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Nigella sativa (COREK OTU)’nin KARBON iK ANH iDRAZ ENZiM
AKT iVITESI UZERINDE ETK iSINiN ARASTIRILMASI

Elif BOZKURT
Kimya Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi, 2012
Tez Dangmani: Dog. Dr. Metin BULBUL

OZET

Nigella sativa ¢orek otu olarak bilinen bir bitkidir. Bu bitkihkdeniz bélgesinde ve
Hindistan, Pakistan ve Afganistan’da dahil olmalengz Bati Asya (llkelerinde ye#in bir
baharattir Nigella sativatohumlari, giinimuizde astim veseli akcger rahatsizliklari, sindirim
bozukluklari (6rngin; hazimsizlik, ishal) ve hiperlipidemi tedavisesnkullaniimaktadir. Ayrica

antioksidan etkileri ve @siklik diizenleyici 6zellikleri vardir..

Karbonik anhidraz (E.C. 4. 2. 1. 1), merkezinde™*Zbulunan bir metaloenzimdir.
Omurgalilarda Cg) bu enzimin substratidir. Hicreler ve hiicrelesamvida CQ ve HCO;

donisumlerini katalizleyen bir enzimdir.

Bu calsmadaNigella sativanin, karbonik anhidraz enzimi tGzerinde inhibisyetkileri
arastirlimistir. Bu amacla once insan eritrositlerinden karkamihidraz izoenzimleri (HCA-I,
HCA-Il) afinite kromatografisi ile ayri ayri saffarildi. Daha sonrdNigella sativa(¢cérek otu)
homojenatilari hazirlandi. Bsik konsantrasyonlardaki homojenatlar iMigella sativénin
insan eritrosit CA enzimleri Uzerindeki inhibisyasikisi incelendi. Cajmalarda karbonik
anhidraz aktivitesinin belirlenmesinde hidratazesteraz aktivitelerinden faydalanildi. HCA-
I'in esteraz aktivitesi Uzerinde c¢glan tim konsantrasyonlarda inhibisyon etkisi gribge
belirlenmitir. Inhibisyon etkisi gosteren homojenatlar icin % akeiyl] grafikleri cizilerek
ICso deserleri bulunmytur. HCA-l esteraz aktivitesine gore inhibisyon tgien tim
konsantrasyonlarin kg deserleri (enzimli reaksiyon sdresini yariya sdidien inhibitor
konsantrasyonu); 0,21011M-0,0492.18 pM arasinda bulunmtur. %0,1, %0,2, %0,3'lik
konsantrasyonlardakNigella sativa homojenatlarinin HCA-I zerindeki inhibisyon etkis
incelendginde K; degerleri; 4,290.10 uM-3,980.16 uM arasindadir. Ayrica callan tiim

konsantrasyonlarinda, hidrataz aktivitesi Uzerigyikan ¢camalarda aktivite gorilmentir.

Anahtar Kelimeler: Karbonik Anhidrazjnhibisyon, Afinite Kromatografisi, 1§ Degerleri.



AN INVESTIGATION OF THE EFFECT OF Nigelasativa ON THE ENZYME
CARBONIC ANHYDRASE

Elif BOZKURT
Chemistry, M.S. Thesis, 2012
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Metin BULBUL

SUMMARY

Nigella sativa a plant known as nigella. In general this typeplaint used as a spice.
This, in the Mediterranean region and India, insigdPakistan and Afghanistan is a spice that
grows in the West Asian countriddigella sativaseeds, today, asthma and other lung diseases,
gastrointestinal disorders (eg; indigestion, diea)h and is used in the treatment of

hyperlipidemia. Also known for antioxidant effeeisd immune regulatory activity.

Carbonic anhydrase (E.C. 4.2.1.1.), the center ofetalloenzyme with Zr#CQO” in
vertebrates, is a substrate for this enzyme. @Gaitsbetween cells is an enzyme that catalyzes
the transformation of liquid CGand HCG..

In this studyNigella sativa was investigated inhibitory effects on the enzygasbonic
anhydrase. For that purpose, human erythrocyteonarbanhydrase isozymes (HCA-I and
HCA-II) were purified separately by affinity chrotography. LaterNigella sativa(black seed)
homogenates prepared. Homogenates of human erytbrd€A enzymes with different
concentrations on the inhibitory effect dfigella sativawere investigated. Hydratase and
esterase activities of the studies utilized foredmining the activity of carbonic anhydrase.
Nigella sativacertain concentrations (0.25% to 0.5%, 0.1%, 0.2%#6) of human erythrocytes
was determined that the inhibitory effect of CA hatdse and esterase activity. % Activity-[l]
for the inhibition effect homogenates siCvalues were plotted graphs. HCA-l shows the
inhibition of esterase activity of all concentraisolG, values (concentration of inhibitor that
reduces by half the duration of enzymatic reactior101.16 uM-0,0492.10 pM was found
between. 0.1%, 0.2%, 0.3% HCA-I concentrations lom inhibitory effect ofNigella sativa
homogenates Ki values were examined; 4,297:@1[1/[93,980.16 MM are among the. In addition,

all the concentrations studied, the studies oratheity of hydratase activity was observed.

Key Words: Carbonic Anhydrase, Inhibition, Affinity Chromatagphy, 1G, Values.
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1. GIRIS

Nigella sativatohumlari (¢corek otu) Baagrisi, oksurik, karin g@isi, ishal, astim,
romatizma ve dier hastaliklari tedavi etmek i¢in bircok Asya, @dgu ve Uzakdgu ulkeleri
tarafindan geleneksel tipta kullaniimaktadir. Agriantioksidan, anti-inflamatuar, antikanser,
analjezik ve antimikrobiyal aktiviteye sahip offlubulunmytur. ThymoquinoneNigella sativa

tohumunun icinde bulunan en dnemli bikkerdendir (Gali-Muhtasib ve ark., 2006).

Bu madde ile ilgili yapilan calmalarda, c¢6rek otunun etken maddesi olan
Thymoquinone'un enerji metabolizmasi Uzerine et&isjtiriimis ve calsmanin sonucunda 4
haftallk Thymoquinone tedavisi sonrasinda kakeri, kolesterol ve trigliserid diizeylerinin
onemli derecede dftiigl, insulin dizeyinin de yukselgdi tespit edilmgtir. Ayrica, kan
hiicrelerinde enerji metabolizmasi ile ilgili enzemh aktivitesini arttirdi gérdlmitir (Fararh
ve ark., 2009).

1.1Nigdlla sativa (Corek Otu)

Nigella sativa ¢orek otu olarak bilinen bir bitkidir. Lakin fdrkiilkelerde birgok ismi
almistir. Ornesin, eski Latince de 'Her derde deva' anlamindapéa da ‘Habbah Sevde’ veya
'Habbat El Baraka', ‘bereket tohumlari’ olarak adlalir. Cin'de ise’'Hak Jung Chou' yani ‘hepsi
tedavi' olarak anilir. Hindistan'da ise Kalonji demitki ¢icekli bitkilerin, Ranunculaceae
ailesine ait olup Sekil 1A) yaklssik 14 tari vardir. Bunlardan bazilan sirasiyiigella
arvensis, Nigella ciliaris, Nigella hareli, Nigelldnispanica, Nigella integrifolia, Nigella
nigellastrum, Nigella orientalis ve Nigella sativBunlar arasindaNigella sativa tizerinde
tedavi amagcli incelemeler ginimuizde cokca yaptimve yapilmaktadir (Aggarwal ve ark.,
2008).

Cicekleri 5-10 yaprakh olup, renkleri; beyaz, sggembe, ucuk mavi ya da soluk
mordur. Meyve birka¢ birkek kapsullerden olgur, turleri vardir (6rngn; ¢ok sayida tohum
icerenNigella Damascenga kapsuller biyik veisirilmi s gérinumladar. En sik "Alternatif Tip"

da tedavi amagcl kullanilan bitki parcalari sisterntohumlaridir §ekil 1B ).



)

A) B)

Sekil 1.1 A) Nigella sativabitkisi ve morfolojik 6zellikleri, B) Thymoquinonél Q) iceren

siyah ¢orek otu tohumu.

Yag|, keskin ve aci bir tadi olan 6nemli miktarda dsil icerir. Koklerindesisirilmis bir
kapsul bulunur. Genellikle tohumlari baharat veaglditki maddesi olarak kullanilir. Halk
arasinda, gida ile yutarak veya bal ile gamiarak vicuda alinir. Genellikle, lactogogues,
carminitative ve antihelmnthic ajanlari olarak kmilmaktadir. Tohumlarida ditretikler, anti-
hipertansif, kas geetici ve ba&isikhk sistemi zayif kjilerde basikhk arttiricilar olarak
kullanilir (DerMarderosian ve ark., 2005). Tohumgiyan, topikal dermatit tedavisi igin
kullanilabilecgi rapor edilmstir (Zedlitz ve ark., 2002).

1.1.1Nigella sativa (¢Orek otu)’'nin icinde bulunan degerli bilesenler

Siyah Nigella sativa tohumunun kimyasal bifgminde; amino asitler, proteinler,
karbonhidratlar, sabit ve ugucudar, alkaloidler, saponinler ve pek ¢ok kilder vardir. Y&
orneklerininince Tabaka Kromatografisi (TLC) tarama sonucu @i bilgik bulunmutur.
Bunlar, thymoquinone, karvakrol, t-anetol ve saygadikal suplrucu 6zefli gosteren 4-
terpineol’ddr. Spesifik olmayan hidrojen atomu ya alektron nakline 2,2'-difenil-p-
picrylhydrazyl (DPPH) deneyinde test eddidide, bu dort bilgen ve ugucu yan desisken
antioksidan aktiviteye sahip olduklari ortaya ¢igtmi Yag 6rnekleri, dgisken antioksidan etki
gostermgtir (Abou Basha ve ark., 1995) .



