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OZET

Karbonik anhidraz (karbonat hidrolaz, EC 4.2.1.1) bir ¢inko metaloenzimi
olup = fizyolojik fonksiyonu karbondioksidin geridOniisiimli hidrasyonunu
katalizlemektir. Enzim bu fizyolojik fonksiyonu diginda aldehitler, aril
karboksilat esterler, alkil aril ve diaril karbonat esterler, 2-hidroksi-5-nitro- « -
toluensulfonik asit salton gibi bazi bilesiklerin hidrasyon ve hidrolizini de
katalizleyerek biiyiik bir katalitik cesitlilik gosterir.

Siyanojen (etandinitril), proteinlerde yiiklii gruplan birbirine baglayarak
molekiili¢i kovalent baglanmalara neden olur.

Bu gahsmada siyanojenle modifiye edilen sigir karbonik anhidraz II
enziminin baz1 6zellikleri incelenmistir. Modifikasyon sonucu enzimin hidrasyon
aktivitesinin degismedigi, esteraz aktivitesinin ise biiyiik Ol¢iide inhibe oldugu
saptanmustir. Esteraz  aktivitesindeki inhibisyonun substrata, muamele
sirasinda kullanilan siyanojen derigimine ve muamele siiresine bagh olarak
farklanmalar gosterdigi gozlenmigtir. Inaktivasyonun zamana gore degisimi
dogrusal olmaylp 6nce hizh sonra yavas olmaktadir. Siyanojenle modifikas-
yondan sonra gozlenen kinetik parametreler inhibisyonun kansik tip inhibisyon
oldugunu géstermistir. _

Sigir karbonik anhidraz II'nin siyanojenle modifikasyonunun yiiksek pH
crtaminda nukleofillere karsi dayamksiz oldugu saptanmstir. N-metil-
hidroksilamin ve metilamin gibi niikleofillerin siyanojenle modifiye edilmig
enzime kovalent olarak baglandiklar Gnerilmistir.

p-Anisidin’in siyanojenle modifiye edilmis enzim icin etiket gorevi -
yapabilirlii aragtinnlmig ve enzimin p-anisidin ile muameleden sonra tripsin
ile hidroliz trtinleri HPLC’de kontrol enzime gore farkh bir profil g&stermis-
tir.p-Anisidin’in siyanojen ile muamele edilmis BCA II enzimine spesifik olarak
baglandif: diigiiniilmektedir.

Aromatik ve heterosiklik primer sulfonamidler karbonik anhidraz: inhibe
ederler. BCA II asetazolamid ve salamid varhfinda siyanojen ile muamele
edilmis ve asetazolamidin siyanojen modifikasyonuna karsi enzimi korumadii
buna karsihk salamidin korudpgu goriilmiistir. Bu korumanin, salamidin His
64 ile iligkisi sonucu ortaya ¢iktifi ve His 64’iin enzimin esteraz aktivitesin-

den sorumlu bolgesinin bir bileseni oldufu sonucuna varilmistir.



iv

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
hydroisis of a number of compounds such as aldehydes, aryl carboxylate 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 carbonic
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
typé 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
nucleophile labile at high pH. It is suggested that nucleophiles 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 modified cﬁzyﬁ:c treated
with p-anisidine exhibited a different HPLC profile than the control. Thus, it is
concidered that p-anisidine shows high spesificity towards cyanogen maodified
BCA 11

Aromatic and heterocylic primary sulfonamides were shown to be
inhibitors of carbonic anyhdrase. BCA Il 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 Anhidrazin Biyolejik Dagilimu ve Yapisi

Karbonik anhidraz (karbonat hidrolaz, EC 4.2.1.1. ) ilk kez 1932 yilinda
F.J.W. Rougton (1) tarafindan kirmizi kan hiicrelerinde bulunmustur. Enzim
karbondioksitin geridoniigiimlii hidrasyonunu katalizleyen bir enzim olup
kesfedilen iik cinko metaloenzimdir. Keilin ve Mann (2) saflagtinlmig enzimin
aktivitesinin icerdigi ¢inko ile orantih oldugunu belirterek ¢inkonun biyokimya-

daki Ozgiin roliinii ilk defa gbstermislerdir.

Protein izolasyonu ve saflastirma teknikleri gelistikce insan eritrosit
karbonik anhidrazin (HCA) farkl: aktivite gosteren iki izoenzimden olustugu
gosterilmistir (3,4). Bunlar diisiik aktivite gdsteren izoenzim I veya B ve yiiksek
aktivite gosteren izoenzim II veya C olarak isimlendirilmistir. Daha sonra cizgili
iskelet kasinda bulunan diigiik aktiviteli izoenzim III veya A olarak isimlendiril-
mistir (5).

Onceleri elektroforetik fraksiyonlarma gére A, B ve C olarak isimlen-
dirilen izoenzimler daha sonra karbondioksiti hidratasyon aktivitelerine gore
diisiik aktiviteli I, yiiksek aktiviteli I olmak iizere isimlendirilmiglerdir. Insan
ve sigir eritrosit karbonik anhidraz enzimlerinin eski ve yeni isimlendirilmeleri

Cizelge 1.1. de goriilmektedir.

Cizelge 1.1. Insan ve Siir Karbonik Anhidraz Izoenzimlerinin Isimlendirilmesi

€

_ Standart
Kaynak Aktivite % Bolluk  Isimlendirme Form
Insan  Diisiik 5 A 111
Diigiik 83 B I
Yiiksek 12 iy II
Sigir Yiiksek 20 A II
B I

Yiiksek 80




Bu izoenzimler tek bir polipeptid zincirinde 259-260 aminoasitten olusup
molekill bagma bir ¢inko atomu icerirler ve yaklagtk 30 000 dalton molekiil
agirhgina sahiptirler. Insan karbonik anhidraz II enzimi karbondioksit

hidrasyon aktivitesi bakimindan en yiiksek turnover sayisina sahiptir (6).

Sitoplazmik izoenzimler (LILIII) olduk¢a fazla cahsilmistir. Zamanla
karbonik anhidrazin daha az bilinen formlan kesfedilmistir. Ik kez insan
bdbreginden izole edilen intrinsik membrana bagh karbonik anhidraz IV {7)
daha sonra diferansiyel santrifij ve afinite kromatografisi (8) ile
saflastinlmistir. Bu enzim 68 000 dalton molekil afirhgnda olup aminoasit

kapsamu stoplazmik izoenzimlerden oldukca farkhidir.

Karbonik anhidraz ilk kez eritrositlerden saflagtiriimasma ragmen daha
sonra hemen hemen biitiin dokularda varhg saptanmugtir. Omurgalilar,
omurgasizlar, bitkiler ve bakterilerden izolasyonu yapilmustir (9). Bitki
karbonik anhidrazlanimn 180 000 dalton molekill agirh@inda oligomerler
oldugu bulunmustur. Buna ragmen bitki ve hayvan karbonik anhidrazlarinin
subuniteler bakimmmdan aym cinko igerigine, benzer aminoasit kapsamina ve
subunite biiyiikliifiine sahip olduklari saptanmustir. Genellikle bitki ve hayvan
karbonik anhidrazlarinin benzer aktif merkez yapisma sahip olduklarnna
inamlmaktadir (10).

Birgok ¢ahsma sonucu karbonik anhidrazlarm biiyilk cranda sekans
homoloji gosterdigi bilinmekte ve bunlarm bir ik (primordial) genin evrimsel
gelisimiyle ortaya giktifi tahmin edilmektedir (11). Bu homoloji enzimlerin
aktif merkezinde ¢ok daha belirgindir. Ornegin, bu ¢ahsmanin konusu olan
sifir karbonik anhidraz II (BCA II), insan karbonik anhidraz II (HCA II)
enzimine benzer sekilde karbondioksit hidrasyonu icin maksimum turnover
sayis1 gostermektedir (6,12). BCA II nin aktif merkezi ile HCA II nin aktif
merkezi arasinda tam bir homoloji vardir (13). Bu homoloji cizelge 1.2 de
gorilmektedir. Ashnda BCA II enzimi ile HCA II arasindaki homoloji HCA
I ile HCA II arasmdakinden daha fazladir (14). Insan karbonik anhidraz I ve
I enzimlerinin aminoasit dizilimleri belirlenmig oiup oldukca benzerlik
gostermektedir (15, 16, 17, 18).



Cizelge 1.2. BCA 1I ve HCA I'nin  aktif merkez yapilari.

Aminoasit Numarasi

Izoenzim 7 29 61 64 65 67 €S 921 92 94
HCA IX Tyr Ser Asn His BAla Asn Glu Ile Gln His
BCA IX Tyr Ser Asn His Ser Asn Glu Val Gln His
Izoenzim 86 106 107 117 119 121 131 141 143 145
HCA IIX His Glu His Glu His Val Phe Leu Val Gly
BCA II His Glu His Glu His Val Phe 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 8Ser Val Val




Bu ¢ahgmada kullamian enzim sifir karbonik anhidraz II olmakla
beraber bazi arastirma alaniarinda, 6rhegin X-ism ve ORD caligmalann-
da, simdiye kadar hep insan karbonik anhidraz enzimi kullamlmigtir. Bu
arastirmalardan burada bahsedilecektir. Cinkii insan karbonik anhidrazi ile
yapilan bu c¢abgmalar sifir karbonik anhidraz enziminin Ozelliklerinin
anlasilmas: bakimindan da onemlidir ve daha Once de bahsedildigi gibi insan
ve si§ir karbonik anhidraz enzimleri aminoasit kapsam, dizilimi ve aktivite
agismdan biiyitk benzerlik gostermektedirler (19). Cizelge 1.3. de insan ve

sigir karbonik anhidraz enzimlerinin aminoasit dizilimleri goriilmektedir.

Insan karbonik anhidraz I ve II nin kristal yapis1 2.2 A® ve 2.0 A°

rezoliisyona kadar tammlanmstir (21-23).

Insan karbonik anhidraz II enzimi 40x42x55 A° boyutlaninda yelkenli
(sailboat) goériiniimiinde bir yapiya sahiptir. Bu yapmin bir gdsterimi Sekil 1.1.
de verilmistir. Molekiiliin esas yapisini, yelkenlinin gbvdesini olusturan ve 259
aminoasidin % 20 sini iceren 10 adet beta-plakali tabakali yapi olusturmakta-
dir. Protein molekiillerindeki genel yapimn aksine beta- yapisindaki zincirler
molekiiliin i¢ kismindaki hidrofobik birimlerle iligkide olmayip plakal
tabakali parcalar ¢ozgene acik durumdadir. Bu 10 zincirden 4 tanesi parelel
olup digerleri birbirine antiparelel yapidadir. Cinko atomu beta yapinin
ortasmnda 4 ve 5 inci zincirler arasinda ve 16 A® derinligindeki konik bir
b0§1ugﬁn dibinde bulunmaktadir. Bu oyugun girisi hemen hemen dairesel olup
15 A° capindadir. Molekiilin N terminalinde 25 aminoasit ise yelkeni
olusturacak sekilde aktif merkezin girisine yerlegmigstir. Molekiilde 7 helikal
parca vardir. Bunlar saié el yapisindadirlar. Biitiin heliksler yiizeye yerlesmis
- olup ti¢ii beta-plakah tabakah yapilann altinda dordi istiindedir. Molekiiliin
alt yansinda hidrofobik yan zincir iceren aminoasitlerden olusan bir ¢ekirdek
vardir. Insan karbonik anhidraz molekiilindeki tek sistein aminoasidi
gémiilmig olup sulfhidril grubun C, - C, etrafindaki doniigii sterik olarak
engellenmediginden SH fonksiyonu sozgene agiktir. Insan karbonik anhidraz
II nin yan zincirleri genel diizene uygunluk gostererek ‘hidrofobik gruplar iceri

hidrofilik gruplar disan dénitk durumdadir.



Cizelge 1.3. BCA 11 ve HCA IP'nin primer yapisi. (Primer yapi BCA IT'ye ait
olup bazi aminoasitlerin lizerine yazilan semboller HCA II proteinindeki
degisikligi belirtmektedir. Bazi aminoasitlerin iizerindeki numaralar iyon
ciftlerini gostermektedir.)

8
3 N
S HH WG Y G KHBGUP Z HWUHIKDF 20
410
K 1 D 8 H T A K Y
P I & NG E R Q S P V N I DTIK AV VQ 40
s S Vv S D @ L ¥ 1 L
D P AL K P UL ALV Y GE AT SRUZ RMUV 60
ne R A 6 F
N N G H S F NV EY DD S QDK AV L K 80
G D ! 17 i L
D 6P L T GT Y RL Y QF HF HWG S S 100
D G 3 B K ¥ o4 nu
B B Q GS EHTVDURIKIKYAATE L HL 120
K v
V H W N T X Y GD F G T A A Q Q@ P D G 140
L I ) s K G
L AV VGV F L KV 66D AUHKNZP AL QK V 160
v \ 5 15 A T i
L D ALD S I KTIKSG GI K S TDTFUPW NTFTD 180
18] i ¢
R @ E S
P 6 S L L P QV LDVYWTVYUPGS SULTT 200
1 Q .55
P P L LE SV T ¥ I VLKTETPII SV S S 220
1
E v K 1 G 3
Q Q M L K F RTLNTFI NG ATETGTETZPTELL 240
vV D 1 K A S F
M L A NWURGP A QPTULIKNU RGV VI RUGTFUP 260




Sekil 1.1 Karbonik anhidrazin sekonder yapisi. Beta- yapisindaki kisimlar
ici bog gubuklar ile, helikal yapilar ise silindirle g&sterilmistir. Ortadaki Zn
atomu Ug histidin molekiiliine koordine olmustur | "Biclogy and Chemistry of
the Carbonic Anhydrases” dan ahnmgtir.( Eds.)  Tashian, D.E., Hewett-
Emmett, D., Annals of the New York Academy of Sciences, V 429 (1984)]



Aktif merkez boglugunun girisi histidin 64, prolin 201, fenilalanin 131 ve |
iiclincli beta-plakali tabakal yapi ile gevrelenmistir. Cinko atomu dordiincii
.zincirdeki 94 ve 96 nolu histidin aminoasidin N-m atomlarina ve besinci
zincirdeki 119 nolu histidin aminoasidin N-7 atomuna ligand halindedir. Histidin
94 tn imidazol halkas1 ¢inko atomuna diger iki histidinin oldugundan daha
uzakta olup ¢inko iyonu ile aym diizlemde degildir. Metal iyonunun dérdiincii
koordinatinin bir su molekiili veya bir hidroksit iyonu ile dolduruldugu
sanilmaktadir. Bu yap: metal iyonu etrafinda biraz carpilmig bir tetrahedral
konfigiirasyon yaratir. Metal iyonuna bagh su molekiilii treonin 199 ile hidrojen
bagi olusturur. Bu trecnin 199 ise glutamik asid 106 ya hidrojen bagi yapmus
durumdadir. Aktif merkezde hidrofobik ve hidrofilik birimler yaklagik esit
dagilmuslardir. Metal iyonuna direkt bagh olan histidin 119 histidin 107 ye ve
N-107 amide hidrojen bagh olan glutamik 117 ye hidrojen baghdir. Histidin -
107 tirozin 194’e hidrojen baghdir. Tirozin 194 serin 29 a, serin 29 ise triptofan -
209 a hidrojen bad ile baghdir. HCA II enziminin aktif merkezindeki hidrojen
baglan sekil 1.2. de verilmistir.

1.2. Karbonik Anhidrazin Fizyolojik Onemi

Karbonik Anhidraz,

CO, + H,0 =——= HCOj + H”

reaksiyonunu katalizler. izoenzim LII ve III iin katalitik etkinlikleri oldukca
farkhidir. Yiksek aktivite gosteren izoenzim II nin pH 9 da ve 25 °C de CO,
hidrasyonuna ait turnover sayisi 10% sn? dir (6,23). Karbondioksitin ken-
diliginden hidrasyonu ¢ok hizl: gerceklesir. Fakat reaksiyon pulmonar kapiler
gecis sirasmdaki zamana (yaklagik 1 saniye) oranla ¢ok yavastir (24). Kinetik
veriler karbondioksitin katalizrsiiz hidrasyonunun insandaki normal karbondiok-
sit yikiminmn ancak % 17 sini olusturabilecegini gostermektedir (1,24). Bu
yiizden bir katalizatére ihtiyag vardir. Insan eritrositi karbonik anhidraz enzimi
reaksiyon hizinda 7500 kathk -bir artisa neden olarak bu isi miikkemmel yapar
(25) ve bu enzimin katzalizledigi karbondioksitin hidrasyonu reaksiyonu bilinen
en hizh enzim reaksiyonudur (26).
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Sekil 1.2 HCA 11 enziminin aktif merkezindeki hidrojen baglari.



Karbonik anhidrazin normal aktivitesine ihtiya¢ duyan pekcok fizyolojik
olay vardir. Burada kisaca birkag ornek verilerek enzimin onerni.vurgulanmaya

cabsiacaktir.

Cayman (Cayman crocodilus crocodilus) ve kertenkeleye (Anolis
Carolinenis) piruvat enjeksiyonu karacigerin serbest alanin, glutamin, glutamat,
aspartat ve serin miktarinda artisga sebep olur (27-30). Piruvatin karbok-
silasyonu reaksiyonunda bikarbonat gereklidir (3i). Karbonik anhidraz
inhibisyonu bu in vivo reaksiyonu muhtemel bikarbonat kaynagim azaltarak
inhibe eder. Bikarbonat azalmasi sadece glutamin ve glutamat sentezini degil
laktattan glukoneogenesis gibi hayati iglemleri de bloke eder (32). Asetazolamid
veya diklorfenamid gibi karbonik anhidraz inhibit6rleri karacigerde piruvattan
alaninin sentezini etkilemezken aspartat, serin, glutamin ve glutamat sentezlerini
bloke eder. Aymica karbonik anhidraz inhibisyonu laktatin glukoza geri
cevrilmesini de engeller (32). Bu g¢alismalar alanin sentezinin etkilenmedigini
yani transaminasyonun genel alarak inhibe edilmedigini gostermektedir. Yukari-
da bahsedilen metabolik yolun piruvatin karboksilasyonu basamaginda bloke
oldugu samlmaktadir (32).

Basgka bir ¢alismada, timsahlarda karbonik anhidrazin normal fonksiyo-
nunun ¢ok 6nemli oldufu vurgulanmaktadir.Karbonik anhidraz inhibitOrleri
kullanildifinda amonyak atiiiminin engellenmedigi buna karsiik
bikarbonatin biiyiik oranda azaldify ve genelde eser olarak bulunan kloriiriin
bityilk miktarlara yiikseldi§i goriilmiistiir. Inhibitér, siiriingenin amonyum
karbonat yerine amonyum kloriir atmasma ve idrarin daha asidik plazmanin

ise daha bazik olmasina neden olmaktadir (33).

