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OZET

SIGIR BOBREK KARBONIK ANHIiDRAZ ENZIiMIiNiN
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI DOGAL
MOLEKULLERLE iNHiBiSYONUNUN BELIiRLENMESI

Habip CELIK

Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Murat SENTURK

Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzimi, hemen hemen tiim canlilarda
COy’in hidratlanarak HCO;3; ve H+’ya doniistimiinii tersinir olarak katalizleyen ¢ok
onemli bir enzimdir. Bu c¢alismada, sigir bobrek karbonik anhidraz enziminin

saflagtirilmasi i¢in yeni sentezlenen benzilseliiloz-stilfanilamid afinite jeli kullanilda.

Calismanin ikinci kisminda bazi1 dogal maddelerin (kuarsetin, katekin, klorojenik
asit, absisik asit, morin ve rutin) saflastirilan ve karakterizasyonu yapilan bu CA enzimi
iizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Bu amagcla enzim aktiviteleri lizerine inhibisyon

etkisi gosteren bu dogal hidroksilli maddeler i¢in ICsy degerleri hesaplandi.

2017, 53 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbonik andidraz, bobrek, afinite jeli, hidroksilli madde



ABSTRACT

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND DETERMINATION
OF INHIBITION WITH SOME NATURAL MOLECULARS OF
BOVINE RENAL CARBONIC ANHYDRASE ENZYME

Habip CELIK

Agri Ibrahim Cecen University
Science Institude

Chemistry Depatment

Administrator: Assoc. Prof. Dr. Murat SENTURK

The carbonic anhydrase (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzyme is a very important enzyme
that reversibly catalyzes the conversion of HCO; and H' to hydration of CO, in almost
all living organisms. In this study, a newly synthesized benzylcellulose-sulfanilamide
affinity gel was used for the purification of the bovine kidney carbonic anhydrase
enzyme.

In the second part of the study, the inhibitory effects of some natural substances
(quarcetin, catechin, chlorogenic acid, abscisic acid, morin and routine) on the purified
and characterized CA enzyme were investigated. For this purpose, ICsy values were
calculated for these natural hydroxylic substances which have an inhibitory effect on

enzyme activities.

2017, 53 pages

Key words: Carbonic anhydrase, kidney, affinity gel, hydroxylated compound
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1. GIRIS

Laboratuarlar birgok Onemli kimyasal reaksiyonlarin kimyagerler tarafindan
gerceklestirildigi ve buradan ¢ikan sonuglarin insanliga sunuldugu 6nemli merkezlerdir.
Bunun gibi her canli viicudunda da milyonlarca laboratuarin varhigi dikkatlerden
kagmamalidir. Hiicre ve hiicrelerden olusmus canlilar durup dinlenmeden reaksiyonlar
gerceklestiren kimyasal laboratuarlardir. Bu laboratuarlarda is goren kimyagerler ise
enzim olarak adlandirilan biyo-makromolekiillerdir. Biyokimya tarihinde en fazla yer

kaplayan c¢aligmalar enzimler iizerinde gerceklestirilmistir (Lehninger 2005).

Enzimler, canl hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iiriin olusturmadan %100 iiriin verimi saglayan
biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kiiclik bir grubu
hari¢ olmak iizere, biitlin enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en biiylik ve

ozellesmis grubunu teskil ederler (Keha ve Kiifrevioglu 2007).

Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonun saglamligina baglhdir.
Eger enzim denatiire olursa veya alt birimlerine ayrilirsa katalitik aktivitesi genellikle

yok olur (Lehninger 2005).

Enzimler diger proteinler gibi yaklasik 12 000’den 1 milyona kadar degisen molekiil
kiitlesine sahiptir. Bazi enzimler aminoasit kalintilar1 diginda aktivite i¢in kimyasal
gruplara gereksinim duymaz. Digerleri kofaktor olarak adlandirilan Fe™, Mg™, Mn™
veya Zn'? gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak adlandirilan
kompleks organik ve metalloorganik molekiillere gereksinir. Baz1 enzimler aktivite i¢in
hem koenzime hem de bir ya da birden fazla metal iyonuna gereksinir. Enzim proteinine
cok siki olarak veya hatta kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu bir
prostetik grup olarak adlandirilir. Metal iyonlariyla ve/veya koenzimleriyle birlikte
katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandirilir. Bu gibi enzimlerin

protein kismi apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilir (Lehninger 2005).



b

Bir¢ok enzim aktivitesini tarif eden deyim veya kelimeye ya da substratin adina “-az’
son eki ilavesiyle adlandirilir. Boylece iireaz; iirenin hidrolizini, DNA polimeraz; DNA
olusturmak tizere niikleotidlerin polimerlesmesini katalizler. Pepsin ve tripsin gibi diger
enzimler substratlarini veya tepkimelerini belirtmeksizin isimlendirilir. Zamanla, bir¢cok
enzimin daha ortaya c¢ikarilmasi sonucu, sistematik bir isimlendirilmeye ihtiyag
duyuldu. Bunun {izerine enzimler, uluslararasi enzim komisyonu tarafindan
katalizledikleri reaksiyon tipleri ve reaksiyon mekanizmalarma gore bir
siniflandiriimaya tabi tutuldu. Ornegin E.C.2.7.1.1. kod numarasinda 2, bu enzimin bir
transferaz enzimi oldugunu; 7 bir fosfat grubu transfer edildigini; 1 fosfat transferinin
alkol grubuna oldugunu ve son 1 rakami da bu enzimin alkol grubuna fosfat transferini

saglayan enzimler arasinda ilk sirayr aldigini gostermektedir.

Enzimler 6 gruba ayrilmislardir;

1.Oksirediiktazlar: 2 substrat arasinda redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

2.Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini

katalizleyen enzimlerdir.

3.Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin

bir H,O molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.

4.Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin uzaklagtirilip,

cift baglarin olusturuldugu reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir.

5.1zomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini

katalizleyen enzimlerdir.



6.Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmas: sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2007).

Enzim Inhibisyonu: Enzim inhibitorleri enzimatik tepkimeleri yavaslatarak veya
durdurarak katalizleyen molekiiler ajanlardir. Enzimler hemen hemen biitiin hiicresel
stirecleri katalizler. Bdylece enzim inhibitdrlerinin bilinen en 6nemli farmakolojik
ajanlar arasinda olmasi siirpriz olmamalidir. Enzim inhibitorlerinin genellikle iki sinifi

vardir: geri-doniisiimlii (reversible) ve geri doniisiimsiiz (irreversible) (Lehninger 2005).

Déniisiimsiiz Inhibisyon: Geri-doniisiimsiiz inhibitorler bir enzimle birlesen veya
enzimin aktivitesi i¢in esansiyel olan bir islevsel grubu bozan veya 6zellikle kararli
kovalent olmayan bir yap1 meydana getiren bilesiklerdir. Bir geri-doniisiimsiiz inhibitor

ve bir enzim arasindaki kovalent baglanmanin olusumu yaygindir. (Lehninger 2005)

Déniisiimlii inhibisyon: Déniisiimlii inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif)
olanidir. Yarigmali inhibitdr, yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine
baglanir. Boylece substratin enzime baglanmasi Onlenmis olur. Fakat substrat
konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin Vi, degeri
degismez. Yani inhibitér komplekslerinin ayrigmalari bir denge reaksiyonu oldugundan

substrat konsantrasyonun artiritlmasi dengeyi ES kompleksi lehine kaydirir.

Yarigmasiz inhibisyonda inhibitér ve substrat enzim molekiillerine ayni anda
baglanabilir. Bu baglanmanin enzimin ayni bolgesine olmadigini gosterir. Yarismasiz
bir inhibitor etkisini bir enzimin turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diiglirerek
gosterir. Burada substrat ve inhibitor arasinda yarigsma s6z konusu degildir. Substrat
konsantrasyonunu artirarak inhibisyon kaldirilmaz. Enzimin V.« degeri azalirken, Ky
sabit kalir. Substrat ve inhibitdr farkli bolgelere yapisabildiginden enzimin iki ¢esit
inaktif kompleksi meydana gelir: EI ve ESI ESI’dan [ doniisiimlii olarak

ayrisabildiginden yine iirlin meydana gelebilir, fakat katalizlemede yavas olur.



Bir bagka inhibisyon tipi yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu inhibisyon
cesidinde inhibitor serbest enzime degil, sadece ES kompleksine baglanabilir.
Unkompetitif inhibitér varliginda substrat konsantrasyonunun ylikseltilmesiyle
inhibisyon artabilecegini gostermektedir. Buna gore inhibitoér varhi§inda ortamdan
stirekli ES kompleksi uzaklastigi icin Ky azalir. Ayn1 zamanda ortamda ESI kompleksi
siirekli var olacagindan V.« da diiser (Keha ve Kiifrevioglu 2007).

1.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz tim organizmalarda genel olarak bulunan ve aktif bolgesinde Zn™
iyonu iceren bir metaloenzimdir (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1). Sigir
eritrositlerinden ilk defa kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda CO,’nin
hidratasyonuve HCO;”’1n dehidratasyonu reaksiyonlarin1 tersinir olarak katalizleyen

onemli bir enzimdir (Supuran and Scozzafava 2001).

CA
CO, + H,0 «<—= HCO; + HY

Karbonik anhidrazlar (CA: EC 4.2.1.1) insanlar1 iceren yliksek omurgalilar1 kapsayan
yaygin bir metaloenzimdir (Supuran 2004). Bu metaloproteinler kofaktor olarak

cinkoyu kullanarak CO, ve HCOj arasindaki dengeyi katalizler.

Cinko bagli enzimin on alt1 izoenzimi farkli inhibitorlere gore hassasiyeti ve katalitik
aktivitesi, hiicre i¢inde bulunma yerindeki farkliliga goére tanmimlanmiglardir. Bu
izoenzimlerin bazilar sitolozik (CA I, CA II, CA III, CA VII ve CA XIII), digerleri
membrana bagl (CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV), iki tanesi mitokondriyel (CA VA
ve CA VB) ve bir tanesi salgida salgilanir (CA VI) (Hilvo et al. 2005). CA XV
izoformu insanlarda ve diger maymunlarda ekspresiyona ugramazken fare ve diger
yiiksek omurgalilarda bol miktarda eksprese olur (Hilvo et al. 2005). CA bagh
proteinler olarak adlandirilan (CARPs): CARP VIII, CARP X ve CARP XI olmak iizere
ii¢ tane nonkatalitik formu bulunmaktadir (Supuran 2004; Ekinci 2006).



