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OZET

Insan eritrositlerinden saflagtirilan karbonik anhidraz izoenzimleri iizerinde baz

ilaglarin etkileri aragtirildi.

Bu amagla once eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri (HCA-I ve HCA-II) afinite
kromatografisi ile ayn ayn saflagtirildi. Caligmalarda karbonik anhidraz aktivitesinin

belirlenmesinde hidrataz ve esteraz aktivitelerinden faydalanild.

Bu tez kapsaminda karbonik anhidraz izoenzimleri iizerinde 6 ilacin etkisine bakildi.
HCA-I’in esteraz aktivitesi Gzerine; streptomisin siilfat, gentamisin siilfat ve heparin
ilaglar1 inhibisyon etkisi gosterirken sodyum ampisilin, magnezyum siilfat ve dipiron
sodyum’un etki etmedigi gorilmiigtiir. HCA-I’in hidrataz aktivitesi lizerinde; heparin ve
sodyum ampisilin’in inhibisyon, gentamisin siilfat ve dipiron sodyum’un aktivasyon
etkisi gosterdigi, streptomisin silfat ve magnezyum sulfat’in ise higbir etkiye sahip
olmadig: belirlenmistir. HCA-II’nin hidrataz aktivitesi lizerine ise magnezyum siilfat ve
sodyum ampisilin’in inhibisyon, gentamisin silfat ve dipiron sodyum ilaglarinin
aktivasyon etkisi gosterdigi, streptomisin siilfat ve heparin’in ise higbir etkiye sahip
olmadig: belirlenmistir. Inhibisyon etkisi gosteren ilaglar igin % aktivite-[I] grafikleri

cizilerek Iso degerleri bulunmugtur.



SUMMARY

Effects of some drugs were investigated on carbonic anhydrase isozymes purified from

human erythrocytes.

Firstly, erythrocyte carbonic anhydrase isozymes (HCA-I and HCA-II) were separately
purified by affinity chromatography. In this study, it was taken advantage of hydratase

and esterase activities for determining of carbonic anhydrase activities.

In this thesis, effects of six drugs were studied on carbonic anhydrase isozymes. It was
observed on HCA-I esterase activity that streptomycin sulfate, gentamicin sulfate and
heparin show inhibition effect and sodium ampicillin, magnezyum sulfate and dipyrone
sodium don’t show any effect. It was observed on HCA-I hydratase activity that
heparin, sodium ampicillin show inhibition effect, gentamicin and dipyrone sodium
show activation effect, and streptomycin sulfate and magnezyum sulfate don’t show any
effect. It was observed on HCA-II hydratase activity that magnezyum sulfate and
sudium ampicillin show inhibition effect, gentamicin sulfate and dipyron sodium show
activation effect, and streptomycin sulfate and heparin don’t show any effect. Iso values

were determined by drawing % activity-[I] graphs for drugs shown inhibition effects.
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1.GIRIS

Enzimler canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlan hizlandiran ve hig bir yan iiriin
olugsmasina firsat vermeden spesifik olarak % 100'liik bir verimi saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Proteinlerin en biyiikk ve en ozellesmis grubunu tegkil ederler.
Enzimlerin katalizleme giigleri, turnover sayis1 adi1 verilen bir degerle ifade edilir.
Turnover sayisi, birim zamanda 1mol enzimin iriine doniigtiirdiigii substratin mol
sayisina egittir. Turnover sayisi en yiksek olan enzim 600.000 s’ ile karbonik

anhidrazdir. %3

Enzimlerin bazi bilegikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin
azaltilmas1 ve hatta yok edilmesi olaymna inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan
bilegiklere de inhibitér denilir. Inhibitorler genellikle kiigiik molekiil agirhgina sahip
bilesikler veya iyonlardir.

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu biyolojik sistemlerde bashh basina bir kontrol
mekanizmas: olusturur. Bir ¢ok ilaglar ve zehirli bilegikler fonksiyonlarim bu yolla
gergeklestirirler. Inhibisyon olayindan aym zamanda enzim etki mekanizmalarinin

incelenmesinde de faydalamlir.?
Enzimatik inhibisyon baslica iki grupta incelenir;

a) Donustimsiiz inhibisyon
b) Déniigiimlii inhibisyon

Déniisiimsiiz inhibisyon’ da inhibitor enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
aynsabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyanlarinin nakledilmesinde énemli bir rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin sinir gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna
bir 6rnektir. Bu gazlardan diizopropilflorofosfat, enzimin aktif bélgesinde yer alan serin

amino asidiyle reaksiyona girerek, inaktif diizopropilfosfo-enzim olusturur.



Déntsimstiz inhibisyonda V. (enzimatik reaksiyonda ulagilabilecek maksimum hiz)

azalir, Ky ise (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degismeden kalir.

Doéntigiimli inhibisyon ii¢ grupta incelenir;
i) Yanigmali (kompetitiv) inhibisyon

i) Yarigmasiz (nonkompetitiv) inhibisyon
iif) Yar1 yanigmali (unkompetitiv) inhibisyon

Doénigimli inhibisyonun en basit tipi yarigmali (kompetitiv) inhibisyondur. Yanigmali
inhibitor yapi itibaniyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece
substratin enzime baglanmas: 6nlenmisg olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin Vmax degeri degismezken, Ky
degeri artar.

Yine déniasimla bir tip olan yarigmasiz (nonkompetitiv) inhibisyonda inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine aym anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayn:
bolgesine olmadigini gosterir. Yanigmasiz bir inhibitor etkisini bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diigiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibit6r
arasinda yariyma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artiriimakla inhibisyon
kaldinlamaz. Enzimin V. degeri azalirken Ky sabit kalir. Substrat ve inhibitor farkls
bolgelere baglanabildiginden enzimin iki gesit inaktif kompleksi meydana gelir: EI ve
ESL

Bir bagka doniiimlii inhibisyon tipi yari yarigmal (unkompetitiv) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde inhibitér serbest enzime baglanamaz. Sadece ES kompleksine
baglanir. Bunun igin tek substratli sistemlerde yan yarigmali inhibisyona seyrek
rastlanir. Birden fazla substrath enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sik rastlanir. ESI
kompleksi ortamda siirekli var olacagindan yart yarigmali inhibitér varhginda Vi
azalir. ESI kompleksinin olugumu vasitasiyla ES kompleksi ortamdan sirekli
cekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin olusum dengesi daha fazla saga
kayar ve Ky degeri kigiiliir. *



Yangmasiz (nonkompetitiv) inhibisyonun 6zel bir tiirii olan lineer kangik tip inhibisyon,
déniisimli inhibisyon gesitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda E, S ve I' mn baglanma
denge sabitleri farklilagmaktadir.*

Bircok multienzim sistemi net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitesine
sahipti. Bu sistemlerin g¢ogunda, seri reaksiyonlarin son urini belirli bir
konsantrasyona erigtiginde, sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi
inhibe eder. Bu enzimlere allosterik enzimler adi verilir. Bu olaya da feed-back
inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde
inhibitorlerin enzime baglanmasiyla degisik alt birimlerin baglanma merkezleri
arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon olay1 meydana gelir. Allosterik enzimleri
etkileyen bilesiklere modiilator adi verilir. Homotropik allosterik enzimlerde substrat
bizzat pozitif modiilatér olarak etki yapar. Heterotropik allosterik enzimlerde, enzim
substrattan bagka bilegikler tarafindan etkilenmektedir. Baz: allosterik enzimler
homotropik-heterotropik karakterde olup, modiilatérlerden birisi o enzimin substrati
digerleri bagka bilegiklerdir. Allosterik enzimlerin kinetii Michaelis-Menten
kinetiginden farkhilik gosterir.®

Karbonik anhidraz enzimi (CA) (E.C.4.2.1.1., karbonat hidroliyaz) eritrositleri de igine
alan pek cok dokuda pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilmistir.” Bu enzim
canlilarda karbondioksitin hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu reaksiyonlarim

tersinir olarak katalizleyen bir enzimdir. Katalizlenen asil reaksiyon

CO+H,0 =<=———— H,(CO;

olmasina ragmen burada olusan H,CO; kendiliginden

H,CO; H'+HCO,

scklinde H" ve bikarbonat iyonlarina ayngr. Karbondioksit gazimin su iginden
gecirilmesiyle pH'min diigmesi yukandaki reaksiyonlarin sag yone yiiriidiigiini,
bikarbonat ¢ozeltisine asit ilave edildiginde CO, kabarciklarinin olugmas: yukandaki
reaksiyonlarin sol tarafa dogru yiridagini gostermektedir. Aym olaylar hayvanlarin
solunumunda da meydana gelmektedir. Dokularda metabolizma artif1 olarak tegekkil



eden CO;, once HCO;™a cevrilerek akcigerlere tagnir. Alveollerde ise hemoglobinin
biraktigt H' ile birleserek H,CO5" ardindan tekrar CO-'i olusturur ve CO; de gaz
halinde nefesle digan atilir.

Yapilan ¢aligmalarda fizyolog ve biyokimyacilar, CO; alig-veris hizinin yukaridaki
hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarinin kendiliginden olujum hizindan ¢ok daha
fazla oldugunu gérdiiler.® Bu olaylarda, kanda mevcut olan bir enzimin rol alabilecegi
sipheleri, Raughton ve Meldrumun insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimini
bulmalanyla sona erdi.” Bir kag yil sonra bagka dokular igerisinde ve bagka canlilarda
da karbonik anhidraz varlig1 ortaya gikarildy. **'12

Ayrica baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlanin kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun olusumunda, aiglerde ve bitki
kloroplastlarinda bu enzimin 6nemli rolleri belirlenmigtir. CA s6zii gegen canl
hiicrelerin ¢ogunda sitoplazmada ¢6ziinmiig, bazen de hiicre membramina zayifca

baglanmis olarak bulunmaktadir.™

Bitki kloroplastlarindaki CA enziminin rolii heniiz tam olarak aydinlatilmamakla
beraber, fotosentez olayinin Calvin sikliisiinde 6nemli bir gérevi oldugu tahmin
edilmektedir. Nitekim CA'nin kuvvetli bir inhibitérii olan asetazolamidin (5-asetamido-
1,3,4-tiyadiazol-2-sulfonamid) aym zamanda fotosentez olayint da inhibe etmesi bu
tahmini desteklemektedir.'* CA'nin dagilimi ve omurgahlardaki bilinen veya muhtemel
fizyolojik rolleri Maren ve Carter tarafindan genis olarak anlatilmigtir.'>'¢

Ertrosit CA’sinin en Onemli fonksiyonu yukarida séz edildigi gibi doku kilcal
damarlarinda metabolizma triinii olan CO,'i HCO; ‘e, akcier pulmoner kapilerde ise
H,COst COz'e donagmesi reaksiyonunu katalizleyerek, solunum olayinda yer
almaktadir. Bobrek tiibillerinde ise ayni reaksiyonlarla, Na* ve H;O geri emilimini
saglamaktadir. DiSer dokularda da yine yukarda anlatilan reaksiyonla ya CO,
transferini, ya da H' iyonunun birikimini temin ederek, hiicre igin gerekli ortamm
meydana getirir. Nitekim omurgalilanin kan ve hiicreler arasi sivisindaki en onemli

tampon bikarbonat tampon sistemidir.'”'®" Son yillarda yapilan g¢aligmalarda



sulfonamid inhibitorlerinin Gre sentezini azalttift gosterilmisti. Bu durum,
mitokondriyal CA enziminin (CA-IV), sitrulin sentezi igin gerekli olan HCOs’ iyonunu,
sitrik asit devrinden gelen CO;'den saglayarak iire devrinin ilerlemesinde biiyiik role
sahip olmasi ile agiklanabilir. Yine iskelet kasinda CA, laktik asit-laktat dengesinde ¢ok
onemli bir role sahip oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.® Son olarak karbonik
anhidrazin CO,, HCO5;™ ve H,0 arasindaki doniigiimleri gergeklestirmesi ile bir gok
dokularda hayati 6neme sahip oldugunu séylemek miimkiindiir.

