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OZET

KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERININ SAFLASTIRILMASI ICIN
YENI BiR AFINITE JELININ SENTEZLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
GAMZE OKEMLER
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
KIiIMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR SEMRA ISIK)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2016

Bu c¢alismada, tim canlilarda bulunan ve solunum sisteminin 6nemli
enzimlerinden biri olan karbonik anhidraz enzimi insan eritrositlerinden
saflastirilmistir. Proteinlerin saflastirilmasinda en kolay ve kullanigh bir teknik olan
afinite kromatografisi kullanilmigtir.  Calismamizda matriks olarak kullanilan
Sepharose-4B’ye higbir uzanti kolu baglanmadan siilfonamid tiirevi olan 4-(6-amino-
hekziloksi)-benzensiilfonamid, ligand olarak baglanip yeni bir afinite jeli
sentezlenmistir.

Sentezlenen yeni afinite  jeli, Sepharose-4B-4-(6-amino-hekziloksi)-
benzensiilfonamid kullanilarak hCA-I ve hCA-I11 izoenzimleri saflagtirilmustir.

Saflastirma sonunda elde edilen hCA-I izoenzimi i¢in verim ve saflastirma
derecesi sirastyla % 81.3 ve 65.1 kat; hCA-II izoenzimi i¢in verim ve saflagtirma
derecesi sirastyla % 97.8 ve 97.8 kat olarak bulunmustur. Sentezlenen yeni afinite
jelinin en uygun calistigi pH, sicaklik ve iyonik siddet degerleri, her bir CA
izoenzimi i¢in bulunmustur. hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri i¢in en uygun kosullar
pH: 8.5, 25°C, 0.1 iyonik siddeti olarak tespit edilmistir. CA izoenzimlerinin
eliisyonu i¢in ise en uygun ¢ozelti hCA-I i¢in 50 mM Na,HPO, /1 M NaCl, pH: 6.3
ve hCA-II iginde 50 mM Na,HPO, /0.2 M KSCN, pH: 6.3 olarak belirlenmistir.

Elde edilen her CA izoenziminin safligi, Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik anhidraz, izoenzim, afinite kromatografisi,
Sepharose-4B.



ABSTRACT

A NEW AFFTINITY GEL SYNTHESIS FOR PURFICATION OF
CARBONIC ANHYDRASE ISOENZYMES
MSC THESIS
GAMZE OKEMLER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSIST.PROF. DR. SEMRA ISIK )

BALIKESIR, JUNE 2016

In this study, Carbonic anhydrase enzyme which is ubiquitously found in all
kingdoms of life and one of the most important enzyme of the respiratory system was
purified from human erythrocytes. Affinity chromatography which is the easiest and
the most practical technique was used. A new affinity gel was prepared on a
Sepharose-4B matrix which is activated by CNBr, followed by reaction with the CA
inhibitor 4-(6-amino-hexyloxy)-benzenesulfonamide as a ligand was bound to
activated matrix without using any spacer arm.

Using newly synthesised affinity gel Sepharose-4B-4-(6-amino-hexyloxy)-
benzenesulfonamide, both carbonic anhydrase isoenzymes hCA-I and hCA-I1 were
purified.

The overall purification and yield for hCA-I were % 81.3 and 65.1-fold; for
hCA-Il were % 97.8 and 97.8-fold, respectively. The binding capacity of the new
affinity gel was determined at different temperatures, pH values, ionic strengths and
elution buffers. The maximum binding of hCA-I and hCA-II were achieved at 25°C
with pH 8.5 and ionic strength around 0.1. The most convenient elution buffer for
hCA-I was 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH: 6.3 and 50 mM Na,HPO, / 0,2 M
KSCN, pH: 6.3 for hCA-II.

The purity of the enzymes was controlled by SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis.

KEYWORDS: Carbonic anhydrase, 1soenzyme, affinity chromatography,
Sepharose-4B.
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1. GIRIS

Canli sistemlerde biyokimyasal reaksiyonlarin hemen hemen tamamina
yakini temelde protein yapili olan ve enzimler olarak bilinen biyolojik katalizorler

tarafindan gerceklestirilir [1].

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve higbir
yan {riiniin olugmasina firsat vermeden spesifik olarak % 100’lik bir {irlin verimi
saglayan biyolojik Kkatalizorlerdir [2]. Tim canli hiicrelerde meydana gelen

reaksiyonlarin hemen hemen tamami enzimlerle ilgilidir [3].

Enzimler gereken aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonlarin 10°-10"" kat
daha hizli gerceklesmesini saglar. Bdylece laboratuar sartlarinda gergeklesmesi ¢ok
zaman alan ve birgok basamaga ihtiya¢ duyan, bazen de yiiksek sicaklik ve basing
asidik veya bazik ortam gerektiren reaksiyonlarin, hiicre i¢i sartlarda birkag saniye
gibi ¢ok kisa bir zamanda meydana gelmesini saglar [4]. Ornegin iire, enzim
olmadan yiiz yi1lda parcalanirken lireaz enziminin varliginda ise saniyede 30 000 iire

molekiilii pargalanabilir [5].

Enzimlerin katalizleme giicleri, turnover sayisi ile tanimlanir. Turnover
sayis1 birim zamanda bir mol enzimin tiriine doniistiirdiigii substratin mol sayisidir.

Turnover sayisi en yiiksek olan enzim, 40.000.000 sn™ ile katalazdir [6].

Enzimin 6zgiil olarak etki ettigi maddeye veya madde karisimina bu enzimin

“substrat1” denir. Reaksiyon sonunda meydana gelen maddeye ise ‘“liriin’’ ad1 verilir

[7].



Genel olarak reaksiyonu su sekilde sematize edebiliriz :

E+S —’l ES —’l E+P
Enzim Substrat Enzim Uriin Enzim + Uriin
Kompleksi

Substratlarina ve katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore enzimler son derece
spesifiktirler. Genellikle bir enzim sadece bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip
reaksiyonlar1 katalizler. Farkli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip, ayni canl
tirtinde ayn1 reaksiyonu katalizleyen enzimler de vardir. Bu tip enzimler izoenzim
olarak adlandirilirlar. {zoenzimlerin substratlarina, kofaktorlerine ve inhibitdrlerine
kars1 ilgileri degisiktir [8]. Izoenzimlere 6rnek olarak, karbonik anhidraz, laktat

dehidrogenaz, alkalen fosfataz verilebilir [9].

Her enzimin 4 rakamli bir sistematik kod numarasi vardir. E.C. adi verilen bu
isimlendirmede birinci numara grubunu, ikinci numara alt grubunu, {igiincii numara
alt alt grubunu, dérdiincii numara da kendine &zgii sira numarasmi verir. Ornek
olarak karbonik anhidraz enziminde (E.C.4.2.1.1.) bastaki 4 numara bu enzimin bir
liyaz oldugunu diger numaralar da alt gruplarint belirtir. Liyazlar, hidrolizden farkli
olarak substratlarin uzaklastirillip ¢ift baglarin  olusturuldugu reaksiyonlari
katalizleyen enzimlerdir.  Karbonik anhidraz enzimi (E.C.4.2.1.1.) bu smifta
incelenir [7, 10].

1.1  Karbonik Anhidraz Enzimi (E.C.4.2.1.1)

Biitiin canli organizmalarda anahtar bir metabolit olan CO;’ in gevresel
konsantrasyonu nadiren yiiksektir. Ayrica COy, karbonik asit ve bikarbonat olusumu
ile dengededir. Karbonik anhidraz (CA) enzimi canli organizmalarda CO;’in
hidratasyon ve HCOj3 ’in dehidratasyon reaksiyonlarin tersinir olarak katalizleyen

bir enzim ailesidir [11].



Biyolojik sistemler i¢in ¢ok Onemli olan karbonik anhidraz enzimi, aktif
bélgesinde ¢inko iyonu (Zn*?) bulunduran metaloenzimdir. CO, ve HCOg
arasindaki reaksiyon notral pH civarinda kendiliginden gergeklesse de oldukca yavas

bir reaksiyondur. Bu yiizden CA biyolojik sistemler i¢in olduk¢a 6nem tasimaktadir
[12].

COz + HO > HCO3 + H'

Karbonik anhidraz enziminin Kkatalizledigi bu reaksiyonun cesitli
biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar1 vardir. Pek ¢ok farkli dokuda bulunan bu
enzim kemik olusumu, kalsifikasyon, CO, ve iyon tasinimi, asit-baz dengesi gibi

farkl1 fizyolojik proseslerde gorev alir [13].

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1), 1933 yilinda ilk
olarak sigir eritrositlerinde kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda tim memeli
dokularinda, prokaryot, Okaryot ve archaea’da yaygin bir sekilde bulundugu
kanitlanmustir [11, 14]. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda

oldugu tespit edilmistir.

Karbonik anhidraz enziminin genetik olarak 6 farkli enzim sinifi (a-, B-, y-, 6-
, -¢, N-CA) bulunmaktadir [15, 16]. Aminoasit dizilisleri bakimindan 6nemli bir
benzerlik gostermeyen karbonik anhidraz ailesinin ii¢ smifi (a-, - ve y-) yaygin
olarak bakterilerde goriilmektedir. y-sinifi CA’lar bazi bitkilerde, B-smifi CA’lar ise
bitkilerin yan1 sira algler, fungi, bakteri ve arkeada bulunmaktadir. a-sinifi CA’lar
baskin olarak hayvanlarda ve arkealar hari¢ ¢ogu gruplarda bulunurlar. 6 ve ¢-sinifi
CA’lar deniz mikroorganizmalarinda son sinif olan n-smifi CA’lar ise Del prete ve

ark. tarafindan kesfedilen Plasmodium falciparum’da goriillmektedir [16, 17].



Memelilerde katalitik aktivite, ¢esitli inhibitor siniflarina verdikleri tepkiler
ve doku dagilimlar1 yoniinden farklilik gosteren, a-CA gen ailesine bagli 16 farkl
(insanlar 15 farkli) CA izoenzimi ve CA baglantili protein (CARP) tanimlanmistir
[18]. CA izoenzimlerinin hiicre igindeki yerlesimleri de olduk¢a farklilik
gostermektedir. CA I, 11, 111, VII, ve XI1I sitozolik formda, CA 1V, IX, XII, XIV, ve
XV membrana bagli, CA VA ve VB mitokondriyal formda, CA VI tiikiiriik ve siit

4nrb

salgilarinda ve NonO/p54™" formu ise ¢ekirdekte bulunmustur [15, 18, 19].

Sekil 1.1: Bazi1 CA izoenzimleri iginde katalitik olarak aktif CA izoenzimlerinin
sematik olarak hiicredeki yerlesimleri [15].

Aktif bolgesinde Zn*? iyonu bulunduran CA enzimi genel olarak metabolik
CO; transportunun yami sira bircok dokuda H* ve HCOjs iyonlarmin birikimini
saglayarak, viicut sivilariin dengelerinin kurulmasinda da son derece 6nemli rol
oynamaktadir [11, 20, 21]. Bu dokulara bobrek, gastrik mukoza ve goz lensi drnek
olarak verilebilecegi gibi, histokimyasal yontemlerle tiikriik bezleri, kaslar, beyin,
sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA enzimine

rastlanmis ve biyokimyasal 6zellikleri incelenmek iizere saflagtirilmisgtir.



Baliklarin solungag ve salgi organlarinda, baz1 bocek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlarin kabuk yapiminda ve alglerde enzimin degisik rolleri oldugu ayrica

ispatlanmistir [21, 22].

Uzerinde en ¢ok calisma yapilan ve en yaygin olarak bulunan izoenzimler
CA-1 ve CA-II’dir. hCA-II, 29.3 kDa biiyiikliigiinde olan protein yapilt bir enzimdir.
hCA-II diger izoenzimlere gore katalitik aktivitesi olduk¢a yiiksek olup, insan doku
ve organlarinda yaygin olarak bulunmaktadir. hCA-I ise 30 kDa biiyiikliigiinde bir
proteindir.  Eritrositlerde, kolon epitelinde, géz lensi ve korneal epitelyumda
bulunur. Hiicre iginde sitozolde yer alan hCA-I ¢oziinebilir karakterdedir ve
eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir [23, 24, 25].
Eritrositlerde hCA-l, hCA-II’ye gore bes kat daha fazla bulunmasina ragmen
katalitik aktivitesi hCA-II’nin sadece % 15’i kadardir [26, 27].

