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OZET

BAZI KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERININ SAFLASTIRILMASI
ICIN YENI BiR AFINITE JELININ SENTEZi VE UYGULANMASI

Aysegiil SAHIN
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,

Kimya Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danismam :

Yrd. Doc. Dr. Ozen OZENSOY GULER)

Balikesir, 2008

Afinite kromatografisi, proteinlerin saflastirilmasinda, kullanish ve uygun bir
tekniktir. Bu teknik ile ligand olarak daha 6nceden orijinal olarak sentezlenmis bir
CA inhibitorii 4-izosiyonatbenzensiilfonamit, ¢alismada matriks olarak kullanilan
Eupergit C-250L ’ye etilendiamin uzanti koluyla baglanarak yeni bir afinite jeli

sentezlenmistir.

Bu reaksiyonda, matriks ile ligand arasindaki reaksiyon mekanizmasi icin
gerekli olan ve sterik etkilesmenin kontrolii amaciyla etilendiamin kullanilmistir.
Eupergit C-250L’ nin tagidig1 reaktif oksiran gruplari, ligandin matrikse baglanmasi
icin uyumlu sartlari saglamaktadir. Eupergit C-250 L- etilendiamin- 4-
izosiyonatbenzenesiilfonamit kimyasal yapisina sahip afinite jelinin kullanimiyla
BCA (sigir eritrosit CA) ve hCA I ve hCA I (insan eritrosit CA) izoenzimlerinin her

ikisi de direkt olarak hemolizattan, saflagtirilmistir.
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Afinite kolonundan, saflastinlmis CA izoenzimlerinin eliisyonu ic¢in cesitli
tampon ¢ozeltiler kullanilmis, en uygun eliisyon cozeltilerinin, BCA ve hCA-II
izoenzimleri i¢in; 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M NaClOy (pH 5.6) ve hCA-I izoenzimi
icin; 1 M NaCl / 25 mM Na,HPO, (pH 6.3) olarak belirlenmistir. Saflastirma
dereceleri sirastyla, BCA, hCA I, hCA II i¢in 181 ve 184 kat olarak elde edilmistir.
Bu yeni afinite jelinin en uygun pH, sicaklik ve iyonik siddet degerleri her bir CA
izoenzimleri icin tesbit edilmistir. hCA-I, hCA-II ve BCA izoenzimlerinin her biri

icin uygun kosullari; 15°C, pH 8.5, ve 0.3 iyonik siddeti olarak bulunmustur.

Her bir izoenzimin saflagtirllmasi, SDS-poliakrilamid jel elektroforezi

yardimiyla kontrol edilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: karbonik anhidraz / izoenzim / afinite
kromatografi/Eupergit C-250 L
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ABSTRACT

A NEW AFFINITY GEL SYNTHESIS FOR PURIFICATION OF SOME OF
CARBONIC ANHYDRASE ISOZYMES AND APPLICATIONS

Aysegiil SAHIN

Balikesir University , Institute of Science, Department of Chemistry

(MSec. Thesis / Supervisor : Assist. Prof. Dr. Ozen OZENSOY GULER)

Balikesir-Turkey, 2008

Affinity chromatography is a suitable technique which is easily applicable for
the rapid purification of a substance from a complex mixture of proteins, according
to this advantage of this technique, this present work describes an original affinity
gel synthesis was prepared using Eupergit C 250 L derivatized with 4-
isocyanatobenzenesulfonamide, an inhibitor of carbonic anhydrase,which is also

originally synthesized as well.

In this reaction, ethylendiamin was used as a spacer arm for controlling the
steric effects between the matrix and ligand. The reactive oxirane groups that
Eupergit C-250 L contains, provide the binding of the ligand to the matrix in mild
conditions. Both bovine erythrocyte carbonic anhydrase BCA and human erythrocyte
carbonic anhydrase LII (hCA I and hCA 1II) isozymes have been purified from the
hemolysate, directly by using the affinity gel, which has a chemical structure of

Eupergit C-250L-ethylendiamin-4-isocyanatobenzenesulfonamide.

v



Different solution buffers were used for obtaining the purified CA isozymes
from the affinity column. And 0.1 M NaCH3;COOQO / 0.5 M NaClOy4 (pH 5.6) for BCA
and hCA-II isozymes and 1 M NaCl / 25 mM Na,HPO, (pH 6.3) for hCA-I isozyme
were determined as most suitable elution buffers. The greatest purification fold for
BCA and hCA I, hCAII have been obtained as 181 and 184 folds, respectively. The
optimum pH, temperature and ionic strength values of the new affinity gel have been
determined for each isozyme of CA. Maximum binding was achieved at 15°C, pH

8,5, and 0.3 ionic strength for both hCA-I, hCA-II and BCA isozymes .

The purification of an each isozyme has been controlled by SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis.

KEY WORDS: carbonic anhydrase / isozymes / affinity chromatography /
Eupergit C-250 L
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1. GIRIS

[k olarak, 1933 yilinda sigir eritrositlerinde tanimlanan karbonik anhidraz (CA,
karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1), bu tarihten sonra tiim memeli dokularinda,
prokaryot, okaryot ve archaeada yaygin olarak bulunan ve yapisinda Zn* iyonu
bulunduran bir metaloenzimdir[1,2]. Karbonik Anhidraz izoenzimleri a-, -, y-, 0-
ve &- CA olmak iizere evrimsel olarak bagimsiz bes ayr1 gen ailesi tarafindan
kodlanir. Memelilerde farkli doku dagilimlar1 gosteren a-CA gen ailesine bagli 16
farkli CA izoenzimi ve CA baglantili protein (CARP) tanmimlanmistir[3]. CA
izoenzimlerinin hiicre i¢indeki yerlesimleri de olduk¢a farklidir, CA I-1II, CA VII
sitozolik, CA 1V, CA IX, CA XII ve CA XIV membrana bagh, CAVA - CAVB
mitokondride, CA VI tikriik ve siit salgilarida ve NonO/p54rlrb niikleusta
bulunmaktadir[4,5-11]. Karbonik anhidraz izoenzimleri kinetik Ozellikleri ve

inhibisyon profilleri agisindan farklilik gostermektedirler(3].

Aktif bolgesinde Zn** iyonu bulunduran CA enzimi genel olarak metabolik CO,
transportunu yani sira birgok dokuda H" ve HCOj; iyonlarinin birikiminde de énemli
rol oynamaktadir. Bdoylece viicuttaki bircok dokuda H" ve HCO; iyonlarinin
birikimini saglayarak, viicut sivilarmin dengelerinin kurulmasinda da son derece
onemlidir[1,12-14]. Bu dokular arasinda bobrek, gastrik mukoza ve goz lensi
sayilabilir. Bu dokularin disinda histokimyasal yontemlerle tiikriik bezleri, kaslar,
beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA
enzimine rastlanmis ve bunlarin bazilar saflastirlarak biyokimyasal o6zellikleri
incelenmistir. ~ Baliklarlarin solunga¢c ve salgi organlarinda, bazi bocek ve
bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve alglerde ve enzimin degisik

rolleri oldugu ayrica ispatlanmistir[14,15-17].

hCA 1I, 29,3 kDa biiyiikliigiinde olan bir proteindir. hCA II diger izoenzimlere
gore katalitik aktivitesi oldukca yiiksektir, insan doku ve organlarinda yaygin olarak

rastlanmaktadir[18,19]. hCA I, 30 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. Eritrositlerde,



kolon epitelinde, goz lensi ve korneal epitelyumda bulunur. Hiicre i¢inde sitozolde
yer alan hCA I ¢oziinebilir karakterdedir ve eritrositlerde hemoglobinden sonra en
bol bulunan proteindir. Eritrositlerde hCA II ’ye gore bes kat daha fazla bulun-
masina ragmen katalitik aktivitesi hCA II "nin sadece %15 ’i kadardir[20-25].

Yiiksek goz ici basinct ile (IOP) ortaya c¢ikan glokom en ciddi goz
hastaliklarindan birisidir. Glokom goz hastaliklari i¢inde % 15 — 20 orami ile korliige
neden olan bir goz hastaligidir[3]. GOz retinasinda bulunan CAII goz ici basinci
olusumunun baslica sorumlusudur. Glokomlu hastalarda IOP’yu diisiirmenin en
etkili yolu CAII aktivitesini bloke etmektir. Bu amacla basta asetazolamid olmak
tizere heteroaromatik siilfonamidler uzun yillardan beri kullanilmaktadir[2,50].
Ancak oral yolla verilen s6z konusu bilesiklerin CAIIl yaninda diger izoenzimleride
inhibe etmesi 6nemli yan etkiler ortaya ¢ikarmaktadir. Bu amagla CAIl enzimine
spesifik diger siilfonamid tiirevleri sentezlenmis ve inhibisyon etkileri arastirilmistir.
Ancak yapilan ¢alismalar sonucu klinikte kullanilan asetazolamid bilesiginden yan

etkileri daha az daha gii¢lii bir inhibitor sentezi basarilamamistir[26,27].

Karbonik anhidraz izoenzimleri, seker hastaligi, yag, iire, tiimor olusumuna yol
acan etkenler ve cok zehirli cesitli patojenlerin gelismesini i¢ine alan fizyolojik ve
patolojik siireclerle ilgili olan genis bir enzim ailesidir. Diiiretikler ve antiglokom
ilaglariin yami sira, CA inhibitorlerinin, yeni anti-obezite, anti-kanser ve anti-
enfeksiyon ilaglart olarak kullantmindaki 6nemi son yillarda yaygin bir bicimde
vurgulanmaktadir[3]. Bunlara ek olarak, yeni c¢alismalar CA aktivasyonunun
Alzheimer hastalig1 icin yeni bir tedavi olanag: saglayabilecegi ileri siirmektedir[3].
Bu durum, CA etkinligi kapsamindaki inhibitorler ve aktivatorlerin yaygin bir
hastalik grubuna kars1 yeni kullanimlara olanak saglamasiyla bugiin bazilar1 klinik
denemelerde degerlendirilmekte olan CA izoformlariyla ilgili 6zgiil diizenleyicilerin

gelisme siirecini 6n plana ¢ikarmistir[3] .

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece Onemli bir fizyolojik
fonksiyonu yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarini pargalamasi
ve aldehitlerin hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik

sentezlerde kullanimim giindeme getirmistir. Bu nedenle, CA enziminin



saflastirilmasinda daha etkili ve ekonomik yontemlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun

calismalar yapilmaktadir[28].

Giiniimiizde enzim saflagtirnlmasi igin, ¢ok c¢esitli kromotografik teknikler
bulunmaktadir. Bu teknikler géz Oniine alindiginda, yiiksek ayirma avantaji ile
birlikte, saflastirma stratejisinin planlanmasindaki adim sayisinin azligindan dolay1
afinite kromotografisi bircok proteinin ya da enzimin saflastirilmast icin ideal bir

yontem olarak kullanilmaktadir[29].

CA enziminin saflastirilmasi i¢in literatiirde, farkli uzanti kollar1 ve ligandlar
kullanilarak degisik afinite jelleri sentezlenmistir[30,34]. Arastirmamizda insan
eritrositlerinden insan karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin (hCAI ve hCAII) ve
ayrica sigir eritrositlerinde CA (BCA) enziminin saflagtinlmasi igin onceki
arastirmacilardan farkli bir metotla, yiiksek verimli bir afinite jeli sentezi
planlanmistir. Sentezi diisiiniilen afinite jelinin reaksiyon siiresinin kisa olusu ve
reaksiyonunu 1liman kosullarda gerceklesmesi, biiyiik bir avantaj saglamaktadir.
Ayrica kat1 destek materyali olarak kullanilan Eupergit C - 250 L’nin polar organik
¢oziiciiler tarafindan degisiklie ugramamasi, 1s1 artisina karsi gostermis oldugu
yiikksek termal kararlilik ve immobilizasyon kapasitesini oldukca yiiksek oranda
artirdigr literatiirdeki caligmalarda belirtilmistir(%92 lik immobilizasyon kazanimi:
11 iinite/g destegiyle)[35]. Eupergit C-250L bu ozellikleri nedeniyle, ekonomik
yonden uygun, endistriyel islemlerde enzimlerin geri kazamim ve enzim
immobilizasyon calismalan {izerinde en genis kapsamli kullanilan ticari

matrikslerdir[36].

Eupergit C-250 L bilesiginin kimyasal yapisindaki oksiran gruplarinin yiiksek
yogunlugu ile bir¢ok noktadan reaktif olarak etkilesme olanagi saglamasi ile
calismada matriks olarak sec¢ilmistir[37]. Bu reaktif matriks ile sentez reaksiyonunu
herhangi bir aktivasyon metoduna gerek kalmadan destekleyebilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ligand olarak tasarlanan karbonik anhidraz enziminin
spesifik inhibitorii 4-izotiyosiyanatobenzensiilfonamid uzanti kolu vasitasiyla

matrikse baglanmasinin son derece avantajli olacagi kanaati vardir[37-41].



1.1 Karbonik Anhidraz Enzimi Siniflandirilmasi, Dagilim ve Fizyolojik

Onemi

Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu saglamanin

yani sira, bircok dokularda H ve HCOj5' birikiminde de rol almaktadir[1,42].

CO, + H,O ¥=—=H,CO; ¥=—=HCO; + H

CA enzimi viicuttaki bircok bolgede H" ve HCOj; iyonlarinin birikimini
saglayarak, akiskan dengelerinin kurulmasinda da 6nemli rol oynamaktadir. Goz ici
sivist (humor ak6z) yiiksek miktarda Na®, CI, laktat ve askorbat ile birlikte HCO3
iyonlarin1 da igerir. G0z i¢i sivisinin salgilanmasinda CA enzimi, HCO;3™ iyonu
birikimini sagladigindan, uyarici bir etki olusturur. Bu enzimin inhibisyonu sonucu
gz i¢i sivisinin salgilanma orami yaklasik yart yariya azalmakta ve glokom
durumunda goz i¢i basincim diisiirmektedir. Bu bilgiler 1s18inda glokom tedavisinde

CA enziminin inhibitérleri yillardan beri kullanilmaktadir[3].

Giintimiizde hCA II ve hCA T olarak bilinen formlar ilk saflastirildiginda CA C
ve CA B olarak isimlendirilmistir. Bu formlardan CA C (CA 1II) ’nin eritrositlerde az
miktarda bulunup, yiiksek aktivite gosterdigi CA B (CA I) ’nin ise ¢ok miktarda
olmasina ragmen daha diisiik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. ilerleyen yillarda

bu iki izoenzimin aminoasit dizilimi ve X- Isin1 kristal yapilar1 aydinlatilmigtir[43].

Karbonik anhidrazlar, prokaryotlar ve dkaryotlar’da ¢ok yaygin olarak bulunan
CA izoenzimleri a-, B-, y-,0-, &- olmak {iizere evrimsel olarak birbirinden bagimsiz
bes ayr1 gen ailesi altinda siniflandirilmaktadir[3]. Bu gen aileleri aminoasit
dizilisleri ac¢isindan onemli sayilabilecek bir benzerlik gostermemektedir. Bunlar,
omurgalilar, bakteriler, algler ve sitoplazmali yesil bitkilerde bulunan a -CA'’lar,
cogunlukla bakteriler, algler ile tek ve iki kotiledon’lu bitkilerin kloroplastlarinda
bulunan B -CA’lar baslica archea ve bazi bakterilerde bulunan y-CA’lar, bazi deniz
diatomlarinda bulunan 5-CA’lardir. Memelilerde, degisik katalitik aktiviteleri, hiicre
ici yerlesim ve organ iiretim sekilleri olan a-CA izosimlerinden Zn®* iyonu tagiyanlar

dikkate alinmahidir[11]. Son yillarda yapilan ¢alismalar, yiiksek omurgalilarda, ¢ok



farkli hiicresel ici yerlesimler, doku dagilimlart ile 6nemli fizyolojik roller sergileyen
ve cinko enzimleri tasiyan degisik katalitik aktiviteleri olan 16 adet o CA izoenzimi
tamimlanmis bulunmaktadir[3,44]. CA’1n, bes adet sitozolik formu vardir (CA I, CA
II, CA III, CA VII, CA XIII) bes adet hiicre membranina bagl izoenzimi vardir(CA
IV, CA IX, CA XII, CA XIV, CA XV), iki tane mitokondriyal formu vardir(CA VA,
CA VB), bir adet salgilanan CA izozimi(CA VI) vardir[3-11]. Ayrica, heniiz
siniflandirilmamig formu olan NonO/p54nrb tanimlanmistir[45-48].  CA iliskili
proteinlerin, CARP’lar olarak adlandirilan 3  akatalitik formu daha
bulunmaktadir[49]. Bunlar; CA VIII, CA X, CA XI ‘dir. B ve y CA ailesinin tipik
ornekleri bitkiler, bakteriler ve archaea’ larda bulunur. Bu enzimler, karbondioksitin
bikarbonata tersinir hidrasyonu igin c¢ok etkili katalizorlerdir ve o karbonik
anhidrazlar, degisik hidrolitik prosesleri katalize etme yetenekleri ile yiiksek
kullanima sahiptirler. Bu kullanimlara 6rnek olarak siyanat’in karbamik asit’e ya da
siyanamit’in iire’ye hidrasyonu, geminal aldehit hidrasyonu, karboksilik veya
siilfonik asit esterlerinin hidrolizleri ve halojen tiirevlerinin ve arilsiilfonil tuzlarinin

hidrolizleri gibi yeni yeni aragtinnlmakta olan hidrolitik siire¢ler verilmektedir[43].

CA I’ iin fosfataz aktivitesinin gercek sekli giiniimiizde yapilan ¢alismalarla
ispatlanmistir[50]. CO; hidrasyonundan baska o-CA’lar katalizli hidrasyonlarin
fizyolojik 6neme sahip olmalarina ragmen bu konudaki bilgilerde acgiklik yoktur.
Giintimiize kadar, X-ray kristalografi yapilar olarak, - CA ve y-CA familyalarinin
orneklerinin[51] yaninda 6 o-CA tanimlanmistir ( CA I’den CA V ve CA XII’ ye
kadar)[51].



Sekil 1.1 Bazi1 CA izoenzimleri i¢inde katalitik olarak aktif CA izozimlerinin
sematik olarak hiicredeki yerlesimleri[52]

Sekil 1.1’ de CA ailesinin degisik izoenzimlerinin farkli dokulara dagilmis
olarak bulundugu goriilmektedir. Bazi izoenzimler aym1 dokuda birlikte bulundugu
gibi (eritrosit CA-I ve CA-II ), diger baz1 dokularda tek bir izoenzim bulunmaktadir
(membrana baghh CA-IV).

o CA’larin katalitik mekanizmast genis bir detayla tespit edilmistir[53]. Aktif
kisim 3 histidin rezidiisii ve bir su molekiil/hidroksit iyonu tarafindan koordine
edilmis bir Zn(II) iyonu bulundurmaktadir ve bu 6zelligi gii¢lii bir niikleofil davranis
sergileyen aktif bir tiirii temsil etmektedir. Metal iyona dogrudan koordine olmus su
bulundurmayan bazi p-tipi enzimler olmasma ragmen, ¢inko hidroksit
mekanizmasinin 3 ve y CA’lar i¢in de gecerli oldugu tesbit edilmistir[54]. Karbonik
anhidrazlar, iki ana tip inhibitér tarafindan inhibe edilmektedir. Bunlar, metal
kompleksi inorganik anyonlar ( siyanit, siyanat, tiyosyanat, azid ve hidrojensiilfit
gibi) ve RSO,;NH, genel formiilime (R:aril, hetaril, perhaloalkil) sahip olan
siilfonamidlerdir. CA izoenzimleri, filogenetik yapinin her seviyesindeki fizyolojik

ve patolojik fonksiyonu sergilemektedir. Solunum ve akcigerler ile metabolize



dokular arasindaki CO, / bikarbonat doniisiimii, pH ve CO, hemeostasi, ¢esitli doku
ve organlarda elektrolit salgilanmasi, glukoneogenez ve iire sentezi(hayvanlarda) ve
CO, bagimhiligi(baz1 bitkilerde ve alglerde) gibi biosentetik reaksiyonlar, bu
fonksiyonlar arasindadir. Bu ozellikleri, CA bu enzimlerini biyomedikal

uygulamalari olan inhibitor ve aktivatorlerin dizayninda etkili kilmaktadir[43].

