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Doktora Tezi

OZET

ON-LINE HPLC-KARBONIK ANHIDRAZ ENZIM TAYIN YONTEMI GELISTIRILMESI
VE PROTEIN KARISIMLARINDA UYGULANMASI

Ugur KARDIL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2022, 133 Sayfa, 1 Sayfa Ek

Aktif proteinlerin karmasik numunelerden saflastirilip ayrilmasi islemi oldukca zahmetli
ve zaman alan bir siireci igermektedir. Giderek yayginlasan on-line HPLC uygulamalari, dogal
biyoaktif bilesenlerin tespiti i¢in Onemli avantajlar sunmaktadir. Bu calismada protein
karigimlarinda esteraz aktivitesi gosteren proteinlerin on-line olarak belirlenip es zamanl
karbonik anhidraz enzim tayininin yapilabildigi on-line HPLC-CA enzim tayin yontemi
gelistirilmistir. Gelistirilen yontem, akis hizlari, tampon ¢ozelti secimi, konsantrasyonu ve pH’
s1, reaksiyon sicakligi, tiibing boyu ve substrat konsantrasyonu parametreleri {izerinden
optimize edilmistir. pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu 0,5 mL/dk akis hiz1 ile, 5 mM p-
nitrofenil asetat 0,3 mL/dk akis hiz1 ile sisteme gonderilip 210 nm’ de protein ayrimi, 400 nm’
de esteraz aktivitesi tespitinin 25 °C sicaklikta ve 3 m tlibing boyunda yapilmasiyla optimum
calisma sartlara ulasilmistir. Optimize edilmis on-line HPLC-CA enzim tayin yoOntemi,
dogrusallik, dogrusal aralik, tespit (LOD) sinir1, tayin (LOQ) sinir1, kesinlik ve saglamlik
parametreleri iizerinden valide edilmistir. Yontemin, 5 mg/mL BCA seviyelerine kadar
dogrusal seyrettigi, LOD’ un 0,03 mg/mL ve LOQ’ un 0,07 mg/mL oldugu tespit edilmistir.
Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik bakimindan %1 altindaki bagil standart sapma yontemin
kesinligini, akis hizi, reaksiyon sicakligi, hareketli fazin pH’ s1 ve konsantrasyonunda yapilan
kiiciik degisiklikler sonucunda %5 altindaki bagil hata ise yontemin saglamligini gostermistir.
Yapilan ¢aligmalar, gelistirilen yontemin protein igerigi bilinen ve bilinmeyen tiim ¢ozeltilere

rahatlikla uygulanabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: On-line HPLC, CA, Esteraz aktivitesi, Siilfanilamid, Doku ekstresi
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PhD. Thesis

SUMMARY

DEVELOPMENT OF ON-LINE HPLC-CARBONIC ANHYDRASE ENZYME
DETERMINATION METHOD AND ITS APPLICATION IN PROTEIN MIXTURE

Ugur KARDIL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2022, 133 Pages, 1 Page Appendix

The purification and separation of active proteins from complex samples is a very
laborious and time-consuming process. On-line HPLC applications becoming icreasingly
widespread offer significant advantages for the detection of natural bioactive compounds. In
this study, an on-line HPLC-CA enzyme determination method was developed, which enables
the on-line determination of proteins with esterase activity in protein mixtures and the
simultaneous determination of carbonic anhydrase enzyme. The developed method was
optimized over the parameters of flow rates, buffer solution selection, concentration and pH,
reaction temperature, tubing length and substrate concentration. The optimum working
conditions were obtained by pumping 0.15 M phosphate buffer with a pH of 8.2 to the system
at a flow rate of 0.5 mL/min, and injecting 5 mM p-nitrophenyl acetate with a flow rate of 0.3
mL/min, to achieve protein separation detected at 210 nm and esterase activity at 400 nm at 25
°C with 3 m tubing length. The optimized on-line HPLC-CA enzyme determination method has
been validated on linearity, linear range, LOD, LOQ, precision, and robustness. It was
determined that the method was linear up to 5 mg/mL BCA levels, the LOD was 0.03 mg/mL,
and the LOQ was 0.07 mg/mL. The relative standard deviation below 1% revealed the precision
of the method, the relative error of less than 5% as a result of small changes in the flow rate,
reaction temperature, pH and concentration of the mobile phase demonstrated the robustness of
the method. Studies have shown that the developed method can be easily applied to all solutions

with known and unknown protein content.

Key Words: On-line HPLC, CA, Esterase activity, Sulfanilamide, Tissue extract
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Karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina ikinci bir
pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile gonderilen substrat, saf su ve
inhibitdr iceren substrat cozeltilerinin 348 nm dalga boyunda verdigi
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ile spektrofotometrik olarak tespit edilen esteraz aktivitesi iizerine etkisi..........
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Farkli pH degerlerine sahip 0,15 M fosfat tamponu ile HPLC pompa akis
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pikler ve bu piklerin sahip oldugu alanlar ...........ccccoooveiiiiiiiiiii,
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sistemde 1 mg/mL BCA enziminin 400 nm dalga boylarindaki esteraz
aktivitesinden sorumlu pikler ve bu piklerin sahip oldugu alanlar.....................

1 mg/mL BCA enzimi ile 45 °C sicakliginda gerceklesen reaksiyon sonucu
210 ve 230 nm dalga boylarinda protein ayrimindan ve 400 nm dalga
boyunda esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gésteren kromatogramlar ........

1 mg/mL BCA enziminin farkli tiibing boyunda gergeklesen reaksiyonu
sonucu 400 nm dalda boyunda elde edilen esteraz aktivite pik alanlarinin
KOrelasyon Grafifi.......ccccovviiiiiiiiiiie

1 mg/mL BCA enzimi ile 45 °C sicakliginda gerceklesen reaksiyon sonucu
210 ve 230 nm dalga boylarinda protein ayrimindan ve 400 nm dalga
boyunda esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gésteren kromatogramlar ........

Farkli tiibing boylarinda pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu ile HPLC
pompa akis hiz1 0,5 mL/dk, siringa pompa akis hiz1 0,3 mL/dk ayarh
sistemde 1 mg/mL BCA enziminin 400 nm dalga boylarindaki esteraz
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1 mg/mL BCA enzimi ile 2 m tiibing boyu kullanilarak 210 ve 230 nm dalga
boylarinda protein ayrimindan ve 400 nm dalga boyunda esteraz
aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar.............cccccevverernnnne

1 mg/mL BCA enziminin farkli substrat konsantrasyonlarinda gerceklesen
reaksiyonu sonucu 400 nm dalda boyunda elde edilen esteraz aktivite pik
alanlarinin korelasyon grafifi........cccccviiiiiiiiiiiiiiiii e

1 mg/mL BCA enziminin farkli substrat konsantrasyonlarinda gerceklesen
reaksiyonu sonucu 400 nm dalda boyunda elde edilen esteraz aktivite pik
yiiksekliklerinin korelasyon grafigi.........cccoeoiiieiiiiiiiciiie e

Farkl1 substrat konsantrasyonunda pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu
ile HPLC pompa akis hiz1 0,5 mL/dk, siringa pompa akis hiz1 0,3 mL/dk
ayarli sistemde 1 mg/mL BCA enziminin 400 nm dalga boylarindaki esteraz
aktivitesinden sorumlu pikler ve bu piklerin sahip oldugu alanlar...................

1 mg/mL BCA enzimi ile 5 mM substrat konsantrasyonunda 210 ve 230 nm
dalga boylarinda protein ayrimindan ve 400 nm dalga boyunda esteraz
aktivitesinden sorumlu pikleri gdsteren kromatogramlar .............ccccceevvennnnnne

Farkli konsantrasyonlu (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ve 10
mg/mL) BCA enzimi ile 5 mM konsantrasyonlu substratin 400 nm dalga
boyundaki esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar ...

Farkli konsantrasyonlu (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ve 10
mg/mL) BCA enzimi ile 5 mM konsantrasyonlu substrat ¢ozeltisinin 400
nm dalga boyundaki esteraz aktivitesinden sorumlu piklerin alanlarinin
verdigi korelasyon @rafifi........ccooveiiiiiiiiiiiee e

Calisma araligi, tespit (LOD) smiri, tayin (LOQ) sinir1 ve dogrusallik
stnirinin gosterildigi grafik ...

2 mg/mL BCA enziminin inhibitorsiiz ve farkli son konsantrasyonlarda
(18,75; 9,37, 6; 3 ve 1 uM siilfanilamid) inhibitor ¢ozeltisi igeren substratla
reaksyonu sonucu 400 nm dalga boyunda elde edilen aktivite piklerine ait
KromMatOgramIar.........cooiiieee s

On-line HPLC-CA enzim tayin yontemi ile 400 nm dalga boyunda CA’ nin
inhibitorlerinden siilfanilamid i¢in ICso degerinin 2,1 uM bulunmas: adina
cizilen % Aktivite-[Stilfanilamid] grafigi.......cccccooviiiiiiiiiiiiiii

2 mg/mL Esteraz X enziminin 210 nm de kromatografik ayrimini ve
inhibitorsiiz ve 18 uM son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) iceren
substrat ¢ozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini
gosteren Kromatogramlar............ccoooviiieiieeiie e

2 mg/mL BCA enziminin 210 nm de kromatografik ayrimin1 ve inhibitorsiiz
ve 18 uM son konsantrasyonlu inhibitdr (siilfanilamid) igeren substrat
cozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren
Kromatogramlar...........coveiiieiie e

2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzim ¢6zeltilerinin ve bu enzimlerin inhibitor
(stilfanilamid) iceren c¢ozeltilerinin 210 nm de kromatografik protein
ayrimindan sorumlu pik alanlarina ait grafikler ...........ccccooiniiiini
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Sekil 81.
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2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzim ¢ozeltilerinin ve bu enzimlerin inhibitor
(stilfanilamid) igeren ¢oOzeltilerinin 400 nm de kromatografik esteraz
aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait grafikler ............cccoovviiiiiiiciinnnn,

Son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan BCA ve Esteraz X Kkarisim
cozeltilerinin 210 nm de kromatografik ayrimini ve inhibitorsiiz ve 18 uM
son konsantrasyonlu inhibitdr (stilfanilamid) igceren substrat ¢ozeltileriyle
reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren kromatogramlar ..

Son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan BCA ve Esteraz X karisiminin
inhibitér (siilfanilamid) iceren ¢ozeltilerinin 210 nm de kromatografik
protein ayrimindan sorumlu pik alanlarina ait grafikler............cccooeviiiininnne

Son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan BCA ve Esteraz X karisiminin
inhibitor (siilfanilamid) igeren ¢ozeltilerinin 400 nm de kromatografik
esteraz aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait grafikler...............cccoceennnnn

2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzimlerinin ve son konsantrasyonlari 2 mg/mL
olan BCA ve Esteraz X karigim ¢ozeltisinin 210 nm de kromatografik ayrimi
ve 18 pM son konsantrasyonlu inhibitér (siilfanilamid) iceren substrat
cozeltisi ile reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitelerinden sorumlu
pik alanlarinin bireysel ve birlikte verdigi sinyaller............c.cccoooeriiiiiiiieenn.

2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisiminin inhibitor (stilfanilamid) i¢eren ¢ozeltilerinin
210 nm de kromatografik protein ayrimindan sorumlu pik alanlarina ait
GPATTKIEE ... e e

2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisiminin inhibitor (stilfanilamid) i¢eren ¢ozeltilerinin
400 nm de kromatografik esteraz aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait
01 1124 L= SO SR

2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlari 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisiminin ve bu karisimin inhibitor (siilfanilamid)
iceren c¢ozeltilerinin 400 nm de esteraz aktivitelerinden sorumlu pik
alanlarina ait grafikler ..........cccooiiiiiii

2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzimlerinin ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL
olan BCA ve Esteraz X karisim ¢ozeltisinin 210 nm de kromatografik ayrimi
ve inhibitor icermeyen substrat ¢ozeltisi ile reaksiyonu sonucu 400 nm de
esteraz aktivitelerinden sorumlu pik alanlarinin bireysel ve birlikte verdigi
SINYAIIET ... e

2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisim ¢ozeltisinin 210 nm de kromatografik protein
ayrimindan sorumlu pik alanlaria ait grafikler ............ccccoviiiiiiiiciin,

2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisim ¢ozeltisinin 400 nm de kromatografik esteraz
aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait grafikler ...........cccccoooiiiiiniiniinnn

Ispanak ekstresinin 210 nm’ de kromatografik ayrimini ve inhibitorsiiz ve
18 uM son konsantrasyonlu inhibitér (siilfanilamid) iceren substrat
cozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren
Kromatogramlar ..o s
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Sekil 87.
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Sekil 90.

Sekil 91.

Brokoli ekstresinin 210 nm’ de kromatografik ayrimini ve inhibitorsiiz ve
18 puM son konsantrasyonlu inhibitér (siilfanilamid) iceren substrat
cozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren
KromMatOgramIar.........cooiiieece s

Kereviz ekstresinin 210 nm’ de kromatografik ayrimini ve inhibitorsiiz ve
18 uM son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) iceren substrat
cozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren
KromMatOgramIar.........cooiiieiee s

Sigir karaciger ekstresinin 210 nm’ de kromatografik ayrimini
ve inhibitorsiiz ve 18 pM son konsantrasyonlu inhibitor (stilfanilamid)
iceren substrat ¢ozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz
aktivitesini gosteren kromatogramlar ..........ccccocoevviiiniiiienniie e

0,2 mg/mL BCA enziminin 400 nm de spektrofotometrik ve kromatografik
esteraz aktivitesinin zamana bagli degisimini gosteren grafikler .....................

p-Nitrofenoliin farkli pH degerlerindeki UV-Vis absorpsiyon spektrumu.......
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Karbonik anhidraz (CA, EC: 4.2.1.1), karbondioksit (CO2) ve bikarbonat iyonu
(HCO3") arasindaki karsilikli doniisiimii katalizleyen bir metaloenzimdir (Supuran ve
Scozzafava, 2001).

Karbonik anhidrazlar, cesitli nedenlerden dolay1 kapsamli olarak arastirilan birgok
enzim arasinda 6zel bir yere sahiptirler. Karbonik anhidrazlar;

o Arkea, bakteri ve Okaryot gibi ii¢ yasam alaninin biitiin gruplarinda

bulunmaktadirlar.

e Karbondioksit ve bikarbonat iyonu arasindaki karsilikli doniisiimden olusan
fizyolojik reaksiyonu katalizlemektedirler. CA bulunan biitiin organizmalarin
fizyolojik fonksiyonlari i¢in gerekli olan bu reaksiyon, CO>' nin dokular ve atilim
bolgeleri arasinda solunumu ve taginmasi, ¢esitli doku ve organlarda elektrolitlerin
salgilanmasi, pH diizenlenmesi ve homeostaz, kalsifikasyon, kemik rezorpsiyonu,
tlimorijenite (omurgalilarda), CO. fiksasyonu (yosun ve yesil bitkiler igin) ve
glukoneogenez, lipogenez, liregenez gibi ¢esitli metabolik biyosentetik yollar i¢in
kritik oneme sahiptir.

e Inhibisyon ve aktivasyon mekanizmalari ile gesitli bozukluklarin tedavisinde veya
onlenmesinde klinik olarak kullanilabilmektedirler (Pastarekova vd., 2004).

Yasamin kilit bir unsuru olan karbon atomu, ayni zamanda tiim biyoorganik
bilesiklerin temelini olusturmaktadir. CA' larin genis yayilimi da substratlarinin karbon
temelli olmas1 sebebi ile agiklanmaktadir (Kupriyanova vd., 2017). Genis yayillimina ve
gesitliligine ragmen biitiin CA’ larin ayn1 reaksiyonunu (CO2/HCOs3™ karsilikli doniistiimii)
katalizlemesi karbon temelli yasamin evrensel bir enzimi oldugunu géstermektedir.

Son yillarda, bir hiicre sistemi iginde bulunan ¢ok sayida bileseni tanimlayabilen,
miktarini belirleyebilen ve aktivite tespiti yapabilen teknolojiler gelistirmek i¢in artan bir
¢aba olugsmustur. Analiz edilen karigimlarin karmasikligi, etkili bir ayirma ve aktivite tespiti

icin yeni yontemlerin gelistirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Yiiksek performansli



stvi kromatografisi (HPLC) ve bagli bulundugu on-line sistemler ayrim ve es zamanli
aktivite tespiti adina giderek daha da yayginlagmaktadir.

Aktif proteinlerin karmasik numunelerden saflastirilip ayrilmasi islemi klasik protein
saflastirma ve sonrasi aktivite calismalarinda oldukca zahmetli ve zaman alan bir siireci
icermektedir. Karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi isleminin olduk¢a hizli ve kolay olmasi
gelistirilen on-line HPLC-CA enzim tayin yonteminin en Onemli avantajlarindan bir
tanesidir. Diger kromatografik yontemlerle uzun siiren ayristirma ve aktivite belirleme
islemleri gelistirilen bu yontemle birlikte ¢ok kisa siirelerde tamamlanabilecektir. Yiiksek
¢cozlinirlik, yiksek duyarlilik, tekrarlanabilirlik, yiiksek kesinlik ve otomasyon gibi
Ozelliklere sahip olan bu yontem ayrilmis olan proteinlerde esteraz aktivitesi iizerinden CA
enziminin tespiti i¢in 6nemli bir avantaj saglayacaktir.

Yeni gelistirilen bu sistem protein igerigi bilinen standart protein karigimlari1 veya
protein igerigi bilinmeyen cesitli bitki ve hayvan dokularina rahatlikla uygulanabilecektir.
Boylelikle tiim protein karigimlarinda esteraz aktivitesi gosteren proteinlerin on-line olarak
belirlenip es zamanli karbonik anhidraz enzim tayininin yapilabildigi bir metodoloji
literatiire kazandirilmis olacaktir.

On-line HPLC-CA enzim tayin yontemi ayni zamanda bitki, hayvan, insan dokulari
ve mikroorganizmalar gibi yasam alanmin biitiin gruplarinda CA tespitine hizli ve kolay

analiz imkani1 veren 6onemli bir sistem olacaktir.

1.2. Protein Yapisi

Canli sistemlerin en 6nemli bilesenlerinden olan proteinler hiicre yapilarinin da en bol
bulunan organik bilesikleridir. Proteinler, bir amit bagi (peptit bagi) ile kovalent olarak
baglanmis monomerik birimlerden (L-amino asitler) olusan biyopolimerler olup, icermis
olduklar1 peptit baglarindan dolay1 polipeptitler olarak da adlandirilmaktadirlar.

Dogal olarak olusan 20 a-amino asit proteinlerde ortak olarak bulunur. a-amino asitler,
a karbon atomuna bir amino grubu (-NH>), bir karboksil grubu (-COOH), bir hidrojen atomu
(-H) ve bir yan grubun (-R) baglanmasiyla olusan yapilardir. Amino asitlerin kimyasal
ozellikleri degisen yan zincirlerin yapisina gore farklilik gosterir.

Organizmanin temel parcast olan proteinler neredeyse biitiin biyolojik siireclere
katilirlar. Tasima ve depolama, mekanik hareket, mekanik destek, koruma, enzimatik

katalizleme, sinir iletimi, hormonlar, biiylime ve farklilasmanin kontrolii gibi bir¢ok siiregte



yer alirlar. Proteinlerin bu biyolojik islevlerini yerine getirebilmeleri, kararli yapiy1 olusturan
tiim etkilesimlerinin eksiksiz olmasina baghdir.

Proteinlerin birincil yapisi, polipeptit zincirini olusturan amino asit kalintilarinin
kovalent baglarla birbirine baglanmasiyla meydana gelmektedir. Bu baglanma bir
polipeptidin amino ucundan karboksil ucuna dogru zinciri olusturan amino asitlerin sirasiyla
birbirine peptit baglar ile baglanmasiyla olusmaktadir. Proteinlerin birincil yapisi, peptit
bag1 basta olmak tizere polipeptitteki disiilfiir kopriileri de dahil biitiin kovalent baglari
kapsamaktadir. Amino asitlerin sirasi, proteinlerin aktif yapi1 almak iizere katlanarak
biyolojik iglevlerini yerine getirmesini sagladigindan birincil yap1 adina olduk¢a 6nemlidir.

Proteinlerin ikincil yapisi, diizenli katlanmayi kararli kilmak {izere bir kalintinin
karbonil oksijen atomu ile bir diger kalintinin amino azot atomu arasinda hidrojen bagi
olusturur. Protein omurgasinda bulunan amino ve karboksil gruplari arasindaki hidrojen
baglariin kaliplart ikincil yapiy1 tanimlar. Bu yapi birimleri sarmal ve tabaka benzeri
yapilar olup a-sarmal (a-heliks) ve B-tabaka olarak bilinirler. Bu yapilar proteinlerdeki en
onemli ikincil yap1 elemanlaridir. a-sarmal yapida polipeptit omurgasi, sarmalin ortasinda
uctan uca uzunlamasina ¢izilen hayali bir eksen etrafina sikica sarmalanmistir ve amino asit
kalintilarinin R gruplar1 sarmal omurgasindan disar1 dogru yonelmislerdir. B-tabaka yapida
ise hidrojen bag1 etkilesimleri karsilikli olarak uzayan bir veya daha fala polipeptit zinciri
arasinda gerceklesmektedir.

Proteinlerin ii¢linciil yapisi, yapiy: olusturan biitiin atomlarin aktif diizeninin yani sira
amino asitlerin yan zincirlerindeki atomlar ve prostetik grup olarak adlandirilan kovalent
bagli yapilarda bulunan atomlar arasindaki etkilesimleri de igerir. Bu yapilar polipeptit
zincirinde farkli bolgelerde bulunan amino asit birimlerinin yan zincirlerindeki gruplar
arasindaki etkilesimlerle birlikte ¢esitli ikincil yapilarin katlanmasi sonucu ortaya ¢ikan iig
boyutlu yapilardir. Proteinlerin tigiinciil yapisinda belli bir diizen ve sekil bulunmamaktadir.

Proteinlerin dordiinciil yapisina, birden fazla polipeptit zincirine sahip proteinlerde
rastlanmaktadir. Her birine alt birim adi verilen birden fazla polipeptit zincirine sahip ¢ok
sayida protein bulunmaktadir. Birbirine benzeyen veya benzemeyen alt birimlere sahip
polipeptit zincirleri birbirleriyle kovalent olmayan etkilesimler yaparak proteinlerin
dordiinciil yapilarini olustururlar. Bu etkilesimlerin sonucu olarak dordiinciil yapili bir
proteinin herhangi bir bolgesinde meydana gelen yapisal degisimler farkli bir bdlgenin
ozelliginde de onemli bir degisiklige sebep olabilmektedir. Bu durum da enzimlerin

aktivitelerinin diizenlenmesinde yapisal bir diizen saglamaktadir. Bu ozelligi gosteren



proteinler allosterik olarak tanimlanmaktadir. Fakat dordiinciil yapili tim proteinlerin

allosterizm gostermesi gibi bir kural da bulunmamaktadir.

1.3. Protein Siniflar1

Proteinler, aminoasitlerin peptit baglari ile olusturdugu uzun zincirli polimerik
yapilardir. Polipeptit zincirleri, her protein i¢in amino asit sirasina gore katlanir ve kendi
yapisina gore sekil alir. Bu katlanma sirasinda polipeptidin sekli ve fiziksel 6zellikleri
protein yapilarma belirli biyokimyasal Ozellikler kazandirir. Bu o&zellikler, protein
yapilariin fonksiyonlarina, biiyiikliiklerine, konformasyonlarina ve bilesimlerine gore
farkl1 siniflara ayrilmasina sebep olur.

Proteinler, yapi, tasima, depo, savunma, kataliz, kasilma, biiylime ve sinyal iletimi
islemleri gibi bir¢ok fonksiyona sahiptir. Yapisal proteinler, hiicre ve organlarda yapisal ve
mekanik destek saglar. Tasiyict proteinler, ¢ok sayida kiiciik molekiil ve iyonun
tasinmasinda gorev alir. Depo proteinleri, metabolitlerin taginmasindan sorumludur.
Savunma proteinleri, organizmay:1 dis faktdrlerden gelebilecek tehditlere karsi korur.
Katalitik proteinler, hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlarm hizlanmasindan sorumlu
biyolojik katalizorlerdir. Kasilma proteinleri, hiicrenin seklinin degistirilmesinde gérev alir.
Biiylime proteinleri, biiyiime ve gelisme islemlerinde rol alir. Sinyal iletim proteinleri ise
sinir hiicrelerinin belirli sinyallere karsi cevap vermesine yardimci olurlar.

Proteinler, hacimlerine ve biiyiikliiklerine gore farklilik gosterirler. Hiicrelerde farkli
molekiil agirligina sahip ¢esitli protein yapilari mevcuttur. Polipeptit zincirinin uzamasi ve
sayisinin artmasi protein yapisinin yiiksek molekiil agirli§ina sahip olmasina sebep olur.

Konformasyonlarina gore proteinleri kiiresel ve lifli olmak tizere iki grupta incelemek
miimkiindiir. Kiiresel proteinler, polipeptit zincirinin iist iiste katlanmasi sonucu olugur.
Organizmalarin en bol proteinleri kiiresel yapili olup hiicre igerisinde bir¢ok kimyasal siirece
katilirlar. Lifli proteinler, polipeptit zincirinin paralel diizenlenmesi sonucu olusan uzun lif
yapilaridir. Bu proteinler, yapisal fonksiyonlar: sayesinde gesitli lifli yapilari olustururlar.

Kimyasal bilesenlerine gore proteinler basit ve bilesik olmak {izere iki gruba ayrilir.
Basit yapili proteinler, yapilarinda sadece a-amino asitleri bulunduran proteinlerdir. Basit
proteinler amino asitler disinda herhangi bir bilesene ihtiyag duymazlar. Bilesik yapili

proteinlerin yapisinda protein olmayan gruplar da bulunabilir. Protein yapisinda olmayan bu



bilesenler, polipeptid zincirine kovalent bag ile bagli olup prostetik grup adini alirlar (Keha
ve Kiivrevioglu, 2010).

1.4. Protein Konsantrasyon Tayin Yontemleri

Toplam protein konsantrasyonunun belirlenmesi adina yaygin olarak kullanilan birgok
yontem bulunmaktadir. Kjeldahl, Biiiret, Warburg, Bradford (CBB G-250 boya baglama),
Lowry ve BCA (bisinkoninik asit) yontemleri yaygin olarak kullanilirken, kantitatif amino
analizi ve diger ¢esitli boya baglama yontemleri daha az tercih edilen yontemlerdendir

(Sapan ve Lundblad, 2015).

1.4.1. Kjeldahl Yontemi

Kjeldahl yontemi, azot ihtiva eden bir¢ok biyomolekiile uygulanan bir yontemdir.
Biyomateryal yapisinda bulunan azot, derisik siilfiirik asit ve katalizorlerle reaksiyona
sokularak amonyum siilfata doniistiiriiliir. Daha sonra eklenen sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle
serbest hale gecen amonyak, ayarli bir asit ¢ozeltisi ile muamele edilir. Notrallesme
reaksiyonu sonucunda arta kalan asit, indikator varliginda ayarli NaOH ile titre edilerek
proteinlerdeki azot oranindan (% 16) hareketle protein miktari belirlenir (Jung vd., 2003).

Bu y6ntem toplam organik azot miktarini 6l¢en oldukga eski bir yontemdir. Zamanla
degisime ugrayarak daha kullanigli duruma getirilen bu yontem diger yontemler kadar hassas
degildir. Protein disinda baska azot kaynag: bulunan ortamlarda proteinler ¢oktiiriildiikten
sonra tayin yapilmalidir. Ayrica bu yontem atik olusturmasi, insan sagligi i¢in risk
olusturmasi, uzun analiz siiresi ve yiiksek hata kaynagina sahip olmasi gibi dezavantajlara

sahiptir.

1.4.2. Biuiret Yontemi

Biiiret yontemi, reaksiyon ortaminda mevcut olan bakir iyonlarmin (Cu?*) protein
yapisinda bulunan peptit azotlar1 ile kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan

mor renkli kompleks 540-560 nm dalga boylarinda maksimum absorbans vermektedir.



Duyarlilig: diisiik olan bu yontem pratik olmasi sebebi ile yaygin olarak kullanilsa da, miktar

tayini 0,25-200 mg araliginda protein igerigine sahip ornekler tizerinde yapilabilmektedir.

1.4.3. Warburg Yontemi

Tirozinin yapisinda bulunan fenolik grup, triptofanin yapisinda bulunan indolik grup
ve daha az miktarda fenilalanin ve sistin igeriginin 280 nm dalga boyunda maksimum
absorbans vermesi esasindan yararlanilarak protein miktar1 belirlenir. Hassasiyeti yiiksek
olmayan bu yontem kolaylig1 ve hizli sonug vermesi sebebiyle siklikla tercih edilir (Warburg
ve Christian, 1941). 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosteren niikleik asitlerin
proteinlerle girisim yapmasi bu yontemin 6nemli dezavantajlarindandir. Protein ¢ozeltisinin

saflik derecesi arttik¢a yontemin verdigi sonuglarin dogrulugu da artmaktadir.

1.4.4. Bradford (Boya Baglama) Yontemi

Yontem, Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlu protein
cozeltilerinde farkli siddette mavi renk olusturmasi ve proteine baglanma iizerinden
metakromatik kayma olusumu esasina dayanir (Bradford, 1976). Coomassie Brillant Blue
G-250 boyasinin asidik ortamda proteine baglanmasi sonucu maksimum absorbans1 465 nm’
den 595 nm’ ye kayar. Diger yontemlere gore olduk¢a duyarli olan bu yontem kisa siirede

sonu¢ vermesi acisindan da {istlinliik saglar.

1.4.5. Lowry Yontemi

Lowry yontemi, protein analizlerinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden bir
tanesidir. Yontem, alkali kosullar altinda bakir iyonlarinin (Cu?*) protein yapisindaki peptit
baglari ile kompleks olusturmasi ve daha sonra da proteinde mevcut olan tirozin ve triptofan
birimlerinin folin reaktifini (fosfomolibtik-fosfotungustik reaktifi) indirgemesi esasina

dayanir. Olusan mavi renkli kompleks 600-800 nm araliginda maksimum absorbans verir.



1.4.6. BCA (Bisinkoninik Asit) Yontemi

Lowry yonteminden daha az karmasik ve hassas olan BCA yonteminde reaktif olarak
bisinkoninik asit (BCA) kullanilir. Yéntem, alkali kosullar altinda proteinin Cu?* iyonlar ile
reaksiyonu ile tiretilen Cu* iyonlarin BCA ile reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin
562 nm' de spektrofotometrik 6l¢iimii esasina dayanir. Lowry yontemi ile benzer bir prensibi
kullanan ve benzer bir lineer araliga sahip olan BCA yo6ntemi protein kalitesine bagli olarak

biraz daha farkli sonuglar verir.

1.5. Protein Ayrim

1.5.1. Céziiniirliik Ozelliklerine Gore Protein Ayrimi

Proteinler, ¢oziiniirliikklerindeki farkliliklardan yararlanilarak ayrilabilir. Amino asit
dizileri, proteinlerin boyutuna, sekline, hidrofobikligine ve elektrik yiikiine etki ettigi icin
¢oztiniirligiinii belirler. Proteinlerin ¢ozliniirliigii, genel olarak pH, iyonik siddet, ¢oziicliniin
dielektrik 6zelligi ve sicakliga baghdir. Bu 6zellikler dikkate alinarak proteinlerin ayirma
islemleri gerceklestirilebilir.

e Izoelektrik ¢okelme: Bir proteinin izoelektrik noktasi (pl), protein {izerindeki net

yiikiin sifir oldugu pH degeridir. Izoelektrik noktada, proteinleri ayr1 tutan bir elektrostatik
itme olmadig igin bir araya gelme ve ¢okelme egiliminde olurlar. Cogu kiiresel proteinin
¢oztiniirliigli pH tarafindan etkilenir. Proteinler, farkli amino asit dizileri nedeniyle farkl
izoelektrik noktalarma sahip olduklari igin ¢o6zeltinin pH’ s1 ayarlanarak ayrimlari
gerceklestirilir. pH, belirli bir proteinin izoelektrik noktasina ayarlandiginda, o protein diger
proteinlerden ayrilarak ¢oker. Coken proteinler konformasyonlarini koruyarak uygun pH
degerli bir ortamda tekrardan ¢ozelti ortamina alinir.

e Notral tuzlarla c¢Oktiirme: Notral tuzlar, diisiik konsantrasyonlarda protein

molekiillerinin ¢oziiniirligiinii arttirir. (NH4)2SO4 ve MgCl> gibi tuzlar suda ¢oziiniirligii
yiiksek oldugu i¢in yaygin olarak kullanilsa da NaCl, NH4ClI ve KCl gibi diger notral tuzlar
da kullanilabilir. Fakat iki degerlikli iyonlu tuzlar tek degerlikli tuzlardan daha etkilidir.
Notral tuzlarin bu 6zellikleri onlarin iyon siddetlerine baglidir. Tuz konsantrasyonu Kritik
bir seviyeyi astiginda proteinler sulu ¢ozeltilerden ¢okeltilir, bu da salting-out olarak bilinir.

