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OZET

FOSFOLIPAZ A, ENZIMININ
AFiNiTE-ULTRAFiLTRASYON
ILE SAFLASTIRILMASI

TEKE, Mustafa

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Azmi TELEFONCU
Agustos 2006,181 Sayfa

Fosfolipaz Ay’ler (PLA,; EC 3.1.1.4) fosfogliseridlerin sn-2 yag
asidi ester bagini hidrolizleyerek serbest yag asitleri ve lizofosfolipitleri
ayiran ¢esitli enzim ailesidir. sn-2 pozisyonundaki yag asidi ¢ogunlukla
arasidonik  asittir  (AA). Prostaglandinler, prostasiklinler ve
tromboksanlar siklooksigenaz yoluyla, 16kotrienler lipoksigenaz yoluyla
AA’den sentezlenirler. PLA; hidroliz iirlinii olan lizofosfolipit hiicre
sinyal iletiminde, fosfolipidin yeniden modellenmesinde ve membranin
bozulmasinda ¢ok onemlidir. Bu rollere ek olarak PLA,, son zamanlarda
sistematik ve akut inflamator sartlardan kansere kadar degisen genis bir
patofizyolojik durumun i¢inde yer almakla taninmaktadir. Gittikge artan
sayidaki bir ¢ok farmakolojik inhibitor fizyolojik kosullarda PLA;’lerin
rollinii tanimlamaya yardimci olacaktir. Bu sebeple farkli kaynaklardan
PLA;’lerin saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu son derece Onemlidir.

Memeli PLA; enzimleri biiylkliikleri, salgilanma kapasiteleri ve
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kalsiyuma bagimliliklar1 agisindan smiflandirilmak istenirse; diisiik
molekiil kiitleli Ca’"-bagimli salgilanan enzimler(sPLA,), yiiksek
molekiil kiitleli Ca®"-bagimli sitozolik enzimler (cPLA,) ve Ca®'-
bagimsiz enzimler(iPLA;) olarak simiflandirilir. Memeli pankreasi ve
yilan zehirinde PLA;’ler olduk¢a fazla miktarda bulunmaktadir ve bu
nedenle saflagtirilmis ve kapsamli olarak calisilmistir. Buna karsin, diger
hiicre ve doku kaynaklarinda da bulunan bu enzimler eser miktardadir ve
iyl tanimlanmamigstir. Bu enzimler sigir bagirsagi, tavsan ve sican
inflamator salgilari, sigan ve insan plateletleri, sican dalagi, sican

karacigeri ve romatizmali hastalarin eklem sivilarindan saflagtirilmistir.

Bu calismada, ii¢ farkli afinite reginesi tarafimizdan sentezlendi.
%Verim ve saflastirma kat1 acisindan en 1yi sonucu kitosan-
glutaraldehid-substratla olusturulan regine verdi. Bu regine, bir PLA;
substrati olan fosfatidiletanolaminin kitosanla iliskilendirilerek suda
¢Oziiniir makromolekiiler bir re¢inenin gelistirilmesi esasinda
gerceklestirilmistir. Ultrafiltrasyon teknikleriyle birlikte makroligand,
sigir  pankreasindan PLA;’nin  saflastirilmasinda  kullanilmastir.
Recineden bagli PLA;’nin eliisyonu i¢in optimum kosullar incelendi.
Ayrica saf enzimin bazi karakteristik 6zellikleri ve kinetigi belirlendi.

Recinenin tekrar kullanilabilirliligi de incelendi.

Anahtar Kelimeler: Pankreatik FosfolipazA,, PLA, saflastirilmasi,

afinite-ultrafiltrasyon
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ABSTRACT

PURIFICATION OF PHOSPHOLIPASE A, BY
AFFINITY-ULTRAFILTRATION

TEKE, Mustafa

PhD in Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Azmi TELEFONCU
August 2006, 181 pages

Phospholipases A, (PLA;,; EC 3.1.1.4) are a diverse family of
enzymes that hydrolyze the sn-2 fatty acid ester bond of
phosphoglycerides, liberating free fatty acids and lysophospholipids. The
fatty acid at the sn-2 position is mainly arachidonic acid(AA). From AA
prostaglandins, prostacyclins and thromboxanes are formed by the
cyclooxygenase-dependent pathway and leukotrienes are synthesized by
the lipoxygenase-dependent pathway. The other product of PLA, action,
lysophospholipid, is very important in cell signaling, phospholipid
remodeling, and membrane perturbation. In addition to its roles,
phospholipase A, has recently been recognized to be involved in a wide

number of pathophysiological situations, ranging from systematic and
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acute inflammatory conditions to cancer. A growing number of
pharmacologic inhibitors will help define the role of particular
phospholipase A;s in physiological conditions. Because of these facts the
purification and characterization of phospholipase A, from different
sources has a great importance. The mammalian PLA; enzymes, if
subdivided on the basis of size, secretory capabilities and calcium
requirements, fall broadly into three groups: low molecular weight Ca*'-
dependent secreted enzymes(sPLA,), high molecular weight Ca®'-
dependent cytosolic enzymes(cPLA,) and the Ca’'-independent
enzymes(iPLA;). PLA; from mammalian pancreas and snake venoms are
abundant and consequently have purified and extensively studied. PLA;
from other cell and tissue sources, in contrast, are trace enzymes and not
well defined. Related enzymes have been purified from bovine intestine,
rabbit and rat inflammatory exudate, rat and human platelets, rat spleen,

rat liver, and from the joint fluid of patients with rheumatoids arthritis.

In this study, we have synthesized three different affinity resins.
Chitosan-glutaraldehyde-substrate resin given the best result in terms of
yield% and purification fold for PLA, purification. The resin, the
development of a macromolecular water soluable resin based on chitosan
bearing phosphatidylethanolamine, a PLA, substrate, was attempted.
Together with ultrafiltration techniques, the macroligand was employed
to purify PLA, from bovine pancreas. The optimum conditions for
elution of bound PLA; from the resin were investigated. Furthermore,
some characteristic properties of the purified enzyme and the kinetics

were determined. Reusability of the resin was also investigated.

Keywords: Pancreatic PhospholipaseA,, PLA; purification,
affinity-ultrafiltration
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1. GIRIS

Fosfolipaz A, (PLA;; EC 3.1.1.4) fosfatidilkolin(PC),
fosfatidiletanolamin(PE), fosfatidilserin(PS) ve fosfatidilinozitol(PI) gibi
fosfofolipidlerin spesifik olarak s»n-2-a¢il grubunun hidrolizini katalizler.
PLA, reaksiyonunun hidroliz iriinleri serbest yag asitleri ve
lizofosfolipidlerdir. PLA;’ler tarafindan serbest hale getirilen arasidonik
asit (AA; 5,8,11,14-eikozatetraenoik asit) ve oleik asit (OA;9-
oktadekanoik asit) gibi yag asitleri, enerji depolar1 olmalar1 agisindan
onemlidirler ancak bundan daha 6nemli olarak AA ayni zamanda ikincil
mesajc1 ve inflamasyon ile sinyal iletiminin kuvvetli mediyatdrleri olan
eikozanoidlerin  prekiirsorleri olarak gorev  yapmaktadir. PLA,
hidrolizinin diger 6énemli {iriinii olan lizofosfolipid, hiicre sinyallerinde,
fosfolipidlerin yeniden olusumunda ve membran perturbasyonunda
onemlidir. Hiicre sinyallerindeki roliine ilaveten, PLA;’nin yakin
zamanda, sistemik ve akut inflamatuar durumlardan kansere kadar
degiskenlik gosteren bir aralikta ¢ok sayida patofizyolojik durumda rol

aldig1 belirlenmistir.

PLA,, mikroorganizmalar ve degisik hayvan kaynaklarindan farkli
tekniklerle izole edilerek saflastirnlmaktadir. Hiicre sinyal ve
fonksiyonlar1 itibariyle farkli hastaliklara neden olabilen PLA;’nin
aktivasyonu lizerine terapotik ve patofizyolojik calismalar yapilmaktadir.
Bu nedenle enzimoterapi gibi medikal uygulamalarda kullanilabilecek
olan bu enzimin farkli kaynaklardan izole edilerek yiiksek saflikta elde

edilmesi 0zellikle onemlidir.

Bu c¢alismada, PLA; kaynak olarak sigir pankreasindan
biyokimyasal metodlar ve afinite ultrafiltrasyon yontemi kullanilarak

saflagtirilmistir. Afinite ultrafiltrasyonda, saflastirilan protein bir ¢oziiniir



polimerden olusan makroligand yada kovalent bagli hedef protein-
spesifik afinite ligandi ve ¢oOziinmez mikropartikiil ile kompleks
olusturur. Kompleks bir ultrafiltrasyon membram1 ile tutulurken,
istenmeyen proteinler membrandan gecer. Bu istenmeyen proteinler
sistemden tasiyict sivi yoluyla uzaklastirilirlar.  Sistem sonra hedef
proteini mikroligand kompleksinden ayristirarak uzaklastiran ajan ile
desteklenir(yada sisteme bu ajan eklenir). Ardindan, mikroligand
kompleksi tutulurken, saflastirilan protein membrandan gecer.

Makroligand rejenerasyondan sonra tekrar kullanilabilir.

Bu tez caligmasindaki saflagtirma yontemi olarak kullanilan afinite
ultrafiltrasyonun esasi, ligand olarak substrat olan fosfatidiletanolamin
veya tarafimizdan sentezlenen enzim inhibitoriiniin kullanildig: alginat
veya kitosan tabanli ve kosullara bagl olarak suda ¢oziiniir bir matrikse
dayandirilmistir. Enzimin molekiil kiitlesi ve saflik testi(SDS-PAGE)
ayn1 zamanda enzim reaksiyonu ve kinetiginin de optimum kosullar

tespit edilmistir.

2. FOSFOLIPAZLAR

Hiicre membraninin ana bileseni fosfolipidlerdir. Gliserin
iskeletinden tiireyen bu molekiiller Sekil 2.1°de de gosterildigi iizere sn-3
pozisyonunda fosfat iceren bir bas grup ve bu gruba bagh fosfolipidin
yapisina gore Rj; pozisyonunda serin, etanolamin, kolin veya inozitol
gruplar1 baghdir. sn-1 ve sn-2 pozisyonunda uzun zincirli yag asidlerini
tagirlar. sn-2 pozisyonunda genellikle doymamis yag asitleri bulunur.
Membran fosfolipidlerinin  siireklilii ve sayis1 fosfolipazlarin

aktivitesine baghdir. Bu enzimler dyle spesifiktirler ki, her enzim ailesi



fosfolipid iskeleti icinde asagidaki sekilde(Sekil 2.1) gorildigi gibi

spesifik bir bagin hidrolizini katalizler.

Fosfolipaz A, Fosfolipaz A,
. .
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b
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Sekil 2.1 Fosfolipazlarin etki sekilleri

Fosfolipaz B sn-1 ve sn-2 pozisyonundaki ester baglarini parcalar
ve her iki yag asidini de hidrolizler. Fosfolipaz C’ler (toprak basillerinde
ve fosfolipaz D’ler (bitkilerde) fosfodiester baglarini hidroliz ederler ve
fosfodiesterazlar olarak siniflandirilirlar(Dennis, 1991; Simonsson et al.,
2000; Capper et al., 2001). Fosofolipaz Aj’ler etki sekillerine gore
karboksilik asit esterazidirlar, 6zellikle yilan ve ar1 zehirinde ayrica
pankreatik sivilarda, insan ve hayvanlarin farkli dokularinda
bulunurlar(Kaiser, 1999; Six et al., 2000; Dennis, 1997).

3. FOSFOLIPAZ A,

Fosfolipid hidrolizleyen bir enzimin ilk olarak 1877°de
tanimlanmasindan bu yana, bu enzim ¢ogu arastirmacinin ilgisini
cekmistir(Bokay, 1877/78). Simdilerde Fosfolipaz A, olarak
tanimlanmis olan enzim aktivitesi ilk olarak 1890’larda kobra zehiri

kullanilarak fenomenolojik olarak ayrintili bir sekilde



calistlmistir(Stephens ef al.,1898; Fairbairn, 1945). Benzer o6zellikler
tasiyan ve salgilanan bir PLA; ise domuz pankreasinda bol miktarlarda
bulunmustur. Daha sonradan gergeklestirilen arastirmalarda, bu kiigiik ve
salgilanmakta olan PLA,’leri Ca*"a bagiml, yiiksek disiilfid bagli olan
ve katalitik histidin ve aspartat barindiran kalintilar olarak tanimlanmistir
(Davidson et al., 1990). Yillar boyunca venomlar ve ¢esitli hayvanlarin
pankreatik sivilarinda salgilanmakta olan daha fazla sayida PLA;’ler
kesfedildi ve bu enzimler, disiilfid bag pozisyonlar1 ve kendilerine has
dongiileri ile genislemeleri zemininde iki farkli grup altinda toplandilar
(Davidson et al., 1990; Dufton ef al., 1983). Daha sonra, Grup II PLA,,
memelilere ait non-pankreatik PLA, bulundurmalarina gore genisletildi
ve orijinal olarak sinoviyal sividan izole edilmis bir enzim olmasi
nedeniyle bazilar1 tarafindan sPLA, olarak tanimlandi(Kramer ef al.,
1989; Seilhamer et al., 1989) ve simdilerde ise Grup IIA PLA, olarak
kabul edilmektedir. Bunu miteakiben, ar1 venomundan elde edilen
benzersiz PLA;, Grup III PLA; olarak smiflandirildi (Davidson et al.,
1990). Son yillarda ise bir katalitik histidinden faydalanan c¢ok sayida
ilave PLA, formu kesfedilerek acgik bir sekilde I, II ve III. PLA;
gruplariyla iligkilendirildi ancak bu gruplara kolaylikla uyum géstermedi;
bu ise V, IX, X ve XI numarali PLA, gruplarinin olusturulmasina yol
acti(Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2).



Cizelge 3.1 Fosfolipaz A, gruplar1

Grup

I A
B

Il A
B
G

[

v A
B
B

v

Vi

VII A
B

VI

X

X

X1 A
B

Kaynak Lokalizasyon  Boyut Ca’  Disulfit Molekuler ozellikleri
(kDa) bag sayisi
Kobra, Asya yilam Salgilanan  13-15 mM 7 His-Asp gifti
Domuz/insan pankreasi Salgilanan 13-15 mi 7 His-Asp cifti
Cingirakh yilan,engerek, Salgilanan 13-15 mM 1 His-Asp ¢ifti, karboksil
insan eklem sivisi/plateletler
Gaboon engerek Salgilanan  13-15 mM 6 His-Asp gifti, karboksil
Sigan/fare testis Salgilanan 15 mM 8 His-Asp ¢ifti, karboksil
Arikertenkele Salgilanan 16-18 m 5 His-Asp gifi
Raw 264, 7/sican bobredi, insan
Lf@]?f’plate]es Sitozolik 85 <uM Ser-228 Arg-200, Asp-549 Ser-505
Insan beym Sitozolik 100 “uM N-terminal ,Ser-228
insan kalbi/kas Sitozolik 65 - Ser-228, Ser-305/Ser-727
Insan/sigan/fare kalbi/akciger
P388D1 makrofajlar Salgilanan 14 mh 6 His-Asp,
P388D1 makrofajlar, CHO hiicreleri Sitozolik 80-85 - GXSXG, ankirin birimleri, 340kDa kmplx
Insan plazmasi Salgilanan 45 - GXSXG, Ser-273, Asp-296, His-351
Sigir beyni Sitozolik 42 2
Sigir beyni Sitozolik 29 - Ser-47
Deniz Salyangozu Salgilanan 14 m 6 His-Asp
Insan lokositleri Salgilanan 14 mM 7 His-Asp
Yesil piring filizi (PLA-I) 12.4 mM 6
Yesil piring filizi (PLA-11) 129 m i]




1991 yilinda, PLA;’lerin kiigiik, katalitik bir histidin barindiracak
sekilde salgilanan enzimler olarak simiflandirilmasi, baslangicta
notrofillerde ve trombositlerde sitozolik PLA, aktivitesinin tanimlanmasi
ve dizi halinde klonlanmas1 nedeniyle demode hale geldi (Alonso, 1986;
Kramer et al., 1989; Clark et al., 1991). Elde edilen dizi ise tamamen
baglantisiz olan 85kDa’luk, katalitik bir serin barindiran ve disiilfid bagi
olmayan bir PLA; ortaya ¢ikardi (Sharp ef al., 1991). Hiicre sitozoliinden
elde edilmesinden dolayr cPLA, olarak adlandirilan PLA; nin
klonlanmasindan bu yana Grup IV PLA; (simdilerde Grup IVA PLA;)
olarak smiflandirilmistir. Daha sonra, gorece daha ilgisiz olan PLA,;
gruplan kesfedildi ve siniflandirildi, ve bunlar arasinda toplam sayiy1
11°e ulagtiracak sekilde VI, VII ve VIII gruplart da vardi (Cizelge 3.1).
Genom biliminin ortaya ¢ikmasiyla PLA, alt gruplarinin sayisinda bir
artis olmustur ve bu artig, gelecekte daha da fazla PLA, grubu ortaya
cikacagina isaret edecek sekilde yeni PLA;’lerin tanimlanmasina sebep
olmustur. Bu bilgilerin 1518inda dizi verilerinden faydalanmak yerine
biyolojik 6zellikler iizerine odaklanirsa, PLA, smiflandirmasi ii¢ ana tip
olacak sekilde basitlestirilebilir: Bunlar milimolar diizeyde Ca*"a ihtiyac
duyan ~14kDa civarinda kiiciik molekiil kiitleli  salgilanan
PLA,’ler(sPLA,), yiiksek molekiil kiitleli(~80-85kDa) Ca*a ihtiyac
duyan(cPLA,) ve Ca’"a ihtiya¢ duymayan(iPLA,) intraseliiler enzimler
olarak siniflandirilmistir(Dennis, 1994; Waite, 1990).

sPLA,’ler memelilerden salgilanirlar ve primer yapiya gore
genellikle iki grup altinda siniflandirilirlar: Grup I(PLA,-I) pankreatik
sindirim enzimi(pankreatik PLA;) ve Grupll(PLA,-II) viicut sivilarinda,
hiicrelerde ve nonpankreatik sivilarda bulunmaktadir(nonpankreatik
PLA;). PLA,-I domuz, 6kiiz, koyun ve at pankreasindan saf formda izole
edilmistir(De Hass et al., 1968; Dutilh ef al., 1975; Evenberg et al.,

1977). Insan pankreatik fosfolipazi ilk saflastirma c¢alismasi, otopsi



materyali kullanilarak yapilmis ve daha sonra enzim, insan pankreatik
sividan saflastirilmis ve karakterize edilmistir(Grataroli et al., 1982). At,
kopek, sican, sigir, insan ve domuz pankreasindan pankreatik PLA;’lerin
biitlin aa dizileri bilinmektedir(Ohara et al., 1986; Fleer et al., 1978; De
Haas et al., 1970). insan, domuz, dkiiz ve at pankreatik PLA,’lerin N-
terminal bolgesindeki ilk 32 artigin aminoasid dizisi isaretli bir homolog
ile ortaya ¢ikarilmistir(Ono et al., 1984). PLA,, 7 disiilfit koprii bagi ile
baglanmig 125 aa artigindan olusmus bir polipeptitdir(Dufton et al.,
1983). Insan PLA,-I’in yaklasik molekiil kiitlesi 14kDa civarindadir.
Enzim sicakliga karst dayamiklidir ve optimum pH 8.5’da milimolar
diizeyde Ca”" iyonlar: ile aktive olmaktadir(Eskola e al., 1983). insan
sPLA,; bazik bir proteindir, diger PLA;’lerin yiiksek derecede korunmus
aminoasid artiklar1 ve dizi karakterinin ¢ogunu icermektedir(Kramer et
al., 1990). PLA;-II(nonpankreatik) PLA,-I’in tersine, 11. ve 77.
pozisyonlarda sistein artiklarindan yoksundur. PLA;-I ve PLA,-II
arasindaki yapisal farkliliklara ragmen aktif merkezleri ve hidrofobik
bolgeleri benzerdir. Bu durum sigir pankreast ve insan sinovial sivi
PLA;’ nin X-ray yap1 analiziyle dogrulanmistir. Bu sonug aktif merkezin
fonksiyonel anlamda 6nemli artiklar1 ve ii¢ boyutlu yapisinin hemen
hemen ayni oldugunu gostermistir(Wery et al., 1991). PLA,-II aktivitesi
Ca’” bagimhdir ve bazik optimum pH’a sahiptir. Son zamanlarda
enzimatik  olarak aktif insan PLA,-I’'nin kimyasal sentezi
tanimlanmistir(Hackeng et al., 1997). sPLA;’lerin tiimii diisiik molekiiler
kiitleli enzimlerdir (yaklasik 14kDa) ve yapilarindaki 5-8 disiilfit baglar
nedeniyle ¢ok kati bir tersiyer yap1 sergilerler(Cizelge 3.1). Bu durum
s0z konusu enzimlere hem proteolize karsi bir dayaniklilik, hem de
denatiirasyona karsi direng saglamakta ve bahsedilen bu ozellikler ise
bulunduklar1 yer olan ekstraseliiler sivilarda aktivitelerini korumaktadir.
sPLAy’ler in vitro olarak 6nemli diizeyde yag asidi selektivitesi

. ey + .o
sergilemezler, ancak milimolar Ca®" acisindan gereksinim ortaya



koyarlar. Memeli hiicrelerinde bes farkli sPLA, mevcuttur ve bunlar
arasinda I, ITIA, IIC, V ve X. gruplara ait olanlar vardir(Dennis, 1994;
Tischfield, 1997).

cPLA; ya da Grup IV PLA,, yiiksek molekiiler kiitleli (85 kDa)
bir enzimdir ve uygulamada calisilmis olan hemen hemen tiim hiicre
tiirlerinin sitozolik fraksiyonlarinda bulunmustur. Bu enzim, reseptorle
aktive edilen sinyal kaskadlarinda yerinin oldugunu diisiindiiren
ozellikler sergilemektedir. Bu enzim, mitojenle aktive olan protein kinaz
kaskadmin kinazlar1 tarafindan fosforillenmektedir ve bu da enzime ait
spesifik aktivitede orta seviyede artisa sebep olmaktadir. Bunun da
Otesinde protein dahilinde bulunan kalsiyum-lipid baglayici (CaLLB ya da
C-2) bolgesi araciligiyla intraseliler Ca®" artigma yamt olarak
membranlarda translokasyon yapabilmektedir. Sonug olarak, cPLA,, AA
tasimakta olan fosfolipidler i¢in bir tercih gibi davranmaktadir(Dennis,
1994; Leslie, 1997). cPLA;’nin, enzimin fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat
ile kuvvetli bir etkilesim sergiledigini diistindiirecek sekilde plekstrin
benzeriymis gibi davrandig1 yakin zamanda gosterilmistir. Bu etkilesim

ise enzim aktivasyonuna yardimci olabilmektedir(Mosior et al., 1998).

iPLA;’ler, PLA; ailesinin en yeni tanimlanmis olan tiyeleridir. Her
ne kadar ¢ogu doku ve hiicre homojenati igin ¢ok sayida Ca®" bagiml
PLA, aktivitesi bildirilmigse de, bunlardan sadece birisi ayrintili olarak
incelenmistir(Ackermann et al., 1995). Bu iPLA,, Grup VI enzimidir.
sPLA, ve cPLAj’lerle farkli bazi ozellikleri paylasir. sPLA;’ler gibi
cPLAy’ler de AA igeren fosfolipidler i¢in belirgin hicbir substrat
spesifikligi gostermezler ve post-translasyonel kovalent farklilagmalar
icin hedef olmadiklarina dair bir goriintii sergilemektedirler. iPLA,,
katalitik mekanizmanin intraseliiler yerlesimini, boyunu ve belki de

elemanlarin1 cPLA, ile paylasir(Balsinde et al., 1997). Ca*" eksikligine



ilaveten 1iPLA;’nin kendine has bir 6zelligi ise, molekiiliin N-terminali
olan yarisinda 8 ankirin motif barindirmasidir(Tang et al., 1997; Balboa
etal., 1997).

3.1 Fosfolipaz A,’nin Katalitik Mekanizmasi

Mekanizmalara dair c¢ok sayidaki laboratuar calismasinda,
sPLA;’lerle katalizin serin esterazlarin acgil-enzim formasyonunda yer
almadiklarin1 ortaya koymustur(Dennis, 1994). Bunun yerine sPLA;’ler,
daha sonra karbonil grubuna saldiran, H,O bagini1 polarize eden bir
Asp’in yardimci oldugu atil bir His kalintisin1 kullanir. Tetrahedral olan
gecis asamasindaki ara {iriiniin stabilize edilmesi i¢in Ca*" dongiisiine
bagli olan Ca’" iyonuna gerek duyulur(Dennis, 1994). Bu nedenle,
PLA’lerin bu siufi icin Ca*" iyonu katalizde oldukga aktif bir role

sahiptir. sSPLA;’ler i¢in diisiiniilen mekanizma Sekil 3.1°de gosterilmistir.

His-48 Sekil 3.1 Substrat olarak
C u---n—N/ﬁ/ R fosfatidilkolinin  14kDa-
Y N\e=N, - /J% o PLA,’ nin aktif merkezine
Asp-99 T o . Asp-49  baglanma mekanizmasi.
] Ca™ I (Kisaltmalar;R: yag asidi,
Alkil

X:0-CH,-CH,-N"(CH;)3)

Buna karsin, Grup IV cPLA;’ye ait katalitik mekanizma
Ca’”dan bagimsizdir. Yukarida da belirtildigi gibi, kendisine ait
substratin yerlesik oldugu membranla etkilesime girebilmek icin cPLA;
Ca’"a ihtiya¢ duyar(Dennis, 1994; Leslie, 1997). ¢PLA,’nin bir agil-
enzim ara Uriinli {izerinden serin hidroksilaz islevine sahip oldugu
goriilmektedir. Her ne kadar katalitik mekanizmasi tam olarak

aciklanabilmis degilse de, cPLA,, klasik Ser/His/Asp iicliisiinde His i¢in



10

mevcut rollerinden birinin demonstre edilememesinden dolay1 yeni bir

serin hidroksilaz sinifi olarak tanimlanmustir(Pickard ez al., 1996 ).

cPLA; ile benzer sekilde, iPLA; de, diger lipazlarda da yaygin
olarak goriildiigii sekilde, GXSXG’nin sonlanis boliimiiniin ortasinda yer
alan aktif haldeki bir Ser artig1 ile birlikte, bir serin hidroksilaz islevine
sahip gibi goriinmektedir(Balsinde et al., 1997; Balboa ef al., 1997). Son
donemde clde edilen kanitlara bakilirsa, bu enzim, bir acgil-enzim ara
irlindi iizerinden islev gormektedir(Lio ef al., 1998). Kataliz i¢in 6nemli

olan diger iPLA; kalintilar1 ise heniiz tanimlanabilmis degildir.
3.2 Fosfolipaz A, Gruplar i¢in Stmflama Kriterleri

Cesitli PLA; enzimleri, I’den XI’e kadar gruplara simiflandirilmistir
(Cizelge 3.1)(Balsinde et al., 1999). Herhangi bir grup ya da alt gruba
dahil edilme kriterleri, yeni gruplar tanimlandikca degisiklik gostermistir
(Dufton et al., 1983; Dennis, 1994). Ancak grup cesitliligi ve
boyutlarindaki artiglarla birlikte, asagida da tarif edilmis olan mantikli
siniflandirma sablonuyla kodlanan kriterlere gercekten biiyiik ihtiyac
dogmustur. Bir enzimin PLA, grubuna atanmasi i¢in gerekli olan ilk
kriter; fosfolipid substratin sn-2 ester baginin hidrolizini katalizlemesi,
bu hidroliz reaksiyonu i¢in katalizor gorevi tagimasidir. Dogal olarak
meydana gelen substratlar arasinda trombosit aktive edici faktor, kisa yag
asidi zinciri ile oksidize fosfolipidler ve uzun yag asidi zincirli
fosfolipidler yer alir ve bunlarda s»-2 acil zincirleri 2 (asetil) ile 20
(aragidonat) arasinda degisen ve hatta daha da fazla sayida olabilecek
kadar karbon tasirlar. Asil aktivitenin PLA, aktivitesi olmasi
gerektiginden, PLA, iist ailesinin liyeleri, aralarinda PLAs, lizofosfolipaz
Aj/A,, acil transferaz veya transagilaz aktivitenin de yer aldigi diger
etkinliklere sahip de olabilirler (Six ef al., 2000).
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Bir enzimin PLA, grubuna dahil edilmesi i¢in gerekli olan ikinci
onemli Kriter ise, tim amino asit dizisinin bilinme zorunlulugudur.
Ayrica, gelecekte PLA; iist ailesine olacak yeni katilimlar, DNA ya da
aktivite bazli arastirmalarla kesfedilmis olmalarindan bagimsiz bir
sekilde, belirsiz bir sistem dahilindeki spesifik bir aktiviteyle dizilimin
iliskilendirilebilmesi/orantilanabilmesi i¢in klonlanabilmeli, eksprese
edilmeli ve saflastirilabilmelidir (Six et al., 2000).

Siniflama i¢in iiciincii temel Kriter ise, her bir PLA; Grubunun,
homolog oldugu tanimlanmis olan dizileri barindiran tiim enzimleri
icerme zorunlulugudur. Spesifik olarak, herhangi bir tiir dahilinde birden
fazla homolog PLA; geni mevcutsa, her bir PLA; geni, Grup IVA ve
IVB ile IVC o6rneklerinde oldugu gibi bir alt gruba atanmalidir. Ayrica,
Grup IIC PLA,’de de goriildiigii gibi sadece belirli tiirler dahilinde
paraloglar da goriilebilir(Tischfield et al., 1996). Farkli tiirlerden
kaynaklanan homologlar (ya da ortologlar), bu tiirden atamalarin
miimkiin oldugu durumlarda ayni alt gruba dahil edilmelidirler ve buna
ornek ise zebra baligi ile insan Grup IVA PLA;’sidir. Diger yandan, bazi
zamanlarda homolog enzimleri belirli bir alt gruba smiflamak zor
olabilir. Buna giizel bir 6rnek ise, Grup IV PLA; i¢in homolog olan
ancak hali hazirda Grup IV PLA; alt gruplarina siniflandirilmamis olan,
cesitli mantarlara ait fosfolipaz B (PLB) olmaktadir. PLB’lerin tam
olarak siiflandirilmasi, biyokimyasal 6zellikleri oldugu kadar PLB’lerin
daha fazla miktarda diziliminin, PLB’lerin mevcut alt gruplardan birine
veya Grup IV PLA;’ya siiflandirilmalarina izin vermesi ya da yeni bir
alt grubun tanmimlanmasini saglamasi gereklidir. Siniflandirma ig¢in
gerekli olan dordiincii kriter, aym1 PLA, geninin aktif birlesik
varyantlarinin ayr1 proteinler olmasini ancak ayni alt grubun pargasi
olmasmi dikkate almaktadir. Birlesik olan her bir varyant, aktivitesi bir

kez onaylandiginda, iki aktif varyanti bulunan ve burada Grup IVA-1
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PLA; ve Grup IVA-2 PLA; olarak ayrilmig bulunan Grup IVA PLA,;
orneginde oldugu gibi numaralanmalidir (Ma et al., 1999; Winstead et
al., 2000). Grup IVA PLA, o6rneginde, onaylanmis inaktif iki birlesik
varyant, PLA, enzimi olarak kabul edilmemekte ancak Grup VIA
ankyrin-1 ve Grup VIA ankyrin-2 seklinde grup nomenklatiiriinii hala
kullanmaktadir (Winstead et al., 2000) . PLA, gruplar1 yukarida belirtilen

kriterlerin 1s181nda asagida ayrintili bir sekilde incelenmistir.
3.3 Fosfolipaz A; Gruplan

3.3.1 Aktif Merkezinde Histidin ig:eren PLA; Gruplan
(sPLA>’ler)

Genel Benzerlikler

Oldukea biiyiik sayilarda olup Grup I, II, V ve X’e denk diisen ve
yilan venomlar1 ile memeli salgilarinda bulunup yakin baglantili olan
PLA;’lerin benzerlikleri dikkat ¢ekmektedir , buna miiteakiben, her bir
alt grup i¢in spesifik farkliliklar ve Onemli Ozellikler mevcuttur.
Bunlardan sonra da Grup III, IX ve XI PLAj’lerin Ozellikleri ele
alinacaktir(Cizelge 3.2). I, II, V ve X. Grup PLA;’ler yakin bir sekilde
baglantilidir ve fosfolipidlerin sn-2 ester baginin ayrilmasi ic¢in ortak bir
mekanizmay1 paylasirlar. Hidroliz, aktif histidine hidrojen bagi ile bagh
olan bir su molekiiliiniin aktivasyonu ve oriyentasyonu iizerinden
gerceklesir ve bu ise, katalitik histidin tasimakta olan tiim PLA;’lerin 7-9
aras1 pH’a bagli olusunu gerektirmektedir. Bir katalitik histidinden
faydalanan s6z konusu bu PLAy’ler; I, 11, III, V, IX, X ve XI. gruplarina
denk diser ve uyumluluk agisindan histidin PLAj;’leri olarak
adlandirilirlar. Bunun da o6tesinde, katalitik histidin i¢in yerlesik olan

komsu, korunmus bir aspartattir ve His/Asp ¢iftini olusturmaktadir. Bu
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Asp, PLA; reaksiyonunun negatif yiiklii gecisini stabilize eden pozitif
yiiklii oksi-anyon deligini olusturan ve kritik dneme sahip olan Ca”" icin
bir ligand olmaktadir. Bu durum, Histidin PLA;’lerinin mM Ca*"
bagimliliginin kaynagi olmaktadir. Sonug olarak, aralarinda tirozinler ve
Ca’" baglayict halkadaki glisinler ve Kkatalitik histidini aktive edip
oriyente eden ikinci bir aspartat kalintis1 da dahil olmak tizere Grup I, II,
V ve X i¢in aktif bolgelerin hidrojen baglarina katilim gosteren ¢ok
sayida korunmus kalintilar mevcuttur(Dennis, 1994; Scott et al., 1991;
Arni et al., 1996; Six et al., 2000).

I, II, V ve X. PLA; Gruplar, kolayca agiklanabilen dizilim
benzerligi ve hatta biiyiik yapisal benzerlikleri nedeniyle evrimsel olarak
baglantili olmaktadirlar. Yiiksek oranda korunmus olan aktif bolge
kalintilarinin disinda, her bir grup lyesinde, mutlak olarak korunmus
olan 6 adet disiilfid bag linkleyici kalint1, 27-131, 29-45, 44-109, 51-102,
61-95, 85-100 ve ikiye kadar ilave kendine tekil distilfid bag1 vardir.
Buna ilaveten, tiim bu enzimlerin, aktif protein salgilanma siirecinde
ayrilmakta olan sinyal dizileri vardir. Bu durumun tek istisnasi, aktif
enzimin tiiretilmesi i¢in propeptidin tripsin tarafindan ayrilmasi gereken
GIBPLA,; olmaktadir(Davidson ef al., 1990; Valentin et al., 1999).