Karbonik anhidraz enziminin canli organizmalarda bilinen en 6nemli reaksiyonu

CO,+H,0 =<=——===H,C0; ——==H+HCO;

seklindedir. Yaklagtk 30 yildan beri memeli eritrositlerinde bu reaksiyonu farkli
aktivitelerle yiirtiten iki izoenzim varligi bilinmektedir. HCA-I ve HCA-II geklinde
gosterilen iki izoenzimden HCA-I distik aktivitelidir. HCA-I 'e gore ¢ok daha ytiksek
aktiviteye sahip olan HCA-II ise miktar olarak HCA-I 'in yaklagik altida biri kadardir.
HCA-I ve HCA-II, difer izoenzimlere gére daha yaygin bulunur. Sitokimyasal,
radioimmunoassay, roket immiinoelektroforezi tekniklerinin kullanilmasiyla bébrek,

beyin mukoza, pankreas, retina ve lenste varlig: belirlenmigtir.'®

1976 yilina kadar farkli genlerce sifrelenen iki CA izoenziminin varhig: biliniyordu.
Daha sonra memeli kaslarinda CA aktivitesine sahip olan bagka bir izoenzim daha
bulundu (CA-IIT). Kas CA'sinin aktivitesi HCA-I aktivitesinin yalnizca %5'i kadar olup,
molekiil agirlify diger iki izoenzime ¢ok yakindir. CA-II izoenzimine ¢ok az
miktarlarda eritrositlerde de rastlanmugtir. Ayrica diger bir izoenzim de, biiyiikbas
hayvanlann akciger membraninda ve bébrek tiibiillerinin membranlarinda bulunmustur.
Bu yeni izoenzimin membran yiizeyinde gordiigi fonksiyon kesin olarak
bilinmemektedir. CA-IV olarak gosterilen bu izoenzime membrana bagli CA'da
denilmektedir."'* Yapilan galigmalar, CA-IV”iin erigkin kisilerin dokularimn biyiik bir
béliimiinde ve bazi fetal dokularda bulundugu belirlenmigtir. Son zamanlarda, CA-V
belirli dokularin mitokondrilerinde, CA-VI tiikriik bezlerinde ve CA-VII ise sitozolde

bulunan CA izoenzimleridir.?!



Biitin bilinen karbonik anhidraz enzimlerinin aktif bolgelerinde, ligant baglarla
baglanmig ve aktivite i¢in mutlak gerekli olan bir Zn"? iyonu ve ona bagh bir OH" grubu
bulunmaktadir . Ikinci olarak, aktif bolge yakinlarindaki amino asitler, proton verici ve
proton gradiyenti olusturacak sekilde diizenlenmistir. Zn'? iyonunun uzlaklastiriimas:

ile elde edilen apokarbonik anhidraz (apo CA), higbir aktivite gostermemektedir.****?

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin memelilerdeki molekiil agirliklari 30000, bitki
kloroplastlarindan elde edilen hekzamerik bir yapiya sahip olan CA'nin ise yaklasik
180.000 dalton oldugu gorilmiigtiir.2*** Bunun yamsira, insan bobreginde hiicre zarina

bagli ve molekiil agirliklan 66.000 civarinda olan CA izoenzimlerine de rastlanmustir.

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin izoelektrik pH'lan tiirden tiire farklilik g6stermekte
ve aktivitesi ile bir korelasyona rastlanamamaktadir. Eritrosit izoenzimleri igin
izoelektrik pH, insanda 7.4 ve 5.7, atda 10.0 ve 6.0. sigirda 5.2, domuzda 7.3 ve 5.2
kopek bahiginda ise 4.5 olarak literatiire gegmistir.>>2% Amino asit bilesimleri y6niinden
benzerlik gosteren memeli, bakteri ve balik CA'lari, yiiksek oranda prolin, asidik ve
bazik amino asitler ve az miktarda kiikirtli amino asitler ihtiva etmektedir. Bitki

CA'lan ise bunlara nispeten daha yiiksek seviyede sistein tasimaktadirlar, 2227,

Karbonik anhidraz enziminin CO,, HCO; ve H,O arasindaki reaksiyonlan
katalizlemenin yanisira asetaldehit ve benzer bilesiklerin hidratasyonu ve gesitli
esterlerin de hidrolizini katalizledikleri goriilmigtiir. Enzimin "esteraz" aktivitesini
ortaya koyan bu son 6zelligi ile organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadig1 heniiz
bilinmemektedir.?***2° CA izoenzimlerinin en giiclii inhibitorleri siilfonamidlerdir.*! Bu
bilegiklerin ozelliklerinin kegfedilmesinden sonra ilaglarda kullamlan daha etkili
silfonamid tiirevi inhibitorler sentezlenmigtir. Asetazolamid ve etoksolamid bunlara
ornektir. Tek degerlikli anyonlann da inhibisyon etkisi gosterdikleri bulunmus ve sigir
CA's1 ile yapilan esteraz aktivitesi deneylerinde artan etkinlige gore F, CI, CH;COO,
NOs’, HSO5, ClO4, T, N3, SCN, CNO, HS, CN anyonlarinin p-nitrofenil asetat
hidrolizini inhibe ettikleri goériilmiigtiir. Ayrica insan eritrosit enzimlerinin de , CO;
hidratasyon reaksiyonlaninda Pb*?, Zn*?, Cd" ve Cu™ afir metal iyonlan tarafindan
inhibe edildigi bulunmugtur, 2234



Karbonik anhidrazin aktivitesi, enzimin CO.'yi hidrasyonu HCOj;™ dehidrasyonu ve bazi
esterleri hidrolizleme 6zelliklerinden yararlamlarak belirlenmektedir. Yukardaki
reaksiyonda goriildiigi gibi, ortama gére CO; gaz1 ¢ikmakta veya harcanmaktadir. Aym
zamanda H' konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Agi3a ¢ikan veya azalan CO;
gazi, kantitatif olarak manometrik yolla tespit edilebilir. Fakat manometrik yéntemin,
reaksiyon pH'sinin degisken olmasi, CO2'nin suda smmirli ¢dziinmesi ve uzun zaman
almas1 gibi sakincalani vardir.*® Yine belirli bir pH diismesi veya yitkselmesi igin gegen
siire, potansiyometrik yolla veya indikatorle tespit edilebilir. Bu yontem kisa zaman
almasi gibi avantajh bir tarafi olmasina ragmen, reaksiyon sirasinda pH'nin degisken
olmasi, COz'nin smurli ¢oziinmesi ve kullanilan indikatériin inhibisyon etkisi gibi
olumsuz sonuglan da vardir. >*?%*"® By sakincalan en az diizeye indirmek igin sabit
pH'da titrasyon veya 0.02-0.05 birimlik pH disgiisiinin indikatérlii  ortamda
spektrofotometre ile 6lgim yapildig1 hizli durdurulmug- akig reaksiyonu (rapid stopped-
flow reaction) gibi yontemler, enzimin Ky ve Vmax parametrelerinin bulunmasinda

kullanilmaktadir 2

Enzimin esteraz (ester hidrolizleme) aktivitesi p-nitrofenil asetatin hidrolizi sirasinda
agi3a c¢ikan p-nitrofenol miktarinin, 348 nm'de spektrofotometrik olarak olgiimiiyle
tayin edilmektedir.***’ CO, hidrataz aktivitesi daha ¢ok kromatografi islemlerinde,
toplanan eluatlardaki aktiviteyi 6lgmekte kullanilir.

Bu tez kapsaminda insan eritrosit karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri lizerindeki

etkileri aragtinlan ilaglar ve 6zellikleri agagida dzetlenmistir;

1.Streptomisin siilfat: Ik bulunan aminoglikozid tiirevidir. Streptomyces griseus’tan
elde edilir Gram-negatif enterik basillere karst etkinligi daha sonra bulunan

aminoglikozidlere gore diigiiktiir.

Tuberkiiloz tedavisinde kullanilir. Ripampin ve etambutol gibi oral yoldan alinan yeni
ilaglarin g¢ikmastyla bu kullanilig yerinde oOnemini kismen kaybetmistir. Tiiberkiiloz
menenjit olgulaninda kullamlir. Diger kemoterapotiklerle (genellikle tetrasiklinlerle)



birlikte bruselloz, veba ve tularemi gibi infeksiyonlarda kullamlir. E.coli'ye bagl idrar
yolu infeksiyonlarinda kullanilabilir. Bu endikasyonda idrarin pH’sinin 8'in istiine
¢ikanlmas: etkinligi artinr. Bu amagla ii¢ saatte bir 500 mg sodyum bikarbonat veya
aym miktar sodyum sitrat agizdan verilir. Antipsddomonal etkisi zayiftir;

antipsddomonal bir aminoglikozid sayilmaz.

Tiiberkiiloz disinda kalan infeksiyonlarda giinde 15-25 mg/kg dozunda i.m. kullanilir.
Bu doz ikiye boliinerek 12 saatte bir uygulamir. ilk 7-10 giinliik uygulamadan sonra
gunliikk doz 1 g’a diguriilir. Cocuklarda ve bebeklerde giinlitk doz 20-40 mg/kg'dir.

Ototoksik etkisi (ozellikle denge iizerinde) belirgindir. Nefrotoksik etkisi diger

aminoglikozidlere oranla zayiftir. *°

2.Gentamisin siilfat: Micromonospora purpurea’dan elde edilir. Gergekte yapica
birbirine ¢ok benzeyen ii¢ gentamisin tiiriinin kangimindan ibarettir. Kitlesine gore,
streptomisin, kanamisin ve amikasin’den gigliidiir. Aminoglikozid ilaglar iginde
spektrumu en genis ve antibakteriyel etki giicti en yitksek olarudir. Bakterisid etki
yapar. Ozellikle Enterobacteriaceae grubu (E.coli, Klebsiella, Aerobacter vb.) bakteriler
ile Pseudomonas aeruginosa gibi gram-negatif basiller ve penisiline ve metisiline-
dayaniklt Staph, aureus suglann izerinde etkilidir. Antipsddomonal penisilinlerle
kombine edildiginde, Proteus tirleri ve Pseudomonas iizerinde, sinerjizma nedeniyle
daha giiglii etkinlik gosterir. Sayilan bakterilerin hepsi in vitro kosullarda gentamisinin
6 ug/ml'den daha digiik konsantrasyonlari ile inhibe edilirler. Bu konsantrasyon
serumda, bir kezlik mutad doz olan i.m. 1.5 mg/kg gentamisin ile elde edilir. Plazma

proteinlerine hemen hemen hi¢ baglanmaz.

