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OZET

Yiksek Lisans Tezi

INSAN KANINDAN SAFLASTIRILAN KARBONIK ANHIDRAZ I VE I
[ZOENZIMLERI UZERINDE BAZI ILACLARIN ETKILERININ IN VITRO
OLARAK INCELENMESI

Reyhan OZKAN

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Murat CANKAYA

Karbonik anhidraz enzim ailesi canli viicudunda karbondioksitin hidratasyonu ve
bikarbonatin dehidratasyon reaksiyonlarini tersinir olarak katalizlerler. Karbonik anhirazlar
aktif bolgelerinde Zn®* iyonunu bulundururlar. Canhlar i¢in hayati 6neme sahip olan bu
enzim ailesi 16 farkli izoenzimden olusmaktadir. Bu ¢alismada insan kanindan karbonik
anhidraz 1 ve II izoenzimlerini (hbCA I ve hbCA II) afinite kromatografisi yontemi ile
saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda saflastirilan hbCA 1 ve II izoenzimleri
tizerine, insanlarin sik¢a kullanmig oldugu bazi ilaglarin etken maddelerinin in vitro sartlarda
inhibisyon etkileri ilk defa incelenmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda hbCA 1 106,04
kat ve hbCA Il de 425,33 kat saflastirilmigtir. Amikasin Siilfat, Metilprednisolon,
Feniramidol HCI, Tramodol HCI ilag¢ etken maddelerin hepsi hbCA 1 {izerinde inhibisyon
etkisinin olmasina karsin Amikasin Siilfat, Tramodol HCT etken maddeleri hbCA II {izerinde
inhibisyon gostermistir. Bu da her enzimin kendine has bir kinetigi oldugu ve inhibitorlerin
her bir enzim de farkli etkileri oldugunu géstermektedir.

2017, 52 sayfa

Anahtar Kelimeler: Afinite kromotografisi, Kan, Karbonik anhidraz



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS OF SOME MEDICINE ON THE CARBONIC ANHYDRASE
I AND Il ENZYME (IN IN-VITRO CONDITIONS) WHICH WERE PURIFIED FROM
HUMAN BLOOD

Reyhan OZKAN
Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat CANKAYA

The carbonic anhydrase enzyme family reversibly catalyzes the carbondioxide hydration and
bicarbonate dehydration reactions in the living body. Carbonic anhydrides contain Zn *?ions
in active sites. This enzyme family, which has vital importance for living things, consists of
16 different isoenzymes. In this study, purification of carbonic anhydrase | and Il
isoenzymes (HBCA | and HBcA 11) from human blood by affinity chromatography. At the
same time, on the purified HBCA | and 1l isoenzymes, the inhibitory effects of some of the
active ingredients in humans on in vitro conditions were investigated for the first time. Based
on the results obtained, HBCcA | was 106.04 fold and HBcA 11 was 425.33 fold. Amikacin
Sulfate, Methylprednisolone, Feniramidol HCI, Tramodol HCI all of the active ingredients
had inhibitory effect on HBcA |, whereas Amikacin Sulfate, Tramodol HCI active
substances had effect on HBCA Il. This suggests that each enzyme has its own kinetics and
inhibitors have different effects on each enzyme. In this study, human blood carbonic
anhydrase | and Il isoenzymes (hcbCA | and hcbCA 11) were purified by affinity
chromatography method. The inhibitor effect of the agent materials of some medicine that
human use in daily life on CAl and Il isoenzymes that we purified in in-vitro conditions has
been investigated. At the end of inhibition studies deminhidrinate shows competitive
inhibition.

2017, 52 pages

Keywords: Affinity chromatography, Blood, Carbonic anhyrase
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki
baslamis kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve herhangi bir yan iiriin olusturmadan
%100 ftriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir. Ribozimlerin (katalitik RNA
molekiilleri) kii¢iik bir grubu hari¢ olmak iizere, biitiin enzimler protein yapisindadir.
Canlilarda bulunan proteinlerin en biiyiik ve 6zellesmis grubunu teskil ederler (Keha
ve Kiifrevioglu, 2015).

Enzimlerin katalizledigi tepkimelere katilan kimyasal molekiillere substrat ad1 verilir.
Enzimler spesifik oluslarn ve diisiik konsantrasyonlarda dahi substrat reaksiyonlarini
katalizlemelerinden dolay1 sanayide, gida ve kimya endiistrisinde, tip, eczacilik,

ziraat gibi alanlarda gesitli amaglarla kullanilmaktadirlar.

Enzimlerin biiyiikk bir kismimin etki gosterebilmesi i¢in protein yapili olmayan bir
kofaktore gereksinimi vardir. Kofaktor, koenzim adi verilen organik bir bilesik veya
metal iyonlu olabilir. Kofaktorii ile beraber bulunan enzimlere holoenzim,
holoenzimin kofaktorsiiz protein kismina ise apoenzim denir (Sekil 1.1). Kofaktor
gerektiren enzimlerde; uygun kofaktdr yoksa apoenzimin biyolojik aktivitesi yoktur
(Inan 2001). Baz1 enzim-kofaktdr baglanmalar1 kovalent yapidadir veya diyalizle
uzaklagtirllamayacak kadar siki baglanmigtir. Bu sekilde baglanan kofaktorler
“prostetik grup” olarak isimlendirilir (Harper 1975). Kofaktor olarak metal iyonu
bulunduran enzimlere de metaloenzim adi verilir. Enzimin yapisina katilan metal
iyonlart ya asit-baz katalizi, ya kovalent kataliz yapar, yada enzimin
konformasyonunda degisiklik yaparak substratin baglanmasimi kolaylastirir (inan
2001).



Kofaktor Aktif bolge Koenzim

Bilesik enzim

Sekil 1.1. Enzim kofaktor baglanma kompleksi

Enzimler diger kimyasal katalizorlerden bircok agidan farklidir. Her seyden once
katalitik etkinlikleri kimyasal katalizorlerden kat kat daha fazladir. Biyolojik
katalizor olarak bir enzimin fonksiyonu, kimyasal tepkimeyi baglatmak degil
baslamig tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirmek suretiyle bir reaksiyonun hizini

artirmaktir (Tiiziin, 1997).

Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonun saglamligina
baghdir. Enzim denatiire olursa veya alt birimlerine ayrilirsa katalitik aktivitesi

genellikle yok olur (Lehninger, 2011).

Enzimlerin katalizleme gii¢leri “turnover sayis1” ad1 verilen bir degerle ifade edilir ve

birim zamanda bir mol enzimin {iriine doniistiirdiigli substratin mol sayis1 demektir.

Enzimlerin adlandirilmasini, uluslararasi enzim komisyonu katalizledikleri reaksiyon
tipleri ve reaksiyon mekanizmalarina gore bir siniflandirilmaya tabi tutularak
yapmigtir. Ornegin E.C.2.7.1.2. kod birinci numara sinifini, 2. numara alt siifini, 3.

numara grubunu, 4. numara da kendine 6zgii sira numarasini Verir.

Biyolojik katalizorler olarak adlandirilan enzimler katalizledikleri reaksiyon tiplerine

ve mekanizmalarina gére 6 sinifta incelenmistir;



1.Oksirediiktazlar: 2 substrat arasinda yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlarini yani

redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

2. Transferazlar: iki substrat arasinda bir fonksiyonel grubun bir bilesikten digerine

transferini katalizleyen enzimlerdir.

3.Hidrolazlar: Kimyasal tepkimede biiyiik molekiillerin yikilmasi i¢in kimyasal baga

su eklemek yoluyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.

4.Liyazlar: Substratlara hidrolitik olmayan yolla gruplarin eklenmesi veya gruplarin

uzaklagtirilip, ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.

5.1zomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniistiiriilmesini

yani molekiil i¢i degisiklikleri katalizleyen enzimlerdir.

6.Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin pargalanmasiyla
ortaya c¢ikan enerji yardimiyla es zamanli olarak iki molekiilin baglanmasi

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Lehninger 2011; Keha ve Kiifrevioglu,
2015).