3.3.1.1 L I1, V ve X. Fosfolipaz A, Gruplar
GIAPLA;

Yukarida da tanimlandig1 gibi, kobra venom PLA;’si, karakterize
edilmis olan ilk ornektir ve 6 korunmus disiilfidi ile ilave bir yedinci
disiilfid tasimaktadir ve bu,Grup I enzimlere has olup 11 ve 77. kalintilar1
birlestirmektedir(Davidson et al., 1990). Buna ilaveten, GIAPLA;’ler,
elapid halka (elapid loop) olarak adlandirilan ve ikinci biiyiik a-heliksini
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B-kanadina baglayan karakteristik bir yiizey halkasima sahiptir. Tiim
histidin PLAj’leri gibi GIAPLA’ler de fosfolipid substratlarina
ulagabilmek icin bag kurabilmek adina ylizeyinin agrege olmasina
gereksinim duyar. GIAPLA;’lerin bazilarindaki kismi kinetik ozellik,
fosfatidiletanolamin (PE) hidrolizinin ara ylizde PC varligiyla artis
gosterdigi fosfatidilkolin (PC) aktivasyonu ile tanimlanmaktadir. lIyi
karakterize olmus substrat baglayic1 bolgeye ilaveten, Hindistan
kobralarindan elde edilen GIAPLA;’lerde daha yeni, iki ayrilabilir PC
aktivasyon bolgesi ve yiizler arasi aktivasyon adreslenmistir ve bu da
GIAPLA,-fosfolipid etkilesimlerinin anlasilabilmesinde biiylik artis
saglamistir(Lefkowitz et al., 1999; Gelb et al., 2000).

GIBPLA,

Tanimlanan ilk venom dis1 PLA,, ineklerin pankreatik salgilarindan
elde edilmisti ve sonrasinda, aralarinda insanlarin da bulundugu pek cok
tiirti de elde edilebilmistir. GIBPLA, nin, 11 ve 77. kalintilar arasindaki
yedinci distilfid bagin haricinde kendine has elapid halkanin 5 amino asit
genislemesi vardir ve buna pankreatik halka denir(Davidson et al., 1990).
Pankreatik sivilara fazlaca salgilanmasiyla uyumlu bir sekilde, GIBPLA,,
diger doku ve hiicrelerdeki gorece daha az diizeyde alisilagelmis olan
rollerine ilaveten diyetle alinan fosfolipidlerin sindirilmesinde de agik bir
role sahiptir(Arita et al., 1991; Snitko et al., 1999).
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GIIAPLA,

Baslangicta engerek ve ¢ingirakli yilanlara ait venomlardan elde
edilen yaklasik 14 kDa ve yaklasik 120 aminoasitlik matiir proteinlerden
karakterize edilen GIIAPLA,, biitiin dizilim benzerligi ve spesifik
disiilfid bag1 ile halka konumlanmasi zemininde memelilere ait non-
pankreatik PLAj’leri de kapsar hale gelmistir(Dufton et al., 1983).
GITAPLA,; korunmus olan 6 disiilfide ilave olarak 50 ve 138 arasinda
yedinci bir taneye ve Grup X PLAj’larda oldugu gibi tiim
GIIAPLA;’lerde de bulunan C-terminali uzantili Cys-138’e sahiptir.
Alakali bulunan g¢esitli histidin PLA;’lerin filogenetik analizi, tim
memeli Grup Il ve V enzimleri arasindaki ¢ok daha biiyiik bosluga karsin
hem memeli hem de venom enzimlerinin GIIAPLA; kapsaminda
bulundugu mevcut smiflandirma sisteminde biiyiik belirsizlikler

oldugunu ortaya ¢ikarmistir(Davidson ef al., 1990).

GIIAPLA, nin memelilerde eikozanoid turetiminde de sorumluluk
sahibi oldugu diisiiniilmiis, ancak bu durum, s6z konusu caligmalarin
cogunun IIC, D, E, F ya da Grup V PLA;’leri GIIAPLA;’lerden
ayiramamasi nedeniyle olduk¢a karmasik hale gelmistir. Farelerdeki
bilinmekte olan histidin PLA, homologlarina dair bir dizi siralamas1 ve
filogenetik agag¢, yakin doneme ait bir makalede gosterilmistir ve bu
makale, Grup II PLA;’nin alt gruplarn arasindaki iligkileri demonstre
etmektedir(Valentin et al., 1999). Fare GIIAPLA;’sinin ekspresyonu
olduk¢a smirhidir ve insan GIIAPLA;’sinin hemen hemen her yerde
salgilantyor olmasina karsilik farede biiylik oranda sindirim sisteminde
(barsaklarda) ve bir miktar prostatta salgilanmakta ve baska yerde tespit
edilebilmis degildir(Valentin et al., 1999; Cupillard et al., 1997). Fare ve
insan tlir varyantlart i¢in c¢ekirdek dizilim 06zdeslikleri arasindaki
farkliliklar (% 67-89) oldugu kadar fare ve insandaki GIIAPLA;
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homologlar1 arasindaki bu degisken ekspresyon sablonlarinda da tiire has
verilerin genellenmesi sorun haline gelebilir. Insan GIIAPLA;’sinin
bakteriyel membranlar gibi anyonik fosfolipid igerikli arayiizlere siki bir
sekilde baglandigi ve ndtral membranlara karsi ya ¢ok az aktivite
gosterdigi ya da hig¢ aktivite gostermedigi bilinmektedir(Kramer et al.,
1989; Kinkaid et al., 1995). Son yillarda, insan GIIAPLA;’si, anyonik
membranlara olan afinitesi nedeniyle antibakteriyel aktivite gibi konak

savunma yanitlarindan sorumlu tutulmustur (Weinrauch et al., 1996).
GIIBPLA,

Grup I[IBPLAj’leri, GIIPLA;’lerin anomalili bir alt grubudur,
memelilerde bulunmaz, ancak iki ayr1 engerek tiiri olan Bitis gobonica
ve Bitis nascicornis’de gorildiigii bildirilmistir(Botes et al., 1974).
GIIBPLA;’ler, diger tiirlii 61-95 disiilfid bagimi gerektirmeleri disinda
venom GIIAPLA;’leri ile benzerlik gosterirler (Davidson et al., 1990).
Literatiirde mevcut olan ve bunlarin ger¢cek olmadigini séyleyen bir
iddiaya karsin s6z konusu bu GIIBPLA;’lere ilave herhangi bir
homologu olmayan yiizlerce venom PLA;’si tanimlanmistir(Siddiqi et
al., 1991). Belirgin halde olan bu tutarsizlik ise muhtemelen,
GIITPLA;’lerin baslangi¢ diziliminde kesfedilmis olan iki GIIPLA; nin
peptid dizilimine dair hatalardan kaynaklanmaktadir(Kuchler et al.,
1989). Buna alternatif olarak, neredeyse evrensel oldugu kesfedilen 61-
95 disiilfid bagin1 yerinden koparan mutasyonlar, evrimsel istisnalari
ortaya koymaktadir. Hangi yolla olursa olsun, mevcut siniflandirmada
GIIBPLA;’lerin bulunmasi, séz konusu bu alt gruba, garanti edilenden
daha fazla 6nem yiiklemekte ve karisikliga yol agmaktadir(Six et al.,
2000).
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GIICPLA,

GIICPLA; kemirgenlerden klonlanmis olan ve yaklasik 15kDa
kiitleli ve 130 aminoasit barindirdig1r goriilen matiir bir proteindir.
GIICPLA, nin, GIIPLA;’lara 6zgii olan 7 baga ilave olup genislemis bir
halkadaki 87 ve 93 arasinda kurulan bag ile birlikte 8 disiilfid bag
icermektedir. GIICPLA, kemirgenlerde eksprese edilmektedir ancak
insanlarda bir ekzondaki kisimlardan birinin eksikligi, bunun yalanci gen
olduguna isaret etmektedir. mRNA, kemirgenlerin testislerinde, 6zellikle
mayoz boliinme geciren hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edildigi gibi
beyin ve pankreas’ta da eksprese edilmektedir. Rekombinant kemirgen
GIICPLA;’si, insan 293s hiicrelerinden salgilanmaktadir ve PC ve
PE’den daha fazla miktarda fosfatidilinozitol (PI) iizerinde etkinlige
sahiptir ancak bunlarin tiimii hidrolize edilmektedir(Valentin ef al., 1999;
Chen et al., 1994).



Cizelge 3.2 Aktif Merkezinde Histidin iceren PLA, Gruplar1 (sPLA,’ler)
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Grup Kaynak Lokalizasyon BO}'-I.ii;_ Ca’  Disilfit Ilk bulunan kaynagi
. o o - (kDa) bag sayisi

1 A Kobra, Asya yilant Salgilanan  13-15 mM 7 Kobra

B Memeli pankreasi Salgilanan  13-15 mM 7 Insan
11 A Cingirakli yilan engerek zehiri, Salgilanan ~ 13-15 mM 7 Insan

insan eklem sivisi/plateletler

B Gaboon engerek zehiri Salgilanan  13-15 mM 6 Engerek

C Sigan/fare testis Salgilanan 15 mM 8 Fare

D jnsam’fare pankreasi/dalak Salgilanan 14-15 mM 7 Insan

E Insan/fare/beyin/kalp/uterus Salgilanan 14-15 mM 7 Insan

F Fare testisi/embryo Salgtlanan  16-17 mM 7 Fare
1l Ari/kertenkele/akrep/insan Salgilanan  15-18 mM 5 Bal anisi
v Memeli kalbi/akeiger/makrofaj Salgilanan 14 mM 6 Insan
IX Deniz Salyangozu Salgilanan 14 mM 6 Salyangoz
X Insan dalak/timus/lokositler Salgilanan 14 mM 8 Insan
Xl A Yesil pinng filizi (PLA-T) 12 4 mM G

B Yesi__!. piring filizi (PLA-LI) 12.9 mM 6
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GIIDPLA,

Ik kez 1999 yilinda klonlanan GIIDPLA, dizisi, fareye ait eksprese
edilmis dizi zincirinde (EST, expressed sequence tag) tanimlandi ve bunu
insan ve fare cDNA’larindan klonlanmasi izledi. GIIDPLA, dizisi 125
aminoasitliktir ve yaklasik 14kDa kiitlelidir. Bahsettigimiz mRNA, insan
ve farede en yliksek oranda pankreas ve dalakta tespit edilirken timus ve
kalin barsakta da daha diisiik oranlarda goriilebilmistir. COS ve CHO
hiicrelerinden sekrete edilen rekombinan fare ve insan GIIDPLA,’lerinin
fosfatidilgliserol (PG), PE ve PC vezikiilleri karsisinda aktif olduklar1 ve
bu ii¢ii i¢cin benzer aktif bolgelere afinite gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir.
Ayrica Onemli bir aywrt ettirici o6zellik i1se, GIIDPLA, karsisinda
GIIAPLA; i¢in kismi bir 1-oksamaylindoline tlirevinin inhibisyonunda
1000 kattan fazla bir spesifite goriilmesidir(Ishizaki ef al., 1999; Valentin
etal., 1999).

GIIEPLA,

Ik kez 1999 yilinda klonlanan GIIEPLA, dizisi, fare EST’sinde
gerceklestirilen aramalarda tanimlandi. Klonlamanin ardindan matiir
proteinin 127 amino asit igerdigi ve yaklasik 14.5 kDa oldugu, histidin
PLA;’si katalitik kalintilar1 barindirdig1 ve Grup II tiyeleri i¢in tipik olan
7 disiilfid bagmi tasidig1 goriildii. Insan GIIEPLA;’si ise daha sonra
klonland1 ve matiir enzimlerde yaklasik %89 yakin uyum olacak sekilde
fare GIIEPLA;’si ile benzerlik tasidig1 gosterildi. Rekombinant saf insan
GIIEPLA;’si PG substratini tercih etmekte ancak PE’yi ve daha diisiik
bir oOlgiide PC’yi de GIIAPLA, ile benzer egilimlerle hidrolize

edebilmekteydi. Sonugta, endotoksinle zorlanma durumunda GIIEPLA,
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ekspresyon seviyesinin, GIIAPLA; bulunmayan bir ¢ok fare dokusunda
artis gosterdigi goriilmiistiir. Endotoksinle zorlanmis fare akcigerinden
elde edilen in-situ hibridizasyon, alveoler makrofajlarda yogun boyanma
oldugunu gosterdi ve bu da in vivo enflamatuar yanitta GIIEPLA; nin
roliine isaret etmekteydi(Valentin et al., 1999; Cupillard et al., 1997).

GIIFPLA,

En yakin donemde kesfedilmis histidin PLA;’si olan GIIFPLA,,
klonlama sonrasinda fare EST veritabaninda gergeklestirilen bir aramada
tanimlanmistir. GIIFPLA, dizisi, matlir proteinin, herhangi bir
fonksiyonu olmayan ve 30 aminoasitten olusan bir C-terminali
uzantisindan dolay1 148 aminoasitten olustugunu gostermistir. 4.2 kb’lik
mRNA erigkin testisinde ve embriyoda eksprese edilmektedir. Bir insan
homologu heniiz bulunmus degildir ancak diger Grup II ve V PLA;’ler
gibi GIIFPLA; nin de 4 numaral1 fare kromozomunda olmasindan dolay1,
1p34-36 no’lu sintenik kromozomda insan homologunun var olmasi
beklenebilir(Valentin ef al., 1999).

GVPLA,

Insan GVPLA,’si ilk olarak 1994’te kesfedilmis ve klonlanarak
yaklagik 14 kDa olup I, II, V ve X PLAj’lerin disiilfid baglarindan
yalnizca 6 tanesini barindirirken I veya II. PLA, gruplarmin higbir
disiilfid bag1 veya kendine 6zgii halkasini barindirmadigr goriilmiustiir.
Bu nedenle s6z konusu bu benzersiz PLA,, hali hazirda mevcut olan alt
gruplardan herhangi birine kolaylikla atanamamakta ve Grup V PLA,;
olarak ayr1 bir sekilde siiflandirilmaktadir. GVPLA, nin sicanlarda ve
insan kalbinde yiiksek oranda eksprese edildigi ancak 6zellikle insan ve

fare dokularinda enflamatuar uyaranlara yanit olarak daha yaygin bir
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sekilde eksprese edildigi gosterilmistir(Valentin et al., 1999; Chen et al.,
1994). In vitro ortamda eksprese edildiginde GVPLA,, PE ve PC
vezikiillerine karsi, GIIPLA; ile zit olacak sekilde onemli bir aktivite
gostermektedir(Chen ef al., 1994). GVPLA;’ nin ayrica inflamasyon ve in
vivo sinyal iletimi konularinda da rolii oldugu ve kendi sinyal partnerleri
olan GIVAPLA, ve siklooksijenaza olan yakinligiyla birlikte intraseliiler
olarak dahi tanimlanmistir(Murakami et al., 1999; Binghum et al., 1999).

GXPLA,

1997 yilinda, insan EST veritabanlarinda yapilan arastirmalarda,
yeni ve baska bir PLA; geni tanimlandi. Dizilim, 123 amino asitten
olusan ve Grup I, II ve V PLA;’lere 6zdes dizilim kimligi bulunan (27-
35%) ve korunmus 6 adet disiilfidi olup histidin ve aspartatlardan olusan
aktif bolgeye sahip matiir bir proteini gdstermektedir. Ancak, s6z konusu
bu yeni PLA;’lerin mevcut sistemle smiflandirilmasinin giic oldugunu
kanitladi, c¢iinkii sirastyla Grup I ve Grup II PLA;’lerde bulunan hem 11-
77 distlfidi hem de 50-137 disiilfidini (swrasiyla Grup I ve II)
icermekteydi ve bu nedenle Grup X PLA, olarak adlandirilmaktaydi.
Insan GXPLA,; mRNA ekspresyonu dalak, timus, ve kandaki 16kositlerde
tespit edildi(Cupillard et al., 1997). GXPLA; nin insan monositik THP-1
hiicrelerinden, eksojen olarak eklendiginde inflamasyon ya da sinyal
iletiminde rol oynayan AA, OA ve prostaglandin E;’nin salinimin
indiiklemektedir(Hanasaki ef al., 1999).

3.3.1.2 Grup III Fosfolipaz A,
Grup III PLAy’ler mesafeli bir sekilde I, II, V ve X gruplan ile

ilgilidir. 1970’lerde, ilk karakterize edilen Grup III {iyeleri, bal arisi
venomundan tanimlanmisti. GIITIPLA,’nin I ve II. Grup PLA;’lerle ¢ok
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sayida benzer biyokimyasal oOzellikleri vardir ve bunlar, dizi
benzerliklerine yorulabilir. I, IT ve IIl. Gruplar arasinda benzer Olgiiler ve
korunmus olan 3 disiilfid baginin varligi nedeniyle GIIIPLA, aym
zamanda, diger histidin PLA;’leri i¢in tanimlanmis olan ayni hidrolaz
mekanizmasii destekleyen, aktif bolgede yerlesimli bir homolog
His/Asp ¢ifti gosterir(Davidson ef al., 1990; Scott et al., 1991; Kuchler et
al., 1989). Bu durum, Grup III enzimler i¢in optimum 8.0 pH seviyesiyle
uyumlu ve tutarli olmaktadir. GIIIPLA, homologlar1 giiniimiizde bal
arllarima ilave olarak siiriingenler, denizanalar1 ve akreplerdeki
venomlarda da tanimlanmaktadir(Valentin et al., 2000; Zamudio et al.,
1997).

Akrep venomundan elde edilen ve imperatoksin I (IpTxi) olarak
bilinen bir GIIIPLA, homologu, ryanodin’in Ca*" salmmim kanallarina
baglanmasin1 inhibe etme yetenegine sahip olmasiyla tanimlanmistir.
Venomdan aritilmig proteinin indirgenmesi, 12 ve 3 kDa’lik iki proteinin
ortaya ¢ikmasma neden olur. 12 kDa’lik olan bant, diger venom
GIITPLA’leriyle  onemli  derecede benzerlige sahiptir.  Gen
klonlandiginda, iki polipeptidin aymi gen tarafindan, acik bir sekilde
matiir proteinden c¢ikarilan bir pentapeptid ile birlikte kodlandigi
goriilmiistiir. IpTxi, muhtemelen ryanodin baglanma inhibisyonu
saglamasi nedeniyle Ca’”ye dayali bir PLA, aktivitesine sahiptir, p-
bromofenasil bromid ile inhibisyonu ve benzer sekilde ryanodine
baglanma inhibisyonu ise fosfolipid hidroliz {iriinleri tarafindan
indiiklenmektedir(Zamudio et al., 1997).

GIITPLA; i¢in bir insan homologu da klonlanmis ve karakterize
edilmistir. Insan GIIIPLA,’si COS hiicrelerinde eksprese edildiginde,
PLA, aktivitesi, kiiltiir ortaminda birikim gostermektedir. Kismen

saflastirllmis insan  GIIIPLA,’sinin ise PG vezikiillerini PC
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vezikiillerinden daha iyi hidrolize ettizi bulunmustur. pH ve Ca®"
bagimhiliklar1 ise diger histidin GIIPLA; lerininkilerle uyumlu
olmaktaydi(Valentin et al., 2000).

3.3.1.3 Grup IX Fosfolipaz A,

GIXPLA,, Conus magus olarak bilinen deniz salyangozunun
venomundan saflastirilmis, dizilimi bulunmus ve karakterize edilmistir.
14 kDa’luk bu protein, yine ayni gen tarafindan kodlanan disiilfidlerle
baglanmis olan iki polipeptidden olugmaktadir. Diger histidin PLA;’leri
ile olan yegane dizilim benzerligi, var oldugu disiliniilen aktif bolge
His/Asp cifti ve aktif bolge His’e hidrojen bagiyla baglanan ikinci bir
Asp’dir. Ayrica, geriye kalan 9 sistein kendine has olsa da 3 adet
korunmus yakin sistein mevcuttur. Ag¢ik bir sekilde var olan dizilim
farkliliklar1 ve % 50 aktivite i¢in daha diisik (20pM) Ca®" gereksinimi
duyuluyor olmasi, bunu ayr1 bir PLA, grubu haline getirmekte ve bilinen
adiyla Grup IX iiyesi sinifina sokmaktadir(McIntosh et al., 1995).

3.3.1.4 Grup XI Fosfolipaz A, (bitki histidin PL.A;’leri)

Yakin doneme ait raporlar, piring, karaagag, karanfil ve
Arabidopsis gibi Dbitkilerde de histidin PLAj’leri mevcudiyetini
gostermistir(Stahl ez al., 1998; Kim et al., 1999). Ayrica, piring genomu,
birbirleri ile % 31 oraninda 6zdes olan en az iki farkli histidin PLA,’sinin
varhgm gostermektedir. I, II, III, V ve X. PLA; gruplarindan ¢esitli
orneklerle gerceklestirilen karsilagtirmalar, bitki PLA;’lerinin Ca*"
baglama bolgesinde iki glisin ile birlikte korunmus olan iki tirozin
varhigimi, aktif bolgedeki His ve Asp’i ayrica tanimlanabilir haldeki 5
sisteinin varligini ortaya koymustur. Bilinen Histidin PLA;’leriyle dizi

0zdesliginin oldukc¢a diisiik olmasi (bliyiikk bosluklar veya eklemelerin
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yoklugu, <% 25) ve kendine has 7 adet sisteinin varligi, bitki PLA;’lerini
bilinen Histidin PLAj’lerinden ayirmaktadir. Bitki PLA, aktivitesi,
tizerinde uzlasilmig bir sekilde, tek ve ¢ift isaretli dipalmitoyl-PC
kullanarak ve radyolojik olarak isaretli olan palmitik asidin sadece
ortalama 100umol/dk/mg diizeyinde PC’nin sn-2 pozisyonundan salintyor
olmasii koruyarak demonstre edilmistir(Stahl ef al., 1999). Bir PLA,
enzimi olarak smiflandirilabilmek ic¢in gerekli olan tiim kriterleri
karsiladigindan ve diger tim gruplarla diisiik seviyeli bir dizi benzerligi
gosterdiginden, bu iki Histidin PLA;’si giiniimiizde Grup XIA ve XIB
PLA;’leri olarak tanimlanmakta ve sirasiyla kesfedenlerin piringteki

PLA; I ve PLA; II tasarimlarina uyum gostermektedir(Six et al., 2000).
3.3.2 Aktif Merkezinde Serin Iceren PLA, Gruplari
3.3.2.1 Grup IV Fosfolipaz A, (cPLA;)
GIVAPLA,

1986 yilina kadar bilinmekte olan yegane PLA; enzimleri, B6liim
3.3.1’de tanimlamis oldugumuz 13-18 kDa’luk katalitik bir histidinden
faydalanan PLA, Gruplarina denk diismekteydiler. 1986 yilinda, sitozolik
PLA, aktivitesinin baslangi¢ tanimlamalar1 ve karakterizasyonu, insan
notrofilleri ve trombositleri zemininde rapor edilmistir(Alonso et al.,
1986; Kramer et al., 1986). 1991 yilinda ise sitozolik PLA, dizilimi
¢oOziildiigiinde s6z konusu bu enzim cPLA; olarak anildi ve giiniimiizde,
ilk ciddi PLA; olan Grup IVA PLA,; olarak bilinmektedir(Sharp et al.,
1991). GIVAPLA,, C2 bolgesi ve o/p hidrolaz PLA;’si olmak {izere iki
bolgeden olusan, 85 kDa’luk bir proteindir. Yillar boyu gerceklestirilmis
olan caligmalar, GIVAPLA; nin Ser-228 ve Asp-549°dan olusan yeni bir
katalitik ¢iftten faydalanmakta oldugunu ortaya ¢ikarmistir(Desen et al.,
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1999). GIVAPLA,, substrat fosfolipidlerinin sn-2 pozisyonundaki AA
icin bir spesifite goOstermistir. S6z konusu bu AA bir kez
serbestlestirildiginde, 16kotrienler ve prostaglandinler gibi inflamatuar ve
sinyal iletim yollar1 i¢in kuvvetli aracilar olan eikozanoidlere
doniistiiriilebilir.  GIVAPLA, ile devre dis1 birakilan fareler,
GIVAPLA; nin AA salinimi ve beyin travmasi sonrasinda ortaya ¢ikan
enflamatuar yanittaki merkezi roliinii teyit etmis ve GIVAPLA;’nin
eikozanoid  salimmminin  tim  safhalarindaki  temel  roliinii
onaylamistir(Underwood ef al., 1998; Fugishima et al., 1999).

GIVAPLA, nin in vivo etkileri i¢in molekiiler zemin de
ayrintilariyla incelenmistir. GIVAPLA, nin C2 boliimii, biliyiik bir C2
bolgesi ailesinin en 1yi c¢alisilan iiyelerinden biridir ve fosfolipid
membranlar1 oldugu gibi iki kalsiyum iyonunun baglanmasinda spesifik
Ozellikler sergilemektedir. GIVAPLA;’nin sitozolden periniikleer
membran bélgesine, Ca’’un hiicre i¢i konsantrasyonlarini artiran
uyaranlara karsi yanit olarak tasinmasindan C2 bolgesinin sorumlu olma
olasilig1 vardir. Periniikleer yerlesime dair ilging bir mekanizma, C2
bolgesinin ayn1 zamanda periniikleer bolgede de yerlesim gosteren hiicre
yapisal proteini olan vimentin ile Ca®" bagimli spesifik iligkisini de
kapsamaktadir(Gijon ef al., 1999; Nakatani et al., 2000).

Kalsiyumun C2 bdlgesi ilizerinden gercgeklestirdigi diizenleyici
rolin  Otesinde, GIVAPLA,, Ser-505’in in  vitro  olarak
fosforilasyonundan sonra 3 kata kadar fazla aktive edilmektedir. Ser-
505°de mitojenle aktive edilen protein kinaz ailesinin iiyeleri araciligiyla
in vivo olarak ger¢eklesen fosforilasyon, hiicre aktivasyonuna yanit
olarak GIVAPLA; nin aktive olmasindan sorumlu tutulmaktadir(Gijon et
al., 1999).
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Son olarak, GIVAPLA;’nin fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat (PIP;)
icin yiiksek bir afinite ve spesifite gosterdigi gosterilmistir. Arayiizle
gerceklesen PIP, aracilikli etkilesim ayni zamanda GIVAPLA;’de
aktivite artisina neden olmaktadir. Cok sayida fosfoinozitid-protein
etkilesiminde aracilik  bir plekstrin  benzeri bodlge {izerinden
gerceklestiginden, GIVAPLA,’de bu tiirden bir bolgenin agik bir sekilde
bulunmayis1 oldukga sasirticidir. Bu aktivasyon, PIP, seviyesindeki es
zamanl artig ile birlikte meydana gelir. Bunun da o&tesinde, aktive
hiicrelerde, fosfatidilinozitol 4,5-fosfattan PIP, sentezinin inhibe
edilmesi, AA saliniminda bir azalmayla orantili olmaktadir. Sonug
olarak, dinlenme sathasindaki hiicrelerde PIP, seviyelerindeki dogrudan
eklenme veya iiretiminin uyarilmasi seklinde gerceklesecek herhangi bir
artig, artmis AA salinnmiyla sonuglanacak sekilde GIVAPLA;’yi aktive
etmeye yetmektedir(Mosior ef al., 1998; Balsinde et al., 2000).



Cizelge 3.3 Aktif Merkezinde Serin iceren PLA, Gruplar

Grup

v

VI

VII

VIII

Kaynak Alternatif isim Boyut Ca* Disiilfit
) (kDa) bag sayisi
A Insan U937 hiicreleri/platelet/ cPLA, 85 <puM; -
Sigan bobregi membran translokasyonu
B Insan pankreasi/karaciger cPLA; 114 “uM; -
kalp/beyin membran translokasyonu
C Insan kalbi/iskelet kasi cPLA; 61 - -
A-1  P388DI makrofajlar,CHO iPLA 84-84 = g
A-2  Insan B-lenmfositler,testis iPLA; 88-90 - -
B Insan kalbi/iskelet kasi iPLAS 88 - -
A Insan/fare/domuz/sigir plazma PAF-AH 45 - -
B Insan/sigir/karaciger/bébrek PAF-AH(II) 40 - -
A Insan beyni PAF-AH 26 - -
B Insan beyni PAF-AH 26 - -

27
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GIVBPLA;

EST wveritabanlarindaki aragtirmalar, insan genomundaki yeni
GIVBPLA,; paraloglarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bir insan EST’si
kullanarak, 1012 amino asitlik bir matiir proteini tiimiiyle tanimlayacak
sekilde GIVBPLA, ile % 30 o6zdeslikle GIVBPLA, klonlanabilmistir.
mRNA, her yerde bulunabilecek kadar ¢ok eksprese ediliyorsa da
pankreas, karaciger, kalp ve beyinde daha yiiksek seviyelerde
goriilmektedir. GIVBPLA; enzimi, 114 kDa agirliktadir ve kendine 6zgii
242 kalntili amino terminal uzantis1 ile C2 bolgesi sonrasinda yine
kendine ozgii 120’lik bir bolimiin ilavesinden meydana gelir.
GIVBPLA,, GIVAPLA, ile aym sekilde kalsiyum bagimli gibi
goriinmektedir ve katalitik artiklar olan Ser-228 ve Asp-549 yakininda
GIVAPLA, ile yiliksek oranda benzerlik gostermektedir, ancak
GIVAPLA, de fosforillendigi gosterilmis olan 4 serin’in herhangi
birisine sahip degildir. Benzer aktif bolge kalintilarinin, bolge tarafindan
yonetilen mutagenez i¢in kritik dneme sahip oldugu gosterilmistir. Grup
IVA PLA,, in vivo ortamda acik bir sekilde PLA, olarak islev
gormekteysede, in vitro ortamda lysoPLA/A, sahibi oldugu ve
transacilaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Ilging bir sekilde,
normalin iistinde GIVBPLA, eksprese eden hiicrelerden elde edilen
lizatlar, yiiksek PLA; aktivitesine sahip oldugu ve PLA; aktivitesi yerine
lysoPLA, aktivitesi sergiledigi goriilmektedir, ancak tanimlayici
kararlara ulasabilmek icin daha ayrntili c¢aligmalara  gerek
duyulmaktadir(Pickard et al., 1999; Song et al., 1999).
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GIVCPLA,

GIVCPLA,, GIVAPLA, ile % 30’dan daha az benzerlik gosteren
ve 541 aminoasitten olugan 61 kDa’luk bir proteindir. Eksprese edilen
mRNA, kalp ve iskelet kasinda en yiliksek oranda bulunmaktadir.
GIVBPLA; icin oldugu gibi, aktif bolge kalintilari, yiiksek benzerlik
gosteren alanlar dahilinde tanimlanmistir ve bolge tarafindan yonetilen
mutagenezi kullanan aktivite i¢in kritik bir Ooneme sahiptir. Kiigiik
boyutlar1 ile uyumlu bir sekilde, GIVCPLA,’de C2 bdlgesi eksiktir ve hig
Ca®" bagimlilig yoktur. Ayrica GIVCPLA> nin GIVAPLA,’ye (24 kat)
kiyasla ¢ok daha diisiik bir AA spesifitesine (3.5 kat) sahip oldugu
gosterilmistir(Pickard et al., 1999; Underwood ef al., 1998).

Fungal GIVPLA; homologlar:

GIVAPLA,; dizisi, Peniillium notatum’dan kalan ve fosfolipaz B
(PLB) seklindeki bir lipaz dahilinde Ser-228 barindirir ve bunun aktif
bolge Serin’i oldugu gosterilmistir. Maya PLB’leri i¢in var olan ilave
siralamalar, GIVCPLA; i¢in kritik olan kalintilarin tigiiniin (Ser, Asp,
Arg) PLB ile ayni hizada oldugunu gostermistir(Pickard et al., 1996).
PLB’ler, tamimlamak gerekirse, fosfolipid substratlardaki her iki agil
zinciri de hidrolize edebilirler, bu ise GIVCPLA; i¢in de bildirilmis olan
bir fenomendir ve dizi benzerligi ile birlikte biyokimyasal benzerligi de
desteklemektedir. En 1yi c¢alisilmis olan PLB, P. Notatum’dan
kaynaklanmaktadir ve bilinen bir agilhidrolaz olarak 1960’lardan beri
lizerinde ¢alismalar yiiriitiilmektedir(Dawson et al., 1967). P. Notatum
dizisi siralandiginda, PLB’ler i¢in bilinen bir 6zellik olarak sayica ¢ok
miktarda asparajin baglantili karbonhidrat barindirdig1 gortilmiistiir(Fujii
etal., 1994).
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3.3.2.2 Grup VI Fosfolipaz A, (iPLA;)

Kalsiyum bagimliligi olmayan ve klonlanip karakterize edilmis
olan ilk PLAj;’ye, kalsiyumdan bagimsiz olmasi nedeniyle iPLA;
denmistir ve simdilerde GVIA-1 PLA; olarak anilmaktadir. GVIAPLA,
ilk olarak P388D; makrofajlarindan izole edilip karakterize edilmistir.
GVIA-1 PLA, ise ilk olarak CHO, P388D ve insan lenfoma
cDNA’larindan klonlanmig ve yaklasik 750 aminoasitten olusan ve
85kDa agirliginda yeni bir molekiildiir ve 8 adet ankyrin tekrar
barindirir. Bunun da 6tesinde, GVIA-1 PLA; ayrica bir lipaz konsensus
dizisi barindirir (Gly-X-Ser*®-X-GLY) ve bu dizi, mutagenezle
gosterildigi tlizere aktif serin’i igerir. Ayrica, serin modifiye edici
inhibitér olan bromoenol lakton (BEL) kadar serin igeren Grup IVA
PLA; inhibitdrleri de GVIA-1 PLA;’yi inhibe etmekte ve bu da serin’in
niikleofil roliinii teyit etmektedir. Heniiz daha fazla aktif bolge kalintisi
tanimlanmamis oldugundan, ve kisaltilmis bir proteinin eksikligi
nedeniyle N-terminali 405 kalintilarinin higbir aktivitesi mevcut degildir.
GVIA-1 PLA, ise radyasyon inaktivasyon c¢alismalar1 ile aktif olarak
gosterilmistir. Buna ilaveten, saflastirilmis bir Grup VIA PLA;’nin
baslangicta ATP tarafindan aktive edildigi gosterilmis, ancak daha yakin
bir zamanda ATP’nin aktivasyonun ortaya ¢ikmasina sebep olabilecek
bir koruyucu olarak rol oynadigi gosterilmistir(Ackermann et al., 1994;
Balboa et al., 1997; Ackermann et al., 1995; Lio et al., 1998).

