Ahi Evran Universitesi Sagilik Bilimleri Dergisi
Cilt1, Say1 1,2077, Sayfa 1-10

INCE BAGIRSAK KARBONIK ANHIDRAZ AKTIVITESI
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0z
Bu arastirmada sigir ince bagirsagindan total olarak
saflastirilan karbonik anhidraz (EC 4.2.1.1.) enzimi aktivitesi
Uzerine bazi ilaglarin /7 wvitro olarak etkileri arastirildi.
Bagirsak  dokusundan karbonik  anhidraz ~ enzimi
afinitekromatografisi ile saflastinldi. Saf olarak elde edilmis
olan karbonik anhidraz enziminin aktivitesi tGzerine ornidazol
ve metronidazol etken maddesine sahip ilaclarin etkileri
arasgtirildi. Aktivite o6l¢cimlerinde karbonik anhidrazin CO.-
hidrataz aktivitesinden yararlanildi. 3 farkl konsantrasyonda
ve 6 farkli hacimde yapilan 6lciimlerin sonuglari Aktivite-[ilac
hacmi] seklinde grafik halinde verildi. Elde edilen bulgulardan,
ornidazol ve metronidazol ilaglarinin bagirsak CA enzim
aktivitesini aktive ettigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: ince bagirsak, Karbonik anhidraz,
Ornidazol, Metronidazol

ABSTRACT

In this study, the effects of certain drugs on the activity of
carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1.), Which is totally purified
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from bovine small intestine, were investigated in vitro. The
intestinal tissue was purified by affinity chromatography of
the carbonic anhydrase enzyme. On the activity of the purely
obtained carbonic anhydrase enzyme, the effects of drugs
with ornidazole and metronidazole were investigated.
Carbonic anhydrase CO2-hydratase activity was utilized in
the activity measurements. The results of the measurements
made at 3 different concentrations and 6 different volumes
were graphically displayed in the form of activity- [drug
volume]. From the results obtained, it was determined that
ornidazole and metronidazole drugs activated the intestinal
enzyme activity.

Key words: Small intestine, Carbonic anhydrase, Ornidazole,
Metronidazole

GIRIS
Enzimler, hiicre igerisindeki kimyasal reaksiyonlari  hicrenin
gereksinimlerine uygun bir sekilde katalizlemektedir. Yapilarindaki amino
asitlerin siralanigi ve buna bagl olarak enzimlerin kazandigi t¢ boyutlu

yapi, enzimlerin kataliz gorevi yapmalarini saglayan en dnemli etkendir
(Onat ve Emerk, 1997).

Biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin tiimiinde reaksiyona
katilan bilesikler ile Griinleri birbirinden ayiran bir enerji engeli
bulunmaktadir. Bu sekilde, reaksiyonlarin kendiliginden ve kontrolsiiz
gerceklesmesi onlenmektedir. Enzimler, enerji acgisindan
gerceklesmelerine engel olmayan reaksiyonlar, metabolik yollar
olusturacak sekilde yonlendirmektedirler. Hiicresel reaksiyonlarin hizini
hiicrenin gereksinimlerine gore ayarlanmaktadirlar. Belirli reaksiyonlarin
organeller igerisinde  digerlerinden  etkilenmeden ayni anda
gerceklesebilmesi igin pek ¢ok enzimin hiicre igindeki yerlesimi,
metabolik olaylarin 6zelligine gore diizenlenmistir (Onat ve Emerk, 1997).
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Karbonik anhidraz (CA) (E.C:4.2.1.1. karbonat hidroliyaz) Zn* iyonu ihtiva
eden metalo enzimlerden ilk bulunanlardan olup, hiicrelerde
CO:hidrasyonu veya HCO:"indehidrasyonu reaksiyonunu
katalizlemektedir. Enzim bu sekilde CO.nin tasinmasini saglamanin
yanisira birgok dokuda, H" ve HCOs'nin birikiminde rol oynamaktadir. Bu
dokular arasinda bobrek, gastrik mukoza ve g6z lensini sayabiliriz.
Bunlardan baska histokimyasalmetodlarla, tikriik bezleri, kaslar, sinir
miyelin kilifi, pankreas, prostat, uterus, endometrium, beyin, kanser ve
timor dokularinda CA'ya rastlanmis ve bunlarin bazilar saflastirlarak
biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Béylece gesitli doku ve organlarda
elektrolit salgilanmasi, CO. ve pH dengesinin saglanmasi gibi onemli
fizyolojik roller oldugu, kemik erimesi, kirecleme ve timor olusumu gibi
bazi patolojik olaylarda rol oynadiklari agiklanmigtir (Hewett-Emmett,
2000). Ayrica baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi bakterilerde,
kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun
olusumunda, alglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu
enzimin degisik rolleri oldugu ispatlanmistir.

