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ö N S ö Z 

Afinite kro~atog ra fi s i , son y ıll a rda enzi m safl a ş t ı r ıl mal arı iç i n 
çok kullanılmaya başl a nan bir ayırma etodudur. Di öer yo ll rl uzun va-
kit a lıcı işleml e r sonucu ger çeklest i r il eb i l en izo lasyon , bu yöntemle kı-
sa bir süre içerisinde , biyo loji k üniteye hemen hiç zar r vermeden yap ıl a ­

bil mektedi . Ara ş t ı rın mızda, daha önceki yayınl -3. ı~d k r şıl a s ı l nl rdan f rk­
lı bir metod kull anarak k rbonik anhidr z enziminin kuvvetli bir inh ibi t örü 
ol an p-amino benzen su l fonamidin C ~1 - s ~ ph ade x 1 e kavalant ba ğ l a n~a sıy l a d eğ i ­

şik bir afinite j eli h az ır l nm ı ştır. 

Dört ana bölümde topl nan bu ça l ı s ma n ı n 11 Gi riS 11 böl ümünde , enzi mler 
ve özellikl e karbonik anhi dr z enzimi ve afi ni t e krom~ tog ra f i si h kk ın d 
b a zı genel bil gil er i n y n ı sı ra konumuzun amac ı i l e il 9ili çıkl m l ar 
y pılmış~ 11 0eneys 1 öl üm:1dc , ku ll a n ıl a n m te ry;ı l ve metodlar ha kk ı nd n 

bil gi ve ril miştir. 11 Deney Sonuçl rı 11 k ıs m ı nda i se, ha zırl a nan afin i t e j e­
lil e ya pıl a n deneyl erin bul gul a rı ve il qi li grafik ler i sunul muş ve bunl ar 
11 Ta rtısma 11 bölümünde değ işi k yön l eriyl e t3 rtışıl mıstır. 
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l . G !RlS 

1 .1 . ENZiMLER VE TARiHÇESi HAKKINDA KISA BiLGi 

Enziml er, me t bolizm ol yl a rında ki kimyasa l rea ksiyonları k ta liı­
l eyen protein ya p ısınd b il eşik l e r olarak tan ıml - n ır. Gü nümüz de biy kimya 
bilim da lınd 3 ençok üzeri nde a ra ştırma yap ıl a n u konu , son yüzyılım ı zın 
ge liş n te kniğ i il s a ğl ı kta n endüs triyel saha lara kad r uygulam a l a nı 
bulmustur(l ,2,3,4,5). 

Enzimlerl e i l ~ ili ilk ç a lısma 1835 yılınd a J.J . Berz l ius ta rafında n 

di staz üzerinde ya ~ılmıs ve enzimin in vivo ol arak nisa stay ı sülfürjk asit­
t n· d ha yüksek bir v rimd h i d ro lizl ed i ğ i 9österilmistir. 1860 yılında L. 
Pas t eur fe rment syon o l ay ı n ın enziml erc yürütül düğün ü deneylerl e isp t et­
mis , bu yüzden enz imler için 11 ferment 11 ter imi ku ll a nılmaya başlanmı ştır . 
1897 yılında E. Buchner m ya hücrelerinden ekstrakte etti qi enziml erin in 
vitro olarak t a fermant asyon o l ayını ge rçek l e ştird i ğ in i oöz l em istır (1) . 

Enzimol oji a l a n ı n da şüphesiz ki en önemli qe lişme 1926 y ılı nda J . B. 
Sumner'in üreaz enzimini 11 Jack be nıı itki sinde n izolasyon sonucu krist 1-
lendi rip, protein y pısın a ol duö unu gbstermes iyl e kJyde ilmiştir. Daha 
sonrala rı J . Nort hrop, 1930-36 y ı ll a rı a rs ı nda pepsin, tripsin ve kimotrip­
sin enzimlerini kristall end irerek Sumner'in b u luşlarını oğ ru l amıstır (1, 
6 ' 7) . 

Bu. ün yak l a ş ık 2000 ka ar enzi m bi linme kted ir . Bunla rrlan ço ğ u ya lnız 
ta nıml a nmış, 200 k rı is s a f l aştırılıp kine t i ğ i ince l enmiştir. Ane k 
ya pıl an gen ha rıta l rı ve hüc re içindeki kimy s 1 rea ksiyonl a r ı n ç eşitli­

l i ğ i d h irçok enzimin k sfed ilmed i:in i göst ermekte ir(2 s3,4 ,5). 
Bugün uygul m d , enz iml er et kili ol dukl rı i l e şikl e rin, y ni subs­

tra t l a r ı n, sonuna 11 
Z

11 eki getiril erek isiml en irilm~kte ir. örn: fosfataz, 
üre z, l ip z , v.b. oihi . F ka t u isi mler enzimleri eksik ta nıml ad ıkl a rı i­
cin U lus l a ra ra sı Biyokimya B irli ğ i tarafın an si stema ti k i r sınıflan ırıl­
m y gi ilmiştir . Her bir enz im için ört rak mlı enzim ko numa ra sı (E .C . ) 
öngörülmüştür. örn : E.C .2.7 . l.l , hekzoki n z enzimi. B u ra~ ki dört r kam en­
zi mi n ka t lizl e i ğ i raaksiyon t ürünü t am ol r k if de etmekte ir (l ,6 ,7). 

Birçok enzim,r ksiyan l a rın ı kata lizl rne k için koenz im a d ı verilen 
or nik bi l esiklere veya Me t al iyo n l a rına i htiy ç uyarl ar . Bunl ar enzim­
l ere li 0and bağ l a rıyı tutunmuş nlup, iyaliz yoluyl a uz kl st ı rıl ilir­
ler . Kcenzime veya me t al iyonuna ağ lı h l ::leki enzi me holoenzim, unl ar .an 
ayrı y lnız pr t ei n k ısmına apoenzim 1 ı ver ilir (1,6). 



2 
1. 2. KARBONiK ANHiDRAZ ENZiMi 

1.2.1. Dağılımı ve fiz yolojik önemi 

Karbonik nhi draz (kartonat hi droliyaz v-ya ka r anat deh idrataz ,E .C. 
4. 2. 1 .1) il k keş fed il en Zn+2 iyonlu meta loenzim ir (R) . !lk rlefa meme lil e­
rin eritrcsitl erin en s f l aş tırıl a n karbonik anhi raz (CA) oenel olarak me­
t abo lik co2 nin transportunu sa ij l ama nın ya n ısır , birçok cokul a r~a H+ ve 
Hco; ın birikiminde e rnl oynam kta ır. Bu okul ar a rasında böb r k, gas trik 
mukoza ve ~öz lensini say ') iliri z. 8un lar n . şka histakimyasal me tod l a rı .; 
tükrük bezl eri , kas l r, ey in , s inir miyelin kıl ıfı , pank reas , prostat ve 
endome trium okul a rı nda ~ CA'a rastl nmış ve unl a rın ba zıl a rı safl ştırı­
l arak iyekimyasal özelli kl ri ince l enmişt i r. n lıkl . rın so lun o ç ve s a l g ı 
o r ga nl a rında, baz ı öcek v ba kteril erde , buklu h yvanl a rın ka uk y p ı mın ­
da , l glerde ve bitkil erin fo t osentetik hücre kl or0p l a stl a rında bu enzimin 
değ i şik roll eri o l du ğ u ayrıca is p tl anmıştır . CA sözü geçen c nlı hücrel e­
rin e çoğu kez sitop lazmada çözünmüş, azen e hüçre mem ran ına z ayıfça bağ ­
l anmış olarak yer lm kta ır (8,9,10 , 11,1 2, 13,1ll ). 

Eritrosit CA 'ı, ok u kılca l rı marl rın a meta olizm ürünü ol an co
2 H2co3•e , a kciğe r pulmona r k pilerde ise H2co

3
'i co

2
•e çevirerek t ersinir 

bir reaksiyonl solunum o l ayınd ye r a lır. Bö k tübüll erind ise, aynı re­
aksiyonl arl a , Na+ ve H2o ge ri emilimini sa- l ar. Di ~e r okular1 .a yine yu ­
k r ı da elirtil en reaksiyonla ya C02 transferini , ya H+ iyonu bi r ikimini 
t emin e erek hücr için cerekli o rta mı mey na oet irir (9, 10, 11 ,15,1 6). 

Bitki klorop l stl rı nd ki CA nzi minin rol ü henüz t m olar k ay ını a ­
tı ı mam kla be raber, fotos ntez l ayının Ca)vi n sik l üsün önemli ir gö r vi 
o l du ğ u tahmin edil mekt ir. Nit kim C ' ı n kuvvetli ir in hib itörü olan aset 
azol mi din (5- setami do- 1 ,3,·1-tiya iazo l 2-sulfon mi ) ynı zaman fot osen­
tez o l ayını a inhi be etmesi bu t hmini estekl eme kte ir( 17,1 8,19). 

CA enzi minin d ğ ılı mı ve omur9 lıl a r aki bilin n veya muhteme l fizyo­
l oj ik roll eri M ren ve C rter ta rafından geniş ol rak an l tıl mıştır(lO,ll) . 

1.2 . 2 . Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik özellikleri 

Ca nlılar a bulunan k r on ik an hi rl raz enzimi 

reaksiyonunu katalizl eme kted ir . Memelile r e, lı u reaks iy nu "yüksek ktiviteli " 
v "d üşük aktiviteli " olarak yürüten iki CA izeenzimi ne r s tl an ıl mışt ır , fa­
kat ayrı ayrı fizyolojik önemleri yd ı n l a tıl am mı şt ı r(q, 10,20,21 ,2 ,25,26) . 
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Bu izoenzimlerin aktiviteleri a ra sında 10 il e 130 misli kadar bir furk var­
d ır. 

Kar . nik anhi raz izoenzimlerinin mem li lerdek i molekül ağ ırlıkl a rı 
30.000, itki kl o rop l a stl a rın n el e edil en ve hekzamerik bir yJp ı y sa­

hi p o l anCA' ı n ise ya kl aş ı k lRO .OOO dalton o l du~ nörülmüs ür (17 , 18, 19). 

Bunun yanısır , insan böb reğ in de hücre za rına Ja ğ lı ve molckül ağ ırl ı kl rı 
66 .000 civarınd olan CA izeenzi mlerine de r stl a nmıstır (30,31) . 

Bir pepti d zinci ri nc!e n i caret memeli enziml ı? riyl e, 6 ltbirim zinciri 
ihtiva eden bitki enziml erin e, her ir zinciri aktif ö l 0e l e rinde 1 li ~a n ba ğ l a rıyl a ağ l a nmıs bir zn+

2 
iyonu bulundurm kt d ır (17 , 18, 19,20 ,30 , 33) . 

K rbonik anhi dr z enzi mlerinin izee lektrik pH 'l rı t ürden türe f rklı­
lık 0östermekte ve ktivitesi il e bir k r l asyo rastl anamamakta ır. Erit 
rosit izeenziml eri için izeelektri k pH, ins nda 7.4 ve 5. 7, atta 10.0 ve 

6.0, sığırda 5.2, omuzda 7. 3 ve 5. 2 ve kö pek b lı ğ ında 4.5 olarak li tera­
türe aeçmistir (23,28,29 , 30) . 

Arnina asit bilesimJeri yönünden henzer l ik 9österen meme li , bakteri ve 
ba lık CA l a rı , yüksek oran prolin, asi ik azik amino sitler ve az mik­
t rda kükürtlü arnina asitl er ihtiva et mek t dir. Bitki CA l a rı ise , unl ra 
nisbeten daha yüksek seviyede sistein t sırl a r (19 , 20 ,25 ,27, 30,33,3 ). 

K r onik anhidr z enziminin co2, Hco; ve H
2
o a ra sın aki rea ksiyonl -

rın y n ısıra, asetal dehit ve enzer il esikl erin hi r rat asyonu ve muhtelif 
esterleri n e hi r.:ı lizini kat lizl ed kl eri ryörül mü stür. Enzimin, "ester z" 
ktiv itesini ort y koy. n u snn ö ze lli ğ i il e , or0.r ni zmarla fizyol ojik _ir 

r0lü olup olma ı ğ ı henüz ilinmemckte0 ir (32, 35,36,37, 18,3Q ). 

CA izoenz iml erin1n en kuvvetli i nh ibitörl eri sulfona~ i d l e rd ir (59). Bu 
b il e şikl e rin özellikl rinin ke şfed il mcsin · n sonra , il açl ar kull n ıl a n 
daha etkili inhi bif"rl er s entezl e nmiştir . Aset zo lami d (Di mox), r: t nkzola­
mid ~ unl a ra örnektir. Tek ue ~e rli k li anyonl rın ~a inhi isyan göster dikl e­
ri b ulunmuş ve sı ~ ır CA 'ı il e yar ıl a n est~ra z tivitesi deneyl erin e ar­
t an etki nliğe _öre F-, cı -, s tat, r - , No; , Hso; , Hco; , Cl O- , ı -,N;, 
SCN-, CNO-, HS-, CN- nyoml rının p-ni t r~ fenil set t hi drolizini inhi e 

ettikl eri oörülmüştür . Ayrıca insa n er itresit enzi mleri de, co
2 

hi dr tasyen 
rea ksiyonl a rı nda P +

2
,A_ +

1
, zn+2,cJ+2 ve Cu+2 0 ır m t al iyonl a rı t a rfından 

inhi be ve H,g+
2

,se+ ve Co+
2 iyonl a rı ta ra fından da ak tive edildikl eri bu­

lunmuştu r (27,40, 1, 42, 43) . 



1.2.3. Karbonik Anhidraz aktivitesi tayin metodları 

Kar oni k anhidraz ak tivi esi nzi min co2 i hi ct r t asyonu, HCO] ı dehidra as­

yonu ve )a z ı esterl er i hidrolizi özellikl erinden y r rl n ıl a r k clirlenmek­
t edi r. 

rea ksiyonunda gö rül düğü çı i t i , o rta m:ı :ıö re (1) co
2 

sıaz ı a ç ı ~] ç ı k kta veya 
+ 

harc nmak t a , (2) H konsantrasyonu artmakt - vey zal ma kt d ı r . (1) c l ay ı 
k ntit t if ol ar manom t rik yr ll rl u t esJit dil e ıi lir. F k t man met rik 
m t odun , reaksiyon pH sının e~ işke n ~ lma s ı , co

2 
nin sud s ınırlı çözünm­

si ve uzun zam n a lm s ı gi _i dezav nt jları va r ~ ır (A5 ,16,50) . (2) o l ayın 
an ya ra rlanıl a r k, b lirli bir pH oüşm si veya yük sel mes i için ~eçe n sü re 

pot ansiyemetrik yoll a vey indikatö rlc hel i rl ne ilir. F kat bu met dun, 

k ıs z m n a lmsı 9i i ' ir v ntaj ı n ın y nı sıra, r aks iyon s ırsın a pH 

n ın de5 işken olması co2 nin su a sınırlı çözü l mesi ve k ull a n ıl n in ika­
törün inhi isyan etkisi qi i lumsuz sonuçl rı d3 v r J ır ( 1 , ı 7 , 3,1 ) . nu 

dezavantajl rı en z düzeye indirmek için sab it pH da t itr syon vey 0.02-
0.05 irimlik pH düşüşünUn in ik t örlü nrt md s pektrnfotcım tre il e ö lçürı 
yap ıl d ı ğ ı h ı zlı kış re ks iyonu (r pi d fl ow reacti on) gi i met odl r enzimin 

Km ve Vmax oi i pa r m trel erinin b ulunma s ı n d kull a n ı l mJk t d ır. Fak t enzi­
min pü rifik syon sam kl rın da ktivite ölçüml er i , qenelli kle ütün aras­
tırmacıl r ta ra fında n , Wi Lu r- Ande rson met oduyl a y p ıl lllJk t ır. u yöntem-

e, co2 hi dr t asyonun a H nın 8.2 en 6. e ~üş ü ş ü için geç n süre rom 

ti ol ma visi indikatörU y r r! ı m ı y l a ulunma kt v t: enz i birimi, nz imsiz co
2 hi dr t asy n süresi (t0 ) il enzimli re ks iyon süreleri (tc) rasın aki 

f rkın t ye bölünmesiyl e el de ed il~~kted ir . Y ni , E.U = (t -t )lt ir. 
c o c c 

Spesifik aktivite ise S.A = [10(t
0
- tc)/ tc] /mq. prot ein formülUnd n hesap l a-

nır (28 ,44). 

Enzimin s ter z Jk tivit si ise , p-nitro feni l set tın hidr0lizin e 
çı ğa ç ıkan p-ni ro fenol miktarının 348 nm . d spektrcmetrik ölçümüyl e t a­

yin e ilmekted ir (26,28 ). 

1 . 3 . AFiNiTE KROMJJTOGRAFiSi HAKKINDA GENEL BiLGi 

Afinite kro at o0r fisi t i r çe ş it adsr rbsiyon krcm t cc r fisi olup, s f ­
l aştırı l m sı ist nen . lekü l vey biyol oj ik ünitenin . "matriks " a ı veril en 

çözünmeyen ir kol on ma es ine kcval ant olarak im hilize e il mis ir ağ l a n­
m il şi~ine (li ~an s, esifik ve t ersinir aö l a n c ı n ı i r t ekn iktir . Bu sa-
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yede, cok yorucu, zor ve az ı hall er e imk an s ı olan irçok ay ırm işl em l e­
ri kıs z man da qe rçek lestirilmekte ve yüks ek ~1 ir verimde inl erc e defa saf­
ı stırıl ıs il eşikl er el de ed il mekt ed ir {55)56,57). 

Gir finite kr~m to~rafisi kol onunun h z ırl nış v cal ış ma sı ş ema tik 
ol arak Sekil 1 de qösterilmisti r. 

1 

3~~ Ci:> + ...... - - ---, 
ı 

mat riks li ga nd 
..,----

1 \ 
+ 2 S --' 

__ bağ l a naca k b il eş ik 

Sekil 1- Afin ite kromatografisi. 1. as makta li qand matrikse k va­
nt b <i lanmakt , 2. d ise safl şt ırıl a cak ., il eşik kolon ads or 'e olup, 

s fsızlıklar akmakta ve son 3. asJma kta d ~ il sik elüe edilmekt dir . 

Afinite kromatoqr fisi ilk defa 1910 yıl ı nda am il a zın , cö z ü nmeyen ni­
ş as tay adsorbsiyonu sonucu,izol syonunda kull nıl mıştır. Fnkat, kov l ant 
olarak li _ a ndları n ağlan r il ece- i d ya nıklı matrisklerin ulunmayısınd n 
u tekn i ğ in yayg ın halde uy9ul anm sı 1967 den sonra rıe rce kl e s e il miştir. G u 

t arihte , primer mina . ru una sah i p b il e şikl erin siyam) romür (CNP r) il e 
ktifl e stirilmiş polisakkarit matriks üzerin koval nt aö l n h il eceği ös­

terilmiştir (55) . Cu ke şiften sonr af inite kr ma to~ rJ fisin en yar rl narak, 
biyospesifik li ~andlarla an tikor lar , az ı t s ıyı c ı prote inl er, enziml er ,nük­
l eik asitl er ve h tta ir t kım hücrel rde çok saf hal de el de ed ilmeye baş­
ı nmıştır (56,57,58). 

Bir afinite kolonunun veri mli ol a ilmesi ıçın {l) matriksinin ıyı 
kış özelliklerine s hip, li gand ba~ l ama ve el ijsy0n işl em l e rine daya nık lı ve 
ak n b ileşiklerle e tkil eşme ya pmayan bir yrı ı d, (2) li r;a nd ın ise~ sorbe e­
deceği b ileşikle 10-

4
-l o-B r1 r sı na d ~ is e n hir afi nitesi olm lı d ır. Cir­

cok iyolojik b il eşikl erin li 0a nd 'ağ l an C ğ ı kt if LÖl ne l eri n ÜÇ 'oyut lu 
ya pıl a rının d rinli leri ndE: cl du!'ju ici n, li cıa nd m tr iksten ir 11 u z a n t ı kolu 11 

(s pacer-arm) ile ell i ir uz klıkt o lma lı d ı r . 8u SJ0 l ndı ğ ı zaman kolonun 

( 1 ) 

{3) 
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ka pasitesi artar. Uzan tı ko lu uzunlu~ u kri t ik ir de~e r olup, kısa kaldı­
ğ ı nda baql nm verimsiz , gere0 inde n uzun o l duğuz man d, hi drofilik ve hi d­
rofob ik ctkil esme lerl e, isten eyen a zı il sikl erin de udsor siyonu r l~ti ­
lir (56,58). Uz ntı kolunun afinite krcm t cg r fisindeki fon ksiyonu Sek il 2 
de sematik ol ar k ,österil iştir. 

1 i rıJ nd 
(i ) 

_,aktif böl 0e 

uza ntı kolu 
( i i ) 

Sekil 2- Uz ntı kolunun ~ finita krom t oo rafisind eki rolU . (i) uzan­
tı kolu o l mad ı ğ ı için h ~ 1 nma zordur . (ii) uz ntı kolu bu lun u9unda n kc­
l ycJ ~ 1 nm olur. 

1 . 4 . KARBONiK ANH.tDRAZ ENZiMiNiN AFiNiTE KROMATOGRAFiSi 

1.4.1. Sulfonamid1er ve Karbonik Anhidr az inhibisgonu 

Karbonik anhidrazın saflastırılm sından yedi yıl sonra aromat ik ve 
heterosiklik sulfonamidlerin kuvvetli inhibitör oldukları bulunmustur(59) . 
u b il e şikl e rin CA' a bağ l nm ış hali X -ı sını krist ll ogr fisi i le incelenme­

si sonucu su lfonamid grubunun, hem azot, hem de i ki oksij n tomundan bir 
tanesinin Zn+

2 
iyonu pri merkoor in syon küresi içinde yer rı ldı ğ ı qöstGril­

mistir (60 ,61) . BugUne ka r arom tik sulfon mi dler in CA' b ğ l a nma dere­
celerin de h lkanın rolU t amum n ç ı ğ çık rı l mamıstır {62). Fakat lifatik 
sulfon midl erin çok z yıf inhi bisyon e tkil erinin olm sı roma tik gruhun 
önemin i gösterm ktedir. 

Aroma tik v het rosiklik sulfonamidler in i nhibisyon sab i tleri (K;) , 
yan i afinite de receleri 1 10-5 il e 10-8 f·t r sınd :ı deıj ismektedir . Bu s it­

lerin izeenzi mler iç in f rk lı,pH il e değ işke n olm sı (örn: sulf nil am idin 
pH=B .O de HCAB içi n Ki=2 xl 0-s , HCAC için Sxl0 -6) v değ işik t k değe rlikli 
nyonl rın bu izoenzi mlere bağ l nma s bitl erinin bilinip, bu anyon l rın ay­

nı akt if bö lge için sulfon midlerl e yarış ma i çinde _ ulunması, u b il eşikl e ­
rin idea l li 0and örevi ya h il ecek l ~ rini qösterme ktedi r (9,20). 

