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ONSUZ

Afinite kromatografisi, son yillarda enzim saflastirilmalary i¢in
cok kullanilmaya baslanan bir ayirma metodudur. Dider yollarla uzun va-
kit alicr islemler sonucu gerceklestirilebilen izolasyon, bu yontemle ki-
sa bir siire icerisinde, biyolojik initeye hemen hic¢ zarar vermeden yapila-
bilmektedir. Arastirmamzda, daha onceki yayinlarda karsilasilanlardan fark-
11 bir metod kullanarak karbonik anhidraz enziminin kuvvetli bir inhibitdru
olan p-amino benzen sulfonamidin CHM-sephadex'e kovalant badlanmasiyla degi-
sik bir afinite jeli hazirlanmistir,

Dort ana bdlimde toplanan bu c¢alismanin "Giris" béliimiinde, enzimler
ve 6zellikle karbonik anhidraz enzimi ve afinite kromatografisi hakkinda
bazi genel bilgilerin yan1 sira konumuzun amaci ile ilaili aciklamalar
yapiims; "Deneysel BG1Um"de, kullamilan materyal ve metodlar hakkinda
bilei verilmistir. "Deney Sonuclari" kisminda ise, hazirlanan afinite je-
1ile yapilan deneylerin bulgular: ve ilgili grafikleri sunulmus ve bunlar
"Tartisma" bolliminde dedisik yonleriyle tartisaimistir.

Calismanin tamam Erzurum Atatiirk Oniversitesi Fen Fakiltesi Kimya
B6liiminde ve Tip Fakiiltesi Biyokimya Kiirsiisiinde cerceklestirilmistir. Bu
siire icerisinde Enzimoloji Laboratuarinin biitin imkanlarindan yararlanma-
m sadliyarak maddr ve manevi yardimlarini esiraemeyen A.0. Tip Fakiiltesi
Biyokimya Kiirsusii Baskan1 sayin Prof. Dr. M. Minip YEGIN'e vc kiirsi ele-
manlarina tesekkiirti bor¢ bilirim. Ayrica sentezleme islemlerinde kullan-
digim EEDQ reaktifinden ciondererek calismanin duraklamadan yiiriimesine kat-
kida bulunan Eae Universitesi Kimya Fakiiltesi Biyokimya ve Mihendislidi
BG1Umii 6Gretim Uyelerinden sayin Do¢. Dr. Azmi TELEFONCU'ya da minnet duy-
gularim belirtmek isterim.
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1.G1R1S

1.1. ENZIMLER VE TARIHCESI HAKKINDA KISA BI1LG1

Enzimler, metabolizma olaylarindaki kimyasal reaksiyonlari kataliz-
leyen protein yapisinda bilesikler olarak tamimlanir. Giinlimizde biyokimya
bilim dalinda encok iizerinde arastirma yapilan bu konu, son yiizyilimizin
gelisen teknigi ile sagliktan endiistriyel sahalara kadar uyaulama alam
bulmustur(1,2,3,4,5).

Enzimlerle ileili i1k calisma 1835 yilinda J.J. Berzelius tarafindan
diastaz Uzerinde yapilmis ve enzimin in vive olarak nisastay1 silfiirik asit-
ten daha yiiksek bir verimde hidrolizledidi adsterilmistir. 1860 yilinda L.
Pasteur fermentasyon olayinin enzimlerce yurutildigini deneylerle ispat et-
mis, bu ylizden enzimler icin "ferment" terimi kullaniimaya baslanmstir.
1897 y11inda E. Buchner maya hiicrelerinden ekstrakte ettifi enzimlerin in
vitro olarak ta fermantasyon olayim qerceklestirdigini adzlemistir (1).

Enzimoloji alaninda siiphesiz ki en 6nemli aelisme 1926 yilinda J.B.
Sumner'in iireaz enzimini "Jack bean" bitkisinden izolasyon sonucu kristal-
lendirip, protein yapisinda oldudunu gbstermesiyle kaydedilmistir. Daha
sonralar1 J.Northrop, 1939-36 y11lar1 arasinda pepsin, tripsin ve kimotrip-
sin enzimlerini kristallendirerek Sumner'in ouluslarim dogrulamistir (1,
6,7).

Buaiin yaklasik 2000 kadar enzim bilinmektedir. Bunlardan codu yalniz
tamimlanms, 200 kadari ise saflastirilip kinetidi incelenmistir. Ancak
yapilan gen haritalari ve hiicre icindeki kimyasal reaksiyonlarin cesitli-
1i1§1 daha bircok enzimin kesfedilmedidini adstermektedir(2,3,4,5).

Bugiin uygulamada, enzimler etkili nlduklar bilesiklerin, yani subs-
tratlarin, sonuna "az" eki qetirilerek isimlendiriimektedir. Urn: fosfataz,
ureaz, lipaz, v.b. qihi. Fakat bu isimler enzimleri eksik tanimladiklari i-
¢in Uluslararasi Biyokimya Birligi tarafindan sistematik tir siniflandiril-
maya gidilmistir. Her bir enzim icin dort rakamli enzim kod numarasi (E.C.)
Ongoriilmiistir. Urn: E.C.2.7.1.1, hekzokinaz enzimi. Buradaki Jdrt rakam en-
zimin katalizledidi raaksiyon tiiriini tam olarak ifade etmektedir (1,6,7).

Bircok enzim,reaksiyvonlarim katalizlemek icin koenzim ads verilen
organik bilesiklere veya metal iyonlarina ihtiyac duyarlar. Eunlar enzim-
lere licand baglariyla tutunmus olup, diyaliz yoluyla uzaklastirilahilir-
ler. Koenzime veya metal iyonuna badl1 haldeki enzime holoenzim, bunlardan
ayri yalmiz protein kismina apoenzim ad1 verilir (1,6).




1.2. KARBONIK ANHIDRAZ ENzimi

1.2.1. Dadgilimi ve fizyolojik Snemi

Kartonik anhidraz (karbonat hidroliyaz veya karbonat dehidrataz,E.C.
4.2.1.1) i1k kesfedilen zn*? iyonlu metaloenzimdir (8). 11k defa memelile-
rin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz (CA) nenel olarak me-
tabolik CO2 nin transportunu sadlamanin yamisira, bircok dokularda H' ve
HC05 1n birikiminde de rnl oynamaktadir. Bu dokular arasinda bobrek, gastrik
mukoza ve qdz lensini sayabiliriz. Bunlardan baska histokimyasal metodlarla
tukrik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kK111f1, pankreas, prostat ve
endometrium dokularinda da C\'a rastlanmis ve bunlarin bazilar saflastirm-
larak biyokimyasal dzellikleri incelenmistir. Baliklarin soluncag ve salm
organlarinda, baz1 bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kahuk yapimn-
da, éiglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu enzimin
degisik rolleri oldudu ayrica ispatlanmstir. CA sozii necen canli hiicrele-
rinde codu kez siteplaimada ¢Ozunmis, bazen de hiicre membranina zayifca bag-
lanms olarak yer almaktadir (8,9,10,11,12,13,14).

Eritrosit CA'y, doku k1lcal damarlarinda metabolizma iiriini olan co, i
H2C03‘e, akciger pulmonar kapilerde ise H2CO3'i CDZ'e covirerek tersinir
bir reaksiycnla sglunum olayinda yer alir. Bébrek tubullerinde ise, ayni re-
aksiyonlarla, Na+ ve H20 aeri emilimini sadglar. Dider dokularda da yine yu-
karida belirtilen reaksiyonla ya 002 transferini, ya da Wt iyonu birikimini
temin ederek hiicre icin cerekli ortam meydana cetirir (9,10,11,15,16).

Bitki kloroplastiarindaki CA enziminin rolii heniiz tam olarak aydinla-
t1lmamakla beraber, fotosentez olayinin Calvin sikliisiinde #nemli bir gbrevi
oldugu tahmin cdilmektedir. Nitekim CA'wn kuvvetli bir inhibitéri olan aset-
azolamidin (S-asetamidc-l,B,J—tiyadiazol—z-sulf@namid) aym1 zamanda fotosen-
tez olayim da inhibe etmesi by tahmini desteklemektedir( 17,18,19).

CA enziminin dadmlim ve omuroalilardaki bilinen veya muhtemel fizyo-
10jik rolleri Maren ve Carter tarafindan genis olarak anlatilmstir(10,11).

1.2.2, Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik Ozellikleri
CanT1larda bulunan karbonik anhidraz enzimi
-5 + -
+ =
CO2 H20 - H2CO? H + HCO3

reaksiyonunu katalizlemektedir. Memelilerde, by reaksiyonu "yliksek aktiviteli”
ve "disiik aktiviteli" olarak Yuriiten iki CA izoenzimine rastlamImistir, fa-
kat ayr1 ayrm fizyolojik gnemleri ayd1nlat1lamam1st1r(9,10,20,21,23,25,?6).
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Bu izoenzimlerin aktiviteleri arasinda 1n ile 130 misli kadar bir fark var-
dir.

Karbonik anhidraz izoenzimlerininmemelilerdeki molekiil adrrlrklar
30.000, hitki kloroplastlarindan elde edilen ve hekzamerik hir vapwya sa-
hip olan CA'1n ise yaklasik 120.000 dalton oldudu abriilmistiir (17,18,19).
Bunun yanisira, insan bobredinde hiicre zarina badlr ve molekiil adirliklam
66.000 civarinda olan CA izoenzimlerine de rastlanmstir (30,31).

Bir peptid zincirinden itaret memeli enzimleriyle 6 altbirim zinciri
ihtiva eden bitki enzimlerinde herbir zinciri aktif holoelerinde 1inand
badlariyla baglanms hir Zn+2 iyonu bulundurmaktadir (1?,18,19,20,30,33).

Karbonik anhidraz enzimlerinin izeelektrik pPH'Tar tiirden tiire farkli-
11k abstermekte ve aktivitesi ile bir kerelasyona rastlanamamaktacir. Erit-
rosit izoenzimleri icin izoelektrik pH, insanda 7.4 ve 5.7, atta 10.0 ve
6.0, s131rda 5.2, domuzda 7.3 ve 5.2 ve kdpek balidinda 4.5 olarak litera-
tire gecmistir (23,28,29,30).

Amino asit bilesimleri Yoniinden benzerlik nésteren memeli, bakteri ve
balik CA lar, yiiksek oranda prolin, asidik bazik amino asitler ve az mik-
tarda kiikirtli amino asitler ihtiva etmektedir, Bitki CA 1ar1 ise bunlara
nisbeten daha yiiksek seviyede sistein tasirlar (19,20,25,27,30,33,34).

Karbenik anhidraz enziminin C02, HCO§ ve H20 arasindaki reaksiyonla-
rin yanisira, asetaldehit ve benzer hilesiklerin hidratasyonu ve muhtelif
esterlerin de hidralizini katalizledikleri aorilmistiir., Enzimin, "esteraz"
aktivitesini artaya koyan hu son 62e11igi ile, oraoanizmada fizyolojik hir
roli olup olmadidr heniiz bilinmemektedir (32,35,36,37,?ﬂ,30).

CA izoenzimlerininen kuvvetli inhibitdrieri sul fonamidlerdir (59).8u
bilesiklerin 6zelliklerinin kesfedilmesinden senra, ilaclarda kullanilan
daha etkili inhibitsrler sentezlenmistir. Asetazolamid (Diamox), etokzola-
mid bunlara ornektir. Tek dederlikli anyonlarin da inhibisyon oosterdikle-
ri bulunmus ve s1dir CA"1 ile yamlan esteraz aktivitesi deneylerinde ar-
tan etkinlige nore F7, €17, asetat, Br-, NO; , HSO: , HCOS , €10, , I7,N%,
SCN ', CNO™, HS™, CN anyomlarinin p-nitrofenil asetat hidrelizini inhibe
ettikleri qﬁrﬁlmﬁst?;. A{;lca+;nsa225ritrci;t enzimleride, CO2 hidratasycn
reaksiyonlarinda P4 AT 320 °,Cd" ¢ ve Cu adir metal iyonlarm tarafindan
inhibe ve Hg+2,Se+'.i ve Cote iyonlary tarafindan da aktive edildikleri by-
Tunmus tur (27,40,4],&2,33).
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1.2.3. Karbonik Anhidraz aktivitesi tayin metodlari

Karbonik anhidraz aktivitesi enzimin CO? i hidratasycnu, HCO3 1 dehidratas-
Yonu ve bazi esterleri hidrolizi 6zelliklerinden vararlanilarak belirlenmek-
tedir,

-+ -+ .+ -
C02 + H20 « HZCOR < H + HCO3

reaksiyonunda goriildiigi oiti, ortama aore (1) CO2 eaz1 aciGa cikmakta veya
harcanmakta, (2) W konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir, (1) clays
kantitatif olarak manometrik yotlarla tesbit edilebilir. Fakat manometrik
metodun, reaksiyon pH sinin defisken nlmasi, CO2 nin suda sinirly coziinme-
si ve uzun zaman almasi gibi dezavantajler1 vardir (75,36,50). (2) olayin-
dan yararlamilarak, belirli bir PH diismesi veya yiikselmesi icin cecen siire
potansiyometrik yolla veya indikatdrle “elirlenebilir. Fakat bu metodun,
kisa zaman almasi qibi bir avantajinin yam sira, reaksiyon sirasinda pH
nin dedisken olmasy, C02 nin suda simirly ¢oziilmesi ve kullanilan indika-
toriin inhibisyon etkisi qibi olumsuz scnuclart da vardir (22,17,23,19) By
dezavantajlari en az dizeye indirmek i¢in sabit pH da titrasyon veya 0.02-
0.05 birimlik pH diisiisiiniin indikatorli ortamda spektrofotometre ile 61ciim
yaprldian izl akis reaksiyonu (rapid flow reaction) g3ibi metodlar enzimin
Km ve vmax nibi parametrelerinin bulunmasinda kullaniImaktadir. Fakat enzi-
min plirifikasyon basamaklarinda aktivite olciimleri, genellikle biitiin aras-
tirmacilar tarafindan, Wilbur-Anderson metoduyla yapiImaktadir. Pu yontem-
c!e,CO2 hidratasyonunda pH nin 8.2 den 6.3 e diisiisi icin gecen siire brom
timol mavisi indikatorii yarcimyla bulunmakta ve enzim birimi, enzimsiz 602
hidratasyon siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siireleri (tc) arasindaki
farkin tc ye bolinmesiyle elde edilmektedir. Yani, E.U = (tn'tc)/tc dir.
Spesifik aktivite ise S.A = [10(tr—tc)/tc]/mq.prctein formiiliinden hesapla-
nr (28,44).
Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetatin hidrolizinde

aci6a cikan p-nitro fenol miktarinin 348 nm. de spektrometrik dlciimiyle ta-
yin edilmektedir (26,28).

1.3. AFINITE KROMATOGRAF1S1 HAKKINDA GENEL BILGI

Afinite kromatoorafisi hip cesit adsorbsiyon kromatcerafisi olup, saf=-
TastiriImasy istenen molekiil veya Liyolojik iinitenin, "matriks" ad1r verilen
coziinmeyen bir kolon maddesine kovalant clarak immobilize edilmis bir baglan-
ma bilesigine (linand), spesifik ve tersinir badlandiér hip tekniktir. By sa-
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yede, cok yorucu, zor ve bazi hallerde imkansiz olan bircok ayirma islemle-
ri kisa zamanda gerceklestirilmekte ve yiiksek Hir verimde binlerce dofa saf-
Tastiriims bilesikler elde edilmektedir (55,56,57).

Cir afinite kromatoarafisi kolonunun hazirlanis ve calismasy sematik
olarak Sekil 1 de qosterilmistir.

S i 4= __x‘"“\,. (]

j . '| I:/) o = j—-__-L_/ )
matriks ligand
s N +—
A L >+ >5 ) —= d L >5 j + safsizliklar (2)
o N7 T

__badlanacak bilesik )
1~ O\ 1 (—‘ %
5 s IS o
[ N j-_/ . _/'W

-

Sekil 1- Afinite kromatografisi. 1. basamakta Tioand matrikse kova-
lant badlanmakta, 2. de isc saflastirilacak bilesik kolona adsorbe olup,
safsizliklar akmakta ve son 3. basamakta da tilesik elije edilmektedir,

Afinite kromatoarafisi ilk defa 1910 y11inda amilazin, ¢éziinmeyen ni-
sastaya adsorbsiyony sonucu ,izolasyonunda kullaniimistir, Fakat, kovalant
olarak licandlarin baglanatilecesi dayanmikl1 matrisklerin bulunmayisindan,
bu teknigin yaygin halde uyaulanmasi 1967 den sonra nerceklesehilmistir.fu
tarihte, primer amino arubuna sahip bilesiklerin siyano bromiir (CNEr) dle
aktiflestirilmis polisakkarit matriks iizerine kevalant badlanabilecedi nos-
terilmistir (55). Cu kesiften sonra afinite kromatocrafisinden yararlanarak,
biyospesifik ligandlarla antikorlar, bazr tasiyica proteinler, enzimler,niik-
leik asitler ve hatta bir takim hiicrelerde cok saf halde elde edilmeye bas-
lanmstir (56,57,58).

€ir afinite kolonunun verimli olabilmesi icin, (1) matriksinin iyi a-
k1s Gzelliklerine sahip, ligand badlama ve elisyon islemlerine dayamikl1 ve
akan bilesiklerle etkilesme yapmayan bir yapida, (2) ligandin ise adsorhe e-
decedi Lilesikle 107
¢cok biyolojik bilesiklerin liganda Ladlanacadr aktif bolaelerin tic hoyutluy

~IO-B M arasinda dedisen Hir afinitesi olmalidir. Dir-

yapilarimin derinliklerinde oldudu i¢in, licand matriksten bir “uzantr koly"
(spacer-arm) ile belli bir uzaklikta olmalidir. By sadland1dr zaman kolonun
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kapasitesi artar. Uzant: kolu uzunludu kritik bip deer olup, kisa kaldi-
Ginda baglanma verimsig, geredinden uzun olduju zaman da, hidrofilik ve hid-
rofobik etkilesmelerle, istenmeyen bazi bilesiklerin de adsorbsiyonu nlati-
Tir (56,58). Uzant1 kolunun afinite kromatografisindeki fonksiyonu Sekil 2
de sematik nlarak qosterilmistir.

-1{_' o : a SN
;}~i+> aktif biolne ;,“”<“~§E¥ !
S~ < ’| l \.___h’_
Tigand uzant1 kolu
(i) (i)

Sekil 2- Uzant1 kolunun afinite kromatforafisindeki rolii. (i) uzan-
t1 kolu olmadidr icin badlanma zordur. (1) uzant1 koly bulundudundan ko-
layca badlanma olyr. '

1.4. KARBON1K ANHIDRAZ ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAF1S1

1.4.1. Sulfonamidler ve Karbonik Anhidraz inhibisyonu

Karbonik anhidrazin saflastiriimasindan yedi y11 sonra aromatik ve
heterosiklik sulfonamidlerin kuvvetli inhibitsr olduklar bulunmus tur (59).
Bu bilesiklerin CA'a baglanmis hali X-1s1m kristallografisi ile incelenme-
si sonucu sulfonamid grubunun, hem azot, hem de iki oksijen atomundan bir
tanesinin Zn+2 iyonu primer koordinasyon kiiresi icinde yer ald1dy qésteril-
mistir (60,61). Buoline kadar aromatik sul fonamidlerin CA'a badlanma dere-
celerinde halkanin roly tamamen acida cikarilamamstir (62). Fakat alifatik
sulfon amidlerin cok zay1f inhibisyon etkilerinin clmas1 aromatik qrubun
onemini gostermektedir.