1.1.1. Enzimlerin reaksiyon hizini etkileyen faktorler

Enzimlerin canli organizmada birgok reaksiyonu katalizlemektedirler. Bu
katalizlemeyi etkileyen ¢ok sayida faktor vardir. Bu faktorlerden bazilari asagidaki

gibidir;

1- Substrat konsantrasyonu
2- Enzim konsantrasyonu
3-pH

4-Is1 veya sicaklik
5-Zaman



6-Isik ve diger fiziksel faktorler
7-Iyonlarin dogas1 ve konsantrasyonu
8-Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorler

9-Reaksiyon tirtinleri

1.1.1.1. Substrat konsantrasyonu

Enzim, substrati iiriine donistiiriirken 6nce onunla bir "Enzim-Substrat kompleksi"
olusturur, daha sonra da bu kompleks iiriin ve enzime doniisiir. Enzim reaksiyonlari
tizerinde ilk genis kinetik caligmalar 1913 yilinda Michaelis-Menten tarafindan
yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore belli bir enzim konsantrasyonu ve
nispeten diisiik substrat konsantrasyonu i¢in, reaksiyon hizi substrat konsantrasyonu
ile dogrusal orantili olarak artar; substrat konsantrasyonun artirilmasi, enzim ve
substrat molekiillerinin birbirine rastlama hizinin artmasi

hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 1.2). Bu fonksiyonun ¢oziimii ile

Michaelis-Menten bagintisi bulunur.

demektir.

me
V=0
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Sekil 1.2. Vax ve substrat konsatrasyon ile ¢izilen Michaelis-Menten grafigi
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(Michaelis-Menten Baguntisi)

Vmax: hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktayr gosterir ve maksimum hiz
olarak ifade edilir. Grafikte maksimum hizin yansina (Vmax/2) karsilik gelen substrat
derisimi K, (Michaelis-Menten sabiti) degeri olarak belirtilir. Bir enzimin aktivitesi
Vmax V& K gibi 6nemli enzim sabitleriyle belirlenir. Michaelis-Menten grafigi ile bir
hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik saglamak amaci ile bunun bir
dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Eksen olgekleri uygun sekilde
degistirilerek, hiperbol degisik yollardan dogru denklemine doniistiiriilmiistiir. Bu
denklemlerden en ¢ok tercih edileni Lineweaver-Burk denklemidir (Lineweaver ve
Burk, 1934).

K 1 1

m

. +
Vrnmx [S ] v,

max

1 : i
P (Lmmeweaver-Burk denklemi)

Bu denkleme gore ordinati 1/Vmax, apsisti 1/[S] degerlerini almak iizere bir dogru

elde edilir. Olusan dogrunun egimi ise K /Vmax” tir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. 1/V’ye karsilik 1/S ile ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

1.1.1.2. Enzim konsantrasyonu

Substratin ¢ok bol oldugu optimal sartlarda ki bir ortamda enzimatik bir reaksiyonun
Olgiilen ilk hizi, enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olacaktir (Sekil 1.4)
(Kalaycioglu vd., 2010).



Reaksiyon hizi

Enzim konsantrasyonu

Sekil 1.4. Enzimatik reaksiyonunun hizinin konsantrasyon ile iligkisi

1.1.1.3. Is1 ve sicakhik

Sicaklik, enzimlerin hem hizin1 hem de stabilitesini etkileyen 6nemli bir faktordiir.
Sicaklik artigtyla enzimatik reaksiyonun hizindaki artis, belli bir degere kadar devam
eder; yiiksek sicakliklarda enzim denatiire olarak aktivitesini kaybeder ve reaksiyon
hiz1 azalir. Enzimatik reaksiyonun hizinin maksimuma ulastig1 sicaklik derecesine

optimum sicaklik denir (Tiiziin, 1997) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Sicakligin enzimlerin reaksiyonun hizina etkisi

1.1.1.4. pH

Her reaksiyonun gergeklesebilmesi ortamim pH'mi belirleyen [H'] ve [OH] iyonlari
konsantrasyonuna baglidir. pH egrileri ¢can seklindedir ve enzim hizi pH’m her iki
yaninda da giderek azalmaktadir. Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH

degerine enzimin optimum pH degeri denir.

1.1.1.5. Zaman

Reaksiyon tiriinlerinin kendi aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon meydana
getirmeleri, enzimin zaman i¢inde inaktive olmasi, tepkimenin ger¢eklesmesini
onleyen maddelerin olugmasi, substratin tilkkenmesi gibi sebeplerle bir reaksiyonun

hiz1 zamanla azalir.



1.1.1.6. Isik ve diger fiziksel etkenler

Isik, baz1 enzimlerin aktivitesini artirirken bazi enzimlerin aktivitesini azaltir. Enzim

¢Ozeltilerinin kuvvetli ¢calkalanmasi da enzimi denatiire etmektedir.

1.1.1.7. iyonlarin dogasi ve konsantrasyonu

Metal iyonlart enzimatik katalizde farkli mekanizmalarla rol alir. Metaloenzimlerde
kofaktor olarak bulunan metal iyonlari, tepkimeye dogrudan katilirlar. Bir metal
iyonu, enzimde bicimsel bir degisiklik yapar; aktif olan tersiyer veya kuarterner
yapiy1 siirdiirmede gorev alir. Bir enzim i¢in esas substrat, metal-substrat kompleksi
olabilir; enzim de ancak bu komplekse baglanabilir. Bagka bir enzim igin ise, enzim-
metal kompleksi olustuktan sonra bu kompleks substrata baglanabilir ve olusan
kompleks tizerinden tiriin olusur. Bir metal, iiriin ile kompleks yaparak iiriintin tekrar

Substrata donlisiimiinii engeller bu sekilde reaksiyonu hizlandirabilir

1.1.1.8. Hormonlar ve diger biyokimyasal maddeler

Hormonlar, amino asitler ve diger maddeler enzimlerin gergeklestirdigi tepkimenin
hizin1  etkileyebilirler. Ornegin, glutamat dehidrojenaz enzimi gevsek olarak
baglanmis 4 alt iiniteden olusmaktadir. Bu alt iiniteler ayrisarak enzimin aktivitesinin
kaybolmasina neden olabilirler. Enzim yapisindaki bu degisme cesitli hormonlar
tarafindan meydana getirilebilir. Bu durum esansiyel aminoasitle, ADP, L-16sin, L-

metiyonin ve L-izolosin tarafindan geri gevrilebilir.

1.1.1.9. Reaksiyon iiriinleri

Bir reaksiyon da iiriinler olustuk¢a enzimatik reaksiyonun hizi azalir. Ciinki
enzimatik reaksiyonlar geri doniistimliidiir; reaksiyon {irlinleri kendi aralarinda

birleserek aksi yonde bir reaksiyon meydana getirirler: A« B + C reaksiyonu, ancak
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B ve C olusur olusmaz ortamdan uzaklastirilirlarsa hep soldan saga yiiriir. Reaksiyon
tirtinlerinden bir kism1 substrat ile yapisal benzerlik gosterir ve enzimle birleserek

onun aktivitesini azaltabilir.

1.1.2. Enzim inhibisyonu

Enzimlerin hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 aktivitelerinin enzime baglanan bazi
bilesikler tarafindan azaltilmasi hatta yok edilmesi olayina “inhibisyon™ adi verilir.
Inhibisyona sebep olan bilesiklere “inhibitér” denilir. Bunlar genellikle kiigiik
molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya iyonlardir. Bu sekilde enzimatik aktivitenin
inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol mekanizmasi
olusturdugundan, énemli bir olaydir. Bir¢ok ilaglar ve zehirli bilesiklerde etkilerini
bu yolla gosterir. Inhibitdrler hem enzim etki mekanizmalarinin, hem de metabolik

yolarin aydinlatilmasinda 6nemlidir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015).

Enzim inhibisyonu, doniisiimsiiz (irreversible) inhibisyon ve donilisiimlii
(reversible) inhibisyon olmak iizere iki grupta incelenir. Doniisiimsiiz inhibisyonda
inhibitdr enzime ya kovalent olarak yada zor ayrisan bir kompleks olusturacak
sekilde baglanir. Bu yiizden doniisiimsiiz inhibitdrlere “enzim inaktivatorleri’’de
denir (Inan ve Giil, 2001). Doniisiimsiiz inhibisyonda V. azalir, Ky, ise
degismeden kalir. Doniisiimlii inhibisyonda, enzimle inhibitor etkilesmesi bir denge

reaksiyonu seklindedir.

Doniistimli inhibisyon ti¢ gruba ayrilarak incelenir (Sekil 1.6, Sekil 1.7).