Su ana kadara, B, y,0 ve { olarak adlandirilan ve degisik kaynaklardan gelen CA larin
en az bes sinifi bulunmaktadir (So et al. 2004; Supuran 2008; Bertucci et al. 2009)
CA’lar alternatif metal kofaktorii olarak kadmiyumu kullanan ¢ formu disinda, ¢inko
iceren metalo enzimlerdir (Lane ef al. 2005; Xu et al. 2008). Ek olarak y- CA’lar en
azindan anaerobik Archaea in vivo ortamda demir igerirler (Tripp et al. 2004; Macauley
et al. 2009). CA’lar tarafinda katalizlenen reaksiyon organizmalardaki asit-baz
diizenlemesinde ¢ok 6nemlidir. CA’lar omurgalilardaki kemik erimesi, glukoneogenez,
viicut sivisinin iiretimi, CO, ve HCOj5™ iin taginmast gibi pek cok diger fizyolojik

siireglere katilir (Sly and Hu 1995).

Bugiine kadar, CA’larin 5 farkl smifi belirlenmistir: a, B, y, 6 ve { (Zimmerman et al.
2007). Onceden &-CA olarak bilinen bir smif (So et al. 2004), archael Cab tipi ve bitki
tipi B CA’larda olan kivrima benzer bir kivrim gosteren kristalografik yapisina (Sawaya
et al. 2006) dayanilarak yeni bir B CA tipi olarak yeniden siniflandirilmistir (Kimber
and Pai 2000). { CA’da aktif bolgenin geometrisi [ CA’lardakinin hemen hemen
aynisidir ve ayn1 zamanda kivrimda bazi benzerlikler vardir ki bu kiviim € CA’larin 3
CA’lardakinin mesafe olarak ayrilmig alt tipini temsil edebilecegi Onermesine yol

acmistir (Xu et al. 2008).

Ug ana siif CA (o,B,y) lar her tarafa dagilmisken, 5§ CA’lar yalnizca tek hiicreli deniz
otlarinda ve diger deniz flanktomlarinda, { CA’lar yalnizca tek hiicreli deniz otlarinda
bulunur. CA vy orthologlari, archaea bakteri ve bitkilerde bulunur (Parisi et al. 2004;
Zimmerman et al. 2007). Fakat hayvanlarda ve mantarlarda ikinci planda kalmaktadir
(Elleuche and Poggeler 2009). o smifi Archea’larda bulunmamaktadir. Fakat
bakterilerde ve eukaryalarda yeterli derecede bulunmaktadir, mantarlarin sadece
filamentous tipi mantarlar o CA’y1 igermektedir (Elleuche and Poggeler 2009).
Bitkilerde ve hayvanlarda o CA’lar bircok izoform halinde bulunmaktadir.Ornegin 16
maymunlar disindaki memelilerde 15 a CA insanlarda dahil olmak {izere maymunlarda
tanimlanmistir (Sly and Hu 1995; Fabre et al. 2007). B CA’lar archae ve bakterilerin
etki alanlarina ait olan pek cok tiirli ve eukaryalarda dahil olmak {izere muhtemelen tiim

bitki ve mantar tiirlerini kapsayan en yaygin dagilima sahip sinif olarak goriiliir



(Hewett and Emmet 2000). B CA’lar ayn1 zamanda bir dizi insan patojenlerinde
mantarlar/mayalar ve bakteriler olarak nitelendirilmistir ve inhibisyon profilleri siilfanil
amidler, anyonlar, karboksilatlar ve borik asitler gibi c¢esitli etmenler vasitasiyla
kesfedilmistir (Klengel et al. 2005; Innocenti et al. 2008; Isik et al. 2008; Innocenti et
al. 2009; Schlicker et al. 2009).

1.2. Karbonik Anhidrazlarin Katalitik ve Inhibisyon Mekanizmasi

CA’larda Zn (IT) iyonu kataliz i¢in gereklidir (Supuran and Scozzafava 2002; Supuran
and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000). X-1sinlar1 kristalografik c¢aligmalar1 metal
iyonunun aktif bolgenin altinda 3 histidin aminoasidi ve bir su molekiilii/hidroksil iyonu
ile koordine edildigini gostermektedir (His 94, His 96 ve His 119) (Briganti et al. 1997,
Supuran and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2002). Ayrica
cinko ile bagh tutulan su molekiilii Glu 106’ nin karboksilat bolgesine bagli Thr 99°un
hidroksil grubu ile de hidrojen bag: etkilesimleri yapmaktadir. Bu etkilesimler ¢inkoya
bagli su molekiiliiniin niikleofilitesini ve substratin (karbondioksit) niikleofilik saldiriya
yatkinligim arttirmaktadir (Christianson and Fierke 1996; Briganti ef al. 1997; Supuran
and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000; Lindskog and Silverman 2000). Enzimin aktif
bolgesinde ¢inko iyonuna bagli hidroksil iyonu bulunmaktadir. Bu gii¢lii niikleofil

hidrofobik bdlgede bulunan karbondioksit molekiiliine saldirir.

Insan CA 1I izoenziminde Val 121, Val 143 ve Leu 198 aminoasitleri ¢inko iyonuna
bagl bikarbonatin olusumunda rol almaktadirlar. Daha sonra bikarbonat iyonu bir su
molekiilii ile yer degistirip ve ¢ozeltiye gegerken, ¢inko iyonuna bagli su molekiilii yani
katalitik olarak inaktif olan enzimin asidik formu olusmaktadir (Briganti et al. 1997;
Supuran and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000). Enzimin tekrar katalitik olarak aktif
hale (temel hali veya A formu) gegmesi i¢in aktif bolgeden ortama proton transfer edilir,
bu reaksiyon aktif bolgenin diger rezidiileri (6rnegin CA I ve CA II izoenzimlerinde His
64 amino asidi proton transferinde rol alir) veya ortamin tampon ¢ozeltileri yardimiyla
gerceklesir. Bu islem sematik olarak su sekilde 6zetlenebilir (Christianson and Fierke

1996; Briganti et al. 1997).
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Sekil 1.1. Karbonik anhidraz enziminin CO;-hidratasyon reaksiyonunu kataliz
mekanizmasinin sematik olarak gosterilisi

EZn” - OH +CO, *—3EZn"-HCO; *—§7n"’-OH,+ HCO’;

EZn>0H, <+, EZnHO + H'

CO;, nin bikarbonata doniisiimlii hidrasyonu gibi fizyolojik reaksiyonun yani sira,
CA’lar 6rnegin siyanatin karbonik asite veya siyanamidin iireye, aldehidin gem-diollere
hidrasyonlari: karboksilik veya siilfanamidlerin hidrolizi ve ayrica hidrolitik prosesler
gibi diger bircok reaksiyonlar1 katalizler (Supuran et al. 1997; Briganti et al. 1999;
Guerri et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2000). Ayrica CA III’lin yapay fosfataz
aktivitesi de goriilmiistiir (Kim er al. 2000). CA enzimlerinin fizyolojik éneme sahip
CO, hidrasyonunun reaksiyonlarindan bagka reaksiyonlar1 katalizleyip katalizlemedigi
belirsizdir. X-Ray kristal yap1 belirleme c¢alismalari su an i¢in 6 tane o (CA I-V ve
CAXII izoenzimleri) (Stams and Christianson 2000) CA’larin varligi ayrica f ve @ CA

ailelerinin varligini da gostermistir (Mitsuhashi 2000).



Cizelge 1.1. CA izoenzimlerinin katalitik aktiviteleri, siilfanamidlere ilgileri ve hiicre

icinde bulunma yerleri.

izoenzim katalik aktivite Siilfanamidlere Hiicre

icindeki (CO,hidrasyonu) ilgisi Yerleri

CAl Diisiik(CAIl'nin %10u) Orta Sitozol

CAIl Yiiksek Yiiksek Sitozol

CAIll Cok diisiik (CAIl’nin %0,3’1) | Cok Diigiik Sitozol

CAIV Yiiksek Yiiksek Membrana bagl
CAV Ortanin Ustii Yiiksek Mitokondri
CAVI Orta Ortanin Altt Salyada bulunur
CAVII Yiiksek Cok Yiiksek Sitozol

CARP VIII Aktivitesi Yok < Sitozolik Olabilir
CAIX Yiiksek Yiiksek Membrana baglh
CARP X Aktivitesi Yok * Bilinmiyor
CARP XI Aktivitesi Yok * Bilinmiyor

CA XII Aktif Bilinmiyor Membrana bagli
CA XIII° Yiiksek Olabilir Bilinmiyor Bilinmiyor

CA X1V Diisiik Bilinmiyor Membrana bagli




Cizelge 1.2. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

(1) 0=C=0 + H,0 ——* HCO;y +H'

) HN=C=NH + H,0 <*——_ H,NCONH,

(3) RCHO + H,0 —>  RCH(OH),
4—

4) RCOOAr + H,0O <«—— RCOOH + ArOH

(5) RSO;Ar + H,0O —> RSO;H + ArOH

(6) ArOPO; ™ + H,0 <«—— HPOs* + ArOH
—

(7) ArF -2 H,O —» HF + ArOH
4—

(8) PhCH,OCOCl + H,0 <—— PhCH,OH + CO,+ HCI

) RSO,CI + H,0 <+—— RSO;H + HCI
Em—

Karbonik anhidraz hemen hemen tiim organizmalarda bulunur (Bottcher et al. 1994) ve
CO, in HCO; ve H' ya hidrasyonunu tersinir olarak katalizler. 7 tane CA izoenzimi
oncelikle memelilerden karakterize edildi (Tashian et al. 1991). CA izoenzimlerinin
bilinen fizyolojik fonksiyonlarindan biri CO, in ve HCO; {iin i¢ donisiinii
kolaylagtirmaktir, bu yiizden CA izoenzimleri fotosentez, kalsifikasyon, gaz dengesi,
fizyolojik pH kontrolii gibi ¢esitli proseslerde anahtar rol oynarlar (Jabusch and Deutsh
1985). CA’nin 6nemli gorevlerinden biri gézde, merkezi sinir sisteminde, i¢ kulakta ve
baz1 diger sistemlerde pH diizenlenmesi, su ve iyon transportudur (Spicer et al. 1982;
Parkila et al. 1994; Mori et al. 1998) Insan eritrositlerindeki CA izoenzimlerinin
aktiviteleri fizyolojik satlar altinda oOnemli degisiklikler gostermektedir. CA
aktivitesindeki degisim diabetus mellitus ve hipertansiyon gibi metabolik hastaliklar ile
baglantili oldugu goriilmistiir (Parui et al. 1991; Parui et al. 1992; Beydemir et al.
2002).

