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QZET 

Karbonik anhidraz (karbonat hidrolaz, EC 4.2.1.1) bir ~inko metaloenzimi . 

olup . fizyolojik fonksiyonu karbondioksidin geridonii§iimlii hidrasyonunu 

katalizlemektir. Enzim bu fizyolojik fonksiyonu dl§mda aldehitler, aril 

karboksilat esterler, alIa1 aril ve diaril karbonat esterler, 2-hidroksi-5-nitro- a -

toluensulfonik asit salton gibi baZl bi1e§iklerin hidrasyon ve hidrolizini de 

katalizleyerek biiyiik bir katalitik CSe§itlilik gosterir. 

Siyanojen (etandinitril), protein1erde yiiklii gruplan birbirine baglayarak 

molekiili~i kovalent bagIanmalara neden olur. 

Bu '5ab§mada siyanojenle rnodifiye edilen Slglf karbonik anhidraz II 

enziminin baZl ozellikleri incelenmi§tir. Modifikasyon sonucu enzimin hidrasyon 

aktivitesinin degi§medigi, esteraz aktivitesinin ise biiyiik ol~iide inhibe oldugu 

saptanml§tIr. Esteraz aktivitesindeki inhibisyonun substrata, muamele 

slrasmda kullamlan siyanojen deri§imine ve muamelesiiresine bagh olarak 

farklanmalar gosterdigi gozlenmi§tir. inaktivasyonun zarnana gore degi§imi 

dogrusal olmaYlP once lnzh sonra yava§ olmaktadrr. Siyanojenle modifikas­

yondan soma gozlenen kinetik parametreler inhibisyonun kan§Ik tip inhibisyon 

oldugunu gosterrni§tir. 

Slglr karbonik anhidraz II'nin siyanojenle modifikasyonunun yiiksek pH 

ortannnda nukleofillere kaf§l dayamkslz oldugu saptanITIl§tlr. N-metil­

hidroksilamin ve metilamin gIbi niikleofillerin siyanojenle modifiye edilmi§ 

. enzime kovalent olarak baglandlklan onerilmi§tir. 

p-Anisidin'in siyanojenle modifiye edilmi§ enzlm i~in etiket g6revi 

yapabilirligi ara§tmlml§ ve enzimin p-anisidin ile muameleden sonra tripsin 

jle hidraliz iiriinleri HPLC'de kontrol enzime gore farkll bir prafil gostermi§­

tir.p-Anisidin'h'1 siyanojen ile rnuamele edilmi§ BCA II enzimine spesifik olarak 

baglandlg1 dii§iiniilmektedir. 

Aromatik ve heterosiklik primer sulfonamidler karbonik anhidrazl inhibe 

ederler. BCA II asetazolamid ve sal amid varhgmda siyanojen ile muamele 

ediImi§ ve asetazolamidin siyanojen mOdifikasyonuna kar§l enzimi korumadlgl 

buna kar§lbk salamidin korudJlgu goriilmii§tiir. Bu korumamn, salamidin His 

64 ile ili§kisi sonueu ortaya ~lktlgl ve His 64'iin enzimin esteraz aktivitesin­

den sorumlu b61gesinin bir bile§eni oldugu sonucuna vanlml§tlr. 
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ABSTRACT 

Carbonic Anhydrase (carbonate hydrolase EC 4.2.1.1) is a zinc 

/ metalloenzym that catalyzes the reversible hydration of carbondioxide. The 

enzyme also shows a great catalytic versatality and catalyzes the hydration and 

hydrolsis of a number of compounds such as aldehydes, aryl carbm .. '}'late esters, 

alkyl aryl and diaryl carbonate esters,.2- hydroxy-5-nitro- a -toluenesulfonicacid 

sultone. 

Cyanogen (ethane dinitrile ) drives intra-molecular conversion of salt 

bridges to covalent links in proteins. 

In this work, some properties of cyanogen modified bovine carbonk 

anhydrase II were studied. It was observed that cyanogen modification inhibits 

the esterase activity of the enzyme whereas the hydrolysis activity remains intact. 

The degree of inhibition of the esterase activity was shown to be dependent on 

type of substrate, cyanogen concentration, and treatment period. The inactiva­

tion observed with respect to time is non-linear, first rapid then slow. Kinetic 

parameters of the cyanogen modified enzyme imply a mixed-type inhibition. 

Cyanogen modification of bovine carbonic anhydrase II was shown to be 

nuc1eophile labile at high pH. It is suggested that nuc1eophiles such as N­

methylhydroxylamine and methylamine are bound covalently to cyanogen 

modified enzyme. 

The use of p-anisidine as a . label for cyanogen modified enzyme was 

investigated and the products · of trypsin digestion Of m·odifiedenzyme treated 

with p-anisidine exlubited a different HPLC profile than the control. Tous, it is 

concidered that p-anisidine shows high spesificity towards cyanogen modified 

BCA II. 

Aromatic and heterocylic primary sulfonamides were shown to be 

inhibitors of carbonic anyhdrase. BCA II was treated with cyanogen in the 

presence of acetazolamide and salamide, and it was shown that salamide 

protects the enzyme from cyanogen modification whereas acetazolamide does 

not. The observed protection. was assumed to be the . result of interaction of 

salamide with His 64, and thus it was infered that His 64, was a component of 

esteratic site of the enzyme. 
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1. GiRiS 

1.1 Karbonik Anhidrazm Biyolojik DagIllml ve YapIsl 

Karbonik anhidraz (karbonat hidrolaz, EC 4.2.1.1. ) ilk kez 1932 )'llmda 

F.J.W. Rougton (1) tarafmdan krrnnzl kan hucrelerinde bulunmu§tur. Enzim 

karbondioksiti..Tl geridonu§umlii hidrasyonunu katalizleyen bir enzim olup 

ke§fedilen iik ~inko metaloenzimdir. Keilin ve Mann (2) safla§tmlrm§ enzimin 

aktivitesini..Tl i~erdigi ~inko iIe orantIh oIdugunu belirterek ~inkonun biyokimya­

daki ozgun rolUnii ilk defa gostermi§lerdir. 

Protein izolasyonu ve safla§tlrma teknikleri geli§tik~e insan eritrosit 
. . . . 

karbonik anhidrazm (HCA) -farkll aktivite gosteren iki izoenzimden olu§tugu 

gosterilmi§tir (3,4). Bunlar du§uk aktivite gosteren izoenzirn I veya B ve yiiksek 

aktivite gosteren izoenzim II veya C oIarak isimlendirilmi§tir. Daha soma ~izgili 

iskelet kasmda bulun~m du§iik aktiviteli izoenzim III veya A olarak isimlendiril­

mi§tir (5). 

Onceleri elektroforetik fraksiyonlanna gore A, B ve C olarak isimlen­

dirilen izoenzimler daha soma karbondioksiti hidratasyon aktivitelerine gore 

du§iik aktiviteli I, yiiksek aktiviteIi n olmak iizere isimlendirilmi§Ierdir. insan 

ve SIgn- eritrosit karbonik anhidraz enzimlerinin eski ve yeni isimlendirilmeleri 

<';izelge 1.1. degoriilmektedir. 

<';izelge 1.1. insan ve Slglr Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin isimlendirilmesi 

Stand art 
Kaynak Aktivite % Bolluk isimlendirme Form 

ins an Du§iik 5 A III 

Dii§iik 83 B I 

Yiiksek 12 C II 

SIgn- Yiiksek 20 A II 

Yuksek 80 B II 
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Bu izoenzimler tek bir polipeptid zincirinde 259-260 aminoasitten olu§up 

molekiil ba§ma bir ~inko atomu i<;erirler ve yakla§Ik 30 000 dalton molekiil 

/ a~rl1gma sahiptirler. insan karbonik anhidraz II enzimi karbondioksit 

hidrasyon aktivitesi balammdan en yiiksek turnover saY'sma sahiptir (6). 

Sitoplazmik izoenzimler (IJI,III) olduk~a fazla ~ah§llml§tIr. 'Zamanla 

karbonik anhidrazmdaha az bilinen formlan ke§fedilmi§tir. ilk kez insan 

bobreginden izole edilen intrinsik membrana bagh karbonik anhidraz IV (7) 

daha sonra diferansiyel santrifiij ve afinite kromatografisi (8) ile 

safla§tmlnu§tlf. Bu enzim 68 000 dalton molekiil aglrh~nda olup aminoasit 

kapsaIUl stoplazmik izoenzimlerden olduks;a farklIdrr. 

Karbonik anhidraz ilk kez eritrositlerden safla§tmlmasma ragmen daha 

soma hemen hemen biitiin dokularda varhgl saptanml§tlr. Omurgahlar, 

om~rgaslZlar, bitkiler ve bakteriIerden izolasyonu yapIlID1§tlr (9). Bitki 

karbonik anhidrazlannm 180 000 dalton molekiil agrrl1~nda oligomerIer 

oldugu bulunmu§tur. Buna ragmen bitki ve hayvan karbonik anhidrazlanmn 

subuniteler balammdan aym ~inko i~erigine, benzer aminoasit kapsamma ve 

subunite biiyiikliigune sahip olduklan saptanml§trr. GenellikIe bitki ve hayvan 

karbonik anhidrazlannm benzer aktif merkez yaplSlna sabip oJduklanna 

inamImaktadlr (10). 

Bin;ok ~ah§ma sonueu karbonik anhidrazlann bu}iik cranda sekans 

homoloji gosterdigi bilfumekte ve buruann bir ilk (primordial) genin evrimseI 

geli§imiyle ortaya S:lktl~ tahmin edilrnektedir (11). Bu homoloji enzimlerin 

aktif merkezinde ~ok daha belirgindir. Ornegin, bu ~ah§manm konusu alan 
I 

Slgrr karbonik anhidraz II (BCA II), insan karbonik anhidraz II (HCA II) 

enzimine benzer §ekilde karbondioksit hidrasyonu i<sin maksimum turnover 

saY'sl gostermektedir (6,12). BCA II nin aktif merkezi ile HCA II nin aktif 

merkezi arasmda tam bir homoloji vardlr (13). Bu homoloji ~izelge 1.2 de 

gOriilmektedir. Ashnda BCA II enzimi iIe HCA IT arasmdaki homoloji HCA 

I ile HCA II arasmdakinden daha fazladrr (14). fusan karbonik anhidraz I ve 

II enzimlerinin aminoasit dizilimleri belirlenrni§ olup olduk~a benzerlik 

gostermektedir (15, 16, 17, 18). 
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(;izelge 1.2. BCA II ve HCA II'nin aktif merkez yapI1an. 

Aminoasit Numaras1 

Izoenzim 7 29 61 64 65 67 69 91 92 94 

HCA II Tyr Ser ]\.sn His Ala Asn Glu Ile GIn His 

BCA II Tyr Ser Asn His Ser Asn Gl u Val GIn His 

Izoenzim 96 106 107 117 119 121 131 141 143 145 

RCA II His Glu His Glu His Val Phe LE:U Val Gly 

BCA II His Glu His Glu His Val Ph e Leu Val Gly 

Izoenzim 192 194 199 200 201 202 204 206 207 211 

HCA II Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Leu Cys Val Val 

BCA II Trp Tyr Thr Thr Pro Pro Leu Ser Val Val 
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Bu <sah§mada kullamlan enzim SIgn karbonik anhidraz II olmakla 

beraber baZI ara§tJrma alaruannda, ornegin X-l§ffil ve ORD ~ah§malann­

da, §imdiye kadar hep insan karbonik anhidraz enzimi kullamlml§tlr. Bu 

ara§tIrmalardan burada bahsedilecektir~ <;;iinkii insan karbonik anhidraZI ile 

yapIlan bu ~ah§malar sIgrr karbonik anhidraz enziminin ozelliklerinin 

anla§l1masl bakImmdan da onemlidir ve daha once de bahsedildigi gibi insan 

ve slglr karbonik anhidraz enzimleri aminoasit kapsaml, dizilimi ve aktivite 

a<;Ismdan biiyiik benzerlik gostermektedirler (19). <;;izelge 1.3. de insan ve 

Slgu- karbonik anhidraz enzimlerinin aminoasit dizilimleri goriilmektedir. 

insan karbonik anhidraz I ve II nin kristal yaplSl 2.2 A 0 ve 2.0 A 0 

rezoliisyona kadar tannnlanml§tlr (21-23). · 

insan karbonik anhidraz II enzimi 4Ox42x55 A 0 boyutlannda yelkenli 

(sailboat) goriiniimiinde bir yaplya sahiptir. Bu yapmm bir gosterimi ~ekil 1.1. 

de verilmi§tir. ~101ekiiliin esas yaplSlTIl, yelkenlinin govdesini olu§turan ve 259 

aminoasidin % 20 sini i~eren 10 adet beta-plakah tabakah yapl olu§turmakta­

drr. Protein molekiil1erindeki genel yapmm aksine beta- yaplsmdaki zincirler 

moleki.iliin i~ lasmmdaki hidrofobik birimlerle ili§kide olma)'lp plakah 

tabakah par~lar csozgene a~Ik durumdadrr. Bu 10 zineirden 4 tanesi parele] 

olup digerleri birbirine antipare]el yapidadrr. <;inko atornu beta yapmm 

ortasmda 4 ve 5 inei zineirler arasmda ve 16 A 0 derinligindeki konik bir 

. bo§lugun dibinde bulimmaktadlr. Bu oyugun giri§i hem~n herrien daireselolup 

15 A 0 ~apmdadlr. MolekiilGn N terminaIinde 25 aminoasit ise yelkeni 

olu§turaeak §ekilde aktif merkezin giri§ine yerle§mi§tir. Molekiilde 7 helikal . 
par~a vard!r. Bunlar sag el yapIsmdachrlar. Biitiin heliksler yiizeye yerle§mi§ 

. olup u~ii beta-plakah tabakab yapllann altmda dordii ustiindedir. Molekiilun 

alt yansmda hidrofobik yan zincir i~eren aminoasitlerden olu§an bir ~ekirdek 

VardlT. insan karbonik anhidraz rnolekiiliindeki tek sistein aminoasidi 

gorniilmu§ olup sulfhjdril grubun C.., - Cg etrafmdaki donu§ii sterik olarak 

engellenmediginden SH fonksiyonu sozgene a~Iktrr. insan karbonik anhidraz 

II nin yan zincirleri genel diizene uygunluk gostererek ·hidrofobik gruplar iCSeri 

hidrofilik gruplar dl§an d6niik durumdadrr. 
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<;izelge 1.3. BCA II ve HCA II'nin primer yaplSl. (Primer yap] BCA JI'ye ait 
olup baZl aminoasitlerin iizerine yazl1an semboller HCA II proteinindeki 
degi§ikligi belirtmektedir. Bazi aminoasitlerin iizerindeki numaralar iyon 
~jft1erini gostermektedir.) 

I 

• N 
S H H W G Y G K H B G P Z H Vi H K 0 F 20 

!,1O 
K 0 S H T A K Y 

P A N G E R Q S P \' n 0 T K A V v Q 4{) 

s s v s 0 Q L U I L 
0 P A L K P L A L V Y G E A T S R R M V 60 

11.12 11.12 A 16 F 
N N G I-l S F N V E Y 0 0 S Q D K A V L K 80 

G 0 J 13 U L 
0 G P L T G T Y R L V Q F H F H Vi G S S 100 

o G 3 Jl K ~ ( 13,1~ 

B B Q G S E H T V 0 R K K Y A A E L H L 120 

K V 
V H W N T I( Y G 0 F G T A A Q Q P 0 G 14{) 

L J S K G 
L A V V G V F L K · V .G 0 A N P A · L Q K V 160 

V V 15 15 A T 11 
L 0 A L 0 S K T K G K S T 0 F P N F 0 180 

11.11 5,5 ' 
R G E S 

P G S L L P Q V L 0 Y W T Y P G S L T T 200 

I Q . 5,5 
P P L L E S V T ~ V L K E P s v s S 220 

1 
E V K 1 G E 
Q Q 11 L K F R T L N F N A E G E P E L L 240 

V 0 J K A S F 
i1 L A N W R j> A Q P L K N R Q V R <:; f P 

K 
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~eki) 1.] Karbonik anhidrazm sekonder yapISI. Beta- yapIsmdaki klslmlar 
i~i bo§ ~ubuklar iJe, he1ikal yapllar ise silindirle gosterilmi§tir. Ortadaki Zn 
atomu ii~ histidin molekiiliine koordine oImu§tur [ "Bio!ogy and Chemistry of 
the Carbonic Anhydrases" dan ahnml§tIr.( Eds.) Tashian, D.E., Hewett­
Emmett, D., Annals of the ~ew York Academy of Sfiences, V 429 (1984)] 
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Aktif merkez bo§lugunun giri§i his~idin 64, prolin 201, fenilalamn 131 ve 

ii~uncii beta-pJakalI tabakah yapl ile 'Sevrelenmi§tir. <;;inko atomu dordiincii 

/zincirdeki 94 ve 96 nolu histidin aminoasidin N-lI atomlanna ve be§inci 

zincirdeki 119 nolu histidin aminoasidin N-lI atomuna ligand halindedir. Histidin 

94 un imid~o] halkaSI 'Sinko atomuna diger iki histidinin oldugundan daha 

uzakta olup 'Sinko iyonu ile aym diizlemde degildir. Metal iyonullun dordiincii 

koordinatmm bir su molekiilii veya bir hidroksit iyonu ile dolduruldugu 

samlmaktadlT. Bu yap1 metal iyonu etrafmda biraz ~arplIrnl§ bir tetrahedral 

konfigiirasyon yaratlr. Metal iyonuna baglI su mo1ekiilii treonin 199 ile hidrojen 

ba~ olu§turur. Bu treonin 199 ise glutamik asid 106 ya hidrojen bagl yapml§ 

durumdadlr. Aktif merkezde hidrofobik ve hidrofilik birimler yakla§lk e§it 

dagllnn§lardlr. Metal iyonuna direkt baglI olan histidin 119 histidin 107 ye ve 

N-I07 amide hidrojen bagh olan glutamik 117 ye hidrojen baghdrr. Histidin 

107 tirozin 194'e hidrojen baglIdrr. Tirozin 194 serin 29 a, serin 29 ise triptofan 

209 a hidrojen ba~ ile baglIdrr. HCA II enziminin aktif merkezindeki hidrojen 

baglan §ekil 1.2. de verilmi§tir. 

1.2. Karbonik Anhidrazm Fizyolojik Onemi 

Karbonik Anhidraz, 

reaksiyonunu katalizler. izoenzim I,ll ve .111 un katalitik etkinlikleri oIduk~a 

farkhdlr. Yuksek aktivite gosteren izoenzim II nin pH 9 da ve 25°C de CO2 

hidrasyonuna ait turnover saytsl 106 sn-1 dir (6,23). Karbondioksitin ken'­

diliginden hidrasyonu 'Sok lnz.h ger'Sekle§ir. Fakat reaksiyon pulmonar kapiler 

ge'Si§ slrasmdaki zamana (yakJa§lk 1 saniye) oranla 'Sok yava§tIr (24). Kinetik . 

veriIer karbondioksitin katalizorsiiz hidrasyonunun insandaki normal karbondiok­

sit ytlammm ancak % 17 sini olu§turabilecegini gostermektedir (1,24). Bu 

yiizden bir katalizatore ihtiya~ vardrr. fusan eritrositi karbonik anhidraz enzimi 

reaksiyon hIzmda 7500 kathk ·bir artl§a neden olarak bu i§i miikemmel yapar 

(25) ve bu enzimin katalizledigi karbondioksitin hidrasyonu reaksiyonu bilinen 

en lnz11 enzim reaksiyonudur (26). 
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~ekiI 1.2 HCA II enziminin aktif rnerkezindeki hidrojen baglan. 