CA ın aktif böl gesi glo ül er prot ein yapısın ınl2-1 5 ~ rle rinli ~ i nde 
o l duğu X-ısınl rı krist ll eg rafisi il e belirlenmistir (60,El) . Gu du rumd , 
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ha zırl a nacak finite ko l onun , elirtil en de ri nli§e eris il ecek uzunl uk-
t a bir uzantı kolu ğl anm lı dı r. Bu ko lun uzun l u ğunun y nı sıra , kimyas a l 
yapısının da enzimin dsorbsiyonunda et kili oldukl rı ,a raştırmacıl a r tara ­
fından elirti l mektedir {60 ,61). Ayrıca sulfon midlerin Zn+2 iyonu uzak l s­
tırılmıs apo karbonik anh idraza bağ l nma afiniteleri birkaç indef az l ma k­
tad ı r. Bu özel li kten f yd l anarak, sulfonami d l i gand ı ta kı lı afinite kol onu 
il e akti f hal deki CA, apo CA da n ayrıl bilir (2 ,58,63,64) . 

1.4.2 . 6nceden yapılmış olan çalışmalar 

CA ın afinite krom t og rafisi i l k efa (i) 1972 yılılnda Falkbring ve 
ark adası rı ta ra fından erçek lestiri l mist i r. D h sonra (ii) 197 yı lında 
l~h itney "i n, (iii) 1975 yılında l~istr nd ve arkad sl a rının, (iv) aynı yıl 
Os be rne ve Tashi an'ın , (v) 1976 yılında Champa9nol 'un , (vi) 1977 de Khalifah 
ve arkadaşlarının ve (vii) 1980 yılında yine Wistrand ve arkad slarının ça­
lışma l a rı görülmektedir. (v) nolu ara stır cı d ısın a d i ğe rleri li ga nd ol -
rak benzen sulfonami t ürevl eri , (v) nolu ise 2- amino-1 ,3 ,4-tiya iazol-5-
sulfonami d kull nmı sl rdır (65,66,67, 68,69,70,95) . Bu ça lış ~ l arda ma trik­
se ta kı l an li and ve uz n tı ko ll arı ile k o l o nl arın kapasiteleri Ta .l o ı rle 
gösterilmi ştir. 

T bl oda n örül ü ğü o, i bi bitki CA sı d ışın da li _ and ol arak enzen sul ­
fon mid türevl eri kull anıl mıştır . Çünkü, bi tki CA sı benz en su l fonami l eri 
t ra fınd n çok az inhi be edil mektedir . Yin t a l ada uza ntı koluna s hip a­
finite k o lanı rın ı n yüksek kapas iteye sahip ol ukları gö rülmekte ir. tat ­
rikse ta kıl an uzantı koll r ı n ı n f rklı f rklı lm sı a ikk ti çekmekte­
dir . Ayr ı ca ko l on l a rın, çok ~eğ işi k orjinli CA l a rın izolasyonun a kull a­
nıl mas ı, metodun geniş bir uygul ma a l an ın a sahi po l d uğunu gös termektedir . 

1. 5 . ARAŞTIRMANIN AMA CI 

Bu çal ı smad , k rbonik nhi draz enz imin in afinite kromat ~ r fisi 
il e saf l st ırıl m sınd aha öncek i ara ştırma cılarda n f rklı bir meto 1 , 
yüksek verimli bir afinite j eli sentezl emek isted ik. 

Böl üm 1. 'te ay rıntılı şekil e a nl a tıl d ı ö ı gi i, kol n kar onik 
anhi draz aq l anmasın ja ."uza ntı kolu" nun büyük rol ü va r d ır. Bu kolun uzun ­
lu ğ u il e eraeer , kimY sal ya ısı da nzim a sorbsiyonunu etki l emekted ir. 
Bun da n o l ayı T bl o 1 e ~ö rül •j ü<'jü çi i ar st ı rrwıcıl r k r.onik anhi ci r z 

finite kroma t og r fisinde • e~ isik uzantı k o ll a rı kulla nmışl a rrl ır. Arastır­
mamı zda uzunluk ve kimy s 1 yap ı yönUnd n bu ab loda kil er en f~ rklı ir u-



Tab1o 1- önceden yJp ı l a n ça l ı şma l ~ r1a matrikse tak ıl a n ligand ve uzantı ko ll a rı ile b ~ k o l onl a r ı n 
kapasiteleri 

No Ma triks Li gand Uzan tı kc.lu CA kapasitesi Li gand ı n Uyg ul a n d ı ğ ı can-
mg./ml . jel bağ . rea k. l ı ve dokul ar 

i Sephadex G-150 p- amino benzen Yok 3-4 CNBr ak - !nsan eritrosit , 
Sepha rose 2L,48,60 sulfonami d tifl e şti- ba kter i 

ril mesi 
ii Sepha rose 48 p-ami nometil ben- Yok <5 CN8 r ak- !nsan eritrosit 

zen sulfonamid tifl eş ti- izeenzimleri 
1 rilmes i 

ii i Sepharose 68 p-amino ~en zen QH 
sulfonam id - CH2 CHCH20(C~2 ) 4 0~H2 8~ lirtil me - ok s~ra n ins an höb rek 

-H CHCOH mış a~t~fl e ş~ 
2 tırıl me sı 

iv CM- seph3dex C-50 p-amino ~enzen m-NH2 ( c6 H4 ) NHCOCH~ - 17-23 ~a ~bod i- ins~n, maymun, 
sulfonamı d - ımı d ak- ked ı ve ko pe k 

tifl esti- eritrositleri 
ril mesi 

v s~pharos~ -H; 2 -a~·ino-ı ~3, ;- tı- NH2cn2(cHi:)4CJOH 8~ lirtilme- uy_nı b 1 tk i _,fotose~ te-
ya~ ı a zo l -5-sulfon- NH CH (C H ) COOH mıs tık hucrel e rı 
amı c 2 2 2 9 

vi CM-r i o-Ge l A p-aminometil 8en-
zen sulfonami d -CH2CONHCH2- 15- 20 aynı insa n eritrosit 

vi i (i ii ) il e aynı (iii) il e ayn ı ~ ( i i i) il e aynı sı q ır 9öz lcns i 
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z ntı kolu d ne eyi dls Un U . 

Li g n ın matriks kov l ant ba~ l anm s ında , CNG r ve kar tod iimirl ak-
tivasyonu, 
cisi il e 

n çok kull nıl an met odl ar ır. Birincisi il e ir ester, ikin­
ir ami d baQ ı olusmakt 1 ır. CNB r il e h z ırl anmı s . i r afinite 

jeli, kar onik anh idraz enziminin kromat or r f isi s n as ın , yine bu enz im 
t ra fın c a n ester b ğ ını n hi rolizl nm s i s nucu, ver imi ni üyük ölç··de kay-
etmekte ir. Kar ad ii mi met orluyl f inite j elinin s t ezl enmesi sır sın 

kolon maddesi ol n polis kkarit m t riks, pH 1 c i v ) r ınd 1y kl sık 2~ s a ~ t 

müdde tle ka rıstırı lm ktad ır. Gu işl em j elin fiziks el yap ısını bUyük~ çi. _e 
ozm kt ve sonuç ol r k hazırl a n n knl onun a k ı ş özellikl eri olumsuz yön~e 

etkilenmekted ir. ra stı rmamızd , aha önce ~n enz im im . ı i liza syon un~ ve 
pepti sentezl erinde kull nılan CEDO il e kovalant b 01 nmay ı t min etm k is ­
te i k. ÇünkU bu b il eşik il reaksiyon iki saa t için~e ve ~ ir mid a~ ı olus ­
turark sonuçl an kt ı ır. Daha sonra sentezl enen j ·lin raz ı kromat ~ r fik · 
özellikl erini ar stırmayı ve eğ i şik orijinli kar onik nhi draz enziml eri­
nin s fl a stırıl ma s ı nda ne .erece yar rlı ol il eeecini 1ortaya koymay ı ~ ç­
ı d ık. 



2 . D E N E Y S E l 5 ö l O ~ 1 

2 . 1 . KULLANILAN KiMYASA L MADDE VE MALZEMELER 

Ara şt ı rın mız a kull an ıl an Ct1- ph x-C50, DE E-Sepha0ex-f 50,S p-
h d x-G25 , piri din- 2,6- rJ ik rLuksi l i k as it , monyum ~e rsulf t . Ami 1o-tı l a ck, 

brom fene l mavisi, p-nitrofenil set at , sn yum zü r ve rl iy~liz t~ rb l a rı 

"Sigma Chemical comp." (ABD) rlen ; so1yum kl rür , sorlyum sülfat , sodyum nit­
rit, p tasyum tiyosi yanür , ro tasyum iyrdür , so~yum h' droksit, hi rl rokl orik 
sit , sülfürik sit, çinkG sülfat, kl ornform, cti l alkcl, aset on, sodyum i ­

kar anat, so yum kar on t , so yum ~ a rb ita l, l-tirr zi n, sukroz ve h0rik a­
sit "E.Merck AG"(B . Almanya) den; t ris {hi .lroksimetil) arnina me n, t rom tirnal 
m vi s i , sodyum si tr t ve sitrik as i t "Fisher scientific Comp" (ABD) en ; 
ekst roz "Difco Lab . " (ABD) den; Cyanocı um- •1 1 ve TE ED (N,N,!J' ,N'- t tram ­

til etil en iamin) "E.C . Appar atus corp . " (ABD) den; N-etr ks i ar. nil-2-
et oksi- 1,2-dihi rakinalin (EEDQ) "A ldrich comp . " (ABD) ve "Sigma",'ABD) cen; 

5-aset mi -1,3, ~- tiya i azol -2-sulfon mi d ( s etazo l ami ~ ) ve p-amino benzen 
sulfon mi d (sulfanil mid) il aç firma l n rın d n sa l a n d ı. Ounl Jrd n ynlnız sul­
fanil mi es t il e sudc iki efa kristcll n iril ikt n sonr , d i ~erl e ri e 
ayn n kull a n ı l d ı . Ca zıl a rı nalitik , . zıl rı reaktif saflıkt ol an mad­
del eri mizin çözel til eri t amame n di destil e su il e h zırl and ı ve kullan ı l a n 

c m mJ lz me l erin tümü di destil e su il e yık nd ı. 

2 . 2 . YARARLANILAN ALET VE CiHAZLAR 

C lı s m ı z oyunca a şağıda z ı özelli kler i e v ril en l et ve cih z-
l ar n fayda l and ı k . 

Hass s te razi : Mettl er H-10 CH 8606 r reifence, Zürich 
pH metre: 8eckman, Expanded scal e , model SS-2 
Manyetik kar ıştırıcı: Jum o ! a~netic Stirrer 
Santr ifüj: IEC, Mode l CL 
Yüksek devirli -s ağu tmalı s ntrifüj: IEC, Model R-20 
Aspi ratö r : Perkin-El me r Conp . ~ ode l 6- 706 Pump assem. ly 
Vak um pompa s ı : Dist0- rump, Mo el 1399, We lch Sci . Co. 
Cuz k ı rıcıs ı : I ce- 0- ~1a tic , Riv 1 
Karışt ırıcı: Vortex-Geni e , Mode l K-550 GE 
Diya l izatör: tki yrı h a cımda (2 v O lt.) Oxford Multi el e d i ~ lyzer 

Gr dient k r ı stırıcı : Grad ient Mixer G1-l Pharm ci 
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Fraksiyon top l ayıcısı: Fracti on ccll ector , Drop countin unit, J .0. 
Instrument. Co. 

Spektro fot ome tre: 8ec kman DU-2 spectrophotomete r 
t omik Ab sor siyon spektrofot ometresi : Perki n-El er 107, Zn Hal l aw 

Cathod LamD, Ty e D/Zn 

Homojen izatör : VirTis, type- Su r 30 
Otomatik titrasyon cihazı : Automatic Titrimetcr , M del 36, Fi sher 

Scientitic Co. 

Cam el ektro : Beckman Glass Electro e, pH 0-14;-5°-l00°C 
Jel elektroforez takımı: Electrophor esis App .GE- . Ph rmacia 
Güç kaynağı: Titan Power Supply , He l ~ na La . 

Kromato. rafi Kolon ı rı : 4x60cm ve 0,9x75cm oyutl a rı ndaki kcl onl ar 
Corning Glassware ; 3x75cm ve 1 ,5x75cm boyutl rı n aki kol onlar Fisher Scien­
tific Co. 

2. 3 . METODLAR 

Çalışmamı z a, enzim ihtiva eden çöze ltil erl e yap ıl a n ütün işl em­

l er dev mlı olarak 2°C sıcaklıkta tutul an s uğuk odada ~e rçek l e stiril d i. 
İleri deki bölümlerde a nl a tıl a n eney metodl .ır ı i çin aksi belirtil med ikçe 
sıcaklık 2°C olarak a lır.ma lı ır. 
2.3 . 1 . Prote in tayini 

Krnm to çı ra fi işl em l eri esn sında cı lınan ütün fraksiyonların 280nm. 
e abso ansıarı (O. D) okunarak k lit tif p ı- t ein t ayini y rn l d ı . Prote in­

l er yapıl a rındak i tri pt ofan ve tirazinden do l ayı u da l cıa boyun da maks imum 
absor ans ~ österir1 e r (71) . 

Kantitatif prot ein tay inl eri nde Lowry me t od u uygul a n d ı (72). K r, o­
nik anhi draz miktarl a rı ise enzimlerin 280nr1. rleki eks tinksiyon kats yıları 
kull a nıl ara k bul un u. Cu kats ay ıl a r fiCA iç · n A~ 1 =16 .3, HC C için 18.7 ve 
8C için 19.0 değe rinde ·r (73). Curada A%1

1 se~m~lü, 100 ml. çöz lti 1e 
c n ı. 

l g. enzimin lcm. lik ısı k yolunda ki optik dt nsitesi dir. 

2.3.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini 

2.3 . 2 . 1 . co2 hidrataz aktivitasi 

Ça lışmal a rı mız oyunca eli mizdek i örnek ve fr ksiyonl arda CA ak tivi ­
tesi, Rickli ve arka a sı a rı t ar fındcın modifiye e il en Wil bu r -Ande rson me ­
t cduyl a elirl end i {28, 4). Gu me t o prensi rol rak co2 in hidratasyonu so­
nucu açı ğa çıkan ı-ı+ iyonun1an olayı pH ak i e~ is menin f) rom timol mav isi 
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indikatörü il e elirl eni ~ geçen süren i n ölçül me si ne ayanmaktadır. 

5urada uygul anan prose ür ş öy l e i i: pH sı 8,2 nlan 0.025 H Veranal 
t nponundan 2m1., % 0.04 l ük ro~ tirnal mavisi çözel tisin en 0.2ml. k a rış ­

tırıldı ve bu k arışı ma enzi m çözelti s inden 0.8ml. ve 0°C rla dayurul muş co2 
çöze ltisin en 2ml . il ave e il di . co2 çözeltisi katıldı ğ ı anda n iti baren in­
dikatörün mavi re n g inins a rımsı yeşil ~ d önüş me si (pH=6.3) ıçın aeçen süre 
belirlendi (tc). Aynı süre enzim o lmaksı z ınd tesbi t edil i (t

0
) . Ouradan 

1 Wil bur- Anderson Enzim nirimi =(t
0
-tc)/tc formül ünden bulundu. Reaksiyo­

na sokul an enzi m mikta rı t~ 2n san. civa rınd ol acak sekil de ay rl an ı. 
Ou deneylerde kull anılan (l) 0.025 M Veranal tam onu, o.n25 mal sod­

yum ar italin 950ml. suda çözülü , pH 8.2 ye kad r 0 .1 N NCl il e titrasyo­
nund n sonra ı lt.ye tamam ı nma sıyl a; (2) co2 çözeltisi , kull a n ıl mada n önce 
0°C d suyun bir s t müd etl e co2 gazına doyurul ma sıyl a ; ve (3) %0.0 l ük 
brom ti mol mavisi çözeltisi , O.l g. indikat örün 16 ı. 0.01 N Na OH da çözül ­
dükten sonra suyl a 250m1 . ye t amaml anm sıyl a h zırl and ı ( 28,44 ,7 ~ ). 

Bu meto, hızsa itl e rinin t yini i çin uygun ol mamakl a . irlikte ,saf­
l aştırm esnasında CA ktivitesinin k litatif ol arak belirl enmesinde

1
heme n 

hemen bütün araştırmacıl a r ta ra fınd n kull anıl mıştır. Ç lısma l rı mı z boyun ­
c enzim çözeltil eri ve k lan fr ksi yenl a rın a aktivit t ayini u yoll ya­
pıldı. 

2. 3 .2.2. Estera z ak t ivitesi 

Karbonik a nhidrazı n steraz aktivitesi ~-n i tro fenil a se ta tın hi dro­
lizlenen mikta rının t ayini il e ulundu. Apo CA ve Zn+2 il e tekr r aktive 
ed i lmiş enzimin aktiviteleri u yoll a b lirl endi . 

Metod 1 prensi p olarak, rea ksiyon k rısı mının üç da kika sonunda Y18nm. 
deki ab s orhansının artm sınd n, p-nitrofen il set tın hi drolizl enme si so­
nucu o luş n p-ni trofenol kons ntıra syonunun )ulunması n a dayanır. 3 , nm. , 
p-nitrofenol ve p-nitrofenolat iyon unun i zosbestik , y ni her i kisini n de 
aynı abzorb nsı verdikl eri da l qa boyudur. p-nitrofenol ün molar ekstinks i ­
yon ka tsayısı e348nm=5. 4xl 03 ~1- 1 cm-l dir. Ou dalga boyund r-ni t rcfenil ase­
tat ı n çok az bir absor siyonu v a rd ır ve E=O. x ı o 3 M- l cm: 1 dir. E~er ~ lçüm­
ler ı cm. lik küvetl erl e y p ılırsa 318nm. de ki sorbans a rtısı e ş e ~ö l ü n­

mek le hi drol izl enen p-nitrofenil aset at mikta rı mili mol ar cinsin en ulunur. 
Reaksiyon denkl emi şöyl ed i r : 

o 
p-N02(C6H )OfCH3+H20 + p- N02(C6Hf )OH+CH

3
COOH 
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Feno l grup l ar ı asidik ol uğu ıçın, o rtamın pH sına göre değ ise n oranda fe­
nolat ve H+ iyanı a rına ayrısır . 348nm. e p-nitrofenol ve p-nitrofeno lat i­
yonunun absor ansı a rı okunab il d i ğ i için opti k da nsitel er oH ya b9ğ ı mlı de­
ğ ildir (33,38) . Ak tivi te ölçümlerinde su r rosedür t aki p ed il di: 

p-nitrofenil aset t substrat çözelt i s i günl ük ol rak h a zırl a n d ı. 2 7.2 
mg . ester 1 ml. set on içinde çözüldü ve yüksek hı~ ak rıstırıl a n r,gml.su­
ya yavas yavas il ave ed il di. El de ej il en çöze lti 3 mM olup, da ha de risi ğ ini 
hazırl a mak esteri n sı n ırlı çözünürl üğü sebebiyl e mümkün değ il ir. Aset on 
d i ğe r organik çözücül ere nisbet en hi droliz reaksiyonunu en az inhi .· e en 
solvent o l d uğ u için seçil di (38) . Rea ks iyon pH 7. 5 t a, 0.05 M Tris -50

1 
çö­

zeltisiyle tamponl an ı. 

3 ml. lik reaksiyon küvetine ı .5 ml. tamponl anmıs enzim çözeltisi 
ve 1.5 ml. su str t konulma sında n 3 da k. sonra, 25°C d , absor ansı okun­
du. Spektrome tre daha önceden enzimsiz re ksiyon k a rısı mının 3 da k. sonun­

ki ab s o rbansı ile s ı fıra ay rland ı. Gu sure te 3 ak. içinde esterin ken­
di ken i ne hidroliz lenen kısm ı için düzeltme y p ılmı s oldu. Reaksiyonda 
parça l nan ster mik tar ı söyl e hes ar l a n d ı: 

S. xıo3 - . 4xıo 3= 5 . 0xlo3 M- 1cm- 1(p-nitrofenol ün göz l enen E si) 

p-nitrofenol miktarı=~=~ xıo- 3 M/3 da k. = ~ ( O . D) mM 
5.0xl0 · 5.0 

2 . 3.3 . Tampon çöze l t il erinin ha zırlanması 

Kromat og rafi isı eml e ri esna sında çesi t l i Tris tamponl a rı kull a nıl ı. 
Bunlar da n yalnız iki t anesi h a zırl a nısı i ~e rl e rine örnek ol r k anl a ıl -
caktır . 

(i) 0.05 M Tri s-HCl tampanu pH=8.7 

6.05 7 g.(0.05 mol) Tris ta rtıl d ı ve 950 ml. sud çözü l ü. 1 N HCl 
il e pH=8.7 ye titre e il dikten son ra suyl a 1 lt. ye t am ml a n d ı . 

(ii) O. 1 Tris-504/0. 2 M Na25od t amponu oH=9.0 

12.11 g. Tris {0.1 mal) ve 28.4 g. Na
2

so
1 

(0.2 mol) 
1
950 ml. su a 

çözül dü. ı N H2so4 il e pH~9 . 0 a ka r titre ed ili p
1
suyl a 1 l t . ye tamaml an ı. 

2 . 3 . 4 . Çözeltilerdeki enzimin konsantre edilmesi 

Denemelerimiz sıra s ı n da büyük h cı m lı enzi m çözeltil rinin . h a cı m ı rı ­
nı azaltmak, bir baska anl amda enzi m konsantrasyonunu a rt ırmak içi n Sepha ex 
maddesinin su absorbsiyonu öze lli ğ in en ya ra rl ~ nıl d ı . 
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Konsantre edilmesi gereken enzim ç0zeltisine istenilen hacmı sağla­

yacak miktarda Sephadex-G25 kuru jelinden ilave edildi. üretici firma ta­
rafından bildirildini gibi , kendi hacmının 5-6 mis li ka dar su absarbe eden 
bu bileşiğin gözeneklerine1 molekül a : ırıı-ı 5800 üzerinde olan pept id zin­
cirleri girememektedir. En zim çözeltisi nden jel , Buchne r hunisi il c süzü­
lerek uzaklaştırıldı ve bol su ve asetonla yıkandıkte n sonra etüvdc J00°-
1200C sıcaklıkta kurutuldu. Kuru j el il eridek i denemelerde yine kullanıldı . 