1.1.2.1. Yarigmal inhibisyon (Kompetitif)

Dontigiimlii inhibisyonun en basit tipi olan yarismali (kompetitif) inhibisyon da
substrat ve inhibitdr enzime ayni zamanda baglanamaz. Yarigmali inhibitor; yap1

itibariyle substrata benzedigi icin enzimin aktif bdlgesine baglanir. Boylece

substratin enzime baglanmasi Onlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonunu
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artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yarigmali inhibitér enzimin Vmax degerini
degistirmezken, belli bir substrat i¢in belirlenmis Kp’i (Michaelis sabiti) yiikseltir.
Yani, yarismali bir inhibitér varhifinda 2 Vya’a erismek igin daha fazla substrat

gerekir (Supuran ve Scozzafava, 2003; Sly ve Hu, 1995).

1.1.2.2. Yanismasiz inhibisyon (Nonkompetitif)

Doniistimlii bir tip olan yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér ve
substrat, enzim molekiillerine ayn1 anda baglanabilir. Dolayisiyla baglanma enzimin
ayn1 bolgesinde degildir. Yarigsmasiz bir inhibitor etkisini, enzimin turnover sayisini,
yani katalitik aktivitesini disiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor arasinda
yarisma s0z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon
kaldirilmaz. Enzimin Vpa degeri azalirken, Ky, sabit kalir. Substrat ve inhibitor
farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin iki farkli inaktif kompleksi meydana

gelir.

1.1.2.3. Yar1 yarismah inhibisyon (Unkompetitif)

Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon c¢esidinde, inhibitér serbest enzime
baglanamaz, ES kompleksine baglanir. Birden fazla substratli enzimlerde bu
inhibisyon tipine daha sik rastlanir. Yar1 yarigsmali inhibitor varliginda substrat
konsantrasyonunun yiikseltilmesi ile inhibisyon artabilir. Yar1 yarismali inhibitor

varhiginda Vmax Ve Ky, degeri azalir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015).
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Enzim Inhibisyonu (Mekanizma)
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Sekil 1.6. Enzim inhibisyonu
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Sekil 1.7. Enzim inhibisyon grafikleri
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1.1.3. Afinite Kromatografisi

Enzim inhibisyonu gibi konular1 ele alan ¢alismalarda enzim safligi ¢ok 6nemlidir.
Enzim saflastirilmasinin amaci, 6zgiil bir enzimi diger birgok yapi tagini i¢geren ham
bir hiicre 6ziitlinden ayirmaktir. Bir enzimin saf bir sekilde hiicreden veya dokudan
izolasyonu oldukc¢a zordur. Buna ragmen bir¢ok enzim saf olarak elde edilmistir.
1000’in iizerinde enzim kismen saflastirilmis ve 200°den fazlasi ise kristal olarak
elde edilmistir. Proteinlerden globiiler proteinler suda ve sulu tuz ¢ozeltilerinde

¢oOziiniirler bu 6zelliklerinden yararlanarak saflagtirma islemleri yapilmaktadir.

Globiiler proteinlerin saflastirma igleminde yararlanilan 6zelikleri ise sunlardir:

- Molekiil biyikligi

- Coziintirliik fark: esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi

- Elektriksel yiik esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi

- Secimli adsorbsiyon esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi

‘Spesifik ligandlar1 esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi (Bkz. Sekil 1.8)

(Afinite kromatografisi)

Karbonik anhidraz enzimi i¢in, bu saflastirma yontemlerinden en uygun, en dogru
sonucu vereni afinite kromatografisi (spesifik ligandlar1 esasina dayanilarak
proteinlerin ayrilma yontemi) yontemidir ve bu yontemle karbonik anhidraz enzimini
saflagtirilarak karakterizasyon incelenmesi yapilabilmektedir. Bu yontemde; ligand,
enzime ¢ok spesifik oldugundan enzime kolayca baglanir. Safsizliklar ise kolon
materyaline tutunamadiklarindan kolonun akis yoniinde ilerleyerek uzaklasirlar ve

enzim kolonda kalir. Kolonda kalan enzim, uygun tamponlarla elde edilir. (Dikmen
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ve Ozgiinen, 2004). Bu yontem sayesinde ¢ok yorucu, zor ve bazi hallerde imkéansiz
olan birgok ayirma ve saflagtirma islemi kisa zamanda gergeklestirilebilir ve yliksek

verimde binlerce kez saflastirilmis bilesikler elde edilebilir.

Il atriks Ligand

+
o 9 -

Sekil 1.8. Spesifik kromatografik metod olan afinitenin basamaklar1 (Arslan, 1994).

1.2. Karbonic Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidrazlar (CA, Karbonat Hidroliyaz, EC 4.2.1.1) tiim canli gruplarinda
bulunan, dagilimi genis ve birbirinden bagimsiz dort gen ailesi tarafindan kodlanan
¢inko (Zn2+) iceren metaloenzimlerdir. Omurgalilar, bakteriler, algler ve yesil
bitkilerin sitoplazmasinda, bakteriler, algler ve tek ve c¢ift cenekli bitkilerin
Kloroplastlarinda, Archea ve bazi bakterilerde ve deniz diatomlarinda bulunan farkli
iic boyutlu yapilara sahip (a,B,y ve & CA’lar gibi) CA’lar olarak
siiflandirilmaktadirlar. Memelilerde doku dagilimi ve subseliiler lokalizasyonu
oldukca farkli olan onalti ayr1 a-CA izoenzimi ve CA benzeri protein (CARP)
bulunmaktadir. CA, ilk defa, memelilerin eritrositlerinden 1933 yilinda

saflagtirilmistir.
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1.2.1. Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik fonksiyonlari

Metabolizma i¢in CO, ve HCO3 in birbirlerine doniistimleri ¢ok 6nemlidir. CO,
hiicre i¢ine ve hiicre disina ¢ok kolay gecebilmesine ragmen HCOj3 lipitlerde az
¢oziindiigii i¢in hiicre membranindan gegemez. Iste bu yiizden gerekli durumlarda
bikarbonatin hiicre icine gegmesi ve karbondioksitin hiicre icerisinde tutulabilmesi
icin bu reaksiyon ger¢eklesmektedir. Fizyolojik pH’da bu olay kendi kendine
gerceklesmez ve ¢ok uzun zaman alir. CA bu tepkimeyi enzimatik olarak
katalizleyerek ¢ok hizli bir sekilde gerceklesmesini saglar (Keha ve Kiifrevioglu,
2015; Smith ve Ferry, 2000).

CA’m hayvan, bitki ve bakterilerde iyon degisimi, asit-baz dengesi, elektrolit
sekresyonu, iire dongilisii ve glukoneojenez gibi metabolik yollar igin Onciil

maddelerin sentezlenmesi gibi fizyolik ve metabolik olaylarda rolii oldugu

bulunmustur ( Sly ve Hu, 1995; Smith vd., 2000).

CA, hayvan metabolizmasinda 6zellikle eritrositler olmak iizere bircok dokuda pH
diizenleyicisi olarak gorev yapar (Parui vd., 1991). CA’1n bitkilerde de kloroplastik
pH’larin  diizenlenmesinde rol oynadigi ve degisken durumlardaki pH
degisimlerinden olusabilecek denatiirasyonlardan korudugu bildirilmistir (Reed ve
Graham, 1981). Karbamoil fosfat sentetaz-1 ve piruvat karboksilaz enzimlerine sirali
olarak bikarbonat iyonu saglamasindan dolayi, iire devri ve glukoneojenezde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. CA’in ayrica lipojenez olayinda da rol oynadigi tespit

edilmistir.

1.2.2.Karbonik anhidraz enziminin izoenzimleri

Ayni canli tiirtinde aym reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. Enzimlerin izoenzimlerinin
substratlarina, kofaktdrlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri farklidir. izoenzimlerin

baslica 6zellikleri arasinda amino asit say1 ve sirasinin farkli olmasi, izoelektrik pH
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degerinin farkli olmasi, her bir alt {initenin ayr1 geninin olmasi ve elektroforetik
hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize
olabildigi gibi, bir hiicrenin subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Keha ve
Kiifrevioglu, 2015).

Hayvanlar aleminde karbonik anhidraz’in 16 izoenzimi vardir. Bunlarin bes tanesi
sitoplazmik (CA 1, 11, 11, VI ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir
tanesi salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagli (CA 1V, IX, XII ve XIV), ¢
tanesi nonkatalitiktir (CA VIII, X, XI) (Tashian vd., 1983; Dodgson vd., 1991;
Supuran, 2010). CA XV’in ise katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA IV ile
benzer Ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izozimlerinin
tiimérojen oldugu belirlenmistir. Insanda farkli izoenzimlerin gen yapist belirlenmis
ve bu izoenzimlerin hayati fonksiyonlarmin doku ve organlara goére farklilik

gosterdigi bulunmustur.

