T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KARACA MERSINI (Acipenser
gueldenstaedtii) SOLUNGACINDAN

KARBONIK ANHIDRAZIN KARAKTERIZASYONU

Giilay CANDAN

Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Barbaros DINCER

YUKSEK LiSANS TEZi

KiMYA ANABILIM DALI

RIZE 2013



T
RECEP TAYYIP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANABILIM DALI

KARACA MERSINI (Acipenser
gueldenstaedtii) SOLUNGACINDAN

KARBONIK ANHIDRAZIN KARAKTERIZASYONU

GULAY CANDAN

YUKSEK LiSANS
Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 24/12/2012
Tezin Sozlii Savunma Tarihi :08/01/2013

Tez Damismani: Yrd. Dog. Dr. Barbaros DINCER

Juri Uyesi  : Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI

o i : frtf
Juri Uyesi : Yrd. Dog. Dr. Ozlem FAIZ g /f—

Enstitti Mudiirii: Do¢.Dr. Fatih YILMAZ




ONSOZ

Bu ¢alisma, Karaca Mersinin (Acipenser gueldenstaedtii) baz1 dokularindaki karbonik
anhidraz enziminin kinetiginin incelenmesi, solungaclarindan bu enzimin saflagtirilmasi ve
saflastirilan enzimin inhibisyonu iizerine ¢alismalari igermektedir. Calismadaki deneysel
kistmlar Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Yiiksek lisans tez calismamin tiim asamalarinda bana her tiirlii ¢calisma imkani
veren rektoriimiiz Sayin Prof. Dr. Arif YILMAZ’a ve dekanimiz Sayin Prof. Dr. Oktay
TORUL’a,

Bilgi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren, yiiksek hosgorii ve anlayis gdsteren tiim
varligi ve destegiyle yanimda olan damigman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Barbaros
DINCER e ve ailesine,

Her zaman bilgisiyle tecriibesiyle sevgi, ilgi ve anlayisla yanimda olan sevgili
hocalarim saym Yrd. Dog. Dr. Ozlem FAIZ ve saymn Dr. Nimet BALTAS’a, arkadaslarim
Ars. Gor. Arife Pmar EKINCI’ye, kimyager Adem Demir’e, kimyager Miige BOZ “a,
kimyager Murat DURMAZ’a,

Baliklarin temininde her daim giiler yiiziinii ve yardimini esirgemeyen hocam sayin
Yrd. Dog. Dr. Tlker Zeki KURTOGLU na,

Egitim- 6gretim hayatim boyunca bana giivenerek her zaman yanimda olan, maddi
manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen, canim annem Nezahat CANDAN” a, canim

babam Tartk CANDAN’a ve mutluluk kaynagim sevgili kardeslerime

Sonsuz tesekkiirler. ..
Giilay CANDAN
Ocak, 2013



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ... I
ICINDEKILER ..ottt I
OZET .ot \%
SUMM A R Y Vi
SEKILLER DIZINT ..., Vil
TABLOLAR DIZINT ... IX
SEMBOLLER DIZINT ..ottt X
1. GENEL BILGILER .....cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 1
1.1. 6510 T 1
1.2. CalisSmanin AMACI.........ooiiiii i e 2
1.3. Karbonik Anhidraz (CA).......oovineiii e, 2
1.3.1. Karbonik Anhidraz Ailesinin Siniflandirilmast ............ccoooeeiiiiia 4
1.3.1.1. o Smifit Karbonik Anhidraz..............c.oooiiiiiiiiii e 4
1.3.1.2. B Sinifit Karbonik Anhidraz ........cccooeeiiiiiii i 8
1.3.1.3. Y Sinifit Karbonik Anhidraz ..............coooiiiiiiiiiiiii i, 9
14 Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Fonksiyonlari................................ 9
1.5. Karbonik Anhidraz Inhibitdrleri ...............coooiiiiiiiiiiii i 11
1.5.1. ASEtazolamid. .. ..o 13
1.5.2. Metazolamid. .........oooiiii 13
1.5.3. EtoKSZOIamid. ... ..o 14
1.54. Benzolamid....... ..o 14
1.5.5. Diklorfenamid ............ooiiiiii 15
1.5.6. DOrzolamid ... 15
1.5.7. Brinzolamid....... ..o 15
1.5.8. SUINIAM. 16
1.5.9. INdISULAML. ..., 16
1.5.10. SAKAIN .ot 17
1.5.11. SUIDITIA. 18
1.5.12. ZONISAMIT. ..ot 18
1.5.13. SelEKOKSID. .. . et 18
1.5.14. ValdeKOKSID....o.veni 19



1.5.15.
1.6.
1.6.1.

2.1.

2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.14.
2.2.

2.2.1.

2.2.1.1.
2.2.1.2.

2.2.2.

2.2.2.1.
2.2.2.1.1.
2.2.2.1.2.
2.2.2.2.

2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.
2.2.5.1.
2.2.5.2.
2.2.6.

2.2.6.1.
2.2.6.2.

TOPITAMALE. ...ttt
Mersin Baliklarinin Genel Ozellikleri................ooovviiiiiiiiiieien
Karaca Mersini (Acipenser gueldenstaedtii)....................cooiiiiiiin,
YAPILAN CALISMALAR . ...t
Materyal. . ...
Kullanilan Kimyasal Maddeler ...........cccocooiiiiiiiiniiieeen
Kullanilan Alet ve Cihazlar........... ..o
Calismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi.................................
Calismada Kullanilan Karaca Mersini Baliginin Temini........................

Y OMECINILET ..ttt ———

Karaca Mersini Baligindan Kalp, Solungag¢,Kan ve Beyin Temini ve

Homojenatlariin = Hazirlanmasi................ooo

Karaca Mersini Baliginin Kaninin Temini ve Hemolizatin Hazirlanmast. ...

Karaca Mersini Balig1 Dokularinin Temini ve Homojenatlarinin

HazirlanmasT. ... .ov e e e

Karaca Mersini Solungacindan CA Enziminin Saflagtirilmasi ve

Karakterizasyon Calismalari Ile Tlgili Yontemler......................o..o.
Sepharose-4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi.....................c.ooeo
CNBEr ile Aktiflestirilmis Sepharose 4B’ye Tirozin Takilmasi..................

Stlfanilamid Kenetlendirilmesi. . ...oooeeeeeeneeee et e,

Karaca Mersini Solunga¢ Homojenatinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve

EIUSYONU. ... e

Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE).........
Kantitatif Protein Tayini........cccooiiiiiii e
Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Tayini ..............ccovviiiiiinennn.
CO2-Hidrataz AKEIVITEST ...ttt

ESteraz AKTIVITESI. . v v vttt et e e e e

Karaca Mersini Doku Homojenatlar1 ve Hemolizatindaki Karbonik

Anhidrazin Kinetik TnCelenmesi...........vueneeeee e,

pH ve Sicakligin Karbonik Anhidraz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi ...

Karaca Mersini Solungaglarindan Saflastirilan CA’in Esteraz Aktivitesi

Icin Ky, Vinax, Keat V& Vo Degerlerinin Bulunmast ...........................

20
20
21
22
22
22
22
23
26
26

26
26

26

27
27
27
27

29
29
30
30
30
31

33
33

34



2.2.6.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

N o oo

Karaca Mersini Solungacindan Saflagtirilan Karbonik Anhidrazin
Inhibisyonu CallSmast ............c.oeuneieeiiie e
BULGULAR. . e e
Karaca Mersini Dokularinda Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan
Standart Calisma Grafigi ve Hidrataz Aktivitelerinin Belirlenmesi..........
Karaca Mersininin Solungaglarindan Saflagtirilmasina Ait Bulgular.........
SDS-PAGE Elektroforez bulgulart ..............ccoooiiiiiiiiiiiiie
Karaca Mersini Kalp, Beyin, Hemolizat, Solunga¢ Dokularindaki Karbonik
Anhidrazin Optimum pH ve Sicaklik Degerleri..................c.oooiiie
Karaca Mersini Solungaglarindan Saflastirilan CA’1n Kinetik Verilerine Ait
Bulgular ...
Karaca Mersini Solungaglarmdan Saflastirilan CA Inhibisyon
Calismalarma Ait Bulgular.............coooiiiiiii e,
TART IS M A o
SONUCLAR ..o e
ONERILER. ...ttt ettt
KAYNAKLAR. .o
OZGECMIS ...

34
35

35
36
37

38

39

41
46
50
52
53
58



OZET

Bu ¢alismada Karaca Mersini’nin (Acipenser gueldenstaedtii) dokularinda karbonik
anhidraz (CA) enzimi karakterize edildi. Baligin kalp, beyin, solungag¢ homojenatlarinda ve
eritrosit hemolizatinda karbonik anhidrazin hidrataz aktivitesi sirasiyla 2,5, 7,4, 5,2, 10,8
EU/mg protein olarak belirlendi. Baligin solungacindan karbonik anhidraz enzimi
Sepharose-4B-L tirozin-siilfanilamid kolonunda 66 kat ve 20,7 verimle saflastirilarak
spesifik aktivitesi 222,2 EU/mg protein olarak tespit edildi.

Enzimin safligina sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid (SDS-PAGE) jel
elektroforezinde gozlenen tek protein bandi ile karar verildi. SDS-PAG Elektroforezi
sonucunda Karaca Mersini solungaglarindan saflastirilan karbonik anhidrazin altbirim
molekiil kiitlesi yaklasik olarak 20 kDa olarak bulundu. Enzimin p-nitrofenil asetat
substrat1 varliginda esteraz aktivitesinin pH 6,0°da ve 40 °C sicaklikta en yiiksek oldugu
tespit edildi. Solungag¢ karbonik anhidrazinin Km ve Vmax kinetik degerlerini p-nitrofenol
asetat (p-NFA) substrati kullanilarak Lineweaver-Burk grafiginden hesaplandi ve Ky 2,5
mM ve Vmaks 5x10° pM/dak olarak belirlenmistir. Enzimin p-NFA’a kars1 etkinligini
belirten ke degeri 134408,6 s™ ile Kea/Knm degeri 53763,4 mM™s™olarak bulundu.
Solunga¢ CA’sinin siilfanilamid ve asetazolamid inhibitérlerine karst 13 ve 0,1 uM gibi
oldukga diisiik ICso degerine sahip oldugu tespit edildi. Ayrica enzimin Zn+* ile Ba™
varhiginda 1,1 mM, Fe'? varliginda 0,2 mM, Co* varliginda 1,7 mM ve Ni *2 varliginda
1,2 mM ICs degerleriyle inhibe oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz, Karaca Mersini baligi, Acipenser gueldenstaedtii



SUMMARY

Characterization of Carbonic Anhydrase from Russian Sturgeon Fish (Acipenser
gueldenstaedtii)

In this study, carbonic anhydrase enzymes (CA) from Russian Sturgeon Fish
(Acipenser gueldenstaedtii) tissues have been characterized. The hydratase activity of
carbonic anhydrase in extract from heart, brain, gill and erythrocyte hemolyzates of the
fish was determined as 2.5, 7.4, 5.2, 10.8 EU / mg protein, respectively. Carbonic
anhydrase from the fish gill was purified 66-fold, as yield 222.2, and specific activity 20.7
EU / mg protein using Sepharose-4B-L tirosine-sulfanilamide affinity column.

The purity of the enzyme was decided to be observed a single protein band on
sodium dodesilsiilfat polyacrylamide gel (SDS-PAGE) electrophoresis. As a result of SDS-
PAG electrophoresis; the purified carbonic anhydrase in the gills of Russian Sturgeon Fish
(Acipenser gueldenstaedtii) subunit molecular mass is about 20 kDa. Esterase activity of
the enzyme in the presence of the substrate p-nitrophenyl acetate, was found to be the
highest at pH 6.0 and a temperature of 40°C. Ky and Vmaks Kinetic values for gill carbonic
anhydrase was calculated by a Lineweaver-Burk graph using p-nitrophenol acetate (p-
NPA) as a substrate, and was defined as 2.5 mM and 5x10° pM/min, respectively. K and
Kcat/ Km Values indicating that the enzyme the effectiveness of against p-NFA were found
as 134408.6 s and 53763.4 mM™s™. CA from its gill has very low ICso values such as
13.0 and 0.1 uM in the presence of the sulfanilamide and acetazolamide as inhibitors, was
found. In addition, the enzyme were determined to be inhibited with the IC50 values as 1.1
mM in the presence of Zn ** and Ba *%, 0.2 mM in the presence of Fe "2, 1.7 mM in the
presence of Co " and 1.2 mM in the presence of Ni *,

Key words: Carbonic Anhydrase, Russian Sturgeon, Acipenser gueldenstaedtii
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Canl1 metabolizmasinda anahtar bir metabolit olan CO;’in ¢evresel konsantrasyonu
nadiren yiiksektir. Ayrica CO;, karbonik asit ve bikarbonat olusumu ile dengededir.
Bikarbonat negatif yiikliidiir ve sulu ¢ozeltilerde yiiksek bir ¢oziiniirliige sahip olmasina
ragmen, lipitlerde ¢oziinlrliigli ¢ok azdir. CO;’ in ise hem sulu ¢ozeltilerde hem de
lipitlerde ¢oziiniirliigii yiiksektir. Bu nedenle CO, ¢ok kolay sekilde hiicre igine ve digina
difiize olurken, bikarbonatin hiicre membranindan ge¢mesi igin taginmasi gerekmektedir.
pH 6,3’iin iizerinde, CO, ve HCO’; arasindaki denge HCO'3’a dogru kayar ve boylece
hiicre i¢inde ihtiya¢ duyulan CO, ve HCO'; konsantrasyonlarinin siirdiiriilebilmesinde
problemler olusur (Smith ve Ferry, 2000).

Fizyolojik pH’da CO;’in HCO'3’ a doniisiimii ¢ok yavastir ve enzim tarafindan
katalizlenmesi gerekir. CO;’in HCO’3’ a ¢evrimi CO,’ in hiicre i¢inde tutulmasinda 6nemli
iken, HCO'3’in CO;’e ¢evrimi ise bikarbonatin hiicre igine girisini kolaylastirir. Boylece,
enzimatik olarak CO, ve HCO'3’in gevrilmesi yalnizca hiicresel enzimlerin ihtiyag
duyduklar seviyede hiicrenin CO; miktarin1 artirmasinda degil, ayrica hiicresel proseslerin
basarilabilmesi i¢in uygun hiicre i¢i CO; ve HCO3 seviyelerinin devaminda da hiicreye
yardim eder. Iste, CO, ve HCO73’in birbirlerine g¢evrilmesi reaksiyonlarini katalizleyen
‘karbonik anhidraz’ (CA) enzimidir (Smith ve Ferry, 2000).