Karbonik anhidrazin lipid sentesindeki 6nemi etiketieme cahsmalar ile
gosterilmistir. Diklorfenamid, asetazolamid veya etoksiazolamid gibi karbonik
anhidraz inhibizérleri enjekte edilmis kertenkeleye karbon-14 le etiketli asetat
verildifinde lipidlere asetat inkorperasyonunun oOnemli Olciide azaldifi ve
karboksilasyon reaksiyonlanna gerekli bikarbonatin saglanmas: igin karbonik

anhidrazin elzem oldugu sonucuna varilmstir (34). Karbonik anhidraz renal
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dokularda bol miktarda bulunur ve karbondioksidin hidrasyon-dehidrasyon

reaksiyoniarim katalizler (35).

Solunum olayinda karbonik anhidrazin muhtemel rolléri kapiler gecisg
sirasinda plazma pH dengesini hizlandirmak (36-39), alveoler-kapiler
membran boyunca karbondioksit degisimini yiikseltmek (40-42) ve fotal
akcigerde sv1 salgilanmasim yiikseltmektir (43).

Karbonik anhidrazin kuvvetli bir inhibitorii olan asetazolamid (ticari adi
ile Diamoks) gastrik ve duodenal dlseri olan kisilerin tedavisinde basar ile
kullanilir (44). Bu ilacin tedavi gicii asit salgilanmasimi inhibe etmesine ve

gastrik mikrosirkiilasyonu artrmasma baglanmaktadir (45).

Karbonik anhidraz inhibitSrleri insanlarda glaukoma tedavisinde kullamilir
(46). Smv1 akigimin azalmasi sonucu goz tansiyonunun diistiigii ve karbonik
anhidraz inhibitdrlerinin aqueous humore sodyum ve bikarbonat giris hizim

yavaslattiklan1 da gozlenmistir (47).

1.3. Katalitik Mekanizma

Karbonik anhidraz aktivitesi enzim iginde pK, s1 7 olan bir gruba bagh
olup enzimin bazik formu karbondioksit hidrasyonu, asidik formu ise bikarbonat

iyonunun dehidrasyonu igin gereklidir (12, 26, 48, 49).

Karbonik anhidraz hidrasyon ve dehidrasyon reaksiyonlari Michaelis - -
Menten kinetigine uyar. Karbondioksidin hidrosyonunun katalizinde K, pH’dan
bagimsiz k_,, ise pH’a sigmoidal olarak bagh olup bazik pH’da maksimum’a
ulagir (50). Aksine olarak, bikarbonat iyonunun dehidrasyonunun katalizinde

ise Km pH ile degigir, k_,, ise defismez (51).

Yedi civaninda pKj ya sahip iyonlagtirici gurubun bazik formunun ¢inko
atomuna koordine olmug bir hidroksit iyonu veya ¢inko atomuna dogrudan veya
dolayh baglanmig imidazol gibi bir bazik aminoasit yan zinciri oldugu tahmin
edilmektedir (26,52,53).

Insan karbonik anhidraz II enzimi ile karbondioksitin hidrasyonu igin
maksimum turnover sayisi ndtral pH’da 10% sn! olarak tesbit edilmistir (6).



1)

Buna kargithk hesaplamalar hidrasyon sirasinda su molekiillii veya hidroksit
iyonunun proton alicist olarak davranmasi veya dehidrasyon sirasmmda su
molekiilii veya H30+ iyonunun proton vericisi olarak davranmasiyla enzim ve
¢cOzgen arasindaki proton transferine ait pseudo first-order hiz sabitinin nétral
pH’da 10° -10* sn’! olmas: gerektigini gostermektedir (6,26,54). Bu yiizden

sudan daha iyi bir alici- verici sistemin varhfimn gerektigi diigiiniimektedir.

Proton transferi icin alternatif bir yol olarak tampon ¢@zeltinin sudan
daha iyi bir proton alicis1 ve fizyolojik pH da hidroksit iyonundan daha yiiksek
konsantrasyonda bulunmasi nedeniyle katalizde rol alabilecegi diistiniilmiistiir -
(54, 55). Karbonik anhidrazla katalizde tampon c¢dzelti etkileri aragtirilmig-
tr (56, 57, 58). Tampon konsantrasyonu 2azaltildikca karbondioksitin
hidrasyonu reaksiyonunun ilk hizinda azalma (59) ve karbondioksit ve su
arasindaki 180 degisiminde yine bir azalma (60) tesbit edilmistir. Karbondioksit
ve tampon ayri ayn substrat olarak kullanildifinda birbirine benzer pin-pon
makanizmast gosterdikleri aciklanmustir. Bu sonuc molekiiller arasi proton
transferinin karbondioksit ve bikarbonat iyonunun birbirine donilisimiinden

bagmmsiz olarak gerceklestigi izlemini vermektedir (59-61).

Karbondioksidin geri doniisiimlii hidrasyonu igin Sekil 1.3 de g@sterilen
su mekanizma 6nerilmistir (62-64). Once CO,, Zn®* yakinina baglanir. Sonra
Zn+2-bagh OH”in CO,’in karbonuna nuklefilik atafi sonucu CO, HCOj’a
doniigiir. Daha sonra Zn2+;bag11 HCO;’ni kendi icinde prbion transferi

*¥na baglamr ve bu Zn®* -bagh

olugur. Daha sonra bir molekil H,O Zn
H,0 iyonlasarak HCO3'mn serbest kalmasim saglar. Son olarak da Zn** -
bagh H,O H¥ iyonu bir proton transfer grubuna (HCA 1I icin His 64) oradan
tampona oradanda ¢Gzgene transferi gerceklesir. Son zamanlarda bu son
basamaktaki proton transferinin aktif merkezdeki diizenli iki su molekiilii
sayesinde gerceklestifi X-1gim cabsmalan ile gosterilmistir (64). Bununla
ilgili 6nerilen sema Sekil 1.4 de goriilmektedir. Bu 6nemli sonuglara varilmasi-
na yardimci olan daha 6nceki bulgular HCA II (23), BCA II (65), BC.NMR
(66) ve katalizin bilgisayar simulasyonu (67,68) 'éahgmalérl sonucu ele

gecmistir.
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Sekil 1.3. CO,’in geridéniigiimli hidrasyonu igin 6nerilen mekanizma.
(Referans 64’ten).
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X-gim gahsmalan sonucu (69) izoenzim II'nin kataliz mekanizmasinda '
bahsedilen proton dolanimi icin His 64’tn iyi bir aday oldugu ©nerilmektedir.
NMR ¢aligmalan bu histidinin pK_ ’simn 7,1 oldufunu gostermektedir (70).
Hidrojen iyonunun His 64’ten ¢dzgen ortamina transferinin bir dizi su kopriisii
aracithg: ile gerceklestigi ve reaksiyonun hizim belirleyen basamagin suyun
protolizi basamag oldugu samimaktadir (71). Karbonik anhidraz II enziminin
kristal yapisimin  aydinlatlmas: caliymalanni  sirasinda, enzimin  aktif
merkezindeki ¢inko ve His 64 arasindaki diizenli bir su molekiilii zincirinin

varhifinin saptanmas: bu tahmini gecerli kilmaktadir (72).

Bakir (II) ve cwva (II) nin His 64’ baglanmas: sonucu enzimin
karbondioksidi hidrasyon aktivitesinin inhibe olmasi nedeniyle His 64’in

aktivitedeki rolii agirhk kazanmstir (73).

Bu o6nerilen mekanizma site-direcied mutogenesis ile test edilmistir (74).
His 64’iin lizin, alanin, glutamik asit ve glutamin ile yer degistirmesi sonunda
enzimin CO, hidrasyon aktivitesinde pek az bir azalma gérilmustir. Bu sonug
His 64’in hidrasyon aktivitesi i¢in esas olmadif izlenimini vermektedir. Buna
kargiik aktif merkez bilegenleri iginde ¢inko koordineli-su veya hidroksit iyonu
karbonik anhidraz II'nin katalizledigi biitiin reaksiyonlar icin ¢cok dnemlidir.

1.4. Karbonik Anhidraz inhibitérleri

Bir degerlikli anyonlarin hemen hemen hepsi karbonik anhidrazi inhibe
ederler. Bu inhibisyon Meldrum ve Roughton (75) tarafindan fark edilmis ve
Roughton ve Booth (76) tarafindan sistematik olarak incelenmigtir. Bu
inhibisyonun anyonlarin enzime Zn®? iizerinden spesifik olarak baglanmasi
sonucu ortaya ¢iktifi sonucuna varilmistir. Inhibitér etkisi CN™ iyonu ile ¢ok
fazla iken F~ iyonu ile hemen hemen yok gibidir. Bu anyonlarin bir listesi ve
p-NPA hidroliz reaksiyonlarina ait inhibitér sabiti degerleri cizelge 1.4 de
verilmistir (77).

Bazi aromatik sulfonamidler hayvan ve bakteriyel karbonik anhidrazlamn

bzgiin ve etkin olarak inhibe ederler. Inhibisyon etkisi igin substitue olmamig
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Cizelge 1.4. Karbonik anhidrazi inhibe eden anyonlar ve p-NPA hidroliz
reaksiyonu igin 6lciilen inhibitér sabitleri. [pH 7,55; 25°C; Referans(77)]

 Inhibitr K, (M)
CN- 2,6x10°
SH- 1,1x10°°
CNO" 1,1x10°*
SCN- 5,9x10°
M= 5,9x10"
o - 8,7x10°°
Cl0, 1,6x1072
HCO; 2,6x10°2
HSO; 3,0x102
NO;y 4,8x10°2
Br’ 6,6x10°
OAC 8,5x10°2
cr - 1,9x107

F 12
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-SO,NH, grubu gerekli olup bu grubun metillenmesi veya asetilienmesi

durumunda inhibitdr etkisi biiyiik dlgiide diiser veya kaybolur (78).

Sullfonamid inhibitdrler karbonik anhidraziann fizyolojik fonksiyonlarinim
incelenmesi acgisindan ¢ok Gnemlidir. Sulfonamidlerden en c¢ok kullamlam
asetazolamid veya ticari adiyla Diamox olup glaukoma tedavisinde kul-
lamlmaktadir. Asetazolamidin enzime baglanmasi -SO,NH" grubu ile

N——N
| I

C C
cHacon” N5 NSOaNH;

Asetazolamid

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

gergeklesir. Titre edilebilir diger grup olan CH;CONH" grubunun enzime
baglanmada hemen hemen hi¢ rolii olmadigr saptanmigtir (79). Asetazolamid
diyalizle uzaklagtinldifinda enzim tiim aktivitesini geri kazanmaktadir (80). .
Bu olay enzim ve inhibitér arasinda hizh ve geri donlsiimli bir dengenin

kuruldugunu gostermektedir.

Sulfonamidlerin enzime kuvvetli baglanabilmesi icin molekiilde Za T veya
Co?* nin varhgimin gart oldugu gosterilmigtir (80). Apoenzim-veya diger

metalokarbonik anhidrazlar sulfonamidlere cok daha zaylfﬂ baglanirlar (81).

Sulfonamid inhibisyonu 6nemli baz: Ozellikler gosterir. Sulfonamidler
karbonik anhidrazin hem hidrasyon hem de hidroliz aktivitelerini inhibe ederler.
Sulfonamid-enzim kompleksinin X-15in1 analizleri inhibitériin ¢inko atomuna
veya ona ¢ok yakin bir bolgeye baglandifim gostermektedir. Etiketli
-asetazolamid kullanilarak inhibitoriin molekiile kuvvetli baglanabilmesi igin
metal iyonunun gerekli oldugu saptanmustir (81). X-151m verileri sulfonamid-
metal baglanmasimn diginda sulfonamid grubu ile enzimin aktif merkez

duvan arasinda bagka iligkilerin de miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Bir diger sulfonamid inhibitdr olan salamidin molekiile baglanmas: da

incelenmistir (82).
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Cl ﬁNHZ
HoNOLS SO;NH;
Salamid
(1-amino-2,4-disulfonamid -5- klorobenzen)

Bu inhibitér metal iyonuna baglanmasina ek olarak difer suifonamid grubu ile

His 64’le ve amino grubu ile de His 118 ile iligki kurar.

Armotik sulfonamidlerin karbonik anhidrazi inhibe etme potansiyelleri
sulfonamid grubu metal iyonuna baglamirken inhibitdr molekiiliiniin aromatik

kismimin da aym anda hidrofobik iliskilerle stabilize olmasina baglanmakta-

dir.

LS. Karbonik Anhidrazin Katalitik Cegitliligi

1960'larin ortalanina kadar karbonik anhidrazin en Onemli Ozelliginin
karbondioksidin geri doniglimlii hidrasyonuna karg: kesin 6zgiilligi olduguna
inamhyordu. Fakat, Pocker ve Meany (83-85) insan ve sifir karbonik
anhidrazlarinin asetaldehitin hidrasyonunu da katalizledifini saptadilar. Bu
gozlem, karbonik anhidrazin katalitik cesitlilifine bagka ornekler bulmak igin
bir dizi ¢ahgmanin baslamasma neden oldu. Cok gecmeden enzimin baz
aldehitlerin hidrasyonunu (86-88), 2,2-dihidroksipropiyonatm’ piruvat anyonuna
dehidrasyonunu (89) ve bir diziésterin hidrolizini (90-96) katalizledifi saptand.
Bazi aragtincilar da eritrosit karbonik anhidraz fonksiyonunun kinetik analizi
i¢in esteraz aktivitesini kullanmay tercih ettiler (97-102). Daha sonra Pocker ve
Watamori (103) tarafindan piridil asetatlarin ve Pocker ve Guilbert (104)
tarafindan piridilkarbonatlarin enzimle katalizlenmig hidrolizi eritrosit karbonik
anhidraz kullanilarak incelendi. Karbonik anhidrazin katalizledifi reaksiyon-

larin bir listesi cizelge 1.5°de verilmigtir.
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Cizelge 1.5. Karbonik Anhidraz’in katalizledifi reaksiyonlar.
1. Aldehitlerin geri doniigiimli hidrasyonu.

(APR - (ANR  OH
) \_/
C=0 + H,0= )

H/ tH OH

2. Aril karboksilat esterlerin hidrolizi.

R R
\C=O + H,O0—> \C-—O" + H* + ArOH
V%
ArO 0

3. Alkil anl ve dianl karbonat esterierin hidrolizi.

(Ar)RO\ (Ar)RO ,
C=0 + HO0— C—0O + H* + ArOH

ArO 0/

(Ar)ROH + CO; + ArOH

4. Alkil piruvat esterlerin hidrolizi.

R R
. \C:O >(=0
R o—c/ o=C
A\ \o_
O

-H,0 1{[ +H,0 | + H0— |-H0 ,lL +H;0 +H* +R'OH

R\C/OH R\C/OH
RO—C/ \OH O=C/ \OH
N N
le) O
i L L :

5. Karbobenzoksi kloririin hidrolizi.

/N ~
— _ \ /N

C=0 + H,O0— CH;OH+H* +COy+ CI™

Ci
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Cizelge 1.5 (devam)

6. 3h-1,2 benzoksatiol-2,2-dioksitlerin,

ON i ON L
\@:502 IS Y \©(\503 + HY
O OH

ve aril alkansulfonat esterlerin hidrolizi.

O R
e O, R
\S\\- + H,0 > ‘\S\\‘-\

. : + H* + ArOH
O/ \OAI’ O/ \ =

7. Sulfonil klortirlerin hidrolizi.
(Ar)RSOZCI + H20 —_— (Ar)RSOB— + 2HY + CF

8. 1-Floro-2,4-dinitrobenzenin hidrolizi

OZN‘QF + Hy0 —> OzN—Q—o- + 2H* +F

NGO, NO

9. Fenil-N-metil asetimidatin hidrolizi

Me g M{
,C=NHMe + H0—> C—NHMe + CgHsOH + H*
Colist’ o7

10. Dialkil monoaril fosfat triesterlerin hidrolizi.

ArO OR

\ \\\\\ i O\\ \\\\\OR
/P\ : + HaO —— /P + H* + ArOH
0] OR’ e \OR'
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Bu reaksiyonlann hepsi CO, in enzimatik hidrasyonuna benzer sekilde .
sulfonamidlerle biiyiik &lciide inhibe olurlar. Anyon inhibisyonu da CO,’

inkinden daha az etkin olmak iizere mevcuttur.

1.6. Siyanojen Kimyas:

Siyanojen, (etandinitril, N=C -C=N) cevrede yaygin olarak bulunan bir
kirleticidir. Azotlu bilesiklerin yanmas: ile odaya ¢ikar ve sigara dumaninin
da bir bilesenidir. Oda sicakhifinda cok zehirli bir gaz olan siyanojenin
organik reaksiyonlardaki yiiksek reaktivitesi oldukga iyi bilinmektedir (105). Bu
kiiciik molekiiliin biyolojik molekiillerle olan reaktivitesi pek incelenmemis
olmakla beraber siyanojenin pre-biotik diinyada kondensasyon ajam olarak
bulundugu tahmin edilmektedir (106). Bu molekiiliin fosfat ve ribozun (107),
fosfat ve glukozun (108), fosfat ve nukleosidin (109) ve purin nciillerinin (110)

kondensasyonunu etkileyebilecegi diigiiniilmektedir.

Siyanojenin sadece molekiil i¢i kondensasyonu sagladifn (111)
molikiillerarasi kondensasyonu ise etkilemedigi rapor edilmistir. Bazi model
bilesiklerde (111), karbonik anhidraz enziminde (112,113) beta-laktamaz I ve
tavuk yumurta aki lizoziminde (1l4) ve hemoglobin gibi bazi proteinlerde
(114,115) siyanojen tarafindan olusturulan amid baglanmin varh@ kanitlanmig-

tir.

Alfa-amino asitler bircok deney kosullarinda siyanojen ile muamele
edilmis ve 0-25 °C de giinler siiren ¢ok yavag modifikasyon gézlenmistir (114).
Buna kargihk aym: sicakhiklarda siyanojenle muamele edilen proteinler ¢ok
kisa bir siire icinde modifiye olurlar (112,116,117). Bu bulgular, proteinlerde
olup amino asitlerde olmayan bazi yapisal Ozelliklerin kondensasyon
reaksiyonunu miimkiin kildifim akla getirmistir. Bunun iizerine, bir tuz
kGpriisii (salt bridge) kuracak kadar birbirine yakin olan kargit yiiklii gruplar
arasmdaki iligkilerin, siyanojenin proteinlerle olan reaksiyonunu hizlandirdig

One siirilmustir (116).