CA 1, CA 1l ve CA Il kristallendirilmis ve yapilar1 hakkinda detayli bilgilere
ulasilmistir. Ug izoenzim de sitoplazmada ¢oziinmiis halde bulunur. Molekiil
agirliklar1 28000 dalton olup, 259 veya 260 amino asitten ibaret tek bir polipeptid
zincir halindedir. Her bir enzim molekiiliiniin aktif bolgesi, yaklasik tetrahadral
geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii ile koordine olmus
Zn?* iyonu ihtiva etmektedir. Zn?* iyonunun kataliz olaymdaki fonksiyonu
vazgecilmez olup, uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA’lar tam manasiyla

aktiveden yoksundurlar (Armstrong vd., 1966; Scher, 1984).

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin izoelektrik pH’lart tiirden tiire farklilik
gostermekte ve aktivitesi ile bir korelasyona rastlanmamaktadir (Rickli vd., 1964).
Amino asit bilesimleri yoniinden benzerlik gosteren memeli, bakteri ve balik CA’lari

ise bunlara nispeten daha yiiksek seviyede sisitein tasirlar (Nyman, 1964).
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1.2.2.1. Karbonik anhidraz | (CAI)

hbCA |, eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan bir protein olup
konsantrasyonu 12 mg hbCA 1/(gram hemoglobin)’dir. Insan eritrositlerinde hbCA
II’den yaklasik 6 kat daha bol bulunan, fakat aktivitesi hbCA II’nin %151 kadar olan
bir izoenzimdir (Kcat=2.105""). Saglam yetiskin eritrositlerinde hbCA 1 total CA
aktivitesinin yaklasik %350 ‘sini olugturmaktadir. hbCA I, CI tarafindan inhibisyonda
hbCA II’den daha fazla ve siilfonilamid inhibitorlerinden de hbCA II’ye gore daha az
etkilenir. hbCA 1, kalin bagirsagin epitelyumunda, kornea epitelyumunda, lenste, ter
bezlerinde ve adipoz dokuda bulunur. hbCA 1 insan fetal eritrositlerinde bulunmaz.
Kirmizi kan hiicrelerinde hemoglobinden sonra en bol bulunan protein olmasina
ragmen hig¢bir hematolojik anomaliler onun eksikligi sonucu ortaya ¢ikmaz. hbCA |
izoenziminin fizyolojik énemi belli degildir. Diger CA izoenzimlerinin ve baska
mekanizmalarin hbCA T eksikligini telafi edebildigi tahmin edilmektedir (Wistrand
vd., 1986).

1.2.2.2. Karbonik anhidraz Il (CA I1)

hbCA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok ¢alisilan izoformudur. Bu izoenzimin
turnover sayist 25 °C de 10° s olarak bulunmustur. insan eritrosit hiicrelerinden 8
saflagtiritlan hbCA-II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir ve
bu deger hbCA-I’e kiyasla daha azdir. G6z lensi, kornea ve siliyer epitelyumda ise
HCA-1I ve HCA-IV izoenzimleri bol miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan
HCA-II izoenziminin dnemi glaukoma hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar
sonucu ortaya ¢ikarilmistir (Renzi et al., 2000). Bobrek korteksinde ise membrana
yapisik halde olan HCA-11 izoenzimi ile Na* ve suyun geri emilimi saglanmaktadur.
HCA-I1I izoenzimi ile ilgili olarak CA-II eksikligi sendromu belirlenmistir. Bunun da

kemiklerin kireclenmesi, bobrek tasi olusumu ve beyinde kire¢lenme ile ilgili oldugu
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gosterilmistir. Bu da HCA-II izoenziminin kemik, bobrek ve beyin dokulari igin ne

derece 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (Maren et al., 1997).

1.2.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Inhibitorleri

Karbonik anhidraz enzimi dort farkli mekanizmayla inhibe edilmektedir:

1. Zn*? iyonuna bagl su/hidroksit iyonunun inhibitérle yer degistirmesiyle Zn*?’yi
tetrahedral ~ geometrisine  yonlendirmektedir. Bu duruma Ornek olarak

stilfanilamidlerin baglanmasi verilebilir

2. Metal koordinasyon kiiresine inhibitoriin eklenmesiyle Zn*? iyonu trigonal-
bipiramidal geometrisi olusturmaktadir. Bu geometri olusumu tiyosiyanatin

baglanmasiyla gozlenmektedir.

3. Zn*? iyonuna su veya hidroksit iyonu bagliyken inhibitdriin Zn*? ye tutunmastyla
inhibisyon go6zlenmektedir. Bu sekil inhibisyon mekanizmas: en iyi fenollerde

olusmaktadir.

4. Aktivitor baglanan bdlgeye inhibitér baglanmasiyla aktif bdlge oyugu tikanir,
kumarin ve lakosamid baglama mekanizmast bu sekilde olugmaktadir (Supuran,

2010).

Karbonik anhidraz inhibitorleri, inorganik anyon ve katyonlar bir de organik
inhibitdrler olmak {izere iki sinifta incelenmektedir. Cogu tek degerli olan anyonlar

CA enzimini inhibe ederler (Lindskog, 1997).

Yapilan c¢aligmalar, CA’mn en giicli organik inhibitoriiniin aromatik ve
heteroaromatik stilfonamidler oldugunu gdstermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla

iyonik yap1 kazanmalar1 en c¢arpici 6zelliklerinden biridir. Siilfonamidler esas itibari



19

ile p-aminobenzensiilfonamid (siilfanilamid) maddesinin tiirevidir. Bu siifa
asetazolamid, metazolamid, klorozolamid, benzolamid, siilfanilamid ve
etoksizolamid girer. Bu bilesikler farkli sekillerde CA’a etki ederler. Asetozolamid
ve azid, CA’1in CO; hidrasyon aktivitesini inhibe ederler. Bu iki madde bilinen biitiin
memeli CA’lar1 inhibe eder. Stilfonamidler, siibstitiie olmamis bir -SO,NH, grubu
veya bir -SO,NH(OH) grubu igeren etkin inhibitorlerdir. Siilfonamid grubunun azot
atomu aracilifiyla ilk olarak; enzimin aktif bolgesindeki metal iyonuna anyonlar
seklinde, (R—SO,NH- veya R—SO,N-OH-) iyonik olarak baglanirlar. ikinci olarak da
hidrofobik etkilesmelerle inhibitériin enzime baglanmasi tamamlanmis olur.
Siilfonamidlerin, CA’a giiglii bir sekilde baglanmasi; bu iki etkinin toplaminin bir
sonucudur (Maren, 1987; Arslan, 2001). Siibstitiie ya da alkil siilfonamidlerin enzime
baglanmasinda; yalnizca hidrofobik etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve
heteroaromatik yan grup tasiyanlara gore daha zayif inhibitdrlerdir. Inorganik
anyonlar ise; yalnizca hidrofobik baglanmadan dolayi, CA i¢in siilfonamidler kadar

giiclii inhibitorler degillerdir (Maren vd., 1983).

Glokom hastalig1 tedavisi i¢in CA enzimi iizerinde yapilan inhibisyon ¢aligmalariyla,
hastaliklarin tedavi ve teshisinde karbonik anhidraz inhibitérlerinin 6nemi ortaya
cikarilmistir. Yapilan calismalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalarinin
aydinlatilmasinin yan sira, bu enzimin dokulara dagilimi1 ve bu dokulardaki hayati
fonksiyonlarin anlagilmasinda etkili olmustur. Farkli CA izoenzimlerinin
aktivitelerinin temel islevleri, yeni ilaglarin ve tedavi araglarinin gelistirilmesine

firsat vermektedir (Winum et al., 2004; Franchi et al., 2003).