Aktif bélgesinde Zn*? iyonu bulunduran CA enzimi genel olarak metabolik CO,
transportunu yani sira birgok dokuda H* ve HCOj3 ™ iyonlarmin birikiminde de énemli rol
oynamaktadir. Boylece viicuttaki birgok dokuda H® ve HCO’; iyonlarinm birikimini
saglayarak, viicut sivilarinin dengelerinin kurulmasinda da son derece Onemlidir
(Chegwidden vd., 2000; Wistrand, 1981). Bu dokular arasinda bobrek, gastrit mukoza ve
g0z lensi sayilabilir. Bu dokularin disinda histokimyasal yontemlerle tiikiiriik bezleri,
kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA
enzimine rastlanmig ve bunlarin bazilar1 saflagtirilarak  biyokimyasal 6zellikleri
incelenmistir. Baliklarin solunga¢ ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde,
kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve alglerde enzimin degisik rolleri oldugu ayrica
ispatlanmistir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Chegwidden vd., 2000).



1.2. Cahymanin Amaci

Tim canli tiirlerinde mevcut olan ve lizerinde en ¢ok calisilan enzim karbonik
anhidraz canli sistemlerde pH diizenleyici, su elektrolit ve iyon transportunu diizenleyici
olarak rol alan bir enzimdir. Fizyolojik olarak karbondioksitin hidrasyonunu ve
bikarbonatin dehidratasyonunu doniisiimlii olarak katalizler. Enzim hemen hemen biitiin
dokularda mevcut olup hidrataz aktivitesinin yaninda H* ve HCOj birikiminde rol
almaktadir.

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece onemli bir fizyolojik fonksiyonu
yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarini parcalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik sentezlerde kullanimini
giindeme getirmistir. Bu nedenle, CA enziminin saflastiriimasinda daha etkili ve ekonomik
yontemlerin gelistirilmesi i¢in ¢cok yogun ¢aligmalar yapilmaktadir.

Bu calismada, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde yetistirilen Karaca Mersini dokularindaki karbonik anhidraz
aktivitesinin incelenmesi ve solungacindan enzimin saflastirilmast hedeflenmistir. Bununla
birlikte solungag CA’nin detayli olarak kinetiginin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amacla
solungagtan Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolonu kullanilarak karbonik
anhidraz saflastirilarak, enziminin farkli pH, sicaklik, substrat konsantrasyonlari ve
inhibitorlerdeki hidrataz ile esteraz aktiviteleri incelenmistir. Ayrica bu c¢alismanin, CA
enziminin Karaca Mersini dokularinda ilk kez c¢alisilmis olmasi orijinalligini ortaya

koymaktadir.

1.3. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda birbirlerinden habersiz olarak Meldrum ve
Roughton ile Stadie ve O'Brien tarafindan kesfedilmistir. Enzim ilk olarak, eritrositlerden
akciger kilcal damarlarina bikarbonatin hizli transferini gergeklestiren katalitik faktoriin
arandig1 bir ¢alisma sonucunda karakterize edilmistir. Keilin ve Mann (1940), CA
aktivitesinin ¢inko igerigi ile orantili oldugunu bularak ¢inkonun katalizlemede spesifik
rolii oldugunu bildirmislerdir. Boylece CA enzimi, tanimlanan ilk metalloenzim olarak
tarthe gegmistir.

Karbonik anhidraz (CA : karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz, EC 4.2.1.1) aktif
bélgesinde Zn *2 iyonu bulunduran bir metaloenzim ailesidir ( Sekil 1) (Smith ve Ferry,
2000).



Canlilarda karbondioksitin hidratasyonunu tersinir olarak kataliz eder. CA biyolojik
sistemler i¢in onemlidir ¢iinkii karbondioksitin bikarbonata katalizsiz doniisiimii notral pH

da oldukga yavastir (Sharma vd., 2009).

H'+ HCO;” === H,CO0;

\_L, H,0+CO, A:H

Sekil 1. Karbonik anhidrazin katalizledigi temel reaksiyonlar (Supuran ve Scozzafava,
2007)

CA; pH diizenlenmesi, CO;, tasimmimi, yik degisimi, solunum, biyosentez ve
fotosentez gibi ¢esitli biyolojik siireglerde yer almaktadir (Song vd., 2007). Karbonik
anhidraz CO; ’in hidratasyonu reaksiyonunun yani sira, siyanatin karbamik aside veya
irenin  siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlarin1 da
katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de bu
enzim tarafindan katalizlenmektedir (Tablo 1) (Supuran ve Scozzafava, 2007).

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece dnemli bir fizyolojik fonksiyonu
yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarini pargalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik sentezlerde kullanimini
giindeme getirmistir. Bu nedenle, CA enziminin saflastirilmasinda daha etkili ve ekonomik

yontemlerin gelistirilmesi igin ¢ok yogun ¢aligsmalar yapilmaktadir (Falkbring vd., 1972).

Tablo 1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri (Supuran ve
Scozzafava, 2007)

1 | 0=Cc=0 + H,0 — HCOy + H*

2 |HN=C=NH  + H,0 — H,NCONH,

3 | RCHO + H,0 — RCH(OH),

4 | RCOOAr + H,0 — RCOOH + ArOH

5 | RSOAr + H,0 — RSO:H + ArOH

6 | ArOPO;, + H,0 — HPO, ? + ArOH

7 | ArF + H,0 — HF + ArOH
PhCH,0COCI  + H,0 — PhCH,OH + CO, + HCI

9 | RSO.CI + H,0 — RSO,H + HCI

( R=Me ; Ph) (Ar= 2,4-dinitrofenil)



1.3.1. Karbonik Anhidraz Ailesinin Siniflandirilmasi

Karbonik Anhidraz enzimlerinin ii¢ boyutlarina goére a, 8, Y, 8, { CA’ lar olarak 5

farkli familyada incelenmistir.

1.3.1.1. o Smmifi Karbonik Anhidraz

Giinimiize kadar kataliz mekanizmasi olarak en iyi ¢alisilmis ve en yaygin dagilimi

olan smuftir. Yillarca hayvanlarda bulundugu bilinmesine ragmen son yillarda bitkilerde de

bulunmustur. o CA’lar; hayvanlar, bitkiler, algler, eubakteriler ve viriislerde tespit

edilmistir. Memelilerde 16 farkli a CA izoenzimi ve bu izoenzimler arasindaki iligkiler

tespit edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Yiiksek omurgalilarda a-CA izoenzimleri, onlarin nispi CO, hidrataz aktiviteleri,
stilfonamid inhibitorlerine kars1 afiniteleri ve hiicre igindeki yerlesimleri (Supuran

2008)
izoenzim Katalitik aktivite Siilfonamidlere Hiicre ici yerlesme
(CO, hidrasyonu) karsi afinite
CAIl Diisiik (CAIl’nin %10°u) Orta Sitoplazma
CAll Yiiksek Cok yiiksek Sitoplazma
CA Cok diisiik Cok diisiik Sitoplazma
CA IV Yiiksek Yiiksek Membrana bagl
CAVA Orta derece- yiiksek* Yiiksek Mitokondri
CAVB Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta derece Yiiksek Tikurik/siit te
salgi
CAVII Yiiksek Cok yiiksek Sitoplazma
CARP VIII Akatalitik # Sitoplazma
CAIX Orta derece Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik # Sitoplazma
CARP XI Akatalitik # Sitoplazma
CA XII Diisiik Yiiksek Transmembran
CA Xl Orta derece Orta-yiiksek Sitoplazma
CA XIV Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XV Diisiik Bilinmiyor Membrana bagli

*pH 7,4’te orta derece, pH 8,2 veya daha yiiksekte yiiksek aktivite # dogal CARP proteinleri
Zn(IT) igermezler, bu sebepten onlarin siilfonamidlere kars1 afiniteleri 6l¢iilememistir.



Bes tane sitozolik formu ( CA I, I, III, VII ve XIII), bes tane membrana bagl ( CA
IV, IX, XIlI, XIV ve XV), iki mitokondriyal form ( CA VA ve VB) ve tiikiiriik ve siitte
bulunan bir salg1 CA izoenzimi CA VI vardir. Ek olarak CA gen ailesine ait olan ii¢ tane

CA iligkili protein (CARP) vardir (Sekil 2) (Supuran, 2008).

Sekil 2. Baz1 CA izoenzimleri i¢inde katalitik olarak aktif CA izozimlerinin sematik olarak
hiicredeki yerlesimleri (Supuran, 2008).

hCA 1I; 29,3 kDa biiyiikliiglinde olan bir proteindir. hCA II diger izoenzimlere gore
katalitik aktivitesi olduk¢a yiiksektir, insan doku ve organlarinda yaygin olarak

rastlanmaktadir (Hilvo, 2005; Leppilampi, 2006).

His 64

Backbone 244

ain 93] ‘
A

Sekil 3.A CA 1I; aktif bolge yapisi, B CA Il; {i¢ boyutlu yapisi
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hCA 1; 30 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. Eritrositlerde, kolon epitelinde, g6z

lensi ve korneal epitelyumda bulunur. Hiicre i¢inde sitozolde yer alan hCA 1 ¢oziinebilir
karakterdedir ve eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir.
Eritrositlerde hCA 1I ’ye gore bes kat daha fazla bulunmasina ragmen katalitik aktivitesi
hCA 1I ’nin sadece %15 ’i kadardir (Lowe vd., 1991; Sowden vd., 1992).
Karbonik anhidraz izoenzimleri, seker hastaligi, yag, lire, timdr olusumuna yol agan
etkenler ve ¢ok zehirli ¢esitli patojenlerin gelismesini igine alan fizyolojik ve patolojik
siireclerle ilgili olan genis bir enzim ailesidir. Diiiretikler ve antiglokom ilaglarinin yani
sira, CA inhibitorlerinin, yeni anti-obezite, anti-kanser ve antienfeksiyon ilaglar1 olarak
kullanimindaki 6nemi son yillarda yaygin bir bicimde vurgulanmaktadir. Bunlara ek
olarak, yeni galismalar CA aktivasyonunun Alzheimer Hastalig1 igin yeni bir tedavi olanagi
saglayabilecegi ileri siirmektedir. Bu durum, CA etkinligi kapsamindaki inhibitorler ve
aktivatorlerin yaygin bir hastalik grubuna karsi yeni kullanimlara olanak saglamasiyla
bugiin bazilart klinik denemelerde degerlendirilmekte olan CA izoformlariyla ilgili 6zgiil
diizenleyicilerin gelisme siirecini 6n plana ¢ikarmigtir (Supuran, 2008).

Kataliz yapabilmeleri i¢in tiim o CA’ larin Zn (II) metal iyonuna gerek duydugu
goriilmiistiir. Zn*? iyonu aktif bélgeye 3 histidin (His 94, His 96, His 119) ve bir su
molekiilii/hidroksil iyonu ile baglanir (Sekil 3) (Supuran ve Scozzafava, 2007).

Aktif bolgede bulunan Zn ile koordine olan su ayni anda Thr199 un hidroksil kismi
ile hidrojen bagi yapmistir ayrica Thr199 Glu 106 nin karboksilat kismi ile de bag
halindedir. Bu durum Zn ile koordine olan su molekiiliiniin niikleofilik karakterini arttirir
ve substrati olan CO; i¢in niikleofilik atak i¢in uygun yonlendirme olmus olur (Sekil 4).
Cogu alfa CA’lar yaklasik 30 kDa molekiil agirligina sahip monomerler olarak aktiftirler
(Tripp vd., 2001).
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Sekil 4. HCA-II izoenziminin ligand yapisindaki metal merkezinin sematik gosterilisi
(Tripp vd., 2001)

Enzim kinetigi hakkinda insan HCA-II izoenzimi iizerinde yapilan spesifik
bolgenin mutasyonu ve X-ray kristalografisi ¢alismalarinda da, katalitik mekanizma
olduk¢a ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 5). Diger izoenzimlerin
mekanizmalar1 genellikle bu mekanizma ile ayni olmasina ragmen, bazi spesifik detaylarda
farkli olabilmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda, CA’nin yapisal olarak iki onemli 6zellige
sahip oldugu tespit edilmistir. Bunlardan birincisi, aktif bolgede Zn*? iyonu ve ona bagl
bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Ikinci olarak da, aktif bolge yakinindaki amino
asitler, proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmislerdir (Supuran ve

Scozzafava, 2001).
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Sekil 5. Karbonik anhidraz enzimin CO,-hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin
sematik olarak gosterilisi (Supuran ve Scozzafava, 2001).

Zn*? iyonuna OH’ iyonunun baglanmasiyla enzimin aktif formu meydana gelir.
Enzimin aktif formu gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine saldirir. Bu da Zn*?
iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olugmasini saglar. Daha sonra bikarbonat iyonu
bir su molekiilii ile yer degistirir ve ¢dzeltiye gecer. Bunun sonucunda Zn*? iyonuna su
molekiilii baglanir ve bu da enzimin asit formuna doniismesini saglar (Stams vd., 1988).
Tekrar bazik formu olan A formuna geg¢mek i¢in aktif bolgeden cevresine bir proton
transferi gergeklesir. Bu reaksiyonun gergeklesmesine His-64 gibi proton yakalayan aktif
bolgeler ve ortamdaki tampon bolgeler yardimer olurlar (Lindskog ve Silverman, 2000;

Supuran ve Scozzafava, 2001).

1.3.1.2. p Simfi Karbonik Anhidraz

Canli organizmalarda B CA’lar a CA’lar kadar yaygin degildir. Cogu bakteriler,
baz1 archaealar, algler ve yiiksek bitkilerin kloroplastlart  sinifina ait olan CA’lar ihtiva
eder. Bu enzimler ile o CA’larin arasindaki en 6nemli fark, B CA’lar genellikle 25-30 kDa
molekiil agirligina sahip 2-6 kadar monomerlerden olusan oligomerlerdir (Supuran ve

Scozzafava, 2001).