Yiiksek tuz konsantrasyonunda hidratasyon suyu protein molekiillerinden uzaklastirarak



¢Oziiniirligl azaltir. Farkli proteinler farkli iyonik siddetlerde ¢okelme gosterdiklerinden
proteinlerin ayrimi bu yol kullanilarak gergeklestirilebilir.

e (oziiciilerle fraksiyonlama: Suda ¢dziinebilen etanol veya aseton gibi notral organik

¢oziicliler cogu kiiresel proteinlerin sudaki ¢oziiniirliiglinii azaltarak ¢okmelerine sebep olur.
Bu etki, sabit pH ve sabit iyonik siddette ¢Oziiniirliigiin ortamin dielektrik sabitinin bir
fonksiyonu oldugunu gosterir. Bir proteinin ¢oziinilirliigli, onu ¢evreleyen c¢ozeltinin
dielektrik sabitine baghdir. Dielektrik sabiti, yiiklii gruplar arasindaki elektrostatik
etkilesimlerin biiyiikliglinli degistirir. Bir ¢ozeltinin dielektrik sabiti azaldikga, ytiklii tiirler
arasindaki elektrostatik etkilesimlerin biiyiikliigii artar. Bu durum daha az iyonize olan
proteinlerin ¢ozeltideki ¢oziinlirligiinii azaltarak ¢okmelerine sebep olur. Cokelmeye neden
olmak i¢in gereken organik ¢oziicii miktari protein cinsine baglidir. Organik ¢oziiciilerin,
yiikksek sicakliklarda sebep oldugu protein denatiirasyonunu Onlemek igin diisiik
sicakliklarda calisilmalidir.

o Sicaklik: Sicaklik, kiiresel proteinlerin ¢ozlinlirliigiine etki eden Onemli
faktorlerdendir. Proteinlerin ¢oziintirliigii 0-40 °C sicaklik araliginda artarken, 40-50 °C
sicaklik degerlerinde azalmaya baslar ve bu sicaklik degerlerinin {istiinde birgok protein
denatiire olur. Protein ayrim islemleri daha ¢ok diisiik sicakliklarda gergeklestirilse de oda

sicaklig1 veya hiicrelerin lireme sicakligi bazi protein ayrimlari i¢in daha uygundur.

1.5.2. Farkh Adsorpsiyon Kapasitelerine Gore Protein Ayrimi

Proteinler, apolar veya polar materyallere molekiil biiyiikliiklerine gore adsorbe
olabilirler. Proteinlerin adsorpsiyonuna Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler,
iyonik etkilesimler ve hidrojen baglarinin sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Adsorpsiyon kromatografisi, ayrilmasi istenen molekiiliin, bir kolon igerisinde
bulunan kat1 destek maddesine kovalent olarak bagli bir liganda tersinir olarak baglandig:
bir tekniktir. Ayirma, kati destek maddesi i¢in farkli proteinlerin farkli ilgilerine dayanir.

e Afinite kromatografisi: Bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup, bu teknikle

proteinler kompleks bir karigimdan tek basamakta ayrilabilir. Ayirma, agik bir kolon veya
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak gerceklestirilebilir. Kolonda
bulunan kati1 destek maddesi protein gibi bir makromolekiile baglanan ligand adinda

kovalent bagli bir kimyasal gruba sahiptir. Herhangi bir protein karigimi kolona



gonderildiginde bu liganda afinitesi olan protein liganda baglanir ve kolonda daha fazla
tutunur. Liganda baglanmayan proteinler ise kolondan uzaklastirilir. Son olarak ise baglanan

protein ile ligand arasindaki etkilesim ortadan kaldirilarak baglanan protein geri kazanilir.

1.5.3. Boyut Farklarina Gore Protein Ayrimi

Proteinleri, boyut farklarina gore diger protein yapilarindan ya da kiiclik
molekiillerden ayirmak miimkiindiir. Diyaliz, ultrafiltrasyon, yogunluk gradienti
santrifiigasyonu ve jel filtrasyon kromatografisi yontemleri proteinlerin molekiil
biiyiikliikleri esasina gore ayrilmasinda kullanilan yontemlerdir.

e Diyaliz: Potein ¢ozeltisinde mevcut olan kiigiik molekiil agirligina sahip maddeler
basit diyaliz yoluyla ortamdan uzaklastirilabilir. Bu islem, bir yar1 gecirgen zar kullanilarak
protein molekiillerinin tutulmasi, kiiciik molekiillerin su ile birlikte zar1 gegmesi esasina
dayanur.

e Ultrafiltrasyon: Basing ya da santrifiigasyon kuvveti yardimiyla su ve kiigiik ¢6zlinen

molekiillerin siizge¢ tabakasindan ge¢mesi, proteinlerin ise geri tutulmasi esasina dayanir.
Bu islem, bir protein ¢6zeltisinin konsantrasyonunu arttirmak ya da proteinleri boyutlarina
gore ayirmak icin kullanilabilir.

¢ Yogunluk gradienti santrifiigasyonu: Kuvvetli bir santrifligasyon islemi uygulanarak

¢oziinmiis olarak bulunan protein karigimlarini ayirmak miimkiindiir. Bu yontem, sadece
proteinlerin degil ayn1 zamanda diger makromolekiillerin de ayrilmasi igin kullanilir.
Santrifiij tiipiiniin altindan iistiine dogru yogunluk azalacak sekilde genelde sakkarozdan bir
gradiyent olusturulur. Cozlinmiis olan protein karigimi santrifiij tiipline listten uygulanarak
tiip santrifiij edilir. Santrifiij sirasinda protein molekiilleri konsantrasyonlarina,
biiyiikliiklerine ve sekillerine gore birbirinden ayrilir.

o Jel filtrasyon kromatografisi: Proteinleri molekiil biiyiikliiklerine gére ayirmak adina

kullanilmakta olan en etkili yontem jel filtrasyon kromatografisidir. Protein ¢ozeltisi, ¢apraz
bagl polimerik malzemeden yapilmis gézenekli boncuklarla dolu bir kolona uygulanir.
Boncuklardaki gozeneklerden daha biiyiikk molekiiller kolon boyunca hizla hareket ederken,
gozeneklere giren molekiillerin hareketleri geciktirilir. Boylelikle protein molekiilleri,
azalan boyut sirasina gore kolondan ayrilir. Bu yontem diger makromolekiil karigimlarinin

ayrilmast i¢in de kullanilabilir.
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1.5.4.Elektriksel Yiik Esasina Gore Protein Ayrimi

Proteinlerin elektrik alanda ayrilmasi, polipeptit yapisini olusturan iyonlasabilen yan
gruplarinin sayisina ve cinsine bagli olan asit-baz 6zelliklerine dayanmaktadir. Proteinlerin
bu oOzellikleri dikkate alinarak elektroforez ve iyon degisim kromatografisi yontemleri
gelistirilmistir.

o Elektroforez: Bir elektrik alanin etkisi altinda ¢ozeltideki yiiklii molekiillerin
boyutlarina, sekillerine veya yliiklerine gore ayrilmasi esasina dayanir. Proteinlerin
ayristiritlip goézle goriinlir hale getirilmesi bu yontemin en Onemli avantajlarindandir.
Elektroforez, ayn1 zamanda proteinlerin izoelektrik noktasi ve yaklasik molekiil kiitlesi

hakkinda da bilgi verir.

e Iyon degisim kromatografisi: Cozeltideki iyonlarin yiiklii bir kolon matriksine
tersinir baglanmasina dayanir. Bagli anyonik gruplari iceren kolonlara katyon degistiriciler,
bagli katyonik gruplari igeren kolonlara anyon degistiriciler denir. Bu yontem, herhangi bir
pH’ da proteinlerin net elektrik yiikiiniin isareti ve biiylikliigiinden faydalanir. Ayrica,

protein ayrimi i¢in yaygin olarak kullanilan kromatografik tekniklerden biridir.

1.6. Enzimler

Enzimler, biitiin hiicre fonksiyonlarinin gerceklestirilmesi i¢in gerekli olan protein
yapilt biyolojik katalizorlerdir.

Canliligin devami i¢in kimyasal tepkimelerin 6zgiin ve etkili bir sekilde katalizlenmesi
gerekir. Canli yapilarinda meydana gelen ¢ok sayidaki biyokimyasal reaksiyon enzimler
yardimiyla gerceklesir. Enzimlerin katalitik aktivitelerini yerine getirebilmesi protein
konformasyonunun biitiinliigiine baglidir. Baz1 enzimlerin aktiviteleri i¢in protein yapisini
olusturan amino asit kalintilarindan baska kimyasal gruplara ihtiya¢ yokken, bazi1 enzimler
ise aktivitelerini kofaktor olarak adlandirilan ilave kimyasal bilesiklere bor¢ludur. Eger
kofaktor enzime kovalent olmayan baglarla bagliysa buna koenzim, eger kofaktor enzime
siki, hatta kovalent olarak bagliysa buna prostetik grup denir.

Enzimler, genel olarak katalitik etki gosterdikleri substratlarin sonuna “-az” eki ilave
edilerek isimlendirilirler. Substrat hakkinda bilgi veren enzimler oldugu gibi, bu konuda
hicbir bilgi ifade etmeyen enzim isimleri de vardir. Bazi enzimler elde edildigi kaynaklara

gore isimlendirilirken bazi enzimler ise onlar1 kesfedenler tarafindan genis bir islev araligi
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icin isimlendirilmistir. Enzimlerin kesfinin giderek artmasi, etki ettikleri substratlarinin
birden fazla olmasi ve reaksiyon tiirliiniin gesitliligi enzimlerin siniflandirilmasint zorunlu
kilmustir.

Enzimler, katalizledikleri tepkimenin tiirline gore alt1 ana siifa ayrilirlar (Tablo 1).
Her bir enzimin resmi bir enzim kod (E.C.) numaras: ve adi vardir. Bu numara, E.C.
harflerini takiben enzimin kimyasal yapis1 ve kimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi veren dort
sayidan olusur. Bu kodlamada, ilk say1 enzimin smifini, ikinci say1 enzimin alt smifini,
ticlincii say1 hangi tiirden substrat kullandigini ve son sayi iSe enzimin ayni ii¢ rakama sahip
enzimler arasindaki sirasini verir.

Enzim siniflarindan oksidorediiktazlar, indirgenme-yiikseltgenme (elektron transfer)
reaksiyonlarin1 katalizlerler. Transferazlar, grup aktarim tepkimelerini katalizlerler.
Hidrolazlar, hidroliz reaksiyonlarim1 katalizleyen enzimlerdir. Liyazlar, gruplarin cift
baglara katilmas1 veya gruplarin uzaklastirilmasiyla ¢ift bag olusumunu katalizlerler.
Izomerazlar, molekiil i¢i gruplarin aktarmm ile izomerik yapilarin olusumunu katalizlerler.
Ligazlar ise ATP veya benzeri yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin kopmasi

sonucu ortaya cikan enerji yardimiyla bag olusumunu katalizlerler.

Tablo 1. Enzim siniflari

Nu?:l';‘rfm Simif Adi Katalizledigi tepkime tiirii
1 Oksidorediiktazlar ~ Elektron aktarim tepkimeleri
2 Transferazlar Grup aktarim tepkimeleri
3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri
4 Liyazlar Gruplarin ¢ift baglara katilmasi veya ¢ift bag olusumu
5 [zomerazlar Izomerik yapilarin olusumu
6 Ligazlar C-C, C-S, C-0O ve C-N baglarinin olusumu

1.6.1.Esterazlar

Esterazlar, tiriin olarak bir asit ve bir alkol olusturmak tizere ¢ok ¢esitli substratlarin

ester baglarinin par¢alanmasini katalize eden hidrolitik enzimlerdir (Sekil 1). Substrat
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0zglinligii, inhibitdr duyarlilifi, protein yapisi ve biyolojik fonksiyon farkliliklari gibi
Ozellikler esterazlarin farkli gruplarda siniflandirilmasina sebep olmustur. Kolinesterazlar,
tiyoesterazlar, fosfatazlar, eksoniikleazlar, fosfoesterazlar ve karboksilesterazlar esteraz

grubuna ait bilinen en 6nemli enzim gruplaridir (Manco vd., 2009).

O Esteraz O
O R, OH R,

Ester Alkol Asit

Sekil 1. Temel esteraz hidroliz reaksiyonu

Asetilkolinesterazlar (AChE), kolinesteraz ailesinin en ¢ok bilinen ve c¢alisilan
tiyesidir. AChE, asetilkolin molekiiliinii hidrolize eden ve sinapslarda asetilkolin aracili sinir
iletimini sonlandiran enzim olarak bilinmektedir. Norotransmisyondaki kritik rolii nedeniyle
hassas bir hedef olan AChE sayisiz arastirmaya da konu olmustur.

Serum kolinesteraz veya psodo-kolinesteraz olarak da bilinen butirilkolinesteraz
(BChE), AChE ile benzer molekiiler yapisina sahip olan kolinesteraz ailesinin diger bir
tiyesidir. AChE' ye gore farkli bir doku dagilimi olan BChE, esteraz, aril agilamidaz ve
peptidaz olmak iizere ii¢ farkli enzimatik aktiviteye sahiptir.

Karboksilesterazlar, karboksilik esterlerin alkol ve karboksilata hidrolizini katalize
eden enzimlerdir. Bu enzimler, yiiksek oranda korunmus serin, glutamat (veya aspartat),
histidin tgliisiiniin kovalent reaksiyon ara maddesinin olusumuna dayanan serin-hidrolaz

mekanizmasi sunmaktadir (Manco vd., 2009).

1.6.2. Enzim Kataliz Mekanizmalari

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik
katalizérlerdir. Enzim yoklugunda ¢ok kiigiik olan reaksiyon hiz sabiti, enzim varliginda 108-
10% kat artmaktadir. Enzimler, kimyasal dengeye ulasma hizini arttirarak reaksiyonlarin ¢ok
kisa siirelerde gerceklesmesini saglayan kataliz giicline sahiptirler. Bu olaganiistii kataliz

giiclinde etkili olan 6nemli mekanizmalar bulunmaktadir. Bunlar;
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e Enzimler, etki ettigi molekiile baglanarak parcalanacak bagin aktif merkezde
bulunan katalitik gruba yakin durmasini ve ara {iriiniin kolayca olusmasini saglar.

e Bazi enzimler, substratla gegici kovalent etkilesimler yaparak zayif kovalent ara
tiriinler olustururlar ve boylelikle reaksiyonun kolaylagsmasini saglarlar.

e Enzimler, protein verici veya protein alici olarak fonksiyon géren bazi fonksiyonel
gruplar vasitasiyla asit veya baz katalizini gergeklestirebilirler.

e Enzimler, substrat molekiiliindeki parcalanacak olan baga etki ederek bagin

yikilmasini kolaylastirirlar (Keha ve Kiivrevioglu, 2010).

1.6.3.Karbonik Anhidraz (CA)

Karbonik anhidrazlar, (CA, karbonat dehidrataz, karbonat hidroliyaz, EC: 4.2.1.1),
CO2 ve HCOg3™ arasindaki karsilikli doniisiimii katalize eden bir metalloenzim siiper ailesidir.
Aktif bolgesinde ¢inko (Zn?") bulunan bu enzim asagida verilen tersinir reaksiyonu
katalizler. Katalizor olmadan da gergeklesebilen bu reaksiyon katalizér yoklugunda oldukga
yavas ilerler (Supuran, 2016).

CO, + H,O 2 H.CO3 2 H'+ HCOs3

CA, memelilerden izole edilen ve 6nemli fizyolojik gorevleri olan 16 farkli izoforma
sahiptir. Bu izoformlar ¢ok farkli lokalizasyon ve doku dagilimlarina sahiptir. Bu izozimlerin
bazilari sitozolik (CA I, CA I, CA 111, CA VII ve CA XIII), bazilart membrana bagli (CA
IV, CA IX, CA XllI ve CA XIV), ikisi mitokondriyal (CA VA ve CA VB) ve biri tiikiiriikte
salgilanir (CA VI). CA-XV insanlarda eksprese olmazken kemirgen ve diger yiiksek
omurgalilarda bol miktarda bulunur (Hilvo vd., 2005). Ayrica CA iliskili proteinler olarak
bilinen ve katalitik olmayan {i¢ farkli formu da (CARP-VI1Il, CARP-X ve CARP-XI) vardir
(Supuran ve Scozzafava, 2007).

Canli organizmalarin biitiin gruplarinda bulunan CA’ lar amino asit dizileri ve aktif
bolge yapilarinda gesitli farkliliklar gostermelerine ragmen ayn1 reaksiyonu Katalizler (Liljas
and Laurberg 2000).
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1.6.3.1. CA Simiflani

Giliniimiizde, amino asit dizisi, ii¢ boyutlu yapisi, aktif bolge yapisi ve katalitik
Ozellikleri gibi konularda detayli ¢alismalar yapilarak yap1 fonksiyon iligkisinin
derinlemesine arastirildig: alt1 farkli CA sinifi (a, B, v, 8, { ve ) vardir (Supuran, 2016).

a-Smifi  CA' lar omurgalilarda, protozoalarda, alglerde, yesil bitkilerin
sitoplazmasinda ve bircok gram negatif bakteride bulunur. Ik tanimlanan CA smifi olan o-
CA' lar yaklasik olarak 30 kDa molekiil kiitlesine sahiptir.

B-smifi CA' lar okaryotlar, bakteriler ve arkelerde bulunmaktadir. B-CA' lar katalitik
olarak aktif bir dimer, tetramer ve oktamer ile molekiil kiitleleri 45-200 kDa arasinda degisen
kuaterner yapilari bakimindan cesitlilik gosterir (Rowlett, 2014).

y-sinif CA” lar gogunlukla bakteri ve arkelerde bulunmaktadir. Metanojenik anaerobik
arke Methanosarcina thermophila’ dan izole edilen CA aktivitesine sahip Cam proteini, CA'
larin y-smifinin arke tipi haline gelmistir (Alber ve Ferry 1994). Cam' in aktif formu, sol el
B-sarmal motifli yaklasik olarak 23 kDa molekiil agirligina sahip monomerli bir
homotrimerdir (Ferry, 2010).

0 ve { CA’ lar sadece deniz diatomlarinda bulunurken, n CA’ lar protozoalarda bulunur

(Supuran, 2016).

1.6.3.2. CA’ larin Yapisi ve Fonksiyonu

Tim CA' lar, bir protein alt birimi ve her bir alt birimin aktif merkezinde +2 yiiklii
metal iyonu (Me?*) tasiyan enzimlerdir. Katalitik aktivitelerini siirdiirebilmek adina tiim CA
siiflart metal iyonu olarak Zn?* kullanabilir. {-simfi CA’ larda Zn?*, Cd?* ile yer
degistirebilir. y-Sinifi CA’ lar, anaerobik kosullar altinda Fe?* kullanabilir ve aktivitesini
Co?" ile siirdiirebilir. Ayrica birgok a-Smifi CA’ da, Zn?* ile Co?" yer degisimi Katalitik
aktivitede dnemli bir kayba sebep olmaz (Kupriyanova vd., 2017).

Kristalografi calismalar, CA' larin aktif bélgesinin genellikle, Me?" i¢cin koordine
edici ligandlar olarak gorev yapan ii¢ amino asit kalintis1 ve bir protonsuz su molekiilii
(hidroksit iyonu) tarafindan olusturulan tetrahedral geometrinin bir boslugu oldugunu
gosterir (Sekil 2). Sonuncu molekiil, hidrojen baglariyla aktif bdlgeyi ¢evreleyen amino

asitlere baglanir (Kupriyanova vd., 2017).
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OH~ OH" Asp OH~
| | | |
His /’@\\\‘His His//@\\‘(:ys His’//gni> ~-Cys His//@n}):\\\‘Gln
N A Ay B
His Cys Cys His
B- CAs tip 1 B- CAs tip 2 n-CAs

a- y-ve §-CA
i s ve ¢-CAs

Sekil 2. Farkli sinif CA” larin aktif bolge yapilar1 (Alkan Tiirkugar, 2018).

CA' nin fonksiyonel rolleri, karbondioksitin tersinir hidrasyonunun kataliziyle
belirlenir. CA" larin dahil oldugu bir¢ok biyolojik siire¢ olup, CO2/HCOs™ karsilikli
donligimiiniin  hizlandigi her yerde mevcuttur. Hiicresel zarlar boyunca tasima igin
CO2/HCO3z iletimi, enzimler i¢in CO2/HCO3™ substratlarmnin teslimi, diger enzimatik
reaksiyonlarmn triinleri olan CO2/HCOs™ uzaklastirilmasi, CA lokalizasyon yerlerinde H*
konsantrasyonundaki degisiklikler ve belirli hiicresel bolmelerde veya dokularda inorganik
karbon formlarindaki degisiklikler enzimin var olan rollerindendir (Smith ve Ferry, 2000;
Kupriyanova vd., 2017).

CA' nin fizyolojik rolleri, fonksiyonel rollerini yerine getirerek canli organizmalarin
belirli hayati siireglerine enzim katilmini saglar. Tim CA' larin CO2/HCOs3
interkonversiyonu olan evrensel islevine ragmen, enzimin organizma diizeyindeki 6nemi,
bireysel organizmanin metabolik 6zellikleri ve inorganik karbon degisim sisteminin
Ozellikleri tarafindan belirlenir. CA, genellikle hiicre alti lokalizasyonuna bagli olarak
solunum, fotosentez, pH, iyon tasima/homeostaz, biyosentetik reaksiyonlar, kalsifikasyon
ve osteogenez gibi birgok fizyolojik siirecte yer alir (Kupriyanova vd., 2017).

Fizyolojik islevlerin yani sira, CA' larm asir1 aktivitesi glokom, ateroskleroz,
tiimorlerin goriiniimii ve obezite gibi bir dizi insan hastaligina katkida bulunurken (Supuran
ve Scozzafava 2007), CA' larin etkinliginin olmamasi, 6grenme ve bellekte ihlallere yol
acarak Alzheimer hastalig1 veya yaslanmaya sebep olur (Alterio vd., 2012). Bu nedenle, CA'
larin temel ¢aligmalar1 yaninda ilag tasarimi ile aktivasyon/inhibisyon g¢alismalar1 da hizla

gelismektedir.
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1.6.3.3. CA’ lar Tarafindan Katalizlenen Reaksiyonlar

COz hidrasyon/ HCO3 dehidrasyon islemlerine ek olarak, baz1 CA siniflar1, COS, CS>
ve siyanamid gibi COy' ye benzer kii¢iik molekiilleri hidratlama olasilig: ile gesitli baska
reaksiyonlar: da katalize ederler (Supuran, 2016). Ayrica aldehitlerin gem diollere hidrate
olduklar1 da goriilmistiir. Karboksilik asit esterleri, siilfonik asit esterleri, fosfat esterleri ve
tiyoesterler hidrolize ugrayan molekiillerdendir. a-CA' lar i¢in daha az arastirilan farkli
hidrolitik islemler olmasina ragmen, CO; hidrasyonu/bikarbonat dehidrasyonu disindaki bu
reaksiyonlarin ¢ogunun fizyolojik 6nemi bilinmemektedir (Tablo 2).

Bitkilerde ve hayvanlarda sadece Tablo 2’ de verilen ilk reaksiyon fizyolojik
fonksiyonlara sahipken, bazi bakterilerin hayatta kalmasi igin ikinci ve liglincii reaksiyonlar

gereklidir. Tablo 2’ de verilen diger reaksiyonlara ise daha az rastlanmustir.

Tablo 2. CA’ lar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar

Reaksiyon Numaras1 Katalizlenen Reaksiyon

1 CO; + H,O 2 H" + HCOs

2 COS + H0 2 H:S+ CO2

3 CS2 + 2H0 2 2H:S + CO2

4 CH2Nz2 + H20 2 H2NCONH:2

5 RCHO + H0 2 RCH(OH):

6 RCOOAr + H,O 2 RCOOH + ArOH

7 RSOsAr + H,O0 2 RSOsH + ArOH

8 ArOPOzH; + H20 2 ArOH + H3POq

9 R2NCSSR' + H2O0 2 R:NH + R'SH + COS

10 PhCH.0COCI + HO0 2 PhCH:0H + CO2 + HCI

11 RSO.Cl + H.O 2 RSOsH + HCI
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CA' larin katalitik mekanizmasi ilk olarak insan a-CA Il formu i¢in tanimlanmigtir
(Silverman ve Lindskog, 1988). A¢ik kataliz mekanizmasi, hCA II' nin katalitik olarak aktif
grubunun Zn’ ye bagli bir hidroksit iyonu olmasi sebebiyle ‘Zn-hidroksit' olarak
adlandirilmistir. Metal iyonu tek basina katalizor gorevi gorecek kadar niikleofilik degildir.
Daha sonradan, tiim CA smiflarmin, iki degerlikli katalitik aktif metal hidroksit tiirevlerini
kullanarak metal-hidroksit mekanizmasi kullandigi bulunmustur (Supuran, 2016).

Iki asamada gerceklesen katalizin ilk asamasinda, CO,” nin HCO3" a doniisiimii
gerceklesir. Enzimin (E) aktif bolgesinde bulunan metal hidroksit tiirevi, gii¢lii bir niikleofil
olarak CO2’ ye saldirir. Me?** ye bagh HCOjs iyonu olusumuna yol agan bu basamak
sonrasinda, HCOj3™ iyonu su molekiilii ile yer degistirerek ¢ozeltiye birakilir. Boylece, Me?*’
ye koordine su ile, enzimin aktif olmayan bir asit formu olusturulur (Kupriyanova vd., 2017).
E-Me?* -OH" + CO, 2 E-Me?" -HCO3™ 2 E-Me?* -H,0 + HCO3"

Ikinci asamada, metalle iliskili su molekiiliiniin iyonlasmas:1 ve aktif bdlgeden bir
protonun dis tampona ¢ikarilmasiyla enzimin aktif bazik formu yeniden olusturulur.

E-Me?" -H,0 2 E-Me?" -OH" + H*

Bir protonun aktif bolgeden uzaklastirilmasi ve enzimin metal hidroksit tiirlerinin geri
kazanilmasi, katalitik islemin hiz sinirlayict adimidir.

CA!' larin inhibitorleri (CAI), enzimin katalitik islevini kismen veya tamamen yerine
getirmesine izin vermeyen maddelerdir. Farkli mekanizmalarda galisan oldukca fazla sayida
CAI bilinmektedir. Ayrica, etki mekanizmalar1 heniiz bilinmeyen ¢ok sayida CAI da vardir.

CA' larin aktivatorleri, katalizin hiz sinirlayici adiminin gecisini  hizlandiran
maddelerdir. Bu tiir maddeler, aktif bolgenin girisine yakin bir yerde enzime baglanarak aktif
bolge ile reaksiyon ortami arasinda proton transfer islemlerini kolaylastiran bir kompleks
olusturur. Boylelikle enzimin aktif bolgesinde metal hidroksit tiirevinin geri kazanilmasi ¢ok

daha hizli olur ve enzimin devir hiz1 artar (Kupriyanova vd., 2017).

1.6.3.4. CA Aktivite Tayin Yontemleri

Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi, in vitro kosullarda gergeklestirilip
spektrofotometrik olarak takip edilebilen esteraz aktivitesi ve CA enziminin fizyolojik

aktivitesi olan CO2-hidrataz aktivitesi olmak tizere iki sekilde dlgiilebilmektedir.
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1.6.3.4.1. Esteraz Aktivitesi

Esteraz aktivitesi yontemi, karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesi gostermesi
esasina dayanmaktadir. Karbonik anhidraz, esteraz aktivite tayin yonteminde substrat olarak
kullanilan p-nitrofenilasetatt 348 nm dalga boyunda absorbans veren p-nitrofenol veya p-
nitrofenolat” a hidroliz etmektedir (Sekil 3). p-nitrofenol ve p-nitrofenolat tirtinlerinin her
ikisi de 348 nm dalga boyunda ayni1 absorbansi verdiginden dolay1 fenolik OH™ grubundaki

H* iyonunun durumu 6l¢iimii etkilememektedir (Kandel vd., 1970).
0]

I CA
0,N 0-C-CH; + H,0 === ON OH + CH,CcO0H

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3. Esteraz aktivitesine sahip karbonik anhidraz enzimi araciligiyla p-
nitrofenil asetatin p-nitrofenole doniisiim reaksiyonu

1.6.3.4.2. Hidrataz Aktivitesi

Hidrataz aktivitesi yonteminde, enzim aktivitesi 0 °C sicaklikta pH diisiisiiniin takibine
bagli olarak potansiyometrik metotla 6lgtilmektedir. Metodun prensibi, enzimli ve enzimsiz
reaksiyon ortaminda substrat olarak kullanilan karbondioksitin (CO2) hidratasyonu sonucu
a¢1@a ¢ikan H™” nin ortamin pH’ sin1 8,8” den 7,0’ a diistirmesi i¢in gegen siirenin kayit altina
alinmasina dayanmakta olup (Wilbur ve Anderson, 1948) sonuglar enzim birimi olarak ifade
edilmektedir.

Enzim birimi ise; enzim bulunmayan reaksiyon i¢in CO hidratasyon siiresi (to) ile
enzim bulunan reaksiyon siiresi (te) arasindaki farkin, te’ ye boliinmesiyle belirlenmistir.

((to-te)/te)

Esteraz aktivitesine sahip karbonik anhidraz enzimi araciligiyla karbondioksitin (CO2)
hidratasyon reaksiyonu asagidaki gibidir:

CO2 + H20 2 H,COz3 2 H + HCO3
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1.7. Kromatografi

Kromatografi, her tiirden molekiiliin kompleks karigimlarinin hareketli ve sabit faz
olmak tizere iki farkli faz arasinda dagilmasi esasina dayanarak gergeklestirilen etkili bir
ayrma ve saflastirma teknigidir. Hareketli faz gaz, sivi veya siiperkritik bir akiskan
olabilirken sabit faz ise kolon igerisine doldurulmus veya diiz bir zemine yayilmis herhangi
bir kat1 veya kat1 tizerine emdirilmis bir siv1 olabilir. Hareketli faz, sabit faz tizerinde hareket
ettirilirken ayrimi yapilan 6rnek bilesenleri hareketli ve sabit faz {izerinde farkli derecelerde
tutulurlar. Bu bilesenler sabit faz tarafindan giiglii bir sekilde tutulmus ise hareketli fazin
akistyla yavasca hareket ederler. Fakat bilesenler sabit faz tarafindan zayif bir sekilde
tutulmus ise hareketli faz akisi ile hizlica hareket ederler. Bu farkli hareketliligin sonucu
olarak Ornek bilesenleri bantlar halinde ayrilip kalitatif veya kantitatif olarak analiz edilirler.

Kromatografik yontemler, sabit fazin tutturuldugu konuma gore kolon ve diizlem
olmak {izere iki farkl sinifa ayrilir. Kolon kromatografisinde, sabit faz dar bir tiip igerisinde
olup hareketli faz basing veya yer ¢ekimi kuvveti ile sabit faz i¢erisinden gegirilir. Diizlem
kromatografisinde, sabit faz diiz bir plaka iizerinde ya da bir kagidin bosluklarinda
tutturulmus olup hareketli faz yer ¢ekiminin etkisi altinda ya da kapiler olarak sabit faz
tizerinde hareket eder.

Kromatografik yontemler, hareketli fazin yapisina gore gaz kromatografisi (GC), siv1
kromatografisi (LC) ve siiperkritik akigkan kromatografisi (SFC) olmak iizere ii¢ farkli sinifa
ayrilir. Gaz kromatografisinde hareketli faz gaz olup, karisimda gaz halinde bulunan veya
kolayca buharlasabilen bilesenlerin ayrilmasinda kullanilir. S1vi kromatografisinde hareketli
faz sividir. Siiperkritik akiskan kromatografisinde ise hareketli faz siiperkritik sivi olup
ayrim kritik sicakliginin tizerindeki sicakliga kadar 1sitilip basing ile sivilastirilan gazlar ile

gerceklestirilir.

1.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi), yaygin olarak kullanilmakta olan
bir kolon kromatografisi teknigidir. Siv1 bir hareketli faz ve kolon igerisinde bulunan sabit
bir faz arasinda numune bilesenlerinin gesitli etkilesimleri sonucu ayrim gergeklesmektedir.
Bilesenlerin birbirinden ayrilmasinda, numunenin yapisi, sabit ve hareketli fazin yapisi ve

kompozisyonu oldukg¢a énemli bir role sahiptir.