Yiiksek goz i¢i basinci ile (IOP) olarak ortaya ¢ikan glokom en ciddi goz
hastaliklarindan birisidir. Glokom goz hastaliklar1 iginde % 15-20 orani ile korliige
neden olmaktadir [18]. G0z retinasinda bulunan CA-II gdz i¢i basinct olusumunun
baslica sorumlusudur. Glokomlu hastalarda IOP’yu diisiirmenin en etkili yolu CA-11
aktivitesini bloke etmektir. Bu amagla basta asetazolamid olmak {izere

heteroaromatik siilfonamidler uzun yillardan beri kullanilmaktadir [14, 28].

Hidrataz aktivitesi ile CA enziminin, son derece Onemli bir fizyolojik
fonksiyonu yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarin1 pargalamasi
ve aldehitlerin hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik
sentezlerde kullanimini giindeme getirmektedir.  Bu nedenle, CA enziminin
saflagtirlmasinda daha etkili ve ekonomik yontemlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun

caligmalar yapilmaktadir [29].



Giliniimiizde enzim saflagtirllmasi i¢in, ¢ok g¢esitli kromatografik teknikler
kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda, yiliksek ayirma avantajinin yaninda,
saflagtirma asamasindaki adim sayisinin azligindan dolay1 afinite kromatografisi
bircok proteinin ya da enzimin saflastirilmasi i¢in ideal bir yontem olarak
kullanilmaktadir [30]. CA enziminin saflastirilmasi i¢in farkli uzanti kollar1 ve

ligandlar kullanilarak sentezlenen degisik afinite jelleri bulunmaktadir [31].

1.2 Karbonik Anhidraz Ailesinin Siniflandirilmasi

1933’de karbonik anhidraz enzimi Meldrum & Roughton ve Stadie &
O’Brien tarafindan ilk kez kesfedilmistir. O zamandan beri yapilan ¢alismalar
sonucunda karbonik anhidraz enziminin Okaryot ve prokaryotlarda yaygin olarak
goriildigi tespit edilmis olup; a-, B-, y-, 8-, ¢-, N-CA olmak {izere 6 farkli gen ailesi
tarafindan sentezlendigi literatiirlerde goriilmektedir. Karbonik anhidrazlarin farkl
yapilarda olmasiin sebebi, aktif bolgelerindeki aminoasit dizilislerinin ve
katlanmalarinin farkli olmasidir.  Bu farkliliklara ragmen karbonik anhidraz
enzimlerinin aktif bolgelerinde Zn*? iyonu igermeleri ve reaksiyon mekanizmalarinin

ayn1 olmasi oldukga ilgingtir [32, 33].

1.2.1 @- Simfi CA

Memelilerde katalitik aktivite, ¢esitli inhibitor siiflarina verdikleri tepkiler
ve doku dagilimi, oligometrik diizenlenmeler yoniinden farklilik gosteren, a-CA gen
ailesine bagli 16 farkli (insanlar 15 farkli) CA izoenzimi ve CA baglantili protein
(CARP) tanimlanmistir [18]. CA izoenzimlerinin hiicre i¢indeki yerlesimleri de
oldukca farklilik gostermektedir. CA 1, II, III, VII, ve XIII sitozolik formda, CA IV,
IX, XII, XIV, ve XV membrana bagli, CA VA ve VB mitokondriyal formda, CA VI
tilkiirik ve siit salgilarinda ve NonO/p54nrb formu ise ¢ekirdekte bulunmustur
[15, 18, 19].

Bunlara ek olarak ise ii¢ tane CA gen ailesine ait CA-iliskili protein vardir.
CA-l ve CA-II, karbonik anhidraz izoenzimleri arasinda en yaygin olarak

bulunmaktadirlar.



Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir:

CO,+H,0 === HCOz +H"

Tim o-CA’larda bulunan Zn*? metal iyonu Kataliz icin onemli bir rol
oynamaktadir. CA’larda bulunan metal iyonunun, aktif bolgenin 15A derinliginde
bir yarigin tabaninda oldugu X-ray kristallografik veriler sonucunda bulunmustur.
Aktif olan biitiin CA’lar H94, H96 ve H119 olmak iizere ii¢ farkli histidin rezidiisii

ve bir su molekiilii’hidroksit iyonu ile koordine seklinde bulunmaktadir [33].

(Sekil1.3)
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Sekil 1.2: Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri [33].

Aktif bdlgede Zn*? metal iyonu ile koordine bir sekilde bulunan su molekiili,
aynt zamanda Thr199’un hidroksil kismiyla hidrojen bagi olusturdugu
goriilmektedir. Ayn1 zamanda Glul06’nin karboksilat kismi Thr99 ile bagh
bulunmaktadir.  Zn*? iyonu ve su molekiiliiniin koordine bir sekilde bulunup
etkilesimlerinin sonucunda, su molekiiliiniin niikleofil karakteri artmaktadir. Ayrica
substrat olan CO;’yi de niikleofil atak i¢in uygun konuma yonlendirmekte 6nemli rol
oynamaktadir. Zn*? iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu
olusur ve bu formda bulunan enzim baziktir (Sekil 1.3-A). Olusan aktif form,

hidrofobik cepte komsulariyla bagli olan CO;, molekiiliine saldirir (Sekil 1.3-B).



Bu da, Zn*? iyonu ile koordine bikarbonat iyonunun olusmasinina neden olur
(Sekil 1.3-C). Daha sonra, HCO;3; iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirirerek

cOzeltiye gecger ve Zn*? iyonuna su baglanarak enzim asit formuna doniisiir

(Sekil 1.3-D) [33].
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Sekil 1.3: Karbonik anhidrazin katalizledigi CO,-hidrataz  reaksiyonu
mekanizmasinin gosterilisi [33].

a-CA’larin ¢ogu yaklasik olarak 30 kDa molekiil agirligina sahip olup
monomerler olarak aktiftirler ve bakteriler, algler ve yiiksek bitkilerin yapisinda
bulunmaktadirlar. S6z konusu olan CA izoenzimleri bir tane siyonabakteride, ii¢
tanede yesil algde bulundugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir [34].
Ayrica Helicobacter pylori, Vibrio cholerae gibi patojenik organizmalardan da o-

CA’lar klonlanarak karakterize edilmistir [35, 36].



1.2.2 B-Simfi CA

B- CA’lar, a-CA’lara gore daha yaygin olarak bakterilerde bulunmalarina
ragmen B-smifinin anlasilmasi o-siifinin ¢ok gerisinde kalmigtir [37]. Baslarda bu
enzimin sadece bitkilerde var oldugu diisiiniiliirken, giiniimiizde B-sinifina ait olup
CA igeren yapilar arasinda protozomlar, fungiler, algler, bazi1 archaealar, ¢ogu
bakteriler 6rnek olarak gosterilebilmektedir. Ayrica yapilan son caligmalarda yesil

alg C. reinhardtii mitokondrisinde de B-CA bulundugu tespit edilmistir.

Yapilan karakterizasyon caligmalarinin sonucu B-sinifinin, o-sinifi ve y-
simifindan keskin farkliliklarla ayrildigim1  gostermektedir.  a-sinifi  enzimler
monomer yapida iken y-sinifi enzimler ise trimer yapidadir. B-sinifinin iyeleri
dimer, tetramer, hekzamer ve oktamer gibi bircok yapinin birlesmesiyle olugarak
diger enzimlerden farkli bir yap1 olusturmaktadir. Sekonder yapidaki farkliliklar
kristal yapida da goriilmektedir. Son olarak, B-siif enziminin kristal yapisina

bakildiginda ¢inkonun iKi sistein ve bir histidin ile baglandig1 goriilmektedir [38].

B-sinifi enzimler ile a-CA arasindaki en 6nemli fark molekiil agirliklaridir. -
CA’lar genellikle 25-30 kDa molekiil agirliginda olup 2-6 kadar monomerlerden
olugmus oligomerlerdir. Ayni zamanda aktif bolgedeki Zn*? iyonuna baglanmak i¢in
kullanilan aminoasit reziidiileride bu iki sinif arasindaki 6nemli farklar arasindadir

[39].

Sekil 1.4: B karbonik anhidraz molekiil yapisina 6rnek [38].



1.2.3 v-Smifi CA

3 ile 4,5 milyar y1l dnce y-sinifinin evrimlestigi disiiniilmektedir. Arkea
Methanosarcina thermophila’ da (Cam) kesfedilen ilk y-sinifimi CA enzimidir.
Bulunan bu yap1 a-sinifi CA’dan farkli bir katlanma yaparak trimerik bir molekiil
yapist olusturdugu goriilmektedir.  y-sinifi CA’larin  prokaryotlarda bulunup
Okaryotlarda bulunmamasi olduk¢a enteresan bir olaydir. y-CA’larin bazilarinda

Zn*? iyonu icerdigi bazilarinda ise Co igerdigi yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir
[40, 41].

y-sinift CA’larin metal baglama bolgesi monomerik a-sinifina benzer sekilde
tetrahedral geometrideki {i¢ histidin biriminden olusmaktadir. Bununla birlikte
Cam’da histidinlerin ikisi (His81, His122) bir monomerden saglanirken, digeri
(His117) komsu monomerden verilmektedir [41].

Sekil 1.5: Methanosarcina thermophila karbonik anhidrazinin kristalografik yapisi
[41].

1.2.4 6-Smmfi CA

CA smiflar1 arasinda en az arastirilan sinif 6-CA’dir. Roberts isimli bir bilim
adaminin  1997°de yapmis oldugu c¢alismalar sonucunda, bir deniz diatomu
Thalassiosira weissflogii’den 27 kDa’luk monomerik bir karbonik anhidrazi

(TWCALI) saflastirmay1 basardigini rapor etmistir [42].
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X-151n1 absorpsiyon spektroskopisi ile gosterilen katalitik ¢inko, a-sinif ve y-
siif karbonik anhidrazlarin aktif merkezlerinde de oldugu gibi {i¢ histidin ve bir su
molekiilii ile koordine halindedir. TWCAI, karbonik anhidrazin diger bilinen
smiflari ile higbir dizi benzerligi yoktur [42].

Deniz diatomu Thalassiosira weissflogii CA’nin (TWCAT1) X-1s1in1 ile yapilan
calismalar1 sonucunda aktif merkezinin memeli a-CA’ninkine sasirtici sekilde

benzedigini gostermektedir [42, 43].

0-CA enzimi hakkinda detayli bir bilgi heniiz bulunmamasma ragmen
haptoitler, diatomlar ve dinoflagellatlarda yaygin  olarak  bulundugu

soylenebilmektedir [44].

1.2.5 ¢-Smfi CA

Ik olarak Thalassiosira weissflogii’den elde edilen ¢-simifi CA, CDCAI1
olarak adlandirilmaktadir ve Cd (II) iceren CA enzimine ilk oOrnek olarak
gosterilmektedir. Yaklagik 69 kDa’luk bir molekiil agirligina sahiptir. CDCA1-R1
ve CDCA1-R2, iki sistein, bir histidin rezidiisii ile bir su molekiilii sik1 bir sekilde
tetrahedral geometride koordine olmus durumda bulunmaktadir. Metal iyonunun ise

huni seklindeki cebin derinliklerinde bulundugu goériilmektedir.

Aktif bolgesinde Cd (II) veya Zn (II) iyonlarmi kullanmasindan dolay1
CDCAT1 ¢oklu metal baglayici enzim olarak siniflandirilmistir. Cd (11) ve Zn (1)
iyonlarinin ikisiylede yiiksek CA aktivitesi gdstermesine ragmen ¢inko ile biraz daha

yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir [42, 44].
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TWCAT’in seviyesinin T.weissflogii tizerinde diisiik oldugu kosullarda ekspre
edildiginde bu karbonik anhidrazin molekiil kiitlesi ve primer yapisinin diger CA
izozimleri ile bir benzerlik gostermedigi tespit edilmistir. Bundan dolay1 bu CA yeni

bir CA smifi (¢ -CA) olarak kabul edilmistir [42, 45].

