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OZET

BAZI BIiTKI GELiSIM DUZENLEYIiCi BILESIKLERIN, PARAOKSONAZ
VE KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLER UZERINDE INHiBiSYON
ETKIiLERININ INCELENMESI

Serap BEYAZTAS
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Kimya Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Balikesir, 2006

Bu c¢alismada,baz1 bitki gelisim diizenleyicilerinin (BGD), paraoksonaz
(PON1) ve karbonik anhidraz izoenzimler (hCA-I ve hCA-II) iizerinde in vitro
etkileri arastirllmistir. Bu amacla kullanilan PON1, Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftilamin kimyasal yapisina sahip jel kullanilarak insan serumundan saflagtirilmistir.
Arastirmamizda kullanilan hCA-I ve hCA-II izoenzimleri ise Sepharose-4B-L-
tirozin-p-aminobenzosiilfonamit kimyasal yapisina sahip afinite kolonu kullanilarak
insan eritrositlerinden saflastirilmistir. Izoenzimlerin safligi, Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamit Jel Elektroforezi ile (SDS-PAGE) kontrol edilmistir.

BGD olarak tarimda yaygin olarak kullanilan, indol-3-asetik asit (IAA),
indol-3- biitirik asit (IBA), giberelik asit (GAj;) ve kinetin (Kn) adli bilesikler
secilmistir. Kn hari¢ arastirmamizda kullanilan BGD bilesiklerinin tamami PON1
enzimini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi saptanmistir (ICso= 63,87- 89,48 uM). [AA ve
IBA bilesikleri, hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini inhibe ederken (ICsy= 75,47- 78,13
uM), GAj’in her iki enzimi aktive ettigi tespit edilmistir. Ayrica Kn, hCA-II
izoenzimini aktive ederken hCA-I izoenzimini inhibe ettigi saptanmistir (ICso= 62,88

uM).

ANAHTAR SOZCUKLER: Iindol-3- asetik asit, indol-3-biitirik asit,

giberelik asit, kinetin, paraoksonaz, karbonik anhidraz, in vitro.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INHIBITION EFFECTS OF SOME PLANT
GROWTH REGULATORS ON PARAOXONASE AND CARBONIC
ANHYDRASE ISOENZYME ACTIVITIES

Serap BEYAZTAS

Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry

(MSc. Thesis/ Supervisor: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)

Balikesir, Turkey,2006

In this study, the effect of some plant growth regulators (PGR) were
investigated on paraoxonase (PON1) and hCAI and hCAII ezymes in vitro. For in
vitro inhibition studies, firstly, paraoxonase (PON1) was purified from human serum
using Sepharose-4B-L-tyrosine-1-napthylamine hydrophobic gel. Secondly, human
hCA-I and hCA-II from human erythrocyte were purified with Sepharose-4B-L-
tyrosine-p-aminobenzosulfonamide affinity chromatography. The purity of

1soenzymes were checked by SDS polyacrilamid gel electrophoresis.

Indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-butyric acid (IBA), gibberellic acid
(GA3) and kinetin (Kn), which were widely used in agriculture, were chosen as plant
growth regulators. From the inhibition studies, it was determined that apart from Kn,
all plant growth regulators used in this study inhibit PON1 enzyme activity in
significant level (ICsp= 63,87- 89,48 uM). hCA-I and hCA-II isoenzymes activity
were inhibited by IAA and IBA (ICso= 75,47- 78,13 uM). On the contatry, GA;
activates both enzymes. In addition it was determined that Kn activates hCA-II but

leads to inhibiton effect on hCA-I (ICsp= 62,88 uM).

KEY WORDS: Indole-3-acetic acid , indole-3-butyric acid , gibberellic acid,

kinetin, paraoxonase, carbonic anhydrase, in vitro.
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1. GIRIS
Glinlimiiz diinyasindaki asir1 niifus artisi, hizli kentlesme ve ileri teknoloji
sonucu olusan ve dogal kaynaklar1 tehdit eden ¢evre kirlenmesi insanligin en 6nemli
sorunlarindan birini olusturmaktadir. Insanoglu aglik tehlikesi ile birlikte yetersiz ve
dengesiz beslenme gibi ¢ok Onemli sorunlarla karsi karsiya kalmaktadir. Bu
sorunlarin ¢éziimiinde siliphesiz ilk akla gelen, tarimsal iiretimde yeterli miktarlarda

kaliteli iirlin elde etmek olmalidir [1].

Bu amagcla ¢6ziim olarak bir¢ok yontem uygulanmis olmasina ragmen bitki
gelisim diizenleyici (BGD) bilesikleri son yillarda en ¢ok uygulanan yontemlerden

birisi oldugu bilinmektedir.

Diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilan bitki gelisim diizenleyicilerin
insan saghigina etkileri konusunda bircok c¢alismaya rastlanmis ancak, yapilan
caligmalar genellikle bitki gelisim diizenleyicilerin tarimda nasil uygulanmasi
gerektigi konusundadir [1]. Son yillarda bu bilesiklerin bazi enzimler iizerindeki
etkileri saptanmistir. Ancak s6z konusu bilesiklerin karbonik anhidraz ve
paraoksonaz izoenzimleri tiizerindeki etkisi konusunda herhangi bir calismaya

rastlanmamistir. Bunun 6nemli bir eksiklik oldugunu diisiinmekteyiz.

BGD bilesiklerinin iizerinde etkisini inceledigimiz ilk enzim paraoksonaz
(PON); organofosfat sinir ajanlarini, aromatik karboksilik asit esterlerini ve
insektisitleri hidroliz etme yeteneginde antioksidan Ozellige sahip bir enzimdir.
Detoksifikasyon o6zelligini ortaya c¢ikaran bu aktivitenin cevresel faktorlerden
kaynaklanan kansere kars1 dnemli oldugu bilinmektedir. Ayrica s6z konusu enzimin
son yillarda yapilan c¢aligmalar ile LDL’nin oksidasyonunu o©nledigi ortaya
cikarilmistir. Antioksidan 6zelligi ile ateroskleroza karsi koruyucu gorev tistlendigi

bilinmektedir [2].

Arastirmamizda kullanilan ikinci enzim olan karbonik anhidraz (CA)
(Karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1) COy’nin doniisiimlii hidrasyon ve dehidrasyon
reaksiyonlarini katalizleyen ¢inko igeren bir enzimdir. CA, bir¢ok farkli dokuda
bulunur ve fizyolojik ve biyokimyasal siireclerin ¢ogunda gereklidir [3-4]. Bu
enzimler, ¢esitli doku ve organlarda elektrolit salgilanmasi, fizyolojik pH kontrolii ve

gaz dengesi, akciger ve dokular arasindaki CO,/HCOs™ transportu, kemik erimesi,



kireglenme, tiimor olusumu ve fotosentez gibi farkli siireclerde anahtar rol oynarlar

[5-6].

Arastirmamizda kullanilan BGD’lerden; oksinlerden indol-3-asetik asit
(IAA), indol-3-biitirik asit (IBA), giberellinlerden giberellik asit (GAsz) ve
sitokininlerden kinetin (Kn) iilkemizde siklikla ve maalesef cogu bolgelerde
kontrolsiiz olarak kullanilmaktadir. Bu bilesikler bitkilerdeki olumsuzluklarinin yani
sira besin zinciri yolu ile insanlara kadar ulasmasi kaginilmazdir. Bu bilesiklerin
yukarida onemi anlatilan PON ve CA izoenzimleri lizerindeki etkilerin ortaya

¢ikarilmasinin son derece dnemli oldugunu diisiinmekteyiz.

1.1. Bitki Gelisim Diizenleyiciler

Dogal olarak bitkilerde sentezlenen, biiylime ile buna bagh diger fizolojik
faaliyetleri kontrol eden ve meydana geldigi yerden bitkilerin diger kisimlarina
tasiip oralarda da etkin olabilen, ¢ok az miktarlarda dahi etkisini gosterebilen,
organik maddelere “Hormon”ad: verilir [7].

Bitki hormonlar1 da kendi aralarinda kimyasal yapilarina, bitkilerin biiylime ve
geligsmesini etkileme durumuna gore dort farkli grupta toplanir.
e Biiylimeyi tesvik eden hormonlar: Giberellinler, oksinler ve sitokininler.
e Biiylimeyi ket vuran hormonlar : Absisik asit, jasmonik asit, etilen.
e Organ yapict hormonlar : Florigen ve rizokalin

e Yara hormonlar1 (nekro hormonlar) : Travmatin.

Bitki hormonlar1 yalnizca bol iirlin eldesine karsi etkili olmasi istenmesine
ragmen, bu hormonlarin biiyiik cogunlugunun hem kontrol ettikleri bitkilere kars,
hem de insan ve diger memelilerde, yan etki yapip yapmayacagi bilinmemekle

beraber sik¢a kullanilmaktadir [1].

Bitki biinyesinde bulunan dogal bilesiklerin yaninda bu bilesiklerin kimyasal
yapilarina az veya ¢ok benzeyen sentetik bilesiklerde yapilmig ve hormon etkilerinin
olup olmadig1 arastirilmistir. Bunlardan bir¢ogunun bitkide dogal bulunanlardan ¢ok

daha aktif olduklari, yani ¢cok daha az kullanildiklarinda benzer etkiler olusturduklar



belirlenmistir. Bitkide mevcut olmadig halde ¢ok diisiik miktarlarda hormon etkisini
gosteren bu maddelere sentetik hormon adi verilmektedir. Kavram kargagasini
onlemek amaciyla bitkide hormon etkili tiim maddelere bitki biiyiime diizenleyicisi

(BGD)denmektedir [8].

Hormonlar baglangigta yalniz tohumlarin ¢imlenmesinde, meyve, fidan ve
celiklerin koklendirilmesinde kullanilmistir. Daha sonra tohumdan hasada kadar
gecen devrede verim artisi, iiriin kalitesinin ylikseltilmesi ve bitkilerin hastalik ve
zararlilara karsi dayanikliligin arttirilmasi amaciyla lilkemizde ve tiim diinya
tilkelerinde kullanilmaya baslanmistir. Ancak dikkat edilmesi gereken husus diger
kimyasallarda oldugu gibi BGD’ lerin de yazili olan tavsiyeye uygun olarak

kullanilmas1 gerekmektedir [8].

1.1.1. Oksinler

Bitkilerde biliyiime ve gelismeyi etkileyen en onemli gruptur. Asil dogal
oksinler, Indol-3-asetik asit (IAA) diger iki dogal oksin ise 4- klorindol asetik asit ve
fenilasetik asittir [9].

