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OZET

MANYETIK ALANIN INSAN ERITROSIT KARBONIiK ANHIDRAZ
IZOENZIMLERI (HCA I VE HCA IT)UZERINE IN VITRO
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sema COSKUN

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilimdah

(Yiiksek Lisans tezi / Tez Damismani : Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Yardimci Danisman: Doc¢. Dr. Hakan KOCKAR

Balikesir, 2007

Bu c¢aligmada, manyetik alanin (H), karbonik anhidraz izoenzimleri ( hCA-I
ve hCA-II ) ilizerinde in vitro etkileri arastirilmistir. Bu amagcla kullanilan hCA-I ve
hCA-II  izoenzimleri Sepharose-4B-L-trozin-p-aminobenzensiilfonamit kimyasal
yapisina sahip afinite kolonu kullanilarak insan eritrositlerinden saflastirilmistir.
Izoenzimlerin saflig1, Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile kontrol edilmistir.

Manyetik alanin saflagtirllmis enzimler {lizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amaci ile farkli siddetlerde ve farkli zaman araliklarinda manyetik alana maruz
birakilan enzimlerin aktivite Slgiimleri yapilmistir. Her iki izoenziminde belirli
oranda manyetik alandan etkilendigi saptanmistir. Ayrica, manyetik alanin farkli pH
ve farkli iyonik siddetteki enzim aktivitelerini nasil etkiledigi bulunmustur. Son
olarak manyetik alan altinda siilfonilamid ve perklorat bilesiklerinin inhibisyon etkisi

saptanmistir.

Anahtar sozciikler : hCA-I, hCA-II, manyetik alan, in vitro, saflastirma
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF MAGNETIC FIELD ON
HUMAN ERYTHROCYTES CARBONIC ANHYDRASE
ISOENZYMES IN VITRO

Sema COSKUN

Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(Thesis / Supervisor: Prof.Dr.Oktay ARSLAN)
Co Supervisor : Do¢.Dr. Hakan KOCKAR

Balikesir-Turkey, 2007

In this study, the effect of magnetic field on carbonic anhydrase izoenzyme
in vitro was determined. Carbonic anhydrase was purified with affinity
chromatography from human erythrocyte. With this aim, the gel was synthesized
with Sepharose-4B-L-tyrosine and p- aminobenzosulfonamide as an affinity ligand
by ourself.

The main aim of this study is to investigate the effect of magnetic field on
purified izo-enzymes. Therefore, the activities of izo-enzymes subjected to the
various magnetic field intensity and time intervals were measured, respectively. It is
found that the enzymes studied in this investigations were found to be affected by
magnetic field in terms of both the magnetic field intensity and the time intervals,
respectively. Furthermore, It is seen how the solution pH and the ionic intensity
affected the activities of enzymes, respectively. Finally, the inluence of inbitions on

sulphonilamide and perchlarate were determined.

Key words : hCAI hCAII, magnetic field, in vitro, purification
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1. GIRIS

Organizmada temel gorevi asid-baz dengesini diizenlemek olan karbonik
anhidraz Zn™ iyonu iceren bir metaloenzimdir. Memelilerde o-CA ailesine bagli
aktif olan 14 karbonik anhidraz izoenzimi bulunmaktadir. Karbonik anhidraz
izoenzimleri hiicresel dagilimlari, kinetik Ozellikleri ve inhibisyon profilleri
acisindan faklilik gostermektedirler. Ayrica CA izoenzimlerinin doku dagilimlar1 da

faklilik gostermektedir [1-13].

Aktif bolgesinde Zn*? iyonu bulunduran karbonik anhidraz enzimi, canhlarda
CO; molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO3™ iyonunun dehidratasyonunu katalizler.
Karbonik Anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu saglamanin
yami sira, birgok dokuda H™ ve HCOj; birikiminde de rol oynamaktadir. Boylece
viicuttaki birgok dokuda H' ve HCO; iyonlarimin birikimini saglayarak, viicut

stvilarinin dengelerinin kurulmasinda da énemli rolii vardir [1, 14-16].

hCA-I ve hCA-II, eritrositlerde bulunan ve kanda yukarida belirtilen
fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getiren karbonik anhidraz izoenzimleridir. Ayrica
hCA-II izoenziminingdzdeki Onemi, glaucoma hastaligr tedavisi ic¢in yapilan

arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir [17].

Gelisen teknoloji ile parelel olarak artan yapay manyetik alan, yeryiizii dogal
manyetik alan dengesini bozmaktadir. Yiiksek gerilim hatlarindan, mikrodalga
cihazlarindan, bilgisayar ekranlarindan, yapay uydulardan, cep telefonlarindan ve
diger elektrikli aletlerden yayilan dalgalar, elektromanyetik kirlilige yol agmaktadir.
Bu etkenler organizmanin dengesi bozmaktadir. Bu nedenle manyetik alanin canli
organizmalar1 ve dolayisiyla biyomolekiilleri nasil etkiledigi son yillarin en populer
konularindan birisi olmustur. Bu amagla, ¢cok sayida enzimin aktivitesi {izerine

manyetik alanin etkisi incelenmis ve oldukga ilging sonuglar elde edilmistir.



Yukarida belirtildigi gibi organizmada son derece dnemli fizyolojik 6zellige
sahip karbonik anhidraz izoenzimlerinin iizerinde manyetik alanin etkisi hakkinda
literatiirde herhangi bir bulguya rastlanmamistir. Bu amagla insan eritrositlerden
afinite kromatografisi ile saflagtirilan hCA-I ve hCA-II izoenzimleri {izerinde
manyetik alanin etkisinin arastirilmasi planlanmistir. Elde edilecek sonuglarin,
literatiirdeki bu Onemli bilgi eksikligini tamamlamasinin yani sira insan sagligi

acisindan da 6nemli olacag kanisindayiz.

1.1.Karbonik Anhidraz Enzimi

1.1.1 Simflandirilmasi, Dagilhim ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (Karbonat Hidroliyaz E.C.4.2.1.1), biitiin organizmalarda
bulunan Zn** iyonlu bir metaloenzimdir. ilk olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen

karbonik anhidraz, canlilarda CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO3" iyonunun

dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir [1, 2].

CO, + H,0 HCO; +H'

H,COs

Karbonik Anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu
saglamanin yam sira, bircok dokuda H" ve HCOj5 birikiminde de rol oynamaktadir.
Bu dokular arasinda bdbrek, gastrik mukoza ve goz lensini sayabiliriz. Bunlardan
baska histokimyasal metodlarla tiikriik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi,
pankreas, prostat ve endometrium dokularinda da CA’ya rastlanmistir. Baliklarin
solunga¢ ve salgi organlarinda bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin
kabuk yapiminda, alglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu

enzimin degisik rolleri oldugu ayrica ispatlanmistir [1, 14-16].

Karbonik anhidrazin degisik izoenzimleri farkli dokulara dagilmis olarak
bulunur. Bazi izoenzimler ayni dokuda birlikte bulundugu gibi (eritrosit hCA-I ve
hCA-II ), diger baz1 dokularda tek bir izoenzim bulunmaktadir (membrana bagli CA-
V).



1.1.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO, molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yani sira,
siyanatin karbamik aside veya iirenin siyamide, aldehidin geminal diole hidratasyon
reaksiyonlari1 da katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit
esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA
enziminin hidrataz aktivitesi disinda, Cizelgel.1’de gosterildigi gibi elektrofilik bir
merkeze, niikleofilik ataklar1 igeren, aldehit, pirtivat, ve alkil piruvatlarin
hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlarini
da katalizlemektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu
ozelligi ile, organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadigi heniiz bilinmemektedir.

[18, 19]

Cizelgel.1 Karbonik Anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

(1) 0=C=0+H,0 =~ HCO; +H'

(2) O=C=NH + H,0 H,NCOOH

(3) HN=C=NH + H,0 H,NCONH,
(4) RCHO + H,0 RCH(OH),

(5) RCOOAr + H,0 RCOOH + ArOH
(6) RSOsAr + H,0 RSO;H + ArOH

(7) ArOPO;?% + H,O0 =~ HPO;? + ArOH

(8) ArF + H,0
9) PhCH,OCOC 1+ H,O

HF + ArOH (Ar= 2,4 dinitrofenil)

PhCH,0OH + CO, + HCI

(10) | RSO,Cl+H,0 RSO;H + HCI (R=Me;Ph)

1.1.3 Karbonik Anhidraz Enziminin U¢ Boyutlu Yapilar

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin {i¢ boyutlu yapilarinda biiyilik farkliliklar
gozlenmektedir. Izoenzimlerinin {ic boyutlu yapilarindaki farkin c¢ok belirgin
olmasima karsin, aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi
dikkat cekicidir. Sekil 1.2°te gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bolgesi,

yaklasik tetrahedral geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii



koordine olmustur. Zn"* iyonun kataliz olayndaki fonksiyonu vazgecilmez olup,
uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, tam anlamiyla aktiviteden

yoksundurlar [4, 16, 20, 21].

Insan eritrosit CA-I ve CA-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 amino asit dizilisleri tam olarak tayin edilmistir. Kas
izoenzimi olarak da bilinen CA-III izoenziminin amino asit dizilisi ise, insan igin
belirlendigi gibi siir ve atlarda da arastirilmistir. Bu g¢alismalar sonucunda, ii¢
izoenzimin amino asit dizilisleri ve iic boyutlu yapilar1 yoniinden biiyiik Slgiide

benzerlige sahip oldugu gosterilmistir [22, 23].

Karbonik anhidrazin sozli edilen ii¢ 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 [24, 25].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin memelilerdeki molekiil agirliklari, 28.000
dalton, bitki kloroplastlarindan elde edilen ve hegzamerik bir yapiya sahip olan
CA’nin ise 180.000 dalton oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira, insan
bobreginde hiicre zarina bagli 66.000 dalton molekiil agirlifinda ve yine tavsan
eritrositlerinde 54.000 dalton molekiil agirliginda, karbonik anhidraz aktivitesine

sahip proteinlere rastlanmistir [26, 27].



Sekil 1.1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His

96, His 119) [28]

1.1.4 Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 20 yildir CA enzimini katalitik mekanizmasin1 aydinlatmay1 amaglayan
calismalar yapilmistir. Bu calismalarla elde edilen sonuglara gore, CA enziminin
metabolizmada son derece dnemli gorevleri olmasi, ¢ézelti ortaminda kararli olmasi
ve uygun sartlar altinda aktivitesini kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi
avantajli Ozelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Aktif bolgede Zn"? iyonu ve ona
bagli bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Aktif bolge yakinindaki amino asitler,

proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir.

CA enziminin reaksiyonlar katalizinde, Zn"? iyonunun biiyiik énemi 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 oldugunu gostermektedir. Cinko
bagli H,O, Glul06’nin karboksilat grubuna sirasiyla koprii olusturan Thr199’un
hidroksil grubuyla, hidrojen bag etkilesimleri sonucu tutunmaktadir. Bu etkilesimler,

cinko bagli su molekiiliiniin niikleofilitesini arttirmakta ve molekiil niikleofilik atak



icin uygun yerdeki CO,’ e dogru hareket etmektedir [1]. 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 olusmasini saglar (Sekil 1.3-C). Daha
sonra, HCO3™ iyonu bir su molekiililyle 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 doniigmesini saglar [29].

O
\\
OH OH C\\
0]
+CO,
Zn? Zn'?
His 94/‘,\Hi5119 His /‘ \Hls
His o 94 His o 119
(A) (B)
-BH'||B
+ H O
OH, /
\O+ C/
. . |
/Zn\ — 7nt ¢}
o4 His o 19 His 94 His o His 119
D) ©

Sekil 1.2. CA enziminin CO2-hidratasyon reaksiyonunu kataliz

mekanizmasinin sematik gosterilisi [4].