Karbonik anhidraz enziminin son derece Onemli olan hidrataz aktivitesi
fonksiyonu bazi ester baglarin1 parcalamasi ve aldehitlerin hidratasyonunu
katalizlemesi ile organik sentezlerde kullanimini ¢ekici kilmaktadir. Bu yiizden, CA
enzimin saflagtirllmasinda daha etkili ve ekonomik metotlarin gelistirilmesi icin ¢cok
yogun calismalar yapilmaktadir[34]. Giiniimiizde enzim saflastinlmasi icin, ¢ok
cesitli kromotografik teknikler bulunmaktadir. Bu teknikler géz oniine alindiginda,
yiikksek ayirma avantaji ile birlikte, saflagtirma stratejisinin planlanmasindaki adim
sayisinin azligindan dolay1 afinite kromotografisi bir¢ok proteinin ya da enzimin

saflastirilmast icin idealdir[34].

1.1.1 Karbonik Anhidraz Enziminin U¢ Boyutlu Yapilari

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarinda biiyiik farkliliklar
gozlenmektedir. Izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarindaki farkin cok belirgin
olmasina karsin, aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi
dikkat cekicidir. Sekil 1.2°de gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bolgesi,
yaklagik tetrahedral geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii
koordine olmustur. Zn*? iyonun kataliz olayindaki fonksiyonu vazgecilmez olup,
uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, tam anlamiyla aktiviteden

yoksundurlar[43,45,55,56].

Insan eritrosit CA-I ve CA-II (hCA-I ve hCA-II) izoenzimlerinin aminoasit
dizilislerinin tespiti, bu konudaki caligmalarin baslangici olmustur. Daha sonraki
yillarda sigir, at, sempanze ve rhesus maymunlarina ait CA-I izoenzimleri ve yine
sigir, at, koyun ve tavsan kaynakli CA-II izoenzimlerinin aminoasit diziligleri tam

olarak tayin edilmistir. Kas izoenzimi olarak da bilinen CA-III izoenziminin



aminoasit dizilisi ise, insan icin belirlendigi gibi sigir ve atlarda da arastinlmistir. Bu
caligmalar sonucunda, ii¢ izoenzimin aminoasit dizilisleri ve ii¢ boyutlu yapilar

yoniinden biiyiik 6lciide benzerlige sahip oldugu gosterilmistir [57,58].

Karbonik anhidrazin sozii edilen {i¢ izoenzimi, yapilar1 yoniinden ¢ok
benzemesine ragmen, aktiviteleri agisindan faklilik gostermektedir. CA-II izoenzimi
CA-I izoenziminden 60 ile 100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda
katalitik aktivitesi en yiiksek olanidir. CA-III ise, en az aktif olan izoenzimdir ve

CO,-hidrataz aktivitesi CA-I izoenziminin %5 kadardir [59,60].

Sekil 1.2 Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His 96, His
119) (Biiyiik kiire Zn*™ iyonunu, etrafindaki kiiciik kiireler de kristal yapida immobi-
li ze olmus su molekiillerini belirtmektedir.)[61].

1.1.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Kataliz Reaksiyonlari

Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri CA enzimi

tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA enziminin hidrataz aktivitesi disinda(1l),



Cizelge 1.1°de gosterildigi gibi elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklar1 igeren,
aldehit, piriivat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik
esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlarin1 da katalizlemektedir. Karbonik anhidrazin
esteraz aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik bir rolii olup
olmadig1 heniiz bilinmemektedir[62].

CA’larin kataliz mekanizmasi i¢in Zn(Il) iyonunun, fizyolojik siirecte temel

oldugu yapilan calismalarla ortaya ¢ikarilmistir[53].

Cizelge 1.1 Karbonik Anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar[28]

O=C=0 + H,0 <=>HCO; + H' (L1)
O=C=NH + H;0 <=> H,NCOOH (1.2)
HN =C=NH + H,0 <=> H;NCONH, (1.3)
RCHO + H,0 <=>RCH(OH), (1.4)
RCOOAr + H,O <=>RCOOH + ArOH (15)
RSO;Ar + H,O <=>RSO;H + ArOH (1.6)
ArF + H,O <=>HF + ArOH (Ar=2,4 dinitrofenil) (1.7)
PhCH,OCOCI1 + H,0 <=>PhCH,0OH + CO, + HCI (1.8)
RSO,Cl + H,O <=>RSO;H + HCI (R=Me, Ph) (1.9)
ArOPO;” + H,0 <=>PO;” + ArOH (1.10)

Karbonik Anhidraz izoenzimleri CO, 'nin HCOs’e (Cizelge 1.2, 1. reaksiyon),
siyanatin karbamik asite, siyanamidin iireye, (Cizelge 1.2, 2.ve 3. reaksiyonlar),
aldehitlerin gem-diollere hidratasyonunu (Cizelge 1.1, 4. reaksiyon) geri doniistimlii
olarak katalizler. Ayrica karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizini
ve hidrolitik reaksiyonlar1 geri doniisiimlii olarak katalizler(Cizelge 1.1, 5-10.

reaksiyonlar)[43].



1.1.3 Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 20 yildir CA enzimini katalitik mekanizmasini aydinlatmay1r amaclayan
caligmalar yapilmistir[S3]. Bu calismalarla elde edilen sonucglara gore, CA
enziminin, ¢6zelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesini
kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi avantajli ozelliklere sahip oldugu
anlasimistir.  Aktif bolgede Zn*? iyonu ve ona bagh bir hidroksil grubu ihtiva
etmektedir. Aktif bolge yakinindaki aminoasitler, proton verici ve proton gradienti

olusturacak sekilde diizenlenmistir[53].

CA enziminin reaksiyonlarn katalizinde, Zn* iyonunun biiyilk 6nemi vardir.
Yapilan X-ray kristalografi sonuglari, metal iyonunun bir H,O 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 alandigimi gostermektedir.
Cinko baghh H,O, Glul06’nin karboksilat grubuna sirasiyla koprii olusturan
Thr199’un hidroksil grubuyla, hidrojen bag1 etkilesimleri sonucu tutunmaktadir. Bu
etkilesimler, cinko bagli su molekiiliiniin niikleofilik karakterini arttirmakta ve
molekiil niikleofilik atak i¢in uygun yerdeki CO;,’ e dogru hareket etmektedir[63].
Zn*? iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur (Sekil
1.3-A). Enzimin aktif formu, giiclii niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine saldirir
(Sekil 1.3-B). Bu da, Zn* iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olugmasini
saglar (Sekil 1.3-C). Daha sonra, HCO3™ iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve
¢ozeltiye gecer. Bunun sonucunda, Zn** iyonuna su molekiilii baglanir ve bu da
Sekil 1.3-D ‘de goriildiigii gibi enzimin asit formuna doniismesini saglar[43]. Ana
form A’ nin rejenerasyonu icin aktif kisimdan ¢evreye bir proton transferi reaksiyonu
olusur, buna da ya ¢6zeltinin aktif kismi( His64 gibi — digerleri arasinda, izoenzim I,
I, IV, VII ve IX daki proton mekigi, Sekil 1.4) ya da ortamda mevcut tampon
yardimci olur. Reaksiyon mekanizmasi, sematik olarak Denklem1.10 ve 1.11 de

sunulmustur[64].
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Sekil 1.3 CA enziminin CO,-hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin
sematik gosterilisi[43].
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r His10

Sekil 1.4 hCAII aktif kism1. Zn(II) iyonu(merkez) ve 3 histidin ligant1 ( His94, His
96, His119) goriilmektedir. Anyon degis-tokusunun karboksiterminal kisminda
gerceklesmektedir[64].

H,O
EZn”* — OH + CO, ¥== EZn”* — HCO s ¥== EZn>" — OH, + HCO3 (1.10)

EZn** — OH, — EZn** — HO + H' (1.11)

Katalizdeki hiz sinirlamasi ikinci reaksiyondur. Enzimin hidroksit kisimlarini
rejenere eden proton transferidir[65]. CAII, CAIV, CAV, CAVII ve CAIX gibi
kataliz ozellikli c¢ok aktif izoenzimlerde siire¢, bir histidin rezidiisii (His64)
tarafindan, (Sekill.4) en etkili CA izoenzimi CAII ‘ye yonelik oldukga etkili proton
transferi siirecini takiben aktif kismin girisinde konuglanir [3]. Bu durum, ayrica CA
I’ nin, bilinen en aktif enzim oldugunu aciklar ( a kcy / Ky = 1.5 X 108 Mgt degeri
ile), difiizyon kontroliiniin limitine yaklasan[3] ve ayn1 zamanda klinik uygulamalar1

olan inhibitorlerin dizayn i¢in 6nemli sonuglar veren bir durum olmaktadir.
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1.1.4 Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidrazin en gii¢lii organik inhibitorleri aromatik ve heteroaromatik
sillfonamidlerdir. ~ Siilfonamidler R-SO,NH, kimyasal yapisina sahiptir.  Bu
formiildeki R gruplari, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka sistemleridir.
hCA-II i¢in K; sabitleri 107 ile 107" arasinda degismektedir. Siilfonamidlerin en

carpici Ozelliklerinden birisi,

R-SO,NH, R-SO,NH +H ¥

denklemine gore kolaylikla iyonik yap1 kazanmaktadirlar. Bu 6zelligi, CA enzimi
izerine inhibisyon etkisi i¢in son derece onemlidir. Siilfonamidlerin bu hidrofilik
bolgesine ilaveten, aromatik ve heteroaromatik hidrofobik bolgelere sahiptir.
Siilfonamidlerin enzimle etkilesmesi, éncelikle R-SO,NH' bilesigindeki N atomunun
CA enziminin aktif blgesinde bulunan Zn*? ile iyonik baglanmasi ile olurken, ikinci
olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitoriin enzime baglanmasi ile bu etkilesme

tamamlanmis olur[66,67].

Siilfonamidlerin CA enzimine giiclii bir sekilde baglanmasi bu iki etkinin
toplaminin bir sonucudur. Nitekim substitiie ya da alkil siilfonamidlerin enzime
baglanmasinda yalnizca hidrofobik etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve heterosiklik

yan grubu tastyanlara gore daha zayif inhibitor olma 6zelligi gosterirler[43].

Karbonik anhidraz izoenzimleri katalitik aktivitelerindeki farkliliklar1 gibi
inhibitorlere olan ilgileri de farklilik gostermektedir (Cizelge 1.2.).

Hastaliklarin tedavi ve teshisinde, CA inhibitorlerinin 6nemi, glokom
hastalig1 tedavisi i¢in CA enzimi {izerinde yapilan inhibisyon calismalariyla ortaya
cikarilmigtir.  Bu calismalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalarinin aydin-
latilmasinin yani sira, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati
fonksiyonlar1 anlasilmig, bunun sonucunda da CA enziminin inhibitorleri ve
aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu c¢alismalarda cok ¢esitli CA

enzimi inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler basta Glokom tedavisinde ilag,
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antitimor, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon
tomografisi (PET) ve manyetik rezonans (MRI) belirlenmesinde diagnostik teshis
materyali, antiiilser, diiiretik ilaclarin gelistirilmesinde yol gosterici olarak
kullanilmaktadir. Bu sebeple, farkli CA izoenzimlerinin aktivitelerinin temel

islevleri, yeni ilaclarin ve tedavi araclarinin gelistirilmesine firsat vermektedir

[68,69].

Cizelge 1.2 Karbonik Anhidraz [zoenzimlerinin Hiicre i¢i Yerlesimleri ve Siilfona -
midlere I1gisi[43]

iz0enzim Kataliz_ Aktivitesi Sl:ilffonar_ni'dler Hiicre _igi
(CO;, hidrasyonu) icin Afinite Yerlesim
CAI Diisiik ( CAIl’nin %10’u ) Orta Sitozol
CAIl Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
CA I Cok diisiik ( CAIl’nin %0.3’11 ) Cok diisiik Sitozol
CAIV Yiiksek Yiiksek Membrana baglh
CAVA Orta-Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VB Yiiksek" Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta Yiiksek Salgi halinde
CA VI Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
CARP VIII Akatalitik + Sitozol
CAIX Orta Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik + Sitozol
CARP XI Akatalitik =|= Sitozol
CAXII Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XIII Orta Yiiksek Sitozol
CAXIV Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XV Diistik Yiiksek Membrana baglh
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CA izoenzimlerinin siilfonamidlere ilgisi Cizelge 1.2’de gosterilmektedir. “pH
7.4 de orta, pH 8.2 veya daha yiiksek pH da yiiksek =|=, Ana CARP izoenzimlerinde
Zn(Il) bulunmaz, bu yiizden siilfonamid inhibitorleri i¢in afiniteleri Olgiilemez.
Kismi yonlendirilmis mutagenez ile bu proteinlerin modifikasyonu miimkiin olur ve
bu sekilde CA benzeri aktivitesi olan enzimler haline doniismektedirler. Giiniimiizde
bu konuyla ilgili detayli calismalar yoktur. Ancak siilfonamidler tarafindan bir

engellenme oldugu tespit edilmistir[1].

Inorganik anyonlarda yalmzca hidrofilik baglanma s6z konusu oldugundan CA
enzimi {izerine siilfonamidler kadar giicli inhibitor goérevi iistlenemezler.
Siilfonamidlerin CA enzimine baglanmasi konusundaki teorik bir calismada, ilk
olarak Zn+2 tek bagsina azot ve oksijen atomlarin ile koordine olabildigi
gosterilmektedir (Sekil 1.5 a). ikinci olarak, aktif bolgede bulunan tirozin (Thr-199)
ile stilfonamid molekiiliindeki —-NH grubu arasinda olusan hidrojen bag1 yapiy1 daha
kararh hale getirmektedir (Sekil 1.5 b). Ugiincii olarak siilfonamidin oksijeni, Thr-
199 ’un —NH grubu ile hidrojen bagi yaparak yapiy1 en kararli hale getirmektedir
(Sekil 1.5 c). Elde edilen sonuclar, siilfonamid tiirevlerinin enzim ile farkli bir
sekilde Van der Waals etkilesmelerinden dolayr Ki degerlerinde ©nemli fark
olusturdugunu gostermistir. Zn+2 iyonuna koordine olmus siilfonamid bilesiginin N
atomuyla, protonu ayrilmis Zn+2 iyonunun etrafinda bulunan His94, His96, His119
rezidiilerinin tetrahedral bir yapida baglanmasi siilfonamidler icin ¢ok Onemlidir
(Sekil 1.6). Anyonlar ise hem metal iyonun tetrahedral geometrisinde, hem de
siyanat Orneginde goriildiigii gibi trigonal-bipiramidal yapida baglanabilirler (Sekil
1.6) [28].
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Sekil 1.5 Siilfonamidlerin Karbonik Anhidraz Enzimine Baglanmasi[28]

R
O\S/
N
HN

/Zn2+\H' 119
His 94 \ 'S

His 96

Tetrahedral yapi
Siilfoamid

SN
°X

N\ /OHz

n?t___

z
His 94/ \
His 96

His 119

Trigonal Biprimidal yapi
Tiyosiyanat

Sekil 1.6 Karbonik Anhidraz Enziminin Siilfonamid ve Anyonlarla 1nhibisy0nu[5 1]

1.1.5 Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Onemi

CA enzim ailesi, CO; ve bikarbonat iyonunun i¢ doniisiimii gibi ¢ok basit bir

reaksiyonu katalize eder ve bdylece solunum ve metabolize dokular ile akcigerler

arasinda CO, /bikarbonat iletimi ile iligkili cok 6nemli fonksiyonlara ve ayrica pH ve
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CO, hemeostasi, cesitli doku ve organlarda elektrolit salgilanmasi, biosentetik
reaksiyonlar (glukoneogenez, lipid ve iire sentezi ), kemik resorpsiyonu, kire¢lenme,

timorlesme ve pek cok diger fizyolojik ve patolojik fonksiyonlarda rol oynarlar[43].

CO; hidrasyonu/bikarbonat dehidrasyonu fonksiyonu yaninda, CA’lar
tarafindan katalizlenen (Cizelge 1.1) reaksiyonlarn, fizyolojik yap1 ile bir iligkisi
olduguna ait bir acgiklik yoktur[70]. Bu ylizden, giinlimiizde ilgilenilen bu tip
enzimler icinde, yalmizca denklem 1.1°deki (Cizelge 1.1) reaksiyonun bir fizyolojik
ornek oldugu diistiniilmektedir. Prokaryotlarda, CA’larin genel olarak iki fonksiyonu
vardir;

(1) Organizma dokular1 arasinda CO,/bikarbonat taginmasi

(2) Enzimatik reaksiyonlar i¢cin CO,/bikarbonat saglanmasi[71].

Suda yasayan fotosentetik organizmalarda, ek bir rol olarak da CO2
konsantrasyon mekanizmasi bulunmaktadir. Bu 6zellikle, ¢evredeki CO2 artigini
onlemektedir. Fotosentez 6zelligi olmayan pek ¢ok prokaryot, aktif bolge ortamina
CO2/ bikarbonat saglamasi veya reaksiyon enerjisini gelistiren bdyle bilesikleri
ortadan kaldirmast beklenen CA i¢in reaksiyonlar1 kataliz eder[71]. Smith ve Ferry,
prokaryotik CA’larimin iginde, bdylesine bir fizyolojik fonksiyon icra edebilecegi
pek cok karboksilasyon/ dekarboksilasyon siireclerini incelemistir[72]. Bu siirecler,
hem, metabolizma olusturan dokular ve salgi organlar1 arasindaki CO2/bikarbonat
doniigiimii ile ve hem, kilcal damarlar ve akciger agtabakasindan CO2 giderme,
bobreklerdeki bikarbonatin tekrar absorplanmasina karistiklar: gibi, bobrek tiipleri ve
toplama kanallar1 icinden H+ iyonlarim1 yok etme islemlerini kolaylastirma ile de
ilgilenmektedirler[72]. Cogunlukla izoenzim I, II ve IV, bu siireclere katilmak-
tadirlar. Goziin icinde bikarbonatga zengin salgilara (siniis salgi proseslerinin izoen-
zimleri: CA II ve CA IV ) neden olan CA’lar, gorme ve gbz tansiyonu ve glokoma
yol acan gérme bozukluklar1 konusu ile de ilgili olmaktadirlar. hCA II ayrica kemik
tiimorlerinin bir birinden ayrilmasi ve ya kemik tiimorlerinde kemik erimesi gibi
kemik gelisimi ve kemik fonksiyonlar1 ile de ilgilidir[51]. CA’lar, kalp-damar
formasyonu gibi, pek c¢ok doku ve organda, goziin damar tabakasi ve goz

sinirlerindeki pH’ 1 diizenleyerek ve bikarbonat saglayarak, elektrolit salgilama isini
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de goriir[S1]. Oluk ve kanal hiicrelerinde salgi iiretimi[48], mide cidarinda gastrik
asit iiretimi ve safra iiretimi, pankreas Ozsuyu, bagirsak iyonu nakli[51] ile de
ilgilidirler. CA’lar, tad ve koku alma duyusu, mide-bagirsak yolunu asirn pH
sartlarindan korunmasi, prostat sivisinin pH ve bikarbonat konsantrasyonu, kas
fonksiyonlar1 ve hiicre basicinin uyarlanmasi gibi bircok fonksiyonlarin ¢alisimiyla
da baglantilidir[S1]. CA V pankreas [ hiicrelerine insiilin salgis1 iletisimi gibi
molekiil sinyalizasyonuyla iliskilidir[70]. hCA II ve CA V bikarbonat saglayarak,
glukoneogenez, yag asitleri de-novo biosentezi veya pirimidin baz sentezinde rol
oynarlar[28]. Yapilan son calismalarda hCAIX, hCAXII, CARP VIII
izoenzimlerinin tiimorlerde fazlaca bulundugu tespit edilmistir[19]. Giiniimiizde, bu
enzimlerin inhibitorleri, glokom ajani, diiirik, antiepileptik amach olarak mide-
bagirsak {ilserlerinin, sinirsel bozukluklarin ya da kemik yikimlari gibi hastalik

gruplarinin denetimini kontrol etmekte, genis sekilde klinik olarak kullanilmaktadir.