9 

Karbonik anhidrazm norma] aktivitesine ihtiya~ duyan pek<sok fizyolojik 

olay vardlr. Burada lasaca birka'5 ornek verilerek enzimin onemLvurgulanrnaya 

<sab§ilacaktIr. 
/ 

Cayman (Cayman crocodilus crocodiIus) ve kertenkeleye (Anolis 

Carolinenis) piruvat enjeksiyonu karadgerin serbest alanin, glutamin,glutamat, 

aspartat ve serin miktannda artl§a sebep olur (27-30). Piruvatm karbok­

silasyonu reaksiyonunda bikarbonat gereklidir (31). Karbonik anhidraz 

inlubisyonu bu in vivo reaksiyonu muhtemel bikarbonat kaynagml azaltarak 

inlube eder. Bikarbonat azalmasl sadece glutamin ve g]utamat sentezini degil 

lalct.attan glukoneogenesis gibi hayati i§lemleri de bloke eder (32). Asetazolamid 

veya diklorfenamid gibi karbonik anhidraz inhibitorleri karadgerde piruvattan 

alaninin sentezini etkilemezken aspartat, serin, g]utamin ve glutamat sentezlerini 

bloke eder. Aynca karbonik anhidraz inhibisyonu laktatm g!ukoza geri 

<sevrilmesini de engeller (32). Bu <sah§malar alanin sentezinin etkilenmedigini 

yani transaminasyonun geneI alarak inhibe edilroedigini gostermektedir. Yukan­

da bahsedilen metabolik yolun piruvatm karboksilasyonu basamagmda bloke 

oldugu samlmaktadrr (32). 

Ba§ka bir <sah§mada, timsahlarda karbonik anhidrazm normal fonksiyo­

nunun <S0k · onemli oldugu vurguIanmaktadJr.Karbonik anhidraz inhibitorleri 

kulIamldlgmda amonyak atlhmmm engellenmedigi buna kar§lhk 

bikarbonatm biiyiik oranda azaldl~ ve geneldeeser olarak bulunan kIoriiriin 

biiyiik miktarlara yiikseldigi goriilmii§tiir. inhibitor, siiriingenin amonyum 

karbonat yerine amonyum kloriir atmasma ve idrann daha asidik plazmanm 

ise daha bazik olmasma neden olmaktadrr (33). 

Karbonik anhidrazm lipid sentesindeki 6nemi etiketieme <sah§malan ile 

gosterilmi§tir. Diklorfenamid, asetazolamid veya etoksiazolamidgibi karbonik 

anhidraz inhibizorleri enjekte edilmi§ kertenkeleye karbon-14 Ie etiketli asetat 

verildiginde lipidlere asetat inkorperasyonunun onemli 6l<siide azaldlgl ve 

karboksilasyon reaksiyonlanna gerekli bikarbonatm saglanmasl i<sin karbonik 

anhidrazm elzem oldugu sonucuna vanIIDI§tlf (34). Karbonik anhidraz renal 
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dokularda bol miktarda buIunur ve karbondioksidin hidrasyon-dehidrasyon 

reaksiyonlanru katalizler (35). 
/ 

Solunum olaymda karbonik anhidrazm muhtemel I:olleri kapiIer ge~i§ 

slrasmda plazma pH dengesini hlzlandlrrnak (36-39), aIveo1er-kapiler 

membran boyunca karbondioksit degi§imini yiikseltmek (40-42) ve fotal 

akcigerde SlVl salgilanmaslTII yiikseltmektir (43). 

Karbonik anhidrazm kuvvetli bir inhibitorii olan asetazolamid (ticari adl 

ile Diamoks) gastrik ve duodenal iilseri olan ki§ilerin tedavisinde ba§an ile 

kullaruhr (44). Bu ilacIn tedavi giicii asit salg11anmasInI inhibe etmesine ve 

gastrik mikrosirkiiIasyonu artrrmasma baglanmaktadlr (45). 

Karbonik anhidraz inhibitOrleri insanIarda glaukoma tedavisinde kuIlaruhr 

(46). SIVl akI§lilLn azalmasl sonueu goz tansiyonunun dii~tUgii ve karbonik 

anhidraz inhibitorlerinin aqueous humore sodyum ve bikarbonat giri§ hlZlTI! 

yav3.§lattIkIan da g6zIenmi§tir (47). 

1.3. Katalitik Mekanizma 

Karbonik anhidraz aktivitesi enzim i~inde pKa S1 7 oIan bir gruba bagh 

olup enzimin bazik formu karbondioksit hidrasyonu, asidik formu ise bikarbonat 

iyonunun dehidrasyonu i~in gereklidir (12, 26, 48, 49). 
.' .' . . . . 

Karbonik anhidraz hidrasyon ve dehidrasyon reaksiyonlanMichaelis -

Menten kinetigine uyar. Karbondioksidin hidrosyonunun katalizinde K:m pI-rdan 

bagunslz keat ise pH'a sigmoidal olarak bagh olup bazik pH'da maksimum'a 

uJa§lr (50). Aksine olarak, bikarbonat iyonunun dehidrasyonunun katalizinde 

ise Km pH ile degi§ir, keat ise degi§mez (51). 

Yedi civannda p~ ya sahip iyonIa§tInCI gurubun bazik formunun <sinko 

atomuna koordine oImu§ bir hidroksit iyonu veya <sinko atom una dogrudan veya 

dolayh baglanrrn§ imidazol gIbi bir bazik aminoasit yan zinciri oIdugu tahmin 

edilmektedir (26,52,53). 

insan karbonik anhidraz II enzimi ile karbondioksitin hidrasyonu i<;in 

maksimum turnover saJISl n5tral pH'da 106 sn-1 olarak tesbit ediImi§tir (6). 
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Buna kar§lhk hesaplamalar hidrasyon slrasmda su molekUlii veya hidroksit 

iyonunun proton ahCISI oIarak davranmasl veya dehidrasyon slrasmda su 

malekGIii veya H30+ iyonunun proton vericisi o]arak davranmaslyla enzim ve 

~ozgen arasmdaki proton transferine ait pseudo first-order hlz sabitinin natral 

pH'da 103 -104 sn-1 OImasi gerektigini gostermektedir (6,26,54). Bu yiizden 

sudan daha iyi bir ahcI- verici sistemin varhgmm gerektigi dU§"!inUlmektedir. 

Proton transferi i~in alternatif bir yol olarak tampon ~ozeltinin sudan 

daha iyi bir proton ahcIsi ve fizyolojik pH da hidroksit iyonundan daha yiiksek 

konsantrasyonda bulunmasl nedeniyle kataJ,izde rol a]abilecegi dii§iiniilmii§tiir 

(54, 55). Karbonik anhidrazla katalizde tampon ~6zelti etkileri ara§tmlml§­

tIT (56, 57, 58). Tampon konsantrasyonu aza1tIldlk~a karbondioksitin 

hidrasyonu reaksiyonunun ilk ruzmda azalma (59) ve karbondioksit ve su 

arasmdaki 180 degi§iminde yine bir azalma (60) tesbit edilmi§tir. Karbondioksit 

ve tampon ayn ayn substrat olarak kullamldlgrnda birbirine benzer pin-pon 

makanizmasl gosterdikleri a~IklanIDl§tlf. Bu sonu~ molek'iiller araSl proton 

transferirllii karbondioksit ve bikarbonat iyonunun birbirine donii§iimiinden 

bagrrnslz olarak ger~ekIe§tigi izIemini vermektedir (59-61). 

Karbondioksidin geri donii§iim1ii hidrasyonu i<.Sin §ekil 1.3 de gosterilen 

§u mekanizma onerilmi§tir (62-64). Onee CO2, Zn2+ yakmma baglarur. Soma 

Zn +2_bagh OH-'in CO2'in karbonuna nuklefilik atagi sonucu CO2 HC0"3'a 

donii§iir. Daha -sonra Zn2+~bagh HC03'm kendi i~iride proton transferi 

olu§ur. Daha sonra bir molekiil H20 Zn2+'na bag!arur ve bu Zn2+ -bagh 

H20 iyonla§arak HCO;'m serbest kc'llmasml saglar. Son olarak da Zn2 + -

bagh H20 H+ iyonu bir proton . t~ansfer grubuna (HCA II i~in His 64) oradan 

tampona oradanda ~azgene transferi ger~ekle§ir. Son zamanlarda bu son 

basamaktaki proton transferirun aktif merkezdeki diizenli iki su molekiilii 

sayesinde ger~ekle§tigi X-I§ml ~ah§malan ile gasterilmi§tir . (64). Bununla 

ilgili onerilen §ema ~ekiI 1.4 de goriilmektedir. Bu anemli sonu~lara vanlmasl­

na yardlIDcI olan daha anceki bulgular HCA II (23), BCA IT (65), 13C_NMR 

(66) ve katalizin bilgisayar" simulasyonu (67,68) . ~h§malan sonueu ele 

gel5mi§tir. 
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X-l§ml <5ah§ma]an sonueu (69) izoenzim H'nin kataliz rnekanizmasmda 

bahsedilen proton dolamnu i<;in His 64'iin iyi bir aday oldugu onerilmektedir. 

NMR <5aII§malan bu histidinin pKa'smm 7,1 oldugunu gostermektedir (70). 

Hidrojen iyonunun His 64'ten ~ozgen ortamrna transferinin bir dizi su kopriisii 

araeiligl ile ger~ekle§tigi ve reaksiyonun hIZlm belir]eyen basamagrn suyun 

protolizi basama~ oldugu sarulmaktadlr (71). Karbonik anhidraz II enziminin 

kristal yaplSlnrn aydmlatIlmasl ~ah§maJan slrasmda, enZlmm aktif 

merkezindeki ~inko ve His 64 arasmdaki diizenli bir su molekiilii zineirinin 

varh~Illn saptanmasl bu tahrnini ge<5erli kIlmaktadlr (72). 

Baklr (II) ve Clva (II) nin His 64'e bagIanmasi sonueu enzimin 

karbondioksidi llldrasyon aktivitesirrin inhibe . oImasi n~deniyle His · 64'iin 

aktivitedeki rolii agrrhk kaza1lITIl§trr (73). 

Bu onerilen mekanizma site-directed mutogenesis ile test edilmi§tir (74). 

His 64'iin lizin, alanin, glutarnik asit ve gIutamin ile yer degi§tirmesi sonunda 

enzimin CO2 hidrasyon aktivitesinde pek az bir azalma goriilmii§tiir. Bu sonu<5 

His 64'iin hidrasyon aktivitesi i~in esas olmadlgt izlenimini vermektedir. Buna 

kar§Ihk aktif merkez biJe§enIeri i9ilde <sinko koordineli-su veya hidroksit iyonu 

karbonik anhidraz H'nin katalizledigi biitiin reaksiyonJar i~it, 'iok onemlidir. 

1.4. Karbonik Anhidraz inhibitorieri 

Bir degerlikli anyonlann hemen hem en hepsi karbonik anhidrazl inhibe 

ederler. Bu irIhibisyon Meldrum ve Roughton (75) tarafmdan fark edilmi§ ve 

Roughton ve Booth (76) tarafmdan sistematik o}arak ineelenmi§tir. Bu 

inhIbisyonun anyon]ann enzime Zn2+ iizerinden spesifik olarak baglanmasl 

sonueu ortaya <sIktIgI sonucuna vanlml§tIr. inhIbitor etkisi CN- iyonu ile <5ok 

fazla iken F iyonu ile hemen hemen yok gibidir. Bu anyonIann bir listesi ve 

p-NPA hidroliz reaksiyonlanna ait inhIbitor sabiti degerleri <sizelge 1.4 de 

verilmi§tir (77). 

BazI aromatik sulfonamidler hayvan ve bakteriyel karbonik anhidrazlan 

ozgiin ve etkin olarak inhibe ederler. inhibisyon etkisi i<sin substitue olmaml§ 
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C;izelge 1.4. Karbonik anhidrazJ inhibe eden anyonlar ve p-NP A hidroIiz 
reaksiyonu i~in ol~ii1en inhibitor sabit1eri. [pH 7,55; 25°C; Referans(77)] 

inhibitOr ~lMl-

CN- 2,6xlO-6 

SH- 11x1O-s , 

CNO- 1,1x1O-4 

SeN- 59x1O-4 , 

N-
3 

59x1O-4 , 

r 8,7xlO-3 

CI0 -4 1,6xlO-2 

HCO -3 2,6xlO-2 

HSO -3 
3 OxlO-2 , 

NO -3 4,8xlO-2 

Br" 6,6xlO-2 

OAc· 8,5xlO-2 

cr 19x1O-1 ., 

F 1,2 
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-S02NH2 grubu gerekli olup bu grubun metillenmesi veya asetillenmesi 

durumunda inhibitor etkisi biiyiik olf;Siide dii§er veya kaybolur (78). 

Sll11fonamid inhibit6rler karbonik anhidrazlann fizyolojik fonksiyonlannm 

incelenrnesi aC;Ismdan c;ok onemlidir. Sulfonamidlerden en c;ok kullamlam 

asetazolamid veya ticari adlyla Diamox olup gIaukoma tedavisinde kul­

lamlmaktadlr. Asetazolamidin enzime baglanmasl -S02NH- grubu ile 

Asetazolamid 

(2-asetilarnino - 1,3,4 - tiyadiazol - 5 - sulfonamid) 

ger~ekle§ir. Titre edilebilir diger grup oIan CH3CONH- grubunun cnzirne 

baglanmada hemen hemen hif;S rolii olmadl~ saptanml§tlr (79). Asetazolamid 

diyalizle uzakla§tInldIgmda enzim tiim aktivitesini geri kazanrnaktadlr (80). -

Bu olay enzim ve inhibitor arasmda hIZh ve geri donii§iimlii bir dengenin 

kuruldugunu gostermektedir. 

Sulfonamidlerin enzirne kuwetli baglanabilmesi i'5in moleklilde Zn2+ veya 

Co2+ run varhgmm §art oldugu gosterilrni§tir (80), Apo~nz:irn ':, veya diger 
-

metalokarbonik anhidnlzlar sulfonamidlere ~ok cjaha zaYIf baglanirlar (81). 

Sulfonamid inhibisyonu onemli baZI ozellikler gosterir. SulfonamidIer 

karbonik anhidrazm hem hidrasyon hem de hidroliz aktivitelerini inhibe ederler. 

Sulfonamid-enzim kompleksinin X-l§lm analizIeri inhibitoriin ~inko atomuna 

veya ona c;ok yakm bir bolgeye baglandlgml gostermektedir. Etiketli 

-asetazolamid kuHamlarak inhibitoriin molekiile kuwetli baglanabilmesi iC$in 

metal iyonunun gerekli oldugu saptanml§tIr (81). X-l§InI verileri sulfonamid­

metal baglanmasmm dl§mda sulfonamid grubu ile enzimin aktif merkez 

duvan arasmda ba§ka ili§kilerin de miimkiin olabilecegini gostermektedir. 

Bir diger sulfonamid inhibitor olan saJamidin molekiile baglanmasl da 

inceJenmi§tir (82). 
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Cl

XX
NH2 

I . 
H2N02S ~ S02NH2 

Salamid 
(1-amino-2,4-disulfonamid -5- klorobenzen) 

./ 

Bu inhibitor metal iyonuna baglanmasma ek oJarak diger sulfonarnid grubu ile 

His 64'Je ve amino grubu iJe de His 118 ile ili§ki kurar. 

Armotik sulfonamidlerin karbonik anhidrazl inhibe etme potansiyelleri 

sulfonamid grubu meta} iyonuna baglamrken inhibitor molekiilUniin arornatik 

ktsmmm da aym and a hidrofobik ili§kilerle stabilize olmasma bagJanmakta­

dlL 

1.5. Karbonik AnhidrazlD KataJitik C;e§itliligi 

1960'lann ortaJanna kadar karbonik anhidrazm en onemli ozellilZinin ..., . 

karbondioksidin geri donii§iirnIii hidrasyonuna kar§l kesin ozgiilIiigii olduguna 

inamhyordu. Fakat, Pocker ve Meany (83-85) insan ve slgIr karbonik 

anhidrazlanmn asetaldehitin hidrasyonunu da katalizledigini saptadIlar. Bu 

gozlern, karbonik anhidrazm katalitik fSe§itliligine ba§ka ornekJer bulrnak i~in 

bir dizi fSah§rnamn ba§lamasma neden oldu. <;ok ge~meden enzimin baZI 

aldehitlerin hidrasyonunu . (86-88), 2,2-dihidroksipropiyonatlll piruvat anyonuna 

dehidrasyonunu (89) ve bir dizi esterin hidrolizini (90-96) kataliz1edigi saptandl. 

Bazl ara§tlTJcdar da eritrosit karbonik anhidraz fonksiyonunun kinetik analizi 

i~in esteraz aktivitesini kullanmap tercih ettiJer (97-102). Daha soma Pocker ve 

Watamori (I03) tarafmdan piridil asetatlann ve Pocker ve Guilbert (104) 

tarafmdan piridilkarbonatlann enzimle katalizlenmi§ hidrolizi eritrosit karbonik 

anhidraz kullamlarak inceJendi. Karbonik anhidrazm katalizledigi reaksiyon­

lann bir listesi ~izelge 1.5·de verilmi§tir. 
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<;izeJge 1.5. Karbonik Anhidraz'm katalizledigi reaksiyonlar. 

1. AJdehitJerin geri doni.i§umli.i hidrasyonu. 
/ 

(Ar)R 

" H20~ (==0 + " 
H/ 

2 .. .t\ril karboksilat esterJerin hidrolizi. 

1-: + + ArOH 

.3. Alkil aril ve diaril karbonat esterlerin hidrolizi. 

{Ar)RO" 

(==0 + H20~ 
ArO/ 

4. Alkil piruvat esterlerin hidrolizi. 

R, 
. (=0 

R'O-C/ 
~ o 

5. Karbobenzoksi kloriiriin hidrolizi. 

(Ar}RO 

"(-0- + H-i- + ArOH 

~ o 

! 
{Ar)ROH + (02 + ArOH 
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<;izelge 1.5 (devam) 

6. 3h-l,2 benzoksatiol-2,2-dioksitlerin, 
.I 

ve ariI alkansulfonat esterlerin hidrolizi. 

q, :o..,R 
H 0 

. ~~, 
+ 2 ---+- S + H+ -+ ArOH 

./}. \. 
O~ "0-

7. Sulfonil klorurlerin hidrolizi. 

8. I-Floro-2,4-dinitrobenzenin hidrolizi 

9. Fenil-N-metil asetimidatm hidrolizi 

Me 
'\. + 

/C=NHMf? + H20 ~ 

Me 
'\. 

(-NHMe + C6HSOH + H + 
~ 

C6HSO o 

10. Dialkil monoaril fosfat triesterlerin hidrolizi. 

o OR: 
. ~~' 

P 
-0/ \ . 

OR' 

+H++ArOH 
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Bu reaksiyonlann hepsi CO2 in enzimatik hidrasyonuna benzer §ekilde 

sulfonamidlerle biiyiik 61~iide inhibe olurIar. Anyon inhibisyonu da CO2' 

inkinden daha az etkin olmak iizere mevcuttur. 

1.6. Siyanojen Kimyasl 

Siyanojen, (etandinitril, N=C -C=N) ~evrede yaygm olarak bulunan bir 

kirleticidir. Azotlu bi1e§ik1erin yanrnasl iJe ortaya ~lkar ve sigara dumammn 

da bir bile§enidir. Oda slcakhgmda ~ok zehirli bir gaz olan siyanojenin 

organik reaksiyonlardaki yiiksek reaktivitesi olduk~a iyi bilinmektedir (105). Bu 

kU'5uk molekiiliin biyolojik molekiillerle olan reaktivitesi pek incelenmemi§ 

oImalda beraber siyanojenin pre-biotik diinyada kondensasyon ajam o]arak 

bulundugu tahmin edilmektedir (106). Bu mo]ekiiliin fosfat ve ribozun (107), 

fosfat ve glukozun (l08), fosfat ve nukJeosidin (109) ve purin onciillerinin (110) 

kondensasyonunu etkileyebilecegi dii§iiniilmektedir. 

Siyanojenin sadece molekiil i~i kondensasyonu sagladl~ (111) 

molUkiilleraraSI kondensasyonu ise etkilemedigi rapor edilini§tir. Bazl model 

bi1e§iklerde (111), karbonik anrlidraz enziminde (1l2,I13) beta-Iaktamaz I ve 

tavuk yumurta ala lizoziminde (114) ve hemoglobin gibi baZI proteinlerde 

(1l4,1l5) siyariojen tarafmdan olu§turulan amid baglannm varlI~ kamtlanID1§­

tIro 

Alfa-amino asitler bir~ok deney ko§ullannda siyanojen ile muamele 

edilmi§ ve 0-25 °c de giinler siiren ~ok yava§ modifikasyon gczIenrni§tir (114). 