20

HPLC’ de sabit fazi olusturan bilesenler, ¢cok kiigiik ¢apli kiireciklerin ylizeyine
tutturulmus yapilar oldugu i¢in etkilesimin yiizey alani genisleyerek ayrim performansi
artmaktadir. Fakat bu durum hareketli fazin akisin1 zorlayacagindan yiiksek basing

uygulanarak hareketli faz istenen akis hizinda kolondan gecirilmektedir.

1.8.1. HPLC’ nin Cahsma Prensibi, Bilesenleri ve Temel Kavramlar

HPLC’ de, karisitmindaki bilesenlerin birbirinden ayrilmasi i¢in, analit yiiksek basing
altinda hareketli faz yardimi ile kolondan gecirilir. Kolona ulasan analit kolona sabitlenmis
olan sabit faz ile farkli oranlarda etkilesime girer. Sabit faz ve hareketli faz arasindaki farkli
oranlardaki etkilesimler, bilesenlerin farkli hizlarda ilerleyerek birbirinden ayrilmasina ve
kolonu farkli zaman dilimlerinde terk etmelerine sebep olur. Kolon ¢ikisinda bulunan
dedektdr yardimiyla bilesenlerin derisimleri zamanin bir fonksiyonu veya kullanilan
hareketli faz hacminin bir fonksiyonu olarak sinyale dontstiiriiliir ve kromatogramlar elde
edilir. Kromatogramlarda bulunan piklerin yerleri kimlikleri hakkinda, alanlart ve
yiikseklikleri ise miktarlar1 hakkinda bilgi verir.

Bir HPLC sistemi genel olarak, hareketli fazin bulundugu ¢oziicii deposu (rezervuar),
hareketli fazda ¢oziinmiis olarak bulunan gazi uzaklastiran gaz giderici (degazer), hareketli
fazi1 tasiyan HPLC pompasi, numunenin sisteme gonderildigi enjeksiyon iinitesi, numunenin
sisteme girisini saglayan enjektor, ayrimin gergeklestigi kolon, ayrilan bilesenlerin
derisimine cevap veren detektor ve verilerin kaydedildigi bir bilgisayardan olusmaktadir.

Sekil 4’ te HPLC sistemine ait sematik gdsterim bulunmaktadir.
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Coziici Deposu

Enjektor
Bilgisayar
Dedektor
Gaz Giderici Kolon — —
3 3 N\ o
¥ x \—k‘l r
m —_— S donw S
Pompa Numune

2

Enjeksiyon Unitesi

Atk Kromatogram

Sekil 4. HPLC sisteminin sematik gosterimi

1.8.1.1. Hareketli Faz

Hareketli faz, bilesenlerine ayrilmak {izere analiti sabit fazin bulundugu kolona tasiyan
farkli 6zelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicli karisimlarindan olusur. Hareketli faz, cam veya
paslanmaz celikten yapilan bir veya birden fazla rezervuarda bulunabilir. HPLC sisyeminde
ayrim, hareketli fazin bilesimine gore izokratik ya da gradient olmak tizere iki farkl: sekilde
gerceklestirilebilir.

Izokratik elusyonda, hareketli faz olarak tek bir ¢dziicii ya da coklu bilesenden olusan
homojen bir karisim kullanilip ayirma boyunca hareketli fazin bilesimi ve orani
degistirilmez.

Gradiyent elusyonda, daha kisa siirede ¢cok daha iyi bir ayrim elde etmek adina farkli
polaritelere sahip iki veya daha fazla ¢oziicli farkli oranlarda karistirilarak analiz siiresi

boyunca sisteme kademeli olarak gonderilir.

1.8.1.2. Gaz Giderici (Degazer)

Hareketli faz1 olusturan ¢oziicli sistemlerinde, ¢6ziiciilerin karistirilmasi1 ve vakumu

esnasinda hava kabarciklar1 olusabilmektedir. Bu hava kabarciklar1 kromatografik ayrim
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tizerinde giiriiltii, akis hiz1 dengesizligi ve degisken kolon performansi gibi olumsuz etkilere
sebep olmaktadir. Hareketli faz depolarindan tasinan hareketli fazdaki hava kabarciklarinin
ve ¢Ozlinmiis havanin giderilmesi adina HPLC sistemine degazer (gaz giderici) iinitesi

eklenir.

1.8.1.3. Pompa

HPLC sisteminde sabit fazi1 olusturan bilesenler ¢ok kiigiik ¢apli kiireciklerin yiizeyine
tutturulmus yapilar olup, hareketli fazin istenen akis hizinda kolondan gecirip analitin kolon
icerisindeki sabit faz ile etkilesime girmesi i¢in yiiksek basin¢lar uygulamak gerekmektedir.
Yiiksek basing uygulama yetenegine sahip pompalama sistemleri, akis hizina, pompanin
yapiminda kullanilan malzemelere, pompanin ¢alisma mekanizmasina ve tipine gore degisik

sekillerde olabilmektedir.

1.8.1.4. Enjeksiyon Unitesi

Enjeksiyon tinitesi, analitlerin 500 pL hacim seviyelerine kadar kolon ve sonrasinda
detektore gonderilmesi adina HPLC sistemine girisini saglar. Analitlerin HPLC sistemine
gonderilmesinde manuel veya otomatik enjeksiyon sistemleri kullanilabilir.  Manuel
sistemlerde, enjeksiyon {initesi yiikleme pozisyonuna getirilir ve analit bir siringa yardimiyla
sisteme gonderilir. Otomatik enjeksiyon sistemlerinde ise bu islemler cihaz tarafindan

otomatik olarak yapilir.

1.8.1.5. Kolon

Kolon, analit bilesenlerinin etkilesime girerek belirli zaman dilimlerinde birbirinden
ayrildig1 sabit faz olarak tanimlanabilir. Kolonlarin dolgu materyalleri ¢ogunlukla aliimina
ve silika esasli olup yapiminda ise genellikle paslanmaz ¢elik, teflon veya cam gibi
malzemeler kullanilmaktadir. Kolonlarin ayrim giicii sabit fazi olusturan maddelerin
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baglidir. HPLC sisteminde kullanilan kolonlarin i¢ ¢aplari
4-10 mm araliginda, paketlerin yaygin pargacik biiyiikliigii 3-10 pum araliginda ve kolon

boylar1 ise genellikle 10-30 cm aralifinda degiskenlik gostermektedir.
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Sabit fazin polaritesine gore ters faz ve normal faz olmak iizere iki cesit kolon
bulunmaktadir. Ters faz kolonlarda, sabit faz apolar, hareketli faz polar yapidadir. Normal

faz kolonlarda ise sabit faz polar, hareketli faz apolar yapidadir.

1.8.1.6. Dedektor

Dedektorler, HPLC sisteminde kolondan ayrilarak ¢ikan bilesenlerin kalitatif veya
kantitatif analizlerini yapmakla gorevlidir. Ayrilan bilesenlerin sinyalleri, bir kaydedici
yardimiyla kaydedilerek zamana kars1 dedektdr cevabinin kromatogramlar iizerinde pik
olarak ifade edildigi grafikler olusturur. Iyi bir dedektdr ¢ok diisiik giiriiltii olusturarak
ayrilan bilesenlerin kii¢iik miktarlarini bile analiz edebilmelidir. HPLC sisteminde ¢ok ¢esitli
dedektorler kullanilarak farkli yapr ve ozellikteki molekiiller analiz edilebilmektedir.
Ultraviyole-goriiniir bolge dedektorii (UV/VIS), diyot serili dedektér (PDA), floresans
dedektorii (FLD), iletkenlik dedektorii (CDD), kirilma indisi dedektérii (RID),
elektrokimyasal dedektor (ECD), kiitle dedektori (MS) gibi ¢esitli dedektorler
gelistirilmistir.

Ilgilenilen birgok bilesik ultraviyole-goriiniir bdlgede (190-600 nm) absorbans verdigi
icin ultraviyole-goriniir bolge (UV/VIS) dedektorleri giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
HPLC detektorleridir. Peptid bagi 210-230 nm' de amino asit kompozisyonundan
etkilenmeden 15181 absorbe ettigi i¢in protein ayriminda en yaygin olarak uygulanan tespit
yontemidir. Duyarlilik, yalnizca aromatik yapili amino asitlerin absorbe ettigi 250-280 nm
seviyelerinde 10-20 kat daha yiiksektir (Seipke vd., 1986).

Diyot serili dedektorler (PDA) de spektrofotometrik 6l¢iim temeli ile calismaktadirlar.
Bu dedektoriin  avantaji, farkli dalga boylarindaki absorbanslart es zamanli olarak
Olgebilmesidir. Mevcut spektrumlarin gesitli noktalarda hizlica taranabilmesi, piklerin nitel
olarak analizine olanak saglar (Swartz, 2010).

UV dedektorlerle kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksek hassasiyete sahip olan floresans
dedektorleri (FLD), floresan 6zellik gosteren veya tiirevlendirilerek floresans hale getirilen
bilesiklerin analizlerinde kullanilmaktadir.

Daha ¢ok elektrolit analizlerinde kullanilan iletkenlik dedektorleri (CDD), kolondan
ayrilan iyonik bilesiklerin tespitini yapmaktadir.

Kirilma indisi dedektorii (RID), hareketli faz ile numune arasindaki optik kirilma

indeksindeki farki Olger. Coziinen molekiil iizerinde hicbir kromofor gruba ihtiyag
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duymayan bu detektorlerle sekerlerin, trigliseritlerin ve organik asitlerin analizi basarili bir
sekilde yapilmaktadir. Ayrim, hareketli faz bilesimine duyarli oldugu i¢in gradiyent elusyon
icin uygun degildir.

Elektrokimyasal dedektorler (ECD), indirgenebilen veya yiikseltgenebilen bilesikler
icin mevcut olan en hassas ve segici HPLC dedektorleridir. Elektrokimyasal dedektorlerin
calisma prensibi, elektrokimyasal reaksiyondan kaynaklanan yiikseltilmis akimin 6l¢iilmesi
esasina dayanir.

Kiitle dedektorii (MS), HPLC sisteminde ayrilan bilesenlerin iyonlarini olusturarak
kiitle/yiik (m/z) oraninin bir fonsiyonu olan iyon sinyallerinin verilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu dedektorler sayesinde peptitler ve diger kimyasal bilesiklerin iyonlari

tizerinden kalitatif ve kantitatif analizler siklikla yapilmaktadir.

1.8.2. HPLC’ nin Kullanim Alanlar

HPLC, molekiillerin ayrilmasinda, tanimlanmasinda, karakterizasyonunda ve
saflastirilmasinda siklikla tercih edilen bir kolon kromatografisi teknigi olup amino asitler,
peptidler, proteinler, karbohidratlar, niikleik asitler ve lipidler gibi farkli gruptaki
molekiillerin analizinde yaygin olarak kullanilir. Yiiksek ¢oziiniirliik saglamasi, yliksek
duyarlilikta olmasi, geri kazaniminin yiiksek olmasi, tekrarlanabilir ve dogru sonuglar
vermesi yaygin olarak kullanilmasiin sebepleri arasinda gosterilebilir. Bilesen ayriminin
hizl1 olmas1t HPLC tekniginin en biiylik avantajidir.

HPLC’ de molekiillerin ayrimi igin kullanilan dort temel kromatografik teknik
bulunmaktadir. Ayirma mekanizmasina gore bu teknikler, dagilim (partisyon)
kromatografisi, boyut dislama (jel filtrasyon) kromatografisi, iyon degisim kromatografisi
ve adsorpsiyon kromatografisi seklinde siniflandirilmaktadir. Molekiil agirligr biiyiik olan
molekiillerin ayriminda daha c¢ok boyut dislama (jel filtrasyon) kromatografisi
kullanilmaktadir. Diisiik molekiil agirlikli iyonik tiirlerin ayriminda iyon degisim
kromatografisi, kiiciik molekiil agirlikli iyonik yapili olmayan polar tiirlerin ayriminda
daglim (partisyon) kromatografisi ve kiiclik molekiil agirlikli apolar tiirlerin ayriminda ise

adsorpsiyon kromatografisi kullanilmaktadir (Skoog ve Leary, 1992).
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1.8.2.1. Protein Ayriminda HPLC

Yiiksek performansh sivi kromatografisi, kesfinden sonra en 6nemli biyokimyasal
ayirma yontemlerinden biri haline gelmis olup protein ve peptit analizleri i¢in tercih edilen
yontem olmaya devam etmistir. Molekiiler boyut, iyonik 6zellikler, ¢ozliniirliik, polarite ve
diger molekiillerle yapilan spesifik etkilesimlerden faydalanilarak sabit ve hareketli faz
arasinda farkli bir dagilim1 sonucu biyomolekiillerin ayrimi ger¢eklesmektedir (Seipke vd.,
1986).

e Jel Filtrasyon Kromatografisi: Kromatografik ayirma yontemleri arasinda 6zel bir

yere sahip olup boyut dislama kromatografisi olarak da bilinmektedir. Ayrim, numune, sabit
faz ve hareketli faz arasindaki etkilesim temelinde gergeklesmeyip, molekiillerin boyutlarina
gore gerceklesmektedir. Ideal boyut dislama kromatografisinde ayrim, sadece boyuta dayal:
gerceklesip numunenin kolon dolgu malzemesi ile etkilesimi olmayacak sekilde
yapilmalidir. Jel filtrasyon kromatografisi ile birlikte protein, polisakkarit, niikleik asit ve
benzer biyomolekiillerin ayrimi yapilabilmektedir. Numune jel filtrasyon kolonuna
ulastiginda kolon dolgu malzemesinin jel taneciklerinden daha biiyiik bilesenler jel boncuk
gozeneklerine giremeyeceklerinden hizlica eliisyona ugrayip kolondan en hizli sekilde
ayrilirlar. Kiigiik molekiiller ise gbzeneklere girerler ve kolonda daha yavag hareket edip en
bliylik gecikmeye maruz kalirlar. Boylelikle karisimi olusturan molekiiller biiytikliiklerine
gore birbirinden ayrilmis olurlar.

e lIyon-Degisimi Kromatografisi: Proteinler, amfoterik karakteri nedeniyle pH' ya bagh

olarak katyonik veya anyonik formda bulunabilirler. Bu nedenle, proteinlerin karakteristik
bir parametresi, proteinin net yiikiiniin sifir oldugu izoelektrik noktasidir. izoelektrik nokta,
ortamin pH' sin1 ve iyon degistirici tipinin se¢imini belirlemektedir (Seipke vd., 1986).
Baglanmanin giicli, protein iizerindeki iyonik gruplarin sayisi, iyon degistiricinin yiik
yogunlugu ve iyonik gii¢ ile belirlenebildigi i¢in proteinlerin elusyonu artan iyonik kuvvet
gradiyenti, bir pH gradiyenti veya her ikisinin bileskesi ile gerceklestirilebilir. Iyon degisim
kromatografisinde kullanilan kolon, bagl yiiklii gruplardan olusan bir sentetik polimerdir.
Iyon degistiriciler, katyonik ve anyonik olmak iizere iki farkl1 grupta incelenebilirler. Bagh
anyonik gruplara sahip kolonlara katyon degistiriciler, bagl katyonik gruplara sahip
kolonlara anyon degistiriciler denir.

e Ters Faz (Reverse Phase (RP)) Kromatografisi: Peptit ve protein ayriminda yaygin

olarak kullanilan s1vi kromatografisi olan ters faz kromatografisinde (RPC) sabit faz apolar,
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hareketli faz ise polar karakterlidir. Baglanma, proteinin polar olmayan bir yiizeyi ile sabit
faz arasinda gerceklesmektedir. Bircok baglanma bolgesi ile bir protein sabit faz ile
etkilesime girebilir. Bu durum sabit ve hareketli faz arasindaki bir dagilimdan ziyade
adsorpsiyon seklinde gergeklesmektedir. Gradiyent elusyon sirasinda, nispeten daha zayif
baglanan ¢6ziicli molekiilleri once kolon {izerinde bulunan serbest temas bolgelerini ve
baglanmaya dahil olmayan protein yilizeylerini isgal eder. Coziici molekiilleri belirli bir
konsantrasyona ulastiginda, protein aniden kolon yiizeyinden ayrilir. Polaritesi yiiksek analit
kolondan erken ayrilirken, polaritesi diisiik analit kolonda daha fazla tutunur. Protein ayrima,
kullanilan 300 A° por boyutlu silika temelli C1g kolonlar ve ters fazli gozeneksiz silika
kolonlari ile kisa siirelerde ger¢eklesmektedir (Larive vd., 1999).

e Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC): Hidrofobik etkilesim kromatografisi,

karmasgik protein karigimlarinin saflastirilmasi ve ayrilmasi i¢in gii¢lii ve ¢cok umut verici bir
tekniktir. Proteinlerin hidrofobikliginden yararlanan HIC teknigi, kolona sabitlenmis
hidrofobik ligandlar ile proteinlerin ylizeyindeki polar olmayan bolgeler arasindaki
hidrofobik etkilesimlere dayanmaktadir. Bu kromatografi teknigi, laboratuvar ve endiistri
Olgeginde protein ayrim ve saflagtirmalarinda giiglii biyoayirma teknigi olarak basariyla

degerlendirilmektedir (Careri ve Mangia, 2003).

1.8.2.1.1. Protein Ayriminda Kullanilan Kolonlar

Peptit ve protein izolasyonu ve ayrimi i¢in en yaygin kullanilan teknikler ters fazli sivi
kromatografisi (RP-LC), iyon degisim kromatografisi (IEC) ve boyut dislama
kromatografisidir (SEC). Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC) de peptit ve protein
izolasyonu ve ayrimi adina yaygin hale gelmistir (Careri ve Mangia, 2003).

HPLC' deki kolon dolgu malzemesi, ayrimi yapilacak olan numune karigiminin
kimyasal (hidrofobik, hidrofilik, iyonik) veya fiziksel (boyut) &zelliklerine gore
belirlenmektedir. Paketleme malzemesinin partikiil boyutu, kolonun verimliligine ve
karisimin ¢oziintirliigiine ekki ekmektedir. Pargacik boyutu ne kadar kii¢iik olursa, artan
yiizey alani nedeniyle verim o kadar yiiksek olmakta ve daha iyi bir ayrim ger¢eklesmektedir
(Issag, 2001).

Ters faz HPLC’ de silika temelli 150 ya da 300 A° por boyutlu C1s ya da Cg kolonlar
kullanilmaktadir. RP-HPLC' de silikaya bagl alifatik zincirin alkil zincir uzunlugu, bir

protein ve peptit karisimini ayirirken dikkat edilmesi gereken 6nemli bir parametredir. Alkil
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zinciri ne kadar uzun olursa kolonun 6zellikleri de o kadar hidrofobik olmaktadir. Farkli alkil
zincir uzunluklarina sahip kolonlar kullanildiginda farkli segicilikler elde edilebilmektedir.

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kolon paketleme teknolojisine son dénemlerde monolitik
kolonlar eklenmistir. Mikro-HPLC igin kullanilan ayirma kolonlar1 genellikle 50-320 um
silika parcaciklarinin paketlenmesiyle hazirlanmaktadir. Monolitik kilcal kolonlar,
peptitlerin ve proteinlerin ayrilmasina basariyla uygulanmaktadir (Issaq vd., 2003).

Protein ve peptit ayrimi i¢in alkil tiirevli silikalar disindaki paketleme malzemelerini
kullanan farkli kromatografik teknikler de bulunmaktadir. Iyon degisimi, boyut dislama,

afinite ve hidrofobik etkilesim kromatografisi bu tekniklere 6rnek olarak verilebilmektedir.

1.8.2.1.2. Protein Ayriminda Kullanilan Dedektorler

Yiiksek performanshi sivi kromatografisi, proteinler ve peptitler gibi biiyiik
biyomolekiillerin ayrilmasi igin kullanilan iyi bir tekniktir. Proteinlerin tespiti ve miktariin
belirlenmesi adina gesitli dedektorler kullanilmaktadir. Protein ve peptitler UV, floresan ve
MS dedektorleri kullanilarak on-line olarak tespit edilebilmektedir.

HPLC-UV dedeksiyon sistemi proteinlerin ve peptitlerin ayrilmasi adina siklikla
kullanilmaktadir. 185-220 nm dalga boylar1 bolgesinde peptit baginin giiglii absorpsiyonu,
proteinlerin saptanmasina izin vermektedir. Yapilarinda aromatik bir amino asit kalintisi
iceren proteinler ve peptitler, 275-280 nm' de UV absorpsiyonu ve 200-300 nm’ de floresan
1simasi ile tespit edilebilmektedir. MS dedektor sistemleri, evrenselligi, duyarliligi ve
seciciligi nedeniyle peptitler ve proteinler i¢in ideal bir dedeksiyon teknigidir. Proteinler ve
peptitler i¢in MS, siirekli akish hizli atom bombardimani (FAB), elektrosprey iyonizasyonu
(ESI) ve TOF kiitle analizorii ile MALDI-MS gibi farkli dedeksiyon teknikleri ile son
zamanlarda on plana ¢ikmaktadir. Bu tic MS teknigi, peptidler ve proteinler gibi polar ve
ucucu olmayan bilesiklerin kiitle spektrometresi kaynagina giris problemini ¢ozmiistiir
(Issag, 2001).

1.8.3. On-line HPLC-Biyokimyasal Dedeksiyon Sistemleri (BCD)

Karmasik karisimlardan biyoaktif bilesiklerin taranmasi ve tanimlanmasi oldukca

zahmetli, maliyetli ve zaman alic1 siiregleri uygulamayi gerektirmektedir. On-line HPLC-
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biyokimyasal dedeksiyon sistemlerinde yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC),
on-line olarak kolon sonrasi testler ve paralel kimyasal analizlerle birlestirilmistir. Bu
sistemler, karmasik karisimlarda bulunan biyoaktif bilesikleri zahmetli saflastirma ve
sonrasindaki ayirma islemlerine gerek kalmadan taramak ve tanimlamak i¢in gelistirilmistir.
Bu sistemlerdeki standart prosediir, HPLC’ de karmasik karisimlarin ayrilmasi, kolon
sonrasi biyokimyasal analizler ve numune karisimlarinda bulunan her bir bilesik igin ayri
ayr aktivite tespiti seklinde uygulama bulmaktadir. Kromatografik ayrim ve takibindeki
kombine analiz yontemleri (HPLC-DAD, HPLC-MS, HPLC-NMR, vb.) sayesinde aktif
bilesiklerin tanimlanmas1 ve miktarinin belirlenmesi es zamanli olarak yapilabilmektedir.
On-line HPLC-biyokimyasal dedeksiyon sistemlerinin gelistirilmesinin, dogal {iriin
bazl ilag kesfi i¢in gili¢lii bir yontem saglamak amaciyla karisimlardaki bireysel aktif
bilesenlerin hizl1 bir sekilde profillenmesi ve tanimlanmasi adina oldukga faydali oldugu

kanitlanmistir (Shu-Yun vd., 2009).

1.8.3.1. On-line HPLC-BCD Sistemleri i¢in Kurulum Semalari

Biyokimyasal dedeksiyon yontemleri, biyokimyasal reaksiyonlar neticesinde biyoaktif
maddelerin tespiti olarak tanimlanabilir. Bu yontemler, ekstrakt veya karisimlarda bulunan
biyoaktif maddelerin uzun siiren ayirma ve izolasyon prosediirlerine gerek kalmadan hizli
bir sekilde tamimlanmasi i¢in kullanilir. Bitki ekstraktlarindaki biyoaktif maddeleri
tanimlamaya yonelik olarak enzim aktivitesi/afinite tespiti (EAD), reseptor afinite tespiti
(RAD), metabolit profilleme sistemleri ve antioksidan aktivite tayini dahil olmak {izere
afinite/aktiviteye dayali ¢esitli BCD yontemleri bulunmaktadir (Malherbe vd., 2012).

HPLC-BCD cihaz kurulumlari, belirli amaglara yonelik optimizasyona veya ilgili
aragtirma grubunun tercihine bagli olarak degisiklik gosterse de temel olarak benzer ¢alisma
prensibine sahiptirler (Sekil 5-8).

HPLC-BCD semalarmin bir¢ogu on-line antioksidan analizi i¢in kullanilan en basit
kurulumlardan olusur (Sekil 5). Bu kurulumda HPLC hareketli faz akisi boliinmez ve

reaksiyon tek bir sarmalda gerceklesir.
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Det 2

Chromatography

Sekil 5. HPLC-BCD sistemleri igin temel kurulum semasi1 (Malherbe vd., 2012).

Cogu EAD ve RAD analizlerine ek olarak bazi on-line antioksidan tayin yontemleri
de hareketli faz akisini bélmek i¢in akis ayiricilart kullanir. Akigin bir kismi1 BCD analizine
yonlendirilirken, diger kisim bilesik tanimlama i¢in kullanilan dedektorlere gonderilir. Bu
tiir analizler ayrica, substratin eklenmesinden once inkiibe edilmis bir sarmalda reseptorler
veya enzimler ile HPLC eluentinin 6n inkiibasyonunu ve ardindan ikinci bir reaksiyon
sarmalini igerebilir. EAD ve RAD yontemlerinde bagli ve bagli olmayan ligandlardan elde
edilen sinyal yogunlugunda belirgin bir farkin oldugu homojen kurulum semalar1 bulunur

(Sekil 6).

Chromatography

Sekil 6. EAD ve RAD yontemleri i¢in homojen kurulum semasi (Malherbe vd., 2012).

Ayrica, EAD ve RAD analizlerinde bagli ve bagli olmayan ligandlart ayirt etmek icin
bagka bir ayirma adiminin gerekli oldugu heterojen kurulum semalar1 da bulunmaktadir
(Sekil 7).
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Chromatography RAC

Make-up Det 2

Sekil 7. HPLC-BCD sistemleri i¢in heterojen kurulum semasi (Malherbe vd., 2012).

Metabolit goriintiileme analizlerinde, otomatik numune enjektorii ile HPLC gradiyent
pompast arasina bir metabolizma sisteminin yerlestirildigi bir kurulum kullanilir. BCD
sistemleriyle birlestirilebilen bu sistem, reaktiflerin eklenmesi icin ilave pompalar ve
reaksiyon sarmalindan olusur. Numune, enzim kaynagi ve kofaktorler ile reaksiyona
girdikten sonra ¢apraz akisl bir filtrasyon cihazi kullanilarak filtreden gegirilir. Reaksiyon
karisimi daha sonra HPLC ayrimindan Once bir kati fazli ekstraksiyon (SPE) kolonu
tizerinde tutulur (Sekil 8).

HPLC
gradient

X

Organic Agqueous
E Flow-splitter
V1= vz
(= — Det 1

((((((((((. SPE Chromatography

ASI Coil Filter BCD

Sekil 8. Metabolit goriintiileme yontemlerinde kullanilan kurulum semasi (Malherbe vd.,
2012).
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Farkli kurulum semalarma ragmen, yukarida belirtilen HPLC-BCD analizlerinin
herhangi birinin basarili bir sekilde gelistirilmesi igin gerekli olan bazi genel hususlar ve

gereksinimler bulunmaktadir (Malherbe vd., 2012).

1.8.3.2. Laboratuvarimizda Gelistirilen On-line HPLC Yontemleri

Calisma grubumuz tarafindan laboratuvarimizda gelistirilmis olan g¢esitli on-line
HPLC-BCD yontemleri bulunmaktadir. Gelistirilen yontemlerden bir tanesi olan on-line
HPLC-FRAP antioksidan aktivite tayin yonteminin bitki numunelerindeki bilesenlerin
miktar ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi adina olduk¢a uygun oldugu goériilmiistiir
(Arslan Burnaz vd., 2017). Gelistirilen bu yontemin yiiksek antioksidan cevap ve diisiik
guriiltii vermesi literatiirde var olan on-line DPPH ve ABTS yontemlerinden daha {istiin
oldugunu gostermistir. Antioksidan bilesiklerin ve aktivitelerinin eszamanli olarak
belirlenmesine imkan saglayan bu on-line HPLC antioksidan aktivite tayin yontemi Sekil 9’

da verilen kurulum semasi ile literatiire kazandirilmistir.
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Sekil 9. On-line HPLC-FRAP antioksidan aktivite tayin yontemine ait kurulum semasi
(Arslan-Burnaz vd., 2017).

Laboratuvarimizda gelistirilen yontemlerden bir digeri ise on-line HPLC indikator
tayin yontemi gelistirilmesi ve mor lahana ekstraktina uygulanmas: adli ¢alismadir. Bu

yontemle karisimlarda bulunan indikator 6zelligine sahip bilesenlerin tespit edilmesi
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amaglanmistir. On-line olarak HPLC sistemine kombine edilmis pompa ve dedektor
yardimuiyla, fenol kirmizis1 ve bromotimol mavisi indikatdrleri standart olarak kullanilarak
yontem gelistirilmis ve mor lahananin sulu ekstraktina uygulanmistir. Literatiire ilk defa
kazandirilan bu on-line HPLC-indikator tayin yontemi sayesinde mor lahana
kromatogramlarinin karsilastirilmast sonucu indikator olabilecek en az {i¢ bilesene sahip oldugu
gortilmistiir. Gelistirilen bu on-line HPLC yontemiyle birlikte dogal pH indikatdrlerinin ¢ok
daha kisa siirelerde tespit edilebilmesi saglanmistir (Dogan, 2015).

Laboratuvarimizda gelistirilen yontemlerden bir digerinde ise HPLC ile proteinlerin
ayrilmasinda dedeksiyon amacli yeni bir on-line yontem gelistirilerek gida ve ilag
analizlerinde uygulanmast amaglanmistir. Bu yontem  gelistirilitken UV-VIS
spektrofotometrik protein tayin yontemleri taranip, istiin validasyon Ozelliklerine sahip
olanlar HPLC sistemine uyarlanmistir. Sisteme ayrim sonrasi siringa pompa ile reaktif
gonderilerek kantitatif protein tayininin yapilabilecegi on-line HPLC-Bradford protein tayin
yontemi gelistirilmistir (Sekil 10). Protein ayriminin boyut dislama kolonu ile yapildig: bu
yontem, gida (jelatin proteini) ve biyofarmasoétik ilag (instilin, immiinglobulin G proteinleri)

numunelerine uygulanmistir (Eyupoglu, 2017).
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Sekil 10. HPLC ile proteinlerin ayrilmasinda deteksiyon amagh gelistirilen on-line
yonteme ait kurulum semasi (Eyupoglu, 2017).

Laboratuvarimizda gelistirilen yontemlerden bir digeri ise, yeni bir on-line HPLC-CA
inhibitdr belirleme yonteminin gelistirilmesi ve biyoaktif bitki ekstraktlarina uygulanmasi
adli calismadir. CA’ nin standart inhibitorleri olan siilfanilamid ve asetazolamid kullanilarak

on-line HPLC-DAD-CAI yontemi gelistirilmistir (Sekil 11). Bu yontemle birlikte
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konsantrasyonu bilinen bilesigin tek konsantrasyonda uygulanmasiyla 1Cso degerinin
belirlenebilecegi gdsterilmistir. Gelistirilen yontem, yiiksek aktiviteye sahip, ICso degeri 50
uM’ 1n altinda olan bilesiklerin tespitinde kullanilmistir (Alkan Tiirkugar, 2018).
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Sekil 11. Gelistirilen on-line HPLC-CA inhibitor belirleme yontemine (RP-HPLC-DAD-
UV) ait kurulum semasi (Alkan Tiirkugar, 2018).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Cihazlar ve Malzemeler

Yapilan ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve malzemeler KTU Fen Fakiiltesi Kimya

Bolimi Biyokimya Arastirma Laboratuvarlarindan temin edilmistir. Kullanilan cihaz, alet

ve malzemelerin satin alindiklar firmalara ait bilgiler Tablo 3’ te verilmistir.