Enzim çözeltilerinin konsantre edilmesinde uygulanan bir diqer me ­
tod da, diyaliz torbasına do ldurulan çöze ltinin kristal sukroz içine konu­
lup, suyunun difüzyon yoluyl d ış a rıya çıkması sonucu ha cmın a zaltıl ma sıy­
d ı. Bu yolla h cmı 3-4 kez a za ltılan enzim çözeltisi 

1 
estil e suya ka rşı 

diyalizl enerek şeker en a rıtıldı (19,79). 

2 .3.5. Poliakrilamid disk j el elektroforezi 

Poli akril amid j e l elektroforezi, proteinl eri
1

mol ekül ağ ırlıklarına, 
elektriksel yüküne ve üç boyutlu sekill erine ·· re ayıra n bir t ekniktir(78, 
80,81,82,83,84). Bu meto la enzimlerin saflı ğ ı kontrol e ilebil di9i gibi, 
mo lekül ağ ırlıkları ve alt birim s ayısı a be lirl eneb ilir. 

Jel, akrilamidin,çapraz b ğlayıcı ol r k kull a nıl an N,N-metil en bi s 
akrilamid tarafından polimerizc ed ilmesiyl e h a z ı rl a nır. Bu reaksiyon, fo­
tokatalizör etkisi olan riboflavin-N,N,N' ,N '-tetr me til etilen di min 

(TEMED) veya amonyum pers~lf t-TEMED ka rısıml a rı t r3fından katalizl enir. 
Calısmalarımızda disk jel e lek trofozezi D vies metoduna gö re yapıl­

d ı ve% 7.5 luk poli krilamid j eli ku ll nıl d ı (84 ). Je1 in h a zırl a nısı E.C. 
Apparatus Corporation kata l oğuna göre ve Cy nagum-41 i le yap ıl ı (85). 
Cyanagum-41 % 95 akrilamid ve % 5 bisakril amid ka rışımıdır. 

Jel tamponu olarak kullanılan 0.034 M bo rat çözeltisi, 2.11 g. bo­
rik asitin 800 ml . suda çözülüp, 2 M Na OH il e pH sı 9.0 a qe tiril ~ ikten son­
r su ile bir lt. ye t mamlanarak, elektrod tamponu ol n 0.34 M borat çözel­
tisi ise 21.1 g. borik asitin 800 ml. sud çözü lüp, 2 M Na OH il e pH sı 9.0 a 
y rlanıp, hacmı su il e 1 lt. ye ge tirilerek hazırland ı. 

Jel için üç ayrı çözelti yapıl d ı: 1. çözelti 15 a. Cy noqum-41, 2. 
çözelti 0. 23 ml. TEMED ve 3. çözelti ise 0.6 g. amonyum pe rsülfa tın jel tarn­
ponuyl a 100 ml.ye t am ml nm sı sonucu el e ed il rl i. 

2 hacım 1., 1 h a cım 2. ve 1 hacım da 3. çözeltil erden haz ırl a na n ka rı ­
sım, 0.6x7 cm. lik tü plere üsten 1 cm. boşluk k5 lıncaya kada r do l du rul du.Düz­
gün bir jel yüzeyi s ğ l ama k için 0.5 ml. s f su jelc ka rıstırıl ma an enjek-
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törle il ave edildi ve ~oli merizasyon için UV l ambas ı a l tında 15 ak. tutul­
du. Daha sonra Usteki su süz eç kağı d ına emd iril erek lınd ı . Tüplere uygu~ 
l n n örnek, % 5 lik sukroz çöze ltisinden 0.7 ml . • % 0.05 lik brom fenol ma­
visinden (öncül b il e şik) 0 .1 ml. ve enzim çöze ltisinden 0.2 ml. karıştırıl -
r k hazırlandı ve bu ka rış .ımda n 0.2 ml. po limerleşmiş j lin üzerine konul u. 
% 5 lik sukroz çözeltisi s yesinde e l e ktr~d t amponund n aha yoğun ir ortam 
o luşturulmuş ve enzimin tampon içerisine dağ ılması önl enmiş ol du. 

Elektroforez işlemi tü p ba şına 2 mA ile b şl a tıl ı ve örne ğin tamamen 
jel e girmesinden sonra a kım 5 mA e çıka rıl ı. öncül b il e ş ik brom fe nol mav i ­
si anod ucuna 3 mm . y k laşıncaya ka ar a k ım verilmeye de vam ed il di . Da h son­
rd j ell er tüpt n dikk tle çı arılar k % 7 lik aseti k asit çözeltisinde % 1 
li k Ami do Black protein boyasında bir s t tutuldu . Boyanan je ll er t ekrar tü r ­
l ere sokuldu ve% 7 lik setik sit çözel t isi içinde ve a k ı m ın yönü değ işti­

rilerek tüp başına 5 mA akım ltı nda elektroforez uygul andı. Bu işl em sonucun­
da boyanan protein a ntl a rı d ışında ki f zl boy uza kl a ş tırıldı. Je ller % 7 
lik asetik asit çözeltisi içinde ve soğ uk ta s kl andı ( 8~ , 85 ,86). 

Bazı jellerde CA ktivitesi gösteren bantl rda belirl endi. Bun un i­
çin, boy m işl eminden önce jel t el il e ikiye ya rıl d ı. Bir ya rısı oya tü­
püne konularak boyandı ve d i ~e r ya rısı da aktivite t ayi ni için ayrıl d ı. CA 
aktivitesi veren bantlar söyl e elirl endi: 

0.025 M Veranal tamponuna (pH=8.2) % 0.1 lik brom tirnal ma visi çö­
zeltisine a tırılmış süzgeç ka: ı d ı jeli n üze rine örtül dü. 5 k. içinde ma­
viye oyanan jele co2 9a zı püskürtülerek, enzim ulun n öl 9eler renq in sa­
rıms ı yeşile dönmesiyle t ayin edil di. Bu ıö l ge l e r jelin ,oy nan i ğe r ya rı­

sındaki prot ein antlarıyl a k arsıl ştırıl d ı. 

Çalışmamızda , po li akrilami d disk jel elektroforezi ayrılan izoenzi m­
lerin s flık kontrolünde ve henüz s fl ştırılmamış enzimce zen gin çözelt i 

ntl arında CA aktivitesi veren bö l~e l e rin elirl enmesinde kull a nıl ı. El e 
edil en jellerin fotoğr fl a rı 1 k ontro l ü yapıl a n e lüsyo nl a rın grafikleriyl e be­
rabe r 3. ölümde gösteril i. 

2.3.6. Afinite jelinin hazırlanması 

finite kolonu jelinin sentezlenmesi prose ürlerine ~eçmede n önce , 
metodumuzda oerçe kleştiril en reaksiyonl r 1 a çık fo rmülleriyl e 1 a s a~ ı da veril­
miştir . 

ı- C1-Se, h ex'in a k tifleştirilmesi 



lf 

ct1 Sephadex 

l~ 
Aktifl eşmis mat risk Kinelin 

2- Aktifleşmis matrikse L- tirozin ta kılması 

+ 

~ OHH n 
- CH C- N-C-CH- . ~OH 2 1 2 

COOH --

CM Sephadex - L-tirozin 

H 
NH2~-CH2 

COOH 
L-t irozin 

3- Sulf nilami din dia zol a nıp , k ene tl enmesi 

OH 

o (pH=9.5,+5 C) 

O 
(CM Sephadex- L-t i roz in) 

+ -NH
2
so

2 
N
2

Cl ------?· 
(pH= ..- .5) 

Sul fa ni ı ami d 

S02NH2 
Sulfan il mi kene tl enmıs je lin son durumu 
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2 . 3.6.1 . CM Sephadex'in EEDQ il e aktifl eştiri lmesi 

Y pısın a ser est karboksil nrubu bulunduran polisakkaritlerin N­
et oksi kar onil-2-et oksi-1 ,2-dihi drokinolin (EEDQ) il e a ktifl e şti rilmesi 

ilk kez 1974 yılınd ,enziml erin serbest amino uç ve q ru p l a rında n immob ili­
zasyonu amacıyla ~erçe kl 2 stiril i (75). Aynı metod ta rafı mız da n L-tirozi­
nin CM Sephade~ı e kavalant a ~ l anma sınd kull nıl d ı. CM Sephadex, 1 ~ . ku­
ru ağırlı ğında 4.5±0.5 mmol serbest karbaksil gru u ihtiva eden, ekstran 
yapısında bir p l i sakkarittir. 

Aktifl es tirme su şekil de yap ıl ı: 1 .Og . CM Sephadex -C50 , 50 ml. 
% 10 luk aset on çözeltisine konul arak iki 0ün süre ile 2°C da sismeye b ı­
ra kıl d ı. Oahe sonra tuzlu uz yard ımıyı -5°C a scgutul an jelin pH sı ~O .SN 
HCl ile 4.0 e ayarland ı. 1.5 g. EEOQ nun (6 .1 mmol) 15 ml . % 20 lik aseton­
daki çözeltisi daml a daml a,devamlı karıştırılan j el süspansiyonuna il ave 
edil di. Ou esnada pH daki yükselme,Otom tik Titrasyon Ciha zında 0.5N HCl 
eklenmesiyle engellenerek, 4.0 te sabi t tutuldu . Reaksiyon 20-30 da kikada 
t amamlan ıktan sonra pH, erisik HCl il e 1. 0 e düşürül dü ve tepki meye gir­
memis olan EEOQ nin pa rça lanması için 90 saniye kadar bekletil di. D rhal 
Ouchne r hunisine a l ı n a rak süzül en j el 1 -5°C daki 250 ml. % 10 luk aset on i­
çinde 0.1 N HCl çözeltisiyl e y ı ka n d ı. Böyl ece aktiflestiril en CM Sephadex 
hiç bekletilmeden L-tirozin çözeltis iyle kar ı şt ı rı l arak baal anm s ğland ı 

(75,76). 

2.3.6 . 2. L-tirojinin CM Sephadex' e bağlanması 

1.0 g. L-tirozin (5.5 mmol) pH sı NaOH il e 9.5 a ayarı nmış 100 ml . 
0.1 NaHC0 3 çözeltisinde çözüldü. Aktifl estirilmis CM Sephadex ile birles-
tiri l di . En yavaş tempod ka rıştırılan sus p nsiyondan , bağ l nma derecesini 
ögrenmek için, her 15 d kikade ,içinde jel bulunmayan 0.2 ml . örnek a lındı 
ve 1 M NaOH çözelti siyle 20 ml. ye tamamlanarak 293.5 nm . dea sorbans be­
lirlendi (71) . 90. dakikadan sonra bu absorbansl arda önemli ir değ işme ol­
madığından, a ğ l a nma reaksiyonu süresi 90 dak. ol arak a lınd ı. Bağ lana n L-ti­
rozin mikt rı ş öyle hesaplandı: 

(0.0)
0
=reaksiyon öncesi çözeltinin a s orbansı 

(O.D) 90=90.dakikadaki a sorbans 

[(0.0)
0

- (0 .0)90]/(0 .0)
0
= ağ lanan L-tirozin ora nı 

mal L-tirozin / g. kuru jel =( ba ğlanan L-tirozin o ranı)(l .0)/1 81 
L-tirozinin molekül a ğ ırlı ğ ı 181 dir. 
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Daha sonra j el , Guc hn r hunisine a lına rak bo l mi kt arda des tile su 

ile yıkandı. 

2 .3.6.3. Sulfanilamidin kene tlenmesi 

0. 350 g. sulfanilamid 30 ml. 1.5 M HCl de çözüldü ve 0.95 ~ · NaN0
2 

in 1 20 ml. sudaki çözeltisi daml a d ml a i l ~ ve ed ildi . Ka rısı rnı n sıca kl ı ö ı tuz­
lu buz ya rd ımıyla 0°C ın ltınd tutul arak lO d k. ç lkaland ı . Bu esnada L­
tirozin takılı j el 100 ml . 0.2 M N32co3 çözeltisine kon ul du ve pH, l NaOH 
ile 9.5 a getirildi . Ha zırlana n bu j el süs pansiyonuna d i a z o l a nmıs sulfani l­
amid çözeltisi daml daml a il ve ed ilirken, pH da JOtomat ik Titrasyon Ciha­
z ında n NaOH a k ı t ı lmasıyla, 9 . 5 t a sabit tutuldu (56) . L-t i rozinin fen ol ha l­
ka s ı na azo bağ ıy l a ol us n kenet l enme sonucu

1
j elin ren9i kırm ı zıya döndü. Oç 

saa t süre ile karıstırıl n renkli süspansiyon Ouchner hunisin e süzül dü kten 
sonra >bo l miktarda i destil e su ve 250 ml . 0.1 M Tris-so

4 
t ampo nu (p H=9.0) 

ile yıkan ı. Su il e yıkanma sırasında j el den
1
eleme ntel analiz için

1
bir mik­

tar numune a lınd ı ve üç gün süre il e suyu 6 ez değ is t iril erek 10 ml desti­
l e suda tutul u. Böylece gözeneklerine gir si muh t eme l a rtıklar uza klaştı ­

rıl d ı . Daha sonra etüvde 100-11 0°C a r s ında iyice kurutul an jel de , elemen­
tel analizl e azot yüzdesi t yin ed il di. Ouradan kenetlenen sulfanilamid mik­
ta rı söyle h esap l a ndı: 

%N= bağ l ı tirezindeki N(mg)+ bağ lı sulfanilamiddeki 
1000 mg.kuru j el + ba ğ lı tirozin(mg)+ ğ lı 

X 100 

Bur da % N elementel an liz sonucu, b ğ lı t irozin de bir önceki bö­
lüirde anlat ıl a n seki l de bulunduğ una gö re, ağ lı sulfanilamid mmolünü X' alarak, 
denklemi i l k hazırlad ı ğ ımız j elin sonuçl rına göre yazalım. 

2.49 = 1. 99x14 + Xx3x l ~ x 100 
1000+1. 99x1 81+172X 

Burada , 2. 49 % N; 1.99 ba ğ lı t irozin mmo l (Tab lo 2); 181 ve 172 s ıra sıyl a L­
tirozin ve sulfani l amid molekü l ğ ırlıklar ı d ır. Ba ğ l ı ol an bir mo lekül sulfa­
nil amid üç azot at omu ta sı d ı ğ ı için ~ 3 ile ça rp ıldı . 

Yukar ı d a prosedü rünü verdi ğ imiz me t odu kull narak, 4 ayrı deneyle,6 .0 
gram kuru CM Sephadex'den afinite Jeli hazırlandı . He rbirinde a~ lı L-tirozin 
ve inhi bitör miktarları Tab lo 2 de gösteril di . ileri deki kapasite t ayini de­
neylerinde kullanı l mak üzere ençok sulfanilami d bağ lı jel ayrıl d ı ve iğerle-

i · · ırH 
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2 . 3. 7. i nsan ve sığır eritr osi t ler inden ham karbonik anhidr a z hazırl anması 

100 ml. insan kanında 14-16 g. hemoglobin bulunma ktadır (77) . Er it­
rositl erdeki ka rboni k anhi draz enzi ~ i i se 1hemoglobinin ya k laşık % 1 i ka­
dard ı r (33). Ha z ırl an a n afinite j elinin kapa si te tayi nle ri nde kull a n ı l mak 

üzere, enzi mce zen gin karbon ik anhidraz çöze l i ler i el de et me k için , hemog­
lob i n iki yol l a uzak l a şt ı rıldı . Eritros it hemo liza tl a rı n ı n h a zırl a n ı sı an­
l a t ıl dıktan sonra ,sözü geçen ay ı rma metod l r ı da ayrıntılı olarak ç ıkl a n a ­

caktır. 

2.3. 7 . 1 . Eri t r osi t l e r i n yrılması ve hemol i z i 

Deneyler imiz için i nsan k a nı Atat ürk üniversitesi , Ara ştırma Hasta­
hanesi Kan Ban kas ın d a n , sı ğ ı r ka n ı ise Erzurum Et Komb i na s ı nda n kes im es na­
s ı nda lı n dı. Antikoagul nt ol arak ku ll a n ıl a n asit-sitrat -dekstroz(ACD) çö­
ze l tis i , 22 g. sodyum sitr t dihidrat, 8 g. s itri k sit ve 24 g. dekstrozun 
su ile 1 lt . ye tamaml a n ı p çözü l me~i y l e el de dildi. 100 ml. ka na bu çözel­
tiden 15 ml. il ave edil erek, hem p ı h tıl sma ö nl e nmiş 1 hemde ritrosit ler i­
çin . bi r besl enme o rtamı s a- l anmı s ol du (78). K nlar a lınd ı kt n sonra 4°C 
d s a kl and ı 1 2-3 gün içinde kull nı l d ı . 

Er i tros i t ler i ayırm k iç i n kan, 30 ml. li k po l ietil en tüplere daldu­
rul du ve 1500 rpm. de 15 da k. satrifüj edi l di . Tüp lerin üstt k l an pl azma 
v lökos it ta ba ka l a rı asp i rat örl e a lınd ıkta n sonra eri t ros itl er % 0.9 luk 

Cl çözel tisiyl e ik i kez yıka nd ı ve santr ifüjlendi. Bu i ş l e ml e r sonucu , 
100 ml . kandan 35-40 ml . eritrosi t el de ed il i. Da ha sonr, eritrositl er 
bi r beherde birl e ştiril e re k h a c ı m l a r ı nı n 1.5 misli su i lavesiyl e hemol j z 
edi l di (28,29,33) . Hemol izin , yani a lyuva rl a rı n pa rça l a nma s ı n ın t m olm sı 

için ı saa t süre i le ka rıst ı r ıl d ı ve hemoglobi nin ayr ı l ma s ı iş l em l e rine e­
çil di. 

2 . 3 . 7. 2 . Hemoliza t daki hemogl obinin e t anol-kloroform ek str ak siyonu ile ay­

rılması 

Bu metod prensi p ol rak, hemoq l ob inin et anal ve kl oroforml a en t ü­
re ed i l i p çökeltilmes i e s a s ı n a daya nma ktad ır (33). !nsan ve s ı ğ ır hernal i z t­
l r ın a uy ulanan met od şöyl eyd i : 

1 h a c ı m hemolizat a, -1 5°C sıca klı ğ ı n da 0.25 h acım % 95 li k et anal ya­
vas yav s i l ave ed il di ve aha sonra 0. 31 hacı m s oğuk kl oroform ekl endi .Süs­
pansiyon 15 dak. ka rı stırı l d ıkta n sonra macun k ıvamı n a ge l . i ve bu seki l de 
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15 dak. ekleti l di. Vi zkoz it yi azaltmak için , yaklaşık 0.2 hncım % 0.9 luk 
NaCl çözeltisi ekl endi. Süs p ns iyon, daha sonr pol ietil en türlere a lın rak 
1000 rpm. de 15 d k. santrifü"len i. üs ttaraftki pe bemsi renkte ve enzim 
içeren kıs ı ml a r b irl eştir il i. Çöke lek ve kl oroform fazı at ıl ı. Topl nan 
enzim çözel tisi süz ül dü ve es til e suya karşı, suyu üç kez de- istirilerek, 

ir 9ec süreyl e ializ e il di. Sonra, çözelti de ki enzim ,~H=6 .7 de, kat ı a­
monyum sülfat la (60 ./100 ml . çöz lti) çöktürül dü ve bir gece s oğ ukta bek­
letil dikten sonra süzül ü. Ayrıl n en zi m ç"~ke l eö i süzgeç ka-ı d ı üzerinde 
kull a n ılıncaya k ar, der in dondurucuda sakl an , ı. Bu metod l a, h molizattia­
ki karbonik anhi dr zın % 40 ı hemo0l ob in en ayrılmış ol u (2B,33) . 

2 . 3 . 7. 3 . Hemolizatdaki hemoglobinin DEAE Sephadex-ASO kroma toğrafisi ile 

uzaklaştırılması 

Bu metod, hemoglob inin DEAE sepha ex-A50 ra fında n seç imli adror -
s iyonu prensibine daya nmaktad ır . C 1 ışmamız rla, u yöntem ya lnız insan kan ı­

n uy~ulanabil d i. Çünkü , sı ğ ır k nı il e ya r ıl an denemede enzim çözeltil eri­
nin fazl a miktar a hemogl ob in tası d ı ğ ı gözlendi. 

250 ml. insan k nın ak i hemog lob inin uz a kl astırı p, enzimce zengin 
çözelti hazırlanmas ı n d su prosedü r t aki , eJ ild i : 

Beli rtil en miktardaki kandan el de edil n hernaliz tta , yıkamav 
eritrositl eri ay ı rma i şl eml e ri sırasın da ortay çıkan kayıplar gözönüne a­
lındığ ı zaman, ya klaşık 30 g. k dar hemc lobin b ulunmaktad ır. DEAE Se ~ha ­

dex-A50 nin kapasitesi 5 g. hemog lo in 1 ı ~ . kuru jel ol u-u ve k pasite­
nin % 80 i kull nıl a cağı için 7.5 g. kuru jel tart ıl d ı. üretici firma nın 

direktifl erine uyarak O. 1 M N OH i le yık d ı kt n sonra Buchner hun i sind bol 
sudan geçiril di (79). Be here lınan jel pH sı 8. 7 olan .05 r Tris- HC l t m­
ponun da saa t ka rıştırıl d ı ve pH ak i yüks l me Otomatik Titr syon Ciha zın­

dan l N HC l il aves iyl e önlendi. D ha sonr yine Buchner hunisinde aynı tarn­
tonla yık ndıktan sonra l gün süreyle bu t ampanda bekl etil i ve 4x60 cm. lik 
kolona do l du rul u. Jel yer çekimi il e ç· ·kmeye b ıra kıl ~ ı ve çökmeden sonra 
15 cm. lik bir yükseklik el rle e il di. üs t k ı sı~da 2 mm. ka lıncaya k da r t am­
pon a kıtıl d ı ve böylece 1ko l on krom tografi için h azır duruma 9etirildi. 