1.2.4. Karbonik anhidraz aktivitesi tayin metodlari

Enzimin COy’i hidratasyonu, bikarbonatin dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi
gibi Ozelliklerinden yararlanilarak belirlenir. Ortamda CO, gazi ¢ikmakta veya
harcanmaktadir. Aynm zamanda H® konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir.
Ortamdaki H* konsantrasyonu; pH’nin yiikselmesi veya diismesi i¢in gecen siire

potansiyometrik yolla inhibitorle belirlenebilir.
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Enzimin saflastirma basamaginda aktivite 6lgtimleri, genellikle biitiin arastirmacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde; CO;
hidratasyonunda pH’nin 8,2’den 6,3’c¢ diismesi igin gegen siire, pH-stat metodu
kullanilarak bulunmaktadir. Enzim birimi ise, enzimsiz COz-hidratasyon stiresi (to)
ile enzimli reaksiyon siiresi (t;) arasindaki farkin, t’’ye bdliinmesi ile
belirlenmektedir. Buna gore enzim {initesi, enzimsiz reaksiyon siiresini yariya
diisiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-
nitro fenil asetatin hidrolizi ile agiga ¢ikan p-nitro fenol miktarinin 348 nm’de
spektrofotometrik dl¢limii ile tayin edilmektedir (Landolfi vd., 1998; Verpoorte vd.,
1967)

1.3. Deneyde Kullanilan Ilaglar ve Ozellikleri

1.3.1. Tramodol HCI

Bu iiriin yesil regete ile verilmesi gereken iiriinlerdendir. Orta veya siddetli agrilarin
tedavisinde etkilidir. Cerrahi operasyon sonrasi, kirik ve yaralanmalara baglh agrilar
ile non - narkotik analjeziklerin yetersiz kaldigi kanser ve diger degisik kaynakli

agrilarda kullanilan giiglii bir analjeziktir (Giines, 2006).

a N .‘NN-
HO 7
—0
(1R,2R)-tramadaol (15,25)-tramadaol

Sekil 1.9. Tramodol HCI kimyasalinin molekiiler yapis1 (Wikipedia, 2016)
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1.3.2. Feniramidol HCI

Miyorelaksan ve analjezik olarak olarak, ¢izgili kas ve hareket sisteminin diger
yapilarinda akut ve kronik agrilarin tedavisinde endikedir. Bel agrilari, lumbago,
siyatik, disk rahatsizliklari, medikomekanik veya siropratik, 6rnegin su alt1 masajlari

gibi diger tedavileri destekleyici olarak kullanilir (Giines, 2006).

Sekil 1.10. Feniramidol HCI kimyasalinin molekiiler yapis1 (Wikipedia, 2016)

1.3.3. Metilprednisolon

Romatizmal hastaliklar, kollajen doku hastaliklar, deri hastaliklari, goz hastaliklari,
alerjik reaksiyonlar, solunum sistemi hastaliklari, hematolojik hastaliklar, sinir
sistemi hastaliklari, sindirim sistemi hastaliklari, standart akut sok tedavisine yanit
vermeyen soklarda kullanilir. Sistemik fungal enfeksiyonlar ve metilprednizolona

asir1 duyarlilikta kontrendikedir (Giines, 2006).

Sekil 1.11. Metilprednisolon kimyasalinin molekiiler yapis1 (Wikipedia, 2016)
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1.3.4. Amikasin Siilfat

Duyarli bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin kisa siireli tedavisinde
endikedir. Klinik caligmalar, amikasinin septisemi (neonatal sepsis dahil), ciddi
solunum yolu enfeksiyonlari, kemik ve eklem, santral sinir sistemi (menenjit dahil),
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, intraabdominal enfeksiyonlar (peritonit dahil),
yanik ve postoperatif enfeksiyonlarda (post-vaskiiler cerrahi dahil), komplike ve
tekrarlayan iriner sistem enfeksiyonlarinda etkili oldugu gosterilmistir. (Giines,

2006).

o] 0
H :
o N A OH
xO/
OH [ g
NH, A JOH
H,N 0 -t

N N
oM
Sekil 1.12. Amikasin Siilfat kimyasalinin molekiiler yapisi1 (Wikipedia, 2016)
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan  standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), diyaliz torbalari, siyanojen bromiirle aktiflestirilmis
Sepharose 4B ve L-trozin Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit,
trthidroksimetilaminometan (Tris), sodyum kloriir, sodyum asetat, hidroklorik asit,
glisin, fosforik asit, sodyum azotiir, gliserin, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat,
potasyum asetat, potasyum kloriir, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat,
izopropanol E.Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie
brillant blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), agar, 1-
naftilamin, amonyum persiilfat, B-merkaptoetanol; ¢alismada kullanilan ilaglar ise

piyasadan temin edilmistir.

2.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Sogutmali santrifiij : Hettich UNIVERSAL 320
Spektrofotometre : TU- 1810 DASPC UV-VIS
pH metre : Radiometer meterlab PHM 210
Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)
Peristaltik pompa : Ismatec MCL

Karistiric1 (Vorteks) : Heidolph Reaxtop 26
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Hassas terazi : Gecavery (UK)

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirici : Heidolph

Saf su cihazi : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20

Gii¢ kaynag : 1-Bio Rad Power Pac 3000
Buzdolaplar1 : Bosch

Derin dondurucu (-20 °C’ye kadar): Ariston

2.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize sudur. Ayrica bazi

¢Ozeltilerde kullanilan su sterilize edilmistir.

1. 0,2 M NaHCOs3;, pH=8,8 (Sepharose matriksleri lizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon): 16,8 g NaHCO3, 950 ml destile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile

pH=8,8"¢ titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCI/0,AM Na,SO,4, pH=8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na;SO4, 950 ml destile suda ¢oziilerek 1
N HCl ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

3. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO,4, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasinda kullanilan tampon) 3,0275 g Tris ve 3,124 g Na,SO,4, 950 ml
destile suda coziilerek 1 N HCl ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim

1 litreye tamamlandi.

4. 0,1 M NaCH3COO / 0,5 M NaClOy4, pH= 5,6 (kolona tutunmus CA-Il enziminin
elisyonu igin kullanilan tampon ¢ozelti): 2,04 g NaCH3COO.3H20 ve 9,187 ¢
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NaClO4 120 ml destile su ile ¢oziilerek, 1 N HCl ile pH = 5,6’ya getirildikten sonra

destile su ile hacim 150 ml’ye tamamlandi.

5. %0,9’luk NaCl (Homojenatin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 4,5 g NaCl alinip

hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

6. 0,056 M Tris-SO,4, pH=7,4 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
cozelti): 6,055 g Tris 950 ml destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H>SO, ile pH’s1

7,4’e getirildikten sonra hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

7. 9%0,02°lik NaNj3 c¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi igin

kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaNj3 alinarak hacmi saf su ile 100 m1’ye tamamlandi.

8. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8) 1 ml
%10’luk SDS ve 1 ml %100’lik gliserin, 1 ml %0,1’lik brom timol mavisi
karistirilarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanarak hazirlandi ve bu tamponu
kullanmadan hemen 6nce, 950 pl numune tamponundan 50 ul olacak sekilde B-

merkaptoetanol ilave edildi.

9. SDS-PAGE’de kullanilan yiirlitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml suda
¢oziildii, daha sonra bunun tizerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim

saf su ile 500 ml’ye tamamland.

10. Boyama c¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak

sekilde yeteri kadar hazirlandi.

11. Yikama c¢ozeltisi (elektroforez jelinin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): %50

metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandu.
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12. Sabitlestirme ¢ozeltisi (elektroforez jelindeki proteinlerin sabitlestirilmesi igin
kullanilan ¢ozelti): %50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri

kadar1 hazirlandi.

13. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢dzelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde
¢oOziildii, bu ¢ozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢bzeltinin hacmi,

saf su ile 1 litreye tamamlandi.

14. %0,04’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde indikator
olarak kullanilan ¢o6zelti): 0,1 g indikatériin 16 ml 0,01 N NaOH igerisinde

¢oziildiikten sonra hacminin saf suyla 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

15. 1 M Tris-HCI pH=8,8: 12,1 g Tris 90 ml suda ¢6ziiliip 1 M HCl ile istenen pH’ya

kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

16. 1 M Tris-HCI pH=6,8: 2,42 g Tris 5 ml suda ¢6ziiliip 1 M HCl ile istenen pH’ya

kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 20 ml’ye tamamlandx.

17. %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid c¢ozeltisi: 6 g akrilamid, 0,16 g

bisakrilamid aliip 13,84 ml suda ¢oziildii.
18. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 0,5 g SDS alinip 4,5 ml suda ¢oziildii.
19. Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti):

25 mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi. (Kaplan,
2014)
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2.2. Yontem

2.2.1. Protein Tayini

2.2.1.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve
tirozinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (Segel, 1968). Bu
metod yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicist yardimiyla esit
hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar

kuvarz kiivetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometrede okundu.