Tablo 3. Calismalarda kullanilan cihazlar, malzemeler ve markalari

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Marka

Buzdolabi (4 °C) Argelik

Derin dondurucu (-18 °C) Vestel

Etiiv Binder ve Niive FN 120

Hassas Terazi Mettler Toledo MS204

Isiticili manyetik karistirict Heidolph/MR 3001 K Hei-standard
Mikropipet Gilson (10-100 pL) & (100-1000 uL)
Ogiitiicii (Blender) Waring Commercial Blender

pH metre InoLab pH/ION/Cond 750

Santrifiij Universal 320 R Hettich/Zentrifugen
Vorteks karistirict IKA® Vortex Genius 3

UV-VIS Spektrofotometre ATI Unicam UV2

Siringa Hsw Norm-Ject 2-Part (50 mL)
Siringa pompast Goldman syringe pump

PTFE (Poly Tetra Fluoro Ethylene) Tubing Supelco

Kolon Zorbax GF-450, 6 um, 9.4 x 250 mm

Agilent 1100 Series Degasser

Agilent 1100 Series Quad Pump Agilent
Agilent 1100 Series VWD Dedector
Agilent 1200 Series DAD Dedector

HPLC Sistemi
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Yapilan calismalarda kullanilan kimyasal maddelerin iiretici firmalar1 Tablo 4’ te

verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiretici firmalari

Kimyasal ad1

Uretici firma

Asetazolamid

Aseton

Asetonitril (HPLC grade)

Bovine Serum Albumin (BSA)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPOa)
Etanol

Fosforik Asit (H3PO4)

Hidroklorik Asit (HCI)

Metanol (HPLC grade)

Potasyum Kloriir (KCI)

Sigir Karbonik Anhidraz (BCA)
Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2POa)
Siilfanilamid

Siilfiirik Asit (H2SO4)

Tris (hidroksimetil)-aminometan

Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Emsure®, Merck
Merck
LiChrosolv®, Merck
Merck

Sigma

Merck
Sigma-Aldrich
Carlo Erba
Sigma

2.2. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yontemi Gelistirme Oncesi Yapilan

Calismalar

Yontem gelistirme oncesinde ¢ok sayida spektrofotometrik ve kromatografik ¢aligma

yapilarak, bu ¢alismalar HPLC sistemine uyarlanmistir.
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2.2.1. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yéntemi Gelistirme Oncesi Yapilan
Spektrofotometrik Denemeler

Yontem gelistirme 6ncesinde BCA enziminin esteraz aktivitesi ve BCA enziminin
esteraz aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi gésteren asetazolamid ve siilfanilamidin ICso

degerleri spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

2.2.1.1. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesinin Spektrofotometrik Olarak
Belirlenmesi

Yapilan spektrofotometrik ¢alismalarda kullanilan p-nitrofenil asetat (substrat)
cozeltisi, gilinliik taze olarak hazirlanmistir. Literatiir taramas1 sonucu substrat ¢ozeltisinin
yiiksek konsantrasyonlarda kararsiz oldugu ve ¢dziiniirliik problemleri nedeniyle kristal
olusumuna sebep oldugu belirlenmistir. Enzim {izerinde diisiik inhibisyon etkisi oldugundan
¢oziicii olarak aseton tercih edildigi ve daha ¢ok 3 mM konsantrasyonunda hazirlandigi tespit
edilmistir (Verpoorte vd., 1967).

Enzim ¢ozeltisinin tamponlanmasi Tris-SO4 tamponu ile saglanmustir. Esteraz aktivite
Olglimii lizerinden belirlenen enzim aktivitesi, 2 mL’ lik kiivetler kullanilarak
spektrofotometre cihazi yardimiyla belirlenmistir. Her bir reaksiyon iki paralel ¢alisilip 20
dk inkiibasyon sonrasi 348 nm’ de okunan absorbans ortalamalar1 {izerinden aktivite
belirlenmigtir. Aktivite tayini i¢in, reaksiyon karisimin1 olusturan ¢ozeltiler ve bu

¢ozeltilerin ortama katilim siralar1 Tablo 5° te oldugu gibi uygulanmustir.

Tablo 5. Esteraz aktivitesi tayini i¢in 2 mL’ lik kuvars kiivetlerde kullanilan ¢6zeltiler ve bu
cozeltilerin reaksiyon ortamina katilim siralari

Islem Siras1  Kullamilan Maddeler Kontrol (nL)  Numune (L)
1 Tris-SO4 tamponu (0,05 M; pH 7,4) 500 500

2 Enzim ¢ozeltisi - 150

3 Enzim ¢oziiciisii 150 -

4 Saf su 100 100

5 p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi (3 mM) 750 750

Toplam hacim 1500 1500
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2.2.1.2. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren
Asetazolamid ve Siilfanilamidin ICso Degerlerinin Belirlenmesi

Esteraz aktivite tayin yontemiyle CA’ nin standart inhibitorleri olan asetazolamid ve
stilfanilamidin BCA enzimi {zerindeki inhibisyon etkisi spektrofotometrik olarak
arastirilmistir. Her bir standart inhibitor igin Aktivite (%)-[l] grafikleri ¢izilip, bu
grafiklerden %50 inhibisyona karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari (ICsp)

hesaplanmuistir.

Tablo 6. BCA enziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibitdrlerin inhibisyon etkilerinin in
vitro olarak incelenmesinde kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlar

Numune Numune Kérii Kontrol Kontrol Korii

Kullanilan Maddeler

(nL) (nL) (nL) (nL)
Tris-SO4 (0,05 M; pH 7,4) 550 550 550 550
Enzim ¢6zeltisi 150 - 150 -
Saf su - 150 - 150
Inhibitdr ¢ozeltisi 50 50 - -
Inhibitdr ¢oziiciisii - - 50 50
p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi 750 750 750 750
Toplam hacim 1500 1500 1500 1500

Tablo 6’ da bulunan ¢ozeltiler belirtilen hacimlerde sirasiyla pipetlenerek reaksiyona
sokulmustur. Her bir reaksiyon iki paralel ¢alisilip, 4 dk inkiibasyon sonras1 348 nm’ de
okunan absorbans ortalamasi1 kullanilarak hesaplama yapilmistir. Asetazolamid ve
siilfanilamidin BCA enziminin esteraz aktivitesi tizerindeki % inhibisyonu hesaplanirken
kor ¢ikarilmis degerler kullanilmis olup asagidaki formiilden yararlanilmistir.

% Inhibisyon = (((KK-K) - (NK-N)) / (KK-K)) x 100
Numune = N
Numune Korti = NK
Kontrol = K
Kontrol Korii = KK
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Kullanilan Cozeltiler:

3 mM p-nitrofenil asetat (substrat): 27 mg p-nitrofenil asetat 1 mL aseton ile ¢oziiliip,

magnetik karistirici lizerinde yiiksek rpm’ de donen 49 mL saf suya yavas¢a damla damla
ilave edilerek hazirlanmistir.

0,05 M Tris-SO4 Tamponu (pH:7,4): 6,05 g tris (hidroksimetil)-aminometan 900 mL

saf suda ¢oziiliip, ¢ozeltinin pH’ s1 1 M H2SOy4 ile 7,4° e ayarlandiktan sonra toplam hacim
saf suile 1 L’ ye tamamlanmustir.

BCA enzim ¢ozeltisi (1 mg/mL): 1 mg BCA, 1 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

0,025 M Siilfanilamid ¢ozeltisi: 215 mg siilfanilamid 50 mL asetonitrilde ¢oziilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan stok siilfanilamid ¢ozeltisinden 10, 8, 6 ve 4 uM siilfanilamid
cozeltileri seri olarak stoktan seyreltilerek hazirlanmistir.

0,005 M Asetazolamid cozeltisi: 55 mg asetazolamid 50 mL asetonitrilde ¢oziilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan stok asetazolamid ¢o6zeltisinden 200, 100, 80 ve 40 nM

stilfanilamid ¢ozeltileri stoktan seyreltilerek hazirlanmistir.

2.2.2.0n-line HPLC-CA Enzim Tayin Yoéntemi Gelistirme Oncesi Yapilan
Kromatografik Denemeler

Yontem gelistirme 6ncesinde BCA enziminin esteraz aktivitesi ve BCA enziminin
esteraz aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gosteren siilfanilamidin ICsp degeri HPLC ile
akis enjeksiyon analizi (FIA) modunda belirlenmistir.

BCA enziminin, kromatografik ayrimi ve esteraz aktivitesinin tespiti, esteraz aktivitesi
tizerine dalga boyunun etkisi, esteraz aktivitesi gdstermeyen BSA proteininin ayrimi ve
esteraz aktivitesinin tespiti (kor deneme), dogal numunelerde (sigir karaciger ekstresi)
protein ayrimi ve esteraz aktivitesi tespiti ¢caligmalar1 kolon varliginda kromatografik olarak

yapilmistir.

2.2.21. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesinin HPLC ile FIA Modunda
Belirlenmesi

HPLC sisteminde, FIA modunda hareketli faz olarak pH’ s1 7,4 olan 0,05 M Tris-SO4
tamponu kullanilmistir. Kolonsuz HPLC sistemine siringa pompa ile substrat (3 mM p-

nitrofenil asetat) gonderilip enjeksiyon noktasindan BCA enzimi enjekte edilerek esteraz
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aktivitesi UV dedektor araciligr ile 348 nm dalga boyunda absorbans 6lgiilerek pik boyutu

tizerinden belirlenmistir.

2.2.2.2. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gésteren
Siilfanilamidin ICso Degerinin HPLC ile FIA Modunda Belirlenmesi

HPLC ile FIA modunda esteraz aktivite tayin metoduyla CA’ nin inhibitérlerinden
stlfanilamid i¢in 1Cso degerini belirleyebilmek adma farkli konsantrasyonlardaki
stilfanilamid ¢ozeltileri substrat (3 mM p-nitrofenil asetat) ¢ozeltisiyle belirli oranlarda
karistirilarak siringa pompa ile HPLC sistemine gonderilmistir. Ayrica inhibitdrsiiz substrat
¢ozeltisi de siringa pompa ile HPLC sistemine gonderilerilmistir. HPLC sisteminde hareketli
faz olarak Tris-SO4 tamponu kullanilip enjeksiyon noktasindan sisteme BCA enzimi enjekte
edilerek degisen inhibitér konsantrasyonlarina gore degisen aktivite pik boyutlarindan

stilfanilamid i¢in 1Csp degeri belirlenmistir.

2.2.2.3. BCA Enziminin Kromatografik Ayrimi ve Esteraz Aktivitesinin
Belirlenmesi

Esteraz aktivitisine sahip olan karbonik anhidraz enzimi substrat olarak kullanilan p-
nitrofenilasetat1 348 nm’ de absorbans veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolat’ a hidroliz
etmektedir. Karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesinden faydalanarak HPLC
sisteminde kromatografik ayrimi ve sonrasinda aktivite tespiti gergeklestirilmistir. Boyut
dislama kolonu ve 230 nm absorbans kaydi ile kromatografik ayrimi gerceklestirilen
karbonik anhidraz enziminin ayrim sonrast ikinci bir pompa ile sisteme substrat gonderilerek

348 nm dalga boyunda esteraz aktivitesi gosterip gostermedigi arastirilmastir.

2.2.2.4. BCA Enziminin Kromatografik Aktivite Tayininde Ol¢iim
Dalgaboyunun Arastirilmasi

BCA enziminin ayrimi, izokratik eliisyon modunda Tris-SO4 tamponundan olusan
hareketli faz ile boyut dislama kolonunda kromatografik olarak gerceklestirilmistir. Ayni
zamanda BCA enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina ayrim sonrasi siringa pompa

ile sisteme taze hazirlanmig substrat (3 mM p-nitrofenil asetat) gonderilmistir. Esteraz
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aktivitesinden sorumlu piklerin durumu Farkli dalga boylarinda (348 ve 400 nm)

degerlendirilmistir.

2.2.2.5. BSA Proteininin  Kromatografik Ayrim ve Esteraz Aktivitesinin
Belirlenmesi

BSA proteininin ayrimi, izokratik eliisyon modunda Tris-SO4 tamponundan olusan
hareketli faz ile 230 nm’ de absorbans takip edilerek kromatografik olarak
gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda BSA proteininin esteraz aktivitesini belirlemek adina
siringa pompa ile sisteme taze hazirlanmig substrat (3 MM p-nitrofenil asetat) gonderilmistir.
400 nm’ de BSA proteininin esteraz aktivitesinden sorumlu aktivite pikinin durumu

degerlendirilmistir.

2.2.2.6. Sigir Karaciger Ekstresinin Kromatografik Ayrimi ve Esteraz
Aktivitesinin Belirlenmesi

Sigir karaciger ekstresinin protein ayrimi, izokratik eliisyon modunda Tris-SO4
tamponundan olusan hareketli faz ile 230 nm’ de kromatografik olarak gerceklestirilmistir.
Ayni zamanda s18ir karaciger ekstresinin esteraz aktivitesini belirlemek adina siringa pompa
ile sisteme taze hazirlanmis substrat (3 MM p-nitrofenil asetat) gonderilmistir. 400 nm’ de
sigir karaciger ekstresinde ayrilan her bir proteinin esteraz aktivitesinden sorumlu oldugu
aktivite piklerinin durumu degerlendirilmistir.

Yontem gelistirme 6ncesinde yapilan spektrofotometrik ve kromatografik ¢alismalar,
kromatografik ayrim ve esteraz aktivitesi tespiti noktasinda boyut diglama (SEC) kolonu

bulunan kombine HPLC sistemine uyarlanarak yontem gelistirme ¢aligmalari yapilmustir.

2.3. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yoénteminin Gelistirilmesi
2.3.1. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yontemi Kosullar
HPLC-DAD-UV analizleri, Agilent (Waldbronn, Almanya) 1100 serisine ait pompa,

gaz giderici (degasser), ultra viyole dedektor (UV) ve 1200 serisine ait diyot serili dedektor

(DAD) sistemi kullanilarak yapilmigtir. Enstriiman Chem Station programi ile (Agilent)
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kontrol edilmigtir. Numune enjeksiyonu 25 pL hacim kapasiteli Hamilton siringa
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim analizlerde Zorbax GF-450 kolonu (6 um, 9.4 x 250
mm) kullanilmistir. HPLC sisteminde hareketli faz olarak konsantrasyonu 150 mM, pH’ s1
8,2 olan fosfat tamponu kullanilmistir ve akis izokratik programla uygulanmistir. Hareketli

faz ¢ozeltisi iki kez destillenmis deiyonize ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir.

2.3.2. On-line HPLC’ ye Adaptasyon Oncesi Spektrofotometrik Denemeler

BCA enziminin kromatografik kosullara adaptasyonunu saglayarak ayrimini ve
esteraz aktivitesini belirleyebilmek adina boyut diglama kolonuyla protein ayrimlarinda sik
kullanilan KCI” nin, tampon ¢ozelti segiminin ve pH’ nin esteraz aktivitesi tizerine etkileri

spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

2.3.2.1. KCI’ nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Spektrofotometrik Olarak
Belirlenmesi

Protein ayrimlar1 ve molekiiler agirlik analizleri i¢in HPLC ¢alismalarinda siklikla
kullanilan boyut dislama kolonlarinda (SEC) diisiik iyonik siddet (< 0,05 M) ayrim {izerinde
olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Bu olumsuz etkiler iyonik siddetin arttirilmasiyla ortadan
kaldirilabilmektedir. Bu amagla elektrostatik etkilesimleri en aza indirmek adina protein
ayrimlarinda kullanilan tampon ¢ozeltilere farkli konsantrasyonlarda (0,1-0,4 M) tuz
cozeltileri ilave edilmektedir. Fakat protein ayrimindan ziyade protein aktivitelerinin 6nemli
oldugu caligmalarda eklenen tuz ¢ozeltilerinin aktivite lizerine etkisinin olup olmadigi
arastirilmalidir.

Yapilan calismada, iyonik siddet sorununun ortadan kaldirilmasi adina tampon
cozeltilerde siklikla tercih edilen KCI’ nin esteraz aktivitesi lizerine etkisi aragtirilmistir.
Tablo 7° de bulunan ¢ozeltiler belirtilen hacimlerde pipetlenerek reaksiyona sokulmustur.
Her bir reaksiyon iki paralel ¢alisilip, ortalama absorbans degerleri kullanilarak hesaplama

yapilmustir.
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Tablo 7. Esteraz aktivitesi lizerine KCI inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesinde
kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlari

Kullanilan Maddeler Kontrol (ul.) Numune (pL)
Tris-SO4 tamponu (0,05 M; pH 8,3) ve

KCl ¢ozeltisi (0,40; 0,30; 0,20; 0,10 ve 0,05 M) iceren 750 750
Tris-SO4 tamponu (0,05 M; pH 8,3)

Enzim ¢dzeltisi (0,1 mg/mL) - 100

Saf su 100 -
p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi (3 mM) 450 450
Toplam hacim 1300 1300

2.3.2.2. Tampon Seciminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Spektrofotometrik Yontemle Degerlendirilmesi

Boyut diglama kolonlar1 (SEC), protein ayrimlari igin HPLC ¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Protein ayrimi icin literatiirde hareketli faz olarak cesitli tampon
sistemlerinin kullanildig1 goriilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu SEC kolonlar: ile
protein ayrimi igin daha ¢ok fosfat, Tris ve asetat tamponlarinin kullanildigi belirlenmistir.

Yapilan ¢alismada, fosfat, Tris ve asetat tamponlar1 kullanilmis, tampon se¢iminin
esteraz aktivitesi tizerine etkisi spektrofotometrik olarak arastirilmistir. Tablo 8” de bulunan
cozeltiler belirtilen hacimlerde pipetlenerek reaksiyona sokulmustur. Her bir reaksiyon iki

paralel calisilip, ortalama absorbans degerleri kullanilarak hesaplama yapilmistir.

Tablo 8. Tampon se¢iminin esteraz aktivitesi tizerindeki etkilerinin in vitro olarak
incelenmesinde kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlari

Kullanilan Maddeler Kontrol (uL.) Numune (nL)
Tris-SO4 tamponu (0,30; 0,20; 0,10 ve 0,05 M; pH 7,4)

Fosfat tamponu (0,30; 0,20; 0,10 ve 0,05 M; pH 7) 750 750
Asetat tamponu (0,30; 0,20; 0,10 ve 0,05 M; pH 5,5)

Enzim ¢dzeltisi (0,1 mg/mL) - 150

Saf su 150 -
p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi (3 mMM) 600 600

Toplam hacim 1500 1500
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2.3.2.3. pH’ min Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Spektrofotometrik Olarak
Belirlenmesi

Protein ayrimi adina kullanilmakta olan boyut dislama kolonlar1 (SEC) HPLC
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Yapilarinda negatif yiikler icermekte olan bu
kolonlarla protein ayrimi ¢alismalar1 yapilirken peptit yapilarinin pozitif yiiklii yan gruplari
ile istenmeyen elektrostatik etkilesimler olusabilmektedir. Bu etkilesimlerin ortadan
kaldirilmasi hem kolon performanst hem de biyolojik aktivitenin gozlenebilmesi adina
oldukga 6nemlidir. Biyomolekiillerin ayriminda, pH seviyesi 5-8,5 ve konsantrasyonu 0,1-
0,5 M araliginda olan tampon ¢o6zeltiler hareketli faz olarak tercih edilmektedir. Diisiikk pH
(< 4) ayrim lizerine olumsuz etki etmekte, pH’ nin arttirtlmasiyla bu olumsuz etki ortadan
kaldirilabilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda, pH degisiminin esteraz aktivitesi lizerine etkisi arastirilmistir.
Ortam pH’ s1, hem enzimatik reaksiyon sirasinda hem de enzimatik reaksiyon
tamamlandiktan sonra farklilastirilarak spektrofotometrik aktivite takibi yapilmistir.

Esteraz aktivitesi reaksiyonu, sabit pH’ I1 tamponda (Tris-SO4; 0,05 M; pH 7)
gerceklestirilip reaksiyon tamamlandiktan sonra ortam yiiksek konsantrasyona sahip farkl
pH’ lara sahip tamponlarla (Tris-SOs; 0,5 M; pH 5, 6, 7, 8, 9 ve 10) ayarlanarak 348 ve 400
nm’ de spektrofotometrik okuma yapilmigtir. Tablo 9’ da bulunan ¢ozeltiler verilen
hacimlerde pipetlenerek reaksiyon sonrasi pH degisiminin esteraz aktivitesi iizerindeki etkisi
arastirilmastir.

Esteraz aktivitesi reaksiyonu, farkli pH’ lara sahip tamponlarlda (Tris-SO4; 20 mM;
pH 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 ve 9) gergeklestirilip reaksiyon tamamlandiktan sonra ortam yiiksek
konsantrasyona sahip sabit pH’ 11 tamponla (Tris-SOs; 1 M; pH 8) ayarlanarak 348 ve 400
nm’ de spektrofotometrik okuma yapilmistir. Tablo 10’ da bulunan ¢ozeltiler verilen
hacimlerde pipetlenerek reaksiyon sirasinda pH degisiminin esteraz aktivitesi lizerindeki
etkileri arastirilmigtir. Her bir reaksiyon iki paralel ¢alisilip, ortalama absorbans degerleri

kullanilarak hesaplama yapilmistir.
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Tablo 9. Esteraz aktivitesi tizerine reaksiyon sonrasi pH degisim etkisinin in vitro olarak

incelenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Cozeltiler

Kontrol (nL) Numune (pL)

Reaksiyon Tamponu (Tris-SO4; 0,05 M; pH 7) 2500 2500
Enzim ¢ozeltisi - 100
Saf su 100 -
p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi 1500 1500
pH Ayarlama Tamponu 1500 1500
(Tris-SO4; 0,5 M; pH 5, 6, 7, 8, 9 ve 10)

Toplam hacim 5600 5600

Tablo 10. Esteraz aktivitesi iizerine reaksiyon sirast pH degisim etkisinin in vitro olarak

incelenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Cozeltiler

Kontrol (nL) Numune (nL)

Reaksiyon Tamponu

i 2500 2500
(Tris-SOs; 20 mM; pH 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 ve 9)
Enzim ¢6zeltisi - 100
Saf su 100 -
p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi 1500 1500
pH Ayarlama Tamponu (Tris-SO4; 1 M; pH 8) 1500 1500
Toplam hacim 5600 5600

2.3.3. On-line HPLC’ ye Adaptasyon Oncesi HPLC ile FIA Modunda Denemeler

Esteraz aktivite 6l¢iim yontemi, HPLC’ ye adapte edilmeden 6nce HPLC ile FIA

modunda BCA standart proteini kullanilarak kromatografik ayrim iizerine akis hizlarinin

etkisi arastirilmistir.

Yapilan ¢alismalardan elde edilen olumlu sonuglar, FIA modu ile ulasilan verilere on-

line HPLC sistemi ile de ulasmanin miimkiin oldugunu gdstermistir.
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2.3.3.1. HPLC Hareketli Faz Akis Hizimn Aktivite Olciimii Uzerine Etkisinin
HPLC ile FIA Modunda Belirlenmesi

FIA modunda esteraz aktivite 6l¢iimii iizerine HPLC hareketli faz akis hizinin etkisini
gorebilmek i¢in siringa pompanin akis hizi sabit tutulup, HPLC hareketli faz akis hiz1 belirli
oranlarda farklilagtirnlmistir. HPLC ile FIA modunda CA’ nin esteraz aktivitesinin
belirlenmesi adina BCA enzimi sisteme enjekte edilerek iki paralel olacak sekilde akis hizi

aktivite iligkisi aragtirilmistir.

2.3.3.2. Sirnga Pompa Akis Hizinin Aktivite Olciimii Uzerine Etkisinin HPLC
ile FIA Modunda Belirlenmesi

FIA modunda esteraz aktivite Gl¢iimii iizerine siringa pompa akis hizinin etkisini
gorebilmek icin HPLC hareketli faz akis hizi sabit tutulup, siringa pompa akis hizi belirli
oranlarda farklilagtirnlmistir. HPLC ile FIA modunda CA’ nin esteraz aktivitesinin
belirlenmesi adina BCA enzimi sisteme enjekte edilerek iki paralel olacak sekilde akis hizi

aktivite iligkisi arastirilmustir.

2.3.4. On-line HPLC Sistemi ile Kromatografik Denemeler

2.3.4.1. Tris ve Fosfat Tamponlarinin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkilerinin
Karsilastirilmasi

BCA enziminin ayrimi, izokratik eliisyon modunda Tris-SO4 veya fosfat tamponundan
olusan hareketli faz ile boyut dislama kolonunda kromatografik olarak gergeklestirilmistir.
Ayn1 zamanda BCA enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina siringa pompa ile
sisteme taze hazirlanmis substrat (3 mM p-nitrofenil asetat) géonderilmistir. Farkli tampon

sistemleri ile elde edilen esteraz aktivitesinden sorumlu piklerin karsilastirilmasi yapilmistir.
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2.3.4.2. Substrat Konsantrasyonunun Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi

BCA enziminin ayrimi, izokratik eliisyon modunda fosfat tamponundan olusan
hareketli faz ile boyut dislama kolonunda kromatografik olarak gerceklestirilmistir. Ayni
zamanda BCA enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina siringa pompa ile sisteme taze
hazirlanmis substrat (p-nitrofenil asetat) gonderilmistir. Farkli konsantrasyonlu substrat
cozeltileri hazirlanip siringa pompa ile sisteme gonderildigi zaman elde edilen esteraz

aktivitesinden sorumlu piklerin karsilastirilmasi yapilmistir.

2.3.4.3. KCI’ nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Kromatografik Sistemde
Belirlenmesi

Boyut dislama kolonlar1 (SEC) ile protein ayrimlari1 yapilirken pH seviyesi 5-8,5 ve
konsantrasyonu 0,1-0,5 M araliginda olan tampon ¢ozeltiler hareketli faz olarak olarak tercih
edilmektedir. Diisiik pH (< 4) ve diisiik iyonik siddeti (< 0,05 M) ayrim iizerine olumsuz etki
etmektedir. Bu olumsuz etkiler ancak tampon pH’ s1 ya da iyonik siddetinin arttirilmasiyla
ortadan kaldirilabilmektedir. Bu amagla elektrostatik etkilesimleri en aza indirmek igin
protein ayrimlarinda kullanilan tampon ¢6zeltilere farkli konsantrasyonlarda (0,1-0,4 M) tuz
c¢ozeltileri ilave edilmektedir. Fakat protein ayrimindan ziyade protein aktivitelerinin 6nemli
oldugu caligmalarda eklenen tuz ¢ozeltilerinin aktivite lizerine etkisinin olup olmadigi
arastirilmalidir.

BCA enziminin ayrimi, izokratik eliisyon modunda Tris-SO4 tamponundan olusan
hareketli faz ve ayni tampon sisteminin KCl i¢eren farkli bir kompozisyonu ile boyut dislama
kolonunda kromatografik olarak gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda BCA enziminin esteraz
aktivitesini belirlemek adina siringa pompa ile sisteme taze hazirlanmis substrat (3 mM p-
nitrofenil asetat) gonderilmistir. Tampon sistemi igerisinde KCI’ nin bulunma durumuna

gore elde edilen esteraz aktivitesinden sorumlu piklerin karsilastirilmasi yapilmistir.
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2.3.4.4. Akis Hiz1 ve Enzimatik Reaksiyonun Dedeksiyon Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi

HPLC sisteminde, akis hiz1 azaldigi zaman kolonda ayrilan numunelerin dedektor
onlinden gegcis siireleri artacagi i¢in dedeksiyon bakimindan pik alaninin da bu siireyle
orantili olarak artmasi beklenmektedir. Bu dogrultuda akis hizinin azalmasimin sadece
dedektoriin onlinde gegen siireyle orantili olarak mi, yoksa ayni zamanda artan bu siire
zarfinda meydana gelen reaksiyon artisi ile de orantili bir sekilde aktivite artisiyla ilgili
olarak m1 dedeksiyona etki ettigi arastirilmistir.

Dedeksiyonun sadece akis hiziyla orantili olarak ne kadar degistigini belirlemek adina
bozulmus substrat enjeksiyon noktasindan sisteme enjekte edilmistir. Hareketli faz olarak
pH’ s1 8,2 olan 0,1 M fosfat tamponu farkli akis hizlarinda (0,5-0,7-1 mL/dk) sisteme
gonderilmistir. Ayn1 zamanda siringa pompadan 0,3 mL/dk akis hizinda sisteme saf su
gonderilerek 400 nm dalga boyunda elde edilen kromotogramlarda bozulmus substratin
verdigi pik alanlar1 belirlenmistir.

Dedeksiyonun, akis hizinin yani sira ayn1 zamanda azalan akis hizi sonucu reaksiyon
ilerleyisi ile de degistigini belirlemek adina BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilmistir. Hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,1 M fosfat tamponu farkli akis
hizlarinda (0,5-0,7-1 mL/dk) sisteme gonderilmistir. Ayn1 zamanda siringa pompadan 0,3
mL/dk akig hizinda sisteme taze hazirlanmig substrat gonderilerek 400 nm’ de elde edilen
kromotogramlarda BCA enziminin verdigi aktivite pik alanlar1 belirlenmistir.

Farkli akis hizlarinda, enzim varliginda ve yoklugunda elde edilen piklerin alanlar

karsilastirilarak dedeksiyon iizerine akis hizinin etkisi belirlenmistir.

2.3.5. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yontemi

HPLC sisteminde yontem gelistirirken, hareketli fazin bilesimi ve oraninin ayirma
boyunca sabit kaldig1 izokratik elusyon kullanilmistir. Hareketli fazi olusturan farkli tampon
sistemleri, farkli hareketli faz akis hizlari, farkli siringa pompa akis hizlari, protein ayrimi
ve esteraz aktivitesi tespiti adina farkli dalga boylari denenerek yontemin gelistirilmesi
saglanmistir. Bu amagla FIA modunda yapilan tiim denemelerde elde edilen bilgilerden

faydalanilmistir.
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Sekil 12. Gelistirilen on-line HPLC-Karbonik anhidraz enzim tayin yontemi sistemi

[k defa gelistirilen bu on-line HPLC-CA enzim tayin ydnteminde, protein karisimlari
HPLC ile bilesenlerine ayrilip DAD dedektorii ile kromatogramlar: 210 nm dalga boyunda
belirlenmistir. Ayn1 zamanda sisteme birinci dedektor sonrasinda siringa pompa yardimiyla
substrat enjekte edilerek ayrilan proteinlerin esteraz aktivitesine sahip olup olmadiklar1 UV
dedektor araciligr ile 400 nm dalga boyunda takip edilmistir. UV dedektor ile 400 nm’ de
tespit edilen enzimin esteraz aktivite pikleri, asetazolamid ve siilfanilamid gibi spesifik CA
inhibitorleri ile muamele edilip enzimin karbonik anhidraz m1 yoksa bagka bir esteraz mi
oldugu tespit edilmistir.

Gelistirilen on-line HPLC-CA enzim tayin yontemine ait kurulum semasi Sekil 12 de
verilmistir.

Gelistirilen yontemle, belirli parametreler {izerinden kromatografik c¢aligmalar

uygulanarak optimizasson ¢aligmalar1 yapilmuistir.
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2.4. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yonteminin Optimizasyonu

Gelistirilen on-line HPLC-CA enzim tayin yontemi, akis hizlari, tampon ¢ozelti
se¢imi, tampon ¢ozelti konsantrasyonu, tampon ¢ozelti pH’ si1, reaksiyon sicakligi, tiibing
boyu ve substrat konsantrasyonu parametreleri tizerinden optimize edilmistir. Optimizasyon

calismalari esteraz aktivite kromatogramlari i¢in gelistirilmistir.

2.4.1. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine HPLC ve Siringa Pompa Akis
Hizlarimn Etkisi

On-line HPLC sisteminde sabit konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek, hareketli faz olarak belirlenen tampon ¢6zelti ile, sabit hareketli faz
konsantrasyonunda, sabit hareketli faz pH’ sinda, sabit sicaklikta, sabit substrat
konsantrasyonunda ve sabit tiibing boyunda siringa pompa ile farkli akis hizlarinda (0,1; 0,2;
0,3; 0,4 ve 0,5 mL/dK) sisteme gonderilen substrat ve HPLC pompa ile farkli akis hizlarinda
(0,5; 0,7 ve 1 mL/dK) sisteme gonderilen tampon ¢bzelti ile meydana gelen reaksiyon sonucu
BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlari ve pik yiikseklikleri
degerlendirilmis ve en yiiksek pik alanlarmin oldugu akis hizlart optimum olarak

belirlenmistir.

2.4.2. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Tampon Seciminin Etkisi

On-line HPLC sisteminde sabit konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek, sabit HPLC pompa akis hizinda, sabit siringa pompa akis hizinda,
sabit sicaklikta, sabit substrat konsantrasyonunda, sabit tiibing boyunda ve sabit pH’ ya sahip
farkli konsantrasyonlu (50, 100, 150 ve 200 mM) Tris-SO4 ve fosfat tamponlar1 ile meydana
gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlari
degerlendirilmis ve en yiiksek pik alanlarmin tespit edildigi tampon ¢dzelti optimum olarak

belirlenmistir.
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2.4.3. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Tampon Konsantrasyonunun
Etkisi

On-line HPLC sisteminde sabit konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek, sabit HPLC pompa akis hizinda, sabit siringa pompa akis hizinda,
sabit sicaklikta, sabit substrat konsantrasyonunda ve sabit tiibing boyunda pH’ s1 8,2 olan 4
farkli konsantrasyonda hazirlanan (50, 100, 150 ve 200 mM) fosfat tamponu ile meydana
gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlar
degerlendirilmis ve en yiiksek pik alanlarinin tespit edildigi tampon konsantrasyonu

optimum olarak belirlenmistir.