CA izoenzimleri ve inhibitorlerinin, klinik biyokimya ve tiptaki arastirmalarla
yeni ilaglar gelistirmeye ve yeni teshis araglar1 ya da yasamin bilim sahalarinin ugsuz
bucaksiz derinliklerindeki temel siire¢leri, hala yogun bir sekilde devam

etmektedir[3].
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1.2 Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Metodlar:

1.2.1 CO,- Hidrataz Aktivitesi

Reaksiyonunda goriildiigli gibi, ortama gore (1) CO, gaz1 agiga ¢ikmakta veya
haracanmakta, (2) H" konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. (1) olay1

kantitatif olarak monometrik yollarla tespit edilebilir.

C02 + Hzo

H2C03 HCO3_ +H

Fakat manometrik metodun, reaksiyon pH’sinin degisken olmasi, CO;
molekiiliiniin suda simirh ¢6ziinmesi ve uzun zaman almasi gibi dezavantajlart vardir.
(2) olayindan yararlanilarak, belirli bir pH diismesi veya yiikselmesi i¢in gegen siire
potansiyometrik yolla veya indikatorle belirlenebilir. Fakat bu metodun kisa zaman
almas1 gibi bir avantajinin yani sira, reaksiyon sirasinda pH’nin degisken olmasi,
CO; molekiiliiniin suda sinirl ¢odziilmesi ve kullanilan indikatoriin inhibisyon etkisi
gibi olumsuz sonuglar1 da vardir[73-77]. Bu dezavantajlar en az diizeye indirmek
icin sabit bir pH’da titrasyon veya 0.02-0.05 birimlik pH diisiisiiniin indikatorlii
ortamda spektrofotometre ile ol¢iim yapildigi hizli akis reaksiyonu gibi metodlarla
enzimin Km ve Vmax gibi parametrelerinin bulunmasinda kullanilmaktadir. Fakat
enzimin saflastirma basamaklarinda aktivite Ol¢iimleri, genellikle biitiin

arastirmacilar tarafindan, Wilbur-Anderson metoduyla yapilmaktadir.

Bu yonteme gore pH degerinin 8.2°den 6.3’e diisiisii icin gecen siire brom-timol
mavisi indikatorii yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi, enzimsiz CO, hidrasyon
siiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siireleri (t.) arasindaki farkin (t.)’ye boliinmesiyle
elde edilmektedir. Buna gore;

Enzim Aktivitesi = [(t, )-(t; )]/(tc) Formiillerinden hesaplanabilir[78 ].
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1.2.2 Esteraz AKktivitesi

Kinetik ¢aligmalarda, CA aktivitesi Ol¢timleri bu yontemle yapilmaktadir. Bu
yontem, CA’nin  esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir[79].
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 soyledir;

O
Il CA
O,N OCCH; + H,0O —= 02N OH + CH3COOH

Ol¢iimii 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 gruplan asidik olduklar1 i¢in ortamin pH’sina gore, degisen oranda,
fenolat ve H' iyonlarina aynisir. 348 nm dalga boyunda p-nitro fenol ve p-nitro
fenolat iyonunun absorbanslart aym1 anda okunabildigi i¢in bu durum absorbans
Olctimiinii etkilemez.  p-nitro fenol bilesiginin molar ekstiriksiyon katsayisi,
€ug= 54 x 10° M “dir. Bu dalga boyunda p-nitrofenil asetatin ¢ok az bir

absorpsiyonu vardir ve €343 = 0,4 x 10~ M molar ekstiriksiyon katsayisina sahiptir.
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1.3 Enzimlerin Saflastiriimasinin Onemi

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler, biyokatalizérlerin diger bir
deyisle enzimlerin kullanim alanlarinin artmasina neden olmusg ve yeni uygulama
alanlarinin da ortaya ¢ikmasi ile enzimlerin saf olarak elde edilmesi daha biiyiik

onem kazanmistir[80].

Proteinlerin saf olarak eldesi kendisi icin bir son nokta degildir, saflastiriimasi
istenen protein eldesi daha sonraki ¢caligmalar i¢in gereklidir. Bu calismalar proteinin

aktivitesi, yapisi ya da islev iligkileri iizerinde olabilmektedir.

Protein fonksiyonlarinin anlagilmasinda ilk temel adim bize, onlar1 gézlemleme
ve kullanma kolaylign saglayacak olan saflastirma islemidir. Proteinlerin saflas-
tirllmasiyla proteinlerin, aminoasit dizilerini, proteinler arasindaki evrimsel iliskileri
belirleyebilir ve farkli organizmalardaki bir proteinin biyokimyasal fonksiyonlarini

inceleyebilmekteyiz.

Bir saflagtirma tekniginin hedefi proteini en diisiik maliyet, yiiksek derecede
saflik ve verimle elde etmektir. Bunu basarabilmak i¢in saflastirma tekniginin ve
adimlarinin se¢imi akillica yapilmali ve adim saysim en aza indirecek sekilde

siralanmalidir.

Hedef proteinimiz icin saflagtirma tekniginin se¢imi c¢alismamizin amaci
dogrultusunda degismektedir. Secilecek teknik i¢in proteinlerin farkli yapisal
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Eger saflastirilacak protein, molekiil biiytikliigii
esasina gore saflastirilacaksa jel filtrasyonu, elektriksel yiik esasina gore saflastirma
islemi yapilacaksa iyon degisimi kromatografisi kullanilmaktadir. Ayrica hedef
enzim ya da reseptor ise bunun aktivitesini bir substrati, calismamizda oldugu gibi
ligand1 ya da bir substrat analogu iizerinde yonlendirerek kromatografik saflastirma
teknigi olan afinite kromatografisi ile saflagtirma gerceklestirilebilir. Secilen teknik
icin uygun matriks ve kosullarin belirlenmesiyle hedef proteinimiz karisimdan

saflastirilabilmektedir.
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1.4 Afinite Kromatografisi

Bir biyolojik ligand veya onun sentetik bir analogu ile saflastirnlmak istenen
molekiil tizerindeki komplementer baglama bolgesi arasindaki spesifik etkilesimi
esas alan, giiclii bir protein saflastirma teknigidir[81]. Biyolojik ligandlar arasinda
substrat, koenzim, hormon, antikor, niikleik asit gibi yapilar 6rnek olarak verilebilir

[82].

Bu yontem sayesinde ¢ok yorucu, zor ve bazi hallerde imkansiz olan bir¢ok
ayirma ve saflagtirma islemi kisa zamanda gergeklestirilebilir ve yiiksek verimde

binlerce kez saflastirilmis bilesikler elde edilebilir[83].

Afinite kromatografisinin ve son zamanlarda da hidrofobik adsorpsiyon
kromatografisinin biyolojik molekiillerin saflastirilmasinda ve izolasyonunda giiclii
teknikler oldugu ispatlanmistir. Afinite kromotografisi ilk defa 1910 yilinda amilazin
¢Oziinmeyen nigastaya adsorpsiyonu sonucu izolasyonunda kullanilmistir. Fakat,
kovalent olarak ligandlarin baglanabilecegi dayanikli matrikslerin bulunmayisindan,
bu teknigin yaygin halde uygulanmasi 1967 den sonra gerceklesebilmistir. Bu
tarihte, primer amino grubuna sahip bilesiklerin siyano bromiir (CNBr) ile
aktiflestirilmis  polisakkarit ~ matriks  iizerine  kovalent  baglanabilecegi

gosterilmistir[83].

Ayrica literatiirde, afinite jelleri i¢cin kullamlan matrikslerin aktivasyonu igin,
oksiran aktiflestirilmesi, karbodiimid aktiflestirilmesi gibi degisik aktiflestirilme
yontemleri de kullamlmistir[83]. Bu kesiften sonra afinite kromotografisinden
yararlanarak, biyospesifik ligandlarla antikorlar, bazi tasiyic1 proteinler, enzimler,
niikleik asitler ve hatta bir takim hiicrelerde ¢ok saf halde elde edilmeye
baslanmistir[83]. Literatiirde afinite jelleri i¢in kullanilan matrikslerin aktivasyonu
icin, CNBr aktiflestirmesi disinda, oksiran ve karbodiimid aktiflestirilmesi gibi

degisik aktiflestirme yontemleri de bulunmaktadir[83].

Afinite kromatografisinin yayginlasmasindan sonra, yontemin avantajlarindan

ve modifikasyonlara acik olmasindan yararlanilarak, biyospesifik ligandlarla
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antikorlar, enzimler, bazi tasiyici proteinler, niikleik asitler ve cok saf halde elde

edilmeye baglanmistir.

Afinite kromatografisinde, kat1 destek materyaline “ligand” ad1 verilen 6zel bir
molekiil immobilize edilir. Bu molekiil saflastirilmak istenen materyale karsi
spesifik bir biyolojik ilgi duyarak onu belirli bir kuvvette doniisiimlii bir sekilde
baglamalidir[84].

Uzant1 Kolu

Tlgilenilen

Sekil 1.7 Afinite kromotografisinin sematik gosterilisi.

Sephadex veya Sepharose gibi kati destek materyallerinden birine, uygun
yontemlerle ligandin baglanarak hazirlanmasi sonucu olusturulan bir afinite
kolonundan saflastirilmasi diisiiniilen bir molekiil karisimi gecirildiginde, sadece
saflastirilmas1 istenilen molekiil ligandla etkileserek kolonda tutulur. Istenmeyen
biitiin safsizliklar kolondan uygun bir tampon (yikama tamponu) gegirilerek
uzaklastinilir. Kolonda tutulan ilgili molekiil spesifik eliisyon tamponuyla kolondan
almir. Spesifik eliisyon, ilgili molekiile liganddan daha fazla afiniteye sahip madde
iceren bu tampon ¢ozelti ile gerceklestirilir. Bu yontemle tek basamakta yiizlerce kat

saflastirma yapilabilir (Sekil 1.7 - 1.10).
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Afinite kromatografisi yonteminde, saflastirilacak molekiiliin  liganda
baglanmasi konusunda 6nemli bir sorun yasanmaktadir. Cogu durumda matriks ile
saflastirilacak molekiil arasinda, sterik engellerden dolay1 ilgili molekiiliin baglanma
sorunu olusabilir ve kolon verimi azalabilir. Bu sorunun oniine ge¢mek icin ligand
ile matriks arasina uygun bir uzanti kolu takilir. Uzanti kolu adi verilen bu
molekiiliin 6-8 karbonlu bir yapidan olusmasi kolon verimini en yiiksek seviyede
tutmaktadir. Eger uzanti kolu gereginden daha uzun olursa, kol iizerine istenmeyen
molekiiller baglanir ve bu molekiiller yikama ile giderilemeyebilir. Uzant1 kolunun
gereginden kisa olmast durumunda ise, sterik engellerden dolayr molekiiliin

baglanma sorunu devam edebilir[28].

=8 )

Azpg Bapp \
Hedef eliatin zayif Hedef eltatin giiglii |
baglanma etkisi baglanma etkisi I|I
i
|
|
Iy v oy |
__,f’ e . |
/:I AN T T T T T e — b
o 5 woEa 0 5 1 5 2 2
Eliisyon Hacmi,mL Eliisyon Hacmi,mL

Sekil 1.8 Uzant1 Kolu Kullaniminin gosterimi[85];
a) Ligand dogrudan matrikse bagl.

b) Ligand uzanti kolu ile matrikse bagl
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Afinite Kromatografisi, adsorpsiyon kromatografisinin 6zel bir cesididir. Bu
teknikte matriks denilen kat1 destek materyaline ligand ad1 verilen 6zel bir molekiil
immobilize edilir. Bu spesifik molekiil, saflastirilmak istenen materyale karsi

biyolojik ilgi duyarak onu belirli bir kuvvette doniisiimlii bir sekilde baglamalidir.

ML <====> M + L
M= Makromolekiil

L =Ligand K = [A;\I/[][[JL] =10"-10"® M arasinda olmahdur.

Ligandin, uygun yontemlerle suda ¢oziilmeyen Sephadex ve Sepharose gibi
kat1 destek materyaline (matriks) baglanarak hazirlanmasi sonucu olusturulan bir
afinite kolonundan, saflastirilmas1 diisiiniilen bir molekiil karisimi gecirilirse sadece
istenilen molekiil ligant tarafindan kolonda tutulur. Istenmeyen biitiin safsizliklar,
kolondan uygun bir tampon gecirilerek uzaklastirilir. Kolonda tutunan ilgili
molekiil, spesifik eliisyonla kolondan alimir. Spesifik eliisyon, ilgili molekiile
liganttan daha yiiksek afiniteye sahip madde iceren tampon ¢ozelti ile gerceklestirilir.

Bu metotla, tek basamakta yiizlerce kat saflastirma yapilir[84] .
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Sekil 1.9 Hedef proteinin matriks ile temas1 ve istenmeyen proteinlerin
uzaklastirilmasi igleminin sematik gosterimi

Buna gore bir afinite kromotografi islemi; uygun bir ligandin secimi, tastyici
matriks iizerine ligand immobilizasyonu (Sekil 1.8), protein karistminin matriks ile
temas ettirilmesi, istenmeyen proteinlerin uzaklastirilmasi (Sekil 1.9) ve ilgilenilen

proteinin saf olarak eliisyonu (Sekil 1.10) olmak iizere alt basamaklar1 igerir.

Baglanma
—
A ——

Eliisyon

+

Sekil 1.10 Hedef Proteinin Afinite Ligandia Adsorpsiyon ve Desorpsiyonunun
sematik gosterimi



Bu bilgilere gore, bir afinite kromatografi islemi su alt basaklar1 icermektedir :
1. Uygun bir ligandin se¢imi

Ligandin tasiyict matriks iizerine immobilizasyonu

Protein karisiminin matriks ile temas ettirilmesi

Istenmeyen proteinlerin uzaklagtiriimasi

ook wn

llgilenilen proteinin saf olarak eliisyonu

Sonug olarak, proteinlerin aktive edilmis matrikslere baglanmasindaki kosullar
proteinin denatiirasyonuna ya da inaktivasyonuna neden olmamalidir. Genelde
baglanma protein molekiiliiniin dis yiizeyindeki lisin rezidiiler, ya da baska bir amin
grubu ile olur. Bu grup niikleofilik yani protonlanmamis halde bulunacagi yiiksek
bir degerde olmali fakat inaktivasyona neden olacak kadar da yiiksek olmamalidir.
Tiim bu 6zellikler goz Oniine alinirsa, bir afinite kolonunun verimli olabilmesi igin
matriksin iyi akis Ozelliklerine sahip, ligandi baglama ve eliisyon islemlerine
dayanikli ve akan bilesiklerle etkilesme yapmayan bir yapida olmasi, ligandin ise
adsorbe edecegi bilesikle 10°~10"° M arasinda degisen bir afinitesi olmalidir. Bu
saglandigi zaman kolonun kapasitesi artar ve istenilen protein yiiksek derecede

saflastirilmig olarak elde edilir[86].

1.4.1 Calismada Kullanilan Eupergit C-250L Matriksi

Ticari tirtinler olan Eupergit C ve Eupergit C-250L matriksleri farkli enzimlerin
immobilizasyonu, enzim geri kazanmim islevlerinde, reaksiyonlarin farkl tiirlerinde ve
saglam destekler olmalar1 nedeniyle kromatografik islemlerde de kullanilmak-
tadir[36]. Her ikiside 100-250 pm/g capinda kiiciik gbzenekli, aktif oksiran gruplari
iceren akrilik boncuklar seklindedir. Bu iki matriks gozeneklilik ve oksiran gruplari
icerme bakimindan birbirlerinden ayrilirlar. Eupergit C-250L, Eupergit C den daha

genis porlara ve (r=100 nm) ve daha diisiik oksiran yogunluguna sahiptir[36].
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Calismamizda matriks olarak sectigimiz Eupergit C-250L" nin

® Yapisinin yiiksek bir kimyasal kararlilik gostermesi ve polar organik
¢Oziiciilerin denatiirasyonuna kars1 gelismis bir kararlilik gostermesi,

e [Is1 artigina karst gosterdigi termal kararhlik,

e Mekaniksel kararliligi ile karistirma ve filtrasyon islemlerinde fiziksel
ozelliklerini korumasi,

¢ Proteinlerin i¢ yiizeylere ulagmasi i¢in gézenek biiyiikliigiiniin yeteri kadar
fazla olmasi,

e Reaktif oksiran gruplarinin yiiksek yogunlugu ile reaksiyonun 1liman
kosullarda gerceklesmesi,

e Aktif oksiran gruplarinin yiiksek yogunlugu bir¢ok noktadan reaktif olarak
etkilesme olanagi saglamasiyla reaksiyon kapasitesini yiiksek oranda
arttirmas1 gibi ozelliklere sahip olmasi nedeniyle calismada matriks olarak

secilmistir[36].

1.4.2 Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Saflastirilmasi

Karbonik anhidrazin memeli tiirlerinden izolasyonunda kaynak ve izo-
enzimlerine gore farkli yontemler uygulanmaktadir{34]. Uzerinde en fazla caligma
durulan olan izoenzimler sitoplazmik karbonik anhidraz I ve karbonik anhidraz II dir.
Bu iki izoenzimin en kolay elde edilebilir kaynag eritrositlerdir. ~ Yapilan
calismalarda eritrositlerde fazla miktarda bulunan hemoglobin, kloroform — etanol
¢cOktiirmesi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ya da 1s1 ile denatiirasyon yontemleriyle
uzaklastirilabilmistir. Bunlarin yaninda ii¢c-faz ayrisma yontemide bir alternatif

olmustur[34].

Karbonik anhidraz I ve II’nin izolasyonunda en ¢ok kullanilan yontem afinite
kromatografisidir[34]. ik defa 1970 lerde uygulanmaya baslans olan bu yontemle
sonralart karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri basarili bir sekilde birbirinden
ayrilabilmistir. Bu yOntemlerde destek maddesi olan jele enzimin giiclii bir sekilde
baglandig inhibitorleri takilmakta ve enzimin bu molekiiller araciligiyla kolonda
tutulmas1 saglanmaktadir. Bu anlamda en c¢ok kullanilan inhibitorler de
siilfanilamidlerdir.[34].
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Ancak 0zellikle karbonik anhidraz II fraksiyonlarinda bir miktar hemoglobin
kirlenmesinin olabildigi tespit edilmis ve bunun nedeninin karbonik anhidraz II ve
hemoglobin arasinda spesifik bir etkilesimin bulunmasinin olabilecegi bildirilmistir
[87].