Aromatik ve heterosiklik sulfonamidlerin inhibisyon sabitleri (Ki)'
yani afinite dereceleriilo'5 ile 1073 arasinda dedismektedir. Pu sahit-
lerin izoenzimler icin farkTi, pH ile dedisken olmass (6rn: sulfanilamidin
PH=8.0 de HCAB ig¢in Ki=2xln'5, HCAC icin Sx10"6) ve dedisik tek dederlikli
anyonlarin bu izoenzimlere baglanma sabitlerinin bilinip, bu anyonlarin ay-
n1 aktif bolee i¢in sul fonamidlerle yarisma icinde “ulunmasi, bu bilesikle-
rin ideal ligand qiirevi yapabileceklerini qistermektedir (9,29).

CA n aktif bdlaesi globiiler protein yapisininl12-15 E derinlifinde
oldudu X-1sinlar kristallografisi ile belirlenmistir (60,€1). Cu durumda,
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hazirlanacak afinite kolonuna, belirtilen derinlide erisebilecek uzunluk-
ta bir uzanty kolu badlanmalidir. Bu kolun uzunlufunun yani sira,kimyasal
yapisinin da enzimin adsorbsiyonunda etkili olduklary arastirmacilar tara-
findan belirtilmektedir (60,61). Ayrica sulfonamidlerin Zn+2 iyonu uzaklas-
tiriims ape karbonik anhidraza baglanma afiniteleri birkac bindefa azalmak-
tadir. Bu 6zellikten faydalanarak, sulfonamid Tigand1 taki111 afinite kolanu
ile aktif haldeki CA,apo CA dan ayrilabilir (20,58,63,64).

1.4.2. Onceden yapilmis olan galismalar

CA 1n afinite kromatoorafisi i1k defa (i) 1972 yal1lnda Falkbring ve
arkadaslari tarafindan gerceklestirilmistir. Daha sonra (i) 1974 yalinda
Whitney"in, (iii) 1975 yilinda Wistrand ve arkadaslarimin, (iv) aym yil
Osborne ve Tashian'in, (v) 1976 yilinda Champaanol'un, (vi) 1977 de Khalifah
ve arkadaslarinin ve (vii) 1980 yi1linda yine Wistrand ve arkadaslarinin ca-
Tismalary goriilmektedir. (v) nolu arastirmaca disinda diderleri licand ola-
rak benzen sulfonamid tirevleri, (v) nolu ise 2-amino-1,3,4-tiyadiazo1-5-
sulfonamid kullanmslardir (65,66,67,68,69,70,95). Bu calismalarda matrik-
se takilan Tigand ve uzant1 kollar1 ile kolonlarin kapasiteleri Tahlo 1 de
gosterilmistir.

Tablodan goriildiigi cibi bitki CA s1 disinda licand olarak benzen sul-
fonamid tiirevieri kullamiImistir. Ciinkii, hitki CA s1 benzen sulfonamidleri
tarafindan cok az inhibe edilmektedir. Yine tabloda uzant1 koluna sahip a-
finite kolanlarinin yiiksek kapasiteye sahip olduklar qoriilmektedir. Mat-
rikse takilan uzantr kollarinin farkli farkl: olmas1 da dikkati cekmekte-
dir. Ayrica kolonlarin,cok dedisik orjinli CA larin izolasyonunda kulla-
nilmasi, metodun aenis Hir uygulama alanina sahip oldudunu cdstermektedir.

1.5. ARASTIRMANIN AMACI

Bu calismada, karbonik anhidraz enziminin afinite kromatoarafisi
ile saflastiriimasinda daha dnceki arastirmacilardan farkly bir metodla,
yiuksek verimli bir afinite jeli sentezlemek istedik.

BO1im 1.4'te ayrint111 sekilde anlat11didy gibi, kolona karbonik
anhidraz bajlanmasinda "uzanty kolu" nun biyiik rolii vardir. Bu kolun uzun-
luju ile beraber, kimyasal yapis1 da enzim adsorbsiyonunu etkilemektedir.
Bundan dolayr Tablo 1 e qoriildidi cibi arastirmacilar karbonik anhidraz
afinite kromatoorafisinde dedisik uzant1 kollarm kullanmislardir, Arastir-
mamizda uzunluk ve kimyasal yap1 yoniinden bu tablodakilerden farkli bir u-




Tablo 1- Onceden yapilan calismalarda matrikse takilan Tigand ve uzant1 kollar1 ile bu kelonlarin

kapasiteleri
No Matriks Ligand Uzant1 kclu CA kapasitesi Ligandin  Uyqulandi§1 can-
mg./ml. jel bad.reak. 11 ve dokular
i I Sephacex G-150 p~amino benzen Yok 3-4 CNBr ak- Insan eritrosit,
| Sepharosc 20,48,60 sulfonamid tiflesti- Dakteri
{ rilmesi
ii Sepharose 408 p-aminometil ben- Yok <5 CNPr ak-  tnsan eritrosit
zen sulfonamid tiflesti- idzoenzimleri
rilmesi
iii Sepharcse 6L p-amino henzen CH
sul fonamid =CH,CHCH,0(CH,) ,0CH, Belirtilme- oksiran insan hobrek
~H,CHCOH ™'® axtisies
2 tirilmesi
iv CH-sephadex C-50 p-amino benzen m-NHZ(CBHq)NHCOCHq- 17-23 karbodi-  insan, maymun,
sulfonamid - imid ak-  kedi ve kopek
tiflesti- eritrositleri
- rilmesi
v Sepharcse 4l 2-aminc-1,3,4-ti~ NH,CH,(CH,),CJOK Delirtilme- aym bitki fotosente-
yadiazol-5-sulfon- 2 2 4 mis tik hiicreleri
At NHZChg(CHZ)QCOUH
vi Chi-l'ic~Gel A p-aminometil ben-
zen sulfonamid -CHZCONHCHZ- 15-20 aym incan eritrosit
vii (ii1) ile aym (iii) ile aym (111) ile aym s1dir g6z lensi




zant1 kolu denemeyi diisiindiik.

Ligandin matrikse kovalant bafdlanmasinda, CiBr ve karbodiimid ak-
tivasyonu, en cok kullanilan metodlardir, Birincisi ile bir ester, ikin-
cisi ile de bir amid badr olusmaktadir. CNEr ile hazirlanms bir afinite
jeli, karbonik anhidraz enziminin kromatocrafisi esnasinda, yine bu enzim
tarafindan ester baginin hidrolizlenmesi scnucu, verimini biylik Glciide kay-
betmektedir. Karbodiimid metoduyla afinite jelinin sentezlenmesi sirasinda,
kolon maddesi olan polisakkarit matriks, pH 1 civarinda yaklasik 24 saat
middetle karistiriimaktadir. Fu islem jelin fiziksel yapisiny biiyiik 9} ciide
bozmakta ve sonuc olarak hazirlanan knlonun akis ozellikleri clumsuz yonde
etkilenmektedir. Arastirmamizda, daha Onceden enzim immobilizasyonunda ve
peptid sentezlerinde kullanilan EERD ile kovalant badlanmayil temin etmek is-
tedik. Ciinkii bu bilesik ile reaksiyon iki saat icinde ve bir amid bad olus-
turarak sonu¢lanmaktadir. Daha sonra,sentezlenen jclin bazi kromatnorafik
ozelliklerini arastirmayr ve dedisik orijinli karbonik anhidraz enzimleri-
nin saflastirilmasinda ne derece yararli olabilecedini ortaya koymayr amag-
Tadik.



2.DENEYSEL BULOM
2.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDE VE MALZEMELER

Arastirmamizda kullanilan CH-Sephadex-C50, DEAE-Serhadex-/A50,Sep-
hadex-G25, piridin-2,6-cikarbcksilik asit, amonyum nersulfat, Amidc-black,
brom fenel mavisi, p-nitrofenil asetat, sndyum aziir ve diyaliz torbalam
"Sigma Chemical Comp." (ABD) den; sodyum kloriir, scdyum siilfat, scdyum nit-
rit, potasyum tiyosiyaniir, potasyum iycdir, sodyum hidrcksit,hidroklorik
asit, silfirik asit, cinko siilfat, klornform, ctil alkol, aseton, sodyum bi=-
karbonat, sodyum karbonat, sodyum barbital, L-tirczin, sukroz ve borik a-
sit "E.Merck AG"(B.Almanya)den; tris (hilroksimetil) amino metan, brom timol
mavisi, sodyum sitrat ve sitrik asit "Fisher Scientific Comp" (ABD) den ;
dekstroz "pifco Lab." (ABD) den; Cyanocum-41 ve TEMED (N,N,MN',N'- tetrame-
til etilen diamin) "E.C. Apparatus Corp." (aBD) den; N-etcksi karbonil-2-
etoksi-1,2-dihidrokinolin (EEDQ) "aldrich Comp." (ABD) ve "Sigma" ABD)den;
5-asetamidc-1,3,4-tiyadiazol-2-sul fonamid (asetazolamid) ve p-aminc benzen
sulfonamid (sulfanilamid) ilac firmalarindan sajlandy. Runlardan yalmiz sul-
fanilamid destile suda iki defa kristcllendirildikten sonra, dicerleride
aynen kullamildr. Cazilarm analitik, hazilari da reaktif saflikta olan mad-
delerimizin ¢ozeltileri tamamen didestile su ile hazirlandr ve kullanmilan
cam malzemelerin tiumi didestile su ile yikandr.

2.2. YARARLANILAN ALET VE CIHAZLAR

Calismamz boyunca asafida bazy dzellikleri de verilen alet ve cihaz-
lardan faydalandik.

Hassas terazi: Mettler H-10 CH 8606 creifence, Zirich
pH metre: Ceckman, Expanded scale, model SS-2

Manyetik karistirici: Jumbo Macnetic Stirrer

Santrifiij: IEC, Mcdel CL

Yiiksek devirli-sadutmaly santrifiij: IEC, Model E-20
Aspirator: Perkin-Elmer Conp, Model 6-706 Pump assembly
Vakum pompasi: Disto-rump, Model 1399, Welch Sci. Co.
Cuz kiricisi: Ice-0-Matic, Rival

Karistirici: Vortex-Genie, Model K-550-GE

Diyalizatdr: ki ayri hacimda (2 ve 10 1t.) Oxford Multinle dialyzer
Gradient karistirici: Gradient Mixer GM-1 Pharmacia
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Fraksiyon toplayicisi: Fraction collector, Drop counting unit,A.0.
Instrument. Co.

Spektre fotometre: feckman DU-2 spectrophotometer

Atomik Absorbsiyon spektrofotometresi: Perkin-Elmer 107, Zn Hallow
Cathode Lamp, Type D/Zn

Homcjenizator: VirTis, type-Super 30

Otomatik titrasyon cihazi: Automatic Titrimetcr, Medel 36, Fisher
Scientitic Co,

Cam elektrod: beckman Glass Electrods, pH 0-14,-5°-100C

Jel elektroforez takymi: Electrophoresis App.GE-4 Pharmacia

Giuc kaynagi: Titan Power Supply, Helzna Lab.

Kromatoarafi Kolonlari: 4x60cm ve 0,3x75cm boyutlarindaki kclonlar
Corning Glassware; 3x75cm ve 1,5x75cm boyutlarindaki kolenlar Fisher Scien-
tific €o.

2.3. METODLAR

Calismamizda, enzim ihtiva eden c¢ozeltilerle yapilan biitin islem-
Ter devaml1 olarak 2°C sicaklikta tutulan suduk ndada cergeklestirildi.
IMerideki bdlimlerde anlatilan deney metodlart icin aksi belirtilmedikce
sicakl1k 2°C nlarak alirmalidar.

2.3.1. Protein tayini

Kromatoorafi islemleri esnasinda alinan biitiin fraksiyonlarin 280nm.
de absorbanslari (0.D) okunarak kalitatif protein tayini yapildi. Protein-
ler yapilarindaki triptofan ve tirczinden dolayr hu dalna hoyunda maksimum
absorbans adsterirler (71).

Kantitatif protein tayinlerinde Lowry metodu uyaulanda (72). Karbo-
nik anhidraz miktarlary ise enzimlerin 280nn. deki ekstinksiyon katsayrlam
kullamilarak bulundu. Eu katsayrlar HCAD icin Al =16.3, HCAC icin 18.7 ve
DCA icin 19.0 dederindedir (73). Durada afln. sembolii, 100 ml. cozeltide
1g. enzimin lcm. 1ik 1s1k yolundaki optik dansitesidir.

2.3.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

b i e Y CO2 hidrataz aktivitesi

Calismalarimz boyunca elimizdeki ornek ve fraksiyonlarda CA aktivi-
tesi, Rickli ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson me-
tcduyla belirlendi (28,44). Cu metod prensip olarak C02 in hidratasyonu so-
nucu acida cikan o iyonundan dolayr pH daki dedjismenin Hrom timol mavisi
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indikatori ile belirlenip, gecen siirenin dlciilmesine dayanmaktadir.

Curada uygqulanan prosediir soyleidi: pH s1 8,2 nlan 0.025 M Veronal
tanponundan 2ml., % 2.04 1liik brom timol mavisi cﬁzeitisinden 0.2ml. karis-
tir1ldr ve bu karisima enzim ¢ozeltisinden 0.8m1. ve 0°C da doyurulmus CD
cozeltisinden 2ml. ilave edildi. 602 ¢ozeltisi katildigr andan itibaren 1n-
dikatdrin mavi rencininsarims1 yesile donismesi (pH=6.3) icin cecen siire
belirlendi (tc). Ayn1 siire enzim olmaks1zinda tesbit edildi (t ). Duradan
1 Wilbur- Anderson Enzim Dirimi =(tﬂ-tc)/tc formilinden bulundu. Reaksiyo-
na sokulan enzim miktarm té 20 san. civarinda olacak sckilde ayarlanda.

Bu deneylerde kullanilan (1) 0.025 M Veronal tamponu, 0.025 mol scd-
yum barbitalin 950ml. suda ¢6ziiliip, pH 8.2 ye kadar 0.1 N NC1 ile titrasyo-
nundan sonra 1 lt.ye tamamlanmasiyla; (2) CO ¢dzeltisi, kullanilmadan dnce
0°C da suyun bir saat middetle CO2 gazina dvyurulmas1y]a. ve (3)%0.04 1iik
brom timol mavisi ¢ozeltisi, 0.1a. indikatériin 16m1. 0.01 N NaOH da coziil-
dikten sonra suyla 250ml. ye tamamlanmasiyla hazirland (28,44,74).

Bu metod, h1z sabitlerinin tavini icin uygun clmamakla birlikte saf-
lastirma esnasinda CA aktivitesinin kalitatif nlarak belirlenmesinde,hemen
hemen bitin arastirmacilar tarafindan kullaniimstir. Calismalaryimz boyun-
ca enzim cozeltileri ve kolan fraksiyonlarinda aktivite tayini bu yolla ya-
pildi.

2.3.2.2. Esteraz aktivitesi

Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi n-nitrofenil asetatin hidro-
lizlenen miktarinin tayini ile bulundu. Apo CA ve Zn+2 ile tekrar aktive
edilmis enzimin aktiviteleri bu yolla belirlendi.

Metod,prensip olarak, reaksiyon karisiminin ic dakika sonunda 348nm.
deki absorbansinin artmasindan, p-nitrofenil asetatin hidrolizlenmesi so-
nucu olusan p-nitrofenol konsantirasycnunun Sulunmasina dayanir. 348nm.,
p-nitrofenol ve p-nitrefenolat iyonunun izoshestik, yani her ikisinin de
aym abzorbans1 verdikleri dalqa boyudur. p=nitrofenoliin molar ekstinksi-
yon katsayisi 8348nm=5.4x]03 H']cm'1 dir. Cu dalga b?yund? p=nitrcfenil ase-
tatin cok az bir absorbsiyonu vardir ve £=0.4x10° M™' emT' dir. Efer 5lgiim-
Ter 1 cm. 1ik kiivetlerle yapilirsa 348nm. deki absorbans artisi bese holiin-
mekle hidrolizlenen p-nitrofenil asetat miktar: milimolar cinsinden bulunur.

Reaksiyon denklemi soyledir:
0

P=NO, (CgHy)OCCH, #H,0 2 p=NO, (CcH, ) OH+CH.COOH

3
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Fenol gruplari asidik cldudu icin, ortamin pH sina gore dedisen oranda fe-
nolat ve H+ iyonlarina ayrisir. 348nm.de p-nitrofenol ve p-nitrofennlat i-
yonunun absorbanslarm okunabildigi icin optik dansiteler PH ya bagiml1 de-
Gildir (33,38). Aktivite ol¢limlierinde su prosediir takip edildi:

p-nitrofenil asetat substrat cozeltisi aunlik olarak hazirlandi,27.2
mg. ester 1 ml. aseton icinde ¢oziildii ve yilksek h1zla karistirilan 49m).sy-
ya yavas yavas ilave edildi. Elde edilen cozelti 3 mM olup, daha derisidgini
hazirlamak esterin sinirls €Ozunlirlugii sebebiyle miimkiin dedildir. Aseton
dider organik ¢dziiciilere nisheten hidreliz reaksiyonunu en az inhibe eden
solvent oldudu icin secildi (38). Reaksiyon pH 7.5 ta, 0.05 M Tris—SDﬁ ¢co-
zeltisiyle tamponlands. '

3 ml. lik reaksiyon kiivetine 1.5 m]. tamponlanms enzim cozeltisi
ve 1.5 ml. substrat konulmasindan 3 dak. sonra, 25°¢C da, absorbansi okun-
du. Spektrometre daha dnceden enzimsiz reaksiyon karisiminin 3 dak. sonun-
daki absorbansy ile s1fira ayarlandi. Ju surette 3 dak. icinde esterin ken-
di kendine hidrolizlenen k1sm icin diizeltme yap1ims oldu. Reaksiyonda
parcalanan ester miktar: soyle hesaplandi:

5.4x?03-0.4x]03=5.0x103 M'lcm-T(p~nitrofenolun gozlenen e si)

p-nitrofenol miktari= éig:gl} = éégﬁgl x1073 M/3 dak. = £(0.D) mM
5.0x10 : 5.0

2.3.3. Tampon ¢ézeltilerinin hazirlanmasa

Kromatoarafi islemleri esnasinda cesitli Tris tamponlam kullanildy,
Bunlardan yalmz iki tanesi hazirlanisi diferlerine ornek olarak anlatila-
caktir,

(i) 0.05 M Tris-HC1 tampanu pH=8.,7

6.057 ¢.(0.05 mo1) Tris tartilds ve 950 ml. suda ¢6zildi., 1 N HCY
ile pH=8.7 ye titre edildikten sonra suyla 1 1t. ye tamamlands.
(ii) 0.1 M Tris-504/0.2 M Na250A tamponu nH=9.0

12.11 g. Tris (0.1 mol) ve 28.4 g, NaZSO, (0.2 mol) 950 ml. suda
cozuldu, 1 W sto4 ile pH=9.0 a kadar titre edilip,suyla 1 1t. ye tamamlands,

2.3.4. Qozeltilerdeki enzimin konsantre edilmesi

Denemelerimiz sirasinda blyiik haciml enzim cozeltilerinin hacimlar) -
nm azaltmak, bir baska anlamda enzim konsantrasyonunu artirmak icin Sephadex
maddesinin su absorbsiyonu ozelliginden yararlanild,
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Konsantre edilmesi gereken enzim ¢chzeltisine istenilen hacm sadla-
yacak miktarda Sephadex-G25 kuru jelinden ilave edildi. Oretici firma ta-
rafindan bildirildidi gibi, kendi hacminin 5-6 mis1i kadar su absorbe eden
bu bilesigin gozeneklerine, molekiil adirhidr 5000 iizerinde olan peptid zin-
cirleri girememektedir. Enzim cozeltisinden jel, Buchner hunisi ile suzii-
lerek uzaklastirildi ve bol su ve asetonla yikandiktan sonra etiivde 100°-
120% sicaklikta kurutuldu. Kury jel ilerideki denemelerde yine kullamidi.