Buna kaf§llik aym slcakJIklarda siyanojenle muamele edilen proteinler ~ok 

lasa bir siire i~inde modifiye oIurIar (Il2,1l6,1l7). Bu bulgular, proteinlerde 

olup amino asitlerde o]IIlayan baZl yaplsal ozelliklerin kondensasyon 

reaksiyonunu miimkiin kI1dl~ru akla getirmi§tir. Bunun uzerine, bir tuz 

k6priisii (salt bridge) kuracak kadar birbirine yakIn . olan kar§lt yiiklii grup]ar 

arasmdaki ili§kilerin, siyanojenin proteinlerle olan reaksiyonunu il1zIandlfdl~ 

one siiriilmii§tiir (116). 

Pro-pro dipeptidi kullamlarak siyanojen ile siklizasyon reaksiyonunun 

~6zgene bagunbh~ ara§tmlml§tlr. Bu dipeptid hem suda hem de organik 
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~ozgenlerde ~6ziinur ve ~e§itli ~ozgenlerle ili§kisi iyi tammlanml§tIr (117). 

Pro-pro, metanol/dimetilsulfoksid (25:75) 'Sozgeni i~inde siyanojenle muamele 

edilip reaksiyon uriinleri kiitle spektroskopisi ile karakterize edildiginde prolil­

prolindiketopiperazin olu§tugu saptamru§tIr (114). Sonu~lar, pro-prodiketopipe­

razin standart kullamlarak NMR ile de desteklenmi§tir. Bu bulgu siyanojenin 

amid bag! olu§turdugu konusundaki ilk delildir. Leu-leu, ala-phe, leu-gly-phe, 

glbi model bile§iklerin de siyanojen varhgmda kolayca halka olu§turdugu buna 

kar§llIk w-fonksiyonel grubu olmayan amino asitlerin halka oJu§turmadlgl 

saptannn§or (ll4). 

Siyanojenin aym zamanda a'Sil-guanidino bile§ikJerinin halka olu§turmasl­

na da .araclhk ettigi de saptanml§t1r . (Day, soz1ii gorii§me) . . Siyanojenin 

aminoasit yan zL.T1cirleri ile olu§turdugu onerilen reaksiyonlar ~ekil 1.5 de 

gosterilmi§tir. 

Siyanojenin di-asitlerle reaksiyonu sonucunda bu bile§ik1erin birka~ dakika 

i<;inde kolayca an..l-tidritlerine donii§tiigii goriiImu§tiir (Day, sozlii goru§me). 

Diasit modelinin se'Silmesi ve anhidrit olu§umunun gozlenrnesi proteinlerde 

siyanojenle karboksil-karboksilat ili§ki1erinin aydmlatilmasl i~in bir on 'Sah§rna 

oIarak du§iiniilmii§tiir. 

Pro-pro dipeptidinin siyanojenIe indiikleruni§ kondensasyon reaksiyonunun 

polar olmayan 'Sozgenlerde daha luzlI yiiriidiigii saptanml§tlr. Bu model ile 
. . . 

gozlenen siyanojen reaksiyonunun' soivente bag1.II1.hhgl reaktifin birbirine 

uygun uzakhkta ve daha hidrofobik bolgelerde yerle§mi§ olan karboksi ve 

amino gruplanrun kondensasyonunu sagladlguu ima eder (ll6). Siyanojen, . 

proteinlerle reaksiyonu goz oniine almdlgmda 'Sozgenin hidrofobikligi 

proteinlerin i~ klsnnyla ozde§le§tirilebilir. 

Proteinlerde siyanojen tarafindan olli§turulan reaksiyonlann onemi 

§udur: l. Proteinlerdeki fonksiyonel gruplar arasmdaki yakmbgl tayin etmek 

amacIYla olu§turulan ~praz bagIanma (cross-linking) reaksiyonIan I$ah§Ilan 

sistemin oze1liklerini degi§tiren molekiillerin kullammml gerektirebilir. ~imdiye 

kadar yapIlan ~praz-baglama <;ah§malannda protein i~inde siyanojene 

rastlanmadlgmdan bu molekiil, proteine baglanmadan bu i§i ba§arabilen yeni 



1. Kararh amid 
bagl olu§umu 

2. Kararslz amid 
bagl o]u§umu 

3. A~il guanidino 
bag) olu§urnu 

"" NH i 
/2 

HIS-imf 
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C2N2 "'. P 
+ -02C- '> N-C , / 

Asit veya 
nukleofiller 

I I 0 C2N2 n 
+ -0 C -====' N N-C 2 - , ~ / 

+ 

Asit veya V 
nukleofiller 

C2N2 
-o2C- ~'" ==::=::;.' 

Asi! veya 
nukleofiller 

NH ° /J II 
-NH-C-NHC 

~ekil 1.5. Siyanojenin aminoasit yan zincirleri ile ongoriilen reaksiyonlan 

bir reaktif olabilir. 2. Proteinlerde iyon 'liftJerinin yerini tayin etmede kullamlan 

X-I§ml kristolografisi teknigi bazt proteinlerin kristalini elde etmedeld zor]uk 

ve bu ~ah§rnanm gerektirdigi uzun zaman nedeniyle her proteine uygulan­

rnaml§trr. Kii~iik organ,ik rnoIekiillerle, arninoasitlerle, peptid ve proteinlerle 

oIan reaksiyonlan siyanojenin uygun uzakhktaki kar§lt yiiklii gruplarla 

reaksiyon verdigini gostermektedir ki bu da siyanojenin proteinlerdeki iyon 

~iftlerinin yerlerini belirtmede kul1amlabilecegini dii§iindiiriir. 3. Siyanojenin 

biyolojik onemi olan rnolekiillerle reaksiyonlan heniiz bilinmernekte;~ir. Protein 

ve enzimlerle yapIlan siyanojen ~h§maJanmn bu biJe§igin in vivo etkileri 

iizerine I§lk tutabiJecegi umulmaktadu. 

Yakm zamanlarda bazJ karbonik anhidrazlann siyanojenle muamelesi 

sonueu hidrataz ve esteraz aktivitelerinin farkh oIarak inhibe oJdugu sap­

tanml§tlr (113,119). Slglr "karbonik anhidraz II, i~san karbonik anhidraz I, 

kopek karbonik 2-nhidraz ve tav§an karbonik anhidrazm hidrataz aktivite1erinin 
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slraslyla yiizde 0, 80, 71, 0; esteraz aktivelerinin ise yiizde 97, 55, 48 ve 0 

inhibisyona ugradlgl biJdirilmi§tir (113). 

Slglf karbonik anhidraz II'nin irihibisyonu slrasmda inhibitOrun 

kendisinin proteine inkorpore olmadlgl kaybedilmi§tir (112). inhibitOrun 

enzimdeki bir glutamik asidin gama-COOH grubu He bir histidinin imidazol 

grubu arasmda molekiiI i~i bir ~apraz baglanmaya neden oldugu bildirilmi§tir. 

Siyanojenle muamele edildikten sonra amino asit analizi yapIlan proteinde bir 

glutamik asit ve bir rustidin birimi eksik g6riilmu§tiir. Histidinin rolii N~vfR ile, 

glutamik asidin rolu ise modifiye birimin 2,4-diaminobutirik aside donu§tijruliip 

sonra aminoasit analizi ile tayini sonueu ortaya ~lkanlmI§tlr. 

Slgrr karbonik anhidraz II'nin siyanojenle modifikasyonunu ineeleyen bir 

ba§ka ~ah§mada ise olu§tugu kabul edilen baga radyoaktif etiketli nukleofil 

baglanarak etiketli molekiil ile bu baglann proteinin primer yaplsmdaki yerIeri 

tespit ediImeye ~alI§Ilml§trr (117). Bu ~ab§mamn sonucunda proteinin ii~ 

b6lgesinde baglanma tespit edilmi§ ve bu b6lgelerin ikisinin aktif merkeze ait 

aminoasitleri i~erdigi saptanmI§tIr. 

Bu tezin amaCl ise SlWr karbonik anhidraz II enzlmmm siyanojenle 

muame1eden sonra bazJ "anormal" substratlanna kar§l davram§lmn 

incelenmesi ve eger varsa bu davram§ degi§ikligine neden olan modifikasyonun 

aydmlatllmasl olarak saptanml§tIr. Proteinlerin · primer yaplsmda . siyanojenle 

reaksiyona giren amino asitin veya amino asitlerin yerinin ve kimliginin 

saptanmasl siyanojerun biyolojik moleki.iller iizerindeki etlrJsinin mekaniz­

masmm anla§I1masl a~lsmdan onemlidir. ''-. 
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2. DENEYSEL BOLilM 

2.1. BaZI SubstratJann Sentezi 

2.1.1. Materyal 

2-Hidroksipiridin, 3-hidroksipiridin, 4-hidroksipiridin, rnetilklorokarbonat 

Sigma'dan; salisil alkol Aldrich'ten; asetonitril (HPLC kalite), aseton, NaOH, 

dietileter, HN03, H2S03, CaC03, CH2CI2, POCI3, Fischer'den; NaHS03 

Matheson Coleman and Bell Conpany'den; N2, Wright Brothers Inc. den ternin 

edildi. 

Kullamlan Rotavapor Buchler-Instruments; TLC tabakalar (Floresans 

indikatorlii 13181 SilikajeJ) Kodak'tan temin edilmi§ti. Act-1 Polirnerik LC C-

18 kolon Interaction · Chem-Inc iiiiiniiydii. 

2.1.2. Metodlar. 

Metil piridil karbonatlar Pocker ve Guilbert (104) yontemine gore §eldl 

2.1 deki reaksiyonlar uyannca, 2-hidroksi-5-nitro- a -toluensulfonikasit salton 

Kaiser ve Lo'ya (102) gore §ekil 2.2 deki reaksiyon uyannca sentezlendi. 

2.1.3. Metil 2-Piridil Karbonat'm (M2PC) Sentezi. 

4,75 g. 2-hidroksipiridin ~ok az sud a ~oziilerek aktif komiir ile renksiz 

SIVl edilinceye kadar muamele edildi. Bu ~6ze1tiye ~ok az suda ~6ziHmii§ 2 

e§deger miktar NaOH ~6zeltisi kan§tmlarak eklendi ve olu§an ~6kelek 'Sok 
/ ~. 

az su ile YIkanarak siiziildii ve vakumlu kurutucuda bir gece kurutuldu. Bu 

~6kelegin dietil eterdeki kan§lmma 1,5 e§deger miktar metilkloroforrnat 

(MCC) N2 altmda ve devamh kan§tmlarak eklendi. Reaksiyon kan§lml 

OoC de 1 saat kan§tmldlktan sonra siiziildii. Siiziintiideki MCC ve eter 

rotavapor yardImI ile oda slcaklIgmda uzakJa§tmldl. Kahntl, lasa boyunlu 

bir mini distilasyon diizenegi ile vakumda distillendi. :Distilat ayru kaynama 

noktasma sahip bir safsIzllk i'Serdigi i~in daha ileri safla§tmlmaya tabi 

tutuldu. Eterde ~6ziiIen distilat doygun NaCI ~6zeltisi ile eter fraksiyonu 

.' 
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~ekiJ 2.1. Metil piridi! karbonatlann sentezi 
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300 nm'de sabit absorbans gosterinceye kadar ekstrakte edildi. Uriiniin hidrolizini 

engel1emek i<5in etef fraksiyonu h1Z1a Na2S04 kolonundan ge~irildi. <;;ozelti 100 

°C'ye sogutularak kurutuldu. Eter filZl -20°C de rotavaporde uzakla§tmldI. 

KalmtI vakum distilasyonu ile N2 altmda distillenerek iiriin elde edildi. 

KimyasaI yapl IR, MS, IN ve NMR iIe tayin edildi. 

M2PC, hidrolize diger iki izomerden daha yatlon oImasi nedeniyle, ~abuk 

bozulan bir madde oJdugundan substrat olarak kullarulmadan once HPLC iJe 

safla§tIrmaya tabi tutuldu. Polimerik C-18 kolondan asetonitriI ~ozgeni ile 

ge~irilerek safla§tInldlktan sonra kullamldl. 

2.1.4. Metil 3-piridil karbonatm ~1.3PC) sentezi. 

4.75 g. 3-hidroksipiridin tartIlarak muhtemel nemi uzakla§tlrmak i~in 

vakumlu kurutucuda bir gece bekletildi. 

Kuru 3-hidroksipiridin 250 mL'lik ii~ boyunlu yuvarlak balona ahnarak 1 

sa at N2 akmnnda tutuldu. Bir saatin sonunda N2 akmn durdurularak 125 mL 

kurutulmU§ asetonitril, devamh kafl§tmlarak yava§ yava§ eklendi. <;;lkan 

HCl'i tutmak i<5in 5 e§deger miktar (12,5 g) Caco3 ekJendi. 1,5 e§deger miktar 

(5,85 mL) metil klorokarbonat devamh kan§tmlarak damla damla eklendi. 

Reaksiyonun gidi§i zaman zaman ahnan orneklerle TLC tabakalannda aseton 

~6zgeni -kullanIlarak incelendi. -U'5 saat sonunda _ kan§lm -bir cam siizge'5ten 

siiziildii. Filtrat bir rotavapor yardlIDI iIe buharla§tInlarak (36-38°C) ele 

ge~en kahverengi yaglmsl madde mini distilasyon kolonu kullamlarak vakumda 

distilendi. Uriin, toplama kabmda beyaz kristaller olarak eide edildi. Erirne 

noktasl 33°C olarak 61~iildii. Kimyasal yapi IR, NMR ve MS ile saptandI. 

Beyaz kristaller nerne oIaIl duyarhkIan nedeniyle desikatOre yerle§tirilerek 

buzdolabmda saklandl. 

2.1.5. Metil 4-piridil karOOnatm (M4PC) sentezi. 

4,75 g. 4-hldroksipiridih ~ok az suda ~oziHerek renksiz ~6zelti elde 

edilinceye kadar aktif k6miir ile muamele edildi. Bu ~6zeltiye iki e§deger 
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miktar <5ok az suda ~oziilmli§ NaOH ilave edildi. Olu§an ~6kelek siiziilerek 

az miktar su ile yIkandl ve vakum desikatorde birgece kurumaya blralu1dl. 

Kuru ~6ke1ege 1,5 e§deger miktar MCC azot altmda kan§tmlarak yava§ 

yava§ eklendi. Reaksiyon kan§lml 4 saat OoC de azot altmda devamll 

kan§tmldl. Daha soma reaksiyon kan§lIDl sliziile.rek siiziintii 2SoC de 

IOtavaporde buharla§tInldl. 

Ham urlin minimum miktar asetonitrilde ~oziilerek -4SoC de asetonitril/­

kurubuz banyosunda yeniden kristal1endirildi. Kristal urlin vakum desikatOriinde 

lrumtularak kuru atmosferde buzdolabmda saklandl. Kimyasal yapl IR, NMR, 

UV ve MS ile saptand!. 

2.1.6. 2·Hidroksi-5-nitro- Q: -toluensulfonikasit saltonJun (lINTSA) sentezi. 

2,46 g O-hidroksi-benzil alkol (salisil alkol) ile 2,05 g sodyum bisiilfit 45 

mL suda ~6ziilerek 8 saat geri sogutucu altmda kaynatIldj. Suyun biiyiik 

lasnn distilasyon ile, geri kalan kIsITIl ise rotavaporde uzakla§tInldl. Beyaz 

kahntl vakum1u kurutucuda . kurutuldu. Ele ge'$en kan, Sokslet cihazmda 

etanol ile devamlI ekstrakte ediIF.rek beyaz kristaller halinde sodyum o-hidroksi 

- a -toluensulfonat elde edildi. 

3,1 g sodyum o-hidroksi- a -toluensulfonata 15,26 mL POC13 eklenerek 

reaksiyon kafl§lIDl 125°C ye ISltildl. Kan§Jm 125°C . degeri sogutucu 
". ." ". . . -. . . 

altmda HC} buharlan iyice uzakla§mcaya kadar kaynatildl. Kaynatniaya bir 

saat devam . edildi. POQ3'iin fazlasl distiIasyonla uzakla§tmlarak krem renkli 

kabntl sogutuldu. Soguyan , katl toz haline getirilerek 50 mL buzlu suya 

aktarIldl. Beyaz13§an kah buzlu su ile 4 saat temasta blrakIldlktan sonra 

siiziildii; soguk suyla Ylkamp, kurutuldu ve etanolden kristallendirildi. Olu§an 

o-hidroksi- a -toluensulfonikasit saltonun erime noktasl 87,loC olarak saptandI. 

o-hidroksi- a -toluensulfonikasit saltonun 2,4 g'l 20 mL . deri§ik H2S04 

de ~ozmdii ve ~ozelti su banyosunda sogutuldu. Bu ~ozeltiye 1,07 mL % 70.3 . 

liik HN03 15 dakikada devamh kan§tlrIlarak: iIave edildi. Olu§an u~uk san -
-

~ozelti buz banyosunda ]0 dakika bekletildi. C;ozeltiye daha fazla '$ozelek elde 

edilmeyinceye kadar kii~iik buz par~Ian eklendi. Olu§an u~uk saI1 ~ok~lek 
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hazlrlanarak hemen kullamldJ. 

HazlrJanan bu siyanojen stok ~oze1tisinin deri§imi a§aglda as;Jklandlgl . 

gibi beHrlendi: 

Siyanojen, bazik ortamda kantitatif olarak siyanur ve siyanata hidrolizlenir. 

Siyanur deri§imi, siyanur iyon se~ici elektrodu (Orion Research) ile 

potansiyometrik olarak tayin edildi. Bir AglAgCl (Orion Research) elektrodu 

referans olarak kulIamldl. Elektrotlar standart KeN ~ozeltisi ile once kalibre 

edildi. Bunun i~in 0,65 g kuru KeN bir litrelik balonjojede bir klSlm su i~inde 

'5ozUJdu. Buna 10 mL iyonik §iddet ayarlaYlcl (10 M NaOH) katlldl ve ~oze1ti 

1 litreye tamamJandJ. Bu ~6zelti yardimlyla 10-3, 10-4, 10-5 M siyanur 

~6ze1tileri hazlrlandl. Bu standart ~6ze1tiler plastik §i§elerde sakJanarak her 

hafta taze olarak hazlrlandl. 

Standart ~5zeltileTin 100 mL'sine 1 mL iyonik §iddet ayarlaj'lclsl 

eklenerek potansiyornetrede degerleri okundu ve bu degerlerle standart 

kalibrasyon grafigi elde edildi. ~ekil 2.3 de standart kalibrasyon grafigi 

goriilmelctedir. 

HazlIlanan siyanojen stok ~6zeltisinden 50 ve 100 mL lik kIslInlar 100 

mL suya 1 mL 10 M NaOH ~6ze1tisi iJe birlikte eklendi. Bu yuksek pH 

ortammda siyanojenin tamamen siyaniir ve siyanata hidroliz oImaSI saglandlk­

tan sonra bu csozeltilerin de m V degerleri pH metreden okundu. EJdeki standart 

kalibrasyon grafiginden bu degerlere kar§l gelen CN- deri§imleri okunarak 

siyanojen ~ozeltisinin deri§imi hesapIandJ. Standart ve ·· biIinmeyen CN­

deri§imIeri ve okunan m V degerIeri a§agJda verilmi§tir: 

Standart(M) m V 

10-3 -199 
104 -134 
10-5 - 76 
50 J-LL biIinmeyen -126 

] GO JJL bilinmeyen -148 
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::r 
-100 

-120 I 50 pL bilinmeyen I 

-140 
1100 ttL bilinmeyen I 

-160 

-180 

-200 ., , , 
-220T------.. ~---.--~~------~----~----~ 

2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 
-Log [eN] 

~ekil 2.3. C2~ deri§imi tayini i~in standart kalibrasyon grafigi. 
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Bu sonu<5lara gore 1 mL pH'sl 4'e ayarh suda 40 mL siyanojen gazl 

<56ziilerek elde edilen siyanojen stok ~6zeltisinin deri§imi 0,19 M olarak 

saptandl. Eu sonu~ daha once rapor edilen (105) C2N2 gazmm <56zunurluk 

degerleriyle uyum i9ndedir. 

2.2.4. Enzimin C2Ni ile muamelesi 

5 mg BCA II 300 mL suda ~oziilerek enzimiIi stok ~6zeltisi hazlrlandl. 