Hamster, insan ve fare GVIA-1 PLAy’lerinin ilk klonlamalarindan
sonra, insan GVIAPLA, geninin ¢ok sayida birlesik varyanti oldugu
kesfedilmistir. Daha uzun (88kDA) birlesik olup sekizinci ankirin
tekrarina 54 aminoasit eklenmis olan varyantin aktivite sahibi oldugu
gosterilmis ve buna gore GVIA-2 PLA, olarak adlandirilmustir. Inaktif

olan diger iki birlesik varyant ise ayni zamanda tanimlanmis, ve ilk 7
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ankyrin’in degisken terminallerle devam ettigi gdsterilmistir. Ik inaktif
birlesik varyant olan GVIA Ankyrin-1’in es zamanl transfekte
edildiginde GVIA-2 PLA; aktivitesini azalttig1 gosterilmistir ve bu da
hetero-oligomerlerin  olusabilecegi ve inaktif birlesik varyantlar

tarafindan inhibe edilebilecegine isaret etmektedir(Larsson et al., 1995 ).

[k tanimlanmis olan insan GVIA-1 PLA,’si daha yakin bir
zamanda pankreatik ada hiicrelerinde de tanimlanmistir. Rekombinant
ekspresyon ise fare ve hamster kaynaklt GVIA-1 PLA; i¢in ve insan
kaynakli GVIA-2 PLA, i¢in ¢ok benzer bir aktivite oldugunu
onaylamistir. Insan GVIA-1 PLA, ve GVIA-2 PLA,’si de, GVIA-1
PLA,’nin etkinligi ATP’den bagimsizken GVIA-2 PLA;’nin ATP
tarafindan gelistirilebilen bir etkinlige sahip olmasi nedeniyle 6zdes
degillerdir. Bunun 6tesindeki sonuglar ise, belki 54 amino asitlik dizinin
eklenmis olmasindan dolayl, GVIA-2 PLA;’nin in vivo ortamda
membrana bagli oldugunu gostermistir. Bu varyantlarin her birisi i¢in
dokuya bagimli ekspresyon sablonlari, diger varyantlar i¢in oldugu gibi
tanimlanmis ancak karakterize edilmemis ve ayri bir incelemede daha

ayrintili olarak ele alinmistir(Winstead et al., 2000).

GVIAPLA; nin BEL tarafindan inhibisyonu ve spesifik antisens
oligoniikleotid bazli inhibisyon zemininde fikir birligine varilmis olan
kanitlar, c¢esitli sistemlerde, GVIAPLA;’nin fosfolipid yeniden
modellenmesinde ve lizofosfolipid Tliretimi sayesinde homeostazda
anahtar bir rol oynamakta oldugunu demonstre etmistir. GVIAPLA; nin
fosfolipid yeniden modellenmesi ve homeostazda oynadigi agik role
ilaveten, c¢esitli diger raporlari sinyal iletimi ile diger fizyolojik
siireclerde de GVIAPLA;’nin yer aldigimi vurgulamaktadir ve bunlarin

her biri, farkli yerlerde 6zetlenecektir. Coklu birlesik varyantlarin varlig
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ve aktif GVIAPLA;’ nin oligometrik dogasi, GVIAPLA,; i¢in karmagik
roller ileri siirmektedir(Winstead et al., 2000).

GVIBPLA;

Cok yakin bir donemde, yeni bir kalsiyumdan bagimsiz PLA,,
insan genom projesinden tlirev alan Oncli bir dizi zemininde
tanimlanmistir ve EST’lerin ileri diizeyde arastirilmasi, tam dizilimin
kalp ve iskelet kasi cDNA’sindan ve bagimsiz olarak insan lenfosit
cDNA’sindan klonlanmasina izin vermistir. Bu dizilim, korunmus olan
437 aminoasitlik ¢ekirdek tizerinden GVIA-1 PLA; ile yaklasik % 25’1k
bir 6zdeslik gostermektedir. 3.4kb civarinda bir mRNA, kalp, plasenta,
bobrek, karaciger, beyin ve iskelet kasinda tespit edilmistir. S6z konusu
bu yeni PLA, ise aralarinda plazmenil-PC’nin de bulundugu sn-2
pozisyonundaki c¢esitli yag asitleri ile birlikte PC’i hidrolize
edebilmekteydi ve bu da PLA;-spesifik bir aktiviteye isaret etmekteydi.
Aktivite ayrica irreversibl serin hidrolaz inhibitorii olan BEL tarafindan,
3 dakikalik enkiibasyonda 3uM gibi bir ICsy degeri ile inhibe
edilmekteydi. Caenorhabditis elegans’da ise 546 aminoasitlik olup
GVIBPLA, ile % 47 o0zdeslige sahip bir GVIBPLA, ortologu
tanimlanmistir(Mancuso et al., 2000; Tanaka et al., 2000). Mevcut
dizilim benzerligi ve GVIAPLA, ile olan biyokimyasal benzerlik
dogrultusunda, insan gen f{iriinii (ya da iriinleri) ve tiir homologlari,
GVIBPLA;’ler olarak smiflandirilmustir.

Diger GVIPLA; homologlar1
Veritaban1 taramalari, memeli Grup VI PLA;’leri ile alakali olan

farkli tiir proteinlerini agiga ¢ikarir. Calisilmis en iyi O6rnek ise patates ve

diger bitkilerden elde edilen patatin isimli PLA;’dir. Patates patatini
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(yaklasik 40 kDa), PC substrat1 i¢in PLA, aktivitesinden daha fazla PLA,
aktivitesine sahiptir ancak ikinci lysoPLA /A, reaksiyonunun rolii heniiz
arastirlmis degildir. Ca®" yoklugunda da aktif olsa da Ca®" varliginda
patatin’in aktivitesi 3 kat artmaktadir, patatin bagimli bir aktivite artisi
gosterir ancak bunun 6nemi heniiz net degildir(Senda et al., 1996). Bir
diger patatin homologu (patatesle % 48 6zdesliktedir) ise salataliktan
klonlanmis ve karakterize edilmistir. Hi¢ genel lipaz aktivitesine sahip
olmadigr ve PLA, aktivitesinin PC substrat {izerinde PLA; aktivitesine
kiyasla en az 15 kat fazla oldugu goriilmiistiir(May et al., 1998). Yakin
donemde GVIBPLA; nin kesfedilmesiyle birlikte, eger herhangi birine
aitse patatin’in hangi GVIBPLA, alt grubuna ait oldugunu belirlemek
zordur. Her iki patatin de GVIBPLA,; lipaz konsensus sekansina sahiptir
(Gly-Thr-Ser-Thr-Gly) ancak lipaz bolgesinin tamami hem salatalik
patatini hem de Grup VIA ve VIB PLA;’lerinde korunmustur, bu nedenle
acik ve net bir alt grup atamasi, daha ileri diizey dizilim ve enzimoloji

verilerini gerektirmektedir(Six et al., 2000).
3.3.2.3 Grup VII Fosfolipaz A, (PAF-asetilhidraz)
GVIIAPLA,; (plazma PAF-asetilhidrolazi)

GVIIAPLA,, iyi ¢alisilmis ve incelenmis olan bir plazma trombosit
aktive edici faktor asetilhidrazidir (pPAF-AH). Trombosit aktive edici
faktor (PAF), sn-1 zincirinin bir eter baglantis1 ile linklendigi ve sn-2
pozisyonunun asetil grubu tagidigi bir fosfatidilkolin seklidir. PAF’1n ¢ok
sayida fizyolojik etkisi vardir ve bunlar arasinda, sn-2 asetil grubunun
lyso-PAF olusturmak {izere hidrolizi nedeniyle ortadan kaldirilabilen
kuvvetli proinflamatuar etkiler de yer alir(Derewenda et al., 1999;
Peplow, 1999).
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PAF-hidrolaz aktivitesi agisindan en 1iyi oldugu bilinen
GVIIAPLA,, aym1 zamanda sn-1 zincirinin uzunlugu ya da dogasindan
bagimsiz bir sekilde PC veya PE’nin sn-2 pozisyonundan, uzunlugu 9
karbona kadar olan kisa zincirli okside yag asitlerini de hidrolize
edebilmektedir. GVIIAPLA;’nin ¢ogu hayvanlarin kan dolagiminda
mevcut oldugu ve insanlarda ise diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve
ylksek yogunluklu lipoprotein’in apolipoprotein B100’i (apoB100) ile
iliskili oldugu bulunmustur(Stafforini et al., 1987; Stafforini et al., 1999).
LDL iizerinde okside fosfolipidlerin varligi, ateroskleroz gibi patolojik
durumlarla iliskilidir ve bu nedenle, okside lipidin okside agil zincirini
ayirabilen GVIIAPLA, lokalizasyonu, koruyucu bir rolle islev
gosterebilir(MclIntry et al., 1999). Fare i¢in olmasa da 6zellikle insanda,
GVIIAPLA; nin apoB100 ile iliski i¢indedir ve farklilik, kritik kalintilar
olan Trp-115 ve Leu-116 diizeyinde mevcut olmaktadir (Stafforini ez al.,
1999). GVIIAPLA;’ ile ApoB100 arasindaki etkilesimler agik olsa da,
s0z konusu etkilesimin fizyolojik 6nemi heniiz netlesmis degildir. Yakin
donemde GVIIAPLA, nin yiizeyler arast bir enzim olmadigi
gosterilmistir ve bu, substratina bir membran gibi fosfolipid agregat
tizerinden erismedigi anlamina gelmektedir ancak sadece PAF veya
oksidatif olarak kisaltilmis fosfolipidlere soliisyonlardan fosfolipid

monomerler seklinde erisim gosterir(Min et al., 1999).

GVIIBPLA,

GVIIBPLA,, ilk olarak sigir beyninden bir PAF-AH II olarak
saflagtirilan ve karakterize edilen intraseliiler bir enzimdir(Ho et al.,
1997). GVIIBPLA,, GVIIAPLA, ile lipaz konsensus motifi olarak Gly-
X-Ser-X-Gly barindirmas1 ve yaklasik 40 kDa’luk 392 amino asit
barindiran bir monomer olmasi sayesinde Onemli Olclide dizilim

benzerligi (% 41) gostermektedir. GVIIAPLA; ile hemen hemen ayni
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yolla GVIIBPLA, de sadece asetil iceren degil glutaril (terminal
karboksilik asidi bulunan 5 karbonlu) kadar uzun olanlar1 da igeren sn-2

acil zincirlerini hidrolize edebilmektedir(Hattori et al., 1996).

GVIIBPLA,, en yiiksek oranlarda karaciger ve bobrekte ve daha az
oranda ise kalan diger viicut dokularinda eksprese edilmektedir(Hattori et
al., 1996). Daha ileri diizey analizler, GVIIBPLA; nin Met-Gly-X-X-X-
Ser sonu¢ dizisi ile N-terminalinden myristoylate oldugunu
gostermektedir. Sitozolda bulunmasma karsin GVIIBPLA, kismen
niikleer zarf bitisiginde endoplazmik retikulumda yerlesimlidir ve bu
durum biinyesindeki myristoylasyon sayesinde kolaylastirilmaktadir.
Oksidatif stres ajanlarinin ilave edilmesiyle GVIIBPLA; kisa bir siire
zarfinda membrana ge¢mektedir ve daha uzun donemde ise
antioksidanlara bir yanit olarak sitozole yerlesmektedir. Bunun da
Otesinde, sadece aktif GVIIBPLA;’yi normalin {iistiinde eksprese eden
hiicreler, oksidatif stresorlerin indiikledigi apopitoza karst daha
direnglidir(Matsuzawa et al., 1997). Bu ise, GVIIAPLA;’nin plazmada
oksidasyona karst koruyucu bir rol oynarken GVIIBPLA; nin karaciger
ve bobrekteki hiicreleri oksidatif hasardan korudugu anlamina
gelmektedir(Six et al., 2000).

3.3.2.4 Grup VIII Fosfolipaz A, (PAF-AH1b)

GVIIIAPLA,; ve GVIIIBPLA,

Grup VIIIA ve VIIIB PLA; enzimleri, heterotrimerik PAF-
AH1b’nin aktif alt birimleri olarak beyinde intraseliiler olarak eksprese
edilmektedir(Ho et al., 1997). 26 kDa’luk GVIIIAPLA; ve GVIIIBPLA,
yaklasik % 62 oraninda 6zdeslige sahiptir ve heterotrimerik PAF-AH1b

icinde iki alt dinite olarak bulunmaktadir. Heterotrimer ise
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GVIIIPLA; lere ilaveten 45kDa’luk bir diizenleyici alt iinite ile birlikte
olacak sekilde homodimer ve heterodimerlerden olusmaktadir. Bu
bahsettiklerimiz agik bir sekilde farkli genler olduklarindan burada
GVIIIAPLA, ve GVIIIBPLA, olarak adlandirilmaktadirlar. Tarihsel
olarak baktigimizda, katalitik olan iki alt birim 29 ve 30 kDa’luk alt
birimler olarak ifade edilmekteyken, daha sonra B- ve y- alt birimleri
olarak tanimlanmis, en sonunda ise PAF-AH1b’nin o, ve a; alt birimleri
olarak kabul edilmistir. Klonlanmis olan ilk katalitik alt birim
GVIIIAPLA; (a; alt birimi) olmus ve sigir beyninden klonlanmistir. Hem
GVIIIAPLA; hem de GVIIBPLA; i¢in yaklasik 230 amino asitlik
diziler, Gly-X-Ser-X-Val seklindeki psddo lipaz konsensus motifi
dahilinde bir “Serin” igermektedir, ki bu serin artik niikleofilik serin
olarak kabul edilmektedir(Hattori et al., 1995).

GVIIIPLA; enzimleri, PAF i¢in asir1 miktarda substrat spesifitesi
gosterirler ve propiyonil-PAF i¢in % 5’in altindaki PAF aktivitesine kars1
GVIIIPLA;’da bu deger yaklasik % 50 olmaktadir(Hattori ef al., 1996 ).

4. PLA; ENZIMLERININ BiYOKIMYASI

4.1 Biyokimyasal Sentezlerde PLA,

4.1.1 Arasidonik Asit Kaskadi ve Eikozanoidlerin Biyosentezi

Membran fosfolipitlerinin PLA, ile hidrolizi sonucu agiga ¢ikan
lizofosfolipitler(LysoPL) ve yag asitleri 6zellikle arasidonik asit(AA),

farkli patalojik durumlarin medyatorliigiinii yapar.

LysoPL’ler beyaz kan hiicrelerini aktive eder ve endotel hiicrelerin

monotabakasina dogru onlarin  gecirgenligini artinr.  Ozellikle
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lizofosfatidilserin mast hiicrelerinde histamin sekresyonunu artirir.
LysoPL gastrik ilser, bliyiime faktorleri(6zellikle lyso-fosfatidik asid)
gibi doku tahribatin1 ve kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, timor
metastazin1 indiikleyebilir. LysoPL’ler ayni zamanda inflamasyon
proseslerinin gii¢lii bir medyatorii olan platelet aktivasyon faktoriiniin de
prekiirsoriidiir(Yedgar et al., 2000).

Arasidonik asit (AA;5,8,11,14-eikozatetraenoik asit)
metabolizmasi, 25 yildan fazla bir siiredir farmakoloji, fizyoloji ve
biyokimya i¢in aktif bir sekilde arastirma konusu olmaktadir. AA
metabolitlerinin ¢ok sayida fizyolojik rolii olduguna dair yaygin
inaniglara ragmen, AA olusumuna dair ayrintilar hali hazirda tam
anlamiyla agiga kavusmus degildir. Bir serbest yag asidi olarak AA i¢in
hiicre i¢i seviyeler diisiiktiir ve bu nedenle olusumu, genellikle AA
metabolitlerinin sentezini kisitlamaktadir. AA, cesitli lipazlarin deagile
edici etkisi ile potansiyel olarak serbestlestirilebilecekleri yer olan
membran fosfolipidlerinin s»-2 bolgesinde bulunurlar. AA, ozellikle
prostaglandinler(PGs) ve 1okotrienler(LTs) gibi eikozanoidlerin
iiretilmesi i¢in siklooksigenaz(COX1, COX2) ve lipoksigenaz(LOX)
yoluyla metabolize edilir (Sekil 4.1). Eikozanoidler, enflamatuar
reaksiyonlarla iligkili olan ¢esitli semptom ve bulgulara aracilik etme
yeteneklerini saglayan oldukca genis bir biyolojik aktivite yelpazesindeki
davranislar sergilerler(Balsinde et al., 1999). AA’in sn-2 bolgesinden
PLA, araciligiyla ayrilmasi, hiicrelerdeki deagilasyon i¢in bir anahtar
basamaktir, ancak AA’in potansiyel olarak diger bazi ileti yollar
tarafindan da iretilebildiginin belirtilmesi gerekmektedir. Bunlar
arasinda; mono- ya da digliserol lipaz iizerinden AA iiretecek sekilde
parcalanabilen diasilgliserolii olusturan fosfolipaz C, ve fosfatidik asit
fosfolipaz tarafindan diasilgliserole metabolize edilebilen fosfolipaz D

iireten fosfatidik asit yer almaktadir. Gorece daha az diizeyde yaygin
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olarak bilinen bir gergek de, lizofosfolipidlerin reagilasyonunda
faydalanimi inhibe edildiginde AA seviyelerinin hiicrelerde artis

gosterebilecegidir.
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Sekil 4.1 Memeli hiicrelerinde arasidonik asit metabolizmasi(Capper et al., 2001)

4.1.2 Surfaktan Biyosentezi

Alveolar i¢ kaplama hiicrelerinin tip II pneumosyitler tarafindan
major salgilanan iirlinii surfaktandir. Tip II pneumositlerle salgilanir.
PLA, akciger surfaktanlarinin ana aktif bilesigi doymamis
fosfatidilkolinin(DPPC) anahtar enzimidir. DPPC iki mekanizma
tizerinden de gerceklesebilir. (1)Deagilasyon-reagilasyon prosesi

(2)Deagilasyon-transacilasyon reaksiyonu(Robertson et al., 1984).
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4.1.3 Platelet Aktivasyon Faktorii(PAF) Biyosentezi

Ozellikle fagositik siif hiicreler stimiilasyonla platelet aktivasyon
faktori (PAF, 1-O-alkil-2-asetil-glisero-3-fosfokolin) iiretir. Sentez
yeniden modellenme yolu yada de novo sentezi ile gerceklesir. Yeniden
modellenme PLA, aktivasyonu ile baslar. Bir sonraki adim lizo-PAF’1in
spesifik  bir  acil-CoA:lizo-PAF  asetiltransferazla  katalizli  bir
reaksiyonuyla asetatin eklenerek PAF’a doniisiimiidiir. De novo sentezi
1-O-alkil-2-asetil-sn-gliseroliin bir CDP-kolinle PAF’a doniisiimiini
gerektirmektedir. PAF’1n nétrofil, eisonofil, monosit, makrofaj, platelet
ve endotel hiicreler gibi degisik hiicre tipleri tarafindan {retildigi
bilinmektedir. PAF’mn fizyolojik ve patolojik davraniglari PAF
asetilhidrolaz tarafindan modiile edilmektedir. Plazma PAF asetilhidrolaz
bir PLA, dir(Prescott et al., 1990; Sturk et al., 1989; Tjoelker et al.,
1995).

PAF disik tansiyon, akcigerle ilgili yiiksek tansiyon, brons
daralmasi, akcigerde O6dem ve damar gecirgenligini artirmaktadir,
travmatik ve septik sokun gelismesinde major isaret olarak
goriilmektedir(Humphrey et al., 1982; Vadas et al., 1984). PLA, ve PAF-
aseteterin artan diizeyleri septik soklu ve multiple travmali hastalarin
sirkiilasyonunda bulunmakta ve yetiskin solunum sistemi sendromundaki
oran yiiksek PLA, diizeylerinde ger¢eklesmektedir. PLA, ve PAF-
aseteter diizeylerinin herikiside hastalifin siddeti ile korelasyon
halindedir ki PLA, ve/veya PAF-aseteter septik ve travmatik sokun

belirleyicisi olarak kullanilabilir(Sérensen et al., 1994).
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4.1.4 Membranin Yeniden Modellenmesi

Transagilasyonlar ~membran modellenmesinde  6nemli  rol
oynamaktadir. Fosfolipazlar transagilazlar olarak bile transagilasyon
sistemlerinde gorev yapabilir. Kardiolipin hemen hemen biitiin molekiiler
tiirler icinde linoleilin varligr ile diger fosfolipidlerden ayrilmaktadir.
Kardiolipinin linoleil igerigi oOzellikle mitokondrial PLA, igeren bir
deacilasyon-reagilasyonla zenginlestirilmektedir(Kramer et al., 1984;
Schlame et al., 1990).

4.1.5 Lipid Peroksidasyon Tahribatindan Membranlarin
Korunmasi

PLA, fosfolipid membranlarinda tercihli olarak perokside olmus
yag asidi esterlerini hidrolizler ve bdylece PLA, fosfolipid
peroksidasyonunun detoksifikasyonunda temel olarak goriilmektedir.
Serbest yag asidi hidroperoksidlerinin ayrilmasi glutatyon varliginda
glutatyon peroksidaz tarafindan azaltilmaktadir. Lizofosfolipitler
membran yapisinin tamirini tamamlamak i¢in tahminen uzun zincirli bir
acil-CoA ile tekrar acillenmektedir(Van Kuijk et al., 1987).

4.2 Inflamasyon Reaksiyonlarinda PLA,
4.2.1 Genel Etkiler

Inflamasyonunun en kabul edilebilir mekanistik agiklamasi
kimyasal teoridir. Bu teoriye gore aktive olmus, tahrip olmus yada 6lmiis
hiicrelerden ayrilan medyatorler inflamasyonun isaretlerini  ve
semptomlarin1 gostermek icin cevap olmaktadir. PLA, aktivasyonu

inflamasyonun efektor yolunda esas adimdir. Doku tahribatina direk yol
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acan inflamasyon medyatorlerinin ¢ogu iyi bilinmektedir. AA, toksik
oksijen  radikalleri ve PAF  metabolitleri  polimorfoniikleer
hiicreler(PMN), bazofiller, lenfositler ve mast hiicreleri gibi farklh
inflamator hiicrelerinde PLA, ile iiretilmektedir. Inflamasyonun en yakin
bolgesindeki medyatorler mikrobiyal enfeksiyonun varligina isarettir. Bu
sinyaller interlokinler, timdr nekroz faktdr(TNF) ve PLA, dir. Ozellikle
bakteriyel, viral ve protozoan enfeksiyonlar da PLAj;’nin roliinden
kaynaklanmaktadir. AA ve metabolitlerinin artan diizeyi ile inflamator
prosesinin birlikteligi hayvan modelleriyle ve erkeklerde agik olarak
belirlenmistir(Kaiser, 1999).

Inflamasyonun patogenezinde salgilanan PLA,’nin 6nemi deney
hayvanlariin deri, deri alt1 hava kesesi, akciger, karin zar1 boglugu ve
eklem bolgelerine enjeksiyonu ile gosterilmistir. Saflastirilmig sican
platelet PLA;,’si eklem iltihabinda inflamasyonlu pencgelerde 6demi
siddetlendirmektedir(Cirino et al., 1994; Edelson et al., 1991; Vadas et
al., 1989; Murakami et al., 1990).

4.2.2 Bakteriyel, Viral ve Protozoal Enfeksiyonlarda PLA,

Endotoksinler ve diger mikrobiyal iiriinler, stokinler ve diger
inflamator medyatorlerin sentezini indiikler ve septik sendroma cevap
olusturur. Farkli inflamasyon hiicrelerinden sirkiilasyona PLA;’nin
aktivasyonu ve salgilanmasi bu durumda 6nemli rol oynar. TNF ve
interlokin-1(IL-1) endotoksimia ile alakali klinik gelismelerle
iliskilendirilmistir. Bu durum septik sokun goriinmesiyle TNF ve IL-1’in
takip eden olusumuyla desteklenmistir. Serumda PLA;’nin artan
aktivitesi yada kiitle konsantrasyonu invasiv bir bakteriyel enfeksiyonu
gostermektedir(Kaiser, 1999). PLA, bakteriyel saldiriya karsi atakei

savunma mekanizmalarinda merkezi rol oynar. PLA, fagositoz ve
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noétrofil fonksiyonlarin modifikasyonu ile gergeklesir ki bunlar kemotaksi
ve siiperoksit ve lizozomal enzimlerin ayrilmasi ile ilgilidir. Dolasimdaki
PLA; bu savunma aktivitelerini yansitmaktadir(Hoffmann et al., 1989).
PLA,; artan protein gecirgenligi bakterisidal etkiyle 16kositler tarafindan
bakterinin 6liimiine de karismaktadir(Elsbach ef al., 1988).

Viriislii enfeksiyon hiicre erimesini indiikleyebilmekte ve bu durum
icerden erime ve disardan erime olmak iizere iki tipte siniflandirilmistir.
Ilk basta konakg1 hiicrelerde bazi viriislerin replikasyonu sirasinda ve
daha sonra ekstraseliiler viriis ve hiicre membrani arasinda etkilesimin en
yakin basamaginda yer alir. Kizamik viriisii ile enfekte olmus insan
amniotik membrandan kiiltiirlenmis hiicreler viriis replikasyonunun son
adimlarinda igerden genis erime gostermektedir. Bu olaya enfekte
hiicrenin sitozoliinde lizozomlardan PLA; nin ayrilmasi eslik eder ve
lizofosfatidilkolin olusumu hizlanir(Suzuki et al., 1982). Serumda PLA,-
IT diizeylerinin belirlenmesi viral enfeksiyonun tiirii ile ilgili 6nemli bilgi
vermektedir.Dolasimdaki PLA,-II’nin artan konsantrasyonlar1 sitmali
hastalarin  kaninda bulunmustur ki bu protozoal enfeksiyon
belirtisidir(Vadas et al., 1992).

4.2.3 inflamator Hiicrelerde PLA,
4.2.3.1 Polimorfoniikleer Lokositler

Inflamator cevabin olusmasinda PMN 16kositlerin  6nemli bir
fonksiyonu PAF ve eikozanoidler gibi biyoaktif lipid medyatorlerin
iiretilmesidir. Insan PMN’de bu inflamasyon medyatdrlerinin
olusmasimin ilk adimi seliler PL’lerin PLA, katalizli hidrolizini
gerektirmektedir(Walsh et al., 1983). PMN’lerin graniillerinde saklanan

¢Oziinlir bir PLA,, fagositik, antijenik yada kemotaktik stimiilasyona



43

cevap olarak ekstraseliiler bosluga birakilir(Victor et al., 1981). Tavsan
ve insan PMN lokositlerde PLA,, PL’lerin hidroliziyle bu hiicrelerin
bakterisidal aktivitesine katilmaktadir. PLA, aktivitesi insan ve tavsan

noétrofillerinin her ikisinde de gosterilmistir(Forst et al., 1986) .

PLA,-II, inflamasyonun bazi sitokin medyatorlerinin ayrilmasini
artirarak PMN 16kositlerde arasidonat metabolizmasinin artmasinda rol
oynar(Murakami et al., 1993). Bununla beraber beyaz hiicrelerde
PLA;’nin 6nemi beyaz hiicre sayisiyla inflamasyon sirasinda PLA;
aktivitesiyle korelasyon halinde olmadig1 gibi bir soru getirmektedir ve
PMN I6kositler inflamator akiskan PLA;’nin minor ek kaynagi
olabilmektedir. Ancak eklem romatizmasi olan hastalarin sinovial
sivilarinda arasidonik asit ayrilmasi ve beyaz hiicre(akyuvar) sayisi

arasinda da pozitif bir korelasyon belirlenmistir(Loeser et al., 1990).
4.2.3.2 Bazofiller

Sican basofilik leukemia(losemi) hiicrelerinde IgE reseptorlerinin
koprii olmast histamin sekresyonuna birliktelik eden biyokimyasal
olaylarin bir¢coguyla sonucglanir. Bunlar arasinda goéze carpan, PLA;
aktivasyonu ile hiicresel fosfolipidlerden AA ayrilmasidir. Proses, Ca®'-
bagimsiz ve Ca’’-bagimli olarak ayrilabilmektedir(Garcia-Gil et al.,
1986).

4.2.3.3 Lenfositler
T-lenfositlerinde PLA, aktivitesi, sigan timus ve gecirgen T

hiicrelerinden AA’in  ayrilmasiyla indirekt yolla  goriilmiistiir.

Lenfositlerin PLA, davranigi interferon-y indiiksiyonu i¢in daha yardime1
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bir sinyal saglamaktadir. AA interferon-y iiretimi i¢in IL-2 sinyalinin

medyatdrliigiinde rol oynamaktadir(Goppelt-Struebe et al., 1986).
4.2.3.4 Mast Hiicreleri

Eikozanoidler ve PAF gibi lipid medyatdrlerin iiretimi hiicresel
PLA,’nin aktivasyonuyla indiiklenir. Kiltiir mast hiicrelerinde en
azindan ii¢c PLA, kaydedilmistir. Bunlardan ilki Ca*"-bagimh 14 kDa
PLA,,ikincisi 85 kDa sitozolik enzim ve iigiinciisii Ca2+-bag1mh PS igin
ylksek substrat spesifikligine sahip PLA;’dir. PLA, mast hiicrelerinden
histamin ayrilmasinin medyatdrii olarak belirlenmistir(Chi et al., 1982).
Ancak fare mast hiicreleri {izerinden son yapilan arastirmalar PLA; nin
lipid medyatorlerinin  iiretilmesi i¢in istenen arasidonik asidin
ayrilmasinda temel olmadigi belirtilmektedir. PLA, aktivasyonu
salgilama mekanizmasi1 sirasinda membran-fiizyon olaylarinin bir sonucu
olmadig1 tahmin edilmektedir(Churcher et al., 1990).

4.2.3.5 Makrofajlar

Makrofajlar inflamasyon cevabinin degisik fazlarinda ki yetenekleri
ile 1yi karakterize edilmis biyoaktif medyatorlerin salgilanmasinda
onemli rol oynadigi belirtilmektedir(Scott et al., 1984). Makrofajlar
tarafindan iiretilen potansiyel medyatorlerin bir sinifi PAF ve eikozanoid
lipid metabolitlerdir. En ayrintili karakterize edilmis PLA,, makrofaj
benzeri hiicreden P388D1’den membrana bagli Ca*"-bagimli PLA,’dir.
Bu enzim saflastirilmig, kinetik olarak karakterize edilmis ve PLA,
inhibitorleriyle degerlendirilmistir. Kemik iliginden tiirevlendirilmis
makrofajlar pH 9’da PLA; iiretirler, PC ve PE’1 hidrolizler(Kroner et al.,
1981).
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4.2.3.6 Plateletler

Kan pulcuklar1 trombin, kollogen, epinefrin yada karagenan gibi
eksternal stimiilasyona yonelik en ¢ok cevap olusturan hiicrelerden
biridir. Plateletlerde iki farkli PLA, mevcuttur: ilki, plazma iginde
salgilanan mM Ca™*’a ihtiya¢ duyan 14 kDa’luk PLA,’dir. ikincisi,
mikromolar Ca™’a ihtiya¢ duyan 85 kDa’luk PLA,’dir(Kramer ef al.,
1993) . Salgilanan 14 kDa PLA,; sigan plateletlerinden stimiilasyondan
sonra ayrilmis, saflastirilmis ve karakterize edilmistir(Hayakawa et al.,
1988).

4.2.4 inflamasyonun Deneysel Yonleri

Inflamasyon prosesi ve PLA; arasindaki iliskinin ilk delili, deney
hayvanlarinda hiperemia indiikli maddelerin ayrilmasinin
gozlemlenmesinden meydana gelmektedir. Damar aktif madde daha
sonra PLA, olarak tanimlanmistir. Bu bilgi daha sonra Crotalus atrox
zehirinden saf PLA;’nin deri igine ve eklem igine enjeksiyonuyla
hiperemiaya sebep olmasiyla desteklenmistir(Vadas et al., 1986).
Stiphesiz hem PLA,-1 hem de PLA,-II’'nin etkisi 6dem, kizarma ve
seliiler biizilme gibi inflamasyon reaksiyonlarin1 indiikledigi
goriilmiistiir. IL-I ve TNF kiiltiirde hedef hiicrelerden PLA,’ nin sentezini
ve ekstraseliiler salgilanmasini artirmaktadir. PLA;’nin salgilanmasiyla
sitokin stimiilasyonuna cevap olusturan hiicreler sican calvarial
osteoblastlar, sigan renal mesajc1 hiicreler, insan articular chonrocytler,
sigan vascular diiz kas hiicreleri ve hepatoma hiicrelerini de
igermektedir(Weichman et al., 1989).
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Sican zimozan indiikli akciger inflamasyonu yakin gelisme
doneminde inflamasyon sizmasinda kritik rol oynayan PAF 1 bulundugu
deneysel inflamasyonun iyi karakterize edilmis diger bir bdoliimiidiir.
PLA,-II’nin yiiksek diizeyleri zimozan ile indiiklii sicanlarda pleural ve
l6kositlerin her ikisinde belirlenmistir. Bu deneysel sonuglar PLA,-1T"nin
bu modelde eikozanoidlerin iiretimine neden olan inflamasyonun
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir(Hara et al.,
1993).

Erkeklerde PLA, aktivitesinde gbzecarpan bir artis E.coli’den
endotoksinlerle toplardamara ge¢mesinden sonraki ¢ haftada
kaydedilmistir. Maksimum aktivite saldiridan 24 saat sonra bulundu ve
daha sonraki 48 saat belirgindi. Endotoksinlerle saldiriya ugratilmis bazi
insan goniilliler klinik semptomlarin baslangicinda ayni zamana
rastlayan serum PLA, aktivitesindeki artisla takip eden serum gegisi TNF
artis1 gostermektedir. Bu veriler TNF ve PLA; nin ortaya ¢ikis1 kaskadin
bir parcasini olusturur ki PAF ve eikozanoidler gibi aktif biyolojik
medyatdrlerin artmast da verebilir. Erkeklerde rekombinant insan
TNF’nin intravendz infiizyonu PLA;’nin yiiksek diizeylerinin

intravaskiiler ayrilmasini indiikler(Pruzanski et al., 1992).
4.2.5 inflamasyonun Klinik Yénleri

PLA;’nin lokal ve dolasimdaki diizeyi enfeksiyonlar, inflamasyon
hastaliklar1 ve doku tahribatlar1 sirasinda yiikselmektedir. PLA; nin
dolasimdaki diizeyinin so6zii gegen diizensizliklerin siirekliligi, biiytikligi
ve siddetiyle korelasyon halinde oldugu sdylenmektedir. Septik soklu 6
hastada yapilan calismada serum PLA, aktivitesinin etkili olarak
yukseldigi bulunmustur. Sirkiilasyonda ki enzim aktivitesi, yikim

sirasinda ve derecesiyle korelasyon halindedir. Biitiin hastalarda serum
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PLA;’nin enzimatik aktivite ve immiinoreaktivite arasinda agik bir uyum
oldugu bulunmustur. Kandaki PLA, kiitle konsantrasyonundaki artiglar
PLA,-II'nin intravaskuler ayrilma nedeniyle oldugu disiiniilmektedir.
Aktivasyon yada inhibisyon proteinlerinin varligi i¢in higbir delil elde
edilmemistir(Vadas et al., 1992). Beklenen bir calismada sepsis,
nonsepsis bakteriyel ve viral enfeksiyonlu 46 hastanin serumda PLA,-II
ve CRP konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Sepsisli ve kan kiiltiir negatif
bakteriyel enfeksiyonlu hastalarda PLA, konsantrasyonlar1 arasindaki
fark istatistik olarak anlamli degildir. Ancak sepsis yada kan kiiltiir-
negatif bakteriyel enfeksiyonlar ve viral enfeksiyonlar hastalarda PLA,-II
ve CRP kons. arasinda giiclii pozitif bir korelasyon bulunmaktadir.
Erkeklerde dolasimda PLA;’nin yiiksek diizeyleri gram-negatif septik
sokta bulunmustur(Vadas et al., 1988).

