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OZET

Yiiksek Lisans

INSAN KANINDAN SAFLASTIRILAN KARBONIK ANHIDRAZ
1 iIZOENZiIMIi UZERINDE BAZI ILACLARIN
ETKILERININ IN VITRO OLARAK INCELENMESI

Sibel Tugral Kaplan

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Murat CANKAYA

Kan histolojik bakimdan, hiicreleri hareket eden ve esas maddesi sivi halinde olan bir
dokudur. Viicudun organlari arasinda madde aligverisine aracilik eden hayati sividir. Kanda
bulunan ve oksijen tasima gibi ¢ok komplike olaylarmn seri ve hizl bir sekilde, en az enerji
harcanarak olugsmasimi saglayan, yani kimyasal tepkimelerin hizimi arttiran (katalizleyen)

biyomolekiillere de enzim denir.

Karbonik Anhidraz ya da karbonik dehidrataz aktif bolgesinde ginko (Zn®*) iyonu igeren
metaloenzim ailesinden ve yavas bir reaksiyon olan karbondioksitin bikarbonat ve protona
donisiimiinii  katalizleyen bir enzimdir. Kirmizi kan hiicrelerinde, hayvanlarin diger
kisimlarinda ve bitkilerde bulunan, karbonik asidi karbondioksit ve suyla parcalayan

enzimdir.

Yapmis oldugumuz bu calismada, insan kanindan karbonik anhidraz I izomerini (CAI)
afinite kromotografisi yontemi ile saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Enzimi % 62 verimle
115,64 kat saflastirtlmistir. Saflagtirmis oldugumuz CAI izomeri iizerine, insanlarin sik¢a
kullanmis oldugu bazi ilaglarin etken maddelerinin in vitro sartlarda inhibisyon etkileri
incelenmistir. Inhibisyon calismalar1 sonucunda Dimenhidrinat yarismali inhibisyon, diger
ti¢ inhibirdriimiizde yarisasiz inhibisyon gostermistir. K; degerleri Metoprolol Tartarat
5.49+1.86 mM, Dimenhidrinat 15.89+6.55 mM, Digoksin 0.0914+0.0062 mM, Hiyosin - N
— butilbromiir 11.22+2.94 mM.

2014, 60 sayfa
Anahtar Kelimeler: Kan, Karbonik anhidraz, Afinite kromotografisi



ABSTRACT
Master Thesis

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

Sibel Tugral Kaplan

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat CANKAYA

According to the histology; blood is the tissue which the main material is in the liquid state
and its cells are moving. This is vital red liquid which facilitates transmission of material
between organs. The biomolecules who provides the fast production of the complicated
events like oxygen transportation with minimum energy, in other words catalyzers for
chemical processes are called enzymes.

Carbonic anhydrase or carbonic dehydrates is the enzyme from metaloenzym family which
includes Zn*" in its active section and which catalyzes the slow reaction for transformation of
carbon dioxide to bicarbonate and protons. This is the enzyme that dismantles the carbonic
acid to CO, and H,O which is included in red blood cells, other parts of animals and plants.
In this study; the purification of carbonic anhydrase | isomer (CAI) from human blood using
affinity chromatography method has been performed. The enzyme has been purified by 62 %
and 115.64 times. The inhibitor effect of the agent materials of some medicine that human
use in daily life on CAI isomer that we purified in in-vitro conditions has been investigated.
At the end of inhibition studies deminhidrinate shows competitive inhibition. Remaining 3
inhibitors Show non-competitive inhibition. Ki values are, Metoprolol Tartarate 5.49+1.86
mM, Dimenhidrinate 15.89+6.55 mM, Digoksin 0.0914+0.0062 mM, Hiosin - N —
butilbromure 11.2242.94 mM.

2014, 60 pages
Key words:Blood,Carbonic anhyrase, Affinity chromatography
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1. GIRIS

1.1.Kanin Yapisi, Ozellikleri ve Gorevi

Kan, viicudun organlari arasinda madde alig verisine aracilik eden ve damarlar i¢inde
bulunan kirmizi renkli sividir. Kan hayat i¢in gerekli oksijeni akcigerlerden
sindirilerek viicuda yarar bir duruma gelen besin maddelerini sindirim organlarindan
alarak organlar ve onlarin en kiiglik yapitasi olan hiicrelere gotiiriir. Hiicrelerde
metabolizma sonucu meydana gelen ve viicuda yaramayan artiklar1 yiiklenerek
bobrek, deri, akciger organlarina getirir ve bunlarin viicut digina atilmasini saglar.

Damarlarda dolasarak viicudun en ufak hiicrelerine kadar yayilan, besin tasiyan kan,
hayatin varlig1 ve yasam icin son derece dnemli bir maddedir. Bilimsel incelemelere
gore, bir insanda yaklagik olarak agirhiginin 12 ile 15 de biri kadar kan vardir.

(Anonim 2013)

1.1.1. Kan Dolasimi

Kan dolasimi viicudun biitiin organlarina ve dokularmma ulasan bir enerji iletim
sistemidir. Kalp, i¢inde bol oksijen bulunan agik kirmizi renkli kan1 aorta pompalar.
Bu ana atardamardan ayrilan daha kiiciik atardamarlar ve kilcal damarlar araciligiyla
kan biitlin viicuda dagilir. Kanin tagidigi oksijen ve besin maddeleri kilcal damarlarin
incecik duvarlarindan gegerek hiicrelerin i¢ine girer. Hiicrelerdeki atik maddeler de
gene kilcal damarlar yoluyla kana karigir. Oksijeni azalmis olan bu koyu kirmizi
renkli kan toplardamarlar araciligiyla kalbe taginir ve yeniden oksijen yiiklenmek
lizere akcigerlere gonderilir. Buradaki kilcal damarlarda akarken havanin oksijenini

alir ve bir kez daha viicuda pompalanmak tizere kalbe geri doner.

Insanin ve omurgali hayvanlarmn kani, damar denen kapali borularin icinde dolasir ve
olagan kosullarda hi¢gbir zaman damarlarin disina ¢ikmaz. Buna kapali dolasim denir.

Oysa omurgasiz hayvanlarin cogunda agik dolagim vardir. Bu sistemde, damarlardan



cikarak dokularin arasindaki bosluklara dolan kan madde aligverisini yaptiktan sonra
yeniden damarlara doner. Bu gibi reaksiyonlarin hizli bir sekilde devami i¢in enzim

denilen proteinler gérev alir. (Anonim 2013)

Bas ve Kollar

Ustana
toplar danan

Aort atar

Altana daman

toplar daman

Kap toplar
darari

-

Digeganiar

Sekil.1.1.Kan Dolasimi genel semasi (anonim 2013)



1.2. Enzim hakkinda genel bilgi

Enzimler canli organizmalar tarafindan tiretilen 6zellesmis katalitik fonksiyonlara
sahip protein molekiilleridir. Enzimler canli organizmalarin hayatsal faaliyetlerini
gergeklestirmeleri igin gerekli pek ¢ok biyokimyasal reaksiyonlardan sorumludurlar.
Biitiin proteinler gibi enzimlerin de monomeri, amino asitlerdir. Enzimleri diger
protein molekiillerinden ayiran 6zelligi biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleme
yetenegidir ve bu yetenegi sayesinde pek c¢ok c¢alisma alanlarinda ilgi kaynagi

olmaktadir. (Wolfson et al., 2008).