Bu ~6zelti 4°C de buzdolabmda bozulmadan gunlerce saklanabilir. Stok 

~6zeltinin deri§imi 280 nm'deki absorbansl ol~iilerek ve molar absorbans degeri 

€ =54 000 em-l M-1 lrullamlarak saptandl. 

Bir mililitrelik reaksiyon §i§esine hazlrlanan enzim stok ~6zeltisinden ve 

siyanojen stok ~6zeltisinden hesaplanan miktarlar bir mikropipet yardlml ile 

aktanldl ve pH's! 4 oIan su ile seyreltme yapIlarak enzim deri§imi 5,OX10-5 

M, C2N2 deri§imi ise 5,OxlO-2 M olacak §ekilde ayarlandl. Reaksiyon §i§esinin 

agZl kapatilarak karanhkta ve oda slcakhgrnda 2 saat bekletildi. iki sa at 

sonunda ~oze1ti yfizeyinden azot akImI ge~irilerek i<5indeki siyanojen 

uzalda§tInId!. Aym hacimdeki ba§ka bir reaksiyon §i§esinde siyanojen hari~ 

diger biitiin i§IemIer tekrarlanarak bir de BCA n kontroI ~6zeltisi hazlrlandl. 

Kontrol ve siyanojenle muamele ediImi§ BCA II ~ozeltileri daha sonra istenilen 

orand a ve . istenilen tampon ~ozelti ile seyreltilerek deneylerde kullamldl. 

2.3. p-Nitrofenilasetat (P-NPA) Esterinin C2N2 ile Muamele Edilmi§ BCA II 

He Hidrolizi 

2.3.1. Materyal 

p-NPA, HEPES, asetazolamid, AIdrich'ten; asetonitril Fisher'den; C2N2 

Matheson'den temin edildi. Spektrofotometrik 6l~iimler Perkin Elmer Model 

Lambda 4B UV-VIS Spektrofotometre ile almdl. Diger reaktif ve ~6zgenler 

daha once belirtilmi§ti. 
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23.2. Metod 

p-NPA hidrolizine ait deneyler Pocker ve Stone'a (92) gore yaplldJ. C2N2 

He muamele edilmi§ ve edilmemi§ BCA II enziminin esteraz aktivitesi p·NP A 

substratl kullamlaTak incelendi. 

BCA II p-NP A esterini a§aglda reaksiyon uyarmca p-nitrofenoIe hidroliz 

eder. 

p-NPA'iin protonsuz hali 400 nm'de kuwetli absorbans yapar. Bu ester 

61~ii1ebilir hlZlarla hidroliz oimasl nedeniyle sabit pH'da hassas spektrofotomet­

rik tayine imkan verdigi i~in BCA II enziminin aktjvite tayinlerinde stand art 

olarak kullamhr. 

233. C2N2 ile muamele edilmi~ BCA II enziminin p·1'I-PA esteraz aktil'itesinin 

incelenmesi 

Siyanojenle muamele edilmi§ enzim 50 mM HEPES (pH=7.2) tampon 

~oieltisi ile seyreltilerek deri§imi 1,6xlO-6 M'a ayariandl. p-NPA stok ~6zeltisi 

asetonitril ile haZlrlandl. p-NPA stok ~6zeltisinin deri§imi belirli miktar ester 

pH 10'da hidroliz edilip 400 nm'de absorbansl 61~iilerek ve € - 18 400 cm- l 

M-I kullamlarak 1,i25xlO-2 M olarak saptandl_ 

5 IJL substrat ~oze]tisi kuvartz UV kiivetine onceden konmu§ 1/25 mL 

enzim ~ozeJtisine eklendi. Kiivet parafilrn ile kapatIlarak aceIe ile ii~ kez a]t ust 

ediJdikten sonTa aJetin 6J~me kompartmamna yerIe§tiriJerek 40 dakika boyunca 

her 2 dakikada 400 nrn'deki absorban~ kaydedilerek tirfin oJu§urnu iz]endi. 

-I' - -
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61~meler slrasmda spektrofotometrenin 6J~me kompartmamndan bir 

termostator vasltasl iIe devamh su ge~iri1erek temperatiir 25 ± 0.1 °c de sabit 

tutuldu. 

61~meler siyanojenle muamele edilmi§ ve kontrol enzim ~6ze1tileri i~in 

tekrarlandl. Her deney en az ii~ kez tekrarlanarak 6]~umlerin ortalamaSl 

abndl. 

Deneyaym §artlarda pH 7,2 HEPES tampon ~6zeltisi De ortamda enzim 

o]makslzm tekrarlanarak tampon ~ozeltisinin hidroliz olaYIna katklsl saptandI 

ve bu degerler enzim1e abnan ol~iimlerden ~Ikanlarak ger~ek enzim aktivitesi 

saptandl. 

Siyanojen]e muamele edilmi§ enzimin p-NPA esteraz aktivitesinin % 79 

inhibe oldugu hesaplandl. 

Kontrol ve siyanojenle muamele edilmi§ enzim ve sadeee tampon ~6zelti 

ile hidroliz reaksiyonlanna ait tipik bir deney sonueu §e1dJ 2.4'de g6rUlmekte­

dir. 

2.3.4 BCA IT He kataIizlenen p-1\'PA hidroliz reaksiyonunun ase1azolamid He 

inhibisyonu 

BCA II enziminin inhibit6rli olan asetazolamidin p-NP A "hidrolizini inhibe . 

ettigi rapof edilmektedir (93). Asetazolamid aktif merkezin bir titrant! gibi 

davrarur ve 1/1 oramndaki inhibitor % 100 e yakIn inhibisyona ned en oluf. 

Asetazolamid inhibisyonu enzimin aktivitesinin dedeksiyonu 'i~in bir · ara~ olarak 

kullamlmaktadlf. Bu durumun satm alman enzim i~in de ge~erli olup 

olmadIgmm kontrolii i~ fal"klI inhibitor deri§imleri ile inhibisyon ol~Uldii. 

Deney i~in uygun miktarda asetazolamid i~eren 2,6 mL pH 7,2 HEPES 

tampon ~ozeltisine 0,09 mL BCA II stok ~ozeltisi eklendi. Daha sonra 0,3 mL 

p-NP A stok ~ozeltisi eklenerek hidroliz ba§latIldi ve kan§lmdaki absorbans 

degi§imi 400 nm'de izlendi.· Kiivetteki enzim deri§i~ l,6xl0-6 M; substrat 

deri§imi ise 4,5xl0-5 M oIarak hesaplandl. Absorbans 40 dakika boyunca her 

2 dakikada bir ol<siilerek urlin olu§u~u izlendi. Sonu~lar geriye kalan aktiviteye 
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kar§1 [Asetazolamid]![BCA II] olarak degerlendirildi. Bu degerlendirme §ekil 

2.5'de goriilmektedir. 

23.5. Farkh substrat deri§imleri kullamlarak BCA II'nin C2N2 iIe inhihisyo­

nunun tayini. 

B61iim 2.3.3'de a~lkIanan inhihisYOll tayin deneyleri farkh p-NPA 

deri§imleri kul1amlarak tekrarlandl. 

Bunun i~in, 1,2510-2 M, 5,3x] 0-2 M, 1,Oxl·20 M ve 1)5xlO-1 M p-NP A stok 

csozeltileri asetonitriI ~ozgeninde haZlrlandl. Bu ~ozeItilerin 5 mL'leri boli.irn 

2.3.3 de anlatI1dIgl §ekilde enzim ~oze1tisine ekJenerek 400 nm'de absorbans 

degi§imi izlendi. Kiivetteki son enzim deri§imi 1,6xl0-6 M; son substrat 

deri§imleri ise slraslyla 4,8OxlO-5 M\ 1,94x10-4 M, 3,8OxlO-4 M ve 5,81x10·4 M 

olarak hesaplandl. 

Fark11 substrat deri§im1eri ile elde edilen inhibisyon degerleri csizelge 2.1 

de verilmi§tir. 

<;izelge 2.1. C2N2 ile muamele edilmi§ BCA II enziminin aktivitesinde 
farkh p-NPA deri§irnleri ile gozlenen inhibisyon degerleri. 

[p-NPA] (M) 

4.8OxlO-s 

1.94xlO-4 

3.8OxlO-4 

5.81xlO-4 

% inhibisyon 

79 

77 

79 

77 

23.6. Farkh C2N2 deri§imlerinin BCA II'nin p-NPA hidroliz aktivitesinin 

inhibisyonuna etkisi. 

Enzim inhibisyonunun farkh C2N2 deri§imlerine gore degi§imi izlendi. 

~nzim, b61iim 2.2.'de bahsedilen §e1dlde C2N2 He muame]e edildi. Ancak 

muamele slrasmdaki C2N2 'deri§imi her seferinde -degi§tirilerek 0, 1,OxlO-2, 

5,Ox10-2, 1,OxlO-1 M degerlerine aYarlandJ. Kullamlan C2N2 deri§imlerine gore 

hesaplanan inhibisyon deger]eri ~izelge 2.2'de gosterilmi§tir. 
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<;izelge 2.2. Farkh C2NZ deri§imleri kuUamlarak rnuamele ediJen BCA 
II enziminin p-NPA hidroliz aktivitesinde gozlenen inhibisyon degerleri. 

[C2N2] (M) % inhibisyon 

0 0 

1.Oxl0-2 66 

5.OxlO-2 78 

l.OxlO-I 80 

2.3.7. RCA II enziminin p-NPA hidroliz aktivitesinin C2Nz He inhibisyonuna 

muamele siiresinin etkisi. 

BCA II enziminin C2N2 ile rnodifikasyonu zamana gore incelendi. 

5,OxlO·5 M BCA II ~ozeltisi 5,OxlO-2 M C2N2 ile 5, 15, 25, 90 ve 120 

daldka muamele edildi. Bu enzim <50zeltileri istenilen oranda pH 7,2 HEPES 

tamponu ile seyreltilerek · p-NPA hidroliz aktiviteleri incelendi. Deneyler 

srrasmda enzim deri§imi 1,6xlO-6 M; substrat deri§imi ise 4,5x10·5 M'dl. 

Belirtilen sureler sonunda enzim ~ozelti1eri hi~ vakit kaybedilmeden kullamldl. 

Her muamele siiresi sonunda elde edilen aktivite degerleri dikkate 

almarak % inhibisyon degerleri hesaplandl. Bu sonu~Iar ~ize]ge 2.3'de 

gosteriImi§tir_ 

<;izelge 2.3. C2N2 ile muamele suresine bagh olarak BCA II · enziminin 
p-NPA hidroliz aktivitesinde goz1enen inhibisyon. 

t (da~) % inhibisvon 

0 0 

5 48 

15 68 

25 73 

90 79 

120 79 
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2.3.8. C2N2 He muamele ediImi§ BCA II He katalizlenen p-NPA hidroliz 

reaksiyonun kinetik parametrelerinin tayini . . 

/ 
Kinetik parametrelerin tayini i~in Lineweaver-Burk grafiginden yarar-

lamldl. 

Bunun l~m 6 farklI substrat deri§LTI1inde ~ah§I1masl planlandl. 1 mL 

enzim csozeltisine asetonitril iCSindeki p-1\lJ> A stok ~ozeltisinden slraslyla 10, 20, 

30, 40, 50, 100 JLL eklenerek her seferinde iiriin olu§umu 400 nm'deld 

absorbans degi§iminden izlenerek farkll substrat deri§imlerinde reaksiyon ilk 

Inzlan saptandl. Reaksiyon srrasmda enzim · deri§imi 2,lOxlO-6 M; substrat 

deri§imleri ise slraslyla 1,3xlO·5, 2,6xlO·5, 3,9xlO·5, 5,2xlO·5, 6,5xlO·5, 1,3xlO·4 

M olarak hesaplandl. · Saptanan ilk hIzlarla substrat deri§im degerleri 

kullamlarak ~iziIen Lineweaver·Burk grafikleri §eldJ 2.6 ve 2.7'de goriilmekte· . 

dir. 

Bu grafikIerden · yararlanarak bulunan K.n ve V max degerleri a§aglda 

be lirtilrni§ tir. 

-Km(M) 

BCA II 9,44xlO·5 

CBCA II 1,06xlO·4 

V max (M/dak) 

1,Olx10-4 

368xlO·7 , 

2.4. MetilPiridH Karbonatla~n C2N2 He Muamele Edilini~ BCA II Enzimi ile 

Hidrolizi • 

. , 2.4.1. Materyal 

Metil2-piridil karbonat (M2PC), metil 3-pridil karbonat (M3PC), metil 4-

piridil karbonat (M4PC) bolum 2.l'de anlatIldlgl §ekilde sentez edildi. Diger . 

reaktif ve aletler daha once belirtilmi§ti. 

2.4.2 Metod 

Metil piridil karbonatlann BCA II ile hidrolizi reaksiyonlanna ili§kin 

deneyler Pocker ve Guilbert (104,120) referans ahnarak planlandl. Substitue 
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olmaIDI§ piridil karbonatlar divalent metal iyonlan ile ili§ki kurabilirler. Bu 

ozellik bu molekiHlerin bir <;(inko metaloertzimi olan karbonik anhidraz i<;in 

uygun substrat olmasml saglar. 

Sl~r karbonik anhidraz enzimi karbonik asidin diesterlerinin hidrolizi i~in 

oIduk<;(£l etkin bir katalizordur. Mikromolar slglr karbonik anhidraz deri§imleri . 

2- ve 3- metil piridil karbonatlann hidroliz hlZlm tampon 11lzma gore 10 

kattan daha fazla artmrken, metil 4-piridil karbonatm hidroliz hlzml 

etkilemez. 

Enzimin, C2N 2 ile muameleden sonra estere kar§l davram§mda bir 

farklanma olup olmadI~mn saptanmasl amaclyJa bu ~all§mada M4PC de 

ba§langI~ta deney kapsammda du§unuImu§ti.ir. 

Deney, uygun deri§imdeki enzim <;(ozeltisine hesaplanan miktarda esterin 

asetonitrildeki <;(ozeltisi eklenerek absorbans degi§iminin izlenmesi ile ger~ekle§­

tirildi. M2PC esterinin hidrolizi 294 run'de 2-piridon absorbansmm artmasl, 

M3PC esterinin hidrolizi 314 nm'de 3-piridolat absorbansmm artmasl, M4PC 

esterinin hidrolizi ise 275 nm'de M4PC absorbansmm. azalrnasl ile izlendi. 

Dii§uk substrat deri§im1erinde ([S]«Km) birinci dereceden gozlenen bIz 

sabiti, kgoz' In [CA.., - Ao)/(A.., - AJ] nin zamana kaI§l grafige ge<;(irilmesi ile 

incelendi. Bu grafik iki yan omiir boyunca lineer olup Az, 10 yan omur 

sominda okunan . absorbans degeridir. . 

2.43. C2N2 ile muamele edilmi§ RCA II enziminin metil piridil karbonat 

hidroliz aktivitesinin inceIenmesi. 

BCA II boli.im 2.2'de anlahlcbw §ekilde C2N2 ile muamele edildi. 

M2PC'm substrat olarak kullaruJdlgr deneylerde substratm asetonitril­

deki stok ~6zeltisindell 5 I-'L allnarak pH 7,2 HEPES tamponunda bazlrlanml§ 

1,25 mL enzim s;ozeltisine ilave edildi ve reaksiyon gidi§i 294 run'de her 4 

dakikada bir 24 dakika bO)'l}llca absorbans Ol<;(iilere~ izlendi. Kuvetteki son 

enzim deri§imi 6,8xl0-6 M, son substrat deri§imi ise 5,Ox10'4 M'di. M3PC'nin 

substrat olarak kul1aru1dlW deneylerde substratm aseonitrildeki stok 
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<;ozeltisinden 5 ILL almarak pH 7,2 HEPES tamponunda haZlrlanml§ 1,25 mL 

enzim <;ozeltisine Have edildi ve reaksiyon gidi§i 314 nm'de her 4 dakikada bir 

32 d"akika boyunca absorbans 6l<siilerek izlendi. Kiivetteki son enzim deri§imi 

7,Ox10-6 M; son substrat deri§imi ise 3,8xlO-4 M'dl. 

M4PCm substrat olarak kuIlamldlgl deneyJerde substratm asetonitril­

deki stok <;ozeltisinden 5 pL ahnarak pH 7,2 HEPES tamponunda hazlrlanml§ 

1,25 mL enzim <sozeltisine ilave edildi ve 275 nm'de absorbans degi§imi 

izlenmeye <sah§Ildl. Ancak daha once rapor edildigi §ekilde (104) M4PC iCSin 

kontrol enzimle hi<;bir aktivite gozIenmedi. C2N2 ile muamele edjlmi§ enzim 

kullamldl~nda da hi<;bir davram§ degi§ikligi gozlenmedigi i~in M4PC bundan 

sonraki deneylerde <;ah§I1madI. 

M2PC ve NI3PC substratlannm kontrol ve C2N2 Ie muamele edilmi§ 

enzimlerle hidrolizlerinin reaksiyonlannm In [(A.o - Ao)/(A'Z) - ~)J degerlerinin 

zamana kar§l grafikleri §elcil 2.8 ve 2.9'da goriilmelctedir. 

Ek-1 de bahsedildigi §ekilde hesaplanan inlubisyon degerleri ise a§aglda 

gosterilroj§tir. 

Substrat 

M2PC 

M3PC 

% inhibisyon 

85 

99 

2.4.4 Farkh C2N2 deri§imleri~in BCA II metil piridil . karbonat hidroliz 

aktivitesinin inhibisyonuna etkisi • . 

Enzim inhibisyonunun farkh C2N2 deri§imlerine gore degi§imi izlendi. 

Enzim, boliim 2.2'de bahsediIen §ekilde C;N2 ile 120 dakika muamele 

edildi. :Muamele slrasmdaki C2N2 deri§imi her seferinde degi§tirilerek 0, 

5,O:x10-4 M, 5.Ox10-3 M ve 5,Ox10-2 ve 5,Ox10-1 M'a ayarlandl. Muamele 

slrasmdaki enzim deri§imi 5,OxlO-S M'w. 

Metil 2-piridiI karbonaf deneylerinde son enzini deri§imi 8,2x10·6 M; 

substrat deri§imi ise 3,92xl0-4 M olarak ayarlandl. 
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MetiI 3-piridil karbonat deneyJerinde son enzim deri§imi 7,5xlO-6 M; son 

substrat deri§imi ise 3,8xlO-4 M'dl. 

Farkh C2N2 deri§imleri kullamlarak muamele edilen enzim ~ozeltilerinin 

her birinin M2PC ve M3PC substratlanna kar§l aktivitesi uygun dalgaboyunda 

reaksiyon gidi§i izlenerek saptandl. Kullamlan farkll C2N2 deri§imlerinin 

neden oldugu % inhibisyon degerleri hesaplandl. 

<;izeIge 2.4'de M2PC ve M3PC substratlan i~in kuI1amlan C2N2 

miktarlarma kar§l gozlenen % inhibisyon degerleri verilmi§tir. 

<;izeJge 2.4. Farldl C2N2 deri§imleri ile inhibe edilen BCA II enZlmm 
metil piridil karbonatlan hidroliz aktivitesinin inhibisyonu. 

K 2N2liM) % Inhibisyon (M2PC) % inhibisyon (M3PC) 

0 0 0 

5,Ox10-4 43 43 

5,OxlO-3 49 83 

5 Ox10-2 , 86 99 

1 Ox10-1 , 86 99 , . 

2.4.5. RCA II enziminin metil piridil karbonatlan hidroliz akthitesinin CzN2 

He inhibisyonuna muamele siiresio.in etkisi. 

BCA II enziminin C;N2 iIe modifikasyonu zamana gore incelendi. 

M2PC substratl i~in 5,Ox10-5 M BCA II enzim ~ozeltisi 5,Ox10-2 M C2N2 

He 5, 15~ 120 dakika muamele edildi. Onbe§ dakika sonunda maksimum 

inhibisyona ula§Ildlgl i~in diger substratlara uygulanan 25 ve 90 dakika 

inkiibasyon csah§malan ger~ksiz bulundu. Deneyler slfasmdaki son enzim 

deri§imi 7,lxlO·6 ~; son M2PC deri§irni 3,8xlO·4 M'di. 
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M3PC substratl i<sin -5,OxlO-5 M BCA II enzim <s6~eltisi 5,OxlO-2 M C2N2 

ile 5, 15, 25, 90, 120 dakika muamele edildi.Son enzim deri§imi 7,lxlO~6 M; son 

substrat deri§imi ise 3,8xl0-4 M olarak hesaplandl. 