2.2.1.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Bir ¢ozeltideki protein igeriginin saptanmasi i¢in boya-temelli hizli ve giivenilir bir
Olclimdiir. Saflastirllan enzim ¢6zeltisi ve hemolizattaki protein miktarlar1 bu
yontemle belirlendi. Bu yontem de, asidik ¢ozelti Comassie Brilliant Mavisi protein
baglandiginda 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Bu 6l¢tim duyarlidir ve 1.2
mg/ml altindaki protein diizeyleri 6l¢ciimii i¢in tasarlanmistir. Biiiret tekniginden daha
diisiik diizeyleri diizeyleri olger. 0.5 mg/ml altindaki protein diizeylerini elde etme
tercih edilebilir. Bradford yontemi Protein boya baglanma prensibini kullanarak
mikrogram miktarlarda protein tayini i¢in hizli duyarli bir yontemdir. (Bradford,
1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albliimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100
ul alindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml renklendirme
reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3
ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Koér olarak 0,1 ml ayni
tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi ve absorbans

degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein
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tayini yapilan numuneler i¢in ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar

tayini yapildi.

2.2.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

Bu tezde ki Kinetik ¢alismalarda karbonik anhidraz aktivitesi Ol¢limleri esteraz
aktivitesi yontemiyle yapildi. Bu yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine
sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Prensip olarak karbonik anhidraz substrat olarak
kullanilan p-nitrofenil asetati p-nitrofenole hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de

absorbsiyon vermektedir (¢ 348= 5x10° M cm™) (Verpoorte et al., 1967).

Tayin islemlerinde su prosediir uygulandi: Kuvartz kiivetlere tamponlanmig enzim
cozeltisi (0,05 M Tris-SO; pH=7,4 iginde) ve 1,5 ml substrat (+inhibitdr)
konulmasindan 3 dakika sonra 25°C’da 348 nm’de absorbans degeri kore kars
okundu. Bu deneyde kullanilan p-nitrofenil asetat 2-3 saatlik hazirlandi. p-nitrofenil
asetat 0,027 mg p-nitrofenil asetat tartilarak 2 ml aseton i¢inde ¢oziildii ve hizlica

karistirilan 48 ml destile suya yavas yavas ilave edildi.

2.2.3. Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid Afinite Jelinin Sentezi

CA 1zoenzimlerinin 2. adimdaki saflastirilmasi i¢in, afinite jelinin organik sentezi
yapilmistir (Arslan, 1995). Matriks olarak kullanilan CNBr aktive edilmis Sepharose-
4B kullanilmistir. Matriksle enzim arasindaki sterik engeli azaltmak amaci ile L-
tirozin uzantt kolu, siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye
baglanmistir. Bundan sonraki adim ise, ligandin (p-aminobenzensiilfonamid) uzanti
koluna baglanmasidir. Calisma i¢in sentezlenen afinite jelinin yapist (Bkz. Sekil-3.1)

gosterilmistir.

Burada tirozin afinite jelinin uzanti1 kolunun, sulfanilamid ise enzimi spesifik olarak
baglayan kismini olusturmaktadir. Sulfanilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik

bir inhibitorii olup afinite jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek oranda



29

saflastirilmasinda basariyla kullanilmistir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore

hazirlanmistir.

2.2.3.1. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin baglanmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B Buchner hunisine alindi ve 4°C’de 250 mL
NaHCO; (0.1 M, pH 10.0) tamponu ile yikandi. Daha sonra 20 mL tamponun
icerisine alinan CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ile ayni tampon icerisinde 15
mg tirozin i¢eren ¢ozeltisi ilave edilerek 90 dakika yavas tempoda 4°C’de karistirildi
Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde, yikama
suyu 280 nm dalga boyunda, absorbans vermeyinceye kadar destile su ile yikandu.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama son
olarak 100 mL 0.2 M NaHCO3; (pH 8.80) tamponu ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye
edilen CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ayni tamponun 40 mL si i¢ine alindi
(Arslan, 1995).

2.2.3.2. p-aminobenzensiilfonamidin kenetlenmesi

25 mg p-aminobenzensiilfonamidin 0°C civarinda 10 mL 1M HCI igerisinde
¢ozildi. 75 mg NaNO, Ihtiva eden 0°C’deki 5 mL c¢ozelti, p-
aminobenzensiilfonamid ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan
sonra diazolanmig bulunan siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna ilave edildi. pH 9.5' a cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 litre destile su ve 200 mL 0.05 M Tris-SO4 (pH
7.5) tamponu ile yikandi ve ayni tampon igerisinde muhafaza edildi (Clanis, 1990;

Warburg ve Christian, 1941).
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2.2.4. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin kontrolii

Enzim saflagtirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik

derecesi kontrol edildi (Laemmli, 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist iiste getirilerek kiskaclarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 onleyen siinger ihtiva eden
jel hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektérle plakalarin
arasma {ist kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmas:
beklendi, ayirma jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi.
Jelin st kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmast i¢in
tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma jelinin katilagmasi beklenirken 1slatilmig siizgec
kagidi sistemin iizerine kapatildi ve kurumasi 6nlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra
tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyular1 belirlendi. Once saf su, sonra da
yirlitme tamponuyla yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve list kismina yiiriitme tamponu dolduruldu.
Enzim ornekleri yaklasik 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50
ul olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Ug dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot, ist
taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma
jeline kadar gelip yigildi. Sonra akim 100 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt
siirina gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna

katilan brom timol mavisi yardimiyla yapildu.

Yiirlitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilen jel, ¢ikarilarak boyama ¢6zeltisine konuldu ve ¢alkalayici iizerinde 2 saat

bekletildi. Jel boyandiktan sonra cikarilarak yikama c¢ozeltisine konuldu. Rengi
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acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar calkalayicida yikanan jel ¢ikarilarak

fotografi cekildi.

Ayirma jeli s6yle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI pH=8,8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml % 0,1’lik SDS, 0,13 ml % 5’lik TEMED (N,N, N’,N’-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karisimin iizerine en son
olarak 0,27 ml %5’lik PER [amonyum persiilfat, (NH4)>S;0sg] eklendi. Yigma jeli
sOyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH=6,8, 0,44 ml %30’luk Akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,03 ml % 0,1’lik SDS, 0,03 ml % 5’lik TEMED ve 2, 45 ml saf su
karistirildi. Bu karigimin iizerine en son olarak 0,07 ml %5°lik PER eklendi (Giiller,
2014).

2.2.5. Insan kanindan karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasi

2.2.5.1. insan kanmin temini ve hemolizat hazirlanmasi

Deneyde kullanilan insan kani Erzincan devlet hastanesinden temin edildi. Doku
ornegi kan ve diger kirlilikleri elimine etmek i¢in % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile li¢
defa yikandi. Doku homojenatin1 hazirlamak igin, ilk olarak doku kiiciik parcalara
ayrildi. Daha sonra, 3 ml/g olacak sekilde 5 mM KH,PO, (pH=7,0) tampon
¢ozeltisinin i¢cinde +4°C’de homojenize edildi. Elde edilen homojenat siizge¢ kagidi
kullanilarak siizme islemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra siispansiyon 60 dakika
13000 rpm’de 2 defa santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ¢okelek atildi, slipernatant bir

sonraki saflastirma basamaginda kullanildi.

2.2.5.2. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH=7,8) i¢ine alinarak jel siispanse
edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra

peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis
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olup olmadigi eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

2.2.5.3. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kat1 Tris ile pH s1 8,7’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon
400 ml 25 mM Tris-HCI/22 mM NaySO, (pH:8.7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece
karbonik anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu.
Sonra 1M NaCl/25mM Na,HPO, (pH:6,3) tamponu tatbik edilerek CA | enzimi;
daha sonra 0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClO, (pH:5.6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip
CA Il enzimi eliie edildi. Fraksiyon toplayict yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde
tiiplere alind1 ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla

kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarland1 (Kaplan, 2014).
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

3.1. Arastirma Bulgulari

3.1.1. Saflastirma sonuclari

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalardan elde edilen veriler, bu boliimde c¢izelge ve

ve hbCA I
izoenziminlernin Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid afinite kolon materyali ile

sekiller ile gosterildi. Tablo 3.1°de,

saflastirilma basamaklarinin sonuclarini vermektedir.

insan kaninda hbCA

Tablo 3.1. hbCA | ve II izo enzimlerinin insan kanmindan Sepharose 4B-L-tirozin-
sulfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklari.

| Toplam ~ | Toplam Spesifik
Numune |Aktivite ) Protein ~ | Toplam . % Saflagtirma
. hacim protein ~ |aktivite )
tirt (EU/ml) (mg/ml) aktivite . verim | katsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)
Hemolizat| 157,00 | 39,50 | 19,01 | 750,90 |6201,50| 8,26 100 1,00
hbCA | 485,00 | 7,90 0,53 4,19 |3831,50| 915,09 | 58 106,04
hbCA Il | 624,00 | 5,35 0,17 0,91 |3338,40| 3670,59 | 51 425,33

Afinite kromatografisi yoOntemiyle saflastirilan enzim ¢o6zeltisinin SDS-PAGE

sonuglar1 Sekil 3.1° de verilmektedir.