Pro-pro dipeptidi kullamlarak siyanojen ile siklizasyon reaksiyonunun

¢ozgene bagimhhf aragtinimistir. Bu dipeptid hem suda hem de organik



cozgenlerde cOziintir ve cgesitli ¢Ozgenlerle iliskisi iyi tammlanmustir (117).
Pro-pro, metanol/dimetilsulfoksid (25:75) ¢ozgeni iginde siyanojenle muamele -
edilip reaksiyon iiriinleri kiitle spektroskopisi ile karakterize edildiginde prolil-
prolindiketopiperazin olustugu saptanmustir (114). Sonuglar, pro-prbdiketopipe-
razin standart kullanilarak NMR ile de desteklenmistir. Bu bulgu siyanojenin
amid bag olusturdugu konusundaki ilk delildir. Leu-leu, ala-phe, lev-gly-phe,
gibi model bilesiklerin de siyanojen varhfinda kolayca halka olugturdugu buna
kargiik w-fonksiyonel grubu olmayan amino asitlerin halka olusturmadign
saptanmugtir (114). »
Siyanojenin aym zamanda agcil-guanidino bilesiklerinin halka olusturmasi-
~na da aracihk ettifi de saptanmugtir (Day, s6zlii goriisme). . Siyanojenin -
aminoasit yan zincirleri ile olusturduu Onerilen reaksiyonlar Sekil 1.5 de

gosterilmistir.

Siyanojenin di-asitlerle reaksiyonu sonucunda bu bilesiklerin birka¢ dakika
icinde kolayca anhidritlerine doniistigi gorilmistir (Day, sozli goriisme).
Diasit modelinin segilmesi ve anhidrit olusumunun gozlenmesi proteinlerde
siyanojenle karboksil-karboksilat iligkilerinin aydinlatilmas: i¢in bir 6n c¢ahgma

olarak diigiinilmiistir.

Pro-pro dipeptidinin siyanojenle indﬁklenmi§ kondensasyon reaksiyonunun
polar olmayan ¢ozgenlerde daha hizh yiiriidiigi saptanmgtir. Bu model ile
gbzlenen siyanojen reaksiyonunun solvente bagimlihg: reaktifin birbirine
uygun uzakiikta ve daha hidrofobik bolgelerde yerlesmis olan karboksi ve
amino gruplarimn kondensasyonunu sagladifim ima eder (1I6). Siyanojen,
proteinlerle reaksiyonu g6z Oniine ahndifinda ¢Ozgenin hidrofobikligi

proteinlerin i¢ kismuyla Ozdeglestirilebilir.

Proteinlerde siyanojen tarafindan olusturulan reaksiyonlarin Onemi
sudur: 1. Proteinlerdeki fonksiyonel gruplar arasindaki yakinh@ tayin etmek
amaciyla olusturulan capraz baglanma (cross-linking) reaksiyonlarnn calisilan
sistemin Ozelliklerini degistiren molekiillerin kullanimm gerektirebilir. Simdiye
kadar yapilan c¢apraz-baflama cahsmalarinda protein iginde siyanojene

rastlanmadifindan bu molekiil, proteine baglanmadan bu isi bagarabilen yeni
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o GRS s
£ 3 /NH2 + 00—
Asit veya
nukleofiller
2. Kararsiz amid C)N, g
bagx olu§umu }{Is—im* + _OZC— —;___—‘; N\ N—
' Asit veya
nuklecfiller
_/NH,
3. Acil guanidino 7 C,N NH O
b ] —NH=C + + O e o (H—C Y
a1 olusumu \\ yC— ——— —NH—-C—NHC
\
g Asit veya
“NH, v
nukleofiller

Sekil 1.5. Siyanojenin aminoasit yan zincirleri ile 6ngériilen reaksiyonlar:

bir reaktif olabilir. 2. Proteinlerde iyon ciftlerinin yerini tayin etmede kullanilan
X-1gmn1 kristolografisi teknigi baz proteinlerin kristalini elde etmedeki zorluk
ve bu ¢ahsmanin gerektirdifi uvzun zaman nedeniyle her proteine uygulan-
mamugtir. Kiigiik organik molekiillerle, aminoasitlerle, peptid ve proteinlerle
olan reaksiyonlann siyanojenin uygun uzakbktaki karsit yiikli gruplarla
reaksiyon verdigini gostermektedir ki bu da siyanojenin proteinlerdeki iyon
giftlerinin yerlerini belirtmede kﬁllamlabilecegini disilindiiriir. 3. Siyanojenin
biyolojik 6nemi olan molekiillerle reaksiyonlan heniiz bilinmemektedir. Protein
ve enzimlerle yapilan siyanojen cahgmalarmin bu bilesigin in ﬁvo etkileri

tizerine 151k tutabilecedi umulmaktadir.

Yakin zamanlarda bazi karbonik anhidrazlarin siyanojenle muamelesi
sonucu hidrataz ve esteraz aktivitelerinin farklh olarak inhibe oldufu sap-
tanmugtir (113,119). Sigir karbonik anhidraz 11, insan karbonik anhidraz I,

képek karbonik 2nhidraz ve tavgan karbonik anhidrazin hidrataz aktivitelerinin
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siraswyla yiizde 0, 80, 71, 0; esteraz aktivelerinin ise yiizde 97, 55, 48 ve O
inhibisyona ugradig: bildirilmigtir (113).

Sigir  karbonik anhidraz II'min inhibisyonu sirasinda inhibit6riin
kendisinin proteine inkorpore olmadifi kaybedilmigtir (112). Inhibitériin
enzimdeki bir glutamik asidin gama-COOH grubu ile bir histidinin imidazol
grubu arasinda molekiil i¢i bir ¢apraz baglanmaya neden oldugu bildirilmistir.
Siyanojenle muamele edildikten sonra amino asit analizi yapilan proteinde bir
glutamik asit ve bir histidin birimi eksik goriilmiistiir. Histidinin rolii NMR ile,
glutamik asidin rolu ise modifiye birimin 2,4-diaminobutirik aside doniistiiriiliip .

sonra aminoasit analizi ile tayini sonucu ortaya cikanlmstir.

Sigir karbonik anhidraz I'nin siyanojenle modifikasyonunu inceleyen bir
bagka calijmada ise olustufu kabul edilen baga radyoaktif etiketli nukleofil
baglanarak etiketli molekiil ile bu baglarin proteinin primer yapisindaki yerleri
tespit edilmeye cahsimustir (117). Bu calisjmanin sonucunda prote-inin g
bdlgesinde baglanma tespit edilmig ve bu bdlgelerin ikisinin aktif merkeze ait

aminoasitleri i¢cerdigi saptanmugtir.

Bu tezin amaci ise sifir karbonik anhidraz II enziminin siyanojenle
muameleden sonra bazi ‘“anormal" substratlarna karst davramiginin
incelenmesi ve eger varsa bu davranig degisiklifine neden olan modifikasyonun
aydinlatilmasi olarak saptanmugtir. Proteinlerin primer yapisinda siyanojenle
reaksiyona giren amino asitin veya amino asitlerin yerinin ve kimliginin
Saptanmasx siyanojenin biyolojik molekiiller izerindeki etkisinin mekaniz-

masmn anlagilmas: agisindan 6nemlidir. ™
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2. DENEYSEL BOLUM
2.1. Bazi Substratlarin Sentezi

2.1.1. Materyal

2-Hidroksipiridin, 3-hidroksipiridin, 4-hidroksipiridin, metilklorokarbonat
Sigma’dan; salisil alkol Aldrich’ten; asetonitril (HPLC kalite), aseton, NaOH,
dietileter, HNO3, H,SO;, CaCO;, CH,CL, POCI;, Fischer’den; NaHSO4
Matheson Coleman and Bell Conpany’den; N,, Wright Brothers Inc. den temin
edildi. '

Kullanilan Rotavapor Buchler-Instruments; TLC tabakalar (Floresans
indikatorlii 13181 Silikajel) Kodak’tan temin edilmisti. Act-1 Polimerik LC C-

18 kolon Interaction Chem-Inc iiriintiydii.

2.1.2. Metodlar.

Metil piridil karbonatlar Pocker ve Guilbert (104) yontemine gore sekil
2.1 deki reaksiyonlar uyarinca, 2-hidroksi-5-nitro- a -toluensulfonikasit salton
Kaiser ve Lo'ya (102) gore sekil 2.2 deki reaksiyon uyarinca sentezlendi.

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

4,75 g. 2-hidroksipiridin ¢ok az suda gézﬁlerek aktif komiir ile renksiz .
sv1 edilinceye kadar muamele edildi. Bu ¢Ozeliiye ¢ok az suda ¢Oziiimiis 2
esdeger miktar NaOH cozeltisi kanistinlarak eklendi ve olusan c¢okelek ¢ok
az su ile yikanarak siizildi ve valéumiii kurutucuda bir gece kurutuldu. Bu
cokelegin dietil eterdeki kangimma 1,5 esdeger miktar metilkloroformat
(MCC) N, altinda ve devamh kangtinlarak eklendi. Reaksiyon karigimi
0°C de 1 saat kangtinldiktan sonra siiziildii. Siiziintiideki MCC ve eter
rotavapor yardmi ile oda sicakbfinda uzaklastinldi. Kalnti, kisa boyunlu
bir mini distilasyon diizenegi ile vakumda distillendi. Distilat aym1 kaynama
noktasina sahip bir safsizhk icerdigi icin daha ﬂe}i saflastinlmaya tabi
tutuldu. Eterde ¢oziilen distilat doygun NaCl ¢ézeltisi ile eter fraksiyonu
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M2PC

| + NaOH ——s @
7 N

N~ “OH ONa
2-Hidroksipiridin Sodyum 2-hidroksipiridin
0
N il AN 0]
o + CH3—0—C—Cl — |l a1
N” “ONa , : N N o—C—0—CH;
Metil kloroformat M2PC
M3PC
i
o)
oM T A\ O—C—OCH;
» + CH3—0—C—Cl —> @/
/
N N
3-Hidroksipiridin M3PC
M4PC
OH ONa
AN
o +NaOH —» B
7
N N
' 4-Hidroksipiridin ' Sodyum 4-hidroksipiridin
o
’ li
A I
[ + CHs—0—C—Cl — [|
~
N
M4PC

Sekil 2.1. Metil piridil karbonatlarin sentezi
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CH,OH CH,S0O,0Na
©[ + NaHSO3 —— @
OH OH

2-hidroksibenzil alkol sodyum-o-hidroksi-a-
toluen sulfonat

POCI;
NO> C!;lz H5S0, C"\12
02 oy &
o FNMg o

o-hidroksi- a-toluen
suh‘onikasit salion

Sekil 2.2. HNTSA'nmn sentezi
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300 nm’de sabit absorbans gosterinceye kadar ekstrakte edildi. Ul_'ﬁnﬁn hidrolizini
engellemek igin eter fraksiyonu hizla Na,SO, kolonundan gegirildi. Cozelti 100
°Cye sofutularak kurutuldu. Eter faz 20°C de rotavaporde uzaklastirildi.
Kalinti vakum distilasyonu ile Nz altinda distillenerek iirin elde edildi.
Kimyasal yap: IR, MS, UV ve NMR ile tayin edildi.

M?2PC, hidrolize diger iki izomerden daha yatkin olmasi nedeniyle, cabuk
bozulan bir madde oldugundan substrat olarak kullamlmadan 6nce HPLC ile
saflagtirmaya tabi tutuldu. Polimerik C-18 kolondan asetonitril ¢dzgeni ile

gecirilerek saflagtinldiktan sonra kullaniid.

2.1.4. Metil 3-piridil karbonatin (M3PC) sentezi.

4.75 g. 3-hidroksipiridin tartilarak muhtemel nemi uzaklagtirmak icin

vakumlu kurutucuda bir gece bekletildi.

Kuru 3-hidroksipiridin 250 mL’lik ti¢ boyunlu yuvarlak balona alinarak 1 -
saat N, akuminda tutuldu. Bir saatin sonunda N, akimm durdurularak 125 ml -
kurutulmus asetonitril, devamh kanstinlarak yavas yavas eklendi. Cikan
HCTi tutmak igin 5 egdefer miktar (12,5 g) CaCO; eklendi. 1,5 egdeger miktar
(5,85 mL) metil klorokarbonat devamh kanstirilarak damla damla eklendi.
Reaksiyonun gidisi zaman zaman alinan 6rneklerle TLC tabakalarinda aseton
¢bzgeni kullamlarak incelendi. Ug saat sonunda kangim bir cam siizgegten
stiziildii. Filtrat bir rotavapor yardmm ile buharlagtinilarak (36-38°C) ele
gecen kahverengi yafimsi madde mini distilasyon kolonu kullanilarak vakumda
distilendi. Uriin, toplama kabinda beyaz kristaller olarak elde edildi. Erime
noktas1 33°C olarak olgiildi. Kimyasal yapt IR, NMR ve MS ile saptand..
Beyaz kristaller neme olan duyarliklart nedeniyle desikatbre yerlestirilerek

buzdolabmda saklandi.

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

4,75 g. 4-hidroksipiridin ¢ok az suda ¢ozillerek renksiz ¢ozelti elde

edilinceye kadar aktif komir ile muamele edildi. Bu ¢ézeltiye iki esdeger
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miktar ¢ok az suda ¢ozilmily NaOH ilave edildi. Olusan ¢okelek siiziilerek
az miktar su ile yikand: ve vakum desikatSrde bir gece kurumaya birakild.
Kuru cokelege 1,5 egdeger miktar MCC azot altinda kangtinlarak yavag
yavas eklendi. Reaksiyon kangmu 4 saat 0°C de azot altinda devamli
kanstinidi. Daha sonra reaksiyon kangimu siizillerek siiziinti 25°C de

rotavaporde buharlastinidi.

Ham iiriin minimum miktar asetonitrilde ¢dziilerek -45°C de asetonitril/-
kurubuz banyosunda yeniden kristallendirildi. Kristal diriin vakum desikatdriinde
kurvtularak kuru atmosferde buzdolabinda saklandi. Kimyasal yap1 IR, NMR,
UV ve MS ile saptandi.

2.1.6. 2-Hidroksi-5-niiro- a -toluensulfonikasit salton’'nn (HNTSA) sentezi.

2,46 g 0-hidroksi-benzil alkol (salisil alkol) ile 2,05 g sodyum bisiilfit 45
mL suda cozillerek 8 saat geri sofutucu altinda kaynatildi. Suyun biiylik
kismu distilasyon ile, geri kalan kismu ise rotavaporde uzaklastirildi Beyaz
kahnti vakumiu kurutucuda kurutuldu. Ele gegen kati, Sokslet cihazinda
etanol ile devamh ekstrakte edilerek beyaz kristaller halinde sodyum o-hidroksi

- o -toluensulfonat elde edildi.

3,1 g sodyum o-hidroksi- e -toluensulfonata 15,26 mL. POCI; eklenerek
reaksiyon kangmi 125°C ye wsitildi. Kangm 125 °C de geri sogutucu
altinda HCI buharlan iyice uzaklagmcaya kadar kaynatﬂdl.. Kaynatmaya bir
saat devam edildi. POCly’tin fazlasi distilasyonla uzaklagtinilarak krem renkli
kalint1 sogutuldu. Soguyan, kati toz haline getirilerek 50 mL buzlu suya
aktanldi. Beyazlasan kati buzlu su ile 4 saat temasta birakildiktan sonra
siizlildii; soguk suyla yikanip, kurutuldu ve etanolden kristallendirildi. Olugan

o-hidroksi- a -toluensulfonikasit saltonun erime noktasi 87,1°C olarak saptandi.

o-hidroksi- a -toluensulfonikasit saltonun 2,4 g1 20 mL derisik H,SO,
de ¢oziildii ve ¢dzelti su banyosunda sofutuldu. Bu ¢bzeltiye 1,07 mL % 70.3
lik HNO; 15 dakikada devamh kangtirilarak ilave edildi. Olugan uguk sari
¢ozelti buz banyosunda 10 dakika bekletildi. Cozeltiye daha fazla cozelek elde
edilmeyinceye kadar kii¢lik buz pargalan eklendi. Olusan ucuk sar1 cokelek



30

hazirlanarak hemen kullamidi.

Hazirlanan bu siyanojen stok c¢Ozeltisinin derigimi agafida aciklandigi

gibi belirlendi:

Siyanojen, bazik ortamda kantitatif olarak siyaniir ve siyanata hidrolizlenir.

C,N, + 20H == CN + CNO" + H,0

Siyaniir derigimi, siyanir iyon segici elektrodu (Orion Research) ile
potansiyometrik olarak tayin edildi. Bir Ag/AgCl (Orion Research) elektrodu
referans olarak kullanmildi. Elektrotlar standart KCN c¢ozeltisi ile 6nce kalibre
edildi. Bunun igin 0,65 g kuru KCN bir litrelik _balonjpjedé bxf kisim su iginde
¢Ozildi. Buna 10 mL iyonik giddet ayarlayicr (10 M NaOH) katild: ve ¢ozelti
1 hireye tamamlandi. Bu c¢6zelti yardimiyla 103, 104 10° M siyantr
¢ozeltileri hazirlandi. Bu standart ¢Ozeltiler plastik siselerde saklanarak her

hafta taze olarak hazirlandi.

Standart c¢ozeltilerin 100 mL’sine 1 mL iyonik siddet ayarlayicisi
eklenerek potansiyometrede degerleri okundu ve bu degerlerle standart
kalibrasyon grafigi elde edildi. Sekil 2.3 de standart kalibrasyon grafigi

goriilmektedir.

Hazirlanan siyanojen stok ¢ozeltisinden 50 ve 100 mL lik kisimlar 100
mL suya 1 mL 10 M NaOH c¢dzeltisi ile birlikte eklendi. Bu yiiksek pH
ortaminda siyanojenin tamamen siyaniir ve siyanata hidroliz olmas: saglandik-
tan sonra bu ¢Ozeltilerin de mV deerleri pH metreden okundu. Eldeki standart
kalibrasyon grafiginden bu deferlere kargt gelen CN° derisimleri okunarak
siyanojen ¢Ozeltisinin derisimi hesaplandr. Standart ve bilinmeyen CN°

derigimleri ve okunan mV degerleri asagida verilmistir:

Standart(M) mV
1073 -199
1074 - . - =134
10 -76
50 pL bilinmeyen -126

160 pL bilinmeyen -148
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Sekil 2.3. C,N, derigimi tayini icin standart kalibrasyon grafigi.
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Bu sonuglara gore 1 mL pH’si 4e¢ ayarh suda 40 mL siyanojen gazi
coziilerek elde edilen siyanojen stok c¢oOzeltisinin derisimi 0,19 M olarak
saptandi. Bu sonug daha oOnce rapor edilen (105) C,N, gazinin ¢Oziiniirlik

degerleriyle uyum icindedir.

2.2.4. Enzimin CZN-2 ile muamelesi

5 mg BCA II 300 mL suda coziilerek enzimin stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu ¢ozelti 4°C de buzdolabinda bozulmadan giinlerce saklanabilir. Stok
¢ozeltinin derigimi 280 nm’deki absorbansi ﬁlgﬁlcrek ve molar absorbans degeri
€=54 000 cm™ M kullanilarak saptandi.