Bu tiirden etkilesimden kurtulmak icin karbonik anhidraz II gen transferiyle E.
coli’den sentezlenebilir. Ancak bu durumda enzimin amino ucundaki
asetillenmelerin olmayacagina dikkat edilmelidir. Mutasyon teknikleriyle hazirlanan
inaktif karbonik anhidraz II'nin izolasyonunda inhibitorlerle baglanmanm olmadig
durumlarda alternatif yontemler uygulanmistir. Once %40 doygunlukta amonyum
siilfat ile diger safsizliklar uzaklastirilmis sonra %90 amonyum siilfat doygunlugunda
insan karbonik anhidraz II coktiiriilmiistiir. Diyalizi takiben DEAE-Sephacel
kolonundan ge¢irme ve sonra S-Sepharose ile kromatografi uygulanarak enzim %98
saflikta elde edilmistir. Bir grup arastirmaci da mutant enzim izolasyonunda S-
Sepharose ile anyon degisimini, sonra fenil-Sepharose ile hidrofobik etkilesim
kromatografisini ve son olarak da Sephacryl S-100 ile jel filtrasyonunu
kullanmislardir[88].

Karbonik anhidraz III’in afinite kromatografisinde kullamilan inhibitorlere
baglanmasinin ¢ok zayif olmasindan dolay1 bu izoenzim onceleri farkli yontemlerle
izole edilmistir.  Sonralart bu izoenzimin p-aminobenzensiilfonamid’e yeteri
derecede baglandigi gosterilmis ve bu inhibitér kullanilarak enzim afinite
kromatografisi ile izole edilebilmistir. Benzer sekilde membrana bagli bir izoform
olan karbonik anhidraz IV’iin de izole edilmesi, p-aminobenzensiilfonamid’li afinite

kolonu kullanilarak saglanmistir [88].

Mitokondriyel bir enzim olan karbonik anhidraz V izolasyonunda,
mitokondrilerin biitiin sitozolik bilesenlerden ayrilmasini takiben dondurucuda
bekletilip santrifiijlenmesi ve elde edilen tamamen ¢oziiniir durumdaki mitokondriyel
matriks, p-aminobenzensiilfonamid’in CM Biogel A’ya takilmasiyla hazirlanmig
jelin bulundugu kolondan geg¢irilmistir. Daha sonra enzim sodyum azidiir (NaN3) ile
eliie edilerek basarili bir sekilde izole edilmistir [89].

Salgilanan bir enzim olan karbonik anhidraz VI, inhibitorlerle karbonik

anhidraz II’ye benzer sekilde etkilesmektedir ve bu nedenle afinite kromatografisi
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izolasyon amaciyla rahatlikla kullanilabilmistir[90]. Bu maksatla p-aminobenzen-

siilfonamid kolonlu afinite kromatografisi uygulanmstir.

Memeli izoenzimlerinin haricinde diger karbonik anhidraz izoformlar1 da
ozellikle p-aminobenzensiilfonamid kullanilarak afinite kromatografisiyle izole
edilebilmektedir. Bu izoenzimlerin izolasyonunda bir¢cok farkli yontem de
uygulanmistir. Bunlar arasinda Sephadex G-75 ile jel-permeasyon kromatografisi,
CM-seliiloz katyon degisimi kromatografisi, DEAE Sephadex A-50 anyon degisimi
kromatografisi, DEAE-seliilloz kromatografisi, DEAE-hidroksilapatit kromatografisi
sayilabilir. Bu yontemler tek baslarina degil genellikle birkag¢ tanesi ardigik olarak
uygulanmistir. Bu yontemlerin uygulandig1 calismalarda istenmeyen proteinlerden
kurtulmak icin birinci basamakta etanol-kloroform c¢oktiirmesi  siklikla

uygulanmaktadir [91].

Afinite kromatografisi ile, hedef protein kisa zamanda ve tek basamakta yiiksek
bir verimle saflastirma elde edilebildigi i¢in[93] CA enziminin saflastirilmasi i¢in, en

cok uygulanan kromatografik metot, afinite kromotografi yontemidir.

Literatiirde, Eupergit C-250 L polimer bilesigi kulanilarak afinite
kromatografisi iizerine ¢ok sayida calisma bulunmaktadir[29-33]. Ozensoy ve
arkadaslar1 2004 yilinda Eupergit C-250 L polimer materyalinin aktif oksiran
gruplarma, karbonik anhidrazin gii¢lii inhibitorii olan p-aminobenzensiilfonamidi

herhangibir aktivasyon metodu ve uzanti kolu baglamadan kullanmiglardir[28].

Cizelge 1.3’de gosterildigi iizere, bitki CA enzimi disinda ligand olarak benzen
siilfonamid tiirevleri kullanilmistir. Bunun nedeni, bitki CA enziminin benzen
siilffonamidler tarafindan ¢ok az inhibe edilmesiyle acgiklanmaktadir. Bu tabloda
gosterilen uzanti kolonuna sahip afinite jellerinin yiiksek bir kapasiteye sahip
olduklarin1 vurgulamaktadir. Ayrica matrikse takilan uzanti kollarinin farklilig: da,

kolon verimi tizerindeki degisik sonuglari, beraberinde getirmektedir.
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Cizelge 1.3 CA enziminin saflastirilmasi icin daha onceki arastirmacilar tarafindan
sentezlenen afinite jelleri[28].

Matriks Ligand Uzanti Kolu CA Ligand’n Uygulandig
kapasite baglanma canlilar
_si reaksiyonu ve dokular
(mg/
mL jel)
Sephadex p- ---- 3-4 CNBr Insan
G-150 aminobenzen Aktiflesmesi eritrositleri
Sepharose stilfonamid Bakteri
2B, 4B, 6B
Sepharose p- - <5 CNBr Insan
4B aminobenzen Aktiflesmesi eritrosit
siilfonamid izoenzimleri
Sepharose p- CH,CH(OH)CH,O(CH,)4 - Oksiran Insan
6B aminobenzen OCH2 Aktiflesmesi bobregi
stilfonamid B
(H,CHCOH)
CM p- m-NH,(C¢H,)NHCOCH, 17-23 Karbodiimid Insan ve
Sephadex aminobenzen Aktiflesmesi maymun
C-50 siilfonamid eritrositleri
Sepharose 2-amino-1,3,4- | NH,CH,(CH,),COOH - Karbodiimid Bitki
4B tiyadiazol-5 NH,CH,(CH,),COOH Aktifles-mesi | fotosentetik
siilfonamid hiicreleri
CM-Bio- p-aminometil -CH,CONHCH,- 15-20 | Karbodiimid Insan
Gel A siilfonamid Aktiflesmesi eritrositleri
Sepharose p- CH,CH(OH)CH,O(CH,),4 - CNBr S18ir gbz
6B aminobenzen OCH2 Aktiflesmesi lensi
siilfonamid -
(H,CHCOH)
Sepharose p- L-tirozin 260- CNBr Insan
4B aminobenzen 301-317 | Aktiflesmesi eritrositleri
siilfonamid mg(g)
CM p- L-tirozin 509 EEDQ Insan
Sephadex aminobenzen mg/g | Aktiflesmesi eritrositleri
C-50 stilfonamid
Eupergit p- - - Oksiran Insan
C-250L aminobenzen Reaksiyonu eritrositleri
stilfonamid S18ir eritrosit
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Caligmalarimizda  kullanilan, metakrilamid ve N,N’-metilen-bis-
(metakrilamid) monomerlerinin bir kopolimeri olan Eupergit-C 250 L polimer
materyali Rohm—Pharma Polymers (GmbH & Co. KG.) firmasindan temin edilmistir.
Standart serum albumin, N, N, N’, N’- tetra metil etilendiamin (TEMED), diyaliz
torbalari, akrilamid, coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250,
fenol-red, N,N’-metilen bisakrilamid, brom timol mavisi, SDS, - merkapto etanol,
glisin Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit, sodyum karbonat, trihidroksi
metil aminometan (Tris), sodyum sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyum kloriir, amonyum
siilfat, sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, hidroklorik asit, asetik asit,
siilfiirik asit, glisin, fosforik asit, sodyum azotiir, sodyum nitrat, sodyum tiyosiyanat,
sodyum siyaniir, Merck A.G’den; sodyum mono hidrojen fosfat, sodyum di hidrojen
fosfat,metanol, etanol, amonyum per siilfat, potasyum iyodiir, dekstroz Riel de Haen

A.G’den, ve karbondioksit gaz1 piyasadan saglanmustir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismalar esnasinda, asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

IR spektrometresi : Perkin Elmer FT-IR Spectrum GX 1234
UV-Spektrometresi : CARY 1E, UV-Visible Spectrophotometer-VARIAN
Masa Santrifiijii : Hettich zentrifugen EBA 12 R

Sogutmali santrifiij : Sigma Laborzentrifugen 3K 15/ 10706 / 10707
PH-metre : Orion- model 920A
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Elektroforez tanki
Peristaltik pompa
Hassas terazi
Kromotografi kolonu
Kronometre
Otomatik pipetler
Magnetik karistirici
Calkalayici
Otoklav

Buz makinesi
Vorteks

Etiiv

Sabit sicaklik sirkiilatorii

Kullanilan alet ve cihazlarin devamidir

: Hoefer, HSI

: Pharmacia Fine Chemicals (Chromatograph Attd.S1211)
: Libror, AEG-220 (Shimadzu)

: Pharmacia Fine Chemicals

: Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr

: Eppendorf, Medisis

: ARE magnetic, heating stirrer IKA Combimag RCO
: Biolab 1575-2B shaker

: Hirayama (Hiclave HV-85)

: Fiocchetti Scotsman Automatic ice machine AF 10

: Fisons Whirli Mixer

: Elektromag

: Techne-Tempette Junior TE-8J

2.1.3 Kullanmilan Cézeltiler ve Hazirlanmasi

Deneysel calismalarda kullanilmak iizere, asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi.

1. 0.05 M Tris-SO4, pH=7.4 (diyalizde kullamlan tampon)
6.055 g (0.05 mol) Tris-HCI, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N H,SO, ile pH=7.4’¢

kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

2. 0.15 M Na,COs; / 0.1 M NaHCO3, pH=10.0 (CO;-hidrataz aktivitesi

olciimiinde kullanilan tampon) : 15.9 g (0.15 mol) Na,CO; ve 8.4 g (0.1 mol)

NaHCOs’m 1 litre destile suda ¢oziilmesi ile hazirlandi.

3. 25 mM Tris-HCI / 0.1 M Na,SO4, pH=9.5, 9.0, 8.5, 8.0, 7.5, 7.0, 6.5
(afinite jelinin dengelenmesi icin kullanilan tampon cozeltiler) : 3.0275 g (25
mmol ) Tris ve 14.2 g (0.1 mol) Na,SOy4, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N HCl ile
ayrt ayr1 so0z konusu pH’lara getirildi ve daha sonra son hacimler 1 litreye

tamamlandi.
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4. 25 mM Tris-HCl/ 0.05 M Na,SO,, pH=8.5 (afinite jelinin dengelenmesi
icin kullamlan tampon c¢ozelti) : 3.0275 g (25 mmol ) Tris ve 7.1 g (0.05 mol)
Na;S04, 950 mL destile suda ¢oziildi. 1 N HCI ile ayrt ayr s6z konusu pH’ya

getirildi ve daha sonra son hacim 1 litreye tamamlandi.

5.25 mM Tris-HCl/ 0.15 M Na,SO,4, pH=8.5 (afinite jelinin dengelenmesi
icin kullanilan tampon cozelti) : 3.0275 g (25 mmol ) Tris ve 21.3 g (0.15mol)
Na;S04, 950 mL destile suda ¢oziildi. 1 N HCI ile ayr1 ayr1 s6z konusu pH’ya

getirildi ve daha sonra son hacim 1 litreye tamamlandi.

6. 25 mM Tris-HC1/ 0.2 M Na,SO4, pH=8.5 (afinite jelinin dengelenmesi
icin kullmlan tampon c¢ozelti) : 3.0275 g (25 mmol ) Tris ve 28.4 g (0.2 mol)
Na;S04, 950 mL destile suda ¢oziildi. 1 N HCI ile ayrt ayr s6z konusu pH’ya

getirildi ve daha sonra son hacim 1 litreye tamamlandi.

7. Hemolizat tatbikinden sonra afinite jelinin yikanmasi icin kullanilan
25 mM Tris-HCl / 22 mM Na,SOy, (pH=9.5, 9.0, 8.5, 8.0, 7.5, 7.0, 6.5) tampon
cozeltiler : 3.0275 g (25 mmol ) Tris ve 3.124 g (22 mmol) Na,SO4, 950 mL destile
suda ¢oziildii. 1 N HCI ile ayr ayn soz konusu pH’lara getirildi ve daha sonra son

hacimler 1 litreye tamamlandi.

8. 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH=6.3 (kolona tutunmus hCA-I
izoenziminin eliisyonu icin kullamlan c¢ozelti) : 3.55 g (25 mmol) Na,HPO, ve
29.25 g NaCl alinip, pH=6.3’¢e titre edildikten sonra toplam hacim 500 mL’ ye

tamamlandi.

9. 0.1 M NaCH3COO / 0.5 M NaClO4, pH=5.6 (afinite jeline adsorbe
olan BCA ve hCA-II izoenzimlerinin eliisyonu icin kullamilan cozelti) :
9.187 g (0.075 mol) NaClOy ve 2.04 g (0.15 mol) NaCH;COO.3H,0, 120 mL destile
su icerisinde ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’s1 5.6’ya kadar titre edildikten sonra, toplam

hacim destile su ile 150 mL’ye tamamlandi.
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10. 0.4 M NaN3 / 0.1 M Tris-SOQ4, pH=6,3 (afinite jeline tutunmus BCA
ve hCA-II izoenzimlerinin eliisyonu icin kullanilan cozelti) : 13 g (0.2 mol)
NaN; ve 6.05 g (0.05 mol) Tris, 450 mL destile suda ¢oziildii ve 1 N H,SOy ile

pH=6,3’e titre edildikten sonra, son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

11. 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-SOy4, pH=7.0 (hCA-I izoenzimi icin kullamilan
eliisyon cozeltisi) : 33.2 g (0.2 mol) KI ve 6.05 g (0.05 mol) Tris, 450 mL destile
suda ¢oziildi ve 1 N H,SO, ile pH=7.0’ye titre edildikten sonra, son hacim 500

mL’ye tamamlandi.

12. 50mM Na,HPO,/ 0,2 M KSCN, pH=6.3 (kolondaki BCA ve hCA-
I’nin eliisyonu icin kullamlan cozelti) : 3.55 g (25 mmol) Na,HPO4 ve 9.7 g
(0.1 mol) KSCN alimip, pH 6.3’e titre edildikten sonra toplam hacim 500 mL’ye

tamamlanir.
13.  SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan yiiriitme tamponu
1.5 g Tris ve 7.2 g glisin, 50 mL suda ¢oziildii. Daha sonra bunun iizerine 5 mL’lik

% 0.1’lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

14. SDS-PAGE elektroforezinde kullamilan numune tamponu :

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
-merkapto etanol 1.0 mL
Brom timol mavisi 001g

Destile su 0.5 mL

15. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu :

Tris-HCI 30¢g
Glisin 144 ¢
SDS 10g

Destile su ile son hacim 1Lt’ye tamamlanir
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16. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin

hazirlamis1 : SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanisi ve

kullanilan miktarlar1, Cizelge 2.2’de verilmektedir.

Cizelge 2.1 SDS-elektroforezinde kullanilan jel karisimlariin miktarlari.

Son hacim destile su ile 10 mL olur

Ayirma Jeli Yigma Jeli
% 10 %3
Akril amid/Bis (% 30)
Akril amid 15¢
Bis 04¢g 16.65 mL 2.6 mL
Son hacim destile su ile 50 mL’ye
tamamlanir.
Destile su 20.1 mL 12.2 mL
1.5 M Tris-HCT (pH:8.8)
Tris-HCI 1182 ¢
pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH 12.5 mL _
ilave edilerek son hacim destile su ile
50 mL’ye tamamlanir.
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)
Tris-HCI 39%¢g
pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH _ SmL
ilave edilerek son hacim destile su ile
50 mL’ye tamamlanir.
% 10’1luk SDS
SDS lg
Son hacim destile su ile 10 mL.’ye 0.5 mL 200 puL
tamamlanir.
TEMED 25 ul 20 uL
% 10’luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat lg 750 pL 400 pL

36




17. SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan boyama c¢ozeltisi
0.66 gr Coomassie brillant blue R-250, 120 mL metanolde ¢oziildii. Bu c¢ozeltiye 24

mL saf asetik asit ve 120 mL destile su ilave edildi.

18.  SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan renk a¢ma cozeltisi :
% 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile icermektedir. Bu amacla 75

mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.

19. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme cozeltisi :
0.66 g Coomassie brillant blue R-250 120 mL etanolde ¢oziindii ve bunun iizerine,

24 mL saf asetik asit ile 120 mL destile suyun ilavesiyle hazirlandi.

20. Protein tayininde kullanilan standart serum albumin c¢ozeltisi

(1 mg/mL) : 25 mg standart serum albumin 25 mL saf suda ¢6ziildii.

21. Proteinlerin Kkantitatif tayininde kullamlan cozelti : 100 mg
Coomassie brillant blue G-250, 50 mL etanolde ¢oziildii. Bu cozeltiye 100 mL %
95’1ik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi destile su ile 1 litreye

tamamlandi.
22. Kan numuneleri icin antikoagulant Asit-sitrat dekstroz cozeltisi

(ACD) : 22 g sodyum sitrat dihidrat, 8 g sitrik asit, 24 g dekstroz bir miktar destile

suda coziilerek son hacim 1 litreye tamamlandi.
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2.2 Yontemler

2.2.1 Protein Tayini

2.2.1.1 Kalitatif Protein Tayini

Kromotografi islemleri sonunda, eluatlar esit hacimde alinarak biitiin
fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi[92]. Bu metotun esasi, 280 nm dalga
boyunda proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin maksimum absorbans
gostermesi prensibine dayanmaktadir. Kolon fraksiyonlar1 esit hacimde kuvars

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 UV-spektrofotometrede kore karsi okundu.

2.2.1.2 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Bu yontemle, afinite kromotografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltileri ve
hemolizatlardaki protein miktarlar belirlendi. Bu yontem, Coomassie brillant blue
G-250’nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanma esasina dayanir. Olusan
kompleks, 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterir. Proteine boyanin
baglanmasi, 2 dakika gibi cok hizli bir zamanda gerceklesir. Bu yodntemin

hassasiyeti, 1-100 pg arasindadir[93].

Tayin islemlerinde; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir
albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pL alind1 ve
destile su ile tiim tiiplerin hacmi 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie reaktifi
her bir tiipe ilave edildi ve vorteks ile karistirlldi. 10 dakika sonra 595 nm dalga
boyunda 3 mL’lik kuvars kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor
olarak 0.1 mL ayn1 tampon ve 5 mL Coomassie reaktifinden olusan karigim
kullanildi.  Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri,

standart grafik olarak elde edildi (Sekil 3.1).
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2.2.2 Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

2.2.2.1 CO,-Hidrataz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin saflagtirilmasi esnasindaki aktivite ol¢iimleri,
CO,-hidrataz aktivitesi yontemiyle yapildi. Maren ve arkadaglarinin gelistirmis
olduklar1 bu yontem, CA enziminin saflastirilmast esnasinda hemen hemen tiim
aragtirmacilar tarafindan uygulanmistir. Bu ydntem, CO;’nin hidrasyonu sonucu
agiga ¢cikan H' sebebiyle pH degerinin 10.0’dan 7.4’e diismesi i¢in gecen siirenin
Olciilmesi prensibindedir. Burada indikator olarak, pH=7.4"de renk degistiren fenol
kirmizisi kullanildi. Tampon olarak da pH degeri 10.0 olan karbonat tamponundan

(0.15 M Na,CO3 + 0.1 M NaHCOs) yararlanildi[75].

