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OZET

Karbonik Anhidraz IT’nin Homosistein ve Metilglioksal ile Modifikasyonunun Enzim

Aktivitesi ve Antijenik Ozelliklerine Etkisinin Incelenmesi

Karbonik anhidrazlar (CA’lar), karbondioksitin hidrasyonunu geri doniisiimlii olarak
katalizleyen metalloenzimlerdir. CA enzim ailesinin posttranslasyonel modifikasyonlarina
(PTM’larina) dair c¢alismalar genellikle veritabanlarina dayanarak degerlendirilmistir.
PTM’ler ile CA’larin fonksiyonlar1 arasinda agik bir korelasyon oldugu ifade edilse de
bir¢ok modifikasyon olay1 i¢in yeterince deneysel ¢aligmalar yapilmamistir. Bu ¢aligsmada,
genis bir doku dagilimina sahip insan karbonik anhidraz II (hCAII) izoenziminin
homosistein (HCY) ve metilglioksal (MGO) ile in vitro modifikasyonlarinin enzimin
aktivitesi ve antijenik 6zellikleri tizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla,
calismada kullandigimiz saf hCAIl izoenzimi, insan eritrositlerinden afinite kromotografisi
ile saflastirildi. Elde edilen saf hCAIl izoenzimi, HCY ve MGO ile in vitro olarak modifiye
edildi. Modifikasyonlarin varligi western blot ile teyit edildi. Modifiye edilen hCAII
izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri Ol¢lildi. Modifiye olan hCAII
izoenzimlerinin antijenik 6zeliklerini belirlemek icin Balb-c fareler bu enzimlerle immiinize
edildi ve fare serumlarindaki antikor titreleri ELISA yontemi ile 6l¢iildii. Enzim aktiviteleri
ol¢iildiigiinde, hCAIl enziminin HCY ve MGO ile modifikasyonlarinda, N-
homosisteinilasyona bagli olarak enzim aktivitesinde dozla iliskili olarak inhibisyona neden
olurken, glikasyona bagli etkisininin ise diisiik modifikasyon dozunda 6nemli Glgiide
aktivasyona sebep olurken yliksek modifikasyon dozunda ise inhibisyona neden oldu. MGO
ile modifikasyonun Balb-c farelerde yiiksek antijenik cevap olusturdugu, HCY’nin
antijeniteyi degistirmedigi gozlendi. Sonu¢ olarak, MGO ile modifikasyonun hCAlII
enziminin hem aktivite hem de antijenik 6zelliklerini etkiledigi, HCY ile modifikasyonun

ise enzimin aktivitesinde Onemli etkisi oldugu gozlenirken, antijenik olarak etkisi

belirlenmemistir.
Anahtar Kelimeler: Antijenite, Glikasyon, Homosistein, Homosisteinilasyon,
Homosistein-tiyolakton, Karbonik  Anhidraz 1l, Metilglioksal, Posttranslasyonel

Modifikasyon
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Modification of Carbonic Anhydrase Il with

Homocysteine and Methylglyoxal on Enzyme Activity and Antigenic Properties

Carbonic anhydrases (CAs) are metalloenzymes that reversibly catalyse the
hydration of carbon dioxide. Studies on posttranslational modifications (PTMs) of the CA
enzyme family have been evaluated mainly based on databases. Although there is a clear
correlation between PTMs and the function of CAs, many modification events have not been
adequately studied experimentally. In this study, we aimed to investigate the effects of in
vitro modifications of human carbonic anhydrase Il (hCAII) isoenzyme with homocysteine
(HCY) and methylglyoxal (MGO) on the activity and antigenic properties of the enzyme.
For this purpose, pure hCAII isoenzyme was purified from human erythrocytes by affinity
chromatography. The obtained pure hCAII isoenzyme was modified in vitro with HCY and
MGO. The presence of modifications was confirmed by Western blotting. Hydratase and
esterase activities of the modified hCAIl isoenzymes were measured. To determine the
antigenic properties of the modified hCAIl isoenzymes, Balb-c mice were immunised with
these enzymes and antibody titres in mouse sera were measured by ELISA. When the
enzyme activities were measured, modifications of hCAIl enzyme with HCY and MGO
caused dose-related inhibition of the enzyme activity due to N-homocysteinylation, while
the glycation-dependent effect caused significant activation at low modification dose and
inhibition at high modification dose. It was observed that modification with MGO induced
a high antigenic response in Balb-c mice, while HCY did not alter antigenicity. In
conclusion, modification with MGO affected both the activity and antigenic properties of
hCAIl enzyme, while modification with HCY had a significant effect on the activity of the

enzyme, but no antigenic effect was determined.

Key words: Antigenicity, Carbonic Anhydrase 1, Glycation, Homocysteine,
Homocysteinylation, = Homocysteine-thiolactone,  Methylglyoxal,  Posttranslational

Modification
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1. GIRIS ve AMAC

Karbonik anhidrazlar tiim canlilarda toplam sekiz ailesi olmakla birlikte,
memelilerde sadece o-CA ailesi tarafindan kodlanan ve tek bir polipeptitten olusan
metalloenzimlerdir. Glinlimiize kadar ¢esitli doku ve organlarda 16 izoenzimi belirlenmistir
(1). Bu enziminin temel rolii, bikarbonat ve proton iyonlari olusturmak igin karbondioksitin
hidrasyonunu geri doniisiimlii olarak katalizlemesidir. Bu 06zelligi sebebiyle CA'lar pH
regililasyonu, elektrolit ve s1vi sekresyonu, biyosentetik reaksiyonlar, kemik rezorpsiyonu,
kalsifikasyon, tiimor olusumu gibi birgok fizyolojik veya patolojik siiregte rol alirlar (2).
Insan eritrositlerinde bol miktarda bulunan CAII izoenzimi (hCAII) yiiksek Katalitik
aktiviteye sahip olan ve biyokimyasal, fonksiyonel ve yapisal yonlerinden iyi bilinen bir
enzimdir (1). Son zamanlarda ¢esitli otoimmiin hastaliklarda CAll’ye kars1 otoantikorlar
belirlenmis ve bunun nedenlerinden birinin de oksidatif stres kaynakli modifikasyonlar

olabilecegi ortaya konulmustur (3).

Proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlari, sentezlenen proteinlerin geri
doniistimlii veya geri doniisiimsiiz olarak kovalent bag ile modifiye edilebildigi kimyasal
veya enzimatik siireglerdir. Bu PTM'ler protein fonksiyonunu, stabilitesini ve hiicre alti
lokalizasyonunu ve ayrica protein-protein etkilesimlerini degistirir. Ayrica PTM’lerin neden
oldugu yapisal degisimler proteinlerin yeni bir antijen olarak taninip immiinolojik siire¢lerin
baglamasina neden olur. Aslinda PTM’ler normal fizyolojinin siirdiiriilmesi igin
gereklidirler, ancak asiri iiretildiklerinde norolojik hastaliklar ve diyabet gibi patolojik
durumlara yol acabilirler (4). Hiperglisemi, T2D'nin patofizyolojisinde ve ilgili
komplikasyonlarinda rol oynayan AGE'lerin olusumunu tesvik eder. AGE'ler, indirgeyici
sekerler ile proteinlerin serbest amino grubu arasindaki bir dizi enzimatik olmayan reaksiyon
yoluyla olusan bir grup karmasitk PTM'dir. Onemli bir AGE o6ncii molekiilii olan
metilglioksal, insan plazmasinda (50-150 nM) ve dokularda (1-4 uM) son derece diisiik
fizyolojik konsantrasyona sahip en reaktif dikarbonildir. Biyolojik sistemler, metilglioksal
konsantrasyonunun normal degerinin tizerine ¢iktiginda, oksidatif stres, protein bozulmasi,
AGE'lerin iiretimi ve anormal hiicresel metabolizmaya sebep olan karbonil strese maruz
kalirlar (4). Bununla iliskili olarak diyabetli kisilerdeki glikasyona bagli CA aktivitelerinde
fark belirlenmistir (5).

Homosistein, metiyonin metabolizmasindan {iiretilen, siilfiir iceren, protein olmayan

bir ara amino asittir. Saglikli bireylerde normal homosistein seviyeleri 5-10 uM arasinda
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degismektedir. Homosistein toksisitesinin 6nerilen mekanizmalarindan biri, oldukga aktif
metaboliti olan homosistein tiyolakton (HTL) tarafindan olusturulan proteinlerin
posttranslasyonel modifikasyonudur. HTL tercihen enzimatik olmayan bir mekanizmayla
protein lizin kalintilarinin €-amino grubuyla amid baglar1 olusturur; bu siire¢ "protein N-
homosisteinilasyonu" olarak adlandirilir. HTL'nin proteinlere dahil edilmesi, protein
yapisindaki degisiklikler nedeniyle protein islevlerinin kaybina neden olur ve oksidasyon
yoluyla daha fazla hasara duyarli hale gelir. Ayrica, N-homosisteinilasyonun protein
agregasyonunu veya amiloid olusumunu indiikledigi de bilinir. Dolayisiyla bu siire¢ insanda
norodejeneratif hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (6).
Yapilan calismalarda, karbonik anhidraz enziminin de HTL ile modifikasyonuna bagl
olarak inhibe oldugu ve enzimin agregatlarinin varligi tespit edilmis olsa da, bu konuda
yapilan ¢aligsmalar ¢ok siirli kalmigtir (7). Karbonik anhidrazlarin baslica roliiniin ortamin
asit-baz dengesinin diizenlenmesi ve homeostaz dahil olmak {izere ¢esitli siiregleri katalize
etmesi dolayistyla bu enzimin posttranslasyonel modifikasyonlarinin da bir o kadar énemli
etkileri olmas1 beklenmektedir. Ayrica hCAII'nin in vitro HCY ve MGO ile olusturulan

modifikasyonlarinin antijenik 6zelliklerini inceleyen bir ¢alismaya da rastlanmamustir.

Bu ¢alismada, insan eritrositlerinden elde edilecek saf hCAIl enziminin, HCY ve
MGO ile in vitro modifikasyonlarinin enzimin aktivitesi ve antijenik 6zellikleri {izerine

etkilerinin incelenmesi amaclanmustir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karbonik Anhidraz (CA)

Karbonik anhidrazlar (CAs, EC 4.2.1.1), ¢inko igeren, karbondioksiti bikarbonat ve
hidrojen iyonlarma geri doniistimlii olarak katalize eden metalloenzimlerdir (8). CA ile
katalize edilen reaksiyon, denklem (1) ve denklem (2) ile ile agiklanan iki asamali bir

mekanizmay takip eder.

H.0
EZn®* -OH" + CO; «—»EZn*-HCOs«—» EZn?"-H,0 + HCOy Denklem (1)

EZN?* -H,0 + B «— EZn?*-OH" +BH" Denklem (2)

[k adimda, Zn*bagl hidroksit, CO,'ye niikleofilik bir atak yaparak HCO3™ olusumuna
neden olur, bu daha sonra bir su molekiilii ile degistirilir ve enziminin katalitik olarak aktif
olmayan EZn?*-H,O formu olusur (Denklem (1)). Hiz smirlayict olan ikinci adimda
(Denklem (2)), ¢inko bagli hidroksit, ¢inko koordineli su molekiiliinden ¢oziicti ortama (B)
bir proton transferi reaksiyonu yoluyla yeniden olusturulur. izoenzimlerin ¢cogunda, aktif
bolge boslugunun ortasina yerlesen bir histidin kalintisi, bir proton mekigi gorevi yaparak

bu agamaya yardimect olur (5).

Karbonik anhidraz ailesinin iiyelerinin pH regiilasyonu, karbondioksitin ve iyonlarin
taginmasi, idrarin asitlestirilmesi, beyin omurilik sivisinin salgilanmasi, gz i¢i sivisinin
tiretimi, kemik rezorbsiyonu, yag asidi metabolizmasi, testis sivisi iiretimi Ve timor olusumu

gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rolii vardir (1,9).

Karbonik anhidrazlar okaryotik ve prokaryotik hiicrelerde bulunur ve bunlar sekiz
farkli gen ailesi, a-, -, y-, 0-, -, - ve 0-CA'lar tarafindan kodlanir. Memelilerde sadece a-
CA ailesi bulunur (10). insan CA izoenzimi yaklasik 29 kDa molekiiler agirliga sahip 295
amino asit iceren tek zincirli bir proteindir (8,9). Insanda bulunan CA izoenzimlerinin,
kinetik ve yapisal 6zellikleri, normal hiicre/doku/organ dagilimlari ve fizyolojik gorevleri

Tablo 1’de verilmistir.

.
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Tablo 1. insan CA izoenzimlerinin kinetik ve yapisal 6zellikleri, normal doku dagilimlar:
ve fonksiyonlar1 (Zamanova S’den, 11)

CA Ana Kinetik Normal organ/doku konumu Fizyolojik fonksiyon
izoenzimi yapisal ozellikler
(hiicresel ozellikler  Kcat (572
lokalizasyon)
CA | (Sitozol) Katalitik 2 x 10° Kirmizi kan hiicreleri, nétrofiller, kornea CO,/HCO;~ havuzlarinin
alan epiteli, lens, goziin siliyer cisim epiteli, ter dengelenmesinde ~ gérev  alir,
bezleri, yag dokusu, kalin bagirsak epitelinin kandaki ve diger viicut sivilarindaki
miyoepitelyal hiicreleri, adrenal bezlerin zona ~ pH'yt korur, CO2'nin dokulardan
glomerulosa'st akcigerlere  tagmmmasina  katki
saglar.
CA 1l (Sitozol)  Katalitik 1.4 x 108 Beynin koroid pleksusunun oligodendrositleri  Kandaki ¢6ziinmiis CO,/HCOs5
alan ve epitelyumu, siliyer cisim, lens, gozlerin  havuzlarinin dengelenmesine
retinasinin Muller hiicreleri, tiikiiriik bezlerinin ~ katkida bulunur ve kanda ve
asiner hiicreleri, akcigerin tip II epitel hiicrelerin sitoplazmasinda pH
hiicreleri, karacigerin perivendz hepatositleri, homeostazisini korur.
proksimal tiibiil, distal tiibiil ve bobreklerin
kortikal  toplama  kanallarimin  interkale
hiicreleri, endotel hiicreleri, eritrositler,
trombositler, notrofiller, mide paryetal
hiicreleri, duodenum, bagirsak ve kolonun
epitel hiicreleri, pankreas kanal hiicreleri,
uterus endometrial hiicreleri, seminal vezikiil
ve duktusun epitel hiicreleri deferens,
spermatozoa, adrenal  bezlerin  zona
glomerulosa hiicreleri, kemik osteoklastlari
CA Il (Sitozol)  Katalitik 1 x10* Iskelet kaslari, yag hiicreleri, rahim, prostat, —Kas hiicrelerinin sitoplazmasindaki
alan akcigerler, bobrekler, kolon ve testis, kirmizi  ¢o6ziinmiiy CO,/HCO;5™ havuzlarim
kan hiicreleri dengeler ve pH homeostazisini
korur, dogal kaynaklardan
kaynaklanan veya alkol ve gesitli
ilaglarin  tiiketimiyle tetiklenen
oksidatif ~ strese karst  direng
kazandirir.
CA IV Bir 1.1 x 108 Belirli kilcal yataklarin apikal plazma Cl- iyonlarimin konsantrasyonunun
(D1s zara bagli)  fosfatidil membrant (pulmoner mikrodamar sistemi, sitozoldekinden ¢ok daha yiiksek
inositol kortikal kilcal damarlar, goziin - oldugu hiicre dist  bosluktaki
glikan koryokapillerleri, iskelet ve kalp kast CO,/HCO;s havuzlarinin
(GPI) ile mikrokapillerleri), kolon GI epitel hiicrelerinin  dengelenmesinde rol oynar.
membrana ve nefronun belirli boliimlerinin apikal plazma
bagl zarl, insan {ireme sisteminin spesifik epitel
katalitik hiicreleri
alan
CA VA Katalitik 2.9 x10° Karaciger Glukoneogenez, urejenez,
(Mitokondri) alan lipogenezde yer alir,
CA VB Katalitik 9.5 x 10° iskelet ve kalp kaslari, bobrekler, pankreas, glukoneogenez  ve  lipogenez
(Mitokondri) alan gastrointestinal sistem, beyin ve omurilik yollarindaki ~ HCOz ‘1  piruvat
karboksilaza, iirejenez yolundaki
karbamoilfosfat sentetazina, dalli
zincirli amino asit katabolizmasi
igindeki propiyonil-CoA
karboksilazina ve 3-metilkrotonil-
CoA karboksilaz1 saglar.
CA VI Katalitik 3.4 x10° Tiikiiriik ve meme bezleri tarafindan salgilanir ~ Tiikiiriikte, yutulan yiyeceklerden
(Tikirik  ve alan ve ayrica yiyeceklerin  agiz
siitte salgilanir) boslugunda yasayan bakteriler
tarafindan ayrismasindan

kaynaklanan asidi notralize eder,
boylece st sindirim kanalin
asitlikten korur.
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Tablo 1. (Devam)

CA izoenzimi Ana yapisal Kinetik Normal organ/doku konumu Fizyolojik fonksiyon
(hiicresel ozellikler ozellikler
lokalizasyon) Keat (571
CA VIl Katalitik alan 9.5 x 10° Esas olarak MSS'de, ayrica karaciger, iskelet ~CNS hiicrelerinin sitoplazmasinda
(Sitozol) kaslar;, mide, duodenum ve kolonda da ve diger dokularda ¢oziinmis
goriilir. CO,/HCO;™ havuzlarini dengeler ve
pH homeostazisini korur.
CA VIl Katalitik alan  N/A Beyincikteki Purkinje hiicreleri, sinir hiicre  Inositol trifosfatin (ITP)
(Sitozol) (islevsiz) govdeleri ve bazi astrositler, karaciger, endoplazmatik retikulum tizerindeki
akcigerler, kalp, bagirsak, timus, bobrekler reseptoriic.  ITPR1'e  baglanmasini
etkiler, bdylece hiicreler igindeki
kalsiyum sinyalini modiile eder.
CAIX Proteoglikan, 3.8 x10° Mide epiteli, safra kanali, safra kesesi kanali, Hiicre dis1 bosluktaki CO,/HCO3~
(D1s zara bagli)  katalitik alan, pankreas kanali, ince bagirsagin hizla havuzlarmm dengelenmesinde yer
transmembran ¢ogalan normal hiicreleri ve CNS'de (diisiik  alir, hipoksik tiimérlerde asirt
alan ve ekspresyon) eksprese edilen, hipoksik kosullar
sitoplazmik altinda hiicrenin hayatta kalmasinda
alandan 6nemli bir rol oynar.
olusan dimer
CA X (Sitozol) Katalitik alan  N/A Beyindeki miyelin kilifi Normal beyin gelisiminde miyelin
(islevsiz) kilifi organizasyonunda &nemli rol
oynar.
CA XI (Sitozol) N/A CNS: koroid pleksus ve pia araknoid alanlar, ~ Bilinmiyor
sinir govdesi, ndritler ve astrositler i¢inde,
ancak  oligodendroglia  iginde  degil,
Omurilik, GI yolu (mide, ince bagirsak,
kolon), pankreas, karaciger, bdbrekler,
iskelet kaslari, yaumurtaliklar, lenf diigiimleri,
adrenal bez, tiroid, tiikiiriik bezleri
CAXII Katalitik alan 4.2 x 10° Kolon, rektum, yemek borusu, pankreas, Hiicre disi bosluktaki CO/HCO3
(D1s zara baglr) bobrekler, prostat, beyin, endometriyum, havuzlarmm dengelenmesinde rol
yumurtaliklar, testis, derideki ter bezleri, oynar, baz timorlerde ekspresyonu
meme epiteli ve goziin pigmentsiz siliyer  arttirir.
epitel hiicreleri
CA X1l Katalitik alan 1.5 10° Kolon, ince bagirsak, testis, rahim agzi, Cozinmis CO/HCO; havuzlarmimn
(Sitozol) endometriyal bezler ve timus dengelenmesine katkida bulunur ve
farkli hiicrelerin sitoplazmasinda pH
homeostazisinin korunmasina
yardimer  olur,  servikal  ve
endometrial mukustaki HCOj3 iyon
konsantrasyonunu ve pH
homeostazisini diizenler, boylece
spermlerin hareketliligini korur ve
normal déllenme siirecini saglar.
CAXIV Katalitik 3.1 x10° Bobrekte, beyinde, retinada ve kalpte yiikksek ~ Hiicre dist bosluktaki CO,/HCO3”
(Di1s zara bagli)  alandan diizeyde eksprese edilir, ayrica iskelet kasi, havuzlarinin dengelenmesinde rol
olusan karaciger ve akcigerlerde de bol miktarda oynar, bikarbonat tasiyicilarla
monomer, ekspresyon saglanir etkilesime girer, kronik hipoksiye
transmembran yanit olarak kaslarda ve diger
alan, dokularda asit-baz  dengesinde,
sitoplazmik kalbin hiperaktivitesinde ve retinada
alan pH regiilasyonunda rol oynar.
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Karbonik anhidraz II (CAII), yiiksek katalitik aktiviteye sahip sitoplazmik bir
enzimdir. Insan viicudundaki en hizli ¢alisan enzimlerden biridir (turnover sayis1 10° s1). Bu
enzimle yapilan in vitro ¢alismalarin ¢ogunda kullanilan CAII izoenzimi eritrositlerden
saflagtirillmistir. (9). hCAII’ nin molekiiler yapisi ve amino asit dizisi Sekil 1’de

gosterilmistir.