34

Sekil 3.1. Saflastirilmis CA izoenzimlerinin SDS-PAGE fotografi, standard
proteinler, 1: maltose baglayict protein — - galactosidase (175 kDa); 2: kitin
baglayict domain (58 kDa); 3: CBD-Mkse Intein—2CBD ( 46 kDa), 4: soya tripsin
inhibitori (24 kDa). Kanal a: hbCA 11, kanal b: hbCA 1

3.1.2. inhibisyon calismalar: sonuclari

Insan kani karbonik anhidraz 1 ve II aktivitesi iizerine Amikasin Siilfat,
Metilprednisolon, Feniramidol HCI, Tramodol HCI inhibisyon etkilerini belirlemek
amactyla bu bilesiklerin stok c¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden degisik
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanarak insan kanindan saflastirilan karbonik
anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine etkileri arastirildi. Konsantrasyona
karsi % aktivite (%aktivite-[I]) olarak olusturulan grafikler Sekil 3.2-3.7°de
gosterildi. Egrilerin denkleminden ICsy degerleri hesaplandi (Bkz. Tablo 3.2).

Bu inhibitorlerin K; degerlerini belirlemek amaciyla, dort sabit inhibitor
konsantrasyonunda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu icin elde edilen aktivite
degerlerleri ile her bir inhibitér i¢cin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik

denkleminde yarigmali ve yarigmasiz inhibisyon formiillerinden yararlanilarak K;
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degerleri belirlendi (Bkz. Tablo 3.3). Bunlara ilaveten Ki grafiklerinde Sekil 3.8-
3.13’de gosterildi.

100
y= 100e-0,084x

75 R?=0,9931

50 -

25 -

O T T T T T T T T 1
0 2 8 10 12 14 16 18
[Tramodol HCI] uM

Sekil 3.2. Tramodol HCI’lin hbCA I izoenzimine kars1 ICsg grafigi.

100 y = 100e0173x
R?=0,9646
75 -
50 -
25 -
O T T T T T

[Feniramidol HCI] uM

Sekil 3.3. Feniramidol HCI hbCA 1 izoenzimine kars1 ICs grafigi.
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100
y= 100e-0,155x
75 ~ R?=0,9778
50 -
25 +
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10
[Amikasin Siilfat] uM

Sekil 3.4. Amikasin Stilfat hbCA I izoenzimine kars1 ICs grafigi.

100
y= 100e—0,51lx
75 A R?=0,9902
50 A
25 -
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

[Metilprednisolon] uM

Sekil 3.5. Metilprednisolon hbCA I izoenzimine kars1 ICs grafigi.



37

100 y = 100e-0132x
R?2=0,9471
75 A
50 -
25 -
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
[Amikasin Siilfat] uM

Sekil 3.6. Amikasin Siilfat hbCA II izoenzimine kars1 ICsg grafigi.

100 y = 100e-0181x
R?=0,99
75 -
50 -
25 -
O T T T T T 1

[Tramodol HCI] uM

Sekil 3.7. Tramodol HCI’lin hbCA II izoenzimine kars1 ICsp grafigi.

Tablo 3.2. Denemesi yapilan vitaminlerin I1Csq degerleri.

Inhibitor CA-1 ICx degeri CA-II ICx, degeri
(nM) (nM)
Tramodol HCI 8,2 3,81
Feniramidol HCI 3,98
Amikasin Sulfat 4,45 5,22

Metilprednisolon 1,35
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500 -

400 -

300 -

200 -

1/V(umol/min)-1

100 -+

-6 19 44
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 3.8. Tramodol HCI hbCA I izoenzimine kars1 K; grafigi.

450 -
=
5
300 g
(=]
£
2
>
=
150 -+
T — T T
-10 15 40

1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 3.9. Feniramidol HCI hbCA I izoenzimine kars1 K; grafigi
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500 -

400 -

300 -

1/V(umol/min)-1

200 -+

100 -

-10 15 40
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 3.10. Amikasin Siilfat hbCA I izoenzimine kars1 K; grafigi

500 -
400 | 3
£
£
300 { 3
£
E
200 { 3
-
100

-10 15 40
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 3.11. Metilprednisolon hbCA 1 izoenzimine kars1 K; grafigi
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1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 3.12. Amikasin Siilfat hbCA II izoenzimine kars1 K; grafigi

300 -

200 -+

1/V(umol/min)-1

100 -

1—4 T T T

-10 10 30 50
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-1)

Sekil 3.13. Tramodol HCI hbCA 1I izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Tablo 3.3. Denemesi yapilan vitaminlerin K; degerleri.

Inhibitor hbCA I K; Inhibisyon hbCA Il K;  Inhibisyon
degeri tiirii degeri tiirii
(mM) (mM)
Tramodol HCI 10.34+0,38 Yarismali 3,88+0,02 Yarismal
Feniramidol HCI 8.11+4,62 Yarismali
Amikasin Siilfat 14.29+0,19 Yarismasiz 9,08+2.59 Yarismali
Metilprednisolon 2,22+0,65 Yarismasiz

3.2. Tartisma

Bu ¢alismamizda belirli Olgiide saflastirilarak, saf izoenzimler lizerinde farkli ilag
etken maddelerinin inhibisyon ¢alismalar1 yapilmistir. Enzimin  safliginin
inhibisyonu 6nemli derecede etkiledigi diisliniildiigiinde daha saglikli sonuglarin elde
edilebilmesi i¢in enzimin saflastirilmasinin zorunlulugu ortaya cikmaktadir. Bu
amacla, bu calismada tek bir basamakta ylizlerce kat saflastirmay1 saglayan afinite

kromatografi teknigi kullanilmistir.

Arastirmamizda matriks olarak segilen Sepharose-4B’ye ligand (p-aminobenzen
sulfonamid) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada tirozin,
afinite jelinin uzanti kolunu siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini
olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitorii
olup, s6z konusu izoenzimlerin kolonda yiiksek pH’da baglayarak g¢aligmamizda

basariyla kullanilmistir.

Afinite kromatografisinde kullanilan jel, ardisik iki basamakta sentezlenmistir. Once
matriks olarak secilen CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye buna uzanti kolu
olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis siilfanamid bilesigi katildi.

Sepharose-4B’nin matriks olarak secilmesinin baslica sebebi ¢ok iyi akis 6zelligine
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sahip olmasi ve ayrica serbest -OH gruplar1 tagidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire
icerisinde aktiflestirilebilmesidir. Tablo 3.1 de goriildiigii gibi hbCA 1 ve II
izoenzimleri afinite kromatografisi ile insan kanindan, hbCA | enzimi spesifik
aktivitesi 485,00 (EU/mg protein) olan, %58 verimle ve yaklasik 106,04 kat; hbCA 11
enzimi ise, spesifik aktivitesi 624,00 (EU/mg protein) olan, %51 verimle ve yaklasik
425,33 kat saflastirilmistir.

Hall ve Schaer (1983) sirasi ile kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel
filtrasyon kromatografisi ve DEAE Biogel iyon degisim kolonu kullanarak

gokkusagi alabaliklart eritrositlerinden CA enzimini 3,7 kat saflastirmislardir.

Buna ek olarak, insan eritrositlerinden hCA 1 izoenzimi 10366 EU/mg protein
spesifik aktivite, %39,5 verimle ve yaklasik 1000 kat ve hCA 1I ise 52200 EU/mg
protein spesifik aktivite, %22,4 verimle ve yaklasik 5000 kat saflastirilmistir
(Beydemir et al., 2002).