'Kanita dayali bitkisel ila¢' ortak uygulamalar erotunun, ugucu ¥a biyoaktif
bileseninin thymoquinone oldiwnu gostermstir.  Bu bilesigin G¢ boyutlu yapisi sgida
verilmistir (Sekil 1.2) (Ghosheh ve ark., 1999).

Sekil 1.2 Thymoquinone’nun tg¢ boyutlu yapisi.

1.1.2Nigella sativa (¢orek otu)’nin antioksidan 6zellikleri

Corek otunun ugucu gtari, olasi bir antioksidan aktivite icin test edgt. Iki TLC
tarama yontemleri kullanarak antioksidanlar icin d&serlendirme yapilngtir. Thymoquinone
ve bilesenleri karvakrol, t-anetol ve 4-terpinol, vicuttakidikal maddeleri yok edici 6zellik
gOstermgtir.  Spesifik olmayan hidrojen atomunu ya da akdviverici elektron igin
diphenylpicrylhydracyl deneyde test edfulide, bu doért bilgen ve ugucu yan desisken
antioksidan aktiviteye sahip olduklari bulungtwr (Burits ve Bucar, 2000).

Ayrica, bazi yg asitleri icererNigella sativa(¢corek otu)'nin, aktif prensip Ehrlich asit
karsinom (EAC), Dalton lymphonia (DLA asit) ve sanku-180 (S-180) hiicrelerine kar
antitimor aktiviteleri incelenrgiir. Nigella sativanin, in vitro ¢alsmalarinda, bu hastaliklarin

tumar gelsimini engelledgi goralmdstar (Amala, 2002).



1.1.3Nigella sativa (¢orek otu)’nin antioksidan 6zellikleri

Sulu ekstresininNigella sativa hayvan modellerinde anti-inflamatuar, analjezik ve
antipiretik etkinlikleri aratinlmistir. Oziitin Carrageenan indiiklenen pence 6demiriteki
inhibe edici etkisi ve bir anti-enflamatuar etkisirdir. Ayrica, analjezik etki gdsteren farelerde
sicak plaka reaksiyon siresinde de o6nemli birs astmustur. Bununla birlikte, Nigella
sativanin ham suspansiyonunun kullanimabate; Gzerinde higbir etkisi yoktur. Bu ¢aina,
Nigella sativénin halk hekimlginde kullaniiyor olmasi nedeniyle, etki mekanizmas
aydinlatmak icin, analjezik ve anti-inflamatuar hsisnda derin agarmalar yapmayi destekler

(Box ve Dammam, 2008).
1.1.4Nigdla sativa’'nin diabet tzerindeki etkisi

Yapilan bir argtirmada, deney fareleri diabet giurulduktan sonra ¢érek otundan elde
edilmis olan thymoquinone maddesi ile 4 hafta streyledvaskler ve bu stire sonunda diabetik
farelerin kan sekeri diizeyinin anlamli derecede stligll tespit edilmgti. Bu olayin
mekanizmasina yonelik yapilan deneylerde de; Thyimoge'un karagerde glukoz Gretimini

azalttgini gostermitir (Fararh ve ark., 2005).

Yine baka bir calgmada, diabetik deney hayvanlarinda Thymoquinone'un
hiperglisemiyi ve hipoinsilinemiyi 6nleglitespit edilmgtir. Bu olayin mekanizmasi atailmis
ve Thymoquinone'un hicresel duzeyde protein kinde gnzimleri baskilayarak etkisini
gosterdgi belirlenmitir. Sonug¢ olarak da Thymoquinone'un diabeti driewtkisi 6zellikle

vurgulanmgtir (EI-Mahmoudy ve ark., 2005).

Bir diger calsmada da c¢orek otu gmin diabetik farelerde herhangi bir yan etkiye

.....



2. ENZIMLER

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyoriezlandiran ve hicbir yan driintin
olusmasina firsat vermeden spesifik olarak % 100’lik foitin verimi sglayan biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik RNA molekdllerinin ki¢lkir grubu hari¢ olmak tzere, btlin enzimler

protein yapisindadir (Keha ve Kufregio, 2004).

Enzimler genellikle tek bir kimyasal reaksiyonu sewnyni 6zellikte reaksiyonlari
katalizler (Keha ve Kufreviglu, 2004). Enzimle katalizlenen reaksiyonlar, katahmeyen
reaksiyonlara gore 1dile 10°° kat daha hizlidir. Tipik olarak, her enzim molekghniyede 100

ile 1000 substrat molekultnu Uriine ¢evirme yegareesahiptir (Champe ve Harvey, 1997).

Enzimle tepkimelere katillan kimyasal maddelere sabsadi verilir. Enzimler
substratlara gore daha hacimlidirler. Kataliz alga enzimin sinirh bir alaninin etkin olglu
distinilmis ve bu alana da aktif bolge deniktm. Aktif boélgeler ¢c@u kez, enzimdeki yariklara
veya multienzimlerde alt birimler arasindaki arasikeylizeylerine yerlgnistir (Dikmen ve

Ozguinen, 2004). Enzim substratina gegcici olarakf #kilgeden bglanir ve enzim-substrat

Bazi enzimler aktivite igin, protein yapiy! turan amino asit kalintilarindan gka
kimyasal komponent gerektirmezler. Bazi enzimlerkeenzim (kofaktor) diye adlandirilan bir
ek kimyasal komponente ihtiya¢ duyarléman ve Gil, 2001). Koenzim, FeMg™, Mn*?, Zn*
gibi bir veya daha fazla inorganik iyon ya da oigametalloorganik kompleks bir molekl
olabilir. Koenzimler, suda ¢6ziinen bir vitamin aldigi bir veya daha fazla metal iyonu da
gerektirebilirler. Kofaktori ile birlikte tam, kdtak olarak aktif bir enzim, holoenzim olarak
adlandirilir; holoenzimin bir protein kismi bir defaktor kismi vardir. Holoenzimin protein
kismi apoenzim veya apoprotein olarak adlandirtioloenzimin kofaktér kisminin, bazi
enzimler icin F&, Mg™?, Mn*?, Zn'? gibi bir veya daha fazla inorganik iyon; bazi enizr icin
ise organik veya metalloorganik kompleks bir moldkii Holoenzimin kofakttér kismi; enzime
¢ok siki bglanms olabildigi gibi, koenzim enzime c¢ok gesk olarak bglanms olabilir.
Koenzimlerin enzim proteinine ¢ok siki biekilde, kovalent olarak g olup enzim
proteininden ayrilmayanlari prostetik grup olarakaadirilirlar (Keha ve Kufreviglu, 2004).
Koenzimlerin enzim proteinine ¢ok gk bir sekilde nonkovalent olarak Bl olup enzim
proteininden ayrilabilenleri kosubstrat olarak adialirlar. Kofaktér olarak metal iyonu
kullanan enzimlere metaloenzim denir. Metal iyonkasit-baz katalizi, kovalent kataliz veya
enzimin konformasyonunda gigiklik yaparak substratin anmasini kolaylgirir (Inan ve
Gdl, 2001).



Enzimlerin reaksiyon hizlari bazi faktorler tarafam etkilenmektedir. Bu etkenler

siraslyla;

e Substrat konsantrasyonu

* Enzim konsantrasyonu

« Inhibitor veya aktivator konsantrasyonu
« Kofaktdr konsantrasyonu (varsa)

« pH

* Sicaklik

« Iyonik siddet

Enzimlerin katalizleme gugleri, turnover sayisiyiade edilir. Turnover sayisi, birim
zamanda bir mol enzimin Uriine d@hirdigu substratin mol sayisidir. Turnover sayisi en
yiiksek olan enzimlerden biri de karbonik anhidragé00.000s") (Harper, 1975).

inhibisyon olmak tzere iki grupta incelenir. D&iinsiiz inhibisyonda inhibitér enzime ya
kovalent olarak yada zor ayan bir kompleks olgturacak sekilde ba&lanir. Bu yizden
donsimsuiz inhibitorlere “enzim inaktivatorleri” de dien(inan ve Gul, 2001). Déglimslz

etkilesmesi bir denge reaksiyoneklindedir.
Donsimli inhibisyon dért grupta incelenir;

1) Yarsmali inhibisyon (kompetitif)

2) Yarsmasiz inhibisyon (nonkompetitif)
3) Yari yarsmali inhibisyon (unkompetitif)
4) Lineer kangik tip inhibisyon

DontsimlU inhibisyonun en basit tipi yamali (kompetitif) inhibisyondur. Yagmal
inhibitor; yapi itibariyle substrata benzer ve enin aktif bolgesine b#anir. Boylece substratin
enzime bglanmasi 6énlenmgiolur. Fakat substrat konsantrasyonunu artirmaligisyon etkisi
kaldirilabilir. Yani enzimin V.« deseri desismez. Yargmali inhibitér belli bir substrat igin
belirlenmis Ky ‘i ( Michaelis sabiti ) yukseltir. Yani, yagmali bir inhibitor varlginda 1/2V,.x ‘a
erismek icin daha fazla substrat gerekir (Supuran ke &000; Sly ve Hu, 1995). Yamal
inhibisyon gagidaki gibi gosterilebilir.



