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OZET
Yiksek Lisans

KARBONIK ANHIDRAZ I VE 11 IZOENZIMLERI UZERINE BAZI iLACLARIN
IN VITRO ETKILERININ INCELENMESI

Mehmet Kuzucu

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd.Dog¢.Dr. Murat CANKAYA

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1 karbonat dehidrataz) biitiin organizmalarda yaygin olarak
bulunan ve aktif bélgesinde Zn"* iyonu igeren bir metaloenzimdir. Karbonik anhidraz (CA),
canlilarda CO;’nin hidratasyonu ve HCO;™ *1n dehidratasyon reaksiyonlarmi tersinir olarak

katalizleyen 6nemli bir enzimdir.

Karaciger viicuda alan ilaglarin metabolize edilmesinde ve detoksifikasyonunda gorev alan
onemli bir organdir. Karacigerde ekspresyon diizeyi diisilk oldugu bilinen CA I ve II
izoenzimlerinin doku pH dengesini saglamakta Onemli gorevleri vardir. Karacigerde
detoksifikasyondan sorumlu enzimlerin optimum g¢alisma pH’sinda bulunmasi énemli bir
durumdur. Doku i¢ine giren ilaglarin CA I ve II izoenzimlerini inhibe etmesi detoksifikasyon
enzimlerinin ¢aliymasin giliglestirecek yahut durduracaktir. Kronik olarak karacigerde ilag

birikimi, sakatat tiiketiminde insanlar iginde sorun teskil etmektedir.

Bu ¢aligmamizda koyun karaciger dokusundan karbonik anhidraz I ve Il izoenzimlerini (CA
I ve CA 1I) afinite kromatografisi yontemi ile saflagtirilmasi gerceklestirilmistir. Ayni
zamanda saflastirilan CA I ve Il izoenzimleri iizerine koyunlarda kullanilan ve karacigerde
metabolize olunan bazi ilaglarin etken maddelerinin in vitro sartlarda inhibisyon etkileri
incelenmistir. Caligmamizdaki amag; koyunlarda bu etken maddeleri igeren ilaglarin
kullaniminda, fizyolojik olarak o6nem arzeden CA I ve II izoenzimlerine etkisinin

incelenmesidir.

2011, 82 sayfa
Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz, Koyun, Karaciger
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF IN VITRO EFFECTS OF SOME DRUGS ON
CARBONIC ANHYDRASE I AND IT ISOENZYMES

Mehmet Kuzucu

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

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Murat CANKAYA

Carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1 carbonate dehydratase) a metaloenzyme, commonly found
in all organisms which containing Zn"? ions in its active side. Carbonic anhydrase (CA) is an
important enzyme for all organisms which catalyzes reversible hydration of CO, and

dehydration of HCOj  reactions.

Liver is an important organ, it involved in metabolized and detoxification of drugs taken into
the body. Known to have low levels of expression in the liver tissue isoenzymes CA I and II
are important tasks to provide pH balance. Enzymes responsible for detoxification in the
liver from the optimum working pH is an important finding. Entering into the tissues of
drugs to inhibit CA I and II izoenzymes, will be difficult or stop the run of detoxsification
enzymes. Chronic drug accumulation in the liver, organ meat consumption in humans is

problematic.

In this study, liver tissue of sheep carbonic anhydrase I and II isoenzymes (CA I and CA 1II)
were purified by affinity chromatography method. At the same time, on purified CA I and II
isoenzymes, we investigated in vitro inhibitory effect of active ingredients of some drugs
which are metabolized in the sheep liver. Purpose of our study, the use of drugs containing
these the active ingredients on sheep,to investigate the effect of CA I and II isoenzymes
which have important physiologically task.

2011, 82 pages

Keywords: Carbonic anhydrase, Sheep, Liver
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1. GIRIS

1.1. Enzimler:

Organizmada kimyasal reaksiyonlarm hizlarmi artrmak i¢in enzim adi verilen
protein katalizorleri kullanilir, enzimlerin ger¢eklestirdigi tepkimeler invitro sartlarda
gerceklesen ayni tepkmeye gore milyonlarca hatta milyarlarca kat daha fazladir.
Enzimler, hiicresel tepkimelerin hizini hiicrenin gereksinimlerine gore ayarlar.
Bunun i¢in belli hiicresel bolgelere yerlesir ve yiiksek ol¢iide spesifiklik gosterirler.
Enzimler tepkime sirasinda tiiketilmezler ve reaksiyon sonunda degisiklige

ugramazlar (Konukoglu, 2000).

Enzimler diger proteinler gibi, yaklasik olarak 12.000°den 1 milyona kadar degisen
molekiil kiitlesine sahiptirler. Bazi enzimler amino asit kalintilar1 disinda aktivite i¢in
kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazlar. Digerleri kofaktor olarak adlandirilan Fe',
Mg"?, Mn'? veya Se gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak
adlandirilan kompleks organik veya metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar.
Bazi enzimlerin ise aktivite gosterebilmeleri i¢in hem koenzime hem de bir veya
daha fazla metal iyonuna ihtiyaci vardir. Protein yapisma c¢ok siki olarak hatta
kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak
adlandirilir. Metal iyonlar1 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, tiamin pirofosfat;
aldehitler, koenzim A; acil gruplar1 gibi 6zgiil islevsel gruplarin gecici tastyicisi
olarak goérev yaparlar. Koenzimler ¢ogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda aliman

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



Enzimlerin iiriine doniistiirdiikleri maddelere, substrat denir. Enzimlerle ilgili yapilan
ilk calismalarda, enzimin etki ettigi substrat adinin sonuna —az eki getirilerek (Ureaz,
lipaz, fosfataz v.b.) veya genel adlariyla (pepsin, tripsin gibi) isimlendirilirken,
giinlimiizde Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan yapilan sistematik
smiflandrmaya gore isimlendirilmektedir. Bu smiflandirmada her enzim dort
rakamli bir kod numarasi ile (E.C.) tanimlanmistir (Lehninger, 2011; Bing6l, 1983;
Tekman ve Oner, 1986; Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Bugiin yaklagik 2000 kadar farkli enzim bilinmektedir. Enzimlerin hem reaksiyon
ozgiilliklerini hem de substrat oOzgiilliklerini dikkate alan bir siniflandirma
gelistirilmigtir. Bu smiflandirmaya gore tiim enzimler enzim kataloguna, dort
basamakli bir say1 olan EC numarasi altinda girerler. Ilk basamak 6 temel smiftan
birine iiyeligi belirtirken sonraki ikisi alt smiflar1 ve alt-alt siniflar1 belirtir. Son

basamak ise enzimin alt smiftaki sirasin1 gosterir.

Alt1 temel smifin her biri, ayni reaksiyon Ozgiilligline sahip enzimleri igerir.
Oksidorediiktazlar (smif 1), bir redoks sisteminden digerine indirgeyici ekivalentleri
katalizlerler. Transferazlar (sinif 2) bir substrattan digerine hidrojen disindaki diger
fonksiyonel gruplarm transferini katalizlerler. Cogu oksidorediiktazlarin ve
transferazlarin koenzimlere gereksinimi vardir. Hidrolazlarda (smif 3) grup
transferinde rol alirlar ancak alict her zaman bir su molekiiliidiir. Liyazlar (sinif 4) bir
cift bagin uzaklastirilmasi veya olusumu ile ilgili reaksiyonlar1 katalizlerler.
[zomerazlar (smif 5) geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine
doniistiiriilmesini katalizleyen enzimlerdir. Ligazlar (smif 6, sentetazlar) tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar, enerji bagimlidir. Bu nedenle, her zaman niikleosit
trifosfatlarin hidrolizi ile birlikte gergeklesir (Koolman et al, 2003; Keha ve
Kiifrevioglu, 2010).



Biyokimya alaninda giiniimiize kadar en ¢ok arastirma yapilan konu enzimlerdir.
Enzimler sagliktan endiistriyel konulara kadar uygulama alant bulmustur. Kataliz
olayi ile ilgili ilk denemeler 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki enzimatik sindirim
izerine yapilmistir. Belirli bir enzim {izerindeki ilk ¢alisma 1860 yilinda Pasteur
tarafindan yapilmig ve fermantasyon olaymin enzimlerce yiiriitiildiigiini ispat
etmistir. Bu ylizden enzimler i¢in “Ferment” terimi kullanilmistir. Buchner kardesler
1897’1 yillarda maya hiicrelerinde alkolik fermantasyonu katalize eden enzimleri
elde etmeyi bagsarmislardir. Bu bulus enzimlerin aktivite gdstermeleri i¢in hiicre

icinde bulunmalarinin sart olmadigini ortaya koymustur.

Enzimoloji alaninda en 6nemli gelisme 1926 yilinda Summer’in {ireaz enzimini
“Jack Bean” bitkisinden elde edip kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir
bilesik oldugunu ortaya koymasidir (Lehninger 2011; Keha ve Kiifrevioglu, 2010).
Northrop 1930 yilinda pepsin’i saf ve karakterize halde elde etmeyi basarmistir. Bu
aragtirma sonucunda enzimlerin protein yapisinda oldugu herkes tarafindan kabul

edilmeye baslanmistir (Goziikara, 1997).

Gilinlimiizde bir¢ok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200’den fazla enzim
de kristallestirilmistir. Yapilan genetik c¢aligmalar ve hiicre icindeki kimyasal
reaksiyonlarn ¢esitliligi daha birgok enzimin kesfedilmedigini gostermektedir.
Biitlin canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir. Enzimler
canlt hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligini yitirdikten sonra uzun siire etkili
kalirlar. Katalitik etkileri hiicreye bagl degildir. Enzimler, protein yapisinda

olduklarindan protein 6zelliklerine sahiptirler.

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

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



Enzim aktivitesine yani enzimli reaksiyon hizlarma etki eden faktorleri soyle

siralayabiliriz:

a.  Substrat konsantrasyonu

b.  Enzim konsantrasyonu

c. pH

d. Iyonik siddet

e. Inhibitor ve aktivatdrlerin varligi
f. Sicaklik

Enzim, substrat1 iirline doniistiiriirken 6nce onunla bir "Enzim-Substrat kompleksi"

olusturur, daha sonra da bu kompleks iiriin ve enzime doniistir.