Enzim cozeltilerinin konsantre edilmesinde uygulanan bir dider me-
tod da, diyaliz torbasina deldurulan cizeltinin kristal sukroz icine konu-
Tup, suvunun difiizyon yoluyla disariya cikmast sonucu hacmin azaltiimasiy-
d1. Bu yolla hacm 3-4 kez azalt1lan enzim cdzeltisi destile suya kars
diyalizlenerek sekerden aritilds (19,79).

2.3.5, Poliakrilamid disk jel elektroforezi

Poliakrilamid jel elektroforezi, proteinleri molekiil agirliklarina,
elektriksel yiikiine ve iic boyutlu sekillerine qgire ayiran bir tekniktir(78,
80,81.82,83,84). Bu metodla enzimlerin safl1dr kontrol edilebildiai qibi,
molekiil agirliklart ve alt birim say1s1 da belirlenebilir.

Jel, akrilamidin,capraz baglayic1 olarak kullanilan N,N-metilen bis
akrilamid tarafindan polimerize edilmesiyle hazirlamir. By reaksiyon, fo-
tokatalizor etkisi olan riboflavin-N,N,N' ,N'-tetrametil etilen diamin
(TEMED) veya amonyum persul fat-TEMED karisimlar tarafindan katalizlenir.

Calismalarimzda disk Jel elektrofozezi Davies metoduna gtire yapi1-
d1 ve % 7.5 Tuk poliakrilamid Jeli kullamilda (84). Jelin hazirlanisy E.C.
Apparatus Corporation kataloguna gore ve Cyanagum-41 ile yapildy (85).
Cyanagum-41 % 95 akrilamid ve %Z 5 bisakrilamid karisimdir,

Jel tamponu olarak kullanilan 0.034 M borat ¢izeltisi, 2.1 g. bo-
rik asitin 800 ml. suda ¢ozllip, 2 M NaOH ile PH s1 9.0 a getirildikten son-
ra su ile bir 1t. ye tamamlanarak, elektrod tamponu olan 0.34 M horat ¢ozel-
tisi ise 21.1 q. borik asitin 800 ml. suda coziilip, 2 M NaOH ile pH s1 9.0 a
ayarlanmip, hacm su ile 1 1t. ye getirilerek hazirlands.

Jel icin iic ayr1 cozelti yapildi: 1, ¢ézelti 15 q. Cyanoqum-41, 2.
¢ozelti 0.23 ml. TEMED ve 3. cozelti ise 0.6 q. amonyum persulfatin jel tam-
ponuyla 100 ml.ye tamamlanmasi sonucu elde edildi.

2 hacim 1., 1 hacim 2. ve ] hacim da 3. ¢dzeltilerden hazirlanan kari-
sim, 0.6x7 cm. 1ik tiiplere Usten 1 cm. bnsluk kalincaya kadar dolduruldu.Diiz-
gin bir jel yiizeyi sadlamak icin 0.5 ml. saf su Jele karistiriimadan enjek-
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torle ilave edildi ve polimerizasyon i¢in UV lambasi altinda 15 dak. tutul-
du. Daha sonra lsteki su siizgec kd§rdina emdirilerek alindi. Tiiplere uyqu-
lanan @rnek, % 5 1ik sukroz ¢dzeltisinden 0.7 ml., % 0.05 1ik brom fenol ma-
visinden (tnciil bilesik) 0.1 ml. ve enzim c¢bzeltisinden 0.2 ml. karistirila-
rak hazirlandr ve bu karisimdan 0.2 ml. polimerlesmis jelin iizerine konuldu.
% 5 11k sukroz ¢Ozeltisi sayesinde elektrod tamponundan daha yodun Sir ortam
olusturulmus ve enzimin tampon icerisine dagilmasi onlenmis oldu.

Elektroforez islemi tip basina 2 mA ile baslatild1 ve drnedin tamamen
jele girmesinden sonra akim 5 mA e cikar1ldi. Unciil bilesik brom fenol mavi-
si anod ucuna 3 mm. yaklasincaya kadar akim verilmeye devam edildi. Daha son-
ra jeller tiipten dikkatle ¢ikarilarak % 7 1ik asetik asit cazeltisinde % 1
Tik Amido Black protein boyasinda bir saat tutuldu. Boyanan jeller tekrar tiin-
lere sokuldu ve % 7 1ik asetik asit ¢ozeltisi icinde ve akimin yonu dedisti-
rilerek tip basina 5 mA akim altinda elektroforez uyqulandi. Bu islem sonucun-
da boyanan protein bantlar1 disindaki fazla boya uzaklastirildi. Jeller % 7
1ik asetik asit cozeltisi icinde ve sojukta saklands (84,85,86).

Baz1 jellerde CA aktivitesi gdsteren bantlarda belirlendi. Bunun i-
¢in, boyama isleminden dnce jel tel ile ikiye yarildi. Bir yarisi1 boya tii-
plne konularak boyandi ve dider yarisy da aktivite tayini icin ayrildi. CA
aktivitesi veren bantlar sdyle belirlendi:

0.025 M Veronal tamponunda (pH=8.2) % 0.1 Tik brom timol mavisi ci-
zeltisine batirilms siizaec kadrdr jelin lizerine Srtiildi. 5 dak. icinde ma-
viye boyanan jele C02 qaz1 puskirtiilerek, enzim bulunan béleeler renqin sa-
rims1 yesile donmesiyle tayin edildi. Bu bilgeler jelin hoyanan diger yari-
sindaki protein bantlariyla karsilastirilda.

Calismamizda, poliakrilamid disk jel elektroforezi ayrilan izoenzim-
lerin saflik kontroliinde ve heniiz saflastirilmamis enzimce zenqin ¢ozelti
bantlarinda CA aktivitesi veren bdlaelerin belirlenmesinde kullanildi. Elde
edilen jellerin fotograflari, kontroli yapilan elisyonlarin arafikleriyle be-
raber 3. bolimde qisterildi.

2.3.6. Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite kolonu jelinin sentezlenmesi prosediirlerine aecmeden odnce,
metodumuzda qerceklestirilen reaksiyonlar acik formilleriyle asadida veril-
mistir,

1= CM-Sephadex'in aktiflestirilmesi
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2.3.6.1. CM Sephadex'in EEDQ ile aktiflegtirilmesi

Yapi1sinda serbest karboksil orubu bulunduran polisakkaritlerin N-
etoksi karbonil-2-etoksi-1,2-dihidrokinolin (EED]) ile aktiflestirilmesi
ilk kez 1974 yi1linda,enzimlerin serbest aminc uc¢ ve qruplarindan immobili-
zasyonu amaciyla oerceklestirildi (75). Aynm1 metod tarafimzdan L-tirozi-
nin CM Sephadex'e kovalant baglanmasinda kullamildi. CM Sephadex, la. ku-
ru agirliginda 4.5#¢0.5 mmol serbest karboksil grubu ihtiva eden, dekstran
yapisinda bir polisakkarittir,

Aktiflestirme su sekilde yapi11di: 1.0g. CM Sephadex -C50 , 50 ml.
% 10 luk aseton c¢Bzeltisine konularak iki ciin siire ile 2°C da sismeye bi-
raki1di. Dehe sonra tuzlu buz yardimyla -5°C a scqutulan jelin pH s1,0.5N
HC1 ile 4.0 e ayarlandr. 1.5 g. EEDQ nun (6.1 mmol) 15 ml. % 20 1ik aseton-
daki cozeltisi damla damla devaml1 karistirilan jel siispansiyonuna ilave
edildi. DBu esnada pH daki ylikselme,Otomatik Titrasyon Cihazinda 0.5N HC1
eklenmesiyle engellenerek,4.0 te sabit tutuldu. Reaksiyon 20-30 dakikada
tamamlandiktan sonra pH, derisik HC1 ile 1.0 e disiirildi ve tepkimeye qir-
memis olan EEDQ nin parcalanmasi icin 90 saniye kadar bekletildi. Derhal
Buchner hunisine alinarak siiziilen jel,-SCC daki 250 m1. % 10 luk aseton i-
¢cinde 0.1 N HC1 cdzeltisiyle yikandr. Bdylece aktiflestirilen CM Sephadex
hic bekletilmeden L-tirozin ¢Bzeltisiyle karistirilarak badlanma saglands
(75,76).

2.3.6.2. L-tirojinin CM Sephadex'e badlanmasi

1.0 g. L-tirozin (5.5 mmol) pH s1 NaOH ile 9.5 a ayarlanms 100 ml.
0.1 M NaHCO3 cizeltisinde ¢ozuldi. Aktiflestirilmis CM Sephadex ile birles-
tirildi. En yavas tempoda karistirilan suspansiyondan, badilanma derecesini
ogrenmek icin, her 15 dakikade,i¢cinde jel bulunmayan 0.2 ml. drnek alinds
ve 1 M NaOH cizeltisiyle 20 m1. ye tamamlanarak 293.5 nm. de absorbans be-
lirlendi (71). 90. dakikadan sonra bu absorbanslarda Gnemli bir dedisme ol-
madigindan,baglanma reaksiyonu siiresi 90 dak. olarak alind1. Baglanan L-ti-
rozin miktar1 style hesaplandi:

(O.D)O=reaksiyon oncesi c¢ozeltinin absorbansi

(O.D)go=90.dakikadaki absorbans

[(O.D)O- (0°D)go]/(0'0)0= baglanan L-tirozin oram

mol L-tiroczin /g. kuru jel =(baglanan L-tirozin oran1)(1.0)/181
L-tirozinin molekil agirligr 181 dir.
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Daha sonra jel, Buchner hunisine alinarak bel miktarda destile su
ile yikandr.

2.3.6.3. Sulfanilamidin kenetlenmesi

0.350 g. sulfanilamid 30 ml. 1.5 M HC1 de cdziildii ve 0.95 a. NaN02
in 20 ml. sudaki ¢iizeltisi damla damla ilave edildi. Karisimn sicaklidr tuz-
Tu buz yardimiyla 0°C 1n altinda tutularak 10 dak. calkalandi. Pu esnada L-
tirozin takil1 jel 100 ml. 0.2 M N32C03 ¢ozeltisine konuldu ve pH, 1 N NaDH
ile 9.5 a getirildi. Hazirlanan bu jel sispansiyonuna diazolanms sulfanil-
amid cBzeltisi damla damla ilave edilirken, pH da ,Otomatik Titrasycn Ciha-
zindan NaOH akitilmasiyla 9.5 ta sabit tutuldu (56). L-tirozinin fenol hal-
kasina azo badiyla olusan kenetlenme sonucu jelin renci kyrmiziya dondi. O¢
saat sire ile karistirilan renkli siispansiyon Duchner hunisinde siiziildiikten
sonra,bol miktarda didestile su ve 250 ml. 0.1 M Tris—SOQ tamponu (pH=2.0)
ile yrkandi. Su ile yirkanma sirasinda jelden elementel analiz ic¢in,bir mik-
tar numune alindi ve lic giin siire ile suyu 6 kez degistirilerek 10 ml desti-
le suda tutuldu. BSylece giizeneklerine girmesi muhtemel artiklar uzakiasti-
r11d1. Daha sonra etiivde 100-110°C arasinda iyice kurutulan jelde, elemen-
tel analizle azot yiizdesi tayin edildi. Duradan kenetlenen sulfanilamid mik-
tar1 sdyle hesaplandr:

gN= 22811 tirozindeki N(mg)+ badlr sulfanilamiddeki N(mo)
1000 mg.kuru jel + baglr tirozin(mq)+bagls sulfanilamid(mo)

x 100

Burada % N elementel analiz sonucu, baglr tirozin de bir dnceki bi-
Himde anlatilan sekilde bulunduduna ndre, bagly sulfanilamid mmolini X' alarak
denklemi ilk hazirladidimz jelin sonuclarina ndre yazalim.

1.99x14 + Xx3x14
1000+41.99x181+172X

2.49 = x 100

Burada, 2.49 % N; 1.99 baglh tirozin mmol(Tablo 2); 181 ve 172 sirasiyla L-
tirozin ve sulfanilamid molekiil agirliklardir. Lagly olan bir molekiil sulfa-
nilamid lc azot atomu tasidigr icin,3 ile carpildi.

Yukarida prosediiriinii verdigimiz metodu kullanarak, 4 ayr1 deneyle,6.0
gram kuru CM Sephadex'den afinite jeli hazirlands. Herbirinde badli L-tirozin
ve inhibitdr miktarlar1 Tablo 2 de gdsterildi. tlerideki kapasite tayini de-
neylerinde kullanilmak iizere encok sulfanilamid bagli jel ayrildr ve digerle-

3 hivrmlactiwmslAds
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2.3.7. Insan ve sidir eritrositlerinden ham karbonik anhidraz hazirlanmasi

100 m1. insan kaninda 14-16 g. hemoglobin bulunmaktadir (77). Erit-
rositlerdeki karbonik anhidraz enzimi ise hemoglobinin yaklasik Z 1 i ka-
dardir (33). Hazirlanan afinite jelinin kapasite tayinlerinde kullanilmak
lizere, enzimce zengin karbonik anhidraz c¢ézeltileri elde etmek icin, hemoo-
lobin iki yolla uzaklastirildi. Eritrosit hemolizatlarinin hazirlanisi an-
lat1ldiktan sonra sozii gecen ayirma metodlari da ayrinti1l1 olarak aciklana-
caktir.

2.3.7.1. Eritrositlerin ayrilmasi ve hemolizi

Deneylerimiz icin insan kaniv Atatiirk OUniversitesi, Arastirma Hasta-
hanesi Kan Bankasindan, si1dir kani ise Erzurum Et Kombinasindan kesim esna-
sinda alind1. Antikoagulant olarak kullanilan asit-sitrat-dekstroz(ACD) ¢&-
zeltisi, 22 g. sodyum sitrat dihidrat, 8 g. sitrik asit ve 24 q. dekstrozun
su ile 1 1t. ye tamamlamip cdziilmesiyle elde edildi. 100 ml. kana bu chzel-
tiden 15 ml. ilave edilerek, hem pihtilasma onlenmis hemde eritrositler i-
¢in . bir beslenme ortamy saglanms oldu (78). Kanlar alindiktan sonra 4°C
da sakland1,2-3 qiin i¢inde kullan1ldr.

Eritrositleri ayirmak icin kan, 30 ml. 1ik polietilen tiiplere doldu-
ruldu ve 1500 rpm. de 15 dak. satrifij edildi. Tiplerin Ustte kalan plazma
ve 1okosit tabakalari aspiratérie alindiktan sonra, eritrositler % 0.9 luk
NaCl cozeltisiyle iki kez yikandi ve santrifiijlendi. Bu islemler sonucu,
100 ml. kandan 35-40 ml. eritrosit elde edildi. Daha sonra, eritrositler
bir beherde birlestirilerek hacimlarinin 1.5 misli su ilavesiyle hemoliz
edildi (28,29,33). Hemolizin, yani alyuvarlarin parcalanmasinintam olmasi
icin 1 saat siire ile karistirildi ve hemoglobinin ayrilmasi islemlerine oe-
cildi.

2.3.7.2. Hemolizatdaki hemoglobinin etanol-kloroform ekstraksiyonu ile ay-

rilmasi

Bu metod prensip olarak, hemoglobinin etancl ve kloroformla denatii-
re edilip cokeltilmesi esasina dayanmaktadir (33). tnsan ve s1G1r hemolizat-
larina uyaulanan metod soyleydi:

1 hacim hemclizata, -15°¢C sicakliginda 0.25 hacim % 95 1ik etanol ya-
vas yavas ilave edildi ve daha sonra 0.31 hacim soduk kleroform eklendi.Siis-
pansiyon 15 dak. karistirildiktan sonra macun kivamina celdi ve bu sekilde
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15 dak. bekletildi. Vizkoziteyi azaltmak ic¢in, yaklasik 0.2 hacim % 0.9 luk
NaCl cozeltisi eklendi. Siispansiyon, daha sonra polictilen tiiplere alinarak
1000 rpm. de 15 dak. santrifiijlendi. Ost taraftaki pembemsi renkte ve enzim
iceren kisimlar birlestirildi. Cokelek ve kloroform fazi1 atildr. Toplanan
enzim cozeltisi siiziildi ve destile suya karsi, suyu lic kez dedistirilerek,
bir nece slireyle dializ edildi. Sonra, cizeltideki enzim nH=6.7 de kati1 a-
monyum siilfatla (60 o./100 ml. cozelti) ¢oktiiriildii ve bir gece sodukta bek-
letildikten sonra siiziildii. Ayrilan enzim cokeledi siizge¢ kddidar iizerinde,
kullanilincaya kadar, derin dondurucuda saklandi. Bu metodla, hemolizatda-
ki karbonik anhidrazin % 40 1 hemoglobinden ayrilms oldu (28,33).

2.3.7.3. Hemolizatdaki hemoglobinin DEAE Sephadex-A50 kromatodrafisi ile

uzaklagtirilmasi

Bu metod, hemoglobinin DEAE Sephadex-A50 tarafindan secimli adrorb-
siyonu prensibine dayanmaktadir. Calismamizda, bu ybéntem yalniz insan kani-
na uyaqulanabildi. Ciinkii, s1§1r kan1 ile yapilan denemede enzim cizeltileri-
nin fazla miktarda hemoglobin tasidigr adzlendi.

250 ml. insan kanindaki hemoqlobinin uzaklastirip, enzimce zenain
¢ozelti hazirlanmasinda su prosedir takin edildi:

Belirtilen miktardaki kandan elde edilen hemolizatta, yikama ve
eritresitieri ayirma islemleri sirasinda ortaya ¢ikan kayiplar aozoniine a-
1ind1d1 zaman, yaklasik 30 g. kadar hemcalobin bulunmaktadir. DEAE Senha-
dex-A50 nin kapasitesi 5 g. hemoglobin / 1 a. kuru jel oldudu ve kapasite-
nin % 80 i kullanmilacad icin 7.5 o. kuru jel tartildi. Oretici firmanin
direktifTarine uyarak 0.1 M NaOH ile yikadiktan sonra Buchner hunisinde bol
sudan gecirildi (79). Behere alinan jel pH s1 8.7 olan 0.05 M Tris-HC1 tam-
ponunda 4 saat karistirildy ve pH daki yiikselme Otomatik Titrasyon Cihazin-
dan 1 N HC1 ilavesiyle dnlendi. Daha sonra yinc Buchner hunisinde ayni tam-
tonla yikandiktan sonra 1 ciin siireyle bu tamponda bekletildi ve 4x60 cm. 1ik
kolona dolduruldu. Jel yer cekimi ile ctkmeye biraki141 ve cokmeden sonra
15 cm. 1ik bir yiikseklik elde edildi. Ost kisimda 2 mm. kalincaya kadar tam-
pon 2kit1ldr ve boylece kolon kromatografi icin hazir duruma ocetirildi.