Oksinler bitkilerin biiytime gosteren u¢ kisimlarinda (kok, tomurcuk, yaprak
vs.) en yiiksek konsantrasyona ulagmaktadir. Oksinlerin uzamayi1 hizlandirmasi,
hiicre biliylime ve bdliinmesini arttirmasinin bir sonucudur. Hiicre biiyiimesini
artirmasi oksinin hiicrenin ozmotik sisteminde olusturdugu bazi degisikliklerden

kaynaklanmaktadir. Bu konudaki goriislere gére oksin;

Hiicrede osmozu arttirmasi,

e Hiicrenin suya kars1 gegirgenligini yiikseltmesi,

e  Hiicre ¢eperi basincinda diismeye neden olmasi,

Hiicre ceperi sentezinde artig olusturmasi,



e Hiicre ¢eperi esnekligini ve genisligini artiran spesifik RNA ve protein
yapisindaki enzimlerin sentezini artirmasi yollariyla hiicre biiyiimesinde etkili
olmaktadir [10]

IAA (indol-3-asetik asit) (Sekil 1.1.) ,IBA (indol-3-biitirik asit) (Sekil 1.2.) bu

grubun i¢inde yer almaktadir.

—O)
N
/O
>\CH3
H3C HO
Sekil 1.1Indol -3- asetik asitin Sekil 1.2. Indol -3- biitirik asitin
molekiil sekli molekiil sekli

Genel ad1 Indole-3-biitirik asit olan IBA’ nin en 6nemli kullanim alani; bitki
celiklerinin koklendirilmesidir. Bu kimyasal ilk defa 1945 yilinda Merck Co.
tarafindan gelistirilmistir. Cesitli yiizdeler halinde WP formiilasyonlar1 c¢esitli

firmalar tarafindan glinlimiizde satilmaktadir.

1.1.2. Sitokininler

Hiicre bdliinmesini arttirarak, biiylimenin diizenlenmesinde etkili olan
maddeler sitokininlerdir. Yaklasik bir diizine sitokinin vardir. Ancak bunlarin

yapilart genellikle birbirine benzer. Bitkisel materyalden ilk izole edilen sitokinin



misirdan elde edilen zeatindir. Bilinen sitokininlerin en yaygin olanlari; Zeatin,

Kinetin' dir (Sekil 1.3.) [9].

Kinetin bu gurubun en uzun zamandan beri bilinen temsilcisidir [10].
Yaklasik 40 yil Once izole edilmistir [9]. Kinetinin bitkinin kendisi tarafindan
sentezlenen bir madde olmadig: kabul edilmektedir. Ancak etkisi dogal sitokininlere
benzemektedir[10]. Sitokininler bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Tim
meristematik dokularda dal ve oOzellikle kok uglarinda sentezlenirler. Koklerin
bitkilerde en dnemli biosentez bolgeleri oldugu ve burada olusturulan sitokininlerin
yukariya tasinip, gelisen meyve ve tohumlarda biriktigi bilinmektedir. Sitokininlerin
sentez merkezlerinden ozellikle koklerden diger bitkisel organlara tasinmasi bitki
gelismesi  agisindan  oOnemlidir. Bunlarin  ksilem kanallariyla tasinmalarinin
transprasyondan O6nemli Ol¢iide etkilendigi, folem taginimlarinin ise oldukca az

oldugu bildirilmektedir [10].

H,C
\ 0
NH
N
I
\N N

Sekil 1.3. Kinetinin molekiil sekli

Sitokininlerin hiicre boliinmesini hizlandirdigi, niikleik asitleri diizenledigi,
uclarda baskinlik ve dallanmay1 tesvik ettigi, tomurcuklanma baslamasini uyardigi,
tohumlarin filizlenme sansin1 artirdigi, besinlerin taginmasina ve metabolizmaya etki
ettigi ¢igeklerin, meyvelerin ve yapraklarin yaglanmasii ve dokiilmesini 6nledigi,

koklenmenin baglamasini engelledigi tespit edilmistir [9].



Yukarida kismen sdylendigi gibi sitokininlerin en 6nemli 6zelliklerinden
birisi hiicre boliinmesini arttirmalaridir. Ayrica IAA ve gibberellinlerle birlikte hiicre
bliylimesini de etkiler. Bitki yapraklarinda yaslanmayi geciktirmesinin baslica
sebebi, proteinlerin ve klorofilin parcalanmasim azaltmasidir. Ote yandan yaprakta
niikleazlarin ve proteazlarin olusumunu engelleyerek protein yikimini onledikleri ve

bu yolla yaslanmayi geciktirdikleri sanilmaktadir [11].
1.1.3. Gibberellin Grubu

[k defa Japonya’da Gibberella fujikuroi mantarlarindan izole edilmislerdir.
Bu mantarin geltikte asir1 boy uzamasina neden olmasiyla fark edilmistir [10]. Bugiin
s0z konusu mantarlardan ve yiiksek bitkilerden elde edilebilmektedir. A-A4, A7, Ao-
Ajs, Azg ve Ays mantarlardan; Aj-Aog, A3, A7, Axz ve Axg-Agg ise yiiksek bitkilerden
izole edilmistir. GA3 ve GA4.7 olgunlasmamis elma ¢ekirdeklerinden ve {iziimden,
GA; partenokarpik elmadan, GA;| ve GA; findik ¢ekirdeklerinden ve GAj; kayisi ve
seftaliden elde edilmistir. Ayrica GA4s Pyrus cummunis armutlarinin ¢ekirdeklerinde
bulunmustur. Bugiin bilinen GA serileri 60’a varmaktadir. Bunlarin 50’ den fazlasi
bitki tohumlarinda bulunmustur [11]. Ancak ticari amagla en yaygin kullanilan
GAs’tiir. Zira digerlerinin izole edilmeleri zor ve masraflidir. Bunun yaninda
gibberellinler ¢cok sayida gen¢ yapraklardan, gen¢ embriyolardan, meyvelerden ve

koklerden elde edilebilirler [11].

Gibberellinler de oksinler gibi hiicre biiylime ve boliinmelerini arttirarak boy
uzamasini saglarlar. Gibberellinlerce zengin bitkilerin bogum aralart uzundur.
Gibberellinler oksinlere gore 1518a daha az duyarli olup, yiliksek dozlardaki

uygulamalarda daha az depresif etki gosterirler [10].

Bitkilerde ¢igek agmanin giin uzunlugu ve sicaklik gibi baz1 dis faktorlere
bagimli oldugu bilindigi halde bu olayla ilgili bitkideki fizyolojik olaylar tam olarak
¢oziilememistir. Cigeklenmenin biiyiime diizenleyicilerin yardimi ile idare edilmesi
ekonomik yonden 6nemlidir. Gibberellin uygulamalari zaman zaman ¢igeklenme i¢in
gerekli uzun giin ya da vernelizasyonun yerini alabildigi ve ¢igek olusumunu artirdigi

bilinmektedir.



Gibberellinler de oksinler gibi meyve gelisiminin ilk sathasinda etkili olup
tim meyve ile degil, organ gelisimi ile daha iyi bir iliski gosteririler. Gelisen
meyveye asimilat depolama olaylarinda oksinler yaninda gibberellinlerinde iletim
demetleri gelisimini arttirarak meyveye asimilat tasinimini artirdigi sanilmaktadir

[10].

Gibberellinlerin tohumlarin dinlenme veya uyku halini yani dormansiyi
kirarak ¢imlenmeyi tesvik ettikleri bilinmektedir. Bitkisel organlardaki dormansinin
sona ermesi gibberellin miktarindaki artis ile orantili olmaktadir. Giberellinlerin
oksinler gibi partenokarpik meyve olusumunu arttirdiklari hatta bazen daha etkin

olduklar1 bilinmektedir [9].

Patates yumrusu gibi vejetatif depo organlari olusumunun Absisik asit
(ABA)/GA oranmi tarafindan kontrol edildigi yiiksek oranin yumru olusumunu
arttirici, diisiik oranin ise kisitlayict yonde etki yaptigi tespit edilmistir. Bazi
arastirmacilarda gibberellin uygulamasinin yumru olusumunu engelledigini, bunun
sebebinin ise gibberellinlerin stolon siirglinlerinin boyuna uzamasini arttirmasi

oldugunu sdylemektedirler [10].

Sekil 1.4. Giberelik asitin molekiil sekli

1.2. Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz enzimi ilk olarak 1953 yilinda Aldridge tarafindan insan kan
serumunda bulunmustur [12-13]. Paraoksonaz enzimi; arildialkilfosataz ismi ve EC
3.1.8.1. kodu ile fosfo triester hidrolazlar veya organofosfat hidrolazlar grubununda

yer almaktadir [14]. 1996 yilinda, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu genin bir



multigen ailesinin iiyesi oldugu tespit edilmis ve sirasiyla PON1, PON2 ve PON3
olarak isimlendirilmistir [15]. Calismalar daha ¢ok PONI {izerine yogunlagmistir.
PON1’in karacigerden sentezlendigi daha sonra serumda HDL’ye bagli olarak
bulundugu tespit edilmistir [16-17].  Ayrica karacigerde, endoplazmik retikulum
membranlarinin  pargaciklarinin  uglar1  kapanarak olusan mikrozomlarda da
bulunmaktadir [18-19]. PON3 enzimi de PON1’e benzer sekilde biiyiik ¢ogunlukta
karacigerden sentezlenir ve serumda HDL’ye bagli olarak bulunur. Ayrica PON3
daha diisiik seviyelerde bobrekte sentezlenmektedir ve PON3 geninin mRNA’s1 ve
proteinine insanlardan farkli olarak sicanlarin makrofajlarinda rastlanmigtir [20].
PON2 diger tyelerden farkli olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin,
karaciger, bobrek ve testis gibi pek ¢ok dokuda sentezlenmektedir [21].

Paraoksonaz, aktivitesi ve kararligi igin Ca* iyonuna ihtiyaci olan 43-45 kDa

molekiil agirligina sahip bir enzimdir. izoelektrik noktas1 5.1°dir [22-23].

Paraoksonaz, glikolize bir protein olarak saflastirillmistir [24-25]. Her
molekiil total agirligin %15,8’in1 olusturan {i¢ karbohidrat zinciri igermektedir [25-
26]. PON ailesinin hidrolitik aktivitesi i¢in glikolizasyon onemli degildir [27-28].
Ancak enzimin yapisinda bulunan bu karbohidrat molekiilleri spesifik olmayan hiicre
membranlarina baglanmada veya kararlig1 ve ¢oziiniirliigli arttirmada etkili olabilir

[29].