1.3.1.3. y Simifi Karbonik Anhidraz

[lk olarak archaebakterilerde kesfedilmistir. Bazi bakteri tiirlerinde de vardir. Zn*?
iyonu iceren y CA’lar oldugu gibi Co™ icerenler de saptanmistir (Gilmour, 2010; Iverson
vd., 2000).

v smifin1 diger siniflardan ayiran birkag farkli 6zellik vardir. y monomeri, yaklasik
70 kDa’luk molekiil agirligina sahip homotrimer yapilar olusturmak lizere etkilesirler.
v-CA’larin aktif bolgelerinin koordinasyonu oldukga farklidir. Koordinasyon geometrisi
Zn igeren y CA igin tiggen bipiramid ve Co-substitiie enzim igin oktahedraldir. (Sekil 6-
A), diger ti¢iinciisii ise (His117) bir bagska monomere aittir (Sekil 6-B).

‘& B “ His 81

Sekil 6- A) Methanosarcina thermophila CA’s1, 69 kDa (homotrimer) B) y-CA’nin aktif
bolgesinde metal ligasyonu (Tripp vd., 2001)

Boylece, ii¢ aktif bdlge, monomerlerin yiizeylerinde yerlesmistir. Aktif bolge
yiizeyde bulunmasina ragmen y CA’nin aktif bolge yapist o CA’ninkine benzer. Katalitik
mekanizmasi a siifi CA’larin mekanizmasina benzer oldugu belirlenmistir (Moroney vd.,

2001; Iverson vd., 2000; Kisker vd., 1996).

1.4. Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Fonksiyonlar:

Karbonik anhidraz enzimi birgok fizyolojik olayda rol almaktadir. Bu enzim temel
olarak karbondioksidin ve bikarbonat iyonunun birbirine doniisiimiinii katalizler boylece
solunumda metabolizmada dokular ve akciger arasinda CO,/ bikarbonat taginiminda, asit
baz dengesinde, cesitli doku ve organlarda elektrolit sekresyonunda, lipogenez, liregenez
gibi biyosentetik reaksiyonlarda, kemik rezorpsiyonunda, kireclenmede, tiimor gelisiminde

ve daha bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol alir (Supuran ve Scozzafa, 2007).



Insan CA 1I ¢ogu hiicrelerde bulunmasina karsin, insan CA 1 eritrositlere spesifiktir.
CA II'nin kalitsal eksikligi, kemiklerde kalsiyum emilimindeki basarisizlik ve diger
dokulardaki kalsifikasyon sonucu meydana gelen osteopetroz (Albert-Schonberg Hastaligi)
ile iligkilidir (Meltzer, 2003).

Izoenzim III ve VII daha &zellesmis bir dagilima sahiptir. CA III, bikarbonat1 yag
asidi sentezinde kullanan adipozitlerde daha yiiksek oranda bulunmaktadir. izoenzim V ise
mitokondriyal matrikste, adipozitlerde ve karacigerde de bol bulunmaktadir. izoenzim VI
tikiiriikte salgilanirken izoenzim IV membrana bagli olarak daha biiyiikk bir formda
bulunur (Meltzer, 2003).

CA |, 1l ve IV izoenzimler solunum ve asit-baz homeostasisinin diizenlenmesinde
gorev alir. Bu kompleks siireg CO2/HCO’5'lin metabolize oldugu dokular ile bosaltim
bolgeleri arasinda taginmasini igerir (akciger, bobrekler). Kilcal damarlar ve pulmoner
mikrovaskiilerde CO; eliminasyonunun kolaylastirilmasinda, bobreklerde bikarbonatin geri
emilimini ve H" iyonlarinin renal tiibiillerde ve damarlarda eliminasyonunu saglar
(Supuran vd., 2004).

CA’lar gozde bikarbonatca zengin humor akoz iireterek gorme olayinda gorev
almaktadir. Bazi patolojik durumlarda yiliksek goz i¢i basinci glokoma neden olur (CA 1l
ve CA IV). Bu olayin en 6nemli tedavi sekli CA II’nin inhibisyonudur (Maren,1967;
Supuran vd. 2003).

CA’lar, tikiiriik tiretimi, gastrit asit tiretimi, safra liretimi, pankreas 6zsuyu tiretimi,
bagirsakta iyon taginmasi gibi diger bircok doku ve organda elektrolit salgilanmasinda
gorev alir. CA’lar tat ve koku almada da gorev alirlar. Gastrointestinal bolgeyi ekstrem pH
kosullarindan korurlar. Seminal sividaki pH ve bikarbonat konsantrasyonunu, kas
fonksiyonlarimi diizenlerler ve hiicresel strese adaptasyonu saglarlar ( Supuran vd., 2003;
Chegwidden ve Carter, 2000).

CA V gibi bazi izoenzimler molekiiler sinyal iletiminde gdrev alir (pankreasin f3
hiicrelerinden insiilin salgilanmasi) (Schwartz vd., 2001).

Izoenzim 1I ve V glukoneogeneze bikarbonat saglamak, yag asidi biyosentezi ve
pirimidin sentezi gibi 6nemli metabolik siireglerde yer alir (Chegwidden ve Carter, 2000).

CA IX, XII, CARP VIII gibi bazi izoenzimlerin timdrde bol oldugu onkogenez ve
timor gelisiminde yer aldig1 aydimnlatilmistir (Supuran vd., 2004).

Prokaryotlarda CA’lar iki genel fonksiyona sahiptir; organizmada farkli dokular

arasinda COo/HCO3 tasinmasi ve enzimatik reaksiyonlar i¢in CO2/HCO5'lin
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saglanmasidir (Smith ve Ferry, 2000). Siyanobakterilerde ve C4 yiiksek bitkilerinde CA
aktivitesinin yoklugu fotosentez hizim yaklasik 10* kat azalttigi hesaplanmustir (Badger ve
Price, 1994) Fotosentez yapmayan organizmalarda genel olarak CA aktivitesi kaybi,

bliylime bozukluklar1 ve oksidatif strese karsi hassasiyet ile sonuglanabilir (G6tz vd.,

1999).

1.5. Karbonik Anhidraz Inhibitérleri

Karbonik anhidraz enzimi aktivitesinin birgok kimyasal madde ve ilaglar tarafindan
inhibisyon ve aktivasyon etkileri bilim adamlar: tarafindan arastirilmis ve literatiirde rapor
edilmistir (Beydemir vd., 2000; Beydemir ve Giilgin, 2004; Supuran vd., 2001). Bu enzim
birgok dokuda ilaglar igin hedef molekiil olarak kabul edilmektedir. Bu ilaglarin birgogu
hayvanlarda ve insanlarda CA’nin kuvvetli inhitorii olarak bilinen siilfonamid tiirevleridir.
Glokom gibi bazi hastaliklarin tedavisinde bu enzimin inhibisyonu ile hastaligin tedavisi
amaclanmis ve hala uygulanmaktadir (Biilbiil vd., 2003).

CA inhibitorleri iki grupta ele alinmaktadir. Birinci grup inhibitérler metallerle
kompleks yapmis anyonlar ve ikinci grup inhibitdrler ise enzimin Zn*? iyonuna baglanan
molekiillerdir (Esposito vd., 2000). Inorganik anyon ve katyonlarin, CA enziminin
inhibisyonu hakkinda yapilan arastirmalarda, birgok tek degerlikli anyonlarin CA enzimi
tizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri bulunmustur (Schcer ve Dietsch,1984; Arslan vd.,
1996; Lindskog, 1997).

Ayrica insan eritrosit CA izoenzimlerinin CO, hidrataz aktivitesinin Pb*?, Ag', Zn*? Cd*
ve Cu*? agir metal iyonlar1 tarafindan inhibe edilirken, Se** ve Co*? iyonlari tarafindan da
aktive edildigi belirlenmistir (Roughton ve Booth, 1946).

CA inhibitorlerinin 6nemi, glokom hastaligi i¢cin CA enzimi iizerinde yapilan
inhibisyon c¢alismalariyla ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismalarda, CA enziminin katalizledigi
mekanizmalarinin aydinlatilmasinin yam1 sira, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu
dokulardaki hayati fonksiyonlar: arastirilmistir, daha sonra CA enziminin inhibitorleri ve
aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu ¢alismalarda ¢ok ¢esitli CA enzimi igin
inhibitorler sentezlenmis ve bu inhibitorler basta glokom, antitiimor, agr1 kesici, epilepsi ve
norolojik hastaliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans
(MRI) belirlenmesinde diagnostik teshis materyali, antiiilser, diliretik ilaglarin
gelistirilmesinde yol gosterici olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple, CA enziminin

inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok biiylik 6nem
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kazanmistir. Farkli CA izoenzimlerinin aktif bolgelerinin aydinlatilmasi, yeni ilaglarin ve
tedavi araglarmin gelistirilmesine firsat vermektedir (Winum vd., 2004; Franchi vd., 2003)

CA inhibitorlerinin iki ana smifi bilinmektedir: metal ile kompleks olusturan
anyonlar ve aromatik ve heteroaromatik siilfonamidlerdir. En énemli CA inhibitérii olan
stilfonamidler, ¢inko iyonuna tetrahedral geometride baglanirlar. Siilfonamidin azot atomu
Zn?* iyonu ile koordine olur. Ayrica Thr 199 ve Glu 106 rezidiileri hidrojen baglar ile
inhibitdriin metal iyonuna baglanmasina katilirlar. Inhibitériin baglanmasma bir diger
katki, aromatik/heteroaromatik kismin aktif boélgenin hidrofilik ve hidrofobik rezidiileri ile
etkilesimi sonucu saglanir. Anyonlar metal iyonunun hem tetrahedral geometrisinde hem

de trigonal-bipiramidal sekilde baglanabilirler (Supuran vd., 2004).

Glu 106 A
Aktif bolgenin
N O hidrofilik kismi
TN
H ﬁ
\ Aktif bélgenin
. 0 hidrofobilk kisnu
Q RO::::: ~ R
S
[No
I_\H Tetrahedral yap1
—H (siilfonamid)
Thr 199 N
Zn%; .
e \ His119
His96

E-Zn’"-OH, + | e E-Zn*"1 + H,0

A (Yer degistirme reaksiyonu)
3\
C
\\\\ _ Trigonal-bipiramidal
N oH yapl
/ (tivosivanat)
Z 1121 .
9 4H1'~',/ \ His119
His96

E-Zn""-OH, + | et E.71"-OH,(I)
B (Katilma reaksiyonu)

Sekil 7. Karbonik anhidrazin inhibisyonunun mekanizmasi. A- siilfonamid ile, B-anyonik
inhibitorler ile (Supuran vd., 2004)
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1.5.1. Asetazolamid

Sekonder glokom tedavisinde kullanilan giiglii karbonik anhidraz inhibitéridiir. Akut
konjestif glokomun pre-operatuar evresinde, konjestif kalp yetersizligi ve ilaglarla olusan
sekonder 6demlerin tedavisinde diger ajanlarla birlikte, epilepsi tedavisinde diger ajanlarla
birlikte yardimer olarak ve akut yiikseklik hastaliginda semptomlarin Snlenmesi ve
iyilestirilmesinde endikedir. Ayn1 zamanda diiiretik olarak da kullanilmaktadir (Sekil 8)
(Isik 2008; URL-1, 2012).

N——N

PON
H;CCOHN S SO,NH,

N-(5-(aminosiilfonil)-1,3,4- tiadiazol-2-il)-asetamid

Sekil 8. Asetazolamid

En sik gozlenen yan etkiler: Alerjik reaksiyonlar (kasinti kizariklik vb.), idrardan kan
gelmesi, zor yada agrili idrar yapma, ates, konfiizyon(biling bulanikligi), kafa karisikligi,
deride koyulasma yada sararma, gorme bozukluklari, bas donmesi, bulanti, viicudun
geneline yayilan kirginlik hissidir. Ayrica uzun siireli tedavilerde asetazolamidler bobrek
tast olusumunu tetiklemektedir. Diger yandan asetazolamidler, ciddi potasyum
eksikliklerine neden olmaktadirlar. Asetazolamid kullanimina bagli potasyum eksiklikleri
kendisini agiz kurulugu, kalp carpintisi, yogun susuzluk hissi, kas agrilar1 gibi belirtilerle
gostermektedir (Istk 2008; URL-2, 2012).

1.5.2. Metazolamid

Bir siilfonamid tiirevi ve muhtemel antineoplastik aktiviteye sahip karbonik anhidraz
inhibitoriidiir. Metazolamid tiimor iligkili CA IX’u inhibe ederek hipoksiya tiimorlerinde
artan hiicre 6liimii ile sonuglanabilir. Hipoksiya indiikleyici bir transmembran glikoprotein
olarak CA IX CO; ve suyun bikarbonat ve protona hizlica doniismesini Kkatalizler ve
bikarbonat iyonlari, tiimor mikro ¢evresinin asitlestirmesini siirdiirmek i¢in yardim eder ve
bazi hipoksiya tiimorlerinde sitotoksik tedavilere karsi direng gelistirir (Sekil 9) (Isik 2008;
URL-3, 2012).
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N—N

HSCCON% >\SOZNH2

S
N-(3-Metil-5-siilfamoil-3h-1, 3, 4-tiadiazol-2-iliden) etanamid

Sekil 9. Metazolamid

1.5.3. Etokszolamid

Etokszolamid karbonik anhidraz inhibitorii gibi islev goren bir siilfonamid ilacidir.
Glokom, diiodenal {ilser tedavilerinde ve ditiretik olarak kullanilir. Epilepsinin bazi
formlarinin tedavisinde de kullanilabilir. Etokszolamid su, sodyum, potasyum ve
bikarbonatin reabsorpsiyonunu azaltmak i¢in proksimal renal tiibiillerdeki CA aktivitesini

inhibe eder (Sekil 10) (Istk, 2008; URL-4, 2012).

N

-
SO,NH,

S
EtO

6-etoksibenzotiazol-2-siilfonamid

Sekil 10. Etokszolamid

1.5.4.Benzolamid

Secici renal karbonik anhidraz inhibitortidiir. Solunum yetmezligi durumlarinda da

kullanilabilir (Sekil 11) (Isik 2008; URL-5, 2012).

@) N/N
/L >\
SO,NH,
S — S
N
H
@)

5-Benzensulfonilamino-[1,3,4]tiadiazol-2-siilfonik asit amid

Sekil 11. Bezolamid
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1.5.5. Diklorfenamid
Siilfonamid tiirevi bir karbonik anhidraz inhibitoridiir (Sekil 12) (Isik, 2008; URL-6;
2012).