0-CA’larmn ozellikleri: Genel olarak a-gen ailesi i¢inde ii¢ farklt CA izoenzim grubu
bulunur. Bu gruplarin bir tanesi memelilerde CA I, II, III, V, VII ve XIII iceren

sitoplazmik CA’lar1 kapsamaktadir. Bu izoenzimlerden mitokondriye bagli CA V



disindakiler ¢esitli dokularin sitoplazmasinda bulunurlar. Bir diger izoenzim grubu ise
membrana bagli CA’lar olarak adlandirilirlar; memelilerde CA IV, IX, XII ve XV
izoenzimlerinden olusmuslardir. Bu izoenzimler ¢ok farkli doku tipinde plazma
membranina baghdirlar. Sonuncu grup CA bagh proteinler olarak adlandirilan sasirtici

CA VIII, X ve XI izoenzimlerini igermektedirler (Tashian ez al. 2000).

Sitoplazmik CA’lar: Memelilerde katalik olarak aktif olan 6 tane sitoplazmik CA
izoenzimi (CA I, II, III, V, VII ve XIII) vardir. Bu 6 izoenzimlerden 2 tanesi yiiksek
turnover sayisina ( CA II, VII), 3 tanesi diistik turnover sayisina ( CA I, V ve XIII) ve
CA III asir1 diisiik turnover sayisina sahiptir (Chegwidden and Carter 2000). CA 1, III
ve V in disiik aktivitesinin temel sebebi proton atlama mekanizmasindaki yapisal

modifikasyonlardir (Lindskog and Silverman 2000; Stams and Christianson 2000).

CA 1II ve V izoenzimleri i¢in ise 64. rezidiideki aminoasidin farkli olmasindan dolay1
proton transferi daha zayif bir sekilde gerceklesmekte ve dolayisiyla daha diisiik bir
katalitik aktivite gdzlemlenmektedir. Ayrica, her iki izoenzimde 65. rezidiide bir
mutasyon (serin aminoasidi yerine daha dallanmis bir yan gruba sahip bir aminoasit)
icermekte ve bu da proton transfer mekanizmasini inhibe etmektedir. CA III’te ise Phe-
198 degisimi ile birlikte bu durum proton transfer mekanizmasinin tamamen elimine
olmasina yol agmakta ve bu durumda proton dogrudan sitopldzmaya aktarilmaktadir.
Oysa CA I’de 64 ve 65. rezidiilerin her ikisinde de bu durumun yiiksek aktiviteli CA
Il’deki ile esdeger oldugu gozlemlenmistir. Bu durumda temel degisim (modifikasyon)
aktif bolgeye 67, 200 ve 204° teki histidin aminoasitlerinin ilavesi olarak goriilmekte ve
boylece aktif bolge cukuru kiigiilmektedir. Bu durumda proton transferinin His-200 ile

gerceklestigine inanilmaktadir.

a-CA gen ailesinde filogenetik analizi sonucu sitoplazmik izoenzimlerin en eski
oldugunu agiga ¢ikardilar. flging bir sekilde bu iki izoenzim omurgalilar iginde smirl
rollere sahip oldugunu gordiiler. CA V karaciger ve kas mitokondrilerinde sinirlidir, CA
V buralarda ¢esitli biyokimyasal yollar i¢in bikarbonat iyonu saglarken, CA VII nin roli
heniiz belirlenmemistir (Chegwidden and Carter 2000).Fakat ilgingtir ki, CA VII nin
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oldukca korunumlu yapisi1 ve omurgali canlilarin soyundaki varligi bu izoenzimin
onemli bir fonksiyona sahip oldugunu gostermektedir. Giliniimiize dek CA ile ilgili
yapisal ve fonksiyonel evrimle ilgili caligmalarin ¢ogu daha genis bir dagilima sahip CA

I ve Il izoenzimleri lizerinde yogunlagmistir (Esbaugh and Tufts 2006).

Membrana bagh CA’lar: Memelilerde plazma membranlarina baghh 5 tane CA
izoenzimi (IV, IX, XII, XIV ve XV) bulunur (Sly 2000; Hilvo et al. 2005). Membrane
bagli CA’lar oa-gen ailesinin ¢ok erken gelisim evresinde sitoplazmik CA’lardan
farklilastign  goriilmistiir. Bu  izoenzimlerden 2 tanesi (IV  ve XV)
glikozilfosfatidilinositol (GPI) dayanak noktasi ile membrana bagli iken, diger {i¢ tanesi
(IX, XII ve XIV) transmembran bdlgesine sahiptirler. Ilging bicimde membrana bagl
izoenzimlerin katalizleme orani yalniz diisiik katalizleme oranina sahip CA XV in
disinda genellikle yiiksektir (Maren et al. 1993; Chegwidden and Carter 2000;
Whittington et al. 2004; Hilvo et al. 2005).Bu durum ise membran bagli izoenzimlerle
yiiksek aktiviteli CA 1II arasinda aktif bolge cebinde ¢ok fazla sayida aminoasit
farkliligindan kaynaklanmaktadir. Daha ayrintili bir incelemeyle, membran baglh
izoenzimlerde aktif bolge cebi ile sterik etkilesim ihtimali olmasina ragmen katalitik
mekanizma ile ilgili aminoasit rezidiilerinde biiyiik bir farklilhik olmadigi agikca
goriilmektedir. CA XV in disiik aktivite gostermesi ise aktif bolge cebi analizi ile agik
bir sekilde ifade edilememis, muhtemelen Asn62-Asp mutasyonu His64 {in
oryantasyonunu etkilemekte ve bu da proton transfer fonksiyonunu etkisiz hale
getirmektedir, fakat bu durum heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Kayda deger diger
bir nokta ise diisiik aktiviteli izoenzimler CA III ve V’te bu rezidiide mutasyon

gostermektedir (Esbaugh and Tufts 2006).

Cogu sitoplazmik CA izoenzimlerinde Pro-202 rezidiisiinlin mutasyonu Thr-199
kavisindeki dengesizlik katalitik etkinligin artisina onciiliik edecektir.ilgingtir ki, bu
mutasyonlar memeli CA IV, XIV ve XV izoenzimlerinde gerceklesmekte, fakat bu
izoenzimlerde enerji bakimindan olumsuzluk veren 202. rezidiideki mutasyona ragmen
Thr-199 un ilk konformasyonu korunmaktadir. Bu genellikle Cys-23 ve 203 arasindaki

disiilfit koprisiiniin  varligi yiliziindendir. Bu koprii tim membrana bagh CA
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izoenzimlerini korumaktadir ve sert ekstraseliiler bdlge yiizeylerinde ekstra denge
verdigine inaniyorlar ( Stams and Christianson 2000). Bu kopriiniin ayni1 zamanda SDS
ile CA izoenzimlerinin denatiirasyonunda membrana bagli CA larin dayanikliligini

sagladigini diistinmiislerdir (Whitney and Brigle 1982).

Daha once bahsedildigi gibi CA IV ve XV in ikisi de GPI ile plazma membranina
baghdirlar, bu yiizden bu izoenzimler membrana birakilmadan o6nce endoplazmik
retikulumda posttranslasyonel modifikasyonlara ugrarlar. Ik olarak endoproteolitik
enzimler N- terminal sinyal peptitdeki yarigin disindadirlar. Bu peptide CA 1V ve XV
izoenzimlerinin ilk 18-20 aminoasidinden olusmustur ve olgunlasmamis proteinin
tasinmasinda posttranslasyonel yoneltmesinde sorumludur (Waheed et al. 1996). C-
terminal hidrofobik motif ayn1 zamanda GPI dayanak noktasinin baglanma bdlgesine
yapismasini saglamaktadir.Ser-266’daki bu baglanma bdlgesi tiim omurgali CA

izoenzimlerinde hemen hemen tamamen korunmaktadir (Okuyama et al. 1995).

CA IV ve CA XV ayni1 zamanda N-terminal sinyal peptidi iceren benzer transmembran
izoenzimlerdir( Sly 2000). Ek olarak, bu izoenzimler C- terminal bolgesinde hidrofobik
bir bolgeye sahiptir ve bu sayede transmembran bir bolge olustururlar. Bu
transmembran bdlgesinin uzunlugu CA IX da 20 aminoasitten CA XII de 26 amino
aside kadar degismektedir. Ayni zamanda 25-30 aminoasitten olusmus kiiciik

intraseliiler bolge bulunmaktadir (Sly 2000).

CA’nmin eritrositlerdeki rolii: CA enziminin en O6nemli rollerinden biri de ilk
bulundugu yer olan eritrositlerdeki 6nemidir. Eritrositlerde CA tamamen sitoplazmiktir
ve temelde CO;’in tasinmasi ve salinmasinda rol alir. Insan eritrosit ghost
membranlarinin az miktarda membran baghh CA 1V enzimi igerdigi gosterilmistir; fakat
bu durumun hiicreye spesifik bir ekspresyon olmadigi gosterilmistir. CO, tasinmasi
islemi, molekiiler CO,’nin doku digina difiize edilmesiyle baslar ve kan akisina ve
oradan da eritrosit igerisine kismi basing gradienti yardimiyla alinmasyla devam eder.
Eritrositlerde CO,, HCO3™ ve H iyonlarina donistiiriiliir. Bu islem CA tarafindan

katalizlenir. HCO;  iyonu mekik yardimiyla hiicre disina gonderilir. Bu arada
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H'hemoglobin veya non-karbonik asit tamponlariyla, 6rnegin fosfat tamponlari,
tamponlanir. Bu islem eritrositlerden CO;’nin hidrasyonu sonucu olusan son tirlinlerin
her ikisinin de uzaklastirilmasimi saglar ve kandaki CO, miktarin1 maksimize eder.
Solunum organlarinda (solungag, akciger ve/veya deri) bu reaksiyonlar tersine

doniistiirtiliir ve CO; basing gradienti yardimiyla disart atilir.

CcO 0)
Doku _ ? 2‘

Deoxy HCO;

Plazm v \,r‘ hy /

~_-"
~ CO, + H,O —>H + HCO5
+

HbO, + H——>»HH + 0,
n

Eritrosit

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

HCO; + H =2 H,0 +CO;,

- § ) ) :
/ Cl ‘\C_ -,

V Oxy
M Akcige
0> CO,

Sekil 1.2. CA’larin eritrositlerdeki rolii

Karbonik anhidraz (CA) IV fare akcigerinin mikrozomal ve plazma membranindan
homojenize edilerek saflastirildi. Yalniz bir tane N-aminoasit sekansinin insan CA 1V
ile %55 benzerlik gosterdigi rapor edildi. 39 kda’luk fare enziminden alinan bir
monospesifik antikor diger memeli tiirlerinden alinan CA 1V ile capraz tepkimeler
yapilarak tavsanda iretildi. Bir N bagl oligosakkarit zinciri igceren fare akciger CA
enzimi glikozidaz ile sindirildiginde molekiil kiitlesi 36 000 daltona azaldig1 belirtildi.