Bir mililitrelik reaksiyon gisesine hazirlanan enzim stok ¢Ozeltisinden ve
siyanojen stok ¢Ozeltisinden hesaplanan miktarlar bir mikropipet yardim ile
aktanld: ve pH’s: 4 olan su ile seyreltme yapilarak enzim derigimi 5,0X10°°
M, C,N, derigimi ise 5,0x102 M olacak sekilde ayarlandi. Reaksiyon sisesinin
agz1 kapatilarak karanhkta ve oda sicakhfinda 2 saat bekletildi. Iki saat
sonunda ¢oOzelti yiizeyinden azot akimu gegirilerek icindeki siyanojen
uzaklastirildi. Aymi hacimdeki tagka bir reaksiyon sisesinde siyanojen haric
diger biitlin iglemler tekrarlanarak bir de BCA II kontrol ¢6zeltisi hazirlandi.
Kontrol ve siyanojenle muamele edilmis BCA II ¢ozeltileri daha sonra istenilen

oranda ve istenilen tampon ¢ozelti ile seyreltilerek deneylerde kullanildi.

2.3. p-Nitrofenilasetat (p-NPA) Esterinin C,N, ile Muamele Edilmis BCA II
ile Hidrolizi

2.3.1. Materyal

p-NPA, HEPES, asetazolamid, Aldrich’ten; asetonitril Fisher’den; C,N,
Matheson’den temin edildi. Spektrofotometrik Olciimler Perkin Elmer Model
Lambda 4B UV-VIS Spektrofotometre ile alndi. Diger reaktif ve ¢ozgenler
daha Once belirtilmigti.
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2.3.2. Metod
p-NPA hidrolizine ait deneyler Pocker ve Stone’a (92) gdre yapildi. C,N,

ile muamele edilmig ve edilmemis BCA II enziminin esteraz aktivitesi p-NPA

substrati kullanilarak incelendi.

BCA 11 p-NPA esterini asafida reaksiyon uyarinca p-nitrofenole hidroliz

eder.

O : 0)
I

I
0N~ )—0—C—ChHs +H0—= 0N~ D—OH+ HO—C —CHs

p-NPA’tin protonsuz hali 400 nm’de kuvvetli absorbans yapar. Bu ester
Slciilebilir hizlarla hidroliz olmas: nedeniyle sabit pH’'da hassas spektrofotomet-
rik tayine imkan verdigi icin BCA II enziminin aktivite tayinlerinde standart

olarak kullanilir.

233. C,)N, ile muamele edilmig BCA II enziminin p-NPA esteraz aktivitesinin

incelenmesi

Siyanojenle muamele edilmig enzim 50 mM HEPES (pH=7.2) tampon
¢ozeltisi ile seyreltilerek derigimi 1,6x10° M2 éya’r]andx. p-NPA stok cozeltisi
asetonitril ile hazirlandi. p-NPA stok ¢ozeltisinin derigimi belirli miktar ester
pH 10°'da hidroliz edilip 400 nm’'de absorbans: digiilerek ve e=18 400 cm™
M kullanilarak 1,i25x102 M olarak saptandi.

5 pL substrat ¢ozeltisi kuvartz UV kiivetine 6nceden konmusg 1,25 mL
enzim ¢Ozeltisine eklendi. Kiivet parafilm ile kapatilarak acele ile ii¢ kez alt {ist
edildikten sonra aletin 6lgme kompartmanina yerlestirilerek 40 dakika boyunca
her 2 dakikada 400 nm’deki absorbans kaydedilerek iriin olusumu izlendi.

b
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Olgmeler srasinda spektrofotometrenin igme kompartmanmdan bir
termostator vasitasi ile devamh su gegirilerek temperatiir 25 + 0.1 °C de sabit

tutuldu.

Olgmeler siyanojenle muamele edilmis ve kontrol enzim ¢ozeltileri igin
tekrarlandi. Her deney en az ii¢ kez tekrarlanarak Olglimlerin ortalamasi

alinds.

Deney aym sartlarda pH 7,2 HEPES tampon ¢ozeltisi ile ortamda enzim
olmaksizin tekrarlanarak tampon ¢Ozeltisinin hidroliz olaymna katkis: saptand:
ve bu degerler enzimle alinan Olciimlerden cikarilarak gercek enzim aktivitesi

saptandi.

Siyanojenle muamele edilmis enzimin p-NPA esteraz aktivitesinin % 79

inhibe oldugu hesaplandi.

Kontrol ve siyanojenle muamele edilmis enzim ve sadece tampon ¢Ozelti
ile hidroliz reaksiyonlarina ait tipik bir deney sonucu sekil 2.4’de goriilmekte-
dir.

2.3.4 BCA 11 ile katalizlenen p-NPA hidroliz reaksiyonunun asetazolamid ile
inhibisyonu

BCA 1I enziminin inhibitérii olan asetazolamidin p-NPA hidrolizini inhibe
ettii rapor edilmektedir (93). Asetazolamid aktif merkezin bir titranti gibi
davranir ve 1/1 oramndaki inhibitdr % 100 e yakin inhibisyona neden olur.
Asetazolamid inhibisyonu enzimin aktivitesinin dedeksiyonu icin bir arag olarak
kullamlmaktadir. Bu durumun satn alman enzim igin de gecerli olup

olmadigimin kontroli icin farkli inhibitGr derigimleri ile inhibisyon olctildii.

Deney icin uygun miktarda asetazolamid iceren 2,6 mL pH 7,2 HEPES
tampon ¢ozeltisine 0,09 mL BCA 1I stok cozeltisi eklendi. Daha sonra 0,3 mL
p-NPA stok c¢ozeltisi eklenerek hidroliz baglatildi ve kangimdaki absorbans
degisimi 400 nm’de izlendi. Kiivetteki enzim deﬁ§i1;1i 1,6x10°% M; substrat
derigimi ise 4,5x105 M olarak hesaplandi. Absorbans 40 dakika boyunca her

2 dakikada bir &lgiilerek driin olusumu izlendi. Sonuglar geriye kalan aktiviteye
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Sekil 2.4. BCA 11, CBCA 1I ve HEPES’in p-NPA hidroliz aktivitesi.
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kargi [Asetazolamid]/[BCA 1I] olarak degeriendirildi. Bu degerlendirme gekil
2.5’de goriilmektedir.

2.3.5. Farkli substrat derigimleri kullanilarak BCA IPnin C,N, ile inhibisyo-

nunun tayini.

Bolim 2.3.3’de agiklanan inhibisyon tayin deneyleri farkli p-NPA

derigimleri kullanilarak tekrarlandi.

Bunun igin, 1,2510% M, 5,3x102 M, 1,0x120 M ve 1,5x10"1 M p-NPA stok
gOzeltileri asetonitril ¢ozgeninde hazirlandi. Bu ¢Gzeltilerin 5 mL’leri bolim
2.3.3 de anlatildi: sekilde enzim ¢Ozeltisine eklenerek 400 nm’de absorbans

egisimi izlendi. Kiivetteki son enzim derigimi 1,6x10°® M; son substrat
derisimleri ise sirasiyla 4,80.3(1()'5 M, 1,94x10'4 M, 3,80){10"4 M ve 5,81);10'4 M

olarak hesaplandi.

Farkh substrat derigimleri ile elde edilen inhibisyon dederleri c¢izelge 2.1

de verilmistir.

Cizelge 2.1. C,N, ile muamele edilmis BCA II enziminin aktivitesinde
farkli p-NPA derisimleri ile gbzlenen inhibisyon degerleri.

[p-NPA] (M) % inhibisyon
4.80x10°° 79
1.94x10% ‘ 77
3.80x10™ 79
5.81x10™ : 77

23.6. Farklh C,N, derisimlerinin BCA IPnin p-NPA hidroliz aktivitesinin
inhibisyonuna etkisi.
Enzim inhibisyonunun farkh C,N, derisimlerine gére degisimi izlendi.
Enzim, boliim 2.2.’de bahsedilen sekilde C,N, ile muamele edildi. Ancak
muamele sirasindaki C,N, ‘derigimi her seferinde degistirilerek 0, 1,0x107%,

5,0x102, 1,010 M degerlerine ayarlandi. Kullamlan C,N, derigimlerine gore

hesaplanan inhibisyon degerleri cizelge 2.2’de gOsterilmistir.
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Sekil 2.5. BCA II'nin asetazolamid ile inhibisyonu.
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Cizelge 2.2. Farkh C,N, derigimleri kullanilarak muamele edilen BCA
II enziminin p-NPA hidroliz ai(tivitesinde gozlenen inhibisyon degerleri.

[C2N2] (M) % Inhibisyon
0 - 0
1.0x1072 66
5.0x1072 78
1.0x10™" 80

23.7. BCA II enziminin p-NPA hidroliz aktivitesinin C,N, ile inhibisyonuna

muamele stiresinin etkisi.
BCA I enziminin C,N, ile modifikasyonu zamana gore incelendi.

5,0x10° M BCA II ¢ozeltisi 5,0x10% M C,N, ile 5, 15, 25, 90 ve 120
dakika muamele edildi. Bu enzim c¢dzeltileri istenilen oranda pH 7,2 HEPES
tamponu ile seyreltilerek p-NPA hidroliz aktiviteleri incelendi. Deneyler
sirasinda enzim derisimi 1,6x10® M; substrat derigimi ise 4,5x10° Mdi.

Belirtilen stireler sonunda enzim ¢dzelkileri hi¢ vakit kaybedilmeden kullamildi.

Her muamele siiresi sonunda elde edilen aktivite degerleri dikkate
alinarak % inhibisyon degerleri hesaplandi. Bu sonuclar c¢izelge 2.3’de
gosterilmistir.

Cizelge 2.3. C,N, ile muamele siiresine bagh olarak BCA II enziminin
p-NPA hidroliz aktivitesinde gozlenen inhibisyon.

t (dak) % _Inhibisyon
0 0
5 48
15 68
25 73
90 79

120 , 79
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2.3.8. C,N, ile muamele edilmis BCA II ile katalizlenen p-NPA hidroliz

reaksiyonun kinetik parametrelerinin tayini.

Kinetik parametrelerin tayini igin Lineweaver-Burk grafiginden ya’far-

laniida.

Bunun icin 6 farkli substrat derisiminde cahsilmasi planlandi. 1 mL
enzim ¢ozeltisine asetonitril icindeki p-NPA stok ¢ozeltisinden sirasiyla 10, 20,
30, 40, 50, 100 pL eklenerek her seferinde iiriin olusumu 400 nm’deki
absorbans degisiminden izlenerek farkh substrat derisimlerinde reaksiyon ilk
hizlan saptandi. Reaksiyon sirasinda enzim derigimi 2,10x10® M; substrat
derigimleri ise smrasyla 1,3x10°5, 2,6x10°, 3,9x10°%, 5,2x10°5, 6,5x10°%, 1,3x10™
M olarak hesaplandl; Saptanan ilk hizlarla substrat derigim degerleri
kullamilarak cizilen Lineweaver-Burk grafikleri sekil 2.6 ve 2.7’de goriilmekte-
dir.

Bu grafiklerden yararlanarak bulunan K ve V_ .  deferleri asafida

belirtilmigtir.

K_(M) V_. (M/dak
BCA II 9,44x10°° 1,01x107*
CBCA Il 1,06x10°* 3,68x10°7

2.4. Metil Piridil Karbonatlarin C,N, ile Muamele Edilmi§ BCA II Enzimi ile
Hidrolizi.
+ 2.4.1. Materyal

Metil 2-piridil karbonat (M2PC), metil 3-pridil karbonat (M3PC), metil 4-
piridil karbonat (M4PC) boliim 2.1’de anlatildifi sekilde sentez edildi. Diger
reaktif ve aletler daha Once belirtilmigti.

2.4.2 Metod

Metil piridil karbonatlarin BCA 1II ile hidrolizi reaksiyonlarina iligkin
deneyler Pocker ve Guilbert (104,120) referans alinarak planlandi. Substitue
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olmamug piridil karbonatlar divalent metal iyonlan ile iliski kurabilirler. Bu
6zellik bu molekiillerin bir ¢inko metaloenzimi olan karbonik anhidraz igin

uygun substrat olmasin: saglar. /

Sigir karbonik anhidraz enzfmi karbonik asidin diesterlerinin hidrolizi igin
oldukga etkin bir katalizordiir. Mikromolar siir karbonik anhidraz derigimleri -
2- ve 3- metil piridil karbonatiann hidroliz hizim tampon hizina goére 10 .
kattan daha fazla artinrken, metil 4-piridil karbonatin hidroliz hizin:

eikilemez.

Enzimin, C,N, ile muameleden sonra estere karst davramgmda bir
farklanma olup olmadifinin saptanmasi amactyla bu c¢ahgmada M4PC de

baslangicta deney kapsaminda diigiiniilmiistiir.

Deney, uygun derisimdeki enzim ¢ozeltisine hesaplanan miktarda esterin
asetonitrildeki ¢Ozeltisi eklenerek absorbans degisiminin izlenmesi ile gergekles-
tirildi. M2PC esterinin hidrolizi 294 nm’de 2-piridon absorbansimn artmasi,
M3PC esterinin hidrolizi 314 nm’de 3-piridolat absorbansimn artmasi, M4PC

esterinin hidrolizi ise 275 nm’de M4PC absorbansinmn azalmasi ile izlendi.

Diisiik substrat derisimlerinde ([S]< <Km) birinci dereceden gdzlenen hiz
sabiti, kgﬁz, In [(A, - A)/(A, - AY] nin zamana karg: grafife gecirilmesi ile
incelendi. Bu grafik iki yann Omir boyunca lineer olup A_, 10 yan Omiir

sonunda ckunan absorbans degeridir.

2.43. C,N, ile muamele edilmig BCA II enziminin metil piridil karbonat

hidroliz aktivitesinin incelenmesi.
BCA 1I boliim 2.2’de anlatildif: sekilde C,N, ile muamele edildi.

M2PC’'in substrat olarak kullanildifi deneylerde substratin asetonitril-
deki stok ¢ozeltisinden 5 puL ahnarak pH 7,2 HEPES tamponunda hazirlanmig
L25 mL enzim c¢Ozeltisine ilave edildi ve reaksiyon gidisi 294 nm’de her 4
dakikada bir 24 dakika boyunca absorbans Olgiilerek izlendi. Kiivetteki son
enzim derigimi 6,8x10°® M, son substrat derisimi ise 5,0x10* M’di. M3PC’nin
substrat olarak kullahﬂdxgx deneylerde substratm aseonitrildeki stok
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¢ozeltisinden S pL almarak pH 7,2 HEPES tamponunda hazirlanmug 1,25 mL
enzim ¢oOzeltisine ilave edildi ve reaksiyon gidisi 314 nm’de her 4 dakikada bir -
32 dakika boyunca absorbans &lgilerek izlendi. Kiivetteki son enzim derigimi
7,0x10°® M; son substrat derigimi ise 3,8x10% M’dy.

M4PC’in subsirat olarak kulianildifi deneylerde substratin asetonitril-
deki stok cozeltisinden 5 pL alinarak pH 7,2 HEPES tamponunda hazirlanmig
1,25 mL enzim c¢ozeltisine ilave edildi ve 275 nm’de absorbans degisimi
izlenmeye cahisildi. Ancak daha 6nce rapor edildigi sekilde (104) M4PC igin
kontrol enzimle hicbir aktivite gbzlenmedi. C,N, ile muamele edilmis enzim
kullamildiginda da hi¢bir davrams degisikligi gdzlenmedigi icin M4PC bundan
sonraki deneylerde ¢ahsilmadi.

M2PC ve M3PC substratlanmn kontrot ve C,N, le muamele edilmis
enzimlerle hidrolizlerinin reaksiyonlanmin In [(A, - A /A, - A,)] degerlerinin
zamana kars1 grafikleri sekil 2.8 ve 2.9°da goriilmektedir.

Ek-1 de bahsedildigi sekilde hesaplanan inhibisyon degerleri ise agsagida

gOsterilmistir.
Substrat % 'inhibigyon
M2PC 85
M3PC 99

244 Farkhh C,N, den§1mlermm BCA II metil piridil karbonat hidroliz

aktivitesinin inhibisyonuna etkisi.”
Enzim inhibisyonunun farkli C,N, derisimlerine gbre degisimi izlendi.

Enzim, bolim 2.2’de bahsedilen gekilde C,N, ile 120 dakika muamele
edildi. Muamele sirasindaki C,N, derigimi her seferinde deistirilerek 0,
50x10% M, 5.0x10° M ve 50x102 ve 50x10' Ma ayarlandi. Muamele
sirasindaki enzim derisimi 5,0x10°° M’ds.

Metil 2-piridil karbonat™ deneylerinde son enzim derigimi 8,2x10°6 M;
substrat derigimi ise 3,92x1 0% M olarak ayarlandz.
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Metil 3-piridil karbonat deneylerinde son enzim derigimi 7,5x10°¢ M; son
substrat derigimi ise 3,8x104 Mdu.

Farkli C,N, derigimleri kullanilarak muamele edilen enzim ¢ozeltilerinin
her birinin M2PC ve M3PC substratlarina kargy aktivitesi uygun dalgaboyunda

reaksiyon gidigi izlenerek saptandi. Kullamlan farkhi C,N, derigimlerinin

neden oldugu % inhibisyon degerleri hesaplandi.

Cizelge 2.4de M2PC ve M3PC substratlan icin kulianmlan C,N,

miktarlarina kars1 gbzlenen % inhibisyon degerleri verilmistir.

Cizelge 2.4. Farkhi C,N, derigimleri ile inhibe edilen BCA Il enzimin
metil piridil karbonatlari hidroliz aktivitesinin inhibisyonu.

[C,N,] (M) % Inhibisyon (M2PC) % Inhibisyon (M3PC)

0 0 0
5,0x107 43 43
5,0x1073 49 83
5,0x1072 86 99
1L,ox10 86 - 99 .

~ 2.4.5. BCA II enziminin metil piridil karbonatlar: hidroliz aktivitesinin C,N,

ile inhibisyonuna muamele siiresinin etkisi.
BCA 1I enziminin C,N, ile modifikasyoru zamana gore incelendi.
M2PC substrat: icin 5,0x10° M BCA II enzim ¢ozeltisi 50x102% M GN,

ile 5, 15, 120 dakika muamele edildi. Onbes dakika sonunda maksimum
inhibisyona ulagildifi icin diger substratlara uygulanan 25 ve 90 dakika
inkiibasyon c¢alismalann gergksiz bulundu. Deneyler sirasindaki son enzim
derigimi 7,1x10® M; son M2PC derigimi 3,8x10" M’ds.
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M3PC substrati igin A5,0x10'5 M BCA I enzim ¢ozeltisi 5,0x10°2 M C,N,
ile 5, 15, 25, 90, 120 dakika muamele edildi. Son enzim derisimi 7,]3(10'6 M; son
substrat derigimi ise 3,8x10"* M olarak hesaplandi.