Sepsis sirasinda PLA,-II, PAF-AH(PAF-acilhidrolaz) ve 16kotrien
B4(LTB4)’iin yiliksek plazma diizeyleri belirlenmistir. Bu sonuglar
plazmada bu medyatdrlerin yiiksekligini sepsisli hastalarda vaskular
endotel hastalar1 da kapsadigimi gostermektedir. PAF-AH aktivitesi
sepsisli, farkli sitokinler ve endotoksinle yakin iligkisi olan hastalarda
belirlendi ve degerlendirildi. PAF-AH aktivitesi o6len 17 hastada
kurtarilan 13 hastaya gore daha yiiksek bulunmustur. PAF-AH
aktivitesinin plazma endotoksini, TNF-a ve IL-8 diizeyleri ile belirgin
korelasyon halinde oldugu goriilmiistir. Bu bulgular PAF-AH
aktivitesinin patolojik durumun siddetini yansittigin1 Onermektedir.
Ancak PLA,-II diizeyleri ve PAF-AH arasinda belirgin korelasyon
bulunmamaktadir(Endo ef al., 1994).

Nitrit(nitrat(NOy)), PLA,-II, LTB4 ve PAF-AH diizeyleri septik
soklu hastalarda daha yiiksek bulunmustur. Sonuglar Cizelge 4.1°de
gosterilmistir(Nakae et al., 1996).
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Cizelge 4.1 NO,, PLA,-II, LTB4 ve PAF-AH’n septik soklu ve soksuz hastalardaki
konsantrasyonlari.

Soklu Soksuz Referans deger

Serum(NO,)(mmol/l) ~ 1254+101,3  37,0416,7  38,3+19,1

PLA,-II(ng/ml) 305,74202,9  118,0+67,3 <37
LTB4(pg/ml) 104+24,1 73,8+£31,55  77,0£15,7
PAF-AH(nmol/min/I) 28,5+7,7 18,6+9,3 verilmedi

Bakteriyel karinzar iltihapl hastalarin kaninda iki PLA’nin varligi
varligi belirlendi. Bunlar ¢oziiniir Ca*-bagimli nétral aktif PLA, ve
Ca*"-bagimsiz PLA,’dir. Karmn zan iltihabi, kor bagirsak iltihabi ve
akciger iltthab1 olan hastalarin serumunda katalitik aktivitenin arttigi

goriilmiistiir(Matsuda et al., 1991).
4.2.6 Cesitli Organ Tahribatlari(MOF)

Cerrahi yogun bakim hastalarinin oliimciilliigii 6zellikle MOF
sendromunun gelismesiyle ve siddetinin derecesiyle belirlenmektedir.
Deneysel ve klinik delil, PLA;’nin  MOF’un kritik inflamator
medyatorlerini regiile ettigini gostermektedir. PLA,-II diizeylerinin
belirlenmesi diger laboratuvar test kombinasyonuyla birlikte ek bilgi
verebilir. Baz1 arastirmacilar sepsisli, septik soklu ve MOF’lu hastalarda

PLA,; aktivitesinin yiikseldigini rapor etmislerdir(Carrico et al., 1986).

PLA,; aktivitesinin arttig1 ¢esitli travmali 39 hasta iizerinde yapilan
calismada oliimliilik oraniyla korelasyon halinde oldugu goriilmiistiir.
Ancak fatal sonucun tahmini miimkiin degildir. PAF-asetatlar ve PLA;
aktivitesi, septik soklu hastalar iizerindeki diger ¢aligmada septik sok ve
takip eden siddetli travmada hastaligin siddeti i¢in belirleyici olarak

kullanilabilecegi bulunmustur(Sorensen et al., 1994). Serumda PLA,
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konsantrasyonlar1 yiiksek risk tasiyan ameliyat sonrasi sepsisli yada
kontrol hastalari, yayilmis karin zar iltihabi, g¢esitli tahrtibatlar yasayan
215 cerrahi yogun bakim hastalarinda belirlenmistir. Sepsisli ve karin
zar1 iltihaplh hastalarda PLA,-II kons. 0-2. giin aras1 belirgin sekilde
yuksek ve 3-4. giin azalmaktadir. Multiple tahribatlarda PLA, kons.
artmakta ve 3. giin ilk piki yapmaktadir. 2. giinde ¢oklu tahribatl
hastalarin serum diizeyleri 6liimciil ¢oklu organ tahribatlari meydana
gelmektedir(Nyman et al., 1996).

PLA, bagirsak mukozada yiiksek kons. bulunmustur. Beraberinde
bagirsak reperfiisyon notrofillerle stiperoksid iretimi
gerceklesmistir(Mansbach et al., 1990; Van Bebber et al., 1989).
Quinacrine ile PLA; inhibisyonu bagirsak iskemi reperfiizyondan akciger
tahribatin1 engelleyen MOF durumunda PLA;’nin 6nemli rol oynadigi

gosterilmistir(Otamiri et al., 1988).
4.2.7 Kalp Hastaliklarinda PLA,

Miyokardiyal fosfolipidlerin katabolizmasi bazi fosfolipazlarin
araciliginda gerceklesir(PLA ve PLC gibi). Bunlarin yaninda normal
kopek miyokardiyumunda Olgiilebilen PLA, aktivitesinin ¢ogunu
olusturan Ca2+-baglmh PLAy’ler sitozolde o0Ozellikle mitokondri ve
mikrozomlarda bulunmaktadir(Wolf et al., 1996).

Miyokardiyal iskemide, PLA, aktive edilmekte ve yag asidi B-
oksidasyonu inhibe edilmektedir. Bu durum iskemik miyokardiyumda
lizofosfatidler, serbest aragidonik asid ve uzun zincir agilkarnitin gibi
amfifilik metabolitlerin birikmesiyle sonuclanir. Bu maddelerin birikmesi
miyokardiyal biiziilme, aritmi ve hiicre Oliimiiniin artmas1 gibi
fonksiyonel degisiklikleri i¢ine alan iskemik bolgede elektrofizyolojik
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alterasyonlarla iligkilendirilmektedir(Shaik et al., 1981; Katz et al.,
1981). Miyokardiyal lizofosfolipidler asagida belirtilen birkag

biyokimyasal proseslerin sonucu olarak birikebilir.

1) iskemide doymamis yag asidlerinin ve lizofosfolipidlerin ayrilmast,
muhtemelen artan PLA; aktivitesinin sonucu olabilir(Hsueh et al., 1977).
Iskemik bélgede intraseliiler Ca®"un birikmesi ve artan H' iyonlarinin
konsantrasyonu PLA, aktivasyonunu stimiile etmektedir. Ek olarak,
iskemik bolgede siddetli lokal beta-adrenerjik stimiilasyon PLA;
aktivitesini artirabilir. Membran bagl Ca” -bagimsiz
PLA(plazmalojonleri  hidrolizler) miyokardiyal iskemi sirasinda
enzimatik medyatér gorevi goriir(Hazen et al., 1991). Bu enzimin
aktivasyonu doniisiimsiiz ~ seliiler tahribat1 ilerletir ve iskemik
miyokardiyumda en erken biyokimyasal degisimler arasindadir(Ford et
al., 1991).

2) Tavsan miyokardiyumu, yiiksek lizofosfolipaz aktivitesine sahiptir. Bu
enzimin aktivitesi 16 kat ile in vitro kosullarda PLA, aktivitesini
gecmektedir. Bu nedenle lizofosfolipaz aktivitesinin indirgenmesi
iskemik dokuda lizofosfolipidlerin birikmesinde kritik bir belirleyici
olabilir. Iskemide uzun zincirli agilkarnitin, serbest yag asidi ve
lizofosfolipaz1 inhibe eden agil-CoA olmak iizere {i¢ metabolit birikir.
Iskemide maksimum lizofosfatidilkolin konsantrasyonu ve pik
aritmisinde PLA, aktivitesi inhibe olur. Bu onun birikiminden daha
onemli olabilen lizofosfatidilkolin metabolizmasinin inhibisyonu 6neren
ve PLA; aktivasyonunu indiikleyen iskemi hipotezine zittir(Mock et al.,
1990).

3) Son zamanlarda, fosfatidilkolin sentezinin reagilasyon yolunun roliine
dikkat c¢ekilmektedir. Miyokardiyal lizofosfatidilkolin transagilazin

inhibisyonu miyokardiyal iskemide lizofosfatidilkolinin birikimine neden
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olan adimi olabilir ve dolayli yoldan prostaglandin iiretimi i¢cin AA

ayrilmasina neden olur(Deka et al., 1986).

Iskemik kalp rahatsizliginda miyokardiyal dokunun geri
doniisiimsiliz tahribati, dolasimda hiicresel enzimlerin ayrilmasiyla
iliskilendirilmistir. Miyokardiyal iskeminin patogenezinde PLA;’nin
karigsmasi sebebiyle kanda PLA; nin 6lgiilmesi (doku 6liimii) sirasinda
doku tahribatinin bir belirteci olarak Onerilmektedir. Kandaki PLA,
aktivitesinde belirgin bir artis miyokardiyal doku oliimii sonrasi

goriilmektedir.

Potansiyel antrakinon antitiimor ajani olan doxorubicininin klinik
kullanimi, doza bagh letal kardiotoksik etkileri nedeniyle sinirlidir. Artan
prostaglandin ~ formasyonu  doxorubicinle indiiklenmis  kardiak
tahribatinin ~ gergeklesmesinde onemli rol oynayabilir. Kardiak
membranlarin lipid peroksidasyonu PLA;’den kolay etkilenen membran
fosfolipidlerinin peroksidasyonunun baslangicinda gercgeklesir ve kardiak
disfonksiyonuyla artan eikozanoidlerin olusumuyla sonuglanir(Langton
etal., 1992).

4.2.8 Akciger Hastaliklarinda PLA,

PLA, saglikli tavsanlarin akciger homojenatlarinda, sigan
akcigerinin ~ 20000g  silipernatantindan  ve  tavsan  akciger
mikrozomlarindan saflastirilmis ve karakterize edilmistir. PLA, aktivitesi
bronnchoalveolar sivida gibi sitozolik formlarda ve membranla ilgili
olarak her iki formda da belirlenmistir(Lindahl et al., 1989; Filgueiras et
al., 1987).
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Bu enzimler aktive hiicrelerde aktif lipid tiirevleriyle fizyolojik
tiretimde ve dinlenmis hiicrelerde membran fosfolipidlerinin yeniden
modellenmesinde 6nemli rol oynar. Clara hiicrelerinin 10 kDa proteini
PLA; inhibe eder ve akcigerde inflamasyon cevaplarinin regiilasyonunda
onemli olabilir(Singh et al., 1990). PLA; siklooksigenaz ve lipoksigenaz,
bunun yaninda direk etkiyle indiikklenen {riinlerde akciger
inflamasyonunun potansiyel medyatoriidiir. Yetiskin farelerde PLA; nin
intratracheal yonetimi akut akciger tahribatinin kullanigli deneysel bir

modeli olarak diisiintilmiistiir(Cirino et al., 1994).

Akciger stirfaktan eksikligi 4 haftalik bebeklerde solunum yolu
rahatsizliginin(NRDS) ve yetiskin solunum yolu rahatsizliginin(ARDS)
gelismesinde cevap olusturmaktadir. Genellikle ARDS’li hastalar lavage
stvida normal fosfolipid diizeyine sahiptir. Fakat fosfolipid tiir
karistminda ve dipalmitoil fosfatidilkolinde ki bu surfaktanlarin en
aktifidir, belirgin bir indirgenme sézkonusudur. Lavage sivida PLA;
artmis degildir fakat daha yiiksek aktiviteler sistemik sirkiilasyonda
bulunabilir. Son ¢alismalar PLA, ile surfaktan fosfolipid hidrolizinin
gerceklesmesiyle NRDS ve ARDS’nin gelismesine neden oldugu
belirlenmistir(Kaiser, 1999). ARDS’li hastalarda plazmada TNF ve PLA;
aktivitesi yiiksektir. Bu yiikselmeler arterial(atardamar) PLA, aktivitesi
icin isarettir fakat venoz(toplardamar-kirli) kan i¢inde degildir. TNF
diizeyleri vendz plazmada oldugu gibi arteriyel i¢inde yliksek oldugu
bulunmustu ve ARDS ve MOF’lu hastalarda prognostik ve etiyolojik
isarete sahip olabilir. Seri sistemik TNF 6l¢timlerinin ARDS-MOF-sepsis
sendromlu hastalarda kullanmigli  prognostik indikatér olabilicegi
belirtilmistir. PLA, aktivite diizeyleri yliksek TNF diizeylerinde oldugu
gibi dliimiin bir isareti degildir(Romaschin et al., 1992).



53

Alerjik rinitisde nazal(buruna ait) sivida indiiklenen PLA;
romatizmali durumda sinovial sivida bulunan ekstraseliiler PLA;’ye ¢ok
benzerdir. PLA,-II’nin nasal sivi kons. paranasal siniis sivisiyla ve serum
diizeyleriyle (10.8ug/L) karsilastirildiginda yiiksek(590ug/L) oldugu
bulunmustur(Stadel ez al., 1994).

4.2.9 Bobrek Hashklarinda PLA,

Eikozanoidlerin biiyiikk bir c¢ogunlugunu sentezledigi bilinen
bobrekler, birka¢ farkli  PLA, icermektedir. Sican  bdbregi
homojenatlarinda yiiksek molekiil agirlikl bir PLA;
bulunmustur(Gronich er al., 1988). iki Ca*"-bagimli PLA,, sican
bobreginin sitozollinden saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Diisiik
molekiil kiitleli (14kDa) ve yiiksek molekiil kiitleli enzim(110kDa).
Diisitk molekiil kiitleli PLA,, PLA,-I gibi aym1 N-terminal dizisine
sahiptir. Yiksek molekiil kiitleli enzim mM Ca”" kons. aktiftir ve sn-2
pozisyonunda aragidonik asitle gliserofosfolipidler icin tercih
edilmektedir. Sican bobreginin membran fraksiyonunda diisiik molekiilli
PLA, bulunmaktadir. Bu enzimin N-terminal dizisi sican PLA,-II ile
identik oldugu bulunmustur. Yiiksek molekiil kiitleli PLA, sicanlarda ve
insan mesajci hiicrelerde de iiretilmektedir. 110 kDa’luk molekiil kiitleli
renal  PLA;’nin  saflastinlmast  ve  karakterizasyonu  rapor
edilmistir(Gronich et al., 1988). Bu enzim noétralize monoklonal
antibadilerle PLA,-II olarak siniflandirilmistir. Alkali optimum pH’ya
sahip Ca*"-bagimlidir ve substrat olarak fosfatidiletanolamin kullanir. Bu
enzim vazopressin, anjiotensin II, IL-1 ve Coleus forskolii’de kardioaktif
bir diterpenoid olan forskolin ile stimiile edilmektedir. Artan PLA;
aktivitesi ve prostaglandin sentezi hipertensif sicanlarda hipertansiyon
gelismesi ve anlagilmasinda 6nemli rol oynamaktadir(Nakasato et al.,
1991; Kawaguchi et al., 1987).
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Pankreatik enzimlerin yiiksek aktivite ve konsantrasyonlar1 kronik
bobrek bozuklugu olan hastalarin kan plazmalarinda bulunmustur. PLA;
aktivitesi  Uremik plazmada arttigi  belirtilmistir(hastalar:N:15,
1.97+£0.78Umol/L/dk, kontrol:N:12, 0.25+0.47Umol/L/dk). Serumda
PLA,-I konsantrasyonu akut bobrek ve kronik bobrek bozuklugu olan
hastalarda yiiksektir(Costello et al., 1990; Funakoshi et al., 1991).

Diisiik molekiil kiitleli olmas1 nedeniyle PLA, bobrek tarafindan
filtre edilir ve bu nedenle urinde dedekte edilebilir. Radyoimmiinoassay
yontemiyle saglikli 18 kiside plazma PLA; kons. 4.25+13pug/L ve urinde
0.24+0.1pg/L  olarak hesaplanmistir. Uriner PLA, bobrek merkezli
olabilir, direk olarak tahrip olmus tubuler hiicrelerden ayrilabilir. Bu
yaklagimin delili bazen olusan bobrek tubuler bozuklugu olan pankreatik
hastalardan saglanmistir(Fabris ef al., 1992).

4.2.10 Karaciger Hastaliklarinda PLA,

Sican karaciger mitokondride bulunan PLA,, dis ve i¢ membranla
iliskilidir. Sican karaciger mikrozomlarinda plazma membranlarinda,
golgi membranlarinda, niiklear membran ve matrix, ve lizozomlarda
PLA, tesbit edilmistir(De Winter ef al., 1982; Newkirk et al., 1973).

Son calismalar kronik karaciger hastalarinda ve hepatoseliiler
kanserli hastalarda PLA;’nin bulunabilecegini gostermislerdir. Kronik
karaciger hastalarinda serum PLA, aktivitesi siddetiyle paralel olarak
artmaktadir(Kaiser, 1999).
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4.2.11 Pankreatik Hastaliklarda PLA,

4.2.11.1 D1s Salg1 Pankreas

Akut pankreatitisli hastalarin en 6nemli problemi miimkiin olan en
kisa stlirede hastaligin siddetinin belirlenmesi ve tahmini bilgilerin
aciklanmasidir. Akut pankreatitis teshis edilmektedir ve pankreatitis i¢in
hi¢cbir enzim spesifik olmamasina ragmen serumda amilaz ve lipazin
aktiviteleri dl¢iilmesi ile takip edilmektedir. Tripsin, kimotripsin, elastaz
ve riboniikleaz dahil diger pankreatik enzimlerin belirlenmesinde ki
metodlar pankreatik hastaliklarin  teshisinde Onerilmektedir(Kaiser,
1999). Giiniimiizde kabul goren goriis, PLA;’nin akut pankreatitis
patogenezinde 6nemli rol oynamasidir. PLA, inaktif proenzim olarak
pankreasin acinar hiicrelerinde {iretilir ve atak sirasinda pankreas i¢inde
aktive olur(Nevalainen, 1988; Nevalainen et al., 1983). Aktif PLA; ile
hidrolize olan membran fosfolipidlerinden agiga c¢ikan sitotoksik yag
asitleri ve lizofosfolipidler pankreas: tahrip eder ve daha sonra dolasim
icine ayrilmasiyla diger hiicreleride tahrip edebilir. Ayrilan enzim
serumda belirlenebilir. Bu yaklasim diger calismalarla gelistirilebilir.
Domuzlarda deneysel hemorajik(kanamayla ilgili) pankreatitisin
pankreatik kanallara sodyum taurakolat ve tripsinin infiizyonuyla
indiiklendigi ve arkasindan sekretinin enjeksiyonuyla PLA, aktivitesinin
plazmada belirgin bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Dogal bir tripsin
inhibitorii olan aprotinin hayvanlarin yasamimi uzatmustir. Akut
pankreatitisin diger bir domuz modelinde, serumdaki PLA, aktivitesi
pankreasdan meydana gelmistir. Artan PLA, aktivitesi akut hemorajik
pankreatitisde pulmonary(akciger) 6dem olusumuyla pulmonary(akciger)
vaskuler gecirgenligi artirabilir(Chen et al., 1989). Sicanlarda artan
plazma PLA, aktiviteleriyle kronik etanol tiiketimi hayvanlarin 6liim

oraniyla dogru orantilidir(Raemoe et al., 1986). PLA,-II konsantrasyonu
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sodyum taurakolat indiikli pankreatitisde belirgin bir sekilde
artmistir(Uhl et al., 1997).

Akut pankreatitisli hastalarin serumunda PLA;’nin artan katalitik
aktivitesi ilk olarak 1961 yilinda, daha sonra bazi yazarlar tarafindan
rapor edilmistir(Zieve et al., 1961; Matsuda et al., 1986). Serumda
amilaz ve lipaz aktiviteleri akut pankreatitisin tahmininde kullanish
degildir. Ancak serumda PLA, aktivitesindeki artis hastaligin siddetiyle
korelasyon halindedir ve hastaliin teshisinde énemli olabilir(Sternby et
al., 1996).

Akut pankreatitisli 37 hastada yapilan calismada kanda PLA,
aktiviteleri ve yag diizeyleri diisiik diagnostik hassasiyette belirlenmistir
ve konvensiyonel total amilaz hi¢bir avantaja sahip degildir(Winslet et
al., 1991). 58 saghikli kisinin serumunda immiinoreaktif normal
PLA(5.5+1.9ug/L) ve akut pankreatitisli(6zellikle alkolik pankreatitis ve
pankreatik kanser) hastada oldukca yiiksektir(42.6+29.5ug/L  ve
29.2+21.3ug/L)(Nevalainen et al., 1985). Akut pankreatitisli 48 hastanin,
interstinal-odemli 21 hastanin sivisinda immunoreaktif PLA, kiitle kons.
ve Kkatalitik aktivitesi Olc¢iilmiis, her grupta akut pankreatitisin
baslangicindan 48 saaat iginde PLA; kiitle konsantrayonu 10 kat arttig1
bulunmustur.  Pankreatik  hastalarin  (nekrotik  pankreatitisli)
baslangicindan sonra 1 hafta i¢cinde serum PLA,; aktivitesi belirgin olarak
artmistir(Kaiser, 1999).

Akut pankreatitisin 6demli yada nekrotik 36 yogun bakim
hastasinin serum Orneklerinde ilk {ii¢ giin iginde PLA, Kkatalitik
aktivitesinde oldugu gibi PLA,-I ve PLA,-II’nin anlamli kons. artisi
gostermistir.  Pankreatik PLA, degerleri sadece hastaligin ilk

basamaginda artmakta ve daha sonra hizla diismektedir. Sonuglara gore
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akut pankreatitisli hastalarin kaninda inaktif enzim olarak dolasmaktadir.
Sinovial tip PLA; enzimin artan katalitik aktivitesi i¢in cevaptir ve
dogrusu hastalifin patofizyolojisiyle iliskili olabilir(Nevalainen et al.,
1993).

Pankreatik kanserli hastalarda PLA, kiitle kons. kontrole gore
artmig ve serum amilaz aktivitesiyle korelasyon halindedir. Pankreatik
dokudan PLA,-I’in ayrilmas1 tiimore ait prosesler tarafindan pankreatik
dokunun harabiyetine sebebiyet vermektedir. Pankreatik kanserin en
yogun histolojik tipi ductogenic adenokarsinomadir(Morohoshi et al.,
1983).

Pankreas transplantasyonunda en biiyiikk problem pankreas
allograft(doku transfer) dedeksiyonunda uyumluluk i¢in hassas ve basit
bir lab. belirleyicisi olmamasidir. 5 hastada yapilan c¢alismada,
transplantasyondan sonra 1 ay i¢inde yer alan uyum siiresinde plazmada
PLA, ve pankreatik tripsin inhibitorii(PTI) kons. belirlendi. Sonuglar
plazmada PLA;’nin allograft uyumsuzlugu i¢in kullanisli bir belirleyici
oldugu ancak plazma PTI kadar yliksek olmadigi yoniindedir(Suzuki et
al., 1994).

4.2.11.2 Endokrin Pankreas-insiilin Salinimi

Pankreatik isletlerde instilinin glukoz indiiklii ayrilmas1 membran
fosfolipidlerinin yiliksek turnover sayisi ile birlikte gerceklesmektedir.
Insiilin ayrilmasinda PLA, aktivasyonu, PLA;’nin {riinleri arasidonik
asid ve lizofosfolipidlerle indiiklenir. Membran kesme 6zelligine sahip ve
yuksek konsantrasyonda bulunan PLA;’nin {iriinleri islet hiicrelerinin
ylzeyinde morfolojik degisiklikleri indiikler(Metz, 1986). Daha sonra

islet PLA, nin bloke edilmesi glukoz-indiiklii insiilin ayrilmasini inhibe
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eder. Bu agiklamalar glukoz-indiiklii instilin saliniminda PLA;’nin bir
beta  hiicre glukoz  sensOrii  olarak  rol  oynayabilecegini
onermektedir(Metz, 1984). Bu yaklasim klinik agiklamalarla
dogrulanmaktadir. Kontrolsiiz diabetik hastalarda heparin sonrasi PLA;
plazma diizeyi 18.7 U/ml’dir. Bu deger kontrollerden(106 U/ml) ve
kontrollii diabetik hastalarin(87 U/ml) enzim aktivitelerinden belirgin bir
sekilde daha diisiiktiir. Kontrolsiiz diabetlilerin plazmasindaki bu diisiik
aktivite  streptozotocin indiikli  diabetik sican modelinde de

gozlemlenmistir(Shakir et al., 1986).

4.2.12 Bagirsak Hastaliklarinda PLA,

Sican gastrik mukozoda PLA,; belirlenmistir. Niikleotid dizi analizi,
sigan gastrik mukoza ve akcigerden tiirevlenen pankreatik tip PLA,-I
cDNA’lar ile sican pankreast PLA; nin identik oldugunu gostermektedir.
Fosfolipaz aktivitesi intestinal(bagirsak) mukozada da
belirlenmistir(Hirohara et al., 1987).

Safra asitleri ve lizolesitinin gastrik mukozay1 tahrip etmesi gastrik
ilser hastaliginin 6nemli bir nedeni olarak gosterilmektedir. Safra asitleri
ve PLA, {iriinii lizolesitin deney hayvanlarinda gastrik iilsere neden
olabilmektedir ve her ikisinin yiiksek konsantrasyonlari, gastrik
hastalarda saglikli kontrollerle karsilagtirilarak rapor edilmistir. PLA;
aktivitesi ve lizofosfolipidlerin birikimi ince bagirsak iskemi ile meydana
gelen mukozal tahribata neden olmaktadir(Orchard et al., 1977; Otamiri
et al., 1988).
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4.2.13 Ureme Organlan Hastaliklarinda PLA,
4.2.13.1 Erkek Ureme Organlar1

Insan meni plazmasi oldukea yiiksek oranda PLA, icermektedir. Bu
enzim sinovial tiptedir ve prostat tarafindan salgilanir. 16.7 kDa PLA,
insan spermatozaadan izole edilmistir. N-terminal dizi analizi yapilmistir.
Dizi insan meni plazmasinda bulunan 14 kDa-PLA,-II’den
farklidir(Takayama et al., 1991; Langlais et al., 1992). Sigir meni plazma
PLA;’si temel tip PLA, olarak bulundu ve saflastirildi. Ca*" bagiml
enzim 6.5 civarinda opt. pH’a sahiptir. Asidik bolgeye kaymaya meyilli
enzim heparine kars1 afinite gostermistir ve o-bromofenasil bromiir ile
inhibe olmamaktadir. Enzim si8ir meni plazma proteinleriyle inhibe
olmaktadir. Bu proteinlerin sperm ylizeyinin erken lipolizini engellemek
i¢in stabilizasyon ajani olarak rol oynadigindan

siiphelenilmektedir(Soubeyrand et al., 1997).

Bazi deliller, Ca®" iyonlar1 ve fosfolipazin sperm hareketinde ve
sperm kapasitesinde diizenleyici rol oynadigini géstermektedir. Dollenme
esnasinda spermatozoonun “acrosome reaksiyonu” olarak adlandirilan
ekzositotik islem gerceklesir ve spermin yumurtaya girisini saglayacak
olan enzimlerin salmimmimi ve yumurtayla birlesmesini de
saglar(Breitbart et al., 1985; Garbers, 1989). Baz1 caligmalar akrozomal
ekzostozis sirasinda membran erimesine neden olan olaylar serisinde
PLA;’nin temel rol oynadigina dair giiclii deliller sunmaktadir. Bu durum
Ca’" girisinden sonra meydana gelen fosfoinositidaz araciligindaki
polifosfoinosit hidrolizi PLA; aktivasyonunu sagladigin1 gostermektedir,
clinkii  polifosfoinosit  hidrolizi  tamamlandiktan  sonra  hiicre
stimiilasyonunun benzer kosullar1 altinda sadece arasidonat ayrilmasi
gerceklesmektedir(Roldan et al., 1989).
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4.2.13.2 Disi Ureme Organlari

Insan endometrium(uterus duvari) ve amniotik membranlarda bir
PLA, ve PLC aktivitesi bulunmaktadir. Endometriumun glanduler
kisminda steroid hormonlarla diizenlenen Ca”" bagimsiz optimum pH 7.0
olan bir PLA, belirlenmistir(Bonney et al., 1988). Domuz uterusunda
PLA, ve PLC 7°den 15 giine kadar prostaglandin sentezini stimiile
etmektedir. Korpus luteum plazma membraninda luteolizis sirasinda
PLA, aktivitesi belirlenmistir(Riley et al., 1987). Progesteron PLA;
aktivitesini inhibe eden uteroglobin, arasidonat ayrilmasini azaltarak
hamilelik sirasinda uterus iizerine antimobilite etkisini kullanabilir ve
uterusda prostaglandin diizeyleri diiser(Levin et al., 1986). Plasentanin
ham membran fraksiyonundan PLA; nin saflastirilmasi rapor edilmis ve
insan eklem sivisi PLAj’si ile yapi1 homolojisine sahip oldugu
gosterilmistir. Daha sonra PLA; nin iki tiirii insan plasental membrandan
kismen saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Eikozanoid biyosentezinin
kontrolii ¢ok dnemlidir ¢iinkii bu bilesikler uteroplasental kan akis1 iginde
gereklidir(Walsh et al., 1986).

Prostaglandinler ve benzer bilesikler insan ve hayvan ¢aligmalarinin
baslangicinda merkezi rol oynamaktadir. Uterin i¢i membran
fosfolipidlerinden arasidonatin ayrilma orani insan amnion ve decidual
hiicre = membranlarinda bulunan PLA, ile diizenlenmektedir.
Gestational(gebe) doku fosfolipidlerinden aragidonatin ayrilma orani
prostaglandin biyosentezinin biiylik bir belirleyicisi olarak da kabul
edilmektedir(Skinner et al., 1985). Miyometrial, amniotik, decidual ve
plasentada bulunan PLA, membran fosfolipidlerinden arasidonatin
ayrilmasini katalizler. Normal hamilelik ve pretermde PLA,-II ve plazma
diizeyleri acik bir sekilde artmaktadir(Akesson, 1975; Lopez et al.,
1992).
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4.2.14 Sinir Sistemi Hastahklarinda PLA,

PLA; noronal membranlarda bulunur ve beyinde membran
yapilarinin fonksiyonlarinda 6nemli rol oynar. PLA, ile membran
fosfolipidlerinin  kirilmas1  sinaptik membranlarda fizikokimyasal
Ozelliklerde Ornegin transmembran ve yiizey potansiyelleri ve lipid
blayer akiskanliginda degisiklige sebep olur. Sican beyninin sitozolik
fraksiyonunda Ca’"-bagimsiz PLA, ve Ca’-bagimhi bir PLA,
belirlenmistir. Ca®" iyonu sitozolik PLA,’nin translokasyonunu
artirmaktadir(Erin et al., 1985; Yoshihara et al., 1990). PLA, ve
prostaglandinler glial hiicre farklilasmasinin kontroliinde gorev alirlar.
Membran lipidlerindeki  degisikliklerin PLA, aktivasyonu ile
indiiklenmesi, reseptér fonksiyonunun regiilasyonu i¢in fizyolojik bir
mekanizma olarak Onerilmistir. PLA,’nin aktivasyonu kopan sinir
membranlarmin ayrilmasinda 6énemli bir rol oynayabilir(Oliveira et al.,
1984; Yawo et al., 1983).

Beyinde eikozanoid diizeyleri normal sartlar altinda ¢ok diisiiktiir.
Ancak iskemi yada inflamasyon siireci sirasinda artan AA ve
prostaglandin ~ sentezi, @ PLA,  aktivitesinin = sonucu  olarak
goriilmektedir(Gaudet et al., 1980). Miyelin kilifin yaninda inflamasyon
makrofajlarindan ayrilan PLA,, merkezi sinir sisteminin inflamasyonel
anormal degisikliklerde primer demiyelinasyona katilabilir. Sigcanlarda
serebral iskemi, beyin dokusunda membran fosfolipidlerinden ayrilan
serbest yag asitlerinin birikmesine sebep olur(Marion et al., 1979). Cenin
beyninde hipoxianin(oksijen iletiminin zayiflamasi) baslangicinda PLC
medyatorliigiinde diacilgliserin formu, bir sonraki anda AA’in PLA;
medyatorliigiinde ayrilmasiyla takip edilir. PLA;’nin aktivasyonu
Mongollian gerbillerde ve kopeklerde serebral iskemi calisilmistir.

Sinaptik keseciklerde PLA, ve PLC aktivasyonu norotransmiter
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formasyonunu biiyiitmek i¢in ve kese-membran parcalanmasina onciiliik
ederek sinaptik kese membranlarinda konformasyonel degisiklik
meydana getirebilir. Gerbil tiiri hayvanlarda, beyinde iskemi ve
reperfusion ile iligkili hiicresel tahribatta major rol oynayan PLA;’nin
aktivasyonunun sonucudur(Mazzari et al., 1978). Beyinsel iskemide,
PLA; ile PC yada PE den ayrilan AA’den ziyade ¢ogunlukla PLC ile
inozitol-fosfolipidlerden ayrilir. Tavsan beyninin nekrotik lezyonlar
sirasinda cryogenic tahribattan sonra dokuda PLA;’nin belirgin bir

sekilde aktivasyonu bulunmaktadir(Edgar et al., 1982).

Bazi c¢alismalar sizofreninin  fosfolipid metabolizmasinin
diizensizliginden kaynaklandigin1i gostermektedir. Noroplastik terapi
bulunduktan sonra kontrol diizeylerine aktivitenin indirgendigi gibi
plazmada PLA, aktivitesinde belirgin bir artis vardir. PLA,, birka¢ akut
faz proteinlerinden biri olmast nedeniyle kan PLA, yiikselmeleri
sizofreni ve depresyonla belirlenmistir ancak spesifik degildir ve
sizofreni icin spesifik bir belirleyici olarak kullanilamaz(Albers et al.,
1993).