Ayrica ek olarak oligosakkarit zinciri igeren sekiz tane memeli CA IV niin molekiil
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kiitleleri incelendi; sonug olarak sirasiyla akciger mikrozomal membranina bagli enzime
peptide-N- glikozidaz ile muameleden sonra koyun, sigir ve tavsanda 52 000 den
domuz, hint domuzu ve kopekten 42 000 den ve fare ve hemstir dan 39 000 den 36 000
e azaldig belirlendi (Waheed et al. 1991).

Canli organizmalar i¢in gerekli olan ¢ogu agir metal ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
hiicre yapisina baglidir ama yiiksek konsantrasyonlarda canlilarda enzim sistemlerinin

inhibisyonu yoluyla toksik etkilere yol acabilir (Johnston 1976).

Kuarsetin (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one)
Bitkilerden elde edilen flavonoida yapida olan ve antioksidan bir madde olan kuarsetin.
Bitkiler de bulunan flavonoid maddelerden bir tanesidir. Bu pigment bircok c¢igek,

meyve ve sebzenin rengini verir.
OH
OH

HO O

OH
OH O

Bu maddenin en o6nemli ozelliklerinden bir tanesikansere sebep olan koti huylu
hiicrelerin biiyiimesini engellemesidir. Bunun disinda c¢esitli saglik sorunlarinin
tedavisinde ve engellenmesine de yardimci olan anti-inflamatuar ve antioksidan
ozelliklere sahip bir maddedir.Kuarsetinin faydalanmak i¢in {iziim, domates,
turunggiller, elma, cilek ve yaprakli sebzelere tiiketilebilir

(http://www.buzzle.com/articles/quercetin-benefits.html).

Katekin ((2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)chroman-3,5,7-triol):
Katekin bir¢ok diyet {iriinii, bitki, meyve (elma, yaban mersini, iiziim ¢ekirdegi, kivi,
cilek ve benzeri gibi), yesil cay, cikolata, kakao v.b. i¢cinde bulunur. Cesitli in vitro, in

vivo ve fiziksel yontemlerle bu maddenin antioksidan etkileri belirlenmistir. Katekin
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anjiyogenez hiicredist matriks yikimi, hiicer 6liimiiniin diizenlenmesi ve kaserle ilgili

buzukluklarda ¢oklu ilag direnlerinde rol alan molekiiler mekanizmalar etkiler.

OH

HO O
‘ OH
OH
OH
Antioksidatif, antihipertansif, anti-inflamatuar, antiproliferatif, antitobmojenik ve
antihiperlipidemik v.b. gibi c¢esitli etkilere bagl olarak yesil c¢ay tiiketimi ile
kardiyovaskiiler saglik arasindaki pozitif iliski epidemiyoljik ve deneysel calsmalara
dayanarak iyi bir sekilde tespit edilmistir. Klinik calismalar katekinin antioksidan

etkilinden dolay1 yayarli oldugunu gdstermistir (Zanwar et al. 2014).

Klorojenik asit ((1S,3R,4R,5R)-3-((E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acryloyloxy)-1,4,5-
trihydroxycyclohexanecarboxylic acid):

Klorojenik asit, kafeik asit ve kinik asit esteridir. Klorojenik asit, yapraklarda ve cift
cenekli bitkilerin meyvelerinden izole edilen kahve igindeki baslica polifenolik
bilesiktir. Uzun zaman bir antioksidan olarak bilinen bu bilesik, bir yemekten sonra

glikozun kan dolagimina salinmasini da yavaslatir.

Ho, ,COOH

O

v OH
HO' X O =

OH
OH
Kahve 6nemli miktarda klorojenik asit saglayan kimyasallarin karmagik bir karigimidir.
200 ml'lik bir fincan kahvenin klorojenik asit i¢eriginin, yaklasik 35-175 mg kafeik asit
saglayacak olan 70-350 mg arasinda oldugu bildirilmistir. Epidemiyolojik aragtirmanin
sonuglari, kahve tiikketiminin, tip 2 diabetes mellitus, Parkinson hastalig1 ve karaciger
hastalig1 (siroz ve hepatoselliiler karsinom) dahil olmak tizere ¢esitli kronik hastaliklarin

onlenmesine yardimci olabilecegini gostermektedir. ileriye doniik kohort ¢alismalarmin
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cogunda kahve tliketiminin O6nemli 6l¢iide artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile
iliskili olmadig1 bulunmustur. Bununla birlikte, kahve tliketimi, kan basinct ve plazma
homosistein dahil olmak {iizere cesitli kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerindeki
artislarla iliskilidir. Su anda, kahve tiiketiminin kanser riskini artirdigina dair ¢ok az

kanit vardir (Higdon and Frei 2006).

Absisik asit  ((2Z,4E)-5-((S)-1-hydroxy-2,6,6-trimethyl-4-oxocyclohex-2-enyl)-3-
methylpenta-2,4-dienoic acid): Isoprenoid bir bitkisel hormon olan absisik asitin esas
gorevi bitkilerde absisyonu (yaprak dokiilmiinii) saglaktir. Ayrica bu hormonun
bitkilerdeki seviyesi hastalik yapict etkileri vegevresel kosullarinsebep oldugu
stresidegOsterir. Absisik asit bitkilerde terminal tomurcuklarda iiretilir.Bitkinin
gelismesini yavaglatir ve kisin mevsiminde soguk havada kuru dallarin uglarindaki
tomurcuklarin korunmasinda etkilidir. Bu hormon kis mevsimi
stiresincebitkilerdekivaskiiler kambiyum hiicrelerindeki gelismelere engel olarak primer

ve seconder biiylimeyi yavaslatir ve kis mevsimi siiresince diizenlenmeyi saglar.

Absisik asit ayrica bitkilerin ¢esitli cevresel kosullarla strese maruz kaldiklarinda bitki
kok bolgesindede iiretilir ABA bitkilerde stoma hiicrelerinin biiziiliip kapanmasini
saglayarak,su bakimindan fakir ortam kosullarinda su kaybini engellemek i¢in terlemeyi

azaltir (Hopkins and Hiiner 2004).

Morin(2-(2,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one):
Flavonoller grubuna ait bir flavonol iiyesi olan morin, niikleik asitler, enzimler ve
protein ile etkileserek onemli bir biyoaktif bilesiktir. Morin portakal, badem, incir,

sogan ve elma gibi gidalarda bulunur ve bitkisel ilaglar olarak kullanilir.
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OH O
Morinin antioksidan, anti-mutagenez, anti-enflamasyon, anti-neoplastik,
kardiyoprotektif aktiviteler, antikanser gibi c¢esitli biyolojik ve biyokimyasal etkilere
sahip olan ve giiclii bir antioksidan olarak hareket ettigi ve metal iyonu selatlama
kapasitelerine sahip oldugu gosterilmistir. Dahasi, morin bir in vitro ve in vivo olarak
oral karsinojeneze karsi kemopreventif ajan ve ayrica anti-tiimor ilaglar olarak morin ve

ilgili bilesiklerin 6nemi yaygin bir sekilde bilinmektedir (Subash and Subramanian,

2009).

Rutin:Rutin, antialerjik, anti-enflamatuar, antiproliferatif ve antikanserojenik 6zellikler

dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinen bir flavonoiddir.

Rutin kalin bagirsaga bir quersetin dagitici olarak davranir; dahasi, kuersetin, kalin
bagirsakta yogun bir sekilde metabolize edilir, bu da rutin ve / veya onun kolonik
metabolitlerinden kurtulan kuersetinin bir rol oynayabilecegini gosterir(Kim et al.

2004).
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KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien
tarafindan ve birbirlerinden ayr1 olarak kesfedilmistir. Meldrum ve Roughton 1933
yilinda si8ir eritrositinden hazirladiklar1 karbonik anhidrazin %70 saflikta oldugunu
sOylediler. Fazla miktardaki hemoglobini uzaklastirmak icin hemolizat hazirlarken
etanol ve kloroform kullandilar. Daha sonraki saflagtirmalari tuz ¢oktiirmesi ve jel
adsorbantlar ile protein karisimina uygulayarak klasik teknikler kullanarak
gerceklestirmeye calistilar. 1930 ve 1940 yillann boyunca diger memelilerin
eritrositlerinden karbonik anhidrazi saflastirmak icin benzer yontemler tanimladilar.
Teknik gelismeler sonradan eritrositlerden karbonik anhidrazi saflagtirmak igin
yontemler sagladilar. Boylece Lindskog 1960 da sigir eritrositlerinde elektroforetik
olarak ayirt edilen 2 tane karbonik anhidraz enzimi buldular. Bu iki enzim kinetik ve
kimyasal olarak ¢ok benzer olmalarina ragmen bu kanit eritrositlerdeki karbonik
anhidraz enzimleri icin kural olmayabilir.insan, maymun, at, tavsan, gine domuzu
(Tappan et al. 1964) ve sican eritrositlerinde (McIntosh 1969) turnover katsayilar
birbirinden farkli en az 2 ¢esit CA enzimi oldugu saptanmistir. Bu izoenzimlerin
katalitik aktiviteleri arasindaki farkin biiyiikliigiine gore, bu iki CA izoenzimi enzimler
arasinda essiz bir yere sahiptir. 1968 de Furth yapilan aktif bolge kimyast
caligmalarinda bu izoenzimlerin olas1 faydalarini kesfetmistir. 1968 yilinda Edsall

enzimlerin fizikokimyasal goriiniisleri, davraniglar1 ayrintili olarak ¢alisildi.

1970’1i yillara kadar kandan ve diger dokulardan CA’y1 izole etmek i¢in bir ka¢ deneme
yapildi. Keilin ve Mann 1940 yilinda 6nce domuz midesinden CA saflastirmay1 denedi
ve %30 saflikta enzim elde etmeyi basardi. Daha sonralar1 1963 yilinda Sen, Drance ve
Woodford sigir lens ekstraktindan 2 enzim fraksiyonu elde ettiler, fakat enzimi
saflagtiramadilar. 1967 yilinda Byvoet ve Gotti enzimi kdpek bobreginden kismen
saflagtirdilar ve 1969 yilindaMclntosh sican dorsolateral prostat bezlerinden iki ¢esit

CA enzimini homojen bir saflikta elde etmistir.
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Demir vd. 2004 yilinda si@ir midesinden CA enzimini saflagtirmiglardir, enzimin
molekiil kiitlesi sigir eritrosit CA enzimine ¢ok yakin 30 kDa civarinda oldugunu

bulmuslardir.