Hemelizat ise ,önce eritrosit hücre z rl a rının ay rılma sı için 6500 
rpm. de 45 dak . süreyl e santrifüjlendi ve bi r gece didesti ae suya ka rşı , 
suyu iki defa değ istiril e re k di aliz edildi. pH sı kat ı Tris il e 8.7 ye ge­
tirildi ve h az ı rl a n a n kolona d ikka tı kıtıl ı. Ko l on musluğu 15 ml . /sa t 
lik bi r a kış için ayarı andı ve hernaliz a tın kolona . irişi de yak l a şık u hız-
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da oldu. Hemoglobinin tamamı kolon t ar fında n sor e ed il dikten sonra kar­
bonik anhidraz, ynı a kış hızında 1 0 . l t1 Tris-HCl (pH=8 .7) t amoonuyl elüe 
ed ildi. Elü tlar damla s ayıcısın ba- ıı ot oma tik fr ksiyon toplayıcısı vo­
sıta sıyla,5 ml. hacımd ,t üple re top l a ndı. 2 n nm. deki a sor a nsl n rı ölçü­
lerek, absor ns verenl erde ktivit t yi ni yapıl d ı. Fr ks iyon larda eli r­
len n optik dansite ve ~ktivite l er tüp ~·sırasına göre g rafiğe çizil d i (~ ra ­

fik 5) . CA aktivitesine sahip olan el üat lar irl eşt iril d i ve hemolizatdaki 
CA'ın yaklaşık %82 sinin hemo l ohi nsi z ol arak ayrıl d ı ğ ı anl aş ıldı. Çöze lti-
ek i enzim amonyum sülfatla çöktürüldü ve bir ~ü n bek letil cikten sonra sü­

zülerek ayrı l d ı. Kullanıl ın caya kadar de rin dondurucuda snk l an1 ı. 

2.3.8 . Afinite kolonun un karbonik anhidraz tutma kapasitesinin bulunması 

Karbon ik anhi dr z enziminin enzen sulfonami dlerl e a ğ l anma sın i­
zoenzim çe şi i , pH, sıcak lı k, iyonik si de t ve benzen üze rin de ki sübstitü­
entl er etki etmektedir (9). Bunda n do l ay ı , h a zırl n n afinit jelinin ka­
p sitesi t ayin dilirken, bu f ktörlerin tkisi de incel endi. 

2.3 . 8 . 1. Kapasite tayin işlemi 

Haz ırl a n a n j l den yak l a şık 2 ml . a lın d ı ve kromatografinin ya p ıl a ca ­

ğ ı t ampond çözeltisi üç efa deği ştir i l e rek de ngelendi . Daha sonra, süzU­
len j ı ,aynı t amponun 50 ml. sinde çözülmüş ol n , yak laşık ı O m. enzim çö­
zeltisinde , iki saat süre il e ka rı s tırıl ar k enzi me doyurul du ve 0.9x25 cm. 
lik kol ona a ktarıldı. Enzimin fazla sı , elüat l ar 280 nm . rle a sor ans verme­
yineeye kada r tampon la yık nd ı. Bağ l a nmış olan CA, 0.4 . NaN3;o. l Tris-so4 
(pH=7 .5) çözeltisiyl e elüe ed ildi ve miktarı be lirl en i. Jel da hasonra,ön­
ceden tartılan bir G-3 krozesine a lındı ve vakuma bağ l a n a ra k aset onl yıka­

nı p kurutu ldu (67) . Kurutma nın tam olrrası için l00-11 0°C da bir süre b ıra­
kıldı ve tart ıl dı. Buradan, j lin l . kuru ağ ırlı ğ ının CA tutma kap sitesi 
hesapl andı . 

2.3.8.2 . Kolonun insan k arbonik anhidrazı tutma k apasitesinir. t ayini 

!nsan karbonik anhidra zı a şlıca B ve C izoenziml erinden i ba rettir. 
Bundan dolayı, ölüm 2.3.9 da a nl atıl a n sek ilde s a fl aşt ırıl n her i ki izoen­
zi m için , yrı yrı kapasite t ayini y p ıl d ı . Ayrıca ham CA d n ha zırl a n~n çö-
zeltil erl e de jelin enzim tutma dereces i lirl ndi. 

CA çözeltil eri , amonyum sülf t çökel il erinin dest il e sud çözülüp, 



22 
dializlenmelerinden sonra 1 gerekli tampon oluşturularak haz ırlandı. Böylece , 
amonyum sülfattan dolayı ortaya ç ı kabilecek iyonik ş id et farklılı ğ ı önlen­
miş oldu. 0.1 M Tris-504 (pH=9.0) tamponunun k ul lanıldığı deneyler iki kez 

te krarlandı ve yüksek olan de9er al ı nd ı (Tab lo 3). 

2 .3. 8 . 3 . Kolonun sığır k arbonik anhidrazı k apasitesi t a yini 

Hazırlanan kolonla s ı ğ ır ka rbo ik a nhidra z ı izeenziml eri ayrılama­

d ığı için kapasite tay inl eri ham enzim çözeltil eriyl e yapıldı. Tampon çö­
zeltisi olarak yine pH s ı 9. 0 olan 0.1 Tris-504 ku llanıldı ve deneme iki 

kez tekrarlanarak yüksek ol n değe r a lındı (Tablo 3). 

2 .3.8.4 . Sıcaklığın kolon k apasitesine e t kisinin ince l enmesi 

Bu deneyler i nsan i zeenziml eri ve s ı ğ ır enzimi il e yapıldı v tam­
pon olarak pH 9. 0 da 0.1 M Tris-504 çözeltisi kullanıldı. 2°, 5°,1 0°,15°,20° 
ve 25°C t aki sıcaklıkl a rda belirlenen kapasitede grafik ve tabloda gösteril­

di (Grafik 2 ve Tablo 4) . 

2.3 . 8 .5. pH nın kolon k apasitesine e tkisinin i ncel enmesi 

Bu bölümdeki deneyler de, yine ins n izoenziml ri ve s ı ğ ır enzim 
leriyle pH sı 6 il e 10 rasında de~ iş n 0.1 M Tris -504 tamponunda gerçek ­
l eştirildi. Bu tamponundeğişik pH lard ki iyonik şidde ti farklı olacaqın­

dan, çözeltilere Na25o il av edil erek, pH=6.0 da ki iyonik şidde t olan 
!=0.149 da sabit tutuldu . Ekl en cek Nu 25o4 m ikta rı söyl e hesaplandı: 

pOH = pKb + log ltuz]/lbaz] 

14- pOH = 14 - P'), - loq [t uzl/lbaz] 

pH= pKa + l oq (baz] 1 [t uz] 

- Tris0= baz, Tris+=tuz ol ar k gösterildiğinde ve Tris için pKa=8 .1 

oldu -una göre pH=lO.O için : 

T - + T . 0 1 rıs + rıs = O. M olduğundan 

10 = 8.1 + log [Tris 0 ] /[0 .l- Tris 'ı yaz ılır. 
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f.T~is0 ] = 0.0987 ~1 ve [Tris+J = 0.0013 t1 ol arak bulunur. Tuz , [Tris+] 2so4 
ş eklinde ol up, bu durumda fTris+] = 0.0013 M le rso;,] = n.00065 M değe rin-

dedi r . 2 
tyonik ş iddet , I = ~ r l.Z. olup , bur. da ~ı· iyenun konsantrasyonu, 

ı ı 

Z{ ise iyon yUkUnUn mut l ak dege ridir. 

I = ~ (MT . + xZT . + +M~0= x z50=) 
rıs r ıs _ ~ 4 

= ~ (0.0013xl 2+0 . 0065x22)=0. 00195 

Aynı hesaplama pH= 6.0 dak i 0.1 M Tris-50~ çözeltisi için yapıld ı ğ ı zaman .., 
I = O. 14881 bul unur. tki ayrı pH daki iyonik şi det fa rkı 

61 = 0.14881 - 0.00195 = 0 .1 ~636 

d ır. 6 I = 0.1 47 a lındı ğ ı zaman bu iyonik şiddet fa rkını ortadan ka ldıracak 

Na
2
so

4 
konsantrasyonu şöyl e bu lunur : 

r1so= = 1N so ve M = 2 r-ı N so ı d - · · k · k ı k ~ a
2 

~ a+ a2 4 c uguna g0 re, yu a rı a yerıne onu ara 

[Na
2

so
4
] = 0.049 M bul unur. pi 10.0 da 0.1 t Tris -SO~ tamponunun 1 lt . sin 

de 0.049xl 42=6 .96 g. Na
2

so
4 

bulundu-u zaman , u çözeltinin iyonik şiddeti, 

pH s ı 6.0 ol an 0 .1 M Tr is-SO~ tamponuyla aynı ol c aktır . 

pH sı 6.5, 7.0 , 7. 5, 8.0, 8.5 , 9.0 ve 1 .5 deöe rine sah i p tamponlara 
da il ave ed il ecek Na

2
so

4 
miktarları aynı yo lla hesap land1. Afin i t c jelinin 

beli rt ilen pH lardaki kapJsi tel eri t ayin dildi ve Grafik 3 ve T blo 5 t e 

gösterild i. 

2 . 3 .8.6 . tyonik şiddetin kolon k apasitesine etkisinin incel enmesi 

pH=9.0 ve 2°C s ı cak l ıkta, yine aynı enziml erle yapılan bu deneylerde , 
iyonik şi d et 0.05 il 0 .25 ras ı n a de§ iştiril d i. 0.1 M Tris-SO~ t amponunun 
fark lı iyonik s i de tdeki çözelti l eri bir öncek i bölUmde ana latıl d ı q ı qibi , 
hesaplanan mi kta rda Na2sor. ilaves iyl e haz ı rl and ı . El de ed il en sonuçlar Tabl o 

6 ve Grafik de gös t erild i. 
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2.3 . 9 . i nsan karbonik anhidraz izeenzimlerinin a finite kroma tografisi ile 

ayrılması 

ıns a n karbonik anhi razının sul fo namidl re olan afinites i pH il e 
değ işme kte ve C izeenzimi B'ye n zaran daha ku vvet li bağlanmaktad ır. Fakat 
bu bağ l nma nın pH ya ağ ımlıl ı ğ ı, her i ki i zeenzim için de fa r k lı ır. Bunun 
yanısıra, t ek değe rlikli anyon l rın izoenz imlere ol an il gisi, d ü ş ük pH l ar-
a artmak t ve yn ı pH da HCAB ye dah çok olmakt dır (20) . Bu özellikl erden 

yar rl an rak, ce ğ isik lüsyon çözelt il ri il e izeenzi mleri seçi Mli ol r k 
kolo~dan almak mümkün olac ktır . 

2 . 3 . 9 . 1 . Karbonik anhidrazın di r ekt hemolizattan adsorbsiyon u 

Her ir ayırma deneyinden önce, izeenz im k rısı m ı finite j eli t ra­
f ı n da n doğru an doğruya hernaliz ttan a sorbe e il di. Bu işl em söyle ge rçek­
l e ştiril d i: 

O. 1 M Tris-so4 (pH=9 .0) ta ponuyl a deno l enmis 20 ml . j el , daha ön­
ce en eritrosit z a rl a rı uzak l stırılmıs ve pH sı katı Tris ile q.o a get i­
rilmiş ol an hemolizatl a irl esti ril di. CA a sorbsiyon derecesini elirl emek 
için,karıst ı rıl n hemolizattan her 15 da k. da 0.2 ml. örnek a lınd ı ve co2 
hidrataz aktivitesi t ayin ed il di. 75 .dak ikadan sonr ~ktivit e. önemli ir 
değ işme gözlenmediğinden j elin enz ime oyurulmas ı için ka rıstırma sür si 
75 da k. ol arak alınd ı (Grafik 6). Dah sonra, s ü s ~ansiyon Buchner hunisine 
a lın rak süzüldü ve süzüntüde hemog lobinin kırmızı rengi görülmeyineeye ka-
ar ba şl an g ıçtaki t ampon i le yıka n d ı. Hemogl ob in en temizl enmiş jel, 30 ml. 

t ampon l karıstırılı p, 1.5x75 cm . lik kolona akt rıl ı. Tamponun fazl a sı 

a k ı tıl d ıktan son ra, dsorb l anmıs ~ i ğer prot einl er i uzak l aş tırmak için , elü­
atl ar 280 nnı . de absorb ns verm yineeye kad r aynı tamponun 0. 2 r Na

2
so

4 
çöze ltisiyl e yıkand ı. Bu safhad n sonra izeenzimleri ay1 rma işl emine ~eç il-

i . 

2 . 3 . 9 . 2 . izeenzimleri ayırma deneyleri 

ınsan CA izeenziml erini h ırlanan ko l on~a ayırma k için d i ğ r aras­
tırma cılar taraf ı n n ku ll an ı lan elüsyon çöze ltil eriy le , ta ra fı m ı z an uygun 
bulunan çözeltil er denend i. Bunların kons antrasyon l a rı ve uy _ulanma şekille­

ri ş öy l e i di: 

(i) ~H=8 . 0 e 2.5xl0- 3 
t1 as t azo l ami d çözeltisiyle konsantr syon qra­

dienti e l üsyonu. 
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Bur da, Gr dient t ixer (GM) in ka rışm }Öl ümüne pH sı ~ . 0 olan 0.1 
M Tris-504 çözeltisi n en 50 ml. , , i ğe r hö l ümüne de yine aynı t amponr ha­
zırl nmış 50 ml . 2.5xl 0- 3 ~ aset azol mi d kon ul rl u. Bu çözelti kcl on an . lı­
n n el üa t hızın a üstten ak ıtıl d ı. El üsyon hızı 30-35 ml./s t ve he r~ ir 
fr ksiyon 4 ml. ol rak ya rl a n d ı. Fraks iyonl r a prot ein ayini, a s ~ ta zo l­

ami d 280 mm . e absor ans ve r d iği için, Lowry me t oduyl a y, ı l d ı. Bu b il eşik 

çok kuvv tli bir inhi Ji tör o l d uğ u için akt ivi t el er be lirl e neme~ i . Tüp l er e 
öl çülen r rot in mikt rı yi ne tüp s ır sına öre gr fiğe çizil i(Graf ik 7) . 

(ii) pH=6 .5 t a 1.5 ~1 NaCl çözeltisiyl e kons nt r3syon 9r ienti elüs-
yonu. 

Bu denem de , GM nin k rışma bö lUmün 75 ml. pH sı t: .5 ol n Tris-504 
t amponu, d i ğe rin yin 75 ml . ayn ı t ampanda h z ırl a nmış 1.5 M N Cl çö-
zeltisi konul du. Elüsyon 30-35 ml . /s at hızl a ve tüp ba şına t ml . ol arak 
ge rç ekl eştirilirken, frak siyonl arın 280 nm. deki ab s o rbansl a rı ve ektivite­
l eri • el irl eni p gr fi ~e çizil di (Gr fik 8) . 

(iii) 0.05 t1 KSCN çözeltisiyle pH radienti el üsyonu 
Söz konusu lüsyo~ . GM nin a rış m hö lümüne 0.1 ~ Tris-so4 t ampo­

nunda (pH= lO.O) 0.05 K5C N, i~er hö lümüne e n . nı N H25on içinde 0.05 M 
K5C N çözeltil erde n 75 er ml . konul r k gerçekl eştiril i. Kar onik anhi droz 
kol ondan 18 ml . /sa t hızl a ve~ er ml. lik fr ksiyonl ar halinde el üe ed il di. 
Tü plerde 280 nm. bsoru nsları okundu ve aktiviteleriyl e be ra r grafikte 
göster i 1 i ( Grafik 9) . 

(iv) HCAB nin 1 M NaCl ve HCAC nin ').4 M aN3 il e ı ·· syonu 

Bur d , önce pH sı 7.5 ol an ~ .1 11 Tris-50 ~ t amponunda 1 M N Cl çö-,, 
zeltisi ,fraksiyonl r 28n nm. l e absorba ns vermeyineeye ka ar 9eç iril i ve 
sonra pH sı 7. ol n aynı t amponun O. ~ NaN3 çözeltisiyle kol onda kalan 
bütün enzim elüe ed il di. Tü pleroeki absor ns ve aktivite sıray l a grafikte 
gösteril di (Grafik 10). 

(v) HCAB nin O. M KI ve HCAC nin 0 .2 4 KSC N il e l üsyonu 
Bu enemede önce, pH sı 8Jl ol n /Ll t1 Tris -so.~ t amron un c!a n . 'l ~ KI 

ve pH sı .5 ol an
1 
ynı t .1mponda 1 .2 KSCN çi)z ltil eri sırayla (iv) nolu 

lüsyon ki gi i kolon an g çirilrli . Daha sonr tüplerde t or l nan elüatl a­
l a rın 280 nm. eki abso r a nsı a rı v aktiv iteleri belirl enerek g ra fiğ~ çi­
zil di (Grafik ll). 

HC B ve HCAC nin tm ayrıl ~ il ~ iği k a nısına v a rıl n (ii),(iv) ve 
(v) nolu deneme lerin t epe n oktal a rı fr ksiyanlarına po li a kril ami ~ disk jel 
elektroforez i uygul an ı ve ba ntl ar elirlendi. 
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2.3.10 . Sığır böbreğinden k arbonik anhi dra zın . sa flaştırılması 

Erzurum Et Kombinasından sa : ıanan sı ğ ır böbreğ i , kesimden hemen son­
ra hayvandan çıkarılıp, soğuk % 0.9 luk ~ acı çözelt i sine konuldu. 1-2 saat 
içerisinde çal ısılac ağ ı ici n ayrıca co2 karında dondurulmas ı gerekmedi. Böb­

rek , önce bıcakla küçük parcalara bölündü ve yarı m saa t kadar yine % o. g 
luk NaCl çözeltisinde tutuldu. Böylece , böbrek dokusunda. kal ması muht2mel 
kanın uzaklaşması sağ landı. Parça l anmış böbrek (yakl aşık 250 g.) 0.1 M Tris-
504 tamponu (pH=7 .5) içerisinde homojenize edildi. Daha sonra homoj enat, 
30 ml . lik pol i til en t üp lere dol durulu p, 1000 rpm. de 15 dak. santrifüj len­
di ve çökelek atıldı . üstteki sıvı ikinci kez yüksek devirli ve soa utma lı 
santrifüjde 10 .000 rpm. hızl a döndürüldü. Elde edil en berr k pembemsi renk­
teki çözeltil er bir geç süreynen destil e suya ka rşı dializlendi. Ya kl a şık 

120 ml. gel en böbrek ekstruktinin hacmı , konsantre tme metoduyla 60 ml.ye 
düşürüldü ve pH sı katı Tris il avesiyle 9.0 a aya rl andı . 0.1 M Tris - 504 t arn­
ponunda (pH=9 .0) den el enmis 100 ml. kadar afinite j el i enzi m çözeltisiyl e 
birl eştiri l e rek 75 dak. süreyl e ka rıstırıldı ve Buchner hunisinde sUzüldü . 
250 ml. tamponl a y ı k a n a n j el, yine 100 ml . t ampon içerisinde 3x75 cm . lik 
kolona a ktarıldı . 1 cm. yüks e kli ~ i nde ki j eli n üzerinde bulunan fazl a tm­
pon a kıtıld ı. Adsorbe edilen bask proteinl erin uza kl a stırıl a s ı i çin elü­
atl r 280 nm. de absorb ns vermeyineeye k dar t mponun 0. 2 M N 2 50~ çöz 1-
tisiyl e y ı kandı . C~ ise, ynı t amponun 0.2 M K5C N çözeltisiyl e (pH=7 .0) 

e1üe edildi . 280 nm. de absorbans veren fraksiyonl r birleştirilere k enzi m 
mikta rı belirlend i. Daha sonra , h a zırl anan böbrek enzimi yine sıq ı r ın eritro­
sit enzimi il e beraberce el ktroforeze t abi tutuldu. Jell erin fotoğrafl a rı 

S kil 7 de gösterildi . 

2. 3 . 10. Sığır eritrosi t enziminden apo ka rbonik anhidraz elde edilmesi 

Karbonik anhidraz enziminden apo enzimin h zırl a nma sı, ya p ı sında bu­
l unan Zn+

2 
iyonunun çel tlayıcı bir bileşik (chel ting ag nt) ta rafı n da n 

kompl eks oluştu rul arak uzakl stırılma sı prensibine day nma kta dır. 
Bu deneyde , c l a tl ayıcı ol ar k piridin-2,5-di ka rboksilik nsit (di­

pikol ini k asit) kull a nı lır ken , Hunt ve rkad sı rı ta ra fında n modifiye edi­
len Kid ni ve arkada şl a rının metodu uygul an d ı (80 ,81). 

33.4 g. piridin-2,6-dikarboksilik sit ve 24.2 ~ · Tris a lın r k 1.5 
lt. didestil e suda çijzüldü ve pH 7. 0 e kad r l N H25o

1 
il e titre edil dikten 

sonr 2 lt.ye tama ml a nd ı. Ha zırl a n a n bu çöze ltinin konsantrasyonu 0.1 M Tris 
-504 ve 0.1 M piridin-2 6-dikarboksilik sit idi. Daha sonra pH sı 7.0 olan , 
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0.1 ~1 Tri s-so

4 
ı n 10 ml. sinde O. 96 g. sığ ır CA s ı çözül dü ve ç2 l a tl ay ı c ı 

çözel t iye ka rş ı i ki s t süreyl e i aliz edil di . 
D h sonra, po CA çözeltisi , rle iyoni ze saf sudan h a z ır l nm ı s 0.1 M 

Tr i s- SO (pH=9.0) t mpo nuna k - rş ı , özel t i üç ke z değ i stiril e rek ,l O s ~ 1 t sü­
reyl e dializl endi. Bu suret t e çe l t l y ıcı bi l eş i k t ~ame n uza kl aştırıl mış 

oldu . 
Ce l at l ayıc ı y k rş ı diali zden önce ve çel tl ayıcı u zc kl a st ı r ıl d ı k­

t an sonra enzi m çözel t isinde n 0 .2 ml . a lını p deiyoni ze saf su i le 20 ml .ye 
tamamı n r k, esteraz ktivi t si ve atomik absorbsiyon i le çi nko t yi ni ya ­
p ıl d ı . Çinko mi ktar ı nı n k rş ı l st ırıl ma s ı y l a , J ktif enz imi n % 89 unun apo 

enzi m dönüştü rü l dü ğ ü bu l undu . 
Çel tl ay ı c ı d n arınd ırıl mış 3po CA çözel t is i, daha önceden de iyon i­

z s f su il e haz ırl Jniln O. 1 t1 Tr i s- so4 (pH= . O) t amponuyl dengelenmis ve 
içinde 50 ml. j el bulunan af i nit kol onuna akt rıl ı . Kol on kapasitesi en­
zimi n yakl a ş ı k on misli kadar o l du ğu i çin, CA ın tamamı jel ta rafında n tu 
tul du . A sorbe ed il en apo CA,p s ı 7.5 ol Jn ve yine eiyonize saf su il e 
h azır l ana n 0.1 ~ Tris -SOtı i çinde 0.1 M N Cl çözelti s iyl el üe edil i . El ü-
tl ard es teraz kt ivi tes i ve çin ko t ayini ya pı l d ı. Hi çb ir aktivitenin ol­

ma ı ğ ı gö rü len çözel t i de, çi nko mikta rı da ihmal e il eb il ecek düzeyde bu­

l undu ve po CA ın el üsyon g ra fi ğ i çizi l di (Gr fik 12 ). 