Krungkrai ve arkadaslart (2001), karbonik anhidraz enzimini Plasmodium
falciparum’dan katyon degistirici Mono S kolonu ve anyon degistirici Mono Q
kolonu ve Sepharose 12 jel filtrasyon kromatografisinin kombine edilmesiyle 18

EU/mg protein spesifik aktivite, %6,5 verimle ve 66,7 kat saflastirilmistir.

Banerjee ve arkadaslar1 (2004), rekombinant hCA-II'yi Sepharose—IDA-Zn?" afinite
kromatografi yontemini kullanarak 0,74 EU/mg protein spesifik aktivite, %76

verimle ve 4,6 kat saflastirmiglardir.

Ozensoy’un (2004), yaptigi bir calismada karbonik anhiraz saflastirmak igin
EUPERGIT C-250 L ticari ismi ile bilinen ve oksiran gruplart igeren jeller de
kullanilmigtir. S6z konusu bilesik baglamada spesifik olmamasina ragmen, iizerinde
tasidigr oksiran gruplari ile cesitli proteinlerin saflastirilmasinda kromatografik
matriks olarak secilmistir. Ayrica bu jel herhangi bir aktivasyona gerek duyulmadan

ligand immobilize edilebilmektedir. Bunun yaninda uzun stire kullanilabilir olmasi,
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mekanik etkilere kars1 dayanikli olmast ve akis 6zelliginin iyi olmasi sebebiyle de
oldukg¢a kullanishdir. Fakat yapilan bir ¢alismada sepharose-4B ile sentezlenen
afinite jeli ile Eupergit ile hazirlanan afinite jeli karsilastirildiginda Sepharose-4B ile

daha iyi akiskanlik ve saflik elde edilmistir.

Supuran ve arkadaslar1 (2011) Dicentrarchus labrax solungaglarindan CA enzimini
Sepharose-4B-aniline—sulfanilamid afinite kolonunun kullanilmastyla 935,42 EU/mg

protein spesifik aktivite, % 72,42 verimle 108.,4 kat saflastirilmiglardir.

Ekinci ve arkadaslart (2011) Dicentrarchus labrax karaciger dokusundan CA
enzimini  Sepharose-4B-tirozin-sulfanilamid afinite kolonunun kullanilmasiyla

751,72 EU/mg protein spesifik aktivite, % 46 verimle 78,8 kat saflastirilmislardir.

Chappuis ve arkadaglar1 (1999) yeni doganlarin eritrositlerinde yaptiklar1 bir eser
element analizinde, karbonik anhidrazin kofaktorii olan ¢inko elementinin miktarini

ve hangi patolojik vakalarla ilgisinin oldugunu aragtirmiglardir.

Pe'riquet ve arkadaglar1 (2005) 26-42 haftalik fetiislerde kordon kanindaki ¢inko
bakir, selenyum, A vitamini, E vitamini, A vitamini baglayici1 protein, transthyretin,
albumin ve transferin miktarlarini; cinsiyet ve siire degiskenleri durumlarinda
izlemislerdir. Bu ¢alisma sonucu A Vitamini 0.55+ 0.17 pmol/L, ¢inko 20.4 +3.8
umol/L olarak tespit edilmistir.

Ting-yu Li ve arkadaslart (2009) yaptiklari bir ¢alismada gebelik sirasinda A
vitamini, E vitamini ve C vitamininin bebegin zihinsel gelisimi ile ilgisi tizerinde
incelemeler yapmuslardir. 150 Cinli anne iizerinde yapilan ¢alismayla dogumdan
once ve 2 yil boyunca, ¢ocuklarin zihinsel gelisimi bu vitaminlerin seviyeleriyle
paralel olarak incelenmistir. Sonug olarak antioksidant olan bu enzimlerin konusma,
sosyal davranis gibi bircok zihinsel gelisim parametresinde olumlu rolii oldugu

kanisina varilmistir.
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Outi Tammela ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada erken dogan
bebeklerin kordon kanlarindaki A vitamininin konsantrasyonlari ¢alisilmistir.
Calismada A vitamin konsantrasyonunun kordon kanindaki miktar1 1.05 mmol/ 1
standart deger olarak kabul edilmis ve ¢ocuklarin dogduklar1 andaki saglik
durumlari, kilolar1 gibi bazi verileri degerlendirilmistir. Bu verilere gore erken
dogum yapan annelerdeki A vitamini eksikligi bebegin sagligi agisindan bir¢ok

probleme neden oldugu belirtilmistir.

Geertje Goedhart ve arkadaglariin (2011) yaptiklart bir ¢alismada B-12 vitamininin
yeni doganlarda asir1 aglamayla ilgisi lizerine incelemelerde bulunulmustur. Bu
calismada B-12 vitaminin seviyesi yeterli durumlarda yeni doganlardaki bu

rahatsizliin ortadan kalktig1 gézlemlenmistir.

Insan kanindan affinite teknigiyle saflastirdigimiz karbonik anhidraz 1 ve II
izoenzimleri iizerinde in vitro inhibisyon etkileri arastirilmistir. Inhibisyona neden
olan ila¢ etken maddelerinin inhibisyon etkisi K; ve ICsy olmak {izere iki farkli
degerle verilebilir. En pratik parametre 1Csp degeridir. Ciinkii materyal ve yontemde
belirtildigi gibi K; sabitinin belirlenmesi i¢in en az iki sabit inhibitor
konsantrasyonunda  ¢alismalar  yapilmakta ve her bir sabit vitamin
konsantrasyonunda bes farklt substrat konsantrasyonu i¢in hiz degerleri
belirlenmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak, degisik
inhibitor konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik
yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan etken maddelerin konsantrasyonu
hesaplanmaktadir. Fakat inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in K; degerinin

hesaplanmas1 gerekmektedir.
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4. SONUC ve ONERILER

Elde edilen sonuglara gore deneyde kullanilan ilag etken maddelerinden Amikasin
Siilfat, Metilprednisolon, Feniramidol HCI, Tramodol HCI hbCA | izoenzimi
tizerine, Tramodol HCI ve Amikasin Siilfat ise hbCA II izoenzimi {izerine inhibisyon
gozlenmistir. hbCA | ve Il izoenzimleri igin ilag etken maddelerinin ICsy degerleri;
Tramodol HCI (ICsp mM; hbCA I: 8,2; hbCA 1I: 3,81), Feniramidol HCI (ICso mM;
hbCA . 3,98), Amikasin Siilfat (ICsp mM; hbCA I: 4,45; hbCA 1I: 5,22) ve
Metilprednisolon (ICso mM; hbCA I: 1,35) olarak gozlenmistir. Uygulanan ilag etken
maddeleri i¢inde, ¢ok diisiik konsantrasyonda aktiviteyi % 50 azaltmasi ile hbCA I
ve Il izoenzimleri iizerinde denedigimiz en kuvvetli inhibitér hbCA 1 igin
Metilprednisolon ve hbCA II i¢in ise Tramodol HCI olarak tespit edilmistir. Bunun
yanisira 1Csg degerlerine gore Tramodol HCI hbCA 1 i¢in ve Amikasin Siilfat hbCA
IT i¢in deneyde kullanilan etken maddeler arasinda en az inhibisyon etkisine sahip

olmasiyla dikkat ¢ekmistir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. Insan kanindan Karbonik anhidrazin 1 ve II izoenzimlerinin saflastiriimasi

gergeklestirilmistir.

2. Calisma sonucunda CA 1 enzimi % 58 verimle yaklastk 106,04 Kkat
saflagtirilabilmigtir. Enzimin saflifi elektroforezle kontrol edilerek tek bant

gozlenmistir.

3. CA Il enzimi % 51 verimle yaklasik 425,33 kat saflastirilabilmistir. Enzimin

saflig1 elektroforezle kontrol edilerek tek bant gozlenmistir.

4. CA I ve II izoenzimleri lizerine bazi ilag etken maddelerinin inhibisyon etkileri
incelenmistir. Bu amacla Amikasin Siilfat, Metilprednisolon, Feniramidol HCI,

Tramodol HCI enzim iizerine inhibisyon etkileri incelenmistir.
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5. hbCA I ve II izoenzimleri iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Amikasin Siilfat,
Metilprednisolon, Feniramidol HCI, yesil recete olarak verilen Tramodol HCI i¢in

I1Csp Ve Kjdegerleri hesaplanmis ve inhibisyon tipleri belirlenmistir.
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