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OZET

Yiiksek lisans Tezi

KARBONIK ANHIDRAZ I VE 11 iZOENZIMLERININ KOYUN MIDESINDEN
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI ILACLARIN ENZIM
AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI
Namik KILINC

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Bu tez kapsaminda karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1) I ve 1l
izoenzimleri(CA 1 ve CA II), koyun midesinden saflagtirildi. Saflastirma; afinite
kromatografisi yontemi ile gerceklestirildi. Saflagtirilan izoenzimlerin verimi ve
saflastirma katsayilar1 CA 1 i¢in %51,9 ve 529.4 CA 1I i¢in %78 ve 615,2 kat olarak
hesaplandi. Enzimin safligin1 kontrol etmek amaciyla Sodyum Dodesil Siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi ve her iki izoenzim i¢in alt birim
molekiil kiitlesi 26,7 kDa olarak belirlendi. Ayrica, koyun midesi karbonik anhidraz
enzim aktivitesi lizerine hidrataz ve esteraz aktivitesi kullanilarak bazi ilaglarin etkileri
aragtirldi. Inhibisyon etkisi gdsteren ilaglardan enrofloksasin, tylosin, ampisilin
sodyum, amikasin siilfat ve kanamisin siilfat icin ICsy degerleri ve amikasin siilfat,

kanamisin stilfat ve enrofloksasin ilaglar1 i¢in K; sabitleri hesaplandi.
2011, 101 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbonik Anhidraz, izoenzim, koyun midesi, ilag, inhibisyon



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF CARBONIC ANHYDRASE I
AND II ISOZYMES FROM SHEEP STOMACH, INVESTIGATION EFFECTS OF
SOME DRUGS ON THE ENZYME ACTIVITY

Namik KILINC

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

In the present study, CA I and CA II isoenzymes were purified from sheep stomach
with a specific activity of 4864.8 EU/mg, 5652.02 EU/mg and yield of 51.9%, 78%
using Sepharose 4B-L-Tyrosine sulfanilamide affinity gel chromatography,
respectively. The over all purifications from sheep stomach CA I and CA II were
approximately 529.4 and 615.2 fold respectively. To check the purify of enzymes,
Sodium Dodecyl Sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was
performed and a single band was observed. In addition, effects of some drugs on sheep
stomach CA I and CA 1II isoenzymes activities were investigated. ICsy and K; values

calculated for the drugs which show inhibition effects.
2011, 101 pages

Keywords: Carbonic anhydrase, isoenzyme, sheep stomach, drug, inhibition
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1.GIRiS

Biyokimya alaninda yer alan c¢alismalarin biliyiikk cogunlugunu enzim ¢aligmalari
olusturmaktadir (Lehninger 2005). Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan ve
canli metabolizmasindaki kimyasal reaksiyonlart hizlandiran ve higcbir yan iiriin
olusturmadan %100 liik bir iiriin verimi saglayan biyolojik katalizérlerdir. Ornegin,
karbondioksit’in (CO,) su ile reaksiyona girmesiyle karbonik asit meydana gelir ve
fizyolojik pH’da meydana gelen karbonik asitin bir kismi hemen bikarbonat iyonuna
doniismektedir. Iyonizasyon siireci enzim gerektirmez ve asit 6zelligine baglidir. Canli
viicudunda ise bikarbonat iyonu olugmasi karbonik anhidraz enziminin katalizérligiinde
meydana gelir. Katalitik RNA molekiillerinin kiiclik bir grubu hari¢ biitiin enzimler
protein yapisindadir. Enzimlerin katalizleme giicleri, turnover sayisi ile tanimlanir.
Turnover sayisi birim zamanda bir mol enzimin iirline doniistiirdiigii substratin mol
sayisidir. Turnover sayisi en yiiksek olan enzim, 40.000.000 s ile katalazdir (Fresht

1999).

Enzimlerin genel 6zellikleri su sekilde agiklanabilir;

1. Enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu protein yapisindadirlar.

2. Benzer tiir reaksiyonlar enzimler tarafindan defalarca gergeklestirilebilir.
3. Bir enzim daima tek ¢esit veya ayni tip reaksiyonlari katalizler.

4. Katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini azaltirlar.

5. Enzimler gerceklesecek reaksiyonun cabuk dengeye gelmesini saglarlar.

6. Enzimler canli ortamda oldugu gibi cansiz ortamda da gorev alirlar.

Enzimler substratlarina ve katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore son derece
spesifiktirler. Genellikle bir enzim sadece bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip
reaksiyonlar1 katalizler. Substratlara kars1 oldukca spesifiktirler, hatta bazi enzimlerin
substrat Ozgiilliikleri mutlaktir. Bir¢ok biyo-katalizoriin sterospesifiklik ozelligi de

vardir. Bazi enzimler substrat molekiiliiniin D-formunu {iriine ¢evirirlerken, bazilar da



L-formunu {iriine doniistiiren tepkimeyi katalizlemektedirler. Ayrica, ayni canli tiiriinde
ayni reaksiyonu katalizleyen fakat farkli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip olan
enzimler de vardir. Bu tip enzimler izoenzim olarak adlandirilirlar. Izoenzimlerin
substratlarina, kofaktorlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri degisiktir. izoenzimler
farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin farkli subselliiler fraksiyonlarinda
da goriilebilitler. Izoenzimlere 6rnek olarak bu tez kapsaminda calisilan karbonik

anhidraz I ve II izoenzimleri verilebilir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Enzimlerin etki ederek iiriine doniistiirdiikleri maddelere substrat denir. Enzimler
genelde ya substrat adimin sonuna ‘“-az” eki getirilerek ya da ilk kesfedenlerin
koyduklari isimlerle tanmmaktadirlar. Ornegin, fosfataz, iireaz, lipaz, tripsin ve pepsin
gibi. Bu isimler ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi verdiginden
Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir siniflandirma yapilmistir.
Ayrica her bir enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi (E.C.) ongoriilmiistiir (Yiiregir

1981). Bundan dolay1 enzimler katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve reaksiyon

mekanizmalaria gore su sekilde siniflandirilmislardir;

Oksidorediiktazlar: iki substrat arasinda redoks (elektron transferi) tepkimelerini
katalizleyen enzimlerdir. Bu grup enzimler dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,

oksijenazlar, peroksidazlar olarak da anilan enzimlerdir.

Transferazlar: 1ki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
gerceklestiren enzimlerdir. Fosforil grubu transferini saglayan kinaz enzimleri bu

gruptandir.

Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin bir
su molekiilinlin katilmasi suretiyle baglarin parcalandigi hidroliz reaksiyonlarini
katalize eden enzimlerdir. Biitliin proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz,

glikozidaz ve niikleaz gibi enzimler bu gruba dahildir.



Liyazlar: Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan bazi
gruplarin uzaklastirnildigi ve c¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen
enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimler bu

gruptandir.

Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan enzimler bu

gruptandir.

Ligazlar: Enerjice zengin bir bagin kopmasi ile ortaya g¢ikan enerji yardimiyla iki

molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Enzimleri saflastirmak oldukca zor bir siirectir. Enzimlerin olduk¢a biiylik bir kismi
protein yapisinda oldugundan degisen sartlara karsi ¢ok hassastirlar. Bu yilizden bir
cozeltideki enzim varligi, enzimin etki ettigi substrat molekiilii veya reaksiyon sonucu
meydana gelen {iriin veya enzimatik reaksiyona aracilik eden diger parametreler
lizerinden tespit edilmektedir. Enzimlerin aktivitesi lizerinde etkili olan faktorler
arasinda, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik, allosterik
etkiler, iyonik siddet, hormonlar, inhibitdr veya aktivatdrler sayilabilir. Her enzim i¢in
aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri mevcuttur. Bu degerlerin {izerinde ve

altinda aktivite azalir.

1.1 Enzim inhibisyonu

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmasi hatta tamamen giderilmesi olayina inhibisyon denir. Bu olay1 gergeklestiren
bilesiklere de inhibitdr denilir. Inhibitorler, cogunlukla diisiik mol kiitlelerine sahip
bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, canli sistemlerde basl basina
bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bu nedenle enzim inhibisyonu biiyiik bir 6nem arz

etmektedir. Bir¢ok ila¢ ve zehirli bilesik fonksiyonlarini bu sekilde gerceklestirirler.



Enzim etki mekanizmalarinin arastirilmasinda da inhibisyon olayindan faydalanilir

(Goziikara 1997). Enzimatik inhibisyon iki grupta incelenir;

a) Donlislimsiiz inhibisyon

b) Doniistimlii inhibisyon

Doniisiimsiiz inhibisyon’da inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
ayrisabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyarilarinin iletilmesinde onemli bir rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin, sinir gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna
giizel bir 6rnektir. Bu gazlardan diizopropilflorofosfat, enzimin aktif bolgesinde yer alan
serin amino asidiyle reaksiyona girerek, inaktif diizopropilfosfo-enzim olusturur.
Doéniistimsiiz inhibisyonda V. (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz)

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

Doniistimsiiz  inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor

etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir (Segel 1975; Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Doniisiimlii inhibisyon {i¢ grupta incelenir;

1. Yarismali (kompetitif) inhibisyon
2. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

3. Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon

Déniistimlii inhibisyonun en basit tipi yarigsmali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali
inhibitdr yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece
substratin enzime baglanmasi dnlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin V.« degeri degismezken, Ky

degeri artar (Segel 1975; Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2004).



Yine doniisiimlii bir tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda; inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine ayn1 anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigini gosterir. Yarigmasiz bir inhibitdr etkisini; bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diistirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor
arasinda yarisma s0z konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon
kaldirilamaz. Enzimin V. degeri azalirken, Ky degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitor
farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir:
Enzim-inhibitér kompleksi (EI) ve Enzim-Substrat-inhibitér kompleksi (ESI)
(Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Bir bagka doniisiimlii inhibisyon tipi, yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde; inhibitdr serbest enzime baglanamaz, sadece ES kompleksine
baglanir. Bunun ic¢in tek substratli sistemlerde, yari1 yarigmali inhibisyona seyrek

rastlanir. Birden fazla substratli enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sik rastlanir.

ESI kompleksi ortamda siirekli olarak var olacagindan, yar1 yarigsmali inhibitor
varliginda Vmax azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla; ES kompleksi ortamdan
stirekli ¢ekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin olusum dengesi daha fazla

saga kayar ve Ky degeri kiicliliir (Segel 1975; Telefoncu 1986).

Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonun 6zel bir tiirii olan lineer karisik tiir inhibisyon,
doniistimlii inhibisyon sinifina girer. Bu tiir inhibisyonda; E, S ve I'nin baglanma denge

sabitleri farklilasmaktadir (Segel 1975; Gilbert 1992).

Birgok multienzim sistemi, net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitesine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarin son iriinii belirli bir
konsantrasyona ulastiginda; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi
inhibe eder. Bu enzimlere allosterik enzimler adi verilir. Bu olaya da feed-back (geri
besleme) inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik

enzimlerde; inhibitorlerin enzime baglanmasiyla, degisik alt birimlerin baglanma



merkezleri arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon meydana gelir. Allosterik
enzimleri etkileyen bilesiklere modiilator adi verilir. Homotropik allosterik enzimlerde;
substrat, bizzat pozitif modiilator olarak etki yapar. Heterotropik allosterik enzimlerde
ise; enzim, substratlardan baska bilesikler tarafindan etkilenmektedir. Baz1 allosterik
enzimler homotropik-heterotropik karakterde olup, modiilatérlerden birisi o enzimin
substrati, digerleri bagka bilesiklerdir. Allosterik enzimlerin kinetigi, Michaelis-Menten

kinetiginden farklilik gosterir (Stryer 1988).

Inhibisyon ¢esidinin ve ilgili K; sabitinin belirlenmesi i¢in en ¢ok basvurulan ydntem
Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V ye kars1 1/[S] grafigi en az ii¢ farkl
sabit inhibitor konsantrasyonunda ¢izilir. Kesim noktalarindan degerlendirmeler yapilir.
K sabitlerinin bulunmasinin ikinci yontemi Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en
az iki sabit substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan K;

sabitleri hesaplanir (Telefoncu 1986).

1.2 Karbonik Anhidraz Enzimi

Canli metabolizmasinin 6dnemli bir metaboliti olan CO,’in ¢evresel konsantrasyonu
nadiren yiiksektir. Ayrica CO,, karbonik asit ve bikarbonat olusumu ile dengededir.
Bikarbonat negatif yiikliidiir ve sulu ¢ozeltilerde yiiksek bir ¢oziintirliige sahip olmasina
ragmen, lipitlerde ¢oziiniirliigii ¢cok azdir. CO;’in ise hem sulu ¢ozeltilerde hem de
lipitlerde ¢oziiniirliigii yiiksektir. Bu nedenle CO, ¢ok kolay sekilde hiicre igine ve
disina difiize olurken, bikarbonatin hiicre membranindan ge¢mesi icin taginmasi
gerekmektedir. pH 6,3’lin iizerinde, CO, ve HCOj; arasindaki denge HCO; ‘a dogru
kayar ve bdylece hiicre i¢inde ihtiya¢ duyulan CO, ve HCO;s konsantrasyonlarinin
stirdiiriilebilmesinde problemler olusur. Fizyolojik pH’da CO;’in HCOs™*a doniisiimii
cok yavastir ve enzim tarafindan katalizlenmesi gerekir. CO,’in HCOs‘a ¢evrimi
COy’in hiicre iginde tutulmasinda 6nemli iken, HCO3 “in CO,’e ¢evrimi ise bikarbonatin
hiicre icine girisini kolaylastirir. Boylece, enzimatik olarak CO, ve HCO3 “1n ¢evrilmesi
yalnizca hiicresel enzimlerin ihtiya¢ duyduklar1 seviyede hiicrenin CO, miktarini

artirmasinda degil, ayrica hiicresel proseslerin basarilabilmesi i¢in uygun hiicre i¢i CO,



ve HCO;™ seviyelerinin devaminda da hiicreye yardim eder. Iste, CO, ve HCO; “mn
birbirlerine ¢evrilmesi reaksiyonlarim1 katalizleyen ‘karbonik anhidraz’ enzimidir

(Smith and Ferry 2000).

IIk olarak, 1933 yilinda sifir eritrositlerinde tanimlanan karbonik anhidraz (CA,
karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1), bu tarihten sonra tiim memeli dokularinda, prokaryot,
karyot ve archaea’da yaygin olarak bulunan ve yapisinda Zn" iyonu bulunduran bir

metaloenzimdir (Supuran and Scozzafava 2001, Nuti 2007).

Karbonik anhidraz (CA), canlilarda CO;’nin hidratasyonu ve HCO;™ ’1n dehidratasyonu
reaksiyonlarin1 tersinir olarak katalizleyen Onemli bir enzimdir (Supuran and

Scozzafava 2001).

CA
—

C02 + HZO +— HCO3_ + I‘I+

Ik defa memeli eritrositlerinden izole edilen CA, daha sonraki yillarda, insan
eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sican tikrigii, sigir kemigi, sigir
16kositleri, cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve bir¢ok kaynaktan
karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda
oldugu tespit edilmistir (Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001;
Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin 2004).

