarda karbonik anhidraz aktivitesi 6l¢timleri bu yontemle yapildi. Bu
yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir.
Prensip olarak karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetat1 p-
nitrofenole hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyon vermektedir (& 348=

5%x10° M™ cm™) (Verpoorte et al., 1967).

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

karigtirilan 49 ml destile suya yavag yavas ilave edildi.
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3.2. 3. Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid Afinite Jelinin Sentezi

CA izoenzimlerinin 2. adimdaki saflastirilmasi ig¢in, afinite jelinin organik sentezi
yapilmustir (Arslan, 1995). Matriks olarak kullanilan CNBr aktive edilmis Sepharose-
4B kullanilmigtir. Matriksle enzim arasindaki sterik engeli azaltmak amaci ile L-
tirozin uzanti kolu, siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye
baglanmistir. Bundan sonraki adim ise, ligandin (p-aminobenzensiilfonamid) uzanti

koluna baglanmasidir. Calisma igin sentezlenen afinite jelinin yapisit Sekil-3.1 de

gosterilmistir.
TJH
| \
O—C— NH—FH—{{ »—0OH
COOH — \‘\
T T N:N N ?—SDQN HQ
{a] U

Sekil 3.1. Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in kullanilan afinite jelinin
kimyasal yapisi.a) Matriks. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B b) Uzant1 kolu. L-
tirozin ¢) Sulfanilamid

Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunun, sulfanilamid ise enzimi spesifik olarak
baglayan kismini olusturmaktadir. Sulfanilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik
bir inhibitorii olup afinite jelinin yapisina girerek sdz konusu enzimin yiiksek oranda
saflastirilmasinda basariyla kullanilmistir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore

hazirlanmuistir.
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3.2.3.1. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye Tirozin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B Buchner hunisine alindi ve 4°C’de 250 mL
NaHCO;3; (0.1 M, pH 10.0) tamponu ile yikandi. Daha sonra 20 mL tamponun
igerisine aliman CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ile ayni tampon igerisinde 15
mg tirozin iceren ¢ozeltisi ilave edilerek 90 dakika yavas tempoda 4°C’de karistirild:
Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde, yikama
suyu 280 nm dalga boyunda, absorbans vermeyinceye kadar destile su ile yikandi.

Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu.

Yikama son olarak 100 mL 0.2 M NaHCO; (pH 8.80) tamponu ile tekrarlandi.
Tirozinle modifiye edilen CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ayni1 tamponun 40
mL si igine alind1 (Arslan, 1995).

3.2.3.2. p-aminobenzensiilfonamidin Kenetlenmesi

25 mg p-aminobenzensiilfonamidin 0°C civarinda 10 mL 1M HCI igerisinde
¢oziildi. 75 mg NaNO; Ihtiva eden 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, p-
aminobenzensiilfonamid ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan
sonra diazolanmig bulunan siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna ilave edildi. pH 9.5' a c¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 litre destile su ve 200 mL 0.05 M Tris-SO4 (pH
7.5) tamponu ile yikandi ve ayni tampon igerisinde muhafaza edildi (Clanis, 1990;
Warburg ve Christian, 1941)
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3.2.4. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin kontrolii

Enzim saflagtirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna goére yapilarak enzimin saflik
derecesi kontrol edildi (Laemmli, 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist liste getirilerek kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 Onleyen siinger ihtiva eden
jel hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland1 ve enjektérle plakalarin
arasma {ist kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmasi
beklendi, ayirma jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi.
Jelin st kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi igin

tarak dikkatlice yerlestirildi.

Yigma jelinin katilagmasi beklenirken islatilmis siizge¢ kagidi sistemin {izerine
kapatildi ve kurumasi Onlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
¢ikartilarak numune kuyulari belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankinin alt ve lst kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik
20 pg 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, st taraftan ise (-) katot
yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip
yigildi. Sonra akim 100 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine
kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol

mavisi yardimiyla anlagildi.
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Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilen jel, ¢ikarilarak boyama ¢o6zeltisine konuldu ve ¢alkalayici lizerinde 2 saat
bekletildi. Jel boyandiktan sonra c¢ikarilarak yikama ¢o6zeltisine konuldu. Rengi
acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar calkalayicida yikanan jel ¢ikarilarak
fotografi ¢ekildi (Sekil 4.1).