2006 yilinda Soyler tarafindan hazirladigr yiliksek lisans tezinde Van kedisinin
eritrositlerinden CA enzimini saflastirmis ve enzimin molekiil kiitlesi 30 kDa olarak

bulmustur.

Bursal 2009 yilinda yapmis oldugu doktora c¢alismasinda kivi meyvesinden CA
enzimini CM Sephadex G-25 iyon degisim kromatografisi ve Sephadex G-25
saflagtirma basamaklari ile %61,5 verimle ve 5,23 kat olarak saflastirmis. Poliakrilamid

jel elektroforezi (PAGE) ile enzimin molekiil kiitlesini 66 kDa olarak bulmustur.

Hisar vd. 2003 yilinda gokkusagi alabaligi eritrositlerinden gergeklestirdigi bir
calismada CA enziminin molekiil kiitlesini hem jel filtrasyon kromatografisi ile hem de
SDS-PAGE ile 28 kDa olarak belirlediler. 2011 yilinda Kili¢ yaptig1 yiiksek lisans
calisgmasinda koyun midesinden CA 1 ve CA 1II izoenzimlerini saflastirdi.
Calismalarinda CA II izoenzimini %78 verimle 529,4 kat saflastirdi. Enzimin molekiil
kiitlesini poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzimin molekiil kiitlesini

26,7 kDa olarak belirlediler.

Demirdag et al. 2011 yilinda koyun karaciger dokusundan CA II izoenzimini %72
verimle, 2320 EU/mg spesifik katsayisiyla 203,5 kat enzim saflagtirmiglardir ve enzimin

molekiil kiitlesini yaklagik 29 kDa olarak buldular.

Yaylac1 2009 yilinda doktora tezi ¢alismasinda ilk defa mersin alabalig1 eritrositlerinden
CA enzimini saflastirip karakterizasyon caligmasini yaptilar. Sepharose-4B-L tirozin-
siilfanilamid kolonundan enzimi %29 verimle 539 kat saflastirdilar. Enzimin molekiil
kiitlesini, safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yapilmis ve enzimin molekiil kiitlesini

29 kDa olarak buldular.
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Su ana kadar CA izoenzimleri pek ¢ok hayvan dokusundan ve bitki tiiriinden
saflagtirilip karakterize edildi. 1982 yilinda Whitney ve Brigle sigir akcigerinden
membrana bagh karbonik anhidraz enzimini saflagtirdilar ve molekiil kiitlesini 52 kda
civarinda buldular. Saflastirilan enzimin glukozamin galaktoz ve siyalik asit icerdigini
ve en az %20 sinin karbon hidrat oldugu bulunmustur. 1990 yilinda Zhu ve Sly insan
akcigerinden karbonik anhidraz IV izoenzimini saflastirdilar. Insan akciger CA IV iiniin
molekiil kiitlesini 35 kda civarinda oldugunu ve oksijen ve azot bagl oligosakkarit
zinciri igermedigini gézlemlemislerdir. Ayrica CA IV’iin yiiksek aktivitesi, halojen
tuzlarina dayanikliligi ve siilfonamidlere olan ilgisinden dolayr CA II ye benzedigini

bulmuslardir.

Flavonoidlerle yapilan ilk biyolojik aktivitelerde kilcal damar duvarlarina olumlu etki
gosterdigi belirlenmistir (Ruzsnyak and Szent 1936). Bu maddelerin kilcal damara
pozitif etkisi, genellikle kan sizdirmanin engellenmesinde, gecirgenligin ve kirilganligin

ortadan kalkmas1 yoniinde etki gostermistir (Jeney and Uri 1954).

Flavonoidler damarlara etkileri ile beraber, zayif kardiyotonik (kalp kuvvetlendirici)
maddelerdirler. Baska bir aragtirmaya gore kuersetin, rutin ve flavonoller nabzi
normallestirme ve zayif olarakta (hipodinamik) kalbi kuvvetlendirme 0Ozelliklerine

sahiptirler (Jeney and Uri 1954).

Flavonoid maddelerin en kiymetli o6zelliklerinden biri de, karaciger fonksiyonuna
pozitif etkileridir. Flavonoid maddelerin karacigerin barbiturat ve arsenik gibi
bilesiklere karsi zehirsizlertitilmesi ve safra salgilanmasini hizlandiric1 etki ettikleri
belirtilmistir (Xadjay 1972; Davidovic and Klosterman 1954).Flavonoid maddelerin
zehirsizlestirme etkisinin nedenlerinden birinin, idrar soktiiriici 6zellikleri oldugu

belirtilmistir (Borkowski et al. 1960; inan Cakir 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calismasinda kullanilan CNBr aktif sefaroz 4B, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), trietanolamin, benzamidin Sigma-Alrdich’ten. Diger gerekli kimyasallar
Merck AG’den temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Ultra santrifiij : Beckman Coulter

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Shimatzu (UV-1800)

pH metre : Schott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki  : BIO RAD (dikey)

Buzdolaplari : Arcelik

Peristaltik pompa : Ismatec

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

Derin dondurucu : Sanyo Ultra Low (-85°C’ye kadar)

3.1.3. Cahsmada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmalar:

1. 0,2 M NaHCO; c¢ozeltisi, pH: 8,7 (Sefaroz 4B matriksinin hazirlanmasi igin
kullanilan tampon): 8,4 g NaHCOs3, 450 ml destile su kulanilarak ¢oziildii, 1 N NaOH

ile pH: 8,7‘ye ayarlandiktan sonra, sonu¢ hacmi destile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

2.25 mM Tris-HCI / 0,1 M’lik Na,SO4 ¢ozeltisi, pH: 8,7 (sentezlenene afinite jelini
dengelenmek i¢in kullanilan tampon): 1,514 g Tris, 7,1 g Na,SOy tartildi, 450 ml destile
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edilmis suda ¢oziiliip daha sonra da 1 N’lik HCI ile pH: 8,7’ye getirilerek sonu¢ hacim

destile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

3.25 mM Tris-HCI / 22 mM Na,SOq ¢ozeltisi, pH: 8,7 (hemolizat uygulamasindan sonra
afinite jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon) 1,514 g Tris, 1562 g Na,SO;, tartildi,
450 ml destillenmis su ile ¢oziildii 1 N’lik HCI ile pH: 8,7’ye ayarlandiktan sonra

destile su ile toplam ¢6zelti hacmi 500 ml’ye tamamlandi.

4. 0,1 M NaCH3;COO / 0,5 M NaClOy4 ¢ozeltisi, pH: 5,6 (afinite kolonuna baglanmis
olan CA enzimlerinin eliie edilmesi i¢in uygulanan ¢ozelti): 0,347 g NaCH3;COO.3H,0
ve 3,062 g NaClO4 40 ml destillenmis suda ¢oziildii, 1 N HCI kulanilarak pH: 5,6’ya

kadar ayarlandiktan sonra destillenmis suyla toplam hacmi 50 ml’ye tamamlandi.

5. 0,02 M Tris-SO4 ¢ozeltisi, pH: 8,0 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
cozelti): 1,211 g Tris 450 ml destillenmis su icerinde ¢oziildii, 1 N H,SO4 kulanilarak

pH’s1 8,0°a ayarlandiktan sonra toplam hacim destillenmis suyla 500 ml’ye tamamlandi.

6. Numune hazirlanmasinda kullanilan tampon: 0,325 ml 1 M‘lik Tris-HCI (pH = 6,8)
0,5 ml % 10’luk SDS, 0,5 ml gliserol, 0,5 ml % 0,1°lik Br-timol mavisi bir beherde
karistirildi, sonsinda hacmi destile su kullanilarak 5 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
Hazirlanan bu tampon kullanilmadan hemen 6nce, 20 / 1 oraninda toplam tampon / -

merkaptoetanol olacak sekilde ¢cozelti hazirlandi.

7. Poliakrilamid jelinde protesnlerin yiiriitiilmesinde kullanilan tampon: 3,0 g Tris ile
14,4 g glisin 100 ml destile suda ¢oziildii, sonrasinda tizerine 10 ml % 10’luk SDS

cozeltisi eklendi toplam hacmi destile su ile 1 L’ye tamamlanda.

8. SDS-PAGE jelini boyanmak i¢in kullanilan ¢ozelti: 0,1 g Coomassie brillant blue R-
250, % 10 CH3COOH, % 40 destile su ve % 50 CH3;0H olacak sekilde karisim ihtiyag

kadar hazirlandi.
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9. SDS-PAGE’inde jelin yikanmasi amaciyla kullanilan ¢oézelti: % 10 CH;COOH, % 40
destile su ve % 50 CH30H olacak sekilde ihtiya¢ kadar hazirlandu.

10. SDS-PAGE’inde yiiriitiilen proteinlerin sabitlenmesi amaciyla kullanilan ¢ozelti: %
10 triklorasetikasit, % 40 destile su ve % 50 izopropanol olacak sekilde ihtiya¢ kadar

hazirlandi.

11. Protein ¢oOzeltilerinin kantitatif miktar tayini icin kullanilan ¢ozelti: 50 mg
coomassie brillant blue G-250, 25 ml % 95’lik etanol kullanilarak ¢6ziildii, hazirlanan
cozeltiye de % 95°lik 50 ml fosforik asit eklenerek ¢ozeltinin toplam hacmi, destile su

kulanilarak 500 ml’ye tamamlandi.

12. 1 M’lik Tris-HCI pH: 8,8 tampon ¢ozeltisi: 6,05 g Tris 45 ml suda ¢oziliip 1 M’lik
HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH: 8,8’e¢ ayarland1 sonrasinda destile su ile 50 ml’ye

tamamlanda.

13. 1 M’lik Tris-HCI pH: 6,8 tampon ¢ozeltisi: 1,21 g Tris 2,5 ml destile suda ¢oziildii 1
M’lik HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH: 6,8’e ayarlandi sonrasinda destile su ile 10 ml’ye

tamamlanda.

14. % 0,8-% 30’luk bisakrilamid-akrilamid ¢6zeltisi: 0,08 g bisakrilamid ve 3 g

akrilamid almip 6,92 ml destile su kullanilarak hazirlandu.

15. 1 g SDS 9 ml destile suda ¢oziilerek % 10’luk SDS ¢6zeltisi hazirlandi.

16. Tez calismalarimizda kullanilan kuarsetin, katekin, klojenik asit, absisik asit, morin
ve rutin 1mg/ml olacak sekilde DMSO ile ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Daha
sonra ¢alismalarda saf su ile 10.000 kat seyreltilerek kullanildi.