354 aminoasit igeren paraoksonazin yapisinda yer alan ii¢ sistein (Cys)
reziidiisiinden 284°teki serbest iken diger ikisi arasinda (Cys 42-352) tek distilfit bagi
bulunur [13,30,31].



Sekil 1.5. Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu goriiniimii [32].

Paraoksonaz enzimi insanlarda karacigerde sentezlenir. Enzim aktivitesi fetiis
karacigeri/dalag: ve erigkin karacigerinde goriilmiistiir. Akciger, beyin, pankreas ve
plasentada bulundugu yolunda kanitlar varsa da heniiz i1zole edilememistir.

Hayvanlarda 6zellikle karaciger, bobrek, ince bagirsak ve plazmada bulunur [33].

Bu enzimin en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu; organofosfat sinir ajanlarini,
aromatik karboksilik asit esterlerini ve insektisitleri hidroliz etme yeteneginde
antioksidan 6zellige sahip bir enzimdir. Paraoksonazin substrati olan paraoksonun
asetilkolini yikan kolinesterazlarin giiclii bir inhibitorii olmasi son derece dnemlidir
[33]. Ayrica son yillarda yapilan g¢aligmalar sonucu bu enzimin oksidatif veya
peroksidatif aktivitesi ile LDL ve HDL oksidasyonunu 6nleyerek ateroskleroza karsi

koruyucu gorev iistlendigi saptanmistir [34].

1.2.1. Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar

Insan serum paraoksonaz, paration, diazinon ve klorpiripos gibi ¢ok sayida
insektisitin toksik okson metabolitlerini [35] ve soman ve sarin gibi sinir maddelerini
hidroliz edebilir [35-36]. Fenilasetat, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PONI’in
aromatik ester substratlar1 arasindadir [35]. Siklik karbonatlar gibi aromatik ve
alifatik lakton tiirleri de PONI1 tarafindan hidroliz edilir, 6rnegin; homojentisik asit

lakton, dihidro kumarin, y-butirolakton ve homosistein tiolakton [37-38].



R—o0O OCyHs5 R—O OC,Hs HO OC,H
NS CytP4s0 NS PON; NS s
LSV LA
OC2Hs O/ \Ocsz o \OCsz
0N cl N
X N .
R=© Paraokson R)Ej\Kbrprifoz okson R= M P Diazokson
™~ o N \\/ N

Sekil 1.6. Insektisitlerde yaygin olarak kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi [2]

\/ PONT _ \/
e \ O o \

R1=N(CHs), R,=CH,CHj; X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)
R1=CHj3 R,=CH(CH3),  X=F Izopropil metilfosfonofiuoridat (Sarin)

Ri=CH;  R,=CH(CH3)C(CHj3)3 X=F Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 1.7. Sinir gazlarinin hidrolizi [2]

@)

X

O, 2 O, ek O
(SH)

(S

2-Naftil asetat
(Tio)Fenil asetat

Sekil 1.8. Aromatik esterlerin hidrolizi [2]
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Dihidrok i
fhidroxumann R3=H 2-Kumaronon

R3=OH Homojentisik
asit lakton

n=1 B-Propriolakton
n=2 y-Butirolakton
n=3 d-Valerolakton
n=4 e-Kaprolakton

Sekil 1.9. Lakton hidrolizi [2]

1.2.2. Paraoksonaz Enziminin Hastahklar ile iliskisi

Paraoksonaz HDL’ye bagli olup, kalp damar hastaliklar1 ile iliskisinin yani
sira, pek ¢ok klinik yayinlarda gosterildigi gibi enzimin aktivitesinin diger
hastaliklarla da iliskili oldugu tespit edilmistir [39-40-41]. Insiilin bagimli seker
hastalarinda ve yiiksek kolesterolii olan hastalarda da serum paraoksonaz
aktivitesinde azalma gozlenmistir [42]. Paraoksonaz aktivitesinin romatizmal
kireclenme 1ile bir iliskisi tespit edilmistir. Kireglenme goriillen romatizma
hastalarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum paraoksonaz aktivitesinde
onemli bir azalma oldugu belirlenmistir [43]. Yiiksek tansiyon ve tip 2 seker
hastalar1 yapilan bagka bir ¢calismada, kontrol grubunun paraoksonaz aktivitesi ile
hasta grubun enzim aktivitesi arasinda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir [44]. Tip 1
seker hastalarinda da kontrol grubu ile karsilastirildiginda paraoksonaz enzim
aktivitesinde onemli bir farklilik gézlenmemistir. Ancak ayni ¢alismada tip 1 seker

hastalarinda HDL seviyesi kontrol grubundan oldukga yiiksek bulunmustur [45].
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1.3. Karbonik Anhidraz Enzimi

1.3.1. Fizyolojik Onemi

Karbonik Anhidraz (CA) enzimi genel olarak metabolik CO, transportunu yani
sira birgok dokuda H" ve HCO®” iyonlarmin birikiminde de énemli rol oynamaktadur.
Bu dokular arasinda bobrek, gastrik mukoza ve g6z lensi sayilabilir. Bu dokularin
disinda histokimyasal yontemlerle tiikriik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilif,
pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA enzimine rastlanmis ve bunlarin
bazilan saflagtirilarak biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Baliklarlarin solungag
ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk
yapiminda ve alglerde ve enzimin degisik rolleri oldugu ayrica ispatlanmistir[46-47-

48-49].

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

dontligmesini saglar [50].

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece Onemli bir fizyolojik
fonksiyonu yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarini parcalamasi ve
aldehitlerin hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik
sentezlerde kullaninmim1  giindeme getirmistir. Bu nedenle, CA enziminin
saflastirilmasinda daha etkili ve ekonomik yontemlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun

caligmalar yapilmaktadir [51 ].
1.3.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Insanlar1 da icine alan yiiksek yapili omurgalilarin ¢ok farkli doku ve
hiicrelerine yerlesmis 14 farkli CA izoenzimi tespit edilmis ve bagli oldugu

proteinlere goére belirlenmistir. Bu dokularin ¢ogundan CA enzimi karakterize

edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu yolla ¢esitli doku ve
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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 agiklanmastir [52-

53].

Temel olarak bu izoenzimler, sitozolik formda (CA-I,CA-II,CA-VII) ve
membrana bagli (CA-IV,CA-XII,CA-XIV) olarak bulunmustur. CA-VI bir salgi
enzimi ve CA-V izoenziminin ise bir mitokondrial enzim oldugu tespit edilmistir

[46-49-54-55].

Eritrosit CA’simin en 6nemli fonksiyonu, doku kilcallarinda metabolizma iiriinii
olan CO, , H,COs 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 igin ya CO, tranferini ya da
H" iyonu birikimini saglar. Bu doniisiim reaksiyonlari, omurgalilarin kan ve hiicreler
aras1 sivilardaki en Oonemli tampon sisteminin bikarbonat tampon sistemi olmasi

nedeniyle ¢ok dnemlidir[50-55-57].

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-I ve piruvat karboksilaz enzimlerine sirali olarak bikarbonat iyonu
saglanmasindan dolayi, glukoneogenez ve lirogenezde rol oynadig1 dngoriilmektedir.

Bu izoenzimin ayrica lipogenaz olayinda da etkili oldugu belirtilmistir [58].

CA-VI izoenzimi tiikriik bezlerinden salgilanan bir enzimdir. Insan tiikriigiinden

izole edilmis olup, tiikriigiin pH dengesini sagladigi sanilmaktadir [59-60 ].
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Cizelge 1.1 Karbonik anhidraz izoenzimleri [61]

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

CAl Diisiik Sitozol

CAll Yiiksek Sitozol

CA Il Cok diisiik Sitozol

CA IV Yiiksek Membrana bagl

CAV Orta-yiiksek Mitokondri

CA VI Orta Tiikiiriikte gizli

CA VII Yiiksek Sitozol

CA-RP VIII Akatalitik Muhtamelen sitozolik

CA IX Yiiksek Membrana bagl

CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor

CA-RP X1 Akatalitik Membrana bagl

CA XII Diisiik Membrana bagli

CA XIII Muhtemelen yiiksek Bilinmiyor

CA X1V Diisiik Membrana bagli

1.3.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Hastaliklar ile iliskisi

CA enzimi

diizenlenmesinde ve viicudumuzun farkli boélgelerindeki

proton ve bikarbonat iyonlarini

iretip, pH degerinin

akigkan dengesinin

kurulmasinda anahtar rol oynar. Midemiz asit salgilanmasinda rol alirken, ayni
enzim pankreatik alkalin 6zsuyu ve dogal tiikriiiin iiretilmesine yardimeci olur.
Bobrek ve gozlerde iiretilen bikarbonat iyonlar1 ve protonlarin tasinmasi, bu
bolgelerdeki hiicrelerin  su igerigini etkiler. Bu ylizden karbonik anhidraz
izoenzimleri kendi spesifik bolgelerinde farkli fonksiyonlar gosterir ve yokluklart ve
inaktiflik durumlari, midedeki asit iiretiminin azalmasindan bobreklerin kaybina

kadar uzanan hastalik durumlar1 olusturabilir[48-51-56-62-62].

hCA-II izoenzimi ile ilgili olarak, CA-II eksikligi sendromu belirlenmistir.
Bunun da kemiklerin kireglenmesi, bobrek tast olusumu ve beyinde kireglenme ile
ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da hCA-II izoenziminin kemik dokusu, bobrek ve

beyin organlari i¢in ne derece 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir [53-54-64-65].
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Kanser, hiicre degisiminin ve ¢ogalmasinin kontrolden ¢ikmasi ile gelisen bir
hastaliktir. Cogu kanser hiicre tipleri kitlelere neden olur ve buna tiimor ismi verilir.
CA-IX ve CA-XII izoenzimleri tiimorlii hiicrelerde aktivitelerini gosteren buna bagh

olarak da kanserlerle iliskili olan izoenzimler olarak tesbit edilmislerdir [66-67].

1.3.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz, CO, molekiiliiniin hidratasyonunun yani sira, siyanatin
karbamik asite ve siyanamide, aldehitin geminal diola hidratasyonu reaksiyonlarini
da katalizlemektedir. Karboksilik asit, siilfonik asit ve fosforik asit esterlerinin
hidrolizleri de enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA enziminin hidrataz
aktivitesi disinda, asagidaki tablodan da goriildiigl iizere elektrofilik bir merkeze
niikleofilik ataklar1 iceren aldehit, piruvat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu, piriivik
asit, siilfonik asit ve fosforik asit esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlar1 da
katalizledigi bilinmektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu
ozelligi ile, organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadigi heniiz bilinmemektedir

[68-69-70].