10 20 30 40 50
MSHHWGYGKH NGPEHWHKDEF PIAKGERQSP  VDIDTHTAKY DPSLKPLSVS
60 70 80 90 100
YDQATSLRIL NNGHAFNVEF DDSQDKAVLK GGPLDGTYRL IQFHFHWGSL
110 120 130 140 150
DGQGSEHTVD  KKKYAAELHL VHWNTKYGDF GKAVQQPDGL  AVLGIFLKVG
160 170 180 190 200
SAKPGLQKVV ~ DVLDSIKTKG  KSADFTNFDP RGLLPESLDY  WTYPGSLTTP
210 220 230 240 250
PLLECVTWIV LKEPISVSSE ~ QVLKFRKLNF ~ NGEGEPEELM VDNWRPAQPL
260
KNRQIKASFK

Sekil 1. hCAII’nin molekiiler yapisi ve amino asit dizisi (Jakubowski’den, 9)

Karbonik anhidrazlarin merkezine konumlanan ¢inko His94, His96 ve His119
rezidiileri ile bir su/hidroksit arasinda tetrahedral yapiy1r olustur (Sekil 1). Bu izoenzimin
aktif bolgesinin yer aldig1 bosluk/cep yaklasik 15 A ¢apinda ve merkeze dogru uzanan bir
koni seklindedir. Bu bosluk iki farkli 6zellige sahip alana boliinmistiir. Enzimin merkezine
yakin bolgede bulunan ¢inkonun bir tarafinda, hidrofobik amino asitler (yani Vall21,
Vall43, Leul98, Thr199-CHs, Val207 ve Trp-209) bulunurken ¢inkonun diger tarafinda,
merkezden daha uzak mesafede, hidrofilik amino asitler (yani Tyr7, Asn62, His64, Asn67,

Thr199 ve Thr200) konumlanir. Bu konuma sahip zit yiiklii aminoasit rezidiilerin olmasi
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enzimin substratinin veya Uriiniiniin yonlenmesine neden olarak reaksiyonun hizini

etkilemektedir (12).

Stlfonamidler CA’larin kuvvetli ve secici inhibitorleridir (hidroklorotiyazid,
indapamid, klortalidon ve furosemid gibi diiiretikler dahil 20'den fazla FDA onayl ilag).
CA'larin hidrataz aktivitelerini inhibe ettikleri gibi, esteraz ve fosfataz aktivitelerini de
inhibe ederler (13). Cok sayida bilesigin karbonik anhidraz aktivitesini degistirdigi
gosterilmistir. Bunlar fizyolojik bilesikler, halihazirda klinik uygulamada kullanilan ilaglar
ve laboratuvarlarda ex vivo olarak test edilen diger kimyasallardir. Ayrica son donemlerde
CA aktivatorleri ile ilgili calismalar da yapilmaktadir. Ozellikle Alzheimer hastalarinda
diisiik CA aktivitelerinin arttirilmasi icin cesitli aktivatorler arastirilmaktadir (14). Insan
viicudunda fizyolojik olarak mevcut olan potansiyel CAIl aktivatorleri arasinda biyojenik
aminler (histamin, katekolaminler ve serotonin) ve amino asitler (fenilalanin ve histidin) yer
alir. CA’larin aktivasyonu ve inhibisyonu ile ilgili in vitro ortamda bircok madde ile
caligmalar yapilmaktadir (9). Dolayisiyla hCA’larin biyokimyasal, fonksiyonel ve yapisal
yonleri hakkinda sahip olunan detayl bilgiler onu biyomedikal uygulamalarda inhibitorlerin
ve aktivatorlerin tasariminda iyi bilinen bir hedef haline gelmistir. Ancak CA’lar iizerinde
meydana gelen translasyon sonrasi modifikasyonlar (PTM'ler) ve bunlarin fonksiyonel

etkileri simdiye kadar yeterince arastirilmamuistir (5).
2.2. Protein Posttranslasyonel Modifikasyonlari

Protein modifikasyonu, proteinlerin biyosentezinden sonra kimyasal modifikasyonunu
ifade eder ve buna posttranslasyonel modifikasyon denir (15). Diger bir ifade ile
sentezlenmis proteinlerdeki amino asitlerin yan zincirlerinin kovalent bir modifikasyonudur.
PTM’ler fizyolojik ve patolojik kosullar altinda protein katlanmasini, aktivitesini,
stabilitesini, lokalizasyonunu, sinyal iletimini ve ¢esitli ligantlara baglanmasini
diizenleyerek proteinlerin fonksiyonel g¢esitliligini genisletebilir (16). Dolayisiyla PTM’ler,
protein Ozelliklerinde ve islevlerinde degisikliklere neden olur. Yapilan analizlere gore,
PTM'lerin insan dokularinda ve viicut sivilarinda bulunan proteinlerin %60-90 oraninda
bulundugu tahmin edilmektedir. Ayni proteinde (hatta ayni amino asitte) farkli PTM'ler
meydana gelebilir ve aymi proteindeki farkli kalintilarin modifikasyonlari, sonugta
makromolekiiler fizikokimyasal 6zellikler {izerinde ¢esitli etkileri belirleyebilir (17). PTM,
metilasyon, asetilasyon, glikozilasyon ve fosforilasyon gibi fonksiyonel gruplarin
eklenmesinin yan1 sira ubikitinasyon ve SUMOilasyon gibi kiigiik peptitlerin veya

proteinlerin kovalent bir baglanmasini da igerir, ayrica sitriilinasyon (arjininin sitrulline

7

.
Bu belge giivenli elektronik imza ile imzalanmistir. _z:
Dogrulama Kod: 202B89C6-18CB-491E-93A7-8004D7CBCDD7 Dogrulama Adres: https://www.turkiye.gov.tr/karadeniz-teknik-universitesi-ebys



doniisiimii) gibi amino asitlerdeki kimyasal degisiklikler de PTM olarak kabul edilir (Sekil
2). Protein modifikasyonu hiicresel siireclerde énemli bir rol oynar. Ornegin otofajinin

diizenlenmesinde ubikitinasyon, fosforilasyon ve asetilasyon gibi PTM’ler bulunmaktadir
(15).

Metilasyon Ubikitinasyon
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Oksidasyon
AFuc Ocal [[]caiNAc ll GicNAc® NeuSAc

Sekil 2. Proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlarinin yapisi: O-glikozilasyon,
metilasyon, oksidasyon, ubikitinasyon ve fosforilasyon (Wang’dan, 15)

Posttranslasyonel modifikasyonlarin immiin hiicre aktivasyonu, sinyal regiilasyonu,
immiin yanit ve tiimoriin metabolik programlanmasiyla da yakindan iligkilisi vardir (16).

Otoantikor olusumunda da 6nemli olduklar1 gosterilmistir (3).

Bazi PTM'ler iyi karakterize edilmis olsa da (6rn. Ser/Thr fosforilasyonu), bircogu
heniiz yeterince arastirilmamistir. PTM’lerin saglik ve hastaliktaki rolleri biiyiik olciide
bilinmemektedir (6rn. His metilasyonu). Birgcok PTM, enzim katalizli reaksiyonlar yoluyla
sik1 bir sekilde diizenlenirken (6rn. Ser/Thr fosforilasyonu), enzimatik olmayan yollarla
tiretilen PTM'lerin, hiicre sinyallesmesinde 6nemli roller oynayabilecegine dair artan
kanitlar vardir. Bunun en 6nemli 6rnegi, glikolitik ve TCA yolu enzimlerinde bol olarak
bulunan ve metabolik akis ile homeostazinin devamliligini  kontrol eden Lys
asetilasyonudur. Enzimatik olmayan PTM'lerin, yalnizca hiicre toksisitesinin belirtegleri
olarak bilinmesine ragmen, hiicre sinyallemesi ve protein fonksiyonu icin hayati
bilesenlerdir. Bunun baglica 6rnegi, baslangicta oksidatif stres ve protein hasarinin bir
gostergesi olarak kullanilan Cys oksidasyonudur. Cys oksidasyonu, protein katlanmasindan,

strese kars1 transkripsiyonel tepkilere kadar ¢ok sayida biyolojik siire¢ icin gereklidir.
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Bununla birlikte, bu PTM'lerin hormetik veya adaptif esigin lizerinde birikmesi toksik
tepkilerin olusturulmasinda kritik belirleyici olarak kabul edilmektedir (18).

2.3. CA ve Posttranslasyonel Modifikasyonlarin iliskisif

Insan CA'larda meydana gelen PTM’leri inceleyen c¢alismalar genellikle o6zel
veritabanlarina (6rnegin, PHospHoSitePlus, gPHos ve dbPAF) dayanan analizler ile
yapilmistir (19-21). Yapilan degerlendirmelere gore CA enzim ailesinde modifikasyonlar
yaygin olarak goériilmektedir ve bazi durumlarda belirli bir PTM ile CA islevi arasinda agik
bir korelasyon vurgulanmistir, ancak birgok modifikasyon olay: i¢in deneysel ¢alismalar
yapilmamistir. CA enzimlerinin heniiz yapisal olarak karakterize edilmemis CA VA, CA
VB, CARP X ve CARP XI harig¢ her bir CA izoenzime karsilik gelen {i¢ boyutlu yapisiyla
iliskili olabilecek in silico PTM'ler belirlenmistir (5). Farkli CA izoenzimlerinin modifiye
olan amino asitlerin sayisini ve her bir CA izoenziminde ve tiim CA ailesinde mevcut olan

modifikasyonlarin dogasini ve sayisini bildiren pasta grafik Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3. (A) Farkli CA izoenzimlerindeki modifiye edilmis amino asitlerin sayisini ve
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(B) her bir CA izoenziminde ve tiim CA ailesinde mevcut olan
modifikasyonlarin tiirii ve sayilar1 (Di Fiore’den, 5)
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Mevcut 30 adet protein veritabani paralel olarak arastirildiginda ve ilgili ¢alismalarda
hCA izoenzimlerinde bulunan modifikasyona katilan amino asitleri belirlemek amacryla,
60'tan fazla PTM hakkinda bilgi edinilmistir. CA merkezli analizlerde, insan
izoenzimlerinde fosforile edilmis, asetile edilmis, ubikuitinile edilmis, metillenmis, N-
glikozile edilmis, O-glikozile edilmis, S-glutatyonile edilmis, S-nitrozile edilmis, distlfid
bagli, enzimatik olmayan sekilde glikasyona ugrayan ve GPI ile modifiye edilmis amino
asitlerin olusumunu belirli dizi konumlarinda ortaya g¢ikmaktadir. Sonuglar Sekil 3'te
Ozetlenmistir. Genel olarak CA 1, CA 11, CA III, CA IV, CA VA, CA VB, CA VI, CA VI,
CARP VIII, CA IX, CARP X, CARP XI, CA XII, CA XIII ve CA XIV ig¢in sirastyla 26, 29,
29,11,5,5,6,3,7,14,5, 4, 8, 6 ve 9 modifiye edilmis rezidii tanimlanmistir (Sekil 3(A)).
Az sayida vakada, fosforilasyon/O-glikozilasyon (ayn1 S kalintisinda) veya
asetilasyon/ubikitinilasyon/glikasyonun (aynt K kalintisinda) birlikte meydana geldigi
gozlenmistir. Toplanan veriler, proteomik ¢alismalarda agiklanan hiicre dizilerinden ve
biyolojik dokulardan/viicut sivilarindan gelen tiim bilgileri 6zetlemektedir. Her CA'da ve
tim insan ailesinde bulunan farkli PTM tiplerinin dagilimi Sekil 3(B)'de gosterilmistir.
Izoenzimlerin her birinde en sik gériilen modifikasyonlar: vurgulamanin yam sira, bu
sonuglar, protein ailesindeki PTM temsilinin su siray1 izledigini gostermistir: fosforilasyon,
enzimatik olmayan glikasyon, ubikuitinilasyon, disiilfid olusumu, N-bagl glikozilasyon ve

asetilasyon, S-glutatyonilasyon, O-glikozilasyon ve digerleri (5).

2.4. Glikasyon

Enzimatik olmayan protein glikasyonu, lizin ve arjinin kalintilarinin yani sira N-
terminal amino asitleri etkileyen, genellikle indirgeyici sekerlerin veya reaktif karbonil
tirlerinin (RCS) serbest karbonil grubunun proteinlerin amino grubu ile reaksiyona

ugramastyla baslatilan geri dondiirtilemez bir PTM'dir (5, 22).

Indirgeyici sekerler ve RCS, proteinlerin N-terminalindeki serbest amino (-NH2)
gruplari, lizinin yan zincirindeki g-amino gruplari, arjininin guanido grubu ve histidin
rezidiisiiniin imidazol grubuna kendiliginden bir niikleofilik ekleme reaksiyonuyla baglanir.
Bu reaksiyon hizla geri dontistimlii bir Schiff bazi olusturur ve bu birkag hafta i¢inde yeniden
diizenlenerek ketoamin veya amadori {iriinii olusur. Amadori iriind, ileri glikasyon son
tirtinlerinin (AGE'ler) olusumuna yol agan dehidrasyon, hidroliz ve yeniden diizenlemeleri
igeren geri doniisii olmayan bir dizi reaksiyona maruz kalir (23, 24). Protein glikasyonunun

genel mekanizmasi Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekil 4. Protein glikasyonunun genel mekanizmasi (Sirangelo’dan, 24)

Reaktif karbonil tiirlerinin, insan sisteminde glioksal (GO), metilglioksal (MGO) ve
3-deoksiglukozon (3-DG) olarak bulunan bir veya daha fazla karbonil i¢eren aldehit ve/veya
keton fonksiyonel grubuna sahip elektrofilik a-oksoaldehitlerdir. RCS arasinda MGO, insan
plazmasinda (50-150 nM) ve dokularda (1-4 puM) son derece diisiik fizyolojik
konsantrasyona sahip en reaktif dikarbonildir (25). Bu konsantrasyon normal degerinin
tizerine ¢iktiginda, biyolojik sistemler, oksidatif stres, protein bozulmasi, AGE'lerin iiretimi

ve anormal hiicresel metabolizmaya sebep olan “karbonil strese ” maruz kalirlar (23).

Insanda, AGE olusum siireci genellikle diyabet gibi hiperglisemik bir durumla iligkili
patofizyolojik kosullar altinda gerceklesir, ancak ayni zamanda nérodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar ve yaslanma siirecinde de bu durum goézlemlenmistir. Yaygin
olarak enzimatik olmayan glikasyon, bir proteinin {i¢ boyutlu yapisini ve fonksiyonel
ozelliklerini degistirebilir. Enzimatik olmayan glikasyon, CA izoenzimlerinde siklikla
goriilen bir modifikasyondur, 6zellikle modifiye olmus CA izoenzimleri biyolojik sivilarda
bol miktarda bulunur. Bunlar igerisinde CA I, CA 1l ve CA IllI'te sirasiyla 10, 9 ve 2 glike
amino asit tanimlanmistir. CA 1 ve CA II' de ayn1 korunmus K kalintilarinda glikasyon

meydana gelir. Sekil 3’te farkli CA izoenzimlerindeki modifiye edilmis amino asitlerin
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sayist ile her bir CA izoenziminde ve tiim CA ailesinde mevcut olan modifikasyonlarin tiirii

ve sayilart verilmistir (5).