Kanda yaklasik % 10 oraminda alyuvarlara baglamir; bu nedenle anemik hastalarda
kandaki serbest gentamisin konsantrasyonu biraz daha yiiksek olur. Viicutta
biyotransformasyona ugramadan bobreklerden itrah edilir ve idrarda serumdakinden 10-

100 kez daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Gentamisin'in en o©nemli



indikasyonu, aerobik gram-negatif basillere (6zellikle Pseudomonas ve Proteus’lara)

bagh sistemik infeksiyonlardir.*®

3. Sodyum ampisilin: Hem agizdan ve hem de parenteral uygulanabilen bir penisilin
tiridir. Haemophilus influénzae, E.coli, Salmonella, Shigella, Proteus mirabilis gibi-
gram-negatif basillerin suglarmin goguna karsi bakterisid etkinlik gosterir. Ancak,
sayilan gram-negatif basillerden son yillarda meydana gelen rezistans artmasi nedeniyle
ampisilinin terapotik dstiinliigii azalmaktadir. Avrupa iilkelerinde izole edilen E.coli

suslarimn timii tizerinden yaklagik % 40’ imin ampisilin’e rezistan oldugu bulunmugtur.

Ampisilin mide-barsak kanalindan kismen (ortalama % 40) absorbe edilir; absorpsiyonu
besinler tarafindan 6nemli 6lgiide azaltilmaz. Oral uygulandiginda doruk plazma
konsantrasyonuna yaklagik 2 saatte erisilir; bu konsantrasyon nadiren 3 pug/ml’i geger.
Halbuki i.m. injeksiyonla verildiginde doruk konsantrasyona 1 saatte erisilir; diizey
daha yiiksek olur ve daha uzun siirer. Ciddi infeksiyonlarda yiiksek dozda ve parenteral
(genellikle i.v.) verilmesi gerekir. Plazma proteinlerine ¢ok az (ortalama % 20) baglanir.
Absorbe edilen dozun yaklagik yanisi bobreklerden (glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler
salgilanma suretiyle) atilir; idrardaki konsantrasyonu yiiksektir. Kalan kisminin biiyiik
boliimii karacigerde safra igine itrah edilir ve az bir kismi1 metabolize edilir. Tikamklik
olmadig takdirde safradaki konsantrasyonu plazmadakinin 300 katina ¢ikabilir. Tiibiiler
salgilanmasimm inhibe eden probenesid adli ilag ampisilin’in bébrekten itrahimi bloke
eder, kandaki konsantrasyonunu yikseltir ve uzatir. Bundan ampisilinle gonore

tedavisinde yararlanmilir. Ampisilin’in yanlanma 6mrii 0,5-1 saattir.

Ampisilin’in menenjit tedavisinde yiitksek dozda (giinde 400 mg/kg) ve i.v. kullaniimasi

tavsiye edilmektedir.

Yukarida sayilan bakterilere baglt idrar yolu infeksiyonlarinda bakteremi varsa,
ampisilin’in gene yiiksek dozda (genellikle giinde 6-12 g) ve i.v. kullamlmas: tavsiye
edilir. Bu endikasyonda ampisilin uygulamasi, bebeklerde ve gebelerde 6zel toksik

etkisi olan tetrasiklinlere tercih edilebilir.
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Ampisilin’in tavsiye edilen dozu genelde infeksiyonun ciddiligine gore 50-400
mg/kg'dir; dérde béliinerek 6 saatte bir verilir. Bu aralikta doz yiikseltildigi takdirde

ampisilin agizdan degil, parenteral (tercihen i.v.) kullamlmalidir.

Ampisilin’in sik goriilen 6zel bir yan tesiri infeksiy6z mononiikleozlu hastalarda ve
kronik lenfatik 16semi, bobrek yetmezligi ve hiperiirisemi olgularinda ve allopurinol

adli iiresemiyi dugiiriici ilag alanlarda sik olarak ciltte makulopapiler dokintii
olusturmasidir.*

4.Heparin: Sigirlarin akcigerlerinden ve domuzlann ince barsak mukozasindan
ekstraksiyon ve saflagtirma suretiyle elde edilen, lineer zincir yapisinda kompleks bir
siilfatlanmig polisakkarid ve O6zel bir terimle glukozaminoglikan’dir. Hayvanlar
aleminde mast hiicreleri ve bazofil lokositlerin igindeki salgi graniillerinde bir proteine
kovalent baglanmig olarak bulunur, bunun fonksiyonel Gnemi belli degildir ve
sistematik mastositozis'li hastalar hari¢ plazmada farkedilebilir bir miktarda bulunmaz.
Mast hiicrelerinin salgiladifi heparin ilag olarak kullanilanlara gore daha biyik
molekiillidir  (60.000-10.0000  dalton).  Viicutta heparin  benzeri  bagka
glukozaminoglikanlar bulunur; bunlar gesitli hiicrelerin dis yiiziine ve mezagimal
dokularin matriksine yerlegmis olan heparan siilfattir. Bu maddeler dogal olarak
antikoagiilant etkinlik gostermezler, fakat boyle bir potansiyele sahiptirler.

Ilag olarak hazirlanan heparin, ekstraksiyon strasinda glukozaminoglikan zincirlerinin
kirilmasi sonucu olugan 5000 ile 30000 dalton arasinda degisen (ortalama 12000 kadar)
heparin fragmentlerinin heterojen bir kanigimidir. Molekiiliinde stlfat gruplarinin yogun
olarak bulunusu nedeniyle, heparin giiclii bir anyonik maddedir ve viicutta olusan en
asidik madde olarak nitelendirilebilir. Bu o6zelliinden dolayr heparin katyonik
nitelikteki ilaglarla veya protein ve diger maddelerle kolayca birlesip kompleks
yapabilir. Viicutta heparan siilfattan ve dermatan siilfattan baska yapica heparine
benzeyen kondroitinler ve heparitinler gibi, ¢ok sayida stilfat gruplan igeren heparinoid
polisakkaridler de bulunur.*
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S5.Magnezyum siilfat: Hipomagnezeminin tedavisi i¢in tavsiye edilen dozlar kliniklere
gore degisiklik gosterir; optimal doz iizerinde fikir birligi yoktur. Magnezyum tedavisi
baglatilmadan 6nce magnezyum, % 50°lik MgSQy soliisyonu seklinde parenteral verilir.
Doz semalarindan birine gore, birinci giin 48 mmol Mg esdegeri soliisyon i.m. injekte
edilir, daha sonraki 4 giin giinde 17-25 mmol injekte edilir. Eger hasta agir ve
konviilsiyon gelismigse, 16 mmol Mg i.v. verilerek yiikleme yapilir ve aym giin daha
sonra 48 mmol i.v. verilerek uygulama siirdiiriiliir. Daha sonraki 4 giin, giinde boliinmiig
dozlar halinde 25 mmol i.v. Mg verilir; hastaya i.v. sivi uygulamasi yapiliyorsa MgSO,

soliisyonu ona ilave edilebilir.

Hipomagnezemili hasta agir degilse, eksiklik agiz yolundan magnezyum bilegikleri
verilerek diizeltilebilir. Bu durumda magnezyum diizeyinin normale dénmesi yavas olur
ve haftalar alir. Oral replesyon i¢in magnezyum laktat veya magnezyum bilesigi iceren
bir antasid miistahzar kullanilir. Genellikle giinde 15 mmol Mg esdegeri bilesik
kullamlir. Bu dozdaki oral Mg bilesigi genellikle belirgin bir diyare yapmaz. Eksiklik
fazlaysa oral replasman tavsiye edilmez. Ciinkii agizdan verilmesi gereken fazla

magnezyum tuzu ishal yapar.

Magnezyum silfat injeksiyonuna eklampsi, lokal beyin 6demi ve tetanus gibi nedenlere
bagh olan konviilsiyon hallerinde de bagvurulabilir. Brongiyal astma nobetini de
dizeltebilir. Mutad antiaritmik ilaglara cevap vermeyen rekurrent ventrikiil fibrilasyonu

durumunda i.v. magnezyum siilfat injeksiyonu veya infiizyonu iyi sonug verebilir.*

6. Dipiron sodyum: Aminopirin’in 4-metilaminometansiilfonat sodyum tiirevidir. Suda
kolay ¢oziiniir; bu nedenle injeksiyonluk preparat yapilmaya elveriglidir (1 kism1 1.5
kistm suda ¢6ziniir). Agizdan alindifinda mide suyu iginde non-enzimatik olarak ve
hizl: bir gekilde aktif metaboliti olan 4-metilaminoantipirin (4-MAA)’ya doniisiir ve o
sekilde mide-barsak kanalindan absorbe edilir. Intravendz verildiginde kanda hemen bu
metabolite donigiir. Mide-barsak kanalindan absorpsiyon oram % 85 dolayindadir. 4-
MAA karacigerde 4-formilaminoantipirin ve 4-aminoantipirin’e doniigtiiriiliir, son
metaboliti N-asetilasyona ugrar. 4-MAA'mn eliminasyon yarilanma 6mri 2.6-3.5 saat
kadardir. Metabolitlerin biiyiik kismui bébreklerden itrah edilir. Bazen bobrekte rubazon
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asidi metabolitlerinin olugsmasindan dolay: idrar kirmiziya boyar. Dipiron, farmakolojik
yonden, yan tesirleri dahil, aminopirine benzer. Analjezik etkinligi aspirininkinden
yiksektir. Baz1 incelemelerde meperidininkine egit bulunmustur. Antispazmodik etki

potansiyeli vardir.

Dipiron sodyum yarim yiizyildan fazla bir zamandir kullanilan bir ila¢ olmasina ragmen
farmakolojik ozellikleri, giincel kavramlar baglaminda ancak son zamanlarda

incelenmeye baglamlmusgtir.

Agizdan bir kezde 500-1000 mg verilir. Gunde 5 g’a kadar verilebilir. % 50'lik
injeksiyonluk ¢ozeltileri 1.2 ve 5 ml'lik ampiiller halinde bulunur. 0.5-2.5 gram dozunda
intramiiskiiler injekte edilir. Intravenoz yoldan yavag olarak injekte edilirse de bu
yoldan kullanilmasi seyrek de olsa anafilaktik soka neden oldugu igin pek tavsiye
edilmez; gerekirse i.v. yoldan 1 g'1 agmayan dozda yavas injekte edilerek verilebilir.