Enzimler genellikle tek bir kimyasal reaksiyonu veya ayni ozellikte reaksiyonlar
katalizler (Keha. ve Kiifrevioglu, 2010). Enzimle Kkatalizlenen reaksiyonlar,
katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 10° ile10%° kat daha hizhdir. Tipik olarak, her
enzim molekiili saniyede 100 ile 1000 substrat molekiiliinii iirliine c¢evirme

yetenegine sahiptir (Champe ve Harvey, 1997).

Enzimler diger proteinler gibi, yaklasik olarak 12.000°den 1 milyona kadar degisen
molekiil kiitlesine sahiptirler. Bazi enzimler amino asit kalintilar1 diginda aktivite i¢in
kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazlar. Digerleri kofaktor olarak adlandirilan Fe*?,
Mg*2, Mn*? veya Se gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak
adlandirilan kompleks organik veya metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar.
Baz1 enzimlerin ise aktivite gosterebilmeleri icin hem koenzime hem de bir veya
daha fazla metal iyonuna ihtiyacit vardir. Protein yapisina ¢ok siki olarak hatta
kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak
adlandirilir. Metal iyonlari ile veya koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif olan bir
enzim holoenzim olarak adlandirilirken bu gibi enzimlerin sadece protein kismi

apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilmaktadir.

Koenzimler, aldehitler ve acil gruplari gibi 6zgil islevsel gruplarin gegici
tastyicisi olarak gorev yaparlar. Koenzimler ¢ogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda

alinan organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson ve Cox, 2005).



Enzimlerin reaksiyon hizlar1 bazi faktorler tarafindan etkilenmektedir.Bu etkenler
sirastyla;Substrat konsantrasyonu, Enzim konsantrasyonu, Inhibitér veya aktivator

konsantrasyonu, Kofaktor konsantrasyonu (varsa), pH, Sicaklik, Iyonik siddet.

Enzimlerin katalizleme giicleri, turnover sayisiyla ifade edilir. Turnover sayisi, birim
zamanda bir mol enzimin irline doniistiirdiigli substratin mol sayisidir. Turnover
sayisi en yiiksek olan enzimlerden biri de karbonik anhidrazdir (600.000°) (Harper,
1975).

Enzim inhibisyonu, doniisiimsiiz (irreversible) inhibisyon ve doniistimlii (reversible)
inhibisyon olmak iizere iki grupta incelenir. Doniisiimsiiz inhibisyonda inhibitor
enzime ya kovalent olarak yada zor ayrisan bir kompleks olusturacak sekilde
baglanir. Bu yiizden déniisiimsiiz inhibitdrlere “enzim inaktivatorleri’’de denir (Inan

ve Giil, 2011). Déniisiimsiiz inhibisyonda Vmax azalir, Ky ise degismeden kalir.

ES — E+P

El

Sekil 1.2. Doniistimsiiz inhibisyon sematik sekli (Keha. ve Kiifrevioglu, 2010).

Doéntistimlii  inhibisyonda, enzimle inhibitdr etkilesmesi bir denge reaksiyonu
seklindedir.

Dontistimlii inhibisyon dort grupta incelenir;

1) Yarismali inhibisyon (kompetitif)

2) Yarismasiz inhibisyon (nonkompetitif)

3) Yar1 yarismali inhibisyon (unkompetitif)

4) Lineer karisik tip inhibisyon



Doniistimlii  inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif) inhibisyondur.
Yarigmali inhibitdr; yapi itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine
baglanir. BoOylece substratin enzime baglanmasit Onlenmis olur. Fakat substrat
konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin Vmax
degeri degismez. Yarigmali inhibitor belli bir substrat i¢in belirlenmis Ky’i
(Michaelis sabiti) yiikseltir. Yani, yarismali bir inhibitér varliginda 1/2Vmax’a
erismek icin daha fazla substrat gerekir (Supuran ve Scozzafava 2000; Sly ve Hu,
1995).

Sekil 1.3. Yarigmali inhibisyon sematik sekli EI (enzim inhibitor) ve ESI
(enzim substrat ve inhibitor) (Keha. ve Kiifrevioglu, 2010).

Doéniistimlii bir tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitor ve
substrat, enzim molekiillerine ayn1 anda baglanabilir. Dolayisiyla baglanma enzimin
ayni bolgesinde degildir. Yarigmasiz bir inhibitdr etkisini, enzimin turnover sayisini,
yani katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitdr arasinda
yarisma s0z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon
kaldirilmaz. Enzimin Vya degeri azalirken, Ky, sabit kalir. Substrat ve inhibitor
farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin iki farkli inaktif kompleksi meydana
gelir. Diger doniislimlii inhibisyon tipi, yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur.
Bu inhibisyon ¢esidinde, inhibitor serbest enzime baglanamaz, ES kompleksine
baglanir. Birden fazla substratli enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sik rastlanir.
Yar1 yarigmali inhibitor varliginda substrat konsantrasyonunun yiikseltilmesi ile
inhibisyon artabilir. Yar1 yarismali inhibitor varliginda Vmax Ve Ky, degeri azalir.

(Keha ve Kiifrevioglu, 2010).
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ESI
Sekil 1.4. Yar1 yarigmali inhibisyon sematik sekli (Keha. ve Kiifrevioglu, 2010).

Enzim inhibisyonu gibi konular1 ele alan ¢alismalarda enzim saflig1 ¢cok dnemlidir.
Enzim saflastirilmasinin amaci, 6zgiil bir enzimi diger bir¢ok yapi1 tasini iceren ham
bir hiicre oziitlinden ayirmaktir. Bir enzimin saf bir sekilde hiicreden veya dokudan
izolasyonu oldukc¢a zordur. Buna ragmen birgok enzim saf olarak elde edilmistir.
1000’in lizerinde enzim kismen saflastirilmis ve 200°den fazlasi ise kristal olarak
elde edilmistir. Proteinlerden globiiler proteinler suda ve sulu tuz cozeltilerinde

coziinlirler bu 6zelliklerinden yararlanarak saflastirma islemleri yapilmaktadir.

Globiiler proteinlerin saflastirma igleminde yararlanilan 6zelikleri ise sunlardir:
- Molekiil biiyiikliigii
- Coziintirliik farki esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
- Elektriksel yiik esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
- Secimli adsorbsiyon esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
Spesifik ligandlar1 esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi (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 c¢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

ve Ozgiinen, 2004).

Bu yontem sayesinde ¢ok yorucu, zor ve bazi hallerde imkansiz olan bir¢ok ayirma
ve saflagtirma islemi kisa zamanda gerceklestirilebilir ve yiiksek verimde binlerce

kez saflastirilmis bilesikler elde edilebilir.