K4 Ky .
ES — = Urin 4 Enzim

Enzim 4+ Substrat

Ko

Enzim reaksiyonlar1 iizerinde ilk genis kinetik c¢aligmalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gdre baslangic enzim
derisimi sabit almip reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilig1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 1.1.). Bunun ¢6ziimii ile Michaelis-

Menten bagintis1 bulunur.
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Sekil 1.1. Michaelis-Menten grafigi.

V. IS5]
K, +[S]

T

(Michaelis-Menten Baguntisi)

Vmax: hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak
belirtilir.
Maksimum hizin yansina (Vmay/2) karsilik gelen substrat derisimi Ky, (Michaelis-

Menten sabiti) olarak belirtilir. Vimax Ve xm bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli

enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bdlgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagmdan ([S] << K.,) grafik dogrusaldir. ikinci bdlgede
olduk¢a biiyiik substrat konsantrasyonlannda herhangi bir ihmal yapilamaz,
reaksiyon karisik dereceden yiiriir. Ugiincii bolgede [S] >> K, dir. V = Vmax olur

ve reaksiyon sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik

saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir.



Bu amagla eksen 6lgekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru
denklemine doniistiiriilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan1 Lineweaver-Burk

denklemidir (Lineweaver ve Burk, 1934).

K, 1 1

15 1,
vV, [S1 V.

max max

(Lmeweaver-Burk denklemi)

Bu denkleme gore ordinatta 1/Vmax, apsiste 1/[S] degerleri olmak iizere bir dogru

elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Ky, /Vimay™ tir (Sekil 1.2).

h
v

Sekil 1.2. Lineweaver-Burk grafigi.

1.1.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan
azaltilmasi hatta yok edilmesi olayma “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere “inhibitdr” denilir. Inhibitérler genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip
bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde

basli basma bir kontrol mekanizmasi olusturdugundan, 6nemli bir olaydir.



Birgok ilaglar ve zehirli bilesiklerde etkilerini bu yolla gdsterir. Inhibitdrler hem
enzim etki mekanizmalarmin, hem de metabolik yolarin aydmlatilmasinda 6nemlidir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Enzimatik inhibisyon, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak tizere baslica iki sekilde

smiflandirilir.

Dontigiimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitér, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. Vi

azalirken, K, degismeden kalir.

ES — E+P

El

Sekil 1.3. Doniistimsiiz inhibisyon sematik sekli

Doniistimsiiz inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor
etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii inhibisyon {i¢ grupta
incelenir. Bunlar: yarigmali (kompetitif) inhibisyon, yarigmasiz (nonkompetitif)

inhibisyon ve yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur.

Dontigiimlii inhibisyonun en basit tipi yarigmali inhibisyondur. Yarigmali inhibitor
yapt itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece
substratin enzime baglanmast Onlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu
artirilmakla inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin V., degeri

degismezken, K, degeri artar.
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Sekil 1.4. Yarigmal1 inhibisyon sematik sekli

Yine doniisiimlii tip olan yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine ayn1 anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin
ayni bolgesine olmadigni gosterir. Yarigmasiz bir inhibitor, etkisini; bir enzimin
turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diislirerek gosterir. Burada substrat ve
inhibitdr arasinda yarigma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Enzimin V. degeri azalirken, K, sabit kalir.
Substrat ve inhibitor, farkli bolgelere baglanabildiginden enzimin iki ¢esit inaktif

kompleksi meydana gelir.

Bir bagka doniisimlii inhibisyon tipi de yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibisyondur.
Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime baglanamaz. Sadece enzim-substrat
(ES) kompleksine baglanir. Tek substratli sistemlerde yari yarigmali inhibisyona
nadir rastlanir. Daha c¢ok birden fazla substratli enzimler icin gegerlidir. Enzim-
substrat-inhibitér (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yar1 yarigmali
inhibitériin varhiginda V. azalwr. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla S
kompleksi ortamdan siirekli ¢ekileceginden enzim ve substrattan ES kompleksinin

olusumu dengesini daha fazla saga kaydirir ve K., degeri kiigiiliir.
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Sekil 1.5. Yar1 yarigmali inhibisyon sematik sekli

Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 6zel bir ¢esidi olan lineer karisik tip
inhibisyon doniistimlii inhibisyon cesitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda enzim,
substrat ve inhibitdriin baglanma denge sabitleri farklilagsmaktadir. Birgok
multienzim sistemi net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitesine sahiptir.
Bu sistemlerin ¢ogunda seri reaksiyonlarm son {iriinii belirli bir konsantrasyona
erigtiginde sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu
enzimlere “allosterik enzimler” denir ve bu olaya da “feed—back™ inhibisyonu adi
verilir. Birden fazla polipeptit zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitorlerin
enzime baglanmasiyla degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki
etkilesimlerle allosterik inhibisyon olayr meydana gelir. Allosterik enzimleri

etkileyen bilesiklere “modiilator” denir.

Inhibisyon ¢esidinin ve K; sabitinin belirlenmesi icin en ¢ok kullanilan ydntem,
Lineweaver—-Burk grafikleridir. Bu yontemde 1/V-1/S grafikleri sabit inhibitor ve
bes farkli substrat konsantrasyonunda ¢izilerek K; sabitleri hesaplanir. K; sabitlerinin
bulunmasinda ikinci yol Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en az iki basit
substrat konsantrasyonunda 1/V—[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan K; sabitleri

hesaplanir (Lehninger, 2011; Keha ve Kiifrevioglu, 2010).
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1.2. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi bir cesit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflastiriimasi
istenen molekiiliin, matriks ad1 verilen bir kat1 destek materyaline kovalent olarak
immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve
tersinir baglandig1 bir tekniktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010). Bir biyolojik ligand
veya onun sentetik bir analogu ile saflastirilmak istenen molekiil iizerindeki
komplementer baglama bdlgesi arasindaki spesifik etkilesimi esas alan, giiclii bir
protein saflagtirma yontemidir (Bollog ef al., 1996). Kullanilacak ligandin
saflastirilacak madde igin spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir. Ligand
olarak substrat, hormon, koenzim, kofaktér, antikor, aminoasitler, oligopeptid,
oligoniikleikasit ve niikleik asitlerin de (DNA, RNA) bulundugu cok sayida
biyofonksiyonel molekiil kullanilabilir (Denizli ve Piskin, 1995).

Bu yontem sayesinde ¢ok yorucu, zor ve bazi hallerde imkansiz olan bir¢ok ayirma
ve saflagtirma islemi kisa zamanda gergeklestirilebilir ve yiiksek verimde binlerce
kez saflastirilmis bilesikler elde edilebilir (Arslan 1994). Afinite kromotografisi ilk
defa 1910 yilinda amilazin ¢6zlinmeyen nisastaya adsorpsiyonu sonucu
izolasyonunda kullanilmustir, 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 iizerine kovalent
baglanabilecegi gosterilmistir (Arslan, 1994). Ayrica literatiirde, afinite jelleri i¢in
kullanilan matrikslerin aktivasyonu i¢in, oksiran aktiflestirilmesi, karbodiimid
aktiflestirilmesi gibi degisik aktiflestirilme yontemleri de kullanilmistir(Arslan,
1994). Bu kesiften sonra afinite kromotografisinden yararlanarak, biyospesifik
ligandlarla antikorlar, bazi tasiyict proteinler, enzimler, niikleik asitler ve hatta bir

takim hiicrelerde ¢ok saf halde elde edilmeye baslanmistir (Arslan, 1994).
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Literatiirde afinite jelleri i¢in kullanilan matrikslerin aktivasyonu i¢in, CNBr
aktiflestirmesi diginda, oksiran ve karbodiimid aktiflestirilmesi gibi degisik
aktiflestirme yontemleri de bulunmaktadir(Arslan, 1994). Afinite kromatografisinin
yaygmlasmasindan sonra, yontemin avantajlarindan ve modifikasyonlara agik
olmasindan yararlanilarak, biyospesifik ligandlarla antikorlar, enzimler, bazi tastyici
proteinler, niikleik asitler ve ¢ok saf halde elde edilmeye baslanmistir. Karbonik
anhidrazin afinite kromatografisi ile ilk defa 1972 yilinda Falkbring ve arkadaslar1
tarafindan gergeklestirilmistir. Daha sonra 1974 yilinda Whitney’in, 1975 yilinda
Wistrand ve arkadaslarmin, 1976 yilinda Johansen, 1992 yilinda Ozdemir’in,1994
yilinda Arslan’m, 1995 yilinda Celik’in, 1997 yilinda Tozlu’nun ¢aligmalar1
goriilmektedir (Arslan,1994; Celik, 1995; Falkbring et al., 1972; Johansen, 1976;
Ozdemir, 1992; Tozlu, 1997; Whitney,1974).

Afinite kromatografisinde, kat1 destek materyaline “ligand” adi verilen 6zel bir
molekiil immobilize edilir. Bu molekiil saflastirilmak istenen materyale kars1 spesifik
bir biyolojik ilgi duyarak onu belirli bir kuvvette doniisiimlii bir sekilde baglamalidir
(Arslan, 2003).

= ¥+
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Sekil 1.6. Afinite kromatografisinin prensibi
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Tablo 1.1. Afinite kromatografisinde en sik kullanilan biyolojik sistemler.

Saflastirllacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkarit, glikoprotein,

hiicre, hiicre ylizey reseptorii

Niikleik asit Komplementer baz dizisi,
histon, niikleik asit polimeraz,
baglayic1 protein,

Hormon, vitamin Reseptor, tasiyici protein
Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini,
lektin

1.2.1. Matriks

Afinite kromatografisinde matriks olarak Sephadex, Sepharose, Bio-jel gibi farkli
jeller kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilan Sepharose, inci seklinde
dizilmis bir agaroz jelidir. Bu jel, biyolojik aktif molekiillerin immobilizasyonda

basaril1 bir matriks i¢in gerekli olan biitlin 6zelliklere sahiptir

Seker kalintilar1 tizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent baglanmasi i¢in
kolayca derivatize edilebilir. Bunlardan Sepharose 4B en iyisidir ve en c¢ok
kullanilanidir. Jel filtrasyon kromatografisindeki disarilama limiti, (molekiil kiitlesi
olarak) 2.10" olan Sepharose 4B’nin agik porlu yapisi, i¢ tarafim ligand
baglanmasina uygun hale getirir ve biiylik molekiiller i¢in bile, iyi bir baglanma
kapasitesi temin eder. S6z konusu jel, oldukca yiiksek spesifiteli adsorbsiyon
gosterir; bunun bdyle olmasi, afinite kromatografisinin giiciiniin = spesifik
etkilesmelere bagl olmasindan dolay1 zorunludur. Jelin inci yapisi, mikkemmel akis
ozellikleri ve partikiiller arasinda minimun kanallama saglar; boylece hizli ayirma

miimkiin olur (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).
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1.2.2. Ligand

Afinite kromatografisi i¢cin ligand secimi iki faktor tarafindan etkilenir. Birincisi,
ligand saflastirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglama afinitesi gdstermelidir.
Ikincisi, ligandin baglama aktivitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan
kimyasal olarak modifiye edilebilen gruplar1 olmalidir. Ligandin maddeyi baglama
afinitesinin serbest ¢ozeltide 10*-10° M arasinda olmasi idealdir. 10® M’dan daha
biiylik ayrisma sabitlerini i¢ine alan etkilesmeler (bir enzim ve zayif bir inhibitorii
arasindaki ilgi gibi ), basarili afinite kromatografisi i¢in uygun degildir. 10° M’dan
daha kiigiik ayrigma sabitlerine sahip olan maddeler (bir hormon ve reseptori
arasindaki etkilesme gibi)’den meydana gelen afinite kromatografisinde ise, bagh

maddelerin inaktive edilmeden eliisyonu zor olacaktir.