ES —— E+P

EI

Donlsumlu bir tip olan yagmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér ve stdat,
enzim molekillerine ayni anda gtanabilir. Dolayisiyla bglanma enzimin ayni bdlgesinde
degildir. Yarismasiz bir inhibitor etkisini, enzimin turnover ssyn, yani katalitik aktivitesini
dislrerek gosterir. Burada substrat ve inhibitdr ar@dsiyarsma s6z konusu @édir. Substrat
konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon kaldiriimBnzimin V.« degeri azalirken, kg sabit
kalir. Substrat ve inhibitdr farkli bolgelere ganabildiginden, enzimin iki farkli inaktif
kompleksi meydana gelir: EI (enzim inhibitdr) ve IE8nzim substrat ve inhibitdr) (Keha ve

Kifrevioglu, 2004). Yargmasiz inhibisyon ggidaki gibi gosterilebilir.

jy/ \{ ES] —> E+P
X EI,+/S/(

Diger donigumlu inhibisyon tipi, yar yasmall (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢eidinde, inhibitor serbest enzime glanamaz, ES kompleksine ganir. Birden
fazla substrath enzimlerde bu inhibisyon tipinehaasik rastlanir. Yari yamali inhibitor
varliginda substrat konsantrasyonunun yukseltiimesi nleibisyon artabilir. Yari yagmali
inhibitor varliginda Viax ve Ky deseri azalir (Gilbert, 1992; Telefoncu, 1986).

Yari yargsmali inhibisyon gagidaki gibi gosterilebilir.



E+S

ESI

Lineer kargik tip inhibisyon tiirti yasmasiz inhibisyonun 6zel bir tipidir. Bu inhibisyon
substratin EI kompleksine glanabildigi zaman gergekkgr. Her iki durumda da inaktif ESI

kompleksi olgur.

Enzim inhibisyonu gibi konulari ele alan gahalarda enzim safii cok 6nemlidir.
Enzim saflatirimasinin amaci, 6zgul bir enzimigéir bircok yapi tgini iceren ham bir hiicre
ozitiinden ayirmaktir (Dikmen ve Ozgiinen, 2004).eBizimin saf birsekilde hiicreden veya
dokudan izolasyonu oldukca zordur. Bungman bircok enzim saf olarak elde edgtni Cok
sayida enzim kismen saflailmis ve 200'den fazlasi ise kristal olarak elde editmi
Proteinlerden globdiler proteinler suda ve sulu gdzeltilerinde ¢ozunurler bu 6zelliklerinden

yararlanarak saffirma slemleri yapiimaktadir.

Globiiler proteinlerin saflirma sleminde yararlangamiz dzelikleri isesunlardir:

Molekiil biiyiklii

Cozunirluk farki esasina dayanilarak proteinleymlmasi

Elektriksel yik esasina dayanilarak proteinlerinlemasi

Secimli adsorbsiyon esasina dayanilarak protemésniimasi

» Spesifik ligandlari esasina dayanilarak proteinlagiriimasi (Afinite kromatografisi)

Karbonik anhidraz enzimi icin, bu saftama yontemlerinden en uygun, engdo
sonucu vereni afinite kromatografisi (spesifik hgidari esasina dayanilarak proteinlerin ayrilma
yontemi) yontemidir ve bu yéntemle karbonik anhmeazimini saflatirilarak karakterizasyon
incelenmesi yapilabilmektedir. Bu yontemde; ligaadzime ¢ok spesifik ol@undan enzime
kolayca bglanir. Safsizliklar ise kolon materyaline tutunamk&dindan kolonun akiyonunde
ilerleyerek uzaklarlar ve enzim kolonda kalir. Kolonda kalan enzimgun tamponlarla elue
edilir (Dikmen ve Ozgiinen, 2004).



Afinite kromatografisi gagidaki gibi sematize edilebilir. Burada basamak basamak
afinite jeli olusumu, numunenin jele tutunmasi ve istenilen enzisah bir sekilde ellisyonu
gOsterilmitir. (Sekil 2.1.)

1}%4‘ L —}//”L}

7
pratrix Ligand Aifivite Jel
7
) L +( ) — T + |
Afinite Jel e + safsizlk

{Mumnne + Afirite Jelt) safsizhk

T 4| )

Sekil 2.1 Saflgtirimak istenen enzimin liganda glanmasi ve eliisyonu.

=2
SR,

=
RSO

Saflstirnimasi istenen molekuliun kolondaki ligandaglaamasi, ¢gu durumda matriks
ile ilgili molekul arasindaki sterik engelden dalagrlasmakta ve kolon verimi dimektedir. Bu
problem, uygun uzanti kolu kullanilarak ortadardkalabilir ( Sekil 2.2).

L

uzant koly

Sekil 2.2 Ligand ile matriks arasinda uzanti kolursematik gosterimi.

Enzimler icin spesifik aktivite hesaplanmalidir.eSifik aktivite (6zgul aktivite) terimi;
1mg proteine karlik gelen enzim unitesi (E.U/ mg protein) olarékde edilir. Bu dger enzim
safliginin bir dlgusudur ve enzim saftailmasi esnasindaki basamaklarda maksimum ve sabi

bir desere ulair. Boylece enzimin saf halde elde ediidiespit edilir (Keha ve Kufrevigu,
2004).
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3. KARBONIK ANH IDRAZ ENZiM1

3.1 Enzim Ozellikleri ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2)1cinko iceren ve karbondioksitin
tersinir hidratasyonunu katalize eden bir enzinftlindskog, 1997). Katalizlenen reaksiyon

asagida verilmitir.

CO,+HO0 I HyCOs
Fakat HCGO; kendiliginden
H,CO; > H' + HCO;

seklinde iyonlarina aysir.

Yapilan calgmalarda; yukaridaki hidratasyon ve dehidratasyoaksigonlarinin
kendiliginden olgum hizindan ¢ok daha hizh olglu goérdimitir (Slyke ve Hawkins, 1930)
Birka¢ yil sonra karbonik anhidraz valibaka canlilarda ve Baa dokularda da ortaya
cikarildi (Daveport ve Wilhelmi, 1941; Common, 1941

Baliklarin solunga¢ ve salgl organlarinda, bazi ekdwe bakterilerde, kabuklu
hayvanlarin kabuk yapiminda ve yumurta kabwn olgumunda, alglerde ve bitki
kloroplastlarinda bu enzimin énemli rolleri belimhmistir. CA, s6zii gecen canli hicrelerin
¢ogunda; stoplazmada c¢ozingnubazende hicre membranina zayif¢gsldvamg olarak

bulunmaktadir (Pocker ve Sarkanen, 1979).

Bir canh tldrinde ayni reaksiyonu katalizleyen varkh kimyasal yaplya sahip
enzimlere izoenzim adi verilir. Izoenzimlerin afteleri farkh; substrat, kofaktor ve
inhibitorlere afiniteleri dgisik olabilir (Keha ve Kufreviglu, 2004). Izoenzimlerin k&ca
Ozellikleri arasinda aminoasit sayl ve sirasinmklfaolmasi, herbir alt Gnitenin ayri geninin

olmasi ve elektroforetik hareketliliklerinin farkdimasi sayilabilir.

Izoenzimlere 6rnek karbonik anhidraz (CA) verilabiliCAnin bircok canli tiriinde
CGOy'in hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonlksganlarini tersinir olarak katalizleyen
¢ok sayida izoenzimi vardir. Bugiine kadar memajivanlar icin; eritrositlerde (CA-1 ve CA-
I), iskelet kasinda (CA-Ill), insan bokiede (CA-IV), belirli dokularin mitokondrilerinde
(CA-V), tukuruk bezlerinde (CA-VI) ve sitozolde (GWII) karbonik anhidraz izoenzimleri
belirlenmigtir.  Genelde tek polipeptid yapiya sahip olan boenzimlerin yaninda bitkilerde

oligomerik yapida CA izoenzimlerine rastlagim (Keha ve Kifreviglu, 2004).
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Insanlari da icine alan yiiksek yapili omurgaliléankli doku ve hiicrelerine yegmis,
16 farkli CA izoenzimi tespit edilngiir (Keha ve Kifreviglu, 2004). Bu izoenzimlerin,
katalitik etkinlik ve inhibitdr bglama Ozelliklerinde bazi 6nemli farklar bulunmaktad
(Supuran ve Scozzafova, 2001). Bu izoenzimlerden,QAlll ve VII olmak lzere doért tanesi
sitozoliktir. CA-1V, CA-IX, CA XIl ve CA XIV ise nembrana bgidir. CA-V mitokondriyal,
CA-VI tukurukte salgilanir (Pocker ve Sarkanen,4)97

3.2 CA Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlari

Genel olarak insandaki CA izoenzimlerinin incelesim®nucunda ortaya cikariktr.
HCA-I ve HCA-Il izoenzimleri insan eritrosit hiiceginde bulunur. Bu izoenzimlerin en
onemli fonksiyonu; doku kilcal damarlarinda metabuoh trini olan C& H,COs'e, akciger
pulmoner kapilerde ise J8GO;i CO,e dbénigmesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum
olayinda yer almasidir. HCA-I eksiglisendromu belirlenmgiolmasina rgmen herhangi bir

klinik semptomla ilgkisi bulunamanstir (Supuran ve Scozzafova, 2001; Sly ve Hu, 1995).

CA-Il izoenzimi karbonik anhidrazin Uzerinde en cghlsilan formudur. Bu
izoenzimin turnover sayisi 28’de 10 s olarak bulunmstur. CA-II'nin doku dailimi
genktir ve pek ¢ok farkli organ ve hicre tipinde bulun®steoporoz, renal tibiler asidoz ve
serebral kalsifikasyonla gkili olmasi bu izoenzimin kemikte, bobrekte ve bedgki 6nemini
gosterir (Lindskog 1997). Cizelge 2.1'de CA-ll iza@minin memelilerde doku dgdimi

gOsterilmitir.

HCA-lIl ve HCA-IV izoenzimleri, g6z lensi, kornea vesilyer epitelyumda
bulunmaktadir. Glokom hastaiitedavisi igin yapilan agairmalar sonucunda gézdeki HCA-II

izoenziminin 6nemi ankmistir.

Glokom hastafii sonucunda, yiuksek g6z i¢i basinci gortilmektagodular pressure,
IOP) ve hastalik dorstimsuz korlge neden olmaktadir. IOP’nin tek kontrol noktase ggi
sivisidir (humor akdz). Karbonik anhidraz enzimitiumor akdzin salgilanmasinda uyarici
etkisi vardir. Bu enzimin inhibisyonu ile silyepitelinin salgi aktivitesi %25-30 oraninda

azalmaktadir (Supuran ve ark., 2000).