23



3.2. Yontem

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.a. Kalitatif Olarak Protein Tayini

Proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin amino asitlerinin 280 nm’de
maksimum absorbans goOstermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968).Bu metodla
afinite kromatografisinde elde edilen biitiin fraksiyonlarin kalitatif olarak protein

tayinleri yapildi.

3.2.1.b. Bradford Yontemine Gore Protein Tayini

Benzilseliiloz-sglfonamid afinitesi kullanilarak elde edilen enzim c¢ozeltisi ve tim
sathalardaki numunelerin protein miktarlar1 bu yontem kullanilarak tespitedildi. Bu
metodun temel prensibi, protein ile coomassie brillant blue G-250 boyasinin kompleks
olusturmasidir. Olusan protein-boya kompleksinin maksimum absorbansi 595 nm’de
goriiliir. 15 dakika igerisinde protein-boya konpleksi olusur. Olusan bu kompleks
cozeltilerde uzun siire kararli sekilde kalir. Bradford yontemi olarak bilinen bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pg araligindadir (Bradford 1976).

3.2.2. Karbonik Anhidraz Aktivite Tayini

Karbonik anhidraz enzimi {izerinde yapilan kinetik ¢aligsmalar i¢in aktivitesi ol¢timleri
estearz yontemi ile yapildi.Bu yontem CA enziminin esteraz aktivitesi gostermesi
esasina dayanir. Prensip olarak CA enzimi p-nitrofenil asetati substrat olarak kullanarak
p-nitrofenole hidroliz eder. P-nitrofenol maddesi 348 nm’de maksimum absorbsiyon

gostermektedir. (e345= 5x10° M cm™) (Verpoorte et al. 1967).
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Esteraz aktivitesi i¢in prosediir su sekildedir: 0,02 M Tris-SO4 pH: 8,0 i¢indeki enzim
cozeltisi kuvartz kiivetlere konulur ve 300 pl substrat (+inhibitor) konuldu 3 dakika sure
ile 25°C’da 348 nm’de kore karsi 6l¢iim yapildi. Deneyde kullanilacak p-nitrofenil
asetatin giinliik taze olasina 6zen gosterildi.P-nitrofenil asetat ¢6zeltisi; 13,5 mg kat1 p-
nitrofenil asetat tartilarak 0,5 ml aseton icinde ¢oziildii ve 24 ml saf suya yavas yavas

karistirlarak hazirlandu.
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3.2.3. Afinite Kromatografisi Jelinin Hazirlanmasi

Ticari olarak alan seliilloz 2 g tartilir ve ilk olarakCH,Cl, igerisine alind1 sonrasinda
100 pl benzoilkloriir eklendi 1 giin siire ile karismaya birakildi. Sonra ¢oziiciisii siiziildi
ucuruldu. Elde edilen benzoilseliiloz saf su ve sonrasinda da0,05 M Tris-SO4 pH: 8,0
tampon ¢ozelti ile yikandi. Daha sonra diazolanan siilfanilamid uzanti kolu eklenmis
matrikse kenetlendirildi. Siilfanilamid, karbonik anhidraz izoenzimlerinin spesifik ve
dontislinlii bir inhibitoriidiir, afinite jelinin yapisina girerek CA enzimlerini yiiksek

oranda saflastirilmas1 amaciyla kullanildi (Pocker and Sarkanen 1979).

Siilfanilamid kenetlendirilmesi: 50 mg siilfanilamid, 0°C civarinda 10 ml 1 M HCI
icinde ¢oziildii ve igerisinde 150 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢6zelti, siilfanilamid
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
siilfanilamid 40 ml Sepharose-4B-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH, 1 M NaOH
ile 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasga karistirildi.
Daha sonra 1 litre saf su ve 200 ml 0.05 M Tris-SOy4 (pH: 7,4) tamponuyla yikandi.

Yikandiktan sonra iizerine bir miktar daha ayn1 tampondan konularak saklandi.

3.2.3.a. Afinite Kolonunun Paketlenmesi

Elde edilen afinite jeli dengeleme tamponunun (Tris-HCI, pH: 7,8) icerisine alinarak
afinite  jeli slispanse edildi ve daha sonra su trombu yardimi ile
vakumlanarakbenzilseliiloz-siilfanilamid partikiillerininhavasi1 alindi. Siispanse edilmis
afinite jeli, icerisinde dengeleme tamponu bulunan 1x10 cm’lik kapali sistem cam
kolona peristaltik pompa yardimi ile dikkatlice paketlendi. Afinite jelipaketlendikten
sonra peristaltik pompa kullanilarak 6nce yikama ve daha sonra da dengeleme tamponu

ile yikandi.
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3.2.4. Sigir Bobrek Karbonik Anhidrazin izolasyonu

Sigir bobregi Agri merkez mezbahanesinden taze olarak elde edildi, soguk zincir
uygulanarak labaratuvara getirildi ve kullanilana kadar -20°C de saklandi. 5-6 gr
¢Oziinmiis bobrek bicak yardimiyla kii¢iik parcalara ayrildi. Parcalar1 havana konulup
stv1 azot ile pargalandi. Sonra mikserde ogiitiildii, 6gttiilmiis s18ir bobregi 25-30 ml
fosfat tamponu ile falkon tiip’e alip 10 000 xg’ de 10 dk boyunca santrifiij edildi. Pelet
(organeller ve diger hiicre atiklar1) uzaklastirildi. Siipernatant kismi yeni bir falkon tiipe
damlalik yardimiyla aktarildi. Cokelek kismi atik tankina atildi. Siipernatant kisminin
pH’s1 kati Tris kullanilarak 7,8’e ayarlandi. pH’s1 ayarlanan homojenet damlalaik

yardim ile dikkatlice afinite kolonuna uygulandi.

3.2.6. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safligimin Kontrolii

Karbonik anhidraz izoenzimi saflastirildiktan sonra % 3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli yontemiyardimi ile enzim

cozeltilerinin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli 1970).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini

Calismada kullanilan ve islemler sonucunda saflastirlan protein ¢ozeltileri Bradford
yontemi kullanilarak kantitatif protein tayinleri yapildi. Bu amagla 6nce standart grafik
hazirlandi. Elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein tayinleri Bradford yontemiyle

yapildiktan sonra bu standart grafikten (Sekil 4.1) faydalanilarak protein miktarlar

hesaplandi.
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Sekil 4.1. Bradford metoduyla kantitatif tayin i¢in kullanilan standart protein grafigi

Sigir bobrek dokusundan saflastirilan karbonik anhidraz enzimi i¢in saflastima tablosu
hazirland1 (Cizelge4.1). Sigir bobrek CA enzimi % 30.83 verimle, 2055,56 EU/mg
spesifik aktivite ile 139,45 kat saflastirildi.
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Cizelge 4.1. Sigir bobreginden CA enziminin benzoilseliiloz-siilfanilamid afinitesi ile
saflastirilma sonuglari

Numune Aktivite | Toplam | Protein | Toplam | Toplam | Spesifik % Saflagtirma
tiirii (EU/ml) | hacim | (mg/ml) | protein | aktivite aktivite | verim | Kkatsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)
Homojenat 120 25 8,14 203,5 3000 14,74 100,0 1,0
Sigir 185 5 0,09 0,45 925 2055,56 | 30,83 139,45
Bobrek CA

4.2. Enzim Safhigimin SDS-PAGE ile Kontrolii

Sig1ir bobrek dokusundan saflastirilan enzim numunelerinin saflik kontroliinii Laemmli
metoduna gore %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) kullanilarak yapildi (Laemmli 1970).

Benzoilseliiloz-siilfanilamid afinite kromatografisinden saf olarak elde edilen sigir
bobrek CA izoenzimi ve standart proteinler, Bolim 3.2.6’de anlatildigi sekilde
elektroforez islemi gerceklestirildi. Daha sonra elde edilen protein bantlarinin fotografi
cekildi ve saflagtirilan CA izoenzimlerinin molekiil kiitleleri log MK-Rf grafikleri
cizilerek bu grafiklerden hesaplandi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. SDS- PAGE fotografi 1 ve 2 nolu kuyu (sigir bobrek karbonik anhidraz) 3
Standart proteinler (66 kda, 45 kda, 29 kda).

4.3. Sigir Bobreginden Saflastirillan Karbonik Anhidraz Enzimi icin Kinetik

Cahismalar

4.3.1. Sigir Bobrek Dokusundan Saflastirllan Karbonik Anhidraz izoenzimi i¢in
Optimum Iyonik Siddet Calismasi

Sigir bobreginden elde edilen CA enziminin aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddet
degerinin tespiti i¢cin daha Onceki g¢alismalarla karbonik anhidraz izoenzimleri igin
uygunlugu belirlenen degisik konsantrasyonlardaki Tris-SO4 tamponunun optimal
pH’daki ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli Tris-SO4konsantrasyonlarinda esteraz aktivite
Ol¢iimleri yapilarak Tris-SO4 konsantrasyonlari ile aktivite degerlerinden arasindaki
farklanmay1 gosteren grafik cizildi. (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3). Yapilan ¢aligsmalar
sonucu sigir bobrek CA enzimi i¢in en uygun iyonik siddetin 20 mM Tris-HCI pH: 8,0

tamponu olarak tespit edildi.
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Cizelge 4.2. Si1g1ir bobrek CA enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in Tris-
HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite l¢iim sonuglari

Tris-SO4 10 20 50 100 200 400 600 800 1000
derisimi (mM)

Aktivite 0,286 [ 0,316 | 0,269 | 0281 |0,307 | 0,23 |0279 | 0,267 | 0,232
(EU/ml)

0.35 ~

0.25 -

0.15 -+

0.05 -~

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 4.3. Tris-SO4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak Sigir bobrek CA enziminin optimum
iyonik siddeti i¢in degisim grafigi.

4.3.2. Sigir Bobreginden Saflastirilan Karbonik Anhidraz Enzimi I¢cin Optimum
pH Calismasi

4.3.2.a. Tris-SOy I¢in Optimum pH Calismasi

Sigir bobrek CA enziminin optimum pH‘s1 6,5-9,0 araliginda 20 mM Tris-SO4 ve pH*s1
5,0-8,0 araliginda olan 50 mM K-fosfat tampon ¢ozeltilerinin yardimi ile enzim
aktivitesi esteraz metoduna gore belirlendi (Sekil 4.4-4.5 ve Cizelge 4.3-4.4). Sigir
bobregi CA enzimi i¢in optimum pH 20 mM Tris-SO4 pH: 8,0 tamponu olarak
belirlendi.