4.2.15 Eklem Hastalhiklarinda PLA,

Eklem romatizmasinda eklem inflamasyonu ve kikirdak
tahribatinin en 6nemli yolu olarak eklem hiicre enzimleri ve inflamator
arasidonik  asit  metabolitlerinin  {iretiminin ~ sonucu  olduguna
inanilmaktadir(Bomalaski et al., 1993). Eikozanoidlerin yiiksek
konsantrasyonlart RA’l1 hastalarin eklem sivisinda bulunmustur ve artan
eikozanoidler organ ve hiicre kiiltiirleri i¢inde romatoid synovia
tarafindan tretilmektedir(Klickstein et al., 1980; Robinson et al., 1975).
IL-1 gibi sitokinler eklem tahribatinda rol oynayabilmektedir. IL-1

synovial hiicrelerde collagenaz, plazminojen aktivasyonu ve ndétral



63

proteoglikanaz aktivitesini artirmaktadir. Aragidonik asit
metabolizmasint aktive etmek icin IL-1’in olmasi gerektigi farkina
varilmistir. Ornegin, IL-1 synovial hiicrelerde, kondrositlerde ve endotel
hiicrelerde PGE,; biyosentezini artirmaktadir(Nolan ez al., 1982).

RA, osteoartritisde(OA), kristal-iligkili artiritis ve olgunlagmamis
RA durumunda eklem sivisinda olduk¢a oOnemli PLA, Kkatalitik
aktiviteleri bulunmustur. Cesitli artropatilerde(eklem rahatsizliklarinda)
eklem sivisinda bulunan enzim PLA,-II’dir(Pruzanski et al., 1991;
Pruzanski et al., 1992). Insan eklem sivisindan PLA, saflastirilmis ve
detayli olarak karakterize edilmistir. 13.7 kDa molekiil kiitleli Ca®'-
bagimli enzimdir, optimum pH’1 9.0’dur ve karakteristik substrat
spesifikligi PE>PS>PC seklindedir. Insan eklem sivis1 enzimatik olarak
iki farkli PLA, aktivitesi i¢erir(Hara et al., 1988). Biyokimyasal olarak
farkli PLA;’lerin var olmasi eklem hastaliklarinin patolojisi, taninmasi ve
terapotik tedavisinde Oneme sahip olabilir. RA hastalarin eklem
sivilarinda yiiksek diizeylerde bulunan PLA;’nin saflagtirilmasinda ve
karakterizasyonundaki ilerleme, bu enzimin bu tiir kronik hastalia yeteri
kadar c¢ok katildigini gostermektedir(Vishwanath et al., 1988). Insan
eklem sivisindan saflastirllan PLA,, farelerde taban arterlerine
enjeksiyondan sonra 6édem olusumunu indiiklemektedir ve sicanlarda
eklem igine enjeksiyonu, inflamasyona ve proliferatif degisikliklere
sebep olmaktadir ki bu, insan extraseliiler rekombinant PLA; nin tavsan
eklemlerinde inflamator reaksiyonlarini indiikledigi inflamator artirit ve
romatoid artiritin(RA) deneysel modelleriyle benzerlik
gostermektedir(Vadas et al., 1989).

Serumda PLA;’ nin diizeyi, hastaligin sistematik dogasini yansitan

RA’1i hastalarda da yiikselmektedir. Serum aktiviteleri eklem sivisindaki
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PLA, ile ve hastalik aktivitesinin kliniksel ve laboratuar belirtileri ile

anlamli olarak korelasyon halindedir(Pruzanski et al., 1988).

RA’li hastalarin PLA, diizeyleri, OA yada saglikli kontrollerin
diizeyinden belirgin bir sekilde yiiksektir. PLA;’nin yiiksek aktivitesi,
RA’de inflamasyon aktivasyonunun duyarli bir belirteci olarak ele

alinmaktadir.

Sinovial sivida bulunan PLA;’nin hiicresel orijini su ana kadar
tanitilmamustir. Insan sinovial sivida ve eklem kikirdak bolgesinde PLA,
bliyiik miktarlarda bulunmaktadir(Pruzanski et al., 1991; Vignon et al.,
1989). PLA, aktive edici bir protein(PLAP) eklem sivisindan izole
edilmistir. Bu temel protein mellitin ile biyokimyasal ve antigenik
benzerlikler paylasmaktadir. PLAP nétrofil degraniilasyonu ve siiperoksit
iyon tretimini de harekete gecirmektedir. Yiiksek PLA, aktivitesi
sinovial siv1 i¢inde polimorfontikleer hiicrelerde ve inflamator hiicrelerde
belirlenmistir. RA’li hastalarin periferal kan nétrofilleri ve monositler,
artan PLA, aktivitesi gostermektedir(Bomalaski et al., 1989). RA
tedavisinde en onemli nonstroidal antiinflamatuar ajan olan aspirin, kan
monositlerinde PLA, aktivitesine devamli etkisi yoktur. Bu inhibisyon
doz ve zamana bagimlidir. Inkiibasyon &ncesi karisima siklohekzimid
yada aktinomisin D’nin  eklenmesi inhibitor etkisini ortadan
kaldirmaktadir. Inkiibasyon 6ncesi karisima artan PLA, aktivitesi yada
aktinomisin D eklenmesi inhibitdr etkisini ortadan kaldirmaktadir.
Sinoviada artan PLA, aktivitesi eklem i¢i kortikositeroid enjeksiyonunu

takip eden siirecte belirgin bir sekilde azalmistir(Bomalaski et al., 1989).
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4.2.16 Cilt Hastaliklarinda PLA,

Epidermisde bulunan PLA, arasidonat kaskadin baslamasi igin
cevap olusturmaktadir. PLA; nin tamamen farkli bir ikinci grubu cilt
kortikosteroidlerinin tedavisi sirasinda PL’lere karsi olduk¢a yiiksek
aktiviteyle belirlenmis ve karakterize edilmistir(Bergers et al., 1988).
Ca%-baglmh bir PLA; sedefli hastalarin cildinden ve normal kisilerin
epidermisinden saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Sedef yaralarinda
serbest AA konsantrasyonu, normal epidermisden ¢ok daha yiiksekdir.
Normal epidermisde nisbeten diisiik PLA, aktivitesi PLA, lipokortin
inhibitoriiniin varlig: ile iligkilendirilebilir(Forster et al., 1985). Sedefli
epidermis durumunda artan PLA, aktivitesi de artan kalmodiilin diizeyi
ile agiklanabilmektedir. Kalmodiilin PLA,’yi stimiile eder ve boylece
sedef yaralarinda artan PLA, aktivitesi kalmodiilinle PLA;’nin
stimiilasyonu arasinda iliskilendirilebilir(Moskowitz et al., 1983).
Normal cildin  ultraviyole 1518a(UV-B) maruz  birakilmasi
kizarma(iltithabla kizarma) ve Odemle karakterize edilen akut
inflamasyonu indiikler. Bu inflamator reaksiyon PLA, ile arasidonat
ayrilmasimi artirmasi nedeniyle prostaglandin E;’nin dramatik artisiyla
karakterize edilir. Insan keratinosit kiiltiirii ve insan cildi iizerinde UV-B
etkisi c¢alisildi ve UV indiikklii PGE, sentezinde kritik enzim oldugu
kanitlanan 105 kDa cPLA; oldugu kanitlandi(Gresham et al., 1996).

4.2.17 Timorlerde PLA,

PLA,-II kanserli hiicrelerde tiretilebilmektedir. Pankreas, gogiis ve
mide gibi kanser tiirlerinin immiinokimyasal isaretlemeleri PLA, icin
pozitiftir. Artan ekspresyon ve PLA;’nin sekresyonu IL-6 ile stimiile
edilmis gastrik kanser hiicrelerinde bulundu. 16 karsinoma hiicresinin

altisinda kiiltiir siipernatantinda alt1 hiicrenin besinde IL-6 ve IL-1
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olmamasia ragmen PLA,-II salgilanmistir. Bu sonuglar PLA,-II’nin
kanser hastalarinin serumda yiikselmesine neden olabilen tiimor hiicreleri
tarafindan ortaya ¢iktigini belirtmektedir. PLA, nin kanser patogenezinde
bir rol oynayabilecegi oOnerilmektedir. Bu goriis PLA,-II’'nin DNA
sentezini fibroblastlarda stimiile ettigi ve siroz kanser dokusunun biiytik
miktarda PLA,-II igermesi gibi goriislerle desteklenmistir(Kiyohara et
al., 1993; Yamashita et al., 1993; Murata et al., 1993; Yamashita et al.,
1994).

Sindirim organi kanserleri, 6zellikle mide kanseri gibi ileri akciger
ve  gOgis  kanserli  hastalarin  artan  serum  diizeyleriyle
tanimlandi(Yamashita et al., 1993). PLA, diizeyi timoriin ¢ikarilmasiyla
takip eden siliregte azaldi. PLA,-II’'nin serum diizeyleri kanser
hastalarinda hastali§in asamalarina bagl olarak rapor edilmistir. PLA,-II
sonucu Onceden gosteren bir faktor olarak ve dokularda potansiyel
kanserle de iliskilendirildi. Farkli kanserli 47 hastanin kanin baska
dokulara akisinda ki PLA; konsantrasyonu sirozla iligkili su toplama ve
sera ile karsilastirildiginda daha yiiksektir. Bu enzim proteini kanserli

hiicreler ve makrofajlar tarafindan iiretilmektedir(Abe et al., 1997).

4.3 PLA;’nin Regiilasyonu ve Terapotik Hedef Olarak
Inhibisyonu

4.3.1 Hiicresel diizenleme

PLA;’nin anlasilabilmesi konusunda ortaya ¢ikan son gelismeler,
sadece bir tek degil ¢ok sayida PLA;’nin hiicresel diizenlemeye ve lipid
mesajc1 olusumuna dahil oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Cok sayida PLA;
sekline ait roller i¢in, ¢esitli laboratuarlarda yiiriitiilmiis olan

caligmalardan elde edilen genel bir mekanizma ileri siiriilmiistiir. Bu
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mekanizma, AA’nin hiicrelerde iiretilmesinde baslica cPLA, ve sPLA,;
olmak tizere en az iki farkli PLA,’nin katilimini igerir. ¢cPLA;’lerin
aktivasyonu en oOnde gelen hadisedir ve fosforilasyon kaskadlari,
intraseliiler Ca®" yiikselmesi, ve fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat seviyeleri
gibi ¢esitli sinyalcilerin araciligiyla gerceklesebilir(Balsinde ef al., 1996;
Lin et al., 1993; Qiu et al., 1998).

Bu sinyallerin senkronize eslesmesi ise cPLA;’nin uzamis
aktivasyonu gibi bir sonug iiretebilir. sSPLA; c¢ikarmayan hiicrelerde,
hiicresel aktivasyon siiresince hareketli halde bulunan AA’in biyiik
c¢ogunlugu i¢in muhtemelen cPLA, sorumludur. Bununla birlikte, sSPLA;
iceren hiicrelerde AA salinimmin biiyiik kismi1 cPLA; degil sPLA;
araciligiyla ger¢eklesmektedir(Balsinde et al., 1996; Balboa et al., 1996).
Tesadiiftiir ki eikozanoid {ireten ¢ok sayida hiicre tipi (6r., fagositler,
mast hiicreleri, trombositler) sPLA, sentezler ve salgilar. Bu enzim, bir
kez salindiginda, hiicre yiizeyleri ile iliskiye girer ve sonrasinda hiicreleri
eikozanoidleri  salgilayacak sekilde c¢evreleme yardimiyla elde
edilebilecek AA aci8a cikarir(Balboa et al., 1996; Murakami et al., 1997;
Murakami et al., 1998). Yakin doneme ait ¢alismalar, AA spesifitesinin
olmamas1 durumuna karsin sSPLA; nin diger yag asitlerindense AA agiga
cikardigin1 ortaya koymustur. Bunun neden bu sekilde oldugu ise
bilinmemektedir. Hgingtir ki sPLA, aktivitesi bir sekilde aktif cPLA;’ye
baghdir(Balsinde ef al., 1996). Bu nedenle, yanitin ana etkeninin sPLA;
oldugu kosullarda dahi AA sinyali i¢in cPLA; anahtar role sahiptir. AA
metabolizmasinda cPLA,’nin bu temel rolli, hiicrelerin AA kokenli
metabolitler ve PAF’1 6nemli miktarda diisiik seviyede iirettigi cPLA;
knock-out  farelerde  gerceklestirilmis olan  deneylerle aciga

kavusturulmustur(Bonventre et al., 1997; Uozumi et al., 1997).
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1PLA, nin durumu nedir? Her ne kadar bu enzim uyarilmis AA
saliniminin etkilenmesinde dogrudan gerekliymis gibi goriinmese de AA
metabolizmast  i¢in, Ozellikle fosfolipid yag asidi  yeniden
modellenmesinde 6neme sahiptir(Balsinde et al., 1997; Balsinde et al.,
1995). Bu nedenle, iPLA,, hiicrelerin AA ve diger yag asitlerini
membran fosfolipidlerine birlestirdikleri yol {izerinden asil yola katkida
bulunmaktadir. Bu ise 6nemli ve ilgi ¢ekici bir kavramdir. Cilinkii AA
salinimi yapan PLA;’lerin salinim i¢in farkli AA havuzlar1 kullandigina
dair kuvvetli kanitlar vardir(Balsinde et al., 1997; Balsinde et al., 1996).
Bu sebepten, yag asidi yeniden modelleme reaksiyonlarini diizenleyerek,
1PLA,, farkli hiicre altt kompartmanlardaki AA dagilimini ve her bir
kompartmandaki bagil yag asidi varh@im etkileyebilir(Balsinde et al.,
1999).

4.3.2 Eikozanoid Olusumunun inhibisyonu

Cesitli patolojik proseslerde PL-tiirevli lipit medyatorlerinin etkisi
nedeniyle bu {riinlerin  baskilanmasi  terapotik amaglar  igin
diisiiniilmektedir. Ozel ilgi AA metabolitleridir. Yukarida belirtildigi gibi
AA, genis eikozanoid ailelerinin 06zellikle COX1, COX2 ve LOX
yollarinin  prekiirsoriidiir. Eikozanoidler yukaridaki boliimlerde de
belirtildigi iizere fizyolojik aktivitelerin birgogunda yer almaktadir ve
onlarin agir1 iirtinleri, ¢ogu hastalarin patofizyolojisinde yer almaktadir ki
bunlar inflamasyon, alerji, beyin tahribati, kanser gelisimi, metastaz ve
kardiyovaskiiler hastaliklar v.b(Kaiser, 1999; Balsinde et al., 1999).

Buna gore eikozanoid iiretiminin  kontrolii  bahsedilen
hastaliklarin  tedavisinde hedef olmaktadir. Farkli yaklagimlar
alinmaktadir. Birinci yaklasim, spesifik bir hastaligin belirlendigi spesifik
bir PG yada LT nin iiretimini baskilama yada PGs yada LTs(COX yada
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LOX sirastyla)’nin iiretimine onciiliilk eden enzimatik yolun segici olarak
bloklanmasin1 amaglamaktadir. Ancak bu yaklasim birka¢ sorunla

karsilagsmaktadir.

Bazi patolojik proseslerin agonist ve antagonistlerini igeren PGs
yada LTs iyi bilinen eikozanoid ailesinde yer almaktadirlar. Bunun
yaninda PGs ile indiiklenen cogu patolojik sartlarda yer alan farkli
enzimatik yollardan (COX1, COX2, LOX) tiirevlenmektedir. Bu durum
yukaridaki boliimlerde de bahsedildigi iizere ¢esitli hastaliklar icin
goriilmektedir. Bu nedenle eikozanoid olusumunun segici bir yolunun
bloklanmasi AA havuzunu diger yola cevirir ve bu yondeki senteze
yardim etmez yada hatta patolojik sartlar1 kotiilestirebilir(Balsinde et al.,
1999).

Ornek olarak COX inhibisyonuyla PGs’ye AA’in doniisiimiinii
indirgeyen genis kullanim alanma sahip aspirin benzeri non-steroidal
anti-inflamator ilag(NSAID), AA metabolizmasin1 LTs’lerin artan
iirlinlerine kaydirir. Bu durum 6dem, bronsspazm ve gastrointestinal
sistemin ileri donilik olarak kotiilesmesiyle sonuglanir(Bomalaski et al.,
1989). Cogu NSAID’ler gastrointestinal ve renal sistemlerde yan etkilere
sebep olan COX’un formlar1 COX1 ve COX2’nin her ikisinide inhibe
eder. COX2’nin segici inhibisyonunun bu ters yan etkiler olmadan
onemli etkiler saglayabilecegi Onerilmektedir. Ancak selektif COX2
inhibitorleriyle klinik denemeler hemen hemen uzak davranmakta ki bu
ilaclarin  kronik  kullannmina izin verilmesi nisbeten kisa ve
yetersizdir(Jouzeau et al., 1997; Singh et al., 1999). Bundan baska son
delil gostermektedir ki COX2 inhibitorleri de belirgin yan etkiler
gosterebilmektedir. Eikozanoid tiretiminin bir yolunun bloklanmasinda

diger bir goriis AA metabolizmasini alternatif bir yol olan LT {iretimi i¢in
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cevap olan yetersiz antiinflamatuar potansiyele sahip 5-LOX

inhibitdrlerinin bulunmasiyla olusan yoldur(Heller et al., 1998).

AA metabolik yollarin segici inhibisyonundaki bu simirlamalar
spesifik eikozanoidlerin liretimini baskilayan ilaglarin gelistirilmesinde
glic harcanmasina ragmen bu yaklasimlarin ¢ok siirli basarilarla bir
aciklama saglar. Bu zemin iizerinde PLA, aktivitesinin inhibisyonuyla
AA olusumunun kontrol edilmesinde “coklu yol inhibisyonu” denilen

alternatif bir yaklasim onerilmektedir(Yedgar et al., 2000).
4.3.3 PLA, Aktivitesinin Inhibisyonu

PLA, inhibisyonuyla AA olusumunun kontrolii PL-tiirevli
medyatdrlerle indiiklenen patolojik durumlarin tedavisinde avantajhi
oldugu  goriilmektedir. Bundan dolayr PLA;’nin inhibisyonu
proinflamator lipitlerin(PG’ler, LT ler, PAF ve LysoPL) birka¢ 6nemli
tiirlerinin ~ baskilanmasiyla gerceklestirilebilir. Bu ylizden PLA;
inhibitdrlerinin kullanilmasi inflamasyon baglantili hastaliklarda ve doku
tahribatlarinin tedavisinde ilging terapotik bir strateji olarak dikkate

alinmaktadir.

Ancak etkili PLA; inhibitorlerinin gelistirilmesinde en biiyiik
problem, memeli hiicrelerinde yer alan normal PL metabolizmasi ve AA
iiretiminde yer alan PLA;’nin farkli formlarim1 bulundurmasidir. PLA;
aktivitesinin non-selektif inhibisyonu, gerekli PL metabolizmasin1 ve
hiicre yasamini1 zayiflatmaktadir. Bu yiizden PLA; inhibisyonu terapotik
olarak kullanildiginda, pro-inflamator lipit medyat6rlerin merkezinde yer
alan PLA; major rol oynar. Burada sPLA; enzimlerinin inflamator
proseslerinin kontroliinde hedef olabilecegi, takip eden durumlar temel

alinarak gerceklestirilmektedir(Yedgar et al., 2000).
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Yukarida ifade edildigi gibi PLA,, salgilanan ve intraseliiler form
olmak tizere iki sekilde bulunmaktadir(Dennis, 1997). cPLA, ve farkh
sPLA;’lerin her ikiside AA olusturmak i¢in aktive olabilmektedirler,
oysa 1IPLA;’nin membranin tekrar modellenmesinde bir rol oynadigina
inanilmaktadir(Murakami et al., 1999; Balsinde et al., 2000; Balsinde et
al., 1997). cPLA, ve sPLA, arasindaki i¢ iliski acik degildir. cPLA,,
onun aktivasyonu, membran PL’lerinin hidrolizi ve AA’in olusumunu
artiran sPLA;’nin aktivasyonuyla takip edildigi i¢in regiilatdr rol
oynadigi diisliniilmektedir. Bu mekanizma c¢ogu hiicre tipleri i¢in
Onerilmistir fakat diger calismalar sPLA;’lerin bagimsiz olarak aktive
edildiklerini ve daha sonra intraseliiler cPLA;’nin aktive oldugunu
onermektedir(Balboa et al., 2000; Hernandez et al., 1998). Daha sonraki
mekanizma sigan mesajci hiicrelerin, insan astrositoma, insan notrofilleri
ve fare osteoblastlarin kullanildigi son ¢alismalarla uyumludur. Bu
sistemlerin birkaginda sPLA, ile ortaya ¢ikan PL hidroliz iiriinleri
LysoPL ve serbest yag asitleri cPLA;nin  aktivasyonunu
indiiklemektedir(Huwiler et al., 1997; Wijkander et al., 1995). Bu durum
aynt zamanda ekzojen LysoPC’nin esek bdbrek epitel(BGM)
hiicrelerinde cPLA;’yi aktive ettiginin ortaya koyuldugu bir ¢alismanin
bulgulartyla uyumludur(Yedgar et al., 2000). Ekzojen sPLA;nin
reseptor medyatdrliigiinde ki bir prosesle cPLA;’yi aktive edebilecegi de

onerilmektedir(Hernandez et al., 1998).

Halihazirda bu durum farkli tipte sPLA;’lerle olusturulan AA ve
LysoPL’in en 6nemli kismiyla sPLA;’nin baskilandigi hiicrelerde ve
sPLA, nin sentezlendigi ve baskilandig1 eikozanoid {tireten hiicrelerin
cogunda(fagositler, mast hiicreleri) tartismalidir(Balboa et al., 2000;
Huwiler et al., 1997). Bu sebeple sPLA;’ler patolojik durumlarda
LysoPL’den ayr1 olarak AA’in asir1 {iretiminde en biiylik nedendir. Buna

ek olarak yukarida belirtildigi iizere, doku tahribatinda diger inflamasyon
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medyatdrleriyle (ROS(reaktif oksijen tiirleri)gibi) sinerjistiktir, normal ve
kanser hiicrelerinin hiicre aktivasyonunda ve proliferasyonunda
indiikleyen ligand reseptorler olarak rol oynayabilir(Kundu et al., 1997).
Bundan dolayi, sPLA’ler “inflamator PLAy’ler” olarak
gosterilmektedir(Huwiler et al., 1997). Bu nedenle inflamasyon kaynakli
patolojik durumlarin kontroliinde inhibisyonu i¢in bir hedef olarak sPLA;

enzimleri Onerilmektedir.

Son zamanlarda Balsinda ve arkadaslari PLA, inhibitorlerini
inflamatoér ~ durumlarin  tedavisinde  potansiyel ilaglar  olarak
onermektedirler(Balsinde et al., 1999). Buna intraseliiler PLA;’lerle
olusturulan hayati PL metabolizmasin1 engelleyebilen ve hiicre
devamliligin1 zayiflatan hiicre gegirgen inhibitorlerde dahildir. Boylece
patolojik  sartlarda Onemli rol oynayan fakat normal PL
metabolizmasinda degil, sPLA, aktivitesinin kontrolii istenen bir
durumdur. Son zamanlarda tipIISPLA;’nin spesifik bir inhibitérii bu
amagc icin gelistirilmistir(Mihelich et al., 1999), ancak sPLA; nin birden
cok tipi inflamator yollarda rol oynadigr igin farkli sPLA;’lerin
inhibisyonuda istenmektedir. Bu gerekenleri yerine getiren ekstraseliiler
PLA; inhibitorleri(ExPLI) N-tiirevli fosfatidiletanolamin gibi temel PLA,
inhibisyon molekiilleriyle ve bilinen baglanmalarla amaglanmis ve
sentezlenmistir(Dan et al., 1998). Bunlara hyaluronik asit, heparin ve
kondroitin stilfonatlar gibi dogal makromolekiiller yada ilag¢ yerlesiminde
ve klinik tedavide kullanilan hidroksi-etilnisasta, poligelin, CMC yada
dekstranlar dahildir. Yapilar1 nedeniyle ExPLIs’lar pro-inflamator
reaktiflerden hiicre membraninin korunmasinda ikili etkiye sahiptirler;
hiicre membranimni i¢ine alan lipid hareketi, endojen sPLA;’nin
aktivasyonunu baskilama ve polimerik tasiyicilarin oksidasyon ve diger

inflamator stimiilasyondan membranlarin korunmasinda hiicre ylizey
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GAG taklidi yaptiklar belirtilmektedir(Ginsburg et al., 1997; Balsinde et
al., 2000).

ExPLI’ler farkli tip sSPLA;’lerden membranin korunmasinda etkili
olduklar1 bulunmustur, bunlar endojen sPLA, inhibisyonuyla, PL
hidrolizinden hiicrelerin korunmasi, degisik pro-inlamator reaktiflerin ve
sPLAy’lerin  sinerjistik  hareketiyle indiiklenen hiicre lizizini
icermektedir(Ginsburg et al., 1997; Balsinde et al., 2000; Dan et al.,
1998) . Boylelikle, ExPLI’leri fagositlerin hareketine duyarli olan
streptokoklar tarafindan nétrofil aktivasyonunu, insan tam kanda
lipopolisakkarid(LPS)-indiiklii TNF iiretimi ve sican beyin glial hiicreleri
tarafindan PLA, ile baglantili seliiler prosesleride baskilar. In vivo
denemelerde, ExPLI’lerin siganlarda indometasin-indiiklii ince bagirsak
tahribat1 ve TNBS-indiiklii colitis(kalin bagirsak iltihabi) de oldugu gibi
siganlarda ovalblimin-indiiklii astimda solunum yolu fonksiyonlar1 ve
hamster’larde bleomycin-indiiklii akciger tahribati, farelerde ertelenmis
tip yiiksek duyarliligin diizeltilmesinde etkili oldugu bulunmustur(Breuer
et al., 1995). Hiicre gecirmez PLA; inhibitorleri sicanlarda ve farelerde
akut ve uzun donem toksititesi test edilerek toksik olmadigi bulunarak
secilen ExPLI’lerle desteklenen gegirgen inhibitorlerin potansiyel
toksititesinden kaginilacaktir(Yedgar ef al., 2000)

Burada 6zet olarak Onerilen;

1) PLA, aktivitesinin kontrolli, inflamasyonda baz1 patolojik
rahatsizliklarin ~ tedavisinde eikozanoid yolunun inhibisyonunda
avantajlara sahiptir.

2) Birden ¢ok tip sPLA;’ler inflamator hastaliklarin patofizyolojisinde
ve farkli sPLA;’lerin aktivitesinin kontroliinii gerekli kilan hastaliklarin

tedavisinde 6nemli rol oynar.
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3) Hiicre ic¢inden gecemeyen PLA, inhibitorlerinin kullanilmasi
inflamator hastaliklarin tedavisinde birincil terapdtik amactir.

4) sPLAy’lerin farkli tiplerini inhibe eden ve onlarin etkisinden hiicre
membranini koruyan polimer yiliklii ExPLI’ler PL tiirevleriyle patolojik
durumlarin tedavisinde hiicre gegirmeyen PLA, inhibitorlerinin onemli

potansiyel prototipleri ortaya koyulmustur.
4.3.4 Farmakolojik Inhibisyonda Kimyasal Inhibitérler

Belirli  bir  siiregteki spesifik  PLA;’nin  etkilenimini
degerlendirmeye dair dogrudan ve en acik yaklagim,kimyasal
inhibitorlerle aktivitesini inhibe etmektir. Daha onceden de belirtildigi
gibi, spesifik PLAj’lerin inhibe edilmesi, hem akut hem de kronik
inflamatuar hastaliklarin tedavi edilmesinde potansiyel olarak faydali bir
yaklagim olusturmaktadir. Ne yazik ki, arastirmacilar i¢in higbir potent
ve mutlak tipte spesifik PLA, inhibitorii yaygin bir sekilde mevcut
degildir. Ancak, bir kisim bilesikler potent ve orta derecede tip-selektif
inhibitorler gibi davranir ve bunlar, saha secici ilaglarin gelistirilmesi i¢in

prototipler olabilirler.

Bu sPLAj’ler, tammmlanan, izole edilen ve Ozellikleri belirlenen ilk
PLA, formlaridir ve biiylik miktarda rapor, ¢ok sayida adlandirilmis
SPLA; inhibitoriiniin 6zelliklerini tanimlamustir. “klasik” PLA; inhibitori
olarak bildirilmis olan tipik bilesikler arasinda antimalaryal ilaglar (6r.,
mepakrin), aminoglikozidler, alkoller ve poliaminler yer almaktadir. Bu
molekiiller genellikle PLA;’yi kendi baslarina inhibe etmezler, ancak
PLA, nin substratlar1 ve hatta Ca>" ile olan etkilesimini kéreltme yoluyla
etki gosterirler(Mukherjee ef al., 1994). Bu nedenle, s6z konusu bu
bilesiklerdeki spesifite eksikligi, “PLA, inhibitorleri” olarak
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kullanilmamalarim1  belirtmektedir. Yukaridaki bilesiklerin  ¢ogunun

kullanimina dair raporlar, literatiire eklenmeye devam etmektedir.

Benzer sekilde, manoalide ya da p-bromofenasil bromid gibi non-
spesifik kovalan-modifiye edici PLA, ajanlari, PLA; inhibitorleri olarak
bliyiik miktarda dikkat ¢ekmektedir(Bianco et al., 1995; Mayer et al.,
1993). Bu bilesikler genelde in vitro sPLA; inhibisyonu yaparken cPLA;
ya da iPLA;’de bu etkiyi gdstermezler, bu inhibisyon ise Lys ya da His
kalintilarina maruz kalmis bu bilesiklerin kovalan blokaji nedeniyledir.
Bu yiizden, biitlin hiicre sistemlerinde, s6z konusu bu bilesikler, biiytlik
olasilikla, etkilerine dair belirleyici kararlar1 olusturmayr imkansiz
kilacak sekilde cok sayida farkli proteinle etkilesime gireceklerdir. Bu
kisitliliklara karsin, bizim yanlis olarak kabul etsek de p-bromofenasil
bromid hala yaygin bir sekilde hiicresel ¢alismalarda ve hatta yakin
doneme ait yayimlarda “secici PLA; inhibitorii” olarak anilmaktadir.
Fosfolipid substrat analogu olan diger bilesikler PLA;’nin geri
doniisiimlii inhibitorleri olarak c¢alisirlar ve sPLA, i¢in tercih sebebi
olabilirler; bunlar arasinda tiyoeter amid fosfolipidler ve fosfat gecis
bolgesi analoglar1 yer almaktadir(Plesniak et al., 1995; Yu et al., 1993).
Ne yazik ki, bunlarin higbirisinin ne in vitro ne de in vivo olarak 6zellikle
potansiyel olmadigi goriilmektedir. Bunun da Gtesinde, bu bilesikler
amfipatiktir ve genellikle misel veya membranlara agrege olur ya da
katilim gosterirler. Boylesine geri donilistimlii, kompetitif, aktif bolge
inhibitorleri, konsantrasyonlarinin “mol fraksiyon birimi” tiiriinden ifade
edildigi 6zel kinetik degerlendirmelerin yapilmasini gerektirirler(Carman
et al., 1995). Bu yolla belirlenmis olan ICsy degerleri hacim birimlerine
cevrildiginde, s6z konusu bu bilesikler genellikle diisiik milimolar
aralikta inhibe olurlar. Her ne kadar bu tirden bir inhibisyon
farmakolojik miidahale i¢in gerektigince yeterli degilse de, bahsettigimiz

bilesikler mekanik temelli ¢alismalar acisindan fayda saglayabilir.
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Son donemlerde daha spesifik sPLA, inhibitorleri de
tanimlanmigtir. Bunlar arasindan 3-(3-asetamid-1-benzil-2-etilindolil-5-
oksi) propan sulfonik asit muhtemelen en iyi karakterize edilen ve biitiin
hiicre sistemlerindeki AA mobilizasyonunu hedef belirlemis olan
caligmalar dahilinde secici sPLA; inhibitérii olma agisindan faydali
oldugu kanitlanmis olandir. Bir indol tiirevi olan bu maddenin kimyasal
yapisi, insan Grup IIA sPLA;’nin aktif bolgesini bir sablon olarak
kullanan X-1sm1 kristalografi ile rafine edilmistir. Bu bilesik, diisiik
nanomolar aralikta baglanma gerceklestirir ve Grup IB sPLA; iizerinde
Grup A sPLA, icin secicidir; ancak, diger sPLA, gruplarindan
ayrilmazlar. Her ne kadar bir Grup IIA PLA, spesifik inhibitorii olarak
tasarlanmigsa da, indol tiirevi maddenin Grup V sPLA;’yi de inhibe ettigi
bulunmustur(Schevitz et al., 1995).

AA sinyal mekanizmasindaki merkezi rolii sahiplenmeleri
nedeniyle cPLA; inhibitorleri, son donemlerde biiyiik bir ilgi alan1 haline
gelmistir. Mekanizma zemininde iki cPLA, inhibitorii, yaygin olarak
kullanilmaktadir: arasidonil triflorometil keton (AATFMK, AACOCF;
olarak da kabul goriir) ve metil arasidonil florofosfonat (MAFP)(Conde-
Frieboes et al., 1996; Huang et al., 1996) . Bu iki bilesik ortak bir
kimyasal yapiy1 paylasirlar: Ser-reaktif grubuna bagli bir arasidonil
kuyruk. Hem AATFMK hem de MAFP in vitro ortamda potent cPLA;
inhibitdrleriyken, bunlardan ikincisi, biitiin hiicre sistemlerinde ilkine
kiyasla daha yiiksek oranda tercih gormektedir. AATFMK’nin geri
dontistimli, yavas bag olusturan bir inhibitér olmasindan dolayi, tam
inhibitdr aktivitesinin gelismesi i¢in uzun bir zamana ihtiya¢ duyar. Bu
durum; in vitro kosullarda ve trombositler gibi bazi hiicrelerde bir sorun
teskil etmese de, diger enzimleri inhibe etme davranisi gosterebilecegi ya
da reaktif olmayan bir alkol nedeniyle azalabilecegi diger hiicreler soz

konusu oldugunda 6nemli bir problem olusturabilir. MAFP’de bu sorun
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mevcut degildir. Bunun da o&tesinde, MAFP’nin aksine AATFMK
siklooksijenazlar1 da inhibe eder(Reindeau et al., 1994).