1.2.6 n-Smifi CA

Cok kisa bir zaman 6nce patojen malaria Plasmodium falciparum’dan elde
edilen bu yeni simmif CA, Supuran ve ark. tarafindan kesfedilmistir ve a-, y- ve o-
smifi gibi ¢ histidin rezidiisii ve bir katalitik su molekiilityle koordine Zn (1) iyonu
icerdigi diisiniilmektedir. S6z konusu enzimin a-sinifi ile benzerlikleri olsa da bazi

noktalarda farkliliklar gostermektedir [46].

Ayrica aminoasit rezidiilerinin sayist bakimindan n-CA enzimi (600 amino
asit rezidiisii), a-CA’ya (260-280 aminoasit rezidiisii) gore daha fazla sayida

rezidiiye sahiptir [46].

1.3  CA Enzimlerinin Fizyolojik Fonksiyonlari

Karbonik anhidraz enzimi, hiicrede CO7’in hidrasyon ve HCO3 i
dehidrasyon reaksiyonunu doniisiimlii olarak katalizleyerek CO; tasinmasini
saglamanin yaninda bazi dokulardaki (bobrek, gastrik mukoza ve gz lensi gibi) H*
ve HCO31n birikiminde gorev almaktadir. Bunlarin disinda 6nemli miktarda tiikriik
bezleri, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat, uterus ve endometrium

dokularinda da belirli miktarlarda bulundugu tespit edilmistir [47].

CO,+H,0O =7 H,CO; - > HCO3 + H*
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pH ve CO, homeostasisi, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, cesitli
doku/organlarda elektrolit salinimi, biyosentetik reaksiyonlar (glokoneogenez,
lipogenez, ve lirojenez gibi), timdr olusumu ve pek ¢ok diger fizyolojik ve patolojik

stireclerde de bu enzimin varligi s6z konusudur [ 48].

Glokom hastaligi, yiiksek goz i¢i basincindan ileri gelen (intraocular
pressure), (IOP) ve doniisiimsiiz korliige neden olan bir goz hastaligidir. IOP'nin tek
kontrol noktas1 goz ici sivisidir (humor akoz) ve karbonik anhidraz enziminin humor
akoziin salgilanmasinda uyarici etkisi oldugu bilinmektedir. Bu enzimin inhibisyonu
sonucunda goz i¢i stvisinin salgilanma oraninin yaklasik olarak yari yariya azaldigi
goriilmektedir. Glokom durumunda ise goz i¢i basincini diistirmektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda CA enziminin inhibitorleri uzun yillardan beri glokom tedavisinde

kullanilmigtir [18, 49].

Memelilerde farkli doku dagilimlari gosteren a-CA gen ailesine bagl 16
farkli CA izoenzimi ve CA baglantili protein (CARP) tanimlanmistir. CA-I, CA-II,
CA 11l ve CA VII sitozolik form; CA 1V, CA IX, CA XII ve CA XIV membrana
bagli; CA V mitokondriyel form; CA VI tiikiiriik gibi ¢esitli salgilarda mevcut olan
karbonik anhidraz formlaridir [18, 19, 50].

hCA-1Il ve hCA-I ilk saflastinldigmnda CA C ve CA B olarak
isimlendirilmistir. Bu formlardan CA C (CA-II)’nin eritrositlerde az miktarda
bulunmasina ragmen yiiksek aktiviteye sahip oldugu, CA B (CA-I)’nin ise ¢ok
miktarda olup daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir [34]. hCA-I ve hCA-II

izoenzimleri insan eritrosit hiicrelerinde bulunur.

hCA-I izoenziminin turnover sayist 2.5 x 10° s olarak hesaplanmis ve soz
konusu izoenzimin fizyolojik fonksiyonu hCA-II kadar belirgin degildir [51].

30 kDa molekiil agirliginda sitoplazmik bir enzimdir.
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Karbonik anhidraz enziminin en ¢ok calisilan, en verimli formu hCA-IT’dir.
Pek cok farkli organ ve hiicre tipinde bulunan CA-II’'nin doku dagilimi olduk¢a
genistir.  Turnover sayis1 25°C’de 10° s olarak tespit edilmistir. Glokom, 6dem,
epilepsi ve yiikseklik hastaligr ile iliskili oldugu distiniilmektedir [19]. Kemikte,

bobrekte ve beyinde oldukga 6nemli gérevleri vardir [33].

CA III' iin turnover sayi1s1 8.10° s'l, distik aktiviteli, 30 kDa molekiil kiitlesine
sahip bir enzimdir. Siilfonamidlerin inhibisyonunda, diger CA izoenzimlerine goére
daha hassastir. Baslica ¢oziiniir protein oldugu ve CO;’in doku kilcal damarlarina
difiizyonunu kolaylastirmada rol oynadigi sanilmaktadir. En ¢ok yavas kasilan
kirmiz1 kas liflerinde bulunmaktadir ve yag hiicrelerinde de bu izoenzimin
konsantrasyonu oldukga yiiksektir. Ayrica CA III’iin fosfataz aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir [33].

CA 1V, glokom (CA 11 ve XII ile birlikte) ve pigmenter retinopati (tavuk
karasi) gibi bir ¢ok patolojik siire¢ i¢in hedef olmaktadirlar [52, 53]. Membrana

bagli ilk izoenzim olarak tanimlanmustir.

Uregenez, glukoneogenez ve lipogenez gibi biyosentetik siireclerde rol
oynayan mitokondriyal izoform VA ve VB obezite ile de iliskilidir. CA VI

izoenzimi ise kariyogenez ile iliskilidir [54].

I, I ve IV izoenzimleri solunum ve asit-baz homeostasisinin
diizenlenmesinde goérev alirken bu kompleks siireg CO, / HCO3 lin metabolize

oldugu dokular ile bosaltim bolgeleri arasinda taginmasini igermektedir [55].
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Okaryotik ve prokaryotik genomlarin dizilenmesi sonucunda malarya,
tiiberkiiloz ve diger bakteriyel ve fungal enfeksiyona sebep olan patojenlerin de CA
icerdikleri tespit edilmistir. Bu patojenlerin biiylimesi ve virulans 6zelligi igin

yapilan inhibisyon ¢aligmalari CA’nin énemli oldugunu géstermistir [32].

15



Tablo 1.1: Memeli o-CA izoenzimlerinin organ / doku dagilimi, hiicresel
lokalizasyonu, CO; hidrataz aktivitesi ve hastaliklarla iliskisi.

Oroan ve doku dasilimi Hiicresel Katalitik Hastahiklarla
g g lokalizasyonu aktivite iliskisi
CA Eritrositler, gz, sindirim Sitoplazma Dl_lsuk(C{X II' |Retinal/serebra
yolu nin % 10" u) I
Eritrositler, goz, sindirim G.!Okom’
yolu, kemik osteoklasti . o§1em,_
CAIl v o . Sitoplazma Yiiksek epilepsi,
bobrek, akciger, testis, M .
beyin yiikseklik
hastalig1
CA 111 | iskelet kas1, adipoz doku Sitoplazma Cok diisiik Oksidatif stres
Bobrek, akciger,
CA IV | pankreas, beyin kapileri, | Membrana bagli Yiksek Glokom, tavuk
9 N karasi, felg
bagirsak, kalp kasi, goz
CAVA Karaciger Mitokondri Orta derece Obezite
Kalp ve iskelet kasi,
CA VB | pankreas, bobrek, spinal Mitokondri Yiiksek
kord, sindirim borusu
CAVI Tiikriik ve siit bezleri Tuklsl;fgli/ sut, Orta derece Karyogenez
CAVII Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Yiiksek Epilepsi
CARP Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Akatalitik Norodejeneras
Vi yon, kanser
CA IX Tumbrler, Transmembran | Orta derece Kanser
gastrointestinal mukoza
C';RP Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Akatalitik
CARP Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Akatalitik Kanser,
Xl glokom
Bobrek, bagirsak, kidney,
CAXIlI intestine, lireme Transmembran Diisiik Kisirlik
epitelyumu, goz, timor
Bagirsak, beyin, akciger,
CA Xl gut', dalak, yl}mlfrta.hk’ Sitoplazma Orta derece Ep_llep5|,.
testis, kolon timiis, ince retinopati
bagirsak
CA X1V Bobrek Transmembran Diisiik Ep-llep5|,.
retinopati
CA XV Membrana bagl Diisiik
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14 CA Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 60 yildir yapilan ¢aligmalarin neticesinde aydinlatilmaya calisilmis ve bu
caligmalar sonucunda CA enziminin tetrahedral yapida oldugu anlagilmistir. CA
enzimi, metabolizma i¢in son derece dnemlidir. Bunun yani sira ¢ozelti ortaminda
kararlidir ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilmesi

enzimin avantajli 6zelliklerindendir [56].

Aktif bolgede Zn*? metal iyonu ile koordine bir sekilde bulunan su molekiili,
aynt zamanda Thr199’un hidroksil kismiyla hidrojen bagi olusturdugu
goriilmektedir. Ayni1 zamanda Glul06’nin karboksilat kismi Thr99 ile bagh
bulunmaktadir.  Zn*? iyonu ve su molekiiliiniin koordine bir sekilde bulunup
etkilesimlerinin sonucunda, su molekiiliiniin niikleofil karakteri artmaktadir

(Sekil 1.3).

Ayrica substrat olan CO;’yi de niikleofil atak i¢in uygun konuma
yonlendirmekte énemli rol oynamaktadir [33]. Zn*? iyonuna hidroksil grubunun
baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur ve bu formda bulunan enzim baziktir.
Olusan aktif form, hidrofobik cepte komsulariyla bagli olan CO; molekiiliine saldirir.
Bu da, Zn*? iyonu ile koordine bikarbonat iyonunun olusmasinina neden olur. Daha
sonra, HCOs™ iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirirerek ¢dzeltiye gecer ve Zn'?

iyonuna su baglanarak enzim asit formuna donisiir [33].

Bu stireg asagidaki esitlikte sematik olarak gosterilmistir:

EZn** OH +CO, ¥—= EZn** HCO; +——= EZn"* OH,+ HCO3

EZn** OH, *¥—5 EZn'** OH +H
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Ikinci reaksiyon katalizin hizim simirlayan basamaktir. CA 11, CA IV, CA V,
CA VIl ve CA IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif olan izoenzimlerde bu islem aktif
bolgede yerlesmis histidin (His-64) rezidiisii yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer
islemi gergeklestirilir [57].

1.5  Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Saflastiriimasi

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi igin, en ¢ok uygulanan metot,
afinite kromotografisidir. Bu metotla, hedef protein kisa zamanda ve tek basamakta
yiiksek bir verimle binlerce kez saflastirilmus sekilde elde edilmektedir [58]. Ilk defa
1970’lerde uygulanmaya baglamis olan bu yontemle sonralar1 karbonik anhidraz | ve
IT izoenzimleri basarili bir sekilde birbirinden ayrilabilmistir. Bu yontemlerde destek
maddesi olan jele enzimin giiclii bir sekilde baglandig1 inhibitorleri takilmakta ve
enzimin bu molekiiller araciligiyla kolonda tutulmasi saglanmaktadir. Bu anlamda

en ¢ok kullanilan inhibitorler de siilfanilamidlerdir [32].

Tablo 1.2°de gosterildigi ilizere, bitki CA enzimi disinda ligand olarak benzen
stilffonamid tiirevleri kullanilmigtir. Bu tabloda gosterilen, uzanti koluna sahip afinite
jellerinin yiiksek bir kapasiteye sahip olduklar1 vurgulanmaktadir. Ayrica matrikse
takilan uzanti kollarinin farklilig1 da, kolon verimi tizerindeki degisikliklere neden

olmaktadir.