Ayirma jeli sO6yle 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 karigimin {izerine en son
olarak 0,27 ml %5’lik PER [amonyum persiilfat, (NHy4),S,0g] eklendi. Yigma jeli
sOyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH=6,8, 0,44 ml %30’luk Akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,03 ml % 0,1’lik SDS, 0,03 ml % 5’lik TEMED ve 2, 45 ml saf su

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

3.2.5.Kordon Kanindan Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Saflastiriimasi

3.2.5.1. Kordon kanimnin Temini ve hemolizat hazirlanmasi

Deneyde kullanilan kordon kani Erzincan devlet hastanesinden taze olarak temin
edildi. Doku 6rnegi kan ve diger kirlilikleri elimine etmek icin % 0,9’luk NaCl
cozeltisi ile {i¢ defa yikandi. Doku homojenatin1 hazirlamak i¢in, ilk olarak doku
kiigiik pargalara ayrildi. Daha sonra, 3 ml/g olacak sekilde 5 mM KH,PO, (pH=7,0)
tampon ¢ozeltisinin i¢inde +4 °C’de homojenize edildi. Elde edilen homojenat
siizge¢ kagidi kullanilarak slizme islemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra
stispansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2 defa santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ¢okelek

atildi, siipernatant bir sonraki saflastirma basamaginda kullanildi.
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3.2.5.2. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH=7,8) i¢ine alinarak jel siispanse
edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alind1 Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis
olup olmadig1 eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

3.2.5.3. 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,SO, (pH:8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece
karbonik anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu.
Sonra 1M NaCl/25mM Na;HPO, (pH:6,3) tamponu tatbik edilerek CAl enzimi; daha
sonra 0,1 M NaCH3;COO/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip CAII

enzimi elie edildi.

Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alind1 ve 280 nm’deki
absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20 ml/saat’e

ayarlandi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sonuclar

4.1.1. Saflastirma sonuclari

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, bu boliimde ¢izelge ve
sekiller ile gosterildi.Tablo 4.1 ve 4.2°de, kordon kan1 CA-I ve CA-Il izoenzimlerinin
Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma
basamaklarinin sonuglarini vermektedir. Ayrica afinite kromatografisi yontemiyle

saflastirma sonucu yapilan SDS-PAGE sonuglari verilmektedir (Sekil 4.1 ).

Tablo 4.1. Kordon kan1 CA-I enziminin Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid afinite
kolon materyali ile saflastirilma basamaklari.

Numune tiirii | Aktivite | Toplam | Protein | Toplam | Toplam | Spesifik % Saflastirma
(EU/ml) | hacim | (mg/ml) | protein | aktivite aktivite | verim katsay1si
(mi) (mg) (EU) | (EU/mg)

Hemolizat 138,02 | 50,00 | 17,70 | 885 | 6901,00 | 7,793 | 100 1,00

Afinite

kromatografisi

417,60 12,50 0,3528 4,41 5220,00 | 118367 | 75,64 151,88

Tablo 4.2. Kordon kan1 CA-11 enziminin Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid afinite
kolon materyali ile saflastirilma basamaklari.

Numune tiirii | Aktivite | Toplam | Protein | Toplam | Toplam Spesifik % Saflastirma
(EU/ml) | hacim | (mg/ml) | protein | aktivite aktivite verim katsayisi
(mi) (mg) (EU) | (EU/mg)