Belirtilen siire muamele edilen enzim ¢ozeltisinden azot gegirilerek C,N,
uzaklastinids ve muhtemel C,N, kalntidlarmn etkisini 6nlemek igin aktivite

hi¢ vakit kaybetmeden &lgiildii.

Her muamele siiresi sonunda elde edilen aktivite degerleri dikkate
almarak % inhibisyon degerleri hesaplandi. Cizelge 2.5°de C,N, ile muamele

siiresine bagl olarak 6lgiilen % inhibisyon degerleri goriilmektedir.

Cizelge 2.5 C,N, ile muamele siiresine bagh olarak BCA II enziminin -
metil piridil karbonatlan hidroliz aktivitesinde gozlenen inhibisyon.

t (min) % _Inhibisyon (M2PC) % Inhibisyon (M3PC)

0 0 0

5 83 55
15 85 73
25 85 93
90 85 97
120 85 99

2.4.6. C,N, ile muamele edilmis BCA II ile Kkatalizlenen metil piridil

karbonatlarin hidroliz reaksiyonlarinin kinetik parametrelerinin tayini.

Kinetik parametrelerin tayini icin Lineweaver-Burk grafiginden yarar-
lamldi.

MZPC reaksiyonlarmin kinetik parametrelerinin tayini igin 1,4x10°*
6,4x10% M arasmmda 4 substrat derisimi ile cahsildi. Kiivetteki son enzim
derigimi 7,6x10°% M’du.

M3PC reaksiyonlarinin kinetik parametrelerinin tayini icin 6,0x102 M
1,0x10% M arasinda 4 substrat derisimi ile cahgildi. Kiivetteki son enzim
derisimi 3,4x10°® M’da.
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Kullanilan her farkli substrat derisimine karsi gelen reaksiyon ilk hizi

hesaplanarak Lineweaver-Burk grafiginden kinetik parametreler okundu.

Asagida inhibe olmug ve kontrol enzimlerle katalizlenen reaksiyonlara = -

ait K, ve V__ -degerleri verilmistir.

Sekil 2.10 ve 2.11°de M2PC ve M3PC substratlarna ait Lineweaver-Burk
grafikleri goriilmektedir.

Substrat Enzim Vmax (M/dak) Km (M)

M2PC BCA II 3,80x10°6 6,3x10™
CBCA II 1,98x10°7 6,9x107

M3PC BCA II 2,8x10°5 6,06

CBCA II 2,9x107 3,60x10°!

2.4.7. C)N, ile kismen modifiye olmus BCA II enziminin M3PC hidroliz

aktivitesine ait kinetik parametrelerin tayini

Kismen modifiye‘olmu§ BCA 1II enziminin M3PC hidroliz aktivitesine ait
kinetik parametrelerin tayini icin enzim Once 5,08x10% M C,N, ile standart
yontem kullanilarak modifiye edildi. Bolim 2.4.4.’de anlatildifi sekilde bu
derigimdeki C,N, enzimin M3PC hidroliz aktivitesinde %43'liik inhibisyona
neden olmaktadir. Bu kismen modifiye olmus enzim c¢ozeltisi kullamlarak
hidroliz reaksiyonlar: tekrarlandi. Reaksiyonlar sirasindaki son enzim derigimi
3,4x10°% M; substrat derisimleri ise 6,0x10°2 - 1,0x10 M arasinda tutuldu. Sekil
2.12’de bu reaksiyonlara ait 1/V ve 1/[S] degerleri ile cizilen Lineweaver-Burk
grafifi gériilmektedir. Bu grafikten okunan K A deferi 9,4x1072 M); Vi
deperi ise 1,0x10"° M sn™Vdir.

2.5.Bazi Aldehitlerin C,N, ile Muamele edilmis BCA Il Enzimi ile Hidrasyonu

.5.1. Materyal

Asetalaldehit  Aldrich’ten; 2-piridinkarboksialdehit(2-PA), 3-piridin -
karboksialdehit(3-PA), 4-piridin karboksialdehit(4-PA), dietil molonikasit Sigma’
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Sekil 2.10. BCA 1l ve CBCA IP’nin M2PC hidroliz éktivitesine ait
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 2.11. BCA 1I ve CBCA II'nin M3PC hidroliz:aktivitesine ait
Lineweaver-Burk grafigi .
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dan temin edildi. KH,PO, ve Na,HPO, Fisher’den temin edildi. Diger reaktif

ve aletler daha Once belirtilmigti.

2.5.2. Metod

Karbonik anhidraz asetaldehit’in (85) ve bazi diger karbonil bilegiklerinin

{86,87) hidrasyonunu etkili ve geri dontgiimlii olarak katalizler.

Asetaldehitin hidrasyon reaksiyonu:
CH;CHO + H,0 === CH;CH (OH),

genel asit , genel bazla katalizlenir ve hassas hiz datasinm elde edilmesi igin
gerekli deneysel teknikler CO,’in geriddniigiimli hidrasyonu gah§malarmdan
cok daha basittir. Asetaldehitin ¢Oziiniirlik Ozellikleri ve molar absorbsiyon
katsayisy, tampon ¢Ozeltiye uygun miktarda Olgiilmis substratin katilmasi ile

hassas spektrofotometrik Sl¢limlerin ahnmasina imkan verir.

Asetaldehit 278 nm’de absorbsiyon yapar. Reaksiyonlar 278 nm’ce

absorbsiyon azalmasmin Ol¢lilmesi ile izlendi.

Diger karbonil bilegiklerinin hidrasyonunun incelenmesi icin substrat
olarak 2-PA, 3-PA ve 4-PA secildi. BCA II bu bilesiklerin hidrasyonunu
Ar \ , A
- =0+ H0=
H

r /OH
\{
H'/ OoH

[}

denklemi gerefince katalizler.

Pinidinkarboksialdehitlerin hidrasyonu kinetigi asetaldehitinkine benzer
ozellik gosterir. Ancak, piridinkarboksildehitlerin BCA II ile katalizlenen
hidrasyonu asetaldehitinkinden ¢ok daha hizh ilerler.

s

2-PA ve 3-PA 305 nm’de; 4-PA ise 320 nm’'de absorbans verirler.
Reaksiyonlar 2-PA ve 3-PA igin 305 nm’de: 4-PA icin ise 320 nm’de absorbans

azalmasmn olgtilmesi ile izlendi.
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Aldehitlerin BCA I ile katalizlenmig hidrasyonu reaksiyonlarinda HEPES
tampon c¢ozeltisinin fazla hidrasyona neden olmas: nedeniyle uygun olmadif:
saptandigindan asetaldehitin reaksiyonlarinda pH 7,2 (0,002 M) fosfat tampon
cozeltisi, piridinkarboksialdehit reaksiyonlarinda ise pH 7,2 (0,01 M) dietil-
malonat tampon cOzeltisi kullanmildi. Bu tampon cozeltiler Perrin’e (121) gore

hazirland:.

Aldehitler kullamlmadan 6nce oksidasyon tirtinlerini uzaklagtirmak igin
kisa bir distilasyon kolonundan azot altinda 2 kez distillendikien sonra, yeni
oksidasyon iirtinlerinin olusumuna izin vermemek icin, vakit gecirilmeden
kullanildi. Buharlasmayr onlemek igin aldehitin bulundugu kap buz iginde
saklandi ve yine buzla sofutulmus Hamilton sinngasi kullamlarak uygun

miktarlar enzim ¢ozeltisine aktarildi

Sonuglarin  degerlendirilmesinde zamana kargt log (Ap-A,) grafigi
kullamldi. Bu grafik ilk iki yar1 6miir icin linear olup kg62= 2,303x egim’dir.
Reaksiyon geri doniigiimlii oldudu icin kgéz gercekte ileri reaksiyonun hiz sabiti
k; ile geri reaksiyonun hiz sabiti k nin toplamina esittir.

2.53. C,N, ile muamele edilmig BCA II enziminin asetaldehit ve pridinkarbok-

sialdehit hidrasyon aktivitesinin incelenmesi.
BCA 1II bolim 2.2 de anlatildifz sekilde C,N, ile muamele. edildi.
_ Asetaldehitin substrat olarak kullamldif deneylerdé'z L asetaldehit pH

7,2 (0,002 M) fosfat tamponundaki enzim c¢oOzeltisinin 1 mL’sine eklendi.
Absorbans azalmasi 278 nm’de 1 dakika boyunca her 0,05 dakikada bir &l¢iildii.
Kiivetteki son enzim derisimi 1,6x107 M, son substrat derigimi ise 3,65x102 M’
du

Asetaldehitin C,N, ile muamele edilmig ve edilmemig BCA II ile kataliz-
lenen hidrasyon reaksiyonlanna ait tipik bir grafik Sekil 2.13’de gériilmektedir.

A, 10 yan1 6miir sonunda olgiilen absorbans degeridir.
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Sekil 2.13. BCA I ve CBCA II'nin Ci;CHO hidrasyon aktivitesi
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Sekil 2.13’den de goriilebilecegi gibi C,N, ile muamele edilmis ve .
edﬂmcmi§ BCA 1II ile katalizlenen asetaldehitin hidrasyon reaksiyonlari

arasinda aktivite bakimmdan bir fark yoktur.

2-PA, 3-PA ve 4-PA’in substrat olarak kullamldig: reaksiyonlarda 0,5 pL
saflastinlms substrat dietilmalonat tamponu icindeki 1 mL enzim ¢Ozeltisine
eklendi ve absorbans azaimasi, kullamlan substrata gore, uygun dalga boyunda
izlendi. Kiivetteki son enzim derisimi 4,5x10° M, son substrat derigimleri
sirasiyla 5,640° M, 6,5x10°3 M, 7,0<10°> M’ds. |

2-PA, 3-PA ve 4-PA’in C,N, ile muamele edilmis ve edilmemig BCA 1I
ile katalizlenen hidrasyon reaksiyonlarina ait tipik grafikler Sekil 2.14, 2.15 ve
2.16’da gorilmektedir.

Sekillerden de gdriilebilecegi gibi C,N, ile muamele edilmig ve edilmemis
BCA 1I ile katalizlenen 2-PA, 3-PA ve 4-PA’lerin hidrasyon reaksiyonlarinda
aktivite bakimindan ¢ok az fark vardir. Hesaplamalar sonunda elde edilen |
inhibisyon degerleri 2-PA igin %8, 3-PA icin % 8§, 4-PA icin % 9°dur.

C,N, ile modifiye olmug BCA II'nin aldehit hidrasyon aktivitelerinin
inhibisyonu ya 0, ya da ¢ok diisiik degerlerde oldugu i¢in C,N, modifikasyonu-
na derigimin ve muamele siiresinin etkisi ve kinetik parametrelerin dedisimi

incelenmedi.

2.6. 2-Hidroksi-5-Nitro-Toluen Sulfonikasit Salton’un C2N2 ile Muamele
Edilmis BCA II Enzimi ile Hidrolizi

L

2.6.1 Materyal

2-Hidroksi-Snitro- - toluensulfonikasit salton (HNTSA) bolim 2.I'de
anlatildifr sekilde sentezlendi. Diger reaktif ve aletler daha 6nce belirtilmisti.

2.6.2. Metod

HNTSAun BCA 1II enzimi igin substrat olarak kullamldifi deneyler
Kaiser ve Lo’nun (102} cahsmalan referans alinarak planlandi.
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Sekil 2.14. BCA 11 ve CRCA II'nin 2-PA hidrasyon aktivitesi
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Sekil 2.16. BCA 11 ve CBCA II'nin 4-PA hidrasyon aktivitesi
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Karbonik anhidraz bu siklik sulfonat: yiiksek etkinlikle hidroliz eder.

O,N OzN
2 - +
\@ 502 '* HZO ,____} \@\503 <+ H
o OH

HNTSA’nun hidrolizi fenolat anyonunun 410 nm’de verdigi absorbansin
olculmesi ile izlendi.
Bu substratin HEPES tamponu ile hidrolizi ¢ok zayf oldugundan

tampon olarak pH 7,2 (50 mM) HEPES ¢ozeltisi kullanildi.

2.63. C)N, ile muamele edilmis BCA Il enziminin HNTSA hidroliz ak-

tivitesinin incelenmesi
BCA 1I bdlim 2.2’de anlatildifn sekilde C,N, ile muamele edildi.

HNTSA’un asetonitrildeki stok ¢dzeltisi 2,5x10"3 M olarak hazirlandi. Bu -
¢oOzeltinin 10 pL si 1 mL enzim ¢Szeltisine ilave edilerek 410 nm’deki absorbans
artigy Olciildii. Kivetteki son substrat derisimi 2,5x10° M, son enzim derigimi
ise 2,96x107 M’d1.

Sekil 217°de C,N, ile muamele edilmig ve edilmemig BCA II'nin HNTSA’

un hidrolizi reaksiyonuna ait tipik absorbans degisimleri goriilmektedir.

Ilk hizlarin hesaplanmas: sonucu C,N, ile muamele edilmig enzimin

"HNTSA hidroliz aktivitesinin % 86 inhibe edildigi goriildi.

2.6.4. Farkli C,N, deri§imlerinin. BCA II'nin HNTSA hidroliz aktivitesinin
inhibisyonuna etkisi
Enzim inhibisyonunun farkli C,N, derigimlerine gore degisimi izlendi.
Enzim, bolim 2.2'de anlatldify sekilde C,N, ile 120 dakika muamele -
edildi. Islem sirasindaki C,N, derigimi her seferinde degistirilerek 0,

5,0x10% M, 5,0x03 M, 5,0x102 M, 1,0x10? M olmak iizere 5 farkh enzim

¢ozeltisi hazirlandi. Bu islemler sirasindaki enzim derigimi 5,0x10°° M'ds.
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Sekil 2.17. BCA 1I ve CBCA II'nin HNTSA hidroliz aktivitesi
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Bu farkh enzim ¢ozeltilerinin  HNTSA’un  hidroliz reaksiyonunn
katalizlemesi boliim 2.6.3’de anlatildify sekilde izlendi. Deneyler sirasmdaki

son enzim derigimi 3,43x10'7 M; son substrat derigimi ise 2,5x]0'5 M’di.

Cizelge 2.6’da HNTSA substrat: i¢in, kullamlan C,N, miktarlarina kargi

gozlenen % inhibisyon degerleri verilmistir.

Cizelge 2.6 farkh C,N, derigimieri ile muamele edilen BCA II'nin -
HNTSA hidroliz aktivitesinin mhibisyonu.

[CN,)] (M) % Inhibisyon
0 0
5,0x107 | 46
5,0x10°3 70
5,0x10°2 86
5,0x10°1 86

2.6.5. BCA I enziminini HNTSA hidroliz aktivitesinin C,N, ile inhibisyonuna

muamele siiresinin etkisi.

BCA I enziminin HNTSA hidroliz aktivitesinin C,N, ile inhibisyonuna
muamele siiresinin etkisinin incelenmesi icin enzim bolim 2.2°de anlatildig:
sekilde C,N, ile muamele edildi. Muamele siiresi her seferinde farkh tutularak '
5, 15, 25, 90 ve 120 dakikalara ayarlandi. Bu siirelerin sonunda enzim ¢Ozelti- -
sinden azot gegirilerek C,N, uzaklagtinldi ve muhtemel C,N, kalmtilarinin
etkisini Onlemek icin enzim c¢Ozeltisi hi¢ vakit kaybetmeden kullanildi. Bu
reaksiyonlar sirasinda son enzim derigimi 3,0x107 M; son substrat derigimi ise
2,5x10"° M idi.

Her muamele siiresi sonunda elde edilen aktivite degerleri dikkate

abnarak inhibisyon ylizdesi hesapland:.

Cizelge 2.7de C,N, ile muamele siiresine bagh olarak elde edilen

inhibisyon degerleri goriillmektedir.
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Cizelge 2.7. BCA I enziminin HNTSA hidroliz aktivitesinin inhibisyonuna
muamele siiresinin etkisi. '

t (dak) %_Inhibisyon
0 0
5 36
15 ™
25 76
90 78
120 86

2.6.6. C)N, ile muamele edilmis BCA II ile Kkatalizlenen HNTSA hidroliz

reaksiyonunun kinetik parametrelerinin tayini.

Kinetik parametrelerinin tayini icin Lineweaver- Burk grafiginden

yararlamldi.

HNTSA’un kinetik parametrelerinin tayini igin substrat derigimleri
1,99x107 - 7,96x10* M arasinda seildi. Kiivetteki son enzim derigimi
3,42x107 M idi. Substratm asetonitrildeki cozeltisi kiivetteki 1 mL enzim
cOzeltisine eklenerek iirin olusumu 410 nm’de absorbans artisi geklinde
gozlendi. Her substrat derisimine kargi gelen ilk hiz degerleri hesaplanarak
Lineweaver-Burk grafigi hazirlandi. Sekil.2.18’de bu grafik gériilmektedir.

Bu grafikten yararlanarak hesaplanan K, ve V. degerleri agagidadir.
Enzim K, (M) V nax(M/dak) :

BCA II 2,85 8,37x10™
CBCAIl  2,75x101 4,61x10°

2.7 BCA Inin C,N, ile Modifikasyonunun Aydinlatilmas:

2.7.1. Materyal.

BCA 11, tripsin,’u Tris, Sigma’dan; etilalkol, CH;NH,.HCI, asetonitril
(HPLC kalite), CH,Cl,, Fisher'den; V8 proteaz (Endoproteinaz Glu-C)
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1/[S]x103, M~

Sekil 2.18. BCA 11 ve CBCA II'nin HNTSA hidroliz aktivitesine
ait Lineweaver-Burk grafigi
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Boehringer Mannheim’dan; p-anisidin, TFA, amonyum asetat, sodyum fosfat
Aldrich’ten temin edildi. Svi kromatografik ayirmalar KRATOS HPLC
aygiimda Vydac C-18 (0.46x25 cm) kolonu ile gerceklestirildi. Enjeksiyondan |
once enzim ¢oOzeltileri Millipore Centricon membran filtreleri ile siiziildi.
Spektrofotometrik Olciimler Perkin Eimer Model Lambda 4B UV-VIS

spektrofotometre ile ahndi.

2.7.2 Metod

C,N, ile muamele edilmig BCA II enziminde ortaya ¢ikan modifikasyo-
nun incelenmesi igin bazi 6zellikleri ve niikleofillere karst davranig incelendi.
Enzim, tripsin ve V8 proteaz ile sindirilerek kromatogramlarn yiiksek basing
sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak karsilagtinldi. Daha Onceden bazi
niikleofillere karg1 dayaniksiz oldugu saptanan (113, 117) C,N, modifikasyonu-
nun bu &zelli§i metilamin (CH;NH,) kullanilarak incelendi. Nikleofil olarak

p-anisidin kullanildiginda enzimin sivi kromatografideki davranig incelendi.