2 . 3 .11 . Apo k arbon ik anhidru zın çinko sülfa t i l e t ek r ar akti vasyon u 

Bir önceki böl ümd h a zırl ana n ve konsu ntre etme i şl emiyl e hacm ı a­
zn ltıl a n po CA çözeltisin en 10 ml. a lın ı . İ ç i nde 21.3 mg . apo enzi m bu­
lu na n çözelti (7.lxl 0-5 M), l er ml . h lin e on ayrı t üpe bö lündü . Ha zırl a ­
nan ı o- 5 M l ı k ZnSO çöz ltisinden herbir t üpe 0.5 ml . a rttıra ra k , yani , 
ı . tü pe 0.5 ml. , 2. t üp2 1 ml. , 3. tü pe 1. 5 ml. v. b. ş e k i l e il ave edil di 
ve de iyonize su il e lO ml . ye tamam l an d ı. He r ir t üp içi n p-nitro fenil a­
set at il e esteraz aktivit s i tay ini yapıl d ı ve kt ivitel erde, Znso4 ı n ar ­
t n ora n l a r ı n p ralel olarak, bir a rtış gözl en i . Est r z akt ivit si ar ­
tan çinko kons nt rasyonun k a rşı rafikte gösteril di (Graf ik 13) . 



3. D E N E Y S O N U Ç L A R I 

3 .1 . AFiNiTE JELi 

ll.l . CM Sephadex' e bağlanan L-tirozin ve sulfanilamid miktarları 

Me todlar bö lümünde a nlatılan prosedürl ay rı j el haz ırl and ı.L - t i -

razinin ak tifleştiril en CM Sephadex' e ğ l a nmô rea ks iyonu hakkın cta , lite ra­

türde herh ngi bir il giy ra stl anmad ı ğ ı için, bunun be lirl enmesi oayesiyl e 
t epkime kabında n a lına n örnekl erin 293 .5 nm. 1e a so rb nsl a rı kundu ve 
gra fi ğe çizil di (Grafik 1). Gr fikteki e ğ rinin zama nı de · işimind n gö rül ­
düğü gibi 90. akik d n sonr bağ l anan L- t irozin mik ta rında önemli bir .E: ­

ğ işm olmamak tad ır. Buna dayanarak, i ğer je l sentez ler inde bu süre esas a­
lı n ı . 

Ha zırl nan ayrı j el e b ğ lı L- tiroz in mikta rl a rı spektrofct om trik 
yolla, sulfanilami c miktar l rı ise,e l em ntel analizl ulunan azot yüzdesin-
den hesaplanar k belirl endi. Bu l unan eğerl e r T _l o 2 ~e qöste ril di. Herbir 
deney aynı ş rtlar ve reaktif o ranlarıyl a ya . ı l ı q ı hal e , irbirl erinden 
önemli derecede fa rklı miktar a L-tirozin ve sulf nil amid ba ~ l a n d ı ğ ı u t ab­
lodan görülmekted ir. Kenetl enen sulfan ilami d il e L-tirozin seviye l eri ra­
sın da da bir kor 1 syona ra stl a nmamak ta d ır. 4 yrı deneyle h a z ırl a n a n bu j el -
l erden ençok sulfanil ami 
kull a nıl d ı. Diğ r jell er 
rinde enendi. 

inhi itörü içeren 3.sü, CA ka pasites i tayinl erinde 
irl e ştiril e rek izcenzi mlerin s f l a ştırıl m işlemle -

Tab lo 2- 4 yrı deneyl e elrle ed il en afinit jellerine bağlı L-tiro-
zin ve p-aminobenzen sulfonami i ktarl a rı 

Deney Kuru je ı B ağ lı L-tirozin %N B ğ lı Sulfanil amid 
miktarı(g. ) (mmol/g .kuru j el) (mmol/g.kuru je l) 

ı. 99 2. 11.9 O. 159 
2 2 1.72 2.39 . 193 
3 2 ı. 83 2. 53 0.215 
4 1. 69 2.31 .ır 
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Grafik 1- L- ~ i rozinin a ktifl eştirilnıiş CM S-phadex' e ~ l anma mik 
ta rını n zamanla de- işimi . 

3 . 1 . 2 . Kolonun CA tutma kapasi t esi 

3.1 . 2 . 1 . i nsan ve sı ğır k arbonik anhidrazı 

!nsan ve s ı ğ ı r karboni k nhi draz enziml erinin hazırl nan afinite 
kol onu tar f ınd n tutulm k pas i t eleri Ta l o 3'te verilmiştir . Ta lcd ay­
r ı c a jel e ba- lı i nhi . itörün CA' ı bağ l ama sınrlaki yüz de ver im c göste rilmiş­
tir . 

Sonuçl rdan j elin BC 'ı en yüksek oranda a-l·a ı § ı ve C iz enzimini 
B'ye öre da ha yüksek üzeyde adsorbe etti ğ i an l a şılm ktad ır . 1ns n izonenzim­
l eri ka rı ş ı mı (HCA) ise,B izonenzimin en ir z aha f zl a tutul makta ı r . 

Tab l 3- Afinite j elin i n i nsan ve s ı ğ ır karbon ik nhi dr zl a rı nı ağ-

lama ka asi te le ri . 

Enz im K pasi t e (mg .enzim/ Jel e a ğ lı su lf nil ami d b a ğl a nm 
g. ku ru jel ) mikta r ı (mmo l/g.kuru j el} yüzdesi( %) 

HC 516 0 .215 8.0 
HCAB 509 0 .215 7.9 
H C:\ C 554 0.21 5 8 .6 
BCA 567 0.215 3.8 
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3.1 . 2.2. Kolon kapasitesinin sıcaklığa bağımlılığı 

Ko l on kapasit2lerinin sıcaklığ ne de rece bağ ımlı o l j ukl ~ rını gös­
t rmek için, pH=9.0 d ve 6 ayrı t emper tür'de ins n ve sı ~ ır enziml eriyl e 
yap ıl n eneylerinsonuc l a r ı T · l o~ ve Gr fik 2' de qösterilmiştir. Jelin 
CA 'ı en çok tuttuğu 2° ve 5°C sıc klıklarda n sonra ,l ütün enziml erin tutuım.:::ı. 
kap sitel erinde r r lel 1 ir düşr.ıe cıö rülmekted ir . F~ k a t bu 1ü şüşün nis be t en 
az o l du~u e~ ri ~en a nı şılma kta ır. 

Ta l o - HC AB,HCAC ve BCA enziml erinin d ~ işik sıca klıkl a rj afi-
nite j eli tar fından tutulm ıaikt rl rı 

Sıc A klık 

2 
5 

lO 
15 
20 
25 

( ()C) 

600 

. 
O > -
~ 550 

lll 
ttı 
c. 
~ 500 

450 

K oas ite (m9. enzim/g. kuru jel) 
HCAB HCAC B C!\ 

509 554 567 
510 550 571 
502 5- ı 558 
502 535 541 
11 85 523 5· 5 
470 ı:ı q 525 

.~ -----1!-~-- ---- ~- -----. ----- ~ ---------

- - -- ---llL. -----
·----

-..--- ---~---. - -----

5 lO 15 20 25 

Gr fik 2- Kol on k pasitesinin sıcaklıkl değişme eğril e ri . (x) BCA, 
(o)HCAC ve (n) HCAB izeenzimlerini göstermektedir. 
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3 . 1.2 . 3 . Kolon kapasitesinin pH 'ya bağımlılığı 

Bu deneyler yine insan ve s ı ~ ır enzimleriyl e , sa it iyonik ş i d .et-
te ve pH 's ı 6.0 i le 10 .0 a rasına eğ işen yr ı ortamd yapılmış ve sonuç-
lar Tab lo 5 ve Grafik 3'te göste rilmiştir. He r ir en zim i çin, kap sitenin 
n yüksek o l d uğu v düşmey ba ş lad ı ğ ı pH değ r lerinin fa r kl ı ol uk ları gra ­

fi kten görülmektedi r. 

Tablo 5- Afinite j€linin , fa rklı pH' l ar a HC AB , HCAC ve eCA tutma 
kapas i te 1 er i . 

pH Ka as i te (mg .enzim/g . ku ru j el) 
HCAG HCAC BCA 

6.0 438 r 18 50 
6. 5 457 78 498 
7.0 473 510 520 
7.5 505 5 3 530 
8.0 503 540 5118 
8.5 51 5LlR 5Ll 3 
9.0 502 5"2 555 
9.5 477 540 536 
ıo.n 459 525 ·191 
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0 '> 
......... . 

500 O) 
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OJ 
~ 
·.-
Vl 

a. 
tO 
~ 

400 

6.0 7.0 8.0 9.0 10 .0 ll .o 
pH 

Grafik 3- Ko l on kar sitesinin ~H il e değ işme eğ ri l e r i . (x ) BCA ,( ~ ) 

HCAC ve (o) HC B izeenzimlerini göste rmekte ir. 

• 
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3 .1 .2 . 4 . Kolon kapasitesinin iyonik şiddete bağımlılığı 

tyon ik si de tin etkisi de hem ins n, hem e sı ~ ır enziml eri ı çı n 

incel nmisti. pH sı 9.0 olan 0.1 1 Tris-SO~ tam~onun _a gerçekl ştiril en 

denemel erde iyonik sijde t 0.0165 il e 0.25 a rsında 6 değ r ha linde el e a­
lınmı şt ı. Elde e il en sonuçl r Ta1 lo 6' gösteril ci ve 4 aöisiml er Gr fi k 
4 'te çizil di. T blo ve grafikten, he r ir enz im içi n ka rasi t el rin ir ir i­
ne p r l el bir de: ism göst rdi kleri gö rül mekte ir. 

Tabl o 6- HCAB,HC C ve BCA enziml erinin değ işik iyon konsantr syon-
l a rında afinite jel i ta ra fın dı:ı n bağ l nma k pasite1eri 

!yon ik si dde t Kap site(mg .enzi m/ kuru jel ) 
HC AB HCAC BCA 

0.0165 509 551 567 
0.0500 51 /f 551 571 
o .1 000 51 0 5d) 575 
o. 1500 498 539 559 

.20'10 ·169 518 551! 
0.25')1) t~ ı . 75 5n9 

600 

;.. 

, 
() 

c; -en ,-
E 

500 
Q) 
+.l .,.... 
VI 
ro 
Cl. 
ro 
~ 

QO 

o. 5 0.1 0 o. 15 0 . 2:! n . 25 

!yonik si dde t 

Gr fik ~-Kol on ka p sitesinin iyon i k si et le e. ı s eğ ril e ri.(x) 

BCA,(ö ) HCAC ve (o ) HCAG izo nzi mler ini göstermektedir. 
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3.2 . iNSAN HEMOLtz TINDAN CA' ın DEAE SEPHADEX- A50 İLE KRO~TOGRAFİSİ 

Bu işl em, kapasite tayinlerinde kull a nılın k üzere, hemoglob ini u­
za kl a stırılmış, enzimce zenqin çözel ti l er h a zırl am k m cıyl a yapıl ı. He­
m cı lizattaki enzimin % 82 si caha az 11ir h a cım ve ihmal di le ilir t. ir he­
mogl ob in kons ntrasyonuyl a ko land n .l e ed il i. (25 rı ml . kçndan, 135 ml. 
çözelti ha cmında y kl şık 0. 35 g. h m enzim) Krom3tografi işl em inin elüs­
yon gr fiği , fr ksiyenl arda ki 280 nm. d l 9a boyu absorbansl rı ve ktivite­
l erinin t ü sıras ına öre çizilmesiyl e el de e il di . Tü nlerin sır~ l a nması 

ilk absorba ns veren en a sı m kt d ır(Gr fik 5) . 
tık 12 fraks iyonun absorh-1 rıSl rı n .5. O e kada r çıktığı _hal rle , k­

tiviteleri nin düşük o l ct u ğu grafikten görü lmekted ir . Bu çözeltil erin hJ fif 
pem~ e renkleri e, bir miktar hemoq lo in içer ikl erini gös terdikl erinden, 
kull a nılmad ıl a r. 13 nol u tü pten 39. ya kad r fr ksiyonl ar _ irl e ştiril d i. 

48 . t üpe kadarki f raks iyon l r a absor ns ve akt iviteye sah i p o l d ukl n rı 

hal de , çok dü şük or nda enzi m ihtiva ettikl erinden, Gnzim çözeltisinin hac­
mın~ a rttırmamak için a tıl d ıl r. 

Enzimce zengin çözeltinin disk j el el ektroforezi ntl a rı Şekil 3 

t e göste rilmiştir . Bu antl ar j an akla iş ret ed il en lerin C~ aktivitesine 
sahi p o l duk l a rı jelin i ğe r y rıs ı n ak i de neme ler . en anl a şılmıştır. 

3 . 3. HEHOLİZATTAN HCA İZOENZİMLERİNiN AFİNİTE KROMATOGRAFİSt 

Hazırl n ~ finite kol onu il e insan eritrosit ka r _onik anhid raz i ­
zoenzimlerini n ayrılma sı den yl erin e , eö isik el üsyon çözeltileri kull anıl­

mıştı . lzoenzim ka r ısıml a rı ise , kolona o ru an do~ ruya hemolizattan bağ ­

l a nmı şt ı. Bu b lanma süres'ni t ayin e tr.ıe k için, hemolizattan 15 rı k. ara­
lı k l a rl a 0.2 ml . örnek a lı n rak, su il e 1 rı ml . ye tamam l a nmış ve bunun 0 . 2 

ml., s i nde Wilbu r- n erson metoduyl a aktivite t ay in i yapılmıştı . Herna liz t­
t aki C ~ ktivite sinin zamanl a d - isi m e9risi Grafik 6 a çizil i . 

Eğri rle 75. ak ikada n son ra öneml i bir de -isme gö rülme kted ir. Bu 
süre j el imizin hernaliz t cA •ın a doyma müd eti olarak kabul ed il di ve di-er 
denemel erde 75 da kika sonund jel herna liz ttan süzül ü. 

3.3 . 1. Asetazolamid elüsyonu 

set azol ami in konsantrasy0n grad ienti il e yap ıl 3 n e l üsyonun eq rısı 
Gr fik 7 e çizilmiştir . Grafik incelendi qi zam n, izoenziml erin bi rbirin . n 
t am olar k ayrı lmad ı ğ ı gö rülmektedir. Peakl erin yüksek l ikle rin en, önce HC~C 



9. 0 

.; 

5. 0 1 
/ ' 

'1 

\ 

6 

M 
t 
C' ,.... 

5 X 
.,... 
E .,... 
s... ..... 

.!:. 

E 4 .0 

1 

1 
1 

\ 
\ ı::: 

co 
N -Vl 

1 

1 

1 .,.... 

.,.... 

§ 3. 0 1 
1 

1 

\ 
\ 
\ 3 .~ 

....... 
~ 
<t s... 

o 
Vl E .,.... 

N 

2. 0 2 tr:= 
1 
1 

ı. o 

5 10 15 

1 
1 

1 

20 25 

TOP NO 

\ 
ı 

~. 

30 35 40 Lt5 50 

Grafik 5- HCA ın DEAE Sephadex-A50 kromato rafisi. ( -- ) 280 

nm. eki opt ' k dansite , ( - --- ) Wi l bu r-Ande rson birimiyl e enzim aktivi -
t esi. Kolon x60 cm. , jel yüks ek li ğ i 15 cm . , el üsyon hızı 15 ml ./s at ve 

fraksiyon h a cmı 5 ml . 

Şe kil 3- DEAE Sephade x-A5 kromat ogra­

fisi il e el e e il en çözeltinin elektroforez 
ile belirl enen r rot ein ntl a rı . Jel üzerin ­
de akl a gösteril en bantl ar CA aktivitesine 

sahi ptir. 
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Grafik 6- Afinite jelinin hemalizat CA ını adsorb! iyon eğ risi. 

nin ço ğunlu kta oldu -u prote in çözeltisinin, daha sonra da , HCAB nin çoğ un­

lukta olduğu protein çözel tisinin kolondan aktı ğ ı anl a ş ılmaktadır. Bu dene­
mede, aktivitel er kuvvetli inhibisyon yüzünden be lirl enememis ve protein 
miktarl rı Lm1ry metoduyl a tayin ed il miştir. 

3 . 3. 2 Cl iyonu e l üs yon u 

pH=6.5 ta NaCl konsantrasyon gradienti il e ya pı l a n bu deneyde ,tUp­
lerde topl nan fra ks i yonl a r ı n 280 nm. deki absorb nsl a rı ve aktiviteleri 
Grafik 8 de göste rilmiştir. Bu grafikt n B ve C izeenziml erinin l üsyond , 
ayr ı yr ı gel ikl eri görü l me kted ir. Y k l a s ı k 0.25 M Cl konsantrasyonun 
el üatta gö rülm ye ba şl a n n HCAB 2 . fraksiyon kad r , daha sonra 1.25 M 
Cl konsantrasyonu civa rında görü lmeye ba ş l a nan HCAC,28 il e 33 nolu tüp­
ler a rasın da kolonda n sıray ı gel ik ler i a nl a şıl m kta ır. Aktivite eğ rileri 
de il k elüatl ard ki enzi min düş ük akti vitcli HCAB, ikinci olarak gelen ize­
enzi min ise yüksek akt i viteli HCAC ol d uğ u ka n ı sını verm ktedir. 

Ayrı ayrı birl estiril n izoenzimli fra ksiyonl a rın is k j el el ektro­
forezi sonuç l ar ı Sekil ~ t e ve rilMiştir. H r ir j el de, no a rl o ğ ru fa rk lı yol 
a l mı ş t ek bir ba n d ın olmas ı , izoenziml erin t amamen ayrıl ıkl rını göstermek­
t ed ir . 
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Grafik 7- Afinite ko lonundan HCA izoenzi lerinin asetazclami kon­
santrasyon gradienti ile elüsyonu. ( - - ) protein mikta r ı,(- ·- ) asetazol­
amid konsantr sy nu,kol on 1.5x75 cm., je l yüksekl i ğ i 12 cm ., el üsyon hızı 

30-35 ml . /s at ve frak s iyon ha cmı , ml . 

3.3 .3 . pH gradienti e lüsyonu 

Sab it 0.05 t1 KSO konsantrasyonunda,O .l 1 Tris-SOt). t amponunun, o.n1 

N H2so ile ka rıstırılm sı sonucu olus turul a ~ pH 9rad ientinin kol on uypu­
l a nmasıyl a el de ed il en elüa tların, 28n nm . deki b sorbans l a rı v ~ kti vite ­

leri Grafik 9 rla österilmistir . Yine grafikte oösteril en pH grad ienti e-­
risi Otomatik Ti t rasyon C iha z ı v sıta s ı y l a bulun~ustur. 

urada, pH 8 civa rında ,e nzim ge l me ğ ba şl amak tadır . Fakat pH, 2 ye 
lr.adar düşü rü l mesine ra -men enziml eri n t am m n el üe ed ile edi k l eri görülmek­
tedir. 

-3 .3.4. tzoenzimlerin Cl ve N
3 

iyonl arı ile el üsyonu 

Bu enemede, HCAB, l ~1 NaCl çözeltisi i le (pH=7.5) , HCf1 C ise () . tt 
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Gr fik - Afinite kolonun an HCA i zoenz iml e rinin Cl iyonu ko ns ant­

rasyon qr di enti il e elüsyonu. ( -- ) 280 nm. eki a sorb ns, (----) Wil­

bur- nderson birimiyl ak tivite, (--- --)NaCl kons ntr syonu , kol on l.5x75 

cm., j e l yüksekliği 11 . 5 cm., e lüsyon h ı z ı 30-35 ml./sa t ve f r ksiyon h c-

• 

Se k i 1 .. - Gr afik 8 dek i I ve II e~ ri 1 e ri 

a ltın da ki enzim çözeltilerinin e lektroforez ant­

ı rı. (i) nolu jel HCAB ,(ii) no lu jel is HC/\C ye 

a ittir. 

( i) (ii) 
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Graf ik 9- Af inite ko l onun an HCA izeenzimler i ni n pH gra ient i ile 
elüsyonu. ( -- ) 281') nm. de ki bsor ns (----) Wi lbur-An rson iri miyle 
ktiv i te, (- · - )pH gr i nti , kol on 1. 5x75 cm . , j 1 yüksek l i-i 12 cm . , e­

l üsyon h ı z ı l R ml . /s a t, fr ks iyon h cmı ~ ml. 

NaN3 il e (pH=7. 0) el üe dilm -ye ç a l ı şılmıştır . Ko l ona önce tla Cl çözeltisi, 
f raksiyonl arda prot ein _örünmeyinceye ka r (yak l aş ık 1 6~ ml . ) ve ha son­
ra NaN3 çözel tisi (yakl sık 75 ml.) uyq ul anmıs ve el üa tl rın a sor ans ve 
aktivite leri Gr f i k ı n da çizi l miştir . Bu gr fikten HC B v HC~C izeenz im­
lerin i n ayrı ayrı el ü· e il e ildi : i qö rülmekted ir. 8 i zeenzimi 3 il e 3 , C 
izeenz i mi e 5 i l e 58 nol u tüpler ar sın d( tıe lmis ve ayrı yrı irl e ştir i l­

m i ş l e r i r . Bu çözeltil erin elektroforezi sonucu el e il en bantl r Sekil 5 
t gö ste ril miştir . Jell er ince l e n c i ğ i zaman HCAC izo nzi mi jelinin bi r mik­
tar HCA ba nd ı ta sı ı ğ ı ~ö rül mekted ir. 
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Graf ik 10- Afinite kolonunda n HCA8 nin Cl- , HCAC nin N; çöze ltil eri 
il e elüsyonu. ( --) 281) nm. deki a_ sorha ns, (----) ~~ il ur- ~nde rs o n iri­
miyl e aktivite, kol on 1. 5x75 cm . , j el yük sekli ğ i 11 .0 cm. , elüsyon h ızı 3~ -

35 ml./s at ve fraksiyon hacmı ml. a ve b nokta l a rı sıras ıyl a N Cl ve NaN
3 

çözel tilerinin kol ona uy ul nma a nı d ır. 

Sekil 5- Gr fik 1'1 aki I ve II eğ­

ril eri lt ı n da ki enzim çözeltil erinin disk 
j 1 el ektroforezi ntl r ı .(i) nolu jel HC AB , 
(ii) nolu jel ise HC C ye aittir. 