2.4.4. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine pH’> min EtKisi

On-line HPLC sisteminde sabit konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek, sabit HPLC pompa akis hizinda, sabit siringa pompa akis hizinda,
sabit sicaklikta, sabit substrat konsantrasyonunda, sabit tampon konsantrasyonunda ve sabit
tiibing boyunda farkli pH degerlerine (7; 7,4; 7,8 ve 8,2) sahip olan fosfat tamponu ile
meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlari
degerlendirilmis ve en yliksek pik alanlarmin tespit edildigi pH optimum olarak

belirlenmistir.

2.4.5. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Reaksiyon Sicakhigmn Etkisi

On-line HPLC sisteminde sabit konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek, sabit HPLC pompa akis hizinda, sabit siringa pompa akis hizinda,
sabit substrat konsantrasyonunda, sabit tampon konsantrasyonunda, sabit tiibing boyunda ve
sabit pH’ da farkli sicaklik degerlerinde (25, 30, 35, 40, 45, 50 °C) meydana gelen reaksiyon
sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlar1 degerlendirilmis ve en

yiiksek pik alanlariin tespit edildigi sicaklik optimum olarak belirlenmistir.



51

2.4.6. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Tiibing Boyunun EtKisi

On-line HPLC sisteminde sabit konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek, sabit HPLC pompa akis hizinda, sabit siringa pompa akis hizinda,
sabit sicaklikta, sabit substrat konsantrasyonunda, sabit tampon konsantrasyonunda ve sabit
pH’ da farkli uzunluklara (2; 2,5 ve 3 m) sahip tiibingler kullanilarak meydana gelen
reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlar1 degerlendirilmis
ve en yiiksek pik alanlarinin tespit edildigi tiibing boyu optimum olarak belirlenmistir. Bu

calismada ayn1 zamanda reaksiyon siiresi arastirilmistir.

2.4.7. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun
Etkisi

On-line HPLC sisteminde sabit konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek, sabit HPLC pompa akis hizinda, sabit siringa pompa akis hizinda,
sabit sicaklikta, sabit tampon konsantrasyonunda, sabit pH’ da ve sabit tiibing boyunda farkli
konsantrasyonlara (3, 4 ve 5 mM) sahip substrat (p-nitrofenil asetat) ¢ozeltileri kullanilarak
meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlari
degerlendirilmis ve en yiiksek pik alanlarinin tespit edildigi substrat konsantrasyonu

optimum olarak belirlenmistir.

2.5. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yoénteminin Validasyonu

Optimize edilmis on-line HPLC-CA enzim tayin yontemi, Uluslararasi Uyumluluk
Konferans1 (International Conference on Harmonization, ICH)’ na gore dogrusallik,
dogrusal aralik, tespit (LOD) sinir1, tayin (LOQ) sinir1, kesinlik ve saglamlik parametreleri
tizerinden valide edilmistir (ICH, 1995). Optimize edilmis yontemde, hareketli faz olarak
0,15 M fosfat tamponu (pH 8,2), 0,5 mL/dk HPLC pompa hareketli faz akis hizi, 0,3 mL/dk
siriga pompa akis hizi, 25 °C sicaklik, 5 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonu ve
3 m tiibing boyu kullanilmistir. Validasyon ¢alismalari ikinci dedektorde elde edilen 400 nm

verileri kullanilarak aktivite agisindan gergeklestirilmistir.
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2.5.1. Dogrusallik

Dogrusallik, belirli bir derisim araligi smirlar1 igerisinde numunedeki analitin
konsantrasyonu ile dogru orantili olan test sonuglari elde etme yetenegi olarak ifade
edilmektedir. Dogrusallik, analit konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak bir sinyal
grafiginin gorsel olarak incelenmesiyle degerlendirilmistir. Dogrusallig1 belirlemek adina
farkli BCA konsantrasyonuna (0,2; 0,4; 0,6; 0,8, 1, 2, 4, 5, 6, 8 ve 10 mg/mL) sahip genis
bir aralikta ¢alisilmistir. Grafik iizerinden korelasyon katsayisi (r?), y ekseni kesme noktasi

ve regresyon ¢izgisinin egimi belirlenmistir.

2.5.2. Dogrusal Arahk

Dogrusal aralik, yontemin kanitlanmis dogrusallik, dogruluk ve hassasiyet seviyesine
sahip oldugu iist ve alt konsantrasyonlari da kapsayan araliktir. Bu aralikta elde edilen
sonuglar kabul edilebilir bir belirsizlik vermektedir. Dogrusal aralik dogrusalligin
bellirlenmesi adina olusturulan kalibrasyon grafigi {izerinden ara konsantrasyon degerleri de
caligilarak belirlenmistir. Grafik iizerinden korelasyon katsayisi (r%), y ekseni kesme noktasi

ve regresyon ¢izgisinin egimi belirlenmistir.

2.5.3. Tespit (LOD) Simir

Tespit sinir1 (LOD, Limit of Detection), miktar1 kesin bir deger olarak verilmeksizin
bir numunedeki tespit edilebilen en diisiik analit miktaridir. LOD' u belirlemek igin yanit ve
egim yaklagimlarinin standart sapmasi ve sinyal/giiriiltii oranlar1 gibi ¢esitli yaklagimlar
bulunmaktadir. Bu g¢alismada, LOD' un belirlenmesi i¢in sinyal/giiriiltic (3:1) orani
kullanilmistir. Sinyal/giiriiltii oraninin belirlenmesi, analitin diisiik konsantrasyonlu oldugu
bilinen numunelerden alinan 6l¢lim sinyallerinin bos numunelerle karsilastirilmasi ve
analitin glivenilir bir sekilde tayin edilebilecegi minimum konsantrasyonun olusturulmasiyla
gercgeklestirilir. Yapilan calismada 6rnek koriiniin (igerisinde analit bulunmayan matriks) 2
bagimsiz 6l¢iimiiniin vermis oldugu giiriiltiilerin ortalamasi hesaplanmigtir. Giiriiltii degeri

3 ile carpilarak LOD’ un sayisal degeri belirlenmistir. Ayrica analitin diisiik konsantrasyonlu
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(0,2 mg/mL) ¢ozeltisi hazirlanarak yapilan 10 bagimsiz Ol¢iimiiniin standart sapmasi

hesaplanmistir. Standart sapma degeri 3 ile ¢arpilarak LOD’ un sayisal degeri belirlenmistir.

2.5.4. Tayin (LOQ) Sinir1

Tayin smirt (LOQ, Limit of Quantification), uygun kesinlik ve dogrulukla bir
numunede kantitatif olarak belirlenebilen en diisiik analit miktaridir. LOQ' u belirlemek i¢in
yanit ve e8im yaklagimlarinin standart sapmasi ve sinyal/giiriiltii oranlar1 gibi ¢esitli
yaklagimlar bulunmaktadir. Bu ¢alismada, LOQ' un belirlenmesi igin sinyal/giiriiltii (10:1)
oran1 kullanilmistir. Sinyal/giiriiltii oraninin belirlenmesi, analitin diisiik konsantrasyonlu
oldugu bilinen numunelerden alinan 6l¢iim sinyallerinin bos numunelerle karsilagtiriimasi
ve analitin gilivenilir bir sekilde tayin edilebilecegi minimum konsantrasyonun
olusturulmasiyla gerceklestirilir. Yapilan calismada o6rnek koriiniin (icerisinde analit
bulunmayan matriks) 2 bagimsiz olgiimiiniin vermis oldugu giiriiltiilerin ortalamasi
hesaplanmistir. Giiriiltii degeri 10 ile ¢arpilarak LOQ’ un sayisal degeri belirlenmistir.
Ayrica analitin diisiik konsantrasyonlu (0,2 mg/mL) ¢ozeltisi hazirlanarak yapilan 10
bagimsiz Ol¢iimiiniin standart sapmasi hesaplanmistir. Standart sapma degeri 10 ile

carpilarak LOQ’ un sayisal degeri belirlenmistir.

2.5.5. Kesinlik

Kesinlik, herhangi bir analitik yontem ile tekrarlanan Ol¢limlerin birbirine olan
yakinligin1 ifade etmektedir. Yontemin kesinligi, ICH kilavuzu Q2 (RI1)' e gore
tekrarlanabilirlik (glin i¢i kesinlik) ve ara kesinlik (giinler arasi kesinlik) acisindan
degerlendirilmistir. Giin i¢1 ve giinler aras1 kesinlik diisiik ve yliksek olmak tizere iki farkli
konsantrasyon (sirastyla 0,2 ve 4 mg/mL) ile degerlendirilmistir. Her konsantrasyon,
tekrarlanabilirlik i¢in ayni giin alt1 tekrarda analiz edilmistir. Giinler arasi kesinlik i¢in ise
birbirini takip eden iki giin boyunca her bir konsantrasyonun alti tekrar1 yapilmistir. Giin igi
ve glinler arast kesinliklerin standart sapmasi ve % bagil standart sapmasi (% RSD)

hesaplanmustir.
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2.5.6. Saglamhk

Saglamlik, calisilan parametreler {izerinde kasitli olarak yapilan kiiglik
degisikliklerden etkilenmeme kapasitesinin bir Ol¢iisidiir. Ayrica normal kullanim
sartlarinda yontemin giivenilirligini de gostermektedir. Analitik kosullarin degistirilmesine
duyarl olacak sekilde akis hizi, reaksiyon sicakligi, hareketli fazin pH’ s1 ve hareketli fazin
konsantrasyonu parametreleri tizerinde kiiciik degisiklikler yapilmistir. Akis hiz1 0,48 ve
0,52 mL/dk, reaksiyon sicakligi 24,5 ve 25,5 °C, hareketli fazin pH’ s1 8,15 ve 8,25 ve
hareketli fazin konsantrasyonu 0,14 ve 0,16 M olmak iizere iki farkli degerde iki paralel
olacak sekilde calisilmistir. Yapilan kiigcliik degisikliklerin optimum degerlerde yapilan

analiz sonuglari tizerindeki etkileri tizerinden yontemin saglamligi degerlendirilmistir.

2.6. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yonteminin Protein Karisimlari ve Dogal
Numunelere Uygulanmasi

Optimizasyonu ve validasyonu yapilan on-line HPLC-CA enzim tayin ydntemi,
protein igerigi bilinen standart protein karigimlari ve protein igerigi bilinmeyen bitki ve

hayvan dokulari iizerinde uygulanmig ve sonuglar kayit altina alinmstir.

2.6.1. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine inhibisyon Etkisi Gosteren
Siilfanilamidin ICso Degerinin On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yontemi
ile Belirlenmesi

Esteraz aktivite tayin yontemiyle CA’ nin standart inhibitorii olan stilfanilamidin BCA
enzimi TUzerindeki inhibisyon etkisi on-line HPLC-CA enzim tayin yontemi ile
kromatografik sistemde belirlenmistir. Siilfanilamid i¢in Aktivite (%)-[1] grafigi ¢izilip, bu

grafiklerden %50 inhibisyona karsilik gelen inhibit6r konsantrasyonu (ICso) hesaplanmustir.
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Tablo 11. BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerine Siilfanilamid inhibisyon etkisinin
kromatografik olarak incelenmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve akis hizlart

HPLC Pompa Siringa Pompa

HPLC Sisteminde Kullanilan Cozeltiler Akis Hiza Akis Hiza
(mL/dk) (mL/dk)
Fosfat tamponu (Hareketli faz: 0,15 M; pH 8,2) 0,5 }
Enzim ¢zeltisi (2 mg/mL, 20 uL) 0,5 -
Inhibitér (siilfanilamid: 18,75; 9,37; 6; 3 ve 1 uM) - 0,3
p-nitrofenil asetat (5 mM) - 0,3

Tablo 11’ de bulunan ¢ozeltiler belirtilen konsantrasyon ve akis hizlarinda HPLC
pompa ve siringa pompa yardimiyla HPLC sistemine gonderilmistir. Ayrica, 2 mg/mL
konsantrasyonlu 20 puLL. BCA enzim ¢o6zeltisi enjeksiyon iinitesinden sisteme enjekte
edilmistir. Protein ayrimi takibi 210 nm dalga boyunda gergeklestirilip esteraz aktivitesi 400
nm dalga boyunda tespit edilmistir. Substrat, inhibitorsiiz ve farkli son konsantrasyonlarda
(18,75; 9,37; 6; 3 ve 1 uM) inhibitor igerecek sekilde sisteme gonderilerek aktiviteden
sorumlu pik alanlar1 belirlenmistir. Pik alanina kars: siilfanilamid konsantrasyonu grafigi
tizerinden BCA enziminin %50 inhibisyonuna sebep olan siilfanilamid konsantrasyonu
belirlenmistir. Her bir ¢alisma iki paralel ¢alisilip, ortalama pik alani kullanilarak hesaplama

yapilmistir.

2.6.2. Protein Igerigi Bilinen Standart Protein Karisimlarmn On-line HPLC-
CA Enzim Tayin Yontemine Uygulanmasi

Esteraz aktivitesine sahip BCA ve Esteraz X enzimleri belirli konsantrasyon ve
hacimlerde karistirilarak protein igerigi bilinen standart bir protein karigimi olusturulmustur.
Bu standart protein karisimi valide edilmis on-line HPLC-CA enzim tayin yOntemine
optimum ¢alisma sartlarinda uygulanmistir. Esteraz aktiviteleri 400 nm dalga boyundaki pik
alanlar1 lizerinden tespit edilen proteinler, CA’ nin standart inhibitorii olan siilfanilamid
cozeltisi ile reaksiyona sokulmustur. Bu reaksiyon sonucunda pik alani azalan veya tamamen

yok olan proteinler takip edilerek CA tayini yapilmstir.
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2.6.3. Protein Icerigi Bilinmeyen Bitki ve Hayvan Dokularinin On-line HPLC-CA
Enzim Tayin Yontemine Uygulanmasi

Bitki ve hayvan dokularinin se¢imi yapilirken daha 6nce uygulanmis olan benzer
literatiir ¢calismalar1 dikkate alinmistir. Deneylerde kullanilan bitkiler (1spanak, brokoli ve
kereviz) manavdan, hayvan dokusu (sigir karacigeri) ise kasaptan temin edilmistir. Taze

olarak calisilan dokulara ait ekstraksiyon basamaklari sekildeki gibidir (Sekil 13).

Doku 6rnegi blender ile pargalandi

50 mM, pH’ s1 7,4 Tris-SO, ile homojenize edildi

$

7000 rpm de 40 dk santrifiij yapildi

4

Siipernatant alind1

4

0,2 uM siringa filtreden gegirildi

Sekil 13. Bitki ve hayvan dokularinin ekstraksiyon agamalari

Taze olarak hazirlanan protein igerigi bilinmeyen bitki ve hayvan doku ekstraktlar
valide edilmis on-line HPLC-CA enzim tayin yontemine optimum c¢alisma sartlarinda
uygulanmistir. Her bir ekstraktin protein ayrimi takibi 210 nm dalga boyunda
gerceklestirilip, esteraz aktiviteleri 400 nm dalga boyunda belirlenmistir. Esteraz aktiviteleri
pik alanlari lizerinden tespit edilen proteinler, CA’ nin standart inhibitorii olan siilfanilamid
¢ozeltisi ile reaksiyona sokulmustur. Bu amagcla inhibitor substrat ¢ozeltisine eklenmistir. Bu
reaksiyon sonucunda pik alani azalan veya tamamen yok olan proteinler takip edilerek CA

tayini yapilmistir.

2.6.4. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yoénteminin Pik Alanlar1 Uzerinden
Verilen Esteraz Aktivite Degerlerinin Enzim Unitesine Déniistiiriilmesi

Enzim iinitesi, 25 °C de, bir dakikada, optimal kosullar altinda 1 mikromol substrati
lirline dontistiiren enzim miktaridir. Enzim iinitesinin tanimindan yola ¢ikarak optimum

sartlar altinda bir dakikada triin olusumu spektrofotometrik olarak absorbans degisimi
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tizerinden takip edilmistir. Ayni sartlar altinda ayni ¢alisma kolon kullanilmadan FIA
modunda HPLC sistemine uygulanmig ve dakikadaki iiriin olusumu, pik alanlari iizerinden
takip edilmistir. Olusan p-nitrofenol derisimi, Beer-Lambert yasasi iizerinden molar
absorptivite degeri kullanilarak spektrofotometrik olarak hesaplanarak enzim {initesine
doniistiiriilmiistiir. Hesaplanan spektrofotometrik enzim iinitesi miktarina karsilik gelen
kromatografik pik alani belirlenmistir. Esteraz aktivitesine karsilik gelen pik alanlari, 1
enzim tnitesine karsilik gelen pik alanina boliinerek sonuglar enzim tinitesi seklinde ifade

edilmistir. Biitlin ¢alismalar {i¢ paralel olacak sekilde yapilmustir.



3. BULGULAR

3.1. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yontem Gelistirme Oncesi Yapilan
Cahismalar

3.1.1. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gésteren
Asetazolamid ve Siilfanilamidin ICso Degerlerinin Belirlenmesi

Esteraz aktivite tayin yontemiyle CA’ nin standart inhibitorleri olan asetazolamid ve
stilfanilamidin BCA enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi arastirildi. Her bir standart inhibitor
icin Aktivite (%)-[I] grafikleri c¢izilip, bu grafiklerden %50 inhibisyona karsilik gelen
inhibitor konsantrasyonlari (ICso) hesaplandi. Siilfanilamid igin ICso degeri 7,83 pM olarak
bulunurken asetazolamid i¢in bu deger 95,48 nM olarak tespit edildi (Sekil 14-15).

80
70 R*=0,996
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9% Aktivite
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Siilfanilamid (uM)

Sekil 14. BCA enziminin esteraz aktivite metodu ile galisilan 4 farkli stilfanilamid
konsantrasyonu ile ICsp degerinin bulunmasi igin g¢izilen % Aktivite-
[Siilfanilamid] grafigi
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Sekil 15. BCA enziminin esteraz aktivite metodu ile c¢alisilan 4 farkli asetazolamid
konsantrasyonu ile I1Cso degerinin bulunmasi igin g¢izilen % Aktivite-
[Asetazolamid] grafigi

3.1.2. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesinin HPLC ile FIA Modunda Belirlenmesi

HPLC ile FIA modunda BCA enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina farkli
konsantrasyonlarda (2,0; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 ve 0,1 mg/mL) BCA enzimi hazirlanarak on
dakika araliklarla HPLC sistemine enjekte edildi. Konsantrasyon artigi ile dogru orantili
olarak pik boyutunun da arttig1 tespit edildi (Sekil 16). Yapilan ¢alismanin sonuglari, HPLC
sisteminde FIA modunda BCA enziminin esteraz aktivitesinin tespitinin yapilabilecegini

gosterdi.
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Sekil 16. Farkli konsantrasyonlardaki (2,0; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 ve 0,1 mg/mL) BCA
enziminin HPLC ile FIA modunda 348 nm dalga boyunda verdigi kromatogram

3.1.3. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gosteren
Siilfanilamidin ICso Degerinin HPLC ile FIA Modunda Belirlenmesi

HPLC ile FIA modunda esteraz aktivite tayin metoduyla CA’ nin inhibit6rlerinden
stilfanilamid i¢in ICso degerini belirleyebilmek adina 1 mL hacimli farkli
konsantrasyonlardaki (600, 450, 300, 240, 180, 120 ve 60 uM) siilfanilamid ¢ozeltileri 14
mL substrat (3 mM p-nitrofenil asetat) ¢ozeltisiyle karistirilarak siringa pompa ile HPLC
sistemine gonderildi. Ayrica inhibitdrsiiz substrat ¢ozeltisi de siringa pompa ile HPLC
sistemine gonderildi. HPLC pompa ve siringa pompa akis hizlar1 0,2 mL/dk olarak ayarlandi.
Enzimatik reaksiyonun gergeklestigi tiibingin boyu 3 m olarak ayarlandi. HPLC sisteminde
hareketli faz olarak pH’ s1 7,4 olan 0,05 M Tris-SO4 tamponu kullanilip enjeksiyon
noktasindan sisteme 1 mg/mL BCA enzimi enjekte edildi. Her bir analiz {i¢ paralel olacak
sekilde yapildi. Siilfanilamid ¢ozeltilerinin tiim konsantrasyonlari i¢in aktiviteden sorumlu
pik alanlar1 hesaplanarak siilfanilamid igin ICso degeri belirlendi. Inhibitdrsiiz substrat
kullanilarak elde edilen ii¢ paralel aktivite piki tespit edildi (Sekil 17). Inhibitdrsiiz substrat
ve farkli konsantrasyonlarda (600, 450, 300, 240, 180, 120 ve 60 uM) siilfanilamid
cozeltileri igeren substrat ¢ozeltilerine ait aktivite pikleri tespit edildi (Sekil 18). Inhibitér
konsantrasyonu arttikga aktiviteden sorumlu piklerin kiigiildiigii gortildi. HPLC ile FIA

modunda esteraz aktivite tayin metoduyla CA’ nin inhibitorlerinden siilfanilamid icin
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inhibitdr konsantrasyonuna karsi pik alani1 grafiginden faydalanilarak ICso degeri 4,21 uM
olarak belirlendi (Sekil 19).

12007
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Sekil 17. 1 mg/mL BCA enziminin inhibitorsiiz substrat ¢ozeltisi ile reaksiyonu sonucu
348 nm dalga boyunda elde edilen ii¢ paralel aktivite pikini gdsteren
kromatogram

mAU
6007 )
. Inhibitérsiiz substrat ¢ozeltisi
500" . 2 uM inhibitor igeren substrat ¢ozeltisi
B uM inhibitér igeren substrat ¢ozeltisi
4007 . 6 uM inhibitdr iceren substrat ¢ozeltisi
. 8 uM inhibitdr igeren substrat ¢ozeltisi
3001 B 10 uM inhibitor igeren substrat gozeltisi
15 pM inhibitdr iceren substrat ¢ozeltisi
2007 . 20 uM inhibitdr igeren substrat ¢ozeltisi
1007
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Sekil 18. 1 mg/mL BCA enziminin inhibitorsiiz ve farkli son konsantrasyonlarda (2, 4, 6,
8, 10, 15 ve 20 uM siilfanilamid) inhibitor igeren substrat ¢ozeltisiyle reaksyonu
sonucu 348 nm dalga boyunda elde edilen aktivite pikleri
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Sekil 19. HPLC ile FIA modunda 348 nm dalga boyunda esteraz aktivite tayin metoduyla
CA’ nin inhibitorlerinden siilfanilamid i¢in 1Csp degerinin bulunmasi adina ¢izilen
% Aktivite-[Siilfanilamid] grafigi

3.1.4. BCA Enziminin Kromatografik Ayrini ve Esteraz  Aktivitesinin
Belirlenmesi

BCA enziminin kromatografik ayrimi ve esteraz aktivitesinin belirlenmesi adina, 5
mg/mL BCA enziminin akis hizt 0,7 mL/dk ve pH’ s1 8,25 olan 0,05 M Tris-SO4
tamponundan olusan hareketli faz ile 230 nm de ayrimi1 gergeklestirildi. Karbonik anhidraz
enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina ise ikinci bir pompadan sisteme 0,3 mL/dk
akis hiz1 ile taze hazirlanmis substrat gonderildi ve 348 nm de aktivite piki tespit edildi.
Aktivite pikinin karbonik anhidraz enzimine ait oldugunu ispat etmek adina ayrica ikinci
pompadan sisteme saf su ve ICso konsantrasyonunda (8 uM) olacak sekilde ayarli inhibit6r
(stilfanilamid) igeren substrat ¢ozeltileri ayr1 ayr1 génderildi. Saf su gonderildiginde higbir
aktivite gorlinmezken, substrat igerisinde inhibitér bulunan ¢ozelti gonderildigi zaman
aktivitenin azaldig1 tespit edildi (Sekil 20). Bdylelikle yapilan calismalarla yontem
gelistirme noktasinda karbonik anhidrazin ayriminin ve aktivitesinin tespiti noktasinda

O6nemli bir bagartya ulasildi.
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Sekil 20. Karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina ikinci bir
pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile gonderilen substrat, saf su ve
inhibitor igeren substrat ¢ozeltilerinin 348 nm dalga boyunda verdigi aktivite

piklerine ait kromatogramlar

5 mg/mL BCA enziminin kromatografik ayrimi, akis hiz1 0,7 mL/dk ve pH’ s1 8,3 olan
0,1 M Tris-SO4 tamponundan olugan hareketli faz ile 230 nm’ de gergeklestirildi. BCA
enziminin esteraz aktivitesini belirleyebilmek adina ise ikinci bir pompadan sisteme 0,3

mL/dk akis hiz1 ile taze hazirlanmis substrat (3 mM p-nitrofenil asetat) gonderildi ve 400

nm’ de aktivite piki tespit edildi (Sekil 21).
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Sekil 21. 5 mg/mL BCA enziminin 230 nm dalga boyundaki kromatografik ayrimi ve
400 nm dalga boyunda esteraz aktivite piki
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3.1.5. BCA Enziminin Kromatografik Aktivite Tayininde Ol¢iim Dalgaboyunun
Arastirilmasi

5 mg/mL konsantrasyonlu BCA enziminin ayrimi, akis hiz1 0,5 mL/dk ve pH’ s1 8,3
olan 0,05 M Tris-SOs tamponundan olusan hareketli faz ile kromatografik olarak
gerceklestirildi. BCA enziminin esteraz aktivitesini belirleyebilmek adina ikinci bir
pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile taze hazirlanmig substrat ¢ozeltisi (3 mM p-
nitrofenil asetat) gonderilerek 348 ve 400 nm dalga boylarinda aktivite pikleri arandi (Sekil
22). Esteraz aktivitesine ait sinyalin 400 nm dalga boyunda en az iki kat daha fazla oldugu

tespit edildi.

0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 22. 5 mg/mL konsantrasyonlu BCA enziminin farkli dalga boylarinda (348 ve 400
nm) verdigi esteraz aktivite pikleri

3.1.6. BSA Proteininin Kromatografik Ayrimi ve Esteraz Aktivitesinin
Belirlenmesi

On-line HPLC sisteminde, 5 mg/mL BSA proteininin kromatografik ayrimi, akis hizi
0,7 mL/dk ve pH’ s18,2 olan 0,1 M Fosfat tamponundan olusan hareketli faz ile 230 nm’ de
gerceklestirildi. BSA proteininin esteraz aktivitesini belirleyebilmek adina ise ikinci bir
pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile taze hazirlanmis substrat gonderildi ve 400 nm de
aktivite piki arandi (Sekil 23). BSA proteininin yok denecek kadar az miktarda esteraz

aktivitesine sahip oldugu tespit edildi.
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Sekil 23. 5 mg/mL BSA proteininin 230 nm dalga boyundaki kromatografik ayrimi ve 400
nm dalga boyundaki esteraz aktivite kromatogrami

3.1.7. Sigir Karaciger Ekstresinin Kromatografik Ayrimi ve Esteraz Aktivitesinin
Belirlenmesi

Sigir karaciger ekstresinin HPLC’ de ayrimi, akis hiz1 0,7 mL/dk ve pH’ s1 8,3 olan
0,1 M Tris-SO4 tamponundan olusan hareketli faz sistemi ile 230 nm’ de gergeklestirildi.
Sigir karaciger ekstresinin esteraz aktivitesini belirleyebilmek adina ise ikinci pompadan
sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile taze hazirlanmis substrat (3 mM p-nitrofenil asetat)
gonderildi ve 400 nm de aktivite piki arand1 (Sekil 24). Sigir karaciger ekstresinden protein

ayriminin gerceklestigi ve ayrimi yapilan bazi proteinlerin esteraz aktivitesine sahip oldugu

tespit edildi.



66

mAU!
3507

3007
2507
200]

1507

4 1 \\_ -
501 K ST T e~ - 400 nm
1 _ == 230 nm

0]
i i T i i i i i i T i i T i i " " 1
10 20 30 40 min

Sekil 24. Sigir karaciger ekstresinin 230 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi ve 400
nm dalga boyunda esteraz aktivite tespiti

3.2. Gelistirilen On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yontemi

3.2.1. KCI’ nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Spektrofotometrik Olarak
Belirlenmesi

Iyonik siddetin etkisinin ortadan kaldirilmas: adina HPLC ¢alismalarinda kullanilan
tampon ¢ozeltilerde siklikla tercih edilen KCI” nin esteraz aktivitesi lizerine etkisi aragtirildi.
pH’ s18,3 olan 0,05 M Tris-SO4 tamponu ve ayni tamponun farkli konsantrasyonlarda (0,40;

0,30; 0,20; 0,10 ve 0,05 M) KCl igeren ¢6zeltileri hazirlanarak 348 nm dalga boyunda esteraz

aktiviteleri ¢alisildi. KCl  yoklugunda aktivite %100 kabul edilerek farkli

konsantrasyonlardaki KCI’ nin esteraz aktivitesi tizerindeki inhibisyon yiizdesi tespit edildi.

KCI konsantrasyonu 0,4 M olunca esteraz aktivitesinde %15’ lik bir aktivite kayb1 oldugu

tespit edildi (Sekil 25).
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Sekil 25. Esteraz aktivite metodu ile galisilan 5 farkli KCl konsantrasyonunda (0,40; 0,30;
0,20; 0,10 ve 0,05 M) % Aktivite grafigi

pH’ s1 7,4 olan 0,05 ve 0,1 M Tris-SO4 ve fosfat tamponlar1 ve bu tamponlarin 0,2 M
KCl i¢eren kompozisyonlari hazirlandi. 0,1 mg/mL BCA enzimi ve 3 mM p-nitrofenilasetat
¢ozeltisi kullanilarak 400 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak esteraz aktivite tayini
yapildi. En yiiksek esteraz aktivitesi 0,1 M Tris-SO4 ve fosfat tamponlar1 kullanildig1 zaman
elde edildi (Sekil 26). Reaksiyon ortaminda bulunan 0,2 M KCI’ nin her iki tampon i¢in de
esteraz aktivitesini baskiladigi tespit edildi. pH 7,4 oldugu zaman aktivite kaybinin %45
seviyelerine kadar ¢iktig1, pH 8,2 oldugu zaman ise aktivite kaybinin %15 seviyelerinde
kaldig tespit edildi (Sekil 26 ve Sekil 27).
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Sekil 26. 0,2 M KCI’ nin, pH’ s1 7,4 olan 0,05 ve 0,1 M Tris-SO4 ve fosfat tamponlari ile

spektrofotometrik olarak tespit edilen esteraz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 27. 0,2 M KCI’ nin, pH’ s1 8,2 olan 0,05 ve 0,1 M Tris-SO4 ve fosfat tamponlari ile
spektrofotometrik olarak tespit edilen esteraz aktivitesi lizerine etkisi

3.2.2. Tampon Seciminin Esteraz Aktivitesi Uzerine EtKisinin

Spektrofotometrik Yontemle Degerlendirilmesi

Boyut dislama kolonlar1 (SEC) protein ayrimlar1 i¢in HPLC ¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Literatiirde SEC kolonlart ile protein ayrimi i¢in pH’ $15,5 olan asetat, pH’
st 7 olan fosfat ve pH’ s1 7,4 olan Tris-SO4 tamponlarinin kullanildigr belirlendi ve bu
tamponlarin farkli konsantrasyonlar1 (0,05; 0,10; 0,20 ve 0,30 M) hazirlanarak esteraz
aktivitesi iizerine etkileri spektrofotometrik yontemle 348 nm dalga boyunda tespit edildi.
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Fosfat tamponu ve Tris-SO4 tamponu tercih edildigi zaman yiiksek esteraz aktivitesi elde
edilirken, asetat tamponu tercih edildiginde ¢ok diisiik esteraz aktivitesi tespit edildi (Sekil
28). Bu calismanin 1s18inda sonraki ¢alismalar igin esteraz aktivitesi belirleme noktasinda

Tris-SO4 ve fosfat tamponlarinin kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi.