Metilglioksal, arjinin kalintilar1 ile kolayca reaksiyona girerek major ve mindr arjinin
eklentileri olan AGE'leri olusturur. MG-H1 [N&-(5-hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)-
ornitin] bir hidroimidazolondur ve yapisal izomerleri MG-H2 [2-amino-5- (2-amino-5-
hidro-5-metil-4-imidazolon-1-il)-pentanoik asit] ve MG-H3 [2-amino-5-(2-amino-4-hidro-
4-metil-5 -imidazolon-1-il)-pentanoik asit] onemli bir arjinin eklentisidir. Mindr arjinin
eklentileri arasinda No-karboksietilarjinin (CEA) ve argpirimidin bulunur. Ayrica, MGO,
Ne-karboksietil-lisin (CEL) olusturmak ig¢in lizin kalintilart ile reaksiyona girer. MG ve
lizinin reaksiyonundan metilglioksal lizin dimer (MOLD) ad1 verilen bis(lizil) ¢apraz bagi
da olusur. Lizine kiyasla, arjinin kalintilari AGE'lerin %90'mdan fazlasini olusturur.
Dokularda, plazmada ve matriste MG ile indiiklenen AGE'lerin in vivo ortalama
konsantrasyonu, MG-H1 > CEL > MOLD sirasindadir. Xue ve ark. (26) AGE olusumunun
pozitif yiik kaybiyla sonug¢landigini ve bunun sonucu olarak tiim elektrostatik etkilesimlerin
ve protein molekiillerinde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olan arjinin
kalintilarinin ~ yakinindaki  ligand baglama kapasitesini  etkileyebilecegini  6ne

stirmiislerlerdir. Reaktif karbonil tiirleri ve AGE olusumuna ait grafik Sekil 5’te verilmistir.
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N N
HO OH HO OH
NH CH, NH
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Sekil 5. Reaktif karbonil tiirleri ve AGE olusumu (Sharma’dan, 27)

12

Bu belge giivenli elektronik imza ile imzalanmistir. :
Dogrulama Kod: 202B89C6-18CB-491E-93A7-8004D7CBCDD7 Dogrulama Adres: https://www.turkiye.gov.tr/karadeniz-teknik-universitesi-ebys



0o Me » NH, (o] N N
HyN o HN HNX 2 o HN- HN- N0 HN HN=_ Me
), Me NH Me NH N e N~ sadece NH
\ % § ¢ # MG-H3 \
i 5% MGO - H ! A i 5\ MGO o H A H 5 W/ 5 S H s
Ny N Ny N Ny n* A MR | Ny Nt Ny N>
O H O H O H o H OH o H H,0 O H
Lizin CEL Arjinin MG-H1 MG-H2 MG-H3 CEA

Sekil 6. MGO’nun Lys (A) ve Arg (B) rezidiileri lizerinden proteinlere katilmasiyla
olusan kararli maddeler (( N-g-(carboxyethyl)lysine (CEL), metilglioksal
hidroimidazolon (MG-H) 1 ve izomerleri MG-H2 ile MG-H3, ve MG-H3
hidroliziyle olusan N 7-karboksietil arjinin (CEA) ) (Galligan’dan, 28)

Diyabetik hastalarin eritrositlerinden saflagtirilan glike CA I’in, normal bireylerden
alinan modifiye olmayan enziminkinin yaklasik %40 kadar spesifik bir enzimatik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ayni sekilde CA 1I ile ilgili ¢aligmalarda, yogun glikasyonun
onemli bir konformasyonel degisiklige ve azalmis bir enzimatik aktiviteye neden oldugu
gosterilmisgtir. Bu bahsedilen aragtirmalar, protein glikasyonuna bagli olarak insan
eritrositlerindeki genel CA aktivitesindeki degisikliklerin, diyabette degisen metabolizmanin
ilk adimlar1 arasinda  degerlendirilebilecegini  diisiindiirmektedir.  Dolayisiyla
modifikasyonun diyabet durumunun CA'lar fiizerindeki fonksiyonel etkisini ortaya
koymaktadir. AGE olusumunun patofizyolojik (6rn. yaglanmanin yani sira nérodejeneratif
ve kardiyovaskiiler hastaliklar) ve fizyolojik 6zellikleri g6z 6niine alindiginda glikasyona
ugrayan CA'larin fonksiyonlari ve kinetikleri hakkinda daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag
vardir (5).

2.5. Homosisteinilasyon

Homaosistein, protein yapisina katilmayan, kiikiirt iceren dogal bir amino asittir. HCY,
remetilasyon yoluyla metiyonine veya transsiilfiirasyon yoluyla sisteine metabolize edilir.
Aminoagil-tRNA sentetazlar HCY’yi aktif formu olan tiyoester Hcy-tiyolaktona (HTL)
dontistiiriir (29). Proteinleri S-tiyolasyon yoluyla degistiren HCY'nin aksine, HTL lizil
kalintilarinin yan zincirinin g-amino gruplari ile izopeptit bagi olusturarak HCY ’ye kiyasla
proteinlerle daha fazla reaksiyona girer. Bu reaksiyon protein yapi ve islevlerinde

degisikliklere neden olur (30). Homosisteinin metabolizmasi Sekil 7°de gésterilmistir.
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Sekil 7. Homosisteinin metabolizmasi (Jakubowski’den, 31)

Modifiye olan lizil kalintilar1, protein oksidatif hasarina ve spontan distilfit olusumu
yoluyla agregasyona yol agabilen serbest indirgenmis bir tiyol grubu igerir, ancak hasarin
boyutu spesifik ve modifiye edilmis protein(ler)e baghidir. HTL ile bazik pH'da yapilan
inkiibasyonlar, HTL'nin ayni zamanda daha kii¢iik peptidlerin C-terminal karboksilik asit
grubu ile de eklestigini gostermistir. Ancak bu reaksiyonun in vivo gergeklesip
gerceklesmedigi bilinmemektedir. Proteinlerin N-homosisteinilasyonunun, otoantijeniteyi
ve hiperhomosisteineminin potansiyel olarak diger patofizyolojik sonuglarini baslattigi ileri

stiriilmiistiir (30).

Hiperhomosisteinemi (HHCY) genetik ve/veya beslenme yetersizliklerinden
kaynaklanir. Hiperhomosisteinemi hafif (16-30 uM), orta (31-100 uM) ve siddetli (>100
uM) olarak siniflandirilir. Yiiksek Hey diizeyleri ayn1 zamanda ateroskleroz, tromboz dahil
olmak tizere gebelik bozukluklari, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve demans, Parkinson ve
Alzheimer hastaliklar1 gibi nérodejeneratif patolojilerin goriilme sikliginin artmasiyla da
iligkilidir. Plazma HCYdiizeyi zihinsel bozukluklarda sagligin erken ve hassas bir
belirtecidir (32).

Homosistein, karisik homosistein disiilfidleri ve s-homosisteinlenmis proteinler de
dahil olmak iizere ¢esitli sekillerde de ortaya ¢ikabilir. Fizyolojik kosullar altinda plazmada
homosisteinin serbest indirgenmis formu (-SH), toplam Hcy'nin (tHcy) %]1'inden daha azini
olusturur. Toplam HCY'nin yaklasik %10-20'si farkli oksitlenmis formlarda, yani Hcy-Cys

ve homosistein (Hcy dimeri) olarak plazmada bulunur. Ayrica, plazmadaki tHcy'nin
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¢ogunlugunu %80-90 okside formlar1 (S-homosisteinlenmis proteinler ve N-
homosisteinlenmis proteinler) olusturmaktadir. (32). S-homosisteinlenmis proteinler ve N-

homosisteinlenmis proteinlerin yapis1 Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. S-homosisteinlenmis proteinler ve N-homosisteinlenmis proteinlerin yapisi
(Skovierova’dan, 29)

S-homosisteinilasyon, HCY'nin serbest tiyol grubu aracilifiyla bir protein
molekiiliindeki Cys kalintisindan tiiretilen baska bir serbest tiyol grubuna baglanmasi ve
disiilfid bag1 olusturmasidir. Bu degisikliklerin proteinlerin tiyol bagimli redoks durumu
tizerinde giiclii bir etkisi vardir. N-homosisteinilasyon, ATP varliginda metionil-tRNA
sentetaz (EC 6.1.1.10) tarafindan Homosisteinden sentezlenen HTL’nin lizil rezidiisiine
kars1 yiiksek reaktivitesinin bir sonucudur. N-homosisteinilasyon, HTL nin proteindeki bir
lizin kalintisinin e-amino grubu ile amino grubu tarafindan etkilesime girdiginde ve modifiye
edilmis proteinin yapisini ve islevini degistirdiginde veya bozdugunda meydana gelir. In
vivo olarak HTL, albiimin, hemoglobin, immiinoglobulinler, diisikk yogunluklu lipoprotein
(LDL), yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), transferrin, alfa-1 antitripsin ve fibrinojeni
hedefler ve yapisal-fonksiyonel degisiklere sebep olur. Ayrica HTL, siganlarin hipokampus,
korteks ve beyin hiicrelerinde Na+/K+-ATPaz (EC 3.6.3.9) inhibitdrii gibi davranir. Noronal
hiicreler tizerinde zararli etki ile membran potansiyelini degistirir. Yaygin olarak, N-
homosisteinilasyon, yeni serbest tiyol gruplarinin olusmasi yoluyla proteinlerin islevini

etkiler ve serbest amino gruplarinin inaktivasyonu yoluyla da proteinlerin genel redoks
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potansiyelini etkiler ve ardindan artan oksidatif stres ile sonuglanir. N-homosisteinilasyonun
patolojik sonuglari, biiylik olasilikla endoplazmik retikulum stresi, katlanmamis protein
tepkisinin aktivasyonu, artmis protein bozulmasi, enzimatik inaktivasyon ve hatta amiloid
olusumu yoluyla sitotoksisite ile sonuglanabilir. Ayrica, N-homosisteinilasyon ile modifiye
edilen proteinlerin neoantijenler gibi davranarak aterogenez, aterotromboz ve inme
etiyolojisinin anahtar bileseni olan inflamatuar yanitin aktivasyonunu tetikleyebildigi
kanitlanmigtir. Olusan bu neoantijenler otoimmiin yaniti indiikkler ve bazi1 insan
patolojilerinde  (yani, serebrovaskiiler hastalik, bobrek yetmezligi) otoantikor
konsantrasyonu normal bireylere kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Vaskiiler
endotel hiicrelerinin limen yiiziindeki N-homosisteinile proteinler, spesifik antikorlar
tarafindan taninir ve bu neoantijen-otoantikor etkilesimi, tekrarlayan vaskiiler endotel
hasarindan sorumlu olan dolagimdaki makrofajlarin aktivasyonuna yol agar. Ayrica HTL,
arter duvarinda kollajen ve elastinin dogru capraz baglanmasindan sorumlu olan lizil
oksidazin (Lox; EC 1.4.3.13) dogrudan inhibisyonu yoluyla vaskiiler endotelin kendini
yenileme yetenegini bozar. Bu olaym damar sertligi olusumu {izerinde giiglii etkileri vardir

(29).
2.6. Metilglioksala Kars1 Olusan Antikorlar

Hiperglisemik kosullar altinda, MGO olusum hizi detoksifikasyon hizini asarak
plazmadaki MGO seviyelerinin yiikselmesine ve glutatyon seviyelerinin azalmasina,
dolayisiyla oksidatif strese neden olur. Hiperglisemi ve artan oksidatif kosullar nedeniyle
proteinlerin daha fazla gliko-oksidasyonuna ve ileri glikasyon son {irlinlerinin olusumuna
neden olur. Bu durum proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarindaki degisikliklere neden
olur ve insan viicudundaki immiinolojik sistem tarafindan taninmasma da yol agabilir.
Ornegin, insan serum albiimini (HSA), 59 lizin ve 24 arjinin kalintis1 ile gliko-oksidasyon
egilimli kalintilara sahip olan biiyiik ve bircok domaini olan bir proteindir. Insan serum
albimininin glukoz kaynakli glikasyonu hakkinda ¢ok sey bilinmektedir ancak HSA'nin
MGO tarafindan enzimatik olmayan glikasyonu tlizerinde az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda insan serum albiimininde metilglioksal aracili konformasyonel
degisiklikler olustugu ve MGO ile modifiye edilen HSA’nin immiinojenitesinin artigi

gosterilmistir (33).
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2.7. Insanlarda Homosisteinlenmis Proteinlere Kars1 Olusan Otoantikorlar

Homosistein-tiyolakton birikimi, HCY'nin proteinlerin lizil kalintilarinin g-amino
grubuna baglanarak proteinleri modifiye etme kabiliyeti nedeniyle zararli olmaktadir. Bu tiir
Ne-Hcy -Lys-proteinler fonksiyonlarini kaybeder ve oksidatif hasara karsi daha duyarh
olurlar. N-bagli protein HCY'nin insan plazma seviyeleri, plazma tHCY seviyeleri ile
dogrudan iligkilidir. Simdiye kadar incelenen insan kan proteinlerinin (hemoglobin, serum
albiimin, y-globulinler, LDL, HDL, transferrin, antitripsin ve fibrinojen dahil olmak iizere),
kiiglik miktarlarda N-bagli HCY igerdigi bulunmustur. Bu HCY ile modifiye protein havuzu
insan kanindaki tHCY havuzundan daha biiyiiktiir (34).

Immiin sistemin aktivasyonuna neden olabilen bir¢ok antijen (modifiye arter duvar
proteinleri ve oksitlenmis veya glike edilmis LDL gibi) tanimlanmistir. Ng
homosisteinillenmis proteinlerin insan bagisiklik sistemi tarafindan neoantijen olarak taninip
taninmadig ile ilgili siirli sayida galisilma bulunmaktadir (34). Yapilan bazi ¢alismalarda
Ne-Hcy-Lys-proteinlerine karst otoantikorlarin insan plazmasinda olustuguna dair kanitlar
vardir (35-36). Bu ¢alismalarda insanlarda olusan otoantikorlar ile plazma tHCY ve inme
arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. Ayrica plazma tHCY'nin serum anti-Ne-Hcy-
Lys-protein otoantikoru ile iliskilerinin tesadiifi olmadigina ve asagidaki mekanizma ile
aciklanabilecegi ifade edilmistir. Homosistein seviyelerindeki ylikselme, HTL miktarinda da
yiikselmeye yol acar, bu da HCY'nin proteinlere dahil edilmesine aracilik eder ve boylece
neoantijenlerin (Ne-Hcy-Lys-protein) olusumuna yol agar. Neoantijen Ne-Hcy-Lys-protein

seviyelerinin yiikselmesi immiin sistemi uyararak otoantior olusumunu tetikleyebilir (33).
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Sekil 9. Normal hiicresel isleyiste ve bagisiklik yanitinda kimyasal modifikasyonlarin
rolii (Bhat’dan, 38)

Baz1 kimyasal modifikasyonlar normal hiicresel isleyis icin gerekliyken, bazilari
bagisiklik sisteminin otoantikor iiretmesini tetikleyen neoepitop olusumuna yol agar. Bu
otoantikorlar antijenle etkilesime girerek diger bagisiklik hiicrelerini aktive eden bagisiklik
kompleksleri olusturur, bu da inflamasyon ve oksidatif strese yol agar. Bu da hastalik
patolojisini artirir ve ¢esitli kimyasal modifikasyonlara yol acar. Bu siireg, sisteme daha fazla

zarar veren bir kisir dongii olarak devam eder.

Saglikli kontrollerle karsilagtirildiginda inme olan erkek hastalarda daha yiiksek
seviyelerde anti-Ne-Hcy-Lys-protein otoantikorlarinin bulunmasi: daha yiiksek HCY
diizeylerini yansitmaktadir. Diger otoantikorlar gibi, anti-Ne-Hcy-Lys-protein antikoru da
faydali veya zararl olabilir. Ornegin, anti-Ne-Hcy-Lys-protein otoantikorlar1, Ne-Hcy-Lys-
proteinlerini dolasimdan temizleyerek faydali saglayabilir. Aksine, endotel hiicrelerinde Ne-
Hcy-Lys-proteinleri mevcutsa, bu vaskiller damar ylizeyinde antijen-antikor
komplekslerinin olusumuna yol acarak =zararli olabilir. Anti-Ne-Hcy-Lys-protein
otoantikorlariyla kapli endotel hiicreleri, Fc reseptorii araciligiyla makrofaj tarafindan alinir

ve bu da vaskiiler yiizeyde hasara neden olur. Hasar1 baslatan Ne-Hcy-Lys neoantijeni
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stirekli olarak mevcutsa, hasarli damar duvarini onarmak ic¢in tekrarlanan girisimler

aterosklerotik bir plak olusumuna yol agabilir (33).

Burada agiklanan insan otoantikorlari, Ne-Hcy-Lys epitopunun kendisini
tanimalarinin yanisira protein iizerindeki Ne-Hcy-Lys eklentilerini de taniyabilir. Birgok kan
proteininin N-homosisteinilasyonu gosterilmistir (31,34). Diger organlardaki proteinlerin de
N-homosisteinilasyona ugramasi muhtemeldir. Bu nedenle, Ne-Hcy-Lys neoepitopuna karst
gelisen otoantikorlar, bircok dokuda Ne-Hcy-Lys-proteinleri ile reaksiyona girebilir ve
muhtemelen hiperhomosisteineminin bir¢ok organ tizerindeki zararli etkilerini agiklayabilir.
Ancak, insan kan proteinlerinin belirli miktarda homosistein igerdigi bulunmus olsa da, bu
bir otoimmiin yanit olusumu i¢in gerekli ancak yeterli bir kosul degildir. Bu nedenle tiim
otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi genetik yatkinlik ve diger faktorler de g6z oniinde
bulundurulmalidir (34).

2.8. Western Blot

Immiinoblotlama olarak da bilinen western blotlama, giiniimiizde diinyanin dért bir
yanindaki molekiiler biyoloji ve proteomik bilim laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan
tekniklerden biridir. Hiicrelerden veya dokulardan elde edilen protein karisimlarindan hedef
proteinleri tespit etmek ve miktar1 hakkinda yari nicel bilgi elde etmek i¢in kullanilan
analitik bir yontemdir. Western blotlama ayrica, hem saglikli hem de hastalik durumlarinda
fizyolojik degisiklikler nedeniyle hiicrede modifiye edilmis posttranslasyonel olarak

modifiye edilmis proteinlerdeki spesifik amino asitlerin tanimlanmasina izin verir (39).

Baz1 arastirmacilar western blotlar1 elestirmis ve daha Once varsayildigir kadar
giivenilir olmayabilecegini One slirmiis olsa da, proteinleri tanimlamak ve goreceli protein
seviyelerini dogru bir sekilde 6lgmek i¢in kullanilabilecek etkili ve giiglii bir teknik olmaya
devam etmektedir. Western blotlamanin giivenilmez olduguna dair iddialarin temelini kotii
karakterize edilmis antikorlar olusturmaktadir. Ancak onaylanmig antikorlarin kullanilmasi,
uygun dogrusal ve kantitatif dinamik aralifin belirlenmesi, western blotlamanin basarili,
tekrarlanabilir ve yar1 kantitatif veya kantitatif bir uygulamasinin elde edilmesini miimkiin

kilar (39).

Western blotlama, ii¢ temel adimdan olusmaktadir. Ik olarak, jel elektroforezi ile
proteinler farkli boyutlara sahip olma prensibine dayanilarak ayrilir. Jel boyunca bir elektrik
yiikii iletildiginde biiyiik proteinler jel izerinde daha az hareket eder. Proteinler negatif yiikli
oldugundan (sodyum dodesil siilfat (SDS) baglanmasi nedeniyle) protein pozitif elektroda
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dogru hareket eder. Proteinler daha sonra proteinleri kolayca baglayan kati bir faza

(membrana) aktarilir. Yine, proteinleri jelden membrana aktarmak i¢in bir elektrik yiikii

kullanilir. Proteinler memrana aktarildiktan sonra membran bloke edilir. Son asamada

proteinleri gorliniir hale getirmek i¢in uygun floresan veya kemiliiminesan birincil ve ikincil

antikorlar1 kullanarak hedef proteini isaretleme ile proteinlerin immiinodeteksiyonu

gerceklestirilir (39). Western blotlama teknigine ait prosediir Resim 1’de 6zetlenmistir.