BCA 1I baz:i inhibitorlerin varhinda C,N, ile muamele edilerek bu
inhibitorlerin modifikasyona kars: enzimi koruyup korumadi@i kontrol edildi

ve modifikasyonda rol alan amino asit(ler) aydmlatilmaya cahsildi.

2.73 C,N, ile muamele edilmis BCA II enziminin bazi 6zelliklerinin incelen-

mesi.

BCA 11, C,N, ile muamele edildikten sonra UV-VIS absorbans spektrum-
lan incelendi. Sekil 2.19°da aym derisimdeki modifiye ve kontrol enzimlerinn
spektrumlar1 goriilmektedir. Sekilden de anlagilacag: gibi bu iki enzim

¢Ozeltisinin spektrumlar: birbirinin aym bulundu.

Bolim 2.2’de anlatilan standart yontemle modifiye edilmis enzim, sogukta
kurutma yOntemi ile ¢8zgeninden arindinldiktan sonra tekrar suda ¢oziilmek

istendiginde kontrol enzime gore suda ¢Oziiniirligiiniin cok azaldifi gozlendi.

Modifiye enzimin yiiksek basing sivi kromatografisindeki kromatografik
karakteristikleri incelendi. Bunun i¢in bir Vydac C-18 (0.46x25 cm) kolon
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kullamildi. Cozgen sistemi % 0.1 TFA iceren H,O (A) ve % 0. TFA igeren

asetonitril (B) den olustu. Gradient kogullan :

Baglangic :% 90 A-% 10 B
Son : % 10 A-% 90 B
Siire : 30 dak.

Akis iz : 1 mL/dak.
Dalgaboyu : 280 nm.

Bu sartlarda hazirlanan kromatogramlar kargillagtinildigimda C,N, ile
muamele edilmis BCA II enziminin tutulma zamammnin kontrole gbre biraz
daha biyiik oldugu ve enzim pikinin genigledigi gozlendi. Sekil 2.20 de C,N,
ile. muamele edilmis ve edilmemis BCA II enziminin, ziyn ayn ve birlikte,

kromatogramlarn goriilmektedir.

Modifiye enzimin tripsin ile sindirildikten sonraki kromatograminin
incelenmesi igin enzim tripsin ile muamele edildi. Bunun i¢in C,N, ile
muameleden sonra enzim sofukta kurutuldu. Daha sonra enzimin 1 mg’ina
etanoliin sudaki % 70 (v/v)lik ¢ozeltisinden 1 mL eklenerek L5 saat oda
sicekhfinda kangtinldi. N, alum ile kurulufa kadar buharlagtinldiktan
sonra 1 mL (pH 8,5) TRIS HCI tamponunda ¢oziildii. Bu ¢6zeliiye 1 mg1 1 mL
(0,001 N) HCI ¢6zeltisinde ¢6ziilmiis tripsin ¢ozeltisinden 20 pL eklenerek 37°C” -
de I8 saat devamh karstinlarak inkibe edildi. Daha sonra milipor mikro
filitrelerinden gecirilerek siiziildii ve HPLC ile incelendi. C,N, ile muamele
edilmemis bir kontrol enzim c¢Ozeltisi de aym1 basamaklardan gegirilerek

hazirland:.

HPLC icin Vydac C-18 (0,46x25 cm) kolon kullamildi. Cozgen sistemi %
0,1 TFA igeren H,O (A) ve % 0.1 TFA iceren % 70 Asetonitri/H,O (B) den

olustu. Gradient kosullar.

1. Gradient admms 2. Gradient adima
Baglangic % 100 A % 35 A-% 65B
Son 5 % 35 A-%65B % 0 A -% 100 B
Siire : 75 dak. - 10 dak.’
Akis him 1 ml/dak. 1 ml/dak.

Dalgaboyu : 220 nm 220 nm
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Sekil 2.20. BCA 11 ve CBCA II'nin HPLC kromatogramlari. (a) BCA II'ye ait
kromatogram, (b) CBCA II'ye ait kromatogram, (c) BCA II ve CBCA I’nin
birlikte kromatogramu.
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Bu sartlarda alnan kromatogramlar kargilagtinldiginda modifiye
enzim ile kontrol enzim profilleri arasmda anlamhv bir fark gdzlenmedi. Sekil
2.21de C,N, ile muamele edilmig ve edilmemig 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 kromatogramlarn kargilagtiriidi.

V8 proteaz bir serin proteazdir. Bu enzim, amonyum bikarbonat (pH 7,8)
veya amonyum asetat (pH 4,0) tamponunda proteinleri glutamat birimlerinin
karboksil terminal ucundan spesifik olarak hidroliz eder. Aym enzim fosfat
tamponunda (pH 7,8) hem Glu-x hem de Asp-x peptid baglarin1 koparnr (122-
124).

Enzimi V8 proteazia muamele etmek icin iki tampon ¢ozelti hazirland.
Birinci tampon ¢6zelti 50 mM amonyum asetat ile pH 4’e ayarlanarak; ikinci
tampon ¢ozelti 50 mM sodyum fosfat ile pH 7,8°¢ ayarlanarak hazirlandi.
Modifiye ve kontrol BCA I'nin birer miligramhk ikiser 6érnegine etanol ile
sogukta denaturasyon uygulandiktan sonra Orneklerin birer tanesi amonyum
asetat digerleri ise sodyum fosfat tamponunda ¢6zildii ve 1:30 oranmda V8
proteaz kristalleri ilave edildi. Devamh kanstinlarak 37°C de 18 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda hidroliz bir damla trikloro asetik asit ilavesi ile
durduruldu. Enzim c¢oOzeltileri milipore mikrofiltrelerden gecirildikten sonra
HPLC ile kromafogramlan alndi.

Uygulanan gradient kosullani tripsin ile sindirilmis enzim ¢6zeltilerinin
HPLC kromatograflarimin eldesi i¢in uygulananmn aymsiydi. Sekil 2.22°de ve
sekil 2.23’de V8 proteazla amonyum asetat ve sodyum fosfat tamponlarinda
hidroliz edilen kontrol ve modifiye BCA II enzimlerinin kromatogramlar

goriilmektedir.

2.7.4. C,N, modifikasyonunun niikleofillere karg: day.filmksnzhgl.

C,N, ile muamele edilmis BCA II, pH 10’da bir miiddet tutulup tekrar
pH 7,2'ye getirﬂdiginde aktivitesini geri kazanmaktadir (113,117). Bu durum |
olusan modifikasyonun niikleofillere kargi dayaniksiz oldugunu gésterir. Enzim
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Sekil 2.21. BCA II ve CBCA I'nin tripsin hidrolizinden sonraki HPLC
kromatogramlari. (a) BCA IP’ye ait kromatogram, (b) CBCA Il'ye ait kromatog-
ram. -
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tamponunda hidrolizinden sonraki HPLC kromatogramlan. (a) BCA II'ye ait

Sekil 2.22. BCA II ve CBCA I'nin V8 proteaz ile pH 4’de amonyum asetat
kromatogram, (b} CBCA II'ye a
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Sekil 2.23. BCA II ve CBCA II'nin V8 proteaz ile pH 7,8'de sodyum fosfat

tamponunda hidrolizinden sonraki HPLC kromatogramlari. (a) BCA Il'ye ait
kromatogram, (b) CBCA ITI'ye ait kromatogram.
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N-metilamin ile muamele edildikten sonra pH 10’a yiikseltilse bile aktivite geri
gelmemekte bu da N-metil aminin modifikasyonda rol alan gruplardan birisine
baglamp enzimi inhibe ettifi gseklinde agiklanmakiadir (3, 17), C,N,
modifikasyonun nukleofillere kars1 d'ayamksﬁhgml incelemek igin nukleofil

olarak metilamin (CH3NH,) kullanildi.

Metilamin kuvvetli bir baz olup sudaki ¢6zeltisinin piH’s: 10°dan yiiksek |
oldugundan ve olusan modifikasyonun pH 10°da geri doniistiidli daha énceden
bilindiginden metilaminin sudaki ¢Ozeltisinin kullanilamiyacag diigiiniildi. Bu
yizden enzimin metilamin ile etkilestirilmesi susuz ortamda, meftilenkloriir

(CH,Cl,) ¢ozgeninde gerceklestirildi.

Enzimin CH,;NH, ile muamelesi soyle yapildi : Once 2 ayr1 | mg enzim
tartilarak 500 pL toplam hacimde birisi C,N, ile etkile§tirildi digeri ise kontrol
olarak alind. Standart C,N, ile muamele yontemi ile modifikasyondan sonra
her iki cozeltinin 100 pL’si aynlarak pNPA hidroliz aktivitesine bakildi
Kontrol enzim ¢6zeltisinin aktivitesi normal bulunurken modifiye enzimin inhibe
oldugu saptandiktan sonra geriye kalan 400 pL enzim c¢ozeltileri sodukta |

kurutma iglemine tabi tutuldu.

Ote yandan, metilaminin metilenkloriirdeki ¢ozeltisi hazirlandi. Piyasadan
temin edilen metilamin HCl tuzu halinde oldugu igin 0,675 g. CH3NH,.HCI
0,550 g Na,COj iceren 10 mL metilenkloriir iginde 2 saat kangtmldi. Bu

¢ozeltideki metilamin derigimi titrasyon ile 0,5 M olarak hesaplandi.

Sogukta kurutulan kontrol ve modifiye enzimin 0,4 mg’1 ayri ayn iki
reaksiyon sisesine konarak iizerlerine hazirlanan metilamin ¢ozeltisinden 1 mL
eklendi ve oda sicaklifinda 2 saat kanstinldi. Daha sonra bir rotavapor

yardimu ile ¢ozgen uzaklastirilarak kuru enzim ele gecirildi.

Bu enzim 6rnekleri iizerine 0,1 M NaOH c¢ozeltisinden 2’ser mL eklenerek
(pH 10) 2 saat oda sicakhiginda kanstirildi. '

2 saat sonunda erzim ¢{zeltisi Centricon membran fiitreleri kullanilarak
minimum hacme santifiijlendi. Daha sonra enzim cozeltileri aym santrifijj
filtreleri kullanilarak pH 7,2 (50 mM) HEPES tampon c¢ozeltisi ile yikama
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cozeltisi pH 7,2ye erisinceye kadar yikandi. Daha sonra cozeitiler pH 7,2 (50
mM) HEPES tamponu ile 10 mL’ye ayarlandi. Bu enzim ¢6zeltilerinin p-NPA
ve HNTSA hidroliz aktiviteleri tayin edildi. p-WPA hidroliz aktivitesi tayini
deneylerinde enzim derigimi 3,52x10° M; substrat derigimi ise 3,9x107° M idi.
HNTSA hidroliz aktivitesi tayini deneylerinde ise enzim derisimi 7107 M,
substrat derigimi 2,66x10° M idi. ‘

Sekil 2.24 ve 2.25°de C,N, ile muamele edilmig ve kontrol enzimlerin
daha sonra metilenkloriir i¢indeki metilamin ile muamelesi sonucu p-NPA ve
HNTSA hidroliz aktivitelerinin profilleri goOriilmektedir. Bu sekilden de
goriilebilecedi gibi metilaminle muameleden sonra pH 10°a yiikseltilmesine -

ragmen aktivite tam olarak geri gelmemektedir.

Bu deneyler susuz ortamda metilenkloriir ¢dzgeninde yapildifi igin
gbzlenen profillere metilenkloriiriin de etkisi olabilecedi varsayilarak yukarida
anlatilan iglemler icinde metilamin ¢Oziinmemis metilenkloriirle tekrarlanarak

¢Ozgenin etkisi incelendi.

Sekil 2.26’da metilenkloriir ile muamele edilmis modifiye ve kontrol
enzimlerin p-NPA ve HNTSA hidroliz reaksiyonlarinin absorbans degisimleri
goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi metilenkloriirle muameleden sonra

pH 10%a ¢ikanldifinda enzim aktivitesini tekrar kazanmaktadir.

Bu deneylerin sonuglan CH3;NH,’in C,N,’in neden olduu capraz
baglanmay1 saglayan gruplara niikleofil olarak baglanabilecegi fikrini vermek-
tedir. Bu baglamann hangi gruplara oldugu isaretli metilamin ile izlenebilirse
C,N, modifikasyonun aydniatilabilecegi diistiniildtigiinden 14C-CH3NH2 ile
yukaridaki deneyler tekrarladi. Ancak non-spesifik baglanma nedeniyle
radyoaktivitenin biitiin proteine dagildif: gbzlendigi icin bu yOntemin iizerinde
daha fazla durulmadan daha belirgin tayin edilebilecek bagka bir niikleofil

arandi.

2.7.5 CyN, ile modifiye edilmis BCA Il enziminin p-anisidin ile muamelesi.

Enzim modifikasyonunun aydiniatilabilmesi i¢in modifiye proteine p-

anisidinin baglanmas: diistiniildii. Kuvvetli nukleofil fakat zawvif baz olmasi
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Sekil 2.24 BCA II ve CBCA II'nin CH;NH, ile muameleden sonraki p-NPA

aktivitesi.
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Sekil 2.25. BCA II ve CBCA 1I'nin CH NH ile muameleden
sonra HNTSA aktivitesi
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ozelligi ile p-anisidinin modifiye enzime baglanabilecek uygun bir molekiil

H2N~©—.O——CH3

p-Anisidin
p-Anisidinin sulu ¢ozeltisinin pH’s1 7,84 diir. Molekiil, 235 ve 300 nm’de

olabileceg! diigiintldii.

olmak tlizere iki dalga boyunda kuvvetli absorbans yapar. Enzimle muameleden
sonra tripsinle sindiriimig proteinin kromatogramda 300 nm (veya civarinda)

veni pikler goriilmesi baglanmanmn gergeklestiginin gostergesi sayilabilir.

C,N, ile muamele edilmig enzimin p-anisidinle muamelesi gdyle yapild::
I g p-anisidin 100 ml suda 1 saat kanstirilarak p-anisidinin sudaki ¢Ozeltisi
hazirlandr. Bu ¢ozelti ¢ok kararsiz oldufundan her seferinde taze hazirlana-
rak hemen kullamldi. BCA II enzimi standart yontemle C,N, ile muamele
edilip sogukta kurutuldu. G,N, ile muamele edilmeyen aymi miktarda enzim de
kontrol olarak c¢ahsidi. Bu iki enzim Grnedinin I'er mg1 0,5 mL suda.
coziilerek 10 dakika kanstinldiktan sonra daha Once hazirlanan p-anisidin
cOzeltisinin 0,5 mL’si eklenerek azot altinda 2 saat devaml kanstirildi
Daha sonra azot akim kullanmilarak c¢ozeltiler 300 pL’ye kadar deristirildi.
700 pL EtOH eklenerek proteinler ¢Okiinceye kadar karnstinldi. Daha sonra
santrifiijlenerek EtOH atild1 ve ¢kelek 0,5 mL EtOH ile 4 kez yikandiktan

sonra kurutuldu.

Bu gekilde p-anisidin ile muamele edilen enzimler daha ileri deneylere
tabi tutulmadan Once suda coziilerek HCl ile hafifce asitlendirilip UV
absorbsiyon spektrumlan ahndi. Sekil 2.27'de C,N, ile modifiye edilmis ve
kontrol BCA II enzimlerinin p-anisidin ile muameleden sonraki UV absorbsiyon
spektrumlan gorilmektedir. Modifiye enzimin spektrumunda 320 nm civarinda
gozlenen absorbsiyon kontrol enzimin spektrumunda gézlenmemektedir. Bu
farkhllk C,N, ile modifiye edilmiy enzime p-anisidinin niklofil olarak -
~ baglanmig olabilecegini dﬁéﬁndﬁrdﬁgﬁnden bu baélanmamn proteinin hangi
bolgesine oldufunun saptanmasmna ¢aligildi. Bunun igin p-anisidin ile

muamele edilmig enzim Srneklerinin 1 mgh pH 8,5 TRIS HCL tamponunda
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Sekil 2.27. BCA II ve CBCA I'nin p-anisidin ile muameleden sonraki UV
absorbsiyon spektrumlari. (a) BCA I'ye ait spektrum, (b) CBCA II'ye ait
spektrum.
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¢Oziilerek 20 pL Tripsin (Img/l mL 0,00IN HCI) ¢6zeltisi eklendi ve 37°C’de 20
saat kangtinldi. Daha sonra enzim c¢ozeltileri milipor filtrelerinden siiziilerek
HPLC kromatogramlari ahndi. Bu islem igin Vydac C-18 kolon kullanild.
Coézgen sistemi %0, TFA iceren HiO (A) ve % 0] TFA iceren % 70
Asetonitril/H,O (B) den olugtu. Uygulanan gradient kosullari:

1.Gradient adim 2.Gradient adumi

Baslangic % 100 A % 35 A-% 65B
Son : % 35A-%65B % 0 A-% 100 B
Stire : 75 dak. 10 dak.

Alis iz 1 mL/dak 1 ml /dak.

Dalga boyu : 320 nm 320 nm

Bu sartlar uygulandiginda kontrol ve modifiye enzim c¢ozeltileri icin

elde edilen kromatogramiar sekil 2.28 de gorilmektedir.

Kontrol ve modifiye enzimin 320 nm’de alinan HPLC kromatogramlarin-
daki bu farklanma p-anisidinin modifiye enzime baglanmig olabilecegi
izlenimini vermektedir. Kromotogramlarda goriilen piklerin igeriklerinin tayini
igin en siddetli ti¢ pik ayn ayn toplanarak her biri tekrar daha yayvan bir

gradient uygulanarak temizlendi. Temizleme iglemi icin su gradient uygulandn:

l.Gradiént adimi 2.Gradient adimi1  3.Gradient adimi

Baglangic : % 100 A % 90A-%10B. % 60A-%40B
Son 1% 90A-%10B %60A-%40B %0A-% 100 B
Stire : 5 dak. 75 dak. 10 dak.

Akis iz : 1 mL/dak. 1 mL/dak. 1 mL/dak.

Dalga boyu : 320 nm 320 nm 320 nm

Temizlenen fraksiyonlar amino asit analizine tabi tutuldu.

2.7.6 BCA 11 enziminin C,N, ile modifikasyonuna inhibitbrlerin etkisi

Asetazolamid ve salamid inhibitorleri ile etkilestirilmis BCA I'nin C,N,
ile modifikasyonu incelendi. Asetazolamidin inhibitér olarak kullanildif:
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Sekil 2.28. BCA II ve CBCA I'nin p-anisidin ile muameleden sonra tripsin ile
hidrolizleri sonucu gosterdikieri HPLC kromatogramlan. (a) BCA I'ye ait
kromatogram, (b) CBCA II'ye ait kromatogram.