CA enzimi eritrositleri de igine alan pek cok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak {izere bir¢ok metabolik olayda rol
oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger arasindaki CO,/bikarbonatin respirasyonu ve
transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO, homeostazinda, elektrolit
sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi),
kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timor olusumu ve diger bir¢cok fizyolojik ve

patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al.2000; Supuran and Scozzafava 2000).



Karbonik Anhidraz izoenzimleri a-, -f3, -y, -0 ve -&-CA olmak iizere evrimsel olarak
bagimsiz bes ayr1 gen ailesi tarafindan kodlanir. Bu gen aileleri aminoasit dizilisleri
acisindan Onemli sayilabilecek bir benzerlik gdstermemektedir. Bunlar, omurgalilar,
bakteriler, algler ve sitoplazmali yesil bitkilerde bulunan o -CA’lar, ¢ogunlukla
bakteriler, algler ile tek ve iki kotiledon’lu bitkilerin kloroplastlarinda bulunan 3 -
CA’lar baslica archea ve bazi bakterilerde bulunan y -CA’lar, bazi1 deniz diatomlarinda
bulunan 0 -CA’lardir. Memelilerde, degisik katalitik aktiviteleri, hiicre igi yerlesim ve

organ iiretim sekilleri olan & -CA izoenzimlerinden Zn™ iyonu tagiyanlar dikkate

alinmalidir (Maren 1997).

Memelilerde farkli doku dagilimlar1 gdsteren 0-CA gen ailesine bagli 16 farkli CA
izoenzimi ve CA baglantili protein (CARP) tanimlanmistir. Bunlarin bes tanesi
sitoplazmik (CA 1, 11, III, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi
salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagh (CA 1V, IX, XII ve XIV), {i¢ tanesi
nonkatalitiktir (VIII, X, XI) (Supuran et al. 2003; Supuran et al. 2004). CA-XV’in ise
katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile benzer ozelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izoenzimlerinin tiimorojen oldugu belirlenmistir

(Nishimoiri 2004; Hilvo et al. 2005).

Ug boyutlu yapilardan ilki 0-CA olup, insan CA-I ve CA-II izoenziminin kristal yapisi
ile sigir CA-III, yass1 formlu bir sican CA-V’i ve E. coli de bulunan CA formu bu
yapidaki enzim tipidir. Bir yap1 da Hindistan bufalosunun CA-II ’sinde bulunmustur.
Molekiiliin geri kalan kismina zayifca baglanan amino terminal bolgesinin disinda, o-
CA bir bolge proteini olarak disiiniilebilir. Yapimin ikinci bdlgesi on iplik¢cik ve
molekiilii iki esit parcaya bdlen sarilmis bir B seridinden olusmustur. Paralel
iplikgiklerin iki pargasi disinda, diger B seritleri anti paralel olarak uzanmuslardir.
Digerlerine nispetle daha kisa olan heliksler, molekiiliin yiizeyine yerlesmislerdir

(Boriack-Sjodin et al. 1995).



Enzimin aktif bolgesi oyuk seklindedir ve genis bir alana yerlesmistir. Koni bigimindeki
bu oyuk hemen hemen molekiiliin merkezine kadar uzanir. Cinko iyonu bu oyugun alt
kismina bitisik durumdadir. Dort ligand gibi H,O veya OH™ ile bir tetrahedral
geometride His-94, His-96 ve His-119°daki ii¢ azot atomuyla koordine edilmistir.
Ligandlar protein formundaki bir indirekt ligandin hidrojen bagi ile diger gruplara

baglanmasiyla olusurlar (Sekil 1.1); (Lesburg and Christianson 1995).

_YL Glu-117
Thr-199 H\IL
His-119
| _n X

=X i o
O-----—- NH__- 1—1\
o His-94
His-96 /
HNT S N-----ooeo - H—OI """~ H
ﬁ:——_/ H
His-64

Sekil 1.1. CA-II izoenziminin ligand yapisindaki metal merkezinin sematik olarak
gosterilisi

Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi; son altmis yildir yapilan ¢aligmalar
sonucu aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu c¢alisma sonuglarina gére CA enziminin;
metabolizmada son derece 6nemli olmasi, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun
sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilebilmesi gibi avantajli
Ozelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Enzim kinetigi hakkinda insan HCA-II izoenzimi
iizerinde yapilan spesifik bolgenin mutasyonu ve X-ray kristalografisi ¢aligmalarinda

da, katalitik mekanizma oldukca ayrintili bir sekilde ortaya cikarilmistir. Diger
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izoenzimlerin mekanizmalar1 genellikle bu mekanizma ile ayn1 olmasina ragmen, bazi
spesifik detaylarda farkli olabilmektedir. Bu caligmalar sonucunda, CA’nin yapisal
olarak iki onemli Ozellige sahip oldugu tespit edilmistir. Bunlardan birincisi, aktif
bdlgede Zn™ iyonu ve ona bagh bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. ikinci olarak da,
aktif bolge yakinindaki amino asitler, proton verici ve proton gradienti olusturacak

sekilde diizenlenmislerdir.

Zn"? iyonuna OH’ iyonunun baglanmastyla enzimin aktif formu meydana gelir. Enzimin
aktif formu giiglii niikleofilik yapistyla CO, molekiiliine saldirir. Bu da Zn™ iyonuna
baglanmis bikarbonat iyonunun olugsmasini saglar. Daha sonra bikarbonat iyonu bir su
molekiilii ile yer degistirir ve ¢bzeltiye geger. Bunun sonucunda Zn™ iyonuna su
molekiilii baglanir ve bu da enzimin asit formuna doniismesini saglar (Stams et al.
1988). Tekrar bazik formu olan A formuna gegmek icin aktif bolgeden ¢evresine bir
proton transferi gergeklesir. Bu reaksiyonun gerceklesmesine His-64 gibi proton
yakalayan aktif bolgeler ve ortamdaki tampon boélgeler yardimcei olurlar (Lindskog and
Silverman 2000; Supuran and Scozzafava 2001).

Karbonik anhidraz izoenzimleri, seker hastaligi, yag, iire, tiimor olusumuna yol agan
etkenler ve ¢ok zehirli ¢esitli patojenlerin gelismesini igine alan fizyolojik ve patolojik
stireclerle ilgili olan genis bir enzim ailesidir. Ditiretikler ve antiglokom ilaglarinin yani
sira, CA inhibitérlerinin, yeni anti-obezite, anti-kanser ve antienfeksiyon ilaglar1 olarak
kullanimindaki 6nemi son yillarda yaygin bir bicimde vurgulanmaktadir (Supuran
2008). Bunlara ek olarak, yeni ¢alismalarda CA aktivasyonunun Alzheimer hastalig

i¢in yeni bir tedavi olanagi saglayabilecegi ileri siiriilmektedir (Supuran 2008).
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1.3. Karbonik Anhidrazin Onemli inhibitorleri

1.3.1. Siilfonamidler

CA’nin en giiglii organik inhibitorleri aromatik veya hetero aromatik siilfonamidlerdir.
Siilfonamidler —SO,NH, fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir. Siilfonamidlerin
genelde CA-II icin K; degerleri 107 ile 10™"° M arasinda degisir. Glokom hastali1
tedavisinde CA’nin gii¢lii inhibitérlerinden olan asetazolamid kullanilmaktadir. Oral
yoldan verilen bu ilacin oldukca fazla yan etkileri vardir. Bu yan etkileri azaltmak ve
daha etkili bir ila¢ molekiilii bulmak amaciyla bir¢ok siilfonamid tlirevi sentezlenmis ve
g0z epitelyumunda bulunan CA-II iizerinde inhibisyon etkileri arastirilmistir (Supuran
and Scozzafava, 2001; Biilbiil et al. 2002). Giiniimiizde siilfonamidler glokom hastalig1
tedavisi disinda ditiretik, anti bakteriyel ve antifungal ila¢ olarak yaygin kullanima
sahiptirler. Bu sebepten diinyanin bir¢ok yerinde farkli gruplar tarafindan yeni
siillfonamid tiirevleri sentezlenmektedir. Asetazolamid, metazolamid, etazolamid,
diklofenamid, dorzolamid ve brinzolamid gibi bazi 6énemli siilfonamid tiirevleri asagida
verilmigtir. Siilfonamidler antiglokom ilact kullanimimin yani sira CA-IX ile kanser
dokularinin direk iligkisi olmasi sebebiyle kanser teshisinde kullanilabilmektedir.
Ayrica CA enzimi inhibitorii olan bu molekiillerin yapilan bir¢ok calisma sonucunda
antiobezite, antifungal, antibakteriyel, diiiretik ilag olarakta kullanilabilecegi

belirtilmistir (Supuran, 2003).
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1.3.2. Siilfamatlar
Siilfamatlar —~OSO,NH, fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir. Onceleri

stilfonamidler sinifina dahil edilen bu bilesikler daha sonra ayri bir alt grup olarak
adlandirilmistir. Stilfamatlar giiniimiizde karbonik anhidraz inhibitorii olmalarmin yani
sira antibiyotik, antiviral, antikanser, antikonvulsant, antiobezite, anti-artrit ajani, anti-
osteoporoz ajanidirlar. Siilfamatlar hiperlipidemi ve ateroskleroz tedavisinde de

kullanilmaktadir.

Karbonik anhidraz izoenzimleri iizerinde en basit yapili siilfamat olan siilfamik asittir.
Briganti ve arkadaslar tarafindan incelenmistir. Sonraki calismalarda g¢esitli aromatik
siilfamat tiirevleri sentezlenerek karbonik anhidraz izoenzimleri iizerine inhibisyon

etkileri incelenmistir (Abbate et al. 2002; Ahmed et al. 2001).
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1.4 Deneysel Calismada kullanilan flaclar

Koyun midesi karbonik anhidraz I (CA I) ve karbonik anhidraz II (CA II) izoenzimleri

tizerine etkileri incelenen ilaglarin 6zellikleri sdyledir:

Ampisilin sodyum: Ampisilin mide-bagirsak kanalindan kismen (ortalama %40)
absorbe edilir. Absorbsiyonu besinler tarafindan kismen azaltilir. Plazma proteinlerine
cok az (%20) baglanir. Absorbe edilen dozun yaklasik yaris1 bobreklerden esas olarak
tiibiiler salgilanma suretiyle itrah edilir; idrardaki konsantrasyonu yiiksektir. Kalan
kisminin biiyiik boliimii karacigerde safra icine itrah edilir ve az bir kismi1 metabolize
edilir. Tikaniklik olmadig takdirde safradaki konsantrasyonu plazmadakinin 300 katina
¢ikabilir. Ampisilinin yarilanma 6mrii 80 dakika kadardir. Ampisilin, E.coli ve duyarl
diger bakterilere (P. Mirabilis ve Enterococcus’lar gibi) bagl iiriner enfeksiyonlarda
kullanilir (Kayaalp 2002).

©]
\\|
z
Q
I
w

Sekil 1.2: Ampisilin molekiikiiniin acik yapis1

Gentamisin siilfat: Aminoglikozid bir antibiyotik olan gentamisin, 6zellikle gram
negatif organizmalarin sebep oldugu bir¢ok enfeksiyon tipinde tedavi edici olarak
kullanilir. Ancak E coli gram negatif bir bakteri olmasina ragmen gentamisine direng
gostermistir. Ayrica ototoksik ve nefrotoksik etkilerinden dolayr klinik kullaniminda
problemler olugmaktadir. Cevrede (su ve toprak) ¢ok¢a bulunan, gram pozitif bir bakteri
olan, Micromonospora Purpurea’dan elde edilir. Gergekte yapica birbirine ¢ok benzeyen

lic gentamisin tlirtiniin (gentamisin C;, Cj, ve C;) karisimindan ibarettir. Kitlesine gore
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kanamisin ve amikasinden giigliidiir. Aminoglikozid ilaglar igerisinde, amikasinden
sonra, spektrumu en genis ve antibakteriyel giicii en yiiksek olanidir. Plazma
proteinlerine hemen hemen hi¢ baglanmaz. Kanda yaklasik %10 oraninda alyuvarlara
baglanir.viicutta biyotransformasyona ugramadan bobreklerden itrah edilir ve idrarda
serumdakinden 10-100 kez daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Gentamisin,
bakteriyel ribozomun 30S alt birimine baglanarak protein sentezini durdurur. Biitlin
aminoglikozidler gibi oral olarak verildiginde sistematik olarak aktif olmaz. Bu yiizden

ince bagirsaktan emilimi olduk¢a zordur (Kayaalp 2002).

OH

HO

OH H,N

HsC NH,

HN
AN
CHgs

Sekil 1.3: Gentamisin molekiiliiniin agik yapisi

Amikasin Siilfat: Aminoglikozidler arasinda yari-sentetik olarak yapilan ilk tiirevdir.
Dogal bir ilag olan kanamisin A’dan asilleme suretiyle elde edilir. Yapisi ile ilgili bu
ozelliginden dolay1; gentamisin, kanamisin ve tobramisin gibi dogal aminoglikozidleri
inaktive eden bakteriyel enzimlere dayaniklidir ve bundan dolay1 en genis spektrumlu
antibiyotiktir. Farmakolojik ve farmakokinetik oOzellikleri yoniinden kanamisin ile
amikasin arasinda yakin bir benzerlik vardir. Kanamisin gibi amikasin de i¢ kulakta
ozellikle igitme fonksiyonunu bozar. Nefrotoksik ve ototoksik etki gosterir (Kayaalp

2002).
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Sekil 1.4: Amikasin molekiiliiniin acik yapisi

Kanamisin siilfat: Aminoglikozid bir antibiyotik olan kanamisin siilfat mevcut oral,
damari¢i ve intramuskiiler formlarinda bulunur. Cok ¢esitli enfeksiyon tiirlerinde
kullanilan kanamisin, Streptomyces kanamyceticus’dan izole edilir. Genis spektrumlu
aminoglikozid bir antibiyotik olan amikasin gibi isitme fonksiyonunu bozabilir. Ayrica

bobreklerde toksisiteye ve alerjik etkilere de sebep olabilir (Kayaalp 2002).

NH,
HO HoN (@) OH
0
o OH O OH
HO
OHO
H,N OH NH, \\S/OH
2\
HO 5

Sekil 1.5: Kanamisin siilfat molekiiliiniin a¢ik yapisi

Tylosin: Makrolid sinifi bir antibiyotik olan tylosin, gram pozitif organizmalara kars1
genis bir antibiyotik etkiye sahip olsa da gram negatif organizmalara karst sinirl bir
etkinlige sahiptir. Streptomyces fradiae’nin dogal fermantasyon iiriinii olarak elde edilir

(marvistavet.com). Tylosin, veterinerlikte, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok
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yaygin olarak kullanilir ve oldukc¢a giivenilir bir marja sahiptir. Koyun, keci, sigir ve
domuzlarda potansiyel bakteriyel enfeksiyonlarin Onlenmesi, solunum yolu

enfeksiyonlar1 ve yumusak doku enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullanilir.