Afinite kromotografisi ilk defa 1910 yilinda amilazin ¢odziinmeyen nisastaya
adsorpsiyonu sonucu izolasyonunda kullanilmistir, fakat kovalent olarak ligandlarin
baglanabilecegi dayanikli matrikslerin bulunmayisindan, bu teknigin yaygin halde
uygulanmasi 1967 den sonra gergeklesebilmistir. Bu tarihte, primer amino grubuna
sahip bilesiklerin siyano bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmis polisakkarit matriks
lizerine kovalent baglanabilecegi gosterilmistir (Arslan, 1994). Ayrica literatiirde,
afinite jelleri icin kullanilan matrikslerin aktivasyonu i¢in, oksiran aktiflestirilmesi,
karbodiimid  aktiflestirilmesi  gibi  degisik  aktiflestirilme  yoOntemleri de
kullanilmistir(Arslan, 1994). Bu kesiften sonra afinite kromotografisinden
yararlanarak, biyospesifik ligandlarla antikorlar, bazi tasiyici proteinler, enzimler,
niikleik asitler ve hatta bir takim hiicrelerde ¢ok saf halde elde edilmeye baslanmistir

(Arslan, 1994).

1= ¥ -

Ilatriks Ligand

4
§D+®% ;:9 b Sfutidor >

Sekil 1.5. Afinite kromatografisinin prensibi (Arslan, 1994).




Tablo 1.1. Afinite kromatografisinde en sik kullanilan biyolojik sistemler.

Saflastirilacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre

ylzey reseptoru
Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, niikleik asit

polimeraz, baglayici protein,

Hormon, vitamin Reseptor, tastyici protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin

1.2.1. Afinite Kromatografisi Tiirleri

Biyoafinite Kromatografisinin alt bagliklari,
1. Hidrofobik Kromatografi

2. Immiinoafinite Kromatografisi
3. Kovalent AK

4. Metal-Selat AK

5. Molekiiler Baskilama AK

6. Membran-Bazli AC

7. Afinite Kuyruk Kromatografi
8. Lektin Afinite Kromatografisi
9. Boya-Ligand AK

10. Reseptor Afinitesi

11. Zay1f Etkilesim AK



12. Perfizyon AK

13. Tiyofilik Kromatografi

14. Yiiksek Performans AK

15. Afinite Yogunluk Pertorbasyon
16. Kiitiiphane Tiirevli Afinite

17. Afinite Elektroforezi

18. Afinite Kapiler Elektroforezi

19. Santrifiij AK
(Anonim 2013)

1.3. Karbonik Anhidraz Enzimi (CA: karbonat hidroliyaz, EC 4.2.1.1)

1.3.1. Enzim Ozellikleri ve Fizyolojik Onemi

Karbonik Anhidraz ya da karbonik dehidrataz aktif bolgesinde ¢inko (Zn2+) iyonu
iceren metaloenzim ailesinden ve yavas bir reaksiyon olan karbondioksitin
bikarbonat ve protona donilisiimiinii katalizleyen bir enzimdir. Kirmizi kan
hiicrelerinde, hayvanlarin diger kisimlarinda ve bitkilerde bulunan, karbonik asidi

karbondioksit ve suyla pargalayan enzimdir.
Katalizlenen reaksiyon

CA

CO; + HyO «—2HCO;y + H*Y

seklindedir.

Bu reaksiyon karbonik anhidraz yoklugunda 6nemli oranda gerg¢eklesmesine ragmen

katalizlenmeyen reaksiyon hizi ¢ok yavastir (Henry 1996). Ciinkii reaktanlar1 ve
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tirtinleri bircok fizyolojik ve biyolojik siire¢ i¢in hayati dneme sahiptir, karbonik
anhidraz bir¢ok hiicre tiirlerinde ve dokuda bulunur ve asit-baz dengesi, iyon ve CO,
tasinmasi, kemik absorbsiyonu, solunum, glukoneogenez ve lirogenez gibi fizyolojik

ve biyolojik aktivitelerde rol oynar (Sly and Hu,1995).

Bu karbonik anhidrazin bir¢cok hastaligin patalojik siirecinde 6nemli rol oynadigi
anlamina gelir. Karbonik anhidraz enzimi en az bes farkli evrimsel olarak birbirinden

farkli gen ailesi tarafindan kodlanir (Lindskog,1997).

1.3.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

1.3.2.1. Alfa/o. sinifi karbonik anhidrazlar

Bakteri, alg, yesil bitkiler ve omurgalilarda bulunur. Insan CA-l ve CA-II
izoenziminin kristal yapisi ile sigir CA-III, yass1 formlu bir sigan CA-V’i ve E.

coli’de bulunan CA formu bu yapidaki enzim tipidir (Lesburg,1995).

1.3.2.2. Beta /g simifi karbonik anhidrazlar

Cogunlukla bakterilerde, alglerde bulunur. Heniliz hi¢bir B-CA  yapisi
belirlenmemistir. Dogal ve mutant bezelye kloroplast CA’s1 ¢apraz bag calismalari,
enzimin belirlenen bir alt birimin oktamer yapisinda oldugunu gosterir. (Bjorkback,

1997).

1.3.2.3. Gama/y simifi karbonik anhidrazlar

Baz1 bakterilerde bulunur. Son arastirmalarda Methanasarcina thermophila’dan elde
edilen bir yap1 olarak y-CA’nin yapisi ortaya konmustur. Bu trimetrik molekiil a-
CA’lardan tamamen farkli katlanmalara sahip olup ve bu bdlge kalitsal bolgeyi

vurgulamaktadir .(Kisker, 1996).
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o stnift CAs, marine diatomda (thalassiosira weisflogii) ve & sinifi CAs ise syanao
bakteri ve 6zellikle baz1 kemolitik bakterilerde goriilmektedir. (Kisker,1996).

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir, daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sican tiikriigii, sigir kemigi,
sigir lokositleri, ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve birgok

kaynaktan karakterize edilmistir.

Son olarak Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda oldugu tespit
edilmistir (Feldstein ve Silverman, 1984; Krungkrai et al., 2001 Beydemir et al.,
2002; Beydemir ve Giil¢in, 2004;).

Baliklarlarin solungac¢ ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlarin kabuk yapiminda ve alglerde , enzimin degisik rolleri oldugu ayrica
ispatlanmistir (Holmes, 1977; Wistrand, 1981; Chegwidden et al., 2000;Supuran ve
Scozzafava, 2001).

1.3.3. Karbonik Anhidraz (CA) Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz enzimi HCO3 ve H" olusturarak hem CO, in uzaklastiriimasinda
hem de asit-baz dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Karboksilik, siilfonik ve

fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir.
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(1) 0=C=0 + HrO¥=—=—=HCO; + H~

(2) O=C=NH + H,O ¥=—H,NCOOH

(3) HN=C=NH + H,O0¥=——= H,NCONH,

(4) RCHO + H,O == RCH(OH),

(5) RCOOAr + H,O ¥ RCOOH + ArOH

(6) RSO:Ar + H,O¥=—=RSO:H + ArOH

(7) ArOPO;~” + H,O ¥=—=HPO;~ + ArOH

(8) ArF + H,O¥=———=HF + ArOH (Ar=2.4 dinitrofenil)
9) PLCH,OCOC! + H,O === PhCH-OH+CO,+HC(l
(10) RSO2Cl+ H,O ¥==RSO:H + HC] (R=Me;Ph)

Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri (Supuran ve Scozzafava,
2001).Yesil bitkiler, fotosentetik hiicre kloraplastlar1 vasitasiyla, giin 15181 varhiginda
fotosentez yapabilmek i¢in atmosferden karbondioksit kullanilir. Gaz halindeki
karbondioksit, bitkinin yapraklarinda bikarbonat iyonlar1 halinde tasinir. Hem kara
hem de su bitkilerindeki CA enzimi, bikarbonat iyonlarinin tekrar karbondiokside

doniismesini saglar (Arslan, 1994).