1.SDS-PAGE'de
drnekleri yiikleme ve
proteinleri aymrma
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+
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e
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6.Kemiliiminesans HRP substratiile | | S.Birincil antikorlara spesifik HRP 4.Hedef proteine spesifik
boyanmaya birakma ve giriintiileme ile isaretli ikincil antikorlarla primer antikorlarla
membran: inkiibasyona birakma :lﬂl::ll’al!l inkiibasyona
irakma

| WESTERN BLOT

Resim 1. Western blotlama prosediirii (Aslim HP’den, 40)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gere¢

3.1.1. Kullanilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Tez calismasinda kullanilan cihazlar, alet ve malzemeler ile tiretici firmalar1 Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler ile iiretici firmalari

Kullamlan cihazlar, laboratuvar alet ve malzemeler

Uretici firmalar

Calkalayici

Derin Dondurucular

Diyaliz Torbalar

Karbondioksit Tiipii

Kromatografi Kolonu
Liyofilizator

Etiiv (37 °C)

Elektroforez Sistemi
Elektroforez Goriintiileme Sistemi
Filtre Kagidi

Hasss Terazi

Inkiibator

Manyetik Karistirict

Mikropleyt Okuyucu

Mikropleyt Yikayict
Nitroselilloz membran (0.45 pm)
Otomatik Pipet

Otomatik Pipet

Otomatik Pipet

Otomatik Pipet

Otomatik Pipet

Peristaltik pompa

pH metre

Niive, SL 350

Altus (-20 °C),
Termo Electron Corporation (-80 °C)

Serva Servapor Dialysis, 44145
Sigma, D9277

Erkuloglu Sinai Tibbi Gazlar San. ve
Tic.Ltd.Sti.

Sigma

Telstar, Cryodos

Heraeus, B12

Biorad, Mini Protean 3 Cell,525BR
Biorad, ChemiDoc MP

Sigma Diagnostics,074H6255
Mettler Toledo, AB204-S

Heraeus, Shel Lab Shaking Incubator
lkamag, RH

Molecular Devices, VersaMax
Biotek, ELx50

Bio-Rad (1620115)

Eppendorf, 0.5-10 uL
Socorex,10-100 uL

Eppendorf, 20-200 uL

Socorex, 100-1000 pL

Eppendorf, 1-5 mL

Pharmacia LKB-Pump P-1

Hanna Instruments, HI 2211
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Tablo 2. (Devam)

Kullanilan cihazlar, laboratuvar alet ve malzemeler

Uretici firmalari

pH metre probu
Polikarbonat santifiij tiipii
Santrifiyj

Sogutmali Santrifiij
Spektrofotometre

Whatmann Kagidi 3 mm

Hanna Instruments, HI 1131

50 mL kapasiteli, Beckman, 357002
Eppendorf Centrifuge, 5810
Beckman Coulter, Allegra 64R
Shimadzu, UV-1601

Ge-Healthcares (3030-861)

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Ol¢iim Kitleri

Tez galismasinda kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve iiretici firmalar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Madde

Uretici Firma

Rabbit Anti-Homocysteine (HCy)
Anti-Methylglyoxal antibody

Acrylamide/Bis Solution 29:1 (40 % wi/v)
Amonyum Persiilfat (APS) ((NH4)2S20s)
Asetik Asit (CHsCOOH)

Aseton (CH3COCHa)

Bromfenol Mavisi

Complete Freund Adjuvant

Coomassie Brillant Blue R-250

Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (NazHPOa)
Dithiothreitol (DTT)

Etanol (C2HsO)

Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA)
Enhanced Chemiluminescence (ECL) Substrate
Gliserol

Glisin

HRP takili goat anti-mouse 1gG,Fc

HRP takili goat anti-rabbit 1gG,Fc

US Biological Life Sciences (151837)
Abcam [9F11] (ab243074)
Serva (SE1068001)

Serva (13375.05)

Sigma (27225)

Merck (1.00014)

Merck (1.08122.005)
Sigma (F5881-6X)

Sigma (27816)

Merck (1.06580)

Sigma (D0632)

Sigma (34870)

Sigma (101493215)
Biorad (1705060)

Sigma (49770)

Selva (23390.04)

Abcam (ab97265)

Abcam (ab97200)
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Tablo 3. (Devam)

Kullamlan Kimyasal Madde

Uretici Firma

Hidroklorik Asit (HCI)

%40’luk Metilglioksal (CH3COCHO)

Metanol (CH3zOH)

Incomplete Freund Adjuvant

Izopropanol

Kloroform

L-Tirozin

L-Homosistein Tiyolakton hidrokloriir >98% (TLC)

N,N,N N-Tetra Metil Etilen Diamin (TEMED)
Orto-fenilen diamin

Pierce™ BCA Protein Test Kiti

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4)

Potasyum Kloriir (KCI)

Precision Plus ProteinTM Western CTM Blotting Standards
Sefaroz -4B

Sitrik Asit Monohidrat (HOC(COOH)(CH2COOH): - H20)
Siyanojen Bromiir (CNBr)

Sodyum Azid (NaNs)

Sodyum Asetat Trihidrat (CHsCOONa.3H-0)

Siilfiirik Asit (H2SOa)

Siilfanilamid (H2NCsHsSO2NH2)

Trisodyum Sitrat Dihidrat (HOC(COONa)(CH2COONa): - 2H20)
Tris(hidroksimetil)aminometan, (NH2C(CH20H)3)
Tris-Barbital- Sodyum Barbital

Tween-20 (CssH114026)

Yagsiz Siit Tozu

Merck (1.00317)

Sigma (M0252)

Merck (65541), Sigma (34860)
Sigma (F5506-10X)
Labkim (P.0428.01.21)
Merck (1.02431)

Sigma (T3754)

Sigma (H6503)

Serva (35925.01)

Sigma (P9029)

Thermo Scientific (23225)
Merck (Art 4871)

Merck (1.04936)

Bio-Rad (1610374)
Sigma (4B200)

Merck (1.00244)

Sigma (C91492)

Merck (K36388)

Merck (1.06265)

Sigma (258105)

Sigma (S-9251)
Merck(1.06432)

Sigma (T1503)

Helena Laboratories (5805)
Merck (8.22184)

Bagdat Baharat (2495)
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3.2. Yontem
3.2.1. Karbonik Anhidraz II Enziminin insan Eritrositlerinden Saflastiriimasi

Karbonik anhidraz Il izoenziminin insan eritrositlerinden saflastirilmasi i¢in Sefaroz
4B’ye kenetlenmis siilfanilamid yontemine dayali afinite kromatografisi uygulandi.
Kolondan aliman eluatlardaki enzim, eliisyon ortamindan kaynakli tuz bilesenlerinden
uzaklastirilmast amaciyla diyaliz edildi. Ardindan elde edilen ¢ozeltilerde liyofilizasyon

yontemi ile saf enzimin derisik hali elde edildi (3).
3.2.1.1. Afinite Kolon Jelinin Hazirlanmasi

Kolon matriksi Sefaroz-4B, CNBr ile aktive edildikten sonra kullanildi. Ardindan L-
tirozin bu kolon dolgu materyaline kovalent olarak baglandi. Karbonik anhidraz enzimini
kolonda tutmak i¢in de CA’nin inhibitorii olan siilfanilamid L-tirozine takildi (3). Hazirlanan

jel kolona yiiklendi.

A.Sefaroz-4B’nin Aktivasyonu ve L-Tirozinin Eklenmesi

Kullanilan Cozeltiler:

4 M NaOH: 8 g NaOH tartild1 ve son hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamland.

NaHCOs (0.1 M, pH 10): 2.1 g NaHCOg tartild1 ve yaklagik 200 mL saf su ile
coziilerek, 4 M’lik NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH 10’a ayarland1 ve son hacim saf su

ile 250 mL’ye tamamlandi.

L-Tirozin (2 mg/mL): 80 mg L-tirozin tartildi ve 40 mL 0.1 M NaHCOs (pH 10)

¢Ozeltisi i¢erisinde ¢oziildii.

1 M NaOH: 10 g NaOH tartild1 ve 200 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra hacmi saf su

ile 250 mL’ye tamamlandi.

NaHCOs (0.2 M, pH 8.8): 1.68 g NaHCO3 tartild1 ve 80 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra 1 M NaOH c¢ozeltisi ile pH 8.8’e ayarlandi son hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Sefaroz-4B kolon matriksini aktiflestirmek i¢in, 20 mL ticari olarak satin alinan jel
tizerine esit hacimde soguk saf su eklendi ve hafifce karigtirildi. Ardindan 3000 rpm’de 10
dk santrifiij edilerek yikandi ve sulu kisim uzaklastirildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Son
asamada 20 mL jel tizerine 20 mL soguk saf su eklendi ve 250 mL’lik behere aktarildi.

Sonraki islemlerin ¢eker ocak kabini i¢erisinde, manyetik karistirici tizerine olmasina dikkat
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edildi. Hazirlanan jelin oldugu beher, buz banyosu ortaminda icerisine pH probu birakilarak
stirekli diisiik hizda karistirildi. Bu agamada jelin pH degeri 7 civarindadir. Daha sonra jelin
tizerine oldukga toksik olan 4 g’lik CNBr’iin tartimi ¢eker ocakta yapilarak ilave edildi.
CNBEr ilavesinden sonra ortamin pH degeri 10.4’e ulasti. Hemen ardindan 4 M’lik NaOH
cozeltisi pH 11°de sabitleninceye kadar ilave edildi. Bu islem yaklagik 15 dk siirdii.
Gergeklesen reaksiyon ekzotermik oldugundan ¢dzelti ortaminin soguk kalmasi i¢in saf su
ile hazirlanan kii¢lik buz pargalar1 da bu siiregte bol miktarda reaksiyon ortamina eklendi.
Yukarida bahsedilen jelin aktif halde kalmasi i¢in ilave edilen CNBr’nin jeldeki hidroksil
gruplar1 ile olusturdugu —OCN yapis1 diisiik kararlilikta oldugundan L-tirozinin ilave
edilmesi isleminin 90 saniye gibi oldukca kisa bir siire igerisinde gergeklestirilmesi gerekir.
Aksi halde siire uzadiginda aktiflesen gruplar tekrar —OH gruplarina doniisebilir ve tirozin
katilmasi bu durumda gergeklesmez. Bu sebeple, CNBr ile aktive olan Sefaroz-4B (pH 11’¢
ayarlanmig), hizlica filtre kagidi konulmus biithner hunisinden su trombu kullanilarak
stiziildli ve 250 ml soguk 0.1 M NaHCO3 (pH 10) ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra ve temiz
bir behere alindi. Bu jelin tizerine ayni tampon ile hazirlanan 40 ml hacimde ¢6ziinmiis 80
mg’lik L-tirozin c¢ozeltisi eklendi. L-tirozinlerin tamamen takilmasi i¢in siispansiyon
oncelikle 2 saat boyunca 4°C'de bir manyetik karistiricida karigtirildi ve sonra 4°C'de 16 saat
bekletildi. Bu siire sonunda siispansiyon yaklasik 1.5 litre soguk saf su ile yikandi. Yikama
suyu absorbans vermeyinceye kadar (280 nm'de en az 0.02 absorbans degerini goriinceye
kadar) yikanarak reaksiyona girmeyen L-tirozin tamamen uzaklastirildi. Son olarak yikama
islemi 100 mL NaHCOs tamponu (0.2 M, pH 8.8) ile tekrarlandi. Yikanan L-tirozin
baglanmis jelin kuru kalmamasina dikkat edilerek temiz bir behere alindi ve {izerine ayni

tampondan 40 mL ilave edildi.

B. Siilfanilamid Grubunun Baglanmasi

Kullanilan Cozeltiler

1 M HCI: 830 uL %37’lik HCI (d: 1.19 g/mL) alind1 ve 8 mL saf suda ¢oziiliip

hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

Siilfanilamid (2.5 mg/mL): 25 mg siilfanilamid tartildi1 ve 10 mL 1M’lik HCI iginde

¢Ozelti hazirlandi.
NaNO2z (15 mg/mL): 75 mg NaNO: tartild1 ve SmL saf suda ¢oziildi.

1 M H2SO4: 2.72 mL %98°lik H2SO4 (d:1.84 g/mL) alind1 ve 40 mL saf suda ¢6ziiliip

hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.
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Tris-SO4 (0.05 M, pH 7.4): 3.03 g Tris tartildi ve 450 mL saf suda ¢oziiliip, 1 M
H2SOsile pH 7.4’e ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihisi

Oncelikle diazolanmis siilfonamid hazirland ve karbonik anhidraz enzimini spesifik
olarak baglayan bir parga olusturmak i¢in L-tirozin ile birlestirildi. Bu islem asagidaki
sekilde gergeklestirilmistir: 2.5 mg/mL’lik siilfanilamid (inhibitor ¢ozeltisi ),10 mL’lik 1 M
HCI i¢inde ¢oziildii ve buz banyosu i¢inde 0°C'de bekletildi. Buz igerisindeki bu ¢6zeltinin
tizerine 15 mg/mL’lik 5 mL hacimdeki NaNOz’den damla damla eklendi. Yaklasik 10
dakikalik bir reaksiyon siiresinden sonra, keskin bir koku olusumu ile diazolandig1 anlasilan
stilfonamid ¢ozeltisinin tamami1 40 mL Sefaroz-4B-L-tirozin siispansiyonuna eklendi. Elde
edilen ¢ozeltinin pH degeri 1 M NaOH ile 9.5'e ayarlandi, jelin rengi pH 8’den sonra
kirmiziya dondii ve oda sicakliginda 3 saat boyunca yavase¢a karistirildi. Daha sonra biihner
hunisinden siiziilen jel, 1 L soguk saf su ve ardindan 200 mL soguk 0.05 M Tris-SOs4 (pH
7.4) tamponu ile yikandi, tim yikamalarda oldugu gibi jel taneciklerinin tamamen
kurumamasma o6zen gosterildi ve aynmi tamponda saklandi. Sefaroz-4B-L-tirozin-

siilfanilamid afinite matriksinin sentezlenmesi Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10. Sefaroz-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite matriksinin sentezi
(Atasever’den, 41)
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3.2.1.2. Hemolizatin Elde Edilmesi
Kullanilan Cozeltiler

Izotonik Tuz Cézeltisi (%0.9°luk NaCl): 9 g NaOH tartild1 ve 900 mL saf suda

¢ozildiikten sonra hacmi 1 L’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihisi: Karbonik anhidraz enzimini saflagtirmak igin kullanilacak kanlar
kan bankasindan eritrosit siispansiyonu paketleri halinde temin edildi (son kullanim tarihi
yeni ge¢mis). Alinan kan 6rnegi 50 mL’lik polikarbonat falkon tiiplerin yarisina kadar
koyuldu ve esit hacimde izotonik tuz ¢6zeltisi ilave edilerek tiipler alt tist edilerek karistirildi.
Ardindan 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi ve tist kismu seffaf renk oluncaya kadar birkag
kez yikandi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra eritrosit paketleri elde edildi. Olusan
eritrosit paketlerinin iizerine 1.5 kati1 hacimde soguk saf su ilave edilerek hemoliz olmalari
saglandi. Eritrositlerin tamamen hemoliz olmasi i¢in elde edilen hemolizat 4°C’de 30 dk
boyunca manyetik karistiric1 tizerinde karistirildi. Hemolizattaki hiicre zarlarini ayirmak
amactyla drnekler 4°C’de 20000 rpm’de 40 dk santrifiij edildi. Hemolizatin santrifiijiinden
sonra silipernatan kismi behere alindi, alt kisimda yogun kivamdaki hiicre membranlarinin
alinmamasina dikkat edildi. Son olarak hemolizat manyetik karistirici {izerine alinarak pH
8.7’ye kat1 Tris ilave edilerek ayarlandi. En geg iki giin i¢inde kullanilacaksa 4°C’de, daha

uzun siire bekletilecekse uygulanana kadar -20°C’de saklandi.
3.2.1.3. Saflastirma Kolonun Hazirlanmasi ve Hemolizatin Kolona Uygulanmasi
Kullanilan Cozeltiler

Dengeleme Tamponu (25 mM Tris-0.1 M Na2SO4 pH 8.7): 3.03 g Trisve 14.2 g
Na>SO;4 tartildi, 900 mL saf suda ¢oziildii, IM H2SOsile pH 8.7°ye ayarlandi ve hacim saf

su ile 1L ye tamamlandi.

Yikama Tamponu (25 mM Tris-22 mM NazSOs pH 8.7): 3.03 g Tris ve 3.12 ¢
Na2SO;4 tartildi, 900 mL saf suda ¢6ziildii, IM H2SOgsile pH 8.7’ye ayarlandi ve son hacim

saf su ile 1L’ye tamamlandi.
Deneyin Yapihsi

Hazirlanan afinite jelinin iist kismindaki 0.05 M Tris-SO4 (pH 7.4) s1vi, jelden kayip
olmamasina ve jelin kuru kalmamasina dikkat edilerek pastor pipetiyle uzaklastirildi, oda
sicakligina getirilen jelin {izerine ayn1 sicakliktaki dengeleme tamponu ilave edildi. Kolon

igerisine de dengeleme tamponu dolduruldu ve kapagi kapatildi. Peristaltik pompa
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kullanilarak kilcal borularin tamponla doldurulmasi saglandi ve kolondaki sivi seviyesi
kapagin 1-2 cm asagisinda olacak sekilde ayarlandi. Peristaltik pompanin sivi akis hizi 20
mlL/saat olacak sekilde, cihazin tizerinde yer alan gosterge 1X ve 7-8 arasi olarak ayarlandi.
Bu esnada kolonun {ist kapagina yerlesik kilcal borunun ucu manyetik karistirici tizerinde
devamli diisiik devirde karistirilan jel slispansiyonu igerisine yerlestirildi ve jelin yavasca
kolona yiiklenmesi saglandi. Jelin kolona yerlestirilmesi tamamlanincaya kadar jelde
kuruma olmamasina ve biitlinliigiiniin bozulmamasina 6nem gosterildi. Jelin kolona aktarimi
tamamlandiktan sonra jel igerisinden aymi akis hizi ile 24 saat dengeleme tamponu

gecirilerek jel dengelenmeye birakildi. Bu hiz tiim ¢alisma boyunca sabit tutuldu.

Hazirlanan 20 mL’lik afinite jeli i¢in her bir ¢alismada kullanilacak 50 mL eritrosit
hemolizatina yaklagik 50 mL dengeleme tamponu ilave edilerek seyreltildi ve oda
sicakligina getirilen hemolizat ile hazir haldeki afinite kolonu sistemine kilcal borunun ucu
devamli karigtirilan manyetik karistirici tizerindeki hemolizat igerisine daldirilarak yiiklendi.
Eritrosit hemolizatinin tamami kolondan gegirildiginde CA | ve Il izoenzimleri kolona
baglandi, bagl olmayan proteinleri uzaklastirilmasi igin kolon 25 mM Tris-22 mM NaxSO4
(pH 8.7) yikama tamponu ile yikandi. Absorbansin 280 nm’de 0.02’den kiigiik olmasi tiim

calisma boyunca yikama ve bir diger tampona gegmek i¢in teyit noktasi olarak kabul edildi.

Insan CAII enzimini saflastirmadan 6nce hCAI enzimini jelden almak gerektiginden,
sirastyla once hCAI ardindan hCAII izoenzimleri kolondan alindi. Insan CAI ve hCAII

izoenzimlerinin eliisyonu saflastirma prosediirleri sirasinda 280 nm'de izlendi.