N
O
HO
N/
@)
O
O
HO
OH

Sekil 1.6: Tylosin molekiiliiniin agik yapis1

Enrofloksasin: Florokinolon bir antibiyotik olan enrofloksasin, bakterisit bir ajandir.
Enrofloksasin’in bakterisit aktivitesi, konsantrasyonuna bagli olarak, bakteri hiicrelerini
20-30 dakika icerisinde oldiiriir. Enrofloksasin hem gram pozitif hem de gram negatif
bakteriler i¢in antibiyotik etki gosteren énemli bir bilesiktir. Mekanizmasi1 ve hareket
sekli tam olarak bilinmese de bakteri DNA sarmalinin olusumunun 6niine gegcerek DNA
sentezini durdurduguna inaniliyor. E.coli, Enterobacter, Compylobacter, Shigella,
Salmonella, Brucella vb. gibi bakteri tiirlerine kars1 oldukga etkilidir. Streptococcus
tiiriine kars1 degisken etki gosterebilir. Anaerobik bakterilere karsi etkili degildir (Plumb
DC. Enrofloxacin. Veterinary Drug Handbook, Fifth edition).
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HO ‘

Sekil 1.7: Enrofloksasin molekiiliiniin a¢ik yapisi
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien
tarafindan ve birbirlerinden ayr1 olarak kesfedilmistir. Meldrum and Roughton et
al.(1933) insan eritrosit karbonik anhidraz enzimini yiiksek oranda saflagtirmalarina
ragmen sigir eritrositlerinden saflastirmayr 1930’lu  yillarin  sonlarinda ancak
gerceklestirebilmistir. Keilin and Martin (1944) ise CA aktivitesinin ¢inko igerigi ile
orantilt oldugunu bularak c¢inkonun katalizlemede c¢ok 06zel bir rolii oldugunu
bulmuslardir. Boylece CA enzimi tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe ge¢mistir.
Daha sonra CA enzimi, suda yasayan canlilarda da olmak tizere bir¢ok bitki, mantar,
bocek, sican ve memeli dokular1 gibi genis bir canli toplulugunda tespit edilmistir (Burt
et al. 1992; Bottcher et al. 1994; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2005, Yu et al.
2006). Enzim goz, ciger ve merkezi sinir sistemi gibi ¢ogu dokuda dagilmigtir

(Beydemir and Giilgin 2004).

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi belirlenmis ve bu
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklar1 arastirilmis ve hala
bu konuda ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (Lonnerholm et al. 1985; Okuyama et al. 1995;
Parkkila and Parkkila 1996; Christie et al. 1997; Raisanen et al.1999).

Karbonik anhidraz enziminin saflagtirilmasi i¢in en ¢ok uygulanan metod afinite
kromatografisidir. Karbonik anhidraz enzimi ilk kez 1972 yilinda Falkbring ve
arkadaslari tarafindan bir afinite jeli kullanilarak saflastirilmis, daha sonra 1975 yilinda
Whitney’in, 1976’da Chanpagnol’un, 1980 yilinda Wistrand ve arkadaglarinin ve
1996°da Arslan ve arkadaslarinin, 2004’te Ozensoy ve arkadaslarinin yaptiklari

calismalarda farkli afinite jelleri sentezlenmistir.
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Cizelge 2.1. Karbonik anhidrazin saflastirilmasinda kullanilan bazi 6nemli afinite jelleri

CA Uygulandigi
Matriks Ligand Uzanti1 Kolu o Canl ve
Kapasitesi
Dokular
Sephadex G- . . T
150 Sepharose p’ﬁﬁ‘%ﬁ‘:ﬁgjn Yok 3-4 mg/ml jel l“sa“Be;Etr:rsilﬂe“’
2B, 4B, 6B
) p-Aminobenzen . Insan eritrosit
Sepharose-4B stilfonamide Yok > mg/ml jel izoenzimleri
) p-Aminobenzen CH,CHOHCH,O- .. . Insan bobregi,
Sepharose-6B siilfonamide (CHy):O(CH,),CHO | Belirtilmemis o o7 lensi
. Insan, kedi ve
CM-Sephadex p-Aminobenzen 17-23 mg/ml ’
G-150 siilfonamide NH(CeHy)NHCOCH,- jel maymun .
eritrositleri
2-Amino- 1,3,4- NH,(CH,)sCOOH oy .
Sepharose-4B tiyadizol-5 NH,(CH,),(COOH Belirtilmemis Bitki fotosegtetlk
.. . hiicreleri
stilfonamid
CM-Bio-jel A p—/%mlnobe.nzen -CH,CONHCH,- 15_20. mg/ml Insan eritrositleri
stilfonamide jel
CM-Sephadex p—/%mlnobe.nzen L-Tirozin 503 mg/ml jel Insgn Ve sigit
stilfonamide eritrositleri
Sepharose-4B p—A:mmobe.nzen L-Tirozin 301—3.17 mg/g Insgn ve sigir
stilfonamide jel eritrositleri

Karbonik anhidraz enzimleri pek c¢ok dokudan saflastirilmis ve molekiil kiitleleri
belirlenmistir. Burt ve arkadaglarinin 1992°de yaptiklar1 bir ¢aligmada literatiirde yiiz
sinegi olarak ifade edilen Musca autumnalis larvalarindan CA saflastirilmis SDS-PAGE
yapilarak enzimin safligi kontrol edilmis ve molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak
belirlenmigtir. Daha sonra enzimin dogal molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla jel
filtrasyon kromatografisi yapilmis ve 31.000 Da olarak tespit edilmistir. Boylece
enzimin aktif formunun monomerik yapida oldugu gosterilmistir. Krungkrai ve
arkadaglarimin  (2001), Plasmodium falciparum’dan

yaptiklar1 bir arastirmada,

saflastirilan CA’nin molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak belirlenmistir.
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CA enzimleri hayvanlarda ve 6zellikle de insan hastaliklarinin bir ¢ogunun tedavisinde
kullanilan ilaclar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamid, dorzolamid ve brinzolamid
gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaglar karbonik anhidraz izoenzimlerinin kuvvetli
inhibitorleridirler (Biilbiil et al. 2003). Ornegin insanlarda glokom hastaliginda CA
inhibitorleri farmakolojik ajan olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Casini et al.
2002; Giilgin et al. 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan Sepharose-4B, p-nitrofenilasetat, standart serum albumin,
N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED), diyaliz torbast ve L-tirozin Sigma
Chemical Comp.’den; siilfanilamid, sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat,
trithidroksimetilaminometan (Tris), sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-
merkaptoetanol, brom timol mavisi, hidroklorik asit, siilfirik asit, glisin, fosforik asit,
sodyum azotiir, metanol, aseton, etanol, izoproponal, sodyum barbital, akrilamid, N,N’-
metilen bisakrilamid, Sephadex G-200, coomassie brillant blue G-250, R-250 ve diger
kimyasal maddeler E. Merk AG’den; karbondioksit gazi piyasadan saglanmstir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Santrifiij: MSE Mistral 2000

Spektrofotometre: CHEBIOS s.r.1. (Optimum-one/UV-VIS)
pH metre: Schott pH-Meter CG840

Elektroforez tanki: BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa: Ismatec

Karnistirici(Vortex): Fisons whirli-mixer

Karistiricr (Shaker): GFL 3025

Hassas terazi: Gecavery (UK)

Afinite kolonu: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (Isveg)

Kronometre: Hanhard, Electronische Digital-stopphur Germany
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Magnetik karistirici: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
Saf su cihazi: Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu: Clifton

Kar makinesi: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Buzdolaplari: Argelik

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar): Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low

Gii¢ kaynag: 1-Bio Rad Power Pac 3000

Otomatik pipetler:Eppendorf

Calkalayici: GFL

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Aragtirma siiresince kullanilan ¢dzeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.

1. 0,2 M NaHCOs;, pH=8,8 (Sepharose-4B matriksi lizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon): 16,8 g NaHCOs, 950 ml destile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile

pH=8,8¢¢ titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCI/0,1M Na,SO4, pH=8,7 ( afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan
tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na,SO4, 950 ml destile suda ¢oziilerek 1 N HCI ile

pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

3. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasinda kullanilan tampon) 3,0275 g Tris ve 3,124 g Na,SO4, 950 ml
destile suda ¢oziilerek 1 N HCI ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1

litreye tamamlandi.
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4. 25 mM Na,HPO4/1 M NaCl, pH=6,3 (kolona tutunmus CA-I izoenziminin eliisyonu
icin kullanilan tampon): 2,2 g Na,HPO4 ve 14,625 g NaCl alinip, 200 ml saf suda
cozildi. pH 6,3’e titre edildikten sonra destile su ile toplam hacim 250 ml’ye

tamamlandi.

5. 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClOy4, pH=5,6 (kolona tutunmus CA-II enziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,04 g NaCH3;COO.3H,0 ve 9,187 g NaClO4
120 ml destile su ile ¢oziilerek, 1 N HCl ile pH = 5,6’ya getirildikten sonra destile su ile

hacim 150 ml’ye tamamlandi.

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

hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

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

getirildikten sonra hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

8. 9%0,02’lik NaNj; ¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi i¢in kullanilan

¢ozelti): 20 mg NaNj; alinarak hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

9. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8) 1 ml
%10’luk SDS ve 1 ml %100’lik gliserin, 1 ml %0,1°lik brom timol mavisi
karistirilarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu tamponu
kullanmadan hemen o6nce, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak sekilde B-

merkaptoetanol ilave edildi.

10. SDS-PAGE’de kullanilan yiirlitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml suda
¢oziildii, daha sonra bunun {izerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf

su ile 500 ml’ye tamamlandi.
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11. Boyama c¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak

sekilde yeteri kadar hazirlandi.

12. Yikama c¢ozeltisi (elektroforez jelinin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): %50m

metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

13. Sabitlestirme ¢ozeltisi (elektroforez jelindeki proteinlerin sabitlestirilmesi igin
kullanilan ¢ozelti): %50 izoproponal, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar1

hazirlandi.

14. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii, bu
cozeltiye %95°lik fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye

tamamlandi.

15. 0,025 M veronal tamponu: 0,025 mol sodyum barbitalin 900 ml suda ¢oziiliip
pH=8,2’ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlandi.

16. CO, ¢ozeltisi (COy-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0°C° de yarim saat

stireyle saf suyun icerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlandi.

17. %0,04’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde indikator olarak
kullanilan ¢6zelti): 0,1 g indikatoriin 16 ml 0,01 N NaOH igerisinde ¢oziildiikten sonra

hacminin saf suyla 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

18. 1 M Tris-HCI pH=8,8: 12,1 g Tris 90 ml suda ¢oziiliipl M HCI ile istenen pH’ya

kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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19. 1 M Tris-HCI pH=6,8: 2,42 g Tris 5 ml suda ¢oziilipl M HCI ile istenen pH’ya

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

20. %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢ozeltisi: 6 g akrilamid, 0,16 g bisakrilamid
alinip 13,84 ml suda ¢oziildii.

21. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 0,5 g SDS alinip 4,5 ml suda ¢oziildii.
22. Standart serum albumin ¢6zeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 25

mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

Kullanilan ila¢larin stok cozeltileri:

Enrofloksasin: 200 mg enrofloksasin’in 2 ml saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi (0,278
M)

Gentamisin siilfat: 80 mg gentamisin siilfat’in 2 ml saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(0,084 M)

Amikasin siilfat: 500 mg amikasin siilfat’in 2 ml saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(0,320 M)

Kanamisin siilfat: 500 mg kanamisin siilfat’in 2 ml saf suda ¢ozililmesiyle elde edildi
(0,429 M)

Tylosin: 400 mg tylosin’in 2 ml saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi (0,343 M)

Ampisilin sodyum: 1 g ampisilin sodyum’un 3 ml saf suda c¢oziilmesiyle elde edildi

(0,879 M)
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3.2. Yontem

3.2.1. Koyun midesinden saflastirilan CA I ve CA II izoenzimlerinin saflastirilmasi

ve karakterizasyonu calismalari ile ilgili yontemler

3.2.1.a. Sepharose-4B afinite kolonunun hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-Tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid
diazollanarak tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu,
stilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olugturmaktadir. Siilfanilamid,
karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitdrii olup, afinite jelinin yapisina girerek sz
konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasi amaciyla kullanildi (Arslan et al. 1996).

Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi:

a) CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B’ye tirozin takilmasi: CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose 4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO; tamponu (pH=10) ile
yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin ¢dziinmiis
soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve
bagetle karigtirma, 90 saniyeden az bir siirede tamamlandi ve bundan sonra
stispansiyon, 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra 16 saat
4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile yikandi ve bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen
uzaklastirllmis oldu. Yikama, 100 ml 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH =8,8)

tekrarlanarak tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 ml’si i¢ine alindi.

b) Siilfanilamid kenetlendirilmesi: 25 mg siilfanilamid, 0°C civarinda 10 ml 1 M HCI
icinde ¢6ziildii ve igerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢6zelti, siilfanilamid
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan

stilfanilamid 40 ml Sepharose-4B-L-Tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile
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pH=9,5"a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi.
Daha sonra 1 litre saf su ve 200 ml 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4) tamponuyla yikandi.
Daha sonra iizerine bir miktar daha ayni tampondan konularak saklandi (Arslan et al.

1996). Tiim basamaktaki reaksiyonlarin agik formiilleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

0 i
= (@) H H
AOTC=N \ 0-C-N—C—C—OH
C=NH l
/ > H,C
OH 0 fe)
. e Imidokarbonat H I OH
Siyanat ara tiriinii NH,—C-C—OH
|
¢H2 Sepharose 4B—9!_t|irozin
N,*CI”
L-tirozin Diazolanmis
siilfanilamid ©
SO,NH,
O (0]
I H
O—C—HN—Cli—C—OH
OH
G I
N
Afinitejeli
SO3NH;3

Sekil 3.1. CNBr Sepharose 4B-L-Tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki
reaksiyonlarin agik formiilleri

3.2.1.b. Koyun midesinin temini ve homojenat hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan koyun mideleri piyasadan taze olarak temin edildi. Alinan koyun
mideleri buz i¢erisinde muhataza edilerek laboratuara getirildi. 20 g’lik parcalar halinde

kesilerek -80°C’de, daha sonra kullanilmak iizere, muhafaza edildi. Daha sonra doku
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ornegi, kan ve diger kirlilikleri elimine etmek i¢in %0,9’luk NaCl ile 3 defa yikandi.
Doku homojenatin1 hazirlamak i¢in, numune bir bigak yardimiyla ¢ok kiiciik pargalar
halinde kesildi. Daha sonra siv1 azot i¢inde pargalanarak, 3 ml/g olacak sekilde 25 mM
Tris HCI/0,1 M Na,SO4 (pH= 8,7) tampon ¢o6zeltisinin i¢inde homojenize edildi. Bu
stispansiyon 30 dakika 15 000 xg’de santrifiij edildi. Siipernatant alindi ve 100 000 xg’

de ultrasantrifiij yapildi. Siipernatant analizler i¢in kullanild1.

3.2.1.c. Koyun midesi homojenatinin afinite kolonuna tatbiki ve eliisyonu

Koyun midesinden elde edilen homojenatin pH’s1 8,7’ye ayarlandi. Homojenat kolona
tatbik edildi ve kolon 400 ml 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4 (pH=8,7) ¢ozeltisi ile
yikandi. Bdylece karbonik anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar
uzaklagtirilmig oldu. Daha sonra 25 mM Na,HPO4/1 M NaCl (pH=6,3) tamponu kolona
tatbik edilerek CA-I enzimi eliisyonlar halinde alindi. Daha sonra 0,1 M
NaCH;COO0.3H,0/0,5 M NaClO4 (pH=5,6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip CA-II enzimi
eliie edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20 ml/saat’e ayarlandi.
Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 1,5’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki

absorbanslarina bakildi.