SO,NH,

SO,NH,

Cl
4 5-diklorobenzen-1,3-distilfonamid

Sekil 12. Diklorfenamid

1.5.6. Dorzolamid

Okiiler hipertansiyon, agik acili glokom, psddoeksfolyatif glokomu ya da diger
sekonder acik agili glokomu olan hastalarda, kombine tedavinin uygun oldugu durumlarda,
yiikselmis intraokiiler basincin tedavisinde endikedir (Sekil 13) (Isik, 2008; URL-7, 2012).

NHEt

[ —som
\\\\“\““ s S
e
N\
O/\O

4-Etilamino-6metil-7,7-diokso-4,5,6,7-tetrahidro-71°-thieno[2,3-b]tiopiran-2- siilfonamid

M

Sekil 13. Dorzolamid

1.5.7. Brinzolamid

Karbonik anhidraz inhibitorii antiglokomdur. Okiiler hipertansiyon ve acik agili
glokomda yiiksek intraokiiler basincin tedavisinde endikedir (Sekil 14) (Isik, 2008; URL-8,
2012).

15



NHEt

[ D —somn
\\\\\“\“' S S
A\

(5R)-5-etilamino-3-(3-metoksipropil)-2,2-diokso-2A6,9-ditia-3-azabisiklo[4.3.0] nona-7,10
dien-8-siilfonamid

MeO(H,C)3

Sekil 14. Brinzolamid

1.5.8. Sulthiam

Sulthiam bir siilfonamiddir ve CA enziminin inhibitoriidiir. Antikonviilzan olarak
kullanilir. Onceleri sulthiam kismi felg tedavisinde kullanilmistir. Avustralya’da su anda
epilepsi, hiperkinetik davranis, gecici lob epilepsisi, miyoklonik felg, sara ataklari ve
Jacksonian felci ile iligkili davranis bozukluklarinda kullanilmaktadir. Diger siilfonamid

ilaglarmin tersine, sulthiam antibakteriyel aktiviteden yoksundur (Sekil 15) (Isik, 2008;

URL-9, 2012).
0

/S
4-(1,1-dioksotiazinan-2-il) benzensiilfonamid

o)

Sekil 15. Sultiham

1.5.9. indisulam

Indisulam kat: tiimérlerin tedavisi i¢in klinik olarak gelistirilmekte olan yeni bir
siilfonamid antikanser ajamidir. Etki mekanizmasi multifaktoriyeldir. Indisulam hiicre
dongiisiinii G1 fazinda tutar, ¢ogu fizyolojik siiregte gorev alan énemli bir enzimdir. Son

zamanlarda kanserle iligkisi ortaya ¢ikan CA’y1 kuvvetlice inhibe eder ve belirgin bir
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sekilde en az 60 tane transkriptin ekspresyon seviyesini degistirir (Sekil 16) (Supuran,
2003).

O

w o N\
/
C HN

SO,NH,
4-(1,1-dioksotiazinan-2-il) benzensiilfonamid

Sekil 16. Indisilam

1.5.10. Sakarin

Sakarin en eski yapay tatlandiricidir. Temel madde olan benzoik sulfinidin etkili
besin enerjisi yoktur ve sakarozdan 300 kat daha tathidir fakat yiiksek konsantrasyonlarda
agizda istenmeyen act veya metalik bir tat birakir. Sakarinin izin verildigi ilkelerde;
icecek, sekerlemeler, ila¢ ve dis macunu gibi {iriinlerde tatlandiric1 olarak kullanilir. Daha
yeni bir yapay tatlandirici olan aspartamdan farkli olarak, sakarin asit varliginda bile
isitildiginda daha kararlidir. Kimyasal olarak diger gida igerikleri ile etkilesmez ve kolay
saklanabilir (Sekil 17) (Isik, 2008; URL-10, 2012).

NH

/
J

1,1-Diokso-1,2-benzotiazol-3-on

Sekil 17. Sakarin
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1.5.11. Sulpirid

Sulpirid, noroleptik etkilidir. Preparatin tablet ve ampul formu negatif ve/veya
pozitif semptomlarda seyreden akut ve kronik sizofreni ve diger psikozlarda endikedir.
Soliisyon formu ise eriskinlerde sizofreni ile iilser ve hemorajik rektokolitlerde
psikosomatik komponentin tedavisi ile ¢ocuklarda psikoz ve davranig bozukluklarinda

endikedir (Sekil 18) (Istk, 2008; URL-11, 2012).

oM
© 0

Iz

_/

SO,NH,
N-[(1-etilpirrolidin-2-il)metil]-2-metoksi-5-siilfamoil-benzamid

Sekil 18. Sulpirid

1.5.12. Zonisamid
Zonismid, kismi fel¢ olan yetiskinlerde ek bir tedavi gibi kullanmak i¢in gelistirilen
bir siilfonamid antikonviilzandir. Parkinson hastaligi, obezite, epilepsi ve migrene karsi

etkisi ¢caligilmistir (Sekil 19) (URL-13, 2012).

SO,NH,

N\

/N

O

1,2-benzisokazol-3-metansiilfonamid

Sekil 19. Zonisamid

1.5.13. Selekoksib
Selekoksib, Siklooksijenaz-2 inhibitorii antienflamatuar, analjezik ve antipiretiktir.

Osteoartrit belirti ve semptomlarinin tedavisinde, yetiskinlerde romaoid artritin belirti ve
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semptomlarinin tedavisinde, yetigkinlerde akut agrinin giderilmesinde ve primer

dismenorenin tedavisinde endikedir (Sekil 20) (Isik, 2008; URL-14, 2012).

4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)pirazol-1-ilJbenzensiilfonamid

Sekil 20. Selekoksib

1.5.14. Valdekoksib
Valdekoksib, osteoartrit, romatoid artrit ve sancili menstruasyon ve menstrua
semptomlarin tedavisinde kullanilan bir recete ilacidir. Nonsteroidal antienflamatuar ilag

olarak siniflandirilir (Sekil 21) (Istk, 2008; URL-15, 2012).

O—n

4-(5-metil-3-fenilisoksazol-4-il)benzensiilfonamid

Sekil 21.Valdekoksib
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1.5.15. Topiramate

Topiramate, antiepileptiktir. Yeni epilepsi teshisi konmus hastalarda monoterapi
olarak ya da epilepsi hastalarinda monoterapiye geciste endikedir. Parsiyel baslangicli
nobetleri veya generalize tonik-klonik nobetleri olan erigkinlerde 2 yas tizeri ¢ocuklarda ve
Lenox Gastuat sendromuna bagli nobetlerin tedavisinde adjuvan olarak endikedir.
Erigkinlerde migren profilaksisinde endikedir. Akut migren tedavisinde etkinligi

degerlendirilmemistir (Sekil 22) (Isik, 2008; URL-16, 2012).

O

\\S’-/NHZ
" N
/

F

2,3:4,5-Bis-O-(1-metiletiliden)-beta-D-fruktopiranoz sulfamat

Sekil 22. Topiramate

1.6. Mersin Baliklarinin Genel Ozellikleri

Mersin baliklari, Avrupa, Asya ve Amerika kitalarinin kuzey yarim kiiredeki
sularinda iki familya ve 27 tiirle temsil edilirler. Kikirdak iskelete sahip olmalarina
ragmen, viicut iizerindeki kemik plakalar ve zirh seklindeki bas yapis1 dolayisiyla kemikli
baliklar siifina (Osteichthyes) dahil olan mersin baliklari, evrimsel, biyolojik, morfolojik
ve fizyolojik agidan diger kemikli baliklardan farklidir (Ustaoglu, 2005).

Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’da yasayan tiirleri anadrom, yar1 anadrom ve tath
su tiirleridir. Mersin baliklar1 Acipenceridae_familyasina ait olup sistematikleri asagidaki

gibidir.
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Takim  : Acipenseriformes
Familya : Acipenseridae (Mersinbalilar)

Familya : Polyodontidae (Kasikagizlilar)

Cins : Huso (2 Tiir)

Cins : Scaphirthynchus_(3 Tiir)
Cins : Pseudosaphirhynchus (3 Tiir)
Cins . Acipenser (22 Tiir)

Viicutlar1 boyunca dizili sira seklinde kemiksi plakalar bulunmaktadir. Ulkemizde
bulunan mersin baliklarinda bu kemiksi plakalar sirtta bir sira, yanlarda ve karin
bolgesinde ise iki siralidir. Sirt yiizgeci ticgen seklinde, oldukca geride; gdgiis yiizgeci
dikenlidir. Agzinin 6niinde bulunan biyiklar hayvanlarin besin bulmasina yardimei olur.
Biyiklar baz tiirlerde diiz, yuvarlak ve baz tiirlerinde iizerinde kiiciik ince killar tasirlar.
Tiirler arasindaki farkliliklar; agiz yapilarindan, biyilk boyu ve konumlarindaki
farkliliklardan, solungac¢ kapaklarmin seklinden, dorsal, lateral ve ventralde bulunan
kemiksi plaka sayilarindan ve DNA dizilislerinden ayrilmaktadir (Vecsei, 2001). Besinler
one dogru uzatilabilen hortumsu agiza alinir. Hava keseleri ¢ok biiyiiktiir. Karnivor olup,
dogal ortamlarinda dip baliklartyla, yumusakcalarla ve diger omurgasizlarla beslenirler

(Cagiltay, 2011).

1.6.1. Karaca Mersini (Acipenser gueldenstaedtii)

Bu tiir St. Petersburg Bilim Akademi’sinden Johan Anton Giildenstadt (1745-
1781)’den sonra Brandt (1833) (Celikkale vd., 2005) tarafindan isimlendirilmistir.
Karadeniz’de bulunan bu tiir, azami 80-100 kg agirliga ve 2 metrenin iizerinde boya
ulagsmaktadir (Sekil 23). Sirt1 grimsi siyah, kirli yesil veya koyu yesil, yanlar genellikle
grimsi kahve ve karmn limon sarist rengindedir. Alt dudagi biraz oyuk olup, burun kisa ve
yuvarlaktir. Biyiklar kisa ve diiz, agizdan ¢ok buruna yakindirlar. Sirtta 10-14, yanlarda
30-34 ve karinda 15-16 adet arasinda degisen plakalar bulunur ( Sekil 23) (Cagiltay, 2011).

Sekil 23. Karaca Mersini
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar; p-nitrofenilasetat, sepharose 4B, akrilamid, bisakrilamid,

siilfanilamid, asetazolamid, tris, TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin), amonyum
persiilfat, Na,HPO,, NaH,PO,, NaHCO3;, Na,SO4;, SDS, NaCH3;COO, aseton, NaCl,
Coomassi Brillant, folin reaktifi, bromofenol blue, Na- K tartarat, perklorik asit, asetik asit,
NaOH, HCI, metanol, NiCl,, CoCl,, ZnSQO,. 7 H,0, BaSO,, FeCls, gliserol, Na- Barbital,
glisin, BSA, Na-K tartarat, CuSO,4 Sigma ve Merck firmalarindan CO; tiipii ise piyasadan

temin edildi.

2.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Tablo 3. Calismada kullanilan alet, cihazlar ve markalari

Ad1

Marka

Model

Sogutmali Santrifiij
Fraksiyon kolektor

Elektroforez Tanki
Gii¢ kaynagi
Spektrofotometre

Manyetik karistiric
pH metre
Buzdolabi

Derin Dondurucu
Persitaltikpompa
Vorteks

Hassas Terazi
Otomatik pipetler
Sonikator

Thermo Fisher Scientific
Tris

Bio-RAD
Thermo Scientific
Shimadzu

IKA

Thermo Scientific
vestel

vestel

Tris

Velp scientifica
Precisa

Socorex

Bandelin

Heraeus Multifuge 3SR+
Centrifuge
Teledyne ISCO

Mini protean tetra cell
EC 300 XL

UV-1601 UV-visible
spektrophotometer
RCT classic

Orion 3 star pH Benchtop
BZP-L3303 WCP
FT-290

Teledyne ISCO
Vortex Mixer

XB 220 A

Sonopuls HD 3100
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2.1.3. Cahismada Kullanilan Cozeltilerin hazirlanmasi
Calismada kullanilan ¢ozeltiler taze hazirlanmis olup pek ¢ogu buzdolabinda
+4 °C°de muhafaza edildi. Kullanilan ¢ozeltilerin konsantrasyonlari, hazirlanis sekilleri ve

ne amagla kullanildiklar1 Tablo 4 de verildi.

Tablo 4. Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve kullanildig1 yerler

Cozelti ada Hazirlanisi Kullanildigr Yer
1 M Tris-SQy, 30,02 g Tris 100 mL saf suda ¢oziildi ve Esteraz
pH 7,2-9,1 pH’s1 1 M H,SQq ile istenen pH ya aktivitesinde ve
ayarlandi. pH calismasinda

0,2 M NaHCO3, pH
8,8

8,2 g NaHCO3 200 mL saf suda ¢oziildii ve
1 N NaOH ile pH’s1 ayarlandi, 500 mL’ye

Sepharoz-4B
matriski tzerinde

tamamlandi. afinite jeli
hazirlanirken
25 mM Tris-HCI/0,1 | 1,51 g Tris ve 7,10 g Na,SO,4, 250 mL saf | Afinite jeli

M Na SOy, pH 8,7

suda ¢ozildi ve 1 M HCI ile pH’si
ayarlanip 500 mL’ye tamamlandi.

dengelenmesinde

25 mM Tris-HCI/ 22 | 1,5 g Tris ve 1,56 g Na,SO, saf suda Hemolizati
mM Na,SOq4, pH 8,7 ¢ozildi, 1 M HCI ile pH ayarland: ve 500 | tatbikatindan
mL’ye tamamlandi. sonra afinite
jelinin
yikanmasinda

0,1 M NaCH3COO/
0,5 M NaClOg4, pH 5,6

3,40 g NaCH3COO.3H,0 ve 15,25 g
NaClO,4 150 mL saf suda ¢oziildii ve 1 M
HCl ile pH’s1 ayarland1 250 mL’ye
tamamlandi.