Ne yazik ki hem AATFMK hem de MAFP Grup VI iPLA;’y1
kuvvetli bir sekilde inhibe etmektedir(Frieboes et al., 1996; Lio et al.,
1996). Bu bulgu, hem cPLA; hem de iPLA;’nin kataliz i¢in merkezi bir
Serin’i ve muhtemelen benzer katalitik mekanizmalar1 kullanmalari
nedeniyle sasirtict degildir. AATFMK ve MAFP’nin inhibitor etkilerinin
cPLA; mi yoksa iPLA, nedeniyle mi oldugunu belirlemenin miimkiin
goriindiigii bir durum s6z konusudur. Bu, PLA,; tiirlerinden cPLA; i¢in
selektif bir inhibitér olan bromoenol lakton’un [BEL, ayrica haloenol
lakton intihar substrati (HELSS) olarak da anilir] paralel kullanimini
kapsar. Buradan hareketle, eger belirli bir yanit BEL degil AATFMK ve
MAFP tarafindan inhibe ediliyorsa, cPLA;’nin sorumlulugu soz
konusudur(Balsinde et al., 1996). Diger PLA;’lere kiyasla daha iyi bir
selektif iPLA; inhibitorii olsa da, BEL’in sinyal iletimine dahil olan diger
onemli efektorleri, Ornegin fosfotidat fosforilaz ve  yliksek
konsantrasyonlardaki cPLA;’yi inhibe ettigi bilinmektedir(Tang et al.,
1997; Balboa et al., 1998). Bu ylizen, bozulmamis hiicrelerde BEL ile
elde edilmis olan pozitif sonuglarin yorumlanmasi esnasinda dikkatli
davranilmali, ve bu dikkat AATFMK ve MAFP i¢in de gecerli olmalidir.
Ne yazik ki, literatiirdeki ¢cok sayida makale, iPLA;’yi sorumlu tutmak
icin bir siirecin sadece BEL tarafindan inhibisyonuna itimat etmistir ve
bunun yanlis bir tutum olduguna inanilmaktadir(Balsinde et al., 1999).

4.3.5 Antisense Inhibisyon
Hali hazirda mevcut olan kimyasal inhibitorlerin kullanimi ile

iliskili olan konuya 06zgli spesifite eksikligi sorunlari, antisense

oligontikleotidlerin yardimiyla PLA, salinim inhibisyonu ile atlatilabilir.
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Bu strateji, belirli bir PLA, formu igin spesifik olan diisiik toksisiteli olup
farmakolojik olarak aktif inhibitorlerin elde edilmesi agisindan umut vaat
etmesi en olasi stratejidir. Ancak, bu oligoniikleotidlerin dahi istenmeyen
yan etkileri mevcuttur; dagilim ve dagitim sorunlar1 vardir, ve yeterlilik
seviyeleri vakadan vakaya degisiklik gdsteren bir zeminde
belirlenmelidir(Stein et al., 1993).

Antisense oligoniikleotidlerle PLA; inhibisyonu ilk olarak sPLA,
i¢in tamimlanmistir ve o zamandan beri, hiicrelerde mevcut tiim ana PLA,
formlar1 olan Grup V sPLA,, cPLA,, ve iPLA; i¢in de tanimli hale
gelmistir(Barbour et al., 1993; Balboa et al., 1996; Wong et al., 1998;
Balsinde et al., 1997). Bu calismalar genellikle kimyasal inhibitorlerle
elde edilen kanitlar1 teyit etmekte ve bu sayede her bir PLA; tipinin AA
sinyali ve hiicre islevinde farkli bir rol oynadigimi gosterecek kuvvetli
kanitlar saglamaktaydi. Ancak, antisense niikleotidler, insan ig¢in

farmakolojik olarak faydali inhibitorlere kolayca ¢evrilememektedir.
5. ENZIM SAFLASTIRILMASI VE ONEMI

Sayisiz hayat fonksiyonu proteinlere dolayisiyla enzimlere
baglhdir ve proteinsiz bir canli s6z konusu olamaz. Her hiicrenin bileseni
olan proteinlerin transport, immiin koruma, biliyiime ve farklilagsmanin
kontrolii ve en Onemlisi diyebilece§imiz enzimatik kataliz gibi

fonksiyonlar1 vardir(Telefoncu, 1997).

Protein saflastirmasi bu fonksiyonlar1 yapan molekiiliin
belirlenmesi ve olaymm mekanizmasinin, aktivitesinin aragtirilarak bu
aktiviteden biyoteknolojik iiretim, analitik veya terapotik amagla
yararlanilmasina yonelik olabilecegi gibi, protein yapisinin veya yapi-

fonksiyon iligkisinin arastirilmasini da hedefleyebilir. Amaca uygun bir
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protein preparati hazirlayabilmek i¢in gerekli saf protein miktari, ne
diizeyde bir protein kaybinin tolere edilebilecegi, ne diizeyde bir saflik
istendigi ve saflagtirma islemi i¢in ne kadar zaman ve para
harcanabilecegi gibi durumlarin belirlenmesi gerekmektedir. Endiistriyel
uygulamalar i¢in biiylik dlgekte iiretim s6z konusudur ve saflik ikinci
derecede Onem tasir. Terapdtik uygulamalar i¢in hazirlanan protein

preparatinin ise yliksek saflikta olmasi gerekir.

Protein aktivitesinin belirlenmesi hedefleniyorsa kesinlikle aktif
formda elde edilmelidir. Bunun i¢in az miktarda protein yeterlidir. Fakat
ama¢ proteinin aktivitesinden yararlanmak ise daha fazla protein
gerekecektir. Inert proteinlerin bulunmas1 her iki amag igin de engel
olusturmadigindan yabanci aktiviteler tamamen uzaklastirilmis ise daha
ileri diizeyde bir saflastirma gereksizdir. Saflastirmada uygulanacak her
yeni adim zaman ve aktivite kaybina sebep olacagi gibi verimi diistiriip

maliyeti artiracaktir.

Yapr aragtirma ¢alismalarinda ise oldukca fazla miktarda ve
yuksek saflikta proteine gereksinim vardir. Bu durumda maliyet ve
zaman ikinci derecede Onemlidir. Fakat yap1 fonksiyon iliskisi
arastirithiyorsa saflastirma islemi siiresince aktivite kaybini minimuma

indirmek i¢in islem siiresinin olabildigince kisaltilmas1 gerekir.

Proteinin kullanim amacina bagimli olarak istenilen saflik diizeyi
de degisir. Terapdtik amagla kullanilacak protein preparatinin ¢ok saf
olmasi istenir. Proses katki maddeleri, niikleik asit kalintilar1 gibi
safsizliklarin kesinlikle uzaklastirilmasi gerekir. Yiiksek diizeyde safliga
ulagabilmek i¢in yapilan saflastirma adimlari bir yandan protein verimini
diisiiriirken diger taraftan maliyeti ¢ok artirir. Bilimsel arastirmalarda

birkag ilave saflagtirma basamagi onemli olmayabilir ancak ticari liretim
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durumunda en ekonomik kosullarda calisilmalidir. Saflastirilan protein
bir enzim oldugunda ve yalniz enzimatik aktiviteden yararlanilacaksa
toplam protein oranimnin % 80-90 arasinda olmasi yeterlidir. Ancak
protein olmayan safsizliklar enzim aktivitesini interfere edecek yabanci
enzimleri  Ozellikle proteolitik  enzimleri igermemelidir. Yapi
arastirmalarinda kullanilacak proteinlerin saflik diizeyi terapdtik amacla

kullanilanlar kadar olmasa da en az % 95 saf protein i¢cermelidir.

Belirli bir miktar ¢ikis maddesinden elde edilecek saf protein
miktar1 saflastirma adimlarinin toplam verimine baghdir. Adim sayisi
verim ile ters fakat saflik derecesi ise dogru orantilidir. En az saflagtirma
adimi ile amaca uygun saflikta protein preparati hazirlamak c¢ok
onemlidir. Ozellikle affinite kromatografisi ve affinite-ultrafiltrasyon
teknikleri protein saflagtirmasinda adim sayisini dramatik bigimde

diistirmektedir.

Bir proteinin saflagtirilmasinda uygun bir islem dizisinin
optimizasyonu ¢ok dnemlidir. En etkili, en hizli ve en ekonomik ayirma
ve saflagtirma proseslerinin mevcut bilgiler yardimi ile belirlenmesi
hedeflenir. Uygulanacak ayirma ve saflastirma teknikleri proteinin

biyolojik aktivitesini olumsuz etkilememelidir(Telefoncu, 1997).
6. AFINITE-ULTRAFILTRASYON TEKNIGI

1993’te diinya pazarindaki teknik enzimlerin toplam maliyeti 900
milyon Amerikan dolariydi. Ekonomik faktorler bu proteinleri
saflagtirmak i¢in kromatografinin kullanimina engel oldu. Bu yiizden,
yeni saflastirma yontemlerinin gelistirilmesi 6nemli bir gorev haline
gelmistir(Galaev, 1999).
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Protein saflastirma ydntemlerinin her biri su sorunlarla bas
etmelidir: 1) Farkl fazlardaki hedef ve istenmeyen proteinlerin secici
deristirilmesi; 2) Iki fazin mekanik ayrilmasi; 3) Hedef proteince
zenginlestirilmis fazdan hedef proteinin izolasyonu; 4) En az bir fazin

rejenerasyonu.

Afinite etkilesimleri bir¢ok proteinin karakteristigidir. Bir hedef
proteinin bir karisimda segici  baglanmasi i¢in yaygin olarak
kullanilir(Jones et al., 1995). Iki fazin mekanik ayrilmasi ¢ogunlukla bir
kromatografik kolonun kullanilmasiyla yapilir. Sabit faz baglanmis bir
ligandl1 sorbenttir. Ham ekstrakt iceren mobil faz, yeterli bir siire igin
hedef proteine sabit fazla etkilesmeye izin veren kolondan gecer.
Kromatografinin birtakim dezavantajlar1 vardir. Eger akis hiz1 yiiksekse,
kolonda yiiksek bir hidrodinamik diren¢ vardir. Yiiksek akis hizindan
bahsetmek icin sistemde yiliksek bir basing gerekir. Kolona uygulanan
¢Ozelti oldukca saydam olmalidir. Makromolekiiler yigilmadan dolay1
konsantre protein ¢ozeltilerinde olusan kiiglik pargaciklar bile sorbent
katman tarafindan tutulur, bununla ilgili olarak akis direncinde bir
yukselme olur ve sonunda mobil fazin kolondan gegisi olanaksiz hale

gelir.

Genisleyen katman kromatografisi siradan kromatografinin bu
dezavantajinin listesinden gelmeye calisir. Diger yeni yontemler hedefte
zenginlestirilmis iki fazin ayrilmasi seklinde gelistirilmisti ve istenmeyen
proteinler kolon kromatografisiyle karsilastirildiginda farkli bir tarzda
yapildi. Afinite kromatografisinde, istenen protein, istenmeyen
proteinleri igeren siipernatanttan santrifiijle ya da filtrasyonla ayrilan bir

polimer ¢okeltide yogunlastirilir(Galaev, 1999).
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Ultrafiltrasyon  por biiyiikligi 0.001 - 0.1 pm olan bir
membrandan c¢ozelti filtrasyonuna dayanir. Molekiiller biiyiikliik ve
sekillerindeki farkliliklar sonucu  ayrilirlar. Makromolekiil
coOzeltilerindeki dnemsiz ozmotik basing, nispeten 6nemsiz (2 bar’dan 5
bara kadar) basing gradyanina ragmen islemin yapilmasina izin verir.
Tanjantal akis (¢apraz akis) ultrafiltrasyonu Ozellikle verimlidir.
Stiziilmiis ¢6zelti membran yiizeyine paralel yonde yeniden dolagir.
Yeniden dolasim hizi, konsantrasyona bagli polarizasyonu yada
membran yiizeyinde sliziilmiis maddenin bir katmaninin tortulagsmasini

engellemek i¢in yeterlidir.

Ultrafiltrasyonun  kalbi  membrandir ve  membranlarin
ultrafiltrasyonda basarili ve verimli kullanilabilmesi i¢in asagida
belirtilen karakteristik 6zelliklere sahip olmalidir.1) Ilimli basinglarda su
gecirgenligi yiiksek olmalil. 2) Gozenek boyutu araligi, keskin olmali ki
spesifik boyutlarin iizerindeki biitiin molekiilleri tutmali ve daha kiiclik
molekiilleri gegirmeli. 3) Mekanik omrii uzun olmali. 4) hidrolik
gecirgenligin  diismesiyle gozenek ag1 igine ¢bzeltideki maddelerin
tutulmasi ve adsorblanmasina kars1 meyilli olmamali ve kirlenmeye karsi
yuksek dirence sahip olmali. 5) Kolayca temizlenebilmeli ve steril

edilebilmeli. 6) Membran 6mrii uzun olmali.

Afinite ultrafiltrasyonunun prensibi kisaca soOyledir; hedef
proteinin makroliganda baglanmasi ve diger proteinlerin membrandan
gecmesidir. Diger proteinler sistemden tasiyict siviyla uzaklastirilir.
Sonradan,  uzaklastirilanlar sisteme eklenir, ve hedef proteinler
makroligand kompleksinden ayrilir ve membran1 geger. Membranda
tutulan makroligand rejenerasyondan sonra tekrar kullanilabilir(Galaev,
1999).



83

makroligand ]|

8 B protein o hedef « ligand
S karisimi nrotein

Sekil 6.1 Afinite Ultrafiltrasyonun Temel Prensibi: a)Hedef proteinin
makroliganda baglanmasi ve digerlerinin ayrilmasi, b) Serbest ligand molekiillerinin
bulundugu ortamdan protein-makroligand kompleksinin ayrilmasi ve saf proteinin
membran digina transferi, c)Makroligandin rejenarasyonu.

Afinite ultrafiltrasyonu parti halinde, yari-stirekli yada stirekli
yapilabilir. Islemin verimliligi hedef proteinin nispi biiyiikliigiine ve
makroliganda ve membran smirma baglidir. Membran makroligand-
gecirmez olmalidir, ancak hedef ve katki proteinleri zardan kolayca
gecebilmelidir. Baglangic karisimindaki protein-protein etkilesimleri
sistemin davramsgmi etkileyebilir. Ornegin, insan iiresindeki iirokinaz
ultrafiltrasyonu, gegirgenlik indeksi yiiksek molekiiler agirlik toplami
olusumundan dolay1 100,000 (bir 100,000 membran; bu sayr membrant
gecen maddenin maksimum molekiiler agirligin1 gosterir) olan bir
membranda iirokinaz tutulmasimi igerir. 2 M NaCl eklenmesi tam
ayrismayla sonuclanir, ve irokinazin yaklasik % 70’t membrani
gecer(Male et al., 1990).
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Afinite ultrafiltrasyonundaki protein baglanmasimin verimliligi
bliyiik 06l¢iide makroligand konsantrasyonuna baghdir. Makroligand
kapasitesi baslangicta ligand molekiil konsantrasyonunda bir artis
gosterir. Sonradan, doymus hale gelir, ¢linkii ligand molekiillerinin bir
kismi hedef proteinlere sterik olarak ulasamaz olur. Benzer bir etkinin
afinite kromatografisi sirasinda ortaya ¢iktig1 bilinmektedir(Scopes et al.,
1994).

Baglanmamis protein, sisteme filtrasyonun devam ettigi akis hizinda
tampon eklenerek karistm hacminin sabit tutulmasi yoluyla,
diyafiltrasyonla uzaklastirilir(Kaul ef al., 1993). Kayiplar1 6nlemek igin,
hedef protein afinite ultrafiltrasyonunda makroliganda afinite
kromatografisinde oldugundan daha sikica baglanmalidir. Ling ve
Mattiasson’un  hesaplamalari temel alindiginda, basarili afinite
ultrafiltrasyonu makroligand-protein bagmmin 10° M iistinde sabit
tutulmasint gerektirir(Ling et al., 1989). Ancak, makroligand olarak
Cibacron mavi-agarozu ile insan serumu albliminin afinite
ultrafiltrasyonu, bagli proteinin agir bir desorpsiyon kinetigi ile
karakterize edilmistir. Protein uzaklastirilmasinin denge-dis1 kosullar
altinda  gergeklestigi  gosterilmistir. Bu gercek bizim afinite
ultrafiltrasyonunda 10° M “in altinda afiniteli ligandlar1 kullanmamizi
saglar.

Diger afinite saflastirma tekniklerine benzer sekilde, makroliganda
baglanmig proteinin uzaklastirilmasi, rekabet¢i bir afinite ligandi
eklenerek yada protein baglanmasini zayiflatan kosullar1 (pH ve iyonik
glic degerleri gibi) yaratarak yiriitiiliir. Birinci durumda, uzaklastirma
hedef proteini inaktive etme riskinin 6nemsenmeyecek kadar az olmasi
icin ¢ok hafif kosullarda yapilir. Bu yontemin dezavantaji afinite

ligandinin genellikle ¢ok pahali olmasidir. U¢ pH degerlerindeki yada
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yuksek iyonik giigteki nonspesifik baglanma masrafli bir prosediir
degildir, ancak hedef proteinin, makroligandin yada membranin

kendisinin 6zelliklerini olumsuz yonde etkileyebilir.

Afinite ultrafiltrasyonu bir eluant disinda ideal karistirma
davranisina uyan bir sistemde ilerler, yani (afinite kromatografisinde
oldugu gibi)bir eluant disinda, makroligand i¢in hedef proteinin afinitesi,
yikama tamponu eliient ile yer degistirdik¢e giderek azalir. Sonug olarak,
afinite ultrafiltrasyonundaki uzaklastirma islemi afinite
kromatografisindekinden daha yavastir, boylece eliient daha seyreltiktir.
Afinite ultrafiltrasyonu siklikla,hedef proteini konsantre etmek ve afinite
ligandin1 eliientten (gerekliyse) uzaklastirmak icin yapilan konvensiyonel

ultrafiltrasyon tarafindan takip edilir.

Uzaklagtirma asamasindan sonra, makroligand rejenere olmali ve
hedef proteini baglamak i¢in kullanilan tamponla dengelenmelidir.
Rejenerasyon makroliganda nonspesifik baglanmis ve eliient tarafindan
desorbe edilmeyen proteinleri uzaklastirmayla sonuglanmalidir. Bu
amacla kullanilan u¢ pH degerleri yada yiliksek tuz derisimleri
makroligand/mikroligand 6zelliklerini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu
yuzden makroligand, proteinlerle minimal nonspesifik etkilesim
karakterinde olan bir tastyict polimer bazinda sentezlenmelidir(Galaev,
1999).

6.1 Afinite Ultrafiltrasyonu icin Coziiniir Makroligandlar
Makroligandlar asagida verilen talepleri karsilamalidir.

1. Baslangic karnisiminda hedef proteinin  segici ve siki
baglanmasi, diger proteinlerle minimal nonspesifik etkilesimle

baglanmasi.
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2. Yiiksek kapasite, yani, tasiyicinin her grami igin yeterli
miktarda hedef proteine baglanmasi.

3. Kimyasal stabilite, yani, bircok afinite ultrafiltrasyon
dongiisiinii ligand filtresi yada polimer yikimi olmadan stirdiirebilme
yetenegi.

4. Mekanik stabilite, yani, sivi akisindan kaynaklanan
(carpigmalar1 da igeren) mekanik zorluklarla bas etme yetenegi.

5. Kabul edilebilir toksisite ve piiriizliiliikk seviyeleri, vs.

Suda c¢oziinen makroligandlarin avantaji  sudur; ¢o6zeltideki
kovalent ligand-polimer baglanmasi nispeten basit bir islemdir, bu
ylzden polimer tasiyicinin her graminin yiliksek ligand igcermesi
miimkiindiir. Cozliniir makroliganda protein baglanmasi en cok denge

kosullar1 altinda olur, ve difiizyon islemi hi¢bir zorluk meydana getirmez.

Coziiniir polimer-bazli makroligandlar ¢Oziinmez
makroligandlardan daha kiicliktiir. Cozliniir makroligandla afinite
ultrafiltrasyonu nispeten kii¢iik por biyiikliigli olan membranlar
gerektirir, diisik membran gecirgenligi ve yiiksek filtrasyon siiresi;
alternatif olarak daha genis bir aktif yilizeye sahip membranlarin
gerekliligidir.  Protein-makroligand  kompleksinin  biiylikliigiiniin
karisiminkini de epeyce agmasi gerekir. Coziliniir proteinlerin ¢ogu
100,000’in altinda molekiiler agirliklara sahiptir; buna gore,
makroligandin molekiiler agirligir 100,000°den fazla olmalidir. Bu kadar
yuksek molekiiler agirlikli polimerlerin sulu ¢ozeltileri diigsiik polimer
konsantrasyonlarinda bile yiiksek viskozite gosterir, c¢linkii polimer
zincirleri birbirine gegmistir. Suda ¢oOziinen makroligandlar suda
¢Oziinmeyen makroligandlardan farkli olarak bir sivi akis sisteminde

mekanik olarak yikilmazlar.
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Suda ¢oziinen polimerlerin nispeten smirli sayidaki bir boliimii
molekiiler agirhklar yeteri kadar yiiksek oldugundan (10° - 10° )
sentezlemek icin uygundur. Aslinda, sadece iki secenek vardir:
polisakkaritler (dekstran,aljinat,kitosan ve nisasta) ve poliakrilamit bazl
polimerler(Choe et al., 1986; Hubert et al., 1980). Ancak, bu tasiyicilar
siklikla, Ornegin dekstran-tutunmus tripsin inhibitorlerini kullanarak
tripsin-kimotripsin  karisimlarint  engelleyen proteinlerle girdikleri

nonspesifik etkilesimlerle karakterize edilirler(Choe et al., 1986).

Poliakrilamit bazli makroligandlar tripsin saflastirilmasi i¢in daha
uygundur(Male et al., 1990; Sigmundsson et al., 1996). Akrilamidin ve
N-akriloil-m-aminobenzamidinin ko-polimerizasyonu ile sentezlenirler.
N-akriloil-m-aminobenzamidin ~ 6zellikle tripsinin  aktif merkezine
baglanan bir benzamidin grubu igerir. Enzim bdyle makroligandlara
kompetitif bir tarzda baglanir, ve baglanma sabiti makroliganddaki
benzamidin igerigine baghdir. Eger benzamidin igerigi ¢ok yliksekse,
inhibisyon verimi diismeye egilimlidir, optimum icerik % 17 moldiir.
Molekiiler agirligi 10° (100,000 membran kullanilarak kisimlara ayirma
yontemiyle elde edilmistir) olan bdyle bir makroligand bir deneme
tripsin-kimotripsin karistmint ayirmak i¢in kullanilmisti.  Optimum
kosular altinda, afinite ultrafiltrasyonu %98 saflik derecesiyle ve % 90
verimle tripsin izolasyonu sagladi(Luong et al., 1992). Tripsin-
makroligand baglanmasi ¢ok hizli gerceklesir, ve bu ylizden, ekstrakt ile
birlikte makroligand 6n inkiibasyon gerekmez. Araliksiz bir saflagtirma
islemindeki tekrarlanan makroligand kullanimi pankreatik ekstrakttan %
97 saflik derecesi ve % 77 verimle tripsin elde etmeyi miimkiin hale
getirmistir. Polimer konsantrasyonunu % 0,75 ‘ten % 0,5’e indirmek
tripsin baglanmasinin verimini % 90 ‘dan % 54’e distriir. Afinite
ultrafiltrasyonu sirasinda, her iki protein i¢cin de membran gegirgenligi

pH’in artmasi1 ve azalmasinda da azalmig ve tripsin-kimotripsin



88

karstmmin pH degeri 8 civarinda olmalidir. Buna gore, benzamidin
iceren kromatografik matrikslerden tripsin desorpsiyonu i¢in kullanilan,
asidik pH degerlerinde eliisyon bu sistemde uygulanmaz. Onun yerine,
eliient olarak benzamidin (50 mM) yada arginin (1 M) kullanilmistir.
Makroligand ¢o6zeltileri birkag ay boyunca stabildirler, ve tripsin
makroliganda baglandiktan sonra otolize daha direncli hale gelir(Luong
et al., 1988).

Ayn1 akrilamit-N-akrokoil-m-aminobenzamidin kopolimeri bir
peroksidaz igeren bir deneme karsimindan ve insan iiresinden iirokinaz
saflagtirllmasinda kullanilmistir(Male et al., 1990). Toplamda, afinite
ultrafiltrasyonu % 49 verimle 7 kat iirokinaz saflastirilmast ile

sonuclanmistir.

6.2 Afinite Ultrafiltrasyonu icin Coziinmez Makroligandlar

Tanim olarak, ¢0zlinmez makroligandlar hedef protein-
makroligand kompleksinin karigimdan ayrilmasini kolaylastiran ¢oziiniir
makroligandlardan 6nemli miktarda bilyiiktiir. Afinite ultrafiltrasyonu
i¢in makroligand pargaciklarinin biiyiikliikliigli kromatografide kullanilan
graniillerinkine erigsecek kadar biiyiik olabilir. Nisasta graniillerinin yada
agarozun siispansiyonlar1 ultrafiltrasyon sistemlerinden kolayca
pompalanabilir ve membranlar1 engellemezler. Ancak, bu sistemler
mekanik olarak kararsizdir. Daha giiclii bir materyalden, capraz-bagh
agaroz jelinden (Sefaroz CL-6B), yapilmis olan graniiller 24 saatlik
operasyondan sonra % 5 yikilmistir. Daha yumusak bir jel (affi-jel
mavisi) 3 saat sonra %30-40 yikilmistir(Herak et al., 1989). B-
Galaktozidaz, agaroz graniilleriyle kovalent baghh bir ligand, p-

aminofenil-1-thio-B-D-galaktopriyanozit kullanilarak afinite
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ultrafiltrasyonuyla E.coli homojenatindan basariyla

saflagtirilmistir(Pungor et al., 1987).

Afinite  ultrafiltrasyonu  tercihen  yiikksek  bir  ligand
konsantrasyonuyla (v/v) yapilir, sistemin veriminde ve eliientteki hedef
proteininin konsantrasyonunda bir artisla sonuglanir. Eger ligand
¢Ozlinmez bir tastyictya bagliysa, tasiyicinin yiizey alan1 maksimum
ligand miktarini sinirlar. Yiizey alani kii¢lik yada porlu (6rnegin agaroz
jeli) pargaciklar kullanilarak yikseltilebilir. porlu parcaciklarla,

baglanma/ desorpsiyon kinetigi diflizyonla yavaglatilir.

Afinite ultrafiltrasyonunda ilk makroligandlardan biri olarak
gosterilen, 1siyla Oldiiriilmiis  Saccharomyces cerevisiae hiicreleri
(ortalama ¢ap 5 pm) kullanilmistir. Bu hiicrelerden hiicre yiizeyinde
lektin bagl karbonhidrat ligandlar1 baz alinarak, fasulye ekstraktindan
lektin ve konkanavalin A saflagtirilmasinda yararlanilmistir. Hiicre
karisimi ve baslangi¢ ekstraktt 500 ml/dak akis hizina sahip i¢i bos fiber-
bazli (gecirgenlik sinir1 1,000,000 olan) ultrafiltrasyon sisteminden
gecirilmistir. Hiicreye bagli konkavalin A daha sonra sonug ¢dzeltisinin
bir 35,000 membran kullanilarak  ultrafiltrasyonuyla  kismen
uzaklastirilan bir yiiksek glikoz konsantrasyonu (150 g/It) kullanilarak
elue edilmistir. Yiiksek oranda saflastirilan konkanavalin A % 70 verimle

elde edilmistir.

Yiizeyde tespit edilen Cibacron blue ligandiyla (12 nm’lik bir
cap ve 200 m*/g ‘lik bir yiizey alaniyla) silikon dioksit parcaciklar1 maya
alkol dehidrojenaz ve domuz kalbi laktat dehidrojenaz’1 saflastirmak i¢in
kullanilmistir(Ling et al., 1989). Kiigiik boyutlar1 nedeniyle, silikon
dioksit mikropartikiilleri kararli siispansiyonlar olustururlar, ve tespit

edilen bir liganda, ¢6ziiniir bir ligand kadar hizli baglanirlar. Bu durumda
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filtrasyon hizinin 6ncekinden 6nemli Ol¢lide yiiksek olmasina ragmen,

filtrasyon biitiin islemin hiz-sinirlayici basamaginda kalmistir.

Kovalent bagli bir ligand ile fosfolipid lipozomlar afinite
ultrafiltrasyonunda basariyla kullanildilar(Powers et al., 1989; Powers et
al., 1990). 200-700 A ¢apli lipozomlar porlu silika jelin yiizey alaniyla
karsilastirilan, yiiz m*/ml’den fazla bir yiizey alanma sahiptir. Lipozom
ylzeyi hidrofilik oldugundan, non spesifik protein adsorpsiyonu
minimumda tutulur. Lipozomlarin agrega olma olasiligi yoktur, ve bu
ylizden, membran polarizasyonu ve filtre engellemesi utrafiltrasyon
sirasinda 6nemsizdir.

Afinite ligand1 yilizeyde bir aktif grup iceren bir dogrudan
kimyasal etkilesim yoluyla lipozoma kovalent baglidir. Alternatif olarak,
bir ligand- modifikasyon oncesi lipit lipozomlari olustururken membranla
birlestirilebilir. Lipozomlar her iki modifikasyon tipi dikkate alininca
stabildir.

Lipozom ylizeyinin modifikasyonu tripsin saflastirilmasi ig¢in
kullanilmistir. Dimristoilfosfatidilkolin, dimristoilfosfotidiletanolamin ve
kolesterol iceren lipozomlarin yiizeylerindeki amino gruplar diglikolik
aldehit ile modifiye edildi ve bir afinite ligandi, p-aminobenzamidin,
karbodiimit yontemiyle terminal karboksil gruplarina tutturulmustur.
Lipozom bagl tripsin afinite ligand1 benzamidin ile uzaklastirilmis ve bu
lipozomlar kullanilarak, tripsin kimotripsin igeren bir deneme
karsimindan izole edildi ve bir pankreatik ekstrakttan % 98 saflik
derecesi ve % 68 verimle saflagtirllmistir. Tripsin lipozoma nispeten
zayif olarak baglandigi icin (ayrisma sabiti 1.7 x 10* M) yikama

asamasinda kismen kaybedilir. Afinite lipozomlar stabildir, ve pek ¢ok
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adsorption/eliisyon donglisiinden sonra bir ay boyunca tripsine
baglanabilir(Powers et al., 1990).

Emiilsiyon polimerizasyonu kullanilarak bir yogun polistiren
esasl ve bir capraz-bagh glisidil metakrilatin bir hidrofilik kabugundan
olusan kompozit alt-mikron lateksleri, ve vinil siilfonat kopolimeri elde
edilmistir(Gebben et al., 1994). Epoksit gruplar1 arachigiyla latekse
tutturulan cibacron mavisi (bir triazin boyasi) bir afinite ligandi olarak
kullanilmistir. Lateks baglanmis ligandin niceligi reaksiyon ortamindaki
iyonik giiciin kontrolii altindadir. Lateks bagli bovin albiiminin niceligi
ligand yogunluguyla dogru orantilidri ve 1 dakika sonra maksimum
degerin % 70’ine erigsmistir. Yiizeyinde ligand olan lateksler yiiksek

koloidal stabilite ve diisiik nonspesifik protein adsorpsiyonu gostermistir.

Suda ¢oOziinen polimerler yaygin olarak kolloidal sistem
stabilizatorleri olarak kullanilir(Sato et al., 1997) . Polimer-stabilize
lateksler eger hedef protein polimer i¢in bir afiniteyle karakterize
edilmisse, bir afinite olarak kullanilabilir. Ornegin, konkavalin A
dekstran-stabilize polimetil metakrilat lateks ile verimli bir sekilde
baglanir(Chern et al., 1997). Endopektin liyazlarimin geri doniisiimli
baglanmalari i¢in 2.0 — 7.7 ym capli fonksiyonel mikrokiireler polimer
stabilizator olarak Eudragit L (metakrilik asit ve etilakrilatin istatistiksel
olarak 1:1 kopolimeri) kullanarak stirenin radikal dispersiyon
polimerizasyonundan elde edilmistir(Dinella et al., 1996). Enzim
mikrokiireler ile baglanmis(pH 4.7) ve hemen nicel olarak elue edilmistir
(pH 6.6). Mikrokiireler 1.2 pm’lik por ¢apli membrandan filtrasyon ile
ayrilmistir. Mikrokiireye bagli enzim depo sirasinda yiiksek stabilite
gosterdi, ve aktivitesinin % 60’11 korumustur, demek ki baglanma yeri

aktif merkezden yeteri kadar uzaktadir.
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Cesitli  dizaynlh ve farkli verim diizeyli ultrafiltrasyon
sistemlerinin ticari olarak bulunabilmesi, Onceden sentezlenmis
makroligandlar ve endiistriyel olarak imal edilmis lateksler (bunlar
kolayca  mikroligandlara  c¢evrilebilirler) dolayisiyla, afinite
ultrafiltrasyonlar1 diger protein saflastirma yontemlerine cazip bir
alternatif olarak sayilabilir. Ek olarak, yontem su avantajlara da sahiptir.
1) Biiyiik ¢ozelti hacimlerinde hizli islem yapmaya olanak verir; 2)
Yiikseltme ve otomasyon basit prosediirleridir; ve 3) Ayn1 donanim farkli

proteinleri saflastirmak i¢in kullanilabilir(Galaev, 1999).

Biitiin bu bilgilerin 1s181nda yapilan bu tez ¢alismasinda, PLA;
icin uygulanan saflastirma teknigi olarak segilen afinite-ultrafiltrasyon
tekniginde, afinite ligand1 olarak enzimin subsrat ve inhibitoriiyle aljinat
ve kitosan tabanli hazirlanan makroaffinite ligandlar1 kullanildi. Farkli
miktarlardaki Orneklerin ultrafiltre edilmesinde farkli hacimlerde
ultrafiltrasyon hiicreleri kullanilmaktadir. Bu tez projesinde kullanilan

ultrafiltrasyon hiicreleri Sekil 6.2°de verildi.

Sekil 6.2 Tez calismasinda kullanilan ultrafiltrasyon hiicreleri
(A) 50 ml (B) 200 ml
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7. MATERYAL METOD
7.1 Materyal

Bu caligmada kullanilan cihazlar ve yontemlere ait bilgiler

ilgili boliimlerde ayrintili olarak verilmistir.

Kullanilan  kimyasal —maddeler; Kitosan(deasetillenmis
kitinden)(poly-[12>4]-B-D-glukozamin),Aljinat, Hekzametilendiamin
(HMDA), Glutaraldehid, Trimetilamin, Sodyumdeoksikolat, Sigir
Serum Albumini(BSA;Albumin Fraksiyon V), Sodyum Dodesil
Siilfat(SDS), Akrilamid, N,N'-Metilenbisakrilamid, N,N,N',N'-
Tetrametilendiamin(TEMED), Amonyum Persiilfat, Bromfenol
mavisi ve 2-merkaptoetanol Sigma Chemical Co.(St. Louis,CA)’den,
Fosfatidilkolin(a-Lesitin), Fosfatidiletanolamin(a-Kefalin),
Coomassie Blue, 1-etil-3(3-dimetilaminopropil) karbodimid(EDC),
2-kloro-2-ox0-1,3,2-dioxofosfolan ve Glisin Fluka’dan, Oleilkloriir
ve Trietanolamin E.Merck(Darmstad FRG)’den, Tris

Hidroksiaminometan, NaCl ve CaCl, Riedel’den temin edilmistir.