1.1.5 Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Iki ana karbonik anhidraz inhibitdr sinifi bulunmaktadir; metalle kompleks

yapan anyonlar ve aromatik-heteroaromatik siilfonamidlerdir [30].

Karbonik anhidrazin en giicli inhibitorleri aromatik ve heteroaromatik
siilffonamidlerdir. ~Siilfonamidler R-SO,NH, kimyasal yapisina sahiptir. Bu
formiildeki R grubu, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka sistemidir.
Siilfonamidlerin en ¢arpici 6zelliklerinden birisi:

R-SO,NH, ~—— R-SO,NH +H "

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

tamamlanmuis olur [31, 32].

Karbonik anhidraz izoenzimleri katalitik aktivitelerindeki farklilar1 gibi
inhibitorlere olan ilgileride faklilik gostermektedir (Cizelge 1.2.). Hastaliklarin tedavi
ve teshisinde, CA inhibitorlerinin 6nemi, Glaucoma hastaligi tedavisi i¢cin CA enzimi
izerinde yapilan inhibisyon ¢alismalariyla ortaya cikarilmistir. Bu ¢alismalarda, CA
enziminin kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasinin yani sira, bu enzimin dokulara
dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlagilmis, bunun sonucunda da CA
enziminin inhibitorleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu
calismalarda ¢ok gesitli CA enzimi inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler basta
Glaucoma tedavisinde ilag, antitimor, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik
rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans
(MRI) belirlenmesinde diagnostik teshis materyali, antiiilser, diiiretik ilaglarin
gelistirilmesinde yol gosterici olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple, CA enziminin

inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok biiyiik



onem kazanmistir. Farkli CA izoenzimlerinin aktivitelerinin temel prosesinin

anlasilmasi, yeni ilaglarin ve tedavi araclarinin gelistirilmesine firsat vermektedir

[33, 34].

Cizelge 1.2 a-CA’lar, CO; hidratasyon aktiviteleri ve siilfonamide olan ilgileri [33].

Izoform Katalitik Aktivite Siilfonamide Ilgisi
CAIl Diisiik-Orta Orta
CAIl Yiiksek Cok Yiiksek
CA Il Cok Diisiik Cok Diisiik
CA IV Yiiksek Yiiksek
CA VA Orta Yiiksek
CA VB Yiiksek Yiiksek
CA VI Orta Orta-Diistik
CA VII Yiiksek Cok Yiiksek
CAIX Yiiksek Yiiksek
CA XII Diisiik-Orta Yiiksek
CA XIII Diisiik-Orta(fare) Yiiksek
CA XIV Diisiik(Insan) / Yiiksek(Fare) Yiiksek (Insan)

1.1.6 Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Insanlar1 da igine alan yiiksek yapili omurgalilarin c¢ok farkli doku ve
hiicrelerine yerlesmis 14 farkli CA izoenzimi tespit edilmis ve bagli oldugu
proteinlere gore belirlenmistir. Bu dokularin ¢ogundan CA enzimi karakterize
edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye calisilmistir. Bu yolla cesitli doku ve
organlarda elektrolit salgilanmasi, CO, ve pH dengesinin saglanmasi, akciger ve
dokular arasindaki CO, /HCOj;™ transportu gibi fizyolojik olaylarda rol almalarinin
yani sira patolojik ve fizyolojik islem ve olaylarda da rol aldiklar1 agiklanmistir [35,

36].

Temel olarak bu izoenzimler, sitozolik formda (CA-I,CA-II,CA-VII) ve
membrana bagh (CA-1V,CA-XII,CA-XIV) olarak bulunmustur. CA-VI bir salgi




enzimi ve CA-V izoenziminin ise bir mitokondrial enzim oldugu tespit edilmistir [1,

14, 23, 37].

Eritrosit CA’sinin en 6nemli fonksiyonu, doku kilcallarinda metabolizma
tiriinii olan CO, , H,CO;3; e akciger pulmoner kapilerde ise H,COs’in CO;’e
doniismesi reaksiyonunu katalizleyip, solunum olayinda yer almasidir. Bobrek
tubullerinde ise ayni reaksiyonlarla Na" ve H,0 geri emilimini saglamak i¢in ya CO,
tranferini ya da H' iyonu birikimini saglar. Bu doniisiim reaksiyonlar1, omurgalilarin
kan ve hiicreler arasi sivilardaki en dnemli tampon sisteminin bikarbonat tampon

sistemi olmasi nedeniyle ¢ok 6onemlidir[23, 38, 39].

CA-III izoenzimi, iskelet kaslarinda olusan laktik asit/laklat dengesinde, pH
degerini ayarlamak gibi ¢ok Onemli bir goreve sahiptir. CA-V izoenzimi bazi
dokularin mitokondri matrikslerine yerlesmis olarak bulunur. Karbamoilfosfat
sentetaz-1 ve piruvat karboksilaz enzimlerine sirali olarak bikarbonat iyonu
saglanmasindan dolayi, glukoneogenez ve lirogenezde rol oynadig1 6ngoriilmektedir.

Bu izoenzimin ayrica lipogenaz olayinda da etkili oldugu belirtilmistir [40].

CA-VI izoenzimi tiikriik bezlerinden salgilanan bir enzimdir. Insan
tiikkriiglinden izole edilmis olup, tiikriigiin pH dengesini sagladig1 sanilmaktadir [41,

42].



Cizelge 1.3 Karbonik anhidraz izoenzimleri [43]

[ZOENZIM... KATALIK AKTIVITE... | BULUNDUGU
BOLGE...

CAl Diistik Sitozol

CAll Yiiksek Sitozol

CAIII Cok diisiik Sitozol

CA IV Yiiksek Membrana bagl

CAV Orta-yiiksek Mitokondri

CA VI Orta Tkiiriikte gizli

CA VII Yiiksek Sitozol

CA-RP VIII Akatalitik Muhtamelen sitozolik

CAIX Yiiksek Membrana bagh

CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor

CA-RP XI Akatalitik Membrana bagl

CAXII Diisiik Membrana bagh

CA XIII Muhtemelen yiiksek Bilinmiyor

CA X1V Diisiik Membrana bagl

1.1.7 Karbonik Anhidraz Enziminin HastalKklar ile fliskisi

CA enzimi proton ve bikarbonat iyonlarmi {retip, pH degerinin
diizenlenmesinde ve viicudumuzun farkli bolgelerindeki akiskan dengesinin
kurulmasinda anahtar rol oynar. Midemiz asit salgilanmasinda rol alirken, ayni
enzim pankreatik alkalin 6zsuyu ve dogal tiikriiglin iiretilmesine yardimci olur.
Bobrek ve gozlerde fiiretilen bikarbonat iyonlar1 ve protonlarin tasinmasi, bu
bolgelerdeki hiicrelerin su igerigini etkiler. Bu yiizden karbonik anhidraz
izoenzimleri kendi spesifik bolgelerinde farkli fonksiyonlar gosterir ve yokluklar ve
inaktiflik durumlari, midedeki asit {iretiminin azalmasindan bdbreklerin kaybina

kadar uzanan hastalik durumlari olusturabilir[44-47].

hCA-II izoenzimi ile ilgili olarak, CA-II eksikligi sendromu belirlenmistir.

Bunun da kemiklerin kireglenmesi, bobrek tast olusumu ve beyinde kireglenme ile
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ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da hCA-II izoenziminin kemik dokusu, bobrek ve

beyin organlari i¢in ne derece dnemli oldugunu ortaya koymaktadir [36, 37, 48, 49].

Kanser, hiicre degisiminin ve ¢ogalmasinin kontrolden ¢ikmasi ile gelisen bir
hastaliktir. Cogu kanser hiicre tipleri kitlelere neden olur ve buna tiimoér ismi verilir.
CA-IX ve CA-XII izoenzimleri tiimorli hiicrelerde aktivitelerini gosteren buna bagh

olarak da kanserlerle iliskili olan izoenzimler olarak tesbit edilmislerdir [50, 51].

1.2.Protein Saflastirma Teknikleri

1.2.1 Afinite Kromotografisi

Afinite kromotografisi; bir biyolojik ligand (6rnegin; substrat, koenzim,
hormon, antikor, niikleik asit v.b.) veya onun sentetik bir analogu ile saflastirilmak
istenen molekiil iizerindeki komplementer baglama bolgesi arasindaki spesifik
etkilesimi esas alan bir ¢esit adsorbsiyon kromotografisidir [53, 54]. Bu yontem ile
bir¢ok ayirma ve saflagtirma islemi kisa siirede gerceklestirilebilir ve yiiksek verimde

binlerce defa saflastirilmis bilesikler elde edilmektedir [58].

Bu teknikte matriks denilen kat1 destek materyaline ligand ad1 verilen 6zel bir
molekiil immobilize edilir. Bu spesifik molekiil, saflastirilmak istenen materyale
kars1 biyolojik ilgi duyarak onu belirli bir kuvvette dontigimlii bir sekilde

baglamalidir.

Ligandin, uygun yontemlerle suda ¢oziinmeyen Sephadex ve Sepharose gibi
kat1 destek materyaline baglanarak hazirlanmasi sonucu olusturulan bir afinite
kolonunda, saflastirilmasi diisiiniilen bir molekiil karigimi1 gegirilirse sadece istenilen
molekiil ligand tarafindan kolonda tutulur. Istenmeyen biitiin safsizliklar, kolondan
uygun bir tampon gegirilerek uzaklastirilir. Kolonda tutulan ilgili molekiil, spesifik
elisyonla kolondan alinir. Spesifik eliisyon, ilgili molekiile liganttan daha yliksek
afiniteye sahip madde iceren tampon c¢ozelti ile gergeklestirilir [55]. Bir afinite
kromotografisi kolonunun ¢alisma prensibi Sekil 1.6’da sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Afinite kromotografisinin sematik gosterilisi [56].

1.2.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromotografisi ile
Saflastirilmasi

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in en ¢ok uygulanan yontem
afinite kromatografisidir. Bu yontemle hedef protein kisa zamanda ve tek basamakta
yiiksek verimle saflagtirilarak elde edilmektedir [53]. CA enziminin afinite
kromatografisi ilk defa 1972 yilinda Falkbring ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu teknige yonelik calismalar 1974 yilinda Whitney, 1975
yilinda Wistrand ve arkadaslari, ayni yil Osborne ve Tashian, 1976 yilinda
Chanpagnol ve aymi yili takiben Johensen, 1977 yilinda Khalifah ve arkadaslari,
1980 yilinda Wistrand ve ayni yilda Keha’nin aragtirmalarini takiben 1987 yilinda
Kaul ve Mattiasson, 1995 yilinda Arslan ve arkadaslari, 2000 yilinda ise Demir ve
arkadaglarinin arastirmalari ile devam etmistir [46-52-57]. Chanpagnol disinda diger
arastirmacilar ligand olarak benzen siilfonamid tiirevleri, Chanpagnol ise bir
heteroaromatik siilfonamid bilesigi olan asetozolamidi kullanmistir. Bitki CA enzimi
disinda ligand olarak benzen siilfonamid tiirevleri kullanilmigtir. Bunu nedeni, bitki
CA enziminin benzen siilfonamidler tarafindan ¢ok az inhibe edilmesiyle
aciklanmaktadir. Bu olay1 uzanti koluna sahip afinite jellerinin yiiksek bir kapasiteye
sahip olduklar1 ile aciklanmaktadir. Ayrica matrikse takilan uzanti kollarinin
farkliligr da kolon verimi {iizerindeki degisik sonuglar1 beraberinde getirmektedir

[38].
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1.3. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Yontemleri

1.3.1. CO,-Hidrataz Aktivitesi

CA enziminin hidrataz aktivitesi, enzimin CO, molekiiliiniin hidrasyonundan,

HCOj5 iyonunun dehidratasyonundan ve bazi esterlerin hidrolizinden sorumlu olma

Ozelliginden yararlanilarak belirlenmektedir.