3.2.1.d. Diyaliz

Afinite kolonundan elde edilen ve 280 nm’de yiiksek absorbans gdsteren tiipler ayr1 ayri
birlestirilerek diyaliz torbalarina yerlestirildi ve iki saat siireyle diyaliz tamponuna
(1ImM B-merkaptoetanol igeren, 0,05 M Tris-SO4 pH=7,4) kars1 diyaliz edildi. Diyaliz

islemi, soguk ortamda gergeklestirildi.
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3.2.1.e. Sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safligimin kontrolii

Koyun midesi dokusundan Sepharose 4B afinite kolonu ile CA enzimlerinin
saflagtirlmasindan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (1970), tarafindan belirtildigi gibi yapilarak
saflastirilan enzimlerin safligi kontrol edildi. Bunun i¢in elektroforez plakalari su ve
alkolle iyice yikandi. Iki cam plaka birbiri iistiine konuldu ve 6zel naylon kaplarina
yerlestirilerek jel hazirlama cihazina konuldu. Daha sonra cam plakalar aralik
olusturucu mikalarin bulundugu kisimlardan kiskaclarla dikkatlice sikistirildi. Ayirma
jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektorle dokiildii. Ortamda hava olmamasina dikkat
edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in %0,1’lik SDS ile ince bir tabaka olusturuldu.
Katilagincaya kadar (yaklasik yarim saat) beklendi. Katilastiktan sonra iistiindeki
%0,1°1ik SDS alindi. Daha sonra plakalarin {ist kismina tarak yerlestirildi ve yigma jel
taragin yanindan st yiizeye kadar ilave edildi. Taragin iistiine nemli siizge¢ kagidi
konularak yaklagik yarim saat bekletildi. Daha sonra tarak dikkatlice c¢ikarilarak

plakalar elektroforez tankina yerlestirildi.

Olusan bosluklar isaretlenerek jelin istii 6nce saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile
yikand1. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiritme tamponu konuldu. Numuneler
her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pl olacak sekilde
1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.
Numuneler sogutularak, jel kuyularina ¢ok ince bir enjektor yardimiyla uygulandi. Tank
kapag1 kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (Anot), iistten (-) kablo (Katot) yerlestirildi.
Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra akim 150 volta ayarlanarak 4-5 saat
oda sicakliginda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarilldi. Bu yiiriitme tamponu tekrar kullanilmak iizere saklandi ve sabitlestirme
cozeltisinde (%50 izopropanol + %10 TCA + %40 saf su) 15 dakika bekletildi. Daha
sonra sabitlestirme cozeltisinden c¢ikarilan jel 6zel kabina konularak, renklendirme
cozeltisi iistiinii Ortiinceye kadar eklendi. Yaklasik 45 dakika kadar ¢alkalayici lizerinde

karistirildi. Daha sonra renklendirme c¢ozeltisinden ¢ikarilarak, yikama ¢ozeltisine
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alindi. Belirli araliklarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilip, protein bantlari
belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozeltide calkalandi. Yikama ¢ozeltisi, aktif karbon
tizerinden gegirilerek tekrar tekrar kullanildi. Jel yikama ¢dzeltisinden c¢ikarildiktan
sonra fotografi c¢ekildi. Elektroforezde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi ; %0,1
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit, %40 saf su ile hazirlandi.
Yikama ¢ozeltisi ise; %50 metanol, %10 asetik asit, %40 saf sudan ibarettir. Ayirma jeli
sOyle hazirlandi: 15 ml 1M Tris-HCI (pH=8,8), 10,66 ml %30’luk akrilamid-%0,8’lik
bisakrilamid, 0,61 ml %1’lik SDS, 0,4 ml %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilen
diamin) ve 11,94 ml su karistirildi. Bu karigimin iizerine en son olarak 0,8 ml %1,5’luk
amonyum persiilfat (NH4),SOs (PER) ilave edildi. Burada kullanilan PER
kullanilmadan hemen Once taze olarak hazirlandi. Yigma jeli hazirlanmasi sirasinda
IM’lik Tris-HCI1 (pH=6,8)’den 1,24 ml, %30’luk akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid’den
Iml, %1’lik SDS’den 0,1 ml, %5’lik TEMED’den 0,1 ml ve saf sudan 7,36 ml alinarak
karigtirildi. Son olarak yine giinliikk hazirlanmis %1,5’luk PER’den 0,2 ml ilave edildi.
Jel hazirlandiktan sonra standart proteinler ve gokkusagi alabaligi dokularindan

saflagtirilan enzim jele tatbik edildi. Deney sonunda jelin fotografi ¢ekildi.

3.2.1.f. Sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

enzimin molekiil kiitlesi tayini

Laemmli (1970), metoduna gore molekiil kiitlesi tayini su sekilde yapildi; standart
protein olarak tavsan fosforilazi B 97 kDa, sigir serum albumini 66 kDa, ovalbumini 45
kDa, sigir eritrosit karbonik anhidrazi 29 kDa kullanildi. Her bir doku igin
gerceklestirilen elektroforez islemlerinden sonra standart proteinlerin Ry degerleri
hesaplanarak log MK-R¢ standart grafikleri ¢izildi. Daha sonra mide dokusundan elde
edilen CA enzimlerinin ayr1 ayri Ry degerleri hesaplandi ve standart grafikte yerine
konularak CA-I ve CA-Il izoenzimlerinin log MK’s1 belirlendi. Bu degerlerin
antilogaritmasi1 alinarak numunelerin molekil kiitleleri tespit edildi. Proteinlerin Ry

degerleri;
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R, = Xprotein
f=——
Xboya

formila kullanilarak belirlendi.

Xprotein= Proteinin ylirlime mesafesi, Xpoya= Boyanin yiiriime mesafesi

3.3. Karbonik anhidraz enziminin aktivite tayini

CA enziminin aktivitesi iki sekilde olgiilebilmektedir; birincisi, CA’nin fizyolojik
aktivitesi olan CO,-hidrataz aktivitesidir, ikincisi ise in vitro sartlarda gerceklestirdigi

spektrofotometrik olarak takip edilebilen esteraz aktivitesidir.

3.3.1 CO,-hidrataz aktivitesi

Bu yontem Rickli ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemidir (Wilbur and Anderson 1948). CO,’nin hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H'
iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen
stirenin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon
karigtmin1 olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore asagidaki prosediir

uygulandi:
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Cizelge 3.1. Hidrataz aktivitesinde kullanilan maddelerin katilma siras1 ve miktarlari

Kontrol Tiipii (Kor)

Numune Tupi

Kullanilan Maddeler

(uD) (ul)
0,025 M veronal tamponu 1000 1000
(pH=8,2)
5 oy -
A)0,0'4‘ liikk brom timol 100 100
Mavisi
Saf su 600 550
Enzim Cozeltisi - 50
CO, gazi1 ile doyurulmus 2500 2500
Cozelti
Toplam Hacim 4200 4200

Daha sonra bir kronometre yardimiyla CO, ¢ozeltisi katildig1 andan itibaren indikatoriin
mavi renginin sarimsi yesile doniismesi (pH =6,3) icin gecen siire (to) belirlendi.
Indikatoriin mavi renginin sarims1 yesile doniismesi (pH=6,3) igin gegen siire (t.) bir
kronometre vasitasiyla belirlendi. Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim iinitesi
(EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidratasyonu siiresini yartya indiren enzim

miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Enzimin aktivitesi; enzimsiz CO, hidratasyon siiresi

(to) ile enzimli reaksiyon siiresi (t) arasindaki farkin t.’ye boliinmesi ile belirlendi ve

formuliine gore hesaplandi (Maren 1960). Alabalik doku homojenatlart ve saf enzimin

aktivite tayininde aym islemler uygulandi ve saflagtirma tablolarinda sunulan aktivite

to — tc
te

EU =

degerleri bu metoda goére hesaplandi.
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3.3.2 Esteraz aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir. Metodun prensibi kisaca sOyledir; karbonik anhidraz enzimi substrat
olarak kullanilan p-nitrofenilasetatt 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-

nitrofenolat’a hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi asagida verildigi gibidir:

CA

Il A
02N OCCH3 + H20 - 02N OH + CH3COOH

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayni absorbansi gostermektedir. Bu
yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrisip ayrismamasi olgiimii etkilememektedir
(Verpoorte and Mehta 1967, Armstrong et al. 1966). Bu dalga boyunda
pnitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir. 1
ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak Olgiilen aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon

karisimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina goére su prosediir uygulandi:

Cizelge 3.2. Esteraz aktivitesinde kullanilan maddelerin katilma siras1 ve miktarlari

Kontrol Tiipii (Kor) Numune Tiipii

Kullanilan Maddeler

(D) (D)
1 M Tris-SO4 tamponu
(pH=7.4) 500 500
p-Nitrofenilasetat 333 333
Saf su 167 117
Enzim ¢ozeltisi - 50
Toplam hacim 1000 1000
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Tablodaki reaksiyon karigimi hazirlandiktan ve baslangictaki deger okunduktan sonraki
her dakikada bir absorbans miktar1 okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C de 348 nm’de
absorbans1 okunarak absorbans farki alindi. Kor olarak saf su kullanildi. Yapilan
deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, giinliik olarak hazirlandi: 27,2
mg p-nitrofenilasetat, 1 ml aseton i¢inde ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 ml saf suya
yavag yavasg ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak, esterin
siirlt ¢oziinilirliigli dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger organik coziiciilere
nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii oldugu igin secildi (Verpoorte
and Mehta 1967). Kinetik caligmalar esnasindaki aktivite Olglimleri enzimin esteraz

aktivitesi ile gerceklestirildi.

3.4. Protein Tayini

3.4.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip tirozin
ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina
dayanan Warburg metodu olarak bilinen yolla gerceklestirildi (Segel 1975). Sepharose
4B-L-tirozin siilfanilamid afinite kromatografisi islemlerinden sonra esit hacimde
alinmis olan biitiin tiiplerde kalitatif protein tayini yapildi. Kuvarz kiivetler kullanilarak
spektrofotometrede absorbanslar1 280 nm’de kore karsi okundu. Sephadex G-200 ile
yapilan jel filtrasyon kromatografisinde de proteinlerin kalitatif tayini ayni metodla

belirlendi.

3.4.2. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Koyun midesi numunesinden hazirlanan homojenat Sepharose 4B-L-tirozin
siilfanilamid afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif
protein miktar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie

brillant blue G-250 negatif bir yiike sahiptir ve protein lizerindeki pozitif yiike baglanir.
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Boyanin kirmizi (Ayax=465 nm) ve mavi (Anax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin
baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doéniisiimiinii saglar. Bu yontemin bozucu
faktorlere girisimi oldukga azdir ve hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Reaksiyon yiiksek
oranda tekrarlanabilir ve hizli cerayan eder, iki dakikada tamamlanir. renk stabilitesi iki
saat’in tlizerinde devam edebilir (Bradford 1976). Bu ydntem ile protein tayini
yapabilmek icin standart bir grafige ihtiyac vardir. bu amacla 1 ml’sinde 1 mg protein
ihtiva eden standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20,30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
ve 100 pl konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamland1 ve 5 ml
Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri
okundu. Kor olarak 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 5 ml
Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen
sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Tiplere koyun midesinden elde edilen homojenattan ve adi gecen
saflagtirma basamaklarindan elde edilen enzim numunelerinden 0,1 er ml konularak
tizerine 5’er ml Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile
kanistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Her bir numuneden tiiger adet deneme yapilarak bu ii¢ degerin
aritmetik ortalamasindan gercek deger tespit edildi. Elde edilen bu degerlere gore
standart grafikten yararlanilarak protein miktarlar1 belirlendi. Bu metodla saflastirilan

enzim ¢ozeltilerinde ve homojenatta protein tayini yapildi.

3.5. Koyun Midesi Dokusundan Saflastirllan CA I ve CA II izoenzimleri ile Tlgili
Yapilan Kinetik Calismalar

3.5.1. Koyun midesi dokusundan saflastirilan CA I ve CA 1II izoenzimlerinin

optimum sicakhiginin belirlenmesi ile ilgili calismalar

Koyun midesinden saflastirilan CA enzimlerinin aktivitelerinin optimum oldugu

sicakliklarin, degerlerinin belirlenmesi amaciyla dijital su banyosu kullanilarak 20°C ile
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80°C arasinda 10’ar °C sicaklik farki olusturularak, spektrofotometrik olarak esteraz

aktivitesi olgtilerek Sicaklik-Aktivite (EU/ml) grafigi cizildi.

3.5.2. p-Nitrofenilasetat substrati icin Ky ve Vp.’in bulunmasmma yonelik

calismalar

p-Nitrofenilasetat substrati i¢in koyun midesinden saflastirllan CA I ve CA I
izoenzimlerinin Ky ve Vpax degerlerinin  belirlenmesi igin en az 5 farkli p-
nitrofenilasetat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite 6l¢iimii yapildi
ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve bu grafikten Ky ve Vpax degerleri hesaplandi

(Lehninger 2005).

3.5.3. Koyun midesi CA I ve CA II izoenzimlerinin aktiviteleri iizerine baz ilac

etkilerinin belirlenmesi

Koyun midesi CA I ve CA II izoenzimlerinin aktiviteleri iizerine bazi ilaglarin etkilerini
belirlemek amaciyla kiivet ortamina degisik konsantrasyonlarda ilag ilave edilerek
aktivite degerleri okundu. Kullanilan ilacin farkli konsantrasyonlarin1 olusturmak igin
stok cozeltiler seyreltildi. Kullanilan stok ¢6zelti hacmi gereken derisimi saglamadigi
zaman kiivete katilan tampon hacmi azaltilarak ila¢ konsantrasyonu arttirildi. Bu sekilde

gereken konsantrasyon ayarlanmis oldu.

3.5.4. Inhibitor etKisi gosteren ilaclar icin ICs ve K; degerlerinin belirlenmesine ait

calismalar

Inhibitér ¢aligmalariyla ilgili farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite o6lciimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren ilaglar belirlendi. Bu ilaglardan inhibisyon etkisi
yiiksek olanlarin %Aktivite-[I] olarak grafikleri cizildi, egrinin denkleminden ICsg

degerleri hesaplandi.
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ICso degerleri hesaplanan bazi ilaglarin K; degerlerini belirlemek amaciyla koyun midesi
CA I ve CA 1II izoenzimlerinin aktivitelerini yariya diisiiren ilag konsantrasyonu ile bu
degerin altinda ve iistiinde iki sabit ilag konsantrasyonlarinda uygun bes substrat
konsantrasyonu ile aktivite 6l¢iimleri yapildi. Caligmalarda uygun bes farkli substrat
konsantrasyonu stok ¢6zelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle
her bir inhibitdr i¢in Lineweaver-Burk grafikleri cizildi. Grafik denkleminde yari
yarismali ve yarismasiz inhibisyon i¢in  Viu=V'm(1+[I)/K;) formiiliinden

yararlanilarak K; degerleri belirlendi.