Deney prosediirii, su sekilde gerceklestirilmistir: Reaksiyon tiipiine Once
2 mL indikator ve 1.5 mL doygun CO, cozeltileri konuldu. Bu karisimin iizerine,
kolondan alinmis enzim ¢ozeltisinden 0.1 mL ilave edildikten hemen sonra ayni anda
0.4 mL karbonat tamponu katilarak, kirmizi rengin sariya dénmesi i¢in gegen siire,
kronometre ile belirlendi (tc). Ayni islemler, her numunenin c¢alisilmasindan 6nce
enzim ¢ozeltisi yerine 0.1 mL destile su konularak, yapildi (to). Bu yonteme gore,
CA aktivitesi i¢in bir enzim iinitesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO,
hidrasyonu siiresini yartya indiren enzim miktar olarak tanimlanmaktadir. Buna
gore;

EU= (to-tc) / tc

formiiliine gore, kullanilan enzim ¢o6zeltisi hacmi i¢in enzim tinitesi hesaplanir.

2.2.3 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Eupergit C-250 L’nin siispansiyonu ve siilfonamidin kenetlendirilmesi:

1 gram Eupergit C-250 L, 100 mL 0.1 M pH=7.5 fosfat tamponu icginde

siispanse edildi ve siispansiyon calkalama banyosunda 90 rpm’ de, 24° C sicaklikta
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72 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra 7 ml etilendiamin ortama katilarak 24 saat
inkiibe edildi. 25 mg siilfonilamid, 0° C’ de, 5 mL dimetilsiilfoksit icerisinde
¢coOziildi.  Siispanse edilen matriksin, inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra,
siilffonamid bu siispansiyona eklenerek aym pH’da sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1litre soguk destile su ve 0.05 M Tris-SOq4
(pH=7.5) tamponu ile yikand1 ve ayni tampon i¢inde muhafaza edildi[33,94,95].

Reaksiyonlarin acik formiilleri asagida gosterilmistir:
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Etilendiamin

AFINITE JELI

Sekil 2.1 Eupergit C-250 L-siilfonamid yapisina sahip afinite jelinin kimyasal
reaksiyonu
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2.2.4 Sigir Eritrosit Karbonik Anhidraz Enziminin (BCA) Saflastirilmasi

2.2.4.1 Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizat Eldesi

Deneyler i¢in sigir kani, Balikesir Belediyesi mezbahasindan kesim esnasinda
temin edildi. Antikoagiilant olarak, asit-sitrat dekstroz (ACD) ¢o6zeltisinden 100 mL
kan numunesi i¢in 15 mL kullamildi. Bu ¢ozelti sayesinde, pihtilagsma Onlenerek
eritrositler i¢inde bir beslenme ortami saglandi. Kan numuneleri alindiktan sonra,

4° C sicaklikta muhafaza edildi ve en ¢ok 2 giin icerisinde kullanildi[96].

Eritrositleri ayirmak icin, kan 25 mL’lik tiiplere konuldu ve 20 dakika 5000
rpm’de santrifiij edildi. Daha sonra, tiiplerin iist kismindaki plazma ve 16kosit
tabakas1 dikkatli bir sekilde ayrilarak, altta kalan eritrositler % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi
ile 2 defa yikanip iistteki kisimlar atildi. Bu islemler sonucunda, 100 mL kandan
40-50 mL eritrosit elde edildi. Elde edilen eritrositler, hacimlerinin 5 misli soguk
destile su ile hemoliz edildi[63]. Hemoliz edilen tiipler bir araya getirilip, hemolizin
tam olarak saglanmasi i¢in yarim saat siire ile 0°C sicaklikta ¢alkalandi. Hazirlanan
hemolizattan hiicre zarlarim ayirmak igin, 4° C’de 15.000 rpm devirde 40 dakika
santrifiijleme yapildi. Daha sonra tiiplerin dibine ¢oken hiicre zarlar atilarak, iistte
kalan hemolizat dikkatli bir sekilde alindi. Boylelikle, hiicre zarlarindan ayrilmig
olan hemolizatin pH’s1, kati Tris-baz ile ayarlanarak hemolizat afinite kolonuna

tatbik edilecek duruma getirildi.

2.2.4.2 Hemolizatin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli, 1.8 cm x 12 cm boyutlarindaki bir kolona paketlenerek
25 mM Tris-HCl / 0.1 M Na,SOs (pH=8.5) tampon c¢ozeltisi ile dengelendi.
Onceden hazirlanan hemolizat kolona tatbik edilerek, 25 mM Tris-HCI / 22 mM
Na,SO, (pH=8.5) tampon cozeltisi ile yikandi. Bdylece, karbonik anhidrazin biiyiik
kismi afinite kolonuna tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmistir. BCA
izoenziminin afinite kolonundan enzim eliisyonu i¢in, asagidaki eliisyon cozeltileri

kullanilmastir;
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() 0.1 M NaCH;COO /0.5 M NaClOy, (pH=5.6)
(i) S0mM Na,HPO,/0,2MKSCN, (pH=6.3)
(iii) 0.4 M NaNs;/0.1 M Tris-SOy, (pH=6.3)

Bu eliisyon cozeltileri ile, kolonun akis hizi 20 mL / saat olarak ayarlanarak,
2’er mL fraksiyonlar seklinde tiipler toplanildi. Tiiplere alinan her bir eluatta, 280
nm dalga boyunda kalitatif protein tayini ve CO,-hidrataz aktivitesi tayini yapildi
[77,92]. Daha sonra aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek, saflastirilan enzim
coOzeltisi Once destile suya kars1 6 saat kadar iki defa suyu degistirilerek ve daha
sonra da 0.05 M Tris-SO4 (pH=7.4) cozeltisine kars1 3 saat kadar 1 defa tampon
degistirilerek diyaliz edildi[63]. Saf enzim ve hemolizatta Bradford yontemiyle,
kantitatif =~ olarak protein miktar1 belirlendi ve ayr1 ayr1 spesifik aktiviteler

hesaplanarak saflastirma orani1 bulundu.

2.2.5 Insan Eritrosit izoenzimlerinin Ayrilmasi

2.2.5.1 Kan Numunelerinin Alnmasi, Hemolizat Eldesi ve Afinite

Kolonuna Uygulanmasi

Deneyler icin sigir kani, Balikesir Belediyesi Mezbahasi’ndan temin edildi.
Kan numunesi, en ¢ok 3-4 giin icerisinde 4°C sicaklikta muhafaza edildikten hemen
sonra kullanildi. Eritrositleri ayirmak icin kan, 5 mL’lik tiiplere konuldu ve 5000
rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin list kisminda kalan plazma ve 16kosit
tabakalari, dikkatli bir sekilde alindi. Daha sonra eritrositler, % 0.9’luk NaCl
cozeltisi ile iki defa yikanarak tiiplerin iist kisimlar1 atild1 ve elde edilen eritrositler
hacimlerinin 5 misli soguk destile su ile hemoliz edildi. Hemolizin tam olarak
gerceklesmesi i¢in, 0°C’de hemolizat yarim saat siireyle karistirildi[63]. Bundan
sonra, hemolizat hiicre zarlarindan ayrilmak iizere 16.000 rpm devirde 40 dakika,
4°C’de santrifiij edilerek, tiiplerin altinda kalan hiicre zarlar1 tabakasi atildi ve hiicre

zarlarindan ayrilmis hemolizatin pH’s1 kat1 Tris-baz ile 8.5’a ayarland.
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Insan eritrosit CA izoenzimlerinin saflastirilmasinda kullanilan kolon, 25 mM
Tris-HCl / 0.1 M Na,SOs (pH=8.5) tampon c¢ozeltisi ile dengelendikten sonra,
hazirlanan hemolizat kolona tatbik edilerek, 25 mM Tris-HCI / 22 mM Na,SO,
(pH=8.5) tampon c¢ozeltisi ile yikandi. Boylece, insan eritrosit hCA-I ve hCA-II
izoenzimlerinin biiylik kismi kolona adsorbe olmus sekilde diger safsizliklardan

uzaklastirilmustir.

2.2.5.2 izoenzimleri Ayirma Deneyleri

Afinite kolonuna adsorbe olmus hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini ayirmak i¢in,
diger aragtirmacilar ve tarafimizdan uygun bulunan eliisyon ¢6zeltilerinin uygulama

yontemleri ve konsantrasyonlari, afinite kolonuna asagidaki sekilde tatbik edildi :

(i) 50 mM Na,HPO4/1 M NaCl (pH=6.3) ile hCA-I ve 0.4 M NaN; /0.1 M
Tris-SOy4, (pH=6.3) hCA-II izoenzimlerinin eliisyonu : Burada 6nce pH 6.3 olan
fosfat tamponu igerisinde 1 M NaCl ¢ozeltisi, hCA-I izoenzimini elue etmek igin
kullanildi.  Ancak uzun siire, bu cozeltinin tatbik edilmesine ragmen hCA-I
izoenzimi kolondan tam olarak alinamadi. Tkinci olarak, pH=6.3 olan Tris siilfat
tamponu igerisinde 0.4 M NaNj kullanilarak hCA-II ile birlikte hCA-I izoenziminin
eliisyonu gerceklestirildi. Kolonun akig hiz1 20 ml/saat olarak ayarlanarak her bir tiip
fraksiyonu 2’er ml olarak alindi. Her bir tiip eluatinda, 280 nm dalga boyunda
protein tayini ve enzim aktivitesi icin, CO,—hidrataz aktivitesi tayini yapilarak, bu

degerler, grafikte gosterildi (Sekil 3.13).

(ii)) 50 mM Na,HPO,/1 M NaCl (pH=6.3) ile hCA-I ve 50mM Na,HPO,/
0,2 M KSCN, (pH=6.3) hCA-II’nin eliisyonu : Bu calismada, ilk denemedeki
hCA-I eliisyonu aynen kullanildi. Farkli olan, kolona adsorbe olmus hCA-II
izoenzimini elue etmek icin enzim inhibitorlerinden bir digeri olan Na,HPO,’de
coziilerek hazirlanmis KSCN ¢ozeltisinin kullamlmasidir. Ik denemedeki sistem
aynen devam ettirildi. Bu calisma icinde sonuglar, absorbans ve % aktiviteler olarak

grafige gecirilmistir (Sekil 3.14)
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@iii) 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl (pH=6.3) ile hCA-I ve 0.1 M
NaCH3COO / 0.5 M NaClOy4, (pH=5.6) hCA-II izoenziminin eliisyonu : hCA-I
elisyonu diger iki denemede oldugu gibi sabit tutularak, hCA-II izoenziminin
eliisyonu, asetat tamponu icerisinde ¢oziinerek hazirlanmis 0.5 M NaClO4, (pH=5.6)
ile yapildi. Diger denemelerdeki sartlar aynen uygulanarak peristaltik pompanin
akis1 gene 20 ml / saat’e ayarlanarak eliisyon hacimleri 2’er ml fraksiyonlar seklinde

toplandi. Eluatlardan elde edilen sonuglar, grafige gecirilmistir (Sekil 3.15).

(iv) 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-SOy4, (pH=7.0) ile hCA-I ve 0.1 M NaCH3COO /
0.5 M NaClOy4, (pH=5.6) hCA-II izoenzimlerinin eliisyonu : Bu denemede, Tris
tamponu igerisinde 0.1 M KI (pH=7.0) c¢ozeltisi kolona adsorbe olmus hCA-I
izoenzimini elue etmek icin kullanildi. Eliisyon islemi, 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar siirdiiriildiikten sonra, hCA-II izoenziminin eliisyonu, asetat
tamponu icerisinde coziinerek hazirlanmig 0.5 M NaClOy4, (pH=5.6) ile yapildi
Kolonun akis hizi ve eliisyon hacimleri yapilan diger denemelerle aymidir. Bu

calisma sonugclari, grafige aktarildi (Sekil 3.16).

(v) 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-SOy4, (pH=7.0) ile hCA-I ve 50mM Na,HPO, /
0.2 M KSCN, (pH=6.3) hCA-II izoenzimlerinin eliisyonu : Bu denemede de,
kolondan alinmak istenen hCA-I izoenziminin eliisyon ¢ozeltisi sabit tutulmusg
sadece calisma sartlarindan hCA-II eliisyon c¢ozeltisi, fosfat tamponu icerisinde
coziinerek hazirlanmis KSCN ile degistirilmistir. Elde edilen sonuglar, grafige

gecirilmistir (Sekil 3.17).

(vi) 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-SOy4, (pH=7.0) ile hCA-I ve 0.4 M NaN3 /0.1 M
Tris-SOy, (pH=6.3) hCA-II izoenzimlerinin eliisyonu : Bu denemede de, kolondan
alinmak istenen hCA-I izoenziminin eliisyon ¢6zeltisi aynen kullanilmig fakat hCA-
IT eliisyon ¢ozeltisi, Tris tamponu igerisinde ¢oziinerek hazirlanmig 0.4 M NaNj ile

degistirilmistir. Elde edilen sonuglar, grafikte gosterilmistir (Sekil 3.18).
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2.2.6 Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi diyaliz torbasina
yerlestirildi. Diyaliz torbasi i¢indeki enzim ¢ozeltisi 6nce, destile suya kars1 12 saat
kadar ii¢ defa suyu degistirilerek diyaliz edildi [58]. Daha sonra, 0.05 M Tris-SO4
(pH=7.4) diyaliz tamponuna kars1 3-4 saat kadar diyalize birakildi

2.2.7 Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Ile

Enzim Safliginin Kontrolii

Enzimlerin saflagtinlmasindan sonra % 3-10 kesikli sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), Laemmli tarafindan belirtilen yontemle
yapildi[97].

Bunun icin, elektroforez plakalar1 6nce su, sonra alkol ile yikandi. Plakalar
birlestiren mikalara, vazelin ince bir tabaka halinde siiriildii. Iki cam plaka, birbiri

tistiine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konuldu.

Ayirma jeli hazirlanarak, plakalar arasina enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in, %
0.1’1lik SDS ile ince bir tabaka olusturuldu. Katilasincaya kadar beklendi (30 dak.).
Ayirma jelinin katilagmasindan sonra, jelin diizgiinlestirilmesi i¢in konan %
0.1°1lik SDS dokiildii ve daha sonra yigma jeli, taragin yerlestirilmesine izin verecek
bir sekilde plakalarin iist yiizeyine kadar dolduruldu. Tarak, tizerine dikkatli bir
sekilde yerlestirilerek bir siire taragin kuyucuklarinin olusmasi i¢in bekletildi ve daha
sonra tarak dikkatlice cikarilarak olusan kuyucuklar isaretlendi. Jelin iistii 6nce saf
su, daha sonra yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina

yiirtitme tamponu konuldu.

Elektroforez kuyucuklarina uygulanacak numunelerin her biri, 20 pg protein
ihtiva edecek sekilde hazirlandi. Toplam hacim, 50 pL olacak sekilde 1/1 oraninda
hazirlanan numunelere numune tamponu katildi. Bu numuneler, ii¢ dakika kaynar su

banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra numuneler sogutularak, elektroforez
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kuyucuklarina ¢ok ince bir enjektor yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak,
alt taraftan (+) kablo (anod), iistten (-) kablo (katot) yerlestirildi. Elektroforeze
takilan gii¢ kaynagi, 6nce 80 volt da yarim saat bekletildi ve daha sonra 150 volta
ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Bu yiiriitme tamponu, tekrar kullanilmak {izere
ozel kabina konuldu. Jel de, 6zel kabina konularak renklendirme ¢o6zeltisi iistiinii
ortiinceye kadar dolduruldu. 1.5-2 saat kadar calkalayici lizerinde birakildi. Daha
sonra renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak, renk agma ¢ozeltisine konuldu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlari

belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti icinde ¢alkalandi.

Renk a¢cma c¢ozeltisi aktif karbon {iizerinden gecirilerek, tekrar tekrar

kullanildi. Jel, renk agma ¢6zeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.
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3. BULGULAR
3.1 Kantatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayini, Bradford yontemi ile yapildi[93]. Bu yontem igin,
once standart bir egri hazirlandi. Hemolizatta ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki
protein miktarlar1 bu egriye gore belirlendi. Standart ¢6zeltideki mikrogram proteine

karsilik gelen absorbans degerleri, Sekil 3.1°de gosterilmistir.

081 y =0,0072x + 0,004 .
0,7 A
0,6 -
0,5 A
0,4 -

0,3

Absorbans (595 nm)

0,2

0,1 4

0 20 40 60 80 100 120
ug protein

Sekil 3.1 Bradford yontemi ile protein tayini i¢in hazirlanan standart grafik
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3.2 CA izoenzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirilmasi

3.2.1 Swgir Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimi (BCA)

BCA enziminin saflagtirilmasi icin, hemolizat direkt kolona tatbik edildi. Jelin
kolona paketlenmesi, tamponla dengelenmesi ve yikama islemleri, farkli pH
degerleri (6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5); farkli sicaklik (5, 15, 25, 35°C); farkli
iyonik siddet (0.15, 0.3, 0.45, 0.6) ve de farkl eliisyon tamponlar1 (NaClO4, NaNj,
KSCN) ile gerceklestirildi. Kolon eliiatlarinda CO,-hidrataz aktivite tayini yapildi
[77]. Elde edilen veriler, grafiklere aktarildi (Sekil 3.2-3.5).

600 -
500 1
400 |

300 -

EU/mL

200 -

100

pH
Sekil 3.2 Farkli pH degerlerinde kolona tutunan, Sigir karbonik anhidraz enzimi

(BCA)igin, toplam CO,-hidrataz aktivite degerleri. Kolon 18 cm x 12 cm, jel
yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.
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Sekil 3.3 Farkl sicaklik degerlerinde kolona tutunan, Sigir karbonik anhidraz enzimi
i¢in, toplam CO;-hidrataz aktivite degerleri. Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel yliksekligi 5
cm, eliisyon hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

50 -
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Iyonik Siddet (I)

Sekil 3.4 Farkli iyonik siddet degerlerinde kolona tutunan, Sigir karbonik anhidraz
enzimi (BCA) i¢in, toplam CO,-hidrataz aktivite degerleri. Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel
yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.
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Eliisyon Tamponu

Sekil 3.5 Farkl eliisyon tamponlariyla kolona tutunan, Sigir karbonik anhidraz
enzimi (BCA) i¢in, toplam CO,-hidrataz aktivite degerleri. Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel
yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

3.2.2 Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimi (hCA-I ve hCA-II)

Hazirlanan afinite kolonu ile, insan eritrosit karbonik anhidraz (hCA-I ve hCA-

II) izoenzimlerinin ayrilmasi deneylerinde, kolon sartlar stabilize edilerek sadece her

bir izoenzimin afinite kolonundan eliisyonu icin, farkli pH degerleri (6.5, 7.0, 7.5,

8.0, 8.5, 9.0, 9.5); farkli sicaklik (5, 15, 25, 35°C); farkli iyonik siddet (0.15, 0.3,

0.45, 0.6) ve de farkh eliisyon tamponlari, ile saflastirma gerceklestirildi.