Hemolizat | 13300 | 5000 | 1770 | 85 | 690100 | 7793 | 100 1,00

Afinite

kromatografisi

747,12 6,60 0,1181 0,78 4931,00 | 6321,79 | 71,45 811,21
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Sekil 4.1. Saflastirilmis CA izoenzimlerinin SDS-PAGE fotografi kanal b: standard
proteinler, 1: maltose baglayici protein — - galactosidase (175 kDa); 2:
paramyosin (80 kDa); 3: kitin baglayict domain (58 kDa); 4: CBD—Mkse
Intein—2CBD ( 46 kDa)5: soya tripsin inhibitérii (24 kDa). Kanal a:
hcbCA 11, kanal c: hchCA |
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4.1.2. Inhibisyon ¢alismalari sonuclari

Calismamizda karbonik anhidraz enziminin daha 6nce bilinen inhibitorlerine yapisal
olarak benzeyen vitaminler segilmistir. Kordon kani karbonik anhidraz | ve 1l
izoenzim aktivitesi lizerine A vitamini, B-12 vitamini, K vitamini (K3), B-2 vitamini,
D vitamini, C vitamini, Biyotin, E vitamini, B-6 vitamini, B-5 vitamini ve Folik
asitin inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢ozeltileri

hazirlandi.

A, D, E ve K vitaminleri DMSO’da, diger vitaminlerin ise saf su’da cozeltileri
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak
kordon kanindan saflastirilan karbonik anhidraz I ve II izoenzim aktiviteleri {izerine
etkileri arastirildi. Konsantrasyona kars1 % aktivite (%aktivite-[1]) olarak olusturulan
grafikler Sekil 4.2-4.7°de gosterildi. Egrilerin denkleminden 1Csy degerleri
hesaplandi.

Bu inhibitorlerin  K; degerlerini belirlemek amaciyla, ¢ sabit inhibitor
konsantrasyonunda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu i¢in elde edilen aktivite
degerlerleri ile her bir inhibitér i¢cin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik
denkleminde yar1i yarismali ve yarismasiz inhibisyon igin Vma=V;(1+[1]J/Kj)

formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi (Sekil 4.8-4.13)



68

100 y e 100e-7,139X

75

50
(¢]
25 A
O T T T T
0 0,03 0,06 0,09 0,12

[B-12Vitamini] mM

Sekil 4.2. B-12 vitamininin hcbhCA T izoenzimine kars1 ICs grafigi.
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Sekil 4.3. A vitamininin hcbCA T izoenzimine kars1 ICs grafigi.
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Sekil 4.4. K vitamininin hcbCA T izoenzimine karsi ICs grafigi.
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Sekil 4.5. B-12 vitamininin hcbhCA 1l izoenzimine kars1 ICs grafigi.
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ekil 4.6. A vitamininin hcbCA II izoenzimine kars1 ICsq grafigi.
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Sekil 4.7. K vitamininin hcbCA II izoenzimine kars1 ICsg grafigi.
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Tablo 4.3. Denemesi yapilan vitaminlerin 1Csy degerleri.

Inhibitor CA-1 ICs degeri (mM) CA-11 ICsy degeri (mM)

B-12 vitamini 0,0971 0,0514

A vitamini 0,0426 0,049

K vitamini 0,0322 0,0218

¢ kontrol

0,0861 mM
1500 A 0,0984 mM
X 0,1107 mM

1/V(umol/min)-1

750 ~

T 19 T

-6 14

34

1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

54

Sekil 4.8. B-12 vitamininin hcbCA I izoenzimine kars1 K; grafigi.
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5000 -
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0,0384 mM

37501 4 0.048mM

X 0,096 mM

2500 -

1/V(umol/min)*

1250 -

-10 10 30 50
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 4.9. A vitamininin hcbCA 1 izoenzimine kars1 K; grafigi.