3.2.1.4. Karbonik Anhidraz I Eliisyonu
Kullanilan Cozeltiler

CAI Eliisyon Tamponu (50 mM Na2HPOz-1 M NaCl pH 6.3): 7.1 g Na;HPO4 ve
58.5 g NaCl tartildi ve 900 mL saf suda ¢oziildii, ¢ozeltinin pH degeri 1 M HCI ile 6.3’¢

ayarlandi ve hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi.
Deneyin Yapihist

Yikama tamamlandiginda afinite kolonundan ilk olarak CAI izoenziminin eliisyonu
icin 50 mM NaHPO4-1 M NaCl pH 6.3 tamponu kullanildi. Akis hizinin degistirilmeden
ayni kaldig1 20 mlL/saat sisteminde eluatlar her 15 dk’da 5’er mL halinde ayr tiiplere
toplandi. Eluatlarin 280 nm’deki absorbanslar1 olgiilerek CAl izoenziminin kolondan

tamamen toplandigi anlasildi. Eluatlar 4 °C’de saklandi.
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3.2.1.5. Karbonik Anhidraz II Eliisyonu

Kullanilan Cozeltiler

CAII Eliisyon Tamponu (0.1 M CH3COONa-0.5 M NaClOs pH 5.6): 9.19 g
NaClOs ve 2.04 g CH3COONa.3H:0 tartild1,125 mL saf su ile ¢oziildii, ¢ozeltinin pH degeri
1M HCl ile 5.6’ya ayarlandi ve hacmi saf su ile 150 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihisi

Kolondan eliisyonu tamamlananan CAIl izoenziminin (eliient absorbansinin 280
nm’de okunan degerinin 0.02’nin altina diismesinin) ardindan kolana CAll eliisyon tamponu
(0.1 M CH3COONa-0.5 M NaClO4 pH 5.6) akis hiz1 degistirilmeden verildi. Eluatlar 5’er
mL’lik hacimlerde deney tiiplerine alindi. Bu islem eliient absorbans degerinin 280 nm’de

0.02’nin altina diismesine kadar devam edildi. Eluatlar 4 °C’de saklandi.

Eliisyon isleminin ardindan kolona tekrar dengeleme tamponu uygulandi ve afinite
jeli bir sonraki kullanima kadar %0.02’lik sodyum azid iceren dengeleme tamponu igerisinde
4 °C’de saklandi. Enzim verimine bagli olarak afinite kolon jeli bir kez sentezlendiginde
ortalama bes defa kullanildi. Tiim bu islemler saflastirilmak istenen enzim miktar1 elde

edilinceye kadar tekrar edildi.
3.2.2. Eluatlarda Protein Tayini

Eluatlarin 280 nm’de Olgiilen absorbanslart ile protein miktar1 belirlendi. Ayrica
eluatlardaki enzim miktarinin ve aktivitesinin hesaplanmasinda kullanmak {izere protein
miktar1 bisinkoninik asit (BCA) protein 6l¢iim kiti kullanilarak gerceklestirildi (Novagen,
Merck Millipore Almanya, katalog numarasi: 71285-3). Calismada standart olarak 2
mg/mL’lik sigir serum albiimininin  seri diliisyonlar1 kullanildi. Standart protein

konsantrasyonuna ait grafik Sekil 11’de verilmistir.
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Sekil 11. Standart protein konsantrasyonu

3.2.3. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Tayini

Kolondan 5 mL hacimlerde toplanan eluatlarda hCAII enzimi igin hidrataz aktivite
6lgtimleri modifiye edilmis olan Wilbur-Anderson metoduna gore yapildi (42). Bu yontem
CO2’in hidrasyonu sonucunda olusan H* iyonu etkisiyle pH degisiminin 8.2’den 6.5’
diististiniin takip edilmesi ve gegen siirenin kaydedilmesi prensibine dayanmaktadir. Wilbur-
Anderson metoduna gore yapilan hCAII enzim aktivitesi 6lglimii igin hazirlanan reaksiyon

karisiminda kullanilan reaktifler ve hacimleri Tablo 4°te verilmistir.

Tablo 4. Wilbur-Anderson metoduna gore yapilan hCAII enzim aktivitesi i¢in reaksiyon

karisimi
Reaktifler Kor Degeri icin Kullanilan Enzim Eliisyonu i¢in
Hacim (uL) Kullanilan Hacim (uL)

Veronal tampon 1600 1600

Su 300 300
Enzim - 100
Eliisyon Tamponu 100 -
Doygun CO> 2200 2200
Toplam 4200 4200
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Kullanilan Cozeltiler
Veronal tampon ¢ozeltisi (0.025 M):

Tekli paketler halindeki 18 g’lik Tris-barbital-sodyum barbital’in tamami 800 mL saf
suda ¢ozilip pH 8.15’¢ ayarlandi ve hacim saf su ile 1L’ye tamamlandi. Aktivite
Ol¢iimiinden once 1:1 oranda saf su ile seyreltildikten sonra kullanildi. Oda sicakliginda

ayarlanan pH degeri 8.15 iken, 0°C’de pH: 8.7 degerine ulasti.

Doygun CO2 Cozeltisi: 250 mL saf su, buz banyosu igerisinde bir erlen igerisine
konuldu ve agz1 parafilmle kapatildi, kiigiik bir bosluk ac¢ilarak 45 dk boyunca CO; gazi

gecirilerek hazirlandi.
Deneyin Yapilisi

Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi 0°C’de pH diisiisiiniin takibine dayanan
potansiyometrik metodla 6lciildii. Olgiimlerde kullanilan pH elektrodunun tiipiin agzina
denk gelen kisminin g¢evresi parafilmle iyice sarilip reaksiyon tiipiliniin i¢ine gaz kacagi
olmayacak sekilde yerlestirilmesi saglandi. Ayrica bu pH elektrodu ve 1s1 probu tiim
olglimler boyunca veronal tampon igeren temiz tiipler i¢erisinde buz banyosunda muhafaza
edildi. Diger ¢ozeltiler (veronal tampon, su ve doygun CO> ¢ozeltisi) ve eluatlar da buz
banyosunda tutuldu. Deney tiipleri hemen 6l¢lim dncesinde buz banyosu igerisine konulup
gerekli pipetlemeler Tablo 4’teki gibi yapildi. Reaksiyon doygun CO> ¢ozeltisi ilavesiyle
baslatildi. pH’nin 8.2°den 6.5’a diisiisti kronometre ile takip edildi.

Aktivite 6lgiimlerinde seyreltmeler yapilirken, enzimsiz 6lgiilen siirenin 120-140
saniye arasinda olmasina ve enzimli dl¢iimlerde ise bu siirenin yariya indigi veya en az 60
saniye olmasina dikkat edildi. Tim Olglimler en az {i¢ tekrarland1 ve gegen siirelerin
ortalamasi1 kullanildi. CO2 hidrataz aktivitesi enzim initesi olarak Esitlik 1’deki gibi

hesaplandi.
EU =(to—tc) /tc (Esitlik 1)

EU: enzim {initesi, to:enzimsiz dlgiilen siire, tc: enzim varliginda 6lgiilen siire
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3.2.4. SDS-PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Afinite kromatografisi ile elde edilen hCAIl izoenziminin safligini gostermek i¢in
Laemmli tarafindan gelistirilen SDS-PAGE metodu modifiye edilerek kullanild: (43).

Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 18.17 g Tris tartilarak 80 mL saf
suda ¢oziildi, pH’1 %37°lik HCI ile 8.8’e ayarlandi, toplam hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Yiikleme Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 6.8): 18.17 g Tris tartilarak 80 mL saf
suda ¢ozildi, pH’1 %37°1ik HCI ile 6.8’¢ ayarlandi, toplam hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi1 ve oda sicakliginda saklanda.

% 10 (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat: 2 g SDS 20 mL saf suda ¢oziilerek oda

sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Tank Tamponu (10 X): 30.3 g Tris ve 144 g glisin 1 L saf suda ¢oziildii
ve oda sicakliginda saklandi. Calisma ¢6zeltisinin 1X olmasi i¢in 100 mL SDS-PAGE Tank
Tamponu (10 X), 890 mL saf su ve 10 mL %10’luk (w/v) SDS ilave edilerek hazirlandi.

% 10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg APS 1 mL saf suda ¢6ziildii ve 4

°C’de bir hafta iginde kullanilmalidir. Daha uzun siireler i¢in -20°C’de saklanmalidir.

SDS PAGE Numune Yiikleme Tamponu (5X): 5 mL yiikleme tamponu (1.5 M
Tris-HCI pH 6.8), 5 mL gliserol, 1 g SDS, 1 mg bromfenol mavisi 10 mL’lik karigim
icerisinde ¢oziildii ve 1’er mL’lik hacimlerde ependorflara alindi ve -20°C’de saklandi.

Kullanmadan 6nce 77.1 mg DTT den ilave edilerek iyice karistirilarak kullanildi ve tekrar

-20°C’ de saklanda.

Sabitleme Cozeltisi: %50 izopropanol, % 10 TCA ve % 40 saf su ile hazirlandi

(jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilir).

Renklendirme Cozeltisi: 0.66 g Coomassie Brillant Blue R-250, 120 mL metanol,
24 mL asetik asit ve 120 mL saf su ilave edilerek hazirlandi.

Renksizlestirme Cozeltisi: %7.5 asetik asit, %5 metanol ve %87.5 saf su ile

hazirlandi.
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3.2.4.1. SDS- PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Calisilan hCAII izoenziminin molekiil agirligina en uygun jel olan %5’lik yiikleme

jeli ve %12’lik ayirma jeli kullanildi.

Tablo 5. % 5-12’1ik (2x1.5mm) SDS poliakrilamid jelinin hazirlanist

Kimyasallar % 5 lik Yiikleme Jeli (mL) % 12’lik Ayirma Jeli (mL)
Saf su 4.62 6.51
%40 akrilamid karigimi 0.94 4.5
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 - 3.75
1.5 M Tris-HCI pH 6.8 2.34 -
%10 SDS 0.075 0.15
%10 APS 0.075 0.15
TEMED 0.0075 0.015
Toplam 8.055 15.075

Jeli hazirlamadan 6nce kullanilacak camlar 6nce saf su ile ardindan %70’1ik etil alkol
ile ti¢ kez silinerek temizlendi. Uzun ve kisa cam birlestirildi ve jel hazirlama standina
yerlestirildi. Jellerin rahat karistirilmasi icin 50 mL’lik falkon tiip kullanildi. lk olarak
ayirma jeli hazirland1 ve camlarin {ist kismina yaklasik 1 cm mesafe kalincaya kadar
yiiklendi. Uzerine 1 mL izopropil alkol ilave edildi, jelin diizgiin olmas1 ve agik kisminin
kurumadan donmasi igin yaklasitk 40 dk beklendi. (Istenirse yiikleme jeli hemen
hazirlanabilir, ancak karisimdaki APS ve TEMED hemen yiikleme 6ncesi ilave edilmeli,
ardindan hafif¢e karistirilmali ve hemen camlar arasina aktarilmalidir) Ayirma jeli
donduktan sonra tizerindeki izopropil alkol uzaklastirildi ve saf su ile 2-3 kez yikandi, kalan
su damlaciklar1 kagit peceteye cektirildi. Hazirlanan yiikleme jeli, ikinci bir jel olarak ilave
edildi, hava kabarcigi olmamasima dikkat edildi ve kuyucuk taraklari da yerlestirildikten
sonra yine yaklasik 40 dk bekletildi. Donan jel hazirlama standindan alind1, camlarin dis1 saf
su ile yikandi, eger hemen kullanilacaksa kuyucuklari olusturan tarak ¢ikarildi ve saf su ile
tim kuyucuklarin i¢i de yikandi. Eger jel daha sonra kullanilacaksa camlar arasindaki

kuyucuk taragi ¢ikarilmadan camin etrafi yikandi, stre¢ film {lizerine kagit pecete
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yerlestirilerek 1slatildi ve merkezine cam igindeki jel koyularak tamamen 1slak kalmasi

saglanarak paketlendi. Hazirlanan jel 4°C’de saklandiginda bir hafta i¢inde kullanilmalidir.

Camlar arasinda hazir olan jel taraklarindan uzaklastirilip saf su ile yikatild1 ve
tanktaki haznesinde karsisinda dengeleyicisi ile birlikte yerlestirildi. Tank tamponunun jelin
kuyucuklarmin iizerinde olmasina dikkat edildi. Jel yiiriitme tamponu i¢inde Ornekleri
yiikklemeye hazir halde bekletildi. Eluatlarin protein tayini yapildi ve proteinlerin iizerine
uygun miktarda yiikleme tamponu eklendi 1:4 (yiikleme tamponu (5x): numune ) oraninda
bir karisgim elde edildi. Denatiirasyon i¢in 6rnekler (eluatlar) 95°C’de 5 dakika kaynatildi.
12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Hemen ardindan kuyucuklara yaklagik 2 pg 6rnek, 20
uL hacim iginde ve 1 uL markir iizerine 19 L yiikleme boyast yiiklendi. Ornekler 80 Voltta
10 dk, ardindan 110 Voltta yaklasik 60-90 dk saat yiiriitiildi. Yiiriime, yiikleme boyasi ve
markirin yilirlime hizi kontrol edilerek tamamlandi. Yiiriitme isleminden sonra jel tanktan
alinds, saf su ile yikandi. iki cam arasina spatula sokularak jel kisa cam iizerinde kalacak
sekilde camlar birbirinden ayrildi. Jelin yiikleme jeli kismi spatula ile kesilip atildi. Jel temiz
bir kaba alindi. Uzerini gececek sekilde sabitlestirme ¢dzeltisi ilave edildi ve 20-30 dk
calkalayicida bekletilerek proteinlerin jelde sabitlenmesi saglandi. Daha sonra sabitleme
¢ozeltisi uzaklastirildi ve renklendirme ¢ozeltisi ilave edilip 20-30 dk calkalayici tizerinde
bekletildi. Ardindan renklendirme ¢dzeltisi uzaklastirilip renksizlestirme ¢ozeltisine alindi.
Jelin zemin renginin seffaf hale gelip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar ¢ozelti
degistirildi, 1 gece aymi ¢ozelti iginde 4°C’de bekletildikten sonra jel saf su i¢ine alinip

gorintiilendi. Sonuclar Resim 2’de verilmistir.

3.3. Saflastirllan hCAIl Enziminin in vitro Modifikasyonlar:

3.3.1. hCAII Enziminin Metilglioksal ile Modifikasyonunun Dogrulanmasi
Kullanilan Cozeltiler

Ticari olarak satin alinan %40’luk metilglioksalin (Ma: 72.06 g/mol, d:1.17 g/mL)
konsantrasyonunun 6490 mM oldugu hesaplandi. Modifikasyonlar i¢in 50 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilarak gerekli diliisyonlar yapildi.

50 mM Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7.4): 5.450 g Na,HPO4.2H>0 ve 3.023 g
NaH2PO4.2H>0 tartildi, 900 mL saf suda ¢oziildi ve 1 M HCl ile pH 7.4’¢ ayarlandi, hacmi

saf su ile 1 L’ye tamamlandi.
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Derisik haldeki CA II enzimi kullanilarak her modifikasyon ortaminda son protein
konsantrasyonu esit (1 mg/mL) CAII enzimi igeren, farkli konsantrasyonlardaki (0, 1, 2.5
ve 5 mM) MGO ile 50 mM’lik sodyum fosfat tamponu (pH 7.4) igerisinde ependorflarin
kapag1 kapatilarak, 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

3.3.2. hCAIl Enziminin Homosistein-tiyolakton ile Modifikasyonu
3.3.2.1. Western Blot Yontemi
Kullanilan Cozeltiler

1 M HTL ¢ozeltisinin hazirlamisi: Liyofilize halde satin alinan 100 mg’lik saf HTL
(Ma: 153.63 g/moL) konsantrasyonu 1M olacak sekilde ultra saf su ilave edilerek ¢oziildi
ve -20 °C’de saklandi.

Derisik haldeki hCAIIl enzimi son protein konsantrasyonu esit 1 mg/mL hCAlI
enzimi igeren farkli konsantrasyonlardaki (0, 0.5, 1, 5, 25 ve 50 mM) HTL ile 50 mM
sodyum fosfat tamponu pH 7.4 ve 0.2 mM EDTA igerisinde, ependorflarin kapagi
kapatilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

3.3.2.2. Ellman Yontemi

Son protein miktart 1 mg/mL olacak sekilde hCAIl proteini, farkli
konsantrasyonlardaki (0, 1, 5 ve 25 mM) HTL olacak sekilde ayri ependorf kapakli
tiiplerinde 50 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.4 ve 0.2 mM EDTA’l ¢6zelti icinde, 24 saat
37°C’de modifikasyona birakildi. Modifiye edilen enzimler, amicon ultra-0.5 santrifiij
filtreli (Merck Millipore, ABD) tiip igerisine aktarildi ve tampon degisimi ve konsantrasyon

islemi uygulandi. Bu islem asagida belirtildigi gibi yapildi.

1. Amicon ultra-0.5 santrifiij filtresine (proteinin molekiiler agirligina bagl olarak
10 kDa) 100 pL modifiye protein ve 350 uL, 50 mM fosfat tamponu pH 7.4, 0.2
mM EDTA ve DTT (HTL ile ayni konsantrasyonda) eklendi. Oda sicakliginda
10 dk inkiibe edildi.

2. 15 dk boyunca 14.000 x g'de 25°C’de santrifiij edildi. Filtre iizerindeki protein
en az li¢ kez 50 mM fosfat tamponu pH 7.4 ve 0.2 mM EDTA ile yikandi (her
yikama i¢in 450 pl ilave edildi). Her filtrasyondan sonra, i¢inden gecen
fraksiyonu atild1 ve filtredeki proteine yeni bir tampon ¢6zelti eklendi.

3. Konsantre ultrafiltrat numuneyi filtreden tiipe aktarmak i¢in 1000xg'de 2 dk
santrifiij edildi.
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Elde edilen 6rnekler daha sonra sonraki analizler i¢in kullanildu.

3.3.2.3. Ellman Reaktifi Kullanilarak Serbest Siilfhidril (-SH) Grup Belirlenmesi

Toplam serbest siilfhidril igerigi, bazi kii¢iik degisikliklerle Ellman tarafindan
tanimlanan yontem ile gerceklestirildi (41). HTL ile modifiye olan CAII’deki tiyol
gruplariin seviyeleri DTNB kullanilarak test edildi. Absorbanslar, 1 cm'lik yol uzunlugunda
bir kiivet kullanilarak 415 nm'de 6lgiildii. Olusan 5'-nitrotiyobenzoat miktari, 13.700 M™*

cm ! molar absorbtivite katsayisi (g) kullanilarak hesaplanmustir.
Son protein konsantrasyonu BCA Kkiti kullanilarak belirlendi.
Deneyin yapihisi

1. Bir ELISA pleyt kuyucuguna 90 pL su ve 10 puL modifiye edilen protein eklendi
(kullanilan protein miktarinin 6lgiim yontemin dogrusal aralikta olmasi i¢in optimize
edilmesi gerekir).

2. Uzerine 8 mg/mL konsantrasyonda 10 pL Ellman reaktifi (0.1 M fosfat tamponu, pH
8) eklendi.

3. Plaka karanlikta oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

4. 415 nm'de absorbansi Ol¢iildii.

3.4. Diyaliz

Afinite kromatografisi ile toplanan ve hidrataz aktiviteleri olgiilen aktif enzim
sollisyonlar1 tampon bilesenlerinin ve modifikasyonlar sonunda enzime baglanmadan kalan

serbest HTL ve MGO’nun ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yapildi (3, 45).