Hemolizat ise,dnce eritrosit hiicre zarlarinin ayrilmasi icin 6500
rpm. de 45 dak. siireyle santrifiijlendi ve bir gece didestide suya karsi ,
suyu iki defa degistirilerek dializ edildi. pH s1 katr Tris ile 8.7 ye ge-
tirildi ve hazirlanan kolona dikkatla akitil41. Kolon musTudu 15 ml./saat
Tik bir akis icin ayarland1 ve hemolizatin kolona airisi de yaklasik bu hiz-
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da oldu. Hemoglobinin tamami kolon tarafindan adsorbe edildikten sonra kar-
bonik anhidraz, aym1 akis hizinda 0.1 M Tris-HCi (pH=8.7) tamponuyla elie
edildi. Eliatlar damla sayicisina badly otomatik fraksiyon toplayicisi va-
si1tasiyla 5 ml. hacimda, tiiplere toplandi. 280 nm. deki absorbanslari Glci-
lerek, absorbans verenlerde aktivite tayini yapildi. Fraksiyonlarda belir-
lenen optik dansite ve cktiviteler tiip ‘sirasina qore aqrafige cizildi(qra-
fik 5). CA aktivitesine sahip olan eliiatlar birlestirildi ve hemolizatdaki
CA'in yaklasik #82 sinin hemoqlohinsiz olarak ayrildigr anlasildr. (ozelti-
deki enzim amonyum siilfatla cokturildi ve bir qlin bekletildikten sonra si-
ziilerek ayrildi. Kullamilincaya kadar derin dondurucuda saklandi.

2.3.8. Afinite kolonunun karbonik anhidraz tutma kapasitesinin bulunmasi

Karbenik anhidraz enziminin benzen sulfonamidlierle badlanmasina i-
zoenzim cesidi, pH, sicaklik, iyonik siddet ve benzen iizerindeki siibstitii-
entler etki etmektedir (9). Bundan dolayi, hazirlanan afinite jelinin ka-
pasitesi tayin edilirken, bu faktdrlerin etkiside incelendi.

2.3.8.1, Kapasite tayin iglemi

Hazirlanan jelden yaklasik 2 ml. alindy ve kromatografinin yapilaca-
g1 tamponda c¢ozeltisi iic defa dedistirilerck dengelendi. Daha sonra, siizii-
len jel aymi tamponun 50 ml. sinde ¢oziilmiis olan,yaklasik 100 mq. enzim ¢6-
zeltisinde iki saat siire ile karistirilarak enzime doyuruldu ve 0.9x25 cm.
1ik kolona aktarildir. Enzimin fazlasi, eliatlar 280 nm. de absorbans verme-
yinceye kadar tamponla yikandir. Bajlanmis olan CA, 0.4 M NaNB/D.T Tris-SOA
(pH=7.5) cozeltisiyle elie edildi ve miktar1 belirlendi. Jel dahasonra,on-
ceden tartilan bir G-3 krozesine alind1 ve vakuma badlaparak asetonla yika-
n1p kurutuldu (67). Kurutmanin tam olmasi icin 100-110°C da bir siire bira-
kildr ve tartildi. Buradan, jelin 1 g. kuru adgirTidinin CA tutma kapasitesi
hesapland1.

2.3.8.2. Kolonun insan karbonik anhidrazi tutma kapasitesinir tayini

tnsan karbonik anhidrazi baslica B ve C izoenzimlerinden ibarettir.
Bundan dolayi, bolim 2.3.2 da anlatilan sekilde saflastirilan her iki izoen-
zim ic¢in,ayr1 ayr1 kapasite tayini yapildi. Ayrica ham CA dan hazirlanan co-
zeltilerle de jelin enzim tutma derecesi belirlendi.

CA cozeltileri, amonyum siilfat cokeltilerinin destile suda ¢bziiliip,
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dializlenmelerinden sonra,gerekli tampon olusturularak hazirlandi. Boylece,
amonyum siilfattan dolay1 ortaya c¢ikabilecek iyonik siddet farkli1i1é1 onlen-
mis oldu. 0.1 M Tris-S0, (pH=2.0) tamponunun kullami1d1dr deneyler iki kez
tekrarlandir ve yiiksek o{an deder alindyr (Tablo 3).

2.3.8.3. Kolonun sidir karbonik anhidrazi kapasitesi tayini

Hazirlanan kolonla si1d1r karbonik anhidrazi izoenzimleri ayrilama-
d1d1 icin kapasite tayinleri ham enzim cozeltileriyle yapildi. Tampon cG-
zeltisi olarak yine pH s1 9.0 olan 0.1 M Tris-S0, kullanildr ve deneme iki
kez tekrarlanarak yiiksek olan deder alindr (Tablo 3).

2.3.8.4. Sicaklidin kolon kapasitesine etkisinin incelenmesi

Bu deneyler insan izoenzimleri ve sidir enzimi ile yapildr ve tam-
pon olarak pH 9.0 da 0.1 M Tris-S0, cozeltisi kullamildi. 29,59 10°,15°,20°
ve 25°C taki sicakliklarda belirlenen kapasitede grafik ve tabloda adsteril-
di (Grafik 2 ve Tablo 4).

2.3.8.5. pH nin kolon kapasitesine etkisinin incelenmesi

Bu bdliimdeki deneyler de, yine insan izoenzimleri ve sidir enzim-
leriyle pH s1 6 ile 10 arasinda dedisen 0.1 M Tris-SO4 tamponunda gercek-
lestirildi. Bu tamponun dedisik pH lardaki iyonik siddeti farkl1 olacadin-
dan, cozeltilere Na,S0, ilave edilerck, pH=6.0 daki iyonik siddet olan

1=0.149 da sabit tutuldu. Eklenecek H-?:ZSO4 miktar1 sdyle hesaplandi:

pOH = pK, + log [tuz]/[baz]
14 - pOH = 14 - pr - loq [tuz]/lbaz]

pH= pK_ + Toa [baz]/[tuz]

Tris°= baz, Tris+=tuz olarak gosterildiginde ve Tris i¢in pKa=8.1
olduduna gbre pH=10.0 igin:

10 = 8.1 + log [TrisO}/[Tris+j
Tris++ Tris®= 0.1 M oldugundan

10 = 8.1 + log lTrisoj/[O.l - Triso] yazilir,
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(Tris®] = 0.0987 M ve [Tris'] = 0.0013 M olarak bulunur. Tuz, [Tris"],s0,

0.0013 M ye [S0,] = 0.00065 M dederin-

seklinde olup, bu durumda |Tr15 ]
dedir. "

tyonik siddet, I =% zaqizi olup, burada Mi iyonun konsantrasyonu,
Z{ ise iyon yiikiiniin mutlak dederidir.

M
s (MTr1s Tr1s +LSG

I X Zgp7)

=1 ||

1 (0.0013x1240.00065x2%)=0.00195

Ayn1 hesaplama pH = 6.0 daki 0.1 M Tris-S0, cozeltisi i¢in yapildidr zaman
= 0.14881 bulunur. tki ayri pH daki iyonik siddet farka
= 0.14881 - 0.00195 = N.145686

dir. Al = 0.147 alind1d@r zaman bu iyonik siddet farkini ortadan kaldiracak
Na2504 konsantrasyonu style bulunur:

¥ 2 -
0.147 = & (MNa+ xZNa+ +M 50; xZS 4 )
N MNazson e “Na+ " ”Nazso1 clduguna giire yukarida yerine konularak

[Na ] = 0.049 M bulunur. pi 10.0 da 0.1 M Tris-S0, tamponunun 1 Tt. sin-
de 0 049x142=6.96 q. Na2°0 bulundudu zaman, bu c¢dzeltinin iyonik siddeti,
pH s1 6.0 olan 0.1 M Tris-SO, tamponuyla aym olacaktir.

pH s1 6.5, 7.0, 7.5,.8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5 dedGerine sahip tamponlara
da ilave edilecek Na2 04 miktarlar ayn1 yolla hesaplandi. Afinite jelinin
belirtilen pH lardaki kapasiteleri tayin edildi ve Grafik 3 ve Tablo 5 te
qgosterildi.

2.3.8.6. lyonik giddetin kolon kapasitesine etkisinin incelenmesi

pH=9.0 ve 2°C sicaklikta, yine ayn1 enzimlerle yapilan bu deneylerde,
iyonik siddet 0.05 ile 0.25 arasinda dedistirildi. 0.1 M Tris-S0, tamponunun
farkl1l iyonik siddetdeki cozeltileri bir Onceki bolumde analat11&1é1 qibi ,
hesaplanan miktarda Nazson ilavesiyle hazirlandi. Elde edilen sonuclar Tablo
6 ve Grafik 4 de gosterildi.
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2.3.9. Insan karbonik anhidraz izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile

ayrilmasi

Insan karbonik anhidrazinin sulfonamidiere olan afinitesi pH ile
dedismekte ve C izoenzimi B'ye nazaran daha kuvvetli badlanmaktadir. Fakat
bu badlanmanin pH ya badimlilidr, her iki izoenzim i¢in de farklidir. Bunun
yamisira, tek de§erlikli anyonlarin izoenzimlere olan ilgisi, diisikk pH lar-
da artmakta ve aynm1 pH da HCAB ye daha cok olmaktadir (20). Bu ozelliklerden
yararlanarak, dedisik ellisyon ¢dzeltileri ile izoenzimleri se¢cimli olarak
kolondan almak mimkiin olacaktir.

2.3.9.1. Karbonik anhidrazin direkt hemolizattan adsorbsiyonu

.

Herbir ayirma deneyinden once, izoenzim karisim1 afinite jeli tara-
findan dogrudan dodruya hemolizattan adsorbe edildi. Bu islem siyle gercek-
lestirildi:

0.1 M Tris-S0, (pH=9.0) tamponuyla dengclenmis 20 ml. jel, daha ©on-
ceden eritrosit zar]a;1 uzaklastirilms ve pH s1 katy Tris ile 9,0 a geti-
rilmis olan hemolizatla birlestirildi. CA adsorbsiyon derecesini belirlemek
icin,karistirilan hemolizattan her 15 dak.da 0.2 ml. Grnek alind1 ve EO2
hidrataz aktivitesi tayin edildi. 75.dakikadan sonra aktivitede Onemli bir
dedisme adzlenmediginden jelin enzime doyurulmasy i¢in karistirma siiresi
75 dak. olarak alindr (Grafik 6). Daha sonra, siispansiyon Buchner hunisine
alinarak siiziildii ve siiziintiide hemoglebinin kirmiz1 rengi goriilmeyinceye ka-
dar baslangictaki tampon ile yikandi. Hemoalobinden temizlenmis jel, 30 ml.
tamponla karistirilip, 1.5x75 cm. Tik kolona aktarildy. Tamponun fazlasi
akitildiktan sonra, adsorblanms dider proteinleri uzaklastirmak icin, elii-
atlar 280 nm. de absorbans vermeyinceye kadar ayni tamponun 0.2 M NaESOA
cozeltisiyle yikandr. Bu safhadan sonra <izoenzimleri ayirma islemine necil-

di.
2.3.9.2. lzoenzimleri ayirma deneyleri

Insan CA izoenzimlerini hazirlanan kolonla ayirmak icin dijer aras-
tirmacilar tarafindan kullamilan eliisyon c¢ozeltileriyle, tarafimizdan uyqun
bulunan ¢ozeltiler denendi. Bunlarin konsantrasyonlari ve uygulanma sekille-
ri soyle idi:

(i) pH=8.0 de ?.5x10_3 " asetazolamid cozeltisiyle konsantrasyon qra-
dienti elusyonu.
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Burada, Gradient Mixer (GM)in karisma boliimine pH s1 8.0 clan 0.1
M Tris-SOa cdza1tisindeg350 ml., dider hidliimine de yine ayni tamponda ha-
zirlanms 50 ml. 2.5x10 ° M asetazolamid konuldu. Bu ¢dzelti kclondan ali-
nan elilat hizinda iistten akiti1d1, Eliisyon hizi 30-35 ml./saat ve herhir
fraksiyon 4 ml. olarak ayarlandi. Fraksiyonlarda protein tayini, asetazol-
amid 280 mm. de absorbans verdidi icin, Lowry metoduyla yapildi. Bu bilesik
cok kuvvetli bir inhibitor oldudu icin aktiviteler belirlenemedi. Tinlerde
Olciilen nrotein miktar yine tip sirasina aore grafidge ¢izildi(Grafik 7).

(ii) pH=6.5 ta 1.5 M NaCl c¢ozeltisiyle konsantrasyon aradienti eliis-
yonu.

Bu denemede, GM nin karisma boliimine 75 ml. pH s1 £.5 olan Tris-S0,
tamponu, diderine de yine 75 ml. aym1 tamponda hazirlanms 1.5 M NaCl ¢o- |
zeltisi konuldu. Ellisyon 30-35 ml./saat hizla ve tiip basina 7 ml. olarak
gerceklestirilirken, fraksiyonlarin 230 nm. deki absorbanslar ve aktivite-
leri belirlenip grafige cizildi (Grafik 8).

(i1i) 0.05 M KSCN ¢hzeltisiyle pH gradienti eliisyonu

$6z konusu eliisyen, GM nin karisma bolumine 0.1 M Tris-SO, tampo-
nunda (pH=10.0) 0.05 M KSCN, dider hiliiminede 0.01 N stoa icindeIO.OS M
KSCN cozeltilerden 75 er mi. konularak gerceklestirildi. Karbonik anhidraz
kolondan 18 ml./saat hizla ve & er ml. 1ik fraksiyonlar halinde eliie edildi.
Tiiplerde 280 nm. absorbanslari okundu ve aktiviteleriyle beraber grafiktc
gosterildi (Grafik 2).

(iv) HCAB nin 1 M NaCl ve HCAC nin 2.2 M NaN3 ile eliisyanu

Eurada, once pH s1 7.5 olan 1.1 M Tris-50, tamponunda 1 M NaCl co-
zeltisi,fraksiyonlar 280 .nm. de absorbans vermeyinceye kadar aecirildi ve
sonra pH s1 7.0 olan aym tamponun 0.7 M NaN3 cozeltisiyle kolonda kalan
bitiin enzim elie edildi. Tiiplerdeki absorbans ve aktivite sirayla grafikte
gosterildi (Grafik 10).

(v) HCAB nin 0.4 M KI ve HCAC nin 0.2 M KSCN ile eliisyonu

Bu denemede Once,pH s1 8.0 olan 0.1 M Tris-S0, tamponunda 0.7 M KI
ve pH s1 6.5 olan aym tamponda, 0.2 M KSCN cﬁze]ti]er% sirayla (iv) nolu
eliisyondaki gibi kolondan aecirildi. Daha sonra tiiplerde toplanan eliatla-
larin 280 nm. deki absorbanslar ve aktiviteleri bLelirlenerek grafige ci-
zildi (Grafik 11).

HCAB ve HCAC nin tam ayrilalildigi kanisina varilan (ii),(iv) ve
(v) nolu denemelerin tepe noktalary fraksiyonlarina poliakrilamid disk jel
elektroforezi uygulandi ve bantlar belirlendi.




26

2.3.10. Sigir bobreginden karbonik anhidrazin. saflastirilmasi

Erzurum Et Kombinasindan sadlanan sigir bobredi, kesimden hemen son-
ra hayvandan ¢ikarilip, soduk % 0.9 Tuk NaCl c¢ozeltisine konuldu. 1-2 saat
icerisinde calisilacadi icin ayrica CO, karinda dondurulmasi gerekmedi.Bob-
rek, once bicakla kiiciik parcalara bﬁ]U;dU ve yarim saat kadar yine % 0.9
Tuk NaCl cozeltisinde tutuldu. Boylece, bdbrek dokusunda. kalmas1 muhtemel
kanin uzaklasmasi sadlandi. Parcd]anm1s bobrek (yaklasik 259 g.) 0.1 M Tris-
504 tamponu (pH=7.5) icerisinde homojenize edildi. Daha sonra homojenat,

30 ml. 1ik polietilen tiplere doldurulup, 1000 rpm. de 15 dak. santrifiijlen-
di ve cokelek ati1ld1. OUstteki sivi ikinci kez yiiksek devirli ve sodutmaly
santrifiijde 10.000 rpm. hizla dondiiriildi. Elde edilen berrak pembemsi renk-
teki cozeltiler bir gece siireynen destile suva karsi dializlendi. Yaklasik
120 ml. gelen bobrek ekstraktinin hacm, konsantre ctme metoduyla 60 ml.ye
disiiriildii ve pH s1 katy Tris ilavesiyle 9.0 a ayarlandi. 0.1 M Tris—SO4 tam-
ponunda (pH=9.0) dengelenmis 100 ml. kadar afinite jeli enzim c¢bzeltisiyle
birlestirilerek 75 dak. siireyle karistirildi ve Buchner hunisinde siiziildii.
250 ml. tamponla yikanan jel, yine 100 ml. tampon icerisinde 3x75 cm. 1ik
kolona aktarildi. 14 cm. yiikseklidindeki jelin lzerinde bulunan fazla tam-
pon akitildi. Adsorbe edilen baska proteinlerin uzaklastirilmasi icin elii-
atlar 280 nm. de absorbans vermeyinceye kadar tamponun 0.2 M Na2504 cozel-
tisiyle yikandi. CA ise, ayn1 tamponun 0.2 M KSCN ¢dzeltisiyle (pH=7.0)

€lie edildi. 280 nm. de absorbans veren fraksiyonlar birlestirilerek enzim
miktar1 belirlendi. Daha sonra, hazirlanan bobrek enzimi yine s1§irin eritro-
sit enzimi ile beraberce elektroforeze tabi tutuldu. Jellerin fotograflar
Sekil 7 de gosterildi.

2.3.10. Sigir eritrosit enziminden apo karbonik anhidraz elde edilmesi

Karbonik anhidraz enziminden apo enzimin hazirlanmasi, yapisinda bu-
Tunan Zn+2 iyonunun celatlayici bir bilesik (chelating agent) tarafindan
kompleks olusturularak uzaklastirilmasi prensibine dayanmaktadir.

Bu deneyde, celatlayici olarak piridin-2,5-dikarboksilik asit (di-
pikolinik asit) kullanilirken, Hunt ve arkadaslari tarafindan modifiye edi-
len Kidani ve arkadaslarimin metodu uyqulands (&8n,81).

33.4 g. piridin-2,6-dikarboksilik asit ve 24.2 g. Tris alinarak 1.5
1t. didestile suda ¢6ziildii ve pH 7.0 e kadar 1N H280£ ile titre edildikten
sonra 2 Tt.ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢dzeltinin konsantrasyonu 0.1 M Tris
-504 ve 0.1 M piridin-2,6-dikarboksilik asit idi. Daha sonra pH s1 7.0 olan,
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0.1 M Tris-SOa 1n 10 ml. sinde 0.N96 a. sid1r CA s1 ¢ozildi ve celatlayrc
cozeltiye kars1 iki saat siireyle dializ edildi.