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

kullanimin1 glindeme getirmistir (Arslan, 1995).

CA enzimi eritrositleri de i¢ine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak {izere bir¢ok metabolik olayda
rol oynamaktadir. Doku / organlar ile akciger arasindaki CO; / bikarbonatin
respirasyonu ve transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO,
homeostazinda, elektrolit sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda
(glukoneogenez, lipogenez ve lire sentezi), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timor
olusumu ve diger birgok fizyolojik ve patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al.,
2000; Supuran ve Scozzafava, 2000).
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Sekil 1.6. Eritrosit membraninin kloriir-bikarbonat degistiricisi (Lehninger, 2005).

Bu kotransport sistemi, transmembran elektriksel potansiyelde herhangi bir
degisiklik yapmadan,HCO3’in giris ve ¢ikisin1 saglar. Gorevi kanin CO; tasima
kapasitesini artirmaktir (Lehninger, 2005).

1.3.4. Karbonik Anhidrazin Onemli inhibitorleri

Cogu tek degerli anyon CA enzimini inhibe eder. Fakat bu iyonlarin
konsantrasyonlar (sigir CA-ll, pH 7,55’de) birka¢c mikromolar seviyesinde
inhibisyon gosteren CN™ iyonu ve 1 M’lik iyon konsantrasyonunda inhibisyon

gosteren F iyonunda oldugu gibi biiylik degisiklik gosterir (Lindskog, 1982).

Inhibisyonun pH bagimliligina ve 2 Co?" ’nin yer degistirdigi enzimin optik
spektrum Tlzerindeki etkilerine iliskin caligmalar, anyonik inhibitorlerin metal
iyonuna baglandigi ve katalitik CO; hidrasyonunda 6nemli bir rolii olan OH"
iyonunun olusumunu énledigi sonucuna varilmistir. 2 Co?* ile ilgili spektrumlar bazi

anyonlarin sadece c¢inko baglhh ¢oziici molekiilii yerinden ederek tetrahedral
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koordinasyonu sagladigini, diger anyonlarinsa pentahedral koordinasyon yapisi

olusturdugunu ileri stirmektedir (Lindskog, 1982).

Lund Universitesinde Profesér Anders Liljas’in labarotuarinda yapilan insan CA-II
caligmalar1 basta olmak lizere, son kristalografik caligmalar, anyonik inhibitdrlerin
cesitli bag bicimlerine yeni bir 151k tutmustur. Aktif bolgenin 6nemli bir 6zelligi
cinkoya bagli H,O veya OH’ iyonu iceren Glu-106 ve Thr-199 bulunduran indirekt

liganddaki bir H baglanma sistemidir.

Glu-106 biiyiik olasilikla iyonlagmistir ve bu nedenle, hidrojen bagli Thr-199 ile bir
alic1 gorevi gormelidir. Sonug olarak, Thr-199’un hidroksil grubunun, metal bagl
¢oOziicliyle baglanmasinda bir H atomu alicis1 oldugu kabul edilmelidir. Ayrica,
cinkoya bagli H,O veya OH’, hidrofobik bir cepte bulunan bir bagka su molekiilii ile
bir hidrojen bagi olusturur. Hidrojen, Thr-199’un peptit NH’ 1na baglanir. Bu hidrojen
bagi etkilesimlerinin, inhibitorlerin bagi {izerinde belirleyici etkisi oldugunu

gostermektedir (Liljas et al., 1994)

Protonlanmis bir ligand atomuna sahip olan inhibitorler, tetrahedral koordinasyon
geometrisini bozmaksizin metale bagli ¢oziicli molekiiliin yerini alirlar ve Thr-
199’un OH grubu ile hidrojen bagini korurlar. HSO3™ ve HS™ iyonlari buna 6rnek
olarak verilebilir. HSO3™ iyonu derinde olan su molekiilii ile yer degistirirken bir
oksijen atomu Thr-199’un NH gurubu ile hidrojen bagi olusturur. Ugiincii oksijen

atomu 0,31 nm mesafeden ¢inkoya dogru yonelir (Mangani ve Hakansson, 1992).
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Sekil 1.7. CA-II ile inhibitorler arasindaki komplekslerin yapilarinin sematik
gizimleri (@anonim 2013).

(A Inhibe olmayan enzim B Bisiilfiir S04 gibi iki degerli anyonlar, CA’y1 inhibe
etmez veya ¢ok zayif inhibitorler gibi hareket ederler (Simonsson and Lindskog,
1982). Esasen, pH=6,0’da 2,4 M (NH4), SO4’mn varliginda bile, insan CA-II
izoenziminin kristal yapisinda stilfat iyonunun baglandigina dair higbir kanit yoktur.
Negatif yiiklii iyon Glu-106’nin baglanmasini 6nlemektedir (Hakansson et al., 1992).
Yapilan ¢alismalarda karbonik anhidraz enziminin en gii¢lii organik inhibitdriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin
kolaylikla iyonik yap1 kazanmalar1 en carpict 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1

asagidaki reaksiyonda goriilmektedir.

R—SO,NH, R—SO,NH- + H*

Siilfonamidin bu 6zelligi karbonik anhidraz enzimi iizerindeki inhibisyon i¢in son
derece onemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarakta kullanilmaktadir (Roughton ve

Booth, 1946; Tozlu, 1997).
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CA’nin en giicli organik inhibitorleri aromatik veya hetero aromatik
stilfonamidlerdir. Siilfonamidler —-SO;NH, fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir.
Siilfon amidlerin genelde CA-II i¢in K; degerleri 10™ ile 10" M arasinda degisir.

Glokom hastalig1 tedavisinde CA’nin giiclii inhibitorlerinden olan asetazolamid
kullanilmaktadir. Oral yoldan verilen bu ilacin oldukga fazla yan etkileri vardir. Bu
yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ilag molekiilii bulmak amaciyla bir ¢ok
stilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz epitelyumunda bulunan CA-II iizerinde
inhibisyon etkileri arastirilmistir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Biilbiil ve

arkadaslari., 2002).

Gliniimiizde siilfonamidler glokom hastaligi tedavisi disinda diiiretik, antibakteriyel
ve antifungal ilag olarak yaygin kullanima sahiptirler. Bu sebepten diinyanin bir ¢ok
yerinde farkli gruplar tarafindan yeni siilfonamid tiirevleri sentezlenmektedir.
Asetazolamid, metazolamid, etazolamid, diklofenamid, dorzolamid ve brinzolamid
gibi bazi 6nemli siilfonamid tiirevleri asagida verilmistir. Stilfonamidler antiglokom
ilact kullanimimin yani sira CA-IX ile kanser dokularmin direk iligkisi olmasi
sebebiyle kanser teshisinde kullanilabilmektedir. Ayrica CA enzimi inhibitorii olan
bu molekiillerin yapilan birgok c¢alisma sonucunda antiobezite, antifungal,

antibakteriyel, diiiretik ila¢ olarakta kullanilabilecegi belirtilmistir (Supuran, 2008).
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Sekil 1.8. Baz1 Siilfanamidlerin agik formiilleri (anonim 2013).