5000
¢ kontrol
4000 0,0232 mM
A 0,029mM
<
.’g 3000 X 0,0348 mM
3
g
= 2000
=
1000
o=

-5 10 25 40 55
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 4.10. K vitamininin hchCA I izoenzimine kars1 K; grafigi.
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4000 - ® kontrol
0,0492 mM
3000 - A 0,0615mM

X 0,0738 mM

2000

1/V(pmol/min)-1

1000

-10 10 30 50
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 4.11. B-12 vitamininin hchCA Il izoenzimine kars1 K; grafigi.
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2 3000 1 % 0,0768mM

£ 2500 -

Q

£
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= 1500 -
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1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 4.12. A vitamininin hcbCA 1I izoenzimine kars1 K grafigi.
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6000 -
¢ kontrol
5000 0,0174 mM
- 4000 { A 0,0232mM
=
£ X 0,029 mM
S 3000 -
=
=
2 2000 -
1000 -
-10 fiﬁ 10 20 30 40 50 60
-1000 1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)
Sekil 4.13. K vitamininin hcbCA 1I izoenzimine kars1 K grafigi.
Tablo 4.4. Denemesi yapilan vitaminlerin K; degerleri.
Inhibitér hcbCA | Inhibisyon hcbCA Il inhibisyon
Ki degeri tiirii K; degeri tiirii
(mM) (mM)
B-12 vitamini 0,158 yarigmasiz 0,03 yarigmasiz
A vitamini 0027 yarigmasiz 00295 yarigmasiz
K vitamini 0,0117 yarigsmasiz 0,0086 yarismasiz
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4.2. Tartisma

Bu calismamizda belirli oOlgiide saflastirilarak, saf izoenzimler tiizerinde farkli
vitaminlerin inhibisyon g¢alismalar1 yapilmistir. Enzimin saflig1 inhibisyonu énemli
derecede etkiledigi diisliniildiiglinde daha saglikli sonuglarin elde edilebilmesi igin
enzimin saflagtirilmasiin zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu amagla, bu ¢alismada
tek bir basamakta yiizlerce kat saflastirmay1 saglayan afinite kromatografi teknigi

kullanilmustir.

Arastirmamizda matriks olarak segilen Sepharose-4B’ye ligand (p-aminobenzen
sulfonamid) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada tirozin,
afinite jelinin uzant: kolunu siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini
olusturmaktadir. Silfanilamid, karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitori
olup, s6z konusu izoenzimlerin kolonda yiiksek pH’da baglayarak calismamizda

basartyla kullaniimistir.

Afinite kromatografisinde kullanilan jel, ardisik iki basamakta sentezlenmistir. Once
matriks olarak secilen CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye buna uzanti kolu
olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis siilfanamid bilesigi katildi.
Sepharose-4B’nin matriks olarak secilmesinin baslica sebebi ¢ok iyi akis 6zelligine
sahip olmas1 ve ayrica serbest -OH gruplar tasidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire
icerisinde aktiflestirilebilmesidir. Tablo 4.1 ve 4.2 de goriildigii gibi hchCA | enzimi
afinite kromatografisi ile kordon kanindan, spesifik aktivitesi 1183,67 (EU/mg
protein) olan, %75,64 verimle ve yaklasik 151,88 kat; hcbCA 11 enzimi ise, spesifik
aktivitesi 6321,79 (EU/mg protein) olan, %71,45 verimle ve yaklasik 811,21 Kat

saflagtirilmistir.

Hall ve Schaer (1983) sirasi ile kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel
filtrasyon kromatografisi ve DEAE Biogel iyon degisim kolonu kullanarak

gokkusagi alabaliklari eritrositlerinden CA enzimini 3,7 kat saflagtirmiglardir.
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Buna ek olarak, insan eritrositlerinden hCA-I izoenzimi 10366 EU/mg protein
spesifik aktivite, %39,5 verimle ve yaklasik 1000 kat ve hCA-II ise 52200 EU/mg
protein spesifik aktivite, %224 verimle ve yaklasgitk 5000 kat saflagtirilmistir
(Beydemir et al. 2002).

Krungkrai ve arkadaglar1 (2001), karbonik anhidraz enzimini Plasmodium
falciparum’dan katyon degistirici Mono S kolonu ve anyon degistirici Mono Q
kolonu ve Sepharose 12 jel filtrasyon kromatografisinin kombine edilmesiyle 18

EU/mg protein spesifik aktivite, %6,5 verimle ve 66,7 kat saflagtiriimustir.