Afinite kolondan
enzimin
eliisyonu i¢in

% 0,9 NaCl 4,5 g NaCI alinip saf suyla 500 mL’de | Eritrosit

¢ozildi. homojenatinin

yikanmasinda

%30’luk Akrilamid 29 g Akrilamid’in 25 mL’deki ¢ozeltisiyle | SDS PAGE
Cozeltisi 19 N,N’-metilenbisakrilamid’in 25

mL’deki ¢ozeltileri birbirine karistirilarak

karistmin  hacmi deiyonize suyla 100

mL’ye tamamlandi. Cozelti koyu renkli

sisede oda sicakliginda saklandi.
1,5 M Tris-HCI 181,7100 g Trizma bazi 800 mL saf suda | SDS PAGE
Tamponu (pH 8,8): ¢ozildikten sonra 1 N HCI c¢ozeltisi ile

pH’1 8,8 olacak sekilde ayarlandi1 ve hacmi

1000 mL’ye tamamlandi.
1,0 M Tris-HCI 121,1400 g Trizma baz1 800 mL saf suda | SDS PAGE

Tamponu (pH 6,8):

¢oziildiikten sonra 1 N HCI c¢ozeltisi ile
pH’1 6,8 olacak sekilde ayarlandi ve hacmi
1000 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 4’iin devami

0,025 M Na- Barbital
pH 8,2

0,1 M HCI ile pH 8,2 ayarlanir ve 500
mL’ye tamamland.

%10 (w/v)’luk SDS | 10,0 g SDS 100 mL deiyonize suda | SDS PAGE
Cozeltisi: ¢Oziilerek hazirlandi.
%10 (w/v)’luk 10,0 g amonyum persiilfat 100 mL | SDS PAGE
Amonyum Persiilfat deiyonize suda c¢oziilerek hazirlandi. Bu
cozelti jel karistmi hazirlanirken taze
hazirlanmalidir.
%0,1 (w/v)’lik 0,1 g bromofenol blue 100 mL deiyonize | SDS PAGE
Bromofenol Blue suda ¢oziilerek hazirlandi.
Coomassie Brilliant 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250 45 | SDS PAGE
Blue mL metanol, 45 mL saf su ve 10 mL
glasial asetik asit karigiminda ¢oziilmesiyle
elde edildi.
Jel Yikama Cozeltisi | 30 mL metanol, 60 mL saf su ve 10 mL SDS PAGE
asetik asitin karistirilmasiyla elde edildi.
Yiiriitme Tamponu 14,4 g glisin ve 3,0 g trizma baz1 800 mL | SDS PAGE
saf suda ¢oziilerek 5 mL %10’luk SDS
cozeltisi ilave edilerek hacmi 1000 mL’ye
tamamlandi.
Numune Muamele 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 100 mM B- SDS PAGE
Tamponu merkaptoetanol, %2’lik SDS, %0,1
bromofenol blue, %10 gliserol
konsantrasyonlarinda olacak sekilde
hazirlandi.
Veronal tamponu 2,577 g Na-Barbital 450 mL de ¢oziliir pH | Hidrataz

Aktivitesinde

L-tirozin ¢ozeltisi

80 mg tirozin 40 mL 0,1 M NaHCO;3; (pH
10) saf suda ¢oziildii.

Afinite kolonu
i¢in uzatici kol

Coomassi
B.B.G.Brillant

100 mg Coomassie Brillnat Blue G-250,
50 mL % 95 ve % 85 H3PO, saf suda
coziindiiriilerek 1000 mL’ye tamamlandi.

Elektroforez jel
boyama

Dengeleme tamponu
25 mM Tris/0,1 M
Na,SO,4 (pH=8,7)

3,02 g tris( hidroksimetil)-aminometan ve
14,2 g Na,SO,4 800 mL saf suda ¢oziildii
pH s1 1 M HCl ile 8,7 ye ayarland1 ve
1L’ye tamamlandi.

Kolon matriskinin
yiikiiniin
dengelemesinde

Yikama ¢ozeltisi
25 mM Tris / 22 mM

3,2 g Tris ve 3,124 g Na,SO, 800 mL suda
¢oziildii 1M HCl ile pH 8,7 ye ayarlandi ve

Elekroforez
yikama ¢ozeltisi

Na,SO4 1L’ye tamamlandi.
CO; ¢ozeltisi Buz banyosunda saf su iginden 45-50 | Hidrataz
dakika CO,’nin gegirilmesiyle elde edilir. | Aktivitesi
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Tablo 4’{in devami

Yigma jeli % 30’luk akrilamid ve % 0,8’lik | Elektroforez jeli
bisakrilamid ¢ozeltisi; 6 g akrilamid ve
0.16 g bisakrilamid alind1 ve 13,84 mL saf
suda ¢ozuldii.

CA-II Eliisyonu
¢ozeltisi 0,1 M
CH3;COONa/0,5 M
NaClO4 (pH=5.6)

3 g NaOH, 8,2 mL HCIO4 ve 2,04 g
CH3;COONa 125 mL saf suda ¢oziildii pH
5,6 ya ayarland1 ve 150 mL’ye
tamamlandi.

Eliisyon i¢in

Akrilamid-
bisakrilamid (30-0,8)

30 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid saf Elektroforez

suda ¢oziilerek 100 mL ¢bzelti hazirlanir

ve siizgeg kagidindan siiziilerek 4 °C’de 1
ay i¢inde kullanilir.

Lowry A 0,1 N NaOH iginde % 2 (w/v) Na,COs Protein tayini
olacak sekilde hazirlanir.

Lowry B %1 (w/v) bakirsiilfat ve %2 (w/v) sodyum- | Protein tayini
potasyum tartarat ( 1:1) olacak sekilde
hazirlanir.

Lowry C 50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B olacak Protein tayini
sekilde hazirlandu.

Lowry D 1 hacim Folin reaktifi: 1 hacim su olacak Protein tayini
sekilde hazirlandu.

% 1’lik BSA 0,1 g Bovine serum albumin alinip 10 mL | Protein tayini

% 0,9 NaCI’de ¢oziildii.

asetazolamid 0,1M i¢in 0,022 g asetazolamid suda Inhibisyon
¢oziilerek hacmi 10 mL ye tamamland. caligmasi
Enzim ¢ozeltisi iginde, 5, 10, 100, 200 pl
hacimlerinde kullanildi.

stilfonamid 0,1 M i¢in 0,095 g siilfonamid suda Inhibisyon
¢oziilerek son hacmi 10 mL ye calismasi
tamamlandi. Enzim ¢ozeltisi i¢inde, 5, 10,

100, 200 pl hacimlerinde kullanildi.

NiCl, 100 mM igin; 12,8 mg alinip suda ¢oziildii | Inhibisyon
ve hacim 10 mL ye tamamlandi. Enzim caligmasi
¢ozeltisi iginde, 40, 80, 100 pl
hacimlerinde kullanildi.

CoCl; 100 mM igin; 12,9 mg alinip suda Inhibisyon
coziilerek hacmi 10 mL ye tamamlandi. calismasi
Enzim ¢ozeltisi iginde, 40, 80, 200 pl
hacimlerinde kullanildi.

ZnS0,. 7 H,0 100 mM i¢in; 2,87 mg alinip suda Inhibisyon
¢oziilerek hacmi 10 mLye calismasi

tamamlandi.Enzim ¢ozeltisi i¢inde, 40, 80,
200 pl hacimlerinde kullanildi.
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Tablo 4’in devami

BaSO, 100 mM igin 2,33 mg alinip suda ¢oziiliip | Inhibisyon
hacmi 10 mL ye tamamlandi. Enzim calismasi
¢ozeltisi iginde 10, 20, 40, 80 pl
hacimlerinde kullanildi.

FeCls 100 mM i¢in 1,6 mg alinip suda ¢6ziiliip Inhibisyon
hacmi 10 mL ye tamamlandi. Enzim calismasi
¢ozeltisi iginde 40, 80, 200 ul hacimlerinde
kullanilda.

2.1.4. Cahsmada Kullamlan Karaca Mersini Baliinin Temini

Bu ¢alismada kullanilan karaca mersini baligi Recep Tayyip Erdogan Universitesi

Su Uriinleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden canli olarak temin edildi.

2.2. Yontemler
2.2.1. Karaca Mersini Bahgindan Kalp, Solunga¢, Kan ve Beyin Temini ve
Homojenatlarinin Hazirlanmasi
2.2.1.1. Karaca Mersini Baliginin Kaninin Temini ve Hemolizatin Hazirlanmasi
Deneylerde kullanilan baliklar Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden taze olarak temin edildi. Alinan baliklardan sirayla
kuyruk altindan enjektérle girilerek kan numuneleri elde edildi. Kan 6rnekleri pihtilagmayi
onlemek amaciyla sitratli siringalarla alinarak EDTA’I1 kan numune tiiplerinde toplandi.
Yaklagik 2 mL’lik 3 tlipte toplanan kan numuneleri, eritrositleri ayirmak amaciyla 2500
rpm’ de 15 dakika santrifiij edildi. Tipiin iist kisminda kalan 16kositler ve plazma
tabakalar1 pastor pipetiyle uzaklastirildi. Daha sonra eritrositler serum fizyolojik (SF: %
0,9 NaCl) ile li¢ kez yikandi. Her bir yikama sonrasinda iist kisim atildi. SF ile yikanmis
eritrositler iizerine hacimlerinin {i¢ kat1 kadar +4°C’de bekletilmis soguk su eklenerek kan

hemolizat ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.

2.2.1.2. Karaca Mersini Balig1 Dokularinin Temini ve Homojenatlarinin
Hazirlanmasi

Dokular nester yardimiyla zedelenmeden dikkatlice alinarak kan ve diger kirlilikleri

elimine etmek i¢in % 0,9°luk NaCl ile 3 defa yikandi. Yalnizca, beyin dokusundan yagin
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uzaklastirilmas: i¢in eter ile muamele edildikten sonra yikama islemine gecildi. Tim
dokular, 3 mL/g olacak sekilde 25 mM Tris HCI/0,1 M Na,SO, (pH= 8,7) tampon
¢ozeltisinin i¢inde blender ile pargalanarak homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar
sivi azot icinde 5 dakika bekletildikten sonra tekrar ¢oziinlinceye kadar oda sicakliginda
bekletildi. Homojenatlar buz banyosu ic¢inde 2 ser dakika olmak iizere sonikasyona tabi
tutuldular. Elde edilen siispansiyonlar 60 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
enzim kaynagi olarak kullanildi (Wistrand, 2002; Pullan ve Noltmann, 1985).

2.2.2. Karaca Mersini Solungacindan CA  Enziminin = Saflastirlmasi  ve
Karakterizasyon Calismalari Ile Ilgili Yontemler

2.2.2.1. Sepharose-4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid diazollanarak
tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu, siilfanilamid ise enzimi
spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidrazin
spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek

oranda saflagtirilmasi amaciyla kullanildi (Arslan vd., 1996).

2.2.2.1.1. CNBr ile Aktiflestirilmis Sepharose 4B’ye Tirozin Takilmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B, 250 mL soguk 0,1 M NaHCOj3; tamponu
(pH 10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin
¢Ozlinmis soguk ¢ozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi
ve bagetle karigtirma, 90 saniyeden az bir siirede tamamlandi ve bundan sonra
stispansiyon, 4C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra 16 saat
4C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye
kadar bol su ile yikandi ve bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklagtirilmis
oldu. Yikama, 100 mL 0,2 M NaHCOj3; tamponu ile (pH 8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel,

ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alind1.

2.2.2.1.2. Siilfanilamid Kenetlendirilmesi
25 mg siilfanilamid, 0°C civarinda 10 mL 1 M HCl i¢inde ¢ziildii ve igerisinde 75

mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, siilfanilamid ¢ozeltisine damla damla katild1.
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10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-
L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3
saat slireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi. Daha sonra 1 litre saf su ve 200 mL 0,05
M Tris-SO4(pH 7,4) tamponuyla yikandi. Daha sonra iizerine bir miktar daha aym
tampondan konularak saklandi (Arslan vd., 1996).

Tiim basamaktaki reaksiyonlarin agik formiilleri Sekil 24’de gosterilmistir.

Sepharose 4B-L-tirozin

| —xp-—27

Siyanat ara iiriinii Imidokarbonat HaoN= ?H C OH OH
CH,

0]
I

O C=N ~HN- CH—C—OH

N,*CI
Diazolanmis
sulfanilamid

OH
L-tirozin
| S05NH>5
o]
(0] L!.!,'HN .
- C|:H C—OH
HoC
T N
OH
OH |l
N
Afinite jeli
S0O,yNH,

Sekil 24. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin
acik formtlleri (Arslan vd., 1996)
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2.2.2.2. Karaca Mersini Solungac Homojenatinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve
Eliisyonu

Karaca mersininden elde edilen solunga¢ homojenatt pH 8,7 olan (25 mM Tris-
HCI1/0,1 M Na,SO,4) dengeleme tamponu ile dengeye getirilmis kolona tatbik edildi ve
kolon 400 mL 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4 (pH 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece
karbonik anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Daha
sonra 0,1M NaCH3COO.3H,0/0,5 M NaClO4 (pH 5,6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip CA
enzimi kolondan eliie edildi. Eliiatlar 5’er mL olacak sekilde toplandi. Eliiatlarda tek tek
hidrataz aktivitesi gozlenmedigi icin birlestirilerek amicon ultrafiltrasyon membrani
(10.000 MWCO) kullanilarak 4.000xg’de 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu ile yikanarak

tampon degistirildi. Enzim ¢ozeltisi ayn1 tamponun 5 mL’si ile ¢oziilerek hazirlandi.

2.2.3. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Karaca Mersini solunga¢ homojenatinin Sepharose 4B afinite kolonu ile CA
enzimlerinin saflastirilmasindan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (1970), tarafindan agiklandigi gibi yapilarak
saflastirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol edildi.

Karbonik anhidraz enziminin saflasma derecesinin belirlenmesi ve yaklasik
molekiiler agirliginin belirlenmesi igin % 12’lik SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) uygulandi (Laemmli, 1970).

Ayirma Jeli (toplam hacim 10 mL) 3,3 mL deiyonize su, 4,0 mL %30’luk akrilamid
¢ozeltisi, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8), 0,1 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi, 0,1
mL %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 0,004 mL TEMED karisimin hazirlanmasiyla
elde edildi. TEMED ilave edildikten sonra karisim hizli bir sekilde karistirilarak bir siringa
yardimiyla levhalar arasina aktarildi. Jelin iist yiizeyi diizglin olmasi i¢in iizerine dikkatlice
su ilave edildi ve polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in 30 dakika beklendi.