Tablo 1.2. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Hiicre i¢i Yerlesimleri ve

Siilfonamidlere ilgisi (Lindskog, 1997)

Kataliz Aktivitesi Siilfonamidler Hiicre ici
Izoenzim | (CO2 hidrasyonu) icin Afinite Yerlesim
CAI Diisiik ( CAIl’nin %10’u)  Orta Sitozol
CAll Yiiksek Cok yiiksek Sitozol
Cok diisiik ( CAIl’nin
CA Il %0.3°11) Cok diisiik Sitozol
CA IV Yiiksek Yiiksek Membrana bagli
CAVA Orta-Yiiksek* Yiiksek Mitokondri
CAVB Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta Yiiksek Salg1 halinde
CA VIl  Yiksek Cok yiiksek Sitozol
CA VIl Akatalitik Sitozol
CAIX Orta Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik Sitozol
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CARP XI Akatalitik Sitozol
CA X1l  Disuk Yiiksek Transmembran
CA XIIl  Orta Yiksek Sitozol
CA XIV Dusiik Yiksek Transmembran
CA XV  Diisiik Yiiksek Membrana bagli
\N_H __.c}\ /CH;
T:E)
CH 0 CH 0
N e _x
/\ O-- -H—N/ \() . H” |
HN\ /0 / N S / fn\‘\
7l H Zn NH/ | NH
MNH3
a) ib) (©)

Sekil 1.9. Siilfonamidlerin Karbonik Anhidraz Enzimine Baglanmasi (Ozensoy,
2002).
1.3.5. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Metodu

1.3.5.1. Esteraz Aktivitesi Ol¢iimiine Bagh Yéntem

Kinetik calismalarda, CA aktivitesi Olclimleri bu yontemle yapilmaktadir. Bu

yontem, CA’nin esteraz aktivitesine sahip olmas1 esasina dayanmaktadir(Mc Intosh

1970). Prensip olarak, karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenil

asetat1, p-nitro fenol hidroliz etmekte ve bu da 348 nm dalga boyunda absorpsiyon

vermektedir. Reaksiyon denklemi sdyledir;

Il CA
o;x;@—oc—cm + H,O DEN—Q—DH + CH;COOH

Olgiimii yapilan 348 nm’deki dalga boyu, p-nitro fenol ve p-nitro fenolat iyonunun

izosbestlik oldugu, yani her ikisinin de ayn1 absorbans1 verdigi bolgedir.
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Fenol gruplan asidik olduklari i¢in ortamin pH’simna gore, degisen oranda, fenolat ve
H" iyonlarma ayrisir. 348 nm dalga boyunda p-nitro fenol ve p-nitro fenolat
iyonunun absorbanslar1 ayni anda okunabildigi i¢in bu durum absorbans 6l¢iimiinii
etkilemez. p-nitro fenol bilesiginin molar ekstiriksiyon katsayisi, 1348 = 5.4 x 10° M
! <dir. Bu dalga boyunda p-nitrofenil asetatin cok az bir absorpsiyonu vardir ve 1348

= 0,4 x 10 M molar ekstiriksiyon katsayisina sahiptir.

1.4.Deneyde kullanilan ilaclar ve 6zellikleri
1.4.1.Metoprolol Tartarat

Metoprolol kardiovaskiiler sisteme ait bir takim hastaliklarin 6zellikle hipertansiyon
tedavisinde kullanilan B; reseptor blokeri bir se¢icidir. Aktive madde olan metoprolol
metoprolol siilksinat veya metoprolol tartrat olarak kullanilir.(10 mg. metoprolol
tartrat 95 mg. metoprolol siilksinat a tekabiil eder)Tartarat hizli salim ve siilksinat ise

salinim yapar.

Metoprolol bir takim durumlar i¢in kullanilirHipertansiyon, anjin, akut miyokard
infarktiis, supraventrikiiler tasikardi, ventrikiiler tasikardi, konjestif kalp yetersizligi
ve migren basagrisi. Kalp krizi tedavisi, bayilma hipertiroidizm tedavisinde
yardimci, uzun qt sendromu (6zellikle astimli hastalarda, metoprolol'iin B1 segiciligi
astim ilaglar ile az etkilesmesinden dolay1 ki geneellikle B2- adrenerjik reseptor
agonist ilaglardir. Atrium kasilmasinin niiks etmesinin 6nlenmesi. (kontrollii salim /
uzatilmig salim formu).Kalpteki Betal alicilarin1 bloke etmedeki segiciliginden
dolay1, metoprolol ruhsat dist olarak performans kaygisi, sosyal kaygi bozukluklar

ve diger kaygi bozukluklarinda kullanilir.
H;CO
=

\/\©\O/\1:\u/l\

HsCO


http://www.google.com/imgres?imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/61/(%C2%B1)-Metoprolol_Structural_Formulae.png&imgrefurl=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:(%C2%B1)-Metoprolol_Structural_Formulae.png&docid=pvys2iHFtkecpM&tbnid=kmaTEAYom_idpM:&w=3384&h=2044&ei=PaqYUdzfJ82X0AXX3oGQBg&ved=0CAIQxiAwAA&iact=rics
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Sekil.1.10.Metoprolol kimyasalinin molekiiler yapist (anonim 2013)
1.4.2. Dimenhidrinat

Difenhidramin dimenhidrinatin temel bilesenidir ve temel etkiyi belirler. Ana fark
teofilin ile birlesmesinden dolayi dusuk bir etkidir. 50 mg. dimenhidrinat 27.2 mg.
difenhidramin icerir. Uyusukluk halini etkisizlestirmek icin teofilin eklenir. Teofilin
kafein ve tebromin gibi orta siddetli merkezi sinir sistemi uyaricilari ile yakindan
ilgilidir. Difenhidraminin antiemitik (mide bulantist ve kusmayi bastirma veya
onleme gorevi olan ilag) etkilerini bir uyarici ile karistirmakla, bir onceki madde ile
siddetli uyusukluk hali induklenmis olma durumu bir sonraki ile hafifletilir. Fakat;
difenhidraminin neden oldugu sakinlestirme esasen kloroteofilinin sagladigi
uyartidan daha gucludur, boylelikle genel etki buyuk oranda sakinlestiricidir.
Dimenhidrinatin halen mide bulantisi ve kusmayi engellemek icin kullanilmasi ile
birlikte; kimyasal meklozinin gelisimi onun kullanimini bastirmistir (Dramamin 11
olarak satilmaktadir) cunku meklozin genellikle uyusukluga neden olmaz.(anonim
2013)
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Sekil.1.11.Dimenhidrina kimyasalinin molekiiler yapis1 (anonim 2013)


http://www.pharmacopeia.cn/v29240/usp29nf24s0_m26380.html
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1.4.3.Digoxin