CA-lI'tin turnover sayisi 8.10 s¥dir. Dusiik aktiviteli bir enzimdir. Dger CA
izoenzimlerine gore, stlfonamidlerin inhibisyonutegha az hassastir. fhaa ¢6zinlr protein
olduzgu ve CQ’in doku kilcal damarlarina difizyonunu kolaytamada rol oynad
saniimaktadir. Yawsakasilan kirmizi kas liflerinde en ¢ok bulunur. fea, y& hicrelerinde de

bu izoenzimin konsantrasyonu ylksektir. CA-I ve QAgibi CA-lll'te p-nitrofenil asetat
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hidrolizi aktivitesine sahiptir. Ote yandan, CA4ih fosfataz aktivitesi gosterilgi bildirilmi stir
(Lindskog, 1997).

Cizelge 2.1CA-Il izoenziminin memelilerde doku ddimi ve islevi

Doku Dagilimi Islevsel Roller

. .. |.Mideden yemek borusu ve daha yukari bélgelere mide
Yemek borusu ve larinks epiteli. .~ = ,

iceriginin geri akimini engeller

Kemik osteoklast hiicreleri Kemik resorpsiyonu
GOz AkOz himorin Uretimi
Testis Sperm hareketliligi
Bobrek Idrar asidifikasyonu
Beyin BOS salgisi
Akciger Gaz dgisimi
Eritrositler Gaz dgisimi
Gastrointestinal epiteli Hsalgisi, HC@ salgisi

CA-IV ve CA-VI izoenzimleri sinyallerin hedef dokee organlara ukamasini sglarlar.
CA-IV membrana bgidir. Akcigerdeki ve bazi ger organlardaki kilcal damarlarin endotel
hiicrelerinin plazma yiizeyinde ve ayrica bobrek nramipa bgh bulundiwgu gibi bazi epitel

hicrelerinin membranina glaolarak bulunur (Sly ve Hu, 1995).

CA-V, belirli dokularin mitokondrilerinin matrikstende bulunur. CA-V’in sirasiyla
karbamoil fosfat sentetaz-I'e ve piruvat karboksiEnzimlerine bikarbonat iyonu gayarak
urogenez ve glukoneogenez de rol oypateri strilmektedir. CA-V’in lipogenez olayindia

rol oynamasi mumkundir (Hazen ve ark., 1996).

CA-VI izoenzimi tukurik bezlerinden salgilanan kinzimdir ve insan tukiginden
yaltilmis olup, tikrigin pH dizenlemesinde rol oyngddisunulmektedir. CA-VII izoenzimi

ise tukurukteki bikarbonatin salgilanmasinda ralayabilir (Lakkis ve ark., 1996).
3.3 Karbonik Anhidraz Enziminin Ug Boyutlu Yapisi

CA, varligi bakimindan incelenen butin hayvanlarda ve fotegenyapan
organizmalarda ve ayni zamanda bazi fotosentetitaydn bakterilerde bulunan yaygin bir
enzimdir. a, B vey olarak adlandirilan, evrimsel agidagkisiz t¢ CA ailesinin varfil sasirtici
buluslardan biridir (Hewett-Emmett ve Tashian, 1996)rkHaCA ailelerinin temsilcilerinin
arasinda kayda der sekans homolojileri bulunmaz ancak hepsi ¢inkareleridir (Fukuzawa
ve ark., 1990; Fukuzawa ve ark., 1990).
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Sekil 3.1.insan CA-II'nin 3 boyutlu yapisinigematik gésterimi.

Insan CA-l ve CA-II'nin kristal yapisinda, ga1 CA-ll'tinde, sican CA-V’inde ve
E.coli'de bulunan CAlara-CA yapisindaki enzim tipidir. Bu izoenzim formlam genel
yapilari cok benzerdir. Molekiiller neredeyse kiseryaklaik boyutlarl ise 5x4x4 nittir.
Molekilin kalan kismina ge&k sekilde ba&li olan amino terminal bdlge haricinde, beCA
lar tek etki alanli proteinler olarak glintlebilir. On iplik¢ik ve molekilu iki ¢ parcaya bdlen
sarilms bir B seridinden olgan bélge, yapinin ikinci bolgesidiiki paralel iplik cifti haricinde,

B seritleri antiparaleldir. Molekulin yizeyindegérlerine gére daha kisa olan heliksler bulunur
(Boriack-Sjodin ve ark., 1995).

Aktivite bdlgesi, neredeyse molekllin merkezine naxa biylik, koni bicimli bir
oyukta bulunur. Cinko iyonu bu ogun tabanina yakindir. Dérdinct ligandinOHveya OH
oldugu tetrahedral geometrideki His-94, His-96 ve Hi&dan U¢ azot atomuna gedir.
Ligandlar proteindeki ger gruplara hidrojen [gariyla tutunmg ve bir “dolaylh ligand”
kabusu olusturmustur (Lesburg ve Christianson, 1995).

3.4. Karbonik Anhidraz (CA) Enziminin Katalizledi gi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz enzimi HCOve H olusturarak hem C@in uzaklatiriimasinda
hem de asit-baz dengesinin korunmasinda onemibyoér. Karboksilik, silfonik ve fosforik

asit esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafndkatalizlienmektedir.
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Cizelge 3.1Karbonik anhidraz enziminin katalizlggreaksiyon turleri.

1 0=C=0 +| HO o | HCO; + H

2 HN=C=NH +| HO < | H,NCONH,

3 RCHO +| HO — | RCH(OH)

4 RCOOAr +| HO - RCOOH + ArOH

5 RSQAr + | H,0 < | RSQH + ArOH

6 ArPQO,? + | H,O — | HPO;” + ArOH

7 PhCHOCOCI | + | H,O < | PhCHOH + CQ + HCI
8 ArF + | HO < | HF + ArOH

9 RSQCI + | H,O < | RSQH + HCI

Kaynak: Supuran ve Scozzafava, 2001.

3.5 Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik Ozellikleri

Karbonik anhidraz ¢ok sayida olumlu 0Oz&hin yaninda ¢ozelti ortaminda kararli
olmas! ve uygursartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun sureldt@knesi gibi avantajli

ozelliklere de sahiptir (Pocker ve Janjic, 1989).

Karbonik anhidraz, COve HCOs; veya ortamin pH’'sina gére HGQre CcQ? iyonlari
arasinda dondiimleri katalizleyen bir enzimdir. Dizlem bir molékilan CQ'in farkl acilara
sahip piramidal yapidaJ@0;'e kendiliginden dongiimu oldukca yavgir.

ﬁ

—_— C —_—
prm—— —~———

/\ /\ /N -

HO OH O OH O @)

O—=0
O—0
O——=0

o

Karbonik anhidrazin bilinen on alti izoenzimindegiiolan CA I, CA 1l ve CA Il
kristallendirilmis ve yapilari hakkinda ayrintili bilgiler elde ediftr. Uc izoenzime de
bakildiginda sitoplazmada c¢ozungalde bulunduklari, molekilgaliklarinin 28000 dalton
olup 259 veya 260 amino asitten @a tek bir polipeptid zinciri olduklari tespit edistir. Her
bir enzim molekulinun aktif bolgesi, yakik tetrahedral geometriye sahip, ¢ histidin immaz
halkasi ve bir su molekiilii ile koordine olgnzin™ iyonu icermektedir. Zif iyonunun kataliz
olayindaki fonksiyonu cok &nemlidir. Zira uzalfiailmasiyla elde edilen apo-CAlar
aktivitelerini kaybederler (Armstrong ve ark., 19@&ther ve Dietsch, 1984).
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3.6 Karbonik Anhidraz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi; G@in hidratasyonu, bikarbonatin

dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi gibilbkkerinden yararlanilarak belirlenir.

H,O + CO, H,CO; HCO; + H

Yukaridaki reaksiyonda gorul@u gibi, koullara gore CQ gazi olgmakta ya da
harcanmaktadir. Ayni zamanda onsantrasyonu artmakta veya azalmaktadirg@@ikan
veya harcanan C{@azi, metodun reaksiyon pH'siningigken olmasi, C@in suda az miktarda
¢ozinmesi ve fazla zaman almasi gibi dezavantajidir (Stams ve ark., 1988; Briganti ve
ark., 1996; Maren ve Conroy, 1993).

Diger yandan, ortamdaki ‘Hkonsantrasyonu; pH'nin yiikselmesi veyasrdési igin
gecen sure potansiyometrik yolla inhibitorle belwebilir. Fakat bu metodun ¢abuk
uygulanmasi gibi bir avantajinin yani sira, reatsigirasinda pH'nin geken olmasi C@in
suda ¢ozinmesi ve kullanilan indikatorinin inhibrsetkisi gibi olumsuz sonuglari da vardir.
Bu dezavantajlari en az dizeye indirmek icin spHida titrasyon veya 0,02-0,05 birimlik pH
diststndn indikatorli ortamda, spektrofotometre ile ahcyiapildgl hizh aks reaksiyonu gibi

metotlar aktivite tayininde kullaniimaktadir (Marea Conroy, 1993; Landolfi ve ark., 1998).

Enzimin saflatirma basama@nda aktivite dlguimleri, genellikle butin amamacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapiimaktadu yéntemde; C®hidratasyonunda

pH'nin 8,2'den 6,3’e d§mesi i¢in gecen sire, pH-stat metodu kullanilandkmmaktadir.

Enzim birimi ise, enzimsiz CO2-hidratasyon sug {& enzimli reaksiyon siresic|t
arasindaki farkin, e bolinmesi ile belirlenmektedir. Buna gore enzimitesi, enzimsiz
reaksiyon suresini yariya gliren enzim miktari olarak tanimlanmaktadir (Landel ark.,
1998).

Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetdnidrolizi ile agga ¢ikan p-nitro fenol
miktarinin 348 nm’de spektrofotometrik dlcimu ilyin edilmektedir (Landolfi ve ark., 1998;
Verpoorte ve ark., 1967).
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3.7 Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri iki kisimda incel@ektedir. Bunlardan birincisi
metallerle kompleks yapmiolan anyonlar, ger grup ise, proteinsiz ¢inko ligandi tarafindan
substitiie edilerek enzimin Zn (1) iyonunagtenms olan veya genellikle trigonal-bipiramidal

yapida olup metal koordinasyon halkasina katilaibitorlerdir.

Yapilan calymalarda karbonik anhidraz enziminin en gucli orgamhibitoriintin
aromatik ve heteroaromatik silfonamidler d@dubelirtiimistir. Stlfonamidlerin kolaylkla
iyonik yapi kazanmalari agarmacilarin ilgisini ¢geken Ozelliklerinden biridiSutlfonamidin

ligand olarak kullanildii bu iyonik yapinin reaksiyonunda;

R—SO;NH, R—SONH" + H*

olarak olytugu ve bu 0Ozelllin de karbonik anhidraz enzimi tzerindeki inhibisyigin son
derece 6nemli oldiu bildirilmistir (Kohn ve Wilchek, 1978).

Sulfonamidler, hidrofilik bolgeye ilaveten, aroniative heterosiklik hidrofobik
bolgelere sahip olan, stbstitlie olmaumir —SQNH, grubu veya bir —SEIH(OH) grubu iceren
etkin inhibitorlerdir. Stlfonamid grubunun N atonwmanyonlarseklinde (R-SONH™ veya R-
SON-OH) ilk baglandiklari yer CA enziminin aktif bélgesindeki Zniyonudur.ikinci olarak
da hidrofobik etkilgmelerle inhibitdrin enzime kwnmasi tamamlang olur.
Sdlfonidamidlerin, karbonik anhidraz enzimine gudii sekilde ba&lanmasi; bu iki etkinin
toplamidir (Kohn ve Wilchek, 1978).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanilan siyanir bromurle akgfiglmi s sepharose-4B, p-nitrofenil
asetat, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin(TEMED),-tirozin, trihidroksi metil aminometan
(Tris), sodyum sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyukiorir, sodyum sulfat, sodyum perklorat,
sodyum asetat, sodyum fosfat, hidroklorik asit,fddk asit, aseton, etanol, stlfurik asit,
akrilamid, tiyonil klordr, piridin, N,N’ metilen tsiakrilamid, coomassie brillant blue G-250 ve

R-250 E, sodyum hidroksit ve karbondioksit gazeggdan sganmstir.
4.2 Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasindssagidaki alet ve cihazlardan faydalanigm. Kullanilan aletler
ve cihazlar DPU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Balinde bulunmaktadir.

Santrifdj: Nive NF800

Saosutmall santriflj: Sigma K30

Spektrofotometre: UV-1700 Mod. Shimadzu Mar. + AKS

pH metre: Schott Instruments/ Lab850

Peristaltik pompa: Ismatec MS- 4/8 Reglo digit&ahalli 8 tekerli
Karistiricl: Vortex- Genie, Heidolp

Hassas terazi: Ohaus- Adventurer

Kronometre: Hanhard, Electronische Digital- Stopp@krmany
Otomatik Pipetler : Biohit Proline

Magnetik karstirici: Heidolp MR 3001

Calkalayici: GFL

4.3 Biyokimyasal Calsmalarda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal cakmalarda kullanilan c¢o6zeltilerin kullangh yerleri ve hazirlari

sekilleri asagida belirtilmistir.

1) Esteraz aktivitesi 6lcimi ve diyalizde kullanilampon 0,05M Tris-S§) pH=7,4:
6,055g (0,05 mol) Tris, 950 mL destile suda ¢oziiltd HSO, ile pH=7,4’e kadar titre edildi.

Daha sonra toplam hacim 1 litreye destile su ieasalandi.

2) Sepharose- 4B matriksi tGizerinde afinite jeli hanntken kullanilan tampon 0,2 M
NaHCG;, pH=8,8: 16,8 g (0,02 mol ) NaHGO950 mL destile suda ¢6zuldi. 1IN NaOH ile

pH=8,8'e titre edildikten sonra toplam hacim dessili ile 1 litreye tamamlandi.
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3) 0,0025 M Veronal tamponu : 5,15 g sodyum barbit@®® mL suda ¢ozullp, pH=

8,2'ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonratiteesu ile 1 litreye tamamlandi.

4) Afinite jelinin dengelenmesi ic¢in kullanilan tampd&b mM Tris-HCl/ 0,1 M
NaSQy, pH= 8,7: 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 14,2 g (0,a)nMNaSCO;, 950 mL destile suda

¢ozuldu. 1 N HCl ile pH=8,7’ye getirildikten sondastile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

5) Hemolizatin tatbikinden sonra afinite jelinin yikaasinda kullanilan tampon 25
mM Tris-HCI / 22 mM NaSQ,, pH=8,7: 3,0275 g ( 25 mmol) Tris ve 3,124 g (2&hah
N&SQO,, 950 mL destile suda ¢ozultp, 1N HCI ile pH= 8¢rpetirildikten sonra hacim 1 litreye

destile su ile tamamlandi.

6) Kolona tutunmg HCA-I izoenzimi ve HCA-Il izoenziminin ellsyonu iig
kullanilan tampon c¢ozelti: 0,1 M NaGEOO/ 0,5 M NacClQ, pH= 5,6: 9,187 g 0,075 mol
NaClQ,ve 2,09 g (0,15 mol) NaGg00.H0, 120 mL destile su ile ¢ézildi. 1 N HCl ile pH’si
5,6’ya getirildikten sonra, hacim destile su il@IEL'ye tamamlandi.

7) CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti ¢@0zeltisi : 0°C’de yarim saat

sureyle saf suyun icerisinden €@azi gecirilerek hazirlandi.

8) Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢oéZeffoomasie brillant blue G-250
reaktifi : 100 mg Coomasie brillant Blue G-250, raQ %95'lik etanolde ¢dzuldi. Bu ¢ozeltiye

%95’lik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozelimhacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.

9) Poliakrilamitjelin boyanmasi icin kullanilan c¢6Zelboyama c¢ozeltisi: 0,1 ¢
Coomasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 iksas$it ve %40 saf su olacalekilde

yeteri kadar hazirlandi.

10) Poliakrilamit jelin yikanmasi icin kullanilan ¢dgeyikama cozeltisi: %10 asetik

asit olacalksekilde metanol ve su katirilarak yeterli miktarda hazirlandi.

11) Jeldeki proteinlein sabitgrilmesi icin kullanilan ¢Ozelti sabitdéirme coOzeltisi:
%50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olagekilde yeteri kadar hazirlandi.

12) HomojenatlarNigella sativa(¢corek otu) homojenatlar hazirlandi. Bunun icircé
corek otu havanda dovilip toz haline getirildi. tize dengeleme tamponu ilave edilerek
karistirlldi. TUlbent bezinde birka¢c kez suzilup, sivsik kati parcaciklardan tamamen
uzaklatinimaya calgildi. Sonra 18000-20000 rpm’de yarim saat santefiijdi. Ustteki sivi
(sUper metant) damlalikla alinip, homojenatimiahiaale getirildi. Busekilde % 0,25 - % 0,50
-% 0,1 -% 0,2 - % 0,3'luk homojenatlar hazirlandi
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4.4 Yontemler
4.4.1 Protein tayini

4.4.1.1 Kalitatif protein tayini

Kromatgsrafi islemleri sonunda g hacimde alinan butin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Bu metodun esasi; 280 nnpdateinlerin yapisinda bulunan triptofan ve
tirozinin maksimum absorbans gdstermesine dayaradaktFranksiyonlar kuvartz kivetlere

alinarak, absorbanslari spektrofotometrede kégéi impon ¢ozeltiye ) kar okundu.

4.4.1.2 Bradford (coomasie blue) yontemi ile ilgilprotein tayini

Bu yontemle, afinite kromagpafisi ile saflgtirilan enzim ¢dzeltisinde ve hemolizatta
protein tayini yapildi. Bu yéntem, coomasie britldbiue G-250’ nin fosforik asitli ortamda
proteinlere bglanmasi esasina dayanir. €lo kompleks, 595 nm’'de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin glanmasi ¢ok hizl gefir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-
100pg arasindadir (Bradford, 1976).

Tayin islemlerinde; 1 mL'sinde 1 mg protein ihtiva edennstart hemolizattan ttiplere
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 1@OalindI ve saf su ile tim tuplerin hacmi 0,1 mLye
tamamlandi. 5 mL coomasie reakiifi tiplere ilavéldedre vorteks ile kagtinldi. 10 dakika
sonra 595 nm’'de 3 mLlik kiivetlere kore kaabsorbans derleri okundu. Kor olarak 0,1 mL
ayni tampon ve 5 mL Coomasie reaktifindensafukargim kullanildi. Absorbans g@erlerine

karsilik gelen mikrogram protein derleri standart grafik halinde verildi.
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4.4.2 Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

4.4.2.1 CQ- Hidrataz aktivitesi tayini

Aktivite tayini Wilbur Anderson metodu ile yapilddu yontemde; C@in hidratasyonu
sonucu aga ¢ikan H sebebiyle pH’ In 8,2’den 6,3’e gliaesi icin gecen siire, pH-stat metodu
kullanilarak 6l¢tldi. Tampon olarak da, pH'si 1@rokarbonat tamponundan (0,15 M,N@x
+ 0,1 M NaHCQ) yararlanildi. Enzim birimi ise; enzimsiz GMidratasyon suresi gt ile
enzimli reaksiyon stresicftarasindaki farkin e boélinmesi ile belirlendi (Landolfi ve ark.,
1998; Maren, 1960).