Kullanilan Cozeltiler

Diyaliz Membrani i¢in Aktiflestirme Tamponu (NaHCO3 (100 mM) / EDTA(10
mM) pH 7.4): 8.4 g NaHCO3 ve 2.92 g EDTA 900 mL saf suda ¢oziildi, pH 7.4’¢ ayarlandi

ve hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

PBS (10 mM): 1.08 g Na2HPO4.2H20, 0.62 g NaHPO4.2H20, 8.02 g NaCl ve 0.18
g KCI1 900 mL saf suda ¢ozildi, pH 7.4’e ayarlanip hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

EDTA (10 mM)/ PBS (10 mM): 2.92 g EDTA 10 mM PBS igerisinde ¢6ziiliip hacmi

1L’ye tamamlandi.

Kloroform (% 0.1 v/v): 1 mL kloroform 1 L saf suda ¢6ziildii.
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3.4.1. Diyaliz Torbalarmin Aktiflestirilmesi ve Diyaliz Islemi

Kullanilacak iki farkli diyaliz membrani uygun boyutlarda kesildi. ilk olarak afinite
kromatografisi ile kolondan saflastirilan hCAIIl enzimlerinin diyalizinde kullanmak i¢in
genis capli (Servapor) membran rulosundan yaklasik 25 ¢cm boyutlarinda kesildi. Ikinci
olarak, enzimlerin modifikasyonlari sonrasi diyaliz yapmak i¢in dar ¢apli (Sigma Aldrich
D9277) membran rulosundan 10 cm boyutlarinda kesildi ve 1 L’lik beher icerisine konuldu,
60°C’de 1sitilmis aktiflestirme tamponu ilave edildi ve etiiv igerisinde ayn1 sicaklikta 2 saat
boyunca ara ara bagetle karistirildi. Ardindan tampon ¢ozelti dokiildi ve diyaliz
membranlari tizerine 60 °C’deki saf su ilave edildi ve yine 1 saat karistir1ldi, yikama ¢ozeltisi
berraklasincaya kadar saf su ile yikama iglemi tekrar edildi. Yavas¢a sogutulan membranlar
% 0.1 kloroform i¢eren saklama ¢6zeltisinde daha sonra kullanilmak tizere 4°C’de muhafaza
edildi. Diyaliz membranlari kullanilmadan 6nce alt ucundan diigiim atilds, iist ucu ise diyaliz
mandallar1 ile sabitlendikten sonra kullanildi. Orneklerin diyaliz islemi tamamlandiktan
sonra birkag kez saf su ile iyice yikatilan membranlar temiz saklama tamponunda saklandi

ve sonraki calismalarda kullanildi.

Saflastirilan aktif enzim soliisyonlarmnin diyaliz agamas1 4°C’de ve her 4 saatte bir
diyaliz tamponu degistirilerek 24 saatte gerceklestirildi. ilk olarak 10 mM EDTA-10 mM
PBS tamponu igerisinde 8 saat tutuldu. Ardindan 10 mM’lik PBS tamponu ile 8 saat ve son
olarak saf su ile 8 saat siiren diyaliz islemi tamamlandi. Diyaliz islemi biten saf enzim

soliisyonlar1 birlestirildi ve liyofilize edildi ve -80°C’de sakland1 (45).

3.4.2. Saflastirllan hCAIl Enziminin Posttranslasyonel Modifikasyonlar1 Sonrasi

Diyaliz Islemi

Modifiye olan hCAIl enzimi modifiye edildigi ortamdaki tampona karsi diyaliz
edildi. Her doz ve madde i¢in farkli konsanrasyonlarda modifiye edilen ornekler ayr
ortamlarda diyaliz edildi. MGO ile modifiye olan enzim 50 mM sodyum-fosfat tamponu pH
7.4°e kars1 diyaliz edildi. HTL ile modifikasyona ugrayan enzim 50 mM sodyum-fosfat
tamponu pH 7.4 ve 0.2 mM EDTA igeren tampona kars1 diyaliz edildi. Diyaliz tamponlari
ornek hacimlerinin 20 kati1 olacak sekilde, her 6 saatte bir degistirildi ve 24 saatte

tamamlandi. Diyaliz islemi biten numuneler -80°C’de islem yapilana kadar saklandi (3).
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3.5. Western Blot

CA 11 izoenzimi insan eritrositlerinden afinite kromatografisi ile saflastirildiktan

sonra modifikasyonlari teyit etmek igin western blot islemi uygulandi.

Kullanilan Cozeltiler:

Transfer Tamponu (1X): 100 mL SDS-PAGE Tank Tamponu (10X), 100 mL

metanol ve 800 mL saf su ilave edildi. Bu karisim taze hazirlandi ve buzdolabinda saklandi.

TBS (10X): 24.05 g Tris ve 88 g NaCl tartild1 ve saf su i¢inde ¢oziilerek toplam
hacim saf su ile 900 mL’ye tamamlandi ve 12 M HCl ile pH 7.6’ya ayarlanarak son hacim

1 L’ye tamamlanda.

TBST (1X): 20 mL 10X TBS, 180 mL saf su ve 500 uL Tween-20 ilave edilerek

hazirlandi.

Bloklama Cozeltisi : 5 g yagsiz siit tozlari tartildi ve 100 mL 1X’lik TBST igerisinde

¢oziildi, giinliik taze hazirlandi ve 4°C’de saklandi.

Primer Antikor: Rabbit anti-homosistein primer antikoru %5’lik bloklama
tamponu ile 3000 kat seyreltilerek hazirlandi. Mouse anti-metilglioksal primer antikoru

%3’liik bloklama tamponu ile 4000 Kat seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: HRP takili goat anti-mouse 1gG,Fc ve HRP takili goat anti-rabbit
IgG,Fc antikorlart primer antikorlarmin hazirlandigir bloklama tamponlari ile 8000 kat

seyreltilerek kullanildi.
Deneyin Yapilis::

SDS-PAGE islemi yukarida agiklandig1 gibi gergeklestirildi. Ancak jelin membrana
transfer edilme asamasina gegilmeden once yiirlitme tamponundan alinanan jel kisa camda
olacak sekilde temiz bir kap igerisine konuldu. Jelin {izerini gegecek kadar transfer tamponu
ilave edildi, yaklagik 10 dk dengeye gelmesi i¢in beklendi, transfer ic¢in kullanilacak
nitroseliiloz membran da ayni sekilde bekletildi. Jelin membrana aktarilmasi i¢in, transfer
kasetinin siyah yiizeyinden (negatif elektrot) baslayarak en altta transfer tamponuyla
1slatilmis siinger, whatman kagidi ve elimize alinan cam tizerindeki jelin tizerine kuru olarak
yerlestirilen ikinci whatman kagid1 (yiizeyi birinci 1slatilan whatman kagidina denk gelecek
sekilde) yerlestirildi. Ustte kalan jelin iizerine ise bir kosesinden isaretlenmis ve jel
boyutlarinda kesilmis membran yiiziistii gelecek sekilde yerlestirildi. Membranin iizerine

1slatilan iki whatman kagidi daha siralandi ve tizerine hafif bir basing uygulayarak (bir deney
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tiiplinii yuvarlayarak) katmanlar arasinda hava boslugu kalmamasina dikkat edildi. Son
olarak islatilan ikinci siinger de yerlestirildikten sonra kaset dikkatli sekilde kapatildi.
Transfer sandvigi hazirlandi. Tank igerisine elektrot kutuplarina dikkat edilerek siyah kaset
siyah yiizeye gelecek sekilde yerlestirildi. Issnmay1 6nlemek i¢in tank igine buz akiisii
yerlestirildi. Tamponun siirekli karistirilmasi igin manyetik bar tank i¢ine birakildi. Ayrica
tank buz banyosu icine yerlestirildi ve manyetik karistiric iizerine yerlestirildi. Orneklerin

membrana transfer edilmesi i¢in 100 Voltta 1 saat yiiriitiildii.
3.5.1. Membranin Bloklanmasi ve Protein Bantlarinin Goriintiilenmesi

Blotlama islemi tamamlandiktan sonra membran, temiz bir kap igerisine aktarildi ve
tizerini kapatacak hacimde yaklagik 10 mL %5°lik yagsiz siit tozu ile hazirlanan bloklama
cozeltisi ilave edildi, oda sicakliginda 1 saat diisiik devirde calkalayici1 tizerinde oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bloklanan membran, iiretici firmanin tavsiye ettigi gibi
primer antikorlar (anti-metilglioksal (1:4000 oraninda) ve anti-homosistein (1:3000)
oraninda % 3’liikk bloklama ¢ozeltisi ile seyreltilen) oda sicakliginda 2 saat diisiik devirde
calkalayici iizerinde inkiibasyona birakildi. Ardindan primer antikor ¢ozeltileri daha sonra
kullanilmak iizere geri topland1 ve -20°C’de saklandi. Her 5 dk’da bir TBST (1X) ile 30 dk
boyunca yiiksek devirde galkalayici lizerinde oda sicakliginda iyice yikandi. Daha sonra
sekonder antikor (rabbit anti-mouse Ig G antibody conjugated with horseradish peroxidase
(1:8000) ve goat-anti rabbit Ig G antibody conjugated with horseradish peroxidase (1:8000)
oraninda %3’liik siit tozu kullanilarak seyreltilerek hazirlandi, 1 saat diisiik devirde
calkalayici lizerinde inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor ¢dzeltisi inkiibasyon sonrasi
uzaklastirildi ve tekrar ayni sekilde yikama yapildi. Membran temiz bir kap icerisine alindi
ve goriintiilemek i¢in 0.4 mL ECL karisimi membranin tiim yilizeyine gezdirilerek 3 dk
boyunca muamele edildi. Cam bir plaka iizerine aktarilan membranin {izeri seffaf plastik bir
membranla kapatildi. Hava kabarcigt kalmamasma dikkat edilerek kemiliinesans

goriintiileme yapildi. Sonuglar, Resim 3 ve Resim 4’te verilmistir.

3.5.2. Metilglioksal ve Homosistein-tiyolakton ile Modifikasyonuna Bagh Karbonik

Anhidraz Esteraz Aktiviteleri

Metilglioksal ve HTL’nin hCAIl enziminin esteraz aktivitesi {izerine etkisini
belirlemek i¢in Verpoorte ve ark. (46) gelistirdigi yontem kullanilmistir. Bu yontemin esasi

CA enziminin substrati olan p-nitrofenil asetati hidroliz etmesiyle olusan p-nitrofenol ve
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asetat iyonlarinin renk farkinin 348 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢giilmesidir. Olusan p-

nitrofenoliin absorbans farki 3 dk boyunca olgiilerek hesaplandi.

A0

N—O0

NO,—{ ,)—O CH; + HO —~ NO,—{, ,—OH +
7 I HO” “CH;s

p-nitrofenil asetat p-nitrofenol

Sekil 11. p-nitrofenil asetatin hidrolizi

Kullanilan ¢ozeltiler

3 mM p-nitrofenil asetat: 27 mg p-nitrofenil asetat, 1 mL asetonda ¢dzdiikten sonra
manyetik karistirici izerinde hizla karistirilan 49 mL su igerisine yavasca damlatildi ve iyice

¢oziinmesi i¢in yaklasik bir saat oda sicakliginda koyu renkli bir sise igerisinde karistirildi.

0.05 M Tris-SO4 tamponu pH (7.4) : 0.605 g Tris tartilarak yaklasik 80 mL saf suda
¢ozlildi. 1 M’lik H2SO4 ¢ozeltisi kullanilarak pH 7.4’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile

100 mL’ye tamamlandi.
Deneyin yapihisi:

Esteraz aktivitesi 6l¢imii igin, tim hCAIl enzimleri protein miktar1 esit olacak
sekilde seyreltildikten sonra kuartz kiivete, 1000 uL. 0.05 M Tris-S04 (pH 7.4) tamponu, 200
uL saf su ve 300 puL enzim ¢ozeltisi konuldu. Son olarak 1500 puL giinliik hazirlanmis p-

nitrofenil asetat ilave edildi.
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Tablo 6. hCAIl esteraz aktivitesi 6l¢limii i¢in reaksiyon karigimi

Reaktifler Hacim (pL) Konsantrasyon
Enzim 300 0.01556 mg/mL
Su 200
Tampon 1000 50 mM
Substrat 1500 3mM
(p-nitrofenil asetat)
Toplam 3000 -

Her o6rnek ig¢in, reaksiyon karisimi elde edilmesinin 15. saniyesinde ve 3 dk
sonrasinda 348 nm’de iki kez absorbans okumasi yapildi. AA/At degeri hesaplanarak total

esteraz aktivitesi U/L birimi ile ifade edildi.

Numunelerdeki esteraz aktiviteleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (47, 48).
b= AA/At (Esitlik 2)

b: katalitik aktivite (U/L)
t: siire (saniye)
A: absorbans

Buna gore CA aktivitesi; b = AA/At iizerinden hesaplanmustir.

3.5.3. Metilglioksal ve Homosistein-tiyolakton Modifikasyonuna Bagh Karbonik
Anhidraz Hidrataz Aktivitesi

Metilglioksal ve homosistein-tiyolaktonun karbonik anhidraz enziminin hidrataz
aktivitesi tizerine etkisinin 6l¢limii boliim 3.2.3teki Karbonik anhidraz enziminin Wilbur-

Anderson metoduna gore yapildi.
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3.6. Metilglioksal ve Homosistein-tiyolakton Modifikasyonuna Bagh CAII’nin

Antijenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.6.1. Fareler ve Immiinizasyon

Fareler ile yaptigimiz ¢alismada KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen Balb-c tiirti 10-12 haftalik her grupta 7 disi ve 3 erkek toplam 40
adet fare kullanildi. Bu fareler KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik deneysel ¢alisma ortami saglanarak ve ad
libitum olarak beslenerek barindirildi. Yapilan deneylerin tiimii Karadeniz Teknik
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2021/24 protokol no’lu etik kurulu
(Bkz. Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay Belgesi) bagvurusunun onayi ile yapildi. Gruplar

enjeksiyon yapilacak maddelere (antijene) gore ayrildi.
1. Kontrol (immiinojen verilmeyen) fosfat tamponu ¢oziicii grubu
2. hCAIl kontrol grubu
3. MGO ile modifiye edilen hCAII grubu
4. HTL ile modifiye edilen hCAIIl grubu

Immiinizasyon islemi i¢in buz banyosu igerisine alman immiinojen madde (enzim
veya ¢oziicii) ile esit hacimlerde alinan Freund adjuvant iki ayr1 enjektore alindi ve arasina
cift basglh igne yerlestirilerek beyaz renkli homojen bir emiilsiyon haline gelinceye kadar
yaklasik 2-3 dk’da hazirlandi. Emiilsiyonun suya damlatildiginda dagilmadan kalmasi
halinde islem basarili kabul edildi. Toplamda yapilacak {i¢ enjeksiyonun ilkinde her fare i¢in
100 pL antijen ve 100 pL Freund complete adjuvan karistirildi ve 200 pL’lik enjeksiyonla
0.1 mg antijen sirt kismmdan subkutan olarak yapildi. Ikinci ve {iglincii enjeksiyonlar iKi
hafta ara ile yapildi. Ancak bu emiilsiyonlar i¢in 100 pL antijen ve 100 pL incomplete
Freund adjuvant kullanildi. Farelere enjeksiyon yapildiktan sonra bezelye tanesine benzer
dagilmayan sigkinlik gozlendi (Resim 2, mavi oklar). Bu sislik ¢aligma sonuna kadar sabit
kaldi. Son enjeksiyondan iki hafta sonra fareler dekapite edilerek kan 6rnekleri alindi. Alinan
kan rnekleri 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi, -80 °C’de saklandi

ve antikor seviyelerini belirlemek igin kullanildi.
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Resim 2. Immiinizasyonu yapilan balb-c fare goriintiisii

3.6.2. Farelerde Karbonik Anhidraz Antikor Titrelerinin Belirlenmesi

Alver ve ark. (49) tarafindan ¢alisilan enzim bagli immiinosorbent assay (ELISA)
yontemi Kullanilarak calisma gruplarindaki farelerin serumlarinda MGO ve HTL ile
modifiye edilen hCAIl ve modifiye edilmemis hCAII’ye karsi gelismis otoantikor

titrelerinin belirlenmesinde kullanildi. Her numune i¢in 6l¢timler ii¢ kez tekrarlandi.
Kullanilan Cozeltiler

1 M NaOH: 10 g NaOH saf suda ¢oziilereck 250 mL’ye tamamlandi. Tampon

cozeltilerin pH degerlerinin ayarlanmasinda kullanildi.

1M HCI: 830 uL %37°1ik HCI (d: 1.19 g/mL) alind1 ve 8 mL saf suda ¢6ziiliip hacmi

10 mL’ye tamamlandi. Tampon ¢ozeltilerin pH degerlerinin ayarlanmasinda kullanildi.
Kaplama Tamponu (pH 9.6) :
A cozeltisi: 2.12 g Na2CO3 (0.2 M) tartild1 ve 100 mL saf su igerisinde ¢oziildii.
B ¢ozeltisi: 1.68 g NaHCO3 (0.2 M) tartildi ve 100 mL saf su igerisinde ¢6ziildii.

8 mL A ¢ozeltisi ve 17 mL B ¢ozeltisi karistirildi, {izerine bir miktar saf su ilave
edildikten sonra pH 9.6’ya ayarlandi ve karigimim son hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Birinci Yikama Tamponu (10 mM PBS c¢ozeltisi): 0.8 g NaCl (0.14 M), 0.02 g
KCI (2.7 mM), 0.02 g KH2PO4 (1.5 mM) ve 0.115 g Na;HPO4 (8.1 mM) tartild1 ve bir
miktar saf suda ¢oziildi. 1 M NaOH ile pH 7.4’¢ ayarlandi. Hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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Ikinci Yikama Tamponu (Tween 20-PBS cozeltisi): 0.8 g NaCl (0.14 M), 0.02 g
KCI (2.7 mM), 0.02 g KH2PO4 (1.5 mM) ve 0.115 g Na;HPO4 (8.1 mM) tartildi ve bir
miktar saf suda ¢oziildii. | M NaOH ile pH 7.4’e ayarlandi. 50 pL tween-20 eklendi. Hacmi

saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Bloklama Tamponu (%3 siit tozu ihtiva eden birinci yitkama tamponu PBS

cozeltisi): 3 g yagsiz siit tozu 100 mL 10 mM PBS’de ¢oziilerek hazirlandi.

2 M H2SOa4: 2.72 mL % 98’lik H2SO4 (d:1.84 g/mL) alind1 ve 20 mL saf suda

¢Oziiliip hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlandi. Reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildz.

Sitrat-fosfat tamponu (pH 4.8) : 2.101 g CeHsO7.HO (0.1 M) ve 3.12 g
NaH2P04.2H20 (0.2 M) tartildi ve 80 mL saf suda ¢oziindii. 4 M NaOH ile pH 4.8’¢
ayarlandi ve hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Substrat ¢6zeltisi hazirlamak igin

kullanildi.

Substrat ¢ozeltisi: Hazirlanan sitrat-fosfat tamponundan 25 mL alindi ve igerisine
10 mg orto-fenilen diamin ilave edildi ve ¢oziildii. Pleyte ilave etmeden hemen Once

%30’luk H202’den 10 pL ilave edilerek substrat ¢ozeltisi elde edildi. Karanlikta saklandi.