Ligandin matrikse baglandigi bolgenin se¢imi dnemlidir. Ligand ¢esitli fonksiyonel
gruplara sahipse, saflastirilacak molekiille en az ihtimalle spesifik etkilesme verecek

grup vasitasiyla matrikse baglanmalidir (Lehninger, 2011).

1.2.3. Uzant1 Kolu

Biyolojik bir maddenin aktif bolgesi, genellikle molekiilin derinliklerine
yerlesmistir. Kiiclik ligandlart dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay1 kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzant1 kollari, etkili

baglamayi kolaylagtirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulurlar .

Uzant1 kolunun uzunlugu 6nemlidir. Sayet ¢ok kisa ise, kol etkisiz olur ve ligand
numunedeki maddeyi baglayamaz. Aksine ¢ok uzunsa, spesifik olmayan etkiler fazla

olur ve ayirmanin segiciligi azalir ( O’carra et al., 1973 )
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1.2.4. Ligand1 Baglayacak Jelin Se¢cimi

Ligand1 baglayacak jelin uygun sekilde se¢imi icin, ligand molekiiliinde bulunan
baglanma gruplarinin tipi ve saflastirilacak madde ile baglanma reaksiyonunun
tabiatina dikkat edilir ve ona gore karar verilir. Ligandin matrikse kovalent
baglanmasi, normal baglanma reaksiyonunu minimum engellemek amaciyla,
molekiiliin en az etkili bolgesine yapilmalidir. Ornegin, amino gruplar1 ihtiva eden
bir enzim inhibitorii, matrikse amino gruplar1 vasitasiyla baglanabilir; bu suretle
inhibitoriin enzimle spesifik baglanma aktivitesi korunmus olur. Bununla birlikte
amino gruplar1 da baglanma reaksiyonuna girerlerse, bu durumda zorunlu olmayan
baska bir grupla baglamak gerekecektir. Ligandlardaki baglanma boélgelerinin yeri
hakkinda oOnceden bilgi bulunmadigi durumlarda, deneme-yanilma yontemi

kullanilmalidir.

Ligand1 immobilize etmek i¢in cogunlukla kullanilan gruplar, Tablo 12.1.4.1.°de
verilmigtir. Bu gruplarin her biri tarafindan ligandlarin baglanabilecegi jeller de

karsilarinda gosterilmistir (Lehninger, 2011).
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Tablo 1.2. Ligandlar1 immobilize etmek i¢in kullanilan gruplar ve baglandiklar1
jeller.

Ligand Fonksiyonel Grup Baglanacak Jel
CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B
CH- Sepharose 4B
Amino Aktiflestirilmis CH-Sepharose 4B
Protein, —_— —
peptid, Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
aminoasit Karboksil AH-Sepharose 4B
Tiyopropil- Sepharose 6B
Tiyol Aktiflestirilmis tiyol sepharose
Epoksi aktif.- Sepharose 6B
Hidroksil Epoksi aktif.- Sepharose 6B
CH- Sepharose 4B
Seker Amino Aktif.CH- Sepharose 4B
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
Karboksil AH- Sepharose 4B
Amino CNBr ile aktif. Sepharose 4B
Poliniikleotit Tiyopropil- Sepharose 6B
Koenzim,  kofaktér, | Amino, karboksil, tiyol | Uzanti kollu jel kullanarak
antibiyotik, steroid vs. | veya hidroksil

1.2.5. Afinite Kromatografisi Tiirleri

1. Pseudo-Spesifik Afinite Kromatografisi
Metal Selat Afinite Kromatografisi
Kovalent Afinite Kromatografisi
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Yiik Transfer Adsorpsiyon Kromatografisi

A

Boya-Ligand Afinite Kromatografisi
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1.3. Karbonik Anhidraz

1.3.1. Fizyolojik Fonksiyonlar1

Karbonik anhidraz biitlin organizmalarda yaygimn olarak bulunan ve aktif bolgesinde
Zn"? iyonu igeren bir metaloenzimdir (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1). ilk defa sigir
eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda CO;’nin hidratasyonu
ve HCO;™ " dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen 6nemli bir

enzimdir (Supuran, 2011).

CA
CO, + HHLO <«—2 HCO; + H'

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir, daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sican tiikriigii, sigir kemigi,
sigir 10kositleri, sigwr kemik iligi ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflastirilmis ve birgok kaynaktan karakterize edilmistir. Son olarak Enzimin
memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarmnda oldugu tespit edilmistir
(Beydemir et al., 2002; Beydemir ve Giilgin, 2004; Feldstein ve Silverman, 1984;
Krungkrai et al., 2001).

Baliklarlarin solunga¢ ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlarm kabuk yapiminda ve alglerde , enzimin degisik rolleri oldugu ayrica
ispatlanmistir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Wistrand, 1981; Holmes, 1977;
Chegwidden et al., 2000).
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Yesil bitkiler, fotosentetik hiicre kloraplastlar1 vasitasiyla, giin 15181 varliginda
fotosentez yapabilmek icin atmosferden karbondioksit kullanilir. Gaz halindeki
karbondioksit, bitkinin yapraklarinda bikarbonat iyonlar1 halinde taginir. Hem kara
hem de su bitkilerindeki CA enzimi, bikarbonat iyonlarinin tekrar karbondiokside

doniismesini saglar (Arslan, 1994 ).

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece dnemli bir fizyolojik fonksiyonu
yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarin1 pargcalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik sentezlerde

kullanimini giindeme getirmistir (Arslan, 1995 ).

CA enzimi eritrositleri de i¢ine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak iizere bircok metabolik olayda
rol oynamaktadir. Doku / organlar ile akciger arasmndaki 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 bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al.,
2000; Supuran ve Scozzafava, 2000).
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Sekil 1.7. Eritrosit membranmin kloriir-bikarbonat degistiricisi. Bu kotransport
sistemi, transmembran elektriksel potansiyelde herhangi bir degisiklik yapmadan

HCOs”1mn giris ve ¢ikisii saglar. Gorevi kanin CO, tasima kapasitesini artirmaktir
(Lehninger, 2005).

1.3.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Ayni canli tiirlinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. izoenzimlerin substratlarina,
kofaktorlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri farklidir. izoenzimlerin baglica
ozellikleri arasinda amino asit sayr ve swrasmmn farkli olmasi, izoelektrik pH
degerinin farkli olmasi, her bir alt linitenin ayr1 geninin olmasi ve elektroforetik
hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize

olabildigi gibi, bir hiicrenin subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Devlin,
2002).
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Sekil 1.8. Baz1 CA izoenzimleri i¢inde katalitik olarak aktif CA izozimlerinin sematik
olarak hiicredeki yerlesimlerif Aydogan, 2006]

Hayvanlar aleminde karbonik anhidraz’in 16 izoenzimi vardir. Bunlarin beg tanesi
sitoplazmik (CA 1, II, III, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir
tanesi salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagh (CA 1V, IX, XII ve XIV), {i¢
tanesi nonkatalitiktir (VII, X, XI) (Supuran et al., 2003; Supuran et al., 2004). CA-
XV’in ise katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile benzer 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izozimlerinin tiimdrojen oldugu

belirlenmistir (Nishimoiri, 2004; Hilvo et al., 2005).

Insanda farkli izoenzimlerin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarimin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular
arasinda; akciger, bobrek, gastrik mukoza, g6z lensi, tiikriik bezleri, kaslar, sinir
miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve
bunlarin ¢ogundan CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye

calisilmistir (Hewett ve Emmett, 2000; Sugrue, 2000).
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Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu izoenzimler ortaya
cikartlmistir. CA-I, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan
kanindan saflastirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir.
Eritrositlerde CA-I izoenzimi yaninda CA-II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu
izoenzimlerin en dnemli fonksiyonlar1 ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma
iirini olan COy’1i, HCOsa, akciger pulmoner kapilerde ise HCO;’in COj’e
doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayinda yer almasidir (Sekil 1.2).
CA-I izoenziminin turnover sayis1 2,5 x 10° s ’dir. Bu izoenzimin fizyolojik
fonksiyonu CA-II kadar acik degildir. CA-I eksikligi sendromu belirlenmis fakat
herhangi bir klinik semptomla ilgisi bulunamamaistir (Ren ve Lindskog, 1992; Sly ve
Hu, 1995; Supuran ve Scozzafava, 2001).

CA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok calisilan formudur. Bu izoenzimin

! olarak bulunmustur. insan eritrosit hiicrelerinden

turnover sayist 25°C’de 10° s
saflagtirilan CA-II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmigtir ve bu

deger CA-I’e kiyasla daha azdir.