Belirtilen sure muamele edilen enzim e;;6zeltisinden azot ge<sirilerek C2N 2 

uzakla§tlnldl ve muhtemel C2N2 kalmtilanmn etkisini 6nlemek i<sin aktivite 

hie;; vakit kaybetmeden 6I~iildii. 

Her muamele suresi sonunda elde ediIen aktivite degerleri dikkate 

ahmirak % inhibisyon degerleri hesaplandl. C;izelge 2.5'de C2N2 ile muamele 

siiresine bagb olarak 6lcsiilen % inhibisyon degerleri g6riilmektedir. 

<;izelge 2.5 C2N2 ile DlUamele siiresine bagh olarak BCA II enziminin -
metil piridil karbonatlan hidroliz aktivitesinde g6zlenen inhibisyon. 

t (min) 

o 
5 

15 

25 

90 

120 

% inhibisyon (M2PC) 

o 
83 

85 

85 

85 

85 

% inhibisyon (M3PC) 

o 
55 

73 

93 

97 

99 

2.4.6. C2N2 ile muamele edilrl1.i§ RCA II He katalizlenen metil ' pirirlil 

karbonatlann hidroliz reaksiyonlannm kinetik parametrelerinin tayini. 

Kinetik parametrelerin tayini i<sin Lineweaver-Burk grafiginden yarar­

lamldl. 

M2PC reaksiyonlanmn kinetik parametrelerinin tayini i<sin 1,4xlO·4 

6,4xlO·4 M arasmda 4 substrat deri§imi ile csah§I1m. Kiivetteki son enzim 

deri§imi 7,6xl0-6 M·dl. 

M3PC reaksiyonlanmn -kinetik parametrelerinin tayini ie;;in 6,OxlO·2 M 

1,OxlO·2 M arasmda 4 substrat deri§imi ile e;;aII§I1dl. Kiivettek.i son enzim 

deri§imi 3,4xlO·6 M~dJ. 
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Kullamlan her farkh substrat deri§imine kar§l gelen reaksiyon ilk hIZl 

hesaplanarak Lineweaver-Burk grafig.inden kinetik parametreler okundu. 

A§aglda inhibe olmu§ve kontrol enzimler1e katalizlenen reaksiyonlara· .' 

ait K2 ve V max degerleri verilmi§tir. 

~ekil 2.10 ve 2.ll'de M2PC ve M3PC substratlanna ait Lineweaver-Burk 
grafikleri . goriilmektedir. 

Substrat Enzim Vrnax CMldak) Km (M) 

M2PC BCAIl 38OxlO-6 , 6,3xlO-4 

CBCA II 1,98x10-7 69x1O-4 , 
M3PC BCA II 2, 8x 10-5 6,06 

CBCA II 29x1O-7 , 36OxlO-1 , 

2.4.7. C2N2 ile kIsmen modifiye olmu§ RCA II enziminin M3PC hidroliz 

aktivitesine ait kinetik parametrelerin tayini 

KIsmen modifiye olmu§ BCA II enziminin M3PC hidroliz aktivitesine ait 

kinetik parametrelerin tayini i~in enzim once 5,08xlO-4 M C2N2 ile stand art 

yontem kullarularak modifiye edildi. B61iim 2.4.4.'de anlatIldlW §ekiJde bu 

deri§imdeki C2N2 enzimin M3PC hidroliz aktivitesinde %43'liik inhibisyona 

neden olmaktadlr_ Bu Iasmen modifiye olmu§ enzim ~6zeltisi kullamlarak 

hidroliz reaksiyonlan te~arlandl. Re~kSiyonlar suasmdaki son enzim · deri§imi 

3,4x10-6 M; substrat deri§imleri ise 6,Ox10-2 - 1,OxlO~2 M arasmda tutuldu. ~ekil 

2_12'de bu reaksiyonlara ait IN ve l/[S] degerleri ile csizi1en Lineweaver-Burk 

grafigi g6riilmektedir. Bu grafikten okunan ~ degeri 9,4xlO-2 (M); V max 

degeri ise I,Ox10-5 M sn-hdir. 

2.S.BazI AIdehitlerin C2N2 ile Muamele edilmi§ BCA II Enzimi He Hidrasyonu 

2.5.1. Materyal 

Asetalaldehit Aldrich~ten; 2-piridinkarboksialdehit(2-PA), 3-piridin· 

karboksialdehit(3-P A), 4-piridin karboksialdehit( 4-P A), dietil molonikasit Sigma' 
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dan temin edildi. KH ZP04 ve NazHP02 Fisher'den temin edildi. Diger reaktif 

ve aletJer daha once beIirtilmi§ti. 

2.5.2. Metod 

Karbonik anhidraz asetaldehit'in (85) ve baZl diger karboni! biIe§iklerinin 

(86,87) hidrasyonunu etkili ve geri donii§iimlii olarak katalizler. 

Asetaldehitin hidrasyon reaksiyonu: 

gene] asit , genel bazla katalizlenir ve hassas hIZ datasmm elde edilmesi i~in 

gerekli deneysel teknikJer CO2'in gerid6nii§umhi hidrasyonu ~a1J§malanndan 

~ok daha basittir. Asetaldehitin ~6zunur1uk ozeIIikJeri ve molar absorbsiyon 

katsa)'lsJ, tampon csozeltiye uygun miktarda 6l~Ulmii§ substratm katllrnasl iIe 

hassas spektrofotometrik 6l~iirn1erin almrnasma imkan verir. 

Asetaldehit 278 nm'de absorbsiyon yapar. Reaksiyonlar 278 nm'de 

absorbsiyon azalrnasmm 61~iilrnesi ile izIendi. 

Diger karboniI bile§ilderinin hidrasyonunun incelenmesi iCSin substrat 

olarak 2-P A, 3-PA ve 4-PA se~ildi. BCA II bu biIe§iklerin hidrasyonunu 

Ar OH 
'\/ 
.. C,\ 

H/ OH 

denklerni geregince katalizler. 

PiridinkarboksiaIdehitlerin hidrasyonu kinetigi asetaldehitinkine benzer 

ozeHik gosterir. Ancak, piridinkarboksildehitlerin BCA II i1e katalizlenen 

hidrasyonu asetaldehitinkinden csok daha luzh iIerler. 

2-PA ve 3-PA 305 nm'de; 4-PA ise 320 nm'de absorbans verirIer. 

Reaksiyonlar 2-PA ve 3-PA.i<5in 305 nm'de: 4-PA i~iI? ise 320 nm'de absorbans 

aza]masmm 61~iilmesi ile izlendi. 
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Aldehitlerin BCA II ile katalizlenmi§ hidrasyonu reaksiyonlannda HEPES 

tampon ~ozeltisinin fazla hidrasyona neden oImaSI nedeniyle uygun olmadIgl 

saptandlgmdan asetaldehitin reaksiyonlannda pH 7,2 (0,002 M) fosfat tampon 

<sozeltisi, piridinkarboksialdehit reaksiyonlannda ise pH 7,2 (0,01 M) dieti1-

. malonat tampon <S0zeltisi kullamldI. Bu tampon <S0zeltiler Perrin'e (121) gore 

hazulandJ. 

Aldehitler kullarulmadan once oksidasyon iiriinlerini uzakla§tIrmak iCSin 

kIsa bir distiiasyon kolonundan azot altmda 2 kez disti11endikten soma, yeni 

oksidasyon iirunlerinin olu§umuna izin vermemek i<sin, vakit ge<sirilmeden 

kullaruldl. Buharla§maYI 6n1emek i<sin aldehitin bulundugu kap buz icsinde 

saklandI ve yine buzla sogutulmu§ Hamilton' . ~mngasl kullanilarak · uygun 

miktarlar enzim <sozeltisine aktanldi. 

Sonu~lann deger1endirilmesinde zamana · kar§l log (~-A..,) grafigi 

kuUamldl. Bu grafik ilk iki yan omilr i<sin linear olup kgoz= 2,303x egim'dir. 

Reaksiyon geri donu§umlii oldugu i<siD kgoz ger<sekte ileri reaksiyonun hIZ sabiti 

kr ile geri reaksiyonun hIz sabiti Je..'nin toplamma e§ittir. 

2.5.3. ~2 ile muamele edilmi~ BCA n enziminin asetaldehit ve pridinkarbok­

sialdehit hidrasyon aktivitesinin incelenmesi. 

BCA II b61iim 2.2 de anlanldlW-. §ekilde C2N 2 ile. muarnele. edildi . . 

. Asetaldehitin substrat olarak kullamldlgl deneylerde 2 J..'L asetaldehit pH 

7,2 (0,002 M) fosfat tamponundaki enzim <sozeltisinin 1 mL'sine eklendi. 

Absorbans azalmasl 278 nm'de 1 dakika bbyunca her 0,05 dakikada bir 6l<sii1dii. 

Kiivetteki son enzim deri~imi 1,6xlO-' M, son substrat deri§imi ise 3,65xlO-2 M' 

dJ. 

Asetaldehitin C2N2 iIe muamele edilmi§ ve edilmemi§ BCA II ile kataliz­

lenen hidrasyon reaksiyonlanna ait tipik bir grafik ~ekil 2.13'de goriilmektedir. 

A., 10 yan omiir sonunda 6l<siilen absorbans degeridir. 
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~ekil 2.13'den de gorUlebilecegi gibi C2N2 ile muamele edilmi§ ve . 

edilmemi§ BCA II ile katalizlenen asetaldehitin hidrasyon reaksiyonlan 

arasmda aktivite bakmllndan bir fark yoktur. 

2-P A, 3-P A ve 4-P A'in substrat olarak kullaruldlgl reaksiyonlarda 0,5 J..LL 

safJa§tmlmI§ substrat dietilmalonat tamponu i<sindeki 1 mL enzim ~ozeltisine 

eklendi ve absorbans azalmasl, kullamlan substrata gore, uygun dalga boyunda 

izlendi. Kiivetteki son enzim deri§imi 4,5x1O·6 M, son substrat deri§imleri 

smislyla 5,6x1O-3 M, 6,5xlO-3 M, 7,OxlO-3 M'dI. 

2-P A, 3-PA ve 4-P A'in C2N2 ile muamele edilmi§ ve edilmemi§ BCA II 

ile katalizlenen hidrasyon reaksiyonlanna ait tipik grafikler ~ekil 2.14, 2.15 Ve 

2.16'da goriilmektedir. 

~ekillerden de goriilebilecegi gibi C2N 2 ile muamele edilmi§ ve edilmemi§ 

BCA II ile katalizlenen 2-P A, 3-PA ve 4-P A'lerin hidrasyon reaksiyonlannda 

aktivite bakImmdan ~ok az fark vardrr. Hesaplamalar sonunda elde edilen 

inhibisyon degerleri 2-PA i~in %8, 3-PA i<sin % 8, 4-PA i~in % 9'dur. 

~N2 ile modifiye olmu§ BCA II'nin aldehit hidrasyon aktivitelerinin 

inhibisyonu ya 0, ya da 'Sok dii§iik degerlerde oldugu i<sin C2N2 modifikasyonu­

na deri§imin ve muame1e siiresinin etkisi ve kinetik parametrelerin degi§imi 

incelerunedi. 

2.6. 2-IDdroksi-5-Nitro-Toluen Sulfonikasit Salton'un C2N2 ile Muamele 

Edilmi~ BCA II Enzimi He Hidrolizi 

2.6.1 Materyal 

2-Hidroksi-5nitro- a- toluensulfonikasit salton (HNTSA) b01iim 2.l'de 

anlatIldl~ §ekilde sentezlendi. Diger reaktif ve aletler daha once belirtilmi§ti. 

2.6.2. Metod 

HNTSA'un BCA II enzimi i~ substrat olarak kullaruldl~ deneyler 

Kaiser ve Lo'nun (102) ~§malan referans almarak planlandl. 
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Karbonik anhidraz bu siklik sulfonatI yuksek etkinJikle hidroliz eder. 

02N 02N'O:-

W~ SO., ,+ H 0 --+ I ~ S03~ + H + 
/: ./ L , . 2 h 

o . . OH . 

HNTSA'nun hidrolizi fenolat anyonunun 410 . nm'de verdigi absorbansm 

ol~iilmcsi ilc izlendi. 

Bu substratm HEPES tamponu ile hidro!izi ~ok zaYlf oJdugundan 

tampon olarak pH 7,2 (50 mM) HEPES '.Sozeltisi kulIamJdl. 

2.6.3. C1N2 He muamele edilmi§ BCA II enziminin HNTSA bidroliz ak­

th--itesinin incelenmesi 

BCA n b61iim 2.2'de anlatlldl!p §ekilde C2N2 ile muamcle edildi. 

HNTSA'un asetonitrildc1d stok \ozeltisi 2,5x10·3 M olarak hazlrlandl. Bu 

cs6zeltinin 10 lLL si I mL enzim ~6zeltisine ilave edilerek 410 nm'deki absorbans 

artl§l 61~iHdi.L Kiivetteki son substrat deri~imi 2,5x.lO-5 M, son enzim deri§irni 

ise 2,96x10·7 M'dl. 

~ekil 2.lTde C2N2 ile muamele edilmi§ ve edilrnemi§ BCA II'nin HNTSA' 

un hidrolizi reaksiyonuna ait tipik absorbans degi§imleri goriilrnektedir. 

ilk hlzlann hesaplanmasl sonucu C2N2 ile muamele edilmi§ enzimin 

HNTSA hidrolii: aktivitesinin % 86 inhibe edildigi goriildii. 

2.6.4. Farkh C2Nz deri§imlerinin BCA II'nin HNTSA bidroHz aktivitesinin 

inhibisyonuna etkisi 

Enzim inhibisyonunun farkh ClNl deri§imlerine gore degi§imi izlendi. 

Enzim, b51iim 2.2'de anlatlldlgJ §ekilde ClNl ile 120 dakika muame]e 

ediIdi. i§Iem slrasmdaki C2Nl deri§imi her seferinde degi§tirjJerek 0, 

5,OxJO-4 M, 5,OxJO-3 M, 5,OxJO-2 M, J,OxIO-1 M olmak iizere 5 farkh enzim 

~oze1tisi haZlrlandJ. Bu i§lemJer slrasmdaki enzim den§imi 5,OxlO-S M'dl. 
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Bu farkll enZlm ~6zeltileriniIl HNTSA'un hidroliz reaksiyonunu 

katalizlemesi b61iim 2.6.3'de anlatlldlgl §ekilde izlendi. Deneyler srrasuidaki 

son enzim deri§imi 3,43xlO-7 M; son substrat deri§imi ise 2,5xlO-5 M'dl. 

<;izelge 2.6'da HNTSA substratl i~in, kullamlan C2N2 miktarlanna kar§l . 

g6zlenen % inhibisyon degerleri verilmi§tir. 

<;izelge 2.6 farklI C2N2 deri§imleri ile muamele edi1en BCA II'nin . 
HNTSA hidroliz aktivitesinin inhibisyonu. 

U:2N2] (M) % inhibjs~on 

0 0 

5 Ox 1 0-4 , 46 

5 Ox 10-3 , 70 

5 OxlO-2 , 86 

5,OxlO-1 86 

2.6.5. BCA II enziminini HNTSA hidroliz aktivitesinin C~2 He inhibisyonuna 

muamele siiresinin etkisi. 

BCA II enziminin HNTSA hidroliz aktivitesinin C2N2 ile inhibisyonuna 

muamele siiresinin etkisinin incelenmesi i~in enzim b61iim 2.2'de anlatlldlgl 

§ek:iJde C2N2 ile rnuamele edildi. Muamele siiresi her seferinde farkll tutularak 

5, 15, 25, 90 ve 120 dakikalara ayarlandl. Bu siirelerin sonunda enzirn ~6zelti­

sinden azot ge~irilerek C2N2 uzakla§tmldl ve muhtemel C2N2 kalmtIlanmn 

etkisini on1emek i~in enzim ~6zeltisi hi~ vakit kaybetmeden kullamldl. Bu 

reaksiyonlar srrasmda son enzim deri§imi 3,OxlO-7 M; son substrat deri§imi ise 

2,5xlO-5 Midi. 

Her muame]e siiresi sonunda elde edilen aktivite degerleri dikkate 

ahnarak inhibisyon yiizdesi hesaplandl. 

<;izelge 2.7'de C2N2 ile muamele siiresine bagh olarak elde edilen 

inlnbisyon degerleri g6riiImek:tedir. 
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<;izelge 2.7. BCA II enZlImnm HNTSA hidroliz aktivitesinin inhibisyonuna 
muamele siiresinin etkisi. 

t (dak) % inhibisyon 

0 0 

5 36 

]5 75 

25 76 

90 78 

]20 86 

2.6.6. C2N2 He muameleedilmi§ BCA II ile kataiizlenen HNTSAhidroliz 

reaksiyollunun kinetik parametrelerinin tayini. 

Kinetik parametrelerinin tayini i~in Lineweaver- Burk grafiginden 

yararlamldl. 

HNTSA'un kinetik parametrelerinin tayini i~in substrat deri§imleri 

1,99xlO-4 - 7,96xl0-4 M arasmda se~ildi. Kiivetteki son enzim deri§imi 

3,42xlO·7 Midi. Substratm asetonitrildeki ~ozeltisi kiivetteki 1 mL enzim 

~zeltisine eklenerek iimn olu§umu 410 nm'de absorbans artl§l §eklinde 

gozIendi. Her substrat deri§imine kar§l gelen ilk hIz degerleri hesaplanarak 

Lineweaver -Burk grafigi bazrrlandl. ~eki1.2.l8' de . bu grafik goriilmektedir. 

Bu grafikten yararlanarak hesaplanan ~ ve V max degerleri a§agldadlr. 

Enzim 

BCA II 

CBCA II 

I~1Ml. 
2,85 

2,75xlO-1 

-Ymax (M/dak) 

8,37xl0-4 

46lxlO'S , 

2.7 BCA II'nin C2N2 He Modifikasyonunun AydmlatIlmasl 

2.7.1. MateryaJ. 

BCA II, tripsin; Tris, Sigma'dan; etilalkoI, CH3NH2.HCI, asetonitriI 

(HPLC kalite), CH2C12, Fisher'den; VB proteaz (Endoproteinaz GIu-C) 
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4 

0 
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1/[S]x103 I M-

3 4 

~e1dl 2.18. RCA II ve CBCA II'nin HNTSA hidroliz aktivitesine 
ait Lineweaver-Burk grafigi 

5 6 
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. . .. 

Boehringer Mannheim'dan; p-anisidin, TFA, amonyum asetat, sodyum . fosfat 

Aldrich'ten temin edildi. SIVI kromatografik aYIrmalar KRA TOS HP~C 

aygltmda Vydac C-1S (0.46x25 cm) kolonu ile ger~ek1e§tirildi. Enjeksiyondan 

once enzim <;ozeltileri · Millipore Centricon membran filtreleri ile siizilldii. 

Spektrofotometrik 6l<;iimler Perkin Eimer Model Lambda 4B UV-VIS 

spektrofotometre ile ahndl. 

2.7.2 Metod 

C2N2 ile muamele edilmi§ BCA II enziminde ortaya CS1kan modifikasyo­

nun incelenmesi i<;in bazl ozellikleri ve niikleofillere kar§l davram§l incelendi. 

Enzim, tripsin ve VS proteaz ile sindirilerek kromatogramlan yiiksek basm~ 

SM kromatografisi (HPLC) kullamlarak kar§lla§tmldl. Daha onceden bazl 

niikleofillere kar§l dayamkslz oldugu saptanan. (113, 117) C2N2 modifikasyonu­

nun bu ozelligi rnetiIamin (CH3f\TH2) kullamlarak incdendi. Niikleofil olarak 

p-anisidin kullaru1dlgmda enzimin SIVl kromatografideki davram§l incelendi. 

BCA II bazI inhibitOr1erin varhgmda C2N2 iIe muamele edilerek bu 

inhibitorlerin modifikasyona kar§l enzimi koruyup korumadlgl kontrol edildi 

ve modifikasyonda ral alan amino asit(1er) aydmIatllmaya CSal1§Jldl. 