Cizelge 1.2 Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar [61]

(1) 0=C=0+ ——> HCOsH"
<—

2) |0=C=H,0 ————* H,NCOOH
4—

(3) | HN=C=NH+H,0 —» H,NCOOH,
4—

(4) | RCHO+H,0 —> RCH(OH),
4—

(5) RCOOAr'H,O — > RCOOH+ArOH
4—

(6) | RSO;Ar+H20——> RSO’H+ArOH
4—

(7) | ArOPO+H;”+H,0 ——> HPO ;- ArOH

‘_
(8) ArF+H,O — > HF+ArOH(Ar=2,4 Dinitrofenil)
4—
9) PhCH,OCOCI+H,0 —— 3 PhCH,OH+CO,+HCI
<—
(10) | RSO,CHH,0 —— RSO;H+HCI (R=Metil, fenil)
4—

15




1.3.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Yillarca CA enziminin katalitik mekanizmasini aydinlatmayr amacglayan
caligmalar yapilmistir. Bu caligmalardan elde edilen sonuclara gore, CA enziminin
metabolizmada son derece 6nemli gorevleri olmasi, uygun sartlar altinda aktivitesini
kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi ve ¢o6zelti ortaminda kararli olmasi gibi
avantajli dzelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Aktif bolgesinde Zn ™ iyonu ve ona
bagli bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Aktif bolgenin yanindaki amino asitler,

proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir.

CA enziminin reaksiyonlar katalizinde Zn"* iyonunun biiyikk 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 [71].

Thr 199

B eu10e

His 96 i
Backbone 244

Gin 92?

Sekil 1.10. CA Enziminin Aktif Bélgesi ( Biiyiik kiire Zn™ iyonunu, etrafindaki

kiigiik kiireler de kristal yapida immobilize olmus su molekiillerini belirtmektedir.)

[72]

Cinko bagli H,O, Glu-106 rezidiisliniin karboksilat grubuna sirayla kopri
olusturan Thr -109 rezidiisiiniin hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri
sonucu tutunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko bagli su molekiiliiniin niikleofilitesini
arttirmakta ve molekiil niikleofilik atak i¢in uygun bir yerdeki CO, molekiiliine dogru

hareket etmektedir.[46-50]
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Sekil 1.11. CA enziminin CO»- hidratasyon reaksiyonunu katalizledigi mekanizma

[50]

Aktif bolgedeki Zn™ iyonuna, hidroksil grubunun baglanmasiyla, enzimin aktif
durumda bulunan bir formu meydana gelir. Enzimin aktif formu, gii¢lii niikleofilik
yapisiyla CO, molekiiliine saldirir. Bu reaksiyon sonucunda Zn ** iyonuna bagh
durumda bikarbonat iyonu olusur. Daha sonra, HCOs" iyonu bir su molekiiliiyle yer
degistirir ve ¢ozeltiye gecer. Bunun sonucunda, Zn™ iyonuna su molekiilii baglanir

ve bu da enzimin asit formuna doniismesini saglar. ( Sekil 1.11.) [70-73]
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1.3.6. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Yontemleri

1.3.6.1. CO,-Hidrataz Aktivitesi

CA enziminin hidrataz aktivitesi, enzimin CO, molekiiliinliin hidrasyonundan,

HCOj5 iyonunun dehidratasyonundan ve bazi esterlerin hidrolizinden sorumlu olma

Ozelliginden yararlanilarak belirlenmektedir.

CO, + H,0 H,CO; ——= HCO; + H'

Yukaridaki reaksiyonda da goriildiigii lizere, ortamda ilk olarak CO, gaz1 agiga
cikmakta veya harcamakta, diger taraftan da H' konsantrasyonu artmakta veya
azalmaktadir. 11k 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 olglimleri ,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 indikatorli yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi ,enzimsiz CO; hidrasyon
stiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siireleri (tc)arasindaki farkin (t)’ye boliinmesiyle

elde edilmektedir.Buna gore;

Enzim Aktivitesi =[(to )-(tc )]/(tc )

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

Formiillerinden hesaplanabilir[74 ].
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1.3.6.2. Esteraz Aktivitesi

Kinetik ¢alismalarda CA aktivitesi 6l¢iimleri 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
O N—o — OCCHjy 2

348 nm dalga boyu p-nitrofenol ve p-nitrofenolatin ayni absorbansi verdigi
noktadir (izobestlik). Asidik ozellik gdsteren 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 6l¢timlerini etkilemez. P-nitrofenoliin molar ekstriksiyon katsayzsi,
€35= 54 x 10 ® M ecm ' dir. Bu dalga boyunda p-nitrofenil asetatin molar
ekstriksiyon katsayis1 €343= 0,4 x 10 S M em ! ve gok az bir absorpsiyon vardir [50

1.

1.3.7. Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflagtiriimasi

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmast i¢in en ¢ok uygulanan yontem
afinite kromatografisidir. Bu yontemle hedef protein kisa zamanda ve tek basamakta
yilksek verimle saflastirilarak elde edilmektedir [75]. CA enziminin afinite
kromatografisi ilk defa 1972 yilinda Falkbring ve arkadagslart tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu teknige yonelik calismalar 1974 yilinda Whitney, 1975
yilinda Wistrand ve arkadaslari, ayn1 yil Osborne ve Tashian, 1976 yilinda
Chanpagnol ve ayni yili takiben Johensen, 1977 yilinda Khalifah ve arkadaslari,
1980 yilinda Wistrand ve ayn1 yilda Keha’nin arastirmalarimi takiben 1987 yilinda
Kaul ve Mattiasson, 1995 yilinda Arslan ve arkadaglari, 2000 yilinda ise Demir ve
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arkadaslarinin arastirmalari ile devam etmistir [51-70-75]. Chanpagnol disinda diger
aragtirmacilar ligand olarak benzen siilfonamid tiirevleri, Chanpagnol ise bir
heteroaromatik siilfonamid bilesigi olan asetozolamidi kullanmistir. Bitki CA enzimi
disinda ligand olarak benzen siilfonamid tiirevleri kullanilmistir. Bunu nedeni, bitki
CA enziminin benzen siilfonamidler tarafindan ¢ok az inhibe edilmesiyle
aciklanmaktadir. Bu olay1 uzant1 koluna sahip afinite jellerinin yiliksek bir kapasiteye
sahip olduklar1 ile aciklanmaktadir. Ayrica matrikse takilan uzanti kollarinin
farkliligi da kolon verimi iizerindeki degisik sonuclari beraberinde getirmektedir

[50].
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2. MATERYAL ve YONTEMLER
2.1. Materyal
2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu calisma i¢in kullanilan; Sepharose 4-B afinite jeli, siilfamid, L-trozin, p-
nitro fenil asetat, diyaliz torbalari, akrilamid, N, N, N’N’- tetra metil
etilendiamin(TEMED),N,N’- metilen bisakrilamid, - 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, soydun kloriir, sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, hidroklorik
asit, asetik asit, siilfiirik asit, fosforik asit, sodyum azotiir, 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 saglanmistir.

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 calkalayict

Elektrofez Tanki : Hoefer, HSI

Etiiv : Elektromag

Kromatografi Kolonu : Pharmacia

Kronometre : Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr
Magnetik Karistirici-Isitict  : ARE Magnetic, heating stirrer IKA Combimag RCO
Masa Santrifiijii : Hettich Zentrifrugen EBA 12 R

Otomatik Pipetler : Eppendorf, Medisis

Peristaltik Pompa : Pharmacia (Chromatograph Attd. S1211)
pH-metre : Orion-model 920 A

Sogutmali1 Santrifiij : Sigma Laborzentrifriigen 3K 15/10706 / 10707

UV-Spektrofotometresi : CARY 1E, UV- Visible Spectrophotometer- VARIAN
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Vorteks : Fisons Whirli Mixer
Hassas Terazi :Libror, AEG-220 (Shimadzu)

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

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Calismanin deneysel kisimlarinda kullanilmak {izere asagida isimlendirilmis

¢oOzeltiler hazirlanmustir.

1. Sepharose 4B Jel Sentezinde Kullanilan Yikama Tamponu :0.2 M
NaHCOs3; (pH=8.8)
16.8 g (0.02 mol) NaHCO; 950 mL suda ¢oziiliir. 1M NaOH ile pH=8.8¢

ayarlanarak toplam hacmi 1L’ye tamamlanir.

2. Sepharose 4-B Jel Sentezinde Kullanilan Saklama Tamponu; 0,1 M
NaHCO;3(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.

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
¢oziiliir . IM HCL ile pH=8,7’ye ayarlanarak toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

4.(Hemolizat Tatbikinden Sonra) Afinite Jeli Yikama Tamponu; 25mM
Tris-HCL / 22mM Na,SO4 (pH=8,7)

3,124 g (22 mmol) Na,SO4 ve 3,0275 g (25mmol) tris 950mL destile suda
¢oziiliir. 1 M HCl ile pH=8,7’ye ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye tamalanir.

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
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NaCH3;COO / 0.5 M NaClO4 (pH 5.6), 15,31 g (0,075 mol) NaClO4 ve 3,4 g (0,2
mol) NaCH3;COO, 200 mL destile su i¢inde ¢oziildi. 1 N HCI ile pH’s1 5,6’ya
getirildikten sonra, toplam hacim destile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

6. CO,- Hidrataz Aktivite Tamponu; 0,15 M Na,CO3 / 0,10 M NaHCO;
(pH =10,0)

15,9 g (0,15 mol) Na,COs ve 8,4 g (0,1 mol ) NaHCOs; 1 L destile suda

¢oOziilerek ¢ozelti hazirlanir.

7. CO;- Hidrataz Aktivitesi Tamponu;
0,01256 g fenol-red ve 0,2184 g NaHCO; 1 L destile suda c¢oziilerek

hazirlanir.

8. CO,-Hidrataz Aktivitesi CO, ¢ozeltisi;

0 °C’de yarim saat siireyle destile su igerisinden CO, gecirilerek hazirlanir.

10. Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCO; tamponu (pH 10.0); 8.401 g (0.1 mol) NaHCO; 950 ml
destile suda coziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 10.0’a getirildi ve son hacim 1L’ye

tamamlandi.

0.2 M NaHCO; tamponu (pH 8.8); 8.401 g (0.1 mol) NaHCO; 450 ml
destile suda ¢oziilerek, IN NaOH ile pH’1 8.8’e getirildi ve son hacim destile su ile

500 ml’ye tamamland.