Seyreltme tamponu (%1 yagsiz siit tozu ihtiva eden birinci yikama tamponu
PBS cozeltisi): 1 g yagsiz siit tozu 100 mL PBS’de ¢oziilerek hazirlandi. Serum 6rneklerinin

seyreltilmesinde kullanildi.
3.6.3. Antikor Titreleri icin ELISA Yontemi
Deneyin Yapihis1

1. ELISA pleytindeki kuyucuklar kaplama tamponu (pH 9.6) ile seyreltilen ve
konsantrasyonu 5 pg/mL olan modifiye edilen ve edilmeyen hCAIl enziminden 50 uL’lik
hacimlerde ilave edilerek 18 saat 4°C’da inkiibasyona birakildi, bu kuyucuklar kaplanmis
oldu (kaplama yaparken her serum 6rnegi igin ii¢ kuyucuk CA II ile kaplanirken {gii
kaplanmaz).

2. Inkiibasyondan alinan pleyt icindeki enzim aspire edilerek uzaklastirildi ve 200
uL PBS tamponu (birinci yikama ¢ozeltisi) ile 5 dk calkalayict tizerinde yikandi ve aspire
edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.
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3. Yikama isleminden sonra her 6rnek i¢in kapli olan ve olmayan toplam alt1
kuyucuga da 200 pL %3’lik bloklama tamponu ilave edildi ve hafif hizdaki galkalayicida

oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi.

4. Bloklamanin ardindan pleyt ikinci yikama ¢6zeltisi (Tween20-PBS ¢6zeltisi) ile
ikinci basamakta agiklandigi gibi 3 kez yikandi.

5. Tim deney gruplarindaki (CAIl gruplar1 ve kontrol (immunojen verilmeyen)
grubundaki) farelerin serumlar1 %1 yagsiz siit tozu i¢eren seyreltme tamponu kullanilarak
250 kat seyreltildi ve her bir seyreltilmis serum 6rneginden 100 pL hacimde kendisi igin
ayrilan alti kuyucuga (iici CAll kapl ve tigii CA 11 kaplanmamis) ayri ayri pipetlendi ve oda
sicakliginda hafif hizdaki ¢alkalayicida 2 saat bekletildi.

6. Pleyt ikinci yikama ¢ozeltisi (Tween20-PBS ¢ozeltisi) ile ikinci basamakta

aciklandigr gibi 3 kez yikandi.

7. Kuyucuklara 100 pL %1 yagsiz siit tozu igeren seyreltme tamponuyla 1/50000
oraninda seyreltilmis antikor (HRP takili goat anti-mouse IgG,Fc) ilave edildi ve oda

sicakliginda 1 saat ¢alkalayicida bekletildi.

8. Pleyt ikinci yikama ¢ozeltisi (Tween20-PBS c¢ozeltisi) ile ikinci basamakta

aciklandig gibi 3 kez yikandi.

9. Kuyucuklara substrat ¢ozeltisinden 100 pL ilave edildi ve oda sicakliginda,
karanlikta tutarak renk degisimi takip edildi. Kapli olan kuyucuklarda 5 dk i¢inde altin saris1

renk goriildigiinde reaksiyonu durdurmak i¢in sonraki asamaya gegildi.

10. Biitiin kuyucuklara 2 M H2SO4 ¢ozeltisinden 100 puL ilave edilerek reaksiyon

durduruldu.
11. ELISA okuyucusunda 485 nm’de renk okundu.

Sonuglar enzim kapli olan kuyucuklardaki absorbans degerlerinden kaplanmamis

olan kuyucuklarin absorbans degerleri ¢ikartilarak degerlendirildi ve Resim 6’da gosterildi.
4. istatistiksel Yontemler

Bu tez ¢alismasinda ELISA sonuglari ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi.
Normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Gruplar arasinda

farkin olup olmadig1 Kruskal wallis testi ile test edildi. ikili karsilastirmalarda Mann
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Whitney U testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Verileri ifade
etmek i¢in SPSS version 23 programi kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Karbonik Anhidraz II’nin Insan Eritrositlerinden Saflastirilmasi

Afinite kromatografisi ile elde edilen eliientlerin protein miktarlar1 ve CA hidrataz
aktivitesi Olgiilerek sonuglar Sekil 12°de verilmistir. Bu sonuglar, toplanan enzim
orneklerinin protein konsantrasyonu ve hidrataz aktiviteleri birbirleri ile oOrtiistigiini

gostermektedir.

16 0,3

14
0,25
— 12

0,2
10

0,1

0,05

Hidrataz Aktivitesi (EU/mL)
[#4]
o
-
Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tiip No
Hidrataz Aktivitesi Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 12. Eliientlerin protein konsantrasyonlar1 ve hidrataz aktiviteleri

Sekil 12’den anlasilacagi lizere protein miktar ile hidrataz aktivitesi orantili olan ve
miimkiin oldugunca yiiksek aktiviteli eliientler deneylerde kullanildi. Yapilan aktivite
tayinlerinde hCAII enziminin en yiiksek oldugu eliientteki hidrataz aktivitesi 50.53 enzim

tinitesi (EU) olarak bulundu.
4.2. insan Karbonik Anhidraz II’nin (hCAII) Safhigimin Kontrolii

Afinite kromatografisiyle insan eritrositlerden elde edilen hCAIl enziminin safligt
SDS-PAGE yontemiyle gosterildi. Farkli deney tiiplerinden alinan eliientlerin SDS-PAGE

goriintiisti Resim 3’te gosterilmistir.
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Resim 3. Saflastirilan insan CAIl enziminin Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyanmis
SDS-PAGE goriintiisii

hCAIl enziminin molekiil agirhgr yaklagik 29 kDa’dur. Elde edilen SDS-PAGE
goriintiisinde (Resim 3) 29 kDa molekiil agirhigma karsilik gelen bolgede tek bant

bulunmaktadir.
4.3. Karbonik Anhidrazin Modifikasyonu
4.3.1. hCAIlI’nin MGO ile Modifikasyonu

Farkli konsantrasyonlarda (0-5 mM) MGO ile modifiye edilen hCAIl enziminin

western blot goriintiileri resimde gosterilmistir.

20 | . S

5 mM 2.5 mM 1mM 0mM

Resim 4. hCAIl enziminin MGO ile modifikasyonuna ait western blot goriintiisii
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Resim 4’teki western blot goriintiisiinden her 6rnek icin tek bant gézlenmektedir.
Ayrica MGO konsantrasyonuna bagli olarak bantlardaki yogunluk artmaktadir. MGO
modifikasyonunun yapilmadigi hCAIl kuyucugunda (0 mM MGQO) herhangi bir bant

gbozlenmemistir.

4.3.2. hCAIlI’nin HTL ile Modifikasyonu (Western Blot Yontemi i¢in)

hCAII enzimi farkli konsantrasyonlarda (0-5 mM) HTL ile modifiye edildi. Primer

antikor olarak poliklonal anti-Hcy antikoru kullanilarak western blot uygulandi.

— T— x -

50mM 25mM 5mM 1mM 05mM O0mM

Resim 5. hCAIl enziminin HTL ile modifikasyonuna ait western blot goriintiisii

Resim 5’teki western blot goriintiisinde tek bant gozlenmektedir. HTL
konsantrasyonuna bagli anlamli degisiklikler tespit edilememistir. En yogun bant 5 mM
HTL konsantrasyonunda gosterilmistir. Modifikasyon yapilmayan hCAIl’nin uygulandig
kuyucukta silik de olsa bant gézlenmistir.

433. HTL ile hCAIll Enziminin Modifikasyonun Dogrulanmasi icin Yapilan
Modifikasyon Islemi (Ellman Yoéntemi icin): Ellman Reaktifi Kullamlarak
Serbest Siilfhidril (-SH) Grup Tahmini

hCAII enzimi farkli konsantrasyonlarda (0-25 mM) HTL ile modifiye edildi. Serbest
Hcy'deki ve proteinlerin varligindaki tiyol gruplarinin seviyeleri DTNB kullanilarak test
edildi. Absorbanslar, 0.5 cm'lik yol uzunlugunda bir pleyt kullanilarak 412 nm'de 6lgiildii.
Olusan 5'-nitrotiyobenzoat miktari, 13700 M™' cm™ molar absorbtivite katsayis1 (g)

kullanilarak hesaplandi. Sonuglar Tablo 7’de gosterilmistir.
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Tablo 7. HTL ile modifiye edilen hCAIll enziminin doza bagl serbest siilthidril i¢erigi
HTL (mM) ile Modifiye Edilen hCAIl enzimi Serbest Siilfhidril Icerigi (M)

0 8.47 x 10°®
1 8.40 x 10°®
5 8.91x 10°®
25 10.51 x 10°®

4.4. Karbonik Anhidraz Esteraz ve Hidrataz Aktiviteleri

4.4.1. MGO ile Modifiye hCAII’nin Esteraz Aktivitesi

hCAII'nin MGO ile modifikasyonunun enzimin esteraz aktivitesi lizerindeki etkisi
Sekil 13’teki grafikte gosterilmistir. Diisiik konsantrasyonda aktivitede artis olurken, yiiksek

konsantrasyonda azalis gézlendi.
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Sekil 13. MGO ile modifiye hCAIIl enziminin % esteraz aktivitesi 6l¢limii
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4.4.2. MGO ile Modifiye hCAII’'nin Hidrataz Aktivitesi

hCAII’'nin MGO ile modifikasyonunun enzimin hidrataz aktivitesi tizerindeki etkisi
Sekil 14°teki grafikte gosterilmistir. Esteraz aktivitesine benzer sekilde diisiik

konsantrasyonda aktivitede artis olurken, yiiksek konsantrasyonda azalis gézlendi.

% Hidrataz Aktivitesi

0 T T 1
0 2 4 6

mM, MGO Konsantrasyonu

Sekil 14. MGO ile modifiye hCAIl enziminin % hidrataz aktivitesi 6l¢timii

4.4.3. HTL ile Modifiye hCAII’nin Esteraz Aktivitesi

hCAII’nin HTL ile modifikasyonunun enzimin esteraz aktivitesi lizerindeki etkisi

Sekil 15°teki grafikte gosterilmistir. Konsantrasyon artisi ile aktivitede azalis gézlendi.
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Sekil 15. HTL ile modifiye hCAIl enziminin % esteraz aktivitesi dl¢timii
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4.4.4, HTL ile Modifiye hCAII’nin Hidrataz Aktivitesi

hCAII’nin HTL ile modifikasyonunun enzimin hidrataz aktivitesi lizerindeki etkisi

Sekil 16’daki grafikte gosterilmistir. Konsantrasyon artisi ile aktivitede azalis gbzlendi.

150

% Hidrataz Aktivitesi
®

0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrj

0 20 40 60
mM, HTL konsantrasyon

Sekil 16. HTL ile modifiye hCAIl enziminin % hidrataz aktivitesi 6l¢timii

4.5. Farelerde saf hCAIl ve Modifiye hCAIl Formlarinin immiinizasyon Sonuglari
4.5.1. Farelerde saf hCAIl, HTL ve MGO ile Modifiye hCAII’nin Antikor Titreleri

Saf hCAIl enzimi ve farelere verilen doz ile modifiye edilen hCAIl enzimi ile
mikropleytler kaplanip ELISA yontemiyle farelerin serumlarindaki antikor titreleri

belirlendi. Sonuglar Resim 6’da gosterildi.
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Resim 6. ELISA yonteminde modiye olan ve olmayan hCAII antikorlarinin etkisi

Saf hCAll ile HTL ve MGO ile modifiye CAII formlarina kars1 antikor olusmaktadir
(Sekil 17 ve 18). Saf hCAIl ve modifiye hCAII formlarina kars1 gelisen antikor titreleri
sadece immiinojen verilmeyen kontrolleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0.01

anlamli fark oldugu belirlendi.

MGO ile modifiye hCAII grubu ve saf hCAIl gruplar1 karsilastirildiginda p<0.05
oldugu belirlendi ve anlamli fark bulunmustur (Sekil 15). MGO ile modifikasyon hCAII’nin

antijenik 6zelligini artirmistir.
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Sekil 17. MGO ile modifiye CAII antikor titreleri (* p<0.01, **p<0.05)
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HTL ile modifiye hCAIl grubu ve saf hCAII gruplar karsilastirildiginda ise p>0.05
oldugu belirlenerek anlamli fark bulunmamustir (Sekil 18). HTL ile modifikasyon hCAII’nin

antijenik 6zelliginde anlamli bir degisiklige sebep olmamustir.
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Sekil 18. HTL ile modifiye hCAII antikor titreleri (* p<0.01)
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidrazlar, karbon dioksitin bikarbonat iyonu ve protona geri doniigtimlii
hidrasyonunu katalize ederek solunum, karbon dioksit tasinmasi, pH ve elektrolit
homeostazisi ve biyosentetik reaksiyonlarla ilgili bir dizi fizyolojik siiregte rol oynarlar.
Anormal ekspresyonlar1 ve/veya inhibitorleri, glokom, 6dem, obezite ve kanser dahil olmak
tizere bir dizi patoloji ile iliskilendirilmistir. CA'larin biyokimyasal, fonksiyonel ve yapisal
yonleriyle ilgili ¢ok sayida literatiir olmasina ragmen, genellikle spesifik izoenzim odakli
PTM'er hakkinda smirli bilgi mevcuttur. Son yillarda, CA'larin PTM merkezli
caligmalarinda genellikle korunmus amino asitlerdeki modifikasyon olaylar1 tespit
edilebilmistir ancak bu modifikasyonlarin fonksiyonel ©onemi net olarak ortaya
konulamamustir (5). Bu tez ¢alismasinda karbonik anhidrazin in vitro olarak enzimatik
olmayan glikasyon ve homosisteinilasyonu ile bu modifikasyonlarin enzim aktivitesi ve

antijenitesi tizerine etkisinin arastirilmasi amaglandi.

PTM’lerden enzimatik olmayan glikasyon ve homosisteinilasyon ile proteinlerin
posttranslasyonel modifikasyonu reaksiyonunun etkilerini arastirmak i¢in model olarak
hCAII izoenzimi kullanildi. hCAIl, beyin, mide, bagirsak, bobrek ve lireme organlari da
dahil olmak tizere gesitli organlarda eksprese edilen iyi karakterize edilmis bir enzimdir ve
eritrositlerde oldukca bol miktarda bulunur. Turnover sayisinin 1.4x10° olmasi ile
karbondioksitin geri doniistimlii hidrasyonunu katalize eden, hayvanlar aleminde bilinen en
hizli enzimlerden biridir (11). hCAIl yapisal ve katalitik dzellikleri iyi bilinmesi sebebiyle
ve hem MGO hem de HCY reaksiyonu igin potansiyel 24 adet lizin ve 7 adet arjinin (260
amino asitten) kalintis1 i¢erdigi igin bu ¢alismada incelenecek enzim olarak segildi. hCAlI
ile yapilan posttraslasyonel modifikasyonlarin proteomik in vivo ¢alismalarinda eksiklikler
mevcuttur ve yapilan bu g¢alisma ile in vitro olarak HTL ve MGO ile modifiye edilen
hCAII’nin antijenik 6zellikleri ilk defa degerlendirildi. Ayrica in vitro olarak yapilan bu
modifikasyonlarin enzimin aktivitesine etkilerini arastiran bu ¢aligma her ne kadar in vivo
sonuglar1 yansitmasa da, HTL ve MGO ile modifikasyonlarin enzim aktivitesinde

degisiklige sebep oldugunu gostermistir.

Karbonik anhidraz II izoenziminin insan eritrositlerinden izole edilmesi i¢in Sefaroz
4B’ye kenetlenmis siilfanilamid yontemine dayali afinite kromatografisi uygulandi. izole
edilen enzimin safligit SDS-PAGE (Resim 3’te) ile gosterildi. Elde edilen goriintii molekiil
agirligi yaklagik 29 kDa ve tek bant olan hCA 1I enzimini gostermektedir.
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Insan CAIl enziminin in vitro ortamda N-homosisteinilasyonu igin son
konsantrasyonu 1 mg/mL olan saf enzim 0-50 mM HTL ile 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakild1 (7). N-homosisteinilasyonu teyit etmek amaciyla, HTL ile modifiye olan hCAII
enzimi Ornekleri ile western blot uygulamasi yapildi. Elde edilen sonuglar Resim 4’te
verilmistir. HTL modifikasyonunu gosteren bantlar elde edilmis olmasina ragmen, doz
bagimli degisiklikler gosterilememistir. Burada karsilagilan sorun olarak, antikorun
modifiye proteinleri tespit edemedigi diisiiniilmiistiir. Literatiirde tavsiye edilen ticari
antikorlarla c¢esitli doku ve hiicrelerde protein modifikasyonlarinin belirlendigi iddia
edilmistir. Ancak o ¢alismalarda kullanilan Abcam anti-N-Hcy-protein antikorunun
tiretimden kalmasi iizerine iiretimdeki az sayidaki antikorlardan biri olan USBiological anti-
Hcy (151837) tavsan poliklonal antikoru satin alinarak g¢alismalar gergeklestirilmistir.
Bununla ilgili olarak, Jakubowski’nin (31) yayimladigi bir derlemede, literatiirde tavsiye
edilen ticari kitlerin (tavsan poliklonal anti-Hcy antikorlar Abcam (ab15154) veya Sigma-
Aldrich (AB5512)) kullanildiginda bu antikorlarin gesitli N-homosisteinlenmis proteinleri
tanimakta yetersiz kaldig1 ve hatali sonuglara sebep oldugu belirtilmistir. Buradaki sorunun,
anti-Hcy antikorunun, yapisal olarak N-Hcy proteini ile ilgisi olmayan bir Hcy-glutaraldehit-
BSA eklentisine ilgi gostermesi oldugu diistiniilmiistiir. Laboratuvarimizda bol miktarda
bulunan tarafimizdan saflagtirilan ve HTL ile modifiye edilen hCAl izoenzimi ve ticari sigir
serum alblimin proteinleri ile de western blot denemeleri yapilmistir. Ancak HTL
modifikasyonuna bagli bantlar gozlense de, doz bagimli degisikler yine tespit edilememistir.
Ayn1 antikor kullanilarak ELISA yontemi ile de 6l¢iim yapilmistir, ancak modifikasyona
bagli bir fark ortaya konulamamistir. Modifikasyonlarin varligi son olarak Ellman yontemi
ile ortaya konulmak istenmistir. Ancak yapilan 6l¢iimlerde net bir fark tespit edilememistir
(Tablo 7). Bu haliyle HTL ile bir modifikasyon olsa da bu modifikasyonun doz bagimlh

oldugu gosterilememistir.