Dijoksin Digitalis lanata yapraklarindan ¢ikarilan saflastirilmis bir aktif glikosiddir.
Es aglikonu dijoksijenindir ve asetil turevi asetildijoksindir. Dijoksin yaygin olarak
artiyal cirpinim, Atrium adelesinde mevcut ektopik bir odaktan ¢ikan impulslara
bagli olarak kalp atim sayisinin ¢ok asir1, fazla diizenli olarak artmasi, baska ilaclarla
kontrol edilemeyen kalp krizi gibi cesitli kalp problemlerinin tedavisi icin kullanilir.
Dijoksin hazirlanimi lanoksin, dijitek ve lanoksikap gibi markalar adi altinda
piyasadadirlar. Ayni zamanda 0.05 mg/ml agiz yolu solusyonu ve 0.25 mg/ml or 0.5
mg/ml damardan alim solusyonu olarak mevcuttur. GlaxoSmithKline ve daha bircok
farmakautik ureticiler tarafindan piyasa bulmaktadir.(anonim 2013)
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Sekil.1.12.Digoxin kimyasalinin molekiiler yapist (anonim 2013).
1.4.4. Hiyosin - N — butilbromiir

Hiyosin-N-butilbromiir sindirim sistemi ve iireme — bosaltim sistemlerine ait diiz
kaslar1 gevseterek calisir, boylece spazmlar1 diizeltir ve/veya olugmalarini Onler.
Hiyosin - N - butilbromiir asagidaki durumlar ile ilgili bir ilagtir: sindirim sisteminde
olusan spazmlar; safra yollar1 spazmlari; spazmlarla birlikte goriilen agrilar; ireme —
bosaltim sisteminde olusan spazmlar; zorlu ve agrili gecen adet (regl) donemleri;
dogum esnasindaki yumusak doku spazmlari; endoskopik muayenelerde, kiiciik

iirolojik ve jinekolojik miidahalelerde olusan spazmlarin 6nlenmesi. Hiyosin - N -


http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=z_q1jx6fiuLvCM&tbnid=jYCJPwooIq8tOM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.nature.com/nchem/journal/v5/n9/compound/nchem.1726_comp29.html&ei=utriU7CWN6ad0QW-5oHQBg&bvm=bv.72676100,d.ZGU&psig=AFQjCNFCZGg3TDGC0Zr0P4Lky5Ov0w6v5Q&ust=1407462305415145

22

butilbromiir burada yer almayan diger tedavi edici amaglar icin de kullaniliyor

olabilir.

Sekil.1.13.Hiyosin-N-butilbromiir kimyasalinin molekiiler yapisi (anonim
2013)


http://www.google.com/imgres?imgurl=http://www.ilactr.com/img/atc_yapilari/A03BB01.png&imgrefurl=http://www.ilactr.com/ilac/spazmosel.html&docid=4DeKgNYN4stfcM&tbnid=sJ63_CkZXzNwSM:&w=300&h=300&ei=9didUdCLLcOjPeeMgNAG&ved=0CAIQxiAwAA&iact=rics
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien
tarafindan ve birbirlerinden habersiz olarak kesfedilmistir. Meldrum ve Roughton
(1933) insan eritrosit karbonik anhidraz enzimini yiiksek oranda saflagtirmalarina
ragmen sigir  eritrositlerinden  saflagtirmayr  1930’lu  yillarin  sonlarinda
gerceklestirebilmistir. Keilin ve Martin (1944), CA aktivitesinin ¢inko igerigi ile
orantili oldugunu bularak c¢inkonun katalizlemede spesifik rolii oldugunu
bildirmislerdir. Boylece CA enzimi tamimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe

gecmistir.

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi belirlenmis ve bu
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklar1 arastirilmis ve
hala bu konuda calismalar stirdiiriillmektedir (Lonnerholm et al., 1985; Okuyama et
al., 1995; Parkkila et al., 1996; Christie et al., 1997).

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in en ¢ok uygulanan metod afinite
kromatografisidir. Karbonik anhidraz enzimi ilk kez 1972 yilinda Falkbring ve
arkadaslar1 tarafindan bir afinite jeli kullanilarak saflastirilmis, daha sonra 1974
yilinda Whitney’in, 1980 yilinda Wistrand ve arkadaslarinin ve 1996’da Arslan ve
arkadaslarinin, 2004’te Ozensoy ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismalarda farkli

afinite jelleri sentezlenmistir.

Hall ve Schaer (1983), kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisi ve DEAE Biogel iyon degisim kolonu kullanarak gokkusag:
alabaliklar1 eritrositlerinden CA enzimi 3,7 kat saflastirmislardir. Buna ek olarak,
insan eritrositlerinden CA-I izoenzimi 10366 EU/mg protein spesifik aktivite, %39,5
verimle ve yaklasik 1000 kat ve HCA-II ise 52200 EU/mg protein spesifik aktivite,
%22,4 verimle ve yaklasik 5000 kat saflastirilmistir (Beydemir et al., 2002).
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Enzim Plasmodium falciparum’dan katyon degistiricic Mono S kolonu, 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
saflagtirnlmistir (Krungkrai et al., 2001).

Banerjee ve arkadaslar1 (2004), rekombinant HCA-II'yi Sepharose—IDA-Zn?*
afinitekolonu kullanarak 0,74 EU/mg protein spesifik aktivite, %76 verimle ve 4,6

kat saflastirmislardir.

Daha sonra enzimin dogal molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla jel filtrasyon
kromatografisi yapilmis ve 31.000 Da olarak tespit edilmistir. Boylece enzimin aktif
formunun monomerik yapida oldugu gosterilmistir. Krungkrai ve arkadaglarinin
(2001), yaptiklar1 bir arastirmada, Plasmodium falciparum’dan saflagtirilan CA’nin

molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak belirlenmistir.

CA enzimleri hayvanlarda ve 0Ozellikle de insan hastaliklarinin  birgogunun
tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamid, dorzolamid
ve brinzolamid gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaclar karbonik anhidraz
izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridirler (Biilbiil et al., 2002). Ornegin insanlarda
glokom hastaliginda CA inhibitorleri farmakolojik ajan olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Casini et al., 2003).

Ceyhun 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 saflastirtlmiglardir.

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.
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P. Chappuis ve arkadaslar1 (1999) yeni doganlarin eritrositlerinde yaptiklari bir eser
element analizinde, karbonik anhidrazin kofaktorii olan ¢inko elementinin miktarini

ve hangi patolojik vakalarla ilgisinin oldugunu arastirmislardir.

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. 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,
trithidroksimetilaminometan (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, [-merkaptoetanol; c¢alismada  kullanilan

antibiyotikler ise piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. 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 : B1O RAD (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec MCL

Karigtiric1 (Vorteks) Heidolph Reaxtop
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Hassas terazi : Gecavery (UK)

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karigtirict  : Heidolph

Saf su cihazi : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000
Buzdolaplari : Bosch

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

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

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

¢oOzeltilerde 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 NaySQOy, 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;SO4, 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
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢o6zelti): 2,04 g NaCH3COO.3H,0O ve 9,187 ¢
NaClO,4 120 ml destile su ile ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH = 5,6’ya getirildikten sonra

destile su ile hacim 150 ml’ye tamamlandi.
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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
¢ozelti): 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. %0,02°lik NaNj3 c¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi igin

kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaNj 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
karigtirillarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanmasi ile hazirland1 ve bu
tamponu kullanmadan hemen o6nce, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak

sekilde - merkaptoetanol ilave edildi.

9. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme 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 tamamlandi.

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 hazirlandi.

12. Sabitlestirme ¢ozeltisi (elektroforez jelindeki proteinlerin sabitlestirilmesi icin
kullanilan ¢ozelti): %50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri

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

saf su ile 1 litreye tamamlandi.