Deneyde reaksiyon tipiine 6nce 1 mL veronal tamp@@umL su, 0,1 mL enzim ve
2,5 mL doygun C@cobzeltileri konuldu. pH'metreden pH'nin 6,3 civaau digmesi icin gecen
sure kronometre ile belirlendi )t Ayni islemler her numunenin calimasindan 6nce, enzim
cOzeltisi yerine saf su konularak yapildg).(t inhibitorli calsmalarda ise; suyun hacmi,
kullanilan inhibitér hacmi, kadar azaltilarak yerimhibitor eklendi. Béylece aktivite dlgiim
ortaminin hacmi sabit tutulnwldu (4,2 mL). Bu yonteme gére CA aktivitesi idiir enzim
unitesi (E.U), enzimsiz olarak meydana gelen, ®@rasyonu stiresini, yariya indiren enzim

miktari olarak tanimlanmaktadir.

Yani; EU=(b-t;)/tc formulliine gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmnjgnzim Unitesi

hesaplannstir.

4.4.2.2 Esteraz aktivitesi tayini

Inhibitérlerin CA enzimi tizerindeki etkisini atamak icin bu yontem kullanildi. Bu
yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesing@psalmasi esasina dayanmaktadir. Prensip
olarak karbonik anhidraz, substrat olarak kullamganitro fenil asetati, 348 nm’'de absorbans

veren p-nitro fenol veya p-nitro fenolat’a hidroimektedir.

o CA
OZNOO—C—CH3 + H,0 =———= O,N OH + CHZ;COOH

348 nm’'de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat'in hekisi de ayni absorbansi

gostermektedir. Bu ylzden fenol grubundaki Konunun aymip ayrsmamasi olcumi
etkilememektedir (Maren, 1967; James, 1993). Bgadlhbyundaki p-nitro fenil asetatin da ¢ok
az absorbsiyonu olgundan, kor olarak kullaniimaktadir. Tayglemlerinde kuvartz kiivetlere
1 mL substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve 0,1 mkim konulmasindan t¢ dakika sonra

25 °C’de 348 nm'de absorbansi okundu. Spektrofotometadia 6nce enzim yerine 0,1 mL
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tampon konularak, katmin ¢ dakika sonraki absorbansi ile sifira ayahlaBu suretle (¢
dakika icinde esterin kendi kendine hidrolizleneank ve p-nitro fenil asetatin absorbsiyonu
icin dizeltme yapildiinhibitorli calsmalarda ise suyun hacmi azaltilarak, yerine o mildta

inhibitor eklenerek aktivite tayinleri yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitro fenil asetat substg@teltisi, taze olarak hazirlandi.
Bunun icin 27,2 mg ester, 1 mL aseton icinde ¢dzide hizlica kagtirilan 49 mL destile suya
yava yava eklendi. Bu ¢ozelti 3 mM’'lik olup, daha dgdini hazirlamak esterin sinirh
¢ozunurligh sebebiyle mumkin dadir. Aseton ise dier organik ¢oziculere oranla hidroliz
reaksiyonunu en az inhibe eden ¢6zici @ldigin secildi (Armstrong ve ark., 1966). Enzim
¢cOzeltisinin tamponlanmasi 0,05M Tris-S(pH=7,4) ¢ozeltisiyle yapildi (Kohn ve Wilchek
1978). Esteraz aktivitesi icin;

p — Nitrofenol miktar =

% x 3= A OD)/5fzmol /dakika

4.4.3 Afinite jelinin hazirlanmasi

4.4.3.1 Sepharose-4B matriksi Uzerinde afinite jalin hazirlanisi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi Uzerinde hamdi. Sepharose-4B'nin CNBr ile
aktiflestiriimesinden sonra, tirozin kovalent olarak takildDaha sonra sulfanilamid
diazolanarak, tirozine kenetlendi. Burada tiroafinite jelinin uzanti kolunu, sulfanilamid ise
enzimi spesifik bglayan kismini olgturmaktadir. Sulfanilamid karbonik anhidrazin splksiir
inhibitdri  olup, afinite jelinin yapisina girerek6zs konusu enzimin yiksek oranda
saflatirlmasinda bgariyla kullaniimaktadir (Kohn ve Wilchek 1978).

4.4.3.2_Sepharose-4B'nin aktiflgiriimesi ve tirozin takilmasi

Siyanur bromurle aktiflgirilmis Sepharose-4B pH'si 10 olan 250 mL 0,2 M NaHCO
tamponu ile yikandi ve bir beher icerisine alifdini tamponun 20 mL'sinde, 80 mg tirozin
¢6zUldu ve behere ilave edilerek kanldi. Sispansiyon 4°C'de 2 saat sureyleskandl ve 16
saat ayni sicaklikta bekletildi. Bu sirenin sonufela yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol suyla dekante edildi. Baylesaksiyona girmeyen tirozin, ¢ozeltiden
tamamen uzakiiriimis oldu. Yikama glemi 100 mL 0,2 M NaHCOtamponu ile (pH=8,8)
tekrarlandi ve tirozin takili jel, ayni tamponun #l'si icerisine alindi (Arslan ve ark., 1997;
Kufrevioglu ve ark., 1997; Laemmli, 1970).
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4.4.3.3 Silfanilamid kenetlendirilmesi

25 mg-stlfanilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCInige ¢dziuldi. 75 mg NaNO
ihtiva eden 0 °C'deki 5 mL c¢ozelti, stlfanilamidzettisine 10 dakikada damla damla katildi.
Diazolanmg bulunan silfanilamid, 40 mL Sepharose-4B-L-tirogirspansiyonuna eklendi. pH,
1 M NaOH ile 9,5e cikarilarak sabit tutuldu. 3 sadireyle oda sicaginda yava yava
karistirlldi. Daha sonra 1 L saf ve 200 mL 0,05 M tri&-&®H=7,4) tamponuyla yikandi ve ayni
tampon icerisinde muhafaza edildi (Cuatracases))197

Ot OCN

‘ 20°C, pH=11 —

— + BrCN - | —

— -HBr | |

HO HO
Sepharese-4B Aktiflesmis Matriks
~
O—C=N
N
\ I H H.
— HN—C—C OH
- |
HO COOH
4°c,
pH=10
: 'ﬁ@‘\ HH
0—C—f—H O—C—"H
® I
— HC——COOH F— HC—COOH
o— H — CH,
HO CH, HO
OH OH
Sepharose-4B-L-Tirozin

A



SONH, SO,NH,
NaNO, + HCI
[
0°c
NH, NoCI
B
NH
pH=9,5 “
O—C—TH
HC——COOH
HO CH,
N=—/—N SO,NH,
OH
Afinite jelinin son durumu
SO,NH, SO,NH,
NaNO, + HCI
_—
09
NH, NoCI
B
NH
H=9,5
P O—C——NH
HC——COOH

HO CH,
N=—/N SO,NH,
OH

Afinite jelinin son durumu

Sekil 4.1 Afinite jelinin hazirlanmasi.
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4.4.4Insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirilmasi

4.4.4.1 Hemolizat eldesi

Kan, antikoagulantl kan torbalarina alindiktanrsaofiC’de muhafaza edildi ve 2 giin
icerisinde tuketildi. Alinan kanin eritrositleriayirmak icin 10 ml'lik tiplere konuldu ve 20 dk
santrifilj edildi. Daha sonra tiplerin dst kismindalkazma ve l6kosit tabakasi birbirinden
titizlikle ayrildi. Sonra altta kalan eritrositlé0,9 luk NaCl ¢ozeltisi ile birka¢ defa yikanip
Ustteki kisimlar atildi. Eritrositler hacimlerinib,5 misli 0C'deki saf su ile hemoliz edildi.
Hemoliz edilen eritrositler toplanarak hemolizinmtagerceklgmesi icin yarim saat sireyle
karistirildi. Huicre zarlarinin ayrilmasi icin hemolizBC’de 20.000 rpm’de yarim saat santrifij
edildi. Daha sonra tiplerin dibine ¢oken hiicreaartilip tstteki hemolizat dikkatlice alindi.
Hicre zarlarindan ayrilan hemolizatin pH’si katisTite 8,7'ye getirildi. Boylece hemolizat

kolona yuklenecek duruma geldi.

4.4.4.2 Hemolizatin afinite kolonuna tatbiki ve enimin eltisyonu

Islemlerden gecen hemolizat kolona tatbik edilir. Karkolona yiklenme siemi
bittikten sonra yikama tamponu ilave edilir. Yikarisgemi kanin kirmizi rengi kolondan
tamamen gidinceye kadar ve yikama tamponung 80 nm de 0,05 derine ulgilincaya
kadar sdrddralir. Bu dgere ulaildiginda sirasiyla HCA-1 ve HCA-II enzimlerinin ellisyon
cozeltileri kolondan gegirilir. EIusyon her tlprigh mlseklindedir. Ellisyondan alinan her tipin

280 nm de absorbansina bakilir. Son olarak elderednzimlere diyalizslemi uygulanir.