15 w005 M Asetat
13 < §§ §§ 0,1 M Asetat
1 . §§ %s %E 0,2 M Asetat
i 0o ; §§ §§ §§ 0,3 M Asetat
E‘J 0.7 §§ §§ §§ 80,05 M Fosfat
: . : §§ %3 §§ 20,1 M Fosfat
g 0.5 g §§ §§ §§ 50,2 M Fosfat
< 03 §§ %g §§ 20,3 M Fosfat
S e - §§ %S %g 20,05 M Tris
-0.1 Y&e@\ Y&?}r& Y&é«o\ y?&\ Qo%%\ Qo%@\ Qoéé\ Qoé‘zr\@&;®®&&®&-&®&-& 70,1 M Tris
@6@ ®$\ Q(ﬁ\ Qﬁﬂﬁ\@%@ @@ Q'f\ &ﬁx 6?6 NN AN @02 M Tris
Tampon Cozelti 0.3 M s

Sekil 28. Farkli konsantrasyonlu (0,05; 0,10; 0,20 ve 0,30 M) farkli tamponlarin (Tris-
S04, Fosfat, Asetat) esteraz aktivitesi {izerindeki etkilerinin 348 nm dalga
boyunda in vitro olarak spektrofotometrik sonuglari

3.2.3. pH’ nmin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Spektrofotometrik Olarak
Belirlenmesi

Yapilarinda negatif yiikler bulunan boyut diglama kolonlar1 (SEC) ile protein ayrimi
caligmalar1 yapilirken peptit yapilarinin pozitif yiiklii yan gruplar ile istenmeyen
elektrostatik etkilesimler olusabilmektedir. Bu etkilesimlerin ortadan kaldirilmas1 hem kolon
performanst hem de biyolojik aktivitenin o&lgiilebilmesi adina olduk¢a Onemlidir. Bu
calismada, pH degisiminin ayrim performansi ve dzellikle esteraz aktivitesi lizerine etkisi
arastirildi.

pH’ s1 7,4 ve 8,2 olan 0,05 ve 0,1 M Tris-SO4 ve fosfat tamponlar1 hazirlandi. 0,1
mg/mL BCA enzimi ve 3 mM p-nitrofenil asetat ¢6zeltisi kullanilarak 400 nm dalga boyunda
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spektrofotometrik olarak esteraz aktivite tayini yapildi. pH 7,4 oldugu zaman 0,1 M Tris-
SO4 tamponunda daha yiiksek esteraz aktivitesi tespit edilirken, pH 8,2 oldugu zaman 0,05
M fosfat tamponunda daha yiiksek esteraz aktivitesi tespit edildi (Sekil 29).
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Sekil 29. pH’ s1 7,4 ve 8,2 olan 0,05 ve 0,1 M Tris-SO4 ve fosfat tamponlarinin esteraz
aktivitesi lizerine etkisinin spektrofotometrik olarak tespiti

Esteraz aktivitesi ¢aligmasinda reaksiyon, pH’ s1 7 olan 50 mM Tris-SO4 tamponuyla
pH 7 degerinde sabit tutulup 0,1 mg/mL BCA enzimi ve 3 mM p-nitrofenilasetat kullanilarak
gerceklestirildi. Reaksiyon baslatildiktan 10 dk sonra ortam pH’ s1 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 olan
0,5 M Tris-SO4 tamponlari ile farkli pH degerlerine getirildi. Pipetleme isleminden sonra
200-600 nm araliginda spektrumlar alindi. 348 ve 400 nm absorbans degerleri kaydedildi.
Reaksiyon, pH’ s1 7 olan 50 mM Tris-SO4 tamponu kullanilarak gergeklestirilip, pH’ s1 9
olan 0,5 M’ lik ikinci Tris-SO4 tamponu ile ortam pH’ s1 8,2 seviyelerine getirildigi zaman

her iki dalga boyunda en yiiksek esteraz aktivitesi sinyali elde edildi (Sekil 30).
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Sekil 30. Esteraz aktivitesinde reaksiyon, pH’ s1 7 olan 50 mM Tris-SO4 tamponu
kullanilarak gergeklestirilip, pH’ s15, 6, 7, 8, 9 ve 10 olan 0,5 M konsantrasyonlu
ikinci bir Tris-SO4 tamponu ile ortam pH’ s1 degistirilerek 348 ve 400 nm dalga

boyunda elde edilen absorbans degerleri

Esteraz aktivitesi ¢alismasinda reaksiyon, pH’ s1 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 ve 9 olan 20 mM
Tris-SO4 tamponuyla farkli pH degerlerine getirilip 0,1 mg/mL BCA enzimi ve 3 mM p-
nitrofenilasetat kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon baslatildiktan 10 dk sonra

tamamlandiktan sonra ortam, pH’ s1 8 olan 1 M Tris-SO4 tamponu ile pH 8 seviyelerine

getirildi. Pipetleme isleminden sonra 200-600 nm araliginda spektrum alind1. 348 ve 400 nm

absorbans degerleri kaydedildi. Reaksiyon, pH’ s1 9 olan 20 mM Tris-SOs tamponu

kullanilarak gergeklestirilip, pH’ s1 8 olan 1 M” lik ikinci Tris-SO4 tamponu ile ortam pH’ s1

8 seviyelerine getirildigi zaman en yiiksek esteraz aktivitesi sinyali elde edildi (Sekil 31).
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Sekil 31. Esteraz aktivitesinde reaksiyon pH’ s1 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 ve 9 olan 20 mM Tris-
SO4 tamponu kullanilarak gergeklestirilip, pH’ s1 8 olan 1 M konsantrasyonlu
ikinci bir Tris-SO4 tamponu ile ortam pH’ s1 degistirilerek 348 ve 400 nm dalga

boyunda elde edilen absorbans degerleri
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3.2.4. HPLC Hareketli Faz Akis Hizinin Aktivite Ol¢iimii Uzerine Etkisinin
HPLC ile FIA Modunda Belirlenmesi

HPLC ile FIA modunda CA’ nin esteraz aktivitesinin belirlenmesi adina 1 mg/mL
BCA enzimi sisteme enjekte edilerek iki paralel olacak sekilde akis hizi aktivite iliskisi

arastirildi. Bu amagla aktiviteden sorumlu piklerin alanlar tespit edilerek korelasyon grafigi

olusturuldu (Sekil 32).
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Sekil 32. FIA modunda 1 mg/mL BCA enzimi ile siringa pompanin akis hiz1 0,2 mL/dk’ da
sabit tutulup HPLC pompa akis hiz1 arttirildiginda (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5 mL/dk)
belirlenen esteraz aktivite piklerine ait kromatogram ve esteraz aktivitesine ait pik
alanlarinin korelasyon grafigi

Sekil 32’ den anlasildigr {izere siringa pompanin akis hizi1 0,2 mL/dk’ da sabit tutulup
HPLC hareketli faz akis hiz1 0,1 mL/dk olacak sekilde ayarlandigi zaman en yliksek
dedeksiyon ve aktivite pik alaninin elde edildigi goriildii. HPLC hareketli faz akis hizi
arttikca aktivite pik boyutunun kii¢iildiigii ve dedeksiyonun azaldigi tespit edildi. Literatiirde
de protein ayrimu ile ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda 0,5 mL/dk ve yukarisi akis hizlar
arasinda daha ¢ok diisiik akis hizlarinin tercih edildigi tespit edildi (Jae-Bom Ohm vd., 2009;
Alexia Grangeon vd., 2019).
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3.2.5. Siringa Pompa Akis Hizinn Aktivite Olciimii Uzerine Etkisinin HPLC ile
FIA Modunda Belirlenmesi

HPLC ile FIA modunda CA’ nin esteraz aktivitesinin belirlenmesi adina 1 mg/mL
BCA enzimi sisteme enjekte edilerek iki paralel olacak sekilde akis hizi aktivite iliskisi

arastirildi. Bu amagla aktiviteden sorumlu piklerin alanlari tespit edilerek korelasyon grafigi

olusturuldu (Sekil 33). o1
mAU |
50000.0
R>=10,9647
=
600 3 40000.0
?n 30000.0
4001 01 0,2 0,3 0,4 if/
& 20000.0
<
=
200 7 & 10000.0
0.0
0 1 0 0.2 0.4 0.6
Siringa Pompa Akis Hizi Degisimi (mL/dk) Siringa Pompa Akis Hizx
|

Sekil 33. FIA modunda 1 mg/mL BCA enzimi ile HPLC pompa akis hiz1 0,2 mL/dk’ da
sabit tutulup siringa pompanin akis hiz1 arttirildiginda (0,1; 0,2; 0,3 ve 0,4 mL/dk)
belirlenen esteraz aktivite piklerine ait kromatogram ve esteraz aktivitesine ait pik
alanlariin korelasyon grafigi

Sekil 33 ten anlasildigi tizere HPLC hareketli faz akis hiz1 0,2 mL/dk’ da sabit tutulup
siringa pompa akis hizi 0,1 mL/dk olacak sekilde ayarlandig1 zaman en yliksek dedeksiyon
ve aktivite pik alaninin elde edildigi goriildii. Siringa pompa akis hiz1 arttikga aktivite pik
boyutunun kii¢iildiigii ve dedeksiyonun azaldig: tespit edildi.

Bu asamadan sonraki ¢alismalar HPLC ile kolonda kromatografik ayrim yapilarak

gergeklestirildi.
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3.2.6. Tris ve Fosfat Tamponlarinin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkilerinin

Karsilastirma

5 mg/mL BCA enziminin kromatografik ayrimi, akis hiz1 0,7 mL/dk ve pH’ s1 8,3 olan
0,1 M Tris-SO4 tamponundan olusan hareketli faz ile 230 nm’ de gergeklestirildi. BCA
enziminin esteraz aktivitesini belirleyebilmek adina ikinci bir pompadan sisteme 0,3 mL/dk

akis hizi ile taze hazirlanmis substrat ¢6zeltisi (3 MM p-nitrofenil asetat) gonderildi ve 400

nm’ de aktivite piki tespit edildi (Sekil 34).
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Sekil 34. pH’ s1 8,3 olan 0,1 M Tris-SO4 tamponundan olusan hareketli faz ile ayrimi
yapilan 5 mg/mL BCA enziminin 230 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi

ve 400 nm dalga boyunda esteraz aktivitesinin tespiti

1 mg/mL BCA enziminin kromatografik ayrimi, akis hiz1 0,7 mL/dk ve pH’ s1 8,2 olan
0,1 M fosfat tamponundan olusan hareketli faz ile 230 nm’ de ayrim1 gergeklestirildi. BCA
enziminin esteraz aktivitesini belirlemek adina ikinci bir pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis
hizi ile taze hazirlanmis substrat (3 mM p-nitrofenil asetat) gonderildi ve 400 nm’ de aktivite
piki arand1 (Sekil 35).
Hareketli faz olarak pH” s1 8,2 olan 0,1 M fosfat tamponu kullanildiginda hem protein

ayriminin daha iyi oldugu hem de aktivitenin daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 35).
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Sekil 35. pH’ s18,2 olan 0,1 M fosfat tamponundan olusan hareketli faz ile ayrim1 yapilan
1 mg/mL BCA enziminin 230 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi ve 400
nm dalga boyunda esteraz aktivitesinin tespiti

3.2.7. Substrat Konsantrasyonunun Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisi

1 mg/mL BCA, on-line HPLC sisteminde akis hiz1 0,7 mL/dk ve pH’ s1 8,2 olan 0,1
M fosfat tamponundan olusan hareketli faz ile 230 nm’ de gergeklestirilip, ikinci bir
pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile taze hazirlanmis substrat ¢ozeltisi (3 mM p-
nitrofenil asetat) gonderilerek 400 nm de aktivite piki belirlendi. Ayrica 1 mg/mL BCA
enziminin ayni tampon sistemi ve ayni akis hizi ile 230 nm dalga boyunda ayrimi
gerceklestirilip, ikinci bir pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hizi ile taze hazirlanmis substrat
¢ozeltisi (5 mM p-nitrofenil asetat) DMSO’ da ¢oziilerek daha yiiksek konsantrasyonda
sisteme gonderildi ve 400 nm de aktivite piki belirlendi. Yapilan ¢alismanin sonucunda
substrat konsantrasyonunun artmasi ile esteraz aktivite sinyalinin de arttigi tespit edildi
(Sekil 36).
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Sekil 36. pH’ s18,2 olan 0,1 M fosfat tamponundan olusan hareketli faz sistemi ile ayrimi
yapilan 1 mg/mL BCA enziminin 3 mM p-nitrofenil asetat ve 5 mM p-nitrofenil
asetat ile 400 nm dalga boyunda esteraz aktivitesinin tespiti

3.2.8.KCI’ nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Kromatografik Sistemde
Belirlenmesi

Boyut diglama kolonlar1 (SEC), protein ayrimlar1 ve molekiiler agirlik analizleri igin
HPLC calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Biitiin silika temelli jel filtrasyon kolonlar1
negatif yiikler igermektedir. Bu nedenle bu kolonlarla protein ayrimi ¢aligmalar1 yapilirken
peptit yapilarmin pozitif yiikli yan gruplart ile istenmeyen elektrostatik etkilesimleri
engellemek gerekmektedir. Kolon performansi ve biyolojik aktivitenin siirdiiriilebilmesi i¢in
hareketli fazin se¢imi olduk¢a dnemlidir. Biyomolekiillerin ayriminda pH seviyesi 5-8,5
araliginda ve konsantrasyonu 0,1-0,5 M seviyelerindeki tampon ¢ozeltiler hareketli faz
olarak tercih edilmektedir. Diisiik pH (< 4) ve diisiik iyonik siddet (< 0,05 M) ayrim iizerine
olumsuz etki etmektedir. Bu olumsuz etkiler ancak tampon pH’ s1 ya da iyonik siddetinin
arttirllmasiyla ortadan kaldirilabilmektedir. Bu amagla elektrostatik etkilesimleri en aza
indirmek i¢in protein ayrimlarinda kullanilan tampon ¢ozeltilere farkli konsantrasyonlarda
(0,1-0,4 M) tuz c¢ozeltileri ilave edilmektedir. Fakat protein ayrimindan ziyade protein
aktivitelerinin 6nemli oldugu caligmalarda eklenen tuz cozeltilerinin aktivite iizerine
etkisinin olup olmadig1 arastirilmalidir.

5 mg/mL BCA enziminin kromatografik ayrimi, akis hizt 1 mL/dk ve pH’ s1 8,3 olan
0,15 M Tris-SO4 tamponundan olusan hareketli faz ile 230 nm’ de gergeklestirildi. Ikinci bir
pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile taze hazirlanmig substrat ¢ozeltisi (3 mM p-

nitrofenil asetat) gonderilerek 348 nm’ de esteraz aktivitesi takip edildi. Esteraz
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aktivitesinden sorumlu pikin alan1 27179,2 mAU x dk olarak belirlendi. 5 mg/mL BCA
enziminin kromatografik ayrimi, ayrica pH’ st 8,3 ve akis hizt 1 mL/dk olan 0,15 M Tris-
SO4 tamponu ve 0,1 M KCI’ den olusan hareketli faz ile 230 nm’ de gerceklestirildi. Ikinci
bir pompadan sisteme 0,3 mL/dk akis hiz1 ile taze hazirlanmis substrat gonderilerek 348 nm’
de esteraz aktivitesi takip edildi. Esteraz aktivitesinden sorumlu pikin alan1 23300,3 mAU X
dk olarak belirlendi. Hareketli faz igerisinde KCI yoklugunda aktivite %100 olarak kabul
edildi. Hareketli faz igerisinde bulunan 0,1 M KCI ¢ozeltisinin esteraz aktivitesi lizerinde
%14 1ik bir aktivite kaybina sebep oldugu tespit edildi (Sekil 37). Yapilan kromatografik

calisma daha dnce yapilmis olan spektrofotometrik ¢alisma ile benzer sonuglar gosterdi.

0,15 M Tris-SO4 tamponu
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250
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Sekil 37. Akis hizi 1 mL/dk ve pH’ s18,3 olan 0,15 M Tris-SO4 tamponu ve ayni tamponun
0,1 M KCI igeren kompozisyonundan olusan hareketli faz ile 5 mg/mL BCA
enziminin esteraz aktivitesinin 348 nm dalga boyunda takibi

3.2.9.Akis Hiz1 ve Enzimatik Reaksiyonun Dedeksiyon Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi

Akis hiz1 azaldigr zaman HPLC sisteminde kolonda ayrilan numunelerin dedektor
oniinden gecis siireleri artacagi i¢cin dedeksiyon bakimindan pik alaninin da bu siireyle
orantili olarak artmasi beklenmektedir. Bu dogrultuda akis hizinin azalmasinin sadece

dedektoriin 6niinde gegen siireyle orantili olarak mi, yoksa ayn1 zamanda artan bu siire
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zarfinda meydana gelen enzimatik reaksiyon artisi ile de orantili bir sekilde aktivite artisiyla
ilgili olarak m1 dedeksiyona etki ettiginin arastirilmasi yapilmaistir.

Dedeksiyonun sadece akis hiziyla orantili olarak ne kadar degistigini belirlemek adina
bozulmus substrat enjeksiyon noktasindan sisteme enjekte edildi. Hareketli faz olarak pH’
s1 8,2 olan 0,1 M fosfat tamponu farkli akis hizlarinda (0,5-0,7-1 mL/dk) sisteme gonderildi.
Ayni zamanda siringa pompadan 0,3 mL/dk akis hizinda sisteme saf su gonderilerek 400 nm
dalga boyunda elde edilen kromotogramlarda bozulmus substratin verdigi pik alanlar
belirlendi. 1 mL/dk akis hizinda olusan pik alan1 14606 mAU x dk, 0,7 mL/dk akis hizinda
olusan pik alan1 22266 mAU x dk ve 0,5 mL/dk akis hizinda olusan pik alan1 31274 mAU X
dk olarak tespit edildi (Sekil 38). Akis hizi1 dakikada 1 mL’ den 0,7 mL’ ye diisiiriiliince
olusan pikin alan1 %52, 0,5 mL’ ye diisiiriiliince olusan pikin alan1 %114 artis gosterdi.

Dedeksiyonun, akis hizinin yani sira ayni zamanda azalan akis hizi sonucu reaksiyon
artis1 ile de degistigini belirlemek adina 1 mg/mL BCA enzimi enjeksiyon noktasindan
sisteme gonderildi. Hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,1 M fosfat tamponu farkli akis
hizlarinda (0,5-0,7-1 mL/dk) sisteme gonderildi. Ayni zamanda siringa pompadan 0,3 mL/dk
akis hizinda sisteme taze hazirlanmis substrat gonderilerek 400 nm dalga boyunda elde
edilen kromotogramlarda BCA enziminin verdigi aktivite pik alanlar1 belirlendi. 1 mL/dk
akis hizinda olusan pik alan1 14992 mAU x dk, 0,7 mL/dk akis hizinda olusan pik alani
25226 mAU x dk ve 0,5 mL/dk akis hizinda olusan pik alan1 42616 mAU x dk olarak tespit
edildi (Sekil 38). Akis hiz1 dakikada 1 mL’ den 0,7 mL’ ye diisiiriiliince olusan pikin alan1
%94, 0,5 mL’ ye diisiiriiliince olusan pikin alam1 %228 artis gostermistir. Yapilan
caligmalarin sonucunda akis hizinin degisimi ile olusan dedeksiyonda sadece aktivitenin
sebep oldugu % degisim akis hizinin dakikada 1 mL’ den 0,7 mL’ ye diismesiyle %42, 0,5
mL’ ye diismesiyle %114 olarak tespit edildi.
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Akis hiz1 degisiminin sinyal olusumuna katkisi
B Akis hiz1 degisimi ve enzimatik reaksiyonun sinyal olusumuna katkisi
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Sekil 38. Farkli akis hizlarinda (0,5-0,7-1 mL/dk), 400 nm dalga boyunda bozulmus
substratin verdigi pik alanlari (%) ve 1 mg/ml BCA enziminin verdigi aktivite
piklerine ait pik alanlar: (&)

3.3. Optimizasyonu Yapilan On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yonteminin
Bulgular:

3.3.1. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine HPLC ve Siringa Pompa Akis
Hizlariin Etkisi

On-line HPLC sisteminde 1 mg/mL BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilerek, hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,1 M fosfat tamponu ile, 25 °C
sicaklikta, 3 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonunda ve 3 m tiibing boyunda
siringa pompa ile farkli akis hizlarinda (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5 mL/dk) sisteme gonderilen
substrat ve HPLC pompa ile farkli akis hizlarinda (0,5; 0,7 ve 1 mL/dk) sisteme gonderilen
tampon ¢ozelti ile meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini
gosteren 400 nm pik alanlari ve pik yiikseklikleri degerlendirildi. En yiiksek pik alanina ve
pik yiiksekligine sahip olan 0,5 mL/dk HPLC pompa ve 0,3 mL/dk siringa pompa akis hizlar
optimum olarak belirlendi (Sekil 39-42).
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Sekil 39. 1 mg/mL BCA enzimi ile HPLC ve siringa pompanin farkli akis hizlarinda 400
nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik alanlarinin korelasyon grafigi
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Sekil 40. 1 mg/mL BCA enzimi ile HPLC ve siringa pompanin farkli akis hizlarinda 400
nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik yiiksekliklerinin korelasyon

grafigi
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Sekil 41. 1 mg/mL BCA enzimi ile HPLC ve siringa pompanin farkli akis hizlarinda 400
nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivitesinden sorumlu pikler ve bu
piklerin sahip oldugu alanlar
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Sekil 42. 1 mg/mL BCA enzimi ile 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizinda, 0,4 mL/dk
siringa pompa akis hizinda 210 ve 230 nm dalga boylarinda protein ayrimindan
ve 400 nm dalga boyunda esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren
kromatogramlar
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3.3.2. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Tampon Seciminin Etkisi

On-line HPLC sisteminde 1 mg/mL BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilerek, 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizinda, 0,3 mL/dk siringa pompa akis
hizinda, 25 °C sicaklikta, 3 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonunda, 3 m tiibing
boyunda ve pH’ s1 8,2 olan farkli konsantrasyonlu (50, 100, 150 ve 200 mM) Tris-SO4 ve
fosfat tamponlar1 ile meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini
gosteren pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri degerlendirildi. En yiiksek pik alanina ve pik
yiiksekliginee sahip olan 150 mM fosfat tamponu optimum olarak belirlendi (Sekil 43-48).
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Sekil 43. 1 mg/mL BCA enziminin farkli tamponlarin farkli konsantrasyonlarinda 400 nm
dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik alanlarinin korelasyon grafigi
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Sekil 44. 1 mg/mL BCA enziminin farkli tamponlarin farkli konsantrasyonlarinda 400 nm
dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik yiiksekliklerinin korelasyon grafigi

59785

mAU
3507

300

2507

Pik Alanlar1 (mAU x dk)

200]

Esteraz Aktivitesmden Sorumlu

1507 0,05 0,10 0,15 0,20

Tampon Konsantrasyonu (M)
10071

50 |

Sekil 45. Farkli konsantrasyonlardaki fosfat tamponu (0,05; 0,10; 0,15 ve 0,20 M) ile
HPLC pompa akis hizt 0,5 mL/dk, siringa pompa akis hizt 0,3 mL/dk ayarli
sistemde 1 mg/mL BCA enziminin 400 nm dalga boyundaki esteraz
aktivitesinden sorumlu pikler ve bu piklerin sahip oldugu alanlar
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Sekil 46. 1 mg/mL BCA enzimi ile pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu kullanilarak
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Sekil 47. Farkli konsantrasyonlardaki Tris-SO4 tamponu ile HPLC pompa akis hiz1 0,5

mL/dk, siringa pompa akis hizi 0,3 mL/dk ayarli sistemde 1 mg/mL BCA
enziminin 400 nm dalga boyundaki esteraz aktivitesinden sorumlu pikler ve bu
piklerin sahip oldugu alanlar
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Sekil 48. 1 mg/mL BCA enzimi ile pH’ s1 8,2 olan 0,05 M Tris-SO4 tamponu kullanilarak
210 ve 230 nm dalga boylarinda protein ayrimindan ve 400 nm dalga boyunda
esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar

3.3.3. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Tampon Konsantrasyonunun
Etkisi

On-line HPLC sisteminde 1 mg/mL BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilerek, 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizinda, 0,3 mL/dk siringa pompa akis
hizinda, 25 °C sicaklikta, 3 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonunda ve 3 m
tiibing boyunda pH’ s1 8,2 olan farkli konsantrasyonlu (50, 100, 150 ve 200 mM) fosfat
tamponlar1 kullanildiginda meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz
aktivitesini 400 nm dalga boyunda gosteren pik alanlari ve pik yiikseklikleri degerlendirildi.
En yiiksek pik alanina ve pik yiiksekligine sahip olan 0,15 M konsantrasyonlu fosfat
tamponu optimum olarak belirlendi (Sekil 49 ve Sekil 50).
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Sekil 49. 1 mg/mL BCA enziminin farkli tampon konsantrasyonlarinda 400 nm dalga
boyunda elde edilen esteraz aktivite pik alanlarinin korelasyon grafigi
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Sekil 50. 1 mg/mL BCA enziminin farkli tampon konsantrasyonlarinda 400 nm dalga
boyunda elde edilen esteraz aktivite pik yiiksekliklerinin korelasyon grafigi
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3.3.4. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine pH’ nin Etkisi

On-line HPLC sisteminde 1 mg/mL konsantrasyonlu BCA enzimi enjeksiyon
noktasindan sisteme enjekte edilerek, 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizinda, 0,3 mL/dk
siringa pompa akis hizinda, 25 °C sicaklikta, 3 mM substrat (p-nitrofenilasetat)
konsantrasyonunda, 0,15 M fosfat tamponu ve 3 m tiibing boyu ile farkli pH degerlerine (7;
7,4; 7,8 ve 8,2) sahip olan fosfat tamponu ile meydana gelen reaksiyon sonucu BCA
enziminin esteraz aktivitesini 400 nm’ de gosteren pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri
degerlendirildi. En yiiksek pik alanina ve pik yiiksekligine sahip olan 8,2 pH degeri optimum
olarak belirlendi (Sekil 51-54).
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Sekil 51. 1 mg/mL BCA enziminin farkli pH' ya sahip tampon ¢ozeltileri kullanilarak 400
nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik alanlarinin korelasyon grafigi



88

Pik Yiiksekligi (mAU)

300

250

200

150

100

50

6.8 7 7.2 7.4 7.6 7.8 8 8.2 8.4

Tampon pH' s1

Sekil 52. 1 mg/mL BCA enziminin farkli pH' ya sahip tampon ¢dzeltileri kullanilarak 400
nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik yiiksekliklerinin korelasyon
grafigi
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Sekil 53. Farkli pH degerlerine sahip 0,15 M fosfat tamponu ile HPLC pompa akis hizi

0,5 mL/dk, siringa pompa akis hiz1 0,3 mL/dk ayarli sistemde 1 mg/mL BCA
enziminin 400 nm dalga boylarindaki esteraz aktivitesinden sorumlu pikler ve
bu piklerin sahip oldugu alanlar
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Sekil 54. 1 mg/mL BCA enzimi ile pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu kullanilarak
210 ve 230 nm dalga boylarinda protein ayrimindan ve 400 nm dalga boyunda
esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar

3.3.5. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Reaksiyon Sicakhginin Etkisi

On-line HPLC sisteminde 1 mg/mL BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilerek, 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizinda, 0,3 mL/dk siringa pompa akis
hizinda, 3 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonunda, 3 m tiibing boyunda ve pH’
s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu kullanilarak farkli sicaklik degerlerinde (25, 30, 35, 40,
45, 50 °C) meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik
alanlar1 ve pik ytikseklikleri degerlendirildi. En yliksek pik alanina ve pik ytiksekligine sahip
olan sicaklik degeri 45 °C olarak belirlendi (Sekil 55-58). Fakat sicaklik artisi ile birlikte
giiriiltiiniin de arttig1 tespit edildi. Pik yiiksekligi giiriiltii oraninin en yiiksek oldugu 25 °C
optimum sicaklik olarak belirlendi.
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Sekil 55. 1 mg/mL BCA enziminin farkli sicakliklarda ger¢eklesen reaksiyonu sonucu 400
nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik alanlarinin korelasyon grafigi
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Sekil 56. 1 mg/mL BCA enziminin farkli sicakliklarda gergeklesen reaksiyonu sonucu 400
nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik yiiksekliklerinin korelasyon
grafigi
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Sekil 57. Farkli sicaklik degerlerine sahip pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu ile HPLC
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pompa akis hiz1 0,5 mL/dk, siringa pompa akis hiz1 0,3 mL/dk ayarli sistemde 1
mg/mL BCA enziminin 400 nm dalga boylarindaki esteraz aktivitesinden
sorumlu pikler ve bu piklerin sahip oldugu alanlar

(50—t
o0

ooo
4= 12

—
—
—

) nm

Sekil 58. 1 mg/mL BCA enzimi ile 45 °C sicakliginda gergeklesen reaksiyon sonucu 210

ve 230 nm dalga boylarinda protein ayrimimdan ve 400 nm dalga boyunda
esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar
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3.3.6. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Tiibing Boyunun Etkisi

On-line HPLC sisteminde 1 mg/mL BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilerek, 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizinda, 0,3 mL/dk siringa pompa akis
hizinda, 25 °C sicaklikta, 3 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonunda ve pH’ s1
8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu ile farkli uzunluklara (2; 2,5 ve 3 m) sahip tiibingler
kullanilarak meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren
pik alanlar1 ve pik ylikseklikleri degerlendirildi. En yiiksek pik alanina ve pik yiiksekligine
sahip olan 3 m tiibing boyu optimum olarak belirlendi (Sekil 59-62).
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Sekil 59. 1 mg/mL BCA enziminin farkli tiibing boyunda gergeklesen reaksiyonu sonucu
400 nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik alanlarinin korelasyon
grafigi
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Sekil 60. 1 mg/mL BCA enziminin farkli tiibing boyunda gergeklesen reaksiyonu sonucu
400 nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik yiiksekliklerinin korelasyon
grafigi
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Sekil 61. Farkli tiibing boylarinda pH” s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu ile HPLC pompa
akis hiz1 0,5 mL/dk, siringa pompa akis hiz1 0,3 mL/dk ayarli sistemde 1 mg/mL
BCA enziminin 400 nm dalga boylarindaki esteraz aktivitesinden sorumlu pikler
ve bu piklerin sahip oldugu alanlar
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Sekil 62. 1 mg/mL BCA enzimi ile 3 m tiibing boyu kullanilarak 210 ve 230 nm dalga
boylarinda protein ayrimindan ve 400 nm dalga boyunda esteraz aktivitesinden
sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar

3.3.7. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun
Etkisi

On-line HPLC sisteminde 1 mg/mL BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilerek, 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizinda, 0,3 mL/dk siringa pompa akis
hizinda, 25 °C sicaklikta, 3 m tiibing boyunda ve pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu ile
farkli konsantrasyonlara (3, 4 ve 5 mM) sahip substrat (p-nitrofenil asetat) kullanilarak
meydana gelen reaksiyon sonucu BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik alanlari
ve pik ytikseklikleri degerlendirildi. En yiiksek pik alanina ve pik yiiksekligine sahip olan 5
mM substrat konsantrasyonu optimum olarak belirlendi (Sekil 63-66).
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Sekil 63. 1 mg/mL BCA enziminin farkli substrat konsantrasyonlarinda gergeklesen
reaksiyonu sonucu 400 nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik
alanlarinin korelasyon grafigi
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Sekil 64. 1 mg/mL BCA enziminin farkli substrat konsantrasyonlarinda gergeklesen
reaksiyonu sonucu 400 nm dalga boyunda elde edilen esteraz aktivite pik
yiiksekliklerinin korelasyon grafigi
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Sekil 65. Farkli substrat konsantrasyonunda pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu ile
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HPLC pompa akis hiz1 0,5 mL/dk, siringa pompa akis hizi1 0,3 mL/dk ayarl
sistemde 1 mg/mL BCA enziminin 400 nm dalga boylarindaki esteraz
aktivitesinden sorumlu pikler ve bu piklerin sahip oldugu alanlar
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Sekil 66. 1 mg/mL BCA enzimi ile 5mM substrat konsantrasyonunda 210 ve 230 nm

dalga boylarinda protein ayrimmdan ve 400 nm dalga boyunda esteraz
aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar
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3.4. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yonteminin Validasyon Calismalar:

3.4.1.Dogrusallik

On-line HPLC sisteminde farkli konsantrasyonlarda (0,2; 0,4; 0,6; 0,8, 1,0; 2,0; 4,0;
6,0; 8,0 ve 10 mg/mL) hazirlanmig BCA enzimi optimum ¢alisma sartlarinda (hareketli faz
olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu, 25 °C sicaklik, 5 mM substrat (p-
nitrofenilasetat) konsantrasyonu, 3 m tiibing boyu, 0,3 mL/dk siringa pompa akis hizi ve 0,5
mL/dk HPLC pompa akis hizi) enjeksiyon noktasindan sisteme enjekte edilerek boyut
dislama kolonu ile 210 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi gergeklestirildikten sonra
meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini
gosteren pik alanlarini veren kromatogramlar kaydedildi (Sekil 67). Biitiin ¢alismalar iki
tekrar olacak sekilde yapildi. Enzim konsantrasyonu-pik alani kalibrasyon egrisi ¢izilerek
grafik iizerinden korelasyon katsayisi (%), y ekseni kesme noktas1 ve regresyon ¢izgisinin
egimi belirlendi (Sekil 68). BCA enzim konsantrasyonunun 6 mg/mL seviyelerine kadar

dogrusal aktivite sinyali verdigi ve bu konsantrasyondan sonra dogrusalliktan saparak plato

yapmaya basladigi tespit edildi.

mAU ,,,:;;'—‘-?;“:\ D 0,2 mg/mL BCA
2000 - ,"A‘\“\""\ [] 04memL BCA
1750 | [] 0.6mgmL BCA
1500 {" D 0,8 mg/mL BCA
:':'i.": “.I “‘-\“. |:| 1 mg/mL BCA
1250 1 L [] 2memL BCA
1000 | [] 4mgmL BCA
250 | [} 6mgmL BCA
‘\“\‘:\\ {1 8mgmL BCA
500 1 \ 110 mg/mL BCA
250 | ; N B
A/ — S~
I

Sekil 67. Farkli konsantrasyonlu (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ve 10 mg/mL)
BCA enzimi ile 5 mM konsantrasyonlu substratin 400 nm dalga boyundaki
esteraz aktivitesinden sorumlu pikleri gosteren kromatogramlar
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Sekil 68. Farkli konsantrasyonlu (0,2; 0,4; 0,6; 0,8, 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ve 10 mg/mL)
BCA enzimi ile 5 mM konsantrasyonlu substrat c¢ozeltisinin 400 nm dalga
boyundaki esteraz aktivitesinden sorumlu piklerin alanlarinin verdigi korelasyon

grafigi

3.4.2.Dogrusal Arahk

On-line HPLC sisteminde farkli konsantrasyonlarda (0,2; 0,4; 0,6; 0,8, 1,0; 2,0; 4,0;
5,0; 6,0; 8,0 ve 10 mg/mL) hazirlanmig BCA enzimi optimum ¢alisma sartlarinda (hareketli

faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu, 25 °C sicaklik, 5 mM substrat (p-

nitrofenilasetat) konsantrasyonu, 3 m tiibing boyu, 0,3 mL/dk siringa pompa akis hiz1 ve 0,5

mL/dk HPLC pompa akis hizi) enjeksiyon noktasindan sisteme enjekte edilerek boyut

dislama kolonu ile 210 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi gergeklestirildikten sonra

meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini

gosteren pik alanlarini veren kromatogramlar kaydedildi. Biitiin caligmalar iki tekrar olacak

sekilde yapildi. Enzim konsantrasyonu-pik alani kalibrasyon egrisi cizilerek grafik

iizerinden korelasyon katsayisi (%), y ekseni kesme noktasi ve regresyon ¢izgisinin egimi

belirlendi (Sekil 69). 5 mg/mL BCA enzim konsantrasyon seviyesine kadar dogrusal (R? =

0,9997) aktivite sinyali tespit edildi ve bu bolge dogrusal aralik olarak belirlendi.