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in literatiirde, farkli uzanti
kollart ve ligandlar kullanilarak degisik afinite jelleri sentezlenmistir (Tablo 1.2). Bu
calismada, karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in 6nceki arastirmacilardan
farkli olarak, uzanti koluna ihtiya¢ duyulmadan yiiksek verimli bir afinite jeli sentezi
planlanmistir. Sentezi diislinlilen afinite jelinin reaksiyon siiresinin kisa olusu ve
tastyict materyalin daha az kimyasal reaksiyona maruz kalmasi biiyiik bir avantaj
saglamaktadir. Bu nedenle, ligand olarak tasarlanan karbonik anhidraz enziminin
spesifik inhibitorii  4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid dogrudan aktive
edilmis Sepharose-4B matriksine baglanmasimnin son derece avantajli olacagi

kanaatindeyiz.
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Tablo 1.2: CA enziminin saflastirilmasi i¢in daha 6nceki

sentezlenen afinite jelleri[15].

arastirmacilar tarafindan

Matriks Ligand Uzanti Kolu CA Ligand’mluza | Uygulandig
kapasite ntt kolunun canlilar
-Si baglanma ve dokular
(mg/ reaksiyonu
mL jel)
Sephadex p- 3-4 | CNBr Insan
G-150 aminobenzen Aktiflesmesi eritrositleri
Sepharose stilfonamid Bakteri
2B, 4B, 6B
Sepharose | p- <5 CNBr Insan
4B aminobenzen Aktiflesmesi eritrosit
stilfonamid izoenzimleri
Sepharose p- CH,CH(OH)CH,O(CHy,), Oksiran Insan
6B aminobenzen OCH2 Aktiflesmesi bobregi
siilffonamid _
(H,CHCOH)
CM p- m-NHy(C¢H,)NHCOCH, 17-23 | Karbodiimid Insan ve
Sephadex aminobenzen Aktiflesmesi maymun
C-50 stilfonamid eritrositleri
Sepharose 2-amino-1,3,4- | NH,CH,(CH,),COOH Karbodiimid Bitki
4B tiyadiazol-5 NH,CH,(CH,),COOH Aktifles-mesi | fotosentetik
siilffonamid hiicreleri
CM-Bio- p-aminometil -CH,CONHCH,- 15-20 | Karbodiimid Insan
Gel A stilfonamid Aktiflesmesi eritrositleri
Sepharose p- CH,CH(OH)CH,O(CHy,), CNBr Sigir goz
6B aminobenzen OCH2 Aktiflesmesi lensi
siilffonamid -
(H,CHCOH)
Sepharose | p- L-tirozin 260- | CNBr Insan
4B aminobenzen 301-317 | Aktiflesmesi eritrositleri
stilfonamid mg(g)
CM p- L-tirozin 509 EEDQ Insan
Sephadex aminobenzen mg/g Aktiflesmesi eritrositleri
C-50 siilffonamid
Eupergit p- Oksiran Insan
C-250 L aminobenzen Reaksiyonu eritrositleri
stilfonamid S1g1r eritrosit
Eupergit 4- NH,CH,CH,NH, Oksiran Insan
C-250 L izotiyosiyanat Reaksiyonu eritrositleri
benzen Sig1r eritrosit
siilffonamid
Sepharose | 4- NH,CH,CH,NH, CNBr Insan
4B izotiyosiyanat Aktiflesmesi eritrositleri
benzen Sigir eritrosit
siilfonamid
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1  Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez galigmamizda kullanilan siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose-
4B, silfonamid, akrilamid, N, N’-metilen bisakrilamid, sodyum hidroksit, sodyum
bikarbonat, sodyum karbonat, sodyum siilfat, sodyum kloriir, sodyum perklorat,
sodyum asetat, di sodyum hidrojen fosfat di hidrat, potasyum tiyosiyanat, potasyum
iyodiir, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum dodesil siilfat (SDS), N, N, N, N
-tetrametiletilendiamin (TEMED), fenol-red, standart serum albumin, coomassie
brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250, etanol, metanol, asetik asit,
fosforik asit, siilfiirik asit, hidroklorik asit, gliserol, p-merkapto etanol, brom timol
mavisi, glisin, amonyum persiilfat, CO; gaz1 ve diger kimyasal madde ve malzemeler

piyasadan temin edilmistir.
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

UV-Spektrometresi : Biotek Power Wax XS

Sogutmah santrifiij : Sigma, EBA-12R

pH-metre : Orion- model 920A

Elektroforez tanki : Hoefer, HIS

Peristaltik pompa : Pharmacia Fine Chemicals (Chromatograph Attd.S1211)
Hassas terazi : Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Kromotografi kolonu:Sigma (1,5x 10 cm)

Kronometre : Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr

Otomatik pipetler : Eppendorf, Medisis

Magnetik karnistiricr : IKA Combimag RCO

Calkalayici : Clifon
Buz makinesi : Fiocchetti Scotsman Automatic ice machine AF 10
Vorteks : Fisons Whirli Mixer

2.1.3 Kullamlan Coézeltiler ve Hazirlanmasi

0.1 M NaHCO3; Tamponu (pH 10.0);afinite jelinin sentezlenmesinde kullamilan
tampon c¢ozelti: 8.401 g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N

NaOH ile pH’s1 10.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamlanda.

25 mM Tris-Base / 0.1 M NaySOg, (pH: 9.5, 9.0, 8.5, 8.0, 7.5, 7.0, 6.5) afinite
jelinin dengelenmesi i¢cin kullanilan tampon ¢ozeltiler : 3,0275 g (25 mmol) Tris-
Base ve 14.2 g (0.1 mol) Na;SO4, 950 mL destile suda ¢oziiliip, 1 N HCI ile yukarida

belirtilen pH’lara getirilir. Daha sonra son hacimler 1 litreye tamamlanarak ¢ozelti

hazirlanir.
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Hemolizat tatbikinden sonra afinite jelinin yikanmasi i¢in kullamlan 25 mM
Tris-Base / 22 mM Na,SO,, (pH: 9.5, 9.0, 8.5, 8.0, 7.5, 7.0, 6.5) tampon ¢ozeltiler:
3.0275 g (25 mmol) Tris- Base ve 3.124 g (22 mmol) Na,SO4, 950 mL destile suda
¢oziliip, 1 N HCl ile yukarida belirtilen pH’lara getirilir. Daha sonra son hacimler 1

litreye tamamlanarak ¢ozelti hazirlanir.

50 mM Na;HPO, / 1 M NacCl, pH: 6.3 (kolona tutunmus hCA-I izoenziminin
eliisyonu icin kullanilan ¢ozelti) : 3.55 g (25 mmol) Na,HPO, ve 29.25 g NaCl 450
mL destile suda ¢oziiliip, pH’s1 6.3’e getirildikten sonra toplam hacim 500 mL’ye

tamamlanarak ¢ozelti hazirlanir.

0.1 M NaCH3;COO / 0.5 M NaClO4, pH: 5.6 (kolona tutunmus hCA-II
izoenziminin eliisyonu icin kullamlan cézelti) : 15.31 g (0.125 mol) NaClO, ve
2.04 g (0.15 mol) NaCH3COO alinarak 200 mL destile suda ¢oziilerek, 1 N HCl ile
pH’s1t 5.6’ya getirildikten sonra, toplam hacim destile su ile 250 mL’ye

tamamlanarak ¢ozelti hazirlanir.

0.1 M KI /0.1 M Tris- SOy, pH: 7.0 (hCA-I izoenzimi i¢in kullanilan eliisyon
cozeltisi) : 33.2 g (0.2 mol) KI ve 6.05 g (0.05 mol) Tris 450 mL destile suda
coziilerek, 1 N H,SO, ile pH’s1 7.0’ye getirildikten sonra, son hacim 500 mL’ye

tamamlanarak ¢ozelti hazirlanir.

50 mM Na;HPO, / 0.2 M KSCN, pH: 6.3 (hCA-II izoenzimi i¢in kullanilan
eliisyon cozeltisi) : 3.55 g (25 mmol) Na;HPO, ve 9.7 g (0.1 mol) KSCN 450ml
destile suda ¢oziilerek, pH’s1 6.3’e getirildikten sonra toplam hacim 500 mL’ye

tamamlanarak ¢ozelti hazirlanir.
0.15 M Na;COs3 /0.1 M NaHCOs;, pH: 10.0 (CO,- hidrataz aktivitesi dl¢ciimiinde

kullamlan tampon c¢oézeltisi) : 15.9 g (0.15 mol) Na,CO; ve 8.4 g (0.1 mol)

NaHCOj alinarak, 1 litre destile suda ¢oziilmesiyle hazirlanir.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu :
1.5 g Tris ve 7.2 g glisin 50 mL suda ¢6ziiliir. Daha sonra bunun iizerine 5 mL’lik
% 0.1’lik SDS (sodyum dodesil siilfat) ilave edilir ve toplam hacim destile su ile 500

mL’ye tamamlanarak ¢6zelti hazirlanir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu :

0,5 M Tris-HCI (pH: 6.8) 2.5mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
-merkapto etanol 1.0 mL
Brom timol mavisi 0.01g
Destile su 0.5mL

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu :

Tris-HCI 30¢g
Glisin 144 ¢
SDS 109

Destile su ile son hacim 1 L’ye tamamlanur.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlams :
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanist ve kullanilan

miktarlari, Tablo 2.1’de verilmektedir.
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Tablo 2.1: SDS-elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
% 10 % 3
Akril amid/Bis (% 30)
Akril amid 159 Bis 0.4 g
Son hacim destile su ile 50 ml’ lesmi 2omi
ye tamamlanir.
Destile su 20.1 mL 12.2 mL
1,5 M Tris-HCI (pH: 8.8)
Tris-HCI 11.82 g pH: 8.8
oluncaya kadar 0,1 M NaOH 12.5 mL _
ilave edilerek son hacim destile
su ile 50 mL'ye tamamlanir.
0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8)
Tris-HCI 3.94 g pH: 6.8
oluncaya kadar 0,1 M NaOH _ 5mL
ilave edilerek son hacim destile
su ile 50 mL' ye tamamlanur.
% 10’luk SDS
SDS1g
Son hacim destile su ile10 0.5mL 200 uL
mL’ye
tamamlanir.
TEMED 25 uL 20 uL
% 10’luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat 1 g
Son hacim destile su ile 10 mL 20uL A0 ul
olur.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan boyama cozeltisi :
0.66 g Coomassie brillant blue R-250, 120 mL metanolde ¢oziiliir ve bu ¢ozeltiye

24 mL saf asetik asit ve 120 mL saf su eklenerek ¢ozelti hazirlanir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan renk acma cozeltisi : % 7.5 asetik asit,
% 5 metanol ve % 87.5 mL saf su igermektedir. Cozelti 75 mL asetik asit, 50 mL

metanol ve 875 mL saf su eklenerek hazirlanir.

Protein tayininde kullanilan standart serum albumin ¢ézeltisi (1 mg/mL) : 25

mg standart serum albumin 25 mL saf suda ¢oziilerek ¢ozelti hazirlanir.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullamilan ¢ozelti : 100 mg Coomassie brillant
blue G-250, 50 mL etanolde ¢6ziiliir ve bu ¢ozelti tizerine 100 mL % 95’lik fosforik
asit ilave edilir. Cozeltinin son hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanarak cozelti

hazirlanir.

2.2 Y ontemler

2.2.1 Protein Tayini

2.2.1.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara
sahip tirozin ve triptofan aminoasitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans
gostermesi  esasina  dayanan Warburg metodu olarakta bilinen yolla
gerceklestirilmektedir [60].  Eluatlar esit hacimde kuvars kiivetlere alinarak,

absorbanslar1 UV-spektrofotometrede kore karsi okutulmustur.
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2.2.1.2 Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Bu yontemle, afinite kromotografisi ile saflastirilan enzim c¢dozeltileri ve
hemolizatlardaki protein miktarlar1 belirlenir. Negatif bir yilike sahip olan ve boya
olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, fosforik asitli ortamda protein
tizerindeki pozitif yiiklere baglanmaktadir. Olusan kompleks, 595 nm dalga boyunda
maksimum absorbans gostermektedir. Protein ile boyanin baglanmasi ¢ok hizli

gerceklesmektedir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir [61].

Tayin islemlerinde; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir
albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pL alinir ve
destile su ile tiim tiiplerin hacmi 0.1 mL’ye tamamlanir. 5 mL Coomassie brillant
blue G-250 ¢ozeltisi her bir tiipe ilave edilerek vorteks ile karistirilir. 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 595 nm dalga boyunda 3 mL’lik kuvars kiivetlerde kore karsi
absorbans degerleri okunur. Kor olarak 0.1 mL ayni tampon ve 5 mL Coomassie
reaktifinden olusan karistm kullanilir.  Absorbans degerlerine karsilik gelen
mikrogram protein degerleri, standart grafik olarak elde edilir (Sekil 3.1). Elde

edilen bu degerler ile standart grafikten yararlanilarak protein miktarlar1 belirlenir.