Daha sonra, apo CA ¢ozeltisi, deiyonize saf sudan hazirlanms 0.1 M
Tris- SO4 (pH=9.0) tamponuna karsi,cozelti lc kez dedistirilerek,10 saat si-
rayle dializlendi. Bu surette celatlayica bilesik tamamen uz[klast1r11m1s
oldu.

Celatlayiciya karsi dializden dnce ve celatlayic uzaklastirildik-

tan sonra enzim cozeltisinden 0.2 ml. alinip deiyonize saf su ile 20 ml.ye

tamamlanarak, esteraz aktivitesi ve atomik absorbsiyon ile c¢inko tayini ya
p11d1. Cinko miktarinin karsilastirilmasiyla,aktif enzimin % 89 unun apo

Celat]ay1c1dan arindirilms apo CA ¢bzeltisi, daha tnceden deiyoni
ze saf su ile hazirlanan 0.1 M Tris-S0, (pH=2.0) tamponuyla denagelenmis ve
icinde 50 ml. jel bulunan afinite ko1oﬁuna aktar1ldi. Kolon kapasitesi en-
zimin yaklasik on misli kadar oldudu icin, CA 1n tamam jel tarafindan tu
tuldu. Adsorbe edilen apo CA,pH s1 7.5 olan ve yine deiyonize saf su ile
hazirlanan 0.1 M Tris-SDd icinde 0.1 M NaCl cozeltisiyle elie ediidi. Elu-
atlarda esteraz aktivitesi ve cinko tayini yapildi. Hicbir aktivitenin ol-
mad1§1 goriilen cozeltide, ¢inko miktary da ihmal edilebilecek diizeyde bu-
lundu ve apo CA n eliisyon arafigi ¢izildi (Grafik 12).

2.3.11. Apo karbonik anhidrazin ¢inko silfat ile tekrar aktivasyonu

Bir onceki bilimde hazirlanan ve konsantre etme islemiyle hacm a-
zaltilan apo CA cézeltisinden 10 ml. alindr. I¢inde 21.3 ma. apo enzim bu-
lunan ¢ozelti (?.1x10_5 M), 1 er ml. halinde on ayr1 tupe baliindii. Hazirla-
nan 10'5 M 11k ZnS0, cozeltisinden herbir tupe 0.5 ml. arttirarak, yani,
1. tiipe 0.5 ml., 2.tépz 1 ml., 3. tiipe 1.5 ml. v.b. sekilde ilave edildi
ve deiyonize su ile 10 ml. ye tamamlandi. Herbir tiip i¢in p-nitro fenil a-
setat ile esteraz aktivitesi tayini yapildi ve aktivitelerde, ZnSO, n ar-
tan oranlarina paralel olarak, bir artis gozlendi. Esteraz aktivitési ar-
tan cinko konsantrasycnuna karsi grafikte adsterildi (Grafik 13).




3.DENEY SONUCLARI

3.1. AFINITE JELI

31.1. CM Sephadex'e baglanan L-tirozin ve sulfanilamid miktarlari

Metodlar bdliiminde anlatilan prosediirle 4 ayr1 jel hazirlandi.L-ti-
rozinin aktiflestirilen CM Sephadex'e bajlanma reaksiyonu hakkinda, litera-
tiirde herhangi bir bilgiye rastlanmadigr icin, bunun belirienmesi ocayesiyle
tepkime kabindan alinan orneklerin 293.5 nm. de absorbanslari okundu ve
grafide ¢izildi (Grafik 1). Grafikteki edrinin zamanla dedisiminden ooriil-
dugii gibi 90. dakikadan sonra badlanan L-tirozin miktarinda @nemli bir de-
gisme cilmamaktadir. Buna dayanarak, diger jel sentezlerinde bu siire esas a-
l1ind1.

Hazirlanan 4 ayr1 jele bagli L-tirozin miktarlari spektrofotometrik
yolla, sulfanilamid miktarlari ise,elementel analizle bulunan azot yiizdesin-
den hesaplanarak belirlendi. Bulunan dederler Tahlo 2 de aosterildi. Herbir
deney ayn1 sartlar ve reaktif cranlariyla yamiididr halde, birkirlerinden
onemli derecede farklil miktarda L-tirozin ve sulfanilamid badlandidr bu tab-
lodan goriilmektedir. Kenetlenen sulfanilamid ile L-tirozin seviyeleri ara-
sinda da bir korelasyona rastlanmamaktacdir. 4 ayri deneyle hazirlanan bu jel-
lerden encok sulfanilamid inhibitdri iceren 3.su,CA kapasitesi tayinlerinde
kullanildi. Digar jeller birlestirilerek izcenzimlerin saflastiriima islemle-
rinde denendi,

Tablo 2- 4 ayr1 deneyle elde edilen afinite jellerine bagly L-tiro-
zin ve p-aminobenzen sulfonamid miktarlarm

Deney ~ Kuru jel Badla L-tirozin 4y Bagl1 Sulfanilamid
miktari(g. ) (mmol/g.kuru jel) (mmo1/g.kuru jel)

1 1 1.99 2.19 0.159

2 2 1.72 2.39 N.193

3 2 1.83 2.53 0.215

4 1 1.69 2.3 0.177
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Grafik 1- L-tirozinin aktiflestirilmis CM Sephadex'e baglanma mik-
tarinin zamanla dedisimi,

3.1.2. Kolonun CA tutma kapasitesi

3.1.2.1. Insan ve sidair karbonik anhidrazi

Insan ve sigir karbonik anhidraz enzimlerinin hazirlanan afinite
kolonu tarafindan tutulma kapasiteleri Tablo 3'te verilmistir. Tabloda ay-
rica jele badlr inhibitoriin CA'1 baglamasindaki yiizde verim do qdsterilmis-
tir:

Sonuclardan jelin BCA'1 en yiiksek oranda haglacdhié@r ve C izoenzimini
B'ye gore daha yiiksek diizeyde adsorbe ettidi anlasiImaktadir. tnsan izonenzim-
leri karisym (HCA) ise,B izonenziminden biraz daha fazla tutulmaktadir.

Tablo 3- Afinite jelinin insan ve sidir karbonik anhidrazlarinm bad-
lama kapasiteleri.

Enzim Kapasite (mg.enzim/ Jele bagl sulfanilamid badlanma
g. kuru jel) miktari(mmol/g.kuru jel) yiizdesi(?%)

HCA 516 0.215 8.0

HCAB 509 N0.215 7.9

HCAC 554 0.215 8.6

BCA 567 0.215 3.8
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3.1.2.2. Kolon kapasitesinin sicakliga bajimlilida

Kolon kapasitelerinin sicaklida nec derece badimlr olduklarinmi ads-
termek i¢in, pH=9.0 da ve € ayr1 temperatiirde insan ve s dir enzimleriyle
yapilan deneylerinsonuclar: Tatlo & ve Grafik 2'de adsterilmistir. Jelin
CA'1 en ¢ok tuttudu g= ve 5°C sicakliklardan sonra, biitin enzimlerin tutulma
kapasitelerinde paralel Lir diisme odriilmektedir. Fakat bu diisiisiin nisbeten
az oldudu edricden anlasilmaktadir,

Table A- HCAB,HCAC ve BCA enzimlerinin defiisik sicakliklarda afi-
nite jeli tarafindan tutulma miktarlar

Sicaklik (CC) Kanasite (ma. enzim/g. kuru jel)
HCAE HCAC BCA
2 509 554 567
5 510 5590 571
10 502 51 558
15 502 535 511
20 A85 523 545
25 170 518 525
l
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Grafik 2- Kolon kapasitesinin sicaklikla degisme edrileri.(x) BCA,
(o JHCAC ve (») HCAB izoenzimlerini gostermektedir.
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3.1.2.3. Kolon kapasitesinin pH'ya badimlilida

Bu deneyler yine insan ve s1g1r enzimleriyle, sahit iyonik siddet-
te ve pH's1 6.0 ile 10.0 arasinda dedisen 2 ayr1 ortamda yapilms ve sonug-
lar Tablo 5 ve Grafik 3'te gésterilmistir. Herbir enzim icin, kapasitenin
en yiksek oldudu ve dismeye basladidr pH “ederlerinin farkl1 olduklar gra-
fikten goriilmektedir.

Tablo 5- Afinite jelinin, farkly pH'larda HCAB, HCAC ve BCA tutma
kapasiteleri.

pH Kapasite(mg.enzim/g. kuru jel)
HCAD HCAC BCA
6.0 438 218 150
6.5 457 179 198
7.0 473 510 520
7:5 505 543 530
8.0 503 540 518
8.5 510 548 543
9.0 502 542 555
9.5 477 540 536
10.0 459 525 191
600
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Grafik 3- Kolon kapasitesinin pH ile dedisme edrileri.(x) BCA,(»)
HCAC ve (=) HCAB izoenzimierini gostermektedir.
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3.1.2.4. Kolon kapasitesinin iyonik giddete bagimlilida

lyonik siddetin etkisi de hem insan, hem de sid1r enzimleri icin
incelenmisti. pH s1 9.0 olan 2.1 M Tris-S0, tamponunda gerceklestirilen
denemelerde iyonik siddet 0.0165 ile 0.25 arasinda € deder halinde ele a-
Tinmsti. Elde edilen sonuclar Tahlo 6'da gosterildi ve dedisimler Grafik
3'te ¢izildi. Tablo ve arafikten, herbir enzim ic¢in karasitelerin hirbiri-
ne paralel bir dedisme gosterdikleri goriilmektedir,

Tablo 6- HCAB,HCAC we BCA enzimlerinin dedisik iyon konsantrasyon-
larinda afinite jeli tarafindan baglanma kapasiteleri

Iyonik siddet Kapasite(mg.enzim/qg. kuru jel)

HCAR HCAC BCA
0.0165 509 554 567
0.0500 514 551 571
0.1000 510 516 575
0.1500 498 539 559
0.20N00 169 513 554
0.2500 441 475 5n9
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Grafik - Kolon kapasitesinin iyonik siddetle degisme egrileri.(x)
BCA,(~) HCAC ve (o) HCAE izoenzimlerini gostermektedir.
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3.2. INSAN HEMOLI1ZATINDAN CA'in DEAE SEPHADEX-A50 ILE KROMATOGRAFISI

Bu islem, kapasite tayinlerinde kullanilmak izere, hemoglohini u-
zaklastirilms, enzimce zengin c¢ozeltiler hazirlamak amaciyla yapildi. He-
molizattaki enzimin % 82 si daha az hir hacim ve ihmal edilebilir bir he-
moglobin konsantrasyonuyla kolondan elde edildi. (2507 ml. kandan, 135 ml.
¢ozelti hacminda yaklasik 7.35 g. ham enzim) Kromatografi isleminin clis-
yon grafidi, fraksiyonlardaki 220 nm. dalaa boyu absorbanslari ve aktivite-
lerinin tiip s1rasina gore cizilmesiyle elde edildi. Tiinlerin siralanmasi
ilk absorbans verenden baslamaktadir(Grafik 5).

11k 12 fraksiyonun absorbamslar10.500 e kadar ciktidr halde, ak-
tivitelerinin diisiik oldudu grafikten qoriilmektedir. Bu ¢ozeltilerin hafif
pembe renkleri de, bir miktar hemoglobin icerdiklerini qosterdiklerinden,
kullamiImadilar. 13 nolu tipten 39. ya kadar fraksiyonlar birlestirildi.
48. tipe kadarki fraksiyonlar da abscrbans ve aktiviteye sahip olduklar
halde, cock diisiik oranda enzim ihtiva ettiklerinden, cnzim ¢ozeltisinin hac-
min1 arttirmamak icin atildilar.

Enzimce zengin ¢ozeltinin disk jcl elektroforczi bantlar Sekil 3
te gosterilmistir. Bu bantlardan ckla isaret edilenlerin CA aktivitesine
sahip olduklari jelin dider yarisindaki denemelerden anlasilmistir.

3.3. HEMOL1ZATTAN HCA 1ZOENZIMLERININ AFINITE KROMATOGRAFIS?

Hazirlanan afinite kclonu ile insan eritrosit karbenik anhidraz i-
zoenzimlerinin ayrilmasi deneylerinde, dedisik eliisyon cozeltileri kullanil-
msti. lzoenzim karisimlari ise, kolona dodrudan “odruya hemolizattan bad-
lTanmist1. Bu baglanma sliresini tayin etmek i¢in, hemolizattan 15 dak. ara-
Tiklarla 2.2 ml. ornek alinarak, su ile 17 ml. ye tamamlanms ve bunun 0.2
ml., sinde Wilbur-Anderson metoduyla aktivite tayini yapilmisti. Hemolizat-
taki CA aktivitesinin zamanla dedisim edrisi Grafik 6 da ¢izildi.

Egride 75. dakikadan sonra onemli bir dedisme goriilmemektedir. Eu
sire jelimizin hemolizat CA'ina doyma miiddeti olarak kabul edildi ve dider
denemelerde 75 dakika sonunda jel hemolizattan siziildii.

3.3.1. Asetazolamid elilisybnu

Asetazolamidin konsantrasyon gradienti ile yapilan eliisyonun edrisi
Grafik 7 de ¢izilmistir., Grafik incelendigi zaman, izoenzimlerin birbirinden
tam olarak ayrilmadigr qoriilmektedir. Peaklerin yiikseckliklerinden, once HCAC
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Sekil 3- DEAE Sephadex-A57 kromatogra-
fisi ile elde edilen cdzeltinin elektroforez
ile belirlenen nrotein bantlari. Jel iizerin-
de okla gosterilen bantlar CA aktivitesine
sahiptir.

15 ml./saat ve
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Grafik €~ Afinite jelinin hemolizat CA 1m adsorbsiyon edrisi.

nin codunlukta oldudu protein ¢ozeltisinin, daha sonra da, HCAE nin codun-
Tukta oldugu protein cézeltisinin kolondan akti1ar anlasiimaktadir. Bu dene-
mede, aktiviteler kuvvetli inhibisyon yuziinden belirlenememis ve protein
miktarlar1 Lowry metoduyla tayin edilmistir.

3.2 ¢l iyonu eliisyonu

pH=6.5 ta NaCl konsantrasyon aradienti ile yapilan bu deneyde, tiip-
lerde toplanan fraksiyonlarin 280 nm. deki absorbanslari ve aktiviteleri
Grafik 8 de gosterilmistir. Bu grafikten B ve C izoenzimlerinin elisyonda,
ayr1 ayr1 geldikleri goriilmektedir. Yaklasik 0.25 M €17 konsantrasyonunda
eluatta goriilmeye baslanan HCAB 24. fraksiyona kadar, daha somra 1.25 M
4 konsantrasyonu civarinda gdriilmeye baslanan HCAC,28 ile 33 nolu tiip-
ler arasinda kolondan sirayla geldikleri anlasilmaktadir. Aktivite edrileri
de ilk eluatlardaki enzimin disiik aktiviteli HCAB, ikinci olarak aelen izo-
enzimin ise yilksek aktiviteli HCAC oldudu kanisini vermektedir.

Ayr1 ayr1 birlestirilen izoenzimli fraksiyonlarin disk jel elektro-
forezi sonuclary Sekil & te verilmistir. Herbir jelde, anoda dodru farkli yol

alms tek bir bandin olmasi, izoenzimlerin tamamen ayrildiklarini adstermek-
tedir.
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Grafik 7- Afinite kolonundan HCA izoenzimlerinin asetazclamid kon-
santrasyon gradienti ile elisyonu. ( —— ) protein miktari,(— -—) asetazol-
amid konsantrasycnu,kolon 1.5x75 cm., jel yiiksek1idi 12 cm., eliisyon h1zy
30-35 ml./saat ve fraksiyon hacmi 4 ml.

3.3.3. pH gradienti ellisyonu

Sabit 0.05 M KSCN konsantrasyonunda 0.1 M Tris-S0, tamponunun, 0.01
N stoﬂ ile karistirilmasi sonucu olusturulan pk qradientinin kelona uyou-
lanmasiyla elde edilen eliatlarin, 28" nm. deki absorbanslari ve aktivite-
leri Grafik 9 da gdsterilmistir. Yine grafikte costerilen pH cradienti ed-
risi Otomatik Titrasyon Cihazi vasitasiyla bulunmustur.

Burada, pH 8 civarinda,enzim gelmede baslamaktadir. Fakat pH, 2 ye
kadar disirilmesine radmen enzimlerin tamamen cliic edilemedikleri aqdriilmek-
tedir.

3.3.4. tzoenzimlerin Cl1 ve N3

iyonlari ile eliisyonu

Bu denemede, HCAB,1 M NaCl ¢Ozeltisi ile (pH=7.5), HCAC ise N.A M
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Grafik 8- Afinite kolonundan HCA izoenzimlerininCl1™ iycnu konsant-
rasyon aradienti ile eliisyonu. ( —— ) 280 nm. deki ahsorbans, (===--) Wil-
bur-Anderson birimiyle aktivite, (— —) NaCl konsantrasycnu, kolon 1.5x75

cm., Jel yiiksek1idi 11.5 cm., eliisyon hiz1 30-35 ml./saat ve fraksiyon hac-
m 4 ml.

Sekil 4- Grafik 8 deki I ve II edrileri
altindaki enzim cozeltilerinin elektroforez bant-
lar1. (i) nolu jel HCAB,(i1) nolu jel ise HCAC ye
aittir.

[BARLE B . e ahd
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Grafik 9- Afinite kolonundan HCA izoenzimlerinin pH gradienti ile
elisyonu. ( —— ) 289 nm. deki absorbans (====) Wilbur-Anderson birimiyle
aktivite, (—-—) pH gradienti, kolon 1.5x75 cm., jel yiiksek1iai 12 cm., e-

lisyon h1z1 18 ml./saat, fraksiyon hacmi 7 ml.

NaN3 ile (pH=7.0) eliie edilmeye calis1imstir. Kolona once HaCl cozeltisi,
fraksiyonlarda protein coriinmeyinceye kadar (yaklasik 160 ml.) ve daha son-

ra NaN, ¢ozeltisi (yaklasik 75 ml.) uyaulanmis ve eliiatlarin absorbans ve
aktivizeleri Grafik 10 da c¢izilmistir. Bu grafikten HCAB ve HCAC izoenzim-
lerinin ayr1 ayr1 eliie edilebildiai obriilmektedir. £ izoenzimi 3 ile 34, G
izoenzimi de 45 ile 58 nolu tiipler arasinda nelmis ve ayr1 ayri birlestiril-

mislerdir. Bu ¢ozeltilerin elektroforezi sonucu elde edilen bantlar Sekil 5

te gosterilmistir. Jeller incelendidi zaman HCAC izoenzimi
tar HCAB bandr tasidhdr obriillmektedir.

jelinin bir mik-

Aktivite (W-A birimi)x1n™3
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Grafik 10- Afinite kolonundan HCAB nin C17, HCAC nin N, cbzeltileri
ile ellsyonu. ( ——) 280 nm. deki absorbans, (----) Wilbur-Anderson hiri-
miyle aktivite, kolon 1.5x75 cm., jel yiiksek1idi 11.0 cm., eliisyon hiza 3°-
35 ml./saat ve fraksiyon hacmn 4 ml. a ve b ncktalary sirasiyla NaCl ve NaN3

cozeltilerinin kolona uygulanma anidir.