Fosfolipaz A, kaynagi olarak kullanilan pankreaslar Holstein
tiiri s18ir pankreasi olup Pmar Entegre Et tesislerinden temin

edilmistir.
7.2 Fosfolipaz A, Aktivitesi Tayini

PLA;’nin  aktivite tayininde substrat olarak  3-sn-
fosfatidilkolin(lesitin) kullanildi. % 0,1°lik sodyum deoksikolat (2,6
mM) distile suda ¢oziildii. Uzerine % 2,5 lesitin ilave edilerek
40°C’de 30 dakika boyunca Kkanstirildi. Karisim 10 dakika
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ultrasonike(Ultrasonic LC30) edildi. Substrat her seferinde taze
hazirlandi. Saflastirma asamalarinin tiimiiniin aktivitesi bu lesitin
emiilsiyonu kullanilarak 37°C’de pH-Stat titrasyonu ile belirlendi.
Aciga c¢ikan serbest yag asitleri 0,01 M NaOH c¢ozeltisi kullanilarak
otomatik titrator (718 Stat Titrino, Metrohm Ltd., Switzerland) ile
belirlendi. Aktivite tayininde reaksiyon kabina 40 mM NaCl, 10 mM
CaCl; ve % 2,5’luk lesitin emiilsiyonu ilave edilerek birka¢ dakika
reaksiyon ortaminin sicakliginin 37°C’ye yiikselmesi i¢in beklendi.
Ardindan ortamin pH’s1 8,0’e¢ ayarlanarak tiizerine 100ul serbest
enzim ¢ozeltisi ilave edilerek aktivite tayin edildi. Bir PLA, aktivite
birimi yukarida belirtilen kosullar altinda dakikada 1umol yag asidi

aciga cikaran enzim miktar1 olarak tanimlandi(Unit).

7.3 Protein Tayini (Bradford Metodu)

Saflastirma Oncesi homojenat ve sonrasinda elde edilen tiim
orneklerin  protein  konsantrasyonlarinin ~ tayini ~ Bradford
yontemi(Coomassie Blue) ile gergeklestirildi(Bradford, 1976).

Sigir serum albumininin (BSA), distile suda hazirlanmis 10
mg/ml’lik stok stnadart ¢ozeltisinden 0,02-0,2 mg/ml konsantrasyon
aralig1 ile hazirlanan standart grafigi kullanilarak Ornek protein

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Protein tayini i¢in gerekli olan reaktifler:

Bradford reaktifi: 40mg Coomassie Brillant Blue G-250,
% 95’lik 50 etanolde ¢oziliir, iizerine 55 ml % 88’lik fosforik asit
ilave edilerek distile su ile 1 It’ye tamamlanip filtre edilir.

Standart Protein (Cozeltisi: Sigir serum albumininin (BSA)

0,02-0,2 mg/ml konsantrasyon araligindaki ¢ozeltileri.
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Her bir 6rnegin(standartlar ve bilinmeyen protein Ornekleri)
protein miktar1 asagidaki prosediire gore belirlendi:

a) 0,1 ml standart protein, bilinmeyen protein 6rnegi ve distile
su (kor i¢in) kiivetlere pipetlenir.

b) 2 ml Bradford reaktifi ilave edilir ve oda sicakliginda 10
dakika bekletilir.

¢) Her bir 6rnegin 595 nm’de absorbansit okunur(Jasco V-
530).

Protein konsantrasyonlari, hazirlanan standart grafigi(0,02-0,2

mg/ml BSA standartlar1) kullanilarak hesaplanir.

7.4 Fosfolipaz A,’nin Sigir Pankreasindan izolasyonu ve

Kismi Saflastirilmasi

Fosfolipaz A, (PLA,; EC 3.1.1.4) pankreas ve farkh
dokulardan daha 6nce yapilan saflastirma g¢alismalar1 baz alinarak
sigir pankreasindan kismi olarak saflastirmaya c¢alisildi(Van Wezel,
et al., 1975; Eskola et al., 1983; Tojo et al., 1983; Bennett et al.,
1990; Aaen et al., 1995; Rana et al., 1998; Kishimura and Hayashi,
1999). Sigir pankreasi enzim kaynagi olarak zengin ve kolay
bulunabilir olmasi nedeniyle secildi. PLA, saflastirmasi igin
kullanilan sigir pankreaslari Pinar Entegre Et tesislerinden temin
edildi.

Asagida tanimlanacak olan saflastirma protokolii kesikli bir
sistem i¢inde bazi adimlarin farklandirilmasiyla diger izolasyonlar
temel aliarak sekillendirildi. Bu tezde kullanilan teknikler genel
olarak sirasiyla homojenizasyon, santrifiij ve afinite-ultrafiltrasyon
seklindedir. Biitiin saflastirma adimlar1 soguk odada 4°C’de

gerceklestirildi.
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7.4.1 Homojenizasyon ve Santrifiij

Pankreasin yagimsi1 kisimlar1 ayrildiktan sonra kiigiik
parcalara ayrildi. Ardindan, 5 mM CacCl, i¢eren pH; 7,5 100 mM
Tris-HCl tamponunda once bir blender(Waring Christison,18445,
U.K.) ve sonrasinda bir homojenizator(Silverson STL2) yardimi ile
homojenize edildi. Homojenat, pankreasin yapisindan gelen sinir ve
artiklar1 uzaklastirmak icin bir tiilbent bezinden siiziildii. Filtrat 600
rpm’de 15 dakika 4°C’de santrifiijlendi(S1) ve cam pamugundan
stiziildii. Ardindan 10000 rpm’de 20 dakika 4°C’de santrifiijlendi(S2)
(Hettich 30RF, FRG). Santriftijata(S2) % 25-70 Amonyum siilfat
¢Oktliirmesi uygulandi ve elde edilen ¢okelek saf suya kars1 4°C’de
diyalizlendi. Hazirlanan bu preparat afinite-ultrafiltrasyona

uygulanda.
7.5 Afinite-Ultrafiltrasyon
7.5.1 Inhibitér Sentezi

Bu c¢alismada saflagtirilmasinda hedeflenen enzim, yukarida
da belirtildigi gibi PLA; ailesinin 14 kDa’luk pankreasdan salgilanan
alt smifina aittir. Bir¢ok ¢alismada farkli kaynaklarda bulunan 14
kDa’luk PLAj’lerin hidrolizlenemeyen 2-agilamino-alkil-fosfolipid
tiirevlerinin inhibitor etkileri incelenmistir(de Hass ef al., 1990; Yu et
al., 1990; Dijkman et al., 1994; Bartel et al, 2000). Bu substrat
analoglar1 enzimin dogal substratlar1 olan gliserofosfolipidlerden iki
yoniiyle farklidir. Birincisi, sn-2 ester bagmin bir amid bag1 seklinde
degistirilmesi ki bu enzimin spesifikligi agisindan énemlidir. Ikincisi,
sn-1 ester baginin metilen gruplariyla degistirilmesidir(Kley et al.,

1998,). Enzim aktif merkezde Ca*" iyonuna bagiml olup kompetitif
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bir inhibisyon seklinde gerceklesen reaksiyonun aktif merkezdeki

mekanizmasi Sekil 7.1°de verildi.

His-48

8] o--- }-l-N/ﬁ/ R
ﬁ/ \:;: s H /g
Asp_gg N () 1% ASp-‘lg
>
Ca

AlKkil o
o_ _O

Tyr-69
X~ S0---u-0"

Sekil 7.1 2-acilamino-alkilfosfolipid inhibitoriiniin  14kDa-
PLA,’nin aktif merkezine baglanma mekanizmasi(Kisaltmalar; R: yag

asidi, X: O-CHz-CHz-N+(CH3)3).

Bu tez projesinde kullanilacak olan affinite reginesi igin
sentezlenen inhibitdriin sentez yolu Sekil 7.2°de verildi. Inhibitériin

sentezi i¢in ¢ikis maddesi olarak L-Serin aminoasidi kullanildi.
7.5.1.1 L-Serin-metilester.HCI (II) Sentezi

50 ml kuru metanol i¢indeki L-Serin(I)(10 g, 87 mmol)
c¢ozeltisi kuru HCl gazi1 ile doyuruldu. L-Serin tamamen ¢6ziindiikten
sonra ¢ozelti 90°C’de 3 saat geri sogutucu altinda kaynatildi.
Ortamdaki fazla metanol evoparatorde uzaklastirildiktan sonra suyun
alinmasi i¢in Na,SO,4 ile 30 dk muamele edildi. Olusan ester
dietileterde (3:1) kristallendirildi. E.N:150-155°C, IR: Ester
C=0(v:1667cm™), C-O(v:1253cm™).
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1) CH30H, kuru HCI
—_—
2) 90°C, 3 saat

L-Serin (I)

H,N
\\H
o 1) TEA
_— >
OH
0 2) Oleilkloriir, 40°C

L-Serin-metilester. HCI(IT)

L-2-Oleilamino-serin-metilester(III)

L-2-Oleilamino-serin-metilester-3-fosfatidilkolin(IV)

L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V)

Sekil 7.2 Inhibitoriin sentez adimlari.
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7.5.1.2 L-2-Oleilamino-serin-metilester (IIT) Sentezi

1 g (13mmol) L-Serin-metilester. HCl 50 ml kloroformdaki
¢oOzeltisine 1,8 ml (26 mmol) trietanolamin(TEA) ilave edildi. Cozelti
su banyosunda 40°C’ye 1sitildiktan sonra 2,22 ml (13 mmol) Oleil
kloriir damla damla ilave edildi. 40°C’de 6 saatlik karistirmadan
sonra ¢ozgen vakum altinda uguruldu. Kati iirlin iizerine hekzan ilave
edilerek reaksiyona girmeyen oleil kloriir siiziilerek beyaz iiriinden
ayrildi. Kloroformda kristallendirildi. Ninhidrin testi sonucunda
maddenin amin grubu i¢ermedigi goriildii. E.N:175-180°C, IR: Amid
C-N(v:1100cm™).

7.5.1.3 L-2-Oleilamino-serin-metilester-3-fosfatidilkolin
(IV) Sentezi

25 ml kuru benzende 0,5 g (1,36 mmol) L-2-Oleilamino serin-
metilester(I1l) siispansiyon halinde karistirildi ve iizerine 0,4 ml
(0.272 mmol) trietanolamin(TEA) ilave edildi. Rengi berraklasan
¢Ozeltiye 10 ml kuru benzende ¢oziilen 125 ul (1,36 mmol) 2-kloro-
2-ox0-1,3,2-dioxofosfolan damla damla ilave edildi. Karisim oda
sicakliginda bir gece karistirildi. Coken TEA.HCI filtrasyonla ayrildi.
Cozelti 100 ml’lik bir balona almarak {izerine 1,13g
trimetilamin(TMA) ilave edildi ve 70°C’de geri sogutucu altinda 2
glin boyunca kaynatildi. Cozelti sogutulduktan sonra ¢dzgen
evoparatorde uzaklastirildi ve ham fosfatidilkolin analogu eluant
olarak CHCIl3/MeOH/H,0(65:25:5) c¢ozgen sistemi kullanilarak
Silikajel 60 kolonundan gecirildi. Cozgeni uzaklastirilan {iriine
molibdat testi uygulandi. Olusan sar1 kristaller {iriiniin fosfat grubu
icerdigini  gostermektedir. E.N:130-135°C, IR:C-N(Amonyum,
v:1029cm™), POOH(v:2742cm™), P=O(v:1178cm™).
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7.5.1.4 L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin (V) Sentezi

0,25 g (0,543 mmol) L-2-Oleilamino-serin-metilester-3-
fosfatidilkolin(IV) 1 ml suda ¢6ziildii ve iizerine 2 ml 1 M NaOH’in
metanol i¢indeki ¢ozeltisi ilave edildi ve 3 saat 37°C’de karistirildi.
Cozelti HCl ile asitlendirildikten sonra iiriin kloroform fazina ¢ekildi.
Cozgen uzaklastirildi ve beyaz liriin elde edildi. Madde FeCl; ile
muamele edilerek karboksilik asit i¢erdigi belirlendi. E.N: 120-130°C
IR:O-H(asit, v:960cm™).

7.5.1.5 L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin (V)’in PLA,
Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi ve

Inhibisyon Tipinin Belirlenmesi

PLA, nin saflastirllmasinda yapi, sentez ve saflastirma
amaciyla tarafimizdan orijinal olarak sentezlenerek afinite ligandi
olarak kullanilan L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V),
iizerinde(sn-2 karbonunda) enzimin kendi substratlarinda bulunan
ester bagi yerine, amid bagi olusturarak enzim i¢in inhibitdr gorevi
gormesi amaciyla sentezlendi. Bu boéliimde sigir pankreasindan
saflastirilan PLA, aktivitesi lizerine bu inhibitoriin etkisi de incelendi.
Bu dogrultuda fosfatidilkolin substrat olarak kullanildi ve inhibitoriin
farkli konsantrasyonlari(0,1-0,5-1,0 mM) kullanilarak ayni aktivite
kosullarinda enzimin aktivitesi belirlendi. Bu béliimiin son kisminda
inhibitériin neden oldugu inhibisyon tipi belirlendi. Bunun i¢in 0,5
mM inhibitor konsantrasyonu ile farkli substrat konsantrasyonlarinda
enzim aktiviteleri belirlendi. Lineweaver-Burk diagramindan kinetik

sabitler de hesaplanarak inhibisyon tipi belirlendi.
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7.5.2 Afinite Recinelerinin Hazirlanmasi ve Fosfolipaz A,

Saflastirilmasinda Kullanilmasi

7.5.2.1 Kitosan-inhibitor afinite recinesinin hazirlanmasi
(Yontem 1)

0,lmmol (50 mg) L-2-oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V)
oncelikle 0,5mmol (100mg) 1-etil3-(3-Dimetilaminopropil)-N’-
etilkarbodiimid hidrokloriir(EDC) ile pH 7,0 Tris-HCI tamponunda
1 saat oda sicakliginda karistirilarak aktive edildi. Aktif inhibitor,
%0,5’1ik(10ml) kitosan(kiiciik partikiillerin ayrilmasi i¢in dnceden
100000 cut-off membrandan gecirilerek ©on isleme tabi tutuldu)
bulunan ultrafiltrasyon hiicresi(Sartorius, SM 16526) i¢ine(100000
cut-off membran bulunan) ilave edildi ve 24 saat oda sicakliginda
kanistirildiktan sonra baglanmayan inhibitér ve diger reaktiflerin
uzaklastirilmas1 amaciyla regine basing altinda yikandi. Amonyum
siilfat ¢oktlirmesinden sonra diyalizi yapilan sigir fosfolipaz A,
enzimi 1 mM NaCl ve 10 mM CaCl,’li ortamda regine igine ilave
edildi ve enzimin baglanmasi i¢in 2 saat 4°C’de karistirildi. Bu siire
sonunda re¢ineye baglanmayan proteinler 1 atm basing uygulanarak
filtre edildi ve protein miktarlar1 280nm’de izlendi. Filtrat aktivite ve
protein Olgiimleri icin saklandi. Retentat kitosan-inhibitor-enzim
kompleksi igermektedir. Recineye bagli enzimin eliisyonu igin
ortama 50 mM EDTA ve 0,2 M KCI ¢ozeltisi ilave edildi ki bu
ortamdaki Ca®" iyonlarimin uzaklasmasmi saglayarak enzimin
recineden ayrilmasini kolaylagtirmaktadir. 1 saat karistirildiktan sonra
re¢ineye baglanan fosfolipaz A, enziminin basing altinda eliisyonu ve
diyalizi gergeklestirildi. Aktivite ve protein tayinleri standart

yontemlerle yapildi.
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Sekil 7. 3 Kitosan-Inhibitor affinite reginesinin hazirlanmasi
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7.5.2.2 Kitosan-Glutaraldehid-Substrat afinite recinesinin
hazirlanmasi(YOntem 2)

50 mg Fosfatidiletanolamin(PLA, substrati) % 0,5’lik
glutaraldehit (150 pl) ile pH 8,0 Tris-HCI tamponunda gece boyu oda
sicakliginda karistirildi. % 0,5’lik kitosan(10 ml)(kii¢iik partikiillerin
ayrilmasi i¢in onceden 100000 cut-off membrandan gecirilerek 6n
isleme tabi tutuldu) icine ilave edildi ve gece boyu oda sicakliginda
karistirildi. Regine 100000 cut-off membran bulunan ultrafiltrasyon
hiicresine(Sartorius, SM 16526) alinarak reaksiyona girmeyen
reaktifler basing altinda filtre edildi ve yikandi. Amonyum siilfat
coktiirmesinden sonra diyalizi yapilan sigir fosfolipaz A, enzimi 1
mM NaCl ve 10 mM CaCl,’li ortamda reg¢ine i¢ine ilave edildi ve
enzimin baglanmasi igin 2 saat 4°C’de karistirildi. Bu siire sonunda
recineye baglanmayan proteinler 1 atm basing uygulanarak filtre
edildi ve protein miktarlar1 280nm’de izlendi. Filtrat aktivite ve
protein Olglimleri i¢in saklandi. Retentat kitosan-substrat-enzim
kompleksi icermektedir. Recineye bagli enzimin eliisyonu igin
ortama 50 mM EDTA ve 0,2 M KCI ¢ozeltisi elave edildi ki bu
ortamdaki Ca”" iyonlarimnin ayrilmasini saglayarak enzimin recineden
ayrilmasini kolaylastirmaktadir. 1 saat karistirildiktan sonra regineye
baglanan fosfolipaz A, enziminin basing altinda eliisyonu ve diyalizi
gerceklestirildi. Aktivite ve protein tayinleri standart yontemlerle

yapildi.
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Sekil 7.4 Kitosan-Glutaraldehit-Substrat affinite re¢inesinin hazirlanmasi

7.5.2.3  Aljinat-HMDA-Inhibitor  afinite  reginesinin
hazirlanmasi(YOntem 3)

% 0,5’1ik aljinat(10 ml) 0,5 mmol (100 mg) EDC ile pH 7,0
Tris-HCI’de 1 saat oda sicakliginda karistirilarak aktive edildi.
Uzerine 0,5 mmol (58 mg) hekzametilendiamin(HMDA) ilave edildi
ve gece boyu oda sicakliginda karigtirildi. Daha sonra 0,5mmol(100
mg) N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid hidrokloriir(EDC)
ile aktive edilmis 0,5 mmol(250 mg) L-2-oleilamino-serin-3-
fosfatidilkolin(V) enzim inhibitorii ilave edildi ve gece boyu oda
sicaklhiginda karistirildi. Karisim 100000 cut-off membran bulunan
ultrafiltrasyon hiicresine(Sartorius, SM 16526) alindi1 ve reaksiyona
girmeyen reaktifler basing altinda filtre edildi. Amonyum siilfat
coktlirmesinden sonra diyalizi yapilan sigir fosfolipaz A, enzimi
ImM NaCl ve 10mM CaCl,’lii ortamda regine igine ilave edildi ve

enzimin baglanmasi i¢in 2 saat 4°C’de karistirildi. Bu siire sonunda
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recineye baglanmayan proteinler 1 atm basing uygulanarak filtre
edildi ve protein miktarlar1 280nm’de izlendi. Filtrat aktivite ve
protein Olgiimleri icin saklandi. Retentat aljinat-inhibitér-enzim
kompleksi icermektedir. Recineye bagli enzimin eliisyonu igin
ortama 50 mM EDTA ve 0,2 M KCI ¢ozeltisi ilave edildi ve
ortamdaki Ca*" iyonlarinin uzaklasmasi saglanarak enzimin recineden
ayrilmasini kolaylastirdi. 1 saat karistirildiktan sonra regineye
baglanan fosfolipaz A, enziminin basing altinda eliisyonu ve diyalizi
gerceklestirildi. Aktivite ve protein tayinleri standart yontemlerle

yapildi.
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Sekil 7.5 Aljinat-HMDA-Inhibitér affinite recinesinin hazirlanmasi

7.6 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ve Molekiiler Kiitle Tayini

SDS-PAGE, poliakrilamid jel elektroforezinin en yaygin
kullanilan1 olup, protein karisimlarinin 6zelliklerini analizlemek
acisindan Onemlidir. Protein saflik kontroliinlin bir OSlgiistidiir ve
protein molekiil boyutuna gore bir ayirim yapmasi nedeniyle bagil
molekiil kiitlesi tayininde de kullanilir. Bu nedenle sigir
pankreasindan izole edilerek saflagtirilan fosfolipaz A, preparatinin
safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesinin belirlemek i¢in SDS-
PAGE metodu kullanilmistir.

Poliakrilamid jel elektroforezi, % 0,1 SDS varliginda slab jel
cihazinda Laemmli (Laemmli, 1970) tarafindan gelistirilen metoda
gore gerceklestirilmistir. Yontem heterojen tampon sistemi temeline
dayanir. Ayirma kapasitesi oldukga iyi olan bu yontemde, c¢alisilan
proteinler yliriitiicii jele girmeden 6nce diizenleyici jelde, elektroforez
tamponu ve jel arasindaki pH ve iyonik siddet vasitasiyla
dengelenerek konsantre edilirler(Zihnioglu, 1996).
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Tayin i¢in gerekli olan ¢ozeltiler:

Akrilamid/bis(4/B): 30 g Akrilamid ve 0,8 g bis-N,N’-
metilenbisakrilamid distile suda c¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanir,
filtre edilir ve kahverengi sisede 4°C’de saklanur.

Alt Tris(LT): 18,2 g Tris-hidroksiaminometan, 2 ml % 20 SDS
distile suda ¢oziiliir, pH’s1 derisik HCI ile 8,8’e ayarlanir ve distile su
ile 100 mI’ye tamamlanarak 4°C’de saklanir.

Ust Tris(UT): 6,06 g Tris, 2 ml % 20’lik SDS distile suda
¢oziiliir, pH’s1 derisik HCI ile 6,8’e ayarlanir ve distile su ile 100
ml’ye tamamlanarak 4°C’de saklanir.

Amonyum persiilfat(AP): 20 mg/ml’lik sulu ¢ozeltisi. Taze
hazirlanmalidir.

Reservuar tamponu: 15 g Tris, 72 g glisin ve 5 g SDS 5 litre

distile suda ¢oziilerek hazirlanir.
7.6.1 Polimerizasyon protokolii

Poliakrilamid jeller akrilamid monomerlerinin bir ¢apraz
baglayici ajan ile kopolimerizasyonu sonucu olusur. Poliakrilamid
jeller i¢in en ¢ok kullanilan c¢apraz baglayici ajan da bis-N,N’-
metilenbisakrilamid’dir. Akrilamid polimerizasyonu serbest radikal
katalize bir ornektir. Reaksiyon, amonyum persiilfat ve N,N,N’,N’-
tetrametilendiamin(TEMED) ile baslatilir. TEMED, persiilfat
iyonunun dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikal
olusumunu saglar. Aktif moomer, aktiflenmemis monomer ile
reaksiyon verir ve polimer zincirin uzamasi baslar. Uzayan polimer
zincir ¢apraz bagli metilen bisakrilamid ile birlikte yapilanir. Oksijen,

serbest  radikalleri  uzaklagtirdigindan ve  polimerizasyonu
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engellediginden tiim jel ¢ozeltilerinden kullanilmadan 6nce vakumla

uzaklastirilmalidir.

Kaliteli bir SDS-PAGE i¢in su faktorlere dikkat etmek
gerekir: Olduk¢a yiiksek saflikta reaktifler, dogru baslangic
konsantrasyonlari(yiiriitiicii jel icin % 0,04 ve diizenleyici jel i¢cin %
0,1), sicaklik polimerizasyon icin genellikle 23°C), ¢ozeltilerin
oksijeninin giderilmesi(oksijen polimerizasyonun inhibitoriidiir) ve

jel olusturma tamponlarinin pH’si.

Sigir pankreatik fosfolipaz A,’nin SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi i¢in, % 12,5’luk Akrilamid-Bisakrilamid monomerleri
kullanilmigtir. Polimerizasyon protokolii (iki jel i¢in) asagida

verilmistir:

1) Cozelti 1, 2 ve 3 oda sicakligmma getirildikten sonra
karistirilir.

2) 5 dakikalik oksijen giderme igslemi ardindan ¢6zelti 4 ve 5
sirastyla eklenerek, yavasca karigtirilir.

3) Yiiriitiicii jel dokiliir, minimum 3 saat veya gece boyu
bekletilir. Ardindan diizenleyici jel dokiilerek 1-1,5 saat

polimerizasyona birakilir.

Reaktif Yiiriitiicii Jel | Diizenleyici Jel
(%12,5) (%3)
1.Distilesu(ml) 19 12,7
2. AB (ml) 25 2
3. LT /UT(ml) 15 (LT) 5(UT)
4. AP (ml) 0,9 0,3
5.TEMED(ul) 20 20
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7.6.2 Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforeze

uygulanmasi

SDS-PAGE’de ayrilacak ornekler(6nceden protein tayini
yapilmis) dogru protein yiiklemesi yapabilmek i¢in once deristirme
islemine tabi tutulur yada 0,1 M Tris/HCI (pH 6,8) ile seyreltilir. Bu
amacla 48ug/ml bulunan sigir pankreasindan saflastirilan PLA,
ornegi, 48ug/100ul olacak sekilde liyofilize(Leybold GO07/00,
Germany) edilerek deristirildi. 7,5 mg/ml protein igerigine sahip
santrifiijat2(S2) 6rnegi ise 2:1 oraninda 6rnek hazirlama tamponu ile
karistirilarak hazirlandi. Bu tampon; 200 ul Tris/Bromfenol mavisi,
200 pl % 60°lik sukroz, 400 ul % 20’lik SDS ve 200 pl 2-
merkaptoetanol icerir. Merkaptoetanol, proteinin tersiyer yapisini bir
arada tutan distlfit baglarini indirger. SDS; proteini denatiire ederek
iki aminoasit artigina baglanarak yiikii maskeler. Bromfenol mavisi;
iyonize olabilen bir boyadir ve elektroforezin kolay izlenebilmesi i¢in
ortama ilave edilir. Sikroz ise oOrnek c¢ozeltiye bir yogunluk
kazandirir ve Ornegin elektroforez tamponunda kolayca c¢okmesi

saglanir.

50 pl ornek, 25 pl 6rnek tamponu ile karistirilip 100°C’lik su
banyosunda 3 dakika kaynatilir. Genel olarak yiiriitiicii jelin her

araligina 50 pl 6rnek uygulanir.

Anod ve katod reservuarlarindaki Tris/glisin/SDS tamponu ile
elektroforez yiiriitiiliir. Proteinlerin elektroforezinde diizenleyici jelde
25 mA/jel yiiriitiicii jelde 35 mA/jel akim uygulanir. Bromfenol
mavisinin olusturdugu bant jele ulasmadan 0,5 cm Once elektroforez

islemine son verilir.
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7.6.3 Protein bantlarinin boyanmasi (Coomasie-Brilliant
Blue)

Jellerin boyanmasinda Coomasie-Brilliant Blue kullanilmistir.
Bu boyama metodunda esas, boyanin asidik pH’da proteinlere
baglanmasidir. Jeller, Coomasie Blue (% 45 metanol, % 9 asetik
asitte hazirlanmis % 0,25’lik ¢ozeltisi) ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca
yavasca calkalanir. Jelde olusan mavi zemin, jelin % 10 metanol ve
% 14 asetik asitten olusan sulu ¢ozeltisi ile gece boyunca yikanarak

boyadan temizlenir.

7.7 PLA;’nin Karakterizasyonu

7.7.1 PLA, Aktivitesine Substrat Konsantrasyon Etkisinin

incelenmesi

Optimum substrat konsantrasyonu ve bagimli olarak enzim
aktivitesinin degisimi izlendi. Substrat olarak L-a-fosfatidilkolinin
0,1-4 mM@B4 mM stok c¢ozeltiden) araliginda degisen
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirland1 ve aktiviteler tayin edildi.

Lineweaver-Burk grafiginden K,,, ve Vy,,x degerleri belirlendi.

7.7.2 PLA, Aktivitesine Sicakhigin EtKkisi

Enzimlerin katalitik aktivitesi kimyasal katalizorlerde oldugu
gibi sicakliga cok baglidir ancak enzim protein yapisinin
denatiirasyonu nedeniyle belirli bir sicakligin {istiinde sicaklikla

aktivite kayb1 gézlenmektedir.
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Enzim aktivitesi lizerine sicaklik etkisini belirlemek amaciyla
inkiibasyon sicakliklar1 degistirildi. Standart aktivite tayin
kosullarinda sicaklik 25-60°C araliginda degistirildi(25, 30, 37, 40,
45, 50, 55, 60 °C). Kor denemeler de her bir nokta i¢in belirlendi.

7.7.3 PLA; Aktivitesine pH Etkisi

Enzimler protein yapida olduklari i¢in katalitik aktiviteleri
cevre kosullarindan, oOzellikle ortam pH’indan ciddi olarak

etkilenmektedirler.

Enzim aktivitesi {izerine pH etkisinin incelenmesinde pH; 7,5-
10 arasinda degistirildi. Aktiviteler belirli kosullar altinda 6Slgiilerek
optimum pH degeri belirlendi.

7.7.4 PLA, Aktivitesine CaCl, Konsantrasyonu Etkisi

Cogu enzimler aktivite gosterebilmeleri i¢in koenzim,
prostetik grup veya metal iyonlarma ihtiyag duyarlar. Metal
iyonlarinin genelde enzim aktivitesini artirict etkileri vardir ve

¢oOzeltide serbest formda bulunurlar.

Si1g1r pankreatik diisiik molekiil agirhikli PLA, enzimi de Ca*'-
bagiml bir enzim oldugundan aktivite gosterebilmesi igin Ca®*
iyonlarina ihtiyag duyar. Bu etkinin Ca®" konsantrasyonuna
bagimliligii 1-10 mM aralifinda degisen konsantrasyonlarda

incelendi.
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7.7.5 PLA, Aktivitesine iyon Siddetinin Etkisi

Genellikle tuz konsantrasyonunun artmasi enzimatik
aktiviteyi olumsuz yOnde etkilemektedir. Bu nedenle iyon
konsantrasyonunun PLA, aktivitesine etkisini incelemek amaciyla 5,0-60
mM arasinda degisen konsantrasyonlarda NaCl ¢ozeltileri hazirlanarak
standart aktivite kosullarinda iyon etkisi incelendi. Iyon siddeti etkisi

biitiin 6l¢gtimlerde 10 mM CaCl, varliginda belirlendi.

7.7.6 PLA,’nin Termal Stabilitesinin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivitesi kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi
sicaklikla artar. Ancak enzimler protein yapili olduklari i¢in yiiksek
sicakliklarda denatiire olurlar ve kararli degillerdir. Bu nedenle enzim

reaksiyonlari pratik olarak yiiksek sicakliklarda gerceklestirilemez.

Enzimin termal stabilitesini belirlemek i¢cin  enzim Once
farkli sicakliklarda(°C; 4, 15, 30, 45, 60, 70) 30 dakika inkiibe edildi ve
daha sonra standart aktivite Ol¢iim kosullarinda aktiviteler belirlenerek

termal stabilite etkisi incelendi.

Enzimin zamana bagimli termal stabilitesini incelemek icin
enzim 6nce farkli sicakliklarda(°C; 37, 45), farkli siirelerde(t(dak);10, 20,
30, 40, 50, 60) inkiibe edildi ve daha sonra standart aktivite tayin

kosullarinda aktiviteler belirlendi.
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7.7.7 Baz Divalent Katyonlarin ve EDTA’nin PLA; Enzim

Aktivitesi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

CaCl, konsantrasyonunun etkisi disinda diger divalent
katyonlarin(CoCl,.6H,O, BaCl,.2H,O0, MgCl,.6H,O, HgCl,) ve
etilendiamintetraasetik asit(tEDTA) etkisi, 10 mM metal kloriir ve CaCl,
yerine 10 mM EDTA igeren reaksiyon karisiminda calisildi. Aktivator
yada inhibitor etkileri standart aktivite tayin kosullarinda yapildi.

7.8 Afinite Reg¢inesinin Tekrar Kullanilabilirliliginin

incelenmesi

Afinite ultrafiltrasyonun en Onemli avantajlarindan bir tanesi
makroligandin rejenerasyondan sonra tekrar kullanilabilmesidir. Bu
amacla makroligand yiiksek tuz konsantrasyonunda rejenere edildikten

sonra, hedef proteini baglamak i¢in kullanilan tamponla dengelenmelidir.

Bu tez caligmasinda sentezlenen kitosan-glutaraldehid-
fosfatidiletanolamin temelli re¢ine, 2 M NaCl ile rejenere edilerek
calisma  tamponu ile  dengelendikten sonra, ayni  protein
miktarinda(5mg/ml) santrifiijat(S2) ilavesi ile tekrar kullanilabilirlilik
calisildi.

8. SONUCLAR VE TARTISMA
8.1 inhibitoriin Karakterizasyonu
Bu tez projesinde kullanilacak olan affinite reginesi icin

sentezlenen inhibitdr, orijinal olup ilk olarak tarafimizdan sentezlendi.