2.2.2 Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

2.2.2.1 CO, - Hidrataz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi esnasindaki aktivite 6lgtimleri,
CO,- hidrataz aktivitesi yontemiyle yapilmistir. Bu yontem Rickli ve arkadagslar

tarafindan modifiye edilen Wilbur- Anderson yontemidir [62].

Bu yontemde; COy’in hidratasyonu sonucu agiga ¢ikan H sebebiyle pH’m
10.0’dan 7.4’e¢ diismesi i¢in gecen siirenin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
Tampon olarak da pH’s1 10 olan karbonat tamponu kullanilmistir (0.15 M Na,CO3 +
0.1 M NaHCO:s) [63].
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Deney prosediirii, su sekilde gerceklesmektedir :

Reaksiyon tiipiine 6énce 2 mL indikator ve 1.5 mL doygun CO, ¢ozeltisi
konulmustur. Bu karisimin {izerine, 0.1 mL kolondan alinmis enzim ¢ozeltisi
eklendikten hemen sonra ayni anda 0.4 mL karbonat tamponu ilave edilerek, kirmizi
rengin sartya donmesi i¢in gecen siire kronometre ile belirlenir (tc). Ayni islemler
her numunenin ¢alisilmasindan 6nce enzim ¢ozeltisi yerine 0.1 mL saf su konularak

tekrarlanir.

Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim {nitesi (EU), enzimsiz olarak
meydana gelen CO, hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak
belirlenmistir. Enzimin aktivitesi; enzimsiz CO;- hidratasyon siiresi (to) ile enzimli

reaksiyon siiresi (tc) arasindaki farkin tc’ ye boliinmesi ile bulunmaktadir ve

EU= (to-tc)/tc

formuliine gore hesaplanmaktadir [63].

2.2.3 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

2.2.3.1 Sepharose-4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan afinite jeli, Sepharose-4B matriksi iizerinde
hazirlanmistir. Sepharose-4B'nin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, hi¢bir uzanti
kolu kullanilmadan 4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid, Sepharose-4B’ye
baglanmustir. Burada Sepharose-4B  matriksi,  4-(6-Amino-hekziloksi)-
benzensiilfonamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismi olusturmaktadir.

Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlanmstir.
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Sepharose-4B'nin Aktiflestirilmesi ve Siilfonamidin Baglanmasi

20 mL Sepharose-4B alinip, 20 mL saf su eklenerek iyice yikanip dekante
edilir. Bu islem birkag¢ defa yapilarak yapisi bozuk jellerin ortamdan uzaklastirilmasi
saglanir. Buz banyosu igerisinde olmak sartiyla karistirilan jel siispansiyonuna, 4 g
toz haline getirilmis CNBr eklenerek magnetik karistirict iizerinde karigtirilmaya
devam edilir. pH-metre kullanilarak siispansiyonun pH’st 4 M NaOH ile 11°e
cikarilir ve reaksiyon boyunca bu pH’ 1 {istiinde tutulur ve pH degismeyinceye kadar
devam edilir. pH ayarlanirken siispansiyonun sicakligi yaklasik 20°C’de tutulur
(gerekirse siispansiyona buz ilave edilebilir). pH ayarlamasi yapildiktan sonra
siispansiyon 24 saat buzdolabinda bekletilir. Karigim buchner hunisine aktarilarak
stiziiliir. Daha sonra pH’s1 10 olan 250 mL soguk 0.1 M NaHCO3 tamponu ile iyice
yikanarak jel bir behere alinir. Yikanan jel ayni tampon ¢ozelti igerisinde muhafaza
edilir. Ayni tampondan (0,1 M NaHCO03) yaklasik 20 mL alinarak icerisinde 100mg
4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid ¢oziilir ve tampon igerisindeki jel
tizerine eklenerek yaklasik 90 dk karigtirthir. Hazirlanan siispansiyon +4°C’de 16
saat bekletilir. 16 saat sonunda jel tekrar buchner hunisine alinir yeteri kadar saf su
ile yikanir. Daha sonra pH : 8.7 CA dengeleme tamponu ile yikanarak dengeleme
islemi yapilir. Ayni tampon icerisinde muhafaza edilir. Bu islemler sonunda matriks
olarak kullanilan Sepharose-4B aktiflestirilip hi¢bir uzanti kolu kullanilmadan aktif
olan jele dogrudan ligand baglanmistir. Reaksiyonun agik formiilleri asagida

gosterilmistir:
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Sekil 2.1: Afinite jelinin hazirlanmasi.

2.2.4 1nsan Eritrosit izoenzimlerinin Saflastiriimasi

2.2.4.1 Kan Numunelerinin Ahnmasi, Hemolizat Eldesi, Afinite

Kolonuna Uygulanmasi ve CA EnzimininEliisyonu

Deneyler igin antikoagulantl tiiplere, saglikli insanlardan yaklasik 20 mL kan
alind1 ve kanlar ile hemen calisildi. 1lk olarak eritrositleri ayirmak amaciyla tiiplere
konan kan, 20 dakika boyunca 5.000 rpm ve +4°C sicaklikta santrifiij edildi. Ust
kisimda kalan plazma ve 16kosit tabakalar1 dikkatli bir sekilde ayrildi. Bu islemler
sonucunda elde edilen eritrositler, kendi hacimlerinin 1.5 kati1 soguk, destile su ile
hemoliz edildi. Hemolizin tam olarak gergeklesmesi igin, 0°C’de hemolizat yarim

saat siireyle karigtirildi [52].
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Elde edilen hemolizattan, hiicre zarlarinin ayrilmasi i¢in 15.000 rpm ve +4°C
sicaklikta santrifiij islemi yapildi. Islem sonrasinda tiiplerdeki siipernatant alind1 ve
dibe ¢6kmiis olan hiicre zarlari atildi. Hemolizatin pH’s1 kat1 Tris-baz ile 8.7

degerine ayarlanarak afinite kolonuna tatbik edilmek tlizere hazir hale getirildi.

Insan eritrositlerinden CA izoenzimlerinin saflastirilmasinda kullanilan
afinite kolonu 6nce 25 mM Tris-Base / 0.1 M Na,SO, (pH: 8.7) tampon ¢ozeltisi ile
dengelenir. Hazirlanan hemolizat dengelenen kolona tatbik edilir. Daha sonra 25
mM Tris-Base / 22 mM Na,SO, (pH: 8.7) tampon ¢ozeltisi ile yikanir. Boylece,
insan eritrosit hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin biiyiik kismi jele tutunur ve diger

safsizliklardan uzaklastirilir.

Bu islemlerden sonra ilk olarak hCA-I izoenziminin eliisyonu i¢in 50 mM
Na,HPO, / 1 M NaCl (pH: 6.3) tamponu kolona tatbik edilir ve 5 mL saf enzim
fraksiyonlari toplanir. Daha sonra kolona hCA-II izoenziminin eliisyonu i¢in 0.1 M
NaCH3;COO / 0.5 M NaClO, (pH: 5.6) tamponu eklenerek 5 mL saf enzim
fraksiyonlar1 toplanir. Aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek toplanan biitiin
fraksiyonlarin ayr1 ayr1 karbonik anhidraz aktiviteleri ve Bradford yontemi ile

kantitatif protein miktar tayini yapilir ve saflastirma orani bulunur.

2.2.4.2 izoenzimleri Ayirma Deneyleri

Afinite kolonuna baglanmis olan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerini ayirmak
icin kullanilan eliisyon c¢ozeltilerinin, afinite kolonuna uygulama yontemleri ve

konsantrasyonlar1 agagidaki gibidir:

(i) 50 mM Na;HPO, / 1 M NaCl (pH: 6.3) c¢ozeltisi ile hCA-1 ve 50 mM
Na2HPO4 / 0.2 M KSCN (pH: 6.3) cozeltisi ile hCA-II izoenziminin eliisyonu :
Burada ilk olarak hCA-I izoenzimini elue etmek i¢in pH’s1 6.3 olan fosfat tamponu
icerisinde 1 M NaCl ¢ozeltisi kullanilmigtir. hCA-I eliisyonu tamamlandiktan sonra
hCA-Il izoenzimini elue etmek i¢in, yine pH’s1 6.3 olan fosfat tamponu icerisinde

0.2 M KSCN ¢ozeltisi kullanilarak eliisyon islemi gerceklestirilmistir.
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Kolonun akis hiz1 20 ml/saat olarak ayarlanmis, her bir tiip fraksiyonu 5’er ml olarak
toplanmistir. Her bir tiip eluatinda, 280 nm dalga boyunda protein tayini ve enzim

aktivitesi i¢in, CO»-hidrataz aktivitesi tayini yapilmistir.

(i) 50 mM Na;HPO, / 1 M NaCl (pH:6.3) cozeltisi ile hCA-1 ve 0.1 M
NaCH3;COO / 0.5 M NaClO; (pH:5.6) cozeltisi ile hCA-l1l izoenziminin
eliissyonu: Bu calismamizda ise hCA-I eliisyonu sabit tutulup hCA-1l izoenziminin
eliisyon ¢o6zeltisi degistirilmistir. pH’s1 5.6 olan 0,1 M asetat tamponu igerisinde
¢oziilerek hazirlanan 0.5 M NaClOy4 ¢ozeltisi hCA-II eliisyonu igin kullanilmistir.
Kolonun akis hizi 20 mlL/saat olarak ayarlanip eliisyon hacimleri 5’er mL

fraksiyonlar seklinde toplanmaistir.

(i) 0.1 M KI / 0.1 M Tris-SOs (pH: 7.0) cozeltisi ile hCA-l1 ve 0.1 M
NaCH3;COO / 0.5 M NaClO, (pH: 5.6) cozeltisi ile hCA-Il izoenziminin
eliisyonu: Bu denememizde, hCA-I izoenziminin eliisyonu igin Tris tamponu
icerisinde ¢oziinmiis 0.1 M KI (pH: 7.0) ¢ozeltisi, hCA-II izoenzimi eliisyonu i¢in ise
asetat tamponu igerisinde ¢oziinmiis 0.5 M NaClO4 (pH: 5.6) ¢ozeltisi kullanilmistir.

Kolonun akis hiz1 ve eliisyon hacimleri yapilan diger denemelerle aynidir.

(iv) 0.1 M K1 /0.1 M Tris-SO4 (pH: 7.0) ¢ozeltisi ile hCA-1 ve 50 MM Na,HPO, /
0.2 M KSCN (pH: 6.3) cozeltisi ile hCA-II izoenziminin eliisyonu : Bu denemede
de, kolondan alinmak istenen hCA-I izoenziminin eliisyon ¢ozeltisi sabit tutulmustur.
Sadece calisma sartlarindan hCA-II izoenziminin eliisyon ¢dzeltisi, fosfat tamponu

icerisinde ¢oziinerek hazirlanmis 0.2 M KSCN (pH: 6.3) ile degistirilmistir.
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2.24.3 Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ile Enzim Safhigimin Kontrolii

Afinite kromatografisi ile insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik
anhidraz enziminin, saflik derecesini kontrol etmek i¢in % 3-10 kesikli sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), Laemmli tarafindan

belirtilen yonteme gore uygulanmistir [64].

Jelin hazirlanmasi ve ¢alisma su sekilde yapilmistir; ilk olarak elektroforez
plakalar1 6nce su sonra alkol ile iyice yikanir. Iki cam plaka birbiri {istiine konularak

ve kiskaclarla tutturularak jel hazirlama cihazina yerlestirilir.

Ayirma jeli hazirlanarak, plakalar arasina enjektorle dokiiliip bu islem
yapilirken jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir. Jel yiizeyinin
diizgiin olmasi i¢in, % 0,1’lik SDS ile ince bir tabaka olusturulup, jel katilagincaya
kadar beklenir (30 dak.).