CO, + H,0 H,CO; ———= HCO; + H'

Yukaridaki reaksiyonda da goriildiigli iizere, ortamda ilk olarak CO, gazi
ac1ga ¢ikmakta veya harcamakta, diger taraftan da H' konsantrasyonu artmakta veya
azalmaktadir. Ik durum kantitatif olarak mamomerik yontemlerle tespit edilebilse de
reaksiyon pH’sinin degisken olmasi, CO;’in suda sinirli ¢ézlinmesi gibi nedenlerden

dolay1 bu yontem gecerli olmamaktadir.

Ortamdaki H™ konsantrasyonunun artmasi veya azalmasi reaksiyon pH’ini
etkileyeceginden, enzim aktivitesi indikatorle belirlenebilir. Enzim saflastirma
basamaklarinda aktivite ol¢limleri ,genellikle Wilbur-Anderson yontemi ile yapilir
.Bu yonteme gore pH degerinin 8.2°den 6.3’e diislisli i¢in gegen siire brom-timol
mavisi indikatorii yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi ,enzimsiz CO, hidrasyon
siiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siireleri (tc)arasindaki farkin (t;)’ye boliinmesiyle

elde edilmektedir.Buna gore;

Enzim Aktivitesi =[(t, )-(tc )]/(tc )

Spesifik aktivite=[ 10( t,_t. )(t.)]/mg Protein

Formiillerinden hesaplanabilir[59 ].
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1.3.2. Esteraz Aktivitesi

Kinetik c¢alismalarda CA aktivitesi 6lgiimleri bu yontemle belirlenmektedir.
Bu yontemde CA enzimi, substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati, p-nitrofenol
ve p-nitrofenolata hidroliz eder ve bu da 348 nm dalga boyunda absorpsiyon
gostermektedir. Reaksiyon denklemi asagidaki gibidir.

o)
CA
I . Ho O,N— — OH * CHyCOOH
O2N — OCCHj 2 =

348 nm dalga boyu p-nitrofenol ve p-nitrofenolatin ayni1 absorbansi verdigi
noktadir (izobestlik). Asidik ozellik gosteren fenol gruplart ortamin pH degerine
gore- degisen oranda- fenolat ve H+ iyonlarina ayrisir. 348 nm dalga boyunda p-
nitrofenol ne p-nitrofenolat iyonunun absorbanslar1 ayni anda okunabildigi i¢in, bu
durum absorbans dl¢limlerini etkilemez. P-nitrofenoliin molar ekstriksiyon katsayisi,
€i45= 54 x 10 S M! em ! dir. Bu dalga boyunda p-nitrofenil asetatin molar
1

ekstriksiyon katsayist €345= 0,4 x 10 SMlem
[38].

ve ¢ok az bir absorpsiyon vardir

1.4. Manyetik Alan

Manyetik alan, hareketli yiiklii bir parcaciga etkiyen ve hareket yoniine dik
olan kuvvet cinsinden tanimlanir [63]. Manyetik alan goriilebilir yada hissedilebilir

bir olgu degildir ancak sonuglar1 goriilebilir yada hissedilebilir.

1750°de John Michell [63] manyetik kutuplarin birbirleri {lizerine itici yada
cekici kuvvetlerle etki ettiklerini ve bu kuvvetlerin s6z konusu kutuplarin arasindaki
uzakhigin karesi ile ters orantili olarak degistigini gdstermistir. iki manyetik kutup
arasindaki kuvvet, iki elektrik yiikii arasindaki kuvvete benzemekle birlikte iki

kuvvet arasinda 6nemli bir fark vardir. Tek bir elektrik yiikii mevcut olabilmekte
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ancak tek bir manyetik kutup olamamaktadir. Yani manyetik kutuplar N ve S (kuzey

ve giliney kutbu) her zaman ¢iftler halinde bulunurlar [63].

Faraday, kutuplar arasindaki etkilerin bir manyetik alandan ileri geldigi
fikrini ortaya koymustur. Faraday elektrik alanda oldugu gibi manyetik alanda da
kuvvet cizgileri kavramini ortaya koymustur. Kuvvet ¢izgileri (+) kutuptan ¢ikar, (-)
kutupta son bulur. En yogun manyetik alan ¢izgilerinin gozlendigi bolge kutuplardir.
Bir noktadaki manyetik alan siddeti, o noktadaki kuvvet ¢izgisi yogunluguna esittir

[63].

1.4.1. Manyetizmanin Temel Kavramlari

Manyetik malzemeler, siiseptibilite ve permebilite oOzelliklerine gore
siiflandirilmaktadir. Malzemenin manyetik durumu manyetizasyon vektori (M)
denen bir nicelik ile belirtilir. Manyetizasyon, malzemenin birim hacmindeki net

manyetik moment sayisidir ve biiyiikliigii asagidaki gibidir.

_m
M= (1.1)

Manyetizasyon M , manyetik alan siddeti H ile orantilidir.

M=yH (1.2)
x manyetik alinganlik veya siiseptibilite denen boyutsuz bir carpandir. Bagil

permebilite p, asagida gosterilmektedir.

usﬁ (1.3)

u permebilite, p, boslugun manyetik gecirgenlik sabitidir. p, bagil permebilitenin

stiseptibilite ile olan iliskisi gosterilmektedir.
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w=(1+) (1.4)

Manyetik indiksiyona, manyetik alanin ve manyetizasyonun katkis1 vardir.

B= i (H+M) (1.5)
Burada B Tesla, M A/m dir.

Manyetik malzemeler; Diamanyetizma, Paramanyetizma, Ferromanyetizma,

Antiferromanyetizma ve Ferrimanyetizma olmak iizere 5 ana siifa ayrilmaktadir.

1.4.1.1 Diamanyetizma

Atomlar siirekli manyetik dipol momente sahip olmayan maddelere
diyamanyetik denir. Diamanyetik malzemeler bir atomun elektron kabuklar1 dolu
oldugunda sifir net spin manyetik momentine ve net bir yoriinge manyetik
momentine sahip olurlar. Kapali bir elektron kabugu altindaki elektronlarin toplam
manyetik momentleri sifir olacak sekilde ¢iftlenmis He, Ne, Ar, Kr gibi soygazlar ve
manyetik momenti zayif (O, ve N, disinda) gazlar, su ve giimiis, bakir, altin... gibi
katilar bu gruba girerler. Diyamanyetik bir maddeye bir dis manyetik alan

uygulandiginda, bu alana zit yonde zayif bir manyetik dipol moment olusturur [63].

Manyetizasyon M

»
»

Manyetik Alan H

Sekil 1.4: Diamanyetizma [64]
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Tiim manyetik malzemeler diamanyetik bir bilesene sahiptir [62]. Sekil
1.4°de goriildiigii gibi diamanyetik malzemeler negatif bir siiseptibiliteye sahip olup,
siiseptibilitesi paramanyetiklere ve ferromanyetiklere gore daha kiigiiktiir. 10° ile10™®

arasindadir.

Bir elektronun manyetizmaya olan katkis1 onun kendi ekseni etrafinda
donmesinden kaynaklanan spin manyetik momenti ile ¢ekirdek etrafinda
donmesinden  kaynaklanan  yoriinge  manyetik  momentinin  toplamidir.
Diamanyetizmada, elektronun manyetizmaya katkisi elektronun yoriinge etrafinda
donmesinden dolayidir. Son yoriinge dolu oldugu igin elektronun spin hareketinden

gelen bir katk1 yoktur. Ornek; bakir , elmas , altin vb.

1.4.1.2 Paramanyetizma

Paramanyetiklerde manyetizasyon M, diisikk alanlarda manyetik alan ile

orantilidir, siiseptibilitesi diamanyetiklere gore bityiiktiir, 10~ ile 10” arasindadir.

Paramanyetizma iyonik katilarda ve metallerde olmak iizere iki grupta
acgiklanmaktadir:

Bunlardan birincisi olan, iyonik katilarda paramanyetizma, Langevin
teorisiyle aciklanir. Manyetik alanin sifir olmasi durumunda net manyetizasyon
sifirdir ve atomik manyetik momentler rasgele dagilmis durumdadir. Bir manyetik
alan uygulandiginda manyetik momentler alan yoniinde bir yonelim gosterir ve net
bir manyetizasyon olugur. Iyonik katilarda paramanyetizma sicakliga baghdur,
sicaklik artarsa atomlarin termal hareketinin artmasiyla manyetik alan azalmaktadir.

Ikinci tip olan ise metallerde Paramanyetizma, auli modeliyle aciklanr.
Elektronlar metalin iletim bandinda yer almaktadir. Manyetik alan sifirken, esit
sayida manyetik momentlerin her birinin yonii aynmidir.  Manyetik alanin
uygulanmasiyla elektronlarin dagilimi net manyetizasyon nedeniyle degismektedir.

Pauli ilkesine goére aymi kuantum sayisina sahip elektronlar ayni yoriingede
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bulunamaz. Metallerde manyetizasyon sicakliga bagl degildir. Ciinkii elektronlarin

termal hareketi yoktur.

Paramanyetizma, iyonik katilar ve metallerle karsilagtirildiginda siiseptibilite
iyonik katilarda biiyiik, metallerde kiigliktiir. Ciinkli metallerde iletim bandindaki
elektronlar, iyonik katilarda iletim bandindaki elektronlar gibi alan yoniinde donecek

sekilde ayni1 serbestlige sahip degildir.

1.4.1.3 Ferromanyetizma

Ferromanyetik malzemeler, M-H davranisi ile karakterize edilen histerezisi ve
sifir manyetik alanda kalici bir miknatislanmay1 gostermektedir. Ferromanyetik
malzemelerin siiseptibilitesi diamanyetiklere ve paramanyetiklere gore biiyiiktiir ve
doyum manyetizasyonu diisiilk alanlarda meydana gelmektedir. Ferromanyetler
dogal manyetizasyonunu kritik sicaklik denilen Curie noktasi sicakliginda kaybeder.
Curie noktas1 sicakliginda ve yukarisinda ferromanyetler o6zelligini yitirir ve
malzeme paramanyetik hale gelir. Buna Curie -Weiss Yasasi denir. Ferromanyetlere

ornek olarak; nikel, demir, kobalt ve bunlarin alasimlari.

Dogal manyetizasyonun (spontoneus manyetizasyon) anlasilmasi iizerine
yapilan caligmalar, paramanyetik olduklar1 diisiiniilen ancak yiiksek manyetik
alinganlik gosteren sonradan ayr1 bir sinif olduklar1 anlagilan ferromanyetik maddeler
lizerine yapilmistir. Buradan elde edilen sonuca gore; manyetik alan ile atomik
manyetik momentlerin dizildigini fakat bunun manyetik malzemenin kendi kendine
bir manyetizasyonundan meydana geldigini ileri siiriilmistiir. Bu alan molekiiler

alan olarak isimlendirildi ve manyetizasyonla orantilidir.
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2.MATERYAL ve YONTEMLER

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Bu calisma i¢in kullanilan; Sepharose 4-B afinite jeli, siilfanilamid, L-
trozin,diyaliz torbalari, akrilamid, N, N, N’,N’- tetra metil etilendiamin(TEMED),
N,N’-metilen bisakrilamid, B- merkaptoetanol, SDS, glisin, coomassie brillant blue
G-250, coomassie brillant blue R-250, fenol red boyar maddesi ve brom-timol mavisi
Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit, sodyum karbonat , trihidroksi metil
aminometan (Tris), sodyum sitrat dihidat, sitrik asit, soydum kloriir, sodyum siilfat,
sodyum perklorat, sodyum asetat, hidroklorik asit, asetik asit, siilfiirik asit, fosforik
asit, sodyum nitrat, sodyum tiyosiyanat ve sodyum siyaniir Merck A.G’den; sodyum
monohidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat, metanol, etanol, amonyum persiilfat

ve dekstroz Riel de Haen A.G’den; karbondioksit gaz1 piyasadan saglanmustir.