2.7.3 C2N2 He muamele edilmi~ BCA II enziminin bazl ozelliklerinin inceIen­

mesi. 

BCA II, C2N2 ile muamele edildikten sonra UV-VIS absorbans spektrum­

Ian incelendi. ~ekil 2.19'da aym deri§imdeki modifiye ve kontrol enzimlerinn 

spektrumlan goriilmektedir. ~ekilden de anla§IIacagl gibi bu iki enzim 

csozeltisinin spektrumlan birbirinin aym bulundu. 

Boliim 2.2'de anlatIlan standart yontemle modifiye edilmi§ enzim, sogukta 

kurutma yontemi ile <;ozgeninden anndmldllctan soma tekrar suda <;ozillmek 

istendiginde kontrol enzime gore suda <;oziiniirliiguniin ~ok azaJdlgl gozIendi. 

Modifiye enzimin yiiksek basrn<; SlVl kromatografisindeki krornatografik 

karakteristikleri incelendi. Bunun i<;in bir Vydac C-IS (O.46x25 cm) kolon 
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~ekil 2.19 BeA II ve CBCA IJ'nin UV-VIS absorb?ns spektrumlan. 
(a) BCA ll'ye ait spektrum', (b) CBCA II'ye ait spektrum. 
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kuIlamldl. C;ozgen sistemi % 0.1 TFA i~eren H20 (A) ve % 0.1 TFA ic;eren 

asetonitril (B) den olu§tu. Gradient ko§ullan : 

Ba§langl~ :% 90 A-% 10 B 

Son : % 10 A-% 90 B 

Siire : 30 dak. 

Akl§ hlZl : 1 mL/dak. 

Dalgaboyu : 280 nm. 

Bu §artlarda hazlflanan kromatogramlar kar§Ila§tlnldl~nda C2N2 ile 

muamele edilmi§ BCA II enziminin tutulma zamammn kontrole gore biraz 

daha biiyiik o]dugu ve enzim pikinin geni§]edigi g6z]endi. ~ekil 2.20 de C2N2 

,ile muamele edilmi§ ve edi1memi§ BCA II ' enziminin, ayn ayn ve bir1ikte: 

kromatogramlan goriilmektedir. 

Modifiye enzimin tripsin ile sindirildikten sonraki kromatogrammm 

incelenmesi ic;in enzim tnpsm ile muamele edildi. Bunun i~in C2N2 ile 

muameleden soma enzim sogukta kurutu1du. Daha soma enzimin 1 mg'ma 

etanoliin sudaki % 70 (v/v)'lik ~6zeltisinden 1 mL eklenerek 1,5 saat oda 

slcakhgrnda kan§tmldl. N2 aY.lllll iIe kuruluga kadar buharla§tlnld1ktan 

sonra 1 mL (pH 8,5) TRIS Hel tamponunda ~6ziildii. Bu ~6zeltiye 1 mg'l 1 mL 

(0,001 N) HC} ~6zeltisinde ~oziHmii§ tripsin ~ozeltisinden 20 ilL eklenerek 37°C' 

de 18 saat devamh kan§tmlarakinIciibe edildi. _Daha sonra milipormikro 

filitrelerinden ge~irilerek siiziHdii ve HPLC ile incelendi. C2N2 ile muamele 

edilmemi§ bir kontrol enzim ~6zeltisi de aym basamaklardan gec;irilerek 

haZlrlandl. 

HPLC ic;in Vydac C-18 (0,46x25 em) kolon kullamldl. C;ozgen sistemi % 

0,1 TFA i~ren H 20 (A) ve % 0.1 TFA ic;eren % 70 AsetonitrilIH20 (B) den 

olu§tu. Gradient ko§ullan. 

Ba§langI~ 
Son 
Sure 
Ala§luZl 
Dalgaboyu 

1. Gradient adliDl 

% 100 A 
% 35 A - % 65 B 
75 dak. . 
1 mUdak. 
220nm 

2. Gradient ad1ml 

% 35 A - % 65 B 
% 0 A - % 100 B 
10 dak. : 
1 mUdak. 
220nm 
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~eki1 2.20. BCA II ve CBCA IJ'nin HPLC kromatogramlan. (a) BCA II'ye ait 
kromatogram, (b) CBCA II'ye ait krornatogram, (c) BCA II ve CBCA II'nin 
birlikte kromatograrnl. 
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Bu §artlarda alrnan krornatogramlar kar§11a§tInldlgmda modifiye 

enzim ile kontrol enzim profilleri arasmda anIamll bir fark g6zJenmedi. ~ekil 

2.21'de C2N2 iJe muamele edilmi§ ve edilmemi§ BCA II enziminin tripsin ile 

sindirildikten sonraki kromatogramlan goriilmektedir. 

Modifiye enzim V8 proteaz (Endoproteinase Glu:.C) ile iki farkh pH'da 

sindirilerek kontrol enzim ile HPLC kromatograrnlan kar§lla§tInldl. 

V8 proteaz bir serin proteaZdlf. Bu enzim, amonyum bikarbonat (pH 7,8) 

veya amonyum asetat (pH 4,0) tamponunda proteinleri glutamat birimlerinin 

karboksil terminal ueundan spesifik 01arak hidroliz eder. Aym enzim fosfat 

tamponunda (pH 7,8) . hem Glu-x hem de Asp-x peptid bagJanm kopanr (122-

124). 

Enzimi V8 proteazla muamele etmek i~in iki tampon ~6zelti hazlrlandl. 

Birinei tampon ~6zelti 50 mM amonyum asetat ile pH 4'e ayarlanarak; ikinci 

tampon ~6ze!ti 50 mM sodyum fosfat ilepH 7,8'e ayarlanarak hazlrlandl. 

Modifiye ve kontrol BCA II'nin birer miligrarnhk ik:i§er omegine etanol ile 

sogukta denaturasyon uygulandlh.'1an soma 6rneklerin birer tanesi amonyum 

asetat digerleri ise sodyum fosfat tamponunda ~6ziildii ve 1:30 oranmda V8 

proteaz kristalleri ilave edildi. Devamll kan§tInIarak 3r'C de 18 saat inkiibe 

edildi. Inkiibasyon sonunda hidroliz bir damla trikJoro asetik asit ilavesi ile 

durdurilldu . . Enzim ~6zeltileri . milipore mikrofiltrelerden ge~iri1dikten sonra 

HPLC ile kromatogramlan almdl. 

Uygulanan gradient ko§ullan tripsin ile sindirilmi§ enzim ~6ze1tilerinin 
I 

HPLC kromatograflannm eldesi i~in uygulananm ayruslydl. ~eki1 2.22'de ve 

§ekil 2.23'de V8 proteazla amonyum asetat ve sodyum fosfat tamponlannda 

hidroliz edilen kontrol ve modifiye BCA II enzimlerinin kromatogramlan 

g6riilmektedir . 

2.7.4. C2N2 modifikasyonunun niildeofillere kar§l dayamkslzhgl. 

C2N2 ile muamele edilmi§ BCA IT, pH lO'da bir miiddet tutulup tekrar 

pH 7,2'ye getirildiginde aktivitesini geri kazanmaktadrr (1l3t1l7). Bu durum . 

olu§an modifikasyonun niikleofillere. kar§J dayarukslz oldugunu gosterir. Enzim 
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/ 

( b ) 

( a) 

§ekil 2.21. BCA II ve CBCA II'nin tripsin hidrolizinden sonraki HPLC 
kromatogram1an. (a) BCA JI'ye ait kromatograrn, (b) CBCA JItye ait kromatog­
ram. 
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( a ) 

( b) 

~ekil 2.22. BCA II ve CBCA II'nin VB proteaz ile pH 4'de amonyum asetat 
tamponunda hidrolizinden sonraki HPLC kromatogramlan. (a) BCA JI'ye ait 
kromatogram, (b) CBCA II'ye ait kromatogram. 
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( b ) 

~ekiI 2.23. BCA II ve CBCA II'nin V8 proteaz ile pH 7,8'de sodyum fosfat 
tarnponunda hidrolizinden sonraki HPLC kromatogramlan. (a) BCA II'ye ait 
kromatogram, (b) CBCA II'ye ail kromatogram. 
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N-metilamin ile muamele edildikten soma pH lO'a yukseltilse bile aktivite geri 

gelmemekte bu da N-metil aminin modifikasyonda rol a!an gruplardan birisine 

baglamp enzimi inhibe ettigi §eklinde a<sIldanmaktadlf (1l3, 117). C2N2 

modifikasyonun nukleofil1ere · kaf§l dayamkslzhgml incelemek i~in nukleofil 

olarak metilamin (CH3NH2) kullamldl. 

Metilamin kuvvetli bir baz olup sudaki '5ozeltisinin pH's1 lO'dan yuksek 

oIdugundan ve olu§an modifikasyonun pH ]Q'da geri donii§tugii daha onceden 

bilindiginden metilaminin sudaki c;6zeltisinin kullamlamlyacagl dii§uniHdu. Bu 

yiizden enzimin metilamin ile etkile§tirilmesi susuz ortarnda, metilenklorur 

(CH2CI2) c;ozgeninde ger~ekle§tirildi. 

Enzimin CH3NH2 ile muamelesi soyle yaplldl : Once 2 ayn 1 mg enzim 

tartIlarak 500 J.LL toplam hacimde birisi C2N2 ile etkile§tirildi digeri ise kontrol 

olarak almdl. Standart C2N2 ile muamele yontemi i1e modifikasyondan soma 

her iki ~6zeltinin 100 J,LL'si aynlarak pNP A hidroliz aktivitesine bakIldl. 

KontroI enzim ~6zeltisinin aktivitesi normal bulunurken rnodifiye enzimin inhibe 

oldugu saptandlktan soma geriye kalan 400 J.LL enzim ~6ze]ti1eri sogukta 

kumtma i§lemine tabi tutuldu. 

Ote yandan, metilaminin metilenkloriirdeki c;6zeltisi hazrrlandl. Piyasadan 

temin edilen metilamin HCl tuzu halinde oldugu i<sin 0,675 g. CH3NH2.HCl 

0,550 g . Na2C03 i<seren 10 mL metilenkloriir i<sinde 2 saat kan§tmldl. Bu 

~ozeltideki metilamin deri§imi titrasyon ile 0,5 M olarak hesaplandl. 

Sogukta kurutulan kontrol ve modifiye enzimin 0,4 mg'! ayn ayn iki 

reaksiyon §i§esine konarak iizerlerine hazlrlanan metilamin ~6zeltisinden 1 mL 

eklendi . ve oda slcakllgmda 2 saat kan§tmldl. Daha soma bir rotavapor 

yardImJ ile <sozgen uzakla§tlfj}arak kuru enzim ele ge<sirildi. 

Bu enzim ornekleri iizerine O,} M NaOH <S0zeltisinden 2'§er mL eklenerek 

(pH 10) 2 saat oda slcakllgmda kan§trrIldl. 

2 saat sonunda enzim ~ozeltisi Centricon membran filtreleri kul1amlarak 

minimum hacme santiffijlendi. Daha sonra enzim ~6zeltileri aym santrifiij 

filtreleri kullamlarak pH 7,2 (50 mM) HEPES tampon ~ozeltisi ile ytkama 
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<S0zeltisi pH 7,2'ye eri§inceyekadar YIkandl. Daha sonra '5ozeitiler pH 7,2 (50 

mM) HEPES tamponu ile 10 mL'ye ayarIandi. Bu enzim '5ozeItilerinin p-NPA 

ve HNTSA hidroIiz aktiviteleri tayin edildi. p-1\TJ> A ' hidroliz aktivitesi tayini 

deneylerinde enzim deri§imi 3,52x:1O-6 M; substiatderi§imi ise 3,9x:l0-5 M: idi. 

HNTSA hidroliz aktivitesi tayini deneylerinde ise enzim deri§imi 7,lx:10-7 M, 

substrat deri§imi 2,66x:1O-s M idi. 

~ekil 2.24 ve 2.25'de C2N2 ile muamele edilrni§ ve kontrol enzimlerin 

daha sonra metilenldoriir i<sindeki metiIamin ile muamelesi sonucu p-NPA 'Ie 

HNTSA hidroliz aktivitelerinin profilleri goriilmektedir. Bu §eldlden de 

goriilebiIecegi gibi metilaminle muameleden sonra pH lO'a yiikseltilmesine . 

ragmen aktivite tam olarak geri gelmemektedir. 

Bu deneyler susuz ortamda metilenkloriir '5ozgeninde yaplldlgl i'5in 

gozlenen profillere metilenkloriiriin de etkisi oIabilecegi varsaYllarak yukanda 

anlatilan i§lemler i'5inde metilamin '5oziinmemi§ metilenkloriirle tekrarlanarak 

'5ozgenin etkisi incelendi. 

~ekil 2.26'da metilenkloriir ile muamele edilmi§ modifiye ve kontrol 

enzimlerin p-NP A ve HNTSA hidroliz reaksiyonIannrn absorbans degl§im1eri 

goriilmektedir. ~ekilden de gOriildiigii gibi metilenkloriirle muameIeden sonra 

pH lO'a '51kanldlwnda enzim aktivitesini tekrar kazanmaktadlr. 

Bu deneylerin . sonu'5lan CH3NH2'in CzN2'in ' neden oldugu '5apraz 

baglanmaYI saglayan gruplara niikleofiI oIarak baglanabilecegi fikrini vermek­

tedir. Bu baglamanrn hangi gruplara oldugu i§aretIi metilamin ile izlenebilirse 

C2N2 modifikasyonun aydmiatilabilecegi dii§iiniildiigunden 14C-CH3NH2 ile . 

yukandaki deneyler tekrarladl. Ancak non-spesifik bagIanma nedeniyle 

radyoaktivitenin biitiin proteine dagudl~ gozlendigi i'5in bu yontemin iizerinde 

daha fazla durulmadan daha belirgin tayin edilebilecek ba§ka bir niikleofil 

arandl. 

2.7.5 C2N2 He modifiye cdilmi§ BCA II enziminin p-anisidin He muamelesi. 

Enzim modifikasyonunun aydmlatIlabilmesi i~in modifiye proteine p­

anisidinin baglanmasI dii§iiniildii. Kuvvetli llukleofil fakat zayIf baz oImaSI 
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~eki] 2.24 BCA II ve CBC~ II'nin CH3NH2 ile mu~meleden sonraki p-NP A 
aktivitesi. 
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ozelligi ile p-anisidinin mOdifiye enzime baglanabilecek uygun bir moleki.il 

olabilecegi di.i§i.iniildi.i. 

H2N-Q-O- CH 3 

p-Anisidin 

p-Anisidinin sulu ~6ze1tisinin pH'sl 7,84 dilr. Moleki.il, 235 ve 300 nm'de 

olrnak i.izere iki dalga boyunda kuwetli absorbans yapar. Enzimle muameleden 

soma tripsinIe sindirilrni§ proteinin krornatogramda 300 nm (veya civannda) 

yeni pikler goriilmesi baglanrnanm ger~ekle§tiginin gostergesi saYllabilir. 

C2N2 jIe muamele edilmi§ enzimin p-anisidinle muamelesi §oyJe yaplldJ: 

1 g p-anisidin 100 mL suda 1 saat kan§tmlarak p-anisidinin · sudaki ~ozeJtjsi 

hazulandI. Bu <S0zeHi <sok kararslz oIdugundan her seferinde taze hazlrlana­

rak hemen kullamldl. BCA II enzimi standart yontemle C2N2 ile rnuamele 

edilip sogukta kurutuldu. c;N2 ile muamele edilmeyen aym miktarda enzim de 

kontrol olarak ~ah§I1dl. Bu iki enzim orneginin rer mg'l 0,5 mL suda 

~6ziiIerek 10 dakika kan§tmldlktan sonra daha once hazlrlanan p-anisidin 

csozeltisinin 0,5 mL'si eklenerek azot altmda 2 saat devamh kan§tmldJ. 

Daha soma az01 aklml. kullamlarak csozeltiler 300 ILL'ye kadar deri§tirildi. 

700 ILL EtOH ekIenerek proteinIer csokiinceye kadar kan§tmldl. Daha soma 

santrifiijlenerek EtOH atl1dl ve <;okelek 0,5 mL EtOH ile 4 kez Ylkandlktan 

soma kurutuIdu. 

Bu §eldlde p-anisidin ile muamele edilen enzimler daha ileri deneylere 

tabi tutulmadan once suda <5oziilerek HCI ile hafifcse asitIendiriJip UV 

absorbsiyon spektrumlan ahndl. ~ekil 2.27'de C2N2 ile rnodifiye edilmi§ ve 

kontrol BCA II enzimlerinin p-anisidin He muameleden somaki UV absorbsiyon 

spektrumlan g6riilmektedir. Modifiye enzimin spektrumunda 320 nm civannda 

g6zlenenabsorbsiyon kontrol enzimin spektrumunda goz]enrnemektedir. Bu 

farkhhk C2N2 ile modifiye edilmi§ enzime p-anisidinin niiklofil olarak 
. : 

baglanml§ olabilecegini dii§iindiirdiigiinden bu baglanmamn protein in hangi 

b61gesine oldugu·nun saptanmasma ~alI§lldl. Bunun i~in p-anisidin ile 

muameIe edilmi§ enzim ornekIeri.nin 1 mg'l pH 8,5 TRIS HCL tamponunda 
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~eki] 2.27. BeA II- ve CBCA JI'nin p-anisidin ile muameleden sonraki UV 
absorbsiyon spektrumlan. (a) BCA II'ye ait spektrum, (b) CBCA II'ye ait 
spektrum. 
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~6ziilerek 20 J.1.L Tripsin (lmgll mL O,OOlN HCl) ~6zeltisi eklendi ve 37°C'de 20 

saat kan§tmldl. Daha soma enzim ~6zeltileri milipor filtrelerinden siiziilerek 

I-IPLC kromatogramlan ahndl. Bu i§lem i~in Vydac C-18 kolon · kullamldl. 

<;ozgen sistemi %0,1 TFA i~eren H20 (A) ve % 0,1 TFA i~eren % 70 

Asetonitril/H20 (B) den olu§tu. Uygulanan gradient ko§ul1an: 

l.Gradient adIml 2.Gradient adlml 

Ba§Iangl~ % lOOA % 35 A - % 65 B 

Son % 35 A - % 65 B % ° A- % 100 B 

Sure 75dak. 10 dak. 

A1a§ hlZl 1 mL/dak 1 mL/dak. 

DaJga boyu 320 nm 320 nm 

Bu §artlar uygulandlgmda kontrol ve modifiye enzim ~6zeltileri i~in 

elde edilen kromatogramlar §ekil 2.28 de g6ri.ilmektedir. 

Kontrol ve modifiye enzimin 320 nm'de alman HPLC kromatogramlann­

daki bu farklanma p-anisidinin modifiye enzime baglanml§ olabilecegi 

izIenimini vermektedir. Kromotogramlarda g6ri.ilen pikIerin i~erik1erinin tayini 

i9n en §iddetli ii~ pik ayn ayn toplanarak her biri tekrar daha yayvan bir 

gradient uygu]anarak temizlendi. Temizleme i§lemi i~in §u gradient uygulandl: 

l.Gradient adlml 2.Gradient adlml 3.Gradient adlml 

Ba§langJ~ · : % 100 A % 90 A - % 10 B % 60 A - % 40 B 

Son 

SUre 

: % 90 A - % 10 B % 60 A - % 40 B % ° A - % 100 B 

10 dak. : 5 dak. 

A1o§ ruZI : 1 mUdak. 

Dalga boyu : 320 nm 

75 dak. 

1 mL/dak. 

320 nm 

1 mUdak. 

320 nm 

Temizlenen fraksiyonIar amino asit analizine tabi tutuldu. 