Cizelge 3.3. Koyun midesi CA I izoenzimi iizerinde enrofloksasin’in ICs, degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

Tampon
1M Tris- -Nitrofenilasetat | Saf su Inhibitér | Kiivetteki inhibitor Toplam
P Enzim Hacmi konsantrasyonu hacim

Siilfat (uh (uD) (uD (nd (mM) (ml)

(pH=7,4)
400 333 217 50 0 0 1
400 333 215 50 2 0,69 1
400 333 214 50 3 0,83 1
400 333 213 50 4 1,11 1
400 333 212 50 5 1,39 1
400 333 192 50 25 6,95 1
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Cizelge 3.4. Koyun midesi CA Il izoenzimi iizerinde enrofloksasin’in ICsy degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

Tampon Kiivetteki Topl
p- R, iivetteki oplam
1M Tris- Saf . Inhibitor e persiee
e Nitrofenilasetat alsu Enzim Hacmi inhibitor hacim
Siilfat (ub) () (ul) konsantrasyonu
(nD (mM) (ml)
(PH=7.4)
400 333 217 50 0 0 1
400 333 192 50 25 6,950 1
400 333 167 50 50 13,90 1
400 333 142 50 75 20,85 1
400 333 117 50 100 27,80 1
400 333 67 50 150 41,70 1

Cizelge 3.5. Koyun midesi CA I izoenzimi iizerinde enrofloksasin’in ICs degerinin hidrataz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

%0,04°liik .
2]’025 M Bromu Saf CO,ganile | . Kiivetteki Toplam
eronal dovurulmu Inhibitor N,
Timol Enzi Yy $ . inhibitor .
Tamponu tmot su nzim Cozelti Hacmi K ¢ hacim
(pH=8,2) Mavisi @l () (n) Onsilrln Il;f[‘)syon“ (caD)
(uh ) : (uh
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 575 50 2500 25 1,65 4,2
1000 100 565 50 2500 35 2,32 42
1000 100 550 50 2500 50 3,30 4,2
1000 100 525 50 2500 75 4,96 4,2
1000 100 500 50 2500 100 6,60 4,2
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Cizelge 3.6. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde enrofloksasin’in 1Csy degerinin hidrataz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

%0,04’liik

0,025 M i . .

Veronal ?'mml Saf Engi g(gi"g.slz:nllllz inhibiti?r Ifnul:’i;titt%l;l Topl.am

Tamponu tmol su nzim Cozelti Hacmi Konsantrasvon hacim

(pH=8,2) Mavisi (u0) () onsantrasyonu
Q) ) (nD) (nl) (mM) (ml)
1000 100 600 | 50 2500 0 0 4,2
1000 100 575 | 50 2500 25 1,65 4,2
1000 100 565 | 50 2500 35 2,32 4,2
1000 100 550 | 50 2500 50 3,30 4,2
1000 100 500 | 50 2500 100 6,60 4,2
1000 100 450 | 50 2500 150 9,90 4,2

Cizelge 3.7. Koyun midesi CA I izoenzimi iizerinde gentamisin siilfat’in ICs, degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

IT::TI:: p- Saf su inhibitor Kiivetteki Toplam
Siitag Nitrofenilasetat - E?:li)m H(aucll)nl konlsr;lllllttl)'l;g;onu hacim
pH=7.4 (nD) (mM) (ml)
400 333 217 50 0 0 1
400 333 212 50 5 0,1 1
400 333 207 50 10 0,2 1
400 333 192 50 25 0,5 1
400 333 167 50 50 1,0 1
400 333 117 50 100 2,0 1




40

Cizelge 3.8. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde gentamisin siilfat’in 1Csy degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

Tampon p- L Kiivetteki

S| N | S | S| e
o4 () (mM)

400 333 217 50 0 0 1
400 333 212 50 5 0,1 1
400 333 207 50 10 0,2 1
400 333 192 50 25 0,5 1
400 333 167 50 50 1,0 1
400 333 117 50 100 2,0 1

Cizelge 3.9. Koyun midesi CA I izoenzimi {izerinde gentamisin siilfat’in ICs, degerinin hidrataz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

0,025 M %0,04’lii . . .

Veronal kBrom | o . g(g,i“g.slzrlnllll: inhibitér I.(ul:iet.te"kl Toplam

Tamponu Timol Enzim Cozelti Hacmi inhibitor hacim

(pH=8,2) Mavisi (n) (ul) () konsantrasyonu
m) (ul) (n) (mM) (ml)
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 595 50 2500 5 0,1 4,2
1000 100 590 50 2500 10 0,2 4,2
1000 100 575 50 2500 25 0,5 4,2
1000 100 550 50 2500 50 1,0 4,2
1000 100 500 50 2500 100 2,0 4,2
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Cizelge 3.10. Koyun midesi CA Il izoenzimi iizerinde gentamisin siilfat’in 1Csy degerinin
hidrataz aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
inhibitor konsantrasyonlari

0,025 M %0,04°liik . . .

Veronal Brom Saf su g(gi"g‘lz:lz:nllll: inhibitor I_(ul:tet.te"kl Toplam

Tamponu Timol Enzim Cozelti Hacmi inhibitor hacim

(pH=8,2) Mavisi () m) (ul) konsantrasyonu
(nD (n) (nh (mM) (ml)
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 595 50 2500 5 0,1 4,2
1000 100 590 50 2500 10 0,2 4,2
1000 100 575 50 2500 25 0,5 4,2
1000 100 550 50 2500 50 1,0 4,2
1000 100 500 50 2500 100 2,0 4,2

Cizelge 3.11. Koyun midesi CA [ izoenzimi {izerinde ampisilin sodyum’un ICs, degerinin
esteraz aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
inhibitor konsantrasyonlari

Tampon p- o Kiivetteki Toplam

lfﬁle:i:- Nitrofenilasetat S:;u E?:ll)m Illlilz:lc)::i)r konis';?litt;i;fyronu hacim

_— (D) ®D (mM) (ml)
400 333 217 | 50 0 0 1
400 333 212 | 50 5 1,046 1
400 333 207 | 50 10 2,092 1
400 333 192 | 50 25 5,230 1
400 333 167 | 50 50 10,46 1
400 333 117 | 50 100 20,92 1
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Cizelge 3.12. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde ampisilin sodyum’un ICs, degerinin
esteraz aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
inhibitor konsantrasyonlari

Tampon p- Lo Kiivetteki

S| N | S g | S|
- (D) ®D (mM)

400 333 217 | 50 0 0 I
400 333 212 | 50 5 1,046 1
400 333 207 | 50 10 2,092 1
400 333 192 | 50 25 5,230 I
400 333 167 | 50 50 10,46 1
400 333 117 | 50 100 20,92 1

Cizelge 3.13. Koyun midesi CA I izoenzimi {izerinde ampisilin sodyum’un ICs, degerinin
hidrataz aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen

inhibitor konsantrasyonlari

0,025 M %0,04°liik . . .

Veronal Brom Saf su g(g,i“g.zlzrlnlllles inhibitér I.(uhv.et.te“kl Toplam

Tamponu Timol Enzim Cozelti Hacmi inhibitor hacim

(pH=8.2) Mavisi m) (nd (ul) konsantrasyonu
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 595 50 2500 5 1,046 4,2
1000 100 593 50 2500 7 1,465 4,2
1000 100 590 50 2500 10 2,090 4,2
1000 100 585 50 2500 15 3,139 4,2
1000 100 575 50 2500 25 5,230 4,2
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Cizelge 3.14. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde ampisilin sodyum’un ICs, degerinin
hidrataz aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
inhibitor konsantrasyonlari

0,025 M %0,04°liik .
Veronal Brom Saf su . g(g;lez:nllll; inhibitor Kiivetteki Toplam
Tamponu Timol Enzim Cozelti Hacmi k mhltb'tor hacim
(pH=8,2) Mavisi () (ul) ) onsantrasyonu
(uD) " (ml)
(nD (ul)
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 595 50 2500 5 1,046 4,2
1000 100 593 50 2500 7 1,465 4,2
1000 100 590 50 2500 10 2,090 4,2
1000 100 585 50 2500 15 3,139 4,2
1000 100 580 50 2500 20 4,180 4,2

Cizelge 3.15. Koyun midesi CA I izoenzimi {lizerinde amikasin siilfat’in 1Csy degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

fampon p- R Kiivetteki

o) () ®D (mM)

400 333 217 | 50 0 0 1
400 333 192 | 50 25 0,008 1
400 333 167 | 50 50 0,016 I
400 333 142 | 50 75 0,024 1
400 333 117 | 50 100 0,032 1
400 333 67 | 50 150 0,048 I
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Cizelge 3.16. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde amikasin siilfat’in ICs, degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

Tampon pP- Saf inhibitér I.(iisiet.te"ki Toplam
1M Tris-Siilfat | Nitrofenilasetat e Enzim Hacmi inhibitor hacim
m) m) (ul) konsantrasyonu
(pH=7,4) (nh (mM) (ml)
400 333 217 50 0 0 1
400 333 167 50 50 0,016 1
400 333 142 50 75 0,024 1
400 333 117 50 100 0,032 1
400 333 67 50 150 0,048 1
400 333 17 50 200 0,064 1

Cizelge 3.17. Koyun midesi CA I izoenzimi iizerinde amikasin siilfat’n ICsy degerinin hidrataz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

0,025 M %0,04’liik . . .

Veronal Brom Saf su g(gilfﬁlz:nlllles Inhibitor I.(uv.et.teikl Toplam

Tamponu Timol Enzim Cozelti Hacmi inhibitor hacim

(pH=8,2) Mavisi () (ul) (ul) konsantrasyonu
(ub) (n) (L)) (mM) (ml)
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 595 50 2500 5 0,38 4,2
1000 100 592 50 2500 8 0,60 4,2
1000 100 590 50 2500 10 0,76 4,2
1000 100 580 50 2500 20 1,52 4,2
1000 100 575 50 2500 25 1,90 4,2
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Cizelge 3.18. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde amikasin siilfat’in ICs, degerinin hidrataz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

0,025 M %0,04°liik . . .

Veronal Brom Saf su ((lj(gi"g.slz:nllllz inhibitor I.(uh\iet_te"k] Toplam

Tamponu Timol Enzim Cozelti Hacmi inhibitor hacim

(pH=8.2) Mavisi () m) (ul) konsantrasyonu
(D) o) (D) (mM) (i)
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 590 50 2500 10 0,76 4,2
1000 100 585 50 2500 15 1,14 4,2
1000 100 580 50 2500 20 1,52 4,2
1000 100 575 50 2500 25 1,90 4,2
1000 100 550 50 2500 50 3,80 4,2

Cizelge 3.19. Koyun midesi CA I izoenzimi iizerinde kanamisin siilfat’in 1Csydegerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlari
Tampon - A Kiivetteki Toplam
M ;risl-:ﬁlfat Nitrofell,lilasetat S:;u Ezl:ll)m h;?({c::;t:i)r konis’zl:?:;’:i:fzjyronu hO:c:n
(pH=7,4) (uh (mM) (ml)
400 333 217 50 0 0 1
400 333 212 50 5 0,0215 1
400 333 209 50 8 0,0320 1
400 333 207 50 10 0,0429 1
400 333 202 50 15 0,0645 1
400 333 192 50 25 0,1070 1
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Cizelge 3.20. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde kanamisin siilfat’in ICs, degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlari

Tampon p- Saf su inhibitér I.(iiv.et.te‘z‘ki Toplam
1M Tris-Siilfat | Nitrofenilasetat Enzim Hacmi inhibitor hacim
(nD (nD (ul) konsantrasyonu
(pH=7,4) (ul) (mM) (ml)
400 333 217 50 0 0 1
400 333 212 50 5 0,0215 1
400 333 207 50 10 0,0429 1
400 333 187 50 30 0,1290 1
400 333 182 50 35 0,1500 1
400 333 177 50 40 0,1700 1

Cizelge 3.21. Koyun midesi CA 1 izoenzimi iizerinde tylosin’in ICs, degerinin hidrataz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

0,025 M 700,04°liik COygazile | . Kiivetteki Toplam

Tamponu | P imol | SaTS | gy, | dovursim | S | b

T () o (i) “ ey (mh
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 575 50 2500 25 0,0204 4,2
1000 100 550 | 50 2500 50 0,0408 4,2
1000 100 540 50 2500 60 0,0490 4,2
1000 100 525 50 2500 75 0,0612 4,2
1000 100 500 | 50 2500 100 0,0816 4,2
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Cizelge 3.22. Koyun midesi CA Il izoenzimi iizerinde tylosin’in ICs, degerinin hidrataz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

0,025 M %0,04°liik . . .
Veronal Brom Saf su g(gilfilz:nlllles inhibitor I_(ul:tet.te"kl Toplam
Tamponu Timol Enzim Cozelti Hacmi inhibitor hacim
(pH=8,2) Mavisi (u0) (ul) (ul) konsantrasyonu
M) (ul) (nb) (mM) (ml)
1000 100 600 50 2500 0 0 4,2
1000 100 575 50 2500 25 0,0204 4,2
1000 100 550 50 2500 50 0,0408 4,2
1000 100 540 50 2500 60 0,0490 4,2
1000 100 525 50 2500 75 0,0612 4,2
1000 100 500 50 2500 100 0,0816 4,2

Cizelge 3.23. Koyun midesi CA 1 izoenzimi iizerinde tylosin’in ICs, degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

Tampon p- Saf su inhibitor Kivetteki Toplam hacim
1M Tris-Siilfat | Nitrofenilasetat Enzim | Hacmi inhibitbr P
(H=Td) ) (D (D wy | KOy (ml)
400 333 217 50 0 0 1
400 333 212 50 5 0,017 1
400 333 207 50 10 0,034 1
400 333 192 50 25 0,085 1
400 333 167 50 50 0,170 1
400 333 117 50 100 0,340 1
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Cizelge 3.24. Koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde tylosin’in ICs, degerinin esteraz
aktivitesiyle belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

M Trij—Siilfat Nitrofenilasetat (@) ?:ll)m H(a:ll)ni Konsantrasyonu hacim (ml)
(PH=7.4) (nD) (mM)
400 333 217 | 50 0 0 1
400 333 192 [ 50 25 0,085 1
400 333 167 | 50 50 0,170 1
400 333 142 [ 50 75 0,257 1
400 333 117 [ 50 100 0,340 1
400 333 67 | 50 150 0,514 1
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Cizelge 3.25. Koyun midesi CA 1 izoenzimi lizerinde kanamisin siilfat’in K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

- _ = -

24 I Eg| 8| 7 |ig|Efs|EifEs 22

EZ 5|1 € 3|5 3| £ |2 |=2£E|E5EE EE

SE x| § < = |E |g€37|zT8° =
z = Z = | E |25 |[¥25 | &

&, I g =< =<

400 50 500 50 0 0 1,30 1
400 100 450 50 0 0 1,67 1
400 150 400 50 0 0 2,20 1
400 200 350 50 0 0 3,30 1
400 250 300 50 0 0 6,67 1
400 50 495 50 5 0,0215 1,30 1
400 100 445 50 5 0,0215 1,67 1
400 150 395 50 5 0,0215 2,20 1
400 200 345 50 5 0,0215 3,30 1
400 250 295 50 5 0,0215 6,67 1
400 50 470 50 30 0,1290 1,30 1
400 100 420 50 30 0,1290 1,67 1
400 150 370 50 30 0,1290 2,20 1
400 200 320 50 30 0,1290 3,30 1
400 250 270 50 30 0,1290 6,67 1
400 50 460 50 40 0,1700 1,30 1
400 100 410 50 40 0,1700 1,67 1
400 150 360 50 40 0,1700 2,20 1
400 200 310 50 40 0,1700 3,30 1
400 250 260 50 40 0,1700 6,67 1
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Cizelge 3.26. Koyun midesi CA Il izoenzimi iizerinde kanamisin siilfat’in K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