(i) (ii) 
• 
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3.3 . 5 . tzoenzimlerin I ve SCN iyonlarıyla e lüsyonu 

Burada, HC AI3, pH=A. O r1e O. t1 f1 KI ve HCAC i se pH=6 . 5 t a O. 2 t1 KSCN 
çözeltil eri ile kol onoan yrı ayr ı indirilmeye çalış ıl m ıştır . Krom t oor i 
işl minde , kolon önce KI, d ha sonra KSCN çözeltileri uyou l a n d ıkt n sonra 
a l ınan e lüatl a rın a sorb ns v aktiv i t ' lc ri, tüp sırasına r.öre, Gr f ik ll 
de göster il mi ştir. E9ril erden izoenz iml cri n seçimli nl,r k elüe edi ldikleri 
anl şılmakt d ı r . HC. G, q il e 66 nolu,HCAC de 77 il e 9 nolu fra ksiyonl r ra­
s ında ge l i§inden, u çözeltil er ayrı ayrı b ir l e ştirili p, isk jel elektro­
forezi il e sa flık kontro l ü ya pı l ı. Şekil 6 a yer veril en j el fotor:ı r;ıfl rı n-

an izoenzimle rin bir. irl erin en t am ol ar k ayrıl d ıkl rı nlaşılmaktcdır. 

3.4 . SI~IR BÖBREK KARBON1K ANH1DRAZININ AF1N1TE KROMATOGRAF1S1 

H zırl arl ı ğ ı mız afi nite kol onunun do ku lardan cr, izol asyonunda ne de­
rece ya ra rlı olab il eceğ ini enemek amac ıyı , yak l aşık 250 n. sı-ır ~ö reğ ini n 

çözüneb il i r proteinl eri homojenizasyon l ekstr kte e ilmişti . Hacmı Sepha­
ex-G 25 il e 50 ml. ye üsü rülen ekst rak t , af inite je li yle ka rı şt ırıl a rak , 

CA ,adsorbe ed il m iş ve daha sonr kol onda n alınmıştı. Yap ıl an knnt itatif t ­
yinle, 0.082 g. enzi min safl st ı rıl ığı qörü ldü. 

önceden izole ed il miş sığır eritrosi t nzimi i le ~ö rek enz imi _e ra­
b rce disk j l e lektroforezin e tabi tutu l du . Cl e e il 2n ve Sekil 7 e gös­
t ril en jel fo toğrafl a rın n, her i ki enzi ait birer ba n d ı n nod y··nüne 
aynı h ızl a yürümüs o l duğu gö rü l me~tedi r. 

3 . 5. APO KARBON1K ANH1DRAZIN HAZIRLANMASI , YRILMASI ve TEKRAR AKTiFLEŞTi­

RiLMESi 

Sığ ır eri trosit enzimi nd n apo CA ' ın ha z ırlanmas ı ve d ha s rnr~,bu-­

nun l a yapılan deneyl er ile il gili sonuçl r s ~ ı d , üç . ölüm ha l inde veril­
miştir. 

3 .5. 1. Apo karbonik anhidrazın hazırlanması 

Akti f CA' ın y p ı sında bulun n Zn+2 iyonu, 0.1 rı piridin-2,6-dikarbok­
silik asit çözeltis'n k rşı enzimin .iy .lizl _nmesiyl e uzaklJştırılmış ve(i) 
bJşlangıçta ki, (ii) i y~ liz .en ve (iii) finite kro t nq rafisinden son r en­
zim çöze lti le rinde aktiv i te ve at omik a sor siyon il e Zn t yinleri yapılmı ş­

tı. Bunların sonuçl r ı TaJ lo 7 da veril~ i stir. 
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Grafi k 11- kol onundan HCAfl ve HCAC - il e elüs-f i nite nin I nin SCN 
yonu. (- ) 280 nm. ek i absorb ns, (----) Wil bur-Ande rson birimiyl e ak-
t ivite, kolon 1. 5x75 cm . , jel yüksekli ~ i 12 cm., elüsyon hızı 30-35 ml ./saat 
ve fr ksiyon hacmı ml. Y2 b nokt l a rı is e, sır sıyl ,KI ve KSC N çözeltil e 
rinin kolona uygu lanma an ı d ır. 

Seki l 6- Grafik ll de ki I ve II eğ ­

rileri altın ki enzim çözeltil erinin elek­
trafarez bantl a rı . (i) nolu j el HCAB,(ii) 
nolu j el ise HCAC'ye aittir . 

(i ) (i i) 
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S kil 7- Sıgır U~ re k ve eritrosit CA ' l a rı ~ 

ın p ralel el ektroforezi .( ' )nolu jel böbrek,(ii} 
nolu j 1 ise eritrosit enzimlerine eittir. 

Tabl o 7- Apo CA ' ın ha zırl a nma s ı s ır s ın ki 
ktivite VE. çinko miktarl a rı. 

Cözeltix Enzim mi k t a rı Zn miktl!rı 

9· /lt. m0l/lt. mol /lt . 

( i ) 0.096 3.2xlo-6 3.27xlo-6 

(i i ) 0.096 3.2xl0-6 O .36xıo-6 

(i i i ) 0.079 2.6xl0 -6 önemsiz 

(i ) (i i ) 
r 

enzim çöze ltil eri nin 

C.Jğ ıl 
aktivi e 

10 

o 

xCözeltiler etinde geçen s ı rayla l ınmıştır. 

Tablodan 9ö rüldüğü gibi, diyaliz yo luyla enz im yap ıs ında bulunan Zn+2 

nin % 89 u uzaklastırılmıstır. Bas lannıç çözeltisi ndeki en zi m ~o l s ayıs ı i le 
çinko mol sayısı rasında görül n 0.07 wmol l ük fark , her iki ö lçümü~ ayr ı y rı 
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c ihazıard yapılmasında n kaynakl a nmaktadır. 

3 .5.2. Apo k arbonik anhidrazın a finit e kroma togra fi s i 

% 89 verimle oluşturul a n apo CA çözeltisi, on kez da ha f zl enzi m 
ba ~ l ama k pas it sine sahi p bir kolona uy _ ul a nmıs ve pH 7.5 t a 0.1 M NaCl 
çözeltisi il e elüasyon o rçe k l e stirilmişti r . Hiç ktivit ve rmeyen elüatl a­
rın tüp s ırasın göre 280 nm . deki bsor a nsı r ı Grafik 12 de oös te rilmiş­

t ir. 

3.5.3 . Apo k arbon i k anhidra zın znso
4 

ile t ekr r akti fleştirilmesi 

Bu deneme, apo CA çözeltil erine art n stok iyometr ik o ra n ı a rd Znso
4 

il av s iyl e , tek rar ka z a nıl a n ester z akti vitesinin ölçü lm siyl e gerçe kleş ­
ti rilmişti. Re ksiyon h ızı n ın eklenen 10-5 M ZnSO ın h a cmıyl a de~ iş imi 
Grafik 13 te gösterilmiştir. Bu r da , fazl a bir sapma o lmaks ı z ın, bir o-ru 
elde ed ilmiştir. Bu sonuç po CA'ın reaktivasyon erecesinin, i lave edi l en 
veya ortamda bulunan Zn+2 iyonunun stok iyome tr ik mikt rıy l a doğ ru ora ntılı 
oldu ğ u nu ortay koymak t d ı r. 
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Bu ç alışma da , karbonik anhidraz nziminin afinite kromatografisin­
de kullan ı lmak üzere , d ha önceki ar ştır cıl a rın sebtezlediklerinden fark­
lı yapıd bir afinite jeli h zırlanmıştır. Jelin sentezl enmesinde kullanı­
l an re ksiyonlar ve j el ta kıl a n uzantı kolunun f rk lı ir kimy sal yapı ve 
uzunluğa sahip olması, meto umuzun en önemli özelli kl erinden birisidir. Ho­
zırl nan jelin karbonik anhidraz bağ l ama kapasitesinin yüks k ve kış özel­
liklerinin sen tez sıra sında değ işme~is b ulunma sı, bast elirtilmis olan 
amacımızın ge rçekl stiğini qösterme kte ir . 

Bu bölümün il eri d ki kısı mlarında, ç J lışmamız esn sınrla k ull a nılan 

me t odl ar ve elde edilen sonuçlar sırayla ele lına ra k ta rtışıl a cak tır . 

Denemelerimiz boyunca. kromatoqr fi işl emlerinde ld dil n ko l on 
elü tl a r ı nın prot ein ihtiva edip et med ikl eri , 280 nm. deki bs orbc nsl a rıyl a 

belirlendi. Bu yoll a yapılan kalitatif t 1yin, orot cinin yap ı sında bulunan 
tirozin v tri ptofanın,bu da l ga boyunda,ma ksimum b s or~ ns vermesi prensi-
ine dayanmaktadır (71). Eğe r bir protein zincirindeki tirozin ve tri ptofan 

amino asitl rinin s yısı bi liniyors a , o prot einin, 280 nm. rleki absorbsiyo­
nund n, mikta r ı da ulunab i lir. Fakat bu prot ein çözelti e saf halde l ma lı­

d ır . Aminoasit o ra nı rı i linen proteinlerin, bu da l oa oyuna ve 1 cm.ısık 

yolunda ya ptıkları absor s iyon, ekstinksiyon k tsayıları halinde verilir.Bu 

ya molar ekstinksiyon katsnyısı (E 2 ~0 nm . ) , ya da A~ 1 cm. ol arak . elirtilir. 
A%1

1 m , 1 g. ~ro te inin 100 ml . çözeltisindeki 1 cm . ışık yolun a sorbsiyonu-c . . 
dur. Deneylerimiz e , üzerinde ç a lıştığımız ins n kar onik anhi d ra zı izeenzim-
leri ve C ve sı ğ ır enzi mi için A""1

1 , sırayl a , 1 . 3, 18 .7 ve 19 .n o l duğun­cm . 
d n, saf enzim çözeltil er i n e u ekstinksiyon kats yıl rı kull nıldı ve enzim 
mikt rl rı t ayin edil i ( 73 ) . Protein karışımı çözeltilerinde ve 280 nm. de 

sorbans veren yabancı i l eşikl e r taşıyan kolon e l üa tl a rınd , kantit3tif 
protein tayini Lowry me t duyl a ya ıl d ı {72). Da ha önceden ı bo r tuarımızda 
u metodun stando rt r rote in e ğril e ri ç izil miş oldu:und n, 7'-0 nm. ce el de e­
il en absorbanslar, )u eqr il erle k rşıl o stırılarak. ç··zeltilerdeki Drotein ~ik­

ta rı bulundu. 
Ka onik anhi dr z enzi . i nin aktivitesi iki ayrı yönteml e t yine il di . 

Birincisi, enzimin co2 hi j rataz aktivitesinin Rickli ve ark de sları tara fın ­

n modifiye ed il en Wil hur-Anderson me t oduyl a , ikincisi i se , es er , z ktivi­
t esinin, p-nitro fenil setatın h'jrolizi ; rensi ~ ine daya nan, Armstrr n9 ve 
rkadaşlarının y .. ntemiyle helirl nmesiydi. Wi l. ur-An e rs ı"' n me tcı c1u n da,co2 nin 

H2o il e reaksiyonu sonucu olusa n H2co1 i n H+ ve Hco; i ycnlarına yrı sa ra k , 
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o rtamın pH s ını d - istirm~ süre si ölçülmekte .ir. Bu yöntem, " Giris" öl ü­
münde de be lirtildi-i gi i, nz imin co2 h i ~ rn t z ktivites i s ~b itl e rinin ta­
yinind yar rlı ol arnam kt a ır. Çünk ü reaksiy n süresi nce pH değ işmekte v ay­
n ı nz im tarafın an ehidrat syonu k t lize e il en Hco; olusmaktarl ır . Fakt 
ça l ı şmamız esnas1n a, enzi min kineti özellikl er iyl e il i li deneyler ya ılm ­

d ı ğ ı ve ya lnız elü tl ardaki a ıl kt ivite a rtış ve za lısl rı be lirl endi ğ i 

için, Wil ur-Anderson me t odu uygul J ndı . Li tera t ürde neçen bu t i p ç a lışm larda 
d genellikl e bu yöntemin kulla n ıl mış o l ma s ı ,seç imi mizi doğru l ama kta d ır(l2, 

17 , 18,19,21 ,22,23,28,29 32 ,33, 3~, 35 , 53 ,65 ,6 7, 6R , 70). 

p-nitro fenil se t tın hidroli i i l e öl çül en ester z ktivites i, apo 
karbonik a nhidra zın çinko sü lf tl a t ekr r aktive edilme derecesi ni belirl e­
mekte kullanıldı. Burada kt ivitenin b a 9 ıl a rtışı t yin ed ilmişti. Bu is i­
çin, rmstron ve a rkada s ı r ı n ın yöntemi nin t ercih ed i lmes inin sebebi, Wil­
bur-Anderson me t odun a nisbe ten daha duya r lı olmasıdır. p-ni tro fenil as tat 
es teri sud çözünm d iği için , önce aset onda çözü ldükten sonr su lu çözelti­
leri h a zırl andı . Aseton hidr l iz reaks iyonunu en z i nhi e eden o r~a nik çö­
zücü o l du ğ u için seçil di . p- ni tr f nil a se ta tın hi drolizi re ks iyonu için 

i ldiril n dietil m lonik s i t t amronu yerine Tris t amponu uy~ ul a n d ı. Dietil 
mJ lonik as it tam~onunda,es te rin enzi msiz olarak çok az hidr lizl e n d iği belir­
tilmis se de , ölçüml erde ken i kendine hi roli z olan ester mikta rı için ~e ­

rekli düzeltme yap ıldı ğ ından, bu sak ın c~ ort da n k a l d ırıl mı ş ol rlu. K l d ı ki 
da ha önceden yarılmış bi r ça lışmada ~bu maksatl Tris t amponun kul l nıl-

ı ğ ı bil irilmekte ir fB8). 

tzol edil en enzimlerin s a f lı k kontrol ü, ~ isk j e l el ktrnforezi i le 
g rçekl cstiril di .Oay1 s'in m t odu uyg u l a n n r~ k ya~ ıl n elektrr. f rez eneyle­
r in c!e, fa rk lı olarak "s rıa c r" j el ad ı ver il en ve ö rneğ in uy cı u l a n d ı ~ ı kısım 

yerine , numune, % 5 lik sukroz çözelt isi içinde t üp l ere konul du. !şl eml e ri 

k o l ayı ştıra n bu yol baska a ra5tırmacıl r ta ra fın~an da uyoul a nmıstır(2 3 , 

26,53). El ektroforez isl ~mi pH 9.0 rl oe rçe kl eşti ril d i ğ i iç in prot einl er 
anod doğ ru t a ş ınmış ve ~ ro te in b nt l a rı Arnide Black il e beyan r k, el de e­
dilmi ş tir . 

Afin i t e kromat ografis i n e kull a n ıl a~ jel , üç ayrı rea ksi yon sonucu 
sent zl ndi . önce , matriks olar k seçil en C 1 Seoha ex-C50, CEDQ i le aktif­
l e şt iril d i ve bu na ami d b ğ ıyl a L-t irozin baq l an~ ıktan sonr i a zol a nmış ~ ­

amino enzen sulfon mi d kenetl endi. 

Ser est k r oks il gru· u ta şıya n ma tr iksirı ktifl ş tiri l me sin e ku ll ;ı­

n ıl a n EEDO n ilk kez ,197J y ı lın daıenzi m i mmob il izasyon und yarcrl n ılmış­

t ır (75, 89 ) . EEDQ in karbaksi l ru uyl a reaksi yonu sonucu , yüksek ~ H ve s ı-
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caklı t , oldukça kara rsız bir karısık karbon ik anhi rit ya p ısı oluşm ktad ır. 

Bu ise primer am in gru ları yl a h men reaksiyona girerken, bir amid bağı mey­
dana getirir. Afinite jelinin sentezlenmesinde, matriksin aktifl eşt irilmes i 

başka araştırmacılar tarafından siyano bromür, karbodiimid ve epoks i bi le­
şikler kullanılara yapılmıştır. 

Siyano bromür (C NB r), matriks olarak kullanıl an, dekstran ve agaroz 
yapısında Sephadex,Sepharose veya Bio-Gel 'in içerdikl eri -OH g ruplarını ak­
tifl eş tirmekte ve bunlar primer amino grub una sah ip ol an bileşiklerle reak­
siyona girerek, sonuçta bir ester b ğ ı oluş turma ktad ır (55,56,57) . Bu bile­
şikl e gerçekl e ştiril en ktifl e ştirme ve b ğ l anma rea ksiyonları şöyl edir: 

OH + CNBr pH=ll ,BJ - 0-C::N - 2 r o ~ RNH 
-H Br 

mat riks aktifleşti­
rilmiş matriks 

~~H ~ 
~-0-C- ~R H20 ~L Q H 

---~ j OC- NR+NH3 
~1 

ester bağ ı 

CNBr aktiflestirm si il e hazırl nan ·ell er , ka rbonik anhidr zın a­
finite kromato r fisinde kull anıldı ~ ınd , zaman la adso rbsiyon özell i kler ini 
kaybetmektedir. Çünkü, karbonik anhidr z enzimi, özelli kle pH 8.0 in üzerin ­
de , yüksek est r z akt iv i tesine s hi ptir . Bundan dolayi kromatograf i e sna sın­
d , ligandın matr ikse b ğ lı o lduğu ester bağ ını pa rça l3maktıdır. 

Karbodiimid bi l eş i k l e ri, serbest kar oksil grubun sah ip olan mat­
ri ks l erin ktifleştirilmesinde kull an ılma ktadır. Aktifleştirme ve pri mer -
minlere bağ l a nma reaks iyonl1r ı ş öyledir: 

o / NHR, RNH2 L p H o 
tcooH + R1 =C= 4R2 ---~ }t-o-c.._ NR ------'>'=>j c- NR+R1 HN-C-NHR2 

2 
ktifleşti­

ril mi s ma tr i k s 
ma triks k rbod iimid 1 i gand 

ba- ı n n­
mı ş hn 1 

K rbod iimid il e aktiflestirilmis mn trikse pr i me r amin grubunun bağl an­

ma sıyl a , amid bağ ı oluşmak a dır. Bu b ~ kroma tografi işl eml e rine daya nıklıdır. 

Fakat, akti fl e ştirme e sna sında m triks ·eli, pH=4.5 ta , 24 sa t süreyl e ka rış­
tırılmaktad ır. Bu işl em , jelin kromatografi sıra sır.dak i a kış öze llikl erini o­
lumsuz yönde etkilemekted ir . 

rtatriksin epoksi bil sikl erl e ak tifl e stir·ımesi (oksiran a ktifl e ştirme ­

si) de, Sephadex ve Sepharose y p ıl a rında ki -OH g ru p l ar ı üze rinden o l makta dır. 

Reaksiyon lar 1,4-bis( 2,3-epoksi r ropoksi) bütun epoksi b il eş i ö. için ş öyl edi r : 
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~H H C~CCH O(CH ) OCH C~CH pH= l •150c j V + 2 t 2 2 4 2 • 2 
matriks ı , 4-~is(2,3-epo ksi ~ropoks i)büta n 

o 
O - CH2~~C H20(CH2 ) ~0C H2 ~-CH2 

~ktif l e stirilmis m triks 

Yuk rıd ki rea ksiyonl r~ a . pri mer amino grubu i htiva eden li gand, 
pol ar yapıda bir uza ntı kolunun rdınd n, mat ri kse kaval ant ol ar k bağ l n­
maktadır (58,68,69). Kromatografi işl em l e rine gayet dayanık lı ol n bu yap ı , 

16 saat aktifl est irme ve 16 saat te li gand ın bağl nma süres i sonucu olus­
m ktadır. pH nın 10 civa rı nda o l ma sı, je l in fiziks el y p ısını f zl a etkil e­
memesine rağmen, uzun sür ( ya kl a şık 30 s at) k a rıstırma işl emleri polisak­
karit r;artikü ller"in ş e kil b kı mınd n dcformasyonun :l sebep ola ilir . Sonuç 
ol rak haz ırl nacak afin i te je linin kış özellikl eri ol umsuz yönde etkil e­
n cektir. 

C lısmamız esn s ında, EEDQ r~a kti f i kull nmakl a, hem ktifl estirme, 
hem de ligand ın bağ l a nma s ı 5 s at içind oerçek lestirildi. Bu surette, Ct. 
Seph dex j elinin ak ıs özelli klorinin f zl a etkilenmemesi sa91 ndı. Bunun 
yan ı s ıra, matrikse ol an kaval ant b q l a nma nın ir mid h e ıyl a s on uçl a nma sı 

k r onik nhidr~ zın finite krom tog rafisinde es t er b ğ ının sak ı nc a l a rını 

da ortadan k l d ırmıs oldu . 

C lısmamızda, ı . CM Sephadex'in a ktifl e ştirilmesi için 1.5 g. EEDQ 
ha rcand ı. Sundararn uy u l ad ı 9 ı metodda ı g. kuru j ele0 .6 il e 1.0 rasın-

d EEDQ k ull a nmıştır (75) . Deneylerimizde bu re ktif da h yüksek or .nda 
(l .5 g. ) k a tıl d ığında n , ktifl esme de reces in in EEDQ mik ta rıyl 3 e-isimini 
incelemeye gerek duyulm d ı. Rea ksiyon ort mı pH sı a t e sal it tutulmuştu . 

Daha önceden an l a tı l d ı ğ ı gi bi , oluş n ktif anhi • rit ya pı , yUksek pH larda 
boz unmakta , düşük pH l rd ~ ECDQ, kineline dönüşmekted ir. Sunda rarn ve 
Telefoncu t ar fınd n pH='+, en veri mli ktifl es tirm o rtamı olarak belirl en i~ 
ğ i nden, eneyle ri miz e bu p gercek l eştiril i. 

üretici firma tra fın da n beli rtil d i ğ i gi i , ı g. kuru CM Sepha exy ­
p ı s ında ~ . 5±0.5 mmol serbest kar oksil grubu içe rm~ kted ir. Bu q ru pların t -
mamının aktifl estiril di : i va rsayıl r k, y klasık 5,5 mmo l (lJ) g. ) L-tirozin 
kull a nı d ı. Bu mikt r ~ ktifl esme or nının çok üzerinde ir eğe r oldu0und n 
L- tirozinin de değişik miktarl ard denenmesine ge rek duyulmad ı. 

Kenet l eme k için diazolam re ksiyonun da 0.350 g. sulfa n·ı mi d kull a-
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n ıl d ı. Tablo 2 de ki kenetlenen inhibitör eğerleri gözönüne alınd ı ğ ı nda, u 
miktarın jele tak ı lan~ an 10 misli fazla 1 uğu örülmektedir . Bu ise ,reak­
siyona sokulan sulfanilami din, kenetlenme o ranını sın ı rlamayacak ka ar yük ­
sek düzeyde oldu9unu göstermektedir. Diazo1ama işlemin de , NaN0

2 
ve HC l in 

sulfanilami e oranları , Cuatrecasas'ın t vsiye tti ni ka dar a lındı (56). 
Burada, lOOı.ı .m 1 li gan içi n 1. 5 HC l den 1. 5 ml. ve 700ı.ımo l NaN0

2 
öngö­

rülmekted ir. 