4.4.4.3 Diyaliz §lemi

Biyolojik molekillerin ayriminda kullanilan ve seyjtik bir ¢ozeltideki molekillerin
boyutlarina gore ayrilmasi temeline dayangene diyaliz denir. Bu teknikte kullanilan diyaliz
torbasinin porlari genellikle molekigialigl 10.000'den daha fazla olan makro molekillerin
geckine izin vermeyecek kadar kicuktir. Bu nedenlealiiytiptnin icindeki kicuk iyonlar
disari cikarken, iceride ayrimi istenen molekilin lkonee bir c¢ozeltisi kalr. Kiguk
molekdllerin cikgl tUpUn ici ile dgtaki tamponun konsantrasyonlasiteoluncaya kadar devam
eder. Dengeye wmak icin genellikle 4-6 saatlik slrenin gecmesieganektedir. Dengeye
ulasildiktan sonra, daridaki ¢ozelti taze tamponlagsgtirilir ve diyalize devam edilir. Boylece,

istenilen ayirim tamamlanincaya kadar diyaliz 138 gurdurdlebilir (Temizkan ve Arda, 2004).
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— N

(@) (b) (©)

Sekil 4.2 Diyaliz isleminin uygulanmasi.

a) Diyaliz torbasinin hazirlanmasi,
b) Enzim ¢ozeltisinin konulmasi,
c¢) Diyalize birakilma

Diyaliz icin kullanilan yari gecirgen zarlar (diyaltipleri veya torbalari) edli
materyallerden (sellofan, seliloz) yapgmalzemelerdir. Por ¢capi zardan gececek molekiilleri
molekilleri ortamdan uzakjarmakta kullanilir. Ayrica, biyolojik molekillereayif olarak bal
olan kicuk iyonlar ve molekilleri de bu ydntemletaondan uzakktirmak mimkindur.
Calsmamizda elde edilen enzim c¢o6zeltisi diyaliz torbasdoldurulmg ve 4#C'da diyaliz
tamponu kullanilarak diyalizliemi yapiimstir. 24 saat boyuncaléme devam edilngive her 8
saatte bir diyaliz tamponu gigtirilmistir. Diyaliz islemleri sonucu elde edilen enzim artik
kismen saf hale getiriligtir. Elde edilen bu enzim c¢ozeltisi, yapgoaiz diger islemlerde
kullaniimak Gzere 3'er mililitrelik tUplere konrguve -20 °C'da derin dondurucuda

depolanmytir (Temizkan ve Arda, 2004).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Insan kanindan elde edilen hemolizatlar kolona direkak tatbik edildi. Jelin kolona
yerlestirilmesi, tamponla dengelenmesi ve yikarglaminden sonra HCA-I, 0,025 M NdPO,
/1 M NacCl, (pH=6,3) tamponu ile HCA-ll; 0,1 M NaGEOO/0,5 M NaClQ (pH=5,6)
tamponuyla elte edildi. Eluatlar 5 mL'lik fraksiyan halinde toplanarak, her tipteki numune
icin 280 nm’'de Kkalitatif protein tayini yapildi. Abrbans goésteren tlplerde £idrataz

aktivitesine bakildi.

5.1 insan Eritrositlerinden Elde Edilen HCA-1 ve HCA-Il izoenzimlerinin SDS-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonugclari

Elektroforez, belirli bir pH' da ve belli bir elek alaninda yikli taneciklerin farkh
hizlarda yuriyerek ayrilmalan telgidir. Ortamin pH’ | tampon c¢ozelti ile elektrik alaise,
dogru akim veren bir gi¢ kaypadan sglanir.Elektroforezde ayrim, kiitle ile ters ve yikle
dogru orantilidir.Bu yuzden proteinler farkl yik kétlelere sahip olduklarindan elektroforezle

ayrilabilir.
Degisik elektoforez cgitleri vardir

Kagit elektroforezi: Ozellikle aminoasit’leri ayirmadallanilir.
Sellloz asetat elektoroforezi: Klinik amacla kullgror.
Yilksek gerilimli k&t elektoroforezi: Ozellikle aminoasitler igin kahilir.

Nisasta elektoroforezi: Sit proteinlerinin ayrilmasithallanilir.

o~ 0N

Poliakril amid jel elektroforezi(PAGE): Proteinlarayriimasinda kullanilir.
Poliakril amid jeli ile %3-30'luk jel hazirlanabili
Poliakrilamid jel tc farklsekilde hazirlanir:

1. Jelin hazirlandy ortama gore: Slab jel, disk jel
2. Sartlara gore: Tabiartlar, denatiire edigartlar

3. Jelde akrilamit konsantresine gore: Kesiksiz jesiili jel
SLAB JEL:Iki tabaka arasinda aiwrulan jelir.
DISK JEL: Tuplerde yapilir.

TABI SARTLAR: Sartlar uygursekle getirilerek proteinin tabii hali muhafaza @dBu
sartlarda elektoforez, gokta yapilir ve denatire edici bitigartlardan korunur. Bu

elektroforezde, izoenzim camnalari yapilir. Bir izoenzimle ¢alidiginda, proteinler ayrildiktan
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sonra jel enzime spesifik substrat ¢cozeltisine iddld Enzimin oldgu yerler renklenerek bant

olusturulur.

Denatire edicsartlarda ise; ortama SDS katarak ve ayni zam@ndarkapto etanol ile
B-sulfit baglar pargalanarak, protein denatire edilir. Ayriyiik esasina gore gié molekdl
baglanacak sekilde ortamda bulungwndan, proteinler tamemen SDS yuki ile yuklegnmi
olurlar. SDS, yuk farkini ortadan kaldirir. Proieime derece saf§agini anlamak igin SDS-

PAGE elektoforezi uygulanir.

Kesiksiz jelde; buttn jel boyunca akril amid konsasyonu sabittir. Kesikli jelin, st
kismina ygma jeli, alt kismina ayirma jeli denir. Kesikli jelaha avantajhdir, bantlar daha

nettir.

Jelde proteinler yuratuldikten sonra, yerlerinideinek tizere Coomassie brillant blue
R-250 veya Coomassie brillant blue G-250 ihtiva reddr c¢oOzelti icinde bir buguk saat
karistirthr. Bu sirada; hem protein olan yerler hem ziemin renklenir. Daha sonra jel;
renksizlgtirme c¢ozeltisi icine konarak (GEOOH, CHOH, H,O) karsimi, uzun sire
calkalanir. Bu esnada, zeminin rengi acilarak, ginterin oldgu yerlerde bantlar olgurur.
Asetik asit, metanol ve su kaimi boyali iken; aktif karbon’dan gecirilginde, maviyi tutar ve
yeniden c¢Ozelti elde edilebili. SDS-PAGE jel elekorezi yapilarak, sonucgta tek bandin

olusmasi, enzimin saf olgunun karetidir.

Bizim elektroforez jlemimizde, afinite kolonundan saterilan karbonik anhidraz
izoenzimlerinin safiiini kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jekleroforezi yapildi.
Bunun icin hazirlanan kesikli SDS- poliakrilamid| jelektroforezine, insan kanindan
saflastirilan izoenzimler tatbik edildi. Belirginjen protein bantlarinin fogoafi cekildi Sekil
5.1).
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Sekil 5.1 Afinite kromatagrafisi ile saflgtirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi fotgrafi.

1. Kanal- HCA-I Standart,
2. Kanal- HCA-l numune,
3. Kanal-HCA-II Standart,
4. Kanal-HCA-Il numune.

Kantitatif protein tayini Bradford yontemi ile ydgi. Bu yontemde dnceden yapilan
calismalar sonucunda hazirlanan standart grafikten hamédi. Hemolizatta ve safiarilan
enzim c¢oOzeltilerindeki protein miktarlari bugreye gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki
mikrogram proteine karik gelen absorbans gerlerinden faydalanarak, dlcilen absorbans

degerlerine kagilik gelenug protein miktarlari bulunduékil 5.2).
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Sekil 5.2 Olgiilen absorbans gerlerine kagilik gelenug protein miktarlari.

5.1 Nigella sativa (corek otu)'min Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi Uzerindeki

Etkisinin Ara stiriimasi

5.1.1 Nigella sativa (¢orek otu)'nin karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktiviteleri

Uzerindeki etkisinin arastiriimasi

Insan eritrosit HCA-I ve HCA-Il enzimlerinin hidrataaktiviteleri izerindeNigella
sativa homojenatlarinin inhibisyon etkileri, enzim Uzeritatbik edilmek suretiyle agtarildi.
Bunun icin insan kanindan elde edilen HCA-I ve H@Aenzimleri icin beg farkh
konsantrasyonunda hidrataz aktivite olcimu yapilBegisik konsantrasyonlardaki cayin
%Aktivite-inhibitér konsantrasyonu [I] grafikleri izildi. Bu grafiklerde Nigella sativa
homojenatlarinin eritrosit CAnin hidrataz aktistdizerine etkisi olmagi gorildi ve ornek

grafik olarak aagidaki grafik verildi.
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Sekil 5.3 HCA-I enziminin hidrataz aktivitesi tizerine %0,Rtgella sativahomojenatinin

etkisi.

5.1.2 Nigdlla sativa (¢corek otu)’'nin Karbonik Anhidraz Enziminin Estera z Aktiviteleri

Uzerindeki Etkisinin Ara stiriimasi

HCA-1 ve HCA-Il izoenzimlerinin esteraz aktiviteleriizerinde Nigella sativa
homojenatlarinin inhibisyon etkileri, enzim Uzeritabik edilmek suretiyle agarildi. Bunun
icin insan kanindan elde edilen HCA izoenzimletini®es farkli uygun konsantrasyonuda

esteraz aktivite 6lcimu yapildi. HCA aktivitesingigi olan bileiklerin % Aktivite-inhibitor

konsantrasyonu [1] grafikleri cizildi.
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Sekil 5.4 HCA-I enziminin esteraz aktivitesi tizerine %0,26Nigella sativahomojenatinin

etkisi.
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Sekil 5.5 HCA-Il enziminin esteraz aktivitesi tizerine %0 B5'Nigella sativahomojenatinin

etkisi.
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Sekil 5.6 HCA-I enziminin esteraz aktivitesi Gizerine %0,5MNigella sativahomojenatinin
etkisi.
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Sekil 5.7 HCA-Il enziminin esteraz aktivitesi Gizerine %0i&’Nigella sativahomojenatinin

etkisi.
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Sekil 5.8 HCA-I enziminin esteraz aktivitesi tizerine %1’Ndgella sativahomojenatinin etkisi.
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Sekil 5.9 HCA-Il enziminin esteraz aktivitesi Gzerine %1’'Nigella sativahomojenatinin

etkisi.
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Sekil 5.10HCA-I enziminin esteraz aktivitesi Uzerine %2'Nigella sativahomojenatinin
etkisi.
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Sekil 5.11HCA-II enziminin esteraz aktivitesi Uizerine %2'Ngella sativahomojenatinin
etkisi.
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Sekil 5.12HCA-I enziminin esteraz aktivitesi Uzerine %3’INlkgella sativahomojenatinin
etkisi.
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Sekil 5.13HCA-II enziminin esteraz aktivitesi Uzerine %3’lbkgella sativahomojenatinin

etkisi.
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5.1.3Nigdla sativa’nin insan karbonik anhidraz enzimlerinin esteraz &tivitesi Uzerindeki

etkisinin arastirilmasi calismalarindan Ki sabitlerinin bulunmasi

%1, %2 ve %3luk konsantrasyonondaki homojenatlgin i ¢ farkl sabit

konsantrasyonda ve 5 farkli substrat konsantrasytmelde edilen HCA-I enziminin aktivite

degerleri kullanilarak; 1/V-I/S deerleri hesaplandi. Lineweaver-Burk grafikleri gezitk K
degerleri hesaplandi.