- - = -

22 S| T 2|2 I |ic|EEslEfig f2

EE T | € 2|5 2| £ |S2|2:EE|E5EE EE

SE L|E Z = |5 |gg-|gEsg- 2
= = Z = |E |2E |%Z2E | €

N — g = 7 =

400 50 500 50 0 0 1,30 1
400 100 450 50 -0 0 1,67 1
400 150 400 50 -0 0 2,20 1
400 200 350 50 -0 0 3,30 1
400 250 300 50 -0 0 6,67 1
400 50 495 50 5 0,0215 1,30 1
400 100 445 50 5 0,0215 1,67 1
400 150 395 50 5 0,0215 2,20 1
400 200 345 50 5 0,0215 3,30 1
400 250 295 50 5 0,0215 6,67 1
400 50 490 50 10 0,0429 1,30 1
400 100 440 50 10 0,0429 1,67 1
400 150 390 50 10 0,0429 2,20 1
400 200 340 50 10 0,0429 3,30 1
400 250 290 50 10 0,0429 6,67 1
400 50 475 50 25 0,107 1,30 1
400 100 425 50 25 0,107 1,67 1
400 150 375 50 25 0,107 2,20 1
400 200 325 50 25 0,107 3,30 1
400 250 275 50 25 0,107 6,67 1
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Cizelge 3.27. Koyun midesi CA 1 izoenzimi iizerinde amikasin siilfat’in K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

- - = -

22 S| T 2|2 I |ic|EEslEfig f2

EE T | € 2|5 2| £ |S2|2:EE|E5EE EE

SE L|E Z = |5 |gg-|gEsg- 2
= = Z = |E |2E |%Z2E | €

N — g = 7 =

400 50 500 50 0 0 1,30 1
400 100 450 50 0 0 1,67 1
400 150 400 50 0 0 2,20 1
400 200 350 50 0 0 3,30 1
400 250 300 50 0 0 6,67 1
400 50 475 50 25 0,008 1,30 1
400 100 425 50 25 0,008 1,67 1
400 150 375 50 25 0,008 2,20 1
400 200 325 50 25 0,008 3,30 1
400 250 275 50 25 0,008 6,67 1
400 50 425 50 75 0,024 1,30 1
400 100 375 50 75 0,024 1,67 1
400 150 325 50 75 0,024 2,20 1
400 200 275 50 75 0,024 3,30 1
400 250 225 50 75 0,024 6,67 1
400 50 415 50 85 0,0272 1,30 1
400 100 365 50 85 0,0272 1,67 1
400 150 315 50 85 0,0272 2,20 1
400 200 265 50 85 0,0272 3,30 1
400 250 215 50 85 0,0272 6,67 1
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Cizelge 3.28. Koyun midesi CA II izoenzimi {izerinde amikasin siilfat’in K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

- - = -

22 S| T 2|2 I |ic|EEslEfig f2

EE T | € 2|5 2| £ |S2|2:EE|E5EE EE

SE L|E Z = |5 |gg-|gEsg- 2
= = Z = |E |2E |%Z2E | €

N — g = 7 =

400 50 500 50 0 0 1,30 1
400 100 450 50 0 0 1,67 1
400 150 400 50 0 0 2,20 1
400 200 350 50 0 0 3,30 1
400 250 300 50 0 0 6,67 1
400 50 450 50 50 0,016 1,30 1
400 100 400 50 50 0,016 1,67 1
400 150 350 50 50 0,016 2,20 1
400 200 300 50 50 0,016 3,30 1
400 250 250 50 50 0,016 6,67 1
400 50 400 50 100 0,032 1,30 1
400 100 350 50 100 0,032 1,67 1
400 150 300 50 100 0,032 2,20 1
400 200 250 50 100 0,032 3,30 1
400 250 200 50 100 0,032 6,67 1
400 50 300 50 200 0,064 1,30 1
400 100 250 50 200 0,064 1,67 1
400 150 200 50 200 0,064 2,20 1
400 200 150 50 200 0,064 3,30 1
400 250 100 50 200 0,064 6,67 1
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Cizelge 3.29. Koyun midesi CA 1 izoenzimi iizerinde enrofloksasin’in K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

- - = -

22 S| T 2|2 I |ic|EEslEfig f2

EZ v | € 2|5 2| § | £E2|/=2E£ESSEE EE

SE L|E Z = |5 |gg-|gEsg- 2
= = Z = |E |2E |%Z2E | €

N — g = 7 =

400 50 500 50 0 0 1,30 1
400 100 450 50 0 0 1,67 1
400 150 400 50 0 0 2,20 1
400 200 350 50 0 0 3,30 1
400 250 300 50 0 0 6,67 1
400 50 497.5 50 2,5 0,69 1,30 1
400 100 447.5 50 2,5 0,69 1,67 1
400 150 397,5 50 2,5 0,69 2,20 1
400 200 347,5 50 2,5 0,69 3,30 1
400 250 297.5 50 2,5 0,69 6,67 1
400 50 496 50 4 1,11 1,30 1
400 100 446 50 4 1,11 1,67 1
400 150 396 50 4 1,11 2,20 1
400 200 346 50 4 1,11 3,30 1
400 250 296 50 4 1,11 6,67 1
400 50 475 50 25 6,95 1,30 1
400 100 425 50 25 6,95 1,67 1
400 150 375 50 25 6,95 2,20 1
400 200 325 50 25 6,95 3,30 1
400 250 275 50 25 6,95 6,67 1
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford ydntemiyle
belirlendi. Standart grafik hazirlandi. Homojenat ve afinite kromotagrafisi sonucu elde
edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini bu standart grafikten
faydalanilarak bulundu. Standart c¢ozeltilerin pug proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

1,2 -

0,8 -
0,6

0,4 -

Absorbans (595 nm)

0,2 A

0 20 40 60 80 100 120

BSA (ug)

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik
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4.2. Koyun Midesi Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Saflastiriimasi

Sonuclan

4.2.1. Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin sepharose 4B-L-tirozin

sillfanilamid afinite kromatografisi ile saflastirilma kademeleri

Koyun midesi dokusundan hazirlanan homojenatin pH’s1 kat1 Tris kullanilarak 8,7’ye
ayarlandiktan sonra, boliim 3.2.1.3.’de anlatildig1 gibi daha dnceden hazirlanmis olan
Sepharose 4B-L-Tirozin siilfanilamid afinite (1,5 cm 2x30 cm’lik ve 20 cm jel
yiiksekligine sahip ) kolonuna doku numunesi tatbik edildi. Daha sonra eliisyonlar 20
ml/saat eliisyon hizinda 1,5’er mI’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Kolondan alinan her
bir fraksiyon i¢in 280 nm’de Warburg metoduna gore kalitatif protein tayinleri yapildi.
Absorbans gosteren tiiplerde CO,-hidrataz aktivitesi yapildi ve aktivite gosteren tiipler
birlestirildi. Koyun midesi CA izoenzimleri Sepharose 4B-L-Tirozin siilfanilamid
afinite kromatografisi ile saflastirllmasi sirasinda elde edilen, yiizde verim ve

saflastirma katsayilari sirasiyla Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Koyun midesi karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin saflastirilmasi
basamaklari

Toplam Toplam Protein Toplam Spesifik

Saflastirma Aktivite . - . . . . Verim Saflagtirma
o i hacim aktivite miktari protein aktivite
basamag (EU/ml) (ml) (EU) (mg) (mg) (EU/mg) (%) katsayisi
HOMOJENAT 65 40 2600 7,07 282,8 9,19 100 1
Afinite
kromatografisi 90 15 1350 0,0185 0,2775 4864,8 51,9 529,4
CAl
Afinite
kromatografisi 290 7 2030 0,0513 0,3591 5652,02 78 615,2

CAll
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4.2.2. Koyun Midesi Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin SDS-PAGE ile
Saflik Kontrolii

Koyun midesinden elde edilen karbonik anhidraz enzimi numunesinin, Sepharose 4B-L-
tirozin siilfanilamid afinite kolonu ile elde edilen eliiatlarin, diyaliz yapildiktan sonra,
enzimlerin safligin1 kontrol etmek i¢in kesikli SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu
amagla elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve
yiuritiildi. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.3'de gosterildi. Koyun
midesinden saflagtirilan karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin molekiil kiitlesi log

MK-R; grafigi ¢izilerek bu grafikten hesaplandi (Sekil 4.3).

Sekil 4.2 Afinite kromatografisiyle saflastirilan koyun midesi karbonik anhidraz I ve II
izoenzimlerinin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi fotografi

*4: standart proteinler: Fosforilaz (97,4 kDa), sigir serum albumini (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), sigir
eritrosit karbonik anhidrazi (29 kDa). (1),(2) ve (3) CA 1, (5) ve (6) CA 1I enzimi.
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Sekil 4.3. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yontemiyle koyun midesi CA 1 ve CA 1I
enzimlerinin molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik (CA I i¢in Ry=0,4657) (CA 11
R¢=0,4657).

Koyun midesi CA I ve II enzimleri i¢in SDS-PAGE ile molekiil kiitleleri tayini sonucu

CA I ve CA II’'nin molekiil kiitleleri 26,7 kDa olarak belirlendi.

4.2.3. Koyun midesi karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri icin optimum

sicakliklarimin belirlenmesine ait sonuclar

Koyun midesi karbonik anhidraz I ve II enzimlerinin optimum sicaklik c¢aligsmalari
Bolim 3.5.1°de anlatildig1 sekilde; 20 ile 80°C arasinda yapildi ve her 10°C’de
enzimlerin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. Koyun midesi CA
I ve CA 1I igin optimum sicaklik 50°C olarak belirlendi. Elde edilen aktivite degerleri
ile Sicaklik-Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 4.4- Sekil 4.5)
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Cizelge 4.2. Koyun midesi CA I izoenzimi i¢in degisik sicakliklarda yapilan aktivite
degerleri

Sicakhik (°C) Aktivite (EU/ml)
20 0,0700
30 0,0950
40 0,1160
50 0,1210
60 0,0906
70 0,0340
80 0,0120

Cizelge 4.3. Koyun midesi CA II izoenzimi i¢in degisik sicakliklarda yapilan aktivite
degerleri

Sicaklik (°C) AKktivite (EU/ml)
20 0,055
30 0,068
40 0,068
50 0,080
60 0,070
70 0,060
80 0,024
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4.2.4. p-Nitrofenilasetat substrati icin Ky ve V., degerlerinin belirlenmesi

Koyun midesi karbonik anhidraz I ve II enzimleri i¢in ayr1 ayri1 p-nitrofenilasetat
substrati ile Ky ve Vimax calismalari, Boliim 3.5.5°de anlatildigi sekilde yapildi. Daha
sonra CA I ve CA II ile ilgili p-nitrofenilasetat substrati i¢in ayr1 ayr1 Lineweaver-Burk
grafikleri hazirland1 ve bu grafiklerden Ky ve Vi degerleri bulundu (Sekil 4.6-4.7).

Bulunan degerler Cizelge 4.4’te verildi.

100 A

80 A

60

1/v

20

f 19} T T 1

-5 0 5 10 15
1/1s]

Sekil 4.6. Koyun midesi CA I enzimi igin 5 farkli p-nitrofenilasetat konsantrasyonunda
Lineweaver-Burk grafigi
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80 A
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1/v

40 -

20
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Sekil 4.7. Koyun midesi CA II enzimi i¢in 5 farkli p-nitrofenilasetat konsantrasyonunda
Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.4. Koyun midesi CA enzimleri CA I ve CA II i¢in p-nitrofenilasetat substrati
ile Ky, ve Viax ¢alismalar: sonuglari

Enzim Substrat Ky (mM) | Viax (Eﬁ/ml)

CAIl p-nitrofenilasetat 1,32 0,22

CAIl p-nitrofenilasetat 1,968 0,329
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4.3. Koyun Midesi Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimleri Uzerine Baz1 ilaglarin

Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar:

Koyun midesi karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine baz1 ilaglarin
etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Caligsmalar
sonucu elde edilen inhibisyon etkileri Cizelge 4.5-4.26’da verildi. Ayrica
konsantrasyona karsi % aktivite olarak olusturulan grafikler Sekil 4.8-4.29’da ve bu
grafiklerden elde edilen ICsy degerleri Cizelge 4.27-4.30°da verildi.

Cizelge 4.5. Tylosin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin hidrataz
aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,0204 96,99
0,0408 64,37
0,0490 42,90
0,0612 31,07
0,0816 12,57

Cizelge 4.6. Tylosin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin hidrataz
aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,0204 92,80
0,0408 63,61
0,0490 36,163
0,0612 19,70
0,0816 9,250
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Cizelge 4.7. Tylosin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi {izerine etkisinin esteraz
aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,017 106,7
0,034 114,7
0,085 118,0
0,170 126,0
0,340 161,3

Cizelge 4.8. Tylosin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin esteraz
aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,085 96,7
0,170 98,3
0,257 95,0
0,340 96,7
0,514 98,3

Cizelge 4.9. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA 1 enzimi aktivitesi iizerine
etkisinin hidrataz aktivitesi sonuclari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1,046 61,53
1,465 48,61
2,090 36,92
3,139 21,54
5,230 7,580
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Cizelge 4.10. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA II enzimi aktivitesi {izerine
etkisinin hidrataz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1,046 67,53
1,465 63,20
2,090 41,76
3,139 31,40
4,180 13,56

Cizelge 4.11. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine
etkisinin esteraz aktivitesi sonuclari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1,046 139,46
2,092 141,49
5,23 159,87
10,46 192,5
20,92 200,68

Cizelge 4.12. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine
etkisinin esteraz aktivitesi sonuclari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1,046 103,3
2,092 121,6
5,23 173,3
10,46 225,0
20,92 275,0
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Cizelge 4.13. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi sonuglar1

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100
0,38 120
0,76 125
1,14 180
1,52 220
1,9 320

Cizelge 4.14. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100
0,76 180
1,14 185,7
1,52 250
1,9 270
3,8 580

Cizelge 4.15. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
esteraz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,008 60,8
0,016 56,0
0,024 52,0
0,032 19,2
0,048 11,2
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Cizelge 4.16. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
esteraz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,016 89,20
0,024 64,60
0,032 47,70
0,048 43,08
0,064 29,23

Cizelge 4.17. Kanamisin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi {izerine etkisinin
esteraz aktivitesi sonuclari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,0215 76,40
0,0320 65,90
0,0429 51,14
0,0645 40,90
0,107 37,50