“deneyler sbyle yapildi: 3 ayn reaksiyon sisesinin herbirine 1 mg BCA 11
tartildi. Bu Srneklerden bir tanesine 1 mL pH’s1 4e ayarlanmig su kondu.
Ikinci 6rnek 200 pL pH’s1 4%¢ ayarh su iginde gﬁzﬁldﬁk&en sonra derigimi
2,471»(10'3 M olan asetazolamidin sudaki ¢ozeltisinden 200 gL eklendi. On dakika
sonra bu ikinci 6rnege 170 gL C,N, stok ¢ozeltisi ve 430 pL pH’s1 4'e ayarh
su eklenerek hacim 1 mL’ye tamamland.. Ugiincii 6rnek ise 200 uL pH’s1 4’¢
ayarh su iginde ¢oziildiikten sonra 170 pL. C,N, stok ¢ozeltisi ve 630 pL pH’
si 4’e ayarh su eklenerek hacmi 1 mL’ye tamamlandi. Bu ii¢ enzim ¢Ozeltisi
2 saat oda sicakliginda karanhkta bekletildikten sonra Centricon microkon-
santrator tliplere aktarilarak pH’si 4e¢ ayarhh su ile 4 defa santrifiijlenip
yikandi. Daha sonra pH 7,2 HEPES tampon c¢ozeltisi ile seyreltilerek istenen
derigime ayarlanan enzim ¢ozeltilerinin hidroliz aktiviteleri pNPA ve HNTSA
substratlarina kars: izlendi. Bu tayinlerin detayr boliim 2.3’de ve bolim 2.6’da
verilmistir.

Salamid’in inhibitdr olarak kullanildigi deneyler icin ise su yol izlendi:
3 ayn reaksiyon sisesinin herbirine 1 mg BCA II tartildi. Bu 6rneklerden bir
tanesine 1 mL pH’s1 4%¢ ayarh su kondu. Ikinci 6rnek 200 pL pH’si 4’e ayarh
su i¢inde ¢oOziildiikten sonra derigimi 2,47x10°% M olan salamidin asetonitrildeki
¢ozeltisinden 20 pL eklendi. On dakika sonra bu 6rnege 170 gL C,N, stok
cOzeltisi ve 610 plL pH’s1 4’e ayarhi su eklenerek hacim 1 mL’ye tamamlandi.
- Ugiincii 6rnek 200 pl pH’si 4%¢ ayarh su icinde ¢oziindiikten sonra 170 pL
C,N, stok ¢ozeltisi ekleyip 630 pL pH’s1 4'e ayarh su ilavesiyle hacim 1 mL’ye
tamamlandi. Bu ii¢ enzim c¢Ozeltisi 2 saat oda sicakhfinda karanhkta
bekletildi. Daha sonra ¢ozeltiler Centricon mikrokonsantrator tiiplere aktarila-
rak pH’s1 4’e ayarh su ile 4 defa santrifiijlenip yikandi. Daha sonra pH 7,2
HEPES fampon ¢Ozeltisi ile istenen derisime ayarlanan enzim ¢Ozeltilerinin p-
NPA ve HNTSA hidroliz aktiviteleri izlendi. Sekil 2.29 ve sekil 2.30°da -
asetazolamid ve salamid varhginda C,N, ile modifiye edilen BCA II enziminin
p-NPA ve HNTSA hidroliz aktiviteleri kontrol ve inhibitorsiiz ortamda C,N,
ile muamele edilmis enzimlerin]dylc karsilastimlmistir. |
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Sekil 2.29. Asetazolamid varlifinda C,N,ile muamele edilen BCA II'nin p-
NPA ve HNTSA aktivitesi. (a) p-NPA aktivitesine ait iiriin olusumu efrileri,
(b) HNTSA aktivitesine ait Giriin olusumu egrileri.
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Sekil 2.30. Salamid varh@inda C,N, ile muamele edilen BCA II'nin p-NPA ve
HNTSA aktivitesi. (a) p-NPA aktivitesine ait iiriin olugumu egrileri, (b) HNTSA -
aktivitesine ait iriin olusumu egrileri.
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Sekilden de goriilebilecegi gibi asetazolamidli ortamda C,N, ile muamele
edilmig BCA II enziminde inhibisyon yine gzlenirken salamidli ortamda C,N,

ile muamele edilen BCA 1I enzimi inhibisyona karsi korunmaktadir.
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3. SONUC VE TARTISMA

Bolim 2.1’de bahsedilen substratlarin sentezi sirasinda kar§1la§11an en
biiyiik"iorluk vakumda distilleme iglemi sirasinda ¢ahgilan madde miktanmn '
gok‘kﬁgﬁk olmas1 nedeniyle buharlann distilasyon kolonundan gegemeden geri
donmesi olmugtur. Bunun &nlenmesi icin piyasadan temin edilebilecek en kisa
boyunlu ve en kiiciik distilasyon diizenegi kullamilmi§ ve distilasyon kolunun
boyun lasmu 1sitict elementlerle  sanlarak buharm yogunlasmadan
sogutucuya ulagmasi saglanmustir. Substratlarnin  saflifi  enzim  kinetigi
agfsmdan son derece onemli oldugundan miimkiin oldugunca saf madde elde
edilmeye cahsilmigs ve safhik dereceleri spektrofotometrik yoniemlerle kesin
olarak saptandiktan sonra kullammma gecilmistir. Sentezlenen biitiin substrat-
lann spektrumlannin literatiirde belirtilenlerle yiizde yiiz uyum iginde oldugu

gOriilmugtiir.

Enzimin siyanojen ile muamelesi sirasinda siirenin 2 saatle simirlandini-
masinm nedeni biitiin inhibisyon reaksiyonlarinda maksimum inhibisyona iki
saatte erisilmesi idi. Ayrica siyanojenin pH 4’teki ¢Ozeltisinde 3-4 saat sonra
kahverengimsi cOkelek gozlenmeye baglamir. Ortamda basta parasiyanojen
olmak iizere pek ¢ok iirtiniin olugtufu sanlmaktadir. Bu muhtemel iirlinlerin
enzime etkilerinin 6nlenmesi igin 2 saatten daha uzun siireli inkiibasyonlardan .
kagimilmugtir. Ote yandan, enzimin denature olmadan saklanabildigi pH
siurlan 5.5-10.5 olarak rapor edilmekiedir. Ancak, muamele pH 4’te
yapimaktadir. Bu nedenle enzimi pH 4’te 2 saatten fazla tutmayarak
muhtemel denaturasyonun Onlendigi samimaktadir. Bu muhtemel eiki, kontrol

RCA IT’nin de aym: kegullarda-tutulmasi suretiyle kontrol altina alinmigtir.

p-Nitrofenilasetatin karbonik aphidraz igin bir substrat olabilece§; ilk kez
Pocker ve Stone (91) tarafindan ortaya gikanlmis ve enzimin bu substrata
karg1 esteraz aktivitesi oldukga iyi incelenmistir. Bu reaksiyon, sulfonamidler
ve tek deferli anyonlar terafindan nonkompetatif bigimde inhibe edilir (93).
p-NPA’daki nitro grubunun hagka gruplarla degigtirilmesi katalitik etkinligi
biiyiik Slciide digiirmektedir (125).
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Bu ¢ahgmada BCA I'nin siyanojen ille muamelesi sonucu enzimin p-
NPA hidroliz aktivitesinin % 79 inhibisyona ugradifi saptanmistir. Bu sonug, '
Ghenbot (117) tarafindan rapor edilen sonuca yakinhk gostermektedir. Kirley
(113), aym inhibisyonu % 97 olarak rapor etmektedir. Cok dikkatli yapilan
- cahsmalarla bile bu inhibisyon degerine bu c¢ahsmada ulagilamamstir.
Kirley’in kullandii enzim kendisi tarafindan izole edilmis, bu calismada
kullanilan enzim ise satm alinmmgtir. Inhibisyon degerleri arasindaki bu fark
cahsma yOntemi ve enzimin elde edildigi kaynak farkindan gelebilir. -

Kullanilan enzimin daha Once calisilan karbonik anhidrazlara uygun
kinetik gosterdigi potent inhibitér olan asetazolamid ile kontrol edilmistir.
Asetazolamid 1 oraminda enzimle inkiibe edildifinde p-NPA aktivitesinde %
100 inhibisyona neden olur. Bu durum, farkh inhibitdr derisimleri ile enzimi
inkiibe ettikten sonra p-NPA hidroliz aktivitesinin 6l¢iilmesi ile saptandi. Sekil
2.5’den goriilecegi gibi [In}/[BCA II] oranin 1 oldugu durumda enzim hemen
hemen % 100 inhibe olmaktadir.

Dort farki: substrat derisimi kullamlarak p-NPA hidroliz aktivitesinin

inhibisyonu saptanmis ve her seferinde % 77-79 aras: degerler bulunmustur.

Metil piridil karbonatlardan 2- ve 3- izomerlerin hidrolizi karbonik
anhidraz tarafindan etkin bir. sekilde katalizlenirken, 4-izomerin hidrolizi
enzimden etkilenmez - (104). M4PCm baglangigta sentezlenip ¢aligma
kapsamma almmasmin nedeni siyaﬁojen iie muameleden sonra enzimin bu
substrata karst davramsinda bir farklanma olup olmadigmin saptanmasiydi.
Pocker ve Janjic (126) karbonik anhidraz: akrolein ile muamele ettikten sonra
p-NPA ve lasetaldehit substratlanina kargt aktivite artign saptamiglardir.
Benzer sekilde Kirley (113), tavsan eritrosit karbonik anhidraz enzimini
siyanojenle muamele ettikten sonra hidrataz ve esteraz aktivitelerinde artig
saptamigtir. Bu c¢ahsmalar géz Oniine ahnarak, M4PC da ¢ahgma kap-
samima alinmig ancak enzimin siyanojenie muameleden sonra da bu substrata -
karg1 aym sekilde davrandifi tespit edildifi icin bu substrat daha sonraki
deneylerin disinda b1rak11m1§t1r: ;
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M3PC, karbonik anhidraz tarafindan M2PC’a gore daha etkin katalizlenir
(104). Asetazolamid, M2PC hidrolizini kompetatif tarza inhibe edefken M3PC
hidrolizini nonkompetatif tarzda inhibe eder. Aym molekile ait izomerlerin
hidrolizinin aym1 enzimle ve aym inhibitorle farkl: tarza inhibe edilmesi bu iki
izomerin enzime baglanma bolgelerinin biraz farkli oldugu izlenimini
vermektedir. M3PC igin bu ¢aligmada saptanan inhibisyon degeri % 99 iken
M?2PC icin % 86 olmas: da bu baglanma bdlgelerinin birbirinden hafifce farkli
olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Siyanojenle modifiye edilmiy BCA II'nin karbondioksiti hidrasyon
aktivitesinin defismedigi rapor edilmigtir (113). Asetaldehitin karbonik
anhidrazla katalizlenmis hidrasyonu karbondioksitinkine - benzer tarzda -
gerceklesir. Bu iki substrat icin aktif bdlgenin aym: oldugu &ne stiriilmektedir
(85). Asetazolamid, asetaldehitin hidrasyonunu da nonkompetatif olarak inhibe
eder. Bu ¢alismada BCA 1I enzimi ile asetaldehitin hidrasyonu reaksiyonunun
siyanojen modifikasyonundan etkilenmedigi saptanmugtir. Bu sonug, karbon-
dioksit ve asetaldehitin enzimin aym bolgesine baglandiklann ve aym

mekanizma ile tiriine doniistiiriildiikleri iddiasim1 desteklemektedir.

Karbonik anhidrazin katalitik etkinlifi, turnover sayilar1i gz Oniine
alindifinda, aldehit molekiiliiniin biyiikligli ile ters orantibdir (86).
Piridinkarboksialdehitlerin karbonik anhidraz tarafindan katalizlenen hidrasyon
reaksiyonlant da bu kurala uyarlar. Bu aldehitler enzim tarafinden daha az
etkinlikle fakat daha siki baglanma ile hidrasyona ugrarlar. Siki baglanmaya
piridfnkarboksialdehitlerin icerdigi azot atomunun enzimin aktif merkezindeki
¢inko atomuna koordine olmasimin neden oldugu sanmilmaktadir. Siyanojenle -
muamele edilmis BCA II enziminin 2-PA, 3-PA ve 4-PA hidrasyon aktivitelerin-
de swrasiyla ytizde 8, 8 ve 9 inhibisyon Ol¢lilmiistiir. 2- ve 4- piridinaldehitlerin
BCA 1I ile hidrasyon reaksiyonlan asetazolamid ile, asetaldehit ve karbondiok-
sitle gozlenenin aksine, kompetatif olarak inhibe edilir. Bu da, asetaldehit ve
karbondioksit hidrasyon reaksiyonlarinda hi¢ inhibisyon gozlenemezken
piridinaldehitlerin hidrasyonunda diigiik bir inhibisyon 6l¢iilmesini agiklayabilir.
Bu gozlemlerden, daha 6nce iddia edildigi gibi (86) enzimin bir dizi substratin
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hidrasyonunu katalizlerken bu isglemi farkh yollarla yaptifi sonucuna

varilabilir.

Bir siklik sulfonat olan HNTSA, incelenen dier substratlara gore farkl
bir yapi gosterdigi icin cahsma kapsamma almmgti. HNTSA’mn hidroliz
reaksiyonu da asetazolamid ile nonkompetatif olarak inhibe edilir. Molekiildeki
benzen halkasina bagh nitro grubunun enzime baglanmada Onemli oldugu
bildirilmistir (102). Siyanojenle muamele edilmis BCA II'nin HNTSA hidroliz
aktivitesinde kontrol BCA II’e goére % 84 inhibisyon gozlenmistir.

Caligilan tiim substratlara ait gdzlenen inhibisyon degerleri toplu olarak
cizelge 3.'de gosterilmistir. Karbondioksit inhibisyonu bu ¢alismada incelen-
memesine ragmen enzimin esas substrati oldugu ig¢in referans olmasi
bakimindan listeye eklenmistir. Cizelgede yer alan ilk bes substrat BCA II
enziminin hidrasyon aktivitesi ile son dort substrat ise hidroliz aktivitesi ile
illgilidir. Cizelgeden goriilecegi gibi siyanojenle muamele edilmiy BCA II
enziminin hidrasyon aktivitesinde ya hi¢ degisme olmamakta veya ¢ok az
degisme gozlenmektedir. Buna karsihk hidroliz aktivitesi bilyiik 6lciide inhibe
olmaktadir.

Enzimin hidroliz aktivitesinin inhibisyonu muamele sirasindaki siyanojen
derisimi ve muamele siiresine bagh olarak incelenmigtir. Muamele sirasinda
[GN, J[Enzim] oram 1000 oldugunda maksimum inhibisyon gozlenmistir.
Daha diigiik siyanojen derigimlerinde inhibisyon yﬁzdesi de du§uk olmakta ve .

her substrat icin farkli bir deger gostermektedir.

Her substrat igin inhibisyonun muamele siiresine bagimhligi sekil 3.1
de goriilmektedir. Bu grafigin kayda deger sonucu, BCA II enziminin siyanojen-
le modifikasyonunun iki fazlh oldugunun gériilmesidir. Inhibisyonun biiyiik
kismm ilk 5 dakikada ortaya c¢ikmakta, daha sonra yavag bir artma gdzlenerek

120 dakika sonunda maksimuma ulagmaktadir.
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Cizelge 3.1 Siyanojenle muamele edilmig BCA 1II enziminin farkh substratlara
gore hidrasyon ve hidroliz aktivitesinde gozlenen inhibisyon degerleri.

Substrat % inhibisvon Referans

CO, 0 (113)
CH,CHO 0 Bu calisma
2-PA 8 L

3-PA 8 B

4-PA 9 !
p-NPA 79 :
M2pPC 86 .
M3PC 99 :
HNTSA 84 "

Inhibisyonun siyanojen derigsimine ve muamele siiresine bagimhihiginin
incelenmesi ile elde edilen sonuclar, enzimde siyanojen tarafindan modifikasyo-
na ugratilan birden c¢ok (iki, belki de daha ¢ok ) bolgenin olabilecefini
diisiindiirmektedir. Elektrostatik kuvvetlerle bir arada duran iyonik gruplarin
(salt bridges) olusturdugu diigliniilen bu bolgeler proteinlerde birden ¢ok
bulunabilir. Bu bolgelerden birisinin siyanojene karsi daha yiiksek afinite
gosterdigi ve kovalent baglanmammn, dolayisiyla modifikasyonun hemen
olu§tu§u; ancak bu modifikasyonun enzimin tamanien inhibisyonuna neden
olmadify, daha diisiik afiniteli diger bolgelerin de zamanla modifikasyona

ugrayarak inhibisyonun tamamlandig: varsayilabilir.

Siyanojenle modifiye edilen BCA II, +4°C’de giinlerce saklanip tekrar
aktivitesi Olgilildligiinde inhibisyonun devam ettifi saptanmstir. Ayrica, ndtral
pH’da defalarca diyaliz edilse bile enzimin aktivitesi geri gelmemektedir. Bu
gozlemlerle, enzimde olusan modifikasyonun kovalent karakterli oldugu

sonucuna varilmigtr.

Incelenen substratlarin siyanojenie inhibe edilen ‘hidroliz reaksiyonlarina .
ait hesaplanan K ve V .  deerleri cizelge 3.2’de toplu olarak verilmistir.

Aym cizelgede kontrol ve inhibe enzimlere ait turnover sayilari da hesaplan
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- magtir. Beklenildigi gibi inhibe enzime ait turnover sayilan oldukga diigiiktiir.
Kontrol enzime ait turnover sayilanindan en biyiigiiniin HNTSA substratinin
hidrolizi reaksiyonuna ait olmas:1 daha 6nceki rapora uygunluk gostermektedir
(102). Yine M3PC substratinin hidrolizi reaksiyonuna ait turnover saqumm
M2PC’ninkine gdre cok biiylik olmas:1 (kontrol BCA II g6z Oniline alindigin-
da) literatiire uygunluk gostermektedir (104). Siyanojenle modifikasyondan
sonra V. son derece diigik degerler alitken gdzlenen K degerlerindeki
degisim belli bir kurah takip etmemektedir. Lineweaver-Burk grafikleri ve
hesaplanan K (gozlenen) degerleri siyanojeni Dixon ve Webb’in tanimina
gore (127) kansik tip (mixed-type) inhibisyona neden olan inhibitorler simfina
koymaktadir. Kargik inhibitdr kinetik olarak, /v ye karsihk 1/[S] grafigi
¢izildiginde, inhibe olan ve olmayan reaksiyonlara ait lineer dogrularin y
ekseninin solundaki herhangi bir yerde (x ekseninin iizeri harig) kesistigi
inhibitor olarak tammlanmgtir. Bu durumda inhibisyondan sonra V_,  degeri
daima dugserken K (gbzlenen) deferi artrmg veya azalmig olabilir. Bu tip
inhibisyonun kinetigi olduk¢a karmagiktir.