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

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

15. 1 M Tris-HCI1 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 tamamlanda.

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

bisakrilamid alinip 13,84 ml suda ¢oziildii.

18. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 0,5 g SDS alinip 4,5 ml suda ¢ozildii.

19. Standart serum albumin ¢6zeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti):

25 mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.1. 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, absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi okundu.

3.2.1.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltisi ve hemolizattaki protein
miktarlart bu yontemle belirlendi. Bu ydntem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmasi esasmna dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya
kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir

(Bradford, 1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir alblimin ¢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 tamamland: ve 5 ml renklendirme
reaktifi tliplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3
ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml aym
tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi ve absorbans
degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein
tayini yapilan numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve standart grafikten miktar

tayini yapildi.
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3.2.2.Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

3.2.2.1. Esteraz aktivitesi tayini

Kinetik ¢alismalarda karbonik anhidraz aktivitesi dlgiimleri bu yontemle 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 tamponlanmis enzim
cozeltisi (0,05 M Tris-SO, pH=7,4 icinde) ve 1, 5 ml substrat (+inhibitor)
konulmasimndan 3 dakika sonra 25°C’da 348 nm’de absorbans degeri kore kars
okundu. Bu deneyde kullanilan p-nitrofenil asetat giinliik hazirlandi. p-nitrofenil
asetat 27 mg p-nitrofenil asetat tartilarak 1 ml aseton i¢inde ¢oziildii ve hizlica

karistirilan 49 ml destile suya yavas yavas ilave edildi.

3.2. 3. Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid Afinite Jelinin Sentezi

CA izoenzimlerinin 2. adimdaki saflastirilmasi igin, 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 bromir ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye
baglanmistir. Bundan sonraki adim ise, ligandin (p-aminobenzensiilfonamid) uzanti
koluna baglanmasidir. Calisma i¢in sentezlenen afinite jelinin yapist Sekil-3.1 de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in kullanilan afinite jelinin
kimyasal yapis1) Matriks. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B b) Uzanti kolu. L-

tirozin ¢) Sulfanilamid

Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunun, sulfanilamid ise enzimi spesifik olarak
baglayan kismin1 olusturmaktadir. Sulfanilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik
bir inhibitori olup afinite jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek oranda
saflagtirilmasinda basariyla kullanilmistir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore

hazirlanmstir.

3.2.3.1. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye Tirozin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B Buchner hunisine alindi1 ve 4°C’de 250 mL
NaHCO;3; (0.1 M, pH 10.0) tamponu ile yikandi. Daha sonra 20 mL tamponun
igerisine alinan CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ile ayni tampon icerisinde 15
mg tirozin igeren ¢dzeltisi ilave edilerek 90 dakika yavas tempoda 4°C’de karistirild:

Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde, yikama
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suyu 280 nm dalga boyunda, absorbans vermeyinceye kadar destile su ile yikandi.

Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastiriimis oldu.

Yikama son olarak 100 mL 0.2 M NaHCO; (pH 8.80) tamponu ile tekrarlandi.
Tirozinle modifiye edilen CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ayni1 tamponun 40
mL si igine alind1 (Arslan, 1995).

3.2.3.2. p-aminobenzensiilfonamidin Kenetlenmesi

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

Warburg ve Christian, 1941)

3.2.4. 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 kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmayi dnleyen siinger ihtiva eden
jel hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland: ve enjektorle plakalarin
arasma {ist kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmas:

beklendi, ayirma jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra y1gma jeli hazirlandi.
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Jelin st kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi igin

tarak dikkatlice yerlestirildi.

Yigma jelinin katilagsmasi beklenirken islatilmis siizge¢ kagidi sistemin iizerine
kapatildi ve kurumasi onlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
¢ikartilarak numune kuyular1 belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankinin alt ve iist kismia yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri 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 smnirina gelmesine
kadar ytiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol

mavisi yardimiyla anlagildi.

Yiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilen jel, ¢ikarilarak boyama ¢o6zeltisine konuldu ve ¢alkalayici {izerinde 2 saat
bekletildi. Jel boyandiktan sonra cikarilarak yikama c¢ozeltisine konuldu. Rengi
acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar calkalayicida yikanan jel c¢ikarilarak

fotografi ¢ekildi (Sekil 4.1).

Ayirma jeli sO6yle 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 {izerine 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
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bisakrilamid, 0,03 ml % 0,1’lik SDS, 0,03 ml % 5’lik TEMED ve 2, 45 ml saf su

karistirildi. Bu karisimin iizerine en son olarak 0,07 ml %5°’lik PER eklendi.

3.2.5. Insan Kanindan Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Saflastirilmasi

3.2.5.1.insan kaninin temini ve hemolizat hazirlanmasi

Deneyde kullanilan kordon kani Erzincan devlet hastanesinden temin edildi. Doku
ornegi kan ve diger kirlilikleri elimine etmek i¢in % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile ii¢
defa yikandi. Doku homojenatin1 hazirlamak i¢in, ilk olarak doku kiigiik parcalara
ayrildi. Daha sonra, 3 ml/g olacak sekilde 5 mM KH,PO, (pH=7,0) tampon
¢ozeltisinin i¢inde +4 °C’de homojenize edildi. Elde edilen homojenat siizgeg kagid
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 saflagtirma basamaginda kullanildi.

3.2.5.2. 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
olup olmadig1 eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

3.2.5.3. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kati1 Tris ile pH s1 8,7’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon
400 ml 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO, (pH:8.7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece
karbonik anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklagtirilmis oldu.
Sonra 1M NaCl/25mM Na;HPO, (pH:6,3) tamponu tatbik edilerek CAl enzimi; daha
sonra 0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClO, (pH:5.6) ¢6zeltisi kolona tatbik edilip CAII
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enzimi eliie edildi.Fraksiyon toplayicit yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere
alind1 ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun

akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi.

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sonuclar

4.1.1. Saflastirma sonuclari

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, bu bolimde cizelge ve
sekiller ile gosterildi. Tablo 4.1’de,insan kaninda CA-I izoenziminin Sepharose 4B-
L-tirozin-sulfanilamid afinite kolon materyali ile saflagtirlma basamaklarinin
sonuglarini vermektedir. Ayrica afinite kromatografisi yontemiyle saflastirma sonucu

yapilan SDS-PAGE sonuglar verilmektedir (Sekil4.1.).

Tablo 4.1.Insan kanmnin CA-l izoenziminin Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid

afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklari.

Numune | Aktivite | Topla | Protein | Topla | Toplam | Spesifik | % Saflastirm
tiirii (EU/ml) | m (mg/ml | m aktivite | aktivite | verim | a katsayisi
hacim |) protein (EU/mg
(ml) (mg) )
Hemoliz
at 162,00 48,00 | 17,63 | 846,24 | 7776,00 9,19 100 1,00
CA 542,00 | 7,50 | 051 | 3,83 | 406500 | 1062,75 | 62 | 115,64
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Sekil 4.1. Saflagtirilmig CA I izoenzimlerinin SDS-PAGE fotografi

4.1.2. inhibisyon calismalari sonuclari

Insan kam karbonik anhidraz I aktivitesi {izerine Metoprolol Tartarat, Dimenhidrinat,
Digoksin, Butopan inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda c¢ozeltiler
hazirlanarak insan kanindan saflastirilan karbonik anhidraz | izoenzim aktivitesi
tizerine etkileri arastirildi. Konsantrasyona karst % aktivite (%aktivite-[l]) olarak
olusturulan grafikler Sekil 4.2-4.5’de gosterildi. Egrilerin denkleminden Isq degerleri
hesaplanda.