Cizelge 4.18. Kanamisin siilfat’imn koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine
etkisinin esteraz aktivitesi sonuclari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,0215 74,80
0,0320 58,40
0,0429 54,47
0,0645 30,90
0,107 26,0
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Cizelge 4.19. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi {izerine
etkisinin hidrataz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100
1 105
1,8 130
2 180
3,6 230
5 580

Cizelge 4.20. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine
etkisinin hidrataz aktivitesi sonuclari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1 113,3
1,8 137,89
2 194,29
3,6 280
5 580

Cizelge 4.21. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine
etkisinin esteraz aktivitesi sonuglar

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100
1 106
1,8 150
2 180
3,6 210
5 250
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Cizelge 4.22. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine

etkisinin esteraz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1 107,0
1,8 129.4
2 177,6
3,6 211,76
5 2470

Cizelge 4.23. Enrofloksasin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin

hidrataz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1,65 64,37
2,32 51,50
33 24,84
4,96 10,80
6,6 4,420

Cizelge 4.24. Enrofloksasin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin

hidrataz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
1,65 61,70
2,32 57,14
33 24,0
6,6 18,24
9,9 6,80
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Cizelge 4.25. Enrofloksasin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
esteraz aktivitesi sonuglari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
0,69 90,32
0,83 65,16
1,1 50,97
1,39 37,42
6,95 12,26

Cizelge 4.26. Enrofloksasin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
esteraz aktivitesi sonuclari

Konsantrasyon (mM) Aktivite (%)
0,000 100,0
6,95 98,27
13,9 100,0
20,85 98,27
27,8 98,27
41,7 100,0
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Sekil 4.8. Tylosin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin hidrataz
aktivitesi grafigi
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Sekil 4.9. Tylosin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin hidrataz
aktivitesi grafigi



71

180
160 -
140 -
1201 o °
100 1
80 -
60 1
40 1
20 -
0 . . ; : ; . ;

0 005 01 015 02 025 03 035 04

[Tylosin] mM

Aktivite (%)

Sekil 4.10. Tylosin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi lizerine etkisinin esteraz
aktivitesi grafigi
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Sekil 4.11. Tylosin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi {izerine etkisinin esteraz
aktivitesi grafigi
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Sekil 4.12. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.13. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA II enzimi aktivitesi {izerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.14. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA I enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi

400
350 A
300 A
250 A
200 A
150 ~
100 ¢
50 1
0 T T T T

0 5 10 15 20 25

[Ampisilin Sodyum] mM

Aktivite (%)

Sekil 4.15. Ampisilin sodyum’un koyun midesi CA II enzimi aktivitesi {izerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.16. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.17. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.18. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.19. Amikasin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.20. Kanamisin siilfat’in koyun midesi CA 1 enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.21. Kanamisin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.22. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.23. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.24. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.25. Gentamisin siilfat’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.26. Enrofloksasin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.27. Enrofloksasin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.28. Enrofloksasin’in koyun midesi CA I enzimi aktivitesi lizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.29. Enrofloksasin’in koyun midesi CA II enzimi aktivitesi iizerine etkisinin
esteraz aktivitesi grafigi



81

Cizelge 4.27. Koyun midesi karbonik anhidraz I izoenzimi i¢in inhibitor etkisi gosteren
ilaglarin hidrataz aktivitesiyle belirlenen 1Csy degerleri

ILACLAR ICsp (mM)
Enrofloksasin 1,560
Tylosin 0,0335
Ampisilin sodyum 1,410

Cizelge 4.28. Koyun midesi karbonik anhidraz II izoenzimi i¢in inhibitor etkisi gosteren
ilaclarin hidrataz aktivitesiyle belirlenen ICsy degerleri

ILACLAR ICso (mM)
Enrofloksasin 2,470
Tylosin 0,0387
Ampisilin sodyum 1,630

Cizelge 4.29. Koyun midesi karbonik anhidraz I izoenzimi i¢in inhibitor etkisi gosteren
ilaglarin esteraz aktivitesiyle belirlenen 1Cso degerleri

ILACLAR ICsp (mM)
Enrofloksasin 1,320
Amikasin siilfat 0,0163
Kanamisin siilfat 0,0488
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Cizelge 4.30. Koyun midesi karbonik anhidraz II izoenzimi i¢in inhibitor etkisi gosteren
ilaclarin esteraz aktivitesiyle belirlenen ICso degerleri

ILACLAR ICso (mM)
Amikasin siilfat 0,0362
Kanamisin siilfat 0,1180

4.4. Koyun Midesi Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimleri Uzerine inhibitor Etkisi
Gosteren Baz ilaclar Icin K; Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin

Sonuclari

Koyun midesi karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri aktiviteleri iizerine esteraz
aktivitesiyle inhibisyon etkisi gosteren enrofloksasin, amikasin siilfat ve kanamisin
stilfat ilaclart i¢in K; degerlerini belirlemek amaciyla sabit 3 sabit ila¢ konsantrasyonu
ve 5 farkli substrat konsantrasyonu belirlenerek aktivite degerleri Olgiildii. Bu
degerlerden Lineweaver-Burk grafikleri c¢izildi. Elde edilen grafiklerdeki her bir
dogrunun denkleminden K; degerleri hesaplandi. Sonuglar Sekil 4.30 - 4.34 ile Cizelge
4.31 ve 4.32°de verildi.



83

1600 A
® Kontrol
1400 -
B [[]1=0,0215 mM
1200 1 1
A D=
1000 4 . [1]2=0,129 mM
- 800 A * [[]3=0,17mM
600 A
4001
.
f /i[ T T T T 1
3,5 -1,5 0,5 2,5 45 0,5 8,5
1/[S]

Sekil 4.30. Koyun midesi CA I izoenzimi iizerine kanamisin stilfat’in etkisi
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Sekil 4.31. Koyun midesi CA II izoenzimi {izerine kanamisin siilfat’in etkisi
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Sekil 4.32. Koyun midesi CA I izoenzimi {izerine amikasin siilfat’in etkisi
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Sekil 4.33. Koyun midesi CA II izoenzimi {izerine amikasin siilfat’in etkisi
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Sekil 4.34. Koyun midesi CA I izoenzimi lizerine enrofloksasin’in etkisi

Cizelge 4.31. Koyun midesi CA I izoenzimi i¢in bulunan K; degerleri ve inhibisyon
tipleri

ilaclar ICs 1] K; Ortalama Ki | Inhibisyon
¢ (mM) (mM) (mM) (mM) Tipi
0,0215 0,08
Kanamisin Yari
0,0488 0,129 0,20 0,147+0,0613
stilfat yarigsmali
0,170 0,162
0,008 0,0362
Amikasin
0,0163 0,024 0,0597 0,0421+0,0155 | Yarismasiz
siilfat
0,0272 0,0304
0,69 3,65
Enrofloksasin 1,320 1,10 1,97 3,85+1,982 Yarismasiz
6,95 5,92
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Cizelge 4.32. Koyun midesi CA II izoenzimi i¢in bulunan K; degerleri ve inhibisyon

tipleri
ilaclar ICs 1] K; Ortalama Ki | inhibisyon
¢ (mM) (mM) (mM) (mM) Tipi
0,0215 0,0340
Kanamisin Yari
0,1180 0,0429 0,0365 0,042+0,0118
stilfat yarigmali
0,1070 0,0557
0,016 0,0282
Amikasin
0,0362 0,032 0,0282 0,0327+0,0078 | Yarigmasiz
stilfat
0,064 0,0418
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidrazlar (CA, karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1) canli organizmalarda pH
diizenleyici, iyon transportu, su ve elektrolit dengesi gibi 6énemli fonksiyonlart olan ve
aktif bolgesinde Zn" iyonu bulunduran yaygm bir metaloenzim ailesidir. Bu enzim
fizyolojik sartlarda karbondioksitin hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu
reaksiyonlarini tersinir olarak katalizlemektedir (Maren 1967., Tashian 1992., Sly and
Hu 1995., Smith and Ferry 2000). CA, hemen hemen biitiin hayvan dokularinda,
bakterilerde ve fotosentetik hiicrelerde fonksiyon géren énemli bir enzimdir (Beydemir

et al. 2004., Demir et al. 1999., Krungkrai 2001).

Karbonik anhidraz (CA) canli metabolizmasinda hidrataz aktivitesinin yan sira; bobrek,
gastrik mukoza ve gz lensi gibi dokularda H™ ve HCO;™ birikiminde rol almaktadir.
Bunlardan bagka 6nemli miktarda tiikriik bezleri, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas,

prostat ve uterus dokularinda da belirli miktarlarda bulunmaktadir (Supuran et al 1998).

Ayrica baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlarin kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun olusumunda, alglerde ve karasal
bitki kloroplastlarinda bu enzimin 6nemli rolleri ispatlanmistir (Graham et al.1984.,

Tsuzuki and Miyachi 1989., Badger and Price 1994).

Memelilerde farkli doku dagilimlart gdsteren 0-CA gen ailesine bagli 16 farkli CA

izoenzimi ve CA baglantili protein (CARP) tanimlanmistir. Bunlarin bes tanesi
sitoplazmik (CA 1, II, III, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi
salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagh (CA 1V, IX, XII ve XIV), {li¢ tanesi
nonkatalitiktir (VIII, X, XI) (Supuran et al. 2003, Supuran et al. 2004). CA-XV’in ise
katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile benzer 6zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izoenzimlerinin tiimdrojen oldugu belirlenmistir

(Nishimoiri 2004; Hilvo et al. 2005).
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CA enziminin fotosentez olayinin Calvin sikliisiinde 6nemli bir gorevi oldugu,
kloroplast hiicresinin tilakoid membrana bagli CA enziminin Calvin sikliisiindeki diger
enzimler ile birlikte bir multienzim sistemi igerisinde c¢alistig1 belirlenmistir
(Jebanathirajah and Coleman 1998). Karbonik anhidraz’in bikarbonatin CO,
dehidratasyonunu aktivite ederek CO, iiretiminde artisa ve bdylece hiicreye CO;

desteginde artisa sebep oldugu tespit edilmistir (Tsuzuki and Miyachi 1989).

Bu calismada koyun midesinden CA I ve II izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile
saflagtirllmasi, baz1 kinetik O6zelliklerinin belirlenmesi ve hayvan sagliginda sikca
kullanilan baz1 antibiyotiklerin bu izoenzimler {izerine etkileri belirlenmeye

calisiimustir.

Enzimin saflagtirnlmasi islemi iki basamakta gerceklestirildi; 1) Koyun mide
dokusundan homojenat hazirlanmasi. 2) Elde edilen homojenatin Sepharose 4B-L
tirozin siilfanilamid afinite kromatografisine uygulanmasi. Biitlin saflastirma islemleri
soguk ortamda gerceklestirildi. Boylece sicagin sebep olacagi enzim aktivitesindeki

kaybin 6niine gegilmis oldu.

Karbonik anhidraz enziminin saflastirildigi afinite kromatografisi kolonunda kolon
materyali olarak kullanilan Sepharose 4B’ye L-tirozin uzanti kolu olarak takilmistir ve
buna da CA’nin kuvvetli bir inhibitorii olan siilfanilamid ligand olarak baglanmistir.
Boylece bir dokudan CA’nin saflastirma islemi homojenat hazirlama islemi ile birlikte
5-6 saat gibi kisa bir slirede tamamlanmustir. Cizelge 4.1°den de goriildiigi gibi CA I ve
CA 1I izoenzimleri afinite kromatografisi ile kisa bir siirede, koyun midesinden, CA 1
i¢in spesifik aktivite 4834 (EU/mg protein), %59.1 verimle ve yaklasik 529 kat, CA 1I
igin spesifik aktivite 5652,02 (EU/mg protein), %78 verimle ve yaklasik 615 kat olarak
saflagtirilmistir. Verimin yiiksek olmasi segilen ligandin ¢ok iyi bir secim oldugunu

ortaya koymaktadir.
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Koyun midesinden elde edilen homojenat ve Sepharose-4B afinite kromatografisinden
elde edilen saf enzim ¢ozeltisinde protein miktarlar1 Bradford yontemiyle Sekil 4.1°de
verilen standart grafikten kantitatif olarak belirlendi. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie brillant blue G-250 negatif bir ylike sahiptir ve protein lizerindeki
pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (A=465 nm) ve mavi (A=595 nm) formu
mevcuttur. Bircok protein hemen hemen ayni sonug egrilerini verdiginden, yontem
genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu yontem, az zaman almasi, daha az reaktif
gerektirmesi ve hassasiyetinin diger protein tayin metotlarina nazaran daha iyi olmasi

(1-100 ng) sebebiyle avantajli bir yontemdir (Bradford 1976).

Afinite kolonundan eliie edilen saf enzim ¢dzeltileri i¢in kalitatif protein tayini yapildi.
Kalitatif protein tayininde kolondan eliie edilen enzim ¢ozeltilerinin 280 nm’de
absorbanslarina bakildi. Bu yontem proteinlerde bulunan tirozin ve triptofan
aminoasitlerinin 280 nm’de 15181 maksimum absorblamalar1 esasina dayanmaktadir

(Segel 1975).

Aktivitelerin belirlenmesinde iki yontem kullanilds;

1.Hidrataz Aktivitesi

Bu yontem Rickli ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemidir (Wilbur and Anderson 1948). CO,’nin hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H'
iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen
stirenin 6l¢giilmesi esasina dayanir. Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim {initesi
(EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidratasyonu siiresini yarrya indiren enzim
miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Enzimin aktivitesi (tp-t./t.) formiiliine gore hesaplandi

(Maren 1960).
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2.Esteraz AKtivitesi

Bu yo6ntem, karbonik anhidrazin ester bagin1 koparmasi esasina dayanmaktadir. Prensip
olarak, karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat1 348 nm’de
absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolat’a hidroliz etmektedir. 348 nm’de p-

nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayni1 absorbansi gostermektedir.

CA
I ™
02N OCCH3 + H20 ~~ 02N OH + CH}COOH

Bu yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrsip ayrismamasi  Ol¢iimii

etkilememektedir (Verpoorte and Mehta 1967; Armstrong et al. 1966).

Enzimlerin safligin1 kontrol etmek i¢in sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) yapildi. Jelde tek bandin gézlenmesi ile koyun midesinden

elde edilen CA I ve II izoenzimlerinin saf olduklar1 ispatlanmis oldu (Sekil 4.2).

Cogunlukla her enzimin aktivitesinin optimum oldugu bir maksimum sicaklik degeri
vardir. Bu sicakligin {istiinde aktivite diigmeye baslar ve enzimin ii¢ boyutlu yapisinda
bozulma meydana gelir. Bizim calismamizda koyun midesinden saflastirilan CA
enzimlerinin optimum sicaklari 20°C ile 80°C arasinda ve 10’ar °C arayla enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak olgiilerek belirlendi. CA I ve CA 1I igin
de optimum sicaklik degeri 50°C olarak bulundu. Hisar ve arkadaglarinin 2002’de,
gokkusagi alabalig1 eritrositlerinde yaptiklari ¢alismada CA enziminin optimum
sicakliginin  25°C oldugunu belirlemistir. Yine alabalik lens karbonik anhidraz
enziminin optimum sicaklig1 22,5°C olarak bulunmustur (Beydemir et al. 2006). Havug
yapraklarindan ve koklerinden saflagtirilan CA enziminin optimum sicakligi her iki
kaynak i¢in de 75°C olarak belirlenmistir (Demir et al. 1997). Dolayisiyla, koyun

midesi CA’larinin optimum sicakligi yine alabalik eritrosit ve goz lensi CA enziminin
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optimum sicakligindan daha yiiksektir. Fakat bitkiden saflastirilan karbonik anhidraz

enziminin optimum sicakligindan diisiik oldugu goriilmiistiir.