31



Cizelge 4.3. 20 mM Tris-SO4 tampon c¢ozeltisi kullanilarak sigir bobrek CA
enzimininoptimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
6,5 0,0705
7,0 0,0697
7,5 0,0903
8,0 0,0936
8,5 0,0892
9,0 0,0773
0,1
0,09
0,08
0,07
L 0,06
2
£ 0,05
<<
X 0,04
0,03
0,02
0,01
0
6 6,5 7 .5 8 8,5 9 a.5
[pH]

Sekil 4.4. 20 mM Tris-SO4 Tampon ¢ozeltileri kullanilarak sigir bobrek CA enzimi igin
yapilan optimum pH-aktivite grafigi
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4.3.2.b. KH,PO, Tamponu I¢in Optimum pH Cahsmasi

Cizelge 4.4. 20 mM KH,PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak sigir bobrek CA enziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
5,0 0,0526
5,5 0,0498
6,0 0,0640
6,5 0,0550
7,0 0,0614
7,5 0,0609
8,0 0,0615
0.07
0.06 ‘\/\/——0——’
0.05
[
£ 0.04
2
< 0.03
N
0.02
0.01
0
4 5 6 7 8 9
[pH]

Sekil 4.5. 20 mM KH,PO4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak sigir bobrek CA enzimi i¢in
yapilan optimum pH-aktivite grafigi.
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4.3.4. Stabil pH Calismasi

Sigir bobrek CA enzimi optimum pH’s1 dnceden anlatildig: gibi sekilde; pH ‘lar1 7.0,
7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 araliginda 20 mM Tris-SO4 tamponu kullanilarak enzim aktivitesi
esteraz metodu yardimu ile dlgiildii ( Sekil 4.6 ve Cizelge 4.5). Sigir bobrek CA enzimi
icin stabil pH, 20 mM Tris-SO4 tamponu pH: 7,5 olarak belirlendi.

Cizelge 4.5.S151r bobrek CA enziminin stabil pH’s1 igin 20 mM  Tris-
SO tamponuyardim ile dlgiilen aktivite sonuglari

Zaman(giin) 1 3 5 7 9

0,085 | 0,083 0,093 0,095 0,071
0,075 | 0,084 | 0,078 0,083 0,055
0,073 {0,080 | 0,091 0,076 0,062
0,074 | 0,091 0,096 0,099 0,072
0,082 | 0,074 | 0,096 0,098 0,070
0,057 | 0,063 0,100 0,098 0,070

Enzim Unitesi

011 —+—pH:6,5 —pH:7,0 ——pH:7,5 ——pH:8,0 —=—pH:8,5 ——pH:9,0

0.1
0.09
0.08

0.07

Enzim aktivitesi

0.06

0.05

0.04

0 2 4 6 8 10
Zaman (Giin)

Sekil 4.6. Degisik pH’lardaki 20 mM Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak sigir
bobrek CA enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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4.3.4. Sizir Bobreginden Saflastirlan Karbonik Anhidraz Enzimi Uzerine

Flavonoitlerin Etkilerinin Esteraz Metodu ile Bulunmasi

0,005-0,1 M arasinda kuarsetin, katekin, klorojenik asit, absisik asit, morin ve rutin
dogal hidroksilli maddelerinin stok cozeltileri hazirlandi. Sigir bobrek dokusundan
Benzilseliiloz-siilfanilamid afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz
enzimi i¢in alt1 farkli fenolik maddenin etkileri esteraz aktivitesi yontemi kullanilarak
incelendi. Bu maddelerin hepsi inhibisyon etkisi gdsterdi. Inhibisyon etkisi gdsteren her
bir dogal madde icin % Aktivite-[I] grafigi cizildi (Sekil 4.7-4.12). Daha sonra bu
grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan fenolik madde miktar1 (ICsy degerleri)
hesaplandi (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Sigir bobrek CA izoenzimi iizerine hidrataz aktivitesi yontemi ile bazi
Flavonoitlerin etkileri ve ICsy degerleri

Inhibitér Cinsi | Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri ICso (uM)
Kuarsetin Inhibe etti 0,092
Katekin Inhibe etti 0,084
Klorojenik asit Inhibe etti 0,059
Absisik asit Inhibe etti 0,175
Morin Inhibe etti 0,117
Rutin Inhibe etti 0,074
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Sekil 4.7. Kuarsetin’nin sigir bobrek CA enzimi aktivitesi lizerine etkisinin %Aktivite-
[kuarsetin] grafigi.
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Sekil 4.8. Katekin’nin sigir bobrek CA enzimi aktivitesi iizerine etkisinin %Aktivite-
[Katekin] grafigi.
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Sekil 4.9. Klorojenik asit’in sigir bobrek CA enzimi aktivitesi iizerine etkisinin %
Aktivite-[Klorojenik asit] grafigi.
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Sekil 4.10. Absisik asit’in sigir bobrek CA enzimi aktivitesi lizerine etkisinin %
Aktivite-[ Absisik asit] grafigi.
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Sekil 4.11. Morin’in sigir bobrek CA enzimi aktivitesi lizerine etkisinin %Aktivite-
[Morin] grafigi.
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Sekil 4.12. Rutin’in sigir bobrek CA enzimi aktivitesi iizerine etkisinin %Aktivite-
[Rutin] grafigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidraz (CA) her yerde bulunan bir enzim CO, in hidrasyon ve dehidrasyon
reaksiyonunu doniisiimlii olarak katalizler. Bu enzim hemen hemen yasayan tiim
organizmalarda bulunur, bununla birlikte memelilerde yalniz a-CA gen ailesi tiyeleri
bulunur (Chegwidden and Carter 2000; Hewett and Emmett 2000). Su ana kadar
subseliiler yerlesim, biyokimyasal o6zellikleri ve onlarin sekanslar1 araciligiyla
memelilerde 16 farkli CA izoenzimi belirlendi. Ek olarak son zamanlarda memeli

olmayan omurgalilarda birkag¢ yeni izoenzim belirlendi (Esbaugh and Tufts 2006).

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir.Daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik erirrositleri, sigan eritrositleri, sican tiikiiriigli, sigir kemigi,
cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve birgok kaynaktan karakterize
edilmistir.Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda oldugu tespit
edilmistir (Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Demir et al. 2001).
Balik solungaci (Bone et al. 1995) ve balik eritrositi (Arena 2002), boceklerden (Sender
et al. 1999), sigir lokositleri (Gervais and Tufts 1999) gibi ¢esitli kaynaklardan
saflastirildi.

Genel olarak a-gen ailesinde CA izoenzimlerinin 3 farkli grubu bulunmaktadir. Bu
gruplarin bir tanesi memelilerde CA I, II, III, V, VII ve XIII izoenzimlerini bulunduran
stoplazmik CA lar1 igerir. Bu izoenzimler mitokondride bulunan CA V in disinda gesitli
dokularm stoplazmasinda bulunurlar. Izoenzimlerin bir diger grubu memelilerde CA IV,
IX, XII, XIV ve XV izoenzimlerini igeren membrana bagli CA’lar olarak adlandirildi.
Bu izoenzimler bir¢ok farkli doku tipinde plazma membranina baghdirlar. En son grup
protein baglhi CA olarak adlandirilan CA VIII, X, XI izoenzimlerini igermektedir
(Tashian et al. 2000)Bu izoenzimlerin klasik CA  aktivitelerini-CO,’ nin
hidrasyon/dehidrasyonu aktivitesi- kaybettikleri ve bilinen hicbir fizyolojik fonksiyon
gostermedikleri bilinmektedir fakat olduk¢a korunumlu bir yapiya sahip olmalar

omurgalilarda bu izoenzimli ¢ok 6nemli kilmaktadir (Tashian et al. 2000).
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Cogu farkli dokularda, kemik resorpsiyonu kalsifikasyon, iyon tranportu, asit-baz
transportu ve birka¢ farkli metabolik prosesleri igeren birkag farkli fizyolojik prosesleri
kapsayan cesitli CA izoenzimleri bulunur. CA nin en 6nemli ve engok c¢alisilan
gorevlerinden bir tanesi viicut i¢indeki solunum gazlarinin taginmasidir (Esbaugh and

Tufts 2006).

Asitlerin, bazlarin, metallerin ve diger toksik bilesenler formunda ki binlerce kirletici
madde nehirlere, denizlere ve atmosfere birakilmaktadir ve bu durum dogal dengenin

tahribatiyla sonuglanmaktadir (Celik et al. 1996).

Cinko igeren metaloenzimi her yone dagilmistir, CA oncelikle hayvanlarida igeren cogu
yasayan organizmadan saflastirilmis ve karakterize edilmistir (Bottcher et al. 1994;
Krunkrai et al. 2001; Zhenyan et al. 2006). Bu enzim farkli dokularda 6nemli rol oynar
(Supuran et al. 2001). Hayvan aleminde bu enzimin literatiirde 16 izoenzimi rapor
edilmistir (Nishimori ef al. 2007). Enzim bir¢ok farkli dokudan saflastirilmis ve enzim
aktivitesi lizerine ilaglarin, pestisitlerin ve ¢esitli kimyasallarin etkileri incelenmistir
(Celik et al. 1996; Innocenti et al. 2005). Ozellikle insanda ¢ogu hastalikta CA
izoenzimlerinin inhibisyonu kullanilmaktadir. Bundan dolayi; bu enzim ¢ogu ilag i¢in
hedeftir. Ornegin, CA nin giiclii inhibitdrii olarak asetazolamide, dorzolamide ve
brinzolamide olarak bazi siilfonamidler vardir (Arena 2002). Bu CA inhibitorleri goz
ici basinci diistirmektedir, cogunlukla glukomanin tedavisi i¢in farmakolojik ajanlar

kullanilmaktadir (Casini et al. 2002; Casini et al. 2002).

CA enziminin canlilar i¢in hayati 6éneme sahip olmasi ve bdbrek dokusunun insanlar
icin temel besin kaynaklarindan olmasi ve daha 6nce hi¢ c¢alisiilmamis olmasindan
dolay1 bu dokuyu tercih ettik. Bu amagla Agr1 merkez mezbahanesinden alinan taze
bobrekler soguk zincir kuralma gore laboratuarimiza getirilmistir. Enzimin
saflagtirilmast iglemi iki basamakta gergeklestirildi; 1)Bobrek karbonik anhidraz
enzimini elde edetmek i¢in bobrek dokusundan homojenatlar hazirlandi 2) Elde edilen

homojenat numunesi i¢in hazirlanan benzilseliiloz-siilfanilamid afinite kromatografisi
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ile saflastirma islemi gerceklestirildi. Deney asamasindaki biitiin islemler soguk

ortamda gerceklestirildi.