Banerjee ve arkadaslar1 (2004), rekombinant hCA-II'yi Sepharose—IDA-Zn** afinite
kromatografi yontemini kullanarak 0,74 EU/mg protein spesifik aktivite, %76

verimle ve 4,6 kat saflagtirmislardir.

Ozensoy’un  (2004), yaptigi bir ¢alismada karbonik anhiraz saflastirmak igin
EUPERGIT C-250 L ticari ismi ile bilinen ve oksiran gruplari igeren jeller de
kullanilmistir. S6z konusu bilesik baglamada spesifik olmamasina ragmen, iizerinde
tasidigr oksiran gruplari ile cesitli proteinlerin saflastirilmasinda kromatografik
matriks olarak segilmistir. Ayrica bu jel herhangi bir aktivasyona gerek duyulmadan
ligand immobilize edilebilmektedir. Bunun yaninda uzun siire kullanilabilir olmasi,
mekanik etkilere kars1 dayanikli olmas1 ve akis 6zelliginin 1yi olmasi sebebiyle de
oldukga kullanmishdir. Fakat yapilan bir ¢alismada sepharose-4B ile sentezlenen
afinite jeli ile Eupergit ile hazirlanan afinite jeli karsilastirildiginda Sepharose-4B ile

daha 1yi akiskanlik ve saflik elde edilmistir.

Supuran ve arkadaslar1 (2011) Dicentrarchus labrax solungaglarindan CA enzimini
Sepharose-4B-aniline—sulfanilamid afinite kolonunun kullanilmastyla 935,42 EU/mg

protein spesifik aktivite, % 72,42 verimle 108,4 kat saflagtirtlmiglardir.
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Ekinci ve arkadaglari (2011) Dicentrarchus labrax karaciger dokusundan CA
enzimini  Sepharose-4B-tirozin-sulfanilamid afinite kolonunun kullanilmasiyla

751,72 EU/mg protein spesifik aktivite, % 46 verimle 78,8 kat saflastirilmislardir.

Chappuis ve arkadaslar1 (1999) yeni doganlarin eritrositlerinde yaptiklar1 bir eser
element analizinde, karbonik anhidrazin kofaktorii olan ¢inko elementinin miktarini

ve hangi patolojik vakalarla ilgisinin oldugunu aragtirmislardir.

Pe’riquet ve arkadaslar1 (2005) 26-42 haftalik fetiislerde kordon kanindaki ¢inko
bakir, selenyum, A vitamini, E vitamini, A vitamini baglayici protein, transthyretin,
albumin ve transferin miktarlarini; cinsiyet ve siire degiskenleri durumlarinda
izlemislerdir. Bu ¢alisma sonucu A Vitamini 0.55+ 0.17 pmol/L, ¢inko 20.4 +3.8

umol/L olarak tespit edilmistir.

Ting-yu Li ve arkadaslari (2009) yaptiklari bir ¢alismada gebelik sirasinda A
vitamini, E vitamini ve C vitamininin bebegin zihinsel gelisimi ile ilgisi lizerinde
incelemeler yapmislardir. 150 Cinli anne iizerinde yapilan ¢alismayla dogumdan
once ve 2 yil boyunca, ¢ocuklarin zihinsel gelisimi bu vitaminlerin seviyeleriyle
paralel olarak incelenmistir. Sonug olarak antioksidant olan bu enzimlerin konusma,
sosyal davranig gibi bir¢ok zihinsel gelisim parametresinde olumlu rolii oldugu

kanisina varilmistir.

Outi Tammela ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada erken dogan
bebeklerin kordon kanlarindaki A vitamininin konsantrasyonlar1 ¢alisiimistir.
Calismada A vitamin konsantrasyonunun kordon kanindaki miktar1 1.05 mmol/ 1
standart deger olarak kabul edilmis ve ¢ocuklarin dogduklari andaki saglik
durumlari, kilolar1 gibi baz1 verileri degerlendirilmistir. Bu verilere gore erken
dogum yapan annelerdeki A vitamini eksikligi bebegin saglig1 acisindan bir ¢ok

probleme neden oldugu belirtilmistir.
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Geertje Goedhart ve arkadaslarinin (2011) yaptiklari bir ¢aligmada B-12 vitamininin
yeni doganlarda asir1 aglamayla ilgisi ilizerine incelemelerde bulunulmustur. Bu
calismada B-12 vitaminin seviyesi yeterli durumlarda yeni doganlardaki bu

rahatsizligin ortadan kalktig1 gdzlemlenmistir.