Ayirma jelinin katilagsmasindan sonra, jelin diizgiinlestirilmesi i¢in konan
% 0,1’lik SDS dokiilir ve yigma jeli, taragin yerlestirilmesine izin verecek bir
sekilde plakalarin {st yilizeyine kadar doldurulur. Tarak, jelin {izerine dikkatli bir
sekilde yerlestirilerek bir siire taragin kuyucuklarinin olugsmas ic¢in beklenir. Bu
islemden sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak, olusan kuyucuklar isaretlenir. Jelin {isti
once saf su, daha sonra yliriitme tamponu ile yikanir. Elektroforez tankinin alt ve {ist

kismina ise yiirlitme tamponu konulur.

Elektroforez kuyucuklarina uygulanacak numunelerin her biri 20 pg protein
ihtiva edecek sekilde hazirlanir. Toplam hacim 50 pL olacak sekilde 1/1 oraninda
hazirlanan numunelere numune tamponu katilarak bu numuneler, ii¢ dakika kaynar
su banyosunda inkiibe edilir. Daha sonra numuneler sogutularak elektroforez
kuyucuklarma ¢ok ince bir enjektdr yardimiyla dikkatlice uygulanir. Tank kapagi
kapatilarak, alt taraftan (+) kablo (anod), iist taraftan (-) kablo (katot) yerlestirilir.
Elektroforeze takilan gii¢ kaynagi, once 80 voltta, daha sonra 150 volta ¢ikarilip oda

sicakliginda 45 dk (protein ve boya ¢ozeltisinin yiiriimesi igin) beklenir.
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Akim kesilerek cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarilarak 6zel kabina
konur. Jelin istiini ortiinceye kadar renklendirme ¢ozeltisi dokiiliir. 20 dk kadar
calkalayici lizerinde birakilir. Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak,
renk agma ¢6zeltisine konulur. Belirli araliklarla ¢ozeltiyi degistirmek suretiyle jelin
zemin rengi agilip, protein bantlari belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti icinde
calkalanir. Mavi renge boyanan renksizlestirme ¢ozeltisi ise, aktif karbon iizerinden
gecirilerek tekrar kullanilir. Jel, renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra

fotografi ¢ekilir [65].
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3. BULGULAR

3.1  Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim ¢ozeltisindeki kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle belirlenmistir. Ilk olarak standart bir egri hazirlanmistir. Hemolizat ve
afinite kromotagrafisi sonucu elde edilen enzim g¢ozeltilerindeki protein miktarlart bu
standart grafikten faydalanilarak bulunmustur. Standart ¢ozeltilerin pg/ml proteine

karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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g 02 -
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Sekil 3.1: Bradford yontemi ile protein tayini i¢in hazirlanan standart grafik.

3.2  CA izoenzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Boliim 2.2.4.1°de anlatilan sekilde hemolizat hazirlanip kolona yiiklendi ve
izoenzimlerin ayrilmasi i¢in farkli eliisyon tamponlar1 kullanildi. Elde edilen veriler

ile saflagtirilan enzimlerin Protein(280nm)- Aktivite grafikleri ¢izildi.
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Sekil 3.2: Kolona tutunmus hCA-I izoenziminin 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl
(pH: 6.3) tamponu ile eliisyonu sonucu Protein-Aktivite grafigi
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Sekil 3.3: Kolona tutunmus hCA-I1l izoenziminin 0.1 M NaCH3COO /0.5 M NaCIlO4
(pH: 5.6) tamponu ile eliisyonu sonucu Protein-Aktivite grafigi

35



3.2.1 CA lzoenziminlerinin Afinite Kromatografisi Ile Saflagtirma

Basamaklar: Sonuglar

Saflastirma islemi sonucunda elde edilen saf enzimden ve hemolizattan alinan
1’er mL numune ile, hidrataz aktivitesi ve Bradford yontemi kullanilarak protein

tayini yapilmistir.

Elde edilen degerlere bakilarak hemolizatin Sepharose-4B-4-(6-Amino-
hekziloksi)-benzensiilfonamid afinite kolonuna uygulanmasi sonucunda saflastirma

isleminin kag kat yapildig1 kaydedildi ve sonuglar Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1: hCA-I ve hCA-Il izoenzimleri i¢in saflastirma tablosu.

. ... | Toplam . Toplam | Spesifik | Saflagtir
Fr?lrﬁgon '(B‘S}:T\]/;_t? Aktivite (rF:]rO/tri'E) Protein | Aktivite Ve/roim ma
(9)] g (mg) | (U/mg) Derecesi
Hemolizat 38 4.07 154.66 12 45.6 3.391 100
hCA-I 8 3.31 26.48 0.015 0.12 240.7 81.3 65.1
hCA-1I 8 3.98 31.84 0.012 0.096 331.7 97.8 97.8

3.2.2 1insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimi (hCA-1 ve hCA-II)

Sentezlenen yeni afinite jeli ile insan eritrositlerinden elde edilen karbonik
anhidraz (hCA-1 ve hCA-II) izoenzimlerinin saflastirilmasi deneylerinde, kolon
sartlar1 stabilize edilerek herbir izoenzimin kolondan eliisyonu i¢in farkli pH
degerleri (6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5); farkl1 sicaklik degerleri (SOC, 15°C, 25°C,
35°C); farkli iyonik siddet (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5) ve farkli eliisyon tamponlari

kullanilarak saflagtirma islemi gergeklestirilmistir.
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(A) : 50 mM Na;HPO,4 /1 M NaCl (pH: 6.3) hCA-I ve 50 MM Na,HPO,
/0.2 M KSCN (pH: 6.3)

(B) :01MKI/0.1M Tris-SO4 (pH: 7.0) ve 0.1 M NaCH;COO/ 0.5 M
NaClO;4 (pH: 5.6)

(©) 0.1 M KI/0.1 M Tris-SO4 (pH: 7.0) ve 50 mM Na;HPO4 / 0.2 M
KSCN (pH: 6.3)

(D) : 50 mM NaHPO, / 1 M NaCl (pH: 6.3) hCA-l ve 0.1 M
NaCH3COO /0.5 M NaClO,4 (pH: 5.6)

Tiim denemelerde her bir kolon fraksiyonu i¢in, 280 nm dalga boyunda
protein absorbans ve CO,-hidrataz aktivite tayini yapilmistir [63, 64]. Elde edilen
sonuglar, grafige aktarilarak optimum sartlar belirlenmistir (Sekil 3.2, 3.3, 3.4, 3.5).
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Sekil 3.4: Farkli pH degerlerinde kolona tutunan, insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA-1 ve hCA-II) i¢in toplam CO»,-hidrataz aktivite degerleri.
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Sekil 3.5: Farkli sicaklik degerlerinde kolona tutunan, insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA-I ve hCA-II) i¢in toplam CO;-hidrataz aktivite degerleri.
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Sekil 3.6: Farkli iyonik siddet degerlerinde kolona tutunan, insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA-I ve hCA-II) i¢in toplam CO,-hidrataz aktivite degerleri.

38



wCA

#CA

900
800
700
600
500
400
300
200
100

Spesifik Aktivite (EU/mg)

Elisyon Tamponlari

Sekil 3.7: Farkli elisyon tamponlariyla kolona tutunan, insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA-I ve hCA-II) i¢in toplam COy-hidrataz aktivite degerleri.

1. 50 mM Na;HPO4/1 M NaCl — 50 mM Na;HPO4,/0.2 M KSCN; 2. 50 mM
Na;HPO4/1 M NaCl — 0.1 M NaCH3COO/0.5 M NaClOg4; 3. 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-
SO4 — 0.1 M NaCH3COO/0.5 M NaClOy; 4. 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-SO4 — 50 mM
Na;HPO4/0.2 M KSCN

39



3.2.3 insan Eritrosit Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin SDS
Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Afinite kolonundan en iyi eliisyon tamponlar1 ile saflastirilan karbonik
anhidraz izoenzimlerinin (hCA-1, hCA-II) safligi1 kontrol etmek i¢in, boliim
2.2.5’de anlatildigi gibi hazirlanan slab jel SDS-PAGE elektroforezi ile, insan
eritrositlerinden saflastirilan enzim numunelerinin protein bantlari elde edilmistir.

Elde edilen protein bantlarinin fotografi ¢ekilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8: Afinite kolonundan saflastirilan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin SDS-
PAGE elektroforezi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Biyolojik arastirmalarin biiyiik bir kisminda enzimler yer almaktadir [10].
Canli metabolizmalarinda biyolojik katalizor olarak gorev yapan enzimler, % 100

oraninda verim saglayarak kimyasal tepkimeleri hizlandirirlar [2].

Biiyiik bir kism1 protein yapisinda olan enzimler degisen sartlara kars1 yiiksek
hassasiyet gosterdikleri i¢in enzim saflagtirmasi oldukg¢a zor bir siirectir. Substrat
konsantrasyonu, pH, enzim konsantrasyonu, iyonik siddet, sicaklik, hormonlar,
allosterik etkiler, inhibitor veya aktivatorler enzimlerin aktivitesi tizerinde etkili olan
faktorlerdir [10]. Bu sebeple ¢calismamizda tek basamakta yiizlerce kat saflagtirmay1
miimkiin kilan, biyoteknoloji, biyokimya ve tip alaninda saf enzim elde etmede tercih
edilen afinite kromatografi teknigi kullanilmistir. Ayrica bu yontemde kullanilan
materyalin (sentezlenen jel) tekrar tekrar kullanilmasi mimkiindiir.  Birkag
basamakta gergeklesen saflastirma islemleri bu yontemle tek basamakta

gerceklestirilebilmektedir.

Calismamizda, karbonik anhidraz izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile
saflastirilmast i¢in farkli bir yontem kullanarak, verimi yiiksek olan orijinal bir
afinite jeli sentezlenmistir. Kullanilan afinite jeli, Sepharose-4B matriksi {izerinde
hazirlanmistir. Sepharose-4B'nin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, hi¢bir uzanti
kolu kullanilmadan 4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid, dogrudan Sepharose-
4B’ye baglanmistir.  Burada Sepharose-4B matriksi, 4-(6-Amino-hekziloksi)-

benzensiilfonamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismi olusturmaktadir.

Sepharose-4B kolon materyali kullanilarak yapilan saflastirma yontemi basit,
kullanigh, yiiksek verime sahip, hizli ve net sonuglar vermesi gibi oOzellikleri

bakimindan ¢ok tercih edilmektedir.
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Ayrica, ¢alismamizda Sepharose-4B’nin tercih edilmesinde uzun kullanim
Oomriiniin olmasi, mekanik strese dayanikliligt ve akis oranmnin iyi olmasi gibi
Ozelliklerinden dolayr matriks olarak se¢ilmesinde Onemli rol oynamuistir.
Sentezlenen yeni afinite jelinin en biiyiik 6zelligi kisa siirede sentezleniyor olmasi ve
matriks ¢cok basamakli reaksiyona magruz kalmamasidir. Sepharose-4B’nin CNBr
ile aktiflestirilmesi sonras1 yiikksek pH’da 4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid
ile baglanmasi sonucu jel sentezlenmektedir. Sentez basamak sayisi azaldikca

matriksin hasar gérme olasilig1 diismektedir.

Ligand olarak kullanilan 4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid bilesigi
CA-l ve CA-II icin olduk¢a etkili bir inhibitordiir. K; degerleri nanomolar
diizeydedir. CA-1 ve CA-II igin sirastyla 63.0 ve 3.9 nM’dir [66]. Ozellikle CA-II
icin ¢ok etkili bir inhibitdr olmas1 ve eritrositlerde CA-I’e gore daha az miktarda

bulunan CA-II enzimini saflastirmakta ¢ok daha etkilidir.

Calismalarimiz boyunca, orijinal afinite jeli i¢in denenen tiim kosullarin
kolon eliiatlart esit hacimde alinip, biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini
yapildi. Bu metot, proteinlerin ihtiva ettikleri tirozin ile triptofan molekiillerinin 280
nm dalga boyundaki spesifik bir absorpsiyon gostermeleri prensibine dayanmaktadir
[60]. Kullanilan bu metodun olduk¢a pratik olmasi ve numunenin tekrar geri

kazanimina olanak saglamasindan dolay1 protein tayini i¢in bu metot kullanilmustir.

Kantitatif protein tayini i¢in ise uygulanabilirliginin daha kolay olusu, az
reaktif gerektirmesi ve her calismada ayr1 bir standart hazirlamaya ihtiyag
duyulmamas1 gibi avantajlarindan dolayr c¢aligmamizda Bradford yontemi

kullanilmistir.