A)
B)
©
D)
(E)
()

: 50 mM Na,HPO,4 /1 M NaCl, pH=6.3 ve 0.4 M NaN3 /0.1 M

Tris-SOy4, pH=6.3

: 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH=6.3 hCA-I ve 50Mm

Na,HPO, /0,2 M KSCN, pH=6.3

:0.1 M KI/0.1 M Tris-SO4, pH=7.0 ve 0.1 M NaCH3;COO/

0.5 M NaClO,, pH=5.6

:0.1 M KI/0.1 M Tris-SO4, pH=7.0 ve 0.4 M NaN3 / 0.1 M Tris-

SO, pH=6.3

:0.1 M KI/0.1 M Tris-SO4, pH=7.0 ve 50mM Na,HPO, /0.2 M

KSCN, pH=6.3

: 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH=6.3 hCA-I ve 0.1 M

NaCH;COO /0.5 M NaClO,, pH=5.6

Tiim denemelerde her bir kolon fraksiyonu ic¢in, 280 nm dalga boyunda

protein absorbans ve COs-hidrataz aktivite tayini yapildi[77,92]. Elde edilen

sonuclar, grafige aktarilarak optimum sartlar belirlendi (Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9).
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Sekil 3.6 Farkli pH degerlerinde kolona tutunan, Insan karbonik anhidraz izoenzim-

leri (hCA-I ve hCA-II) icin toplam CO,-hidrataz aktivite degerleri. Kolon 1.8 cm x
12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.
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hCAII
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Sekil 3.7 Farkl sicaklik degerlerinde kolona tutunan, Insan karbonik anhidraz izo-
enzimleri (hCA-I ve hCA-II) i¢in toplam CO;-hidrataz aktivite degerleri. Kolon 1.8
cmx 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.
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Sekil 3.8 Farkli iyonik siddet degerlerinde kolona tutunan, Insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA-I ve hCA-II) i¢in toplam CO,-hidrataz aktivitedegerleri. Kolon
1.8 cmx 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm,, eliisyon hizi 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2
mL.

200 +
180 +
160 + .
140 +
120 4
100 +
80 -
60 -

40 1
20 |
0+ r—= : - : ‘

A B C D E F

OhCA I
OhCAII

EU/mL

Elisyon Tamponu

Sekil 3.9 Farkli eliisyon tamponlariyla kolona tutunan, Insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA-I ve hCA-II) i¢in toplam CO,-hidrataz aktivite degerleri.
Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon
hacmi 2 mL.
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3.3 BCA, hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Farkl Eliisyon Tamponlari ile

Afinite Kolonundan Saflastirilmasi
3.3.1 BCA izoenziminin Afinite Kolonundan Eliisyonu

Sigir karbonik anhidraz izoenziminin afinite kolonundan eliisyonu icin
NaCH3COO / NaClO4, Na2HPO4 / KSCN ve NaN3 / Tris-SO4 gibi ii¢ degisik
eliisyon tamponu kullanildi ve her bir denemenin sonuclar1 grafige aktarilarak, ayr
ayrt saflastirma tablolar olusturulmustur (Sekil 3.10-3.12). Alinan verilere gore,
sirasiyla her bir denemedeki kolon verimi ve saflastirma dereceleri %21.07; 181, %
10.6; 78.7, % 0.37; 49.2 olarak tespit edilmistir. Ve en giiclii saflagtirmanin,
NaCH3COOQ / NaClO4 eliisyon ¢ozeltisiyle oldugu gozlenmistir (Sekil 3.10).

Afinite kolonundan en giiclii sekilde saflastirilan BCA izoenziminin safliginin

kontrolii SDS-PAGE elektroforezi ile yapilmistir[97].

3.3.1.1 NaCH3COO / NaClO4 Cézelti Cifti ile Eliisyon

Sigir eritrosit karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in hemolizat kolona
direkt tatbik edildi. Jelin kolona paketlenmesi, tamponla dengelenmesi ve yikama
islemlerinden sonra 0.1 M NaCH3COO / 0.5 M NaClO4 (pH = 5.6) tamponu ile
enzim kolondan eliie edildi. Eltatlar 2 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanarak, her
tiipteki numune i¢in enzim aktivitesi ve 280 nm dalga boyunda kalitatif protein tayini

yapildi [77,92]. Sonuclar, grafik halinde verildi (Sekil 3.10).

Absorpsiyon gosteren fraksiyonlar ve hemolizat icin, CO2-hidrataz aktivitesi ile
enzim aktivitesi ve Bradford yontemi ile de, protein tayini yapildi[77,93]. Hemolizat
icin protein miktari, 977 mg / mL ve CO2-hidrataz aktivitesi 1015 U / mL olarak
belirlendi. Buna gore, hemolizat ve kolondan alinan saf enzim icin bir saflastirma

tablosu olusturuldu. (Cizelge 3.1)
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Sekil 3.10 BCA enziminin 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M NaClO4 (pH = 5.6) tamponu
ile afinite kolonundan eliisyonu. Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon
hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.1 NaCH;COO / NaClO, ¢ozeltigifti ile kolondan alinan BCA izoenzimi-
minin Saflastirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam |Aktivite | Protein | Spesifik |%Verim | Saflastirma
Aktivite | (U/mL) |(mg/mL)| Aktivite Derecesi
L) (U/mg)
Hemolizat
BCA (20 mL) 20312 | 1015,6 977 1.039 100 | -
Enzim
(10 mL) 4280 428 2,27 188.,5 21.07 181

3.3.1.2 Na,HPO, / KSCN Cézelti Cifti ile Eliisyon

Kolon sartlar1 stabilize edilerek, jelin kolona paketlenmesi, tamponla
dengelenmesi ve yikama islemlerinden sonra, sigir eritrosit karbonik anhidraz BCA,
diger denemeden farkli olarak, 50mM Na,HPO, / 0.2 M KSCN, pH=6.3 eliisyon
tamponu ile kolondan eliie edildi. Bu deneme sonuglari, 2 mL’lik fraksiyonlar

halinde toplanan her tiipteki numunede 280 nm dalga boyunda kalitatif protein tayini
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ve CO,-hidrataz enzim aktivitesi tayin sonuclan seklinde, grafige gecirildi (Sekil

3.11). Bu sonuglara gore, bir saflastirma tablosu olusturuldu (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.11 Afinite kolonundan BCA enziminin 50mM Na,HPO, / 0.2 M KSCN,
pH=6.3 tamponu ile eliisyonu. Kolon 1.8 cm x 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon
hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.2 Na,HPO, / KSCN ¢ozelti cifti ile kolondan alinan BCA izoenziminin
Saflastirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam | Aktivite| Protein | Spesifik | %Verim | Saflastirma
Aktivite | (U/mL) | (mg/mL)| Aktivite Derecesi
) (U/mg)
Hemolizat
BCA 1" g mr) | 21240 | 1062 | 1147 | 093 100 | o
Enzim
(10 mL) 2270 227 3,1 73,22 10.6 78,7

3.3.1.3 NaNj/ Tris-SO4 Cozelti Cifti ile Eliisyon

Afinite kolon sartlar1 tekrar sabit tutularak, sadece BCA enziminin kolondan
eliie edilmesi i¢in, eliisyon tamponu 0.4 M NaNj3 / 0.1 M Tris-SO4, pH=6.3 olarak
degistirildi. Diger iki denemede oldugu gibi, her bir kolon fraksiyonunda, 280 nm

dalga boyunda protein tayini ve CO,-hidrataz enzim aktivitesi tayini yapildi[77,92].
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Sonuglar grafige aktarildi (Sekil 3.12). Elde edilen sonuglara gore, hemolizat ve

kolondan alinan saf enzim icin yeni bir saflagtirma tablosu olusturuldu (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.12 Afinite kolonundan BCA enziminin 0.4 M NaN3 /0.1 M Tris-SO4,
pH=6.3 tamponu ile eliisyonu. Kolon 1.8 cm x 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon
hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 5 mL.

Cizelge 3.3 NaNi/ Tris-SO4 ¢ozelti ¢ifti ile kolondan alinan BCA izoenziminin
Saflastirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam |Aktivite| Protein | Spesifik | %Verim | Saflagtirma
Aktivite | (U/mL) | (mg/mL)| Aktivite Derecesi
() (U/mg)
Hemolizat
BCA (20 mL) 21780 1089 | 1338,8 0,813 100 | -
Enzim
(10 mL) 80 8 0.2 40 0,37 49,2

3.3.2 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Afinite Kolonundan Eliisyonu

Kolona adsorbe olmus insan eritrosit karbonik anhidraz (hCA-I ve hCA-II)
izoenzimlerini ayirmak i¢in, optimum sartlarin belirlenmesinde, BCA enziminin

eliisyonu i¢in kullanilan kolon sartlart stabilize edilerek, Cl- / N3-; Cl- / SCN-; I- ve
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CH3COO- / C104-; I- / N3-, I- / SCN-; Cl- ve CH3COO- / C104- degisik eliisyon

¢ozelti ¢iftleri ile, 6 farkl1 deneme yapilmstir.

[zoenzim karisimlar ise, kolona dogrudan dogruya hemolizattan baglanmustir.
Her bir denemedeki kolon eliiatlar1 i¢in, 280 nm dalga boyunda protein absorbans ve
CO2-hidrataz enzim aktivitesi tayini yapilarak elde edilen sonuglar grafige
aktarilarak, bu sonuclar i¢cin ayr1 ayr saflastirma tablolar1 olusturulmustur[77,92].
Saflagtirma tablo verilerine gore, kolon verimi ve saflastirma dereceleri tespit
edilmistir. Buna gore, afinite kolonundan saflagtirilan hCA-I ve hCA-II izoenzimleri
icin yapilan denemelerde, en iyi saflastirmanin gerceklestirildigi eliisyon ciftleri
gozlenmistir. Bu eliisyon ciftleri ile afinite kolonundan eliie edilen hCA (I+II)
izoenzimlerinin olusturulan saflastirma tablolarinda, her bir denemedeki kolon

verimi ve saflastirma dereceleri sirasiyla,

(A) eliisyonu:
(B) eliisyonu:
(C) eliisyonu:
(D) eliisyonu:
(E) eliisyonu:
(F) eliisyonu:

% 0.27, 1.206
% 24.3,5.76
% 7.52,71.27
% 0.17, 28.07
% 3.93, 31.12
% 9.49, 184

kat olarak tespit edilmistir (Sekil 3.14-3.19, Cizelge 3.4-3.9). Bu degerlere gore en
iyi aynmin, (F) eliisyonu ile oldugu goriilmektedir. Afinite kolonundan en giiglii
sekilde saflagtirilan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin safliginin kontrolii, SDS-
PAGE elektroforezi ile yapilmistir[108]. Elde edilen bantlarin fotografi ¢ekilmistir

(Sekil 3.19).

3.3.2.1 izoenzimlerin CI' ve N3 Iyonlari ile Eliisyonu (A )

Bu denemede, hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini afinite kolonundan elue etmek
icin sirasiyla, 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH=6.3 ve 0.4 M NaN3 / 0.1 M Tris-

SO4, pH=6.3 eliisyon tamponlar1 kullamilmistir. Afinite kolonundan alinan her bir
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fraksiyon icin 280 nm dalga boyunda protein absorbans ve her bir fraksiyonda enzim
aktivite tayini yapilarak sonuclar, Sekil 3.13’de grafik halinde verilmistir. Ve elde

edilen sonuclara gore, bir saflagtirma tablosu olusturulmustur (Cizelge 3.4).
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Sekil 3.13 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin sirasiyla, Cl" ve N3~ anyonlartyla afinite
kolonundan eliisyonu. Kolon 1.8 cm x 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20
mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.4 CI ve N3 Iyon cifti ile kolondan alinan hCA (I+II) izoenzimlerinin
Saflastirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam |Aktivite| Protein | Spesifik | %Verim | Saflastirma

Aktivite | (U/mL) | (mg/mL)| Aktivite Derecesi
) (U/mg)
Hemolizat
hCA (20 mL) 18063 903 862,4 1,047 100 |  --—---
Enzim
aomLy | 4.8 3.8 126 | 027 1,206

3.3.2.2 izoenzimlerin CI' ve SCN" iyonlari ile Eliisyonu (B)

Bu denemede de, hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini afinite kolonundan elue
etmek icin sirasiyla, S0 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH=6.3 hCA-I ve 50mM
Na,HPO, / 0.2 M KSCN, pH=6.3 eliisyon tamponlar1 kullamilmistir. Kolon

eliatlarin her birinde 280 nm dalga boyunda absorbans ve CO,-hidrataz
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aktivitelerine bakilmistir. Bu degerler, tiip sirasina gore Sekil 3.14’de gosterilmistir.

Elde edilen sonuclara gore bir saflastirma tablosu olusturulmustur (Cizelge 3.5).
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Sekil 3.14 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin sirasiyla, Cl"ve SCN™ tamponlariyla
afinite kolonundan eliisyonu. Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon
hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.5 CI ve SCN™ Iyon cifti ile kolondan alinan hCA (I+II) izoenzimlerinin
Saflastirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam |Aktivite| Protein | Spesifik | %Verim | Saflagtirma
Aktivite | (U/mL) | (mg/mL)| Aktivite Derecesi
L) (U/mg)
hCA | Hemolizat
(20 mL) 17880 894 793 1,13 100 | -
Enzim
(10 mL) 1030 103 3,75 27,4 24,3 5,76

3.3.2.3 izoenzimlerin I' ve CH3;COO" / ClO4 Iyonlani ile Eliisyonu (C)

Bu denemede ise, hCA-1 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-SO4 pH=7.0, hCA-Il ise 0.1 M
NaCH3;COO / 0.5 M NaClO4, pH=5.6 cozeltileri ile, eliie edilmeye calisilmistir.
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Diger denemelerdeki gibi eluatlarin aktivite ve protein degerleri, Sekil 3.15°da grafik

halinde verilerek, bu sonuclara gore bir de saflastirma tablosu olusturulmustur

(Cizelge 3.6).
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Sekil 3.15 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin sirasiyla, I' ve ClO4 anyonlanyla afi-
nite kolonundan eliisyonu. Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hizi
20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.6 T ve CH3;COO / ClOy lyon cifti ile kolondan alman hCA (I+1I)
izoenzimlerinin Saflagtirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam | Aktivite| Protein | Spesifik |%Verim | Saflastirma
Aktivite | (U/mL) |(mg/mL)| Aktivite Derecesi
(%) (U/mg)
hCA | Hemolizat
(20 mL) 19160 958 857 1,11 100 | -
Enzim
(10 mL) 1440 144 1,82 79,12 7,52 71,27

3.3.2.4 izoenzimlerin I' ve N3 Iyonlan ile Eliisyonu (D)

Bu denemede, hCA-I ve hCA-II izoenzimleri sirasiyla, 0.1 M KI / 0.1 M Tris-
SO4, pH=7.0 ve 0.4 M NaN; / 0.1 M Tris-SO4, pH=6.3 tamponlariyla afinite

kolonundan eliie edilmeye calisilmistir. Kolon eliiatlarin 280 nm dalga boyundaki
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protein absorbans ve her bir fraksiyona uygulanan enzim aktivite ol¢iim degerleri,
Sekil 3.16’de grafik olarak verilmistir. Ve elde edilen sonuclara gore, bir saflastirma
tablosu olusturularak, bu denemenin ¢ok az bir kolon verimine sahip oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 3.7).
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Sekil 3.16 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin sirasiyla, I' ve N3~ anyonlariyla afinite
kolonundan eliisyonu. Kolon 1.8 cm x 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20
mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.7 T ve N3 lIyon cifti ile kolondan alinan hCA (I+II) izoenzimlerinin
Saflastirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam | Aktivite| Protein | Spesifik |%Verim | Saflagtirma
Aktivite | (U/mL) |(mg/mL)| Aktivite Derecesi
(%) (U/mg)
hCA | Hemolizat
(20 mL) 18740 937 821 1.14 100 | -
Enzim
(10 mL) 32 3.2 0.1 32 0.17 28,07

3.3.2.5 izoenzimlerin I' ve SCN" Iyonlari ile Eliisyonu (E)

Bu denemede de, hCA-I ve hCA-II izoenzimleri sirasiyla, 0.1 M KI / 0.1 M
Tris-SO4, pH=7.0 ve 50mM Na,HPO, / 0.2 M KSCN, pH=6.3 eliisyon

tamponlartyla ayrilmaya calisilmistir. Afinite kolonundan alinan her bir fraksiyonda
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diger denemelerde oldugu gibi, 280 nm dalga boyunda protein absorbans ve spesifik
aktivite tayinleri yapilarak bu degerler grafige gecirilmistir (Sekil 3.17). Bu
denemedeki kolon verimi ve saflastirma derecesini kontrol i¢in, bir saflastirma

tablosu olusturulmustur (Cizelge 3.8).
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Sekil 3.17 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin sirasiyla I ve SCN anyonlariyla
afinite kolonundan eliisyonu. Kolon 1.8 cmx 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon
hiz1 20 mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.8 T ve SCN Iyon cifti ile kolondan alinan hCA (I+1I) izoenzimlerinin
Saflastirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam | Aktivite| Protein | Spesifik |%Verim | Saflagtirma
Aktivite | (U/mL) |(mg/mL)| Aktivite Derecesi
(L) (U/mg)
hCA | Hemolizat
QomL) | 17280 | 864 | 804 1,07 100 |
Enzim
(10 mL) 680 68.1 2.04 33.3 3.93 31.12
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3.3.2.6 lizoenzimlerin CI' ve CH;COO" / C10, iyonlar ile Eliisyonu (F)

Bu denemede, hCA-I ve hCA-II izoenzimleri sirasiyla, 50 mM Na,HPO,/ 1 M
NaCl, pH=6.3 hCA-I ve 0.1 M NaCH3;COO / 0.5 M NaClO4 pH=5.6 eliisyon
tamponlartyla afinite kolonundan elile edilmeye calisilmistir. Eltatlarin 280 nm
dalga boyundaki protein absorbans ve enzim aktiviteleri, Sekil 3.18’da grafik halinde
verilmigtir. Grafikten goriildiigii gibi, hCA-I ve hCA-II izoenzimleri i¢in, en iyi
ayirma isleminin bu eliisyon ¢iftleri ile gerceklestirildigi tespit edilmistir, bu sonuglar

icin bir saflastirma tablosu olusturulmustur (Cizelge 3.9)
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Sekil 3.18 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin CI" ve ClO4anyonlariyla afinite
kolonundan eliisyonu. Kolon 1.8 cm x 12 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20
mL / saat ve fraksiyon hacmi 2 mL.

Cizelge 3.9 CI" ve CH3COO / ClO4 lyon cifti ile kolondan alian hCA (I+1I)
izoenzimlerinin Saflagtirma Tablosu

Enzim | Fraksiyon | Toplam | Aktivite| Protein | Spesifik | % Verim | Saflagtirma
Aktivite | (U/mL) | (mg/mL)| Aktivite Derecesi
8) (U/mg)
Hemolizat
hCA (20 mL) 18740 937 1355 0,69 100 | -
Enzim
(10 mL) 1780 178 1.4 127 9,49 184
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3.4 Sigir ve insan Eritrosit Karbonik anhidraz Enzimlerinin SDS

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Afinite kolonundan en iyi eliisyon tamponlart ile saflastirillan karbonik
anhidraz izoenzimlerinin (BCA, hCA-I) safligin1 kontrol etmek icin, boliim 2.6.5°de
anlatildigi gibi hazirlanan slab jel SDS-PAGE elektroforezi ile, sigir ve insan
eritrositlerinden saflastirilan enzim numunelerinin protein bantlar1 elde edildi. Elde

edilen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi (Sekil 3.19).

BCA hCA-1

— 116.0

— BG.2
— 450
— 0
— 20

— 154
— 144

NI

Sekil 3.19 Afinite kolonundan saflastirilan hCA-I ve BCA izoenzimlerinin
SDS-PAGE elektroforezi
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3.5 Tarafimizdan Sentezlenen Afinite Jelinin (Eupergit C-250 L -

Etilendiamin -4-izosiyonatbenzensiilfonamid) FT-IR Spektrumu

Eupergit C-250 L-siilfonamid yapisina sahip afinite jeli ve matriks olarak
kullanilan Eupergit C-250 L polimer bilesiginin FT-IR spektrumlar1 alinarak, jel

tizerinde yapilan modifikasyon goézlenmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20 (A) Eupergit C-250 L, (B) Eupergit C-250 L-siilfonamid afinite jelinin
IR Spektrumu
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4. TARTISMA VE SONUC

Protein saflastirma teknikleri icerisinde tek basamakta yiizlerce kat
saflastirmayr miimkiin kilan afinite kromatografi teknigi, biyoteknoloji, biyokimya
ve tip alaminda saf enzim elde etmede tercih edilen onemli bir uygulama alani

olusturmaktadir.