Cikis maddesi olarak L-Serin aminoasidi kullanildi. Bu amagla afinite
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ligand1 olarak kullanilacak inhibitér, matrikse baglamak amaciyla
tizerinde fonksiyonel grup olarak karboksilik asit(—-COOH) grubu
bulundurmaktadir. Yap1 olarak substrat analoglarina benzetilmeye
calisilan inhibitoériin sentezi i¢in L-Serin’in(I) karboksil ucu, diger
reaksiyon adimlarindan etkilenmemesi amaciyla o©ncelikli olarak
fonksiyonel grup korunmasina gidilmek suretiyle karboksilik asit metil
esteri seklinde  gerceklestirildi. L-Serin-metilester(Il)’in IR
spektrumu(Perkin Elmer Spectrum 100) Sekil 8.1°de verildi. Buna gore
spesifik olarak C=O(ester) gerilme titresimi 1667cm™’de, C-O(ester)

gerilme titresimi ise 1253cm™ de belirgindir.
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Sekil 8.1 L-Serin—metilest-er(ll)’in IR spektrumu

Inhibitér sentezinin ikinci adiminda, inhibitoriin substrata
benzetilmesi amaciyla ikinci karbona bagli amino ucuna, substrat taklidi
yapabilmesi ve ayni zamanda amid bagi olusturarak sentez
gerceklestirildi. L-2-Oleilamino-serin-metilester(Ill)’inin IR spektrumu
Sekil 8.2’de verildi. Sekilde de goriildiigii iizere spesifik C-N(amid)

gerilme titresimi 1100 cm™*de belirgindir.
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Sekil 8.2 L-2-Oleilamino-serin-metilester(III)’in IR spektrumu

Aktif merkezinde histidin iceren PLA,
gruplarinin(salgilanan)  katalitik  mekanizmasinda, enzimin
inhibitére afinite etkilesimi ile baglanmasit agisindan aktif
merkezde oksi-anyon deligini olusturan ve olusan tetrahedral
gecis ara kompleksinin stabil olmasi igin Ca*" ile iyonik
etkilesime girebilecek olan fosfolipitlerdeki fosfat bas grup ve
ardindan zwitteriyon karakterini kazandirmak amaciyla TMA
baglanarak  sentez  tamamlanmistir.  L-2-Oleilamino-serin-
metilester-3-fosfatidilkolin(IV)’in IR spektrumu Sekil 8.3’
verildi. Sekilde karakteristik -POOH gerilme titresimi 1274cm’
"de, P=O ¢ift bag gerilme titresimi 1178cm™’de ve kolin
grubunda olusan C-N bag titresimi 1029cm™"’de belirgindir.
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Sekil 8.3 L-2-Oleilamino-serin-metilester-3-fosfatidilkolin(IV)’in IR spektrumu

Inhibitér sentezinin son adiminda, inhibitdr sentezinin ilk
adiminda korunmus olan ve tasiyictya baglamada afinite ligandi olarak
kullanilacak olan inhibitoriin metillenmis karboksil grubunun bazik
hidrolizi gergeklestirildi. Hidroliz sonrasi elde edilen L-2-Oleilamino-
serin-3-fosfatidilkolin(V)’in IR spektrumu Sekil 8.4’de verildi. Sekilde
spesifik asit bagi(O-H) gerilme titresimi 960cm’de belirgin olarak
goriilmektedir.
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Sekil 8.4 L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(IV)’in IR spektrumu
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8.2 L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V)’in PLA,
Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi ve Inhibisyon

Tipinin Belirlenmesi

Sigir pankreasindan PLA;’nin saflastirilmasinda tarafimizdan
orijinal olarak sentezlenerek afinite ligand1 olarak kullanilan L-2-
Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V)  tlirevleri ve farkli  substrat
analoglarmin PLA, aktivitesi lizerine inhibitor etkisi bir¢ok calismada
belirtilmistir(de Hass et al., 1990; Yu et al, 1990; Dijkman et al., 1994,
Bartel et al, 2000). Bu inhibitoriin enzim aktivitesi lizerine etkisi {i¢
farkli  konsantrasyonda(0,1-0,5-1 mM) standart kosullar altinda

belirlendi ve veriler Sekil 8.5’de verildi.

35
y = 29,492x
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% inhibisyon
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0 T T T T
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Sekil 8.5 PLA, aktivitesi {izerine L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V) etkisi.
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Sekil  8.5’de  gosterildigi  gibi  L-2-Oleilamino-serin-3-
fosfatidilkolin(V)’in artan konsantrasyonuyla enzim inhibe olmaktadir.
Grafige gore inhibitoriin ICsy degeri 1,7 mM olarak hesaplandi. Bu
inhibisyonun tipi 0,5 mM inhibitér konsantrasyonunda belirlendi. Sekil
8.6’da verilen Lineweaver-Burk diagramindan inhibisyon tipinin

yarismali oldugu bulundu.

2,5+
y =0,2007x + 0,1284
2- R?=0,9963 1,]=0,5 mM
1,5 1 y =0,0959x + 0,1291

R?=0,9955

1[V]

[To]=Inhibitorsiiz

2 0 2 4 6 8 10 12
1/[S)(mM-1)

Sekil 8.6 Sigir pankreasi PLA;’sinin Lineweaver-Burk diagramina

L-2- Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V) inhibitoriiniin etkisi.

Sekil 8.6’da verilen grafikten kinetik sabitler(Kp, Vimax, Klm,
V'inax) hesaplandi. Degerler Cizelge 8.1°de verildi. Cizelgede goriildiigii
gibi degerler, yarismali inhibisyonun karakteristik Lineweaver-Burk
diyagrammi desteklemektedir. Inhibisyonlu ve inhibisyonsuz Vpax
degerlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi ve K'; degerinin daha yiiksek

¢ikmasi yarigmali inhibisyon oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 8.1 Sigir pankreasi PLA;’sinin kinetik sabitleri [substrat:fosfatidilkolin,

inhibitor: L-2- Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin(V)].

Kinetik Sabitler [T o] [T1]=0,5 mM

Kmn (mM) 0,74 _

Vinax (tmol/dk) 7,75 _

K, (mM) — 1,56

V' nax (umol/dk) _ 7,79

Bu sonuglar dogrultusunda, tarafimizdan sentezlenen

inhibitdr, yarismali tip karakterinde olmasi nedeniyle afinite reginesi i¢in

ligand olarak kullanildi.

8.3 PLA;’nin Afinite-Ultrafiltrasyon ile Saflastirilmasi

Sigir pankreasi Fosfolipaz A, enzimi Boliim 7.4.1°de oldugu
gibi kismi olarak saflastirildi ve Boliim 7.5.2’de anlatildigi sekilde iig¢

ayr1 yontem kullanilarak afinite ultrafiltrasyona uygulandi. Tasiyicinin

kapasitesi ve baglanma etkileri de incelendi. Sonuglar asagidaki boliimde

ilgili tablolarda verildi ve tartigilda.

Cizelge 8.2 Kismi Saflagtirma ve Affinite-Ultrafiltrasyon Sonrasi(Yonteml,2,3)

Saflastirma Sonuglari.

Aktivite | Protein | SpesifikAkt. | A.Verim | Saflastirma

8)) (mg) (U/mg) (%) kat1
Homojenat 23,0 295 0,078 100 1
Santrifiij1(S1) 22,4 280 0,080 97,4 1,03
Santrifiij2 (S2) 22,3 182 0,123 96,9 1,58
(NH4),SO, 11,3 39 0,290 49,1 3,72
(%25-70)
Yontem 1 - 0,020 - - -
Yontem 2 8,2 1,524 5,382 35,7 69
Yontem 3 0,4 0,223 1,794 1,7 23

*Verimler, aktivite degerleri(U) temel alinarak hesaplanmustir.



120

Fosfolipaz A, enziminin sigir pankreasindan kismi
saflagtirilmas1 amonyum siilfat ¢oktiirmesi adimina kadar % 49,1 verim
ve 3.72 kat olarak gergeklestirildi. Bu adimdan sonra affinite-
ultrafiltrasyon teknigi ile saflastirma adimina gecildi ve {i¢ ayr1 yontem
kullanildi. Cizelge 8.2°de gorildiigii gibi yontemlerden aktivite verimi
acisindan % 35,7 ve 69 saflastirma kat1 ile en iyi olan yontem 2’dir.
Yontem [°de protein goriilmesi ancak aktivitenin goriilmemesi non-
spesifik etkilesimle tutunan protein oldugu diisiiniilmektedir. Bu re¢ineye
enzimin baglanamamasinin nedeninin matriks olarak sec¢ilen kitosan ile
inhibitoriin ¢ok yakin baglanmasiyla enzimin inhibitére baglanamadigi
disiiniilmektedir.  Nitekim yontem 3’te HMDA uzatict  kolu
kullanildiginda Aljinat-inhibitor makroligandi ile 23 saflastirma katina
ulasilmas1 bunun i¢in iyi bir delildir. Yontem 2’nin ise diger yontemlere
gore daha iyi sonu¢ vermesinin nedeni kitosan matriks ile substrat arasina
bir kol takilarak(glutaraldehid) enzimin baglanma sirasinda sterik
engelden kurtularak daha rahat tutunmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yontem 3 ise 2’ye gore daha az verim ve saflastirma

katina sahip olup /’e gore de daha iyi oldugu goriilmektedir.

Sigir pankreasindan PLA, saflagtirilmasi, kismi adimlar
amonyum siilfat ¢oktiirmesi adimina kadar yapildiktan sonra affinite-
ultrafiltrasyona ge¢ilmisti. Ancak bu adima kadar(amonyum siilfat
coktiirmesinde) olan aktivite kaybini(~%50) engellemek, zaman ve
maliyet acisindan avantaj saglamak amaciyla S2 adimina kadar kismi
izolasyonu gerceklestirildi. Daha sonra S1 ve S2 adimindan alinan enzim
ornekleri Yontem 2’ye uygulandi. S1’den alinan enzim Ornegi Yontem
2’ye uygulandiktan sonra aktivite gozlenmedi. S2 ile yapilan denemede
ise protein miktarinin tasiyicinin  kapasitesine etkisini incelemek
amaciyla farkli protein miktarlarinda(5-10-25 mg) S2 adimindan alinarak

affinite-ultrafiltrasyona uygulandi. Cizelge 8.3’de verilen sonuglara gore
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saflagtirma kat1 ve spesifik aktivite acisindan en iyi protein miktart 25
mg, ancak aktivite verimi agisindan 5 mg olarak belirlendi. Ilave protein
miktar1 agisindan degerlendirildiginde, 5 mg protein ilavesi ile
saflagtirilan protein miktari, 6zellikle 25 mg protein ilavesi ile yapilan
saflagtirmadan yaklagik 2 kat daha iyi oldugu goriilmektedir.

Cizelge 8.3 Protein miktarinin tasiyicinin kapasitesine etkisinin incelenmesi.

Aktivite | Protein | Spesifik | A.Verim | Saflastirma
(0)] (mg) Akt. (%) kati
(U/mg)
Ham Ekstrakt 0,896 5
Ilave (S2) 1,792 10 0,179 100 1
4,480 25
Ultrafiltrasyon 0,737 0,069 10,68 82,3 60
(5mg)
Ultrafiltrasyon 1,196 0,107 11,18 66,7 63
(10mg)
Ultrafiltrasyon 2,510 0,184 13,64 56 76
(25mg)

* Verimler, aktivite degerleri(U) temel alinarak hesaplanmustir.

Bu sonuglar dogrultusunda hem maliyet agisindan hemde
aktivite kaybinin daha aza indirilmesi amaciyla 5 mg icin 2 saatlik
baglanma siiresi 4 saate ¢ikarilarak tekrar denendi. Cizelge 8.4’de verilen
sonuclara gore baglanma siiresinin 2 katina ¢ikarilmasiyla, hem
saflagtirma katinda artisa hem de aktivite veriminin ~%90’a kadar
yiikseltmesi oldukga 1yi bir sonug olarak degerlendirilmektedir.

Cizelge 8.4 Baglanma siiresinin incelenmesi.

Aktivite | Protein | Spesifik Akt. A.Verim* Saflastirma
U) (mg) (U/mg) (%) kat1
Ham Ekstrakt | 0,896 5 0,179 100 1
(52)

Ultrafiltrasyon | 0,737 0,069 10,68 82,3 60

(2 saat)
Ultrafiltrasyon | 0,804 0,068 11,92 89,7 67

(4 saat)

* Verimler, aktivite degerleri(U) temel alinarak hesaplanmustir.
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Protein miktarinin optimizasyonu ve baglanma siliresinin
optimizasyonu gibi plot ¢alismalar sonrasinda skala biiylitme(100mg/g
kitosan) islemine ge¢ildi. Bu amagla 5 mg enzim miktar1 baz alinarak 4

saatlik baglanma siiresi ile saflastirmalar gergeklestirildi.

Cizelge 8.5 5 mg protein miktar1 ile skala bilyilitme(100mg/g kitosan) saflagtirma

sonugclart.
Aktivite | Protein Spesifik | A.Verim | Saflastirma
(U) (mg) Akt. (%) kat1
(U/mg)
Ham Ekstrakt 8,132 50 0,163 100 1
(52)
Ultrafiltrasyon 6,353 0,572 11,11 78,1 68
(100000 cut-off)
Ultrafiltrasyon 6,206 0,480 12,93 76,3 79
(30000 cut-off)

* Verimler, aktivite degerleri(U) temel alinarak hesaplanmustir.

Cizelge 8.5’de verilen sonuglar dogrultusunda bu enzimle
SDS-PAGE elektroforezi ile saflik testine gecildi. Jelde 45-60 kDa
arasinda enzimden ayr1 3 ayri1 bant gozlendi. Bunun nedeni, retentantin
yikanmasina ragmen c¢eperde kalan  proteinlerin  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu sorunu engellemek amaciyla ayni 6rnek 30000°’lik
cut-off membrandan gecirildi. Sonu¢ olarak enzim skala biiylitme
islemine ragmen 9%76,3’liik aktivite verimi ve daha yiiksek bir
saflagtirma katiyla(79) saflagtirildi. Tekrar jele uygulandiginda Sekil
8.7°de goriildigi tizere tek band oldugu goézlendi. Sekil 8.8’de
degerlerinin logMy-Rf'ye karsi cizilen standart grafige gore enzimin

rolatif molekil kutlesi 16 kDa civarindadir.
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Sekil 8.7 Sigir Pankreasindan Saflastirilan Fosfolipaz A, enziminin SDS-Poliakrilamid Jel
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Sekil 8.8 SDS-PAGE Standart Grafigi.
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8.4 Enzimin Karakterizasyonu

8.4.1 PLA; Aktivitesine Substrat Konsantrasyon Etkisinin

incelenmesi

Deneyin bu bdliimiinde, saflastirilan enzim preparati ile
substrat olarak fosfatidilkolin icin K;, ve Vpax kinetik parametreleri
boliim 7.7.1°de agiklandig1 sekilde belirlendi. Veriler 0,1-4 mM substrat
konsantrasyon araliginda degistirilerek Lineweaver-Burk diyagramindan

hesaplandi.
PLA, aktivitesine fosfatidilkolin konsantrasyonunun etkisi

Sekil 8.9°da gosterildi. Sekil 8.9°da goriildiigii gibi Fosfolipaz A; igin

maksimum fosfatidilkolin konsantrasyonu 2,5 mM olarak bulundu.

V(umol/dak)  *]

0 1 > 3 4 5
Substrat(mM)

Sekil 8.9 PLA, aktivitesine substrat konsantrasyonunun etkisi.
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Fosfatidilkolinle ¢izilen Lineweaver-Burk diyagrami Sekil
8.10’da verildi. Diyagramdan yapilan hesaplamaya gére doygun substrat
konsantrasyonunun 2,5 mM, Km: 0,74 mM ve Vmax: 7,75 pumol/dak

olarak hesaplandi.

y =0,0959x + 0,1291
1,2 - R? = 0,9955
1 |

0,8 A

1V

06 -
04 -

0,2

-~
0

-2

2 4 6 8 10 12

1/[S]
Sekil 8.10 S1g1r pankreatik PLA, enziminin Lineweaver-Burk diyagrami
(Substrat: fosfatidilkolin).

8.4.2 PLA, Aktivitesine Sicakhik Etkisi

PLA, aktivitesine sicakligin etkisi Sekil 8.11°de gdsterildi.
Sekil’de de gosterildigi gibi enzim optimum sicakhigi 45°C olarak
bulundu. Bu noktadan sonra denatiirasyon etkisi ile hizli bir disiis
gostermektedir. Literatiir verileri ile Kkarsilastirildiginda, bu deger
pankreatik PLA;’lerle uyumluluk gostermektedir. Ancak farkli doku ve
kaynaklardan elde edilen PLA;’lerin(yilan zehiri, eklem sivilari, dalak,

.

karaciger gibi) optimum sicakliklarinin 40-65°C araliginda degistigi
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rapor edilmistir(Reynold et al., 1991; Kaiser, 1999; Kishimura et al.,
1999).
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Sekil 8.11 PLA, aktivitesine sicakligin etkisi.
8.4.3 PLA, Aktivitesine pH Etkisi

PLA, aktivitesine pH etkisi Sekil 8.12°de gosterildi ve
optimum pH 8,5 olarak bulundu. Literatiir verilerine bakildiginda, diger
pankreatik PLA;’lerin pH 8-9 aralifinda optimuma sahip olduklari ve bu
sonuglarla da benzer oldugu goriilmektedir. Ancak farkli dokulardan elde
edilen enzim preparatlarinin pH 7-10 araliginda optimum pH 6zelligine
sahip oldugu rapor edilmistir(Kishimura et al., 1999; Stahl et al., 1998,
Reynold et al., 1991, Bennett et al., 1990).
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Sekil 8.12 PLA, aktivitesine pH etkisi.

8.4.4 PLA, Aktivitesine CaCl, Konsantrasyonu Etkisi

Sigir pankreatik PLA, enzimi Ca®"-bagimli bir enzimdir. Ca®"
iyon konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi bolim 7.7.4’de
anlatildig1 gibi incelendi ve PLA,; aktivitesine CaCl, konsantrasyonunun
etkisi Sekil 8.13’de verildi. Sekilde goriildigi gibi enzim 1 mM’da
aktive olmakta ve maksimum aktivite i¢in 7 mM Ca’”a ihtiyag
duymaktadir. Bu noktadan sonra aktiviteler sabit kalmaktadir. Literatiir
verilerine bakildiginda, kaynagina bagli olarak maksimum aktivitesi i¢in
10 mM’a kadar ¢ikan Ca®" konsantrasyonlarina da ihtiyac duydugu
belirtilmektedir(Six et al., 2000; Kishimura et al., 1999; Kaiser, 1999).
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Sekil 8.13 PLA, aktivitesine CaCl, konsantrasyonunun etkisi.

8.4.5 PLA, Aktivitesine iyon Siddetinin Etkisi

Genellikle tuz konsantrasyonunun artmasi enzimatik
aktiviteyi olumsuz yonde etkilemektedir. PLA, aktivitesine iyon

konsantrasyonunun etkisi boliim 7.7.5’de anlatildigi gibi incelendi.

PLA, aktivitesine iyon konsantrasyonunun etkisi(NaCl) Sekil
8.14’de gosterildi. Sekilde goriildigi gibi enzim 35 mM NaCl
konsantrasyonunda maksimum aktivite gosterdi ve bu konsantrasyondan
sonra enzim aktif merkezi ile substrat etkilesimini sterik olarak
engellemesi, ayrica enzim-kalsiyum-substrat iliskisini etkilemesi

nedeniyle aktiviteyi giderek azalttig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 8.14 PLA, aktivitesine iyon konsantrasyonunun etkisi(NaCl).

8.4.6 PLA,’nin Termal Stabilitelerinin incelenmesi

Sigir pankreatik PLA;’nin termal stabilitesi boliim 7.7.6’da
oldugu gibi belirlendi. Sekil 8.15°de de goriildiigii gibi enzim 0-75 °C
araliginda oldukea kararli oldugu goriilmektedir. 75°Cde ki bu noktada
bagil aktivitenin % 20 civarinda olmasi, enzimin yiiksek sicakliklarda
bile stabil oldugunu gostermektedir. Ancak 6zellikle yilan zehiri PLA;
tirlerinin daha termostabil olduklart ve 75°C civarinda bile % 50
oraninda aktivite gosterebildikleri de belirtilmektedir(Kaiser, 1999; Six et
al., 2000). Bu durum, disiilfit baglarinin ¢oklugu nedeniyle enzimin iig

boyutlu yapisinin daha kararli olmasindan kaynaklandig diisiiniilebilir.
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Sekil 8.15 PLA, nin termal stabilitesi.

PLA, aktivitesinin zamana bagimli termal stabilitesi de boliim
7.7.6’da oldugu gibi incelendi. Alinan sicaklik degerleri, viicut sicakligi
ve enzimin belirlenen optimum sicakligi baz alinarak secildi. Enzimler
optimum sicakliklar1 yaninda termal stabiliteleri ve bu sicakliklarda uzun
siire aktivite gosterebilmeleri acisindan enzimatik proseslerde 6nemlidir.

Enzim ic¢in secilen her iki sicaklikta, optimum deney

kosullarinda bir saat sonunda yaklasik % 20-30 civarinda aktivite
gosterebildigi belirlendi(Sekil 8.16).
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Sekil 8.16 PLA, ‘nin termal stabilitesinin zamana bagimli degisimi.
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8.4.7 Baz1 Divalent Katyonlarin ve EDTA’nmin PLA,

Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Bolim 7.7.7° de aciklandig1 sekilde bazi divalent iyonlarin
(10 mM) ve EDTA’nin belirli konsantrasyonda (10 mM) enzim aktivitesi
tizerine etkisi incelendi. Cizelge 8.6’da sigir pankreasindan elde edilen
PLA; enzimi i¢in metal iyonlarimin aktivite iizerine etkisi ayr1 ayri
verildi.

Cizelge 8.6 Bazi divalent katyonlarin ve EDTA’nin PLA, aktivitesi lizerine etkisi.

Efektor Adi 10 mM
Kontrol 100
CaCl,.2H,0 459
CoCl,.6H,0 289
BaC12.2HzO 174
MgCl,.6H,O 111
HgCl, 17
EDTA 33

Cizelge 8.6’dan da goriildiigii gibi kontrole kiyasla Hg™" ve
EDTA ile giiglii inhibisyon gésterirken Co®", Mg*", ve Ba™ iyonlarim
takiben Ca" iyonlarimin ilavesi PLA, aktivitesini artirmaktadir. Hg*" ’nin
inhibisyon etkisi gostermesi, Cys’nin SH gruplarini bloke etmesinden
kaynaklanmaktadir. EDTA’nmn ise Ca®" ile selat ozelligi nedeniyle
inhibisyon gosterdigi diisiiniilmektedir. Literatiirlerde Ca™ iyonlarinin
PLA, aktivitesi i¢in gerekli bir iyon oldugu ve daha diisiik
konsantrasyonlarda bile aktive oldugu belirtilmistir. Cizelge 8.6’da
verilen  sonuglar, diger literatiir  verileri ile  benzerlik
gostermektedir(Kishimura et al., 1999).
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8.5 Afinite Recinesinin Tekrar Kullamlabilirliligi

Daha oOnceki boliimlerde de bahsedildigi gibi afinite
ultrafiltrasyonun en énemli avantaji, re¢inenin tekrar kullanilabilirligi ve
otomasyona uygulanabilir olmasidir. Bu bilgi dahilinde saflastirma igin
kullanilan kitosan-glutaraldehid-fosfatidiletanolamin reginesinin ayni
miktarlar g6z Oniinde bulundurularak tekrar kullanimi 5 tekrar ile
belirlendi ve saflastirma sonuglar1 Cizelge 8.7°de verildi. Regine her
kullanimdan 6nce 2 M NaCl ile yikandiktan sonra ¢alisma tamponu ile
dengeye getirildikten sonra kullanilda.

Cizelge 8.7 Reginenin tekrar kullanilabilirliligi.

Tekrar Aktivite | Protein| Spesifik |A.Verim' | Saflastirma
Kullanim U) (mg) akt. (%) Kati
Sayist (U/mg)
Ham ekstrakt 0,95 5 0,19 100 1
ilave(5mg)
1. 0,89 0,059 15,04 93,2 77,5
2. 0,83 0,075 11,09 87,8 57,2
3. 0,75 0,079 9,49 78,8 40,6
4. 0,71 0,109 6,50 75,2 38,8
5. 0,43 0,120 3,57 449 23,1
Verimler, aktivite degerleri(U) temel alinarak hesaplanmustir.

Afinite recinesinin kullamim sayis1 arttikca verim ve
saflastirma katinda giderek bir azalma goriilmektedir. Ozellikle 3. ve 4.
kullanimdan sonra 6nemli miktarda aktivite ve saflagtirma kat1 diislisti
goriilmektedir. Bu durum, reginenin tekrarlanan her kullanim sonrasi
sentezlenen inhibitdriin bozularak ligand kaybi nedeniyle non-spesifik
baglanmalarin  gergeklesmesi ve dolayisiyla spesifik aktivitenin

diismesine(artan protein miktari) baglanmaktadir.



133

8.6 Fosfolipaz A, (EC 3.1.1.4) Enziminin Sigir
Pankreasindan Saflastirilmasinin  Genel Olarak

Degerlendirilmesi

Fosfolipaz A, (EC 3.1.1.4) enzimi ile ilgili izolasyon,
saflagtirma ve karakterizasyon calismalari 1870°li yillardan bu yana
devam etmektedir(Bokay, 1877/78). Bir ¢ok farkli tiir kaynaktan;
mikrobiyal (De Silva ef al., 1986), bitkisel (Stahl et al., 1998; Kim et al.,
1999), yilan ve bocek zehiri (Fairbairn, 1945; Reynolds et al., 1991;
Dennis, 1991; Dudler et al., 1992), deniz yildiz1 ve balik
tiirlinde(Kishimura and Hayashi 1999; Aaen et al., 1995), insan ve
hayvan dokularindan(Van Wezel et al., 1975; Eskola et al., 1983; Tojo et
al., 1983; Bennett et al., 1990; Van Den Bosch et al., 1991; Kramer et
al., 1991; Tojo et al., 1991) bilinen genel izolasyon ve saflastirma
teknikleri kullanilarak izole edilip saflastirilan enzimin, karakterizasyonu
yapilarak uygulamaya konulmustur. Daha 6nceki boliimlerde de ayrintili
olarak izah edidigi iizere enzim, biyokimyasi agisindan 6nemli bir yere
sahiptir. Metabolizma acgisindan bdyle 6nemli bir enzim, farkli afinite
kolonlarmin ardi sira kullanildig1 afinite kromatografisi(Dennis, 1991,
Reynolds et al., 1991; Van Den Bosch et al., 1991 ) ve HPLC(Dudler et
al., 1992; Tojo et al., 1991) teknikleri ile saflastirilmig, ancak bu tez
calismasinda gergeklestirilen afinite ultrafiltrasyon teknigi ile saflastirma

calismasinin olmamasi dikkate deger bir durumdur.

Bu calismada sigir pankreasi Fosfolipaz A(PLA;) enzimi
farkli matriks-PLA, inhibitori ve matriks-PLA, substrati ile hazirlanan
afinite recineleri hazirlanarak saflastirilmasi amacglandi. Sigir pankreast;
gerek enzim kaynagi ve kolay bulunabilir olmasi, gerekse enzim miktari
acisindan 6nemli bir materyaldir. Enzim bu kaynakta oldukca iyi ve
yuksek kararli bir yapidadir. Saflastirmada tastyict matriks olarak aljinat
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ve Kkitosan, afinite ligandi olarak tarafimizdan sentezlenen enzim
inhibitérii  (L-2-Oleilamino-serin-3-fosfatidilkolin) ve  substratinin
(fosfatidiletanolamin) olusturdugu ¢ farkli afinite makroligandi
hazirlandi. En 1yi sonucu 69 saflastirma kati ile kitosan-glutaraldehid-
fosfatidil etanolamin afinite matriksi verdi. Bu makroligand i¢in protein
baglama kapasitesi ve baglanma siiresi de karakterize edildi. Baglama
kapasitesi ii¢ farkli protein miktartyla(5-10-25 mg) denendi. En 1iyi
sonuca % 82,3’liikk aktivite verimi ile Smg protein konsantrasyonunda
ulasildi(Cizelge 8.3). Baglama siiresi 2 saatten 4 saate ¢ikarilarak 5 mg
protein konsantrasyonu i¢in denendi. % 89,7’lik aktivite verimi ile yine
5 mg protein miktarinda en iyi sonuca ulasildi(Cizelge 8.4). Daha sonra
5 mg protein miktar1 4 saat baglanma siiresi ile skala bliylitme islemine
gecildi(100mg/g  kitosan). Skala biiylitme isleminde 68 katlik bir
saflsatirmadan sonra bu Ornek jele uygulandi. Ancak 45-60 kDa
civarinda {i¢ ayr1 bant gézlendi ve bu 6rnek 30000 cut-off membrandan
gecirilerek 79 kat saflastirildi. Bu adimdan sonra enzimin saflik testine
gecildi. SDS-PAGE ile yapilan saflik testinde, enzim tek band olarak
gozlendi(Sekil 8.7) ve logM,,-R¢ standart grafiginden(Sekil 8.8) enzimin

molekiil kiitlesinin 16kDa civarinda oldugu belirlendi.

Bir enzimin aktivitesinin, enzim ve substrat
konsantrasyonlarina bagimli oldugu bilinmektedir. Aktiviteye etki eden
diger faktorler; sicaklik, pH, iyon siddeti, kimyasal etkiler(aktivasyon

inhibisyon), kofaktorler ve inhibitdrler olarak siralanabilir.

PLA, aktivitesine fosfatidilkolin(substrat) konsantrasyonunun
etkisi incelendi. Fosfolipaz A, i¢in maksimum fosfatidilkolin
konsantrasyonu 2,5 mM olarak bulundu. Fosfatidilkolinle ¢izilen
Lineweaver-Burk diyagramindan(Sekil 8.10) yapilan hesaplamaya gore
Km: 0,74 mM, Vmax: 7,75 umol/dak olarak hesaplandi.
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Enzim optimum sicaklig1 i¢in 25-65°C araliginda calisildi ve
45°C olarak bulundu(Sekil 8.11). Bu noktadan sonra denatiirasyon etkisi
ille hizli bir disiis gostermektedir.  Literatiir  verileri ile
karsilastirildiginda, bu deger pankreatik PLAj’lerle uyumluluk
gostermektedir. Ancak farkli doku ve kaynaklardan elde edilen
PLA’lerin optimum sicakliklarinin 40-65°C araliginda degistigi rapor
edilmistir(Reynold et al., 1991). Enzimler optimum sicakliklar1 yaninda
termal stabiliteleri ve bu sicakliklarda uzun siire aktivite gosterebilmeleri
acisindan enzimatik proseslerde onemlidir. Pankreatik PLA,, icerdigi
disiilfit baglar1 nedeniyle(6-8 arasinda) termal stabilite agisindan
kararlilik gostermektedir. Bu nedenle sigir pankreatik PLA, nin termal
stabilitesi 4-70°C araliginda, zamana bagimli stabilitesi 37 ve 45°C’de
denendi. Disiilfit baglarinin stabiliteye katkisi nedeniyle enzim 70°C’de
aktivitesini %20 civarinda koruyabilmektedir ancak c¢ok iyi bir sonug
olarak goriilmemektedir(Sekil 8.15). Bu deneme zamana bagimli olarak
yapildiginda ise bir saat boyunca her iki sicaklikta aktivitesini %20-30
arasinda koruyabilmektedir(Sekil 8.16). PLA, aktivitesine pH etkisi
incelendi ve optimum pH 8,5 olarak bulundu(Sekil 8.12). Literatiir
verilerine bakildiginda, diger pankreatik PLA;’lerin pH 8-9 araliginda
optimuma sahip olduklar1 ve bu sonuglarla da benzer oldugu
goriilmektedir. Farkli kaynaklardan PLA;’lerin ise pH 7-10 araliginda
optimum gosterdikleri bilinmektedir(Stahl ez al., 1998, Reynold et al.,
1991).

Pankreatik PLA;’nin aktivite i¢in Ca*" iyonlarma 10 mM’lik
konsantrasyona kadar ihtiya¢ duydugu bilinmektedir(Six et al., 2000). Bu
dogrultuda, saflagtirilan sigir pankreatik PLA>nin  Ca®" konsantrasyon
etkisi 1-10 mM araliginda denendi ve maksimum aktivite i¢gin 7 mM
Ca’"a gereksinim duydugu belirlendi(Sekil 8.13). PLA; aktivitesine iyon
konsantrasyonunun etkisi(NaCl) de incelendi. Sekil 8.14’de goriildigi
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gibi enzim 35 mM NaCl konsantrasyonunda maksimum aktivite gdsterdi
ve bu konsantrasyondan sonra enzim aktif merkezi ile substrat
etkilesimini sterik olarak engellemesi, ayrica enzim-kalsiyum-substrat
iliskisini  etkilemesi  nedeniyle  aktiviteyi  giderek  azalttigi

diistiniilmektedir.

Bir¢cok enzim aktivite goOsterebilmesi igin kofaktore ihtiyag
duymaktadir. Sigir pankreatik PLA,’nin Ca®" iyonlarina ihtiyac
duydugunu daha once belirtmistik. Bu iyon yaninda diger baz1 divalent
katyonlarmn(Co®", Ba*", Mg”", Hg”") ve EDTA’nin aktivite iizerine
etkiside incelendi. Kontrole kiyasla Co”", Ba*'ve Mg”~un Ca’" gibi
enzim aktif merkez ile substrat arasindaki iyonik etkilesimin saglanmasi
acisindan aktivatdr gorevi gorebildikleri belirlenmistir. Ancak Hg®~nin
inhibisyon etkisi gostermesi, Cys’nin SH gruplarini bloke etmesinden
kaynaklanmaktadir. EDTA’nmn ise Ca®" ile selat ozelligi nedeniyle

inhibisyon gosterdigi diisiiniilmektedir.

Sigir pankreasindan PLA;’nin saflagtirilmasinda afinite
ligand1 olarak kullanilan ve tarafimizdan sentezlenen L-2-Oleilamino-
serin-3-fosfatidilkolin(V) tiirevleri ve farkli substrat analoglarinin PLA,
aktivitesi tizerine inhibitor etkisi bazi ¢caligmalarla belirtilmistir(Dijkman
et al., 1994; Bartel et al., 2000). Tarafimizdan orijinal olarak sentezlenen
inhibitoriin enzim aktivitesi {lizerine etkisini belirlemek amaciyla artan
inhibitdr konsantrasyonlarinda(0,1-0,5-1 mM) aktiviteler belirlendi ve
aktivitenin giderek azaldig1 gézlendi(Sekil 8.5). Grafige gore inhibitoriin
ICsp degeri 1,7 mM olarak hesaplandi. Bu inhibisyonun tipi 0,5 mM
inhibitdr konsantrasyonunda belirlendi. Sekil 8.6’da ¢izilen diyagramdan
kinetik sabitler(K.,, Vmax, KIm, Vlmax) hesaplandi. Degerler Cizelge 8.1°de
verildi. Cizelgede goriildigli gibi degerler, yarigmali inhibisyonun

karakteristik Lineweaver-Burk diyagramini desteklemektedir.
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Afinite ultrafiltrasyonun en onemli avantaji, re¢inenin tekrar
kullanilabilirligi ve otomasyona uygulanabilir olmasidir. Saflagtirma i¢in
kullanilan kitosan-glutaraldehid-fosfatidiletanolamin reg¢inesinin ayni
miktarlar g6z Oniinde bulundurularak tekrar kullanimi 5 tekrar ile
belirlendi. Cizelge 8.7’de goriildiigii gibi her tekrarda verim ve
saflastirma katindaki azalma, rec¢inenin tekrarlanan her kullanim sonrasi,
sentezlenen makroligandda ki inhibitériin bozularak ligand kayb1
nedeniyle non-spesifik baglanmalarin ger¢eklesmesi ve dolayisiyla

spesifik aktivitenin diismesine(artan protein miktar1) baglanmaktadir.

Elde edilen sonuglara gore bu teknikle yapilan saflagtirma
caligmalarinin literatiire olumlu yonde katkisi olacagi diisiiniilmektedir.
Gelecege doniik PLA; saflastirilmasi ve uygulamalar1 konusunda bir ¢ok
nokta goze carpmaktadir. Bunlardan birkagi; enzimin farkli kaynaklardan
ve farkli afinite regineleri elde edilerek tek adimli ve yiliksek verimde
enzim  preparatlarinin  hazirlanmasi, enzimoterapi ve  enzim

immobilizasyon ¢aligmalarinda kullanilmasi ag¢isindan énemlidir.
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