Uzun siire kullamlirsa kan hiicrelerinin sayist periyodik olarak izlenmelidir.*’

Yukanda da anlatildigi gibi eritrositleri de igine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici
enzim olarak karakterize edilmis olan karbonik anhidraz canlilarda CO;’in hidratasyonu
ve HCO3“in dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen bir enzimdir.
Yani solunum olayinda biyiik bir role sahiptir. Bu ¢aligmada karbonik anhidraz
enziminin iki izoenzimi olan HCA-I ve HCA-II’nin insan eritrositlerinden ayri ayn
saflagtirilmas: ve degisik tedavi amaciyla kullanilan bazi ilaglarin bu izoenzimler
lizerine in vitro etkisinin aragtiriimast amaglanmugtir. Ayrica bu ilaglardan inhibisyon
etkisi gosterenlerin % aktivite-[I] grafikleri yardimiyla Iso degerlerinin (% 50
inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonu) bulunmas: ve aktivasyon gésterenlerin
de grafikler yardimiyla belirlenmesi amaglanmigtir. Bu ¢aligmanin sonunda s6z konusu
ilaglarin karbonik anhidraz izoenzimlerini hangi konsantrasyonlarda etkiledigi

bulunacak ve bu sonuglar hekimlerin dikkatine sunulacaktir.
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2.MATERYAL VE METODLAR
2.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler

Caligmalannmizda kullanilan, Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat, standart serum albiimin,
N,N,N',N'- tetrametil etilen diamin (TEMED), diyaliz torbasi, L-tirozin Sigma Chemical
Comp'den, triklor asetik asit (TCA), sodyum karbonat, trihidroksimetilamino metan
(Tris), siyanojen bromir, sodyum sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyum kloriir, sodyum
siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, sodyum fosfat, hidroklorik asit, glisin, fosforik
asit, sodyum azotiir, metanol, aseton, etanol, kloroform, sodyum nitrat, siilflirik asit,
akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coommassie brillant blue G-250 ve R-250
E.Merck AG’den; streptomisin siilfat, gentamisin siilfat, heparin, sodyum ampisilin,
magnezyum silfat, dipiron sodyum, sodyum hidroksit, CO, gaz1 piyasadan saglanmustir.

2.2.Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Caligmalar esnasinda agagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.
Santrifiij: IEC Clinical centrifuge USA

Sogutmal: santrifiij: Heraeus sepatech suprafuge-22
Spektrofotometre: Pharmacia LKB-Biochrom, ULTROSPEC-III
pH metre: Perkin-Elmer, Coleman 28 C Metrion IV pH meter
Elektroforez tanki: Hoefer, HSI

Fraksiyon toplayicisi: Fraction collector, Eldex

Peristaltik pompa: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (isveg)
Kangtirict: Vortex-Genie, Model K-55: GE, Sci, Ind, Inc.

Hassas terazi: Mettler Ha 51 Gallenkamp

Kromatografi kolonu: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (isveg)
Kronometre: Hanhard, Elektronische Digital-stoppuhr /Germany)
Otomatik pipetler: Fischer

Magnetik kangtiric1 :1ka Combimag RCO.

Calkalayic1 :GFL
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2.3.Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmas:

Aragtirma siiresince kullanilan ¢6zeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlamg sekilleri

asagidaki gibidir:

1. 0,05 M Tris-SO4 pH=7,4 (Esteraz aktivitesi 6l¢iimii ve diyalizde kullanilan tampon):
6,055 g (0.05 mol ) Tris, 950 ml destile suda ¢oziildi. 1IN H,SO4 ile pH=7,4'e kadar titre

edildi . Daha sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamland:

2. 0,2 M NaHCOs, pH=8,8 (Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanulan tampon): 16,8 g (0,02 mol) NaHCOs, 950 ml destile suda ¢ozildi. 1IN NaOH

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

‘3. 0,15 M Na;COs/ 0,1 M NaHCO;, pH=10 (CO:-hidrataz aktivitesi o6l¢iimiinde
kullanilan tampon) 15,9 g (0,15 mol) Na,CO; ve 8,4 g (0,1 mol) NaHCO;'n 1 litre

destile suda ¢o6ziilmesi ile hazirlandi.

4. 25 mM Tris-HCl/0,1 M Na,SO4, pH=8,7 (Afinite jelinin dengelenmesi igin kullanilan
tampon ¢ozelti): 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 14,2 g (0,1 mol) NaySOs, 950 ml destile
suda ¢oziildi. 1 N HCI ile pH=8,7'ye getirildikten sonra hacim 1 litreye tamamlandi.

5. 25 mM Tris-HC1/22 mM Na;SO4, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasi igin kullanilan tampon ¢6zelti): 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 3,124 g
(22 mmol) Na,S04, 950 ml destile suda ¢ézildi. 1 N HCI ile pH=8,7'ye getirildikten

sonra hacim 1 litreye tamamland:.

6. 25 mM Na;HPO4/1 M NaCl, pH=6,3 (Kolona tutunmus HCA-I izoenziminin
eliisyonu igin kullanilan tampon ¢ézelti): 2,2g Na;HPO4 ve 14,625 g NaCl alinip, pH

6,3'e titre edildikten sonra toplam hacim 250 ml'ye destile su ile tamamland.

7. 0,1 M NaCH;C00/0,5 M NaClO4, pH=5,6 (kolona tutunmus HCA-II izoenziminin
elisyonu igin kullamlan tampon ¢ozelti): 9,187 g NaClOs ve 2,09 g 0,15 mol
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NaCH;COO3H;0, 120 ml destile su igerisinde ¢ozildi. 1N HCI ile pH's1 5,6 ya kadar
titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 150 ml'ye tamamland.

8. SDS-Elektroforezinde kullamlan numune tamponu: 0,65 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8),
3 ml % 0,1'lik SDS ve 1 ml % 100'lik gliserin, 1 ml % 0,1'lik brom timol mavisi
kangtinlarak, son hacmin saf su ile 10 ml'ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Bu tampona

kullanmadan hemen 6nce 950 pul numune tamponunda 50 pl olacak sekilde B-merkapto

etanol ilave edildi.

9. SDS-Elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml
suda ¢oziildii. Daha sonra bunun iizerine 5 ml % 0,1'lik SDS ilave edilerek toplam
hacim saf su ile 500 ml'ye tamamland.

'10. indikator cozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullamlan g¢ézelti): 0,0125 g fenol
kirmizis1 ve 0,2184 g NaHCOs'iin 1 litre saf suda ¢6ziilmesi ile hazirland:.

11. CO; ¢ozeltisi (COz-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ézelti): 0°C'de yanim saat

siireyle saf suyun igerisinden CO, gaz: gegirilerek hazirland:.

12. Coomassie brillant blue G-250 renk reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢ézelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml % 95'lik etanolde
¢oziildi. Bu gozeltiye % 95'lik fosforik asit ilave edildi. Cézeltinin hacmi saf su ile 1

litreye tamaland:.

13. Boyama ¢ozeltisi (jelin boyanmasi igin kullanilan ¢ozelti): 0,1 g Coomassie brillant
blue R-250, % 50 metanol, % 10 asetik asit ve % 40 saf su olacak sekilde yeteri kadar

hazirlandt.

14. Yikama ¢ozeltisi (jelin ytkanmas: i¢in kullamilan ¢6zelti): % 10 asetik asit olacak
sekilde yeteri kadar hazirlandi.

15. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi igin kullamlan ¢ozelti):
% 50 izopropanol, % 10 TCA, % 40 saf su olacak gekilde yeteri kadar hazirland:.
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16. Tlag stok ¢dzeltileri

Streptomycin siilfat : 1g 2 ml ¢éziiciisiinde ¢oziildii

Gentamisin silfat 80 mg 2 ml ¢oziiciisiinde ¢oziildi

Sodyum ampisilin lg 3 ml ¢6ziiciisiinde ¢oziildii
Heparin : 192.3 mg 5 ml ¢oziicisinde ¢ozildi

Magnezyum silfat 730 mg 10 ml ¢éziiciisiinde ¢ozildi
Dipiron sodyum : lg 2 ml ¢oziclisinde ¢oziuldu

17. % 0,04’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatériin 16 ml 0,01N NaOH iginde

¢oziindiikten sonra hacminin saf su ile 250 ml’ye tamamlanmastyla hazirlandi.

2.4.Yontemler
2.4.1.Protein Tayini
2.4.1.a.Kalitatif Protein Tayini

Kromatografi islemleri sonunda fraksiyon toplayicis1 yardimiyla esit hacimde alinan
biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu metodun esas: 280 nm'de
proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin maksimum absorbans gostermesi

esasma dayanmaktadir.*! Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak absorbanslan
spektrofotometrede kore kars: okundu.

2.4.1.b.Coomassie Blue Yontemi ile Protein Tayini

Bu yontemle afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢ozeltisindeki ve
hemolizattaki protein miktarlan belirlendi. Bu yontem, coomassie brillant blue G-
250'nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmas: esasina dayamr. Olusan
kompleks, 595 nm de maksimum absorbans gdsterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok

hizl1 gelisir (2 dakika). Bu yéntemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.*?

Tayin islemleri gdyle yapildi. 1 ml'sinde 1 mg protein ihtiva eden standart siir albumin
¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alind1. Saf su ile tiim
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tiiplerin hacmi 0,1 ml'ye tamamlandi. 5 ml coomassie reaktifi tiiplere ilave edildi ve
vortex ile kanstinldi. 10 dakika sonra 595 nm'de 3 ml'lik kiivetlerde kére karst
absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml aym tampon ve 5 ml coomassie
reaktifinden olugan karisim kullanmildi. Absorbans degerlerine kargihik gelen mikrogram
protein degerleri standart grafik halinde verildi.

2.4.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini
2.4.2.2.CO-Hidrataz Aktivitesi Tayini

Karbonik anhidraz enziminin saflagtinlmasi sirasinda, aktivite $lgiimleri bu yéntemle
yapildi. Bu yontem CA'nin saflagtiriimast sirasinda hemen hemen biitiin aragtirmacilar

tarafindan uygulanmugtir.

Kullamilan yéntem Maren ve arkadaglarinin geligtirmis olduklari yontemin yine Maren
tarafindan modifiye edilmis seklidir. Prensip olarak CO,'nin hidratasyonu sonucu agiga
gikan H' sebebiyle pH'mn 10'dan 74'e diigmesi i¢in gegen siirenin olgiilmesine
dayanmaktadir. Burada indikator olarak pH=7,4'de renk degisimi gosteren fenol
kirmizis1 kullanildi. Tampon olarak da pH's1 10 olan karbonat tamponundan (0,15 M
Na;C05+0,1 M NaHCO3) yararlanild1.®

Deney soyle gergeklestirilmistir: Reaksiyon tiipiine 6nce 0,1 ml indikatér, 0,5 ml H;O,
0,1 ml enzim ve 2,5 ml doygun CO; ¢ézeltileri konuldu. Ayn1 anda 1 ml karbonat
tamponu katilarak kirmizi rengin sariya doénmesi i¢in gegen siire kronometre ile
belirlendi (tc). Aym islemler her numunenin ¢aligilmasindan dnce enzim ¢6zeltisi yerine
0,1 ml saf su konularak yapild: (to). llagh galigmalarda ise suyun hacmi azaltilip ilagin
hacmi degistirilerek aktivite tayinleri yapildi. Boylece aktivite 6l¢iim ortaminda toplam

hacim 4,2 ml oldu.