GOz lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, CA-II ve CA-IV izoenzimleri bol
miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan CA-II izoenziminin énemi, glaucoma
hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir. (Renzi ef al.,
2000). Bobrek korteksinde ise membrana yapisik halde olan CA-II izoenzimi ile Na"
ve H,O’nun geri emilimi saglanmaktadir. CA-II izoenzimi ile ilgili olarak CA-II
eksikligi sendromu belirlenmistir. Bunun da; kemiklerin kireglenmesi, bobrek tasi
olusumu ve beyinde kireglenme ile ilgili oldugu gosterilmisti. Bu da CA-II
izoenziminin kemik, bobrek ve beyin dokular1 i¢in ne derece dnemli oldugunu ortaya

koymaktadir (Maren et al., 1997).
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Tablo 1.3. Karbonik anhidraz izoenzimleri (Lindskog 1997).

iZOENZIiM KATALITIK AKTIiVITE BULUNDUGU BOLGE

CAl Diisiik Sitozol
CAIl Yiiksek Sitozol

CA 11 Cok diistik Sitozol
CAIV Yiiksek Membrana bagl
CAV Orta-yiiksek Mitokondri
CA VI Orta Tiikiiriikte gizli
CA VII Yiiksek Sitozol
CA-RP VIII Akatalitik Muhtamelen sitozolik
CAIX Yiiksek Membrana bagl
CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor
CA-RP XI Akatalitik Membrana bagl
CA XII Diisiik Membrana bagl
CA XIII Muhtemelen yiiksek Bilinmiyor
CA XIV Diisiik Membrana bagl

1.3.3. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin U¢ Boyutlu Yapilar

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarinda biiyiik farkliliklar

gozlenmektedir. izoenzimlerinin {i¢ boyutlu yapilarindaki farkin ¢ok belirgin

olmasma karsin, aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi

dikkat cekicidir. sekil 1.9°de gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bolgesi,

yaklasik tetrahedral geometriye sahip, li¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii

koordine olmustur. Zn" iyonun kataliz olaymndaki fonksiyonu vazgecilmez olup,

uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, tam anlamiyla aktiviteden

yoksundurlar(Lindskog, 1997; Mohanty ve Kannan, 1998; Lindskog ve Coleman,

1973; Lowe et al., 1991).
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Karbonik anhidrazin s6zii edilen {i¢ izoenzimi, yapilar1 yoniinden ¢ok benzemesine
ragmen, aktiviteleri agisindan faklilik gostermektedir. CA-II izoenzimi CA-I
izoenziminden 60 ile 100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda katalitik
aktivitesi en yiiksek olanidir. CA-III ise, en az aktif olan izoenzimdir ve CO,-
hidrataz aktivitesi CA-I izoenziminin %5 kadardwr (Wistrand, 1980; Ryon et al.,
1982).

His 64

Sekil 1.9. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His 96, His
119) (Biiyiik kiire Zn™ iyonunu, etrafindaki kii¢iik kiireler de kristal yapida immobili
ze olmus su molekiillerini belirtmektedir.)( Lindskog, 1997).

a-CA, B-CA ve y-CA olarak adlandirilan, evrimsel acidan iliskisiz ii¢ farkl
familyada varlig1 tespit edilen CA’lar, sasirtict yeni buluslardan biridir (Hewett ef al.,
1996). Farkli familyalarla gosterilen homolog enzimler arasinda Onemli bir fark
yoktur, aksine onlarm hepsinde ¢inko iyonu vardir. Bundan dolay1 bu familyalarin
hepsi, katalitik fonksiyonu yerine getirmeleri yoniinden birbirine benzer yapidalardir

(Hewett ve Emmett, 2000).
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1.3.3.1. a-Karbonik anhidrazlar

Insan CA-I ve CA-II izoenziminin kristal yapisi ile sigir CA-III, yass1 formlu bir
sican CA-V’i ve E. coli’de bulunan CA formu bu yapidaki enzim tipidir. Bu
izoenzim formlarmin genel yapilar1 ¢ok benzerdir. Molekiiller neredeyse kiiremsi,
yaklasik boyutlari ise 5x4x4 nm’’tiir. Molekiiliin kalan kismma gevsek sekilde bagli
olan amino terminal bolge haricinde (yaklasik 24 aminoasit), bu a-CA’lar tek etki

alanli proteinler olarak diistiniilebilir (Lesburg ve Christianson, 1995).

Molekiiliin geri kalan kismina zayifca baglanan amino terminal bélgesinin disinda,
a- CA bir bolge proteini olarak diisiiniilebilir. Yapmin ikinci bdlgesi on iplik¢ik ve
molekiilii iki esit parcaya bolen sarilmis bir B seridinden olusmustur. Paralel
iplik¢iklerin iki parcasi disinda, diger P seritleri antiparalel olarak uzanmislardir.
Digerlerine nispetle daha kisa olan heliksler, molekiiliin ylizeyine yerlesmislerdir

(Boriack-Sjodin et al., 1995).

Aktivite bolgesi, neredeyse molekiiliin merkezine uzanan biiyilik, koni bi¢imli bir
oyukta bulunur. Cinko iyonu bu oyugun tabanma yakindir. Dordiincii ligandin H,O
veya OH™ oldugu tetrahedral geometrideki His-94, His-96 ve His-119’dan ii¢ azot
atomuna baglhdir. Ligandlar proteindeki diger gruplara hidrojen baglariyla tutunmus

ve bir “dolayl1 ligand” kabugu olusturmustur (Lesburg ve Christianson, 1995).

Metal iyonlu ligandlar ve dolayli ligandlarin o-CA amino asit dizilisleri sabittir.
Dogrudan ve dolayli ¢inko ligandlarina ek olarak, swali biitin a-CA’larda 17
aminoasit rezidiisii kesin sekilde korunur. Bu rezidiilerden bazilar1 katalitik aktivite
agisindan dnem tagirken, digerleri protein yapisinin kararliliginda rol oynar. Esasen
bilinen, biitiin a-CA ailesi ve a-CA ile iligkili proteinler i¢inde, sadece 10 aminoasit
rezidlisii tamamen sabittir. Bu rezidiilerden bazilarinin insan CA II'nin kararliligi

agisindan 6nemi, bdlgeye 6zel mutajenez ile test edilmistir.
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1.3.3.2. B-Karbonik anhidrazlar

Heniiz higbir B-CA yapist belirlenmemistir. Dogal ve mutant bezelye kloroplast
CA’s1 ¢apraz bag caligmalari, enzimin belirlenen bir alt birimin oktamer yapisinda
oldugunu kuvvetle savunur. Mutasyonlar ve X-ray spektroskopisi absorbsiyon
sonuglari; 1spanaktaki Zn (II) iyonu, a-CA’dakinin aksine bir Cys-His-Cys-H20
grubuyla koordine olmus bir kiire seklinde oldugunu gostermektedir (Bjorkbacka et

al., 1997).
1.3.3.3. y-Karbonik anhidrazlar

Son arastirmalarda M. 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 bolge kalitsal bolgeyi vurgulamaktadir. Her bir iinite, her doniis
basina ii¢ kisa iplik¢ik bulunan sol el B-heliks yapisinin yedi doniisii ile olmaktadir.
Bunun sonucunda birbirinin yaninda {i¢ tane yass1 B-seridi meydana gelir. Heliksin

karsilikli bolmeleri de {iggen yapisindadir.

Cinko iyonlar1 ise alt iiniteler arasinda bulunur ve bir alt tiniteden His-81 ve His-
122’ye ve bitisik bir alt birimden His-117 ile ligand olusturmustur. Varsayilan bir su
molekiilii biikiilmeyi saglayarak, tetrahedral yapinin olusumunu tamamlar. M.
thermophila CA’sindaki ve insan CA-II’deki metal merkezli bu pozisyon dnemli
benzerlikler gosterir ve bu durumda katalitik fonksiyonlarin yakin olmasi da ¢inko

bagli bolgelerin benzer olmasindan ileri gelmektedir (Kisker ef al., 1996).
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1.3.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz ~ CO, molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yanisira,
siyanatin karbamik aside veya irenin siyanamide, aldehidin geminal diole
hidratasyonu reaksiyonlarini da katalizlemektedir. Karboksilik, sulfonik ve fosforik
asit esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA
enziminin hidrataz aktivitesi diginda asagidaki tablodan da goriildiigii {izere
elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklar1 igeren, aldehit, pirtivat ve alkil
piriivatlarin hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi
reaksiyonlarim1 da katalizledigi bilinmektedir. Karbonik anhidrazin esteraz
aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadigi

heniiz bilinmemektedir (Kaiser, 1969; Jabusch, 1989).

Tablo 1.4. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri (Ozensoy,
2002)

(1) 0=C=0 + HLOF====2HCO; + H~

) 0=C=NH + H,O0 ¥==H,NCOOH

(3) HN=C=NH + H,O¥=—= H,NCONH,

(4) RCHO + H,O ¥ RCH(OH),

(5) RCOOAr + H,O ¥ RCOOH + ArOH

(6) RSOs;AT + H,O¥====RSO0;H + ArOH

(7) ArOPO;” + H,0 ¥====-HPO;~ + ArOH

(8) ArF + H,O ¥=——=HF + ArOH (Ar=2.4 dinitrofenil)
9) PLCH,OCOCI + H,0 === PhCH,OH+CO-,+HCI
(10) RSO2CI+ H,O ¥==RSO0;H + HCI (R=Me:Ph)
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1.3.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 20 yildir CA enzimini katalitik mekanizmasmi aydinlatmayi amaglayan
calismalar yapilmistir (Lindskog ve Silverman, 2000). Bu ¢aligmalarla elde edilen
sonuclara gore, CA enziminin, ¢ézelti ortaminda kararli olmasit ve uygun sartlar
altinda aktivitesini kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi avantajli 6zelliklere
sahip oldugu anlagilmustir. Aktif bolgede Zn"* iyonu ve ona bagl bir hidroksil grubu
ihtiva etmektedir. Aktif bdlge yakimindaki aminoasitler, proton verici ve proton

gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir (Lindskog and Silverman 2000).