Kordon kanindan affinite teknigiyle saflastirdigimiz karbonik anhidraz 1 ve II
izoenzimleri {izerinde in vitro inhibisyon etkileri arastirilmistir. inhibisyona neden
olan vitaminlerin inhibisyon etkisi K; ve ICsy olmak iizere iki farkli degerle
verilebilir. En pratik parametre 1Csp degeridir. Ciinkii materyal ve yontemde
belirtildigi  gibi K; sabitinin belirlenmesi igin en az iki sabit inhibitor
konsantrasyonunda  ¢alismalar  yapilmakta ve her bir sabit vitamin
konsantrasyonunda bes farklt substrat konsantrasyonu i¢in hiz degerleri
belirlenmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlari sabit tutularak, degisik
inhibitor konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik
yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan vitamin konsantrasyonu hesaplanmaktadir.

Fakat inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in K; degerinin hesaplanmasi gerekmektedir.

Elde edilen sonuglara gore deneyde kullanilan vitaminlere bakildigin da
vitaminlerden B-2 vitamini, B-5 vitamini, B-6 vitamini, C vitamini, D vitamini ve
Folik asitin  hcbCA 1 ve II izoenzimleri iizerine inhibisyonu gozlenmemis olup, K
vitamini (ICsp mM; hcbCA I: 0,0322; hcbCA 1lI: 0,0218), A vitamini (ICso mM,;
hcbCA 1. 0,0426; hcbhCA 11: 0,049), B-12 vitamininin (ICso mM; hcbCA I: 0,0971;
hcbCA 11: 0,0514) hcbCA 1 ve II izoenzimleri {izerine inhibisyonu gozlenmistir.
Uygulanan vitaminler iginde, ¢ok diisitk konsantrasyonda aktiviteyi % 50 azaltmasi
ile hchCA T ve II izoenzimleri iizerinde denedigimiz en kuvvetli inhibitér K vitamini
olarak tespit edilmistir. Bunun yanisira B-12 vitamini deneyde kullanilan vitaminler
arasinda en az inhibisyon etkisine sahip olmasiyla dikkat cekmistir. Ayrica A
vitamini, K vitamini ve B-12 vitaminleri yarigsmasiz olarak inhibisyon etkisi

gostermistir.
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Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. Insan kordon kanindan Karbonik anhidrazin I ve II izoenzimlerinin saflastiriimasi

gerceklestirilmistir.

2. Calisma sonucunda kordon kan1 CA | enzimi % 75,64 verimle yaklasik 151,88 kat
saflastirilabilmistir. Enzimin safligi elektroforezle kontrol edilerek tek bant

gbzlenmistir.

3. Kordon kan1t CA Il enzimi % 71,45 verimle yaklastk 811,21 Kat
saflastirilabilmistir. Enzimin safligi elektroforezle kontrol edilerek tek bant

gbzlenmistir.

4. Kordon kan1 CA I ve II izoenzimleri {izerine baz1 vitaminlerin inhibisyon etkileri
incelenmistir. Bu amagla Avitamini, B-12 vitamini, K vitamini (K3), B-2 vitamini, D
vitamini, C vitamini, Biyotin, E vitamini, B-6 vitamini, B-5 vitamini ve Folik asitin

enzim iizerine inhibisyon etkileri incelenmistir.

5. hcbCA T ve II izoenzimleri iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Avitamini, B-12
vitamini ve K vitamini (K3) i¢in ICsp ve K degerleri hesaplanmis ve inhibisyon

tipleri yarigmasiz olarak belirlenmistir.
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