Ayirma jelinin donmasindan sonra ylikleme jeli hazirlanip tatbik edildi. Yiikleme
jeli (toplam hacim 2 mL ) 1,4 mL deiyonize su, 0,33 mL %30’luk akrilamid ¢dzeltisi, 0,25
mL 1,0 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8), 0,02 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi, 0,02 mL %10’Iuk
amonyum perstlfat ¢ozeltisi ve 0,002 mL TEMED karisimin hazirlanmasiyla elde edildi.
TEMED ilave edildikten sonra karisim hizli bir sekilde karistirilarak bir siringa yardimiyla

levhalar arasina aktarildi ve kuyucuklart olusturmak {iizere tarak yerlestirildi. Jelin
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donmasindan sonra tarak yerinden c¢ikarilarak, birka¢ kez jel dikkatlice saf suyla
temizlendi. Hazirlanan jel elektroforez diizenegine yerlestirilerek, yiirlitme tamponu ilave
edildi. Protein standardi ve numunelere esit hacimlerde 1 x muamele tamponu ilave
edildikten sonra 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildikten sonra kuyucuklara bir
Hamilton siringasiyla aktarilirdi. Elektroforez diizenegi bir gii¢ kaynagina baglanarak,
kuyucuk basina 2 mA akim uygulanacak sekilde gii¢ kaynagi ayarlandi.

Jel, Coomassie Brilliant Blue R250 boyasi ile 4 saat oda sicakliginda boyandi. Jel
Yikama ¢ozeltisi ile birka¢ kez muamele edilerek bantlarin belirlenmesi saglandi. Jel % 20

gliserol igeren saf su i¢inde saklandi.

2.2.4. Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 Lowry yontemiyle yapildi (Lowry vd., 1951). 10 ul kiiltiir ekstrakti
490 ul 0,1 N NaOH, %0,1 sodyum dodesil siilfat iceren ¢ozelti ile 500 ul ye seyreltilerek
baziklestirildi. Bu karisima, esdeger oranlarda karistirilmis %2 Na,COs’mn 0,1 N NaOH
icerisindeki ¢ozeltisi (12,5 mL) ve %2 sodyum-potasyum tartaratin %1 lik CuSO,’daki
¢ozeltisinden (0,25 mL) | mL ilave edildi. 5-10 dakika c¢ozeltinin iyice karigmasi
saglandiktan sonra, 1:1 oraninda saf su ile seyreltilmis folin reaktifinden 100 ul ilave edildi
ve 30 dakika olgunlagmaya birakilmasinin ardindan 650 nm deki absorbanslar1 okundu.
Ayni reaktiflerle hazirlanan sigir serum albumini, standart protein c¢ozeltileri i¢inde elde
edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla doku homojenatlarinin ve saf enzim c¢ozeltisinin

protein icerikleri tayin edildi.

2.2.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Tayini
CA enziminin aktivitesi iki sekilde Ol¢iilebilmektedir; birincisi, CA’nin fizyolojik
aktivitesi olan CO,-hidrataz aktivitesidir, ikincisi ise in vitro sartlarda gergeklestirdigi

spektrofotometrik olarak takip edilebilen esteraz aktivitesidir.

2.2.5.1. CO,-Hidrataz Aktivitesi

Bu yontem Rickli ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemidir (Wilbur ve Anderson, 1948). CO,’nin hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H*
iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom-timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gegen

siirenin Olcililmesi esasina dayanmaktadir. Aktivite tayini islemleri igin reaksiyon
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karigimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore asagidaki prosediir uygulandi
(Tablo 5). Daha sonra bir kronometre yardimiyla CO; ¢ozeltisi katildigi andan itibaren
indikat6riin mavi renginin sarimsi yesile déniismesi (pH 6,3) igin gegen siire (to) belirlendi.
Indikatériin mavi renginin sarims1 yesile doniismesi (pH 6,3) icin gegen siire (t¢) bir
kronometre vasitasiyla belirlendi. Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim iinitesi
(EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidratasyonu siiresini yarrya indiren enzim
miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

Enzimin aktivitesi; enzimsiz CO, hidratasyon siiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siiresi
(tc) arasindaki farkin t;’ ye boliinmesi ile belirlendi (1) (Maren 1960).

EU: (to‘tc) / tc (l)
Karaca Mersini dokularinin homojenatlar1 ve saf enzimin aktivite tayininde ayni
islemler (Tablo 5) uygulandi ve saflastirma tablolarinda sunulan aktivite degerleri bu

metoda gore hesaplandi.

Tablo 5. CO,- hidrataz aktivitesi reaksiyon karigsimi

Kullanilan maddeler Kontrol tiipii (kor) (ul) Numune tiipi (pl)
0,025 M Veronal Tamponu(pH 8,2) 2000 2000
%0,04°1ik brom timol mavisi 100 100
Saf su 900 800
Enzim ¢ozeltisi - 100
CO; ile doyurulmus su 1000 1000
Toplam hacim 3000 3000

2.2.5.2. Esteraz Aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir. Metodun prensibi kisaca s6yledir; karbonik anhidraz enzimi substrat olarak
kullanilan p-nitrofenilasetati 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-

nitrofenolat’a hidroliz etmektedir.
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Reaksiyon mekanizmasi asagida verildigi gibidir ( Sekil 25):

0
| N CA
O,N O—C—CH, " H,0 ——= ON OH * CH,COOH

Sekil 25. Esteraz aktivitesi reaksiyon mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in  her ikisi ayni absorbansi
gostermektedir. Bu yiizden fenol grubundaki H® iyonunun ayrisip ayrismamasi dlgiimii
etkilememektedir (Verpoorte ve Mehta, 1967; Armstrong vd., 1966). Bu dalga boyunda
pnitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir.

Fenol gruplan asidik olduklar1 igin ortamin pH’sma gore degisen oranda fenolat ve H*
iyonlarma ayrisir. 348 nm dalga boyunda p-nitro fenol ve p-nitro fenolat iyonunun
absorbanslar1 ayni1 anda okunabildigi i¢in bu durum absorbans 6l¢iimiinii etkilemez. p-nitro
fenol bilesiginin molar ekstiriksiyon katsayisi, € 348 = 5.4 X 102 M “dir. Bu dalga
boyunda p-nitrofenil asetatin ¢ok az bir absorpsiyonu vardir ve gs4g = 0,4 x 10° M molar
ekstiriksiyon katsayisina sahiptir. 1 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak olgiilen aktivite
tayini islemleri i¢in reaksiyon karigimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore

su prosediir uygulandi (Tablo 6).

Tablo 6. Esteraz aktivitesi i¢in reaksiyon karigimi

Kullanilan maddeler Kontrol tiipii (kor) (ul) ~ Numune tiipi (pl)
1 M Tris-SO, Tamponu (pH 9) 467 467
p-Nitrofenilasetat 333 333

Saf su 200 167
Enzim ¢ozeltisi - 33
Toplam hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra ilk absorbans miktar1 okundu ve

1 dakika sonundaki 25°C de 348 nm’de absorbansi okunarak absorbans farki alindi.
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Spektrofotometre, daha dnce enzim yerine saf su konularak elde edilen karisimin 1 dakika
sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi.

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, giinliik olarak
hazirlandi: 27,2 mg ester, 1 mL aseton i¢inde ¢0ziildii ve hizlica karistirilan 49 mL destile
suya yavas yavas ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak, esterin
siirli ¢oziiniirliigli dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger organik ¢oziiciilere
nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢6ziicli oldugu icin secildi (Verpoorte and
Mehta 1967).

Bir iinite enzim, 25 °C’de 1 dakikada 1 pmol p-nitrofenil asetatin bozunmasi igin
gerekli olan enzim miktar1 olarak belirlendi. Spesifik aktivite, mg protein basina aktivite

olarak ifade edildi.

2.2.6. Karaca Mersini Doku Homojenatlari ve Hemolizatindaki Karbonik Anhidrazin

Kinetik Incelenmesi
2.2.6.1. pH ve Sicakhgin Karbonik Anhidraz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Tiim homojenatlar ve saf enzim ile yapilan pH ¢alismalarinda, pH 4,0 ve 5,0 igin
asetat tamponu, PH 6,0 ve 7,0 i¢in fosfat tamponu pH 8,0 ve 9,0 i¢in Tris-SO4 tamponu ile
pH 10,0 ve 11,0 igin ise glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi. Tiim homojenatlarin degisik
pH degerlerinde pNFA substrati varhiginda 348 nm’ de CA’larmin esteraz aktivitesine
bakildi. Olgiilen aktivite degerleri gdzlenen en yiiksek aktiviteye gdre oranlanarak bagil
olarak hesaplanarak, grafikleri ¢izildi. En yiiksek aktivitenin gézlenmis oldugu pH degeri
CA’1n esteraz aktivitesi i¢in optimal pH degeri olarak belirlendi.

Karaca Mersininden elde edilen kalp, beyin, solunga¢ homojenatlar1 ve kan
hemolizatinda CA’in esteraz aktivitesi 10 °C ile 80 °C arasinda spektrometrik olarak
Ol¢iildii. Ayni islemler karaca mersini solungacindan saflastirilan CA i¢in de yapildi.
Olgiilen aktivite degerleri gozlenen en yiiksek aktiviteye gére oranlanarak bagil olarak
hesaplanarak, grafikleri ¢izildi. En yiliksek aktivitenin goézlendigi sicaklik degeri CA’in

esteraz aktivitesi i¢cin optimal sicaklik degeri olarak belirlendi.
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2.2.6.2. Karaca Mersini Solungaclarindan Saflastirilan CA’in Esteraz Aktivitesi I¢in

KM, Vimax, Kcat Ve Vo Degerlerinin Bulunmasi

Karaca mersini solungaglarindan saflastirtlan CA enziminin esteraz aktivitesinin
Olctimiinde kullanilan p-NFA substratinin Ky Ve Vs degerlerinin tayininde en az 5 farkl
substrat konsantrasyonunda ve paralel c¢alisiilmak suretiyle esteraz aktivitesi
spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. Degisen substrat konsantrasyonuna karst hiz
Lineweaver—Burk grafigine gore ¢izildi ve grafikten Ky Ve Vmaks degerleri bulundu.

Kcat birim zamanda 1 mol enzim tarafindan iirline doniistiiriilen substratin mol
sayist olarak tanimlanir ve enzimin katalitik etkinligini gosteren Onemli bir sabittir.
Enzimin turnover sayist (K¢g) ise saflastirilan enzim ¢ozeltisinden protein tayini yapilarak
toplam enzim miktar1 bulundu ve K= Vmas/ Et den hesaplandi. V, 6zgiilliikk sabitinin
bulunmasinda ise Vo= K¢yt / Ky formiiliinden yararlanildi. Vo degeri enzimin katalitik
etkinligini veya farkli substratlarin ayni enzimle {irline donilisiimiiniin karsilastirilmasinin

kullanilan sabittir (Nelson ve Cox , 2005).

2.2.6.3. Karaca Mersini Solungacindan Saflastirlan Karbonik Anhidrazin
Inhibisyonu Calismasi

Karaca mersini solungacindan saflastirilan karbonik anhidrazin inhibisyonu
calismasinda enzimin bilinen inhibit6érlerinden asetazolamid ve sulfanilamid kullanildi. En
az 4 farkli inhibitdr konsantrasyonda yapilan inhibisyon ¢aligmasinda inhibitor
konsantrasyonu ile % inhibisyon arasinda bir grafik ¢izildi. Enzimin ilk aktivitesini % 50
oraninda azaltan inhibitdr konsantrasyonu ICsy olarak belirlenmistir. Ayrica Co*?, Zn*?,
Ni*?, Fe*?, Ba™ gibi bazi metallerin CA aktivitesi iizerine etkisine de 3 farkh
konsantrasyonda bakilmis ve 1Cso degerleri hesaplandi. Ayrica balik tesislerinde kullanilan
yemlerin 1g/mL konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisi 3 giin bekletildikten sonra
stiziilerek c¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti ile yem atiklarinin CA hidrataz

aktivitesi lizerine etkisi bakildi.
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3. BULGULAR

3.1. Karaca Mersini Dokularinda Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart
Cahisma Grafigi ve Hidrataz Aktivitelerinin Belirlenmesi
Karaca Mersininin dokularindan elde edilen Oziitlerindeki protein miktar1 Lowry
protein tayin yontemi kullanilarak belirlendi (Lowry vd., 1951). Standart grafik 1 mM
stok BSA ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilmak suretiyle hazirlandi. Elde edilen grafigin
egimi 0,0053 ve R degeri 0,9902 olarak bulundu (Sekil 26).

0.600
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R>=10.9902

£ 0.400 -

o

@ 0.300 -

(2]

@ 0.200 -
0.100 -

0.000 . . . . .
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Sekil 26. Protein standart ¢alisma grafigi

Karaca Mersininin dokularindan elde edilen 6ziitlerindeki protein miktar1 kalpte
5,4 mg/mL, beyinde 3,4 mg/mL, kan hemolizatinda 15,3 mg/mL ve solungagta 6,5
mg/mL olarak tespit edildi (Tablo 7).

Karaca Mersini dokularindan elde edilen homojenatlardaki CA’nin hidrataz
aktivitesi kalpte 2,5 EU/mg protein, beyinde 7,4 EU/mg protein, kan hemolizatinda 10,8
EU/mg protein ve solungacta 5,2 EU/mg protein olarak belirlendi. (Tablo 7).