Bu yonteme gore CA aktivitesi igin bir enzim nitesi (EU) enzimsiz olarak meydana

gelen CO; hidrasyonu siiresini yariya indiren enzim miktan olarak tanimlanmaktadir.
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Yani;
EU=(to-tc)/tc

formiiliine gore kullamilan enzim ¢ozeltisi hacmi igin enzim iinitesi hesaplanir.®®
2.4.2.b.Esteraz Aktivitesi Tayini

Ilaglarin CA-I izoenzimi iizerindeki etkisini aragtirmak igin bu yontem kullanildi. Bu
yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir.
Prensip olarak, karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat: 348

nm'de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolat'a hidroliz etmektedir.

o)
Il CA

NO, OCCH 3+H,0 NO, OH+CH3COOH

348 nm'de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat'n her ikiside aym absorbansi gostermektedir.
Bu yiizden fenol grubundaki H® iyonunun ayngip aynigmamasi olgimi
etkilememektedir.***> Bu dalga boyunda p-nitrofenilasetatin da gok az absorbsiyonu
oldugundan, kor olarak kullamilmaktadir. Tayin iglemleri igin su prosediir uygulandi:
Kuvartz kuvetlere 1 ml substrat, 1,4 ml tampon, 0,5 ml H;O, 0,1 ml enzim
konulmasindan 3 dakika sonra 25°C de 348 nm'de absorbanst okundu.
Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine 0,1 ml tampon konularak karigimim 3 dakika
sonundaki absorbans: ile sifira ayarlandi. Bu suretle 3 dakika iginde esterin kendi
kendine hidrolizlenen kism1 ve p-nitrofenil asetatin absorbsiyonu igin diizeltme yapild1.
Ilagh ¢ahgmalarda ise suyun hacmi azaltilarak ilacin hacmi degistirilip aktivite tayinleri
yapildi.

Bu deneyde kullamlan p-nitrofenil asetat substrat ¢ozeltisi, giinliik olarak hazirlandi:
27,2 mg ester, 1 ml aseton iginde ¢6ziildi ve hizlica kangtirilan 49 ml destile suya yavag
yavas ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM'hk olup, daha derigigini hazirlamak, esterin sinirli
¢ozinirligii dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, difer organik g¢éziiciilere nispeten
hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii oldugu i¢in secildi.** Enzim ¢ozeltisinin
tamponlanmasi 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4) ¢ozeltisiyle yapildi. *
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2.4.3.insan Eritrositlerinden Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Saflastinlmas:
2.4.3.a.Sepharose-4B Matriksi Uzerinde Afinite Jelinin Hazirlams1

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Sepharose-4B'nin CNBr ile
aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid
diazolanarak tirozine kenetlendirildi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu,
siilfanilamid ise enzimi spesifik baglayan kismimi olusturmaktadir. Silfanilamid,
karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitérii olup, afinite jelinin yapisina girerek soz
konusu enzimin yiiksek oranda saflagtiriimasinda basaniyla kullamlmugtir.*’

Sepharose-4B'in aktiflestirilmesi ve tirozin takilmasi: 20 ml Sepharose-4B, saf su ile
iyice yikanarak dekante edildi. Egit hacimde destile su ile birlestirildi. Kanigtirilmakta
olan jel siispansiyonuna 4,0 g toz halinde getirilmis CNBr'nin hepsi birden katildi. pH
metre kullamlarak siispansiyonun pH's1 11'e ¢ikarildi ve reaksiyon boyunca bu pH
degismeyinceye kadar devam edildi (10-15 dakika). Cok miktarda buz siispansiyona
katildi ve karigim hemen bir buchner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 ml soguk
NaHCO; tamponu (pH=10) ile yikand1 ve bir behere aktanildi. Aym tamponun 20
ml’sinde 80 mg tirozin ¢oziinmiis sofuk ¢ozelti behere ilave edildi ve karigtinldi
Yikama, tirozin ¢Ozeltisi ilavesi ve bagetle kangtirma, 90 saniyeden az bir siirede
tamamland:. Bundan sonra siispansiyon, 4 °C'de 2 saat siireyle manyetik kanstiricida
kangtinldt ve 16 saat 4 °C'de bekletildi. Bu siirenin bitiminde jel yikama suyu 280
nm'de absorbans vermeyinceye kadar bol suyla yikandi. Béylece raksiyona girmeyen
tirozin tamamen uzaklagtinlmig oldu. Yikama 100 ml 0,2 M NaHCO; tamponu ile
(pH=8,8) tekrarland1 ve tirozin takih jel, ayn1 tamponun 40 ml'si igine alind, 4%

Siilfanilamid kenetlendirilmesi: 25 mg silfanilamid, 0°C civarinda 10 ml 1M HCI
icinde ¢ozildi. 75 mg NaNO, ihtiva eden 0°C daki 5 ml ¢ozelti, silfanilamid
¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmig bulunan
siilfanilamid, 40 ml Sepharose-4B -L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH, 1M
NaOH ile 9,5'e gikarilarak sabit tutuldu . 3 saat siireyle oda sicaklifinda yavas yavas
kanigtinld1. Daha sonra 1 litre saf su ve 200 ml 0,05M Tris-SO,4 (pH=7,4) tamponuyla
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yikand1. Yikandiktan sonra da bu tampon i¢inde muhafaza edildi.”’~ Tiim basamaktaki
reaksiyonlann agik formilleri Sekil 2.1 gosterilmigtir.

2.4.3.b.Insan Eritrositlerinden Hazirlanan Hemolizatlarn Afinite Kolonuna

Uygulanmasi, Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Eliisyonu

Insan kamindan hemolizat eldesi su prosediire gore yapilmistir. Once arastirma
hastanesinin kan bankasindan EDTA’ll torbalarda kan alindi. Eritrositleri ayirmak igin
kan 10 ml'lik 4 tipe konuldu ve 15 dakika santrifiij edildi. Ttiplerin tist kisminda kalan
plazma ve I6kosit tabakalarn damlalikla dikkatli bir sekilde ayrildi. Daha sonra
eritrositler %0,9 NaCl ¢ozeltisi ile iki defa yikandi. Bu iglemler sonucu 100 ml kandan
40-50 ml eritrosit elde edildi. Eritrositler hacimlerinin 1,5 misli 0°C deki destile suyla
kuvvetli bir gekilde galkalanarak hemoliz edildi.”* Hemolizat 4 °C'de 10.000 rpm'de
yarim saat siireyle santrifiij edilerek eritrosit zarlan uzaklastirild.

Insan kamindan hemolizat elde edildikten sonra 2.4.2.a'da anlatildig: gibi hidrataz
aktivitesi deneyleri yapildi Elde edilen hemolizat 300 ml olarak hazirlandi ve bu
hazirlanan hemolizatlarin 1 ml'si 10 ml'ye seyreltilip ve bundan da 100 ul alinarak
aktiviteye bakildi. Bulunan absorbans degerleri pmol/mixdak cinsinden hesaplandi.

2.43.a’da hazirlanan afinite jeli, insan kamindan elde edilen hemolizatdan karbonik
anhidraz izoenzimlerinin ayn ayn saflagtinlmasinda kullamldi. Bu amagla énce 1,3
cm’x60 cm boyutlarinda bir kolona jel paketlenerek 25 mM Tris-HC1/0,1 M Na,;SO,
(pH=8,7) ¢ozeltisi ile dengelendi. Yukanda anlatildi1 sekilde hazirlanan hemolizatin
pH's1 kat1 Tris'le 8,7'ye getirildi ve daha sonra kolona tatbik edildi. Kolon 400 ml 25
mM Tris-HCI/25 mM Na;SO4 (pH=8,7) ¢ézeltisi ile yikandi. Béylece karbonik
anhidrazin biyiik kismi afinite jeline tutunmug ve diger safsizliklar uzaklagtirilmis oldu.
Izoenzimleri ayirmak igin 25 mM Na,HPO, /1 M NaCl, pH=6,3 ¢ozeltisi ile kolona
tutunmus HCA-I izoenziminin eliisyonu 0,1 M NaCH;C00/0,5 M NaClO,, pH=5,6
¢ozeltisiyle de afinite jeline adsorbe olan HCA-IT'nin eliisyonu yapildi. Eliisyonlar
fraksiyon toplayicisi ile 5'er ml halinde toplandi ve akig hizi 20 ml/saat'a ayarlandi.
Biitiin bu islemler 15-20°C civarindaki sicaklikta gergeklestirildi.>
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Sekil 2.1. Karbonik anhidraz enziminin saflagtirilmas i¢in sentezlenen afinite jelinin

toplu reaksiyonlar.
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Eliiatlarda 280 nm'de kalitatif protein tayini ve CO,-hidrataz aktivitesi tayini yapildi.
Aktivite gosteren fraksiyonlar birlegtirilerek, coomassie blue yéntemiyle toplam protein
miktan ve esteraz aktivitesi belirlendi. Daha sonra hemolizat ve saf enzim ¢6zeltisi i¢in
spesifik aktiviteler ayr1 ayn belirlenerek yizde saflagma hesaplandi. Saflagtinlan enzim
¢ozeltileri 6nce suya kargi 12 saat ve daha sonra 0,05M Tris-SO,4 (pH=7,4) ¢ozeltisine
kargt 4-5 saat diyaliz edildi.

2.4.3.c. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile izoenzimlerin Safhinin Kontrolii

Enzimlerin saflastinlmasindan sonra %3-10 kesikli sodyum dodesilstilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli tarafindan anlatildig: gibi yapilarak saflagtinlan

izoenzimlerin saflik derecesi kontrol edildi.>*

Bunun igin elektroforez plakalari once su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalan
birlestiren mikalara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. Tki cam plaka birbiri iizerine
yerlestirildi ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konuldu. Cam plakalarin
alt1, kaynama sicakhgina getirilerek ¢6ziinmiis daha sonra 40-50 °C' ye sogutulmusg agar
dokilerek kapatildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjekt6r yardimiyla ilave
edildi. Hava olmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas: igin % 0,1'lik SDS
ile ince bir tabaka olusturuldu. Katilasincaya kadar yaklagik yarim saat bekletildi.
Katilagtiktan sonra usteki SDS dokiildii. Daha sonra yigma jeli ylizeye kadar ilave
edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildi. Tarain iistiine nemli siizgeg¢ kagidi
konularak bir gece bekletildi. Ertesi gin tarak dikkatlice ¢ikanlarak plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan kuyular igaretlenerek, jelin tsti 6nce saf su,
sonra da yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismuna yiiriitme

tamponu konuldu.

Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pl
olacak sekilde 1/1 oraninda niimune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su banyosunda
inkube edildi. Numuneler sogutularak, jeldeki kuyulara ince bir enjektorle tatbik edildi.
Tank kapag kapatilarak alt tarafdan (+) kablo, (anot) iistten (-) kablo (katod)
yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra 150 volta ayarlanarak 4-5
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saat oda sicakhfinda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice ¢tkanldi. Yiiriitme tamponu, tekrar kullanilmak iizere dzel kabina alind1. Jel
sabitlegtirme ¢ozeltisinde (% 50 izopropanol+%10 TCA+% 40 saf su) 30-40 dakika
bekletildi. Daha sonra fikse ¢ozeltinden ¢ikarilan jel &6zel kabina konularak,
renklendirme ¢ozeltisi istiinii 6rtiinceye kadar eklendi. 1,5-2 saat kadar galkalayici
tizerinde birakildi. Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden gikarilarak, renksizlestirme
¢ozeltisine alindi. Belirli zaman periyotlarinda degistirilme suretiyle jelin zemin rengi
acilip, protein bantlan belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢o6zelti iginde ¢alkaland:.
Mavi renge boyanan renksizlestirme ¢ozeltisi, aktif karbon iizerinden gegirilerek tekrar

tekrar kullanildi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.