CA enziminin reaksiyonlar: katalizinde, Zn" iyonunun biiyiik 6nemi vardir. Yapilan
X-ray kristalografi sonuglari, metal iyonunun bir H20O veya OH- iyonu ve {i¢ histidin
rezidiisii (His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine edilen, aktif bolgedeki 15 A°
derinligindeki bir yarigin tabaninda yer alandigini gostermektedir. Cinko bagli H,O,
Glul06’nin karboksilat grubuna sirasiyla koprii olusturan Thr199’un hidroksil
grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu tutunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko
bagli su molekiiliiniin niikleofilik karakterini arttirmakta ve molekiil niikleofilik atak
icin uygun yerdeki CO,’ ye dogru hareket etmektedir (Arslan 1994). Zn™ iyonuna
hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur (Sekil 1.10-A).
Enzimin aktif formu, gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine saldirir (Sekil
1.10-B). Bu da, Zn" iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasmi saglar
(Sekil 1.10-C). Daha sonra, HCO;  iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve
¢ozeltiye geger. Bunun sonucunda, Zn™* iyonuna su molekiilii baglanir ve bu da Sekil
1.10-D ‘de goriildiigii gibi enzimin asit formuna doniismesini saglar (Lindskog
1997). Ana form A’ nin rejenerasyonu i¢in aktif kisimdan g¢evreye bir proton
transferi reaksiyonu olusur, buna da ya ¢ozeltinin aktif kismi( His64 gibi — digerleri
arasinda, izoenzim I, II, IV, VII ve IX daki proton mekigi ya da ortamda mevcut
tampon yardimci olur. Reaksiyon mekanizmasi, sematik olarak Denklem 1.10 ve

1.11 de sunulmustur(Scozzafava ve Supuran, 2002).
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Sekil 1.10. CA enziminin CO;-hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin

sematik gosterilisi (Lindskog, 1997).
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Sekil 1.11. CAII aktif kism1. Zn(II) iyonu(merkez) ve 3 histidin ligant1 ( His94,
His 96, His119) goriilmektedir. Anyon degis-tokusunun karboksiterminal kisminda
ger¢ceklemektedir (Scozzafava ve Supuran, 2002).
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Katalizdeki hiz smirlamasi ikinci reaksiyondur. Enzimin hidroksit kisimlarmi
rejenere eden proton transferidir (Zimmerman et al., 2007). CAIl, CAIV, CAV,
CAVII ve CAIX gibi kataliz 6zellikli ¢cok aktif izoenzimlerde siire¢, bir histidin
rezidiisii (His64)tarafindan, en etkili CA izoenzimi CAIl ‘ye yonelik olduk¢a etkili
proton transferi slirecini takiben aktif kismin girisinde konuslanir. Bu durum, ayrica
CA 1II’ nin, bilinen en aktif enzim oldugunu agiklar ( a kcat / Ky, = 1.5 x 108 M-1s-1
degeri ile) ve aym1 zamanda klinik uygulamalar1 olan inhibitdrlerin dizayni i¢in

onemli sonuglar veren bir durum olmaktadir (Supuran, 2008).

1.3.6. Karbonik Anhidrazin Onemli inhibitorleri

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

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

inhibisyonun pH bagimliligina ve 2 Co"*’nin yer degistirdigi enzimin optik spektrum
tizerindeki etkilerine iliskin c¢aligmalar, anyonik inhibitorlerin metal iyonuna
baglandig1 ve katalitik CO, hidrasyonunda 6nemli bir rolii olan OH iyonunun
olusumunu &nledigi sonucuna varidmstr. 2 Co'* ile ilgili spektrumlar bazi
anyonlarin sadece ¢inko bagl c¢oOziici molekiilii yerinden ederek tetrahedral
koordinasyonu sagladigini, diger anyonlarmsa pentahedral koordinasyon yapisi

olusturdugunu ileri stirmektedir (Lindskog, 1982).

Lund Universitesinde Profesér Anders Liljas’m labarotuarinda yapilan insan CA-II
caligmalar1 basta olmak tizere, son kristalografik ¢aligmalar, anyonik inhibitorlerin
cesitli bag bicimlerine yeni bir 151k tutmustur. Aktif bolgenin 6nemli bir 6zelligi
cinkoya bagli H,O veya OH" iyonu i¢eren Glu-106 ve Thr-199 bulunduran indirekt
liganddaki bir H baglanma sistemidir.
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Glu-106 biiylik olasilikla iyonlasmistir ve bu nedenle, hidrojen bagli Thr-199 ile bir
alic1 gorevi gormelidir. Sonug olarak, Thr-199’un hidroksil grubunun, metal bagli
coziiciiyle baglanmasinda bir H atomu alicis1 oldugu kabul edilmelidir. Ayrica,
cinkoya baglt H,O veya OH™, hidrofobik bir cepte bulunan bir baska su molekiilii ile
bir hidrojen bag1 olusturur. Hidrojen, Thr-199’un peptit NH ma 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 bagl ¢oziicli molekiiliin yerini alirlar ve Thr-
199’un OH grubu ile hidrojen bagini korurlar. HSO;™ ve HS™ iyonlar1 buna 6rnek
olarak verilebilir. HSO;™ iyonu derinde olan su molekiilii ile yer degistirirken bir
oksijen atomu Thr-199’un NH gurubu ile hidrojen bag1 olusturur. Ugiincii oksijen

atomu 0,31 nm mesafeden ¢inkoya dogru yonelir (Mangani ve Hakansson, 1992).

/ y
N \H
AN Thr-199 !
Thr-199 H \
/O_H Glu-106 O----H—0, é/_o
Glu-106 oy | .,
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| © o
0 O/ P
TN
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Sekil 1.12. CA-II ile inhibitorler arasindaki komplekslerin yapilarinin sematik
cizimleri. (A Inhibe olmayan enzim B Bisiilfiir)
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SO47 gibi iki degerli anyonlar, CA’y1 inhibe etmez veya ¢ok zayif inhibitorler gibi
hareket ederler (Simonsson and Lindskog1982). Esasen, pH=6,0’da 2,4 M (NH4)2
SO4’mn varliginda bile, insan CA-II izoenziminin kristal yapisinda siilfat iyonunun
baglandigma dair hi¢bir kanit yoktur. Negatif yiiklii iyon Glu-106’nin baglanmasini
onlemektedir (Hakansson et al., 1992).

Yapilan calismalarda karbonik anhidraz enziminin en gii¢lii organik inhibitdriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin
kolaylikla iyonik yap1 kazanmalar1 en ¢arpici 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1

asagidaki reaksiyonda goriilmektedir.

R—SO,NH- + H*

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

Booth, 1946; Tozlu, 1997).

CA’nn  en gil¢li organik inhibitdrleri aromatik veya hetero aromatik
stilfonamidlerdir. Siilfonamidler —SO,NH, fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir.
Siilfon amidlerin genelde CA-II i¢in K; degerleri 10° ile 107" M arasinda degisir.
Glokom hastalig1 tedavisinde CA’nin giiclii inhibitorlerinden olan asetazolamid
kullanilmaktadir. Oral yoldan verilen bu ilacin oldukca fazla yan etkileri vardir. Bu
yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ilag molekiili bulmak amaciyla bir ¢ok
stilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz epitelyumunda bulunan CA-II iizerinde

inhibisyon etkileri aragtirilmigtir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Biilbiil ez al., 2002).
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Giiniimiizde siilfonamidler glokom hastali1 tedavisi disinda diiiretik, antibakteriyel
ve antifungal ila¢ 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. Siilfonamidler antiglokom
ilac1 kullaniminin yani sira CA-IX ile kanser dokularmnin direk iligkisi olmasi
sebebiyle kanser teshisinde kullanilabilmektedir. Ayrica CA enzimi inhibitorii olan
bu molekiillerin yapilan birgok ¢alisma sonucunda antiobezite, antifungal,

antibakteriyel, diliretik ila¢ olarakta kullanilabilecegi belirtilmistir (Supuran, 2008).

\
B x 0
Me)kH//\S)\ /7 >‘N NH2
//
Acetazolamide Methazolamide Ethoxzolamide
NH2
0=-S-0 NHEt NHEt
) o a e
Cl //S*NH2 Me"' S__ S S NH¢H,C)3;0Me™ //S\\ S S—NH;
¢l 0 C o o 00 o
Diclorophenamide Dorzolamide Brinzolamide

Sekil 1.13. Bazi Siilfanamidlerin agik formiilleri
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Tablo 1.5. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Hiicre i¢i Yerlesimleri ve
Siilfonamidlere ilgisi (Lindskog, 1997).
. Kataliz Aktivitesi Stilfonamidler Hiicre ici
[zoenzim (CO2 hidrasyonu) icin Afinite Yerlesim
CAI Diisiik ( CAIl’nin %10’u ) Orta Sitozol
CAlIl Yiiksek Cok ytiksek Sitozol
CA Il Cok diistik ( CAII’nin %0.3°1) Cok diistiik Sitozol
CAIV Yiiksek Yiiksek Membrana bagli
CA VA Orta-Yiiksek~ Yiiksek Mitokondri
CA VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta Yiiksek Salg1 halinde
CA VI Yiiksek Cok ytiksek Sitozol
CA VIII Akatalitik Sitozol
CAIX Orta Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik Sitozol
CARP XI Akatalitik Sitozol
CA XII Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XIII Orta Yiiksek Sitozol
CA X1V Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XV Diisiik Yiiksek Membrana bagli
\ =0 CHs
CH 0 ) ’ \ S/: ©
N / N P rL
/ \0 O--—-H— N/ \c) /CI _____________ H | N
\\ / H 4 \Z}n ‘i/ / T“
n™ ’ NH; NH;
MNH;3
(a) (b ()

Sekil 1.14. Siilfonamidlerin Karbonik Anhidraz Enzimine Baglanmasi1 (Ozensoy,

2002).
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1.3.7. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Metodlar:

1.3.7.1. Esteraz Aktivitesi

Kinetik ¢alismalarda, CA aktivitesi dl¢limleri bu yontemle yapilmaktadir. Bu yontem,
CA’nin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir(Mc Intosh 1970).
Prensip olarak, karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati, p-nitro
fenol ve p-nitro fenolata hidroliz etmekte ve bu da 348 nm dalga boyunda absorpsiyon

vermektedir. Reaksiyon denklemi sdyledir;

0O
I CA
o;x;@—oc—cm + H,O DEN—QDH + 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.