2.7.6 BCA II enziminin C1N1 ile modifikasyonuna in~ibitorlerin etkisi . : 

Asetazolamid ye salamid inlubitOr1eri ile etkile§tirilmi§ BCA II'nin C2N 2 

ile modifikasyonu incelendi. Asetazolamidin inhibitOr olarak kul1arnldlgl 
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( a ) 

~eki] 2.28. BCA II ve CBCA II'nin p-anisidin ile muameleden soma tripsin ile 
hidroliz1eri sonucu gosterdilderi HPLC kromatogramlan. (a) BCA II'ye ait 
kromatogram, (b) CBCA II'ye ait kromatogram. 
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.. deneyler §oyle yapIldl: 3 ayn . reaksiyon §i§esinin herbirine 1 mg · BCA II 

tartIldl. Bu omekIerden bir tanesine 1 rnL pH's} 4'e ayarlanml§ su kondu~ 

ikinci ornek 200 .uL pH'SI 4'e ayarlI su i~inde ~oziildiikten soma deri§imj 

2,47xlO-3 M oIan asetazolamidin sudaki ~ozeltisinden 200 .uL ekIendi. On dakika 

sonra bu ikinci ornege 170 /lL C2N2 stok csozeltisi ve 430 ILL pH'sl 4'e ayarh 

suekIenerek hacim 1 mL'ye tamarnlandl. D~iincii ornek ise 200 ILL pH'sl 4'e 

ayarb su icsinde CSoziildiikten soma ]70 ILL C2N2 stok csozeltisi ve 630 ILL pH' 

51 4'e ayarh su ekIenerek haemi 1 mL'ye tamarnlandl. Bu iiCS enzim \ozeltisi 

2 saat oda slcakhgmda karanlIlcta bekIetildikten soma Centricon microkon­

santrator tiiplere aktanlarak pH'SI 4'e ayarlI su iIe 4 defa santrifiijlenip 

yIkand1. Daha sonra pH 7,2 HEPES tampon csozeltisi iIe seyreltilerek istenen 

deri§LTJle ayarIanan enzim ~ozeltilerinin hidroliz aktiviteleri pNP A ve HNTSA 

substratlanna kar§1 izlendi. Bu tayinlerin detay! boIiim 2.3'de ve bo1iim 2.6'da 

verilmi§tir. 

Salamid'in inhibitor olarak kullamldI@ deneyler i~inise su yo1 iz1endi: 

3 ayn reaksiyon §i§esinin herbirine 1 mg BCA II tartlIdl. Bu orneklerden bir 

tanesine 1 mL pH'Sl 4'e ayarh Sll kandu. ikinci ornek 200 ILL pH's} 4'e ayarh 

su i~inde ~oziildiikten sonra deri§imi 2,47xIO-2 Malan salamidin asetonitrildeki 

~ozeltisinden 20 .uL ekIendi. On dakika soma bu ornege 170 J..LL C2N2 stok 

~ozeltisi ve 610 J..LL pH's] 4'e ayarh su eklenerek hacim 1 mL'ye tamamlandl. 

U15iincii ornek 200 .uL pH;SI 4'e ayarh su icsinde 150ziindiikten sonra 170 .uL 

C2N2 stok <50zeltisi ekJeyip 630 J..LL pH'SI 4'e ayar11 su iJavesiyJe hacim 1 mL'ye 

tamamlandl. Bu iies enzim CSDzeltisi 2 saat ada slcakll~nda karanhkta 

bekleti1di. Daha soma ~oze1ti]er Centricon mikrokonsantrator tiiplere aktanla­

rak pH'SI 4'e ayarlI su ile 4 defa santrifiijlenip yIkandl. Daha sonra pH 7,2 

HEPES tampon <50zeltisi ile istenen deri§ime ayarlanan enzim <50zeltilerinin p­

NP A ve HNTSA hidroliz aktiviteleri izIendi. ~ekil 2.29 ve §ekil 2.30'da . 

asetazolamid ve sa]amid varhgmda <;N2 ile modifiye edilen BCA n enziminin 

p-NPA ve HNTSA hidroliz aktiviteleri kontrol ve inhi~itorsiiz ortamda C2N2 .. - ; 

ile muamele edi1mi.~ enzimlerinkiyle kar§Ila§tmhru§trr. 
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1--- BCA II --E3- ~BCA II -- C : N + Asetalozamid 

~ekil 2.29. Asetazoiamid varhgmda C2N2ile muameIe edilen BCA II'nin p­
NPA ve HNTSA aktivitesi. (a) p-NPA aktivitesine ait iiriin .o]u§umu egrileri, 
(b) HNTSA aktivitesine ait iiriin olu§umu egrileri. 
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1--- BCA II -B- CBCA II --7+E- C N + Salamid 

~ekil 2.30. Salamid varhgmda C2N2 ile muamele edilen BCA JI'nin p-NPA ve 
H NTSA aktivitesi. (a) p-NPA aktivitesine ait tirfin oJu§umu egrileri, (h) HNTSA . 
aktivitesine ait iiriin olu§umu egrileri. 
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~ekilden de g6riilebilecegi gibi asetazolamidli ortamda C2N2 ile muamele 

edilmi§ BCA II enziminde inhibisyon yine g6z1enirken salamidli ortamda C2N2 

ile muamele edilen BCA II enzigIi inhibisyona kar§l korunmaktadlT. 
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3. SONDe VE TARTISMA 

Boliim 2.l'de bahsediIen substratlann sentezi slrasmda kar§l1a§I1an en 

biiyiik ··zorluk vakumda distilleme i§lemi slrasmda s;ah§uan madde miktanmn 

'Sok kiiCSiik oImaSI nedeniyle buharlarm distilasyon kolonundan gec;emeden geri 

d6nmesi olmu§tur. Bunun onlenmesi ic;in piyasadan temin edilebilecek en kIsa 

boyunlu ve en kiiCSiik distilasyon diizenegi kuIlamlml§ ve distiIasyon koIunun 

boyun lasml lSltlCl elementIerle sanlarak buharm yogunla§madan 

sogutucuya ula§masl saglanffil§tIr. Substratlann safllgl enzim kinetigi 

aC;lsmdan son derece 6nemli oldugundan miimkiin . oldugunca saf madde eIde 

edilmeye 'Sab§Ihm§ ve safuk dereceleri spektrofotometrik yontemlerle kesin 

olarak saptandlktan sonra kullamma gecsilmi§tir. Sentezlenen biitiin substrat­

lann spektrumlannm literatiirde belirtilenlerle yiizde . yiiz uyum icsinde oldugu 

goriilmu§tur. 

Enzimin siyanojen ile muamelesi slrasmda surenin 2 saatle slmrlandml­

masmm nedeni biitun inhibisyon reaksiyonlannda maksimum inhibisyona iki 

saatte eri§iJmesi idi. Aynca siyanojenin pH 4'teki s;6zeltisinde 3-4 saat soma 

kahverengimsi s;okelek g6z1enrr.eye ba§larur. Ortamda ba§ta parasiyanojen 

olmak iizere pek csok iiriiniin olu§tugu sarulmaktadir. Bu muhtemel iiriinlerin 

enzime etkilerinin 6nlenmesi is;in 2 saatten daha UZUD sur eli inkiibasyonlardan 

kacslIllhm§t1r. Ote yandan, enzimin denature olmadan saklanabildigi pH 

slDlrlan 5.5-10.5 olarak rapor edilmektedir. · Ancak, muamele pH 4'te 

yapIlmaktadlr. Bu nedenle enzimi pH 4'te 2 saatt~ll fazla tutmayarak 

muhtemel denaturasyonun 6nlendigi samlrnaktadlr. Bu muhtemel eiki, kontrol 

~CA H'llin de _::L}'-!l.1ko%ullaf'da-tutu!mas.Lsuretiyle kontrol altma almml§tIr. 

p-Nitrofenilasetatm karbonik anhidraz is;in bir substrat olabilecegi ilk kez 

Pocker ve Stone (91) tarafmdan ortaya ~Ikanlml§ ve enzimin bu substrata 

kaI"§J esteraz aktivitesi oIdukcsa iyi inceJenmi§tir. Bu reaksiyon, sulfonamidler 

ve tek degerli anyon1~r tarafmdan nonkompetatif bi~imde inhibe edilir (93). 

p-NP A'daki nitro grubunun ba§ka gruplarla degi§tirilmesi katalitik etkinligi 

biiyiik 6l~iide du§iirmektedir (125). 
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Bu ~ah§mada BCA II'nin siyanojen iIlemuamelesi sonueu enzimin p­

NPA hidroliz aktiVltesinin % 79 inhibisyona ugradlgl saptanml§tu. Bu sonu'S, 

Ghenbot (117) tar,afmdan rapor edilen sonuca yakmbk gostermektedir. Kirley 

(113), aym inhibisyonu % 97 olarak rapor etmektedir. <;ok dikkatli yapllan 

~ab§malarla bile bu inhibisyon degerine bu csab§mada ula§l]amaml§tIr. 

KirIey'in kullandlgl enzim kendisi tarafmdan izole edilmi§, bu 'Sah§mada 

kullamlan enzim ise satm ahnml§tlr. inhibisyon degerleri arasmdakibu fark 

csab§ma yontemi ve enzimin elde edildigi kaynak farkmdan gelebilir. . 

Kul1amlan enzimin daha once ~aII§llan karbonik anhidrazlara uygun 

kinetik gosterdigi potent inhibitOr olan asetazolamid ile kontrol edilmi§tir. 

Asetazolamid 1:1 oramnda enzimle inkiibe ediIdiginde p-NPA aktivitesinde % 

100 inhibisyona neden olur. Bu durum, farkh inhibitor deri§imleri ile enzimi 

inkiibe ettikten soma p-NPA hidroliz aktivitesinin 6lcsii1mesi ile saptandl. ~ekil 

2.5'den goriilecegi gibi [In]IIBCA II] oranm 1 oldugu durumda enzim hemen 

hemen % 100 inhibe olmaktadlf. 

Dort farklI substrat deri§imi kuIIamlarak p-NP A hidroliz aktivitesinin 

inhibisyonu saptanml§ ve her seferinde % 77-79 araSl degerler bulunmu§tur. 

MetiI piridil karbonat1ardan 2- ve 3- izomerlerin hidrolizi karbonik 

anhidraz taranndan etkin bir. §ekilde katalizlenirken, 4-izomerin hidrolizi 

enzimden etkilenmez · (104). M4PC'mba§langtcsta . sentezlenip . csah§ma 

kapsamma almmasmm nedeni siyanojen ile rnuameleden soma enzimin bu 

substrata kar§l davram§mda bir farklanma olup olmadlgmm saptanmaslydl. 

Pocker ve Janjic (126) karbonik anhidrazl akrolein ile muamele ettikten soma 
I 

p-NP A ve asetaldehit substratlanna kar§l aktivite artl§l saptaml§lardlr. 

Benzer §ekilde Kirley (113), tav§an eritrosit karbonik anhidraz enzimini 

siyanojenle muamele ettikten sonra hidrataz ve esteraz aktivitelerinde artl§ 

saptaml§tlr. Bu ~ah§malar goz online almarak, M4PC da csab§ma kap­

samma almml§ ancak enzimin siyanojenle muameleden sonra da bu substrata 

kar§I aym §ekiJde davrandlW tespit edildigi iCSin bu substrat daha sonraki 

deneylerin dl§mda blrak:tlnn§trr. 
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M3PC, karbonik anhidraz tarafmdan M2PC'a gore daha etkin katalizIenir 

(104). Asetazolamid, M2PC hidrolizini kompetatif tarza inhibe ederken M3PC 

hidrolizini nonkompetatif tarzda inhibe eder. Aym moIeki.i1e ait izomerlerin 

hidrolizinin aym enzimle ve aym inhibitorle farkh tarza inhibe edilmesi bu iki 

izomerin enzime baglanma b61gelerinin biraz farkh oIdugu izlenimini 

vermektedir. M3PC i~in bu ~ah§mada saptanan inhibisyon degeri % 99 iken 

M2PC i~in % 86 oImas1 da bu baglanma bolgelerinin birbirinden hafif<se farkh 

olabilecegi fikrini desteklemektedir. 

Siyanojenle modifiye edilmi§ BCA II'nin karbondioksiti hidrasyon 

aktivitesinin degi§medigi rapor edilmi§tir (113). Asetaldehitin karbonik 

anhidrazla katalizlenmi§ hidrasyonu karbondioksitinkine · benzer tarzda· 

ger<5ekle§ir. Bu iki substrat i<$in aktif bolgenin aym oldugu onesuri.i1mektedir 

(85). Asetazolamid, asetaldehitin hidrasyonunu da nonkompetatif oIarak inhibe 

eder. Bu ~ah§mada BCA II enzimi ile asetaldehitin hidrasyonu reaksiyonunun 

siyanojen modifikasyonundan etkilenmedigi saptanrm§tIr. Bu sonu~, karbon­

dioksit ve asetaldehitin enzimin aym bolgesine baglandlklan ve aym 

mekanizma ile iiriine donii§tiiriildiikleri iddiasml desteklemektedir. 

Karbonik anhidrazm katalitik etkinligi, turnover sayllan goz onune 

almdIgmda, aldehit molekiiliiniin biiyiikliigii ile ters orantIhdrr (86). 

Piridinkarboksialdehitlerin karbonik anhidraz tarafmdan kataliz1enen hidrasyon 

reaksiyonlan da bu kural~ uyarlar. · Bu aldehitler enzim tarafmdan daha az 

etkinlikIe fakat daha sIkI baglanma ile hidrasyona ugrarlar. SIb baglanmaya 

piridinkarboksialdehitlerin i<5erdigi azot atomunun enzimin aktlf merkezlndeki 

~inko atom una koordine olmasmm ned en oldugu samlmaktadlr. Siyanojenle . 

muamele edilmi§ BCA II enziminin 2-P A, 3-P A ve 4-P A hidrasyon aktivitelerin­

de srraslyla yiizde 8, 8 ve 9 inhibisyon 6I<5iilmii§tiir. 2- ve 4- piridinaldehitlerin 

BCA II ile hidrasyon reaksiyonlan asetazolamid iIe, asetaldehit ve karbondiok­

sitle g6zlenenin aksine, kompetatif olarak inhibe edilir. Bu da, asetaldehit ve 

karbondioksit hidrasyon reaksiyonlarmda hi~ inhibisyon gozlenemezken . . 

piridinaldehitlerin hidrasyonunda dii§iik bir inhibisyon O1~iilmesini a~lklayabilir. 

Bu g6zlemlerden, daha once iddia edildigi gIbi (86) enzimin bir dizi substratm 
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hidrasyonunu katalizlerken bu i§lemi farkh yollarJa yaptlgl sonucuna 

vanlabilir. 

Bir siklik sulfonat olan HNTSA, incelenen diger substratlara gore farkh 

bir yapl gosterdigi i~in ~ah§ma kapsamma ahnml§tIf. HNTSA'mn hidroliz 

reaksiyonu da asetazolamid iJe nonkompetatif olarak inhibe edilir. Molekiildeki 

benzen halkasma bagh nitro grubunun enzime baglanmada onemli oldugu 

bildirilmi§tir (102). Siyanojenle muame1e edilmi§ BCA II'nin HNTSA hidroliz 

aktivitesinde kontrol BCA II'e gore % 84 inhibisyon gozlenmi§tir. 

<;;ah§11an tiim substratlara ait gozlenen inhibisyon deger1eri toplu olarak 

~izeJge 3.1'de gosterilmi§tir. Karbondioksit inhibisyonu bu <saIJ§mada incelen­

memesine ragmen enzirnin esas substratl oldugu . i~in referans oImasI 

baIommdan listeye eklenmi§tir. <;izelgede yer alan ilk be§ substrat BCA II 

enziminin hidrasyon aktivitesi ile son dart substrat ise hidroliz aktivitesi ile 

iI1gilidir. <;izeJgeden gorii1ecegi gibi siyanojenle muamele edilmi§ BCA II 

enziminin hidrasyon aktivitesinde ya hi<$ degi§me olmamakta veya ~ok az 

degi§me gozlenmektedir. Buna kar§lhk hidroliz aktivitesi buyiik O1<5iide inhibe 

olmaktadlr. 

Enzimin hidroliz aktivitesinin inhibisyonu muarnele srrasmdaki siyanojen 

deri§imi ve muamele siiresine bagh olarak incelenmi§tir. Muamele slrasmda 

[~N2 ]/[Enzim] oram 1000 oIdugunda maksimum inhibisyon . gozlenmi§tir. 

Daha dii§iik siyanojen deri§imlerinde inhibisyon yiizdesi de dii§uk olmakta ve 

her substrat i<sin farkll bir deger gosterrnektedir. 

Her substrat i~in inhibisyonun muamele siiresine bawmhhgl §ekil 3.1 

de goriilmektedir. Bu grafigin kayda deger sonueu, BCA II enziminin siyanojen­

Ie modifikasyonunun iki fazb oIdugunun goriilmesidir. inhibisyonun buyiik 

IaSIDl ilk 5 dakikada ortaya <Slkmakta, daha sonra yava§ bir artma gozJenerek 

120 dakika sonunda maksimuma ula§maktadlr. 
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C;izeIge 3.1 Siyanojenle muamele ediImi§ BCA II enziminin farkli substratlara 
gore hidrasyon ve hidroliz aktivitesinde gazlenen inhibisyondegerleri. 

Substrat % inhibisyon Referans 

CO2 0 (113) 

CH3CHO 0 Bu 'Sall§ma 

2-PA 8 II 

3-PA 8 " 

4-PA 9 " 

p-NPA 79 " 

M2PC 86 " 

IvBPC 99 tI 

HNTSA 84 " 

inhibisyonun siyanojen deri§imine ve muamele siiresine ba~mhIIgmm 

incelenmesi iIe elde edilen sonu~Iar, enzimde siyanojen tarafmdan modifikasyo­

na ugratIlan birden ~ok (iki, belki de daha ~ok ) b61genin olabilecegini . 

dii§iindiirmektedir. Elektrostatil< kuwetlerle bir arada duran iyonik gruplann 

(salt bridges) olu§turdugu du§uniilen bu b61geler proteinlerde birden ~ok 

bulunabilir. Bu b51gelerden birisinin siyanojene kar§l daha yiiksek afinite 

g6sterdigi ve kovalent baglanmarun, dolaylSlyla modifikasyonun hemen 

olu§tugu; ancak bu modifikasyonun enzimjn tamamen inhibisyonuna ileden 

oImadlgl, daha du§uk afiniteli diger b5lgelerin de zamanla modifikasyona 

ugrayarak inhibisyonun tamamlandl~ varsa)'llabilir., 

Siyanojenle modifiye edilen BCA II, +4°Cde giinlerce saklamp tekrar 

aktivitesi 6l~iildugiinde inhibisyonun devam ettigi saptannn§trr. Aynca, natral 

pH'da defalarca diyaliz edilse bile enzimin aktivitesi geri gelmemektedir. Bu 

g5zIemIerle, enzimde olu§an modifikasyonun kovalent karakterli oldugu 

sonucuna vanlml§tJI. 

incelenen substratJann siyanojenle inlnbe edilen ~ hidroliz ' reaksiyonlarma . 

ait hesaplanan K.n ve V max degerIeri ~ze]ge 3.2'de toplu olarak verilmi§tir. 

Aym ~izelgede kontrol ve inlube enzimlere ait turnover sayIlan da hesaplan 
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ml§tlr. Beklenildigi gibi inhibe enzime ait turnover sa)'llan olduk<sa du§uktur. 

Kontrol enzime ait tumover sa)'llanndan en buyiigunun HNTSA substratmm 

hidrolizi reaksiyonuna ait oImasI daha 6nceki rapora uygunluk gostermektedir 

(102). Yine M3PC substratmm hidrolizi reaksiyonuna ait turnover sa)'lsmm 

M2PC'ninkine gore ~ok buyiik oImasI (kontrol BCA II goz onune almdlgm­

da) literature uygunluk gostermektedir (104). Siyanojenle modifikasyondan 

sonra V max son derece du§uk degerler ahrken gozlenen ~ degerlerindeki 

degi§im belli bir kurah takip etmemektedir. Lineweaver-Burk grafikleri ve 

hesaplanan ~ (gozlenen) degerleri siyanojeni Dixon ve Webb'in tammma 

gore (127) kan§lk tip (mixed-type) inhibisyona neden olan inhibitorler slmfma -

koymaktadlr. Kan§Ik inhibitor kinetik oIarak, l/v ye kar§lhk l/[S] grafigi 

<sizildiginde, inhibe olan ve olmayan reaksiyonlara ait lineer dogrulann y 

ekseninin solundaki herhangi bir yerde (x ekseninin uzeri hari<;) kesi§tigi 

inhibitOr olarak tammlanml§tIf. Bu durumda inhIbisyondan sonra V max degeri 

daima du§erken ~ (goz1enen) degeri artIIll§ veya azalml§ olabilir. Bu tip 

inhibisyonun kinetigi olduk<sa karma§lktlf. 