Bu tez calismasindaki diger bir enzimatik olmayan PTM tiirii proteinlerin
glikasyonudur. Bu durum, diyabet hastalarinda goriilen yiiksek kan sekeri ve iligkili diger
patolojilerde gorilmektedir. Dikarbonil glikasyonunun dnemli iglevsel etkileri vardir, ¢linki
arjinin proteinlerin islevsel bolgelerinde daha yiiksek oranda bulunur ve glikasyonu pozitif
yiik kaybina neden olur. Bu glikasyon guanido grubu ve ligand baglama etkilesimlerinde yer
alan elektrostatik etkilesimlerin kaybi anlamina gelir ve proteinlerde inhibisyon ve islev
bozuklugu ile sonuglanir (23). Bu tez ¢alismasinda hCAII’nin glikasyonu i¢in dikarboniller

arasinda daha reaktif olan (50) metilglioksal (0-5 mM) kullanild: ve in vitro ortamda 1
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mg/mL son konsantrasyondaki hCAIl enzimi ile 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
glikasyon islemi yapildi (27). Glikasyon ile ilgili yapilan ¢alismalarda kullanilan protein
miktar1, ortam sicakligi, dikarbonil tiirii ve modifikasyonun gerceklesme siiresi oldukga
degiskenlik gostermektedir (50,51).Ancak g¢alistigimiz (0-5 mM) doz araligi daha once
aralarinda CA enziminin de oldugu farkli 6zelliklere sahip proteinlerin glioksal kullanilarak
yapilan modifikasyonlarinda doza bagli artan karbonil igeriginin belirlendigi en diisiik doz
olmas1 nedeniyle sinirladigimiz araliktir. Biyolojik sistemlerde, reaktif karbonil gruplarinin
¢ogu proteinlerin sisteinil, lizil ve arjinil kalintilarina bagh oldugundan, %10'dan daha az
metilglioksal baglanmamis formda mevcuttur. Dolayisiyla proteinlere baglanan
dikarbonillerin  fraksiyonlari,  fizyolojik  kosullar  altinda  plazmada  Olgiilen
konsantrasyonlarindan onemli Ol¢iide fazladir. Bugiine kadar yapilan modifikasyon
caligmalarinda; 6rnegin sitokrom c, insiilin ve histon H2A gibi proteinlerle in vitro reaksiyon
calismalari i¢in ¢ok daha yiiksek MGO konsantrasyonlari da (1-10 mM) kullanilmigtir
(52,53) Bununla birlikte, mevcut deneylerin bazilarinda DNA hasarmi tetiklemek igin gok
yiksek (50 mM) MGO konsantrasyonlari kullanilmistir. Bu degerler fizyolojik agidan
sorgulanabilir olsa da, nispeten kisa bir siire icinde enzim aktivitesi ve antijenitesini
tetiklemek icin gereklidir (54). Modifikasyon islemlerinde glikasyon isleminin
dogrulanmasi i¢in western blot yontemi uygulanmis ve (0-5 mM) MGO konsantrasyonun
artmasina bagli olarak bant kalinliklarinda artis oldugu ve modifiye edilmeyen hCAII
enziminin oldugu kuyucukta herhangi bir bant olmadigi gozlenmistir (Resim 3). Boylece
gerek modifikasyonun net olarak ortaya konulmasi sebebi gerekse 6nceki ¢alismalarda tercih
edilen doz olan 5 mM’lik MGO konsantrasyonu antijenitenik etkinin ortaya konulmasinda
tercih edilmistir (27).

Proteinlerin islevi kesinlikle konformasyonlarina baglidir. Bu nedenle, proteinlerle
stabil eklentiler olusturabilen ve yapisal konformasyonlarint bozan HTL ve MGO gibi bir
molekiille modifikasyonlar proteinlerin fonksiyonunu ve enzimlerin katalitik aktivitesini
degistirebilmektedir. Bu tez calismasinda MGO ile modifiye edilen hCAIl enziminin
aktivitesi hidrataz ve esteraz yontemleri ile arastirildi. hCAIl enziminin MGO ile
modifikasyonunda diisiik doza bagli olarak her iki yontemle yapilan aktivite 6l¢iimlerinde
de aktivasyon oldugu belirlenirken, artan metilglioksal dozu konsantrasyonlarina bagh
olarak enzimin inhibe oldugu bulundu (Sekil 13 ve 15) . Aktivite 6l¢iim sonuglarina gore,

bu tez ¢aligmast araliginda diisiik dozda yiiksek aktivasyon ve yliksek dozda inhibisyon

57

.
Bu belge giivenli elektronik imza ile imzalanmistir. _z:
Dogrulama Kod: 202B89C6-18CB-491E-93A7-8004D7CBCDD7 Dogrulama Adres: https://www.turkiye.gov.tr/karadeniz-teknik-universitesi-ebys


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cytochrome
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/histone-h2a

halinin belirlenmesi, MGO i¢in daha onceki ¢alismalarda gosterilmis hormesis durumunun

bir yansimasi olabilir (55).

Evrim sirasinda hiicrelerin, bozulan homeostazi yeniden saglamak ve toksik ajanlarin
neden oldugu hasar1 dnlemek icin uyarlanabilir biyolojik bir yanit mekanizmasina sahip
oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizma hormesis olarak bilinir ve stres kaynakli hafif bir
uyarimin biyolojik olarak faydali etkilere yol actig1 genel bir olguyu tanimlar (55). Ornegin,
yaslanmada diisiik diizeyde ROS veya MGO organizmanin yasam siiresini artirirken, daha
yiiksek diizeyler omrii kisaltabilir (56). MGO'nun hormetik etkisi ilk kez kanser hiicrelerin
biiyiimesi iizerinde gosterilmistir (55,57). Son ¢aligmalar, hormetik bir etkinin RCS’ler
tarafindan da uygulandigina dair 6nemli kanitlar saglamis ve mitohormesisin yani sira
"glikohormesisin" de var oldugunu gostermistir. Zemva ve ark (58) mayada diisiik
seviyelerdeki MGO'nun ¢ok agamali bir savunma mekanizmasini aktive ettigini gostermistir.
Bu geri bildirim mekanizmasi, gelismis RCS {iretiminin 6nlenmesini, reaktif metabolitlerin
detoksifikasyonunu (yani Nrf2'nin indiiklenmesi ve glioksalaz 1'in sentezinin artmasi ve
protein kalite kontrol sistemi tarafindan hasarin giderilmesini (yani molekiiler saperonlar
HSP70 ve BTN2'nin indiikklenmesi) amaglayan transkripsiyonel bir yanitt igerir.
Glikohormetik yanit memeli hiicrelerinde de mevcuttur ve onlarin artan enerji akisina

onceden adapte olmalarini saglar (55).

Proteinlerin glikasyona bagl yapisal ve fonksiyonel karakterizasyonlar: tam olarak
anlasilamamistir. Sharma ve ark. (27) yaptigi bir ¢alismada glikasyon ajani olarak glioksal
(GO) kullanilarak farkli proteinler (alfa laktalbimin, a-LA; lizozim, Lyz; karbonik anhidraz
CA; ve miyoglobin, Myo) iizerinde meydana gelen erken ve ge¢ konformasyonel
degisiklikler ve fonksiyonel degisiklikler iizerine sistematik bir arastirma yapmuslar ve
calismanin sonucunda, bu tez ¢aligmasina paralel olarak, GO ile modifiye edilen CA
enzimin inhibe oldugunu bulmuslardir. CA enziminin 24 lizin amino asiti igermesine
ragmen, proteinlerin glikasyon i¢in kullanilan bilegisine karst yapisal duyarliligi, lizin
iceriginin sayisina veya glikasyonun derecesine tam olarak bagli olmadigi anlasilmistir.
Ayrica, benzer lizin igerigine sahip proteinler (CA ve Myo), glioksal ile glikasyon boyutunda
ic kat fark gostererek miyoglobinde daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Sonuglar,
belirli lizin kalintilarinin glikasyondan korunabilecegine (erisilemez) veya glikasyon ajanina
kars1 reaktivitelerinin ¢ok zayif olabilecegini gostermektedir (27). Proteinlerin dogal
durumdan konformasyonel olarak degistirilmis duruma yapisal gegisler, enzimin aktif

bolgelerini etkilemis ve dolayisiyla katalitik verimliliklerini bozmug olabilir. Diger acidan,
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enzim aktivitesinde gozlemlenen degisikliklerin, sadece glioksal tarafindan aktif bolgedeki
kalintilarin  kovalent modifikasyonuna bagli olmadigi ve yapisal degisikliklerden
kaynaklandigin1 gosteren sonuglar da mevcuttur. Belki de yapisal degisiklikler islevsel
verimlilik i¢in yeterlidir. Enzim fonksiyonlarindaki bu tiir degisikliklerin hiicresel
mekanizmalarda da degisikliklere yol agacagi belirtilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda
CA’nin glikasyona yatkin oldugu gosterilmistir. Antiglikasyon 6zelligi oldugu bilinen S-
allyl l-cysteine (SAC) molekiiliiniin CA'nin MGO tarafindan kovalent modifikasyonuna
kars1 etkisi arastirilmis ve MGO ile modifiye edilen CA'nin fonksiyonel aktivitesinde %100
kayip oldugu ancak ortama MGO ile ayni zamanda 1 mM konsantrasyonda SAC ilave
edilmesi sonucunda enzim aktivitesindeki kaybin yaklasik %50 oraninda oldugu
belirlenmistir. Ancak, MGO ile modifiye edilen CA'nin modifikasyonu tamamlandiktan

sonra ortama ilave edilen SAC ile durumun tersine cevrilemedigi ortaya konulmustur

(27,60).

Insan CAIl izoenzimi, 260 amino asitlik bir proteindir ve yapisinda 24 Lys, 12 His,
2 Cys, 8 Tyr, 12 Phe, 7 Trp, 7 Arg, 2 Met amino asiti bulundurmaktadir (3). Yapida hedef
amino asitlerin bulunmasi ve sayisi kadar bunlarin yerlesimi de ¢ok 6nemlidir. hCAlI
tizerinde HTL ve MGO igin hedef amino asitler olan lizin ve MGO igin arjinin gibi aminoasit
rezidiileri sayica fazla olmasa da yerlesim yeri enzim aktivitesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Histidin, sistein ve lizin amino asitleri siklikla enzimlerin katalitik aktiviteden sorumlu aktif
bolgelerde bulunmaktadir. Bu amino asitlerden His64, 94, 96 119 ve Lys127 hCAIl'nin aktif
bolgesindeki katalitik aktiviteden sorumludur (3). Bu nedenle HTL ve MGO modifikasyonu
aktiviteyi etkilemis olabilir. Fizyolojik kosullarda MGO, AGE'ler tiretmek igin daha ¢ok
arjinin kalmtilara baglanir. insan proteinlerinde ortalama 26 arjinin kalintis1 bulunmustur,
bu da tiim proteinlerin %3-13"intin MGO tiirevi bir eklenti icerdigini gostermektedir. MGO
tarafindan modifiye edilen arjinin sayisi proteinler arasinda farklilik gostermektedir. Beta
aktin, alfa enolaz ve HSP 90 beta igin toplam arjinin sayisi sirasiyla 19, 17, 32 ve modifiye
edilen arjinin sayisi 9'dur. Aldehit dehidrogenaz 16 Al'in 58 arjinine sahip olmasi ve
MGO'nun sadece 5 arjinin modifiye etmesi dikkat ¢ekicidir. Piruvat kinaz M'de 31 arjinin
bulunur ve 11 kadar arjinin MGO ile etkilesime girer (59). Dolayisiyla hCAII'nin sahip
oldugu 7 arjinin amino asitinden hangilerinin MGO ile modifikasyon olusturdugu mevcut
Ol¢iim yontemleriyle ortaya konulamamis olsa da aktivite ve antijenite lizerinde 6nemli

etkileri olabilecegi diistiniilmektedir.
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Bu tez ¢alismasinda HTL ile modifiye edilen hCAIIl enziminin aktivitesinin hidrataz
ve esteraz yontemleri ile belirlendiginde, 0-50 mM HTL konsantrasyonlari arasinda doz
artisina bagl olarak enzimin inhibe oldugu goriildii. Yapilan diger benzer ¢alismalarda
gliseralidehit-3-fosfat ~ dehidrogenaz ~ ve laktat ~ dehidrogenaz ~ enzimlerinin
homosisteinilasyonunun da enzimatik aktivitelerinde azalmaya neden oldugu bulunmustur
(61). Ayrica hCAIl enziminin homosisteinilasyonunda p-nitrofenil asetatin hidrolizine
dayanan esteraz aktivitesi 6l¢iimiinde artan HTL dozuna bagl olarak azalma tespit edilmistir
(7). Ancak bu ¢alismada modifikasyon sonrasi artan HTL diyaliz ile uzaklastirilmamustir.

Dolayisiyla HTL nin enzim aktivitesine olan dogrudan etkisi ihmal edilmistir.

Karbonik anhidraz asidik bir proteindir. Asidik proteinlerin  HTL ile
modifikasyonlar: arastiran ¢alismalarda CAII’de yapisal degisiklikler olustugu ve agregat
olusumu goézlendigi bulunmustur. Dolayisiyla N-homosisteinlenmis asidik proteinlerin

katlanmadig1 ve agregat olusumuna yol agtigi belirlenmistir (7).

Bu calismada proteinlerin enzimatik olmayan glikasyon ve homosisteinilasyon
modifikasyonlarinin hCAII'nin antijenitesine etkisini belirlemek i¢in farelere tek doz
uygulandi. hCAIl enziminin homosisteinilasyonu i¢in insanlardaki fizyolojik yiiksek
konsantrasyon smir degeri olan 100 uM HTL ile 24 sa 37°C’de inkiibe edildikten sonra
uygulandi. Glikasyon igin hiperglisemik durumu yansitan deger olan 5 mM MGO ile 24 sa
37°C’de inkiibe edilmesiyle modifiye edilen hCAII enzimleri kullanildi (51).

Bu caligmada Balb-c farelere insan CA Il izoenzimleri uygulandigindan dolayi,
yapilan ilk degerlendirme olarak, hCA 1II izoenziminin tiim dogal ve modifiye formlarinin
fareler igin antijenik 6zelliklere sahip oldugunu basarili sekilde gosterdik (p<0.001) (Resim
6, Sekil 17). Bu tez ¢alismasinda MGO ile modifikasyonun modifiye olmayan hCAII
enzimine kiyasla antijeniteyi 6nemli olglide arttirdigi belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 17).
Sentiirk A. ve ark. (62) yaptigi benzer bir calismada oksidatif stres sonucu olusan ve
oksidatif stresin belirteci olarak da kullanilan 4-hidroksinonenal (HNE), malondialdehit
(MDA) ve peroksinitrit (PN) ile modifiye edilen hCAI ve hCAII'nin antijenik etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismada bazi ajanlarin (PN) antijeniteyi artirirken bazilarimin (HNE ve
MDA) azaltict etkisi oldugu ortaya konulmustur. Bu tez calismasinda ise HCY ile
modifikasyonunun antijenite iizerinde belirgin bir etkisi bulunamamustir (p>0.05). Bu
modifikasyonlar ile hCAII izoenziminin fare bagisiklik sistemi tarafindan taninan hCAII

enzimi iizerindeki 6nemli bir epitopu maskeleyebilecegi diistiniilmektedir. h\CAIl enziminde
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HCY ve MGO ig¢in hedef amino asitler olan lizin ve MGO igin arjinin gibi aminoasit
rezidiileri sayica fazla olmasa da yerlesim yeri antijenitesinde de 6nemli rol oynamaktadir.

Bu nedenle modifikasyon antijeniteyi etkilemis olabilir.

N-homosisteinlenmis (N-HCY) proteininin immiinojenik olabilecegi ilk olarak N-
HCY-LDL ile asilanan tavsanlarin anti-N-HCY -protein antikorlar1 gelistirdigi gosterilerek
kanitlanmistir. Bu tiir immiinizasyonlardan elde edilen anti-serumlarin N-HCY -proteinleri
tizerindeki N-HCY-Lys epitopunu tamidigi ancak modifiye edilmemis proteinlere
baglanmadigi belirlenmistir (31). Ayrica insan ¢alismalarinda serumda HTL ile modifiye
edilmis apolipoprotein Al ve Alzheimer hastalarinda mikrotiibiille iliskili protein 1'in N-
homosisteinilasyonu, tanimlanmistir (30). N homosisteinile edilmis insan proteinleri
hakkindaki sinirh sayidaki caligsmalarin nedenleri muhtemelen HTL'nin yar1 dmriiniin kisa
olmasi ve sitoplazmik ve serum enzimleri, yani bleomisin hidrolaz ve paraoksonaz 1
tarafindan metabolize edilmeye duyarliligidir; bu da HTL'nin ¢ok zor tespit edilebilirligini
gosterir. Insanlarda tespit edilen diisiik sayidaki N-homosisteinlenmis proteinlerin aksine,
bir tiyoester probu ve kiitle spektrometresi bazli kimyasal profil olusturma proteomikleri
kullanilarak HTL ile tedavi edilen HeLa hiicrelerinde birkag yiiz N-homosisteinlenmis

protein tanimlanmistir (30).

Protein modifikasyonlarinda glikasyon, dikarbonil bilesikleri gibi kiiglik
molekiillerin protein ile etkilesimi CEL, CML, pentosidin, argpirimidin ve ¢apraz bagh
eklentiler gibi florojenik ve florojenik olmayan AGE'ler iiretir. Bu AGE'ler makromolekiiller
tizerinde otoimmiin reaksiyona neden olan neoepitoplar olusturur. Hem dogal fibrinojen (N-
Fib) hem de MGO ile modifiye olan fibrinojene (MGO-Fib) karsi immiin yanit deney
hayvanlarinda aragtirtlmis ve antikor titresinin N-Fib ile karsilastirildiginda MGO-Fib
durumunda oldukga yiiksek oldugu bulunmustur. N-Fib'e kiyasla, MGO-Fib'e kars1 olusan
serum antikorlart maksimum inhibisyon yiizdesi gostermistir. Bu durum, protein iizerinde
yiiksek immiinojenite kazandiran neoepitoplarin olusumunu agikg¢a gostermistir (63).
Ustelik kalict hiperglisemik durumda dikarbonil konsantrasyonu 6nemli dlgiide
yiikselmistir. Ayrica, glikolize proteinler {izerinde neoepitoplara maruz kalma ve bunlarin
olugmasi, onlart olduk¢a immiinojenik hale getirir ve bu da otoantikorlarin {iretimine yol

acar (23).

Sonug olarak, hCA Il enzimi insan eritrositlerinden saflastirildiktan sonra HCY ve
MGO ile enzimatik olmayan posttranslasyonel modifikasyonlart in vitro olarak

gerceklestirilmis ve western blot yontemiyle dogrulanmistir. Modifikasyonlarin enzim
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aktivesi tizerine etkileri arastirildiginda, glikasyona bagl olarak hormesis durumunu in vitro
yansitabilecegi ve N-homosisteinilasyona bagli olarak enzim aktivitesinde artan
konsantrasyonla iliskili inhibisyona neden oldugu belirlenmistir. Bu modifikasyonlarin
enzimin antijenik ozelliklerine etkisi arastirildiginda ise hCAIl enziminin MGO ile
modifikasyonun Balb-c farelerde yiiksek immiin cevap olusturarak antijeniteyi arttirdigi,
HCY ’nin antijeniteyi degistirmedigi sonucuna ulasilmigtir. MGO ile modifikasyonun neden
oldugu yiiksek antijenitenin sebebinin molekiillerin etkilestigi aminoasitlerin farkli olmasi
ve bu hedef amino asitlerin hCAII tizerindeki yerlesimlerinin de farkli olmasi1 nedeninden

kaynaklanabilecegi kanaatine varilmistir.
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