CA enzimi suana kadar bir¢ok dokudan saflastirilmistir. CA enziminin molekiil kiitlesi
canlidan canliya, dokudan dokuya farklilik gostermektedir. Robert ve Richard 1971
yilinda koyun eritrositlerinden kolon kromatografisi ve izoelektrik fokuslamanin
kombinasyonlarin1 kullanarak bir tane biiyiik ve ii¢ tane kiiclik bilesenini saflastirdilar.
Bu biiylik form deney siiresince sedimentasyonya tek bir bilesen olarak davrandigini
bulmuslardir ve nisasta jel elektroforezi ile molekiil kiitlesini 30 000 wt mol olarak

gozlemlemislerdir.

1982 yilinda Whitney ve Brigle sigir akcigerinden membrana bagl karbonik anhidraz
enzimini saflagtirdilar ve molekiil kiitlesini 52 kda civarinda buldular. Saflastirilan
enzimin glukoz amin galaktoz ve siyalik asit icerdigini ve en az %20 sinin karbonhidrat
oldugu bulunmustur. Zhu ve Sly 1990 yilinda insan akcigerinden karbonik anhidraz IV
izoenzimini saflastirdilar. Insan akciger CA IV iiniin molekiil kiitlesini 35 kda civarinda
oldugunu ve oksijen ve azot bagli oligosakkarit zinciri igermedigini gdzlemlemislerdir.
Sender vd. 1994 yilinda fare ve insan iskelet kasinda CA IV iin molekiil kiitlesini 39
kDa olarak bulmuglardir. Demir vd. 2000 yilinda si1gir akcigerinden CA 1V izoenzimini
saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini SDS page ve jel filtrasyon

kromatografisiyle 54 ve 29 kda civarinda 2 bant olarak belirlemislerdir.

Karbonik anhidraz (CA) IV fare akcigerinin mikrozomal ve plazma membranindan
homojenize edilerek saflastirildi. Yalniz birtane N-amino asit sekansinin insan CA IV
ile %55 benzerlik gosterdigi rapor edildi. 39 kda’luk fare enziminden alinan bir
monospesifik antikor diger memeli tiirlerinden alinan CAIV ile capraz tepkimeler
yapilarak tavsanda iretildi. Bir N bagli oligosakkarit zinciri igeren fare akciger CA
enzimi glikozidaz ile sindirildiginde molekdil kiitlesi 36 000 daltona azaldig belirtildi.
Ayrica ek olarak oligosakkarit zinciri iceren sekiz tane memeli CA IV {in molekiil
kiitleleri incelendi; sonug olarak sirasiyla akciger mikrozomal membranina bagli enzime

peptide-N- glikozidaz ile muameleden sonra koyun, sigir, ve tavsanda 52 000 den
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domuz, hint domuzu ve kdpekten 42 000 den ve fare ve hemstir dan 39 000 den 36 000
e azaldigi belirlendi (Waheed et al. 1990).

2011 yilinda Kili¢ yapmis oldugu yiiksek lisans tezinde koyun midesi CA 1l izoenzimi
icin optimum sicaklik degerini 50 °C olarak beliledi. Hisar ve arkadaslar1 2002 yilinda
gokkusagi alabaligi eritrositlerinde yaptiklari ¢aligmada CA enziminin optimum

sicakligini 25°C olarak buldular.

Koyun bobregi CA 1II izoenzimi iizerine bir grup metalin etkisi esteraz aktivitesi
yontemi ile belirlenmeye calisildi. Bu ¢alismada Fe™, Cu, Cr'% Al"”, Ni%, Mn"™,
Cd"™, Zn"™ metalleri kullanildi. Calisma sonucunda Cu'? ve Al™® metalleri enzimi inhibe
ederken Fe“nin enzimi aktive ettigi goriilmiistir. Cu™” ve Al™ sirasiyla ICso degerleri
0,73 ve 0,34 mM olarak belirlenmistir. K; degerleri sirasiyla 4,21 ve 0,517 olarak
belirlendi her iki metalin inhibisyon ¢esidi yarismasiz inhibisyon olarak belirlendi

(Demirdag et al. 2013).

Demirdag vd. 2011 yilinda koyun karaciger dokusundan saflagtirdiklar1 CA II izoenzimi
iizerine bazi metallerin etkisini hem esteraz hemde hidrataz aktivitesi yontemini
kullanarak incelemislerdir. Esteraz aktivitesi yontemi ile Zn™, Cu™ Cd7?, Al”
metallerinin K; degerleri sirasiyla 3.91, 1.51, 6.7, 1.34 mM olarak bulmuslardir ve
enzimin yarigma tipi sirasiyla yari yarismali, yar1 yarigmali, yarismasiz, yar1 yarismali
olarak bulmuslardir. Hidrataz aktivitesi yontemiyle Zn™, Cu™, Cd?, Co™, Ni"
metallerinin 1Csy degerleri sirasiyla 0.058, 0.00041, 0.66, 0.75 ve 1.44 mM olarak

bulmuslardir.

Koyun bobregi CA 1V izoenzimi ilizerine bir grup metalin etkisi esteraz aktivitesi
yontemi ile belirlenmeye calisildi. Bu ¢alismada Fe™, Cu, Cr'% Al"”, Ni%, Mn"™,
Cd", Zn™ metalleri kullanildi. Caligma sonucunda Cu™* ve Al™ metalleri enzimi inhibe
ederken Fe'“nin enzimi aktive ettigi goriilmiistir. Cu™ ve Al™ sirasiyla ICso degerleri

0,23 ve 1,22 mM olarak belirlenmistir (Demirdag et al. 2013).
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Ekinci vd. 2006 yilinda insan eritrosit izoenzimlerinden CA 1 ve CA II {izerine agir
metallerin etkilerini incelediler. HCA 1I iizerine kursun, kobalt ve civa agir metalleri
icin K; degerlerini sirasiyla 0.059, 1.382, 0.32 mM olarak buldular. Kursun HCA 1I
izoenzimini yarigmali olarak, kobalt yarismasiz, civa yar1 yarismali olarak inhibe

ettigini buldular.

Bu calismada sigir bobrek dokusundan CA enzimi benzilseliiloz-siilfanilamid afinite
kromatografisi ile saflagtirilarak bazi dogal hidroksilli molekiillerin bu enzim iizerindeki

etkilerini CA’ninesteraz aktivite yontemi kullanilarak incelenmeye ¢alisilmistir.

Su ana kadar literatiirde CA izoenzimleri iizerine antibiyotiklerin etkisi iizerine yapilan
arastirmalarin sayisi ¢ok azdir.Beydemir vd. 2002 yilinda gentamisin siilfatin etkisini in
vitro ortamda hCA I ve hCA II izoenzimleri tizerine etkilerini ve in vivo ortamda fareler
iizerindeki etkilerini Wilbur ve Anderson’nun hidrataz aktivitesi yontemini kullanarak
incelediler.Sonu¢ olarak gentamisin siilfatin enzimi in vivo ortamda ve diisiik
konsantrasyonda in vitro ortamda enzimi inhibe ettigini ama yiiksek konsantrasyonda in

vitro ortamda enzimi aktive ettigini buldular.

Demirdag vd. 2011 yilinda insan hCA I ve hCA II enzimi ile koyun bdbreginden
saflagtirdiklar1 CA enzimi {lizerine oksitetrasiklin antibiyotiginin etkisini esteraz
aktivitesi metodu ile incelediler. Oksitetrasiklin antibiyotiginin her li¢ enzim {izerinde
de aktivasyon etkisi gosterdigini bulmuslardir. En giiclii aktivasyon etkisini hCA 1

iizerinde ve en zayif aktivasyon etkisini de sCA iizerinde gdsterdigini tesbit etmislerdir.

Kiling 2011 yilinda yapmis oldugu yiiksek lisan tezinde koyun midesinden CA 1 ve CA
IT izoenzimlerini saflagtirmis karakterize etmis bazi ilaglarin enzim aktivitesi {izerine
etkilerini incelemistir. SDS-PAGE ile CA 1II izoenzimin molekiil kiitlesini 26,7 kDa
olarak bulmuslardir. Kili¢ ¢alismasinda enzim iizerine ilaglarin etkisini incelemek icin
hem hidrataz hem de esteraz aktivitesini kullanmiglardir. Hidrataz aktivitesi metodu ile
enroflaksasin, tylosin, ampisilin  sodyumun enzimler {izerindeki etkilerini

incelemiglerdir. Sonu¢ olarak koyun CA II izoenzimi {izerine etki eden ilaglarin
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ICsodegerlerini enroflaksasin, tylosin, ampisilin ilaglari i¢in sirasiyla 2.47, 0.0387, 1.63
mM olarak hesaplamislardir. Enzimler iizerine kanamisin siilfatin, amikasin siilfatin ve
enroflaksasinin etkilerini esteraz aktivite yontemini kullanarak incelemislerdir.
kanamisin siilfatin, amikasin siilfatin ve enroflaksasin ilaglar1 i¢in ICsy degerlerini
sirastyla 0.118, 0.0362, K; degerlerini sirastyla 0.042+ 0.0118, 0.0327+£0.0078 mM ve

enroflaksasinin CA II izoenzimi tlizerinde etki gostermedigini tesbit etmislerdir.

Son yillarda artan sekilde dogal fenolik ya da hidroksilli molekiillerin CA izoenzimleri
yada diger onemli enzimler iizerindeki etkileri incelenmektedir. Bir¢ok dogal fenolik
maddenin insan karbonik anhidraz izoenzimleri iizerinde sonderece etili oldukari
yapilan calismalarda goriilmektedir ( Senturk et al. 2011; Ekinci et al. 2013; Guney et
al. 2015; Turkoglu et al. 2017)

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda:

1. Sigir bobreginden CA enzimi Benzilseliiloz-siilfanilamid afinite kromatografisi
kulanilarak saflastirildi. SDS-PAGE yontemi ile enzimlerin saflig1 ve proteinin molekiil

agirligr belirlendi.

2.  Sigir bobreginden elde edilen CA enzimi % 30,83 verimle, 105,35 EU/mg spesifik
aktivite ile 149,15 kat saflastirildi.

3. Elde edilen enzim i¢in kinetik caligmalar yapildi optimum iyonik siddet (20 mM
Tris), optimum pH (8,0), stabil pH (7,5) degerleri belirlendi.

4. Sigir bobrek CA enzim lizerine bazi dogal hidroksilli molekiillerin esteraz aktivitesi

yontemi ile 1Csy degerleri belirlendi.
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