0.01 M Na,HPO,4 tamponu (pH 6.0); 1.42 g (0.01 mol) Na,HPO4 950 ml
destile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim destile su ile

1L’ye tamamlanda.

11. Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon;
I M (NH4),SOy igeren, 0.1 M Na,HPO4 tamponu (pH 8.0); 14.2 g(0.1 mol)
Na,HPO4 ve 132.14 g (1 mol) (NH4),SO4 950 ml destile suda ¢oziilerek, 1N HCl ile

pH’s1 8.0 getirildi ve son hacim destile su ile 1L’ye tamamlanda.
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12. Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu i¢in kullanilan

cozelti;

IM (NH4),SOy iceren, 0.1 M Na,HPO,4 tamponu (pH 8.0) ve 0.1 M Na,HPO,4
tamponu (pH 8.0) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu; 14.2 g
(0.1 mol) Na,HPO4 ve 132.14 g (1 mol) (NH4),SO4 950 ml destile suda ¢oziilerek,
IN HCl ile pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim destile su ile 1L’ye tamamlandi. 14.2 g
(0.1 mol) Na,HPO,4 950 ml destile suda ¢oziilerek, IN HCl ile pH’s1 8.0’e getirildi ve

son hacim destile su ile 1L ye tamamlandi.

13. Amonyum siilfat coktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin alindig
tampon;

0.1 M Tris-Baz tamponu (pH 8.0); 1.211 g (0.01 mol) Tris-Baz 95 ml

destile suda ¢oziilerek, 1IN HCI ile pH’1 8.0’a getirildi ve son hacim destile su ile 100

ml’ye tamamlanda.

14. Substrat ¢ozeltisi:
2 mM paraokson c¢ozeltisi; 10,8 ul paraokson, 1 ml asetonda iyice
coziildiikten sonra Tlizerine 1 ml bazal aktivite tamponu eklendi ve 1iyice

karistirildiktan sonra kullanilda.

15. Paraoksonaz aktivite 6lciimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu;
2 mM CaCl, igeren 100 mM Tris-HCI, pH=8, 3,0285 g (25mmol) Tris, 200
ml destile suda ¢oziildii. 1 N HCl ile pH’1 8.0’e getirildi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl,

katilarak son hacim 250 ml’ye tamamlandh.

16. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5ml
% 10’1luk SDS 4.0 ml
Gliserol 2.0 ml
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B-merkaptoetanol 1.0 ml
Bromfenol mavisi 0.01g

Destile su 0.5 ml

17. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 3g
Glisin 144 ¢
SDS 10g

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

18. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin

hazirlanisi;

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanisi ve

kullanilan miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

19. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi;

0.66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 ml metanolde ¢6zildii. Bu

cozeltiye 24 ml saf asetik asit ve 120 ml destile su ilave edildi.

20. 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 karistirildi.

21. SDS-PAGE Eloktroforezi:Numune Tamponu

0.5 M Tris-HCI (pH=6.8) 2,5mL
%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 celektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin

miktarlari.
Ayirma Jeli Yigma Jeli
%10 %3
Akril amid/Bis
Akril amid I5¢
Bis 04¢g 16.65 mL 2.6 mL
Almarak son hacim destile su ile 50
mL'ye tamamlanir.
Destile su 20.1 mL 12.2 mL
1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82 ¢

Alnarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M| 12.5 mL
NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

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

NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

% 10 'luk SDS

SDS lg
0.5uL 200uL
Alinarak son hacim destile su ile 10
mL'ye tamamlanir.
%10'luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat 1g
750uL 400uL

Alinarak son hacim destile su ile 10

mL'ye tamamlanir.
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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 literatiirde daha ¢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
kismin1 da siilfonilamid olusturur. Siilfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik
bir inhibitoriidiir. Afinite jelinin yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda
saflastirilmasinda basari ile kullanilmistir.

Afinite jeli agagida anlatilan prosediire gore hazirlanmigtir.

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

20 mL kadar Sepharose 4B jeli destile su ile 1yice 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
siispansiyonun 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 NaHCOs3; tampon ¢ozeltisi (pH=10) ile
yikandi ve bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 8 mg tirozin ¢éziilmiis
soguk ¢ozelti behere ilave edilerek yavasca karistirilan siispansiyonda, baglanma
derecesini 6grenmek i¢in, her 15 dakika i¢inde 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 énemli bir degisme olmayincaya

kadar devam edildi. Bir siire (baglanma stiresi) yaklasik 90 dakika siirdi. 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 uzaklastirilmis
oldu. Yikama 100 mL 0,2 M NaHCO; tamponu (pH=8,8) ile tekrarlandi. Tirozin

takili 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 ¢oziildii. 75 mg
NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL c¢ozelti, siilfonilamid ¢ozeltisine damla damla
katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis olarak bulunan siilfonilamid 40
mL Sepharose 4B-L-Tirozin siispansiyonuna 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 yikandi ve ayni tampon
i¢erisinde sakland1 [50-76-77].

H

OCN
+ CNBr — 5
OH
NCO

nepharose-4B Altiflesmiz matriks

Sekil 2.1. Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi [2]

?OOH
NH, —ET—CHQ —@—OH
H
L-trozm I|~|I
oCH _(f FTOOH
NH—CH—CH;{A@fOH
NCO
Aktiflegtrig Matniks Sepharose-4B-L-Tirozn
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Sekil 2.2. L-tirozinin Baglanmasi [2]

N'

— CDDH

NH—CI—] CHQA@f

Sepharose-4B-L-Tirozin

Ni=ncr

Q

2HMZ205

Diazalanmig Slfoniamid
N'

C CODH

NH—CH CH;;A@f

\

Aephatose-4B- L-Tirozite Stifonilamid S02NH2

Sekil 2.3. Siilfonamit Bilesiginin Baglanmasi

2.2.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Paraoksonaz Enziminin

Saflastirilmasi
2.2.2.1. Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi

10mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde destile su ile birlestirildi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4g CNBr

hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’st 4M NaOH ile
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hemen 11’e ¢ikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH
degismeyene kadar devam edildi. (10-15dk) Cok miktarda buz siispansiyona katildi
ve karigim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL soguk 0.1 M NaHCO;
tamponu (pH 10.00) ile yikand1 [2].

2.2.2.2. L-tirozinin Baglanmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis matriks iizerine, 20mL’sinde 15mg tirozin igeren
0.IM NaHCOj; tamponunun (pH 10.00) soguk cozeltisi ilave edilerek 90 dk
karistirildi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL
0.2 M NaHCOj; tamponu (pH: 8.8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B

ayni tamponun 40mL’si i¢ine alind1 [2].

2.2.2.3. 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

25mg 1-naftilamin 0 °C civarinda 10mL 1M HCI igerisinde ¢6ziildii. 75mg
NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki S5mL ¢ozelti, 1-Naftilamin ¢ozeltisine damla damla
katild1. (1-Naftilamin c¢ozeltisi hazirlanirken etanol ilave ettik ve 1sittik) 10 dk
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan 1-Naftilamin, 40mL Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9.5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1L saf su ve ardindan 200mL 0.01M Na,HPO4
(pH: 6.0) tamponu ile yikand1 ve ayn1 tamponda muhafaza edildi [2].
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Sekil 2.4. 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi [2]

2.2.3. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin (hCA I ve hCA II ) Saflastiriimasi
2.2.3.1. Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizatin Hazirlanmasi

Deneyler i¢in antikoagiilantl: tliplere saglikli insanlardan yaklasik 20 mL kan

alimmis ve kanlar hemen ¢alisilmistir.

Insan kanu, eritrositlerin ayrilmasi amaciyla, 1,5 mL’lik ependorflara konuldu ve
10 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildi. Serum ve eritrosit tabakalar1 ayrildi.
Altta kalan eritrositler % 0,9’luk NaCl c¢ozeltisi ile 2 defa yikanip {istte kalan
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

olaymin tamamlanmasi i¢in 0 °C sicaklikta karistirildi. Elde edilen hemolizat, hiicre
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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 icin, kat1 Tris ile 8,7

degerine ayarlandi.

2.2.3.2. 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; SOy )
(pH=7.0) ile yikandi. Boylece CA enziminin biiyiik bir kism1 kolona tutunmus ve
istenmeyen safsizliklar ortamdan uzaklastirilmistir.

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri direkt hemolizattan saflagtirilmistir. Bu amagla
hCA-I izoenziminin eliisyonu i¢in; 0,1 M NaCH3;COO / 0,5 M NaClO4 (pH=5,6), 1
M NaCl / 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 hiz1 20 mL /saat
olarak ayarlanmistir. Her bir eluat i¢in,280 nm dalga boyunda kalitalif protein tayini

ve CO;. hidrataz aktivitesi tayini yapildi [70].

2.2.3.3. 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 aciga ¢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 yararlanildu.

Deney prosediirii su sekilde gercgeklestirildi; 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 ¢alisilmasindan dnce enzim ¢ozeltisi yerine 0,1 ml
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destile su konularak yapildi (to). Bu yonteme gore, karbonik anhidraz (CA)
aktivitesi i¢in bir enzim initesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO,
hidrasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Buna

gore;
EU= (to-tc) / tc
formiiliine gore, enzim iinitesi hesaplandi.
2.2.4. Paraoksonaz Enziminin Saflastirilmasi
2.2.4.1. Amonyum siilfat Coktiirme Araliginin Belirlenmesi
Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin

cokelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

_ L77xVx(S, - 5,)
3.54-8,

g(NH4 )z SO,

V : Serum hacmi
S;: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S, : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Paraoksonaz enzimini saflagtirmak icin ilk 6nce %60 doygunluga getirildi ve
20 dakika boyunca 4 °C’de 20 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatant kismi1 alind1 ve ¢oken kisim atildi. Siipernatant %80 doygunluga getirildi

1 saat boyunca 10000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edildi. Coken kisim alindi [2]

33



2.2.4.2. Paraoksonaz Enziminin Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Ol¢iimi i¢cin 0.05 ml enzim ¢6zeltisi (serum) alinip daha Onceden
hazirlanmis olan 1ml tampon ( 100mM Tris-Base pH:8.00) + substrat ( 2 mM
paraoxon) + koenzim ( 2 mM CaCl,) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikte sonra
412 nm’de 1 dakikadaki 37 °C’de absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoxonun p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi. Ayni islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 iinite

Paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin mmol’ii olarak tayin edildi.