Bundan sonraki saflastirma ve kinetik ¢alismalarinda, yeterli miktarda materyal ve

literatiirde az ¢alismalari mevcut oldugu i¢in solunga¢ dokusu kullanildi.
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Tablo 7. Karaca mersininden elde edilen kalp, beyin, solungag dokular1 ve kan hemolizati
icin protein miktarlar1 ve kinetik veriler

Aktivite  Protein Hacim Toplam Toplam Spesifik aktivite
(EU/mL) (mg/mL (mL) aktivite protein (EU/mg protein)

) (EV)  (mg)
Kalp 133 54 13 173 70 2,5
Beyin 25,0 34 10 250 34 7.4
Kan 165,0 15,3 20 3300 306 10,8
Solungag 33,8 6.5 62 2093 403 5.2

3.2. Karaca Mersininin Solungaclarindan Saflastirilmasina Ait Bulgular

Karaca mersininden elde edilen solunga¢ homojenati pH 8,7 olan 25 mM Tris-HCI/0.1 M
Na,SO, tamponuyla dengeye getirilen Sepharose-4B-L-tirozin siilfanilamid afinite
kolonuna (1,0x10 cm’lik ve dolgu yiiksekligi 15 cm) tatbik edildi ve kolon 400 mL 25
mM Tris-HCI/22 mM Na;SOs (pH 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra 0,1M
NaCH3;C00.3H,0/0,5 M NaClO, (pH 5,6) tampon ¢ozeltisi ile CA kolondan eliie edildi.
Eliiatlarda CA aktivitesi gézlenemedigi igin eliiatlar birlestirilerek (toplam hacim 80 mL)
10.000 Cutoff Amicon filtrede 4.000xg de santrifiij edildi ve 50 mM pH 7,5 fosfat
tamponu ile yikanarak diyaliz yapildi. Enzim ¢ozeltisinin son hacim 5 mL olacak sekilde
deristirildi. Elde edilen CA enzim ¢6zeltisinde hidrataz aktivitesine bakildi. Saflastirilan
CA’mn 222,2 EU/mg protein spesifik aktivite gosterdigi ve 66 kat saflastigi belirlendi
(Tablo 8).

Tablo 8. Karaca Mersininin solungacindan saflastirilan CA enziminin saflastirma tablosu

Toplam  Aktivite Toplam  Protein Toplam  Spesifik ~ Verim  Saf-

hacim (EU/mL) aktivite (mg/mL) protein aktivite lastir-
(mL) (EV) (mg) (EU/mg ma
protein) katsay1
-S1
Homojenat 44 22 968 6,5 286,0 34 100 1
Afinite
kolonundan 5 40 200 0,18 0,9 222,2 20,7 66
elde edilen
enzim
¢Ozeltisi
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3.3. SDS-PAGE Elektroforez bulgulari

Karaca Mersini solungacindan elde edilen CA enzimi SDS-poliakrilamid jel ve
dogal elektroforeze tatbik edildi. Daha sonra elde edilen elektroforez jelleri taranarak
elektronik ortama aktarildi (Sekil 27). SDS-PAGE ve dogal elektroforez sonucunda tek
protein band1 gozlendi (Sekil 27). Standart proteinlerin Rf degerlerine gore yapilan
tayinde karaca mersini solungaglarindan saflastirilan karbonik anhidraz enziminin alt

birim molekiil kiitlesi yaklasik olarak 20 kDa olarak bulundu (Sekil 27A).

Al A2 A3 Bl B2

(A) (B)
Sekil 27. A) SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (Al:Saflastirilan CA, A2:Solungac

homojenati, A3:Protein standarti,); B) Dogal elektroforez jeli (B1: Solungag
homojenati, B2: Saflastirilan CA)
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3.4. Karaca Mersini Kalp, Beyin, Hemolizat, Solunga¢ Dokularindaki Karbonik
Anhidrazin Optimum pH ve Sicaklik Degerleri

Karaca mersini kalp, beyin, hemolizat, solunga¢ dokular1 karbonik anhidraz
enziminin hangi pH da maksimum aktivite verdigini belirlemek i¢in pH 4.0 den 11.0
araliginda esteraz aktivitesi 6l¢iildii. Karaca Merisini dokularinda izole edilen karbonik
anhidrazin esteraz aktivitesi p-nitrofenil asetat substrati varliginda en yiiksek aktiviteyi
kalp ve beyin igin pH 5,0, kan hemolizati i¢in pH 7,0 ve saflagtirilmis solunga¢ CA i¢in
pH 6,0 olarak belirlenmistir (Tablo 9, Sekil 28).

Tablo 9. Karaca Mersin Baliginin dokularindan izole edilen karbonik anhidrazin

optimal pH degerleri
Doku Optimum pH Optimum Sicaklik (°C)
Kalp 5,0 40
Beyin 5,0 40
Solungag 6,0 40
Hemolizat 7,0 40
100 -
< 80 -
2
Z 60 -
2
—~ 40 -
o
2
20 -
0 T T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Sekil 28. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA i¢in pH-Aktivite grafigi
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Karaca mersini kalp, beyin, hemolizat, solunga¢ dokulari karbonik anhidraz
enziminin hangi sicaklikta maksimum aktivite verdigini belirlemek i¢in sicaklik 10-80°C
araliginda esteraz aktivitesi Olgiildii. Karaca Merisini Baliginin dokularinda izole edilen
karbonik anhidraz aktivitesi p-nitrofenil asetat substrati varliginda en yiiksek aktiviteyi

tiim dokularda 40 °C’ de gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 9, Sekil 29).

100

80

60 -

40

Bagil Aktivite (%)

20

O T T T T
0 20 40 60 80 100

Sicaklik (°C)

Sekil 29. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA i¢in sicaklik-aktivite grafigi

3.5. Karaca Mersini Solungaclarindan Saflastirllan CA’in Kinetik Verilerine Ait
Bulgular

0,2-1,5 mM konsantrasyon araliginda degisen p-NFA substrat: varliginda esteraz
aktivitesi spektrofometrik olarak 348 nm’de 6l¢iildii. 1/S ye karst 1/V olacak sekilde
cizilen Lineweaver-Burk grafiginden enzimin Km ve Vmaks degerleri hesaplandi (Sekil
30). Ayrica degisen substrat konsantrasyonlarina karsilik okunan hiz (V) ve buna karsilik
gelen Vmaks degerleri kullanilarak elde edilen V/(Vmaks-V) oranlar Hill esitligi geregince
grafige gegirilerek, substratinin CA  iizerindeki substrat-baglanma bolgesinde

kooperativitenin olup olmadig1 da belirlenmistir.

Karaca Mersini solungacindan saflagtirllan CA enziminin p-NFA substrati
varliginda yapilan kinetik calismasi sonucunda Vyas degeri 5,0x10° uM/dak ve Ky

degeri 2,5 mM olarak belirlenmistir (Sekil 30, Tablo 10). Ayrica Hill egrisinden elde
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edilen Hill sabitinin (h) degerinin 1°den kiigiik ¢ikmasi, CA enziminin negatif

kooperative gosterdigini ifade etmektedir (Sekil 31).

0.0000035

y =5E-07x + 2E-07
R2=0.9922

0.0000030

0.0000025

0.0000020

1/V (EU-1)

0.0000015

0.0000010
0.0000005

1/[S] (MM-1)

Sekil 30. Karbonik anhidrazin p-NFA substrati varligindaki Lineweaver-Burk grafigi

0
< 0.2 - y = 0.8922x - 0.4406
. R2 =0.9834
© -04 -
©
£ .06 -
S
<08 -
S

-1 -

[ J
-1.2 T T T T T
-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4
Log [S]

Sekil 31. Karaca Mersininin solungacindan saflagtirilan CA’in p-NFA substrat1 varliginda
elde edilen Hill grafigi

40



Enzimin katalitik giicliniin gostergesi olan kcat degeri kea= Vmaks/ Et formiiliine
gore belirlendi. Enzimlerin katalitik etkinligini veya farkli substratlarin ayni enzimle
lirline dontlistimiinlin karsilastirilmasinin bir yolu da reaksiyonlar i¢in 6zgiilliik sabitinin

(Vo) bulunmasidir. Ozgiilliik sabiti Vo= Kea/ K den hesaplandi (Tablo 10).

Tablo 10. Karaca mersini solungacindan saflastirilan CA i¢in kinetik veriler

Substrat Vmaks Kwm Kcat Keat! Km
(uM/dak) MM, (sh (mM2sh
p-nitrofenil asetat 5X10° 2,5 134408,6 53763,4

3.6. Karaca Mersini Solungaclarindan Saflastirllan CA inhibisyon Calismalarina
Ait Bulgular

CA’m hidrataz aktivitesi tizerine CA’m bilinen inhibitorlerinden asetazolamid,
stilffanilamid ve bazi metal tuzlarimin farkli konsantrasyonlarnin etkisi incelendi. Elde
edilen inhibisyon grafiklerine goére asetazolamid igin ICso degeri 0,1uM (Sekil 32),
siilfonamid i¢in 13 uM (Sekil 33) olarak bulundu. Inhibitdr etkisi incelenen metallerden
Co*™ icin ICso 1,7 mM (Sekil 34), Zn *? i¢in ICso 1,1 mM (Sekil 35), Ni*? igin ICsq 1,2
mM (Sekil 36), Fe*? icin ICso 0,2 mM (Sekil 37), Ba*2 icin ICso 1,1 mM (Sekil 38)
bulundu (Tablo 11). Ayrica tesislerde kullanilan yem atiklarinin CA hidrataz aktivitesine

etki etmedigi belirlendi.
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Sekil 32. Karaca Mersini solungacindan saflagtiritlan CA’nin [asetazolamid]-% inhibisyon
grafigi
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Sekil 33. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA’nin [siilfonamid]-% inhibisyon
grafigi
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Sekil 34. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA’min [Co*?] -% inhibisyon grafigi
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Sekil 35. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA ile [Zn*?] -% inhibisyon grafigi
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Sekil 36. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA’nin [Ni*?] -% inhibisyon grafigi
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Sekil 37. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA’nin [Ba*?] -% inhibisyon grafigi
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Sekil 38. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA ile [Fe*?] -% inhibisyon grafigi
g grallg

Tablo 11. Karbonik anhidrazin inhibitorleri varliginda elde edilen 1Cs degerleri

Inhibitor madde adi ICxg

Asetazolamid 0,1 uM
Sulfanilamid 13 uM
Co* 1,7mM
Zn*? 1,1 mM
Ni * 1,2mM
Fe* 0,2 mM
Ba* 1,1 mM
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4. TARTISMA

Tim canl tiirlerinde mevcut olan ve tlizerinde en ¢ok c¢alisilan enzim karbonik
anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) canli sistemlerde pH diizenleyici, su
elektrolit ve iyon transportunu diizenleyici olarak rol alan bir enzimdir. Fizyolojik olarak
karbondioksidin hidrasyonunu ve bikarbonatin dehidratasyonunu doéniisiimlii olarak
katalizler. Enzim hemen hemen biitiin dokularda mevcut olup hidrataz aktivitesinin
yaninda H® ve HCOj3™ birikiminde rol almaktadir (Beydemir vd. 2004). Enzim bitkilerde
pH regiilasyonu yaninda Calvin g¢evriminde Onemli rol aldigi bilinmektedir
(Jebanathirajah ve Coleman, 1998).

Karbonik anhidraz | ve Il enzimleri insan eritrositlerden izole edilen ilk enzimler
olup izolasyonlarinda en ¢ok kullanilan yontem afinite kromatografisidir. ilk defa 1970
lerde uygulanmaya baslamis olan bu yontemle sonralart karbonik anhidraz I ve II
izoenzimleri basarili bir sekilde birbirinden ayrilabilmistir. Bu giine kadar enziminin
yaklasik 16 tane izoenzimi ortaya ¢ikarilmis ve her gecen giin yenisi kesfedilmektedir
(Supuran, 2008).

Karbonik anhidraz canlilar i¢in hayati 6neme sahip bir enzimdir. Enzim her canli
ve dokuda farkli izoenzime ve farkli kinetik 6zelliklere sahip bulunmaktadir. Enzimin
canli organizmada nerelerde ve hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil fonksiyon
gosterdigini belirlemek i¢in her canl tiiriinde ve dokularinda ayr1 ayr1 CA’nin saflastirilip
karakterizasyonu iizerine yiizlerce ¢alisma bulunmaktadir. Ancak Karaca Mersin baligi
eritrosit ve diger dokularinda bugiine kadar CA enziminin saflastirilmasi ve karakterize
edilmesi lizerine ¢alismaya rastlanilmadi. Literatiirde CA aktivitesi en ¢ok calisilan balik
gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss) olup degisik dokularindan CA izole edilmis
ve karakterize edilmistir (Soyut ve Beydemir 2012). Gokkusagi alabaligi bir tath su balig
olup, kiiltiir balik¢ilig1 en ¢ok yapilan balik olmasindan dolayi, enzim c¢alismalari i¢in ¢ok
tercih edilmektedir. Yapilan bu c¢alismada Karaca Mersinin beyin, kalp, solungag
homojenatlarinda ve eritrosit hemolizatinda CA ¢alisildi. Ayrica solungagtan Sepharose-
4B afinite kolon matriksi kullanilarak saflastirildi.

Karaca Mersininin dokularindan elde edilen homojenatlardaki protein miktar
kalpte 5,4 mg/ml, beyinde 3,4 mg/ml, kan hemolizatinda 15,3 mg/ml ve solungacta
6,5 mg/ml olarak tespit edildi. Bununla birlikte doku homojenatlarindaki CA’nin hidrataz

aktivitesi kalpte 2,5 EU/mg protein, beyinde 7,4 EU/mg protein, kan hemolizatinda
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10,8 EU/mg protein ve solungagta 5,2 EU/mg protein olarak belirlendi. Karaca Mersin
solungacindan ilk kez saflagtirilan CA’mn 222,2 EU/mg protein spesifik aktivite gosterdigi
ve % 20,7 verimle 66 kat saflastig: tespit edildi. Mersin baligi (Acipenser gueldenstaedtii)
eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimi Sefaroz-4B-L tirozin-siilfanilamid kolonuyla,
balik kanina gore 539 kat ve %29 verimle saflastirilmistir. Mersin balig1 eritrositlerinde
tek izoenzimin oldugu ve spesifik aktivitesinin 26943 EU/mg protein oldugu tespit
edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayl1 vd., 2011). Kegi eritrositlerinde yapilan bir ¢alismada
eritrosit CA’s1 afiniteye gore 262 kat saflastirildigr belirtilmistir (Sinan vd. 2007). Cipura
baliginin karaciger, solungag¢ ve bobrek dokulari karbonik anhidraz enzimleri Sepharose-
4B-L-tirozin-stilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak sirasiyla %9,1, %32,84 ve
%83,6 verimlerle saflastirildi. Cipura baliginin karaciger, solungac ve bobrek dokulari
icin tlim saflagtirma islemleri boyunca saflastirma kat sayilari sirasiyla yaklasik 354, 841
ve 455 olarak bulundugu ifade edilmektedir (Kaya vd., 2011). Gokkusagi alabaligi
karaciger dokusundan, spesifik aktivitesi 4318 (EU/mg protein) olan, %38 verimle ve
yaklasik 2260 kat; bébrek dokusundan, spesifik aktivitesi 17285 (EU/mg protein) olan,
%31,7 verimle ve yaklagik 1800 kat; kas dokusundan, spesifik aktivitesi 2300 (EU/mg
protein) olan, %19 verimle ve yaklagik 1080 kat; beyin dokusundan spesifik aktivitesi
2275 (EU/mg protein) olan %22,5 verimle ve yaklasik 1283 kat saflastirilmistir (Soyiit,
2006). Bir bagka calismada gokkusagi alabalik eritrositlerinden CA enzimini Sepharose-
4B afinite kolonunun kullanilmasiyla 422,5 EU/mg protein spesifik aktivite, %20,9
verimle 222,4 kat saflastirilmislardir (Hisar vd., 2003). Hall ve Schaer (1983), kloroform-
etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE Biogel iyon
degisim kolonu kullanarak gokkusagi alabaliklari eritrositlerinden CA enzimi 3,7 kat
saflastirmislardir. Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi ile saflasma katsayisi
organizma veya doku degistikce farlilik gostermektedir. Karaca Mersini solungacindan
saflastirilan CA genelde literatiirlerde yer alan CA’lara gore diisiik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir.