2.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada asagida isimlendirilen alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Buz Makinesi : Fioccetti Scotsman otomatik buz makinesi
Calkalayici : Biolab 1575-2B ¢alkalayici

Elektrofez Tanki1 : Hoefer, HSI

Etiiv : Elektromag

Kromatografi Kolonu : Pharmacia

Kronometre : Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr

Magnetik Karistirici-Isitict : ARE Magnetic, heating stirrer IKA Combimag RCO
Masa Santrifiiji : Hettich Zentrifrugen EBA 12 R

Otomatik Pipetler : Eppendorf, Medisis
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Peristaltik Pompa : Pharmacia (Chromatograph Attd. S1211)

pH-metre : Orion-model 920 A

Sogutmal1 Santrifiij : Sigma Laborzentrifriigen 3K 15/10706 / 10707
UV-Spektrofotometresi : CARY 1E, UV- Visible Spectrophotometer- VARIAN
Vorteks : Fisons Whirli Mixer

Hassas Terazi : Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Jel Goriintiileme Sistemi  : Gel Doc-H Imaging System (UVP)

Elektromagnet : Lake Shore (EM4-CS)

Gli¢ Kaynagi : Lake Shore (660)

Gaussmetre : Hirst Magnetic Instruments (GMO5)

VSM : ADE Magnetics (EV9)

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Calismanin deneysel kisimlarinda kullanilmak {izere asagida isimlendirilmis

¢oOzeltiler hazirlanmistir.

2.1.3.1. Sepharose 4B Jel Sentezinde Kullamilan Yikama Tamponu :0.2 M
NaHCO; (pH=8.8): 16.8 g (0.02 mol) NaHCO3; 950 mL suda ¢oziiliir. 1M NaOH

ile pH=8.8’e ayarlanarak toplam hacmi 1L’ye tamamlanir.

2.1.3.2. Sepharose 4-B Jel Sentezinde Kullanilan Saklama Tamponu; 0,1
M NaHCO;(pH=10.0 ): 8.4 g (0.01) NaHCO3 950 mL distile suda ¢oziiliir. 1 M

NaOH ile pH=10’a ayarlanarak toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

2.1.3.3 .Afinite Jeli Dengeleme Tamponu; 25 mM Tris — HCL / 22 mM
Na,SO4 (pH=8,7): 14,20 g (22 mmol) Na,SO4 ve 3,0275 g (25 mmol) tris 950mL
destile suda ¢oziilir . IM HCL ile pH=8,7’ye ayarlanarak toplam hacim 1L’ye

tamamlanir.

2.1.3.4.(Hemolizat Tatbikinden Sonra) Afinite Jeli Yikama Tamponu;
25mM Tris-HCL / 22mM Na,SO4 (pH=8,7): 3,124 g (22 mmol) Na,SO, ve 3,0275
g (25mmol) tris 950mL destile suda ¢oziiliir. 1 M HCI ile pH=8,7’ye ayarlanarak

toplam hacim 1 L’ye tamalanir.
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2.1.3.5. hCA Eliisyon Tamponu: hCA-I izoenziminin eliisyonu i¢in; 1 M
NaCl / 22 mM Na,HPO, (pH=6,3), 3,55 g (25 mmol) Na,HPO4 ve 29,25 g (0,5 mol)
NaCl alinip, pH 6,3’e getirildikten sonra toplam hacim 500 mL’ye destile su ile
tamamlandi. hCA-II i¢in ise 0.1 M NaCH3;COO / 0.5 M NaClOy4 (pH 5.6), 1531 g
(0,075 mol) NaClO4 ve 3,4 g (0,2 mol) NaCH;COO, 200 mL destile su iginde
¢oziildii. 1 N HCI ile pH’s1 5,6’ya getirildikten sonra, toplam hacim destile su ile

250 mL’ye tamamland.

2.1.3.6. CO,- Hidrataz Aktivite Tamponu; 0,15 M Na,CO; / 0,10 M
NaHCO; (pH =10,0): 15,9 g (0,15 mol) Na,CO3 ve 8,4 g (0,1 mol ) NaHCO; 1 L

destile suda ¢oziilerek ¢ozelti hazirlanir.

2.1.3.7. CO,- Hidrataz Aktivitesi Tamponu: 0,01256 g fenol-red ve 0,2184
g NaHCOs; 1 L destile suda ¢oziilerek hazirlanir.

2.1.3.8. CO,-Hidrataz Aktivitesi CO; ¢ozeltisi: 0 °C’de yarim saat siireyle

destile su igerisinden CO; gecirilerek hazirlanir.

2.1.3.9.SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5ml
% 10’luk SDS 4.0 ml
Gliserol 2.0 ml
B-merkaptoetanol 1.0 ml
Bromfenol mavisi 0.01g
Destile su 0.5 ml
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2.1.3.10. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 3g
Glisin 144 ¢
SDS 10g

Destile su ile ¢ozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlanir

2.1.3.11. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma
jellerinin hazirlamisi: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin

hazirlanis1 ve kullanilan miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

2.1.3.12. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme cozeltisi:
0.66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 ml metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 24

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

2.1.3.13. SDS-PAGE elktroforezinde kullanilan renk acma cozeltisi: %
7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 ml destile su icermektedir. Bu amacla 75 ml

asetik asit ve 50 ml metanol, 875 ml saf su ile karigtirildu.

2.1.3.14. SDS-PAGE Eloktroforezi:Numune Tamponu

0.5 M Tris-HCI (pH=6.8) 2,5 mL
%10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
B-merkapto etanol 1.0 mL
Brom-timol mavisi 0.01 mL
Destile su 0.5 mL
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Cizelge 2.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel

miktarlari.

karisimlarinin

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid 15¢g
Bis 04¢g
Almarak son hacim destile su ile 50

mL'ye tamamlanir.

16.65

2.6 mL

Destile su

20.1 mL

12.2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82 ¢
Alinarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M

NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

12.5mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 39¢g
Alinarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M

NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

SmL

% 10 'luk SDS
SDS lg

Almarak son hacim destile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

0.5uL

200pL

TEMED

25 uL

20uL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat Ig
Alinarak son hacim destile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

750uL

400pL
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2.2. YONTEMLER

2.2.1. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose 4B kati1 destek materyali iizerinde hazirlanmistir.
Sepharose 4B’nin serbest —OH gruplart literatirde daha c¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu calismada da ayni1 yontem kullanilarak Sepharose 4B afinite
jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden (Sekil 2.1.) sonra, tirozin kovalent olarak
bagland1 (Sekil 2.2.) . Daha sonra siilfonamid diazolanarak L-tirozine kenetlendirildi.
Burada afinite jelinin; uzanti kolunu L-tirozin, enzimi spesifikolarak baglayan
kismini da siilfonilamid olusturur. Siilfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik
bir inhibitoriidiir. Afinite jelinin yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda
saflastirilmasinda basari ile kullanilmistir.

Afinite jeli asagida anlatilan prosediire gore hazirlanmistir.

2.2.1.1. Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi ve L-Tirozinin kolona

eklenmesi

20 mL kadar Sepharose 4B jeli destile su ile iyice yikanarak dekante edildi.
Esit hacimdeki destile su ile birlestirilek bir siispansiyon elde edildi. Karistirilmakta
olan siispansiyona 4 g toz haline getirilmis CNBr katildi. pH-metre kullanilarak
stispansiyonun pH’s1 4 M NaOH ile hemen 11 degerine ¢ikarilarak reaksiyon bu pH
degerinde sabit tutuldu. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam edildi (10-15
dakika). Cok miktarda buz siispansiyona katildive karigim bir buncher hunisine
nakledildi. Daha sonra 250 mL soguk 0,1 M NaHCO; tampon ¢ozeltisi (pH=10) ile
yikandi ve bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 8 mg tirozin ¢oziilmiis
soguk ¢ozelti behere ilave edilerek yavasca karigtirilan siispansiyonda, baglanma
derecesini 6grenmek icin, her 15 dakika iginde jel bulunmayan 0,2 mL 6rnek alindi
ve 1 M NaOH ¢ozeltisi ile 20 mL’ye tamamlanarak 294 nm dalga boyunda
absorbansi belirlendi. Isleme absorbans degerinde dnemli bir degisme olmayincaya

kadar devam edildi. Bir siire (baglanma stiresi) yaklasik 90 dakika siirdii. Bundan
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sonra slispansiyon, 4°C’de 16 saat siiresince bekletildi. Bu siirecin sonunda jel,
yikama suyu 280 nm dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar bol su ile
yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen ortamdan uzaklastirilmig
oldu. Yikama 100 mL 0,2 M NaHCO; tamponu (pH=8,8) ile tekrarlandi. Tirozin

takil1 jel ayn1 tamponun 40 mL’si igine alind1.
2.2.1.2. Siilfonamidin Kenetlenmesi

25 mg siilfonilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI igerisinde ¢oziildi. 75
mg NaNQO; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, siilfonilamid ¢ozeltisine damla damla
katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis olarak bulunan siilfonilamid 40
mL  Sepharose 4B-L-Tirozin silispansiyonuna ilave edildi. pH=9,5 degerine
cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L destile
su ve 200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,5) tamponu ile yikand1 ve ayni tampon
igerisinde saklandi [38-53-54].

H

OCHN
+ CNBt — =
OH
NCO

Aepharose-4B Altiflesmiz matriks

Sekil 2.1. Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi [60]

?ODH
NH, —Ef—CHg —@—OH
H
L-tiromn I|~|I
ocH _(f FTOOH
NH—CH—CH;{A@fOH
NCO
Lktiflegtrig Matriks Sepharose-4B-L-Tirozn

Sekil 2.2. L-tirozinin Baglanmasi [60]
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W

|
—¢  COOH

|
NH—CLH—CHQ OH

Sepharose-4B-L-Tirozn

RE==30[5

2HMZOS

Diszalanmig SOlfonitamid
N

—C COOH

]
NH—CH—CH, OH

\

H=N

Sepharose-4B- L-Tirozin- Siilfonilamid 302MH2

Sekil 2.3. Siilfonamit Bilesiginin Baglanmasi

2.2.2. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin (hCA I ve hCA 1I )

Saflastiriimasi
2.2.2.1. Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizatin Hazirlanmasi

Deneyler i¢in antikoagiilantl tiiplere saglikli insanlardan yaklasik 20 mL kan

alinmis ve kanlar hemen c¢alisiimistir.

Insan kani, eritrositlerin ayrilmasi amaciyla, 1,5 mL’lik ependorflara konuldu
ve 10 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildi. Serum ve eritrosit tabakalari
ayrildi. Altta kalan eritrositler % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile 2 defa yikanip iistte kalan
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kisimlar atildi. Bu islemler sonucunda yaklasik 5 ml eritrosit elde edildi. Elde edilen
eritrositler, kendi hacimlerinin 1,5 kat1 soguk destile su ile karistirildi ve hemoliz
olaymnin tamamlanmasi i¢in 0 °C sicaklikta karistirildi. Elde edilen hemolizat, hiicre
zarlarinin ayrilmasi icin 4 °C sicaklikta 15000 rpm’de santrifiij edildi. Islem
sonrasida tliplerdeki siipernatant alinarak dibe ¢Okmiis olan hiicre zarlari atildi.
Hemolizatin pH degeri, afinite kolonuna tatbik edilebilmesi i¢in, kati1 Tris ile 8,7

degerine ayarlandi.