2.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile

Enzim Safliginin Kontroli

Paraoksonaz enzimi hidrofobik etkilesim kromatografisi ile hCA izoenzimleri
afinite  kromatagrafisi ile saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid
konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak
sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli [78]

tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi [70].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri iizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigr kalmamasia
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist yiizeydeki n-biitanol
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 bozulmamasma dikkat
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edilerek c¢ikarildi. Kuyucuklar o6nce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi.
Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez

tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ve 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 ¢ozeltisi 1:1 oraninda numune
tamponuyla karigtirildi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblokta
bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara ytiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina
baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a
yiikseltildi. Yiirlitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi.
Daha sonra akim kesilerek yiirlitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice ¢ikarildi yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren
ayirma jeli renklendirme ¢dzeltisi i¢ine konuldu ve 1.5-2 saat kadar calkalayici
lizerine birakildi. Daha sonra jel renklendirme c¢ozeltisinden ¢ikartilarak
renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin
rengi acilip protein bantlar belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti i¢inde galkalandi. Jel
renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiilleme sistemi (UVP) ile

goriintii bilgisayara aktarildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile PON1 Enzimin Saflastirilmasi

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1 M (NHy4),SO;, iceren 0,1 M
Tris-HCI pH=8,0 tamponu ile dengelendi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde
edilen serum enzim ¢ozeltisi 1 M amonyum siilfat doygunluguna getirildikten sonra
kolona tatbik edildi. Kolona 1 M (NH4),SOy igeren 0,1 M Tris-HCI pH=8,0 tamponu
ve 0,1 M Tris-HCl pH=8,0 tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonuna
dogru tuz gradienti uygulandi. Yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 3 mL halinde tiiplere
toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar
devam edildi. 0,1 M Tris-HCl pH=8,0 tamponu kor olarak kullanilarak her bir tiipte
280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite tayini yapildi. Elde edilen
degerlerin tiip numarasina kars1 protein miktar1 ve aktivite tayini grafigi ¢izildi (Sekil
3.1. ve 3.2.). Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine
rastlanan tiipler birlestirildi [2]. Birlestirilen tiiplerde PON enzimi {iizerinde

BGD’lerin inhibisyon etkilerine bakild.

—a— Aktivite (U)

45 - - 80
—e— Protein (280

+ 70
- 60
-+ 50
1 40 aktivite (U)
- 30
+ 20

10

0

25
Tup No

Sekil 3.1. Hidrofobik etkilesim kolonundan PON1 enziminin eliisyon grafigi
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3.2. Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligim1 kontrol etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezine serumdan
saflagtirillan paraoksonaz enzim numunesi tatbik edildi. Protein bantlar1 iceren

jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi ( Sekil3.2.).

116.0

66.2
45,0

PON1

35,0

25,0

18.4
14.4

Sekil 3.2. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz
enziminin SDS-PAGE goriintiisii. Molekiil agirlik standartlar1  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)

3.3. Serum PON Enzim Aktivitesinin Tayini

BDG’lerin insan serum paraoksonaz enzim aktivitesine etkilerini belirlemek
icin Devlet Hastanesi’nden alinan kanlarla c¢alisildi ve Hidrofobik etkilesim
kromatografisiyle PON enzimi saflagtirildiktan sonra 412 nm’de paraokson
substratina kars1 aktivite belirlendi. PON aktivitesi belirlenmesinde, kiivette toplam
hacim 1,05 mL’dir. Kiivette bulunan paraokson substratinin son konsantrasyonu [S];
2 mM, 2 mM CaCl, ihtiva eden 100 mM tris-baz (pH=8,0) tamponu 1 mL ve enzim

kaynagi olarak kullanilan serum hacmi 50 pL’dir. S6z konusu hacimlerde 37 °C’de
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belirlenen bir dakikadaki olusan {iriin (p-nitrofenol) nmol cinsinden konsantrasyonu

enzim lnitesi olarak hesaplandi. Sonugclar ¢izelge 3.1. ve 3.2. de verilmistir.
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Cizelge3.1.PON1 enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren IAA ve IBA’nin ICsy degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

Kiivetteki

100 mM BGD Enzim Substrat BGD BGD’nin Aktivite % Aktivite
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | (U/mL dak)

Tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uM)
(uL)
900 - - 35,09 100
890 10 9,52 30,41 86,66
880 20 19,05 25,73 73,32
870 IAA 50 100 30 28,57 28,07 79,99
860 40 38,09 25,73 73,32
850 50 47,62 21,05 59,99
900 - - 23,98 100
890 10 9,52 22,22 92,66
880 IBA 20 19,05 22,22 92,66
870 50 100 30 28,57 21,05 87,78
860 40 38,09 22,22 92,66
850 50 47,62 17,54 87,78
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Cizelge3.2 . PONI enzimi iizerine aktivator etkisi bulunan Kn’nin ve inhibisyon etkisi gosteren GA3’nin ICsy degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zelti konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

Kiivetteki
100 mM BGD Enzim Substrat BDG BGD’nin Aktivite % Aktivite

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | (U/mL dak)

Tamponu Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (Kn uM))
(uL) (GA; x 10*M)
900 - - 36,84 100
890 10 9,52 36,84 100
880 20 19,05 38,07 103,33
870 Kn 50 100 30 28,57 35,61 96,66
860 40 38,09 41,75 113,33
850 50 47,62 41,75 113,33
900 - - 26,90 100
890 10 5,49 18,71 69,55
880 GA; 20 10,99 16,37 60,85
870 50 100 30 16,48 10,53 39,14
860 40 21,98 12,86 47,81
850 50 27,48 9,37 34,83
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3.4 BGD’lerin PON1 izoenzimi Uzerine Etkileri

Calismamizda kullandigimiz BDG’lerin  1Csp  degerlerini  bulmak igin,
optimum sartlarda paraokson substratinin 2 mM sabit konsantrasyonunda caligildi.
Substrat ¢ozeltisi her dl¢giimde 0,1 mL paraokson alindi ve BGD ¢dzeltilerinden ise
degisik hacimlerde alinarak toplam 1,05 mL’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu.
Once BGDsiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05 mL enzim ¢dzeltisi alinip daha
onceden hazirlanmis olan 1 mL tampon+substrat+BGD ¢6zeltisine eklendikten sonra
412 nm’de bir dakikada absorbansta meydana gelen degisme okundu. Elde edilen
absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi
(Sekil 3.3.-3.6.). Bu grafiklerden yararlanilarak her bir BGD igin ICsy degerleri
hesaplandi (Cizelge 3.7. ).

y=0,00485- 0,9055x + 97,143
120
100 o
80 - -

60 - *

% aktivite

40 -

20 -

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

[11x10*-6

Sekil 3.3. Saflastirilmis insan serum paraoksonaz enzimi {izerine I[AA’nin

% aktivite-[I] grafigi
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y = 0,0841x2 - 4,4708x + 97,516

%aktivite

0 5 10 15 20 25 30 35
[11x107-4

Sekil 3.4. Saflastirilmis insan serum paraoksonaz enzimi lizerine GAz’nin

% aktivite-[I] grafigi

y=0,002>% + 0,2184x + 98,961
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114
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[11x10*-6

%aktivite

Sekil 3.5. Saflastirilmis insan serum paraoksonaz enzimi lizerine Kn’nin

% aktivite-[I] grafigi

42



102 -

98 -
96 -
94 -

%aktivite

92 -
90 -
88 -

100 ¢

86

y=0,0057% - 0,4726x + 98,864
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Sekil 3.6. Saflastirilmis insan serum paraoksonaz enzimi lizerine IBA’ nin

% aktivite-[I] grafigi

3.5. 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,HPOs (pH=6,3), hCA-II icin ise

NaCH3;COO / 0.5 M NaClO4 (pH 5.6) eliisyon tamponlar1 kullanilarak 5’er mL

fraksiyonlar halinde tiiplere alinmistir. Eliisyon iglemi sirasinda peristaltik pompanin

akis hiz1 20mL /saat olarak ayarlanmastir.

Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar
devam edildi. Elde edilen degerlerin tlip numarasina karsi protein miktar1 (Sekil 3.8.
ve 3.9. )belirlendi. 280 nm’de en yliksek absorbans ve aktivite gosteren tiipler

birlestirildi (Sekil 3.7.a ve 3.7.b). Birlestirilen tiiplerde hCA-I ve hCA-II enzimleri

tizerinde BGD’lerin inhibisyon etkilerine CO,. hidrataz aktivitesi ile bakildi.
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Sekil 3.7.a hCA-I enziminin eliisyon grafigi
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Sekil 3.7.b hCA-II enziminin eliisyon grafigi




3.6. 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 iceren jellerin goriintiileri jel

gorilintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi ( Sekil 3.8. ).

116,0

66.2

45,0
35,0

25,0

18.4

14.4

hCA-II | hCA-I

Sekil 3.8. Afinite kromatografisi ile saflagtirilan hCA-I ve hCA-II enzimlerinin
SDS-PAGE goriintiileri. Molekiil agirlik standartlar1  [-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)

3.7. 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 calisildi ve afinite kromatografisi ile
hCA-I ve hCA-II enzimleri saflastirildiktan sonra CO,. hidrataz aktivitesi ile aktivite
belirlendi. hCA-I ve hCA-II enzimleri aktivitesi belirlenmesinde, tiipte toplam hacim
4 mL’dir. Ortamdaki H" konsantrasyonunun artmasi veya azalmasi reaksiyon pH’ 11
etkileyeceginden, enzim aktivitesi indikatorle belirlenebilir..Bu yonteme gore pH
degerinin 8.2’den 6.3’¢ diisiisii icin gecen silire brom-timol mavisi indikatori

yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi ,enzimsiz CO; hidrasyon siiresi (t,) ile
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enzimli reaksiyon siireleri (t;) arasindaki farkin (t;)’ye boliinmesiyle elde

edilmektedir. Sonuglar ¢izelge 3.3 ve 3.6 da verilmistir.
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Cizelge3.3. hCA-I ve hCA-II enzimleri lizerine inhibisyon etkisi gésteren IAA’nin ICsy degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

Kiivetteki
pH=10 Enzim Enzim Fenol Saf Su Substrat BDG BGD’nin Aktivite % Aktivite
Tamponu (uL) Cozeltisinin | Red (uL) Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu [(to
(uL) Hacmi (uL) | Cozeltisi Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (LM) )(te)]/(te)
(L)
300 - - 0,92 100
250 50 12,5 0,86 93,48
200 100 25,0 0,82 89,13
400 hCA-I 100 2000 150 1200 150 37,5 0,69 75
100 200 50,0 0,65 70,65
50 250 62,5 0,63 68,48
- 300 75,0 0,58 63,04
300 - - 0,64 100
250 50 12,5 0,56 87,5
200 100 25,0 0,53 82,81
400 hCA-II 100 2000 150 1200 150 37,5 0,49 76,56
100 200 50,0 0,44 68,75
50 250 62,5 0,34 53,12
- 300 75,0 0,27 42,19
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Cizelge3.4. hCA-I ve hCA-II enzimleri lizerine inhibisyon etkisi gosteren IBA nin ICsy degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