Fenol gruplar asidik olduklari i¢in ortamim pH’sina goére, 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 10-3 M1 “dir. Bu dalga
boyunda p-nitrofenil asetatin ¢ok az bir absorpsiyonu vardir ve {348 = 0,4 x 10-3 M1

molar ekstiriksiyon katsayisina sahiptir
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1.4.Deneyde kullanilan ilaclar ve ozellikleri
1.4.1. Klindamisin

Klindamisin antimikrobiyal bir ajan olarak diinyada otuz yildan fazla siiredir
kullanilmaktadir ve genis spekturumdaki fakiiltatif ve zorunlu anaerobik bakterilerin
olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde etkili olarak kullanilmaktadir (Brook et al.,

2005).
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Sekil 1.15. Klindamisin’in molekiil yaps1

Klindamisin bakterilerin 50S ribozomal alt iinitesindeki protein sentezini
engelleyerek etkinligini gosterir bdylece bakterinin peptit zinciri olusturmasmi
engeller. Ayn1 zamanda bakterilerde mRNA'ya ve aminoasit tasiyan tRNA'ya da
baglanarak protein sentezinin inhibisyonuna yardimct olur (Brook ef al., 2005; Addy
and Martin, 2005). Klindamisin ¢esitli fakiiltatif ve zorunlu anaerobik bakterilere
kars1 yiiksek derecede in vitro aktiviteye sahiptir. Etki spekturumuna giren gram-
pozitif ~ mikroorganizmalar;  Actinomyces, Eubactehum, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Staphylococcus tiirleri ve bu tiirlerin
penisiline direngli olan suslaridir. Klindamisin ayni zamanda [-hemolytic
streptococci (A. B. C. Ve G gruplar), Streptococcus viridans grubu ve S.milleri

grubuna etkilidir.
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Zorunlu anaeroblar igerisinde gram-negatif tiirlere karst Porphyromonas tiirleri,
Provotella tiilleri, Bacteroides fragilis grubu. Veillonella grubu ve Fusobacterium
grubu ve B —lactamaz iireten suslar dahil olmak iizere etkilidir. Eikenalla corrodens,
Haemophilus tiirleri, Moraxella tirleri, ve Escherichia coli gibi gram negatif
fakiiltatif organizmalara karst bu antibiyotik ¢ok etkili olmamasmna ragmen bu

organizmalar dental enfeksiyonlarda major patojenler olarak gdzlenmemektedir.

Klindamisinin direkt ribozomal iinitelerdeki antibakteriyel etkisinin yani sira kendine
0zgli ¢ok onemli farmakolojik etkilere sahiptir. Klindamisin mukozal yiizeylerdeki
epitelyal hiicrelere bakterilerin tutunmasini engelledigi ve virulans faktorlerini inhibe
ettigi ispatlanmis tek antibiyotiktir. Buna ilaveten A grubu p-hemolytic
streptococci’nin  {irettifi M proteini inhibe ederek fakiiltatif gram-pozitif
Streptococcus tiirlerinin kapsiil olusturmasini engeller. Clostridium tiirlerinin S
aureus’un Urettikleri toksinleri inhibe eder. Bununla birlikte bakteri hedef dokunun
icinde iken olusturdugu bakteriyel proteinleri, toksinleri, enzimleri ve sitokinleri

inhibe eder.

Klindamisin bakterinin yilizeyinde morfolojik degisikliklere sebep olarak bakteriyi
oldiiriilmeye daha yatkin bir hale getirir. Ayn1 zamanda kemotaksisi stimule eder ve
polimorfoniiklear lokositlerin enfeksiyon alanimma mobilizasyonu gerceklesir ve

boylece bakterinin oldiiriilmesi saglanir (Brook et al., 2005).

1.4.2. Deksketoprofen Trometamol

Arilpropiyonik asit grubundan nonsteroid antienflamatuar ilaglarda S(+) ve R(-)
enantiyomerleri 50:50 oranlarinda bir karisim halinde bulunur; bunlardan yalnizca

S(+)- enantiyomeri COX inhibitoriidiir (Hayball, 1996).
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Ketoprofen, ibuprofen ve flurbiprofen gibi rasemik ilaglarda enantiyomerik agidan
saf ilaglarin kullanilmasinin bir¢ok avantajlar1 olacagi 6ne siiriilmiistiir. Boylece
hasta daha az ksenobiyotige maruz kalacak, metabolik ve renal yiik azalacak,
inversiyon yolu ile iiretilen S-enantiyomerinin miktarinda daha az degiskenlik
goriilecektir. Ayrica R-enantiyomeri ve onun metabolitleri araciligiyla meydana
gelen yan etkiler engellenecek ve adipoz dokuda birikmelere neden olacak ilacin

lipitlerle kaynagmasinin 6niine gegilecektir (Wechter et al., 1993; Evans, 1996).

Rasemik ketoprofen saf S(+)- ketoprofen (deksketoprofen) vermek iizere
saflastirilmistir. Aktif ilacin ¢oziinlirligiinii arttrmak ve akut agrida kullanildiginda
goriilen farmakokinetik goriintiisiinii iyilestirmek icin deksketoprofen trometamin

tuzu gelistirilmistir (Carganico et al., 1994).

Deksketoprofen trometamol (S(+)-2-(3-benzoilfenil) propiyonik asidin trometamin
tuzu), NSAI ilaclardan ketoprofenin toropatik olarak 1973’ten beri agr1 kesici,
antienflamatuar ve ates disiiriici etkili, dekstrorotatuar enantiomerinin suda
coziinebilen tuzu olup (Veys, 1991), prostaglandin sentezini in vitro sartlarda inhibe
etme potansiyeli az dozda bile ¢ok yiiksek ajanlardan biridir. Bu etkisini (S)-(+)-
enantiomeri (deksketoprofen) nin (R) - (-) - enantiomerinden yoksun olmasindan

kaynaklanmaktadir (Barbanoj et al., 2001).

O
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Sekil 1.16. Deksketoprofen Trometamol’ in molekiil yaps1
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Deksketoprofen trometamolun ikili bir agr1 kesici etkisi vardir. Ya dogrudan lezyon
yerinde (travma, enflamasyon, vb.) periferik seviyede, ya da dogrudan merkezi sinir
sistemi iizerinden, merkezi seviyede etkide bulunur (Mauleon et al., 1996). Periferik
olarak, deksketoprofen trometamol, lokal olarak salinan prostaglandinlerin tetikledigi
agr1 reseptorlerinin sensitizasyonunu inhibe ederek etkide bulunur. Buna karsilik
merkezi olarak, COX aktivitesini inhibe ederek merkezi sensitizasyon etkisini azaltir,
dolayistyla agr1 yapict uyaranin {ist sinir merkezlerine aktarimini bloke eder

(Mauleon et al., 1996).

1.4.3. Benzil Penisilin

Penisilin G (Benzil Penisilin) aside dayaniksiz oldugu i¢in parenteral kullanilan ve
intramiiskiiler (i.m.) injeksiyonu ile iyi emilen dogal penisilin grubu iiyesidir.
Intramiiskiiler injeksiyonu iyi emilir ve 1 milyon U’lik (600 mg) bir dozdan 30
dakika sonra plazmada 12 mg/l pik konsantrasyonuna ulasir. Erigkinlerde serum yar1
omrii 30 dakika olup ciddi bobrek yetmezliklerinde yarilanma 6mrii 10 saate ¢ikar.
Penisilin G, Na" ya da K' tuzu seklinde bulunur ve 1 milyon U’de 2.0 mEq Na' ya
da 1.7 mEq K' icerir. Bu nedenle bobrek ve kalp yetmezliginde dikkatle
kullanilmalidir. Penisilin G bir depo tuzu ile im. olarak (prokain veya benzatin)
verildiginde daha uzun siire (saatler veya giinler) maksimum diizeylerin elde
edilmesi miimkiindiir. Ancak bu tiir penisilinlerin yalnizca im. kullanimik
miimkiindiir. Prokain penisilinin 300.000 U’lik formu yaklasik 120 mg prokain igerir
ve 1m. injeksiyonunun ardindan yaklasik 12 saat yiiksek serum ve doku
konsantrasyonu olusturur. Penisilin G prokain i.m. enjeksiyondan sonra 2-4 saat
icinde maksimal plazma konsantrasyonuna ulasir. Bir doz 600.000 U ile 2-3 saatte
1.5 U/ml, 24 saatte 0.2 U/ml pik diizeyi elde edilir. Penisilin G benzatinin i.m.
uygulanmasi ile 3-4 haftalik diisiikk diizey elde etmek miimkiindiir. Tek doz 1.2

milyon U, i.m. enjeksiyon ile 1. giin 0.15 U/ml diizeyine erisilebilmektedir.
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Penisilin G diger penisilinler gibi meninkslerde inflamasyon oldugunda genellikle
plazma konsantrasyonunun %5°1 kadar BOS’a geger. Verilen dozun yaklasik %60-
90’1 1lk saat i¢inde idrarla atilir. Bu 6zelliklerinden 6tiirii penisilin G, duyarli suslarla
olusan akut bakteriyel menenjit, osteomyelit, otitis media, alt solunum yolu
enfeksiyonlar1 ve yumusak doku enfeksiyonlarinda giivenle kullanilabilir (Kurt,

2000; Neu, 1982; Prince, 1983).

Sekil 1.17. Benzil Penisilin’ in molekiil yaps1

1.4.4. Fenoksimetil Penisilin

Penisilin V (Fenoksimetilpenisilin) oral kullanimi1 olan tek dogal penisilindir. Gram
pozitif bakterilere karsi etkinligi penisilin G’ye benzer. Enterik gram negatif
bakteriler, Haemophilus ve Neisseria’ya karsi penisilin G’den 5-10 defa daha az aktif
oldugundan sadece gram pozitif enfeksiyonlarda tercih edilmelidir. Yarilanma
Oomiirleri kisa oldugu i¢in dozlar giin i¢inde dorde boliinerek kullanilir. Penisilin
V’nin yetiskinlerde 500 mg’lik oral uygulanimi, 600.000 U’lik prokain penisilin
serum konsantrasyonuna esdeger serum konsantrasyonu olusturur. Alisilmis doz
cocuklarda 25-50 mg/kg/giin ve yetiskinlerde de 1-4 g/giin’diir. Cocuk ve yetiskinler
icin hazirlanan oral formlar1 giivenle kullanilmaktadir(Kurt, 2000; Neu, 1982; Prince,

1983).
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Sekil 1.18 Fenoksimetil Penisilin’ in molekiil yaps1
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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 saflastirmalarina
ragmen sigir  eritrositlerinden  saflagtirmayr  1930’lu  yillarin  sonlarinda
gergeklestirebilmistir. Keilin ve Martin (1944), CA aktivitesinin ¢inko icerigi ile
orantili oldugunu bularak ¢inkonun katalizlemede spesifik roli oldugunu
bildirmiglerdir. Boylece CA enzimi tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe

geemistir.

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi belirlenmis ve bu
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklar1 arastirilmig ve
hala bu konuda caligmalar siirdiiriilmektedir (Lonnerholm et al., 1985; Okuyama et

al., 1995; Parkkila ve Parkkila, 1996; Christie et al., 1997; Raisanen et al., 1999).