2.2.2.2. Hemolizatin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enziminin Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1.8 cm x12 cm boyutundaki bir kolona paketlenerek 25
mM Tris-HCL /0.1 M Na, SO4(pH=7.0) tampon ¢ozeltisi ile dengelendi. Hemolizat
kolona tatbik edildikten sonra yikama tamponu (25 mM Tris-HCL/22 mM Na; SO; )
(pH=7.0) ile yikandi. Boylece CA enziminin biiyiik bir kismi kolona tutunmus ve

istenmeyen safsizliklar ortamdan uzaklastirilmistir.

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri direkt hemolizattan saflastirilmistir. Bu amagla
hCA-I izoenziminin eliisyonu i¢in; 0,1 M NaCH3;COO / 0,5 M NaClO4 (pH=5,6), 1
M NacCl / 22 mM Na,HPO, (pH=6,3), hCA-II i¢in ise 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M
NaClO4 (pH 5.6) eliisyon tamponlar1 kullanilarak 5’er mL fraksiyonlar halinde
tiiplere alinmistir. Eliisyon islemi sirasinda peristaltik pompanin akis hizi 20 mL /saat
olarak ayarlanmistir. Her bir eluat i¢in,280 nm dalga boyunda kalitalif protein tayini

ve CO,. hidrataz aktivitesi tayini yapild1 [57].

2.2.2.3. Karbonik Anhidraz Aktivite Tayini (CO,-Hidrataz Aktivitesi)

Karbonik anhidraz enziminin aktivite Ol¢limleri esnasinda Maren ve
arkadaglarinin - gelistirmis olduklar1 yontem kullanildi.  Bu yontem, CO;’in
hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H' sebebiyle pH degerinin 10,0’dan 7,4’e diismesi
icin gecen siirenin Ol¢iilmesi prensibindedir. Burada indikator olarak, pH=7,4"de
renk degistiren fenol kirmizist kullanildi. Tampon olarak da pH degeri 10,0 olan

karbonat tamponundan yararlanildi.
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Deney prosediirii su sekilde gerceklestirildi; reaksiyon tiipiine 6nce 2 ml
indikator ve 1,5 ml doygun CO, c¢ozeltileri konuldu. Bu karigimin {izerine,
saflastirilan enzimden 0,1 ml ilave edildikten hemen sonra ayni anda 0,4 ml tampon
katilarak kirmizi rengin sariya donmesi i¢in gecen siire kronometre ile belirlendi (tc).
Ayni iglemler, her numunenin g¢alisilmasindan 6nce enzim ¢ozeltisi yerine 0,1 ml
destile su konularak yapildi (to). Bu yonteme gore, karbonik anhidraz (CA)
aktivitesi icin bir enzim f{initesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO,
hidrasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Buna

gore;

EU= (to-tc) / tc

formiiliine gore, enzim {initesi hesaplandi.

2.2.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

hCA izoenzimlerinin afinite kromatagrafisi ile saflastirilmasindan sonra iki
farkl1 akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, aymrma jeli % 10
konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi
(SDS-PAGE) Laemelli [55] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik
derecesi kontrol edildi [57].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri lizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina listten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel icerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yilizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka

olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist ylizeydeki n-biitanol
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dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis
ayirma jelinin lizerine y1gma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin iizerine
tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme
jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat
edilerek c¢ikarildi. Kuyucuklar once saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi.
Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez

tankinin alt ve {ist kismina yliriitme tamponu konuldu.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek aktivite
gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1:1
oraninda numune tamponuyla karistirildi. B-galaktosidaz (116.0kDa), sigir serum
albumin (66,2.kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat dehidrogenaz (35,0 kDa),
endoniikleaz (25.0 kDa), B-laktoglobulin (18.4 kDa) ve Lizozim (14.4 kDa) igeren
standart protein c¢ozeltisi 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblokta bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastifinda voltaj 150 volt’a yiikseltildi.
Yiriitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra
akim kesilerek yliriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini i¢ceren ayirma jeli renklendirme
¢ozeltisi i¢cine konuldu ve 1.5-2 saat kadar calkalayici iizerine birakildi. Daha sonra
jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde c¢alkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden

cikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildi.

2.2.4. Titresimli Ornek Magnetometresi (VSM) ile 6rneklerin manyetik

ozelliklerinin belirlenmesi

Vibrating Sample magnetometer (VSM, ADE, EV9 Model), diizglin magnetik
alan icinde titresen 6rnegin bulundugu ve bulk manyetizasyon ilmeginin 6l¢iildiigi

bir cihazdir. VSM’in ¢alisma prensibi elektromanyetik indiiksiyon olayina dayanir.
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Bir 6rnek dc manyetik alanda titresim yapar ve Ornegin titresim manyetik alani
Faraday Indiiksiyon yasasina gére algilayict bir voltaj indiikler. Faraday Yasasinda

emk, bobin i¢cindeki manyetik akinin zamanla degisim hiziyla orantilidir.

__ 99

E=- (3.1)

Burada E, elektromotor kuvveti (emk) ve ¢ Ornek ile bobini iligkilendiren

manyetik akidir. Indiiklenen elektromotor kuvvet 6lgiilebilir ve Ornegin
manyetizasyonu ile orantilidir. Boyutlar1 ve doyum manyetizasyonu bilinen bir
standart o6rnek kullanilarak sistem tam manyetizasyon degerlerini verecek sekilde

kalibre edilebilir.
Sistem Ozellikleri:

Kullanilan VSM ticari bir alettir olup, sistemi meydana getiren tiim bilesenler
bilgisayardan ayr1 olarak dizayn edilmistir. Kiitlesi yada hacmi bilinen bir 6rnegin,
VSM manyetik momentini Olgiiliir.  Bulunan bu deger kiitleye veya hacme
boliinerek, doyum manyetizasyonunu elde edilir. Bu calismada kalibrasyon igin

standart bir nikel 6rnegi kullanilmistir [64, 65]

Ornek, elektromanyetin kutuplar1 arasina titresici boliimiine bagl olan naylon
silindir 6rnek tutucu ile monte edilir ve 6rnek kutuplar arasinda merkeze yerlestirilir.

Olgiimler 75 Hz’ lik titresim frekansinda yapilmistir [64, 66].

Manyetik Olgiimler, manyetik alan +23000mT’dan —23000mT’ya kadar
cevrilerek, daha sonra 23000mT ’ya geri cevrilerek bir manyetizasyon devri
tamamlanmis olur. Uygulanan manyetik alan B = poH, o= 4710 H/m kullanilarak
SI birimine donistiiriilebilir. ~ Tamamlanan manyetizyon ilmekleri manyetik
momente (m) karsi, manyetik alan H seklinde alindi. [64, 66].Tiim islemler oda

sicakliginda yapildi ve bilgisayar ortaminda, VSM yazilimi ile kontrol edildi.
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Fonksiyon Radyo Frekans
Jeneratorii Yiikselteci
Titrestirici Q
Algilayic1 Bobin o Referans
\ -~ Sinyal
Hall Prop Jeneratorii
Elektromagnet = Ornek
Gii¢ Kaynag "’j—r/ Motor
kontrol
IIIIIIIIIHIIIIIIIII(
Doner Tabla Dondiirme
Motoru
Gaussmetre Yiikseltici
Sabitleyici
Yiikseltici
Bilgisayar

Sekil 2.4 VSM’in sematik gosterimi[73,74]
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2.2.5. Manyetik alanin izoenzimler iizerindeki etkisi

2.2.5.1.Manyetik Alan Ol¢iim Sistemi

Manyetik alan 6l¢iim sistemi igerisinde kullanilan cihazlar ve bu cihazlarin

teknik 6zellikleri ile kullanim1 asagidaki sekilde maddeler halinde anlatilmaktadir.

1. Elektromagnet: = Manyetik alan Ol¢lim sisteminde elektromagnet
(LakeShore, EM4-CS Model ) kullanilmistir.  Elektromagnet, giic kaynagi
yardimiyla gerekli olan manyetik alan olusturmaya yarayan cihazdir. Bdylece
sifirdan baglayarak gerekli olan pozitif ve negatif biiyiikliikteki manyetik alanin

maksimum degerleri arasinda 6l¢lim yapilabilir.

2. Glig kaynagi:  Giic kaynag (Lakeshore, Model 660 serisi)
magnetoresistance Ol¢clim sistemi kurulduktan sonra elektromagnette manyetik
alan olusturmak ve olusan manyetik alan degerini degistirmek i¢in kullanilir. Giig
kaynaginda pozitif ve negatif kutup baslar1 degistirildiginde pozitif veya negatif

manyetik alan degerleri elde edilir.

3. Gaussmetre: Manyetik alan 6lgmek ig¢in, Sl¢lim sisteminde (Hirst
Magnetic Instruments Ltd., GMO5 Model) gaussmetre kullanilmistir.
Gaussmetre, elektromagnetin kutup baslar1 arasina dik olacak sekilde yerlestirilir.
Boylece gii¢ kaynagi ile olusturulan manyetik alan degeri, manyetik alan
birimlerinden; Oersted (Oe), Gauss (G), Tesla (T) olarak, gaussmetre iizerinde

okunur ve kaydedilir.
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Gaus=metre

Elektromagnet

Giig Kamagt

Elekiromagnet

Sekil 2.5 Manyetik alan 6lgiim sistemi

2.2.5.2 Sabit manyetik alanda farkh siirelerde, manyetik alanin

izoenzimler iizerindeki etkisi

Afinite kromatografisi ile elde edilen saf hCA-I ve hCA-II 10 000 Oe
siddetindeki manyetik alanda 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 saat siire ile oda sicakliginda
bekletildi. Enzimi manyetik alana birakmadan 6nce aktivitesi belirlendi. S6z konusu
enzim manyetik alana birakildiktan sonra yeniden aktivitesi belirlendi. iki aktivite
arasindaki fark manyetik alanin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi olarak belirlendi.
Ayrica enzimin oda sartlarinda belirlenen siirelerde aktivitesinde olusabilecek
degisiklikleri gdzlemek icin kontrol grubu olusturuldu. Ayni sartlarda hazirlanan
enzim belirtilen siirelerde oda sicakliginda manyetik alan bulunmayan bir yerde
bekletilerek baslangic ve sonraki aktiviteleri belirlendi. Aktivitede gézlenen degisim

manyetik alanin etkisinin belirlendigi enzim aktivitesi ile karsilastirildi.

33



2.2.5.3 Farkh siddette ve sabit zaman araliklarinda, manyetik alanin

izoenzimler iizerindeki etkisi

Farkli siddetteki manyetik alanin s6z konusu izoenzimler iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in sirastyla; 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000,
10000 Oe manyetik alan siddetlerinde oda sicakliginda 1’er saat siireyle
bekletilmistir. Yukarida agiklandigi gibi manyetik alan uygulanmamis kontrol
grubunun baslangic aktivitesi ve son aktivitesi belirlenip, manyetik alana maruz

birakilan enzimlerin aktiviteleriyle birlikte incelendi.

2.2.5.4.Sabit manyetik alanin farkh pH'larda izoenziler iizerindeki etkisi

Afinite kramatografisi ile hCA-I ve hCA-II izoenzimleri bdliim 2.2.2.2°de
belirtildigi gibi eliisyon tamponuyla eliive edildikten sonra pH’1 6,0 olan Tris siilfat
tamponuna karst diyaliz edilmistir. Manyetik alanin farkli pH ortamlarindaki
izoenzimlere etkisini arastirmak i¢in enzim ¢dzeltilerinin pH’lar1 kati Tris-Base
kullanilarak 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanmistir. Enzim ¢6zeltilerinini pH’lar1 ayarlandiktan
sonra, | saat slireyle 10000 Oe manyetik alan uygulandi. Baslangi¢ ve manyetik alan
uygulandiktan sonra aktivitede meydana gelen degisiklikler yine ayni pH’da

belirlenen kontrol aktivitesi ile karsilastirildi.