Cizelge 3.2. Siyanojenle modifikasyondan sonra BCA II aktivitesinde
yiksek oranda inhibisyon gbzlenen substratlara ait Kinetik parametreler.

Substrat Enzim E_ (M) Voo M/dak)y V  /E ( sy  Km (M)
pNPA BCANl  1,6x10° 1,01x10°¢ 3780 9.44x1070
pNPA CBCAI  1,6x10°° 3,68x10°7 12 1,06x10°7
M2PC BCAT  7,6x10° 3,80x10°0 30 63x10°¢
M2PC  CBCAIl  7.6x10°° 1,98x10°7 2 6,9x1077
M3PC BCA Il 3.4x10°0 2,8x107 492 6,06
M3PC CBCAIl 3,4x10°0 2,9x10°7 5 3,60x10°1
HNTSA BCA II 3,42x10°7 8,37x10°% 14682 2,85
HNTSA CBCAIl  342x107 4,6x107 8100 2,75x10°7

Enzimin esteraz aktivitesini etkileyip hidrataz aktivitesini etkilemeyen
modifikasyonun aydinlatilmasi igin 6nce molekiiliin bazi 6zellikleri aragtiril
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di. Siyanojen ile muameleden sonra sudaki ¢dzintrliginin azalmasi, protein
modifikasyonu sonucu hidrofobik karakterin arttifi seklinde yorumlandi. Daha
6nceki bir ¢ahgmada siyanojen ile modifikasyonun proteinin elektroforetik
mobilitesini etkileyip etkilemedigi arastrlomg ve SDS-PAGE ile incelen-
diginde kontrol ve modifiye enzimlerin davramiginda bir degisiklik gbzlenme-

digi rapor edilmistir (13).

Kontrol ve modifiye enzimlerin UV-VIS spektrumlan (Sekil 2.19)
bantlarin konumlan acgisindan birbirinin aym olmasina ragmen bantlarin
siddetinde, modifiye enziminkinin daha diigsik olmasi geklinde bir fark
gozlendi. Buradan malekiiliin absorbtivitesinde hafif bir diigme oldugu sonucuna

varilabilir.

Siyanojenle muamele edilmisy BCA I'nin sivi kromatografisindeki
davramgi da benzer bir Ozellik gbstermektedir. Asetonitril/su ¢bzgen sisterni
kullamlarak C-18 kolonda yiiriitillen 6rnek, kontrol enzime gére daha biiylk
tutulma zamam: g&stermekte ve pikin siddeti kontroliinkine gbre daha distik
gorilmektedir (Sekil 2.20). Aradaki fark, kontrol ve modifiye enzim ¢ozeltileri
birlikte enjekte edildifinde cok daha carpici olarak ortaya c¢ikmakta ve
enzimin kromatografik Ozelliklerinin siyanojen modifikasyonundan sonra
degistigini acitkca gOstermektedir. Tutulma zamanimmn kontroliinkine gore
biraz daha bilyiik olmas: modifiye proteinin hidrofobik karakterinin arttif:

seklinde yorumlanabilir.

Tripsin, proteinleri lizin ve arjinin birimlerinden hidrolize ugratir. Kontrol
ve siyanojenle modifiye edilmis BCA II enzimlerinin tiripsin ile muameleden
sonra hidroliz ﬁn’i'n]en' arasindaki fark aragtinlmigtir. Ancak, burada
karsiiagtlan zorluk standart tripsin hidrolizinde ilk adim olan proteinin
denature edilmesi olmustur. Bolim 2.7.4°de belirtildigi gibi siyanojenle olusan -
modifikasyon nukleofillere kargi dayamiksizdir. pH 7,2 giinlerce saklanmasina
ragmen geri gelmeyen aktivite, enzimi pH 10 ortamina ahp tekrar pH 7,2’ye
getirildiginde, geri kazamlmaktadir. O halde, tripsin hidrolizinden &nce
denaturasyon i¢in kullanilan pﬁ 10,5 ortam: olugan mc;diﬁkasyonu da ortadan

kaldiracaktir. Bu yiizden enzimin, olusan modifikasyona zarar vermeksizin,
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daha i1hmh kosullarda denature edilebilecegi Ongériildii. Bunun igin % 70
etanol cozeltisinde 1sitma yontemi kullamldi (Day, s6zli goriisme). Daha
sonra isitmanm da gerekli olmadifi, proteini % 70 etanol ¢ozeltisi icinde

1.5-2 saat kanigtirmamn denaturasyonu gerceklestirdigi goriildi.

Kontrol ve modifiye enzimin tripsin ile sindirildikten sonraki kromatogram-
lar1 arasinda o6nemli bir fark gozlenemedi (Sekil 2.21). Piklerin tutulma
zamanlarinin hemen hemen aymi buna kargilik siddetlerinin farklh oldugu
saptandi. Bu giddet farkbh$ hemen hemen her pikte gorildiigii icin bunlarin
ayrihp saflagtinlmas:  yerine kromatogramlarda daha belirgin  farklarin

goriilebilecedi baska yontemler arand:.

Bir serin proteaz olan V8 proteaz, kullamlan tampon c¢ozeltiye bagh
olarak, proteinleri glutamat birimlerinin karboksil ucundan veya Glu-x, Asp-x
birimlerini yine karboksil ucundan koparir. Siyanojenle ﬁ}odifikasyon sonunda
enzimin bir Glu eksik amino asit analizi gostermesi glutamik asidin muamele
sonunda bir nukleofil ile ¢apraz baglanmaya girdigini disiindiirmektedir (113).
Bir Glu eksik olan proteinin hidroliz sirasinda farkli bir kopma gosterecegi
varsayilarak V8 proteaz ile sindirilmis kontrol ve modifiye enzimlerin
kromatogramlan incelendi. Sekil 2.22 ve 2.23’te gorildiigii gibi kromatogramlar

arasmda anlamh bir fark gézlenememektedir.

Hem tripsin hem de V8 proteazla gergeklestirilen hidroliz sonucunda
modifiye enzimin kontrolden daha farkli bir kromatogram vermemesi, ya olugan
modifikasyonun hidroliz sirasmnda herhangi bir nedenle ortadan kalktifi veya
olusan baglann peptidlerin biiylik. yapisma oranla ¢ok kiicik degisiklikler .
olmasi nedeniyle tayin edilemedigi seklinde agiklanabilir.

Daha 6nceki ¢alismalarda siyanojenin proteinlerde ve model bilesiklerde
tuz kopriileri (salt bridges) ile iligki kurarak bunlan kovalent baglara
doniigtiirdiigi aciklanmugtir (111-117).

Siyanojenin enzimdeki modifikasyonu, karbonik anhidraz molekiiliinde
birbirine yeteri kadar yakin bulunan glutamin ve histidin amino asitlerinin yan

zincirleri arasinda gergeklestirdigi 6nerilmistir (112). Siyanojenin kovalent bag
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olusturdugn tuz kopriisiiniin (salt bridge) nukleofil kismi igin aday olabilecek
serin, treonim, lizin ve triptofan gibi aminoasitlerin kimyasal modifikasyonu
enzimin hidrataz ve esteraz aktivitesinde inhibisyona neden olmaz. Buna
kargihik histidinin kimyasal modifikasyonu enzimi inhibe eder. Bu nedenle

histidinin siyanojenle modifikasyonda rol aldif: digiinlilmektedir.

Siyanojenle modifiye edilmi§ enzimin pH 10°da bir miiddet tutulmasiyla
aktivitenin geri gelmesi olusan bagin niikleofillere karg1 dayaniksiz oldugunu
gostermektedir. Bu Ozellikten yararlanilarak kovalent bagin olugmasinda rol
alan amino asitler tayin edilmeye cahgilmigtir. Kirley (113), siyanojen
modifikasyonunda rol alan en az bir glutamin oldugunu gostermistir. Ghenbot
(117), isaretli glisin etilester (14C-GEE) kullanarak bu modifikasyonu aydinlat-
maya cahigmustir. So6zii edilen c¢alismada enzim, siyanojenle modifiye
edildikten sonra *C-GEE ile muamele edilmis ve reaktifin fazlas1 daha sonra
ultrafiltrasyon ile yikanarak uzaklasgtinlmigtir. Daha sonra enzim, tripsin ile
hidroliz edilmis ve sivi komatografisinden toplanan fraksiyonlarin radyoak-
tivitesi sayilarak baglanmanin oldugu peptidler aynlmis ve amino asit
analizleri yapilmistir. Buna gére ii¢ peptidin 14c.GEE baglanmas1 gosterdigi,
bunlardan ikisinin aktif merkeze ait aminoasitleri icerdigi bildirilmistir. Ancak,
olusan amid bagnin bir karboksil ile bir imadazol grubu arasinda olabilecegi
gibi bir karboksil ile bir guanidino grubu arasinda da olabilecegi savunulmak-

tadir.

Enzimde siyanojenin olusturdugu kovalent degisiklik(ler) in incelenebil- '
mesi i¢cin GEE’e benzer bir nukleofil arandi. Kullanilacak madde iyi bir
nukleofil, buna karsihk zayif baz olmahydi Zira, kuvvetli bazik karakter
tasiyan bir nukleofil reaksiyon kariggmmmn pH’sim 10’un iizerine ¢ikaracak
ve siyanojen modifikasyonunun yiiksek pH’daki dayaniksizifi nedeniyle bag -
acimasi, kullamlan nukleofil nedeni ile degil, hidroksit iyonlan yiiziinden
olacaktir. Nukleofil olarak N-metilhidroksiamin istenilen ozellikleri tagimakla
beraber #C-etiketli N-metilhidroksiaminin sentezinde kargilagilan zorluklar
nedeniyle kullamilmadi. Metilamin’in niikleofil olarak kullanilabilecegi

diigiinlildi. Ancak metilamin kuvvetli bazik 6zellik gdstermesi nedeniyle
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reaksiyon susuz ortamda metilenkdriir ¢dzgeninde gerceklestirildi. Siyanojenle
muamele edilen BCA II bolim 2.7.4’te anlatildifi sekilde metilamin ile
muamele edildikten sonra enzim pH 10 ortamina getirilse bile aktivite tamamen
geri gelmediginden baglanmanin gerceklestigi kabul edildi. Daha sonra G
etiketli metilamin ile deneyler tekrar edilerek radyoaktivite izlenmeye galisildi
ise de nonspesifik baglanmanin fazla olusu nedeniyle anlamh bir sonug elde -

edilemedi.

Uygun bir nukleofil bulunmas: ¢abalarn akla p?anisidinin kullanilabilirli-
gini getirdi. p-Anisidin, sulu ¢0zeltisinin pH1 7,84 olmas! nedeniyle istenen
zayif bazik karakteri tagimaktadir. 300 nm’de kuvvetli absorbansa neden
olmasi sebebiyle baglanmanin proteinin absorbans yapmadifi bu dalga
boyunda kolayca izlenebilecegi diigiiniildii. Diisiiniilen baglanma modeli gekil
3.2’de goriilmektedir. Bolim 2.7.5 ’de anlatldii sekilde p-anisidin ile
muamele edilen modifiye BCA II'nin UV-VIS spektrumunda goriilen 320
nm’deki absorbans, kontrol enzimin spektrumunda goriilmeyince (sekil 2.27)
baglanmammn gerceklesti§i varsayildi. Gergekten, daha sonra tripsin ile
sindirilen modifiye BCA II nin kromatogramimin kontrole gére farklilif
oldukca carpicidir (sekil 2.28). 320 nm’de dedeksiyonu yapilan kromatogram-
lardan kontrol enzime ait olaninda hemen hemen hi¢ absorbans yapan tiir -
gbzlenmezken modifiye enzime ait kromatogramda pek¢ok pik gozlenmektedir.
Enzime baglandifi varsayilan p-anisidin sayis1 molekiiliin diger birimlerinin -
yanmda oldukca az oldugu igin bu piklerin dedeksiyonu igin yiiksek has-
sasiyette c¢ahsildi. Bu kromatogramdaki en biiyiik ii¢ pik ayn fraksiyonlar
halinde toplanarak miimkiin olduunca temizlendi ve amino asit analizi
uygulandi. Amino asit analizleri piklerin yeterince saf olmadifini gosterdi.
Defalarca uygulanan saflagtirma iglemlerine ragmen bu analizlerden anlamh
bir sonu¢ alinamadi. Ancak bu ii¢ pikin, Ghenbot (117) tarafindan izole
edilen ve nukleofilik baglanmaya yatkinlik gosteren ii¢ peptide ait olabilecegi

tizerinde duruldu.

Bazi inhibitorlerin BCA II enzimini siyanojenlé modifikasyona kars:

koruyucu etkisi arastirildi. Asetazolamid inhibit6riiniin enzime Zn iizerinden
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baglanarak inhibisyona neden oldugu bilinmektedir. Salamid inhibitSriiniin ise
bir disulfonamid olmas: nedeniyle Zn’ya baglanmamn yanmnda diger
sulfonamid grubu ile His 64’ baglandif;, hatta diger amino grubu ile de His
118 ile iligkide oldufu X-sm caiismalan ile belirtilmistir (82). His 64’ilin
aktif merkezde yer almas: ve katalitik mekanizmada gorev yapmas: nedeniyle
protein yapisinda Onemli bir yeri vardir. Bu amino asidin karbondioksiti
hidrasyon mekanizmas: sirasindaki gorevi ise tartisgilmaktadir. Zira His 64
in site-directed mutagenesis iie bagka amino asitlerle yer degistirmesi CO,
aktivitesini biraz etkilemekie fakat enzim hidrasyon aktivitesini yine de biiylik

bir hizla stirdiirebilmektedir.

Siyanojenle modifikasyon sonrasinda olusan kovalent baglardan bir
tanesinin bir bileseninin His 64 olabilecegi, bu durumun enzimin esteraz
aktivitesini inhibe edecegi fakat hidroliz aktivitesini etkilemiyecegi diigiiniilerek
bu durumun aydinhfa kavusturulabilmesi i¢in enzim asetazolamid ve salamid
ile ayn ayn etkilestirildikten sonra siyanojen modifikasyonuna tabi tutuldu.
Sekil 2.29°'da asetazolamid varlifinda siyanojen ile modifiye edilen BCA 1I nin -
p-NPA ve HNTSA  hidroliz aktiviteleri gorilmektedir. GOrildagi gibi
asetazolamidin varh@ enzimi siyanojen modifikasyonuna karsi koruma-
maktadir. Bu ashnda bu deneyin planlanmasindan beklenen sonugtur. Zira
asetazolamid enzime Zn iizerinden baglanmakta; siyanojen modifikasyonunda
rol alan gruplar serbest durumda bulunmaktadr. Sekﬂ 2.30°da ise salamid
varhginda siyanojen ile muamele edilen BCA II'nin p-NPA ve HNTSA hidroliz
aktiviteleri goriilmektedir. Saiarm'd, enzimi siyanbjén modifikasyonuna karsi
korumaktadir. Aktivitenin kontrol BCA II'ninkine gére biraz inhibe edilmis
olmas: siyanojenin enzimde birden cok kovalent bagin olusmasina neden
oldugunu diigiindiirmiigtiir. Ongoriildiigii gibi; His 64’iin salamidle korunmas:
sonucu bu aminoasit iizerinden modifikasyon gerceklesememekte, ancak hala
serbest halde bulunan bagka gruplar lizerinden modifikasyon kismen gercekles-
mektedir. Bu da enzimde bir miktar inhibisyon gozlenmesine neden olmaktadir.

Bu ¢ahgsmadan ¢ikanlan sonuglar ve ilerideki ¢aligmalar igin Oneriler

sOyle Ozetlenebilir:
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1. BCA II'nin siyanojenle modifikasyonu enzimin hidrataz aktivitesini etkilemez-
ken, esteraz aktivitesini inhibe etmektedir. Bu nedenie enzimin hidrataz ve

esteraz aktivitelerinden farkli bdlgeler sorumludur.

2. Siyanojen modifikasyonunun muamele siiresi ile olan iligkisi proteinde
modifikasyona farkli cevap veren iki (veya daha fazla) modifikasyon bolgesi

oldugunu diigtindirmektedir.
3. Siyanojenle modifiye edilmis BCA II'nin p-anisidin ile etiketlenmesi 6zgiilliik -
gostermektedir. Bu niikleofilin baglandifi aminoasitlerin belirlenmesi siyanojen

modifikasyonunun aydmlatilmasina yardimc: olacaktir.

© 4. Salamid’in enzimi siyanojen modifikasyonuna kargi korunmasi, His 64’ln

modifikasyonda rol oynadif sonucunu getirmektedir. His 64’tn aktif
merkezdeki konumu insan karbonik anhidraz II enzimi i¢in X-151m analizleri
ile belirlenmistir. Ancak bdyle bir ¢alisma sigir karbonik anhidraz II igin
yapilmamustir. Genellikle, kimyasal modifikasyon c¢aliymalarinda BCA II, X-
isint yapi analizleri igin ise HCA 1I ile cahgilmistir. BCA II'min de X-
igmlann  ile yapismmin  aydinlatilmas: birbirine tuz kopriisi  (salt-bridge)
olusturacak kadar yakin olan aminoasitlerin belirlenmesinde yardimc
‘olacaktir. Ayrica, BCA II'nin molekiler yapis: bilgisayar similasyonu ile
incelenerek en kararh durumda herbir aminoasit biriminin cevresine gore
durumu arastimlabilir. BOyle bir c¢alsma bu ga11§man1n yapildig:
laboratuvarda baglatilmistir. Uzun vadeli bir cahgma olarak site-directed
mutagenesis ile His 641 degistirilmis BCA 1II siyanojenle modifikasyona
ugratilarak aktivitesindeki degisimler incelenebilir.
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EK-1.INHIBISYONUN HESAPLANMASI

Bu gahgmanin biitiin bdliimlerinde agiklanan inhibisyon degerleri BAGIL
INHIBISYON cinsinden hesapland.

Bunun i¢in kontrol ve siyanojenle muamele edilmis enzimin katalizledigi
reaksiyon ¢ozeltilerinin absorbans degerleri iiriiniin Gzellifine gore absorbans
artmasi veya azalmasi seklinde Olgtildiikten sonra her reaksiyon i¢in zamana
gore olusan iriin grafigi ¢izildi. Bu grafigin dogrusal olan kisminin egimi v
itk hizi verir.

Kontrol ve siyancjenle muamele edilmis enzimlere ait ilk hiz degerleri
Vo VE V; olarak &lciildiigiinde inhibisyon sonunda geriye kalan aktivite viiv,
olarak hesaplanir.

Bu deger 100 ile carpiip 100 den cikarildiginda elde edilen deger %
inhibisyon degeridir
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