Ayirma jeli soyle hazirland: 15 ml 1 M Tris-HCI (pH=8,8), 10,66 ml % 30’luk
akrilamid -% 0,8'lik bisakrilamid, 0,61 ml % 0,1'lik SDS, 0,4 ml % 5'lik TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin) ve 11,94 ml su kanstinldi. Bu karigimin iizerine en
son olarak 0,8 ml % 1,5'luk amonyum persiilfat [(NH4).S;0s (PER)] ilave edildi.

Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

Yigma jeli hazirlanmas: sirasinda; 1 M'hik Tris-HCl (pH=6,8)'den 1,24 ml, % 30’luk
akrilamid- % 0,8’lik bisakrilamid’den 1 ml, % 0,1’lik SDS’den 0,1 ml, % 5'lik
TEMED'den 0,1 ml ve saf sudan 7,36 ml alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis % 1,5’ luk PER’den 0,2 ml ilave edildi.

2.4.4. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimleri Uzerinde Baz ilaclarin Etkilerinin

Incelenmesi

2.4.4.a. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Hidrataz Aktiviteleri Uzerinde
Inhibisyon ve Aktivasyon Gosteren Ilaglarn Etkilerinin incelenmesi

Insan eritrosit karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri iizerinde
streptomisin siilfat, gentamisin siilfat, sodyum ampisilin, heparin, magnezyum siilfat,
dipiron sodyum ilaglarimin etkilerinin var olup olmadigi miimkiin olan en yiiksek ilag
konsantrasyonunda bir 6n deneyle arastinildi. Daha sonra insan kamndan elde edilen
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eritrositlerden saflagtinlan HCA-I ve HCA-II izoenzimleri i¢in beg farkhh uygun
inhibitér konsantrasyonunda hidrataz aktivite 6lgiimii yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren
ilaglar igin % aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek Iso degerleri hesaplandi. Aktivasyon etkisi
gosteren ilaglar igin % aktivite-[I] degerleri tablolar ve grafikler halinde verildi. Bu
tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite 6l¢iim ortamu i¢in hesaplanan degerlerdir
(toplam hacim 4,2 ml).

2.4.4.b. Karbonik Anhidraz I izoenziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon

Gasteren ilaglarin Etkilerinin Incelenmesi

Insan eritrosit karbonik anhidraz I izoenziminin esteraz aktivitesi iizerinde streptomisin
siilfat, gentamisin siilfat, sodyum ampisilin, magnezyum siilfat ve dipiron sodyum
ilaglarinin etkilerinin olup olmadig miimkiin olan en yiiksek ilag konsantrasyonunda bir
6n deneyle arastirildi. Daha sonra inhibisyon gésteren ilaglar i¢in insan kanindan elde
edilen eritrositlerden saflagtirilan HCA-I izoenzimi igin beg farkli uygun inhibitér
konsantrasyonunda esteraz aktivite 6l¢iimi yapildi. Her bir ilag igin % aktivite-[I]
grafikleri ¢izildi ve Isq degerleri hesaplandi. Bu grafiklerde [I] degerleri aktivite 6l¢iim

ortam i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 3 ml).

Biitiin esteraz aktivitesi deneylerinde kullanilan ana substrat ¢ozeltisi 3 mM, aktivite
olgiim ortaminin toplam hacmi 3 ml oldufundan ve 1 ml substrat ¢ozeletisi
kullamldigindan ortamdaki substrat konsantrasyonu 1 mM’dir. Aktivite birimi oyle
hesaplandi: 348 nm'de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat iyonunun molar absorbsiyon sabiti
(e) 5,4x10° M cm’, p-nitrofenil asetatin ise 0,4x10° M cm™ oldugundan, 348 nm'de
olgiilen absorbans degerinin 5'e boliinmesi ile ortamdaki p-nitrofenol (+p-nitrofenolat)

iyonu konsantrasyonunu verir, *4’

p-Nitrofenol miktar=A(O. D)/5x10° M

p-Nitrofenol miktari=A(O. D)/5 mM
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Bulunan bu deger 3 dakika igin olduguna gore 1 dakikada olugan p-nitrofenol miktarim
bulmak igin 3'e boluniir. Toplam hacim 3 ml oldugundan

[A(ODY5] A(OD)
p-Nitrofenol miktar1 = x3 = —'—5——— u mol/dak
3

bulunur.
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3.DENEY SONUCLARI

3.1.Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz I ve II lizoenzimlerinin Afinite

Kromatografisi ile Saflagtiriimasi

Insan eritrositlerinden HCA-I ve HCA-II izoenzimleri saflagtinlmasi ayn ayn yapildi.
Elde edilen hemolizatlar kolona direkt olarak tatbik edildi. Jelin kolona yerlestirilmesi,
tamponla dengelenmesi ve yikama isleminden sonra HCA-I, 1 M NaCl/ 25 mM
Na,HPO, pH=6,3 tamponuyla; HCA-II ise 0,1 M NaCH3COO0/0,5 M NaClO, pH=5,6
tamponuyla elie edildi. Eliatlar 5 ml'lik fraksiyonlar halinde toplanarak her tiipteki
niimune igin 280 nm'de kalitatif protein tayini yapildi. Absorbans gosteren tiiplerde
CO,-hidrataz aktivitesine bakildi. Cok sayida yapilan saflagtirma islemlerinden birisinin

sonuglan Sekil 3.1°de gosterildi

2

1.5 4

Aktivite (EU/ ml)

0.5 1

1 8 5 2

Tap sayist
Sekil 3.1. Insan eritrositlerinden elde edilen HCA-I ve HCA-II izoenzimlerinin sirasiyla
1 M NaCl/ 25 mM Na;HPO, pH=6,3 ve 0,IM NaCH3COO0/0,5 M NaClO, pH=5,6
tamponlartyla elisyonu; (W) 280 nm 'de absorbans, (O0) Wilbur-Anderson birimiyle
aktivite. Kolon 1,3 cm’x60 cm, jel yiksekligi 40 cm, elisyon hizn 20 ml/saat ve

fraksiyon hacmi 5 ml.
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Insan hemolizat: ve bunlardan saflagtirilan izoenzimler igin coomassie-blue yontemiyle
protein tayini ve esteraz aktivitesi yapildi. Izoenzimlerin aktivite 6lgiimii 1 mM substrat
konsantrasyonunda ve 200 ul enzim ¢zeltisi ile yapilmistir. Protein tayinleri ise 100 pl
enzim ¢ozeltisi i¢in Ol¢iilmigtir. Hemolizatlarda ise aktivite ve protein miktan
6lgimiinde her bir hemolizattan 1 ml alimp 10 ml'ye seyreltilmis ve bundan 100 pl

alinarak hidrataz aktivitesi 6l¢iimii yapilmugtir.

Mililitre hemolizat i¢in protein miktar1 136 mg/ml ve hidrataz aktivitesi igin 1396
EU/ml olarak bulundu. Buradan hemolizat i¢in

spesifik aktivite ise (S.A)=1396/136 = 10,26 olarak hesaplandi.

Saflagtirma sonucunda HCA-I igin 7-11, HCA-II igin 18-21 nolu tiiplerdeki eluatlar
birlestirilerek coomassie-blue yontemiyle protein tayini ve hidrataz aktivitesi deneyi
yapildi. Protein miktarlan HCA-I i¢in 0,71 mg/ml, HCA-II i¢in 0,10 mg/ml iken
hidrataz aktivitesi HCA-I i¢in 36,8 A.B/ml, HCA-II i¢in 26,1 A.B/ml olarak bulundu.
Saf enzimlerin aktivite 6lgiimiinde 200 kat seyreltme yapildigindan HCA-I igin aktivite
birimi 7360, HCA-II igin 5220 olarak bulundu. Buna gére;

HCA- icin spesifik aktivite (S.A) = ?—f;) - 10366

2

HCA-II igin spesifik aktivite (S.A4) = %%9 — 52200 olarak bulundu

Bu degerlere gore hemolizatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucu HCA-I

10366/10,26=1010 kat, HCA-II 52200/10,26=5087 kat saflastirtlmis oldu.
3.2 Kantitatif Protein Tayini I¢in Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde coommassie blue yéntemi kullanildi. Bu yontem igin 6nce
standart bir egri hazirlandi. Hemolizatta ve saflagtinlan enzim g¢ozeltilerindeki protein
miktarlart bu egriye gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik
gelen absorbans degerleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Coomassie-blue yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan standart grafik.

3.3.insan Eritrositlerinden Elde Edilen Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclar

Afinite kolonundan saflagtinlan karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflifim kontrol
etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bunun igin 2.4.3.c'de
anlatildifn gibi hazirlanan kesikli SDS-poliakrilamid jel elektroforezine insandan
saflagtinilan izoenzimleri tatbik edildi. Belirginlegen protein bantlarinin fotografi gekildi
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi fotografi. 1-4. kanallar CA-1, 5-8. kanallar CA-I1

3.4.Karbonik Anhidraz I izoenziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerinde inhibisyon ve

Aktivasyon Etkisi Gosteren Ilaglarla flgili Sonuclar

Doygun substrat konsatrasyonunda insan eritrosit HCA-I izoenzimi i¢in 5 farkh ilag
konsantrasyonunda elde edilen % aktivite degerleri Tablo 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4°de
gosterilmistir. Bu ilaglardan sodyum ampisilin ve heparin, HCA-I izoenziminin hidrataz
aktivitesi lzerine inhibisyon etkisi gosterirken gentamisin silfat ve dipiron sodyum
ilaglar1 aktivasyon etkisi gostermistir, bununla birlikte streptomisin ve magnezyum
siilfat ilaglar: da higbir etki gostermemistir. Tablo 3.1 ve 3.2°deki degerler kullanilarak
inhibisyon etkisi gosteren ilaglar i¢in % aktivite-[I] grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.4-
3.5). Daha sonra bu grafikierden %50 inhibisyona sebep olan ilag konsantrasyonlan (Is,
degerleri) hesaplanmistir. Ayni sekilde aktivasyona sebep olan ilaglar igin de Tablo 3.3
ve Tablo 3.4°deki degerler kullamlarak % aktivite-[I] grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.6 ve

Sekil 3.7). Son olarak Tablo 3.5°de ilaglarin etkileri 6zetlenmistir.
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Tablo 3.1. CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine sodyum ampisilin ilacinin
etkisinin sonugclan.