2.2.5.5. Sabit manyetik alanin farkh iyonik siddetlerdeki izoenzimler

uizerine etkisi

Saf enzimlerin farkli iyonik siddette manyetik alandan etkilenmelerini
arastirmak icin enzim ¢ozeltilerine 5 farkli konsantrasyonda Na,SO4 (0,05M, 0,1M,
0,15M, 0,20M ve 0,25M) eklendi. Her bir iyonik siddette bulunan enzim ¢ozeltileri
10000 Oe siddetinde manyetik alana oda sicakliginda 1 saat siireyle birakildi. Ayn
konsantrasyonda tuz iceren kontrol grubunun aktivitesi de belirlenerek manyetik

alanda bulunan enzim aktivitesi ile birlikte incelendi.
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2.2.5.6. Sabit manyetik alanin inhibitor iceren izoenzimler iizerindeki

etkisi

S6z konusu saf izoenzimlerin inhibisyonu {izerine manyetik alanin etkisini
belirlemek icin hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin bilinen iki farkli inhibitorii
kullanildi. inhibitor olarak secilen siilfonilamid ve perklorat saf enzim ¢ozeltilerine
ICso konsantrasyonlarinda eklendi. Kisaca enzim aktivitesini %50 oaraninda azaltan
konsantrasyonda inhibitoér eklenmis oldu. Daha sonra inhibitdr igeren enzim 10000
Oe manyetik alan siddetine 1 saat silireyle maruz birakildi. Manyetik alana
birakilmadan onceki ve 1 saat sonraki enzim aktivitesinde meydana gelen degisim
yine aymi sartlarda hazirlanan kontrol grubu aktivitesindeki degisimle ile

karsilastirildi.
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3.BULGULAR

3.1. Afinite Kromatografisi Ile hCA-I ve hCA-II izoenzimlerin

Saflastiriimasi

hCA-I izoenziminin eliisyonu i¢in; 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClO4
(pH=5,6), 1 M NaCl / 22 mM Na,HPO, (pH=6,3), hCA-II i¢cin ise 0.1 M
NaCH;COO / 0.5 M NaClO4 (pH 5.6) eliisyon tamponlar1 kullanilarak 5’er mL
fraksiyonlar halinde tiiplere alinmistir. Eliisyon islemi sirasinda peristaltik pompanin
akis hiz1 20mL /saat olarak ayarlanmistir.  Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki
absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina
kars1 protein miktar1 (Sekil 3.8. ve 3.9. )belirlendi. 280 nm’de en yiiksek absorbans
ve aktivite gOsteren tiipler birlestirildi (Sekil 3.7.a ve 3.7.b). Birlestirilen tiiplerde
hCA-I ve hCA-II enzimleri {izerinde BGD’lerin inhibisyon etkilerine CO,. hidrataz
aktivitesi ile bakildu.

1+ —e— Protein (280nm) —a— Aktivite (EU/mL) —~3
0,9 +
T 25

0,8 +

0,7 +
,é hCA-I T2
£ 06 + g
=) =)
g &
2 0,5 + +15 =
2 3
£ 04+ S
< , &

0,3 +

0,2 +

-+ 05
0,1 +
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tiip No

Sekil 3.1. hCA-I ve hCA-II enziminin eliisyon grafigi
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3.2. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Afinite kromatografisi ile saflastirilan hCA-I ve hCA-II enzimlerinin safligini
kontrol etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezine hCA-I ve hCA-II
enzimleri numuneleri tatbik edildi. Protein bantlar1 igeren jellerin goriintiileri jel

goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi ( Sekil 3.2.).

1 2 MkDa

116.0
66.2

450
0

L

3

250

- -

. 124

Sekil 3.2. Afinite kromatografisi ile saflastirilan hCA-I ve hCA-II enzimlerinin SDS-
PAGE goriintiileri. 1. stitun hCA-I, 2. siitun hCA-II, molekiil agirlik standartlar1 (M
kDa) B-galaktosidaz (116.0kDa), sigir serum albumin (66,2.kDa), yumurta albumini
(45.0 kDa), laktat dehidrogenaz (35,0 kDa), endoniikleaz (25.0 kDa) ve -
laktoglobulin (18.4 kDa).

3.3. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerin Aktivite Tayini

BDG’lerin hCA-I ve hCA-II enzim aktivitelerine etkilerini belirlemek icin
Devlet Hastanesi’nden alinan kanlarla ¢alisild1 ve afinite kromatografisi ile hCA-I ve

hCA-II enzimleri saflagtirildiktan sonra CO,._hidrataz aktivitesi ile aktivite belirlendi.
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hCA-I ve hCA-II enzimleri aktivitesi belirlenmesinde, tlipte toplam hacim 4 mL’dir.
Ortamdaki H' konsantrasyonunun artmasi veya azalmasi reaksiyon pH’mi
etkileyeceginden, enzim aktivitesi indikatdrle belirlenebilir. Bu yonteme gore pH
degerinin 8.2’den 6.3’e¢ diisiisii i¢cin gecen siire brom-timol mavisi indikatori
yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi ,enzimsiz CO, hidrasyon siiresi (t,) ile
enzimli reaksiyon siireleri (t;) arasindaki farkin (t.)’ye boliinmesiyle elde

edilmektedir.

3.4. Izoenzimlerin ve kullamlan cézeltilerin manyetik ozelliklerinin

belirlenmesi

hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin manyetik alanda 6l¢iim yapilan sekilleriyle
manyetik 6zellikleri VSM ile analiz edilmistir. Bunun yam sira enzimlerim i¢inde
bulundugu ¢ozelti ve saf suyunda manyetik Ozellikleri belirlenmistir. Enzimlerin
pH’lar1 kat1 tris base kullanilarak ayarlandi ve onlarinda manyetik o6zellikleri
belirlendi. Na,SO, kullanilarak iyonik siddet degistirildi ve yine VSM ile ol¢iimler
yapildi. ICsy degerinde perklorat ve stilfonilamid inhibitorleri eklendi ve onlarinda

VSM dl¢limleri yapildi.

VSM’den elde edilen sonuglar, manyetik momentin (m) manyetik alana (H)
kars1 grafigi olarak elde edilir. Daha sonra, manyetik moment degerleri, Esitlik 1.1
kullanilarak, dl¢tilen 6rnegin kiitlesine bdliinerek, manyetizasyonun, manyetik alana
gore grafikleri elde edildi. Elde edilen grafikler, Sekil 3.3-3.28°de verilmektedir. Bu
sekillerin hepsi, orneklerimizin tamaminin diyamanyetik 6zellige sahip oldugunu
gostermektedir. Diyamanyetiklik oranin ne kadar degistigini gérebilmek icin; Esitlik
1.2 kullanilarak manyetik alinganlik (A) degeri hesaplanmistir ve Tablo 3.1 de
gosterilmektedir. Tablo 3.1°in degerlendirilmesi 151¢inda, manyetik alinganlik

degerlerinin ¢ok fazla degismedigi goriilmektedir.
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Sekil 3.3.Saf suyun VSM ile manyetizasyon 6zelliginin belirlenmesi

0,05M Tris-SO,
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Sekil 3.4.Tris-SO4 ¢oOzeltisinin  VSM ile manyetizasyon 06zelliginin
belirlenmesi
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hCA-I
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Sekil 3.5.hCA-I izoenzimin VSM ile manyetizasyon 6zelliginin belirlenmesi

hCA-I (pH 6.0)
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Sekil 3.6.pH:6 ortamindaki hCA-I izoenzimin VSM ile manyetizasyon

ozelliginin belirlenmesi
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hCA-1 (pH 7.0)
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Sekil 3.7.pH:7 ortamindaki hCA-I izoenzimin VSM ile manyetizasyon

0zelliginin belirlenmesi
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Sekil 3.8.pH:8 ortamindaki hCA-I izoenzimin VSM ile manyetizasyon

0zelliginin belirlenmesi
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hCA-I (pH 9.0)
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Sekil 3.9.pH:9

ozelliginin belirlenmesi

ortamindaki hCA-I izoenzimin VSM ile manyetizasyon

hCA-II
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Sekil 3.10.hCA-Il izoenzimin VSM ile manyetizasyon 0&zelliginin
belirlenmesi
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hCA-II (pH 6.0)
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Sekil 3.11.pH:6 ortamindaki hCA-II izoenzimin VSM ile manyetizasyon

0zelliginin belirlenmesi

hCA-II (pH 7.0)
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Sekil 3.12.pH:7 ortamindaki hCA-II izoenzimin VSM ile manyetizasyon

ozelliginin belirlenmesi
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hCA-1I (pH 8.0)
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20 -

A:-0,00278 emu/g

-20000 -10000 200 10000 20000
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[«

Sekil 3.13.pH:8 ortamindaki hCA-II izoenzimin VSM ile manyetizasyon

0zelliginin belirlenmesi

hCA-II (pH 9.0)
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o v 7 J
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Sekil 3.14.pH:9 ortamindaki hCA-II izoenzimin VSM ile manyetizasyon

0zelliginin belirlenmesi
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hCA-I (0,05M Na,SO,)
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Y
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Sekil 3.15 0.05 M Na,SO, igeren ¢ozelti ortamindaki hCA-I izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi

hCA-I (0,1 M Na,SO,)

QN
ou

60
A:-0,00282 emu/g

40 -

-20000 -10000 D 10000 20000

M(emw/g)
D,

Sekil 3.16 0.1 M Na,SO, igeren ¢ozelti ortamindaki hCA-I izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi
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hCA-I (0,15M Na,SO,)
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(@]

20
=80
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Sekil 3.17 0.15 M Na,SO, igeren ¢ozelti ortamindaki hCA-I izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi

hCA-I (0,2M Na,SO,)

Q0
\4

A:-0,00269 emu/g
60 -

40 -

M(emu/g)
q

-20000 -10000 0 10000 20000

(o] a)
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Sekil 3.18 0.2 M Na,SO, iceren ¢ozelti ortamindaki hCA-I izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi
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hCA-I (0,25M Na,SO,)
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Sekil 3.19 0.25 M Na,SO, igeren ¢ozelti ortamindaki hCA-I izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi

hCA-II (0,05M Na,SOy)
QN
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Sekil 3.20 0.05 M Na,SQy iceren ¢ozelti ortamindaki hCA-II izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi
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hCA-II (0,1M Na,SO0,)
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Sekil 3.21 0.1 M Na,SO; igeren ¢ozelti ortamindaki hCA-II izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi

hCA-II (O, 15SM Nast4)
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Sekil 3.22 0.15 M Na,SQy iceren ¢ozelti ortamindaki hCA-II izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi
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hCA-II (0,2M Na,SO0,)
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Sekil 3.23 0.2 M Na,SO;, iceren ¢ozelti ortamindaki hCA-II izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi

hCA-II (0,25M Na,SOy4)
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Sekil 3.24 0.25 M Na,SO, igeren ¢ozelti ortamindaki hCA-II izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi
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hCA-I (PERKLORAT)
A:-0,00284 emu/g

80
60 -
40 -
20 -

15000 20000

%

D00 -15000 -10000 -5000 .20 O 5 10000
-40 -
-60 -

[eYa)
OvU

M(emu/g)
R
o

H(Oe)

Sekil 3.25 Perklorat igeren ¢o6zelti ortamindaki hCA-I izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi

hCA-I (SULFONILAMID)
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15000 20000
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o

Sekil 3.26 Siilfonilamid iceren ¢oOzelti ortamindaki hCA-I izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi
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hCA-II (PERKLORAT)
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Sekil 3.27 Perklorat igeren ¢0Ozelti ortamindaki hCA-II izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi

hCA-II (SULFONILAMID)
A:-0,00285 emul/g
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Sekil 3.28 Siilfonilamid igeren c¢ozelti ortamindaki hCA-II izoenziminin

manyetizasyon 0zelliginin belirlenmesi
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Cizelge.3.1.0reklerin kiitlesel Manyetik Alinganliklar: (\=M/H)