0,14

< Kontrol

m %30 inhibisyon

1/V(umol/dk) *

4 %50 Inhibisyon

© %70 Inhibisyon

0,5 0 0,5 1 15 2
1/[S]x10° Mt

Sekil 5.14HCA-1 enzimi Gizerinde %1 konsantrasyonundsdigella sativahomojenatinin

Lineweaver-Burk grafii.
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Sekil 5.15HCA-I enzimi Gzerinde %2 konsantrasyonundslgella sativahomojenatinin

Lineweaver-Burk grafii.
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Sekil 5.16 HCA-1 enzimi Gizerinde %3 konsantrasyonundsigella sativahomojenatinin

Lineweaver-Burk grafii.
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6. SONUC VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz E. C.24 1. 1) eritrositleri de icine alan
pek cok dokuda pH diizenleyici enzim olarak karakeéeedilen Z# iyonlu bir metaloenzimdir.
Ik defa memelilerin eritrositlerinden saftailan karbonik anhidraz (CA); canllarda ¢i®
hidratasyon ve HCO 'In dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarkftalizleyen bir

enzimdir.

Nigella sativa(¢drek otu)’'nin klinik olarak agairiimis ve giiniimizde bulunnguoirgok
etkisi vardir. Vucutta gevresel etkilerden dolayusan serbest radikaller onemli biyolojik
yapilarda oksidatif hasara yol acar. Hicreler bubest radikallerin toksik etkilerinden

antioksidan mekanizmalari ile korunurlar.

Nigella sativanin vicuda antioksidan olarak etki eden maddelezeagin oldgu
belirtiimistir. Nigella sativa homojenatindaki etkin bifenlerden bazilari; thymoquinone,
karvakrol, t-anetol, 4-terpineol maddeleridir. Buaddeler birgok Kklinik etkinfie sahip
maddelerdir. Spesifik olmayan hidrojen atomu ya dkektron nakline 2,2'-difenil-p-
picrylhydrazyl (DPPH) deneyinde test eddiaide, bu dort bilgen ve ugucu yan desisken
antioksidan aktiviteye sahip olduklari ortaya cigimi Yag ornekleri esas olarak gigken
antioksidan etki gostergtir. 'Kanita dayal bitkisel ila¢' ortak uygularagh goére ¢corek otunun

ucucu y& biyoaktif bileseni thymoquinone’dur.

Insan eritrositlerindeki CA enzimi Sephrose-4-Birstlfanilamid afinite kolonu
uygulanarak safkurildi. Elde edilen enzimler icin elektroforezleémi yapildi. Enzimlerin
yuksek saflikta elde edilgii tek noktada bulunmalarindan ve siriklenme olmamias dolay!

kanitlandi.

Enzim aktivitesi tayini icin iki farkli yontem kwihilmstir. Bunlardan birincisi hidrataz
aktivitesidir. Bu yodntemle Cgnin H,O ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen
H,COs'in H" ve HCQ' iyonlarina aywarak ortamin pH’ sini dgéstirme siresi 6lctimektedir.
Bu aktivite tayininde yagmali inhibisyon tirld gdzlenmektedir. Bunun nedearbdondioksit
molekilli direkt ZA”ye bagli OH grubuna bglanmaktadir. Siilfonamid inhibitérleri de ayni
bolgeye bglanacgindan inhibitérle substrat enzime gienma konusunda yarihalindedir.
Ikinci yontem ise esteraz aktivitesi dlcimudur. Bintemin esasi karbonik anhidraz enziminin
ester bglarinin parcalanmasina dayanmaktadir. CA enzimitrpfenil asetati p-nitrofenole
hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyomedtedir.
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Bu calsmada kullanilarNigella sativahomojenatlari ise %0,25, %0,5, %0,1, %0,2,
%0,3'luk konsantrasyonlarda hazirlandi. Homojematlasteraz ve hidrataz aktiviteleri dlguldi.
Homojenat konsantrasyonlarinin higbirinde hidratkizvitesi saptanmadi. Esteraz aktivitesinde
ise  HCA-I enzim aktivitesi tzerine, glik konsantrasyonlardaki homojenatlar uygulgndia
bir miktar inhibisyon etkisinin oldgunu, yiksek konsantrasyonlaragdo gidildikge inhibisyon
etkisinin daha da arfit gozlenmgtir. Yani, homojenatlar HCA-I enzimi i¢in inhibisyoetkisi
gOstermgtir diyebiliriz.

Bir inhibitdrin, inhibisyon etkisini belirlemede dgdegerleri kullaniimaktadir. Tam
homojenatlar HCA-Il enzimi esteraz aktivitesi Upele ¢ok az miktarda inhibisyon etkisi
gostermgtir. HCA-II enzimlerinde, HCA-I enziminde olgu kadar inhibisyon gorilmeastir,
cogunda 1Godegerleri hesaplanamagtir. Tabloda, tim homojenatlarin HCA-I enzim akibgi
uzerindeki 1G, degerleri verilip, piyasada glokom tedavisinde kullaniasetazolamid ve tedavi
icin bir 6n madde olan tiyadiyazol'iin d¢deserleri de verilmgtir ve kagilastirma yapiimgtir
(Cizelge 6.1).

Cizelge 6.1Nigella sativa(¢orek otu) % 0,25, % 0,5, % 0,1, % 0,2, % 0,24/6,3

konsantirasyonlarindaki homojenatlarinigol@egerleri.

Esteraz ICso (UM)
inhibitor HCA-I
asetazolamid 0,0042.10
tiyadiyazol 0,0061.10
% 0,25 0,2101.16
% 0,5 0,2000.16
% 1 0,0541.10
% 2 0,051010
% 3 0,0492.16

HCA-l esteraz aktivitesine gore inhibisyon gostergm konsantrasyonlarin g
degerleri sirasiyla (enzimli reaksiyon siresini yarigéisiren inhibitor konsantrasyonu);
0,2101.16pM, 0,2000.16uM, 0,0541.16uM, 0,0510.16uM, 0,0492.16uM bulunmustur.

%1, %2 ve %3’luk konsantrasyonlardaki homojenatla&tCA-1 enzim aktivitesi icin
Ki degerleri hesaplanip, Lineweaver-Burk ggficizilmistir. Asagidaki tabloda %0,1, %0,2,
%0,3'l0k Nigella sativakonsantrasyonlarinin, HCA-l enzimi esteraz akdisitlizerinde in vitro
inhibisyon etkisinin K degerleri verilmitir. HCA-Il enzimleri Uzerinde ise tim

konsantrasyonlarda yeterli inhibisyon gorulmgini Yukaridaki tabloda oldgu piyasada
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glokom tedavisinde kullanilan asetazolamid ve yapimi icin bir 6n madde olan tiyadiyazol

bilesiklerinin inhibisyonlari da verilnstir ve kasilastirma yapilmgtir (Cizelge 6.2).

Cizelge 6.2Nigella sativa(¢corek otu)'nin % 1, % 2, % 3'luk homojenat konsagayonlarindaki

Ki degerleri.
K; Degerleri (uM)
inhibitor HCA-I
asetazolamid 0,031.16
tiyadiyazol 0,044.16
% 1 4,290.10
% 2 4,06010°
% 3 3,980.16

%0,1, %0,2, %0,3'luk konsantrasyonlarddkigella sativa homojenatlarinin HCA-I
lizerindeki inhibisyon etkisi incelenginde sirasiyla, ¥ 4,290.16uM , K= 4,060.16 pM
ve K=3,980.16uM dir.

Calismalar sonucunda, c¢siigimiz tim konsantrasyonlarda HCA-I esteraz aktivites
Uzerinde inhibisyon etkisi gosterstir, fakat HCA-Il enzim aktivitesi Uzerinde ¥ ve Ki
hesaplamalari icin yeterli inhibisyon gérulmetini Ayrica argtirma sonuclari, asetazolamid ve
tiyadiyazol bilgiklerinin inhibisyon etkileriyle kaglastirildiginda arada acik fark vardir.
Calgilan 90,25, %0,5, %0,1, %0,2, %0,3'luk konsantratsgalaki homojenatlar bu
bilesiklerin inhibisyon dgerlerine ulamamstir, homojenatlar bu bilgklere gore ¢ok daha az
inhibisyon etkisi gosterrgiir. Konsantrasyonlar arttiriiginda inhibisyon etkisi artabilir fakat
yuksek konsantrasyonlarda vicuttaki geti enzimlerden de inhibisyon gozlenebilme

ihtimalinden dolay! siri dozda alinmasi zararli olabilir.
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