Deneysel Böl üm e anı tılan m todu uy ul ayarak, aynı r ak tif o ra nları 
ve ynı sartl ar a sentezlenen 4 yrı afinite jeline rağlı L-tirozin ve sul­
f~ nil am i d miktarları Tabl o 2 de gösterilmiştir. Toplam 6 g. kuru jelin afi­
nite kromatograf'si için h zırl an ı ~ ı deney sonuçl a rında n, CM Sephadex ü­
zerindeki serbest karbaksil grupl rını n,% 3~- + 3 aras 1nda ~ ir verimle ak­
tifl estiril . iği, ta kılan L-tir zin miktarl rın . n _örülmektedir. L-tirozin, 
en az pH 9.5 civarınrl çözündüğü için, bağ l a nma bu pH a 9e rçekleştirildi . 

Aktifl e ştirm sonucu ol usan k a rısık karbonik anhi rl rit yap ı, yüksek rH larda 
ve sıcaklıklar a kararsız olup, pri me r aminlerle hemen re ksiyana oireceoin­
d n, ağ l a nma reaksiyonu 90 dakik ad tamamı n d ı. Anhi drit y pının,L-tiro zin­

l e ba: ı anma yapmad n ho zunmasını en az seviy y indirmek için, o rtam ı n sı-

c k lı ğ ı 5°C civarın tutul u. Fakat, pH nın yüksek ol m sın n do layı, ak­
tifl sen her k rboksil 9rubuna L-tirozinin t~kıl d ı ğ ını söylem k ~üçtür . r. 
ayrı eneyl e h a zırlanan j . ll erdeki L-tirozin mmol miktarl rının ir i r le:­
rin en önemli de recede fa rklı o l ma l a rını b~ s e~eb bJ ğ l yab iliriz (TJ l o 2). 

Diazol nmış sulf nil ami in L-tirczine kenetl enmesi, Cuatrecasas'ın 

öngör üğü sekilrle ve 0.2 f1 Na2co3 lı ortanı , 3 s a tlık karıştırma sonucu 
ge rçekleştirildi . Bur N 2co3 t mronl m örevi üstl enmekte ·ir . T l o 2 
ince l e n d i ~ ; zaman, inhi itörün fa rklı de~e rl e rrle kenetl ndi ~ i ve hunun baQ ­
lı L- tirozin mikt rıyl a oöru o rantılı o lma~ ı q ı oörülmektedir . Bu durum di­
-er a raştırmacıların hazır l c ı k l a rı afinite jell erinde de gözlenmckterl ir 
(66,67). Azo bağ ıyı o luş n kenetlenme sonucu ortaya çıkan kırmızı renk, 
uağ l anmanın gözl e takip e· i lmesini sağ l ayara k, ta rafımız dan uy _ulanan meto~ 

un a v a nta jl a rın da n irisini o luşturw~ kta ı r . 

Afinite jeli kromato~ ra fi için ha zırl nd ık ta n sonra , u jelin k r­
onik anhi draz ba~ l a ma kap s itesi be lirl enmişti. Kap site t ayin i ş l em l e rin ­

de k ull anılma k üze re, önced n i nsan ve sı n ı r eritrcsitlcrinrlen lınnı k rbonik 
anhi draz el de ed il i. Deneys ı Bö l üm . de lirtil ct i ğ i ihi, u amacı iki 
yrı met od uy ul a n d ı . Bunl ard n Lirincisi. he .ool n inin enatür syonla uzak­

l a ştırıl d ı ğ ı etanal-kl or form ekstr ksiyonu, d i ğe ri ~se , herna liz tt n hemoc­
l ob inin seçimli ol rck rl sorbe erl il i qi DE ' ~ S~hadex-ASO iyon deöiştirici 
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kromatoqrafisi idi, Etanol - kl oroform ekstraksi yonu hemolizattan eemog lcbi­
nin uzaklaştırmasın a uzun zaman d ır kullanıl a n ~ ir meto, dur . Fazla vakit 
a lmamas ı , hernalizden sonra eritrosit za rl a rının ayrılmasına gerek kalmama­
sı ve her çeşit kana uygul na ilmesi r i i av nt jl rının y nı sır , üyük 
mikta rda enzim hemo 1 . in çökel eö i il e t' irlikte k ay~e ilm kte ir (29, 32,33, 
53). DEAE Sepha ex-A50 kromat og rafisi il e hemoQ lob in seçiml i ol arak kolona 
dsorbe olmakta ve karbonik nhi .raz elüe ed ilmekte irlnsa.n ve sı n ır k nıyla 

y p tı ğ ımız eneyler1e, .u yöntemı ka rbQnik 3nhi ra zın hemog lob in1en ayrıl­
m sın ç a lışıl d ı . F kat , ya lnız insan h emo l i z ~ tl rında a s a rılı olun u.Cün­
kü s ı ğ ır hemolab ini ve k r onik nhi~ra z enziminin y p ı sındaki iyanıasab i ­

lir grup lar , ins n hemo~ l ob ini ve CA ın na n ol ukça fa rk lı ır. Bu met o un 
hemcliz ttaki k rbonik a nhi d ra zın % 90 a yakl san bir yeriml e ve kromat og­
rafi gi i proteinlerin yap ısını etkil emeyen bir yoll a e l e c ilmesi avan­
ta j ı arı vard ır. 

Ha zırl a ı ğ ımız j elin karbonik anhi draz bağ l ama kap sitesi il e il­
ili yapıl a n .eney ? Onuçl arını tart ı şmad n önce, insan ve sı 9ır karbcnik 
nhi d ra zl a rının kimyasal y p ıl a rı ha kkın 

l a c a ktır. 

a zı hil nil er vermek fayda lı o-

!nsan ka nı eritrositl rinde A,B ve C s mbo ll eriyl e gösterilen ve 
sır yl % 5,83 ve 12 0 r anın a Uç kar onik anhi raz i zeenzi mi bulunmak tad ır 

(73 ,9 ,92) . Oç izeenzi m de t ek ir pepti zincirinrlen ibaret yapıl rın a 
260 amin asit bulundurmakt ır. Mc lekU l aO ırlıkl rı y kl a şık 3 .000 dir . 
A ve B izoenz iml eri, arn ina sit il esiml er i , ktiviteleri ve immünolajik 
özellikl eri a kımınd n 'rbirlerine son de rece enzemek e ir. Bu yüzden A 
i zo nziminin B nin ir v arya nt ı c l d u ğ u il eri sürülmekte ir ve her ikisi rle 
" üşük ktiv itel i " k rboni k anhi dr z s ınıfı n a irmekte ir. C izeenzimi is e , 
"yüksek aktiviteli" olup, amino asit izilisi B izoenzimi il e% 53 luk bir 
benzerli k 9östermekte ir. 25°C d C izeenzimi C02 hi dr t z aktivitesinin, 
HCAB nin 13 misli k r ol cuau il diril me kted ir (21 ,92,9 3) . 

Değ işik orijinli ütün k rbonik nhi ~ r zl r da olduRu ai bi, insan B 
v C izeenziml erinin y p ıl a r ında ak tiviteleri iç in ge rekl i o l ~ n Zn+2 iyonu 
bulunmakt d ır. Enzimin ktif öl oesin e yar 1 n Zn+2 iyonu, t etr hed r~ l bir 
kompleks o luştura ra k, yine u böl nede ulunan hi st idin arn ina sitl erinden 
3 t nesinin N toml a rın ve ir OH iyonun li g nrl h~~ l a rıyl a~ l a nma ktarl ır. 

C iz enzi mi için u hi s ti di nlerin , 93 ,95 ve 11 8 no l u aminr asitl er , B ize­
enzimi için 9~ . 96 v 11 9 nolu mino asitl er 0 l ~ u~ u, yap ıl a n ~mina asit 
dizilisi v X - ıs ını kris t ıı ~ ~ra fisi deneyl erin en nla sıl m k ta rl ır( 96 , _ 7,98). 
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o 

Zn+
2 

iyonu, C izeenziminde 15 H, B izeenziminde ise, 12 A . erinli-in e hir 
oyuk (cavity) içindei ir. 

S ı g ır eritrosit ka r onik anh idraz enzimi i se, % 20 ve RO oranların­

da A ve 8 i zoenz iml erin en ibarett ir. Fakat , her iki izeenzim arnina asit di ­
ziliş.l eri ve aktiv ite yönünden öz es olu ,. , "yüksek aktiviteli " izoenzim sı­
n ıfı na girerl er . co2 hi r t az aktivite leri HCAC ye ~ enzemek tedi r. r. o le kül 
ağırlıkları 29.000 ol an her i i izoenz im, nynı i zoe lektrik , H lara, ifüzyon 
ve se imentasyon sa it lerine sahi p o l du kl a rın n, lektroforezl e rinde yal­
n ız tek bant gös t ermek ted irl er . Akt if (·öl ge le rin eki aminoasit d iz ilişi HCAC 
il e tam bir homo loji rz tmektedir. Zn+2 iyonunun ba- ıanışı da yine enzer 
şe kil e olm kt d ır (22 ,24, 25 ,31,99,1 00 ,101). 

Hazırl ad ı § ı mız afinite jeli, k rbonik a nhi d ra zı , enzi min i r inhi bi ­
törü olan sulfanilamid ara cılığı i le tutmaktad ı r . Böl üm 1 . ~ .1. de a n l a tıl­

d ı ğ ı . gibi, arom t ik ve heterosiklik su lfonami dl r k rbonik anh idraz enzimler i­
nin çok kuvvetli inhi bitörl eri dir. Cu ~ i l e s ikl e rin enz imin akt if bö l es ine 
bağ lanın rnekani zmal n çıkl nmıştır. Ou clay sema ti k ol ar k ş öy l gösteril e-
il ir: 

Enzim 

Ar 

=p 
\ :;;:::::=:=:::= 
NH

2 

Aremat ik 
su l fon mi 

Our da, sulfonamid (-so2NH2) gru unun enzi me anyonik i r form a ağ ­

l a ndığı gö rülmektedir. Söyle ki ~ Zn+2nin dördüncü koordin syon or. italini iş­
ga l eden OH- iyonu asi dik karakter eki -so2NH

2 
den ir prot on alarak suya dö-

o 
nüsmek te, sulfonamid de -S= NH anyonu haline gelmektedir . Bu du rum, ya ılan 

ö 
rezonans Raman ve UV inceleme l eriyl e de do ğrulanmıstır. Faka , roma tik hal­
ka nın bağlanmada k i rolü henüz bilinmemektedir. Yuka r ı da semat ize di l en ba ğ­
lanman ın, pH ya son derece baq ımlı o lduğ u aç ıktır. Çünkü, -so

2
NH

2 
in anyona 

dönüşmesi ve Zn-OH ligand ba ğ ının ayrısmas ı pH dan etkil nen o l aylardır( l02 , 
103 ,104,105,106). Sulfonami dl r enzime ye. ln ız Zn+2 a ra cılı ~ ı il e bağlanmama­
t d ırl r . Bunun yan ı sıra, enz imin aktif bö l ge sinde i yanı a s ab ilir b z ı grup­
ı rl d etk il esme söz konus udur . Bun un en önemli de l i li , sulfQnamid lerin Zn+2 
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iyonu uzaklaştırılmıs apo CA 1 a ıo- 3 ı lık bir afi nite ile ba~lanmasıdır. 

Hazırl dığ ı mız jelin enzimi adsorbs iyonunda, s u lfona~id grubunun ya­
nı s ıra başka grupların da e i li olabi leceğ i düşünü lebilir. L i gand ımız göz­
önüne a ınd ığında, sulfanilamidin aza bağ ıyl a kenet lendi 9i L-t irozin feno l 
halkas ında iyan ıasabilir ve as idik özel likte bir -OH grubu v rd ır. Bu ~rubun 
nyon fo rmu aza bağ l a ntı s ı sayesi nde daha da karar lı hale ge lmiştir. Enzimin 

akt if böl gesi 12-15 ~ rasında bir derinl ikte olduau ve uza ntı kolu ya rdımıy­
la sul fanil amid bu oyuk t n içeriye gi rcbildi Cı ine göre, hemen kendisine ta ­
kılı bulunan feno l h lkas ı d oyuk içerisin isabe t edecektir . Yüksek pH l r ­
da anyon lasacak olan h lkad ki -OH, çevresi ndek i arn ina as itl ~ rin el ektrofi­
lik ruplar ı y l a etk il esec ktir . Bu d t k tı ğ ı mız uzantı ko lunun, pH ya ba ım­
lı olar k, bağ l an~da olumlu v y olumsuz rolü ol ab il )ce= i kanıs ını vermek te­
dir . 

Yukar ıda ki bil gi l rin ış ığı a lt ınd a , hazırl a nan afin ite j el inin enzi­
mi b ğ l ay 3 bilmesinde, enzi m çe şidinin, pH n ın, ortamın iyonik ş idde t ve s ı­
c a k lı ğ ı n ı n etki li ol abil ecej i gö rü l me ktedir . Ça l ışmamızda, söz konusu 4 fak ­
tör değ işke n olarak a lındı ve k pJsite t ay in leri ynp ıldı . 

Jel in i nsan karbonik anhidraz izeenz imleri k r ışı ı, HCAB ve HCAC il e 
BCA tutm · kap siteleri deney sonuçl a rı Tablo 3 te göste ri l mişti . En yüksek 
b ağ l nmanın sığır enzimi t ra fınd n ge rçe k l eştirildi ğ i gö rülen de~e rlerden, 
ins n C izeenziminin ikinci derecede adsorh . edildiği A nl aş ıl mak ta d ır. B 
i zo~nz i m i k p sitesinin en düsü k seviyede olup, izeenzim k rısı mın ın ise , 

CAC nin ka rışımd ki or n ına uvgun sek ilde faz ı o lduğ u yine tablod ki de­
ğe rle rden ortaya ç ıkmak t~ dır . Elde edil en baö, l a nm~ dereceleri, enzi mlerin 
kt i vi tel eriyl e uygunluk gösterme ktedir . Yüksek ktiviteye sahip ol an BCA 

ve HCAC, HCAB ye nisbeten daha çok tutu l muşl A r ır . 

Genel ol rak, haz ırl nan afinite je linin çok yüksek bir baqlama ka­
pasites ine s hi p oldu ğ u gö rülmektedir . Liter türde k pasites i ha kkınd bil­
gi ver il n çal ı şma l a rl a ka rşı l st ı r ıldı ğ ı zam n, heps inden yü ks ek d oe rl er 
elde e dildiğ i ort aya çıkmak t d ır . Os orna ve Tashi an h z ırl d ıkl r ı kolon , 
ı g. kuru j el t ra fınd n, 20 mq. HC B bağ l n dı ğ ını b ildirmişl e rd i r . Bu mik ­
t ar j ele tak ılı inhibitörün % 14 üne ka rş ılı k ge lm ktedir . Bizim ça l ışmamız­
da ise , söz konusu izeenzimin ba ğ l nma o r a n ı 500 mg . olarak e lde G d ilmiş ve 
kolona ken tl enen sulf ni l midin % 7.9 u qö rev ynpmıstır. Enzim b ğ l 3mJda 
rol al n inhib itör yüzdesinin düşük o l mas ı norma l bi r sonuç tur . Çünkü, t ar ­
f ı mı z da n matrikse, di ğe r r ~ s tır ı cıl arın takt ı - ı ndo n d~h yüksek mik t ard A 
sulfanil amid ba-l nmış v odsorbe edil n enzi m m ikta rı , bu yüksek or nd ki 
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de~erlere kıyas edildi~inden düşük ç ı kmıştır. Ta kılı su lfanil amidin bUyük 
kısmının enzi m ba · ı ayamaması ~ kullanılan m tr iksin gözenek li yap ısından i­
l ri gelmektedir. üret ici firman ı n CM Sephadex-C50 ile il gili verdi·; bil ­
gil ere gö re ~ bu jelin gözenekleri molekül ağ ırlı k l rı 30.000 e kada r ol an 

proteinler i tutmaktadır. Bu durumd , mo l ekü l aö ırlı ğ ı 30 .000 civarında ol an 

enz im1er imiz, ço ğunluğu gözenekler içerisinde bulunan inhibitörün çok az 

bir kısmıyl a k a rsıl şmaktad ır. Sonuç olar k da d ü ş ük veri md ir aq l anma 
ge rçek lesmek te dir . 

tki insan izo nzimi ve sı ğ ır enzimi için, kap site in s ıcakl ı qa ba­
ğ ımlılı ğ ını incel emek maksadıy l a yaptı q ı mı z eneyl erin sonuçl rı Tab lo 

v Grafik 2 de gösteril miştir . Bura c, he rbir enzim ·cin , 2 ve 5°C larda 
n yü ksek ağlanm ve sıc k lı k y"'ks ı i kçe , p ral 1 ir dü şme gö rülmekte­

dir . Bu üşüs, irinciderecede enzimin artan sıcaklıkla konfor asyon unda 
meydana ge len değ işme l e re, daha son ra da bAÇ l anm yı ge rçe kl e ştiren grup­
l a rın iyonl ş ma l a rının sıcak lıktan etkil enmesine veril e ilir. 

pH faktörünün de~ iske n ol arak a lınd ı ~ ı eneyl er sonucunda, adsor si­
yon miktarl a rında, bü tün enziml e r için, q2 nelli kle pH 7. 5 tn şajı ve 9.0 

d n yuk rı değe rl rde bir azalm görü l kted ir (T ulo 5 ve Grafik 3) . Bu 

az lma , herbir nzi i çin fR rklı or nl r c ol mak l e er her, m ks imum kapa­

sitenin e l de ed il d i~i pH l ar hemen hemen ~ynı d ır. Bu pH eğe rl e ri ,su lfa ni l­

ami din anyonik form ka z a n d ı · ı noktal r olup, yüksel dikçe ort md .rtan OH- , 

çinko iyonunun 4. koordinasyon a~ ına inhi hitör en daha kolay yerl ese ilece­
ğ inde n, k pasite dü sme kt dir. Enziml erin, ofinite j elimizde ki inhi bitör ve 

uz ant ı koluyl a etkil esen gruplar ı nın fa rklı fark lı o l mas ı , h. r ir enzim ka­
pasites inin pH dan , değ i ş ik or nlarda etkil nmesin ned n o lmuştur. 

Afinite jelin i n enzi m tutma kap site leri nin iyonik şi dde tl e eğişimi 

Ta lo 6 v Grafik t e göst rilmiştir. Art n iyonik şi ddet, ütün enzimler­
de, irbi rine paral el oranda bi r aza lmaya se ep olmaktad ı r . Çünkü ort mda 

iyon konsantrasyonu rttıkça, ağ l anmada rol al n, iyon h lin eki rupl ar , 

z ı t yüklü grupl r tarafınd n s rılmak ta ve adso r siyon en ell enmektc ir. Tab-
lo ve 
faz ı 

Çünkü 

grafikten ~örül üğü gib i , af inite kromato9 r fisi çc lış ma l rı nn , en 

I=O. 15 iyon ik şi d etine sahip cözeltil erin kull nıl m sı uygun o l a cak tır . 

bu değe rin üzer in ek i iyon kons a ntra syonl a rı ağ l anmay ı aza ltm ktadır. 
H zırl d ı ğ ımız afinite jelinden e kı ed i ğ imiz bir haska öze ll ik de je­

lin insan kar onik anhi draz izoenziml e rini ayır bil mes i dir. Ta kıl a n sulfa-
nil ami d li ga nd ı , bu ~çıdan uygun öz e llikl er~ s hi pt ir. Çün kü, ~Jğ l nm , i­

zo nzi mlere göre değ i ş ik or nd olm kt ve pH an, her izo nzim i çin ayrı de­
r cec!e etk il enmektec1 ir. Bizi m yapt ı ğ ı mı z en me ler de bunu cıo-rulamakta ır. 
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Bun l a r ı n yan ısıra tek de0e rlikli nyonlar, karbonik nhi draz enzimini ku v­
vet le inhi be etme kted irl er. Ba z ı anyon l a rın da inhi bisyon rnek n izmal. a rı y­

rı ntılı ol rak ince l enmiştir ( 2, 107 ,108,109 ). Enz ime b·ğ l nma l rı, sulfon­
amidlerden çok f rklı olup, üşük pH l r a rtmakta ve B i zeenz imi iç in ,C 'ye 
göre aha yüksek orun a ge rçe kl esme kte,; ir. Bn ı örnekle r verilirse ; c ı- iye­
nu için, pf-1=6 .5 t a , K. deoerl eri HCAB cc x ı o- 3 ~1 HCAC de 2. 70 xl 0 - ı t·1, 

ı 

pH=7.5 ta ise bu ege rler 18xl0 3 M ve 7. 3xl0- l M, N
3 

iyonu için pH=5 .8 e, 
1.5xl0-

5 
M ve 0.2xl 0- 3 

1, SCN- iyonu iç in, pH=6 .0 da l. 8xl0-S M ve 0.3xl0-3 ·1, 

I iyonu içi n i se pH=7 .5 a 0. 7x l0-6 rı ve 8.7xl 0-3 t1 o lmaktad ı r. Bu değe r­
l er incelend i ğ i zam n, bu iyonla rı i çeren çözelt il er a ra cı lı ğ ıyl a , i nsan 
zoenziml e rini n seç imli o l a r~k elüe e i l e il ecekle ri gö rül mekte i r. Daha ön­
cede n y p ılmı s olan ça lı şma l r a .nzen su lfonami t kı lı j el en izoenz im­
lerin elüsyon u, fa rkl ı çözelti l erl e erç kl e stiri l mişti r . Bu arastırm c ıl a­
r ı n kullan d ı kl r ı çözeltil r , kons ntrasyon ve pH l a rı y l a, her izeenzi m i­
çi n ayrı ay rı, Tôbl o Ade göster ilmiştir. 