Sekil 5- Grafik 10 daki I ve Il ed-
rileri altindaki enzim ¢dzeltilerinin disk
jel elektroforezi bantlari.(i) nolu jel HCAE,
(i1) nolu jel ise HCAC ye aittir.
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3.3.5. tzoenzimlerin I ve SCN iyonlariyla eliisyonu

Burada, HCAB, pH=8.0 de 0.4 M KI ve HCAC ise pH=6.5 ta 0.2 M KSCN
cozeltileri ile kolondan ayri ayr1 indirilmeye calisiimistir. Kromatoorafi
isleminde , kolona once KI, daha sonra KSCN cdzeltileri uyoulandiktan sonra
alinan eliatlarin absorbans ve aktivitelori, tip sirasina core, Grafik 11
de gosterilmistir. Edrilerden izoenzimlerin secimli nlarak eliie edildikleri
anlasilmaktadir, HCAB, 9 ile 66 nolu,HCAC de 77 ile 93 nolu fraksiyonlar ara-
sinda geldiginden, bu ¢ozeltiler ayr1 ayr birlestirilip, disk jel elektro-
forezi ile saflik kontrolii yapi141. Sekil € da yer verilen jel fotooraflarin-
dan izeenzimlerin birhirlerinden tam olarak ayrildiklari anlasilmaktadir.

3.4. SIGIR BOBREK KARBON!K ANHIDRAZININ AFINITE KROMATOGRAF1St

Hazirladigimz afinite kolonunun dokulardan CA izolasyonunda ne de-
rece yararly olabilecedini denemek amaciyla, yaklasik 2590 o. s1§ir bobredinin
¢oziinebilir proteinleri homojenizasyonla ekstrakte edilmisti. Hacm Sepha-
dex-G 25 ile 50 ml. ye diistiriilen ekstrakt, afinite jeliyle karistirilarak ,
CA.adsorbe edilmis ve daha sonra koleondan alinmisti. Yapilan kantitatif ta-
yinle, 0.082 g. enzimin saflastirildigr abriildi.

Unceden izole edilmis s181r eritrosit cnzimi ile bobrek enzimi bera-
berce disk jel elektroforezine tabi tutuldu. Elde edilen ve Sekil 7 de 00S~-
terilen jel fotograflarindan, her iki enzime ait birer bandin anod ydniine
aym hizla yiiriimis oldugu goriilmektedir.

3.5. APO KARBONIK ANH1DRAZIN HAZIRLANMASI, AYRILMASI ve TEKRAR AKTIFLESTI-
RILMEST

S1g1r eritrosit enziminden apo CA'in hazirlanmasy ve daha sonra,bu--
nunla yapilan deneyler ile ilgili scnuclar asadida, iic héliim halinde veril-
mistir.

3.5.1. Apo karbonik anhidrazin hazirlanmasai

Aktif CA'in yapisinda bulunan Zn+2 iyonu, 0.1 M piridin-2,6-dikarbok-
silik asit ¢o6zeltisine karsi znzimin diyalizlenmesiyle uzaklastirilmis ve(i)
baslangictaki, (i) diyalizden ve (iii) afinite kromatoagrafisinden sonra en-
zim cozeltilerinde aktivite ve atomik absorbsiyon ile Zn tayinleri yapiims-
t1. Bunlarin sonuclar Tablo 7 da verilmistir.
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Grafik 11- Afinite kolcnundan HCAR nin I” ve HCAC nin SCN™ ile eliis-
yonu. ( —— ) 280 nm. deki absorbans, (===-) Wilbur-Anderson birimiyle ak-
tivite, kclon 1.5x75 cm., jel yiiksekliai 12 cm., elisyon hizy 30-35 ml./saat
ve fraksiyon hacmi 4 ml. a ve b noktalar ise, sirasiyla KI ve KSCN cozeltile-
rinin kolona uygulanma anidir,

() (i1)

Sekil 6- Grafik 11 deki I ve II eg-
rileri altindaki enzim c¢ozeltilerinin elek-
troforez bantlar1. (i) nolu jel HCABR, (i)
nolu jel ise HCAC'ye aittir.




Sekil 7- Sidir bibrek ve eritrosit CA'larm»
nin paralel elektroforezi.(i) nolu jel bdbrek, (i)
nolu jel ise eritrosit enzimlerine aittir.

Tablo 7- Apo CA'in hazarlanmasiy sirasindaki enzim cozeltilerinin
aktivite ve cinko miktarlary.

Cﬁzeltix Enzim miktar In miktars Lagi
qg./1t. mol/1t. mol/1t. aktivite
(i) 0.096 3.2x10~6 3.27x10°6 10
(i1) 0.096 3.2x107° 0.36x10°° ]
(i) 0.079 2.6x1076 Snems iz 0

XCozeltiler metinde necen sirayla alinmstir.

nin % 89 u uzaklastiriimstir. Baslanoi¢c c¢ozeltisindeki enzim mol savisi ile
¢inko mol sayisi1 arasinda adriilen 0.07 mmolliik fark, her iki dlc¢limiin ayri ayr
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cihazlarda yapilmasindan kaynaklanmaktadir.

3.5.2. Apo karbonik anhidrazin afinite kromatografisi

% 89 verimle olusturulan apo CA cdzeltisi, on kez daha fazla enzim
baglama kapasitesine sahip bir kolona uyoulanms ve pH 7.5 ta 0.1 M NaCl
¢ozeltisi ile eliasyon aerceklestirilmistir. Hic aktivite vermeyen eliiatla-
rin tip sirasina adre 280 nm. deki absorbanslari Grafik 12 de adsterilmis-
tir.

3.5.3. Apo karbonik anhidrazin 2n304 ile tekrar aktiflegtirilmesi

Bu deneme, apo CA cozeltilerine artan stokiyometrik oranlarda ZnSO
ilavesiyle, tekrar kazanilan esteraz aktivitesinin olciilmesiyle gercekles-
tirilmisti. Reaksiyon hi1zinin eklenen 10'5 M ZnS0, wn hacmyla dedisimi
Grafik 13 te gosterilmistir. Burada, fazla bir sapma olmaksizin, bir dodru
elde edilmistir. Bu sonu¢ apo CA'in reaktivasyon derecesinin, ilave edilen

veya ortamda bulunan Zn+2 iyonunun stokiyometrik miktariyla dodru orantila
oldudunu ortaya koymaktadir.

a
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Grafik 12- Apo CA n afinite kelnnundan ellisyon
grafidi. Kolon 1.5x75, jel yiikseklidi 22 cm., eliisycn
h1z1 18 ml./saat, fraksiyon hacmi 4 ml.

Reaksiyon h1z1 (107 mo1/1t.-dak.)

10,0

w

2 3

Zn534 ¢oizeltisi (ml.)

Grafi< 13- Apc CA 1n tekrar aktivasyon dere-

cesinin ¢inks miktar1 ile degisimi.Kullanilan enzim

ve ZnS0, konsanirasyonlar sirayla 7.1x107°

M, Substrat 3 mM p-nitrofenil asctat, tampon 0.05

Tris-S0, pH=7.

R
J

R

AT9
ve 1x10




A, TARTISMA

Bu calismada, karbonik anhidraz enziminin afinite kromatoqrafisin-
de kullanilmak iizere, daha dnceki arastirmacilarin sentezlediklerinden fark-
11 yapida bir afinite jeli hazirlanmstir. Jelin sentezlenmesinde kullani-
lan reaksiyonlar ve jele takilan uzanti kolunun farkll bir kimyasal yapi ve
uzunluda sahip olmasi, metodumuzun en dnemli ozelliklerinden birisidir. Ha-
zirlanan jelin karbonik anhidraz badlama kapasitesinin yiiksek ve akis dzel-
liklerinin sentez sirasinda dedismemis bulunmasi, basta belirtilmis olan
amacimizin agerceklestidini gostermektedir.

Bu bolimiin ilerideki kisimlarinda, calismamiz esnasinda kullanmilan
metodlar ve elde edilen sonuglar sirayla ele alinarak tartisilacaktir.

Denemelerimiz boyunca, kromatografi islemlerinde elde edilen kolon
eliatlarinin protein ihtiva edip etmedikleri, 280 nm. deki abscrbanslariyla
belirlendi. Bu yolla yapilan kalitatif tayin, protecinin yapisinda bulunan
tirozin ve triptofanin,bu daloa boyunda maksimum absorbans vermesi prensi-
bine davanmaktadir (71). Eger bir protein zincirindeki tirozin ve triptofan
amino asitlerinin sayisi biliniyorsz, o proteinin, 280 nm. deki absorbsiyo-
nundan, miktari da bulunabilir. Fakat bu protein ¢idzeltide saf halde clmali-
dir. Amino asit oranlar bilinen proteinlerin, bu daloa boyunda ve 1 cm.151k
yolunda yaptiklari absorbsiyon, ekstinksiyon katsayilari halinde verilir.Bu

i _ 3% i s et s
ya molar ekstinksiyon katsayisi (Ezqo nm.)’ ya da AT s olarak belirtilir.

ﬁ?]cm.’ 1 g. proteinin 100 ml. c¢ozeltisindeki 1 cm. 151k yelunda absorbsiyonu-
dur. Deneylerimizde, lizerinde calistigimiz insan karbonik anhidrazy izoenzim- .
leri B ve C ve s1G61r enzimi icin A?]cm s Sirayla, 16.3, 18.7 ve 19.0 olduGun-
dan, saf enzim cozeltilerinde bu ekstiﬁksiyon katsayi1lary kullamildr ve enzim
miktarlari tayin edildi (72). Protein karisim cozeltilerinde ve 280 nm. de
absorbans veren yabanci bilesikler tasiyan kolon eliiatlarinda, kantitatif
protein tayini Lowry metoduyla yapildy (72). Daha Onceden laboratuarimizda

bu metodun standart protein edrileri cizilmis oldudundan, 750 nm. cde elde e-
dilen absorbanslar,bu edrilerle karsilastirilarak, cizeltilerdeki protein mik-
tarr bulundu.

Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi iki ayr1 ydntemle tayin edildi.
Birincisi, enzimin C02 hidrataz aktivitesinin Rickli ve arkadaslar tarafin-
dan modifiye edilen Wilbur-Anderson metoduyla, ikincisi ise, esteraz aktivi-
tesinin, p-nitro fenil asetatin hidrolizi prensiliine dayanan, Armstrcna ve
arkadaslarinmin yontemiyle helirlenmesiydi. Wilhur-Anderson metndun’ia,co2 nin
H20 ile reaksiyonu sonucu olusan HZCO? in H ve HCO& iyonlarina ayrisarak ,
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ortamin pH sin1 de§istirme sliresi Olculmektedir., Bu vontem, " Giris" bolii-
minde de belirtildigi gibi, enzimin CO2 hidrataz aktivitesi sabitlerinin ta-
yininde yararl olamamaktadir. Ciinkii reaksiyon siiresince pH dedismekte ve ay-
n1 enzim tarafindan dehidratasyonu katalize edilen HCO& olusmaktadir. Fakat
calismamz esnasinda, enzimin kinetik ©zellikleriyle ilqili deneyler yapilma-
d1dr ve yalmiz eliatlardaki badl aktivite artis ve azalislari belirlendidi
icin, Wilbur-Anderson metodu uygulandi. Literatiirde aecen bu tip calismalarda
da genellikle bu yontemin kullanmilmis olmasi,secimimizi dodrulamaktadir(12,
17,18,19,21,22,23,28,29,32,33,34,35,53,65,67,62,70).

p-nitro fenil asctatin hidrolizi ile dlgiilen esteraz aktivitesi,apo
karbonik anhidrazin cinko siilfatla tekrar aktive edilme derccesini bclirle-
mekte kullanildyr. Burada aktivitenin badil artisi tayin edilmisti. Bu is i-
¢in, Armstrong ve arkadaslarinin yonteminin tercih edilmesinin sebebi, Wil-
bur-Anderson metcduna nisbeten daha duyarli olmasidir. p-nitro fenil asetat
esteri suda coziinmedigi icin, Hnce asetonda ¢oziildiikkten sonra sulu cozelti-
leri hazirlandy. Aseton hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ornanik ¢o-
ziicli 0ldudu icin secildi. p-nitro fenil asetatin hidrolizi reaksiyonu i¢in
bildirilen dietil malonik asit tamponu yerine Tris tamponu uyculandi. Distil
malonik asit tamponunda esterin enzimsiz olarak ¢ok az hidrolizlendigi belir-
tilmisse de, dlciimlerde kendi kendine hidroliz olan ester miktar icin qe -
rekli diizeltme yapildidindan, bu sakinca ortadan kaldiriimis oldu. Kaldy ki
daha dnceden yapilms bir calismada da bu maksatla Tris tamponun kullanmil-
¢1§1 bildiriimektedir(£8).

Izole edilen enzimlerin saflik kontrolii, disk jel elektroforezi ile
gerceklestirildi.Dayfes'in metodu uyoulanarak yarilan elektroforez deneyle-
rinde, farkli olarak "spacer" jel adir verilen ve drnedin uyqulandiér kisim
yerine, numune, % 5 1ik sukroz ¢dzeltisi icinde tiiplere konuldu. tslemleri
kolaylastiran bu yol baska arastirmacilar tarafindan da uyoulanmstir(23,
26,53). Elektroforez islemi pH 9.0 da gerceklestirildigi icin proteinler
anoda dogru tasinms ve protein bantlar Amido Black ile boyanarak, elde e-
dilmistir,

Afinite kromatografisinde kullanilan jel, iic ayri reaksivon sonucu
sentezlendi. Unce, matriks olarak secilen CM Sephadex-C50, CEDQ ile aktif-
lestirildi ve buna amid bagiyla L-tirozin baglandiktan sonra diazolanms n-
amino benzen sul fonamid kenetlendi.

Serbest karboksil grubu tasiyan matriksin aktiflestirilmesinde kulla-
n1lan EEDQ dan i1k kez 1977 y1linda, enzim immobilizasyonunda vararlaniimis-
tir (75,89). EEDQ in karboksil orubuyla reaksiyonu sonucu, yiiksek oH ve si-
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caklikta, oldukca kararsiz bir karisik karbonik anhidrit yapisi olusmaktadir.
Bu ise primer amin gruplariyla hemen reaksiyona girerken, bir amid bagr mey-
dana getirir. Afinite jelinin sentezlenmesinde, matriksin aktiflestirilmesi
baska arastirmacilar tarafindan siyano bromir, karbodiimid ve epoksi bile-
sikler kullanilarak yapiimistir.

Siyano bromiir (CNBr), matriks olarak kullanmilan, dekstran ve agaroz
yapisinda Sephadex,Sepharose veya Bic-Gel'in icerdikleri -OH gruplarim ak-
tiflestirmekte ve bunlar primer amino grubuna sahip olan bilesiklerle reak-
siyona girerek, sonucta bir ester badr olusturmaktadir (55,56,57). Bu bile-
sikle gerceklestirilen aktiflestirme ve baglanma rcaksiyonlar1 sdyledir:

pH=11,8°C RNH, i W0 g N
3—0H + CNB?-——qmﬁrﬁb %-0-C:N-——————+a 3—0- -NR ————> = ?E-NR+NH3
matriks aktiflesti- ester bad

rilmis matriks

CNBr aktiflestirmesi ile hazirlanan jeller. karbonik anhidrazin a-
finite kromi%ografisinde kullanildifiinda, zamanla adsorbsiyon dzelliklerini
kaybetmektedir. Ciinkii, karbonik anhidraz enzimi, Gzellikle pH 8.0 in ilizerin-
de, yuksek esteraz aktivitesine sahiptir. Bundan dolayr kromatografi esnasin-
da, 1igandin matrikse bagly oldugu ester badini parcalamaktidir.

Karbodiimid bilesiklari, serbest karboksil grubuna sahip olan mat-
rikslerin aktiflestirilmesinde kullanilmaktadir. Aktiflestirme ve primer a-
minlere baglanma reaksiyonlari soyledir:

L Y 0 H 0
j—CODH + R1N=C=?4R2 —————ﬁ,~ea§}-C-0-C\ — C—NR+R]HN-C-NHR2
“NR
2
matriks karbodiimid aktiflesti- Tigand
rilmis matriks badlan-

mi1s hal

Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse primer amin grubunun baglan-
masiyla, amid badir olusmaktadir. Bu bad kromatografi islemlerine dayaniklidir.
Faket, aktiflestirme esnasinda matriks jeli, pH=4.5 ta, 24 saat siireyle karis-
tiriimaktadir. Bu islem, jelin kromatoqrafi sirasindaki akis ©zelliklerini o-
lumsuz yonde etkilemektedir.

Hatriksin epoksi bilesiklerle aktiflestirilmesi (oksiran aktiflestirme-
si) de, Sephadex ve Sepharcse yapilarindaki -0H gruplari lzerinden olmaktadir.
Reaksiyonlar 1,4-bis(2,3-epoksi propoksi) biitan epoksi bilesidi i¢in soyledir:
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9. D ph=10,15°C 2.
H + H,C-CCH S0(CH ),.OCHZC c+.2 el it e B AT cuzcncu 0(CH,) ,0CH, c CH,
OH

matriks 1,4- E1s(2 3-epoksi Hropoksi)butan

RiiH,
—————=~0-CH,CHCH,0(CH, ) ,0CH, CHCH,,~NHR
E}— 20y 2 (Ca)y 20 2

aktiflestirilmis matr1ks

Tigand baglanms hal

Yukaridaki reaksiyonlaria, primer amino grubu ihtiva eden ligand,
polar yapida bir uzanty kolunun ardindan, matrikse kovalant olarak baglan-
maktadir (58,68,69). Kromatografi islemlerine gayet dayanikli olan bu yapi,
16 saat aktiflestirme ve 16 saat te ligandin badlanma siiresi sonucu olus-
maktadir. pH nin 10 civarinda olmasi, jelin fiziksel yapisinm fazla etkile-
memesine ragmen, uzun siire (yaklasik 30 saat) karistirma islemleri polisak-
karit partikiillerin sekil hakimindan deformasyonuna sebep olabilir. Sonuc
olarak hazirlanacak afinite jelinin akis dzellikleri olumsuz yonde etkile-
necektir,

Calismamiz esnasinda, EEDQ reaktifi kullanmakla, hem aktiflestirme,
hem de ligandin badlanmasi 5 saat icinde aerceklestirildi. Bu surette, CM
Sephadex  jelinin akis dzelliklerinin fazla etkilenmemesi sadlandy. Bunun
yanisira, matrikse olan kovalant baglanmanin bir amid hbadiyla sonuclanmast,
karbonik anhidrazin afinite kromatoorafisinde ester Badinmin sakincalarim
da ortadan kaldirms cldu.

Calismamizda, 1 g. CM Sephadex'in aktiflestirilmesi icin 1.5 q.EEDN
harcandi. Sundaram uyguladidr metodda 1 a. kuru jele0.6 ile 1.0 g. arasin-
da EEDQ kullanmistir (75). Deneylerimizde bu reaktif daha yuksek oranda
(1.5 9. ) katildigindan, aktiflesme derecesinin EEDO miktariyla dedisimini
incelemeye gerek duyulmadi. Reaksiyon ortami pH s1 4 te sabit tutulmustu.
Daha @dnceden anlati1digr gibi, olusan aktif anhidrit yap1, yiiksek pH larda
bozunmakta, disiik pH larda 4a ECDQ, kinoline dontismektedir. Sundaram ve
Telefoncu tarafindan pH=%, en verimli aktiflestirme ortam olarak belirlendi-
dinden, deneylerimiz de bu pH da gerceklestirildi.