[I]mM % Aktivite
0 100
0.227 68
0.454 48
0.681 25
0.908 18
1.135 14

100
Sodyum ampisilin

a0 +

w -3

70 +

4
]
> ® .
2

m ko
ES

a0+

®
m +
101
0 t + + : t
o] 02 04 06 08 1 12
{1 (mM)

Sekil 3.4. CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi i¢in sodyum ampisilin ilact kullanilarak
5 farkli ila¢ konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.2.CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine heparin ilacinin etkisinin

sonuglar.
[I]mM % Aktivite
0 100
0.0762 86
0.1524 76
0.2286 61
0.3048 54
0.381 49
100

%Aktivite
858888388

-l
o
+
+

0 0,05 01 0,15 0.2 0,25 03 035 04 0,45

{11 (mM)

o

Sekil 3.5. CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi i¢in heparin ilaci kullamlarak 5 farkh
ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.3.CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine gentamisin stlfat ilacimn

etkisinin sonuglan.

[I]mM % Aktivite

0 100
1.98 80

3.96 103
5.94 117
7.92 195
9.90 289

350 R .
Gentamisin Siifat

0 2 4 6 8 10 12

{l (mM)

Sekil 3.6. CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi i¢in gentamisin silfat ilac1 kullamlarak
5 farkl: ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.4.CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine dipiron sodyum ilacinin

etkisinin sonuglar.

[I]mM % Aktivite
0 100
34.0 88
68.0 96
102 122
136 156
170 198
250
Dipiron sodyum
200 4
2104
=
h
<
100
Cme =
80 4+
o) + + + + - + + t
o 20 40 &0 80 100 120 140 160 180
[1] (mM)

Sekil 3.7.CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi igin dipiron sodyum ilac: kullamlarak 5
farkl: ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.5. Insan eritrositlerinden saflastiilan CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi
iizerinde inhibisyon etkisi gosteren ilaglarin etkileri ve ilaglarin % aktivite-[I]

grafiklerinden elde edilen Iso degerleri.

Ila¢ Adr Ilacin Etki Tarz:

Sodyum ampisilin Inhibisyon gosterdi I50=0,385 mM
Heparin Inhibisyon gésterdi I50=0,350 mM
Gentamisin siilfat Aktivasyon gosterdi

Dipiron sodyum Aktivasyon gosterdi

Streptomisin siilfat Higbir etki géstermedi
Magnezyum siilfat Higbir etki gostermedi

3.5. Karbonik Anhidraz II izoenziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon

ve Aktivasyon Etkisi Gosteren Ilaglarla ilgili Sonuglar

Doygun substrat konsatrasyonunda insan eritrosit HCA-II izoenzimi i¢in 5 farkh ilag
konsantrasyonunda elde edilen % aktivite degerleri, Tablo 3.6, 3.7, 3.8 ve 3.9°da
gosterilmistir. Bu ilaglardan sodyum ampisilin ve magnezyum siilfat HCA-II
izoenziminin hidrataz aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi gosterirken gentamisin siilfat
ve dipiron sodyum ilaglar1 aktivasyon etkisi gostermigtir, bununla birlikte streptomisin
siilfat ve heparin ilaglarida hi¢bir etki gostermemistir. Tablo 3.6 ve 3.7°deki degerler
kullanilarak inhibisyon etkisi gosteren ilaglar igin % aktivite-[I] grafikleri ¢izilmigtir
(Sekil 3.8 ve 3.9). Daha sonra bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan ilag
konsantrasyonlan (Iso degerleri) hesaplanmistir. Aym1 gekilde aktivasyona sebep olan
ilaglar i¢in de Tablo 3.8 ve 3.9’daki degerler kullanilarak % akitivite-[I] grafikleri
¢izilmigtir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11). Son olarak Tablo 3.10°de ilaglarin etkileri

Ozetlenmigtir.
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Tablo 3.6.CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi tizerine sodyum ampisilin ilacinin

etkisinin sonuglar.

[1] mM % Aktivite
0 100
0226 82
0.452 65
0.680 55
0.904 1
1.130 36

Sodyumn ampisilin

% Aktivite

y8s88388

-
@]
)

T

02 04 06 08 1 12
(i (mM)

o
o

Sekil 3.8.CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi i¢in sodyum ampisilin ilaci kullamlarak
5 farkl ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.7.CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine magnezyum siilfat ilacinin

etkisinin sonuglan.

[1] mM % Aktivite
0 100
0.0145 82
0.0290 66
0.0436 52
0.0581 46
0.0726 34

100 =
Magnezyum siilfat
a0 +
80+
704
2 e
2
z = )
< ®
RN w04
m 4
m 4
10 +
0 t + t t t + 4
o] oo o 0,03 0,04 005 0,06 0,07 0,08
[l (mM)

Sekil 3.9.CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi igin magnezyum silfat ilaci
kullamlarak 5 farkh ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.8.CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine gentamisin siilfat ilacinin

etkisinin sonuglar1.

[I]mM % Aktivite
0 100
2 218
4 575
6 3400
8 6125
10 17969

25000
Gentamisin siilfat
20000 +
2 1s000
P
z
<
x
" 10000 4
5000 +
100 +
0 2 4 6 8 10 12
[[] (mM)

Sekil 3.10 CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi i¢in gentamisin siilfat ilaci

kullanilarak 5 farkl: ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.9.CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine dipiron sodyum ilacinin

etkisinin sonuglar.

[I]mM % Aktivite
0 100
34 130
68 165
101 210
335 310
170 420
450
Dipiron sodyum °
m 4
@ 4
a0 +
2207
2
< 20+
x
180 +
100
50 4
0 + + + t : + + t
0 20 Lo} 60 80 100 120 140 160 180,

(1 (mM)

Sekil 3.11.CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi i¢in dipiron sodyum ilaci kullamlarak
5 farkh ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.10. Insan eritrositlerinden saflastirilan CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi
tizerinde ilaglarin etkileri ve ilaglarin % aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen Iso

degerleri.

Mla¢ Adi flaclarn Etki Tarzi

Sodyum ampisilin Inhibisyon gésterdi Isg=0,774 mM
Magnezyum siilfat Inhibisyon gésterdi I5p=0,048 mM
Gentamisin siilfat Aktivasyon gosterdi

Dipiron sodyum Aktivasyon gosterdi

Streptomisin siilfat Higbir etki gostermedi

Heparin Higbir etki gostermedi

3.6. Karbonik Anhidraz I izoenziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon

Etkisi Gosteren ilaglaria Tigili Sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit HCA-I izoenzimi igin 5 farkl ilag
konsantrasyonunda elde edilen % aktivite degerleri Tablo 3.11,3.12 ve 3.13’de
gosterilmistir. Bu ilaglardan streptomisin siilfat, gentamisin siilfat ve heparin HCA-I
izoenziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gdstermistir, bununla birlikte
sodyum ampisilin, magnezyum siilfat ve dipiron sodyum ilaglarida higbir etki
gostermemigtir. Tablo 3.11 ve 3.12 ve 3.13’deki degerler kullanilarak inhibisyon etkisi
gosteren ilaglar igin % aktivite-[I] grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.12, 3.13 ve 3.14). Daha
sonra bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan ilag konsantrasyonlan (Iso deZerleri)

hesaplanmstir. Son olarak Tablo 3.14°de ilaglarin etkisi 6zetlenmistir.



Tablo 3.11.CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi Gzerine streptomisin silfat ilacinin

etkisinin sonuglan.

[I]mM % Aktivite
0 100
5.7 83
11.4 71
17.1 49
2238 39
285 38
100
Streptomisin siilfat

% Aktivite
¥4 888388

{1 (mM)

Sekil 3.12.CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi igin streptomsin siilfat ilac1 kullamlarak
5 farkl: ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.12. CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine gentamisin salfat ilacinin

etkisinin sonuglar.

[I] mM % Aktivite
0 100
1.4 76
28 63
42 52
5.6 40
7.0 28
100 ¢ Gentamisin Salfat
0 -
80 .
70 4
2 %
R 20
30 1 *
20 1
10 4
0 4 A - .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
1 (mM)

Sekil 3.13.CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi igin gentamisin stilfat ilaci kullanilarak
5 farkh ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.13.CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi {izerine heparin ilacimn etkisinin

sonuclari.
[I] mM % Aktivite
0 100
0.107 80
0.214 73
0.321 61
0428 54
0.535 40
100
Heparin
m <
80 + °
70+
e @7
2 °
z =
<
R ol .
w 4+
m 4
104
0 + t + t +
0 0.1 02 03 04 05 06
[1] (mM)

Sekil 3.14.CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi igin heparin ilacimin kullamlarak 5 farkh

ilag konsantrasyonunda % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.14. Insan eritrositlerinden saflastirilan CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi

izerinde ilaglann etkileri ve ilaglarin % aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen Iso

degerleri.
Ila¢ Ad: Dlaclarn Etki Tarzi
Streptomisin siilfat Inhibisyon gosterdi I5,=18,875 mM
Gentamisin siilfat Inhibisyon gésterdi Is;=4 mM
Heparin Inhibisyon gésterdi Is;=0,437 mM
Sodyum ampisilin Higbir etki gostermedi
Magnezyum siilfat Higbir etki gostermedi
Dipiron sodyum Higbir etki gostermedi

3.7.Karbonik Anhidraz I ve I izoenzimlerinin Aktiviteleri Uzerinde Ilaclarla
Yapilan Cahsmalarm Toplu Sonuglan

Karbonik anhidraz I izoenziminin esteraz ve hidrataz aktiviteleri ile karbonik anhidraz
Il izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerinde streptomisin siilfat, gentamisin siilfat,
sodyum ampisilin, heparin, magnezyum siilfat ve dipiron sodyum ilaglariyla yapilan

¢alismalrin toplu sonuglan Tablo 3.15”de gosterilmisgtir.

Tablo 3.15.Insan eritrositlerinden saflagtinnlan CAI ve II izoenzimlerinin aktiviteleri

tizerinde ilaglarla yapilan ¢aligmalarin toplu sonuglari.