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 1975
yilinda Whitney’in, 1976’da Chanpagnol’'un, 1980 yilinda Wistrand ve
arkadaslarmin ve 1996°da Arslan ve arkadaslarmin, 2004’te Ozensoy ve

arkadaslarinin yaptiklari calismalarda farkl afinite jelleri sentezlenmistir.
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Hall ve Schaer (1983), kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisi ve DEAE Biogel iyon degisim kolonu kullanarak gokkusagi
alabaliklar1 eritrositlerinden CA enzimi 3,7 kat saflasgtirmiglardir. 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 yaklagik 5000 kat saflagtirilmistir (Beydemir ez al. 2002).

Enzim Plasmodium falciparum’dan katyon degistirici 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 Kkat
saflastirilmistir (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 saflagtirmiglardir.

Karbonik anhidraz enzimleri pek ¢ok dokudan saflastirilmis ve molekiil kiitleleri
belirlenmistir. Burt ve arkadaslarmin 1992°de yaptiklar1 bir ¢aligmada literatiirde yiiz
sinegi olarak ifade edilen Musca autumnalis larvalarindan CA saflastirilmig SDS-
PAGE yapilarak enzimin saflig1 kontrol edilmis ve molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak

belirlenmistir.

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 arkadaslarinin
(2001), yaptiklar1 bir arastrmada, Plasmodium falciparum’dan saflastirilan CA’nin
molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak belirlenmistir.
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CA enzimleri hayvanlarda ve oOzellikle de insan hastaliklarmin bir ¢ogunun
tedavisinde kullanilan ilaglar i¢cin hedef enzim olmustur. Asetazolamid, dorzolamid
ve brinzolamid gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaglar karbonik anhidraz
izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridirler (Biilbiil et al., 2003). Ornegin insanlarda
glokom hastaliginda CA inhibitdrleri farmakolojik ajan olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Casini et al., 2002; Giilgin et al., 2004).

Supuran 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 saflastirilmislardir.

Ekinci ve arkadaglart (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 saflastirilimislardir.
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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,
trihidroksimetilaminometan (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, p-merkaptoetanol, ¢alismada kullanilan

antibiyotikler ise piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmastir.

Sogutmali santrifiij : Hettich UNIVERSAL 320
Spektrofotometre : TU- 1810 DASPC UV-VIS

pH metre : Radiometer meterlab PHM 210
Elektroforez tanki1 : BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec MCL

Karistirict (Vorteks) — : Heidolph Reaxtop
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Hassas terazi : Gecavery (UK)

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict  : Heidolph

Saf su cihazi : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20

Gli¢ kaynag1 : 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

cozeltilerde kullanilan su sterilize edilmistir.

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

pH=8,8e titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamland:.

2. 25 mM Tris-HCI/0,1M Na,SO4, pH=8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na;SOy4, 950 ml destile suda ¢oziilerek 1
N HCl ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamland1.

3. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4, 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 ¢oziilerek 1 N HCI ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim

1 litreye tamamlandi.
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4. 0,1 M NaCH3;COO / 0,5 M NaClOg4, pH= 5,6 (kolona tutunmus CA-II enziminin
elisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,04 g NaCH3;COO.3H,O ve 9,187 g
NaClO4 120 ml destile su ile ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH = 5,6’ya getirildikten sonra

destile su ile hacim 150 ml’ye tamamland:.

5. %0,9°luk NaCl (Homojenatin yikanmasi i¢in kullanilan ¢6zelti): 4,5 g NaCl alinip

hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

6. 0,05 M Tris-SO4, pH=7,4 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
cozelti): 6,055 g Tris 950 ml destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H,SOy4 ile pH’s1

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

7. %0,02’lik NaN; c¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi igin

kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaN3 almarak hacmi saf su ile 100 ml’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 tamamlanmasi ile hazirland1 ve bu
tamponu kullanmadan hemen once, 950 pl numune tamponundan 50 pl 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 iizerine 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.
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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 i¢in
kullanilan ¢6zelti): %50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri

kadar1 hazirlanda.

13. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢6zelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde
¢oziildii, bu ¢ozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢dzeltinin hacmi,

saf su ile 1 litreye tamamlandi.

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

coziildiikten sonra hacminin saf suyla 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirland1.

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 ¢oziiliip I M HCl ile istenen pH’ya

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

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 ¢oziildii.

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

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



47

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 saflagtirilan enzim c¢ozeltisi ve hemolizattaki protein
miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu ydntem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmas1 esasmma dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Proteine boyanm baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya
kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir

(Bradford, 1976).

Tayin iglemlerinde 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
pl alindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamland1 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. Kor 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
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 ¢aligmalarda karbonik anhidraz aktivitesi dl¢timleri 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 (& 345=

5x10° M em™) (Verpoorte et al., 1967).

Tayin islemlerinde su prosediir uygulandi: Kuvartz kiivetlere tamponlanmis enzim
cozeltisi (0,05 M Tris-SO4 pH=7,4 igcinde) ve 1, 5 ml substrat (+inhibitor)
konulmasindan 3 dakika sonra 25°C’da 348 nm’de absorbans degeri kore karsi
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 saflagtirilmasi i¢in, afinite jelinin organik sentezi
yapilmistir (Arslan, 1995). Matriks olarak kullanilan CNBr aktive edilmis Sepharose-
4B kullanilmigtir. Matriksle enzim arasindaki sterik engeli azaltmak amaci ile L-
tirozin uzanti kolu, siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye
baglanmistir. Bundan sonraki adim ise, ligandin (p-aminobenzensiilfonamid) uzanti
koluna baglanmasidir. Calisma icin sentezlenen afinite jelinin yapis1 Sekil-3.1 de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in kullanilan afinite jelinin
kimyasal yapisi.a) Matriks. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B b) Uzant1 kolu. L-
tirozin ¢) Sulfanilamid

Burada tirozin afinite jelinin uzant1 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
saflastirilmasinda basariyla kullanilmistir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore

hazirlanmistir.

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

CNBr 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 igerisinde 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 yikandi.

Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu.
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Yikama son olarak 100 mL 0.2 M NaHCO0s; (pH 8.80) tamponu ile tekrarlandi.
Tirozinle modifiye edilen CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ayni tamponun 40
mL si i¢ine 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 ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan
sonra diazolanmis bulunan siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna 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-SO4 (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 goére 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 sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden
jel hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland1 ve enjektédrle plakalarin
arasma iist kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. iki saat jelin donmasi
beklendi, ayirma jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirland1.
Jelin iist kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarmin olusmasi i¢in

tarak dikkatlice yerlestirildi.
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Yigma jelinin katilagmasi beklenirken islatilmis silizge¢ 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 kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik
20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1

oraninda numune tamponu katild1. Ug dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi.

Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot
yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve érnek ayirma jeline kadar gelip
y1gildi. Sonra akim 100 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt smirma gelmesine
kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol

mavisi yardimiyla anlasildi.

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

fotografi ¢ekildi (Sekil 4.1).

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCl 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,0s] 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 karisimin iizerine en son olarak 0,07 ml %5°lik PER eklendi.
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3.2.5.Koyun Karaciger Dokusundan Karbonik Anhidraz Izoenzimlerinin

Saflastirilmasi

3.2.5.1. Koyun karacigeri temini ve hemolizat hazirlanmasi

Deneyde kullanilan koyun karaciger dokusu taze olarak temin edildi. Doku 6rnegi
kan ve diger kirlilikleri elimine etmek icin % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile ti¢ defa
yikandi. Doku homojenatin1 hazirlamak igin, ilk olarak doku kii¢lik parcalara ayrild.
Daha sonra sivi azot iginde parcalanarak, 3 ml/g olacak sekilde 5 mM KH,PO,
(pH=7,0) tampon ¢ozeltisinin iginde +4 °C’de homojenize edildi. Elde edilen
homojenat siizgec kagidi kullanilarak siizme islemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra
siispansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2 defa santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ¢okelek

atildi, stipernatant bir sonraki saflastirma basamaginda kullanildi

3.2.5.2. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCl, pH=7,8) i¢cine alinarak jel siispanse
edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havas1 alind1 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 olmadigi eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarmmn ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

3.2.5.3. 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 Na,SO4 (pH:8.7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece
karbonik anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklagtirilmig oldu.
Sonra 1M NaCl/25mM Na,HPO, (pH:6,3) tamponu tatbik edilerek CAI enzimi; daha
sonra 0,1 M NaCH3;COO/0,5 M NaClOs (pH:5.6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip CAIL

enzimi elie edildi.
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Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alind1 ve 280 nm’deki
absorbanslarma bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e

ayarland1.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sonuclar

4.1.1. Saflastirma sonuclari
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Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler, bu bolimde ¢izelge ve

sekiller ile gosterildi. Tablo 4.1°de, koyun karacigeri CA-I ve CA-II izoenzimlerinin

Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid afinite kolon materyali ile

saflagtirilma

basamaklarinin sonuglarini vermektedir. Ayrica afinite kromatografisi yontemiyle

saflastirma sonucu yapilan SDS-PAGE sonuglar1 verilmektedir (Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Koyun karaciger CA-I ve CA-II izoenzimlerinin Sepharose 4B-L-tirozin-
sulfanilamid afinite kolon materyali ile saflagtirilma basamaklar.

Numune Aktivite | Toplam | Protein | Toplam | Toplam | Spesifik % Saflastirma
tiri (EU/ml) | hacim | (mg/ml) | protein | aktivite | aktivite verim katsayis1
(ml) (mg) (EU/mg)
Hemolizat 155 42 16,86 708,12 6510 9,19 100 1,0
CA-1 521 8 0,47 3,76 4168 1108,51 64 120,62
CA-II 856 4 0,15 0,6 3424 5706,67 53 620,96
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Sekil 4.1. Saflagtirilmig CA izoenzimlerinin SDS-PAGE’si. b Standardlar: 1. E.coli
B-galoksidaz (116 kDa), 2. tavsan kasi fosforilaz b (97 kDa), 3. sigir
albiimin (66 kDa); 4. ovalblimin (45 kDa), 5. sigir eritrosit CA (29 kDa),
a:CA I c: CAIL

4.1.2. inhibisyon ¢alismalari sonuclar

Koyun karaciger karbonik anhidraz 1 ve II izoenzim aktivitesi {lizerine Prokain
benzilpenisilin  (prokain penisilin), Fenoksimetil penisilin (penisilin V),
Benzilpenisilin (penisilin G), Klindamisin, Deksketoprofen trometamol, Feniramin
hidrojen maleat, Meloksikam, Metoklopramid, Rifamisin ve Diklofenak sodyumun

inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢dzeltileri hazirlandi.