99

800000

700000 y
LOQ Dogrusallik Smmin

/
600000 ’

LOD y = 103709x — 1482,8
R>=0,9997

500000

400000

300000

Pik Alam (mAU x dk)

200000

100000

Caligma Aralig

0 1 2 3 4 3 6 7 3 9 10 11

BCA Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 69. Calisma araligi, tespit (LOD) sinir1, tayin (LOQ) sinirt ve dogrusallik sinirmin
gosterildigi grafik

3.4.3. Tespit (LOD) Sinir1

On-line HPLC sisteminde diisiik konsantrasyonlu (0,2 mg/mL) BCA enzimi optimum
caligma sartlarinda (hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu, 25 °C
sicaklik, 5 mM p-nitrofenilasetat substrat konsantrasyonu, 3 m tiibing boyu, 0,3 mL/dk
siringa pompa akis hiz1 ve 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizi) enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek boyut dislama kolonu ile 210 nm dalga boyunda kromatografik
ayrimi gerceklestirildikten sonra meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda
BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik yiiksekliklerini ve pik alanlarmi veren
kromatogramlar kaydedildi. Calisma on tekrar olacak sekilde yapildi. Yapilan on bagimsiz
6l¢limiin pik alanlarinin standart sapmasi 691 mAU X dk olarak, pik yiiksekliklerinin standart
sapmasi ise 2,69 olarak bulundu. Standart sapma degerleri 3 ile ¢arpilarak LOD’ un pik
alanina karsilik gelen sayisal degeri 2073 mAU x dk olarak, pik yiiksekligine karsilik gelen
sayisal degeri 8,07 mAU olarak belirlendi (Tablo 12). Daha 6nceden ¢izilen pik alanina kars1
BCA konsantrasyonunu veren kalibrasyon grafiginden LOD degerinin konsantrasyon

karsilig1 0,03 mg/mL olarak belirlendi. Ayrica yapilan diger bir ¢alismada 6rnek koriiniin



100

(icerisinde analit bulunmayan matriks) 2 bagimsiz 6l¢iimiiniin vermis oldugu giirtiltiilerin
ortalamasi hesaplandi ve 3,75 mAU olarak bulundu. Giiriiltiilerin ortalamasi 3 ile garpilarak
LOD degerinin pik yiiksekligi olarak karsiligi 11,25 mAU olarak bulundu.

Tablo 12. 0,2 mg/mL BCA enzimi ile elde edilen LOD verileri (n=10)

Pik Alani
BCA Konsantrasyonu Ortalama Standart % Bagil LOD
(mg/mL) (mAU x dk) Sapma Standart Sapma
0,20 16506 691 4,18 2073
Pik Yiiksekligi
BCA Konsantrasyonu  Ortalama Standart % Bagil LOD
(mg/mL) (mAU) Sapma Standart Sapma
0,20 76,64 2,69 3,51 8,07

3.4.4. Tayin (LOQ) Sinir1

On-line HPLC sisteminde diisiik konsantrasyonlu (0,2 mg/mL) BCA enzimi optimum
calisma sartlarinda (hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu, 25 °C
sicaklik, 5 mM p-nitrofenilasetat substrat konsantrasyonu, 3 m tiibing boyu, 0,3 mL/dk
siringa pompa akis hizi ve 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hizi) enjeksiyon noktasindan
sisteme enjekte edilerek boyut dislama kolonu ile 210 nm dalga boyunda kromatografik
ayrimi gerceklestirildikten sonra meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda
BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik yiiksekliklerini ve pik alanlarini veren
kromatogramlar kaydedildi. Calisma on tekrar olacak sekilde yapildi. Yapilan on bagimsiz
6l¢limiin pik alanlarinin standart sapmas1 691 mAU x dk olarak, pik yiiksekliklerinin standart
sapmasi ise 2,69 mAU olarak bulundu. Standart sapma degeri 10 ile garpilarak LOQ’ un pik
alanina karsilik gelen sayisal degeri 6910 mAU x dk olarak, pik yiiksekligine karsilik gelen
sayisal degeri 26,90 mAU olarak belirlendi (Tablo 13). Daha 6nceden g¢izilen pik alanina
kars1t BCA konsantrasyonunu veren kalibrasyon grafiginden LOQ degerinin konsantrasyon
karsilig1 0,07 mg/mL olarak belirlendi. Ayrica yapilan diger bir ¢alismada 6rnek koriiniin

(icerisinde analit bulunmayan matriks) 2 bagimsiz 6l¢limiiniin vermis oldugu giirtiltiilerin
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ortalamasi hesaplandi ve 3,75 mAU olarak bulundu. Giiriiltiilerin ortalamasi 10 ile ¢arpilarak
LOD degerinin pik yiiksekligi olarak karsilig1 37,50 mAU olarak bulundu.

Tablo 13. 0,2 mg/mL BCA enzimi ile elde edilen LOQ verileri (n=10)

Pik Alani
BCA Konsantrasyonu  Ortalama Standart % Bagil LOQ
(mg/mL) (mAU x dk) Sapma Standart Sapma
0,20 16506 691 4,18 6910
Pik Yiiksekligi
BCA Konsantrasyonu  Ortalama Standart % Bagil LOQ
(mg/mL) (mAU) Sapma Standart Sapma
0,20 77,00 2,69 3,51 26,90

Yapilan galigsmalar sonucunda dogrusal aralik, tespit (LOD) sinir1 ve tayin (LOQ)

siirlarmin tespit edilmesiyle giivenilir ¢alisma bolgesi belirlendi (Sekil 69).

3.4.5.Kesinlik

On-line HPLC sisteminde dogrusal aralik sinirlart igerisinde diisiik ve yiiksek olmak
tizere iki farkli konsantrasyonda (0,2 ve 4 mg/mL) BCA enzimi optimum ¢alisma sartlarinda
(hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu, 25 °C sicaklik, 5 mM p-
nitrofenilasetat substrat konsantrasyonu, 3 m tiibing boyu, 0,3 mL/dk siringa pompa akis hizi
ve 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hiz1) enjeksiyon noktasindan sisteme enjekte edilerek boyut
dislama kolonu ile 210 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi gergeklestirildikten sonra
meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini
gosteren pik yiiksekliklerini ve pik alanlarint veren kromatogramlar kaydedildi.
Tekrarlanabilirlik (giin i¢i kesinlik) ve ara kesinlik (giinler arasi kesinlik) her bir
konsantrasyon igin alt1 tekrar olacak sekilde yapildi. 0,2 ve 4 mg/mL konsantrasyonlu
tekrarlanabilirligin % bagil standart sapma degerleri pik alanlart agisindan sirastyla 0,81 ve
0,42 olarak tespit edildi (Tablo 14). 0,2 ve 4 mg/mL konsantrasyonlu ara kesinligin % bagil

standart sapma degerleri pik alanlar1 agisindan sirasiyla 0,89 ve 0,43 olarak tespit edildi



102

(Tablo 15). Elde edilen sonuglar yontemin tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik bakimindan

oldukca iyi oldugunu gosterdi.

Tablo 14. 0,2 ve 4 mg/mL BCA enzimlerinin aktivite pik alanlar1 tizerinden tekrarlanabilirlik
(gilin i¢i kesinlik) sonuglar1 (n=6)

Kesinlik
Tekrarlanabilirlik (giin i¢i kesinlik)
Ortalama (mAU x dk) Standart Sapma % Bagil Standart Sapma
0,2 mg/mL 16663 135 0,81
4 mg/mL 444474 1877 0,42

Tablo 15. 0,2 ve 4 mg/mL BCA enzimlerinin aktivite pik alanlari tizerinden ara kesinlik
(glinler aras1 kesinlik) sonuglari (n=6)

Kesinlik
Ara kesinlik (giinler arasi kesinlik)
Ortalama (mAU x dk) Standart Sapma % Bagil Standart Sapma
0,2 mg/mL 16635 149 0,89
4 mg/mL 441347 1901 0,43

3.4.6.Saglamhk

Yontemin saglamligr akis hizi (0,48 ve 0,52 mL/dk), reaksiyon sicakligi (24,5 ve 25,5
°C), hareketli fazin pH’ s1 (8,15 ve 8,25) ve hareketli fazin konsantrasyonu (0,14 ve 0,16 M)
tizerinde kiiciik degisiklikler yapilarak degerlendirildi. On-line HPLC sisteminde akis hizi,
reaksiyon sicakligi, hareketli fazin pH’ s1 ve hareketli fazin konsantrasyonu farklilastirilarak
BCA enzimi optimum caligsma sartlarinda (hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat
tamponu, 25 °C sicaklik, 5 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonu, 3 m tiibing
boyu, 0,3 mL/dk siringa pompa akis hiz1 ve 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hiz1) enjeksiyon

noktasindan sisteme enjekte edilip boyut dislama kolonu ile 210 nm dalga boyunda
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kromatografik ayrim gergeklestirildikten sonra meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm

dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik yiiksekliklerini ve pik

alanlarim1 veren kromatogramlar kaydedildi. Her bir ¢alisma iki paralel olacak sekilde

yapildi. Akis hizi, reaksiyon sicakligi, hareketli fazin pH’ s1 ve hareketli fazin

konsantrasyonunda yapilan kiiglik degisiklikler sonucunda % bagil hatanin % 5 seviyelerinin

altinda kalmasi yontemin saglamligini gostermektedir (Tablo 16). Yontemin en fazla

etkilendigi parametrenin sicaklik oldugu tespit edilmistir. £ 0,5 °C sicaklik degisimlerinde

kabul edilebilir % bagil hatagdzlenirken, + 1 °C ve daha yiiksek sicaklik farkliliklarinda bagil

hatanin % 5 seviyelerini gectigi tespit edilmistir.

Tablo 16. Akis hizi, reaksiyon sicakligi, hareketli fazin pH’ s1 ve hareketli fazin
konsantrasyonu iizerindeki kiigiik degisimlerle elde edilen saglamlik sonuglart

BCA Konsantrasyonu Ortalama Pik Alam %
(mg/mL) (mAU x dk) Bagil Hata
Akis Hizi
(mL/dKk)

0,48 1 107486 3,67

0,50 1 103686

0,52 1 100199 -3,36
Reaksiyon Sicakhigi

(°C)

24,5 1 101691 -2,68

25 1 113894

25,5 1 132941 4,18
Hareketli Faz pH’ s1

8,15 1 103356 -0,57

8,20 1 103950

8,25 1 104918 0,93

Hareketli Faz

Konsantrasyonu (M)

0,14 1 103354 -0,38

0,15 1 103950

0,16 1 104195 0,24
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3.5. Protein Karisimlar1 ve Dogal Numunelere Uygulanan On-line HPLC-CA
Enzim Tayin Yoénteminin Bulgular:

3.5.1.BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gosteren
Siilfanilamidin ICso Degerinin On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yoéntemi ile
Belirlenmesi

On-line HPLC sisteminde 2 mg/mL BCA enzimi optimum c¢alisma sartlarinda
(hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu, 25 °C sicaklik, 5 mM substrat
(p-nitrofenilasetat) konsantrasyonu, 3 m tiibing boyu, 0,3 mL/dk siringa pompa akis hizi ve
0,5 mL/dk HPLC pompa akis hiz1) enjeksiyon noktasindan sisteme enjekte edilerek boyut
diglama kolonu ile 210 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi gergeklestirildikten sonra
meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini
gosteren pik yiiksekliklerini ve pik alanlarini veren kromatogramlar kaydedildi. Esteraz
aktivite tayin yontemiyle CA’ nin standart inhibitérii olan siilfanilamidin BCA enzimi
tizerindeki inhibisyon etkisini on-line HPLC-CA enzim tayin yontemi ile kromatografik
olarak belirleyebilmek adina substrat, inhibitorsiiz ve farkli son konsantrasyonlarda (18,75;
9,37; 6; 3 ve 1 uM) inhibitor igerecek sekilde sisteme gonderilerek aktiviteden sorumlu pik
alanlar1 belirlendi (Sekil 70). Pik alanina karsi siilfanilamid konsantrasyonu grafigi
tizerinden BCA enziminin %50 inhibisyonuna sebep olan siilfanilamid konsantrasyonu

(ICs0) 2,1 uM olarak hesaplandi (Sekil 71).
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Sekil 70. 2 mg/mL BCA enziminin inhibitorsiiz ve farkli son konsantrasyonlarda (18,75;
9,37; 6; 3 ve 1 uM siilfanilamid) inhibitor ¢6zeltisi igeren substratla reaksyonu
sonucu 400 nm dalga boyunda elde edilen aktivite piklerine ait kromatogramlar
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Sekil 71. On-line HPLC-CA enzim tayin yontemi ile 400 nm dalga boyunda CA’ nin
inhibitdrlerinden siilfanilamid i¢in ICsp degerinin 2,1 uM bulunmasi adina
cizilen % Aktivite-[Siilfanilamid] grafigi
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3.5.2.Protein I¢erigi Bilinen Standart Protein Karisimlarimn On-line HPLC-CA
Enzim Tayin Yontemine Uygulanmasi

On-line HPLC sisteminde BCA, Esteraz X ve bu iki enzimin karigim ¢6zeltileri son
konsantrasyonlar1 2 mg/mL olacak sekilde optimum ¢alisma sartlarinda (hareketli faz olarak
pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu, 25 °C sicaklik, 5 mM substrat (p-nitrofenilasetat)
konsantrasyonu, 3 m tiibing boyu, 0,3 mL/dk siringa pompa akis hizi ve 0,5 mL/dk HPLC
pompa akis hiz1) enjeksiyon noktasindan sisteme enjekte edilerek boyut diglama kolonu ile
210 nm dalga boyunda kromatografik ayrimi gergeklestirildikten sonra meydana gelen
reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik
yiiksekliklerini ve pik alanlarini veren kromatogramlar kaydedildi. Esteraz aktiviteleri 400
nm dalga boyunda pik alanlari {izerinden tespit edilen protein ve protein karisimlari, CA’ nin
standart inhibit6rii olan siilfanilamid ¢ozeltisi (18 uM son konsantrasyonlu) ile reaksiyona
sokularak inhibisyon takip edildi. Bu reaksiyon sonucunda Esteraz X enziminin esteraz
aktivitesinden sorumlu pik alaninda herhangi bir degisiklik olmazken (Sekil 72 ve 75), BCA
enziminin esteraz aktivitesinden sorumlu pik alaninda 6nemli bir azalma oldugu goriildii
(Sekil 73 ve 75). BCA ve Esteraz X enzimlerinin karisimi ile hazirlanan protein ¢6zeltisinin
esteraz aktivitesinden sorumlu olan pik alanmin inhibitér yoklugunda her iki enzimin
aktiviteleri oraninda artis gosterdigi, inhibitor varliginda ise BCA enziminin inhibisyon
oraninda azaldig: tespit edildi (Sekil 76, 77 ve 78). BCA ve Esteraz X enzimlerinin karigimi
ile hazirlanan protein ¢ozeltisinin 210 nm dalga boyunda protein ayrimi ve 400 nm dalga
boyunda esteraz aktivite tayini i¢in inhibitér yoklugunda (Sekil 79, 80 ve 81) ve inhibitor
varhiginda (Sekil 82, 83, 84 ve 85) her bir proteinin bireysel katkisi kadar sinyal olusturdugu
belirlendi. Yapilan caligmalar on-line HPLC-CA yonteminin protein igerigi bilinen
cozeltilere rahatlikla uygulanabilecegini gosterdi. Yeni gelistirilen yontemle hem esteraz
aktiviteli proteinler belirlenebilmekte, hem de karbonik anhidraz diger esterazlardan ayirt

edilebilmektedir.



107

02 mg/mL Esteraz X (210 nm) g 3 mg«:mL Efteraz X \f S.Eilf:amlamFd (210 om)
02 mg/mL Esteraz X (400 nm) 2 mg/mL Esteraz X ve Sillfanilamid (400 nm)
mAU mAU
600 | 0
500 | 500
400 10
300 0
200 -
100 100
0 0
0 R3S 20 RS 25 275 mn 0 125 15 175 0 25 25 275 mn
Sekil 72. 2 mg/mL Esteraz X enziminin 210 nm de kromatografik ayrimini ve inhibitorsiiz
ve 18 upM son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) igeren substrat
cozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gdsteren
kromatogramlar
02 mg/mL BCA (210 nm) 02 mg/mL BCA ve Siilfanilamid (210 nm)
mAU 02 mg/mL BCA (400 nm) AU 02 mg/mL BCA ve Siilfanilamid (400 nm)
§00 250
700
600 200
500 150
400
300 100
200 50
100
0 0
15 175 20 225 25 215 30 325 min 16 18 20 22 24 26 28 30 32 3dmin

Sekil 73. 2 mg/mL BCA enziminin 210 nm de kromatografik ayrimini ve inhibitorsiiz ve 18

UM son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) igeren substrat c¢ozeltileriyle
reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gdsteren kromatogramlar
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Sekil 74. 2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzim c¢ozeltilerinin ve bu enzimlerin inhibitor
(stilfanilamid) iceren ¢ozeltilerinin 210 nm de kromatografik protein ayrimindan
sorumlu pik alanlarina ait grafikler
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Sekil 75. 2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzim c¢ozeltilerinin ve bu enzimlerin inhibitor

(stilfanilamid)

iceren c¢ozeltilerinin 400 nm de kromatografik esteraz

aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait grafikler



mAU|
1400 |

1200?
1000?
800
600
400 |
200 |

109
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Sekil 76. Son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan BCA ve Esteraz X karigim ¢ozeltilerinin 210

nm de kromatografik ayrimini ve inhibitdrsiiz ve 18 uM son konsantrasyonlu
inhibitor (siilfanilamid) igeren substrat ¢ozeltileriyle reaksiyonu sonucu 400 nm
de esteraz aktivitesini gosteren kromatogramlar

Protein Ayrimindan Sorumlu Pik Alanlar
(mAU x dk)

210 nm
450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000

50000 - -
0

Esteraz X (4 mg/mL) ve BCA (4 mg/mL) Esteraz X (4 mg/mL), BCA (4 mg/mL) ve
Siilfanilamid

Sekil 77. Son konsantrasyonlari 2 mg/mL olan BCA ve Esteraz X karigiminin inhibitor

(stilfanilamid) igeren ¢ozeltilerinin 210 nm de kromatografik protein ayrimindan
sorumlu pik alanlarina ait grafikler
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Sekil 78. Son konsantrasyonlart 2 mg/mL olan BCA ve Esteraz X karigiminin inhibitor
(stilfanilamid) iceren c¢ozeltilerinin 400 nm de kromatografik esteraz
aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait grafikler

0 4 mg/mL BCA ve 4 mg/mL Esteraz X (%50-%50) (210 nm) 04 mg/mL BCA ve 4 mg/mL Esteraz X (%30-%350) (400 nm)
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0 2 mg/mL Esteraz X (210 nm) mau 02 mgmL Esteraz X (400 nm)
mAU 1400
300 1200.
230 1000
150 600
100 400
50 200
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5 100 15 20 25 30 35  min 0 5 10 1520 25 30 35 mn

Sekil 79. 2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzimlerinin ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisim ¢ozeltisinin 210 nm de kromatografik ayrimi ve
inhibitdr igermeyen substrat ¢ozeltisi ile reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz
aktivitelerinden sorumlu pik alanlarinin bireysel ve birlikte verdigi sinyaller
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Sekil 80. 2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlart 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisim ¢ozeltisinin 210 nm de kromatografik protein
ayrimindan sorumlu pik alanlarina ait grafikler
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Sekil 81. 2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisim ¢ozeltisinin 400 nm de kromatografik esteraz
aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait grafikler
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O 4 mg/mL Esteraz X, 4 mg/mL BCA ve Siilfanilamid (400 nm)
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Sekil 82. 2 mg/mL BCA ve Esteraz X enzimlerinin ve son konsantrasyonlari 2 mg/mL olan

BCA ve Esteraz X karisim ¢ozeltisinin 210 nm de kromatografik ayrimi ve 18 uM
son konsantrasyonlu inhibitdr (siilfanilamid) igeren substrat ¢ozeltisi ile
reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitelerinden sorumlu pik alanlarinin
bireysel ve birlikte verdigi sinyaller

Protein Ayrimindan Sorumlu Pik Alanlari

(MAU x dk)

210 nm
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Esteraz X (4 mg/mL), BCA (2 mg/mL)ve  Esteraz X (2 mg/mL) ve
BCA (4 mg/mL) ve Siilfanilamid Siilfanilamid
Siilfanilamid

Sekil 83. 2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlari 2 mg/mL olan

BCA ve Esteraz X karisiminin inhibitor (siilfanilamid) igeren ¢ozeltilerinin 210
nm de kromatografik protein ayrimindan sorumlu pik alanlarina ait grafikler
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Sekil 84. 2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlari 2 mg/mL olan
BCA ve Esteraz X karisiminin inhibitor (stilfanilamid) igeren ¢ozeltilerinin 400
nm de kromatografik esteraz aktivitesinden sorumlu pik alanlarina ait grafikler
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Sekil 85. 2 mg/mL BCA, 2 mg/mL Esteraz X ve son konsantrasyonlar1 2 mg/mL olan BCA
ve Esteraz X karigiminin ve bu karisimin inhibitoér (stilfanilamid) igeren
cozeltilerinin 400 nm de esteraz aktivitelerinden sorumlu pik alanlarina ait
grafikler
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3.5.3. Protein icerigi Bilinmeyen Bitki ve Hayvan Dokularinin On-line HPLC-CA
Enzim Tayin Yontemine Uygulanmasi

Taze olarak hazirlanan protein igerigi bilinmeyen bitki (1spanak, brokoli ve kereviz)
ve hayvan doku (s1gir karacigeri) ekstraktlari, valide edilmis on-line HPLC-CA enzim tayin
yontemine optimum ¢alisma sartlarinda (hareketli faz olarak pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat
tamponu, 25 °C sicaklik, 5 mM substrat (p-nitrofenilasetat) konsantrasyonu, 3 m tiibing
boyu, 0,3 mL/dk siringa pompa akis hizi ve 0,5 mL/dk HPLC pompa akis hiz1) enjeksiyon
noktasindan sisteme enjekte edilerek boyut diglama kolonu ile proteinlerin 210 nm dalga
boyunda kromatografik ayrimi gergeklestirildikten sonra meydana gelen reaksiyon sonucu
400 nm dalga boyunda esteraz aktivitesi gosteren piklerin yiiksekliklerini ve pik alanlarini
veren kromatogramlar kaydedildi. Esteraz aktiviteleri 400 nm dalga boyunda pik alanlar
tizerinden tespit edilen bitki (1spanak, brokoli ve kereviz) ve hayvan doku (sigir karacigeri)
ekstraktlar, CA’ nin standart inhibitérii olan siilfanilamid ¢o6zeltisi (18 pM son
konsantrasyonlu) ile reaksiyona sokularak inhibisyon takip edildi. Ispanak, brokoli ve
kereviz ekstrelerinden alinan proteinlerin diisiik esteraz aktivitesine sahip oldugu ve CA’ nin
standart inhibitorii olan siilfanilamid varliginda bu aktivitenin degismedigi tespit edildi
(Sekil 86-88). Sigir karaciger ekstresinden alinan proteinlerin ise yliksek esteraz aktivitesine
sahip oldugu fakat CA’ nin standart inhibitorii olan siilfanilamid varliginda bu aktivitenin
degismedigi tespit edildi (Sekil 89). Bu durum hem bitki hem de hayvan dokularinda CA

dis1 esteraz aktivitesi gosteren proteinlerinvarligini gostermektedir.

Olspanak Fkstresi (210 nm) OTspanak Ekstresi ve Siilfanilamid (210 nm)
Olspanak Ekstresi (400 nm) Olspanak Ekstresi ve Siilfanilamid (400 nm)

mAU mAU

1400 | 1400

1200 | 1200

1000 ] 1000

800 | 800

600 ! 600

400 | 400

200 | 200

LT 15 20 25 30 mn O 10 125 15 175 20 225 25 275 30 325 min

Sekil 86. Ispanak ekstresinin 210 nm de kromatografik ayrimini ve inhibitdrsiiz ve 18 uM
son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) igeren substrat ¢ozeltileriyle
reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gdsteren kromatogramlar
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Sekil 87. Brokoli ekstresinin 210 nm de kromatografik ayrimini ve inhibitérsiiz ve 18 uM
son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) iceren substrat c¢dozeltileriyle
reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren kromatogramlar

OKereviz Ekstresi (210 nm) OKereviz Ekstresi ve Siilfanilamid (210 nm)
\ oKereviz Ekstresi (400 nm) OKereviz Ekstresi ve Siilfanilamid (400 nm)
mAU mAU
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600 1 600
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100 | 100
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Sekil 88. Kereviz ekstresinin 210 nm de kromatografik ayrimini ve inhibitorsiiz ve 18 pM
son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) igeren substrat c¢ozeltileriyle
reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren kromatogramlar

OKaraciger Ekstresi (210 nm) OKaraciger Ekstresi ve Siilfanilamid (210 nm)
mAU OKaraciger Ekstresi (400 nm) OKaraciger Ekstresi ve Siilfanilamid (400 nm)
] mAU
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800
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Sekil 89. Sigir karaciger ekstresinin 210 nm de kromatografik ayrimini ve inhibitdrsiiz ve
18 puM son konsantrasyonlu inhibitor (siilfanilamid) igeren substrat ¢ozeltileriyle
reaksiyonu sonucu 400 nm de esteraz aktivitesini gosteren kromatogramlar
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3.5.4. On-line HPLC-CA Enzim Tayin Yénteminin Pik Alanlar1 Uzerinden Verilen
Esteraz Aktivite Degerlerinin Enzim Unitesine Doniistiiriilmesi

Enzim {nitesi (U), 25 °C de, bir dakikada, optimal kosullar altinda 1 mikromol
substrat1 tirline doniistiiren enzim miktaridir. Enzim iinitesinin tanimindan yola ¢ikarak
optimum sartlar altinda bir dakikada spektrofotometrik iiriin olusumu, absorbans degisimi
tizerinden takip edildi. 0,2 mg/mL BCA enzimi, pH’ s1 8,2 olan 0,15 M fosfat tamponu
varliginda taze hazirlanmis 5 mM substrat ¢ozeltisiyle reaksiyona sokulur sokulmaz 400 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak okuma yapildi. Sonrasinda on bes saniye araliklarla
sekiz dakika boyunca 6l¢iim yapilarak absorbans degerleri kaydedildi. Grafik {izerinden
dogrusalliktan sapmayan degerler kullanilarak dakikadaki absorbans degisimlerinin
ortalamasi 0,16 olarak belirlendi. Beer-ambert yasasi (A = € X | X ¢) lizerinden p-nitrofenoliin
molar absorptivite degeri (18320 L x mol™ x cm™) ve dakikadaki absorbans degisimi (0,16)
asagida verilen formiilde yerine konularak enzim {initesi spektrofotometrik sartlarda 498
U/L olarak hesaplandi (Bowers vd., 1980). Ayni sartlar altinda ayni ¢aligma reaksiyon
gerceklestirildikten sonra FIA modunda HPLC sistemine uygulandi ve grafik {izerinden
dogrusalliktan sapmayan degerler kullanilarak dakikadaki pik alani degisimlerinin
ortalamas1 422 mAU x dk olarak belirlendi (Sekil 90). Dakikadaki ortalama pik alani
degisimine (422 mAU x dk) karsilik gelen enzim fiinitesi (498 U/L) iizerinden 1 enzim
tinitesinin pik alan1 karsiligi 0,85 mAU x dk olarak belirlendi. Esteraz aktivitesine karsilik
gelen pik alanlari, 1 enzim {initesine karsilik gelen pik alanina (0,85 mAU x dk) boliinerek
sonuclar enzim tnitesi seklinde ifade edildi. Enzim {iinitesinin tespiti asagidaki formiil
kullanilarak yapildu.

U/L ((umol / dk) / L) = [((AA / dk) x Vt x 108 (umol / mol)) / (e x Vs x 1)]

AA / dk = Dakikadaki absorbans degisimi

Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL)

Vs = Ornek hacmi (mL)

| = Is1gin gectigi yol (cm)

& = Molar absorptivite katsayist (L x mol™x cm™)
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Sekil 90. 0,2 mg/mL BCA enziminin 400 nm de spektrofotometrik ve kromatografik esteraz
aktivitesinin zamana bagli degisimini gosteren grafikler




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA, EC: 4.2.1.1), CO, ve HCOg3" arasindaki karsilikli doniisiimii
katalizleyen aktif bdlgesinde Zn*? bulunan bir metaloenzimdir (Supuran, 2010). Katalizor
olmadan da gergeklesen bu doniisiim karbonik anhidraz yoklugunda oldukga yavas
ilerlemektedir. Karbonik anhidraz, bu reaksiyonun hizini saniyede 10* ile 10° kat arasinda
farkli seviyelerde arttirmaktadir (Coban vd., 2007).

Herhangi bir canli organizmanin optimal isleyisi i¢in kesinlikle gerekli olan CA tiim
canli organizma gruplarinda bulunmaktadir. Su anda bilinen alt1 farkli CA sinifi (a, B, v, 9,
Cven) mevcuttur. Bu siiflandirma, proteinin amino asit dizisini, ii¢ boyutlu yapisini, aktif
bolgenin organizasyonunu ve katalitik 6zelliklerini dikkate alarak yapilmistir. CA' lar kemik
rezorpsiyonu, iyon ve karbondioksit tasinmasi, solunum, asit-baz dengesi, glukoneogenez,
lirogenez, viicut sivist liretimi ve lipogenez gibi ¢esitli dnemli biyolojik mekanizmalara
katilmaktadirlar (Caglayan vd., 2019). CA, gastrik mukoza, géz mercegi, tikkriik bezleri,
beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat, bobrek, uterus ve endometrium dokularinda
aktivite gostermekte olup ayrica solungag ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde,
kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, yumurta kabugunun olusumunda, alglerde ve
bitkilerin fotosentetik kloroplastlarinda 6nemli rollere sahiptir (Testereci vd., 1999).