Bu calismada, karbonik anhidraz izoenzimlerinin afinite kromotografisi ile
saflastirilmasi icin, orijinal bir afinite jeli hazirlanmistir. Arastirmamizda, daha
onceden orijinal olarak sentezlenmis bir CA inhibitérii 4-izosiyonatben-
zensiilfonamit, matriks olarak kullandigimiz Eupergit C-250 L polimer
materyalininin aktif oksiran gruplarina, etilendiamin uzanti koluyla baglanmistir.
Calismamizdaki en onemli noktalardan biri, yeni bir afinite jeli sentezi ile insan

eritrosit I ve Il izoenzimleri ve sigir eritrosit enzimini saflagtirmaktir.

Arastirmamiz boyunca, orijinal afinite jeli i¢in denenen tiim kosullarin kolon
eliiatlart esit hacimde alinip biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu
metot, proteinlerin ihtiva ettikleri tirozin ile triptofan molekiillerinin 280 nm dalga
boyundaki spesifik bir absorpsiyon gostermeleri prensibine dayanmaktadir[92].
Dolayisiyla her bir proteinin, tirozin ve triptofan igeriklerinin farkli olmasi, onlarin
spesifik bir absorpsiyon katsayisina sahip olmalarim gerekli kilar, dolayisiyla bir
protein zincirindeki tirozin ve triptofan amino asitlerinin sayist biliniyorsa, o
proteinin 280 nm dalga boyundaki absorpsiyonundan, protein miktar1 da bulunabilir.
Fakat, bu protein c¢o6zeltide saf halde olmalidir. Amino asit oranlari, bilinen
proteinlerin, bu dalga boyunda ve 1 cm 151k yolunda yaptiklar1 absorpsiyon,
ekstriksiyon katsayilar1 halinde verilir. Bu ya molar ekstriksiyon katsayis1 (€230 nm),
ya da Alcm%l olarak belirtilir. Alcm%l, 1 g proteinin 100 mL ¢ozeltisindeki 1 cm 151k

yolunda absorpsiyonudur.
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Calismamizdaki insan karbonik anhidraz hCAI, hCA-II ve sigir enzimi igin;
Alcm%l sirastyla, 16.3, 18,7 ve 19.0 oldugundan, saf enzim c¢ozeltilerinde bu
ekstinksiyon katsayilar1 kullanilarak enzim miktarlar tayin edildi[13]. Ancak, 280
nm dalga boyunda absorbans gosteren diger molekiillerin varligi da goz Oniinde
bulunduruldugunda, UV-Absorpsiyonu metodunun, bir dezavantaji ortaya
cikmaktadir. Buna karsilik, metodun oldukca pratik olusu ve numunenin tekrar geri
kazanimma olanak saglamasi dolayisiyla kolon eliiatlarinin protein tayini icin

denemelerimizde bu metot kullanilmistir.

Kantitatif olarak, protein miktarlarinin belirlenmesi icin, Folin-Lowry, Biiiret,

BCA, Bradford ve Kjeldalh gibi yontemler kullanilmaktadir[98].

Bu yontemler arasinda Kjeldalh yontemi fazla miktarda numune kullanimi
gerektirdigi icin arastirmacilar tarafindan ¢ok fazla tercih edilmesede protein

iceriginde azot miktarini belirleme esasina dayanir.

Kalitatif protein tayini i¢in kullanilan diger bir yontem Biiiret yontemidir. Bu
yontemde proteinlerin bazik ortamda Cu*> iyonu ile mor-mavi kompleks
olusturmalar1 prensibine dayanmaktadir. Olusan kompleks reaksiyonu, iki peptid
zincirindeki dort azot atomunun ortaklasmamus elektronlari ile Cu*™ iyonu arasinda
gerceklesmektedir. Reaksiyon esnasinda olusan renk siddetinden, protein miktari
belirlenebilir. Ayrica niikleik asitlerin varligi da bu 6lclimii etkilemez. Ancak bu
metot sonucunda, protein bagka bir molekiile doniismemektedir, dolayisiyla protein

molekiiliiniin yeniden kazanmanin miimkiin olmay1s1 metodun bir dezavantajidir.

S6z konusu calismamizda, kantitatif protein tayini i¢in, Bradford yontemi
kullanilmistir. Protein miktarinin belirlenmesinde bu yontemin secilmesinin sebebi,
calisma grubumuzda rutin olarak yapilan ve uygulanabilirliginin daha kolay
olusundan kaynaklanmaktadir. Bu metodun esasi, proteinlerin fosforik asitli
ortamda, Coomassiebrilliant blue G-25 boyasi ile kompleks yapma prensibine
dayanmaktadir. Kullanilan boya, negatif yiikliidiir ve pozitif yiiklii proteinleri
baglayarak boya kirmizi renkli formdan (A= 465 nm), mavi renkli forma

(Amax=595 nm) doniisiir. Cozelti icerisindeki boya, daha ¢ok kirmizi renge hakimdir
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fakat boyanin negatif uglar1 proteinin pozitif gruplarina baglandikca bu renk maviye
doner ve reaksiyon hizli bir sekilde gerceklesir. Reaksiyon boyunca, s6z konusu
olan renk 1 saat kadar kararl haldedir ve olusan renk siddeti ise pH’ya bagh olarak

degismektedir.

Kullanilan bu metodun diger metotlara iistiin tarafi ise, az reaktif gerektirmesi
ve her calismada ayn bir standart hazirlamaya ihtiya¢ duyulmamasidir. Ancak bu
yontemde, standart egriyi elde etmek biraz zordur, bunun da sebebi genis bir
konsantrasyon araliginda lineer olmasindan kaynaklanmaktadir[93]. Ancak Folin
Lowry metodu da literatiirde arastirmacilar tarafindan UV ve Biiiret metodlarina gore
daha hassas olmasi1 ve deterjanlardan etkilenmemesi agisindan tercih edilmektedir.
Ancak triptofan, tirozin, sistein, hidrojen peroksit gibi bir ¢ok bilesik i¢in problem

teskil etmektedir.

Calismamizda, matriks olarak Eupergit C-250 L tercih edilmistir. Literatiirde
bu ticari matriks, genis bir kullanim alanma sahiptir[102,103]. Eupergit C-250 L

polimerinin matriks olarak se¢ilmesinin baslica nedenleri;

e Yapisinin yiiksek bir kimyasal kararlilik gostermesi,

e Polar organik coziiciilerin denatiirasyonuna karsi gelismis bir kararlilik
gostermesi,

e [s1 artisina kars1 gosterdigi termostabilitenin yiiksek olmast,

e Mekaniksel kararliligi ile karistirma ve filtrasyon islemlerinde fiziksel
ozelliklerini korumasi,

o Reaktif oksiran gruplarinin yiiksek yogunlugu ile reaksiyonun 1liman
kosullarda gerceklesmesi,

e Aktif oksiran gruplarmin yiiksek yogunlugu bir¢ok noktadan baglanmalara

yol actigi i¢in reaksiyon kapasitesini yiiksek oranda arttirmasi

gibi ozelliklere sahip olmasiyla ifade edilebilir[35,36].
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Eupergit C-250 L, icerdigi aktif oksiran gruplarindan dolay1 herhangi bir
aktiflestirmeye gerek duyulmadan etilendiamin araciligiyla liganda baglanmistir.
Eupergit C-250L ticari matriksi reaktif oksiran gruplarinin yiiksek yogunlugu

sayesinde literatiirde bir¢cok amagla kullanilmaktadir.

Afinite kromatografisi ¢alismalarinda literatiirde degisik uzant1 kollari
farkli reaksiyonlarla matrikse baglanmistir[13,14,34-40]. Burada afinite jelinin;
uzantt kolunu etilendiamin, enzimi spesifik olarak baglayan kismin da siilfonilamid
olusturur. Siilfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitoriidiir.
Afinite jelinin yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda saflastirilmasinda bagari

ile kullanilmastir.

Ozensoy ve arkadagslari tarafindan yapilan calismada, Eupergit C-250 L
polimer materyalinin aktif oksiran gruplarina karbonik anhidrazin gii¢lii inhibitorii
olan p-aminobenzensiilfonamid baglanarak yeni bir afinite jeli sentezlenmistir.
Yapilan calismada bir uzanti koluna ihtiya¢ duyulmamustir. Ciinkii, matriksin
icerdigi oksiran gruplarinin bir uzanti kolu gorevi iistlenecegi diisiiniilmiistiir[28].
Ozensoy ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada oldugu gibi arastirmamizda da
matriksteki aktif oksiran gruplarinin varligi ile herhangi bir uzanti kolu kullanimina
gerek duyulmamistir. Ancak bizim ¢aligmamizda sentez reaksiyon mekanizmasi igin
gerekli olan etilendiamin’ in kullanilmasi dort atomluk oldukca uygun bir mesafeyi

saglanmasinin biiyiik bir avantaj oldugunu diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda kullandigimiz ligand; 4-izosiyanatbenzensiilfonamit, Supuran
ve grubu tarafindan sentezlenen etkili bir CA inhibitoriidiir. 2000 yilinda glokom ve
g6z hipertansiyonu tedavisinde bir ajan olarak kullanilabilecek suda ¢6ziiniir, gii¢lii
CA inhibitérleri elde etmek icin calismalar yapmislardir[100]. Ligand sentezinde
¢ikis maddesi siilfonilamiddir. Yaptiklar1 calismalar sonucunda CAI, CAII ve CAIV
izoenzimlerine karsi ¢ok yiiksek CA inhibisyon ozellikleri gosteren bilesikler
sentezlemislerdir.  Sentezlenen bu bilesigin  saflastirmay1  diisiindiigiimiiz

izoenzimlere kars1 gosterdigi inhibisyon 6zellikleri Cizelge 4.1 de verilmistir.
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Cizelge 4.1 4-izosiyanatbenzensiilfonamit’in inhibisyon verileri[100]

Ki (nM)
hCA-I hCA-II bCA IV
4-izosiyanatbenzensiilfonamit 5000 185 300

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi s6z konusu ligandin hCAII’ ye kars1 ilgisi son
derece diigiiktiir. Bu durum kolondan hCAI’ in saflastirilamsin i¢in uygun olacagi
diisiiniilmustiir. Literatirde bu amagla en c¢ok kullamlan ligand p-
aminobenzensiilfonamit’ tir. Bu bilesigin hCAI ve hCAII’ ye kars1 belirli dlciide
ilgisinin olmas1 ve reaksiyon kabiliyetinin diisiik olmas1 biiyiik bir dezavantajdir.
Ciinkii ~ siilfonamidi aktiflestirmek igcin genel olarak diazolama islemi
yapilmaktadir[63]. Bu islem matriksi olumsuz yonde etkileyecegi gibi ligandin

kendi arasinda dimerlesmesinede neden olmaktadir.

Deneylerimiz esnasinda elde edilen enzim eliiatlarindaki CO, hidrataz
aktivite metodu icin Rickli ve arkadaslan tarafindan modifiye edilen Wilbur-
Anderson metodu kullanilmistir[77]. Bu metot da, CO;’nin H,O ile reaksiyonu
sonucu olusan H,COs; molekiiliiniin H* ve HCOs iyonlarna ayrisarak, ortamin
pH’sim1 degistirme siiresi Olgiilmektedir.  Bu yontem “Girig” boliimiinde de
belirtildigi gibi, enzimin CO,-hidrataz aktivitesi sabitlerinin tayininde yararl
olamamaktadir. Ciinkii, reaksiyon siiresince pH degismekte ve aynmi enzim tarafindan
dehidratasyonu katalize edilen HCOj3; iyonu olugmaktadir. Fakat calismamiz
esnasinda, enzimin kinetik oOzellikleriyle ilgili deneyler yapilmadigi ve yalniz
eluatlardaki bagil aktivite artis ve azalislar1 belirlendigi icin, Wilbur-Anderson
metodu uygulanmistir. Literatiirde gecen bu tip caligmalarda da, genellikle bu

yontemin kullanilmig olmasi , se¢cimimizi dogrulamaktadir [13,14,34,37-40].

Eupergit C-250 L — etilendiamin - 4-izosiyanatbenzensiilfonamit yapisina
sahip afinite jeli ile izole edilen enzimlerin saflik kontrolii, slab jel elektroforezi ile
gerceklestirildi[97]. Buna gore, kolonda az tutunan hCA-II izoenziminin protein

bandi, elektroforez fotografinda net gozlenemedi (Sekil 3.19). hCA-I izoenzimi i¢in
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tek bant elde edilmistir. Yaklasik molekiill agirhiklan 30 kDa agirliginda

bulunmustur. Bu degerlerin literatiirle uyum halinde oldugu tespit edilmistir[99].

Yeni bir afinite jeli sentezini planlarken 6ncelikle aklimiza gelen herhangi bir
aktivasyon metoduna gerek duyulmadan ligandi matrikse baglama yontemini
kullanmakti. Eupergit C-250 L, icerdigi aktif oksiran gruplarindan dolay1, herhangi
bir aktivasyon reaksiyonuna gerek duymadan iliman kosullarda ligandi matrikse
uzantt kolu araciligiyla baglama imkan1 saglamaktadir. Literatiirde, iyi akis
ozelliginden dolayr bu amacgla Sepharose-4B, matriks olarak cok fazla tercih
edilmektedir [34,37,38,63]. Ancak bu amagla, degisik aktivasyon metodlar
kullanilmaktadir. Bunlara gore, afinite jelinin sentezlenmesinde dekstran ve agaroz
yapisinda bulunan, Sephadex, Sepharose veya Biogel gibi matrikslerin
aktiflestirilmesi, siyanobromiir, karbodiimid ve epoksi bilesikler kullanilarak
yapilmistir. Bu matrikslerin igerdikleri —OH gruplar siyanojenbromiir (CNBr) ile
aktiflestirilmekte ve bunlar primer amino grubuna sahip olan bilesiklerle reaksiyona

girerek, sonucta bir ester bagi olusturmaktadirlar[13].

Bu bilesiklerle gerceklestirilen aktiflestirme ve baglanma reaksiyonlari

sOyledir:
RNH H,0 (I? II_I
H=118°C _ 2
%om CNBr pT, %O—C:N T 0l NiR ——7-0-C-N-R + NH;
- HBr
matriks aktiflestirilmis ester bagi

matriks

CNBEr aktiflestirmesi ile hazirlanan jeller, karbonik anhidraz enziminin afinite
kromotografisinde kullanildiginda, zamanla adsorpsiyon ozelliklerini
kaybetmektedir. Ciinkii, karbonik anhidraz enzimi, 6zellikle pH 8.0’in iizerinde,
yiiksek esteraz aktivitesine sahiptir. Bundan dolay1 kromotografi esnasinda, ligandin

matrikse bagli oldugu ester bagini parcalamaktadir.
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Karbodiimid bilesikleri, serbest karboksil grubuna sahip olan matrikslerin
aktiflestirilmesinde kullanilmaktadir. Aktiflestirme ve primer aminlere baglanma

reaksiyonlar1 soyledir:

(o) NHR, O H (0]
1 vz RNH, I I
COOH + RN=C=NR, C—O—C% —>/-C-N-R + R HN-C— NHR,
NR,

matriks karbodiimid aktiflestirilmis matriks ligand baglanmus hal

Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse primer amin grubunun
baglanmasiyla, amid bag olusmaktadir. = Bu bag kromotografi islemlerine
dayaniklidir. Fakat, aktiflestirme esnasinda matriks jeli, pH=4.5’ta, 24 saat siireyle
karistirllmaktadir. Bu islem, jelin kromotografi sirasindaki akis 6zelliklerini olumsuz

yonde etkilemektedir.

Matriksin epoksi bilesiklerle aktiflestirilmesi (oksiran aktiflestirilmesi) de,
Sephadex ve Sepharose yapilarindaki —OH gruplari iizerinden olmaktadir.

Reaksiyonlar 1,4 —bis (2,3-epoksi propoksi ) biitan epoksi bilesigi i¢in sOyledir:

/N /\ pH=10,15°C N
%OH + H,C—CCH,0(CH,);OCH,C—CH) ——» OCHZC’HCHQO(CH2)4OCH2C—CH2
OH
matriks 1,4-bis (2,3-epoksi-propoksi) biitan aktiflestirilmis matriks
RNH,
— > % OCHZCIHCHZO (CH2)4OCH2(|IHCH2N HR

OH OH

Yukandaki reaksiyonlarla, primer amino grubu ihtiva eden ligand, polar
yapida bir uzanti kolonun ardindan, matrikse kovalent olarak baglanmaktadir[13].
Kromotografi islemlerine gayet dayanikli olan bu yapi, 16 saat aktiflestirme ve 16
saat’te ligandin baglanma siiresi sonucu olugmaktadir. pH’nin 10 civarinda olmast,
jelin fiziksel yapisim fazla etkilememesine ragmen, uzun siire (yaklasik 300 saat)

karistirma islemleri polisakkarit partikiillerin sekil bakimindan deformasyonuna
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sebep olabilir. Sonu¢ olarak hazirlanacak afinite jelinin akis 6zellikleri olumsuz

yonde etkilenecektir.

Fakat arastirmamizdaki afinite jelinin sentezinde, herhangi bir aktivasyon
metodunun kullanilmamasi, aktivasyon esnasindaki bu muhtemel olumsuzluklar

ortadan kaldirmustir.

Arastirmamizda, tarafimizdan sentezlenen afinite jeli, Eupergit C-250 L kat1
destek materyali iizerinde hazirlanmistir. Eupergit C-250 L, igerdigi aktif oksiran
gruplarindan dolay1r herhangi bir aktifleslestirmeye gerek duyulmadan uzanti
kolu.araciligryla liganda baglanmistir. Literatiirde bu amagla, degisik uzant1 kollar
farkli reaksiyonlarla matrikse baglanmistir[13,14,33,34,37-40]. Burada afinite
jelinin; uzanti kolunu Etilen diamin, enzimi spesifik olarak baglayan kismim da
siilfonilamid olusturur. Siilfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik bir
inhibitoriidiir. Afinite jelinin yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda
saflastirilmasinda basar ile kullanilmistir[98]. S6z konusu jel kullanilarak hCA-I ve
hCA-II izoenzimleri direkt hemolizattan saflagtinlmistir. Bu amagla hCA-I
izoenziminin eliisyonu i¢in; 1 M NaCl / 22 mM Na2HPO4 (pH=6,3), hCA-II i¢in ise
0.1 M NaCH3COO / 0.5 M NaClO4 (pH 5.6) eliisyon tamponlar1 kullanilmistir.
Enzimlerin safligi SDS-PAGE uygulanarak kontrol edilmistir[99].

Hazirladigimiz afinite jeli, karbonik anhidraz enzimini, onun spesifik bir
inhibitorii olan siilfonamid araciligr ile tutmaktadir. Giris boliimiinde de anlatildig
gibi, aromatik ve heterosiklik siilfonamidler karbonik anhidraz enzimlerinin ¢ok
kuvvetli inhibitorleridir.  Bu bilesiklerin enzimin aktif bdolgesine baglanma

mekanizmalart agciklanmistir. Bu olay sematik olarak soyle gosterilebilir:

Enzim Aromatik

siilfonamid
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Yukanda goriildiigii gibi, siilfonamid (-SO,NH;) grubu enzime anyonik bir
formda baglanmaktadir. Burada, Zn** iyonunun dérdiincii koordinasyon orbitalini
isgal eden OH iyonu asidik karakterdeki -SO,NH,’den bir proton alarak suya
doniismekte, siilfonamid de -SO,NH™ anyonu haline gelmektedir. Bu durum, yapilan
rezonans, Raman ve UV incelemeleriyle de dogrulanmistir. Fakat, aromatik halkanin
baglanmadaki rolii heniiz bilinmemektedir. Yukarida sematize edilen baglanmanin,
pH’ya son derece bagimli oldugu agiktir. Ciinkii, -SO,NH, bilesiginin anyona
doniismesi ve Zn-OH ligand baginin ayrismasi pH’dan etkilenen olaylardir[13].