Ornek Adi

Kiitlesel Manyetik
Alinganlik (A)

0,05 MTris-SO4

- 0,00273 emu/g

Saf su - 0,00275 emu/g
hCA-I - 0,00272 emu/g
hCA-I (pH 6) - 0,00275 emu/g
hCA-I (pH 7) - 0,00286 emu/g
hCA-I (pH 8) - 0,00279 emu/g
hCA-I (pH 9) - 0,00287 emu/g
hCA-1 (0,05 M Na,S0,) - 0,00284 emu/g
hCA-I (0,1 M Na,SOy) - 0,00282 emu/g
hCA-1 (0,15 M Na,S0,) - 0,00291 emu/g
hCA-I (0,2 M Na,SOy) - 0,00269 emu/g
hCA-I (0,25 M Na,SOy) - 0,00288 emu/g
hCA-I (perklorat) - 0,00284 emu/g
hCA-I (siilfonilamid) - 0,00271 emu/g
hCA-II (pH 6) - 0,00279 emu/g
hCA-II (pH 7) - 0,00288 emu/g

hCA-II (pH 8)

- 0,00278 emu/g

hCA-II (pH 9)

- 0,00278 emu/g

hCA-II

- 0,00293 emu/g

hCA-II (0,05 M Na,SOy)

- 0,00263 emu/g

hCA-II (0,1 M Na,SOy)

- 0,00290 emu/g

hCA-II (0,15 M Na,SOy)

- 0,00263 emu/g

hCA-II (0,2 M Na,SOy)

- 0,00281 emu/g

hCA-II (0,25 M Na,SOy)

- 0,00272 emu/g

hCA-II (perklorat)

- 0,00275 emu/g

hCA-II (siilfonilamid)

- 0,00285 emu/g
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3.5. Manyetik alanin izoenzimler iizerindeki etkisi

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri boliim 3.1°de anlatildig1 gibi saf olarak elde
edilmistir. S6z konusu izoenzimler daha sonra gesitli sekillerde manyetik alana
maruz birakilmistir.  Her bir uygulama sirasinda manyetik alanda bulunan
enzimlerin, kontrol grubuda aym kosullarda fakat manyetik alansiz ortamda
bekletilmistir. Daha sonra kontrol gruplarinin ve manyetik alanda bekletilmis
enzimlerin aktivitelerindeki degisiklikler karsilagtirilmig ve ilgili boliimlerde grafik

olraka verilmistir.

3.5.1. Sabit manyetik alanda farkh siirelerde, manyetik alamin

izoenzimler iizerindeki etkisi

Boliim 2.2.4.1°de anlatildig1 gibi hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin 10000 Oe
siddetindeki manyetik alan uygulamasi ile aktivitede meydana gelen degisiklikler
cizelge 3.1°de verilmistir. ~ Ayrica sabit manyetik alanda zamanla aktivitede

meyadana gelen degisimler grafik olarak sekil 3.29 ve 3.30°da gdsterilmistir.
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Cizelge 3.2 10000 Oe manyetik alan siddetine farkli zaman araliklarinda

maruz birakilmis hCA-I, hCA-II izoenzimleri ve kontrol grubu aktiviteleri.

Aktivite (EU/mL) [(t, )(t)]/(to)

1 saat | 2 saat | 3 saat | 4saat Ssaat 6saat 7saat
Baslangic

2,02 1,35 0,98 0,94 0,99 1,02 0,68

Kontrol 1,34
2,05 1,39 1,10 1,01 1,17 0,93 0,62

Manyetik

alanda 1,94 1,11 1,50 1,03 0,92 0,82 1,10

hCA-I 134
1,77 1,41 1,58 1,18 0,93 0,77 0,89
2,52 2,06 1,79 1,77 1,55 1,38 1,42

Kontrol 2,19
2,39 2,34 1,74 1,86 1,56 1,15 1,29
Manyetik 2,49 1,52 1,66 1,57 1,64 1,41 1,46

alanda 2,19
hCA-II 2,10 1,45 1,57 1,55 1,45 1,56 | 1,52
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2,57

hCA-I
O Baglangig
B hCA-l (Kontrol)
2 O hCA-l (Manyetik alanl)
—~
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= 17
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<
0,57
0
1 saat 2 saat 3 saat 4 saat 5 saat 6 saat 7 saat

Sekil.3.29 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis hCA-I

izoenzimi ve kontrol grubu aktivitelerinin zamana bagli degisimi.

hCA-IL BBaslangic

@ hCA-lI(Kontrol)
BhCA-Il (Manyetik alanl)

Aktivite (EU/mL)

N
:: »
:: »
:: »
:: »
:: »
:: »
N\
N

1 saat 2 saat 3 saat 4 saat 5 saat 6 saat 7 saat

Sekil 3.30 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis hCA-II

izoenzimi ve kontrol grubu aktivitelerinin zamana bagli degisimi.
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3.5.2. Farkh siddette ve sabit zaman arahklarinda, manyetik alanin

izoenzimler iizerindeki etkisi

Farkli siddetteki manyetik alanin s6z konusu izoenzimler iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10000 Oe
manyetik alan siddetleri kullanildi. hCA-I ve hCA-II izoenzimleri iizerine manyetik

alan uygulama sonuglari ¢izelge 3.2.’de ve sekil 3.31 ve 3.32’de verilmistir.

0,8 - hCA-l E Baglangi¢

hCA-I (Kontrol)

0,7 1 EhCA-I (Manyetika alan)

0,6 -

0,4 -

Aktivite (EU/mL)

0,3

0,2 +

0,1 +

LIIIIP 7777777777777 7 7777,
SIL L1/ I I IS 7 I IS I I I LI,

w
:I
N

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10 000
oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted

Sekil 3.31 Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilmis hCA-I izoenzimi ve

kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saat igerisinde gozlenen degigim.
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Cizelge 3.3 Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilmig hCA-I, hCA II izoenzimleri ve kontrol grubunun 1 saat sonundaki

aktiviteleri.
Aktivite (EU/mL) [(t, )(to)]/(to)
Baslanet 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10 000
slangle oersted | oersted | oersted | oersted | oersted | oersted | oersted | oersted | oersted | oersted
0,64
Kontrol 0,54
0,65
Manyetik 0,44 0,37 0,46 0,37 0,59 0,72 0,48 0,47 0,59 0,78
alanda 0,54
hCA-1 062 | 041 | 033 | 040 | 056 | 081 | 050 | 049 | 061 | 071
1,26
Kontrol 1,35
1,27
Manyetik 1,21 1,28 1,63 1,30 1,82 1,24 1,22 1,48 1,68 1,54
alanda 1,35
hCA-II 1,25 1,18 1,59 | 120 | 1,75 1,22 127 | 1,76 | 1,65 1,29
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BlBaslangig
OhCA-II (Kontrol)
B hCA-Il (Manyetik alan)
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1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10 000
oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted oersted

Sekil 3.32 Farkli manyetik alan siddetlerine maruz birakilmig hCA-II izoenzimi ve

kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saat igerisinde gézlenen degisim
3.5.3. Sabit manyetik alanin farkh pH'larda izoenziler iizerindeki etkisi
Manyetik alanin farkli pH degerlerindeki enzim iizerindeki etkisini
belirlemek i¢in boliim 2.2.4.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanan enzim ¢ozeltileri 10 000

Oe siddetinde manyetik alana birakilmistir. Sonuglar ¢izelge 3.3 ve sekil 3.33 ve
3.34’°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis farkl
pH’lardaki hCA-I, hCA-II ve kontrol grubunun 1 saat sonundaki aktiviteleri.

Aktivite (EU/mL) [(t, )(to)]/(t.)
pH 6 pH 7 pH 8 pH 9
Baslangic 0,68 0,35
0,51 0,39
Kontrol
Aktivite yok 0,52 0,35 Aktivite yok
Manyetik 0,30 0,29
alanda hCA-I 031 0.29
Baslangi¢ 0,38 0,08
0,39 0,18
Kontrol
Aktivite yok 0,38 0,18 Aktiviet yok
Manyetik 0,42 0,08
alanda hCA-II 0.42 0.04
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Sekil 3.33.10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis farkl
pH’lardaki hCA-I ve kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saatlik degisim.
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Sekil 3.34 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis farkli
pH’lardaki hCA-II ve kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saatlik degisim.
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3.5.4. Sabit manyetik alamin farkh iyonik siddetlerdeki izoenzimler
iizerine etkisi

Farkli siddette iyon konsantrasyonuna sahip saf enzim ¢ozeltileri hazirlandi.

S6z konusu enzim ¢dozeltileri 1 saat stire ile 10 000 Oe manyetik alan siddetinde

bekletilerek aktiviteleri belirlendi. Bulgular cizelge 3.4. ve sekil 3.35 ve 3.36’da

verilmisgtir.

Cizelge 3.5 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis hCA-I, hCA-II

izoenzimleri ve kontrol grubunun farkli iyon konsantrasyonlarinda 1 saat sonraki

aktiviteleri.
Aktivite (EU/mL) [(t, )(t)]/(t.
0,05 M 0,10 M 0,15M 0,20 M 025 M
Baslangic 0,260 0,275 0,129 0,056 0,106
0,266 0,224 0,111 0,071 0,149
Kontrol 0,190 0,140 0,085 0,185 0,117
0,176 0,179 0,098 0,191 0,119
Manyetik 0,144 0,232 0,096 0,235 0,099
alanda hCA-I
0,135 0,222 0,118 0,202 0,129
Baslangi¢ 1,363 1,300 1,112 1,151 1,240
1,228 1,306 1,069 1,209 1,241
Kontrol 1,343 1,191 1,109 1,517 1,251
1,374 1,145 1,117 1,333 1,254
Manyetik 1,233 0,880 1,215 0,995 1,155
alanda hCA-
11 1276 0.830 1.105 0.045 1214
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Sekil 3.35. 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis farkli iyonik

siddet iceren hCA-I ve kontrol grubunun aktivitelerinin 1 saat sonundaki degisimi.

1,6 - hCA-II [ Baslangig
I hCA-II (Kontrol)

1,4 4 EhCA-II (Manyetik alan)

1,2 —_
3 14
T 1
2
E’ 0,8 -
=
< 0,6 |

0,4

0,2 | -

O T T \ i.“ - T
0.05 0.1 0.15 0.2
Na,SO, (M)

Sekil 3.36 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis farkli iyonik

siddet iceren hCA-II ve kontrol grubunun aktivitelerinin 1 saat sonundaki degisimi

62



3.5.5 Sabit manyetik alanin inhibitor iceren izoenzimler iizerindeki etkisi

S6z konusu saf izoenzimlerin inhibisyonu iizerine manyetik alanin etkisini

belirlemek i¢in boliim 2.2.4.5.’de anlatildig1 gibi hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin

bilinen iki farkli inhibitorii olan siilfonilamid ve perklorat kullanildi.

cizelge 3.5 ve 3.6, sekil 3.37, 3.38, 3.39 ve 3.40°da gosterilmistir.

Sonuglar

Cizelge 3.6 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis siilfonamid igeren

hCA-I, hCA-II ve kontrol grubunun 1 saat sonundaki aktiviteleri..

Aktivite (EU/mL) [(t, )(t)]/(t.)