HCAI HCAII
Hidrataz Esteraz Hidrataz

Streptomisin siilfat | Etki gostermedi 18,875 mM Etki gostermedi
Gentamisin silfat Aktivasyon gosterdi | 4 mM Aktivasyon gosterdi
Sodyum ampisilin | 0,385 mM 0,437 mM 0,774 mM

Heparin 0,350 mM Etki gostermedi | Etki gostermedi
Magnezyum siilfat | Etki gostermedi Etki g6stermedi | 0,048 mM

Dipiron sodyum Aktivasyon gosterdi | Etki gostermedi | Aktivasyon gosterdi




4. TARTISMA

Karbonik anhidraz enzimi eritrositleri de igine alan pek gok dokuda pH diizenleyici
enzim olarak karakterize edilmistir.” Bu enzim canlilarda karbondioksitin hidratasyonu
ve bikarbonatin dehidratasyonu reaksiyonlarim tersinir  olarak katalizleyen ve
solunumda biiyiik rolii olan bir enzimdir. Bu ¢alismada insan eritrosit karbonik anhidraz
izoenzimleri (HCA-I ve HCA-II) afinite kromatografisi ile ayr1 ayn saflastirilarak tedavi
amacryla sikhikla kullamlan baz: ilaglarin bu izoenzimler iizerine etkileri belirlenmeye
cahgilmigtir. Caliyma sonuglart tartiggimadan once kullanilan metodlarin  segilis

sebepleri §oyle izah edilebilir:

Karbonik anhidraz izoenzimleri saflagtirilirken genel olarak iki basamak kullamlds;
hemolizatin hazirlanmas:1 ve afinite kromatografisi iglemi. Aym giin alinan kandan
hazirlanan hemolizatin afinite kromatografisine uygulanmasindan sonra elde edilen
eliatlardaki protein muhtevalani 280 nm’de absorbanslar1 olgiilerek belirlendi. Bu
sekilde yapilmis olan kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan tirozin ve
triptofan amino asitlerinin s6z konusu dalga boyunda maksimum absorbans vermesi
esasina dayanmaktadir.*! Saflagtmlan enzim ¢ozeltisinde mg mertebesinde elde edilen
enzim ¢dzeltileri igindeki protein miktarlari, hassasiyeti diger metodlara gére ¢ok daha
iyi olup, daha az zaman alic1 ve daha az reaktif gerektiren bir yontem olan coomassie-
blue yontemiyle belirlenmistir. Bu yontemin énemli bir 6zelligi de her ¢aligma igin ayn

bir standart egri gerektirmemesidir. 2

HCA-I ve HCA-II’nin aktivite tayinleri iki farkli yontemle yapilmugtir. Birincisi; Maren
ve arkadaglarimin modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yéntemi olarak bilinen CO,-
hidrataz aktivitesidir.® Bu yontemle CO;’nin  H;O ile reaksiyona girmesi sonucu
meydana gelen H;COs’iin H' ve HCOj5' iyonlarina aynigarak ortamin pH’sim degistirme
siiresi Olglilmektedir. Kromatografi islemlerinde eliiatlardaki nisbi aktivite artig ve
azaliglarim belirlemede hemen hemen tiim aragtirmacilar tarafindan kullamlan bu
yontem, kromatografi islemleri sirasinda elde edilen eliatlardaki enzim aktivitesi

olgimii amaciyla kullamilmigtir. Ayni zamanda bu aktivite, CA izoenzimlerinin
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fizyolojik fonksiyonu oldugundan, ilaglarin CA izoenzimleri tizerindeki etkisini

aragtirmak amaciyla da kullamilmustir.

Caliymada kullamlan ikinci aktivite yontemi ise esteraz aktivitesidir. Armstrong ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen bu yontemin esasi, karbonik anhidrazin ester
baglarimin pargalamasina (esteraz aktivitesi) dayanmaktadir. Karbonik anhidraz enzimi
p-nitrofenil asetat: p-nitrofenole hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyon
vermektedir. HCA-I izoenzimi igin bu aktivite metodu kullanilmigtir. Bunun segilis
sebebi Wilbur-Anderson metoduna gére daha hassas olmasidir. Ancak hidrataz
aktivitesinin ol¢iimii fizyolojik olarak daha fazla deger tagir. p-Nitrofenil asetat, suda
¢oziinmedigi i¢in once asetonda ¢oziildii, daha sonra sulu ¢ézeltisi hazirlandi. Coziicii
olarak asetonun segilmesinin sebebi ise asetonun hidroliz reaksiyonunu en az inhibe

eden ¢oziicii olarak kullamlmasidir.

Aktivite 6lgiim pH’st HCA-I ve HCA-II izoenzimleri igin 7,4 olarak alindi Bunun
sebebi ise Kondo ve arkadaslar®’min g¢alismalarinda pH=7,4’de esteraz aktivitesi
ol¢imleri yaptiklarindan ve HCA-I ile HCA-II izoenzimlerinin bulundugu ortam olan

eritrositlerin pH’sinin 7,4 oldugundan dolayidir.

Calismada Sepharose-4B iizerinde hazirlanan afinite jeli kullamldi. Sepharose-4B agik
porlu yapistyla ¢ok iyi akig 6zelligine sahip oldugundan tercih edildi. Sepharose-4B
siyanojen bromiirle aktiflestirilerek, tirozin uzanti kolu olarak takildi. Daha sonra
siilfanilamid diazolanarak tirozine kenetlendirildi (Sekil 2.1). Siilfanilamid enzimin
spesifik bir inhibitori oldugundan afinite jelinde ligand olarak fonksiyon goérdii. Tirozin
ise enzimin ligandla daha iyi etkilegsmesini saglamak i¢in uzant: kolu olarak segildi. Zira
karbonik anhidrazin aktif bolgesi enzimin globuler yapismin 12-15 A° derinliginde
oldugu X isinlan kristallografisi ile belirlenmistir.>* Bu durumda hazrlanan afinite
jeline belirtilen derinlife erigebilecek uzunlukta bir uzanti kolu baglanmasi

gerekmektedir. Iste tirozin, bu amagla afinite jelinin biinyesine alind1.

Caliymada kullamilan ilaglar aragtirnlirken siklikla kullanilip kullanmilmadigina bakildi.
Tlaglar segilirken arastirma hastanesinden bir ¢ok doktorla fikir alis verisinde bulunuldu,



miimkiin oldugu kadar en ¢ok kullanilan ilaglar tercih edildi. Bu galismada kullanilan
ilaglarin suda ¢oziinen ilaglar olmasina dikkat edildi. Ve toplam alt1 tane ilag ¢alisildi.
Bu ilaglardan streptomisin siilfat, gentamisin siilfat ve heparin ilaglarimin HCA-I
izoenziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosterdigi belirlendi
(Tablo 3.14). HCA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine ise sodyum ampisilin ve
heparin ilaglari inhibisyon, gentamisin siilfat, dipiron sodyum aktivasyon etkisi
gosterirken, streptomisin siilfat ve magnezyum siilfatin higbir etkiye sahip olmadig
goriildii (Tablo 3.5). Bu sonuglara gore, heparin CA-I izoenziminin hem esteraz hemde
hidrataz aktivitesini inhibe ederken gentamisin siilfat esteraz aktivitesini inhibe etmekte
hidrataz aktivitesini artirmaktadir. Yine streptomisin siilfat esteraz aktivitesini inhibe
ederken, hidrataz aktivitesine herhangi bir etkisi olmamaktadir. Béylece bir enzimin
inhibisyon kinetigi ¢aligilirken, substratin farkliliginin nazara alinmas: gergegi bariz bir

sekilde karsimiza gikmaktadir.

HCA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine de sodyum ampisilin, magnezyum
sulfat inhibisyon etkisi, gentamisin siilfat ve dipiron sodyum aktivasyon etkisi
gosterirken, streptomisin silfat ve heparin ilaglarinin higbir etkiye sahip olmadif
deneyler sonucunda belirlendi (Tablo 3.10). Burada da izoenzimlerin inhibitér veya

aktivatorlere karg: ilgisinin farkli olmasi gergegi ortaya gikmaktadir.

Callsmada degigik inhibitor konsantrasyonlarinda substrat miktart sabit tutularak
inhibisyon dereceleri belirlenmekdir. Bir inhibitdriin inhibisyon etkisini belirlemede Iso
degerleri kullanilmaktadir.> Caligmada enzimin esteraz ve hidrataz aktivitesi iizerine
inhibisyon etkisi gosteren ilaglarin Iso degerleri % aktivite-[I] grafikleri vasitasiyla
belirlendi. Genelde ilag ve kimyasal maddelerin enzimler iizerinde olan inhibisyon

etkileri Isp degeri olarak literatiirde verilir.

CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren streptomisin

sulfat, gentamisin siilfat ve heparin ilaglari i¢in Iso degerleri
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ilac adr Iso

Streptomisin siilfat 18,875 mM
Gentamisin stilfat 4 mM
Heparin 0,437 mM

CA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren sodyum

ampisilin ve heparin ilaglan i¢in Isp degerleri

Ilac adx Iso
Sodyum ampisilin 0,385 mM
Heparin 0,350 mM

CA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gésteren sodyum

ampisilin ve magnezyum siilfat ilaglar i¢in Iso degerleri

Tlac ady Iso
Sodyum ampisilin 0,774 mM
Magnezyum siilfat 0,048 mM

seklindedir.

HCA-I’in esteraz aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi gosteren ilaglar bityiikten kiigiige
dogru heparin, gentamisin siilfat ve streptomisin silfattir. HCA-I’in hidrataz aktivitesi
iizerine inhibisyon gosteren ilaglar biyiikten kiigiige dogru heparin ve sodyum
ampisilindir. HCA-II'nin hidrataz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren ilaglar
biiytikten kii¢iife dogru magnezyum siilfat ve sodyum ampisilin olarak siralanabilir. Bu
siralama yukardaki tablolardan da basitce goriilebilir.

Ayrnica karbonik anhidraz izoenzimleri Gizerinde inhibisyon etkisi gosteren ilaglarin

yetiskin ve saglikli bir insan kaminda bir dozdaki yaklagik konsantrasyonu
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hesaplanarak sebep oldugu % inhibisyon degerleri, ilgili % aktivite-[I] grafikleri

yardimiyla bulunarak asagida verilmistir.

HCA-I izoenziminin esteraz aktivitesi {izerine stpeptomisin siilfat, gentamisin siilfat

ve heparin ilaglarinin kandaki konsantrasyonu ve % inhibisyon degerlert;

Inhibitér ads Kandaki konsantrasyonu | % inhibisyon
Streptomycin siilfat 0,136 mM 3
Gentamisin siilfat 0,0332 mM 1
Heparin 0,0032 mM 1

HCA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine sodyum ampisilin ve heparin

ilaglarinin kandaki konsantrasyonu ve % inhibisyon degerleri;

Inhibitér ad: Kandaki konsantrasyonu | % inhibisyon
Sodyum ampisilin 0,057 mM 9
Heparin 0,0032 mM 1

HCA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine magnezyum siilfat ve sodyum

ampisilin ilaglarinin kandaki konsatrasyonu ve % inhibisyon degerleri;

Inhibitor adx Kandaki konsantrasyonu | % inhibisyon
Sodyum ampisilin 0,057 mM 5
Magnezyum siilfat 1,2 mM Yaklagik 100

Inhibitorlerin kandaki konsantrasyonlar: hesaplanirken, inhibit6riin tamamen kana
karigtigi kabul edildi. Yukarida gorildigii gibi HCA-I izoenziminin esteraz
aktivitesi lizerine streptomisin siilfat ilacinin bir dozu % 3, gentamsin siilfat ve
heparin ilaglarinin bir dozu ise % 1 inhibisyona sebep olmaktadir. Yine HCA-I
izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine sodyum ampisilin ilacinin bir dozu %9,

heparin ilacinin bir dozu ise %1 inhibisyona sebep olmaktadir. HCA-II
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izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine sodyum ampisilin ilacinin bir dozu %S5,

magnezyum siilfat ilacinin bir dozu ise %100, inhibisyona sebep olmaktadir.

Sonug olarak; saglikli insanlarda sodyum ampisilin ve magnezyum siilfat ilaglar
kullanilirken ¢ok dikkatli olunmas: gerekmektedir. Diger ilaglarin giinde tek dozda
kullanilmasi karbonik anhidraz izoenzimleri aktiviteleri agisindan normal sahislarda

tehlikeli degildir. Bu durum hekimlerin dikkatine sunulmalidir.
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