Oretici firma tarafindan belirtildigi gibi, 1 g. kuru CM Sephadex ya-
pisinda £4.5+0.5 mmol serbest karboksil grubu icermektedir. Bu gruplarin ta-
maminin aktiflestirildidi varsayilarak, vaklasik 5,5 mmol (1.0 g. ) L-tirozin
kullanildr. Bu miktar zktiflesme sraninin cok iizerinde bir deger oldufjundan
L-tirozinin de dedisik miktarlarda denenmesine aerck duyulmads,

Kenetlemek icin diazolama reaksiyonunda 0.350 g. sulfanilamid kulla-
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n1ld1r. Tablo 2 deki kenetlenen inhibitior dederleri aozonine alindiginda,bu
miktarin jele takilandan 10 misli fazla oldufu criilmektedir. Bu ise,reak-
siyona sokulan sulfanilamidin, kenetlenme oranim sinirlamayacak kadar yiik-
sek diizeyde oldufunu gostermektedir. Diazelama isleminde, NaN02 ve HC1 in
sulfanilamide oranlar1, Cuatrecasas'in tavsiye ettidi kadar alindr (56).
Burada, 100u mol ligand icin 1.5 N HC1 den 1.5 ml. ve 700 pmol NaNU2 onqgo-
rilmektedir.

Deneysel Bolumde anlatilan metodu uyoulayarak, ayni1 reaktif oranlam
ve ayn1 sartlarda sentezienen 4 ayr1 afinite jeline tagly L-tirozin ve sul-
fanilamid miktarlary Tablo 2 de gosterilmistir. Toplam 6 g. kuru jelin afi-
nite kromatografisi icin hazirlandidr deney sonuclarindan, CM Sephadex i-
zerindeki serbest karboksil gruplarinin, % 32-43 arasinda bir verimle ak-
tiflestirildigi, takilan L-tirczin miktarlarindan aorilmektedir. L-tirozin,
en az pH 9.5 civarinda c¢oziindligu icin, baglanma bu pH da agerceklestirildi.
Aktiflestirme sonucu olusan karisik karbonik anhidrit yap1, yiiksek nH larda
ve sicaklikiarda kararsiz olup, primer aminlerle hemen reaksivona airecedin-
den, badlanma reaksiyonu 90 dakikada tamamlandi. Anhidrit yapinin,L-tirozin-
le badlanma yapmadan bozunmasini en az seviyeye indirmek icin, ortamin si1-
cakh g 5°C civarinda tutuldu. Fakat, pH nin yiiksek olmasindan dolayr, ak-
tiflesen her karboksil grubuna L-tirozinin takildidina soylemek qlictiir. 2
ayri deneyle hazirlanan jellerdeki L-tirozin mmol miktarlarinin birbirle-
rinden Onemli derecede farklr olmalarimi bu sebebe baglayabiliriz (Tablo 2).

Diazolanms sulfanilamidin L-tirczine kenetlenmesi, Cuatrecasas'in
cerceklestirildi. Burada Na2603 tamponlama gorevi Ustlenmektedir. Tablo 2
incelendigi zaman, inhibitoriin farkl1 dederlerde kenetlendidi ve bunun bad-
11 L-tirozin miktariyla dodru orant111 olmadidn corilmektedir. Bu durum di-
Ger arastirmacilarin hazirladiklary afinite jellerinde de ghzlenmektedir
(66,67). Azo badiyla nlusan kenetlenme sonucu ortaya ¢ikan kirmzi renk,
baglanmanin gozle takip edilmesini saglayarak, tarafimzdan uyaulanan meto-<
dun avantajlarindan birisini olusturmaktacir.

Afinite jeli kromatocrafi icin hazirlandiktan sonra, bu jelin kar-
bonik anhidraz badqlama kapasitesi belirlenmisti. Kapasite tayin islemlerin-
de kullamiImak iizere, Onceden insan ve s1d1r eritrositlerinden ham karbonik
anhidraz elde edildi. Deneysel Bdlimde de belirtildigi gibi, bu amacla iki
ayr1 metod uyaulandi. Bunlardan Lirvincisi, hemoalabinin denatiirasyonla uzak-
Tastirildigr etanol-kloroform ekstraksiyonu, dideri ise, hemolizattan hemnc-
Tobinin secimli olarak adsorbe edildigi DEAE Sphadex-A50 iyon dedistirici
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kromatografisi idi, Etanol-kloroform ekstraksiyonu hemolizattan bemoalohi-
nin uzaklastirmasinda uzun zamandir kullanmilan bHir metoddur. Fazla vakit
almamasi, hemolizden sonra eritrosit zarlarinin ayriimasina cerek kalmama-
s1 ve her cesit kana uyqulanabilmesi cibi avantajlarinin yani sira, biivik
miktarda enzim hemoglchin cokeledi ile hMirlikte kaybedilmektedir (292,32,33,
53). DEAE Sephadex-A50 kromatcqrafisi ile hemonlobin sec¢imli olarak kolona
adsorbe olmakta ve karbenik anhidraz elie edilmektedirltnsan ve sidir kaniyla
yaptigimz deneylerde, bu yontemle karbonik anhidrazin hemoglobinden ayril-
masina calisildi. Fakat, yalniz insan hemoljzatlarinda basarili olundu.Ciin-
ki s1§1r hemclobini ve karbonik anhidraz enziminin yapisindaki iyonlasabi-
lir gruplar, insan hemoqlobini ve CA indan oldukca farklidir. Bu metodun
hemclizattaki karbonik anhidrazin % 90 a yaklasan bir verimle ve kromatog-
rafi gibi proteinlerin yapisini etkilemeyen bir yolla elde c¢dilmesi avan-
tajleary vardir,

Hazirladigimz jelin karbonik anhidraz badlama kapasitesi ile il-
aili yapilan deney sonuglarim tartismadan dnce, insan ve sid@ir karbenik
anhidrazlarinin kimyasal yapilar1 hakkinda bazi bilailer vermek faydali o-
lacaktir.

tnsan kanm eritrositlerinde A,B ve C sembolleriyle gosterilen ve
sirayla % 5,83 ve 12 craninda ic¢ karbonik anhidraz izoenzimi bulunmaktadir
(73,90,92). O¢ izoenzim de tek bir peptid zincirinden ibaret yapilarinda
260 amino asit bulundurmaktadir. Mclekil adirliklary yaklasik 230:000 dir.

A ve B izoenzimleri, amino asit bilesimleri, aktiviteleri ve imminclojik
dzellikleri bakimindan birbirlerine son derece henzemektedir. Bu yiizden A
izoenziminin B nin bir varyantl cldudu ileri siiriilmektedir ve her ikisi de
"disiik aktiviteli" karbonik anhidraz simifina airmektedir. C izoenzimi ise,
"yuksek aktiviteli" olup, amino asit dizilisi B izoenzimi ile % 53 luk bir
benzerlik qostermektedir. 25°C da C izoenzimi CO, hidrataz aktivitesinin,
HCAB nin 13 misli kadar olcdudu bildirilmektedir 221,92,93).

Dedisik orijinli biitiin karbonik anhidrazlarda oldudu eihi, insan B
ve C izoenzimlerinin yapilarinda aktivitelori icin qerekli olan Zn+2 iyonu
bulunmaktadir. Enzimin aktif b6laesinde yer alan Zn+2 iyonu, tetrahedral bir
kompleks olusturarak, yine bu bdlnede bulunan histidin amino asitlerinden
3 tanesinin N atomlarina ve bir OH  iyonuna ligand badlariyla baglanmaktadir.
C izoenzimi ic¢cin bu histidinlerin, 23,25 ve 118 nolu amino asitler, B izo-
enzimi icin de 94, 96 ve 119 nclu amino asitler ~14udu, yapilan amino asit
dizilisi ve X-1s9m kristallearafisi deneylerinden anlasilmaktadir(96,97,98).
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Zn+2 iyonu, C izoenziminde 15 H, B izoenziminde ise, 12 A derinlidinde hir
oyuk (cavity) icindedir.

S13wr eritrosit karhonik anhidraz enzimi ise, % 20 ve 80 oranlarin-
da A ve B izoenzimlerinden ibarettir. Fakat, her iki izoenzim amino asit di-
zilisleri ve aktivite yoniinden ozdes olup, "yiiksek aktiviteli" izoenzim si1-
nifina girerler, CO2 hidrataz aktiviteleri HCAC ye benzemektedir. Molekiil
agirliklary 29.000 olan her iki izoenzim, aym izoelektrik nH lara, difiizyon
ve sedimentasyon sabitlerine sahip olduklarindan, elektroforezlerinde yal-
n1z tek bant gostermektedirler. Aktif tolgelerindeki amino asit dizilisi HCAC
ile tam bir homoloji arzetmektedir. Zn+2 iyonunun bajlanisi da yine benzer
sekilde olmaktadir (22,24,25,34,99,100,101).

Hazirladidimz afinite jeli, karbonik anhidrazi, enzimin bir inhibi-
tori clan sulfanilamid araci11g1 ile tutmaktadir. Pdliim 1.4.1. de anlatil-
d191. gibi, aromatik ve heterosiklik sulfonamidler karbonik anhidraz enzimleri-
nin ¢cok kuvvetli inhibitorleridir. Su bilesiklerin enzimin aktif bidlgesine
baglanma mekanizmalam aciklanmistir. Gu clay sematik clarak siyle qgosterile-
bilir:

Ar Ar
Zoein ¢ 0=F o :’iH' 7n”" ﬁ H,0
= &\ = H
>
2 H NH 3
Enzim Aromatik
sul fonamid

Burada, sulfonamid (- 5”2””2) arubunun enzime anyonik bir formda bag-
land1g1 goriilmektedir. Style ki; Zn 2mn ddrdiinci koordinasyon orbitalini is-
aal eden OH™ iyonu asidik karakterdeki -S0 NH2 den bir proton alarak suya do-

nismekte, sulfonamid de -S = NH anyonu haline gelmektedir. Bu durum, yapilan
0

rezonans Raman ve UV incelemeleriyle de doérulanmstir, Fakat, aromatik hal-
kanin baglanmadaki roli heniiz bilinmemektedir. Yukarida sematize edilen baa-
lanmanin, pH ya son derece badimli oldudu aciktir. Ciinkii, -SOZMHz in anyona

donusmesi ve Zn-OH ligand badinin ayrismasy pH dan etkilenen olaylardir(102,
103,104,105,10€). Sulfonamidler enzime yainiz Zn+2 arac11161 ile badlanmamak-
tadirlar. Bunun yam sira, enzimin aktif bolaesinde iyonlasabilir bazi grun-

larla da etkilesme soz konusudur. Bunun on onemli delili, sulfonamidlerin Zﬁ+2
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iyonu uzaklastirilms apo CA'a ]0;i H 11k bir afinite ile badlanmasidir.

Hazirladigimz jelin enzimi adsorbsiyonunda, sulfonamid grubunun ya-
N1 sira baska gruplarin da etkili olabileceqi diisiiniilebilir. Ligandimz goz-
oniine alind1dinda, sulfanilamidin azo badiyla kenetlendidi L-tirozin fenol
halkasinda iyonlasabilir ve asidik 6zellikte bir -OH arubu vardir. Bu qrubun
anyon formu azo badlanti1s1 sayesinde daha da kararli hale gelmistir. Enzimin
aktif bolgesi 12-15 2 arasinda bir derinlikte oldudu ve uzant1 kolu yardimiy-
la sulfanilamid bu oyuktan iceriye girebildidine gbre, hemen kendisine ta-
k111 bulunan fenol halkasi da ovuk icerisine isabet edecektir. Yiiksck pH lar-
da anyonlasacak olan halkadaki -0H, cevresindeki amino asitlerin elektrofi-
1ik aruplariyla etkilesecektir. Bu da takt1gimz uzanty kolunun, pH ya badim-
11 olarak, bagianmada olumlu veya olumsuz rolii olabilecedi kanisini vermekte-
dir.

Yukaridaki bilgilerin 15141 altinda, hazirlanan afinite jelinin enzi-
mi baglayabilmesinde, enzim cesidinin, PH nin, ortamin iyonik siddet ve si-
cakliginmin etkili olabilecedi gorilmektedir. Calismamizda, stz konusu 4 fak-
tor dedisken olarak alindy ve kapasite tayinleri yapildi.

Jelin insan karbonik anhidraz izoenzimleri karisimi, HCAB ve HCAC ile
BCA tutma kapasiteleri deney sonuclari Tablo 3 te gisterilmisti. En yiiksek
baglanmanin s1f1r enzimi tarafindan gerceklestirildigi adriilen dederlerden,
insan C izoenziminin ikinci derecede adsorhe edildidi anlasilmaktadir. B
izoenzimi kapasitesinin en diisiik seviyede olup, izoenzim karisiminin ise,
HCAC nin karisimdaki oranina uvoun sekilde fazla oldudu yine tablodaki de-
gerlerden ortaya cikmaktadir. Elde edilen badlanma dereceleri, enzimlerin
aktiviteleriyle uygunluk gostermektedir. Yiksek aktiviteye sahip olan BCA
ve HCAC, HCAB ye nisbeten daha cok tutulmuslardir.

Genel olarak, hazirlanan afinite Jelinin c¢ok yiiksek bir badlama ka-
pasitesine sahip oldudu goriilmektedir. Literatiirde kapasitesi hakkinda bil-
ai verilen calismalaria kargi1lastir11dig1 zaman, hepsinden yiksek dederler
elde edildidi ortaya cikmaktadir. Osborne ve Tashian hazirladiklari kolona,

1 g. kuru jel tarafindan, 420 mq. HCAB baGland1diny bildirmislerdir. Bu mik-
tar jele takil1 inhibitorin % 14 iine karsilik gelmektedir. Bizim calismamiz-
da ise, sbz konusu izoenzimin baglanma orani 509 mg. olarak eldc edilmis ve
kolona kenetlenen sulfanilamidin % 7.9 u gorev yapmistir. Enzim badlamada
rol alan inhibitor yiizdesinin disik olmasy normal bir sonuctur. Ciinkil, tara-
fimzdan matrikse, dider arastirmicilarin taktidindan daha yiiksek miktarda
sulfanilamid badlanms ve adsorbe edilen enzim miktar1, bu yiiksek orandaki
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deGerlere kiyas edildiginden diisik ¢cikmistir. Tak111 sulfanilamidin biiyiik
kisminin enzim badlayamamasi, kullanilan matriksin gozenekli yapisindan i-
Teri gelmektedir. Oretici firmanin CM Sephadex-C50 ile ilgili verdidi bil-
gilere gore, bu jelin gdzenekleri molekiil 561r11k1ar1 30.0N00 e kadar olan
proteinleri tutmaktadir. Bu durumda, molekiil agir11g1 30.000 civarinda olan
enzimlerimiz, codunludu gdzenekler icerisinde bulunan inhibitdriin cok az
bir kismiyla karsilasmaktadir. Sonu¢ olarak da diisiik verimde bir badlanma
gerceklesmektedir,

1ki insan izoenzimi ve si1dir enzimi icin, kapasitenin sicaklida ba-
aimli11d1m incelemek maksadiyla yaptidimz deneylerin sonuclary Tablo 4
ve Grafik 2 de gosterilmistir. Burada, herbir enzim icin. 2 ve 5°C larda
en yiiksek badlanma ve sicaklk yiikseldikgce, paralel bir diisme adriilmekte-
dir. Bu disiis, birinciderecede enzimin artan sicaklikla konformasyonunda
meydana gelen degismelere, daha sonra da baglanmayr aerceklestiren gqrup-
larin iyonlasmalarinin sicakliktan etkilenmesine verilehilir.

pH faktdriniin dedisken olarak alind11 deneyler sonucunda, adsorbsi-
yon miktarlarinda, biitin enzimler icin, qencllikle pH 7.5 tan asair ve 9.0
dan yukari degerierde bir azalma goriilmektedir (Tablo 5 ve Grafik 3) .Bu
azalma, herbir enzim icin farkl1 oranlarda olmakla beraber, maksimum kapa-
sitenin elde edildigi pH lar hemen hemen aynmidir. Bu pH dederleri,sul fanil-
amidin anyonik form kazand1d1 noktalar olup, yiikseldikce ortamda artan 0H™,
¢inko iyonunun 4. koordinasyon badina inhibitdrden cdaha kolay yerlesebilece~
Ginden, kapasite diismektedir. Enzimlerin, afinite jelimizdeki inhibitor ve
uzant1 koluyla etkilesen gruplarinin farkly farkly olmasi, herbir enzim ka-
pasitesinin pH dan, dedisik oranlarda etkilenmesine neden olmustur.

Afinite jelinin enzim tutma kapasitelerinin iyonik siddetle dedisimi
Tablo 6 ve Grafik 4 te gosterilmistir. Artan iyonik siddet, biitiin enzimler-
de, birbirine paralel oranda bir azalmaya sebep olmaktadir. Ciinkii ortamda
iyon konsantrasyonu arttikca, baglanmada rol alan, iyon halindeki agruplar,
z1t yuklu gruplar tarafindan sariimakta ve adsorbsiyon engellenmektedir. Tab-
To ve grafikten abriildigi gibi, afinite kromatodrafisi calismalarinda, en
fazla I=0.15 iyonik siddetine sahip cdzeltilerin kullanilmasi uyqun olacaktir.
Cunkii bu dederin iizerindeki iyon konsantrasyonlari badlanmayr azaltmaktadir.

Hazirlad1gimz afinite jelinden bekledigimiz hir haska 6zellik de je-
lin insan karbonik anhidraz izoenzimlerini ayirabilmesidir. Takilan sulfa-
nilamid Tigand1, bu acidan uygun dzelliklere sahiptir. Cinki, Fadlanm , i-
zoenzimlere gbre dedisik oranda olmakta ve pH dan, her izoenzim icin ayri de-
recede etkilenmektedir. Bizim yaptidimz denemeler de Sunu dodrul amaktadir.
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Bunlarin yamisira tek dederlikli anyonlar, karbonik anhidraz enzimini kuv-
vetle inhibe etmektedirler. Bazy anyonlarin da inhibisyon mekanizmalary ay-
rintily olarak incelenmistir (42, 107,108,109). Enzime baglanmalari, sulfon-
amidlerden cok farkly olup, diisiik pH larda artmakta ve B izoenzimi icin,C'ye
gore daha yiiksek oranda gerceklesmektedir. Bazi Srnekler verilirse; C1 iyo-
nu icin, pHe6.5 ta, K, dederleri HCAR o X107 "3 M HeAC de 2.70x107 7 M,
pH=7.5 ta ise bu degerTer 18x10° 3 Mve 7. ?xTO 1, N% iyonu ic¢in pH=5.8 10,
1.5x10™° M ve 0.2x1073 M, SCN iyonu icin, pH=6.0 da 1.8x10°5 M ve 0.3x10"3
I” iyonu icin ise pH=7.5 da 0.7x107% 1 ve 8.7x1073 H olmaktadir. Bu deder-
Ter incelendidi zaman, bu iyonlar1 icoren cozeltiler aracihidiyla, insan i-
zoenzimlerinin secimli olarak elie edilebilecekleri goriilmektedir. Daha on-
ceden yap1lms olan calismalarda benzen sulfonamid takila jelden izoenzim-
lerin eliisyonu, farkly cozeltilerle gerceklestirilmistir. Bu arastirmacila-
rin kullandiklary ¢ézeltiler, konsantrasyon ve pH lariyla, her izoenzim i-
¢in ayr1 ayri, Table 8 de gosterilmistir.