<;izelge 3.2. Siyanojenle modifikasyondan sonra BCA II aktivitesinde 
yiiksek oranda inhIbisyon gozlellen substratlara ait Kinetik parametreler. 

Substrat Enzim Eo (M) V max (M/dak) Ym~ Km eM) 

p-NPA BCA II 1,6xlO-6 1,OlxlO-4 3780 9,44xlO-5 

p-NPA ·CBCAII . 16xlO-6 , 3,68xlO-7 12 1,06xlO-4 . 

M2PC BCAU 7,6xlO-6 38Ox1O-6 , 30 6,3xlO-4 

M2PC CBeAII 7,6xlO-6 1,98x1O-7 2 6,9x1O-4 

M3PC BCAll 3,4xlO-6 2,8xlO-5 492 6,06 

M3PC CBCAII 3,4xlO-6 29x1O-7 , 5 36OxlO-1 , 

HNTSA BCAIl 3,42x1O-7 8,37xlO-4 14682 2,85 

HNTSA CBCAII 342xlO-7 , 4,6xlO-5 8100 2,75xlO-1 

Enzimin esteraz aktivitesini etkileyip hidrataz ~ktivitesini etkilemeyen 

modifikasyonun aydmlatIlmasl i~in once molekilliin baZl 6zellikleri ara§tml 
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dl. Siyanojen ile muame1eden sonra sudaki ~6ziiniirWguniin azalrnasl, protein 

rnodiflkasyonu sonueu hidrofobik karakterin arttl~ §eklinde yorurnlandl. Daha 

oncekj bir ~ah§mada siyanojen ile modifikasyonun proteinin elektroforetik 

mobiIitesini etkileyip etkilemedigi ara§tInlml§ ve SDS-PAGE ile incelen­

diginde kontroI ve rnodifiye enzimlerin davraru§mda bir degi§ikIik gozlenrne­

digi rapor edilmi§tir (113). 

Kontrol ve modifiye enzimlerin UV -VIS spektrurnlan (~ekjl 2.19) 

bantlarm konumlan aCSlsmdan birbirinin aym olrnasma ragmen bantlarm 

§iddetinde, modifiye enziminkinin daha dii§iik oImaSI §eklinde bir fark 

gozlendi. Buradan molekUlun absorbtivitesinde hafif bir du§me oldugu sonucuna 

vanlabilir. 

Siyanojenle muamele edilmi§ BCA II'nin SlVl kromatografisindekj 

davram§l da benzer bir ozellik gostermektedir. Asetonitrillsu ~ozgen sisterni 

kul1amlarak C-18 kolonda yurutiilen omek, kontrol enzime gore daha buyuk 

tutulma zamam gostermekte ve pikin §iddeti kontroWnkine gore daha du§uk 

goriilmektedir (~eki1 2.20). Aradaki fark, kontrol ve modifiye enzim csozeltileri 

birlikte enjekte edildiginde ~ok daha ~arpIcl olarak ortaya ~Ikmakta ve 

enzimin kromatografik ozelliklerinin siyanojen modifikasyonundan soma 

degi§tigini a~lk~a gosterrnektedir. Tutulma zamanmm kontroliinkine gore 

biraz daha biiyiik oImasI modifiye proteinin hidrofobik karakterinin arttlgl 

§eklinde yorumlanabilir. 

Tripsin, proteinleri lizin ve arjinin birimlerinden hidrolize ugratlr. Kontrol 

ve siyanojenle modifiye edilmi§ BCA n enzimlerinin tiripsin ile muameleden 
f 

soma hidroliz iiriinleri arasmdaki fark ara§tInlml§tlr. Ancak, burada 

kaqua§Ilan zorluk stand art tripsin hidrolizinde · ilk adIm olan proteinin 

denature edilmesi oImu§tur. B61iim 2.7.4'de belirtildigi gibi siyanojenle olu§an 

modifikasyon nukleofillere kar§l dayaruksmhr. pH 7,2 giinlerce saklanmasma 

ragmen geri gelmeyen aktivite, enzimi pH 10 ortamma ahp tekrar pH 7,2'ye 

getirildiginde, geri kazamlm~ktadrr. 0 -halde, tripsfn hidrolizinden once 

denaturasyon i9il kullanIlan pH 10,5 ortann olU§an modiflkasyonu da ortadan 

kaldrraeaktrr. Bu yiizden enzimin, olu§an modifikasyona zarar vermeksizin, 
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daha Ihmh ko§ullarda denature edilebilecegi ongoriildii. Bunun i~in % 70 

etanol c;ozeltisinde ISltma yontemi kullamldl (Day, sozlii gorii§me). Daha 

soma ISltmamn da gerekJi olmadlgl, proteini % 70 etanol ~6zeltisi i~inde 

1.5-2 saat kan§tIrmamn denaturasyonu ger~ek1e§tirdigi g6riildii. 

Kontrol ve modifiye enzimin trips in ile sindirildikten sonraki kromatogram­

Ian arasmda onemli bir fark gozlenemedi (~ekil 2.21). Piklerin tutulma 

zamanlarmm hemen hemen ayru buna kar§lhk . §iddetlerinin farklJ oldugu 

saptandl. Bu §iddet farkhllgl hemen hemen her pikte goriildiigii i<5in bunlann 

aynhp safla§tmlmasl yerine kromatogramlarda daha belirgin farklann 

g6rii1ebilecegi ba§ka yontemler arandl. 

Bir serin proteaz olan V8 proteaz, kulJamlan tampon ~6ze1tiye bagh 

oIarak, proteinleri glutamat birimlerinin karboksil ucundan veya GJu-x, Asp-x 

birimlerini yine karboksil ucundan kopanr. Siyanojenle modifikasyon sonunda 

enzimin bir Glu eksik amino asit analizi g6stermesi glutamik asidin muamele 

sonunda bir nukleofil ile ~apraz bagIanmaya girdiguu dii§iindiirmektedir (113). 

Bir Glu eksik olan proteinin hidroliz . slrasmda farkh bir kopma gosterecegi 

varsay:I1arak V8 proteaz ile sindirilmi§ kontrol ve modifiye enzimlerin 

kromatogramlan incelendi. ~ekil 2.22 ve 2.23'te g6riildiigii gIbi kromatogramJar 

arasmda anlamh bir fark gaz1enememektedir. 

Hem trips in hem de V8 · proteazla ger~ekle§tiriIen hidroliz sonucunda 

modifiye enzimin kontrolden daha farkII bir kromatogram vermemesi, ya olu§an 

modifikasyonun hidroliz slrasmda herhangi bir nedenle ortadan kalktIgl veya 

olu§an baglann peptidlenn biiyiik. yaplsma oranla ~ok kii~iik degi§iklikler 

OImasi nedeniyle tayin edilemedigi §eldinde a~lklanabilir. 

Daha anceki ~ah§malalda siyanojenin proteinlerde ve model bile§iklerde 

tuz kopriileri (salt bridges) ile ili§ki kurarak bunlan kovalent baglara 

donii§tiirdiigii a~lklarum§t1r (U1-II7). 

Siyanojenin enzimdeki modifikasyonu, karbonik anhidraz molekiiliinde 
.. . : 

birbirine yeteri kadar yakm bulunan gIutamin ve histidin amino asitlerinin yan 

zincirleri arasmda ge-r~ekle§tirdigi onerilmi§tir (112). Siyanojenin kovalent bag 
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olu§turdugu tuz kopriisiiniin (salt bridge) nukleofil kIsmI ic;in aday olabilecek 

serin, treonin, lizin ve triptofan gibi aminoa~itlerin kimyasal modifikasyonu 

enzimin hidrataz ve esteraz aktivitesinde inhibisyona neden olmaz. Buna 

kar§lhk histidinin lcimyasal modifikasyonu ertzimi inhibe eder. Bu nedenle 

histidinin siyanojenle modifikasyonda rol aldIgl dii§iiniilmektedir. 

Siyanojenle modifiye edilmi§ enzimin pH lO'da bir miiddet tutulmaslyla 

aktivitenin geri gelmesi olu§an bagm niikleofillere kar§l dayamkslz oldugunu 

gostermektedir. Bu ozellikten yararlamlarak kovalent bagm oIu§masmda rol 

alan amino asitler tayin edilmeye ~ah§Illlll§tlr. Kirley (113), siyanojen 

modifikasyonunda rol alan en az bir glutamin oldugunu gostermi§tir. Ghenbot 

(117), i§aretli glisin etilester e4C-GEE) kullanarak bu modifikasyonu aydmlat­

maya c;ah§mI§tIr. Sozii edilen ~alI§mada enzim, siyanojenle modifiye 

edildikten sonra 14C-GEE ile muamele edilmi§ ve reaktifin fazlaSI daha soma 

ultrafiltrasyon ile ytkanarak uzakla§tInlmI§tIr. Daha soma enzim, tripsin ile 

. hidroliz edi1mi§ ve SIVl komatografisinden toplanan fraksiyonlann radyoak­

tivitesi sayI1arak baglanmamn oldugu peptidler aynlml§ ve amino asit 

analizleri yapIlml§tlf. Buna gore ii~ peptidin 14C-GEE baglanmasl gosterdigi, 

bunlardan ikisinin aktif merkeze ait aminoasitleri i~erdigi bildirilmi§tir. Ancak, 

olu§an amid bagmm bir karboksil ile bir imadazol grubu arasmda olabilecegi 

gibi bir karboksil ile bir guanidino grubu arasmdada olabilecegi savunulmak­

tadlf. 

Enzimde siyanojenin olu§turdugu kovalent degi§iklik(1er) in incelenebil­

mesi l~m GEE'e benzer bir nukleofil arandl. Kullamlacak madde iyi bir 

nukleofil, buna kar§lhk zaytf baz olmahydI. Zira, kuwetli bazik karakter 

ta§lyan bir nukleofil reaksiyon kan§1llllTIln pH'slm lO'un iizerine ~Ikaracak 

ve siyanojen modifikasyonunun yiiksek pH'daki dayamkslzhgl nedeniyle bag 

a~I1masl, kullarulan nukleofil nedeni ile degil, hidroksit iyonlan yiiziinden 

olacaktlr. Nukleofil olarak N-metilhidroksiamin istenilen ozellikleri ta§lmakla 

beraber 14C-etiketli N-metilhidroksiaminin sentezinde kar§Ila§Ilan zorluklar 

nedeniyle kullarulmadl. Melilamin'in niikleofil olarak kullamlabilecegi 

dii§iiniildii. Ancak metilamin kuwetli bazik ozellik gostermesi nedeniyle 
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reaksiyon susuz ortamda metilenkoriir ~ozgeninde ger'5ek1e§tirildi. Siyanojenle 

muamele edilen BCA IIboliim 2.7.4'te anlatIldlgl §elcilde metilamin ile 

muamele edildikten sonra/enzim pH 10 ortamma getirilse bile aktivite tamamen 

geri gelmediginden baglanmamn ger'5ek1e§tigi kabul edildi. Daha sonra 14C_ 

etiketli metilamin iIe deneyler tekrar ediIerek radyoaktivite izIenmeye '5ah§lldl 

ise de nonspesifik baglanmanm fazla olu§u nedeniyle anIamh bir sonu~ elde 

edilemedi. 

Uygun bir nukleofil bulunmasl ~abalan akla p-anisidinin kulIamlabiIirli-
. . 

gilll getirdi. p-Anisidin, sulu '5ozeltisinin pH') 7,84 oImaSI nedeniyle istenen 

zaYIf bazik karakteri ta§Imalctadlr. 300 nm'de kuvvetli absorbansa neden 

·oImasI sebebiyle baglanmanm proteinin absorbans yapmadlgl bu dalga 

boyunda kolayca izlenebilecegi dii§-qniildii. Dii§iiniilen baglanma modeli §ekil 

3.2'de goriilmektedir. B61iim 2.7.5 'de anIatIldlgl §ekilde p-anisidin ile 

muamele edilen modifiye BCA II'nin UV-VIS spektrumunda goriilen 320 

nm'deki absorbans~ kontrol enzimin spelctrumunda goriilmeyince (§ekil 2.27) 

baglanmanm ger'5ekle§tigi varsaylldl. Ger'5ekten, daha sonra tripsin iIe 

sindirilen rnodifiye BCA II nin kromatogrammm kontrole gore farklIhgl 

olduk'5a '5arplcldIr (§elcil 2.28). 320 nm'de dedeksiyonu yapI1an kromatogram­

lardan kontrol enzime ait oIanmda hemen hemen hig absorbans yapan Wr 

goz1enmezken rnodifiye enzime ait kromatogramda pek'5ok pik gozlenmektedir. 

Enzime baglandlgI varsayI1an . p-anisidin sapsI Iilo]ekiiliin diger birirnlerinin 

yanmda oIdukcsa az oldugu iCSin bu piklerin dedeksiyonu i'5in yiiksek has­

sasiyette '5alI§lldl. Bu kromatogramdaki en biiyiik ii~ pik ayn fraksiyonlar 

halinde toplanarak rniimkiin oIdugunca temizlendi ve amino asit analizi 

uygulandl. Amino asit analizleri piklerin yeterince saf olmadlgmI gosterdi. 

Defalarca uygulanan safla§tIrma i§lemlerine ragmen bu analizlerden anlamll 

bir sonu'5 ahnamadl. Ancak bu ii~ pikin, Ghenbot (117) tarafmdan izole 

edilen ve nukleofilik baglanmaya yatkmhk gosteren ii'5 peptide ait olabilecegi 

iizerinde duruldu. 

BaZl inhibitorlerin BCI\. II enzimini siyanojenle modifikasyona kar§l 

koruyucu etkisi ara§tInldl. Asetazolamid inhibitoriiniin enzime Zn iizerinden 
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baglanarak inhibisyona neden oldugu bilinmektedir. Salamid inhibitOriiniin ise 

bir disulfonamid oImaSI nedeniyle Zn'ya baglanmamn yanmda diger 

sulfonamid grubu ile His 64'e bagJandlgl, batta diger amino grubu ile de His 

118 ile i1i§kide oIdugu X-l§llli ~ah§ma]an ile belirtilmi§tir (82). His 64'un 

aktif merkezde yer almaSl ve katalitik mekanizmada gorev yapmasl nedeniyle 

protein yap1Slnda onem]i bir yeri Vardlf. Bu amino asidin karbondioksiti 

hidrasyon mekanizmasl slrasmdaki gorevi ise tartl§llmaktadlr. Zira His 64' 

un site-directed mutagenesis ile ba§ka amino asitlerle yer degi§tirmesi CO2 

aktivitesini biraz etkilemekte fakat enzim hidrasyon aktivitesini yine de biiyiik 

bir luzla siirdiirebilmektedir. 

Siyanojenle modifikasyon sonrasmda oIu§an kovalent bag!ardan bir 

tanesinin bir bile§eninin His 64 ol~bilecegi, bu durumun enzimin esteraz 

aktivitesini inhibe edecegi fakat hidroliz aktivitesini etkilemiyecegi dii§iini.ilerek 

bu durumun aydmhga kavu§turulabilmesi i<$in enzim asetazolamid ve salamid 

ile ayn ayn etkiJe§tirildikten sonra siyanojen modifikasyonuna tabi tutuldu .. 

§ekil 2.29'da asetazolamid varhgmda siyanojen ile modifiye edilen BCA II nin 

p-NP A ve HNTSA hidroliz aktiviteleri goriilmektedir. G6riildiigu gibi 

asetazolamidin varh~ enzimi siyanojen modifikasyonuna kar§l koruma­

maktadlr. Bu ashnda bu deneyin planlanmasmdan beklenen sonu~tur. Zira 

asetazolamid enzime Zn iizerinden baglanmakta; siyanojen · modifikasyonunda 

. rol aian gruplar serbest durumda bulunmaktadlr. §ekil 2.30'da ise salamid 

varll~Dda siyanojen ile muamele edilen BCA II'nin p-l\1J> A ve HNTSA hidroliz 

aktiviteleri .goriilmektedir. Salamid, enzimi siyanojen modifikasyolmna kar§l 

korumaktadlr. Aktivitenin kontrol BCA II'ninkine gore biraz inhibe edilmi§ 

oimasl siyanojenin enzimde birden ~ok kovalent ba~D olu§masma neden 

oldugunu dii§iindiirmii§tiir. Ongoriildiigii gibi; His 64'iin salamidle korunmasl 

sonueu bu aminoasit iizerinden modifikasyon ger~kle§ememekte, ancak hala 

serbest halde bulunan ba§ka gruplar iizerinden modifikasyon kIsmen ger~ekle§­

mektedir. Bu da enzimde bir miktar inhIbisyon gozlenm~esine neden olmaktadrr. 

Bu ~ah§madan ~Ikanlan sonu~Iar ve ilerideki ¢§malar i~in oneriler 

sayle ozetlenebilir: 
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1. BCA II'nin siyanojenle rnodifikasyonu enzimin hidrataz aktivitesini etkilernez­

ken, esteraz aktivitesini inhibe etmektedir. Bu nedenle enzimin hidrataz ve 

esteraz aktivitelerinden farkh b61geJer sorumhidur. 

2. Siyanojen modifikasyonunun muamele stiresi ile alan ili§kisi proteinde 

modifikasyona farkh cevap veren iki (veya daha fazla) modifikasyon b61gesi 

oldugunu dii§iindiirmektedir. 

3. Siyanojenle modifiye edilrni§ BCA II'nin p-anisidin iIe etiketlenrnesi ozgiil1tik 

gostermektedir. Bu niikleofilin baglandlgl arninoasitlerin belirlenmesi siyanojen 

modifikasyonunun aydmlatllmasma yardlrncl olacaktlr. 

4. Salarriid'in. enzimi siyanojen modifikasyonuna kar§l korunmasl! His 64'iin 

modifikasyonda rol oynadlgl SOTIucunu getirmektedir. His 64'iin aktif 

merkezdeki konumu insan karbonik anhidraz II enzimi i~in X-l§lm analizleri 

ile belirlenmi§tir. Ancak boyle bir ~all§ma SlglT karbonik anhidraz II i~in 

yapIlrnaIID§tlr. Genellikle, lcimyasal modifikasyon ~ah§malannda BCA II, X­

l§lIU yap 1 ana1izleri i~in ise HCA II ile ~ah§lliru§tlr. BCA II'nin de X­

l§m1an ile yaplsmm aydmlatI1~aSl birbirine tuz kopriisii (salt-bridge) 

olu§turacak kadar yakrn olan aminoasitIerin belirlenmesinde yardlmcl 

olacaktrr. Aynca, BCA II'nin moIekiiler yapls1 bilgisayar similasyonu ile 

incelenerek en kararll durumda herbir aminoasit biriminin ~evresine gore 

durumu ara§tmlabilir. · Boyle bir ~ah§ma bu ~ah§man111 ' yapI1dlgl· 

laboratuvarda ba§latIlml§trr. Uzun vadeli bir ~ah§ma olarak site-directed 

mutagenesis ile His 64'ii degi§tiri1mi§ BCA II siyanojenle modifikasyona 

ugratllarak aktivitesindeki degi§imler incelenebilir. 
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EK.l.iNHiBiSYONUN HESAPLANMASI 

Bu ~ah§manm biitiin boliimlerinde a~lklanan inhibisyon degc;.rleri BAGIL 

INHIBISYON cinsinden hesaplandl. 

Bunun i~in kontrol ve siyanojenJe muamele edilmi§ enzimin katalizledigi 

reaksiyon <;ozelti1erinin absorbans degerleri iiriiniin ozelligine gore absorbans 

artmasl veya azalmaSI §ekIinde oI~ii1diikten sonra her reaksiyon i~in zamana 

gore olu§an iiriin grafigi ~izildi. Bu grafigin dogrusal oIan lasmmm egimi v 

ilk ruZI verir. 

Kontrol ve siyanojenle muamele edilmi§ enzimlere ait ilk hIZ degerleri 

v 0 ve vi olarak 61~iildiigiinde inhibisyon sonunda geriye kalan aktivite v/v 0 

olarak hesaplamr. 

Bu deger 100 ile <;arplhp 100 den <;lkanldlgmda elde edilen deger % 

inhibisyon degeridir 
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