Kiivetteki
pH=10 Enzim Enzim Fenol Saf Su Substrat BDG BGD’nin Aktivite % Aktivite
Tamponu (uL) Cozeltisinin | Red (uL) Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu [(to
(uL) Hacmi (uL) | Cozeltisi Hacmi (uL) | Hacmi (puL) (M) )(te)]/(te)
(uL)
300 - - 1,78 100
250 50 12,5 1,31 73,60
200 100 25,0 1,19 66,85
400 hCA-I 100 2000 150 1200 150 37,5 1,06 59,55
100 200 50,0 0,84 47,19
50 250 62,5 0,75 42,13
- 300 75,0 0,60 33,71
300 - - 0,86 100
250 50 12,5 0,78 90,70
200 100 25,0 0,72 83,72
400 hCA-II 100 2000 150 1200 150 37,5 0,54 62,79
100 200 50,0 0,52 60,46
50 250 62,5 0,50 58,14
- 300 75,0 0,46 53,49
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Cizelge3.5. hCA-I enzimi lizerine inhibisyon etkisi ve hCA-II enzimi iizerine aktivator etkisi gosteren Kn’nin ICsy degerlerini

bulunmasinda kullanilan ¢6zelti konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

Kiivetteki
pH=10 Enzim Enzim Fenol Saf Su Substrat BDG BGD’nin Aktivite % Aktivite
Tamponu (uL) Cozeltisinin | Red (uL) Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu [(to
Hacmi (uL) | Cozeltisi Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uM) )(te)]/(te)
(L)

300 - - 2,69 100
275 25 6,25 2,33 86,62
250 50 12,5 2,18 81,04
400 hCA-I 100 2000 225 1200 75 18,75 1,99 73,98
200 100 25 1,84 68,40
150 150 37,5 1,77 65,80
100 200 50 1,62 60,22

300 - - 0,26 100
250 50 12,5 0,35 60,46
200 100 25,0 0,34 79,07
400 hCA-II 100 2000 150 1200 150 37,5 0,53 123,25
100 200 50,0 0,60 139,53
50 250 62,5 0,81 188,37
- 300 75,0 0,97 225,58
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Cizelge3.6. hCA-I ve hCA-II enzimi lizerine aktivator etkisi gosteren GAjz’nin ¢dzelti konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar
Kivetteki
pH=10 Enzim Enzim Fenol Saf Su Substrat BDG BGD’nin Aktivite % Aktivite
Tamponu (uL) Cozeltisinin | Red (uL) Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu [(to
Hacmi (uL) | Cozeltisi Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (x10*M) )(te)]/(te)
(L)

300 - - 1,01 100
200 100 14,4 1,24 122,77
170 130 18,75 1,36 134,65

400 hCA-I 100 2000 150 1200 150 21,16 1,44 142,57
130 170 24,57 1,90 188,12
100 200 28,85 2,08 205,94
300 - - 0,445 100
200 100 14,4 0,603 135,51
170 130 18,75 0,66 148,31

400 hCA-II 100 2000 150 1200 150 21,16 1,077 242,02
130 170 24,57 1,153 259,10
100 200 28,85 1,28 287,64
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3.8. BGD’lerin hCA-I ve hCA-II izoenzimleri Uzerine Etkileri

Calismamizda kullandigimiz BDG’lerin ICsy degerlerini bulmak i¢in, BGD
cozeltilerinden degisik hacimlerde alinarak toplam 4 mL’lik bir reaksiyon hacmi
olusturuldu. Once BGDsiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100
aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,1 mL enzim
¢Ozeltisi almip daha onceden hazirlanmis olan 2,9 mL tampon+substrat+BGD
coOzeltisine eklendikten sonra Bu yonteme gore pH degerinin 8.2°den 6.3’e diisiisii
icin gegen siire brom-timol mavisi indikatdrii yardimiyla bulunmakta ve enzimin
birimi, enzimsiz CO, hidrasyon siiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siireleri (t.)
arasindaki farkin (t.)’ye boliinmesiyle elde edilmektedir. Elde edilen veriler ile
% aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri cizildi (sekil 3.9.-3.12.). Bu
grafiklerden yararlanilarak her bir BGD i¢in ICsy degerleri hesaplandi (Cizelge 3.1 )

& HCA | y =0,0144x2 - 1,6668x + 101,82

= HCA y =0,015x2 - 1,8903x + 95,061

120 -
100
80 -

60 -

% Aktivite

20 -

0 10 20 30 40 50 60 70
[1x10°6

Sekil 3.9. Saflastirilmis hCA-I ve hCA-II enzimleri lizerine IBA’ nin
% aktivite-[I] grafigi
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y =0,0043x2 - 0,821x + 98,567

e HCAI
= HCAI
250 -
200 -
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>
<
<
= 100
50 |
0 T T T
0 20 40 60 80
[1]x107-6

Sekil 3.10. Saflastirilmis hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerine Kn’nin

% aktivite-[I] grafigi

120 -

100

%Aktivite
B 2} [=]
o o =
1 1 1

N
o
I

& HCAI y =0,0027x - 0,7178x+ 101,32
y =-0,0038%" - 0,4466x + 97,471

B HCAII

20

30 40 50 60 70
[1x107-6

80

Sekil 3.11. Saflastirilmis hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerine IAA’nin

% aktivite-[I] grafigi
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y = 15,732x? - 6,8499x + 97,19

350 -
300 -
250 -
()
S 200 -
s
N 150 -
100
50 -
0 T T T T 1
0 10 15 20 25 30 35
[1I]x107- 4
Sekil 3.12. Saflastirilmis hCA-I ve hCA-II enzimleri lizerine GA3’in
% aktivite-[I] grafigi
Cizelge 3.7. hCA-I, hCA-II ve PON1 enzimlerinin ICsy degerleri
ICso (M)
BGD TIAA IBA GA; Kn
Enzim
hCA-I 78,135 54,480 -—-- 62,887
hCA-II 75,470 38,046 — —-
PONI 63,868 89,484 8422,6 -—--
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4. TARTISMA SONUC

Bu calismada bazi BDG’lerin PON ve CA izoenzimleri iizerinde etkileri
incelenmistir. Bu amagla BDG olarak; IAA, IBA, GA; ve Kn bilesikleri
kullanilmistir. Bu bilesiklerin se¢ilmesinin en énemli nedeni lilkemizde ve diinyada
cok ve bazi bolgelerde kontrolsiiz bir sekilde kullanilmasi sonucu, besin zinciri yolu
ile insanlara kadar ulasabilmesidir.

Aragtirmamizda enzim olarak PON enzimini se¢ilmesinin nedeni, bu enzimin
detoksifikasyon ve antioksidan ozelligine sahip olmasidir. Gelismis iilkelerde en
onemli 6liim sebeplerinin kanser ve kalp krizi oldugu diisiiniildiigiinden bu enzimin
aktivitesinin 6nemi daha iyi anlagilmaktadir.

Calismamizda kullanilan diger enzim ise CA’dir. Karbonik Anhidraz (CA)
enzimi genel olarak metabolik CO, transportunu sira bircok dokuda H" ve HCO*
iyonlarinin birikiminde de 6nemli rol oynamaktadir. Bu dokular arasinda bobrek,
gastrik mukoza ve g6z lensi sayilabilirbu dokularin disinda histokimyasal
yontemlerle tiikriik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve

endometrium dokularda da CA enzimine rastlanmistir [46-47-48-49 ].

Bu calismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip PON enzimi hidrofobik etkilesim kromatografisi
ile saflagtinlmistir. Bu amacgla Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal

yapisina sahip jel tarafimizdan sentezlenerek kullanilmistir [2].

PONI1 enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin secilmesinde en onemli
sebeplerden birisi olmustur. S6z konusu enzim, N terminal bolgesinde bulunan H1
ve H2 heliks yapisi olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye
baglanmaktadir (Sekil 4.1) [79-80].

N-terminal bolgesini 16sin, fenil alanin, prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve

valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18 residiiler aras1 H1 hidrofobik ucu, 185-202

residiiler aras1 da H2 hidrofobik ucu olusturmaktadir. Ayrica PON1’in hidrofobik
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yiizeyi ile HDL arasinda triptofan, tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik

ve kismen hidrofilik bolge bulunmaktadir [79-81].

Lésin, ferlalanin, proln,
moldsin, tirosn, triptofan
acistdan Zengin

H2

Ya HDL

H1
Lasin, fentlalantn, prolin,
wzoldsin, tromn, triptofan :
apsmdan zengin 2 e

<o

Sekil. 4.1. PON1 enziminin HDL ylizeyine baglanma modeli [32]

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflastirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekcesi artan entropi ile agiklanmaktadir.
Bu teknikte ligand ve matriks yapisinin son derece énemli oldugu bildirilmektedir
[82]. Kullanilacak ligantin hidrofobik karakteri kritik bir 6neme sahiptir. Diislik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanildigt zaman ayrilacak molekiillerin
kolanda etkilesimini saglayabilmek i¢in yiiksek tuz konsantrasyonu uygulama
zorunlulugu vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim
riski daha fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildigi durumda
ise saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi i¢in eliisyon
sirasinda problemler ortaya c¢ikabilir [82].  Genellikle ticari olarak bulunan
hidrofobik etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik u¢ olarak diiz zincirli alkil
ligandlar1 ve aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir [83]. Bunlardan

1sopropil, butil, oktil ve fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler
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hidrofobik etkilesim jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [84].
Diiz zincirli alkil ligandlar saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril ligandlarinda
hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amagla ¢alismamizda
ligand olarak 1-naftilamin bilesigi kullanilmistir. PONI1 enziminin H1 ve H2
bolgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi
tarafimizdan segilen ligandin ve immobilizasyon i¢in kullanilan L-tirozinin sz
konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik etkilesim yapacagi géz Oniine

alinarak, oldukca uygun bilesik oldugu kanaatindeyiz [2].

Bu yontemle insan serumundan PONI enzimi 227 kat saflastirilmistir.
Furlong ve arkadaslar1 4 basamaktan olusan agarose blue, sephadex G-200, DEAE
Trisakril M ve Sephadex G-75 yoOntemlerini kullanarak tarafimizdan gozlenen

saflastirma katsayisindan daha diisiik bir deger (62,1) elde etmislerdir [13].