Koyun midesinden saf olarak elde edilen CA enzimlerinin alt birimlerinin molekiil
kiitlelerinin saptanmasinda SDS-PAGE metodu kullanildi. Sekil 4.2°de verildigi gibi
koyun midesi CA enzim numuneleri ile birlikte standart protein numuneleri SDS-
PAGE’de ayn1 zamanda yiriitiildii. Log MK-Rf standart grafigi ¢izildi ve Sekil 4.3°de,
verildi. Daha sonra koyun midesinden elde edilen enzim numunelerinin Rf degerleri
yardimiyla standart grafikten karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin alt birim

molekiil kiitleleri sirasiyla 26,7 kDa ve 26,7 kDa olarak hesaplandi.

Insan eritrositlerinden izole edilen CA-I ve CA-II izoenzimleri, sigir eritrositlerinden
saflastirilan CA enziminin molekiil kiitleleri yaklasik 30 kDa olarak belirlenmistir. Buna
ek olarak, yuvarlak agizli baliklardan Myxine glutinosa baliklarinda eritrosit CA
enziminin molekiil kiitlesi 29 kDa bulunmustur (Peterson et al. 1997) iki farkli kopek
baliginda ise molekiil kiitlesi 36 kDa ve 40 kDa olarak bulunmustur (Maynard and
Coleman 1971). Bunun yani sira bitki kloroplastlarindan elde edilen hekzamerik bir
yapiya sahip olan CA’nin ise yaklasik 180 kDa oldugu goriilmiistiir (Pocker and Joan
1974; Demir et al. 1999; Demir et al. 2000; Ozdemir et al. 1997). Ek olarak, insan
bobreginde hiicre zarma bagli ve molekiil kiitleleri 66 kDa civarinda olan CA

izoenzimlerine de rastlanmistir (Pocker and Sarkanen, 1979).

Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik sartlardaki substrati CO,’dir. CO, diger
kullanilan substratlardan daha diisiik Ky ve daha yiliksek Viax’a sahiptir. Enzimlerin
dogal substrat1 yerine ayn1 deney sartlarinda analoglar1 veya enzimin in vitro sartlarda
farkl bir reaksiyonu katalizleyebilmesi ve bu reaksiyonda iiriine doniistiirdiigii substrati
kullanildiginda genellikle enzim aktivitesinin distiigi gozlemlenmistir (Ulusu et al.
1997). Calismamizda koyun midesinden saflagtirilan CA I ve II izoenzimlerinin esteraz

aktivitesinde substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat icin Ky ve Vi degerleri
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belirlenmistir. Bu amagla 5 farkli p-nitrofenilasetat substrati konsantrasyonu
kullanilarak spektrofotometrik olarak 348 nm’de enzim aktiviteleri belirlendi ve
saflagtirllan CA enzimleri i¢in Lineveawer-Burk grafigi cizilerek bu grafikten Ky ve
Vimax degerleri hesaplandi (Sekil 4.6 ve 4.7). Koyun midesinden saflastirilan CA T ve CA
IT izoenzimlerinin Ky; degerleri sirasiyla 1,32 ve 1,968 mM olarak bulundu. Vi
degerleri CA I ve CA 1I igin sirastyla 0,22 ve 0,329 pmol/mg protein dakika olarak
grafik denklemi yardimiyla hesaplandi. CA I i¢in bulunan Ky degerinin daha kiiciik
olmasi CA II’den daha fazla p-nitrofenilasetat substratina kars1 ilgisi oldugu anlamina

gelir.

Insan eritrositlerinden elde edilen HCA-I ve HCA-II izoenzimlerinin Ky degerleri
sirastyla 5,0, 4,3 mM iken V. degerleri 1,0 ve 2,0 umol/mg protein dakika
bulunmustur (Ciftci 1992). Sigir eritrositleri plazma membranindaki CA enziminin Ky
ve Vimax degerleri de 3,596 mM ve 1,948.10-3 mM/L.dak olarak bulunmustur (Demir et
al. 2000).

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmas1 ve hatta yok edilmesi olaymna inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere de inhibitdr denilir. Inhibitdrler, genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip
bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde bash
basma bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bu yilizden enzim inhibisyonu biiyilik bir
onem arzetmektedir. Bir¢ok ilag ve =zehirli bilesik fonksiyonlarini bu yolla
gergeklestirirler. Enzim etki mekanizmalarinin incelenmesi ¢alismalarinda da inhibisyon

olayindan faydalanilir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1), glokom, asit-baz dengesizligi, epilepsi ve diger
kas-sinir hastaliklari, yliksek irtifa hastaligi, 6dem ve obezite gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde ve bu hastaliklardan korunulmasinda, farmakolojik ajanlarin dizayn

edilmesi i¢in 1lgi ¢ekici hedef olmuslardir (Renzi 2000, Scozzafava 2004).
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CA izoenzimlerinin siilfonamitlerle inhibisyonu konusunda bir¢ok calisma vardir
(Supuran 2003, Pastorekova 2004). Ama CA izoenzimlerinin antibiyotiklerle
inhibisyonu konusunda ¢ok fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Antibiyotikler, kismen ya
da tamamen mikroorganizmalardan tiiretilen, bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek
amaclt kullanilan ilaglardir. Mikroorganizmalar1 6ldiiren ya da yeniden iiremelerini

durduran viriislere kars1 etkisizdirler (Lukacs 1990).

Bircok antibiyotik tedavi edici olarak kullanilir. Birkag¢ literatiirde, insan karaciger
enzimleri olan aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve alkalin fosfataz
enzimlerinin aktivitelerini arttirdig1 ya da azalttigi rapor edilmistir (Pickering 1973,

Honjo 1984).

Cefazolin sodyum, cephradine, sulbactam/cefoperazone ve chloramphenicol sodium
succinate antibiyotikleri Coban et al. (1998) tarafindan ¢alisilmistir. Bu ¢alismada ICs
degerleri CA I igin sirasiyla 9, 16, 19 ve 48 mM, CA 1I i¢in sirasiyla 6, 10, 15 ve 17mM

olarak bulunmustur.

Ilag, canl1 hiicre iizerinde meydana getirdigi etkiyle hastaliklarin teshisini, iyilestirilmesi
veya semptomlarinin azaltilmasi amaciyla tedavisini veya bu hastaliktan korunmayi
saglayan, canlilara degisik uygulama yontemleri ile verilen dogal, yar1 sentetik veya
sentetik kimyasal bilesiklerdir. Giinlimiizde ilag kullanimi giderek artmaktadir. Bu
ilaglar icinde en yaygin olarak kullanilan ilag tiiriinii antibiyotikler olusturmaktadir.
Mikroorganizmalarin sebep oldugu hemen hemen tiim hastaliklarda antibiyotikler
tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Antibiyotikler insan sagliginda oldugu kadar
hayvan sagliginda da 6nemli bir kullanim alanina sahiptir. Hayvan saglhiginda kullanilan
ilaglarin, metabolik 6nemi yiiksek olan bir enzim iizerine etkisinin incelenmesi bilimsel
acidan biliylik 6nem arz etmektedir. Bu 6nemin farkindaliginin verdigi sorumlulukla
karbonik anhidraz enzimi {izerine hayvan saglhiginda yaygin olarak kullanilan bazi
ilaglarin etkilerini inceledik. Calismamizda 6 tane antibiyotigin inhibitor kabiliyetleri

incelendi.
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Calismada segilen ilaglarin koyun midesi CA enzimi iizerine etkilerinin arastirildigi
hicbir literatiire rastlanmamistir. Genel olarak ilag ve kimyasal maddelerin enzimler
tizerindeki inhibisyon etkileri ICsy (enzimin aktivitesini %50 inhibe eden ilag
konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir. Kinetik ¢aligmalarimiz sirasinda enzim
aktivitesini inhibe eden ilaglarin ICsy degerleri hidrataz ve esteraz aktivitesiyle
belirlenmistir. Bilindigi gibi 1Csy degeri kiigiik olan inhibitdriin inhibisyon etkisi daha
yiiksektir. Bu sonuglara gore calismamizda kullanilan ilaglarin koyun midesi CA I
izoenzimi lizerine hidrataz aktivitesiyle inhibisyon etkilerinin biiyiikten kiigiige dogru
stralamasi; tylosin>ampisilin sodyum > enrofloksasin seklindedir. Kullanilan ilaglarin
koyun midesi CA 1 izoenzimi iizerine esteraz aktivitesiyle inhibisyon etkilerinin
biiylikten kiigiige dogru siralamasi; amikasin siilfat >kanamisin siilfat >enrofloksasin
seklindedir. Kullanilan ilaglarin koyun midesi CA Il izoenzimi {izerine hidrataz
aktivitesiyle  inhibisyon etkilerinin  biiylikten  kii¢iife = dogru  siralamasi;
tylosin>ampisilin sodyum>enrofloksasin seklindedir. Kullanilan ilaglarin koyun midesi
CA II izoenzimi iizerine esteraz aktivitesiyle inhibisyon etkilerinin biiylikten kiictige
dogru siralamasi; amikasin siilfat>kanamisin siilfat seklindedir. Bu sonuglara gore
koyun midesi CA I ve II izoenzimleri iizerinde hidrataz aktivitesiyle en gii¢lii
inhibisyon etkisine sahip olan ila¢ tylosin’dir (sirasiyla ICso: 0,0335 mM ve 0,0387
mM). Yine bu sonuglara goére koyun midesi CA I ve II izoenzimleri iizerinde esteraz

aktivitesiyle en giiclii inhibisyon etkisine sahip olan ila¢ amikasin siilfat’tir (sirasiyla

ICs0: 0,0163 mM ve 0,0362 mM).

Calismamizda kullanilan ilaglardan biri olan gentamisin siilfat, NADPH oksidaz ve
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimleri icin inhibitor 6zelligi gdsteren aminoglikozid
bir antibiyotiktir (Beydemir et al. 2003, Umeki 1995). Aminoglikozid bir antibiyotik
olan gentamisin, 6zellikle gram negatif organizmalarin sebep oldugu bir¢ok enfeksiyon
tipinde tedavi edici olarak kullanilir. Ancak E coli gram negatif bir bakteri olmasina
ragmen gentamisine direng gostermistir (kayaalp 2002). Hidrataz ve esteraz
aktiviteleriyle yaptigimiz kinetik ¢alismalar sonucu gentamisin siilfat’in koyun midesi
CA I ve CA II izoenzimlerini aktive ettigi goriilmiistiir (1; 1,8; 2; 3,6; 5 mM). Benzer

bir ¢aligmada gentamisin siilfat’in 4 mM’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda (1.98,
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3.96, 594, 7.92, 9.90 mM) insan eritrosit CA I ve II izoenzimlerini aktive ettigi
goriilmiistiir (Beydemir 2002). Ozensoy et al. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada
gentamisin siilfat icin ICsy degerleri hCA 1 ve hCA 1I i¢in sirastyla 0,00235 mM ve
0,00253 mM olarak bulunmustur.

Calismamizda koyun midesi CA 1 izoenzimi {iizerinde esteraz aktivitesiyle yiiksek
inhibisyon etkisi gosteren amikasin siilfat, kanamisin siilfat ve enrofloksasin ilaglari
icin, koyun midesi CA II izoenzimi iizerinde esteraz aktivitesiyle yliksek inhibisyon
etkisi gosteren amikasin siilfat ve kanamisin siilfat ilaglart i¢in K;j sabitlerinin
belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi (Segel 1975, Telefoncu
1986). Sonucglarin hassas bulunabilmesi i¢in her inhibitorlii ¢alisma igin ii¢ farkli
inhibitoér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir (Sekil 4.30-4.34).
Grafik ¢iziminde Microsoft-Excel programindan faydalanilmistir. K; degerlerine gore
yapilan siralama ICsy degerleri ile ilgili yapilan siralama ile aynidir. Kanamisin siilfat
ilacinin CA I i¢in ii¢ sabit inhibitdr konsantrasyonunda hesaplanan K; sabitlerinin
ortalamast 0,147+0,0613 mM, amikasin siilfat ilacinin CA 1 i¢in hesaplanan K;
sabitlerinin ortalamasi 0,0421+0,0155 mM, enrofloksasin ilacinin CA I i¢in hesaplanan
K; sabitlerinin ortalamasi 3,85+1,982 mM olarak belirlendi. Kanamisin siilfat ilacinin
CA I i¢in ii¢ sabit inhibitdr konsantrasyonunda hesaplanan K; sabitlerinin ortalamasi
0,042+0,0118 mM ve amikasin siilfat ilacinin CA II i¢in hesaplanan K; sabitlerinin
ortalamas1 0,0327+0,0078 mM olarak hesaplandi. Cizilen Lineweaver-Burk grafikleri
yardimiyla K; sabitleri hesaplanarak inhibitorlerin inhibisyon tipleri belirlenmis oldu.
Buna gore CA 1 izoenzimini amikasin siilfat ve enrofloksasin ilaglar1 yarigsmasiz,
kanamisin ise yar1 yarigsmali olarak inhibe ettikleri bulunmustur. CA II izoenzimini ise
amikasin siilfat yarigsmasiz, kanamisin siilfat ise yar1 yarigmali olarak inhibe ettikleri
belirlenmistir. Yarigmasiz inhibitorler enzimin aktif bolgesi disinda bir bolgeye baglanir
ve enzimin turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini dislirerek inhibitor etkisi

gosterirler.
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Cizelge 4.33. Koyun midesi CA I ve CA II i¢in yapilan kinetik ¢alismalarin toplu
sonugclari

CAl CAll
Optimum sicakhk 50 50
Ku(mM) 1,32 1,968
Vimax 0,22 0,329
Molekiil kiitlesi tayini
(kDa) 26,7 26,7
(SDS-PAGE ile)

Cizelge 4.34. Koyun midesi CA I ve CA II enzimlerinin hidrataz aktivitesiyle bulunan
ICs degerlerinin toplu gosterilisi.

I1Cs9 (Mm)
ILACLAR
CAl CAlIl
Enrofloksasin 1,41 2,47
Tylosin 0,0335 0,0387
Ampisilin sodyum 1,56 1,63
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Cizelge 4.35. Koyun midesi CA 1 ve CA II izoenzimlerinin esteraz aktivitesiyle bulunan
inhibisyonun toplu goriisleri

CAl CA Il
ILACLAR ICso Inhibisyon 1Cs Inhibisyon
Ort. Ki(Mm) Ort. Ki(Mm)
(Mm) tiirii (Mm) tiirii
Kanamisin Yar yart
.. 0,0488 | 0,147+0,0613 0,118 0,042+0,0118
siilfat yarigmali yarigmali
Amikasin
) 00163 | @0421£0015 | varismasiz | 0362 | 0,0327+0,0078 | varsmasiz
siilfat 5
Enrofloksasin | | 32 3,85+1,982 yarismasiz - - -
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