Ta lo 8- B sk~ a rns tırm c ıl rta ra fın a n kul l a n ıl a n izeenzim lüsyon 
çözeltil er i 

Ar s t ırmacı 

F lk. r ing ve 
arkad sl a r ı 

l~hi t ney 

Osberne ve 
Tash ian 
Kha ı i fa h ve 
a rkadas ı rı 

H C A B elüsyonu 
Tampon Anyon çöz ltis i 

pH=7 .5 
O. ı t~ Tris-so

4 
pH=6 .3 

O. OS t·1 Sodyum 
Fosf t 
pH=7.0 

0 .1 ~1 Tri s- so
4 

pH=7 .5 
o. 75 t~ Tr i s-sotl 

n. l t1 Na I 

l t1 NaC l 

O. 4 t~ KI 

O. 2 KI 

H C /\ C 
Tampo n 

elüsyonu 
tınyo n çöz e lt i s i 

pH=7.5 
0 .1 ~1 Tris-so

4 
pf-l=5 .6 

O. 1 M So yum 
i\set t 

pH=7.5 
0 .1 M Tris-SO 

pH=7. 0 
0. 75 Bistris-so

4 

0 . 01 H KC NO 

n. s r~ N cı o
4 

O. 2 ~1 KCN+ 
0 . 2 r1 No.

2
so

4 
0 . 4 r4 NaN

3 

Tek değer l i nyon l a r ın K. e~e r l eri ve i ğe r ar şt ırma c ıl a r ın uyqu l ad ık ­
ı 

l a rı me t od lar gözönüne a lına ra k , HCAB ve HCAC i zeenzimlerinin seçimli izolasyo-
nu nu s ~ 1 mak için 5 ayrı rle neme yap ıl ı . 

Bunl arda n i rincisin1e kolona aset azol amid konsantrasyon 9rad ienti uygu­
l n ı. Çün kü asetazol ami din HCAC ye ufinitesi HCAB den f z l ad ır. Tahmin e ;ı . i ­
gi gi bi ko londan önce HCAC qe lmeye ba şl a ı. F kat elüsyon evamın . a HCAB de ,e­
r~ erinde fr ksiyon l arda gö rü l düğünden t m ' ir nyrıl m Ja ş r ıl madı (Grafik 7). 
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tkinci denememi z Cl iyonu konsantrasyon qradienti uy ulaması ile 
ge rçekleştirildi. Cl- iyonunun izoenzimlere il isinin bir ölçüsü olan K; 
değerleri, HCAB ve HCAC için birbi ri nden çok farklı olduöu ndan , düşük Cl 
konsantrasyonlarında önce HCAB ve konsantrasyon arttı kça da HCAC kolonda n 
elüe ed il ebildi. Elüsyon gra fi ğ i ndek i her iki t epe eryrisi a ltındak i fr ak ­
s iyonların disk jtl el ek troforezi ban tları ayr ıl man ı n tam ol arak sağ l and ı­
ğ ını qös terdi (Grafik 8 vü Se~i l ~) . 

pH qradi enti uysu lanası ise, 0 .05 SCN iyonu konsant r syonunda ya­
p ıl dı . pH, l O dan 2 ye düşürüle re k ge rç ek l eşti ril en elüsyonda , dsoree e­
dilmiş enziml erin ane k bir kısmı kolonda n ~ ldi(Gr fik 9 ). Bu d sulfon ­
mid-enzi m ay rı şmas ını n, b ğ l anm da ol du0u kad r pH ya bağ ı m lı o l mad ı a ını 
gösterm kted ir. Nitekim b zı ar stırma sonuçl rı d bunu doğrul am kt~ dır 
(6 ,94 ) . 

HCAB nin Cl ve rk a sı nda n HCAC nin N i yonl a rı il e elüe d ildi ~i 
dördüncü denemede, i zoenziml üri n tm ol urak yr ıl m. sı a ş rıl m d ı. Bu i­
yonl ar elüsyond kul l nı l madan önce, Cl Un HCAB ye afi nitesinin HCAC ye 
gö re dah yüksek o lmas ı gözönüne a lınd ı. Fako t ayr ı yrı bi rl şt iril en pe­
ak ler a ltındak i elüatl ara uygu l an n disk je l el ck troforezi sonucu, ~CAC ye 
k rsılık ge len jelde B izeenzi mi bant l . rı ort·w3 çıktı. Bu elUc edil en 

HC C il e birlikte bi r mi ktar B i zoenz i ~i e ~c l i qini _ öster~ktedir. Bunun ­
l a berabe r HCAB nin saf hal de i ol e ed il di - i nö rülmekted ir (Gr fik 10 ve 
Se k i ı 5). 

Son ol rak t , I ve SCN iyonl rıyl el üsyon yap ıldı. HCAB , I çö­
zeltisi il e ayrıl d ı. Çünk ü bu ~yonun B izeenzimine ol n afinitcsi ,C ize­
enzi mine oland n yak l aşık 1000 kez dah fa zı d ır. Bu, HCA nin seçimli e­
l üsyonu için yeterli olmak ad ı r. D ha sonra ko l onda k lan HCFC, SCN- çözel­
tisi il e indiril di. Yap ıl a n disk je l e lekt roforezi ·el fot oa r fl a rı üze­
rinde ortay çıkan t ek bant 1 yrılmanın t am o l duğ unu gösterm ktedir (Gr fik 
ll ve Se k i 1 6) . 

Bu de nemelerin sonucu o l ;ı r k, haz ırl n n af inite j eli nin, Cl iyonu 
kons ntrasyon rad ienti, cı -- 3 ve ı -- SCN- iyon çiftl eri çözeltil eri ile, 
ins an karbonik anh i dr zı izeenz iml erinin birbirinden yrıl mas ı nda kullan ıl a­

i l e ceğ i görül mekted ir. 

Sı ğ ır karboni k nhid r3z izoenzimleri, k i n~ tik öze llikleri bak ı mından, 
hemen hemen ö zde ştirl e r . Bun l a rın sulfon midleri ağ l ama afin itelcri de ayn ı ­
d~r . Tek değerlikli anyonl r tarafı ndan nynı de recede inhibe dildik lcri nden , 
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h z ırl a nan a fınite jelinin sığ ır eritrosit izo nz imler ini ay ı rınada kull -
n ıl mayacağ ı a ç ı ktır (27,37, '. 2) . Bun an o lay ı ç .~l ışmamızda, bu amaca yö­
nelik den meler yapılm d ı. 

S ntezlenen afinite j elinin eri trosit l ere niseeten düşük or n k r­
bonik anhi druz ihtiv eden dok ul ardn n enzim izolasyonun da da kullan1l bil e­
ceğini östermek i çin s ı q 1r böbr qi h omoj enat ı i le bir deney y p ıl d ı . Böb­
rek hücreleri sitop lazm s ı n çözünmüş ha l l e bulunan ka rbcnik anh idraz, e­
her içi nde j el e a sorbe e ildikten sonr , ko l on~ uy~u l na r k e lüe ed il di. 
Ya klaş ı k 250 g. sığ ır bdbre- ; homoj en t indan 0 . 0~2 . saf enzim elde ed il­
di . Bu enzi m, disk j el elek trofor zinde s ı ğ ır eritrosit il e pa ralel yürü­
tuldü . Her iki enzimin b ntl a rı Sek il 7 de ki · c ı fot ~r f l a rında n ~ö rülmek­
t ed ir . Prot ein bantl a rının anr doğ ru ynı uz kl ı k ta yer lma l a r ı, e ritro ­
sit ve böb rek ka rbonik anh i r z enz iml eri nin aynı prot ei n c l d uk l a r ını 9ÖS­

term ktedir Dah önceden insan ve s ı q ır böbrek k rboni k anhi ra z ı il e y pl­
l an elektrofo r t ik, immünol aj i k çalışma l a r ve sed imentasyon ve je l filtr~ s­
yon deneyl eri sonucun a, böbrek en ziminin "yüksek r ktivitel i " eritr s it en­
zimi i le ayn ı ol du- u bil dirilmis ir (68 ,110) . 

Cal ısm mızın son böl ümünü 
mas ı ve bunun tekr r akti v syonu 
Zn+2 iyonunun bir çel t l ayıcı 
ka l n prote in kısmı ır. 

. po k rb nik c. nhi draz enziminin ha zırl n­
o luşturmuş tu r. Enzimin "apo" hali, enz imden 

r c ılı 9 ı y l a uzak l şt ırılınas ı sonucu,n ri de 

Kar onik l nhi draz kes feci il en ilk rıe t , lli enz im clup, di-er me t al i­
yvnl a rıyl J Zn+

2 
nin yer _eğ iştirme rea ksiyon l rının n çok ince l end i ğ i pro­

tei ndir. Apo hali oldukça kar· rl ı olan u enzim, yn ı zamc nrla ultra eser 
miktarda ki Zn+

2 
t yinl ri nde k ull a nı l ma t . ~ ı r. Ap enz imin ort m ki Zn+2 

iyan ı rını hanlayarak 
10 n . /ml. duya rlılıkl 

t ekrar ka zan~ ı 0 ı kti vites inin ölçül mesi sonucu . 
çinko m ikta rı be li rl eneh ilmekte i r (lll ,11 2, 115). 

Deneylerimizde , çel a tl ay ı c ı ol Rrak p iri d in-2~6 dik rbn ks i lik sit 
ku ll a n ılmıştır. Bu il e şi o in Zn+2 i le meydan ~etird i ğ i kompl eksin yrısm 
s biti enz iminkinden çok küçük o lduğ u için, enz imin akti bö l 0esindeki cin 
koyu kolayca koparm ktad ır. Bu isl em pH 7.0 de ve çok k ıs a ir süre i inde 
(2 saat) ge rcek l est iril d i ğ inden, da ha önceleri kul l n ıl a n ortafenantral in­
den daha uygundur. 8u bi l esik l e apo enzim, 7-1 0 rün sü ren ir diya liz sonu­
cu ve pH 5. 5 ta e l de e il eb ilmekteyd i (20 ,R0,31 ,113 , 11 ~ ) . 

0.1 N pi ri din-2 , -d ikar ak silik i1S it ç .. z lt isi ne ka rş ı 2 sa rı t mü de t­
l e iyaliz ed il n enzim cöze tisi, d h son r , af ini t~ kcl0nuna uynulan ı 
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Apo CA ak tif enzi oöre, finite j el ine 1000 kez daha d üşük bi r i lqi ile 
bağlan ı ğ ı iç i n, Zn+2 iy nu uz a klastı rıl mamıs enzim~e n kol ye yr ı l ı.Di ­
yaliz işleminden önce ve sonr ve kol 0n an a l ın a n enzim çö ze ltil Qr in ~c at o­
mik a sorbsiyonl a çinko t~y ini y p ıl d ı . Bu çözeltil _r eki çinko mikt rl a r ı 

ve enzim ktiviteleri r bl o 7 re ~ös te r i lmistir. oe-e r l [ r i ncelendiöin e as­
l a n ~ ı çtaki enzimin % 89 unun çinkosu uzakl ştırıl a ra k ktivitesini kaybetti­
ğ i görülmaktedi r. Af init kalenunda n el üe ed il en enzim çöz ltisinrle önemsiz 
miktarda Zn+

2 
iyonuna r stl nması ve yine çözel t i e hiç karbonik anhi dr z 

kt ivitesi .elirleneme si , sentezl e i ~ i i z j l i n apo enz imi , aktif enz im en 
ayırma d oldukç ba s a rılı o l d uğ unu ortay koymakta ır . 

H z ı rlan n apo enzim daha sonra artan oranl arda ZnSO il ~ t ekr _r ak­
t ive e il rl i. Aktiv syon de rece leri ester z yöntemiyl e belirl endikten sonra, 
il ave ed ilen ZnSO i l akt ivite1eki d öis iklik ~ ra fi 9e çizil di ve hir do0 ru 
eld edil i. Bu a apo nzimi n akt ivitesi nin ort m ki Zn+2 mikt n rı y l doö­
ru o rnntılı olarak a rttı-ın ı ~öste rmekted ir. Bu surette , h a z ırl a na c a k st n­
da rt Zn+

2 
çözeltil eri il e el ~ i l n doğ rudan hQr hanoi hi r çözelti dek i Zn+2 

iyonu mikta rını tes bi et me k mümkün ol ab il ecektir . Bu enemQ i l e po karbonik 
anhid r z ın analitik ama c ı ku ll a n ılab i l eceq i ir kez da ha do0 rul nmıs ol du. 

"Gi riş" bölümün a n l a tı l d ı ğ ı cı i b i fi ni te kromat onr fisi , ayrı lmsı 
güç iyolojik ünitelerin, özellikl erin de n hiç r irsey kay . e t~eden , k ı sn bir 
sür i cin 3e sa fl a ş tırılma l a rını sağ l makt~r ır. Ca lışma l a rı mızc , hemol izat 
v öbrek homoje ne t ındn ki k rbonik anh idr z, afin ite j eliyl e 75 da k. ka rış­

tırıl d ıkta n sonr , kolon a ra cı lı ~ ıyl a elü ed i ldi. A sor s iycn ve elüsyon 
işleml e r i afinite kromat ogr fisi d ışın da ki s fl a ş tırm met o l a rına kıy s l a 
5- 10 kez ah k ıs a bir süre içeris in e g rçeklesti ril e i l me kted ir . özellik­
ı , üşük or nlar a enz im içeren doku lar an knrbonik anhi draz s a fl a şt ırıl­
mas ın a, u süre t Va n ta j ı ol dukça a0 ır ba s akt d ır. 

Başlan g ıçta, kar onik nhi raz enzimi f inite krom to~ra fisin de , b ir 
m t orl ge liştirmek am c ınd o l d u ğumuz . lirtilmişti . Sonuç ol ar k, önceki 
r ştırm .c ıl rın h z ırl a ıkl a rı kol onl arda ort y çıka n raz ı ez va ntaj l a r ın 

n z seviyeye in iril di s i bir afinite j eli sentezlendi . K pasi te , sentez 
rea ksiyon ları sü resi ve uz n tı kolu yö niin ~e n ft1 rklı ;w n t ıj l ra s hi p olan 
me t o umuz 1 de~ i şik orijinli kar onik anh i rl raz Qnzi mleri nin özellikl eri yönün­
d n incelenmesine ,izol syonl ~ r ın' k o l ay l a ştır~ r k, imkan verecekti r. 

Jelin özel likl eriyl e i l ~ ili yaptı 0 ı mız cneme ler sonucundJ, kromatoo­
r fi işl eminin en veri mli ş e ki l e r,e rç~ kl eştiril e il ece9 i sa r t lar el de e il­
di . Enz imin kolon maks imum adsorbsiy nu 2 il e 5°C 1 rd , pH R-9 ra s ınrla ve 
0 .15 t en düşük iyonik ş i dd tte ge rçe k l e şti ğ i ~ö r ü l . ü. nsan er itrosit izo-



enzimlerini ise
1
1.5 M Cl 

veya 0. 4 M I--0.2 M SCN 

d i ğ i sonucuna va rıl ı. 
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iyonu konsant rasyon ~ rad i e nt i, 

iyon çözeltileri il e seçiml i 
cı--o .. ,_ r ı N ~ 

r k el Lie ed il e. il -

Hazırlanan j el ~ i r çok ez k ull a n ıl d ı ~ ı h lde f iziksel öze lli klerin­
den ve enzim tutm yetene9inden hiç irş ey kry. etmem i ş tir. Hatta k .pasite 
ölçüml erin e ku ruttu ~ umuz j ell erin ~iL~ ··zellikl erini aynen k o ru cl ukl a rı 

çözlenmiştir. Ba kteriye k rşı koruyucu 1 rak N ı 
3 

içeren ~ ir tampanda u­
zun süre saklan bil ec ~ i, ekstr n yapısın da bir po liş a kka rit olan Seph­
dex için üretici firma nın tavsiye etti 0i pH ve s ıca klık s a rtl a rın uyul du­
ğ u taktirde birçok kez nzim izolasyonun rla kull nıl ab il e cer i k n ı s ına v -
rılmıştır. 



5. ö Z E T 

Calısmamız d , yüksek oran ka rboni k anh i rnz enz imi (E .C.4.2.1. 1) 
tutm kapasitesine sahi p bir afinite kol onu, e~ işik bir meto uygulanarak 
ha z ı rlaw-ıı. Kolonda kull an ı lan j el , üç ayrı re ksiyon sonucu sen t ezlendi. 
öne , ma triks olarak 9örev yapan CM Sephadex. ser es k rbcks il 0 rup l ar ı ü­
z r inden, N-e t oksik rbonil- 2-e toks i -1 ,2-dihi drokinc li n (EEDQ) il e aktifl es­
tiril i. Sonra , ektiflestirilmis matrikse L-tirozin , amid ba~ ıyl ~ ba o l a n d ı. 

3. basamakta da, iazo l nan p-amino enzen sulfon r.ıid (sulfanil ami (1) , j ele 
ta kı lı ol an L-tirozinin fenol h a lk a sın kenetl endi . eu işl emler sonucunda 
iyi ak ış özellikl erine ve uzu nl uk ve kimyasul yap ı yönün en iner ras tır­

ma c ıl a rd n fa rklı uzant ı k luna s hi p olan bir afin ite j li elde ed il i. 
Hazırl anan kolonun ins an karbonik nhi raz izeenzimleri (HChO ve 

HCAC) ve sı nır eri tros it k rbonik a nh i d ra zı ( GC ~ ) tutma k p siteleri ve bu 
k pas itelerin sıc k lı k,pH ve iyonik s i rıe tl e . enisimleri incelendi. 1 r .ku­
ru C Sephadex den haz ırl nan jelin, 509 mc . HCAB, 55A mq . HC AC ve 567 mn . 
BCA adsorbe e tti ğ i bu l undu. t ksimum ad sor siyon, 2-5cC sıc.1k lıkta, 8-9 ara­
s ın ki pH larda ve 0.1 5 ten clüsük iycnik şi dde tte cıe rçe kl e sti . 

Hem liz tt n HCA8 ve HCAC nin f i nite kclnnuyl seçi mli ularak elüs­
yonu denendi. Gu izoenz imle rin (1) Cl iyon u kons antrasyon nrad ient i, (2) 
Cl --N; ve (3) ı - -SCN iyonl r ı çözelt il eri el"isyonu il e irbirl erin en ay­

r ıl a il ikleri 0ö rül dü. Yin h z ırl a n a n kolonl a s ı ~ ır ö re~ i hom0jen t indan 
kar onik anhi draz izole i l erek, üşük oranlarda enzim iç ren . okul rd n da 
CA ın safl stırıl b il ece~ i . gösteril di . 

yrıca, piri in-2,6- dikar aks ili k as it çöz ltisine karşı aktif enzim 
diyaliz lenerek apo enzim l de ed il ci . D ha s0nra, afinit kol nuyla safl as­
tırıl a n apo enz im, rtan oranl arda çinko sü lfat il avesiyl e reak t iv e il i. 
Aktivasyonun, k tıl an çinko mikt r ıyl a rlo ru or nt ılı nlar k a rtt ı c ı gözl n­
di. Ça lısma süres ince çHz ltiler e nzi min s a fl ı ô ı pr li akril amid ~ isk j el 
l ektroforezi il e kontrol e il di . Kr lcı n fraksiyf"'n l rın a kalitatif pr tein 

tayini 280 nm . e bsor a nsı a r ı ölçül er k yapılırken, yin çözeltil er eki 
prot in ve enzim miktarl rı Low ry metoduyl ve enzi mlorin ckstinksiyon k t ­
s ay ıl a r ı y rd ı mıyl a beli rl en i . Enzimin C02 hi rataz ktivit si Wilbur-An er­
son metod uyl a, ster z aktivitesi ise p-nitr~ fen il as .ta t sterinin hi droliz i 
sonucu luşa n p-nitrofenol ün 348 nm . eki 0ptik ansitcsiyl e tes it erl i l1i . 

Deneylerimi z oyunca. el e ed il en sonuçl ar lite ratür._e k rsıl a s ıl a n a­
ras tırm 1 r l k a rsıl stırıl i ı. 



S U M M 1~ R Y 

In this study, n ffinity C'. l "umn h;w in cı a hiqh car onic an hy·1ra-
se (E.C. 4. 2.1.1) i n1i ng capaci ty, w s pre are y a ifferent method. The 

gel use in t affinity colüumn , was synthesize _y means of three consecu­
tive reacti ons . At f irst, the free car.rxylate arnups of CM Sepha dex mat-
rix were activated by N-ethoxycarbonyl -2 -ethoxy-1 ,2-d ihy,... ro cıu inc li ne (EEDQ). 
Then, L- tyrosine was oun t o the uctivate matrix by means of c0valent 
ami e and. At the 1 st step, p-am ino~enzene sulfonami j (sulfani l i1e )was 
diazotize n then coupl ed t o th phennl r·n~ of the L- yrosin . As the re ­
sult of these react ions , an ffinity qe l hav i ng ood fl ow pr perti es and a 
sp cer -a rm which ~ s uiferent fro th ~e l s prep re by ot he r rese rchers 
with respect t o its l en th an chEmical structure . 

The indin p. cap citi s of the affinity 9el for the hum n car onic 
nhydr se i sozymes ( NCJ'.P an. HC/\C ) and bo vi ne erythrocyte car on i c anhy -

r se (GC ) \>/e re determinec . The cap citi es at different temperaturE:s, pH' s 
and ionic strenoths ı.ve re lsa foun d. It was seen th t 50. ma . of HC A0 ,551 mq. 

of HCAC n 567 m9. of CCA were a s o r~ed Ly an mount of the ffin ity ~e l 
prepare from 1.0 grum of ry Cr-1 Seph tı ex. 1 ximum in d in cı was achi eve t 
t mpe ratures 2c nd 5°C, wi th pH's b tween R an 9 an with i cnic strenpths 
be ı m•1 O . 15 . 

Same experim nts for t he selective eluti t•n of HCA!3 nd HCAC is o ymes 
from hemolysat es of hum n l ocd were ~o ne by the ffinity coloumn. It w s 
seen that t ese human 
soluti ons of (1) Cl 
sc 

i sozymes h ~ ~een is olate1 sepa rate ly by the eluti on 
ith concentr tion qr ient, (2) Cl --N; n . of ( )I -

By mea ns of the prepa re affinity ccloumn, the car:ıo nic nhyd rase 
of the ovine ki dney ho gen te w s isolate·i . This showe that our ~e l c ul 
e successfully use t n purify the car on ic anhydrase of the tissues with 

l aw enzyme con tents . Oesi des , apo car r nic nhy rase was ol ta ine~ ~ i alyzinr 
the n tive cr onic anhy r se a:ıa inst pyri in -?,6- icar. oxylic aci solu­
ti on. This apoenzyme was purifi eri hy affinity chroma tc ~raphy ane then reacti ­
vated by addinçı ZnSO of increa se mo unts . It \va s s en that the reactivati on 
of the enzyme was directly proporti onal t 0 the zinc a1 ed. 

Durin0 our experiments , the purity of th enzymes in the scluti cns was· 
checked y means of poly cryl mide disc ~e l elcc tropho resis, The protein cC'n­
t ents of t he lute fr ctions ~ r d te rm in eı qua l itati v ly _y rııea surin cı thei r 
aLsorbances t 280 nm. The amounts of orote ins an enzymes in the s ~ ı ut i ns 

we re foun LY Lowr,y method Jn y us in cı the ext inc t ion coeffici ents of the en-
7V A ~ --- - • . • . 
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