Sulfonamid
1 saat | 2saat | 3 saat | 4saat Ssaat 6saat 7saat
Baslangic
0,476 | 0,650 | 0,650 | 0,645 | 0482 | 0,618 | 0,692
Kontrol 0,593
0,500 | 0,707 | 0,665 | 0,620 | 0,536 | 0,697 | 0,772
Manyetik
alanda 0,629 | 0,632 | 0,557 | 0,534 | 0,586 | 0,427 | 0,415
hCA-I
0,593
0,733 | 0,670 | 0,587 | 0,486 | 0,601 | 0,587 | 0,489
0,981 | 0,402 | 0,515 | 0,433 | 0,500 | 0,411 | 0,645
Kontrol 0,983
0,965 | 0,435 | 0,522 | 0,369 | 0,554 | 0,446 | 0,500
, 0,736 | 0,452 | 0,490 | 0,446 | 0,192 | 0,295 | 0,376
Manyetik
alanda 0,963
hCA-II
0,718 | 0,469 | 0,476 | 0,456 | 0,198 | 0,399 | 0,433
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Cizelge 3.7 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis perklorat igeren

hCA-I, hCA-II ve kontrol grubunun 1 saat sonundaki aktiviteleri..

Aktivite (EU/mL) [(t, )(t)]/(t)

Perklorat

1 saat | 2saat | 3 saat | 4saat Ssaat 6saat 7saat
Baslangic
0,623 | 0,700 | 0,635 | 0,509 | 0,446 | 0451 | 0,281
Kontrol 0,679
0,658 | 0,712 | 0,648 | 0,497 | 0,461 | 0,357 | 0,256
Manyetik
alanda 0,576 | 0,642 | 0,559 | 0,489 | 0,446 | 0,394 | 0,250
hCA-I
0,679
0,616 | 0,653 | 0,478 | 0,486 | 0,420 | 0,395 | 0,249
1,751 1,478 | 1,889 | 1,703 | 1,985 | 1,694 | 1,435
Kontrol 0,973
1,815 | 1,465 | 1,734 | 1,843 | 2,125 | 1,836 | 1,493
_ 1,503 1,475 | 1,658 | 1,450 | 1,792 | 1,735 | 1,461
Manyetik
alanda 0,973
hCA-II
1,522 | 1,515 | 1,426 | 1,712 | 1,867 | 1,596 | 1,424
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1 saat 2 saat 3 saat 4 saat 5 saat 6 saat 7 saat

Sekil 3.37 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmig siilfonamid igeren

hCA-I ve kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saatlik degisim.

0,8

hCA-I (Perklorat)

1
? ontrol
Manyetik alan)
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0,1 -
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Sekil 3.38 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis perklorat iceren hCA-

I ve kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saatlik degisim.
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Sekil 3.39 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmig siilfonamid igeren

hCA-II ve kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saatlik degisim.
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Sekil 3.40. 10000 Oe manyetik alan siddetine maruz birakilmis perklorat igeren
hCA-II ve kontrol grubunun aktivitelerindeki 1 saatlik degisimi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada manyetik alanin hCA izoenzimleri iizerinde etkileri
incelenmistir. Bu amagla farkli manyetik alan siddetleri, farkli iyonik siddetler, farkli
pH araliklar1 ve farkli inhibitorler kullanilmistir. Ayrica, o6rneklerin tamaminin

manyetik 6zellikleri dl¢lilmistiir.

Karbonik anhidraz enzimleri canlilarda CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve
HCO; iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen Zn™> iyonu iceren bir
metaloenzimdir. Son 20 yildir CA enzimini katalitik mekanizmasini aydinlatmay1
amaglayan c¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalarla elde edilen sonuglara gore, CA
enziminin metabolizmada son derece Onemli goérevleri olmasi, ¢ozelti ortaminda
kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesini kaybetmeden uzun siire
saklanabilmesi gibi avantajli 0Ozelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Yapilan
calismalar sonucu Karbonik Anhidraz enziminin, genel olarak metabolik CO,
transportunu saglamanin yan1 sira, birgok dokuda H" ve HCO;” iyonlarinin birikimini
saglayarak, viicut sivilarinin dengelerinin kurulmasinda rolii oldugu ortaya

cikartilmistir [1-16]

Arastirmamizda  kullandigimiz ~ karbonik  anhidraz ~ enzimi  insan
eritrositlerinden afinite kromatografisi yontemi ile saflastirllmistir. Bu amagla
tarafimizdan Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzosiilfonamid kimyasal yapisina

sahip jel sentezlenmistir.

Afinite jeli, Sepharose 4B kati1 destek materyali iizerinde hazirlanmistir.
Sepharose 4B’nin serbest —OH gruplart literatirde daha c¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu calismada da ayni1 yontem kullanilarak Sepharose 4B afinite
jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak baglandi. Daha
sonra siilfonamid diazolanarak L-tirozine kenetlendirildi. Burada afinite jelinin;

uzant1 kolunu L-tirozin, enzimi spesifik olarak baglayan kismini da siilfonilamid
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olusturur. Siilfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitoriidiir.
Afinite jelinin yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda saflagtirilmasinda basari
ile kullanilmistir [14]. S6z konusu jel kullanilarak hCA-I ve hCA-II izoenzimleri
direkt hemolizattan saflastirilmistir. Bu amagla hCA-I izoenziminin eliisyonu igin; 1
M NaCl / 22 mM Na,HPO, (pH=6,3), hCA-II igin ise 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M
NaClO4 (pH 5.6) eliisyon tamponlar1 kullanilmistir. Enzimlerin safligi SDS-PAGE
uygulanarak kontrol edilmistir [39].

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri icin tek bantlar elde edilmistir. Yaklasik
molekiil agirliklar1 30 kDa agirliginda bulunmustur. Bu degerlerin literatiirle uyum

halinde oldugu tespit edilmistir [67].

Karbonik anhidrazin aktivite tayini, CO,-Hidrataz adi verilen, Maren ve
arkadaglarinin modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yontemi kullanilarak yapilmistir
[43]. Bu yontemle, CO, molekiiliiniin su ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelen H,CO; molekiilinin H* ve HCO; iyonlarna ayrisarak, ortamm pH’m1

degistirme stiresi 0l¢lilmektedir [41].

Hazirlanan biitiin 6rneklerin VSM ile her bir hazirlanma basamagindan sonra
manyetik 6zellikleri dl¢iilmiistiir. Olgiim sonuglar1 (Sekil 3.3-3.28), drneklerimizin
tamaminin diyamanyetik oOzellige sahip oldugunu gostermektedir. Sonuglarin
degerlendirilmesi (Tablo 3.1) ile elde edilen manyetik alinganlik degerinin, fazla bir

degisim gostermedigi goriilmektedir.

CA izoenzimleri iizerine manyetik alanin etkisinin belirlenmesi amaciyla, 10000
Oe siddetindeki manyetik alana afinite kromatografisi ile saflastirilan izoenzimler

farkli zaman araliklarinda maruz birakilmistir.

Elde edilen sonuglar, gerek hCA-I ve gerekse hCA-II izoenzimlerinin manyetik
alandan farkli zamanlarda farkl sekillerde etkilendigini gostermektedir(Sekil 3.29 ve
3.30). Bu durum, CA enziminin {i¢ boyutlu yapisinin kompleksligiyle aciklanabilir.

Ancak hCA-II izoenziminin 6zellikle dordiincii saate kadar aktivitesinde belirgin bir
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artts olmasina ragmen daha sonraki saatlerde aktivitede belirgin oranda azalmanin

olmasi dikkat cekmektedir.

Literatiirde Farell ve arkadaslar1 tarafindan ornitin dekarboksilaz aktivitesi
lizerine manyetik alanin etkisi incelenmistir ve c¢aligmamizla benzer sekilde

aktivitede belirli zamanlarda azalmalar gézlenmistir [68].

Ancak Biiylikuslu ve arkadaslarinin yaptigr calismada ise manyetik alan
altinda Olgiilen siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesinde énemli bir artis oldugu

tespit edilmistir [69].

Ayrica Kula ve arkadaslari glutamil transpeptidaz ve malat dehidrogenaz
aktiviteleri {lizerine manyetik alanin etkilerini incelemislerdir. Enzimlerin
aktivitelerinin manyetik alandan farkli sekilde etkilendikleri saptanmistir. Bu

gozlemler enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinin farkli olmasi ile agiklanabilir [70].

Arastirmamizda ayrica manyetik alan siddeti degistirilerek s6z konusu
izoenzimler iizerine etkisi gozlemlenmistir. Diisiikk manyetik alan siddetlerin hCA-I
izoenziminin aktivitesinde belirli bir azalmanin gozlemlenmesine ragmen daha

yiiksek manyetik alan siddetlerinde ise ayn1 azalma tespit edilememistir (Sekil 3.31)

Manyetik alan altinda izoenzimlerin aktiviteleri farkli pH’larda ol¢tldiigi
zaman (pH 7, pHS8) aktivitede 6dnemli bir degisiklik olmadigi saptanmistir (Sekil
3.33)

Arastirmamizda CA izoenzimlerinin spesifik inhibitorleri olan siilfonamidler
ve anyonlarin inhibisyonu {izerine manyetik alanin etkisi arastirilmistir. Bu sekilde

enzim inhibitér kompleksinin manyetik alandan nasil etkilendigi ortaya ¢ikarilmistir.

Karbonik anhidraz enzimleri R-SO,NH, kimyasal yapisina sahip

stilfonamidlerle inhibe edilirler. Stilfonamidlerin en ¢arpici 6zelliklerinden birisi:

R-SO,NH, R-SO,NH +H *
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denklemine gore kolaylikla iyonik yapi kazanmaktadirlar. Bu 6zelligi, CA enzimi
lizerine inhibisyon etkisi i¢in son derece onemlidir. Siilfonamidlerin bu hidrofilik
bolgesine ilaveten, aromatik ve heteroaromatik hidrofobik bolgelere sahiptir.
Siilfonamidlerin enzimle etkilesmesi, dncelikle R-SO,NH" bilesigindeki N atomunun
CA enziminin aktif bolgesinde bulunan Zn"* ile iyonik baglanmast ile olurken, ikinci
olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitoriin enzime baglanmasi ile bu etkilesme
tamamlanmis olur. Siilfonamidlerin karbonik anhidraz enzimine giiglii bir sekilde
baglanmas1 bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur. Siilfonamidlerin karbonik
anhidraz enzimine giiclii bir sekilde baglanmasi bu iki etkinin toplaminin bir
sonucudur. Ancak bu sonucun yaninda, substitiie ya da alkil siilfonamidlerin enzime
baglanmasinda sadece hidrofobik etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve heterosiklik
yan grup tasiyan siilfonamidlere gore daha zayif inhibitor olma ozelligi gosterirler.
Inorganik anyonlarda yalmzca hidrofilik baglanma mevcuttur. Bu nedenle CA

enzimi lizerinde, siilfonamidler kadar gii¢lii bir inhibisyon kuramazlar [38, 39].

S——0
CH 0
CHs 0 . Thr'®
\s/ \S/ N
RN /N s q
HN o O---H—N 0 / .
N H/ N\ /713\
7n? Zn NH; I N,
3
® (b) ©)

Sekil 4.1 Siilfonamidlerin karbonik anhidraz enzimine baglanmasi [38].

Siilfonamid ve perklorat anyonu manyetik alan altinda CA enzimini belirli
dlciide inhibe etmistir. Ozellikle perklorat anyonunun manyetik alan altinda kontrole
gore hCA-I ve hCA-II izoenzimlerine karsi ilgisinin belirli derecede arttig
saptanmistir. Proteinkinaz C Tizerine bazi1 bilesiklerin etkileri belirli siddette

manyetik alan altinda dl¢iilmiis ve farkli degerler saptanmustir [71].
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Harada ve arkadaslar1 manyetik alanin RNA polimeraz ve DNA polimeraz
enzimleri iizerinde etkileri arastirmigtir. Uygulanan manyetik alan siddetinde sz

konusu izoenzimlerin aktivitelerinin etkilenmedigi saptanmistir [72].
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