Okaryotlar, hayvan, bitki ve mantar kralliklarinin yan1 sira daha dnce protistler olarak
adlandirilan biiyiik bir gruba ait organizmalar1 da icermektedir. Okaryotlar, bilinen altt CA
smifindan bes sinifi (a, B, 0, C ve 1) tasimaktadirlar. y simifi CA’ lar ise okaryotlarda
bulunmamaktadir. Memelilerin farkli doku ve hiicrelerinde ¢esitli oranlarda bulunan, 16
farkli (CAI-XIV) CA izoenzimi tespit edilmistir (Supuran, 2010). En ¢ok ¢alisilan CA enzim
formlari, biiyiik miktarlarda CO2' nin taginmasinda yer alan ve eritrositlerde (CA | ve CA 1)
bulunan sitozolik CA' lardir (Kupriyanova vd., 2017). CA-I izoenzimi sitozolik bir protein
olup insan eritrositlerinde bol miktarda bulunmaktadir. CA-I izoenzimine lens, ter bezleri,
kornea epitelyumu, kalin bagirsagin epitelyumu ve adipoz dokuda da rastlanmaktadir. CA-
IT izoenzimi yiiksek katalitik aktiviteye sahip olup insanda hemen hemen her doku veya
organda mevcuttur. Bazi hiicrelerin sitozoliinde bulunan CA-II izoenzimi, doniisiimsiiz
korliige sebep olan glokomda akéz humor goz i¢i basincinin saglanmasinda olduk¢a énemli

rol istlenmektedir (Supuran, 2010). Mantar hiicreleri a ve B smiflarinin CA' larina
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sahiptirler. Bu enzimler farkli fizyolojik islevleri yerine getirmektedirler. Fizyolojik rolii tam
olarak bilinmeyen ¢ok sayida protozoa tiirii, 1-CA tasiyan tek organizmadir. Okaryotik
fotoototroflarda, CA' larin ana rolii, fotosentez ve ilgili biyosentetik reaksiyonlarin
diizenlenmesini saglamaktir (Kupriyanova vd., 2017).

Bakteriler a, B, ve y olmak lizere ii¢ CA sinifi tagimaktadirlar ve arkealara dahil
olmayan tiim prokaryotlar1 icermektedirler (Kupriyanova vd., 2017).

Arkealar, bilinen alti CA sinifindan sadece ikisini (B ve y) icermektedirler. Bu CA'
larin  hiicre i¢i islevleri tam olarak bilinmemektedir. Fotosentetik prokaryotlarda
(siyanobakteriler), CA' lar CO> tutulma mekanizmasina katilmaktadirlar (Kupriyanova vd.,
2017).

Karbonik anhidraz enziminin  aktivitesi iki farkli yontem kullanilarak
dlgiilebilmektedir. ilk ydntem in vitro kosullarda gergeklestirilen esteraz aktivitesi yontemi,
ikinci yontem ise CA enziminin fizyolojik aktivitesi olan hidrataz aktivitesi yontemidir.
Hidrataz aktivitesi yontemi fizyolojik olarak daha degerli olsa da esteraz aktivite yontemine
gore daha diisiik hassasiyetle ¢alismaktadir.

Bu calismada, karbonik anhidraz enziminin aktivite tespiti esteraz aktivite tayin
yontemi tizerinden yapilmistir. Bu yontem, CA’ nin substrat olarak kullanilan p-nitrofenil
asetatin ester baglarin1 hidroliz etmesi sonucu olusan p-nitrofenoliin takibi esasina
dayanmaktadir (Armstrong vd., 1966). p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi, suda ¢6ziinmedigi i¢in
oncelikli olarak az miktarda DMSO’ da ¢oziilerek manyetik karistirict lizerinde hizlica
karistirllan saf suya yavasca ilave edilmesiyle hazirlanmistir. BCA enziminin esteraz
aktivitesi tizerinde % 20 seviyelerine kadar 6nemli bir inhibisyon etkisi gostermeyen DMSO,
Substratin ¢oziinmesi isleminde tercih edilmistir (Alkan Tirkugar, 2018).

CA!' lar glokom, obezite, osteoporoz, epilepsi, yiiksek irtifa hastaligi ve kanser tedavisi
icin ilag gelistirme hedefleri olmustur. CA' lar, 6zellikle prokaryotlardan karyotlara kadar
tiim organizmalarda ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik siirece dahil olduklari i¢in arastirma
noktasinda gecmisten giiniimiize kadar oldukg¢a fazla ilgi gormiistiir. Son yillarda,
biyokimyasal, yapisal ve filogenetik ¢alismalar yapmak i¢in farkli kaynaklardan cesitli CA'
lar klonlanmuis, saflastirmis ve karakterize edilmistir. Bu tiir arastirmalar, makul bir saflik
derecesine ve bilylik miktarda enzime sahip CA' lar1 gerektirmektedir (Ozensoy vd., 2016).
Son yillarda ayrica, bir hiicre sistemi iginde bulunan ¢ok sayida bileseni tanimlayabilen,

miktarint belirleyebilen ve aktivite tespiti yapabilen teknolojiler gelistirmek i¢in artan bir
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¢aba olusmustur (Ingkaninan vd., 2000; Queiroz vd., 2005; Hirano vd., 2005; Haselberg vd.,
2006; Shi vd., 2009; Malherbe vd., 2012; De Vega vd., 2015).

Analiz edilen karigimlarin karmasikligi, etkili bir ayrim ve aktivite tespiti i¢in yeni
yontemlerin gelistirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu gereklilik bizi, ¢alismamizda
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve bagli bulundugu on-line sistemler
yardimiyla ayrim ve es zamanli CA tayini yapabilen yeni bir yontem gelistirmeye
yonlendirmistir.

Calismada, on-line HPLC-CA enzim tayin yontemini gelistirebilmek adina ¢ok sayida
spektrofotometrik ve kromatografik denemeler yapilmistir. BCA enziminin esteraz aktivitesi
ve esteraz aktivitesi ilizerinden CA’ nin standart inhibitdrleri olan siilfanilamid ve
asetazolamidin ICso degerleri spektrofotometrik sartlarda in vitro olarak incelenmistir.
Aktivite 6l¢timii pH’ s1 7,4 olan 0,05 M Tris-SO4 tamponu ve BCA enziminin bulundugu
ortama 3 mM p-nitrofenil asetat (substrat) ¢ozeltisinin eklenmesiyle kinetik olarak
yapilmustir. Esteraz aktivitesi iizerinden yapilan inhibisyon ¢aligmasinda siilfanilamid ve
asetazolamid ¢ozeltilerinin ICsg degerleri daha onceki ¢aligsmalarla uyumlu olarak sirasiyla
7,83 uM ve 95,48 nM olarak bulunmustur.

BCA enziminin esteraz aktivitesi ve BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerinde
inhibisyon etkisi gosteren silfanilamidin ICsp degeri HPLC ile FIA modunda da
incelenmigstir. FIA modunda BCA enziminin esteraz aktivitesinin dl¢iimiinde, hareketli faz
olarak pH’ s1 7,4 olan 0,05 M Tris-SO4 tamponu kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
(2,0; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 ve 0,1 mg/mL) BCA enzimi enjeksiyon noktasindan sisteme
enjekte edilip ikinci bir pompa ile sisteme 3 mM p-nitrofenil asetat gonderildikten sonra
meydana gelen reaksiyon sonucu olusan pik alani ve pik yiikseklikleri takip edilerek esteraz
aktivitesi belirlenmistir. Inhibitdrsiiz substrat ve farkli konsantrasyonlarda (600, 450, 300,
240, 180, 120 ve 60 puM) siilfanilamid ¢ozeltileri igeren substrat ¢ozeltileri ile yapilan
inhibisyon ¢alismasinda siilfanilamid ¢ozeltisinin 1Cso degeri 4,21 uM olarak belirlenmistir.
Esteraz aktivitesi ve esteraz aktivitesi lizerinden inhibisyon ¢aligmalarinin spektrofotometrik
olarak belirlenmesinin ardindan benzer sonuglarin HPLC sisteminde FIA modunda da
alinmas1 yontemin on-line sisteme uyarlanabilecegini gostermistir.

On-line HPLC sisteminde, enjeksiyon noktasindan sisteme gonderilen 5 mg/mL BCA
enziminin ayrimi1 pH’ s1 8,25 olan 0,05 M Tris-SO4 tamponundan olusan hareketli faz
cozeltisi ile 0,7 mL/dk akis hizinda boyut dislama kolonundan kromatografik olarak

gerceklestirilmistir.  Protein ayrimina ait sinyal 230 nm dalga boyunda elde edilmistir.
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Protein ayrimini takiben 0,3 mL/dk akis hiziyla ikinci bir pompa ile sisteme gonderilen 3
MM p-nitrofenil asetat ¢dzeltisi ile reaksiyon sonucu esteraz aktivitesine ait sinyal 348 nm
dalga boyunda elde edilmistir. 348 nm dalga boyunda elde edilen sinyalin BCA enziminin
esteraz aktivitesine ait oldugu ise ikinci bir pompa ile sisteme gonderilen saf su ve inhibitorlii
substrat ¢ozeltilerinin ayn1 dalga boyunda verdigi sinyaller {izerinden tespit edilmistir.
Sisteme saf su gonderildiginde hicbir aktivite gdzlenmezken, inhibitorlii substrat ¢ozeltisi
gonderildigi zaman aktivite sinyalinin azaldig1 belirlenmistir.

Esteraz aktivitesinin takibinde genellikle p-nitrofenoliin izobestik noktasi (348 nm)
kullanilmaktadir. Literatiirde, yapilan bir ¢alismada p-nitrofenoliin UV-VIS absorpsiyon
spektrumu farkli pH degerlerinde takip edilmis, absorpsiyonun pH 4-11 araliginda énemli
oOlglide degisiklik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 191). 317 ve 400 nm dalga boylarinda
maksimum absorpsiyon sinyali elde edilen iki farkli tepe noktasi gozlemlenmistir.
Absorpsiyon sinyalinin, pH 7 altindaki degerlerde 317 nm dalga boyunda, pH 8 iistiindeki
degerlerde 400 nm dalga boyunda ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Peng vd., 2016).
Yapilan ¢alisma pH 8,2 degerinde gergeklestirilmis ve dalga boyu (348 ve 400 nm)
seciminin BCA enziminin esteraz aktivitesi iizerine etkisi kromatografik olarak
arastirilmistir. Esteraz aktivitesine ait sinyalin 400 nm dalga boyunda iki kat daha arttig
tespit edilmistir ve bu dalga boyu optimum olarak belirlenmistir.
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Sekil 91. p-Nitrofenoliin farkli pH degerlerindeki UV-Vis absorpsiyon
spektrumu (Peng vd., 2016).
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Esteraz aktivitesine sahip olmayan BSA proteininin, 230 nm dalga boyunda
kromatografik ayrimi yapildiktan sonra 400 nm dalga boyunda esteraz aktivitesi takibi
yapilmustir. Negatif kontrol olarak calisilan BSA proteininin esteraz aktivitesi gostermedigi
tespit edilmistir. Ayrica, gelistirilen on-line HPLC sisteminin dogal numunelere verecegi
tepkiyi Ongorebilmek adina taze hazirlanan sigir karacigeri ekstresinin 230 nm de
kromatografik ayrimi ve takiben 400 nm dalga boyunda esteraz aktivitesi Olglimii
yapilmistir. Si1g1ir karaciger ekstresinden protein ayriminin gergeklestigi ve ayrimi yapilan
baz1 proteinlerin esteraz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.

Protein ayrimi ve miktar tayini icin 280 nm dalga boyundaki absorbanstan yaygin
olarak yararlanilmaktadir. Fakat bu yontem sadece fenilalanin, tirozin ve triptofan amino
asitlerini igeren proteinlere uygulanabilmektedir. Tirozin ve triptofan amino asitlerini ¢ok az
iceren ya da icermeyen protein Orneklerinin analizi ve miktar1 peptit bagi iizerinden
absorbans sinyali veren 205-210 nm dalga boylari segilerek belirlenmektedir (Scopes, 1974).

Calismanin devaminda on-line HPLC-CA enzim tayin yontemini gelistirmek adina
tampon ¢ozelti se¢imi, tampon ¢ozelti pH’ s1, tampon ¢dzelti sisteminin kompozisyonu, akis
hizlar1 ve substrat konsantrasyonu parametrelerinin esteraz aktivitesi lizerine etkileri
arastirilmastir.

Farkli tampon sistemlerinin (Tris-SOas, fosfat ve asetat) esteraz aktivitesi ilizerine
etkileri arastirilmistir. Hareketli faz olarak fosfat tamponu kullanildigi zaman hem protein
ayriminin daha iyi oldugu hem de esteraz aktivitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Hareketli faz olarak kullanilan tampon ¢6zeltinin pH’ s1 arttik¢a esteraz aktivitesinin
de arttig1 belirlenmistir. Fakat protein ayriminda kullandigimiz boyut diglama kolonunun en
1yl etkiyi gosterdigi tampon ¢ozelti pH’ sinin 3-8,5 aralifinda olacak sekilde tasarlandigi
bilindiginden bu sinirlarin digina ¢ikmamaya 6zen gosterilmistir.

Boyut dislama kolonlarinda daha iyi bir ayrim ve dolayisiyla daha diizgiin pikler
gorebilmek adina iyonik siddetin etkisinin ortadan kaldirilmas: gerektigi ve bunun i¢in de
tampon ¢ozelti kompozisyonuna genellikle KCl ilave edildigi belirlenmistir. Fakat tampon
¢ozelti kompozisyonunda KCI’ nin varligr durumunda esteraz aktivitesinin azaldig, hatta
KCI konsantrasyonu 0,4 M olunca aktivite kaybinin %15 seviyelerine ulastig1 tespit
edilmistir.

HPLC sisteminde akis hizi azaldigi zaman hem kolonda ayrilan numunelerin dedektor
oniinden gegis siirelerinin arttigi hem de detektdre varls zamaninin uzamasiyla reaksiyonun

daha ileri seviyede gerceklestigi tespit edilmistir. Reaksiyondan bagimsiz olarak akis hizi 1
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mL/dk’ dan 0,7 mL/dk’> ya disiiriildiigii zaman olusan pikin alan1 %52, 0,5 mL/dk’ ya
disiiriildiigli zaman olusan pikin alan1 %114 artis gostermistir. Enzimatik reaksiyon
varliginda ise akis hiz1 1 mL/dk’> dan 0,7 mL/dk’ ya diisiiriildiigii zaman olusan pikin alani
%94, 0,5 mL/dk’ ya diisiiriildiigii zaman olusan pikin alan1 %228 artis gostermistir.
Dolayistyla akis hizinin azaltilmasienzimatik reaksiyondan kaynaklanan sinyal artigina
sebep olmaktadir.

Farkl1 substrat konsantrasyonlarinda (3 ve 5 mM) esteraz aktivitesinden sorumlu pik
yiiksekligi ve pik alanlar1 takip edilmistir. Substrat konsantrasyonu arttikca esteraz
aktivitesinden sorumlu pikin yiiksekliginin ve alaninin da arttig1 goriilmiistiir.

Calismanin devaminda gelistirilen on-line HPLC-CA enzim tayin yontemi, akis
hizlari, tampon c¢ozelti se¢imi, tampon ¢ozelti konsantrasyonu, tampon c¢ozelti pH’ si,
reaksiyon sicakligi, tiibing boyu ve substrat konsantrasyonu parametreleri ilizerinden
optimize edilmistir.

Boyut dislama kromatografisinde numune molekiillerinin difiizyon hiz1 ayrim
performansini etkilemektedir. Ayrimi yapilan molekiil ne kadar biiyiikse, difiizyon hizi 0
kadar yavas olmaktadir. Bu yavas diflizyon, artan akis hiz1 ile hizla genisleyen tepe
noktalarina sebep olmaktadir. Boyut dislama kromatografisi ile ayrimi yapilan molekiiller
de genellikle yiiksek molekiil kiitlesine sahip oldugundan, ayirmalar yapilirken akis hizlarini
minimumda tutmak 6nemlidir. Fakat ¢ok diisiik akis hizlarinda analiz zamani uzamakta, pik
genislemesi olmakta ve duyarlilik da diismektedir (Ricker ve Sandoval, 1996). Biitiin etkiler
g0z oniinde bulundurulup benzer literatiir caligmalar1 degerlendirildiginde protein ayrimlari
i¢in en ideal akig hizinin 0,5 mL/dk oldugu tespit edilmistir (Luo vd., 2019; Huang vd.,
2018). Yapilan ¢alismada HPLC pompanin farkli akis hizlarinda (0,5; 0,7 ve 1 mL/dk)
esteraz aktivitesinden sorumlu pik yiikseklikleri ve pik alanlar1 takip edilmistir. HPLC
pompanin akis hizi 0,5 mL/dk oldugu zaman en biiyiikk pik yiiksekligi ve pik alanina
ulasilmigtir ve bu deger optimum HPLC pompa akis hizi olarak belirlenmistir.

Siringa pompanin farkli akis hizlarinda (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5 mL/dk) esteraz
aktivitesinden sorumlu pik yiikseklikleri ve pik alanlari takip edilmistir. Siringa pompanin
akis hiz1 0,3 mL/dk akis hiz1 seviyelerine kadar ¢iktiginda pik yiiksekligi ve pik alanlarinin
giderek artt1ig1, bu degerden sonra ya sabit kaldig1 ya da azaldig: tespit edilmistir. Ayrica
siringa pompanin yiiksek akis hizlarinda giiriiltii artisinin da fazla olusu gbz Oniinde

bulundurularak optimum siringa pompa akis hizinin 0,3 mL/dk olmasina karar verilmistir.
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BCA enziminin esteraz aktivitesi tayin yonteminde siklikla tercih edilen Tris-SO4
tamponu ile protein ayrimi ve aktivite ¢alismalarinda genis yer bulan fosfat tamponu on-line
HPLC-CA enzim tayin yonteminde esteraz aktivitesinden sorumlu pik alanlar1 ve pik
yiikseklikleri bakimindan karsilastirilmistir. Fosfat tamponu ile elde edilen pik alani ve pik
yiikseklikleri, Tris-SO4 tamponu ile elde edilen pik alani ve pik yiiksekliklerinin iki kati
olmasi nedeniyle fosfat tamponu tercih edilen tampon ¢ozelti olarak se¢ilmistir.

Fosfat tamponunun farkli konsantrasyonlu (50, 100, 150 ve 200 mM) ¢ozeltilerinde
esteraz aktivitesinden sorumlu pik yiikseklikleri ve pik alanlar takip edilmistir. Esteraz
aktivitesinden sorumlu en yiiksek pik alani ve pik yiiksekliginin elde edildigi 150 mM degeri
optimum konsantrasyon olarak belirlenmistir.

0,15 M fosfat tamponunun farkli pH degerlerindeki (7; 7,4; 7,8 ve 8,2) hareketli faz
sistemi ile elde edilen esteraz aktivitesinden sorumlu pik yiikseklikleri ve pik alanlar1 takip
edilmistir. 400 nm dalga boyunda elde edilen absorpsiyon sinyali, pH 10 seviyelerinde
oldukga yiiksek olmasina ragmen (Peng vd., 2016), protein ayriminda kullandigimiz boyut
dislama kolonunun optimum ayrim pH’ sinin 3-8,5 araliginda olmasi nedeniyle yiiksek pH
seviyelerine c¢ikilamamistir. En yiiksek pik alami ve pik yiiksekliginin elde edildigi ve
kolonun ¢ikilabilecek iist sinir1 olan 8,2 pH degeri optimum olarak belirlenmistir.

1 mg/mL BCA enzim ¢ozeltisinin farkli sicaklik degerlerinde (25, 30, 35, 40, 45, 50
°C) esteraz aktivitesini gosteren pik alanlari ve pik yiikseklikleri takip edilmistir. 45 °C
seviyelerine kadar esteraz aktivitesinin giderek arttig1 ve sonrasinda diisiise gectigi tespit
edilmistir. En biiyiik pik alani ve pik yiiksekligine sahip olan sicaklik degerinin 45 °C oldugu
gorilmistiir. Yiiksek sicakliklarda reaksiyonun ¢ok daha hizli ger¢eklesmesi aktivitenin de
daha yiiksek ¢ikmasina sebep olmustur. Ancak yiiksek sicakliklarda hem giiriiltiiniin daha
fazla olmasi hem de reaksiyonun erken tamamlanmasi dedeksiyon sinirini diistirmiistiir. CA
konsantrasyonunun diisiik oldugu ¢ozeltilerde tespit ve tayin yapabilmek adina 25 °C degeri
optimum sicaklik olarak belirlenmistir. Fakat yiiksek konsantrasyonlu c¢ozeltilerle
calisilirken aktivite sinyalini arttirmak adina yiiksek sicakliklar tercih edilebilir.

Farkli uzunluklara (2; 2,5 ve 3 m) sahip tiibingler kullanilarak BCA enziminin esteraz
aktivitesini gosteren pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri tespit edilmistir. Tiibing boyu 2 m
seviyelerinin altinda oldugu zaman reaksiyonun ger¢eklesmesi adina yeterli siirenin
olusmadig1, 3 m seviyelerinin iistiinde oldugu zaman ise pik yayvanlasmasinin oldugu tespit

edilerek bu seviyeler arasindaki uzunluk degerleri kullanilmistir. Tiibing boyunun uzunlugu
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hem karigma oranini, hem de reaksiyon siiresini arttirmaktadir. En yiliksek pik alanina ve pik
yiiksekligine sahip olan 3 m tiibing boyu optimum olarak belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlu (3, 4 ve 5 mM) substrat (p-nitrofenil asetat) ¢ozetileri
kullanilarak BCA enziminin esteraz aktivitesinden sorumlu pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri
kromatografik olarak on-line HPLC sistemi ile tespit edilmistir. Substrat konsantrasyonu
arttikca esteraz aktivite sinyalinin de arttig1 belirlenmistir. Fakat yiiksek konsanyrasyonlu
substrat ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ¢oziniirliik problemleri goézlemlenmistir. 6 mM
konsantrasyonunlu substrat ¢ozeltisi hazirlanmis olsa da sirinda igerisinde pompa ile sisteme
gonderilirken ¢okelmelerin oldugu tespit edilmistir. On-line HPLC sisteminde ¢aligilabilen
en yiiksek konsantrasyon olan 5 mM optimum olarak belirlenmistir.

Caligmanin devaminda optimize edilen on-line HPLC-CA enzim tayin yontemi
dogrusallik, dogrusal aralik, tespit (LOD) sinir1, tayin (LOQ) sinir1, kesinlik ve saglamlik
parametreleri tizerinden valide edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ve 10 mg/mL)
hazirlanmis olan BCA enzim ¢ozeltisi, optimum ¢alisma sartlarinda sisteme enjekte edilerek
210 nm dalga boyunda kromatografik protein ayrimi ve takibinde substratla meydana gelen
reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik
alanlarin1 veren kromatogramlar kaydedilmistir. BCA enzim konsantrasyonunun 6 mg/mL
seviyelerine kadar dogrusal aktivite sinyalinin devam ettigi bu konsantrasyondan sonra
yavas yavas dogrusalliktan sapma oldugu tespit edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0 ve 10 mg/mL)
hazirlanmis olan BCA enzim ¢6zeltisi, optimum ¢alisma sartlarinda sisteme enjekte edilerek
210 nm dalga boyunda kromatografik protein ayrimi ve takibinde substratla meydana gelen
reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini gdsteren pik
alanlarmm1 veren kromatogramlar kaydedilmistir. 5 mg/mL BCA enzim konsantrasyon
seviyesine kadar dogrusal aktivite sinyali (R? = 0,9997) tespit edilmistir ve bu
konsantrasyona kadar olan bolge dogrusal aralik olarak belirlenmistir.

Optimum c¢alisma sartlarinda, diisiik konsantrasyonlu (0,2 mg/mL) BCA enzim
cozeltisi sisteme enjekte edilerek 210 nm dalga boyunda kromatografik protein ayrimi ve
takibinde substratla meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin
esteraz aktivitesini gosteren pik alanlarini veren kromatogramlar kaydedilmistir. Yapilan on

bagimsiz o6l¢limiin pik alanlarmin standart sapmasi 690,90 mAU x dk olarak bulunmustur.
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Standart sapma degeri 3 ile ¢arpilarak LOD’ un pik alanina karsilik gelen sayisal degeri
2072,70 mAU x dk olarak belirlenmistir.

Optimum ¢alisma sartlarinda, diisiik konsantrasyonlu (0,2 mg/mL) BCA enzim
coOzeltisi sisteme enjekte edilerek 210 nm dalga boyunda kromatografik protein ayrimi ve
takibinde substratla meydana gelen reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin
esteraz aktivitesini gosteren pik alanlarini veren kromatogramlar kaydedilmistir. Yapilan on
bagimsiz Slgiimiin pik alanlarmin standart sapmasi 690,90 mAU x dk olarak bulunmustur.
Standart sapma degeri 10 ile carpilarak LOQ’ un pik alanina karsilik gelen sayisal degeri
6909,05 mAU x dk olarak belirlenmistir.

Dogrusal aralik sinirlart igerisinde diisiik ve yiiksek olmak {izere iki farkl
konsantrasyonda (0,2 ve 4 mg/mL) BCA enzim ¢ozeltisi sisteme enjekte edilerek 210 nm
dalga boyunda kromatografik protein ayrimi ve takibinde substratla meydana gelen
reaksiyon sonucu 400 nm dalga boyunda BCA enziminin esteraz aktivitesini gosteren pik
alanlarin1 veren kromatogramlar kaydedilmistir. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik tizerinden
degerlendirilen kesinligin % bagil standart sapma degerleri 0,2 mg/mL igin sirasiyla 1,04 ve
0,50, 4 mg/mL igin ise sirastyla 0,75 ve 0,22 olarak tespit edilmistir.

Yontemin saglamligr akis hizi (0,48 ve 0,52 mL/dk), reaksiyon sicakligi (24,5 ve 25,5
°C), hareketli fazin pH’ s1 (8,15 ve 8,25) ve hareketli fazin konsantrasyonu (0,14 ve 0,16 M)
tizerinde kiiclik degisiklikler yapilarak degerlendirilmistir. Yontemin en fazla etkilendigi
parametrenin sicaklik oldugu tespit edilmistir. Fakat yapilan kiiciik degisiklikler sonucunda
tiim parametreler iizerindeki yiizde bagil hatanin %S5 seviyelerinin altinda kalmas1 yontemin
saglamligin1 gostermistir.

Calismanin devaminda, validasyonu tamamlanan on-line HPLC-CA enzim tayin
yontemine protein icerigi bilinen standart protein karigimlar: ve protein igerigi bilinmeyen
bitki ve hayvan dokular1 uygulanmistir. CA’ nin standart inhibitdrii olan siilfanilamidin BCA
enzimini %50 oraninda inhibe ettigi siilfanilamid konsantrasyonu (ICsg) gelistirilen bu
yontemle 2,1 uM olarak belirlenmistir. Esit konsantrasyonlu BCA ve Esteraz X enzim
c¢ozeltilerinin bulundugu karigim, gelistirilen bu yonteme uygulanmis ve her bir proteinin de
esteraz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Esteraz aktivitesine sahip proteinleri i¢eren
karisim, CA’ nin standart inhibitérii olan siilfanilamid ¢o6zeltisi ile reaksiyona sokularak
inhibisyon iizerinden CA’ nin tayini yapilmistir. Ayrica protein igerigi bilinmeyen bitki ve
hayvan dokularinin da uygulandig1 bu yontem sayesinde esteraz aktivitesine sahip proteinler

rahatlikla tespit edilmistir. Esteraz aktivitesine sahip proteinlerin hem bitki hem de hayvan
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dokularinda siilfanilamid ¢6zeltisi ile inhibe olmamasi bu ¢ozeltilerde CA’ nin
bulunmadigint ya da ekstraksiyon isleminde dokularda bulunan CA’ nin alinamadigini
gostermistir.

Calismanin son asamasinda, enzimatik reaksiyon sonucu iiretilen p-nitrofenol
miktarinin takibi ile esteraz aktivitelerinden sorumlu olan pik alanlar1 enzim {initesi seklinde
ifade edilmistir. On-line HPLC sisteminde hareketli faz kompozisyonunun ve akisinin sabit
olusu alan ve aktivite arasinda iliski kurulabilmesine olanak vermistir. Enzim nitesi,
spektrofotometrik sartlarda olusan p-nitrofenoliin dakikadaki absorbans degisimi (0,16)
tizerinden 498 U/L olarak bulunmustur. Yapilan ¢alisma ayni sartlar altinda FIA modunda
HPLC sistemine uygulandiginda dakikadaki pik alan1 degisiminin 422 mAU x dk oldugu
tespit edilmistir. Dakikadaki ortalama pik alan1 degisimine (422 mAU x dk) karsilik gelen
enzim {initesi (498 U/L) iizerinden 1 enzim initesinin pik alan1 karsiligi 0,85 mAU x dk
olarak belirlenmistir. Esteraz aktivitesine karsilik gelen pik alanlari, 1 enzim {initesine
karsilik gelen pik alanina (0,85 mAU x dk) boliinerek sonuglar enzim iinitesi seklinde ifade
edilmistir. Bu sabit deger, HPLC akis hizinin 0,5 mL/dk ve siringa pompa akis hizinin 0,3
mL/dk oldugu HPLC sisteminde diger biitiin parametreler lizerinde degisiklik yapilsa bile
kullanilabilmektedir. Gelistirilen bu yaklasim on-line HPLC-CA yo6nteminde kullanilirken
substratin enjeksiyonu sonrasi ikinci detektore kadar gecen siirenin dikkate alinmasi
gerekmektedir. Bu anlamda gergek numunelerde her bir esteraz aktiviteli enzime ait tam bir
aktivite degeri elde edilmek istendiginde, ayn1 yontemde standart enzim kullanilmasiyla elde
edilecek aktivite lizerinden reaksiyon sarmalinda gecen siirenin gercek¢i bir yaklasimla

hesaplamaya dahil edilmesi amaciyla korelasyon kurulmalidir.



5. ONERILER

Gelistirilen ve uygulanan on-line HPLC-CA enzim tayin yOntemi, protein ayrimi
tizerinden aktivite tespiti yapilan ilk ¢aligsma olarak literatiire kazandirilmistir. Bu yontem,
bitki, hayvan, insan dokular1 ve mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan esteraz
aktivitesi gOsteren proteinlerin belirlenip es zamanli karbonik anhidraz enzim tayininin
yapilabilmesi ile literatiirde 6nemli bir boslugu dolduracaktir. Esteraz aktiviteli proteinlerin
ve CA’ nin tespitine hizli ve kolay analiz imkani1 veren bu yontem, biyoaktif bilesen
saflagtirllmasinin yapildig1 sektorlerde ve biyoaktivite ¢aligmalarinin yapildigi arastirma
laboratuvarlarinda uygulanabilecektir. Gelistirilen yontemde, siringa pompa yerine HPLC
pompa kullanilmas1 sinyal giiriiltiisiiniin azalmasina sebep olacaktir. Bu da LOD ve LOQ
degerlerinin diismesiyle daha diisiik konsantrasyonlardaki CA tayininin yapilabilmesine
olanak saglayacaktir. Biz ¢aligmamizda protein ayriminin iyilestirilmesinden ziyade aktivite
sinyalinin arttirilmasi ile ilgilendik. Gelistirilen yOntem daha iyi protein ayriminin
yapilabildigi yeni nesil kolonlarda uygulanarak gorselligi ¢cok daha giizel, proteinlerin etkin
ayrnminin  gorildiigii kromatogramlar elde edilebilir. Ayrica bu ¢alismada sadece CA
enzimin esteraz aktivitesinin on-line uygulanmasi yapilmistir. CA enzimin hidrataz
aktivitesinin de on-line HPLC sistemine uygulanabilir duruma gelmesi adina ¢alisma
grubumuz tarafindan planlamalar yapilmaktadir. Bu alanda uygulanan g¢alismalar son
zamanlarda sayisini arttirmakta olup oniimiizdeki siiregte benzer ve daha kapsamli birgok
calisma yapilabilecektir. Calisma grubumuzun ilgi ve arastirma alanlarindan birisi olan on-
line HPLC uygulamalar1 ile farkli arastirma konulari {izerinden yeni planlamalar
yapilmaktadir. Teknolojinin gelisimi ile birlikte cihaz fonksiyonu ve gesitliliginin giderek
artmast on-line HPLC uygulamalarina 6nemli bir katki saglayacaktir. Bu dogrultuda,
kromatografik sinyal giiriiltiisiinii ortadan kaldiracak pompa sistemlerinin, akisin yani sira
karismay1 da saglayacak reaksiyon sarmallari ya da diger alternatiflerin ve tiim sistem igin
sicaklik kontroliiniin yapilabilecegi izole HPLC sistemlerinin gelistirilmesi ihtiyaglari

onemli dl¢iide karsilayacaktir.
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