Siilfonamidler enzime yalniz Zn* araciligl ile baglanmamaktadirlar. Bunun
yani sira, enzimin aktif bolgesinin iyonlasabilir baz1 gruplarla da etkilesme soz
konusudur. Bunun en dnemli delili, siilfonamidlerin Zn*> iyonu uzaklastirilmis apo

CA enzimine 10” M’lik bir afinite ile baglanmasidir.

Ayrica tarafimizdan sentezlenen Eupergit C-250 L- siilfonamid yapisina sahip
afinite jelinin FT-IR spektrumlari alinmistir. Sekil 3.20° de goriildiigii tizere, 1360 —
1250 cm™ C-N (aril) gerilme piki ve 3360 cm™ yayvan —OH piki olasi yapinin

dogrulugunu kanitlamaktadir.

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

alimmustir ve bunlara bagh olarak da kapasite tayinleri yapilmistir.

Hazirlanan afinite jelinin farkli pH’larda enzim tutma kapasitesini belirlemek
icin, her bir izoenzim i¢in 7 farkli pH’da (pH= 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5)
denemeler yapilmistir. Her ii¢ izoenzim (BCA, hCA-I ve hCA-II) icin maksimum
baglanmanin pH=8,5’de ger¢eklestigi tespit edilmistir. pH=6.5’da baglanmanin son
derece diisik oldugu Sekil 3.2 ve 3.6’da goriilmektedir. Bu durum,
siilfonamidlerdeki -SO,NH; grubunun anyonik bir formda enzimi kolonda tutmasi ile

aciklanabilir[67,76,101].
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Kolonun kapasitesine etki eden bir diger 6nemli parametre de sicakliktir. Bu
amagla her bir izoenzim icin, 4 farkli sicaklikta (5, 15, 25, 350C) kromatografik
islemler gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, Sekil 3.3 ve 3.7°de grafik halinde
verilmigtir.  Her {i¢ izoenzimde de, sicaklik yiikseldikce kolona baglanma
derecelerinde paralel bir azalma goriilmektedir. Bu durum sebebinin, birinci
derecede enzimin artan sicaklikla konformasyonunda meydana gelen degismeleri ve
daha sonra da baglanmayr gerceklestiren gruplarin iyonlasmalarmin sicakliktan
etkilenmesi olarak gosterilebilir. Bu durumun, yiiksek sicakliklarda enzimlerin
kolona baglanma derecesinin diismesine neden oldugu sdylenebilir. Benzer sonuclar,
karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in hazirlanan afinite jellerinde de

goriilmektedir[13,14,34,35,37-40]

Afinite jelinin enzim tutma kapasitelerinin iyonik siddetle degisimi Sekil 3.4
ve Sekil 3.8’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, iyonik siddetteki artis,
enzimin kolona adsorpsiyonunu bir dereceye kadar artirdigimi gostermektedir. Bu
durum, iyonik siddetteki yiikselmenin siilfonamid ile enzim arasindaki hidrofobik
etkilesmeyi arttirmasiyla aciklanabilir. Ancak iyonik siddetteki daha fazla artigin
kolon verimini diisiirdiigii Sekil 3.4 ve 3.8 *den goriilmektedir. Ciinkii, ortamda iyon
konsantrasyonu arttikca, baglanmada rol alan, iyon halindeki gruplar, zit yiiklii
gruplar tarafindan sarilmakta ve adsorpsiyon engellenmektedir. Her ii¢ izoenzim de,
[=0.3 iyonik siddette kolona maksimum derecede baglanmaktadir. Ciinkii, bu
degerin {iizerindeki iyon konsantrasyonlar1 baglanmayi azaltmaktadir. Keha ve
arkadaslarimin yaptig1 afinite kromatografisi ¢alismalarinda da, 1=0.15 iyonik siddete

sahip ¢ozeltiler kullanilmigtir[13].

Tarafimizdan hazirlanan afinite jelinden bekledigimiz bir baska ozellik de,
jelin insan eritrosit karbonik anhidraz (hCA-I, hCA-II) izoenzimlerini
ayirabilmesidir. Takilan siilfonamid ligandi, 6zellikle hCA-I’e olan yiiksek afinitesi

ile bu acidan uygun 6zelliklere sahiptir.

Tek degerlikli anyonlar, karbonik anhidraz enzimini kuvvetli inhibe
etmektedirler[13]. Enzime baglanmalari, siilfonamidlerden c¢ok farkli olup, diisiik

pH’larda artmakta ve hCA-I izoenzimi i¢in, hCA-II izoenzimine gore daha yiiksek
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oranda gerceklesmektedir. Bunlara 6rnek olarak; CI iyonu icin, pH=6.5’ta K;
degerleri, hCA-I izoenziminde 4 x 1073 M, hCA-II izoenziminde 2.7 x 107! M,
pH=7.5"ta ise bu degerler, 18 x 10° M ve 7.3 x 10" M, N3 iyonu i¢in, pH=5.8"de
1.5 x 10° M ve 0.2 x 10° M, SCN iyonu i¢in, pH=6.0"da 1.8 x 10° M ve 0.3 x 10”

M, I iyonu i¢in ise pH=7.5’da 0.7 x 10° M ve 8.7 x 10” M olmaktadr.

Bu degerler incelendigi zaman, bu iyonlar1 iceren ¢ozeltiler aracilig ile, insan
eritrosit karbonik anhidraz izoenzimlerinin secimli olarak eliie edilebilecekleri
goriilmektedir. Daha 6nce yapilmis olan calismalarda, benzen siilfonamid takili
jelden izoenzimlerin eliisyonu, farkli ¢ozeltilerle gerceklestirilmistir[13,14,34,35,37-
40].

Tek degerlikli anyonlarin K; degerleri ve diger arastirmacilarin uyguladiklar
metodlar gozoniine alinarak, BCA izoenziminin se¢imli eliisyonunu saglamak igin 3,

hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin secimli elisyonunu saglamak icin ise, 6 farkli

deneme yapildi.

Cizelge 4.2 hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini ayirmak icin tarafimizdan kullanilan

eliisyon ¢ozeltileri

hCA-I Eliisyonu Anyon cozeltisi hCA-II Eliisyonu Anyon cozeltisi
Tampon Tampon
pH=6.3 pH=6.3
50mM Na,HPO,4 1 M NaCl 0.1 M Tris-SOq, 0.4 M NaNj;
pH=6.3 pH=6.3
50mM Na,HPO4 1 M NaCl 50mM Na,HPO, 0.2 M KSCN
pH=7.0 pH=5.6
0.1 M Tris-SO4 0.1 M KI 0.1 M NaCH3;COO 0.5 M NaClO4
pH=7.0 pH=6.3
0.1 M Tris-SO4 0.1 M KI 0.1 M Tris-SOq4 0.4 M NaN3
pH=7.0 pH=6.3
0.1 M Tris-SO4 0.1 M KI 50mM Na,HPO, 0.2 M KSCN
pH=6.3 pH=5.6
50mM Na,HPO4 1 M NaCl 0.1 M NaCH3;COO 0.5 M NaClO4

77




Insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimlerini ayirmak igin, ilk eliisyon
denemesi, 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH=6.3 ve 0.4 M NaN3 / 0.1 M Tris-SOy4
pH=6.3 eliisyon c¢ozeltileriyle gerceklestirildi. Sekil 3.13’de goriildiigii gibi hCA-I
ve hCA-II izoenzimlerinin ayrimi tam olarak gerceklestirilememistir. Kolon verimi
son derece diisiik ( % 0.27 ) ve saflastirma derecesinin 1,206 kat oldugu bulunmustur
(Cizelge 3.4). Ancak Falkbring ve arkadaslari hCA-I izoenzimini 1 M NaCl ¢ozeltisi
ile pH=6.3"te ayirmay1 basarmistir[37]. Ozensoy aym eliisyon c¢ozeltileri ile,
izoenzimleri ayiramadigimi belirtmistir[28]. Kolonun yapisinin farkli olmasi bu

olayin en dnemli nedenlerinden birisidir.

Diger bir deneme ise, hCA-I izoenzimi i¢cin 50 mM Na,HPO4 / 1 M NaCl,
pH=6.3, hCA-II izoenzimi i¢in ise SOmM Na,HPO, / 0,2 M KSCN, pH=6,3 eliisyon
tamponlar ile gergeklestirildi. Sekil 3.14 grafiginden elde edilen sonuglar, basarili
bir ayrnmin olmadigim1 gostermektedir. Kolon veriminin ilk denemeye gore daha
yiiksek olmasi, hCA-II izoenziminin afinite kolonundan 50 mM Na,HPO, / 0.2 M
KSCN, pH=6.3 eliisyon tamponu ile daha iyi eliie edilebildigini gostermektedir. Bu
deneme sonucunda, kolon verimi % 24.3 ve saflastirma derecesi ise 5,76 kat olarak
tespit edilmistir (Cizelge 3.5). Ozensoy, Keha ve Arslan arastirmalarinda hCA-II
izoenzimini ayirmak igin, aymi anyonu kullanmis ve benzer sonuglar elde

etmislerdir[13,34,28].

Uciincii denemede, hCA-I izoenziminin diger iki denemeden farkli olarak
0.1 M KI / 0.1 M Tris-SO4 pH=7.0 eliisyon tamponu, hCA-II izoenzimi ise,
0.1 M NaCH3COO / 0.5 M NaClOs pH=5.6 eliisyon tamponu ile kolondan eliie
edilmeye calisilmistir.  Bu denemenin sonuclari, Sekil 3.15 grafiginden de
anlasilacag1 iizere, izoenzimlerin ayriminin pek net olmadigim gostermektedir.
Yalnizca, hCA-II izoenziminin bu denemede kullanilan 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M
NaClO4 pH=5.6 eliisyon tamponu ile kolondan iyi eliie edilebildigi, deneme
sonuglarindaki % 7,52 kolon verimi ve saflastirma derecesinin 71.27 kat olmasindan
anlasilmaktadir (Cizelge 3.6). NaCH;COO / NaClO, pH=5.6 eliisyon tamponunun
kolona bagli CA enzimlerini kolondan eliie etmek igin, literatiirlerde ¢ok sik
kullanilmaktadir[13,34,37-40]. Bunun en Onemli nedeni, sodyum asetatin hem

tampon 6zellik gostermesi, hem de CA izoenzimlerinin bir inhibitorii olmasidir.
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Dordiincii  denemenin, diger denemelere gore daha basarisiz oldugu
Sekil 3.16’den goriilmektedir. Bu durum, hCA-I izoenziminin {i¢iincii denemedeki
ayn eliisyon tamponu ile stabilizasyonu sonucu, hCA-II izoenziminin afinite
kolonundan, 0.4 M NaNj3 / 0.1 M Tris-SO4 pH=6.3 eliisyon tamponu ile ¢cok net eliie
edilemedigi diisiincesini giigclendirmektedir. Burada, hCA-I izoenziminin 0.1
M KI/ 0.1 M Tris-SO4 pH=7.0 eliisyon tamponuyla bir nebze eliie edilmesi, kolon
veriminin % 0,17 ve saflastirma derecesinin 28 kat olmasi sonucunu dogurmustur

(Cizelge 3.7).

Khalifah ve arkadaslari, Sepharose 6-B matriksini oksiran aktiflestirmesi ile
tarafimizdan kullanilan ayni ligandi baglamak suretiyle elde edilen afinite jelinden,
kolona bagh karbonik anhidraz izoenzimini, 0.4 M NaN3 eliisyon tamponu ile eliie

ettigi anlagilmaktadir[13].

Ancak tarafimizdan hazirlanan afinite jeline bagh karbonik anhidraz II

izoenziminin ayrilmasinda, N3 ‘in uygun bir anyon ¢ozelti olmadig1 saptanmistir.

Besinci denemede, hCA-I ve hCA-II izoenzimleri sirasiyla 0.1 M KI/ 0.1 M
Tris-SO4, pH=7.0 ve 50mM Na,HPO, / 0.2 M KSCN, pH=6,3 eliisyon
tamponlartyla ayrilmaya calisilmistir. Sekil 3.17°den de goriildiigii gibi, bu deneme
sonuclarinin diger denemelerden daha basarili oldugu anlasilmaktadir. Osborne ve
Tashian, CM-Sephadex C-50 matriksini karbodiimid aktiflestirilmesi ile tarafimizdan
kullanilan ayn ligandin baglanmasi sonucu elde edilen afinite jeli ile, kolona adsorbe
olan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini sirasiyla, 0.1 M Tris-SO4 pH=7.0 ve 0.1 M
Tris-SO4 / 0.2 M KSCN + 0.2 M Na,SO4 pH=7.5 eliisyon tamponlar ile eliie ettigi
goriilmektedir[39]. Buna bagl olarak, tarafimizdan hazirlanan afinite jeline adsorbe
olan hCA-II izoenziminin ellisyonu i¢in, SCN" anyonunun uygun oldugu
saptanmistir. Bu denemedeki kolon veriminin % 3,93 ve saflastirma derecesinin
31.12 olmas1 bu goriisii desteklemektedir (Cizelge 3.8). Ancak kolon veriminin
diisiik olmasi, SCN™ anyonuyla ayrilmak istenen hCA-II izoenziminin, ii¢iincii
denemede bu izoenzimin ayrilmasi i¢in kullanilan NaCH3;COO / NaClO, pH=5.6
eliisyon tamponuna kiyasla, afinite kolonundan en iyi sekilde elile edilemediginin,

bir gostergesidir.
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Tarafimizdan hazirlanan afinite kolonundan, hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini
ayirmak i¢in yapilan bu son denemenin diger bes denemeye gore ¢ok basarili oldugu
Sekil 3.18 grafiginden anlagilmaktadir.  Bu denemede, hCA-I ve hCA-II
izoenzimlerinin eliisyonu i¢in sirasiyla, 50 mM Na,HPO,4 / 1 M NaCl, pH=6.3 ve 0.1
M NaCH;COO / 0.5 M NaClO4 pH=5.6 eliisyon tamponlari kullanilmistir. Bu
denemenin, insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimlerinin ayrilmasinda % 9,49 bir
kolon verimine ve 184 kat yiiksek bir saflagtirma derecesine sahip olmasi,

saflastirmanin maksimum diizeyde seyrettigini gostermektedir (Cizelge 3.9).

Ozensoy’un Eupergit C-250L matriksi iizerine p-aminobenzensiilfonamid ve
Whitney’in Sepharose-4B matriksi iizerine, CNBr aktiflestirilmesi sonucu p-
aminometilbenzensiilfonamid ligandini kullanarak hazirladigr afinite kolonunda da

ayn eliisyon tamponlarimi kullandig1 ve basarili oldugu goriilmektedir[38].

Tarafimizdan sentezlenen afinite kolonu ile, hCA (I+II) izoenzimlerinin
ayrilmasinin yani sira, BCA izoenzimini ayirmak icin de, ii¢c farkli deneme yapilarak,

kolon verimi ve saflagtirma dereceleri belirlenmeye ¢alisilmistir.

Cizelge 4.3 BCA izoenzimini ayirmak igin tarafimizdan kullanilan -eliisyon

cozeltileri

BCA Eliisyonu Anyon cozeltisi

Tampon
pH=5.6

1 M NaCH3COO
pH=6.3
50mM Na,HPO4
pH=6.3
0.1 M Tris-SO4

0.5 M NaClO4

0.2 M KSCN

0.4 M NaN3

Ik deneme, 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M NaClO, (pH = 5.6) eliisyon tamponu

ile gerceklestirilmistir. Bu denemede, BCA izoenzimi tarafimizdan hazirlanan
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afinite kolonu ile yiiksek bir ayrimla gerceklestirilmistir (Sekil 3.10). Bu deneme
sonugclari, bir saflastirma tablosuna aktarildiginda, Cizelge 3.1’den % 21.07 bir kolon

verimi ve 181 kat saflastirma derecesi elde edilmistir.

BCA izoenziminin afinite kolonundan eliisyonu i¢in ikinci deneme,
50mM Na2HPO4 / 0,2 M KSCN, pH=6.3 eliisyon tamponu ile yapilmustir. Ik
denemeye gore daha az bir ayrim gerceklestirildigi Sekil 3.11 grafiginden
anlasilmaktadir.  Saflagtirma tablosuna bakildiginda (Cizelge 3.2), %10,6’lik bir
kolon veriminin yaninda 78.7 kat saflastirma derecesinin elde edildigi de
goriilmektedir. Bu deneme sonucunun ilk denemeye gore, daha az bir saflastirma

derecesine sahip oldugu gozlenmektedir.

BCA izoenziminin ayirimi i¢in son deneme, 0.4 M NaN3 / 0.1 M Tris-SO4,
pH=6.3 eliisyon tamponuyla gerceklestirilmistir. Sekil 3.12 grafiginden elde edilen
sonuclar bu denemenin diger iki denemeden daha basarisiz oldugunu gostermektedir.
Ancak Cizelge 3.3’teki saflagtirma tablosuna bakildiginda, % 0.37’lik bir kolon
veriminin yaninda, 49.2364 kat saflastirma derecesi ise dikkat cekmektedir. Bunun
sonucunda, N3- anyon ¢ozeltisinin SCN- ve de ClO4- anyon ¢ozeltilerinin yaninda
diisiik bir kolon verimiyle birlikte BCA izoenzimini afinite kolonunda eliie

edebildigini gostermektedir.

Yiiksek lisans olarak sunulan bu calismada elde edilen bulgular asagidaki

sekilde 6zetlenebilir:

e  Afinite jeli sentezinde matriks olarak, aktif oksiran gruplar i¢ceren metakrilamid
ve N,N’-bis-metilen-(metakrilamid) monomerlerinin bir kopolimeri olan
Eupergit C-250 L kullanilirken, ligand olarak karbonik anhidraz enziminin

spesifik bir inhibitorii olan 4-izotiyosiyanatobenzensiilfonamid kullanilmastir.

e  Sigir eritrosit karbonik anhidraz (BCA) ve insan eritrosit karbonik anhidraz I ve
IT (hCA-I ve hCA-II) izoenzimlerinin, tarafimizdan sentezlenen afinite jeline
maksimum adsorpsiyonu bazik pH derecesinde gerceklestigi sonucunu ortaya

koymustur.
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BCA, hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin afinite kolonuna maksimum tutunma

sicakliklarinin, 15°C ve I= 0.3 iyonik siddette gergeklestirildigi saptanmuistir.

BCA ve hCA-II izoenzimlerinin sentezlenen afinite jelinden eliisyonlari i¢in, en
uygun tampon ¢ozeltilerin, 0.1 M NaCH3COO / 0.5 M NaClO4 pH = 5.6, hCA-I
izoenzimi i¢in ise, 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH=6.3 olarak tespit

edilmistir.

Yapilan denemeler sonunda, BCA izoenzimi icin % 21.07 kolon veriminin
yaninda 181 kat saflagtirma derecesi ile hCA (I+Il) izoenzimleri igin ise, %

9.49 kolon veriminin yaninda 184 kat saflagtirma derecesi elde edilmistir.
Optimum sartlarda afinite kolonundan eliie edilen BCA, hCA-I ve hCA-II

izoenzimlerinin safliinin  kontrolii, SDS-PAGE (Sodyum-dodesil-siilfat

poliakrilamid jel elektroforez) elektroforeziyle kontrol edilmistir.
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