Bu c¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanarak koyun
karacigerinden saflastirilan karbonik anhidraz I ve II izoenzim aktiviteleri tlizerine
etkileri arastirildi. Konsantrasyona kars1 % aktivite (%oaktivite-[1]) olarak olusturulan

grafikler Sekil 4.1-4.8’de gosterildi. Egrilerin denkleminden Isy degerleri hesaplandi.
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Bu inhibitorlerin  K; degerlerini belirlemek amaciyla, {i¢ sabit inhibitor
konsantrasyonunda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu i¢in elde edilen aktivite
degerlerleri ile her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafikleri c¢izildi. Grafik
denkleminde yar1 yarigmali ve yarigsmasiz inhibisyon icin Vpax=Vi(1+[I]/Kj)
formiiliinden yararlanilarak K;degerleri belirlendi (Sekil 4.9-4.16)

Fenoksimetil penisilin-CA I
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Sekil 4.2. Fenoksimetil penisilinin CA I izoenzimine kars1 Iso grafigi.
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Sekil 4.3. Benzilpenisilinin CA I izoenzimine kars1 Iso grafigi.
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Sekil 4.4. Klindamisinin CA I izoenzimine kars1 Iy grafigi.
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Deksketoprofen Trometamol-CA 1
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Sekil 4.5. Deksketoprofen Trometamol CA I izoenzimine kars1 I5o grafigi.
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Sekil 4.6. Fenoksimetil penisilinin CA II izoenzimine kars1 Iso grafigi.




59

Benzil penisilin-CA 11
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Sekil 4.7. Benzil penisilinin CA II izoenzimine kars1 Is grafigi.
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Sekil 4.8. Klindamisinin CA II izoenzimine kars1 Iso grafigi.
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Sekil 4.9. Deksketoprofen trometamoliin CA II izoenzimine kars1 Iso grafigi.
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Sekil 4.10. Fenoksimetil penisilinin CA I izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Sekil 4.11. Fenoksimetil penisilinin CA II izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Sekil 4.12. Benzil penisilinin CA I izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Sekil 4.13. Benzil penisilinin CA II izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Sekil 4.14. Klindamisinin CA I izoenzimine kars1 Kj grafigi.




63

5000

Klindamisin-CA 11

]
£
_g. @ kontrol
2 17,64 mM
é A23,52mM
X29,4mM
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/[p-nitrophenyl acetate] (mM-')
Sekil 4.15. Klindamisinin CA II izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Sekil 4.16. Deksketoprofen Trometamol CA I izoenzimine kars1 K; grafigi.
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Sekil 4.17. Deksketoprofen Trometamol CA 1II izoenzimine kars1 K; grafigi.

Tablo 4.2. Denemesi yapilan etken maddelerin Isy degerleri.

CA-I I, degeri (mM) CA-II Is, degeri (mM)

Inhibitér
Fenoksimetil penisilin 0,155 0,1938
Benzilpenisilin 0,283 0,235
Klindamisin 15,76 22,74
Deksketoprofen trometamol 4,26 2,909

Tablo 4.3. Denemesi yapilan etken maddelerin K; degerleri.

Inhibitor CAIK; Inhibisyon CAIIK; Inhibisyon
degeri tiirii degeri tiirii
(mM) (mM)
Fenoksimetil penisilin 0,0686 yarigmasiz 0,0833 yarigmasiz
Benzilpenisilin 0.1 yarigmasiz 0.1346 yarigmasiz
Klindamisin 9,157 yarigmasiz 9,752 yarigmasiz

Deksketoprofen Trometamol 2,203 yarigmasiz 2,717 yarigmasiz
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4.2. Tartisma

Bu calismamizda belirli dlgiide saflastirilarak, saf izoenzimler iizerinde farkl
gruplarda bes antibiyotik, {i¢ antiinflamatuar, bir antihistaminik ve antiemetik ilacin
etken maddelerinin inhibisyon calismalar1 yapilmistir. Enzimin safligi inhibisyonu
onemli derecede etkiledigi diisliniildiigiinde daha saglikli sonuglarin elde
edilebilmesi i¢in enzimin saflastirilmasmin zorunlulugu ortaya g¢ikmaktadir. Bu
amacla, bu ¢alismada tek bir basamakta yiizlerce kat saflagtrmay1 saglayan afinite

kromatografi teknigi kullanilmigtir.

Arastirmamizda matriks olarak segilen Sepharose-4B’ye ligand (p-aminobenzen
sulfonamid) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada tirozin
afinite jelinin uzant1 kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini
olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitorii
olup, s6z konusu izoenzimlerin kolonda yliksek pH’da baglayarak ¢aligmamizda

basartyla kullanilmustir.

Afinite kromatografisinde kullanilan jel, ardisik iki basamakta sentezlenmistir. Once
matriks olarak segilen CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye buna uzanti kolu
olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis sulfonamid bilesigi katildi.
Sepharose-4B’nin matriks olarak se¢ilmesinin baglica sebebi ¢ok iyi akis 6zelligine
sahip olmas1 ve ayrica serbest —OH gruplar1 tagidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire
icerisinde aktiflestirilebilmesidir. Tablo 4.1 de goriildiigii gibi CA I enzimi afinite
kromatografisi ile koyun karaciger dokusundan, spesifik aktivitesi 1108,51 (EU/mg
protein) olan, %64 verimle ve yaklasik 120 kat; CA II enzimi ise, spesifik aktivitesi
5706,67 (EU/mg protein) olan, %53 verimle ve yaklasik 620 kat saflastirimistir.

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 saflagtirilmigtir (Beydemir et
al. 2002).

Enzim Plasmodium falciparum’dan katyon degistirici 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 Kkat
saflastirilmistir (Krungkrai ez 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 saflagtirmiglardir.

Literatiirde kromatografik matriks olarak kullanilan bir bagka bilesik EUPERGIT C-
250 L ticari ismi ile temin edilen ve oksiran gruplari igeren jeller de kullanilmugtir.
S6z konusu bilesik baglamada spesifik olmamasina ragmen, iizerinde tagidigi oksiran
gruplar1 ile c¢esitli proteinlerin saflastirilmasinda kromatografik matriks olarak
secilmistir. Ayrica bu jel herhangi bir aktivasyona gerek duyulmadan ligand
immobilize edilebilmektedir. Bunun yaninda uzun siire kullanilabilir olmasi,
mekanik etkilere karsi dayanikli olmasi ve akis 6zelliginin iyi olmasi sebebiyle de
olduk¢a kullanishidir. 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).

Supuran 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 saflagtirilmiglardir.
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Ekinci ve arkadaglart (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 saflastiriimislardir.

Calismamizda kullanilan  antibiyotiklerin, antiinflamatuar, antiemetik ve
antihistaminiklerin ~ karacigerde  metabolize edilerek  detoksifiye edildigi

bilinmektedir.

Koyun karaciger dokusundan bu affinite teknigiyle saflagtirdigimiz karbonik
anhidraz 1 ve II izoenzimleri ilizerinde in vitro inhibisyon etkileri aragtirilmastir.
Inhibisyona neden olan antibiyotiklerin inhibisyon etkisi K; ve Iso olmak iizere iki
farkli degerle verilebilir. En pratik parametre Iso degeridir. Ciinkii materyal ve
yontemde belirtildigi gibi K; sabitinin belirlenmesi i¢in en az iki sabit inhibitor
konsantrasyonunda ¢alismalar yapilmakta ve her bir sabit antibiyotik
konsantrasyonunda bes farkli substrat konsantrasyonu i¢cin hiz degerleri
belirlenmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak, degisik
inhibitér konsantrasyonlarinda, yilizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik
yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan antibiyotik konsantrasyonu hesaplanmaktadir.

Fakat inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in K; degerinin hesaplanmas1 gerekmektedir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda uygulanan antibiyotikler i¢inde, cok diisiik
konsantrasyonda aktiviteyi % 50 azaltmasi ile CA I ve II izoenzimleri {lizerinde
denedigimiz en kuvvetli inhibitér Fenoksimetil penisilin (Iso mM; CA I: 0,155; CA
I1: 0,1938) olarak tespit edilmistir.

Etkisini saglam hiicrelerde protein sentezini inhibe ederek gosteren benzil penisilin
(Iso mM; CA I: 0,283; CA II: 0,235) yarismasiz olarak inhibisyon etkisi gostermistir.
Bunun yaniswra kullanimi yaygin olan klindamisin (Iso mM; CA I: 15,76; CA 1II:
22,74) antibiyotikler arasinda en az etkiye sahip olmasiyla dikkat ¢ekicidir.
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Arastirmamizda kullanilan non steroid antiinflamatuar olan Deksketoprofen
trometamol (Iso mM; CA I: 4,26; CA 1I: 2,909) diger etken maddelerden farkli olarak

CA 1I izoenzimine ilgisinin fazla oldugunu gérmekteyiz.

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. Koyun karacigerinden Karbonik anhidrazin I ve II izoenzimlerinin saflastirilmasi

gerceklestirilmistir.

2. Calisma sonucunda koyun karacigeri CA I enzimi % 64 verimle yaklasik 120 kat
saflagtirilabilmistir. Enzimin saflif1 elektroforezle kontrol edilerek tek bant

gbzlenmistir.

3. CA II enzimi % 53 verimle yaklasik 620 kat saflastirilabilmistir. Enzimin safligi

elektroforezle kontrol edilerek tek bant gozlenmistir.

4. Koyun karacigeri CA I ve II izoenzimleri iizerine bazi ilaglarin inhibisyon etkileri
incelenmistir. Bu amagla Prokain benzilpenisilin (prokain penisilin), Fenoksimetil
penisilin (penisilin V), Benzilpenisilin (penisilin G), Klindamisin, Deksketoprofen
trometamol, Feniramin hidrojen maleat, Meloksikam, Metoklopramid, Rifamisin ve
Diklofenak sodyumun ihtiva eden ilaglarin enzim {izerine inhibisyon etkileri

incelenmistir.

5. CA I ve II izoenzimleri lizerinde inhibisyon etkisi gosteren Fenoksimetil penisilin
(penisilin V), Benzilpenisilin (penisilin G), Klindamisin ve Deksketoprofen
trometamol etken maddeleri i¢in Isy ve K; degerleri hesaplanmis ve inhibisyon tipleri

belirlenmistir.
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