Elde edilen eliatlarin enzim aktivitesinin belirlenmesinde Rickli ve

arkadaglan tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson metodu kullanilmistir [62].
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Bu metot da, CO,’nin H,O ile reaksiyonu sonucu olusan H,CO3 molekiiliiniin H' ve

HCOj iyonlarma ayrisarak, ortamin pH’sin1 degistirme siiresi 6l¢iilmektedir.

Sepharose-4B-4-(6-Amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid yapisina sahip olan
afinite jeli ile saflagtirilan enzimlerin saflik kontrolii Laemmli tarafindan belirtilen
yonteme gore uygulanmistir [64]. Yapilan ¢alismanin sonucuna gére hem hCA-I
hem de hCA-II izoenzimleri i¢in SDS-PAGE’de tek bant elde edilmistir (Sekil 3.6).
hCA-I izoenziminin molekiil agirligi yaklasik olarak 30 kDa, hCA-Il izoenziminin
iIse 29.3 kDa molekiil agirliginda oldugu tespit edilmistir. Bulunan degerlerinde
literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir [15, 29, 59, 67].

Sentezledigimiz yeni afinite jelinin farkli pH’larda enzim tutma kapasitesini
belirlemek i¢in her bir izoenzim igin 7 farkli pH’da (pH= 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0,
9.5) denemeler yapilmistir. Her iki izoenzim i¢in maksimum baglanma pH: 8.5°te
gerceklestigi belirlenmistir.  Literatiirde yapilan diger calismalara baktigimizda
Bozdag ve arkadaslar1 sentezledikleri Sepharose-4B-etilendiamin-4-izotiyosiyanat
afinite jeli ile pH calismalarinda CA-I i¢in optimum baglanma pH:8.5 iken CA-II
icin optimum baglanmay1 pH:9.5 olarak bulmuslar [67]. Sahin ve arkadaslarmin
sentezledikleri afinite jeli ile yaptiklart ¢alismada hem CA-lI hem de CA-II igin
optimum baglanma pH’smi 8.5 olarak bulmuslar [68]. Ozen Ozensoyun yaptigi
caligmada sentezlemis oldugu afinite jeli CA-| i¢in optimum baglanmay1 pH:8’de ve

CA-II i¢in de optimum baglanmanin pH:7’de gerceklestirmistir[29].

Sicaklik, enzim saflastirmada kolon kapasitesine etki eden diger bir
parametredir. Bu amagla 4 farkli sicaklik (5°C, 15°C, 25°C, 35°C) degerinde her bir
izoenzim i¢in denemeler yapilmistir. Her iki izoenzim i¢in en uygun sicaklik degeri
25°C bulunmustur. Elde edilen sonuglara bakildiginda enzimlerin kolona baglanma
dereceleri sicaklik yiikseldik¢e azalmaktadir. Bunun sebebi artan sicakligin enzimin
konformasyonunda degismelere neden olmasidir. Ayrica baglanmay1 gergeklestiren
gruplarin iyonlagsmalarinin da sicaklik artisindan etkilenmesi diger bir etkendir.

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in hazirlanan afinite jellerinde de
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benzer sonuglar goriilmektedir fakat Ozensoyun yaptigi calismada optimum

baglanma her iki izoenzim i¢in de 5°C olarak belirlemis [29, 67, 68].

Afinite jelinin enzim tutma kapasitesini etkileyen diger bir parametre iyonik
siddettir. Ortamda iyon konsantrasyonu arttik¢a, baglanmada rol alan iyon halindeki
gruplar, zit yiiklii gruplar tarafindan sarilmakta ve adsorpsiyon engellenmektedir. Bu
sebeple iyonik siddetteki artis, enzimin kolona adsorpsiyonunu bir dereceye kadar
arttirdigin1 gostermektedir. Her iki izoenzim i¢inde en uygun iyonik siddet degeri
1=0.1 dir. Daha fazla arttirilan iyonik siddeti baglanmay1 azaltmaktadir. Bozdag ve
arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada sentezledikleri afinite jelinin enzimi tutma
kapasitesi iyonik siddet arttikgca arttigi goriilmektedir ve her iki izoenzim i¢in de
optimum baglanma 0.4 iyonik siddet degerindedir[67]. Diger bir calismada her iki
izoenzim i¢in optimum baglanma iyonik siddet degeri 0.6 iken gerceklesmis [29].
Sahin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada optimum baglanma CA-I i¢in iyonik siddet
0.15, CA-II i¢in ise iyonik siddet 0.3 olarak bulunmus[68].

Calistigimiz son parametre ise, farkli eliisyon tampon ciftleri kullanarak
karbonik anhidraz izoenzimlerini ayirabilmektir. Bunun igin dort farkli eliisyon gifti
kullanilmistir. Bu tamponlardan hCA-I i¢in en uygun eliisyon tamponu 50 mM
Na;HPO4/1 M NaCl (pH: 6.3) iken, hCA-II i¢in 50 mM Na,HPO4/0.2 M KSCN
(pH: 6.3) eliisyon tamponudur. Bozdag ve arkadaslari CA-I i¢in en uygun eliisyon
tamponunu . 0.1 M KI/ 0.1 M Tris-SO4 ve CA-II i¢in — 0.1 M NaCH3;COO/0.5 M
NaClOy eliisyon tamponunu bulmuslar [67]. Ozensoyun yaptig1 calismada en uygun
eliisyon tamponu ciftleri olarak 50 mM Na,HPO, / 1 M NaCl, pH:6.3 CA-I igin ve
0.1 M NaCH3COO /0.5 M NaClOg, pH:5.6 CA-II i¢im belirlemistir [29].

Calismamizda farkli bir yontem kullanarak, verimi yiliksek olan orijinal bir
afinite jeli sentezlenip insan eritrositlerinden karbonik anhidraz | ve Il izoenzimleri
saflagtirnlmistir.  Sentezlenen afinite jelinin reaksiyon siiresinin kisa siirmesi ve
uzanti kolunun kullanilmamasi biiyiikk bir avantaj olusturmaktadir.  Ayrica

Sepharose-4B’nin uzun kullanim 6mriiniin olmasi, mekanik strese dayanikliligi ve
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akig oranindan dolayr matriks olarak se¢ilmesinde 6nemli rol oynamistir. Bu

Ozellikler genis aralikta proteinlerin saflastirilmasinda rutin saflagtirma islemi igin

olduk¢a 6nemlidir.

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

sekilde 6zetlenebilir:

X/
°

L)

L)

L)

L)

Matriks olarak kullanilan Sepharose-4B CNBr ile aktiflestirildi ve
uzanti kolu kullanmadan dogrudan ligand olarak 4-(6-amino-
hekziloksi)-benzenstilfonamid  kullanildi ve Sepharose-4B-4-(6-

amino-hekziloksi)-benzensiilfonamid afinite jeli sentezlendi.

Yapilan denemeler sonunda, CA-l izoenzimi i¢in % 81.3 kolon
veriminin yaninda 65.1 kat saflastirma derecesi ile CA-II izoenzimi
icin ise, % 97.8 kolon veriminin yaninda 97.8 kat saflagtirma derecesi

elde edilmistir.

CA-l ve hCA-ll izoenzimlerinin, tarafimizdan sentezlenen afinite
jeline optimum tutunma bazik pH derecesinde (pH:8.5) gerceklestigi

sonucunu ortaya koymustur.

CA-I ve CA-II izoenzimlerinin afinite kolonuna maksimum tutunma
sicakliklarmm 25°C ve | = 0.1 iyonik siddette gergeklestigi

saptanmuistir.

CA-I izoenzinin sentezlenen afinite jelinden eliisyonu igin, en uygun
tampon ¢ozeltilerin 50 mM Na;HPO, / 1 M NaCl, (pH:6.3), CA-II
izoenzimi i¢in ise, 50 mM Na,HPO,/0.2 M KSCN (pH: 6.3), olarak

tespit edilmistir.

Optimum sartlarda afinite kolonundan eliie edilen CA-I ve CA-II
izoenzimlerinin safligmin kontrolii, SDS-PAGE elektroforeziyle

kontrol edilmis ve her iki izoenzim tek bant olarak tespit edilmistirler.

45



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]
[9]

[10]

[11]

5. KAYNAKLAR
Voet, Donald., Voet, Judith G., Pratt, Charlotte W., ‘‘Fundamentals of
Biochemistry’’, JohnWiley & Sons, Inc., USA, (1999).

Keha, E., Kiifrevioglu, O.1., <‘Biyokimya’’, ISBN: 975-6755-20-02, Béliim 6
Erzurum, (2000).

Onat, T., Emerk, K., ‘“Temel Biyokimya’’, [zmir: Saray Medikal Yayincilik,
5:269-284, (1997).

Alver, A., “‘Belirli yas gruplarindaki saglikli bireylerde serum total karbonik
anhidraz ve karbonik anhidraz aktivitelerinin belirlenmesi’’, Y. Lisans Tezi,

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstiitiisii, Trabzon, (1997).

Maren, T. H. and Janskowska, L., “Ocular pharmacology of sulfonamides:
The cornea as barrier and depot”. Cur.Eye. Res., 4, 399. (1985)

Fresht A., Structure and mechanism in protein science, New York: W.H.

Freeman Company, (1999).

Nelson, D. ve Cox, M., ‘‘Lehninger Biyokimyanm Ilkeleri’’, Ugiincii
Baskidan Ceviri, Palme Yayincilik, 1152 s. (2005).

Keha E., Kiifrevioglu O. 1., Biyokimya, Erzurum: Aktif yayinlari, (2004).

Devlin, T.M., Biochemistry with clinical correlations, 5th Ed., Newyork:
Wiley-Liss inc., (2002).

Lehninger, A.L., Nelson, D.L., Cox, M.M., Principles of Biochemistry, 3.
Baskidan geviri (Ceviri editorii: Kilig N.), Palme Yayincilik, (2005).

Supuran, C.T., and Scozzafava, A., ‘‘Carbonic Anhydrase Inhibitors’’, Curr.
Med. Chem., 1: 61-97, (2001).

46



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

Puskas, L.G., Inuni M., Zahn, K., Yukawa, H., ‘A periplasmic, alpha-type
carbonic anhydrase from Rhodopseudomonas palustris is essential for
bicarbonate uptake’’, Microbiology, 146, 2957-66, (2000).

Gilmour, K.M., Perry, S.F., ‘“‘Carbonic anhydrase and acid-base regulation in
fish>’, J. Exp. Biol., 212; 1647-1661, (2009).

Nuti, E., Orlandini, E., Nencetti, S., Rossello, A., Innocenti, A., Scozzafava,
A., Supuran, C.T., "Carbonic Anhydrase and Matrix Metalloproteinase
Inhibitors. Inhibition of Human Tumor-Associated Isozymes IX and
Cytosolic Isozyme | and Il with Sulfonylated Hydroxamates", Bioorganic &
Medicinal Chemistry, 15, 2298, (2007).

Sahin, A. ‘‘Bazi Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Saflastirilmasi I¢in Yeni
Bir Afinite Jelinin Sentezi ve Uygulanmasi’’, Yiiksek LisansTezi, Balikesir

Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilimdali, (2008).

Del Prete, S., Vullo, D., Fisher, G.M., Andrews, K.T., Poulsen, S.A,,
Capasso, C., et al., ““Discovery of a new family of carbonic anhydrase in the
malaria pathogen Plasmodium falciparum the eta-carbonic anhydrases’’,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 24, 4389-96, (2014).

McDevitt, M.E., Lambert. L.A., ‘“Molecular evolution and selection pressure
in alpha-classcarbonic anhydrase family members’’, Biochimica Et
Biophysica Acta, 61,1814-1854, (2011).

Claudiu T. Supuran , “Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications
for inhibitors and activators” Nature Reviews Drug Discovery.7, 1-14,
February, (2008).

Alterio, V., Di Fiore, A., Ambrosio. K., Supuran, C.T., De Simone, G.,
““Multiple binding modes of inhibitors to carbonic anhydrase: how to desing

specific drugs targeting 15 different isoforms’’, Chemical reviews, 112, 4421,
68, (2012).