Bu inhibitorlerin K; degerlerini belirlemek amaciyla, dort sabit inhibitor
konsantrasyonunda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu i¢in elde edilen aktivite
degerlerleri ile her bir inhibitér i¢cin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik
denkleminde yarismali ve yarismasiz inhibisyon formiillerinden yararlanilarak K;

degerleri belirlendi (Tablo4.3.)
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Iso Grafikleri ve Degerleri
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Tablo 4.2. Denemesi yapilan etken maddelerin lsp degerleri.

CA-l 15 degeri

Inhibitor (mM)

Metoprolol Tartarat 5,036
Dimenhidrinat 8,313
Digoksin 0,045
Hiyosin - N — butilbromiir 10,299

Ki Grafikleri ve Degerleri
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Sekil 4.6. Metoprolol Tartarat’in CA I izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Sekil 4.9. Hiyosin - N — butilbromiir’iin CA I izoenzimine kars1 K; grafigi

Tablo 4.3. Denemesi yapilan etken maddelerin K degerleri.

Inhibitor CA | K; degeri Inhibisyon tiirii
(mM)

Metoprolol Tartarat 5,49+1,86 Yarismasiz

Dimenhidrinat 15,89+6,55 Yarismali

Digoksin 0,0914+0,0062 Yarigsmasiz

Hiyosin - N — butilbromiir 11,22+2,94 Yarigmasiz
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4.2. Tartisma

Bu ¢alismamizda belirli 6l¢lide saflastirilarak, saf izoenzim tizerinde farkli gruplarda
dort farkli ilacin etken maddelerinin inhibisyon calismalar1 yapilmistir. Enzimin
saflig1 inhibisyonu Onemli derecede etkiledigi diisliniildiiglinde daha saglikli
sonuclarin elde edilebilmesi icin enzimin saflastirilmasinin zorunlulugu ortaya
cikmaktadir. Bu amagla, bu ¢alismada tek bir basamakta yiizlerce kat saflagtirmayi

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 kismin
olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitorii
olup, s6z konusu izoenzimlerin kolonda yiliksek pH’da baglayarak ¢alismamizda

basartyla 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 sulfonamid bilesigi katild.
Sepharose-4B’nin matriks olarak segilmesinin baslica sebebi ¢ok iyi akis 6zelligine
sahip olmas1 ve ayrica serbest -OH gruplar tasidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire

igerisinde aktiflestirilebilmesidir.

Tablo 4.1.’de goriildiigii gibi CA I enzimi afinite kromatografisi ile insan kanindan,
spesifik aktivitesi 1062,75 (EU/mg protein) olan, %62 verimle ve yaklasik 115 kat

saflagtirilmistir.

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

Enzim Plasmodium falciparum’dan katyon degistiricic Mono S kolonu, 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 (Krungkrai et al. 2001).

Banerjee ve arkadaslari (2004), rekombinant HCA-II’yi Sepharose—IDA-Zn?*
afinitekolonu kullanarak 0,74 EU/mg protein spesifik aktivite, %76 verimle ve 4,6

kat saflastirmislardir.

Literatiirde kromatografik matriks olarak kullanilan bir bagka bilesik EUPERGIT C-
250 L ticari ismi ile temin edilen ve oksiran gruplari iceren jeller de kullanilmigtir.
S6z konusu bilesik baglamada spesifik olmamasina ragmen, iizerinde tasidigi oksiran
gruplar1 ile cesitli proteinlerin saflastirllmasinda kromatografik matriks olarak
secilmistir. Ayrica bu jel herhangi bir aktivasyona gerek duyulmadan ligand
immobilize edilebilmektedir. Bunun yaninda uzun siire kullanilabilir olmasi,
mekanik etkilere kars1 dayanikli olmas1 ve akis 6zelliginin 1yi olmasi sebebiyle de

oldukca kullanighdir.

Fakat yapilan bir ¢calismada sepharose-4B ile sentezlenen afinite jeli ile Eupergit ile
hazirlanan afinite jeli karsilastirildiginda Sepharose-4B ile daha iyi akiskanlik ve
saflik elde edilmistir (Ozensoy, 2004).

Ceyhun ve arkadaslar1 (2011) Dicentrarchus labrax solungaglarindan CA enzimini
Sepharose-4B-aniline—sulfanilamid afinite kolonunun kullanilmasiyla 935.42 EU/mg

protein spesifik aktivite, % 72.42 verimle 108.4 kat saflastirilmiglardir.
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Insan kanindan affinite teknigiyle saflastirdigimiz karbonik anhidraz | izoenzimi
lizerinde in vitro inhibisyon etkileri arastirilmistir. Inhibisyona neden olan ilaglarin
inhibisyon etkisi K; ve lsp olmak tizere iki farkli degerle verilebilir. En pratik
parametre Iso degeridir. Clinkii materyal ve yontemde belirtildigi gibi K; sabitinin
belirlenmesi i¢in en az iki sabit inhibitdr konsantrasyonunda ¢alismalar yapilmakta
ve her bir sabit antibiyotik konsantrasyonunda bes farkli substrat konsantrasyonu i¢in
hiz degerleri belirlenmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlari sabit tutularak,
degisik inhibitor konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra
grafik yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan ila¢ konsantrasyonu hesaplanmaktadir.

Fakat inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in K; degerinin hesaplanmasi gerekmektedir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda wuygulanan ilaglar icinde, c¢ok diisiik
konsantrasyonda aktiviteyi % 50 azaltmasi ile CA I izoenzimi {izerinde denedigimiz
en kuvvetli inhibitor Digoksin (Iso mM; CA 1:0,045) olarak tespit edilmistir. Bunun
yanisira Hiyosin - N — butilbromiir (Iso mM; CA I: 10,299) ise ilaglar arasinda en az

etkiye sahip olmustur.

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1.Insan kanindan Karbonik anhidrazin I izoenzimi saflastiriimas1 gergeklestirilmistir.

2. Calisma sonucunda insan kanindan CA I enzimi % 62 verimle yaklasik 115 kat
saflagtirilabilmistir. Enzimin saflifi elektroforezle kontrol edilerek tek bant

gozlenmistir.

3.Insan kanmnda CA 1 izoenzimi iizerine bazi ilaglarin inhibisyon etkileri
incelenmistir. Bu amagla yapilan ¢aligmada Metoprolol Tartarat, Dimenhidrinat,
Digoxin, Hiyosin N_butilbromiir ilaglarinin enzim {izerine inhibisyon etkileri

incelenmistir.
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4.CAlI izoenzimi {lizerine inhibisyon etkisi gosteren ilaclarin Metoprolol Tartarat,
Dimenhidrinat, Digoxin, Hiyosin N _butilbromiir etken maddeleri icin Isg ve K;

degerleri hesaplanmis ve inhibisyon tipleri belirlenmistir.
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