Tablo 8- Baska arastirmacilar tarafindan kullanilan izoenzim eliisyon
cozeltileri

Arastirmacy HCARB elisyonu HCAC elisyonu
Tampon Anyon cozeltisi Tampon Anyon cozeltisi

Falkbring ve pH=7.5 N.1 M Nal pH=7.5 0.01 M KCNO
arkadaslary 0.1 M Tr‘is-SO‘1 0.1 M Tris-S0,
Whitney pH=6.3 1 M NaCl pH=5.6 0.5 M NaCl10,

0.05 M Sodyum 0.1 M Sodyum =

Fosfat Asetat

Osborne ve pH=7.0 0.4 M KI pH=7.5 0.2 M KCN+
Tashian 0.1 M Tris-S0, 0.1 M Tris-S0, 0.2 M l‘vl:*.zso_1
Khalifah ve pH=7.5 0.2 M KI pH=7.0 0.4 M NaNq
arkadaslari Q.75 M Tris-SO4 0.75 F:is.tr-is-SO,1 '

Tek dederli anyonlarin Ki dederleri ve diger arastirmacilarin uyauladik-
lar1 metodlar gozoniine alinarak, HCAB ve HCAC izoenzimlerinin se¢cimli izolasyo-
nunu sadlamak icin 5 ayr1 deneme yapi11c.

Bunlardan birincisinde koleona asetazolamid konsantrasyon aradienti uyqu-
Tand1. Clinkii asetazolamidin HCAC ye afinitesi HCAB den fazladir, Tahmin edildi-
gi gibi kolondan dnce HCAC oe]nwye baslad. akat e]Usynn devaminda HC/AB de hHe-
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tkinci denememiz C1~ iyonu konsantrasyon qradienti uyaulamasi ile
gerceklestirildi. C1° iyonunun izoenzimlere ilqisinin bir olciisii olan K
dederleri, HCAB ve HCAC icin birbirinden cok farkli oldudundan, diisiik CI
konsantrasyonlarinda dnce HCAB ve konsantrasyon arttikca da HCAC kolondan
eliie edilebildi. Eliisyon grafidindeki her iki tepe edrisi altindaki frak-
siyonlarin disk jel elektroforezi bantlary ayrilmanin tam olarak safilandi-
gin1 gosterdi (Grafik 8 ve Sekil 1),

PH aradienti uyoculanasi ise, 0.05 M SCN™ iyonu konsantrasyonunda ya-
p11d1. pH, 10 dan 2 ye diisiiriilerck gerceklestirilen eliisyonda, adsorbe e-
dilmis enzimlerin ancak bir kism kolondan celdi(Grafik 9). Bu da sulfona-
mid-enzim ayrismasinin, badlanmada oldudu kadar pH ya bagmlyr olmadidiny
gostermektedir, Nitekim bazi arast1rm9 sonuclart da bunu dodrulamaktadir
(64,94).

HCAB nin C1™ ve arkasindan HCAC nin N iyonlar ile eliie edildigi
dordincii denemede, izoenzimlerin tam olarak 1yr11mfs1 basarilamady. Bu i-
yonlar elisyonda kullanilimadan dnce, C1~ iin HCAB ye afinitesinin HCAC ye
qore daha yiiksek olmasi aozoniine alindy. Fakat ayri ayri birlestirilen pe-
akler altindaki eliatlara uygulanan disk jel elektroforezi sonucu, HCAC ye
karsilik gelen jelde B izoenzimi bantlar ortayz ¢ikti. Ru da eliie edilen
HCAC ile birlikte bir miktar B izoenzimi de acldidini gostermektedir. Bunun-
12 beraber HCAB nin saf halde jzole edildidi adriilmektedir (Grafik 10 ve
Sekil 5).

Son olarak ta, I™ ve SCN~ iyonlariyla eliisyon yapildi. HCAB, I~ ¢ch-
zeltisi ile ayrildy. Ciinkii bu apyonun B izoenzimine olan afinitesi,C jzo-
enzimine olandan yaklasik 1000 kez daha fazladir. Bu, HCAB nin secimli e-
lisyonu icin yeterli nlmaktadir. Daha sonra kolonda kalan HCAC, SCN ¢ozel-
tisi ile indirildi. Yapilan disk jel elektroforezi jel fotodraflar: iize-
rinde ortaya cikan tek bant 2ayrilmanin tam oldudunu cdstermektedir (Grafik
11 ve Sekil 6).

Bu denemelerin sonucu olarak, hazirlanan afinite jelinin, C1° jyonu
konsantrasyon gradienti, C1 - Ns ve I'- SCN™ iyon ciftleri cozeltileri ile,
insan karbonik anhidrazi izeenzimlerinin birbirinden ayrilmasinda kullanila-
bilecedi gorilmektedir.

S1g1r karbonik anhidraz izoenzimleri, kinetik dzellikleri bakimindan,
hemen hemen Szdestirler. Bunlarin sulfonamidleri badlama afiniteleri de ayni-
dyr. Tek dederlikli anyonlar tarafindan ayn1 dereccde inhibe edildiklerinden,
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hazirlanan afinite jelinin sidir eritrosit izoenzimlerini ayirmada kulla-
n1lamayacadl aciktir (27,37,72). Bundan dolayr calismamizda, bu amaca yo-
nelik denemeler yapiimadi.

Sentezlenen afinite jelinin eritrositlere nisbeten disiik oranda kar-
bonik anhidraz ihtiva eden dokulardan enzim izolasyonunda da kullamilabile-
cedini adstermek icin sidir bobredai homojenat1 ile bir deney yapildi. Bob-
rek hiicreleri sitoplazmasinda ciziinmiis halde bulunan karbenik anhidraz,be-
her icinde jele adsorbe edildikten sonra, kelona uyqulanarak eliie edildi.
Yaklasik 250 g. sidir bobredi homojenatindan 0.022 a. saf enzim elde edil-
di. Bu enzim, disk jel elektroforezinde s1d1r eritrosit ile paralel yiiri-
tuldu. Her iki enzimin bantlar1 Seckil 7 deki jel fotodraflarindan odrilmek-
tedir. Protein bantlarinin anoda dodru aym uzaklikta yer almalari eritro-
sit ve bobrek karbenik anhidraz enzimlerinin ayn1 protein clduklarini nos-
termektedir. Daha dnceden insan ve s1d1r biobrek karbonik anhidrazi ile yapy

lan elektroforetik, imminolojik calismalar ve sedimentasyon ve jel filtras-
yon deneyleri sonucunda, bibrek enziminin “yiiksek aktiviteli" eritrosit en-
zimi ile aym oldudu bildiriimistir (68,110).

Calismamizan son bélimiinii 2po karbonik anhidraz enziminin hazirlan-
mas1 ve bunun tekrar aktivasyonu olusturmustur. Enzimin “apo" hali, enzimden
Zn+2 iyonunun bir celatlayicy aracilidiyla uzaklastirilmast sonucu,ceride
kalan protein kismidir.

Karbonik anhidraz kesfedilen i1k metalli enzim clup, dider metal i-
yonlariyla 2n+2 nin yer degistirme reaksiyonlarinin en cok incelendidi pro-
teindir. Apo hali oldukca kararll olan bu enzim, aym1 zamanda ultra eser
miktardaki Zn+2 tayinlerinde kullaniImaktadyr. Apo enzimin ortamdaki Zn+2
iyonlarini badlayarak, tckrar kazand161 aktivitesinin 8lcilmesi sonucu,

10 na./ml. duyarlilikla ¢inko miktar belirlenebilmektedir (111,112,115).

Deneylerimizde, celatlayici olarak piridin-2,6-dikarboksilik asit
kullamImstir. Bu bilesiain Zn+2 ile meydana cetirdidi kompleksin ayrisma
sabiti enziminkinden cok kiiciik olduju icin, enzimin aktif bolresindeki ¢cin-
koyu kolayca koparmaktadir. Bu islem pH 7.0 de ve ¢cck kisa hir siire icinde
(2 saat) gerceklestirildiginden, daha dnceleri kullanmilan ortofenantrolin-
den daha uygundur. Bu bilesikle apo enzim, 7-10 ciin siiren hir diyaliz sonu-
Cu ve pH 5.5 ta elde edilehilmekteydi (20,80,81,113,114),

0.1 M piridin-2,6-dikarboksilik asit ¢izeltisine karsy 2 saat miiddet-
le diyaliz edilen enzim cozeitisi, daha sonra, afinite kolonuna uyculands,
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Apo CA aktif enzime aére, afinite jeline 1000 kez daha diustik bir ilgi ile
bagland1dr igin, Zn+2 iyonu uzaklastirilmams enzimden kolayca ayrildy.Di-
yaliz isleminden Gnce ve sonra ve kclendan alinan enzim cézeltilerinde ato-
mik absorbsiyonla ¢inko tayini yap11di. Bu cizeltilerdeoki ¢cinko miktarlarm
ve enzim aktiviteleri Table 7 de qdsterilmistir. Dederlcr incelendidinde bas-
lanmictaki enzimin % 89 unun cinkosu uzaklastirilarak aktivitesini kaybetti-
G1 gorilmektedir. Afinite kolcnundan eliie edilen enzim cozeltisinde onemsiz
miktarda Zn+2 iyonuna rastlanmasi ve yine ¢izeltide hic karbonik anhidraz
aktivitesi belirlenememesi, sentezledidimiz Jelin apo enzimi, aktif enzimden
ayirmada oldukca basarily oldufiunu ortaya koymaktadir.

Hazirlanan apo enzim daha sonra artan oranlarda ZnSOn ile tekrar ak-
tive edildi. Aktivasyon dereceleri esteraz yontemiyle belirlendikten sonra,
ilave edilen ZnSO4 ile aktivitedeki dedisiklik crafide ciigldi ve bir dodru
elde edildi. Bu da apo enzimin aktivitesinin ortamdaki Zn miktariyla dod-
ru oranti11 olarak artti§in1 adstermektedir. Bu surctte, hazirlanacak stan-

T Sk i iyl
dart Zn+2 cozeltileri ile elde edilen doirudan her hanai bir cizeltideki Zn 2
iyonu miktariny teshit etmek miimkiin olabilecektir. Bu deneme ile apo karbonik

anhidrazin analitik amacla kullamilabilecedi bir kez daha dofrulanmis oldu.

"Giris" boliiminde anlat11didy cibi afinitekromatoorafisi, ayriimasi
giic biyolojik unitelerin, 6zelliklerinden hic birsey kaybetmeden, kisa bir
sire icinde saflastiriimalarint saglamaktacir. Calismalarimzda, hemolizat
ve hobrek homojenetindaki karbonik anhidraz, afinite jeliyle 75 dak. karis-
tirildiktan sonra, kolon aracilidiyla eliie edildi. Adsorbsiyon ve eliisyon
islemleri afinite kromatografisi disindaki saflastirma metedlarina kiyasla
5-10 kez daha kisa bir siire icerisinde gerceklestirilebiimektedir. Uzellik-
le, disik oranlarda enzim iceren dokulardan karbonik anhidraz saflastirml-
masinda, bu siire avantajir oldukca afir basmaktadir,

Baslangicta, karbonik anhidraz enzimi afinite kromatoqrafisinde,bir
metod gelistirmek amacinda oldudumuz belirtilmisti. Sonuc olarak, dnceki a-
rastirmacilarin hazirladiklary kolenlarda ortaya c¢ikan Fazi dezavantajlarin
en az seviyeye indirildidi kir afinite jeli sentezlendi. Kapasite, sentez
reaksiyonlary siiresi ve uzanti kolu yoniinden farklr avantajlara sahip ola
metodumuz ,defiisik orijinli karbonik anhidraz enzimlerinin ozellikleri ydniin-
den incelenmesine izolasyonlarim kolaylastirarak, imkén verecektir,

Jelin dzellikleriyle ilnili yaptiiimz denemeler sonucunda, kromatoqg-
rafi isleminin en verimli sekilde cerceklestirilebilecedi sartlar elde edil-
di. Enzimin kolona maksimum adsorbsiyonu 2 ile 5°¢ larda, pH 8-9 arasinda ve
0.15 ten diisiik iyonik siddette cerceklestidi coriildii. tnsan eritrosit izo-
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enzimlerini ise 1.6 M C1™ iyonu konsantrasyon aradienti, 1 M C1 =0.2 M N

3 3
veya 0.4 M 1 -0.2 M SCN iyon ¢Bzeltileri ile secimli olarak eliie edilehil-

digi sonucuna varilda,

Hazirlanan jel bLir ¢ok kez kullam1did halde fiziksel Gzelliklerin-
den ve enzim tutma yetenedinden hic birsey kayhetmemistir. Hatta kapasite
olcimlerinde kuruttudumuz jellerin Silz 6zelliklerini aynen koruduklar
cozlenmistir. Bakteriye kars: koruyucu olarak h'aH,i icercn Hir tamponda u-
zun sire saklanabilecedi, dekstran yapisinda bir polisakkarit clan Sepha-
dex icin lretici firmamin tavsiye ettiai pH ve sicaklik sartlarina uyuldu-
Ju taktirde bircok kez enzim izolasyonunda kullanilabilece®i kanisina va-
rilmstir,
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Calysmamzda, yiiksek oranda karbonik anhidraz enzimi (E.C.4.2.1.1)
tutma kapasitesine sahip bir afinite kolonu, dedisik bir metod uyculanarak
hazirlandi. Kolonda kullamilan jel, iic ayr1 reaksiyon sonucu sentezlendi.
Unce, matriks olarak adrev yapan CM Sephadex, serbest karboksil aruplar ii-
zerinden, N-etoksikarbonil-2-etcksi-1,2-dihidrokinclin (EEDQ) ile aktifles-
tirildi. Sonra, ektiflestirilmis matrikse L-tirozin, amid badiyla badlands.
3. basamakta da, diazolanan p-amino benzen sulfonamid (sulfanilamid),jele
taki11 olan L-tirozinin fenol halkasina kenetlendi. Ru islemler sonucunda,
iyi akis dzelliklerine ve uzunluk ve kimyasal yapn yoniinden dider arastir-
macilardan farkl1 uzant1 koluna sahip olan bir afinite jeli elde edildi.

Hazirlanan kolonun insan karbonik anhidraz izoenzimleri (HCAB ve
HCAC) ve sid1r eritrosit karbonik anhidrazi (BCA) tutma kapasiteleri ve bu
kapasitelerin sicaklik,pH ve iyonik siddetle dedisimleri incelendi. 1 r.ku-
ru CM Sephadex den hazirlanan jelin, 509 mc. HCAB, 554 ma. HCAC ve 567 mn.
2CA adsorbe ettifi bulundu. Maksimum adsorbsiyon, 2-5°C sicaklikta, 8-9 ara-
sindaki pH larda ve 0.15 ten diisiik iycnik siddette aerceklesti.

Hemolizattan HCAB ve HCAC nin afinite kolonuyla secimli olarak eliis-
yonu denendi. Bu izoenzimlerin (1) C1° jyonu konsantrasyon aradienti, (2)
Cl--H; ve (3) I"-SCN™ iyonlart cozeltileri eliisyonu ile birbirlerinden ay-
rilabildikleri o6riildi. Yine hazirlanan kolonla sidir bibredi homnjenatindan
karbonik anhidraz izole edilerek, diisiik oranlarda enzim iceren dokulardan da
CA 1n saflastirilabilece’i gosterildi.

Ayrica, piridin-2,6- dikarboksilik asit chzeltisine karsi aktif enzim
diyalizlenerek apo enzim elde edildi. Daha sonra, afinite kolonuyla saflas-
tir1lan apo enzim, artan oranlarda cinko siilfat ilivesiyle reaktive adildi.
Aktivasyonun, katilan cinko miktariyla dofru orantil1 olarak arttiér odzlen-
di. Calisma siiresince cozeltilerde enzimin saflidm poliakrilamid disk jel
elektroforezi ile kontrol edildi. Kclon fraksiyonlarinda kalitatif protein
tayini 280 nm. de absorbanslari Glciilerek yaprlirken, yine cozeltilerdeki
protein ve enzim miktarlari Lowry metoduyla ve enzimlerin ckstinksiyon kat-
sayrlary yardimyla belirlendi. Enzimin C02 hidrataz aktivitesi Wilbur-Ander-
son metoduyla, esteraz aktivitesi ise p-nitrofenil asetat esterinin hidrolizi
sonucu olusan p-nitrofencliin 348 nm. deki optik dansitesiyle teshit edildi.

Deneylerimiz boyunca elde edilen sonuclar literatiirde karsilasilan a-
rastirmalarla karsilastirildr.




SUMMARY

In this study, an affinity ccloumn having a high carbonic anhydra-
se (E.C.4.2.1.1) bindinag capacity, was prepared by a different methnd.The
gel used in the affinity coloumn, was synthesized by means of three consecy-
tive reactions. At first, the free cartoxylate oroups of CM Sephadex mat-
rix were activated by N»ethoxycartnnyl-2-ethmxy-l,2-jihy4ra quincline (EEDQ).
Then, L-tyrosine was hound to the activated matrix by means of a covalent
amide bond. At the last step, p-aminchenzene sulfonamide (sulfanilamide)was
diazotized and then coupled to the phennl ring of the L-tyrosine. As the re-
sult of these reactions, an affinity cel having qood flow properties and a
spacer-arm which was diferent from the cels prepared by other researchers
with respect to its length and chemical structure.

The bindino capacities of the affinity cel for the human carbonic
anhydrase isozymes (NCAPR anA HCAC) and bovine erythrocyte carbonic anhyd-
rase (CCA) were determined. The capacities at different temperaturcs, pH's
and ionic strenaths were also found. It was seen that 509 ma. of HCAB,551 mq.
of HCAC and 567 mo. of 0CA were adsorbed Ly an amount of the affinity cel
prepared from 1.0 gram of dry CM Sephadex. Maximum binding was achieved at
temperatures 2° and SOC, with pH's between B and 9 and with icnic strencths
below 0.15. :

Some experiments for the selective elution of HCAR and HCAC isozymes
from hemolysates of human blocd were done by the affinity coloumn. It was
seen that these human isozymes had heen isclated separately by the elution
solutions of (1) C17 with concentration aradient, (2) CIE-N; and of (3)I" -
SCN ,

By means of the prepared affinity ccloumn, the carbenic anhydrase
of the tovine kidney homogenate was isolated. This showed that our qel could
be successfully used tn purify the carbonic anhydrase of the tissues with
Tow enzyme contents. Cesides, apo carbenic anhydrase was obtained by dialyzinn
the native carbonic anhydrase anainst pyridine—?,s—dicarhﬁxyTic acid solu-
tion. This apoenzyme was purified by affinity chromatcoraphy and then reacti-
vated by addinc ZnSO‘,1 of increased amounts. It was secen that the reactivation
of the enzyme was directly proportional to the zinc added.

Durina our experiments, the purity of the enzymes in the scluticns was
checked by means of polyacrylamide disc nel electrophoresis, The protein con-
tents of the eluted fractions were {etermined qualitatively by measurina their
absorbances at 280 nm. The amounts of oroteins and enzymes in the soluticns
were found by Lowry method and by usine the extinction coefficients of the en-
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