Ancak bir bagka calismada sadece ii¢ basamaktan olusan blue agaroz, DEAE
I ve DEAE 1I yontemlerini kullanarak yaklasik 600 kat saflastirma derecesine
ulasmiglardir. Bu c¢alismada ayrica ii¢ basamakta PONI enziminin Q ve R

polimorfik formlar1 ayr1 ayr saflastirilmistir [23].

Arastirmamizda saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirhig1 yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen PON1 enzimi tek bant olarak SDS-
PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk gostermektedir. PON1’in
minimum molekiil agirligin1 Gan ve arkadaslar1 43kDa olarak belirlemislerdir [23].
Ciinkii enzimin yapisinda, toplam molekiil agirhiginin %15.8°1 kadar karbohidrat
molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirligr tasidigr karbohidrat zincirinin varhigina
bagl olarak degismektedir [85]. Ihtiva ettigi bu karbohidrat zinciri enzimin
hidrolizleme reaksiyonu i¢in gerekli degildir. S6z konusu molekiiliin PON1’in
¢Oziintirliiglini ve kararliligini arttirmada ve zar yapisina baglanmada goérevi oldugu
diisiiniilmektedir [27-28]. Karbonhidrat icermeyen PON1 enziminin molekiil agirlig
37 kDa’dur [42]. Ayrica PON1 serumda HDL’ye bagli oldugu bdlgelerin yakininda
bulunan proteinler (Apo Al) ile bir arada da saflastirilabilmektedir. Bu durumda
molekiil agirligr 47-54kDa oldugu rapor edilmistir [86]. PON1 enziminin molekiil

agirligr tiirden tiire degismemekte ve insan PONI1 enziminin molekiil agirlig ile
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tavsan, sigan ve koyunun PON1 enziminin molekiil agirli1 benzerlik gostermektedir

[15-85].

Arastirmamizda kullanilan diger enzim olan karbonik anhidraz insan
eritrositlerinden afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilmistir. Bu amagcla
tarafimizdan Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzosiilfonamid kimyasal yapisina

sahip jel sentezlenmistir.

Afinite jeli, Sepharose 4B kati destek materyali lizerinde hazirlanmigtir.
Sepharose 4B’nin serbest —OH gruplar1 literatiirde daha ¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu c¢alismada da ayni yontem kullanilarak Sepharose 4B afinite
jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak baglandi. Daha
sonra siilfonamid diazolanarak L-tirozine kenetlendirildi. Burada afinite jelinin;
uzanti kolunu L-tirozin, enzimi spesifikolarak baglayan kismini da stilfonilamid
olusturur. Silfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitoriidiir.
Afinite jelinin yapisina girerek CA enziminin yliksek oranda saflastirilmasinda basari
ile kullanilmistir [49]. 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,HPO4 (pH=6,3), hCA-II i¢in ise 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M
NaClO4 (pH 5.6) eliisyon tamponlar1 kullanilmistir. Enzimlerin safligit SDS-PAGE
uygulanarak kontrol edilmistir [70].

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri i¢in tek bantlar elde edilmistir. Yaklasik
molekiil agirliklart 30 kDa agirliginda bulunmustur. Bu degerlerin literatiirle uyum
halinde oldugu tespit edilmistir [50].

Paraoksonaz enziminin aktivitesi Gan ve arkadaslarinin uyguladigr yontem
kullanilarak belirlenmistir [38]. Bu amagla literatiirde Gil ve arkadaslarinin
uyguladigi yontem de bilinmektedir. Her iki yontem, paraoksonun hidrolizi ile agiga
¢ikan 4-nitrofenoliin 37 °C’de, 412 nm’de absorbans dl¢iimiine dayanmaktadir, 1
linite paraoksonaz, dakikada meydana gelen 4-nitrofenoliin nmol’li olarak tayin

edilmektedir [2].

Karbonik anhidrazin aktivite tayini, CO,-Hidrataz adi verilen, Maren ve

arkadaslarinin modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yontemi kullanilarak yapilmistir
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[87]. Bu yontemle, CO, molekiiliiniin su ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelen H,CO; molekiiliniin H™ ve HCOs; iyonlarina ayrisarak, ortamin pH’imi

degistirme stiresi Ol¢iilmektedir [74].

Arastirmamizda kullanilan bilesiklerden; IAA ve IBA, PON enzimini 6nemli
Ol¢iide inhibe ettigi saptanmistir. Bu bilesiklerin ICsy degerleri siras1 ile 63,86 ve
89,48 uM olarak tespit edilmistir. Bu degerlerin birbirine yakin olmasi son derece
dikkat ¢ekicidir. Ancak en giiglii inhibitoriin IAA oldugu ICsy degerlerinden
kolaylikla anlasilmaktadir. GA3 ise 8400,23 uM, ICs degeri ile digerlerine gére daha
zay1f bir inhibitor oldugu tespit edilmistir.

IAA, enzimler lizerinde inhibitdr olarak en c¢ok calisilan bilesiklerden
birisidir. Bu bilesigin siiperoksit dismutaz, katalaz, ve glutatyon peroksidaz enzimi
tizerinde etkileri incelenmistir. 1 mM bilesigin bu enzimlerle 24 saat inkiibasyonu
sonucu aktivitelerini belirli dl¢lide arttirdig1 saptanmistir [88-89] . Bu bilesik ayrica
baz1 insan serum enzimleri lizerine etkileri arastirilmistir. Aspartat aminotransferaz,
amilaz, kreatin fosfokinaz, laktat dehidrogenazi belirli Olciide inhibe ettigi
bulunmustur [90]. Diger yandan Celik ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise ayni
bilesigin, laktat dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz enzimlerini dnemli 6l¢iide inhibe

ettigi saptanmustir [91] .

Arastirmamizda kullanilan Kn ise paraoksonaz enzimi iizerinde kullanilan
konsantrasyon araliginda ( 9,52-47,62 uM ) aktivator olarak davrandigi saptanmistir.
Benzer etki literatiirde, siiperoksit dismutaz, katalaz, ve glutatyon peroksidaz enzimi

tizerinde de goriilmiistiir [88-89].

Arastirmamizda ayn1 BGD’ler afinite kromatografisi ile saflagtiriimis hCA-I
ve hCA-II izoenzimleri lizerinde inhibisyon etkileri arastirilmistir. hCA-I enzimi,
IBA, Kn ve IAA tarafindan farkli diizeylerde inhibe edilmistir. IBA, Kn ve IAA’in
ICso degerleri sirast ile 54,48, 62,88 ve 78,13 uM olarak bulunmustur. Kullanilan
bilesikler arasinda IBA en giiclii inhibitor olarak davranirken, GA; ise aktivator

olarak fonksiyon gérmiistiir.
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Arastirmamizin 6nemli bulgularindan birisi de GAs, paraoksonaz enzimini
onemli 6l¢iide inhibe ettigi halde hCA-I enziminin bir aktivatdrii olmasidir. Bu
durum enzimlerin ii¢ boyutlu yapisinin ve 6zellikle aktif bolgelerinin konformasyon
farkliligindan  kaynaklanmaktadir. Bu bilesiklerden IAA ve Kn, aspartat
aminotransferaz, fosfo fruktokinaz, laktat dehidrogenaz enzimlerini de 6nemli 6l¢iide
inhibe ettigi literatiirden anlagilmaktadir [90]. Diger yandan IAA, aspartat
tranamilaz, kreatin fosfokinaz enzimlerini inhibe ettigi de literatiirden

anlasilmaktadir [92].

Arastirmamizda kullanilan hCA-II enzimi eritrositlerde ve ozellikle gozde
bulunarak 6nemli fizyolojik fonksiyonu gostermektedir. hCA-II, g6z i¢i sivisinin
olusmasinda ve dolayisi ile goz tansiyonunun kontroliinde kritik bir enzimdir [51].
Bu enzim iizerinde BGD’lerden IBA ve TAA giiclii bir sekilde inhibitoér etkisi
gostermistir. ICsy degerleri sirasi ile 38,05 ve 75,47 uM’dir. Bilesiklerin ICs, dgerleri
ilag olarak kullanilan siilfonamidlere yakin olmasi son derece dikkat ¢ekicidir [50].
Glaucoma hastaligi, yliksek goz i¢i basinciyla ortaya cikarak, doniisiimsiiz korliige
sebep olmaktadir. GOz i¢i basincinin kontroliinde ¢ok 6nemli rolii olan karbonik
anhidrazin inhibisyonu ile glaucomali hastalarin g6z i¢i basinci disiiriilmektedir
[50]. Arastirmamizda GAj3; ve Kn bu enzimin aktivitesini ¢alisilan konsantrasyon
araliginda arttirdig1 tarafimizdan tespit edilmistir. Bu durumun 6zellikle glokom

hastalar1 agisindan ciddi sonuglar dogurabilecek niteliktedir [50].

Yiiksek lisans olarak sunulan bu g¢alismada elde edilen bulgular asagidaki

sekilde 6zetlenebilir:

. Insan  serumundan PON1 enzimi, Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftilamin kimyasal yapisina sahip jel kullanilarak saflastirilmis ve
SDS-PAGE’te tek bant elde edilmistir.

. Insan eritrositlerinden hCA-I ve hCA-II izoenzimleri, Sepharose-4B-
L-tirozin-p-aminobenzensiilfonamid kimyasal yapisina sahip afinite

jeli ile saflastirilmis ve safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmistir.
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Aragtirmamizda kullanilan TAA, GAj;, IBA paraoksonaz enzimini
inhibe ederken, Kn bilesigi ¢alisilan konsantrasyon araliginda aktivite
ettigi saptanmustir.

IBA, Kn ve TAA hCA-I izoenzimini inhibe ederken GAj; bilesiginin
aktive ettigi saptanmistir.

G0z i¢i sivisinin olusumunda gorev yapan hCA-II izoenziminin [50],
GA; ve Kn bilesikleri tarafindan calisilan konsantrasyon araliginda
(Kn i¢in; 12,5-75,0 uM GA; i¢in; 1,44-2,.88 mM) arttirdig
saptanmistir. Bu durumun glokom hastalar1 i¢in son derece ciddi
sonuglar doguracag agiktir.

Son olarak arastirmamizda kullanilan bilesiklerden GA3;, paraoksonaz
enziminin inhibitorii iken karbonik anhidraz izoenzimlerinin (hCA-I

ve hCA-II ) aktivatorii olarak davranmistir.
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