Karaca Mersini solungact CA’1  SDS-PAGE jelinde yaklasik 20 kDa altbirim
molekiil kiitlesine sahip tek protein band1 olarak gozlendi. Gokkusagi alabaligi karaciger,
bobrek, kas ve beyin dokularindan izole edilen CA enzimlerinin sirasiyla alt birim
molekiil kiitlelerinin yaklasik olarak 29,4 kDa, 28,7 kDa, 30,3 kDa ve 29 kDa oldugu
belirtilmistir (Soyiit, 2006). Mersin Balig1 eritrositi CA’inin molekiil agirh@inin yaklagik
29 kDA oldugu tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayli, 2011). Fakli organizmalardan
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elde edilen CA’larin 18,9-29,3 kDA arasinda degigen altbirim molekiil kiitleleriyle mono,
trimer, tetramer ve oktamer yapilara sahip olduklart belirtilmektedir (Smith ve Ferry,
1999).

Karaca Merisini dokularinda izole edilen karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi p-
nitrofenil asetat substrati varliginda en yiiksek aktiviteyi kalp ve beyin i¢in pH 5,0, kan
hemolizati i¢in pH 7,0 ve saflastirilmis solunga¢ CA i¢in pH 6,0 olarak belirlendi. Ayrica
karbonik anhidraz aktivitesi p-nitrofenil asetat substrati varliginda en yiiksek aktiviteyi
tiim dokularda 40 °C’° de gdsterdigi tespit edildi. Karaca Mersini solungacindan
saflagtirrlan CA enziminin p-NFA substratt varliginda yapilan kinetik caligmasi
sonucunda Vmaks degeri 5,0x10° uM/dak, Ky degeri 2,5 mM, ki 134408,6 st Kea K
53763,4 mM s olarak belirlendi.

Mersin Balig1 eritrositinde saflastirilan CA esteraz aktivitesine gore pH 9.0’ da
30 °C sicaklikta ve 0.05 M Tris-SO4 tamponunda optimum aktivite gosterdigi
bulunmustur. Enzimin Ky ve Vmaks kinetik degerleri p-nitrofenil asetat (p-NFA) substrati
kullanilarak Lineweaver-Burk grafigine gore hesaplanmis ve sirasiyla Ky 4 mM ve Vpaks
20.000 mM/dak, ket degeri 20,8 st olarak tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayl vd.,
2011). Gokkusagi alabalik CA esteraz aktivitesi optimal pH karaciger dokusu igin pH 8,5
olarak belirlenirken, bobrek, kas ve beyin i¢in pH 9,0 olarak bulundugu ve tiim dokularda
40 °C’de en yiiksek aktivitenin oldugu belirtilmistir. Gokkusagi alabaligi karaciger,
bobrek, kas ve beyin dokularindan saflastirilan CA enziminin esteraz aktivitesinde
substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat igin Ky, Vmaks, Keat ve 0zgiilliik sabiti (Vo)
degerleri belirlenmistir. Gokkusagi alabaligi karaciger, bobrek, kas ve beyin dokularindan
saflagtirillan CA enzimlerinin Ky degerleri sirasiyla 0,66, 0,40, 1,29 ve 0,92 mM olarak,
Vmaks degerleri sirasiyla 0,126, 0,097, 0,173, 0,207 umol/mg protein dak, Kc; degerleri
sirastyla 32,8, 15,2, 28,8, 43,6 st ve ozgiilliik sabitleri sirasiyla 5x10%, 4x10% 2,2x10* ve
4,7x10" mM™s™ olarak belirtilmistir (SSyiit, 2006). Cipura balignin karaciger, solungag
ve bobrek dokulart karbonik anhidraz (CA) enzimleri Sepharose-4B-L-tirozin-
siilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak sirasiyla %9,1, %32,84 ve %83,6
verimlerle saflastirilmis ve saflagsma kat sayilar1 sirastyla yaklasik 354, 841 ve 455 olarak
bulunmustur (Kaya vd., 2011). Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Boliimii Alabalik Uretim
Ciftligi Gokkusag1 Alabaliklarinin solungaglarindan CA %52,8 verimle, 413,53 EU/mg
protein spesifik aktivite ile 214,26 saflastirdiklar1 goriillmektedir (Ceyhun vd., 2010).

Karaca Mersin Baligi solungacindan saflastirilan CA’in esteraz aktivitesi p-nitrofenil
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asetat substrat1 varliginda elde edilen kinetik veriler literatiirde yer alan CA’larin esteraz
aktivitesi ile uyumlu oldugu tespit edildi.

Karaca Mersini solungacindan izole edilen CA enziminin hidrataz akvitesinin
inhibisyon ¢alismasinda, asetazolamid ile 1Csy degeri 0,1uM, siilfonamid ile 1Csy degeri
13 uM olarak bulundu. Inhibitér etkisi incelenen metallerden Co™ icin ICs 1,7 mM, Zn*?
icin ICso 1,1 mM, Ni*? icin ICso 1,2 mM, Fe*? i¢in ICso 0,2 mM, Ba*? icin ICso 1,1 mM
bulundu.

Mersin  Balig1 eritrositinden saflagtirllan CA  enziminin siilfanilamid ve
asetazolamid inhibitorlerine karst 4,0 uM ve 0,1 pM gibi oldukga diisiik ICso degerine,
Zn*?, Cu*® Co'™ ve Ag* katyonlar ile ise swrasiyla 2,8, 5,2, 3,4, 1,7 mM ICsg
degerlerlerine sahip olduklar1 belirtilmektedir (Karahalil, 2009; Kolayli vd., 2011).
Gokkusagr Alabaliginin  karacigerinden izole edilen CA’mn g¢esitli metallerle
inhibisyonundan ICsy degerleri, Co* ile 0,03 mM, Cu*? ile 30 mM, Zn*? ile 47,1 mM,
Ag*? ile 0,01 mM, Cd*? ile 15 mM, bdbrek i¢in Co™ ile 0,075 mM, Cu*? ile 34,2 mM,
Zn*? ile 0,85 mM, Ag* ile 98,9 mM, Cd*? ile 128,8 mM, kas i¢cin Co™ ile 0,099 mM,
Cu?ile 29,9 mM, Zn*? ile 5,3 mM, Ag** ile 157,5 mM, Cd*? ile 146,4 mM, beyin i¢in
Co*? ile 0,05 mM, Cu*? ile 30,0 mM, Zn*? ile 0,31 mM, Ag*? ile 159 mM, Cd*? ile
82,5 mM olarak verilmistir (Soyiit, 2006; Soyiit ve Beydemir, 2008). Karaca mersini
solunga¢ CA’min CA’in bilinen inhibitorlerine olduk¢a duyarli oldugu ve metallerle
literatiirlerde yer alan verilerle tutarlilik gosterdigi belirlendi.

Sonug olarak yapilan ¢alismada Karaca Mersini dokularinda CA enzimlerinin
kinetik 6zellikleri ve solungacindan saflastirilmasi ilk kez calisildi. Solungactan CA’1in
stilfanilamid inhibitorii bagli sepharose 4B afinite kolonundan 66 kat saflastirilarak izole
edildi. CA nin, fizyolojik substrati CO; oldugu ve p-NFA karsi ilgisinin oldukc¢a fazla
oldugu ve enzimin bilinen inhibitorleri olan siilfanilamid ile asetazolamid ve bunun

yaninda bazi metal iyonlar1 ile inhibisyona ugradigi belirlendi.
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5. SONUCLAR

Bu c¢alismada Karaca Mersini (Acipenser gueldenstaedtii) dokularinda Karbonik
anhidraz (CA) enzimi karakterize edildi. Baligin kalp, beyin, solungag homojenatlarinda
ve eritrosit hemolizatinda CA’in kinetik ¢alismalar1 yapildi. Baligin solungacindan
karbonik anhidraz enzimi Sepharose-4B-L tirosin-siilfanilamid kolonuyla saflagtirildi.
Saflastirilan CA’in bazi inhibitorler varhiginda inhibisyonu c¢alisilarak, ICso degerleri
belirlendi.

Bu calismalara gore; Karaca mersini baliginin  kalp, beyin, solungag
homojenatlarinda ve kan hemolizatindaki protein miktarlart Lowry protein tayin yontemi
kullanilarak, kalpte 5,4 mg/mL, beyinde 3,4 mg/mL, kan hemolizatinda 15,3 mg/mL ve
solungagta 6,5 mg/mL olarak tespit edildi.

Karaca Mersini baliginin dokularindan elde edilen homojenatlardaki CA’nin
hidrataz aktivitesi kalpte 2,5 EU/mg protein, beyinde 7,4 EU/mg protein, kan
hemolizatinda 10,8 EU/mg protein ve solungagta 5,2 EU/mg protein olarak belirlendi.
Hidrataz aktivitesi en yiiksek kan hemolizatinda ve bunu takiben beyin, solungag ve kalp
homojenatlarinda gozlendigi tespit edildi.

Karaca Merisini Baliginin dokularinda izole edilen karbonik anhidrazin esteraz
aktivitesi p-nitrofenil asetat substrati1 varliginda en yiiksek aktiviteyi kalp ve beyin i¢in pH
5,0, kan hemolizat1 i¢in pH 7,0 ve saflagtirilmis solungag CA i¢in pH 6,0 olarak belirlendi.
Karaca Merisini Baliginin dokularinda izole edilen karbonik anhidraz aktivitesi p-nitrofenil
asetat substrati varhiginda en yiiksek aktiviteyi tiim dokularda 40 °C’ de gosterdigi tespit
edildi.

Karaca mersini solungaglarindan CA enzimi hazirlanan Sepharose-4B afinite
kolonu ile saflastirildi. Saflastirilan CA’1n 222,2 EU/mg protein spesifik aktivite gosterdigi
ve % 20,7 verimle 66 kat saflastig1 tespit edildi. Karaca Mersini solungacindan saflastirilan
CA enziminin p-NFA substrat1 varliginda yapilan kinetik ¢aligmasi sonucunda Vnaks degeri
5,0x10° uM/dak ve Ky degeri 2,5 mM olarak belirlendi. CA’mn Katalitik sabiti olan K
134408,6 s ve 6zgiilliik sabiti kea/ Ky 53763,4 mM™s™ olarak belirlendi. Ayrica Hill
egrisinden elde edilen Hill sabitinin (h) degerinin 1’den kii¢iik ¢ikmasi, CA enzimin
negatif kooperativiteye sahip oldugunu gosterir.

SDS-PAG Elektroforezi sonucunda Karaca Mersini solungaglarindan saflastirilan

karbonik anhidrazin altbirim molekiil kiitlesi yaklasik olarak 20 kDa olarak bulundu.
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CA’m hidrataz aktivitesi tizerine CA’in bilinen inhibitorlerinden asetazolamid,
stilfanilamid ve bazi metal tuzlarmin farkli konsantrasyonlarinin etkisi incelendi. Elde
edilen inhibisyon grafiklerine gore asetazolamid i¢in ICsp degeri; 0,1 uM; siilfonamid igin;
13 uM olarak bulundu. Bu degerlerden Karaca mersini solungacindan saflastirtlan CA ‘mn
asetazolamide ilgisinin siilfonamide gore daha fazla oldugu sdylenebilir. Inhibitdr etkisi
incelenen metallerden Co* i¢in ICso 1,7 MM, Zn *? icin ICso 1,1 mM, Ni*? icin ICsq 1,2
mM, Fe*? i¢in ICso 0,2 mM, Ba*? i¢in ICs 1,1 mM olarak bulundu. Bu degerlere gore
Karaca Mersini solungacindan saflastirilan CA ‘in bu metallere ilgisi biiyiikten kiiclige

Fe*? > Ba™=2Zn "> Ni*? > Co™ seklinde siralanabilir.
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6. ONERILER

Bu calismada Karaca Mersini Baligi1 (Acipenser gueldenstaedtii) dokularinda karbonik
anhidraz (CA) enzimi karakterize edilmistir. Baligin kalp, beyin, solunga¢ homojenatlarinda
ve eritrosit hemolizatinda karbonik anhidrazin kinetigi incelenmistir. Balik solungacindan
karbonik anhidraz enzimi Sepharose-4B-L tirosin-siilfanilamid kolonuyla saflastiriimistir.

Baligin galisilan dokularindaki CA Sepharose-4B-L tirosin-siilfanilamid kolonuyla
saflastirilarak, saf CA enzimlerin kinetikleri ayrintili ¢alisilabilir ve dokulardaki CA
aktiviteleri kiyaslanabilirdi.

Bu calismada CA’in molekiil kiitlesi elektroforetik olarak belirlemistir. Molekiil
kiitlesi jel filtrasyonu kullanilarak tayin edilebilirdi.

Saflagtirilan CA’larin hangi CA izoenzimi oldugunu belirlemek i¢in farkli tamponlar
kullanilarak eliiatlar toplanabilir ve boylece Karaca Mersini baliginin  dokularindan
saflagtiritlan CA’1n izoenzimi sayisi ve tiirleri belirlenebilirdi.

Karaca Mersininden izole edilecek CA’lar siilfonamid, asetazolamid ve imidazol
tirevleri veya farkli inhibitorler varliginda aktiviteleri incelenebilir. Boylece Karaca mersini

CA’ min farkl inhibitorlere olan ilgileri kiyaslanabilirdi.
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