Claudiu T. Supuran, Jean-Yves Winum “Drug Design of Zinc-Enzyme
Inhibitors: Functional, Structural, and Disease Applications”, JohnWiley &
Sons, Inc., USA, (2009).

47



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

Wistrand, P.J., “The importance of Carbonic Anhydrase B and C for the
unloading of CO2 by the human erythrocyte”, Acta Phisiol. Scand., 343,
(1981).

Chegwidden, W. R., Dodgson, S. J., and Spencer, 1. M., “In the Carbonic
Anhydrase New Horizons”, Basel: Birkhauser Verlag, 343, (2000).

Maren, T. H., “Carbonic anhydrase; chemistry, phsiology and inhibition”,
Phsiol. Rev., 47, 595, (1967).

Hilvo, M., “Expression studies on carbonic anhydrase 1X”, Master’s thesis,
Institute of Medical Technology, University of Tampere, (2005).

Leppilampi, M., “Functional and immunohistological studies on cancer
associated carbonic anhydrase 1X”, Master’s thesis, Faculty of Medicine,
University of Oulu, (2006).

Lowe, N., Edwards, Y.H., Edwards, M., Butterworth, P.H., "Physical
Mapping of the Human Carbonic Anhydrase Gene Cluster on Chromosome
8", Genomics, 10, (4), 882, (1991).

Sowden, J., Edwards, M., Morrison, K., Butterworth, P.H.W., Edwards, Y.H.,
"Erythroid Expression and DNAase-Hypersensitive Sites of the Carbonic
Anhydrase 1 Gene", Biochem. J., , 288, (2), 545, (1992).

Kim, G., Selengut, J., and Levine, R.L., ‘‘Carbonic anhydrase III: The
Phosphatase activity is extrinsic’’, Archives of Biochemistry and Biophysics,
377, 334-340, (2000).

Ozensoy, O., “Eritrositlerden Karbonik Anhidraz  Izoenzimlerinin
Saflastirilmasi i¢in Yeni Bir Afinite Jelinin Sentezi ve Uygulanmasi” Yiiksek
LisansTezi, Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Anabilimdali, (2002).

Falkbring, S. O., Goéthe, P. O., Nyman, L., and Parath, J., “Affinity
Chromatography of carbonic anhydrase”, FEBBS. Letter, 24, 229, (1972).

Whitney, P. 1., “Affinity Chromatography of Carbonic anhydrase”, Anal.
Biochem., 64, 267, (1974).

48



[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

Kerry, S., “Prokaryotic carbonic anhydrase”, FEMS Microbiology Reviews,
24, 335, 66, (2000).

Supuran, C. T., Scozzafava, A., Conway,]., “Carbonic Anhydrase: Its
Inhibitors and Activators” (Taylor & Francis Medicinal Chemistry Series),
CRC Press LLC Florida, USA, (2004).

J. V. Moroney, ‘’’Carbonic Anhydrases in Plants and Algae Plant’’, Cell and
Environment, 24, 141, 53, (2001).

Hiroaki Takeuchi, Claudiu T. Supuran, Saburo Onishi and Isao Nishimori,
“The o and B Classes Carbonic Anhydrases from Helicobacter pylori as
Novel Drug Targets’’, Curr Pharm Des;14(7):622-30. (2008).

Del Prete, S., Isik, S., Vullo, D., De Luca, V., Carginale, V., Scozzafava, A.,
et al.,, ““DNA Cloning, Characterization and Inhibition Studies of an alpha-
Carbonic Anhydrase from the Pathogenic Bacterium Vibrio cholerae’,
Journal of Medicinal Chemistry, 55, 10742, 8, (2012).

Kerry, S., Smith, C.J., Thomas, S. And James, G. F., “Carbonic anhydrase is
an Ancient Enzyme Widespread in Prokaryotes”, Proceedings of the National
Academy of Sciences, 96, 15184, 9, (1999).

Tripp, B.C., Smith, K., Ferry, J.G. ‘“‘Carbonic anhydrase: New insights for an
ancient enzyme’’ The Journal of Biological Chemistry, 276, 48615-48618,
(2001).

Hewitson, K.S., Vullo, D., Scozzafa, A., Mastrolorenzo, A., Supuran, C.T.,
““Molecular Cloning, Characterization and Inhibition Studies of a beta-
Carbonic anhydrase from Malassezia globosa, a Potential Antidandruff
Target’’, Journal of Medicinal Chemistry, 55, 3513, 20, (2012).

Iverson, T.M., Alber, B.E., Kisker, C., Ferry, J.G., and Rees,D.C., “A Closer
Look at the Active Site of y-Class Carbonic Anhydrases: High-Resolution
Crystallographic Studies of the Carbonic Anhydrase from Methanosarcina
thermophila”. Biochemistry 39, 9222-9231. (2000).

49



[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

Kisker, C., Schindelin, H., Alber, B.E., Ferry, J.G., and Rees, D.C., “A left-
handed beta-helix revealed by the crystal structure of a carbonic anhydrase
from the archaeon Methanosarcina thermophila”. EMBO J. 15: 2323-2330.
(1996).

Del Prete, S., Vullo, D., Scozzafa, A., Capasso, C., Supuran, C.T., ‘‘Cloning,
Characterization and Anion Inhibition Study of the Delta-Class Carbonic
Anhydrase (TweCA) from the Marine Diatom Thalassiosira Weissflogii’’,
Bioorganic and Medicinal Chemistry, 22, 531, 7, (2014).

Supuran, C.T., Scozzafava, A., ‘‘Carbonic anhydrase as targets for medicinal

chemistry’’, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 15, 4336-4350, (2007).

Alterio, V., Langella, E., Viparelli, F., Vullo, D., Ascione, G., Dathan, N.A.,
et al., “‘Structural and Inhibition Insights into Carbonic Anhydrase CDCA1
from the Marine Diatom Thalassiosira Weissflogii’’, Biochimie, 94, 1232, 41,
(2012).

Sawaya, M.R., Cannon, G., Heinhorst, S., Tanaka, S., Williams, E.B.,
Yeates, T.O., Kerfeld, C.A., ““The structure of B-carbonicanhydrase from the
carboxysomal shell reveals a distinct subclass with one active site for the
price of two’’, The Journal of Biological Chemistry, 281, 7546-7555, (2006).

Vullo, D., Del Prete, S., Fisher, G.M., Andrews, K.T., Poulsen, S.A.,
Capasso, C., et al., ‘‘Sulfonamide Inhibition Studies of the eta-class Carbonic
Anhydrase from the Malaria Pathogen Plasmodium falciparum *’, Bioorganic
and Medicinal Chemistry, 23, 526, 31, (2015).

Supuran, C.T., Ilies, M. and Scozzafava, A., ‘‘Carbonic Anhydrase Inhibitors
— Part 291 : Interaction of isoenzymes I, 1l and IV with benzolamide-likke
derivaties’’, Eur .J. Med. Chem., 33, 739-751, (1998).

Chegwidden, W.R., Edwards, Y.,Carter, N., ‘“The carbonic anhydrases-new
horizons. molecular bases of inherited disease’’, 8th Ed., NewYork: McGraw-

Hill Inc., 2165-2204, (2000).

50



[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

Renzi, G., Scozzafava, A. and Supuran, C. T., ‘“‘Carbonic anhydrase
Inhibitors: Topical Sulfonamide Antiglaucoma Agents Incoparating
Secondary Amine Moieties’’, Bioorg. Med. Chem., 10, 673-676, (2000).

Parkkila, A.K., Scarim, A.L., Parkkila, S., Waheed, A., Corbett, J.A. and Sly,
W.S., ““Expression of carbonic anhydrase V in pancreatic beta cells suggests
role for mitochondrial carbonic anhydrase in insulin secretion’’, Journal of

Biological Chemistry, 273, 24620-24623, (1998).

Sly, W.S. and Hu, P.Y., ‘““Human carbonic anhydrase and carbonic anhydrase

deficiencies’’, Annu. Rev. Biochem., 67, 375-401, (1995).

Arslan, O., “‘Glaucoma Tedavisinde Kullanilmaya Aday Karbonik
Anhidrazm Inhibitorlerinin Sentezi ve Inhibisyon Etkilerinin Arastirilmas1’,
Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim
Dali, Erzurum, (1994).

Tang, Y., Xu, H.,, Du, X., Lit, L., Walker, W., Lu, A., et al.,, ‘“Gene
Expression in Blood Changes Rapidly in Neutrophils and Monocytes after
Ischemic Stroke in humans: a Microarray Study’’, Journal of cerebral blood
flow and metabolism : official journal of Medicinal Chemistry, 50, 381, 8,
(2007).

Isao, N., Saburo, O., Daniela, V., Scozzafava, A., and Supuran, C. T.,
““‘Carbonic anhydrase Inhibitors. DNA Cloning, Characterization, and
Inhibition Studies of the Human Secretory Isoform VI, a New Target for
Sulfonamide and Sulfamate Inhibitors’’, Journal of Medicinal Chemistry, 50,
381, 8, (2007).

Supuran, C.T., “‘Carbonic anhydrases: Novel Therapeutic Applications for
Inhibitors and Activators”, Nature reviews Drug Discovery, 7, 168, 81,
(2008).

Pocker, Y. and Janjic, N., ‘““Molecularity of Water in Enzymic Catalysis.
Application to Carbonic anhydrase 1I’°, J. Am. Chem. Soc., 111, 731, (1989).

o1



[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

Briganti, F., Pierattelli, A, Scozzafava, A. and Supuran, C. T., “Carbonic
anhydrase inhibitors. Part 37. Novel classes of isozyme | and Il inhibitors and
their mechanism of action. Kinetic and spectroscopic investigations on native
and cobalt-substituted enzymes. Eur. J. Med. Chem., 31, 1001, (1996).

Cuatracasas, P., “Protein Purification by Affinity Chromatography,
derivatizations of agaroze and polyacrylamide beads”, J. Biol. Chem., 245,
3059, (1970).

Arslan, O., Nalbantoglu, B., Demir, N., Ozdemir, H., Kiifrevioglu, O.1., “A
new Method for the purification of Carbonic Anhydrase Isozymes by Affinity
Chromatography” Turkish Journal of Medical Sciences, 26, 163-166, (1996).

Warburg, O., and Christian, W., “Isolierung und Kristallization des
Giarungsferments Enolase”, Biochem., 310, 384, (1941).

Bradford, M. M., “A rapid and sensitive method for the quantitaion of
microgram quantites of protein utilizing the principle of protein-dye binding”,
Anal. Biochem., 72, 248, (1976).

Wilbur K. M., Anderson N.G., ‘‘Electrometric and colorimetric determination
of carbonic anhydrase’’, Journal of Biological Chemistry, 176, 147-154,
(1948).

Maren, C. H., “A simplified micromethod fort he determination of carbonic
anhydrase and its inhibitors”. J. Pharmac. Exp. Ther., 130, 26 p., (1960).

Laemelli, D. K., “Cleavege of structural ptoteins during in assembly of the

head of bacteriophage T4”, Nature, 227-680, (1970).

Kiling N.,. ““Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin koyun midesinden
saflastirilmasi, karakterizasyonu ve bazi ilaglarin enzim aktivitesi lizerine
etkilerinin incelenmesi’’, Yiiksek Lisans Tezi, Atatiirk Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisti, Erzurum, (2011).

52



[66]

[67]

[68]

Bozdag, M., Pinard, M., Carta, F., Masini, E., Scozzafava, A., McKenna, R.,
and Supuran, C.T., “A Class of 4-Sulfamoylphenyl-o-aminoalkyl Ethers with
Effective Carbonic Anhydrase Inhibitory Action and Antiglaucoma Effects”
J. Med. Chem., 57 (22), 9673-9686, (2014).

Bozdag, M.,, Isik, S., Beyaztas, S., Arslan, O., and Supuran C.T.. “Synthesis
of a novel affinity gel for the purification of carbonic anhydrases.” Journal Of
Enzyme Inhibition And Medicinal Chemistry, 30 (2), 240-244 (2015).

Sahin, A, Isik, S., Arslan, O., Supuran, C.T., and Ozensoy Guler, O. “A
new affinity gel for the purification of alpha-carbonic anhdrases.” Journal Of
Enzyme Inhibition And Medicinal Chemistry, 30 (2), 224-228 (2015).

53