Karbonik anhidraz (CA) enzimi so6zii gegen canli hiicrelerde ¢ogunlukla
sitoplazmada ¢6ziinmiis, bazen de hiicre membranina badlanmis olarak
bulunmaktadir  (Maren, 1967, Pocker&Sarkanen, 1978).Sindirim
sisteminde gorev alan mide, ince bagirsak ve kalin bagdirsakta CA'nin
varligi ve dagilimi Hansson'unhistokimyasal metodu ile belirlenmistir
(Hansson, 1967). Aktif karbonik anhidraz'in, sindirim sisteminde iyon
transferine ve luminalpH’in bolgesel kontroliine katildigi belirlenmistir.
immunohistokimyasal yéntemlerle, CA'nindistal ince ve kalin bagirsagin
epitel plazma membranlarininapikal yiizeylerinde yerlestidi bulunmustur.
Bagirsak epitelinde CA-IV’in bolgesel ve hiicresel yerlesimi, sindirim
sistemi CA’'sI igin Onerilen fizyolojik roller ile uyum gostermektedir. Aktif
CA, kalin bagirsak ve /feurrida su ve iyon transferine katilmaktadir
(Fleming vd., 1995).

Antibiyotikler bircok farkli hastaligin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle birgok arastirmaci tarafindan baz
antibiyotiklerin aktivator veya inhibitor etkileri arastinlmistir (Britta, 1997;
Demir,Nadaroglu ve Demir, 2006)

Antibiyotik grubu icerisinde yer alan nitroimidazoller; 6zellikleanaerop
bakterilere yonelik etkinlikleriyle dikkati c¢ekerler. Duyarli patojen
mikroorganizmalara gegen nitroimidazoller, nitro gruplan araciligiyla
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hiicre ici yapilarla etkileserek, aralarinda antibakteriyel etkili gesitleri de
bulunan ¢ok sayida ara drinlerin sekillenmesine neden olurlar.
Nitroimidazoller asin olgllerde DNA kirilmalarina yol agabilmektedir ve
Ozellikle DNAase 1 gibi DNA onarimini saglayan enzimleri inhibe
etmektedirler.

Bu calismada, /7 wiro olarak nitroimidazol tiirevi olan ornidazol ve
metronidazol etken maddesine  sahip ilaglarin  sigir  ince
bagirsagindanafinitekromatografi teknigi kullanilarak elde edilen karbonik
anhidraz enziminin aktivitesi Uzerineinhibisyon/aktivasyon olan etkileri
arastiniimistir.

YONTEM

Sigir Ince Badirsagindan Karbonik Anhidraz Enziminin Saflagtinimasi igin
HomojenatEldesi

Sigir ince bagirsak numuneleri kesim esnasinda fizyolojik serum (%0,9'luk
NaCl ¢ozeltisi) igerisine alindi. Daha sonra bagirsak dokusu bigakla kiigiik
parcalara boliinerek yaklasik 2 L fizyolojik serum ile yikandi. Yikama
¢Ozeltisi tamamen berrak oluncaya kadar yikama iglemine devam edildi
(Zhu&Sly,1990).

Kilcal damar ve eritrositlerden tamamen uzaklastirimis olan ince
bagirsak dokusunun her gramina 2 mL olacak sekilde %1°lik Triton X-100
iceren 0,05 M Tris-SO. (pH=7.4) tamponu igine alindi ve 4 saat siireyle
ultrasonikdismembrator'deultrasonik ses dalgalarina maruz birakildi.
Ardindan sogutmali santrifiijde 12.000xgde 30 dk sireylesantrifij edildi.
Siizge¢ kagidindan siizilip stipernatant ayrildi.Stpernatant2 giin saf
suya, 1 giin 0.05 M Tris-SO. (pH=7.4) tamponuna kars! diyaliz edildi. Daha
sonra CCl, ile yikanarak ortamdaki vyadlar ekstrakte edildi.
HomojenatinpH’st  kati  Tris ile 87ye getirildi. Bdylece
homojenatafinitekolonuna tatbik icin hazirlanmis oldu (Whitney&Briggle,
1982).

Karbonik  AnhidrazHomojenatininAfinite  Kolonuna  Tatbiki ve
EnziminEllisyonu

Afinite jeli Sepharose-4B matriksi lzerinde hazirlandi.
Sepharose—4B’'ninCNBr ile aktiflestiriimesinden sonra, L-tirozinkovalent
olarak takildi. Daha sonra siilfanilamiddiazolanaraktirozine kenetlendi.
Burada tirozinafinite jelinin uzanti kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik
olarak baglayan kismini olugturmaktadir. Silfanilamid karbonik
anhidrazinspesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek s6z
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konusu enzimin yliksek oranda saflastiriimasinda basariyla kullaniimistir
(Kohn&Wilchek,1978).

pH’'si 8,7'ye ayarlanmis karbonik anhidraz enzim homojenati, 25
mMTris-HCI/0,1 M Na.S0. (pH=8.7 ) ¢ozeltisi ile dengelenmis olan kolona
tatbik edildi. Kolon 25 mMTris-HCI/22 mM Na.SO. (pH=8.7) ¢ozeltisi ile
yikandi. Ardindan 0.1 M NaCH:C00/0,5 M NaClO.; (pH=5,6) cozeltisi
kolona tatbik edilip, karbonik anhidraz enzimi elie edildi. (Arslan,
Nalbantoglu, Demir, Ozdemir ve Kiifrevioglu, 1996).

ElGatlarda, 280 nm'dekalitatif protein tayini ve CO--hidrataz aktivitesi
tayini yapildi. Aktivite gosteren fraksiyonlar, birlestirilerek Coomassie-blue
yontemi ile toplam protein miktari ve CO--hidrataz aktivitesi belirlendi.
Daha sonra homojenat ve saf enzim ¢ozeltileri igin spesifik aktiviteler, ayr
ayri belirlenerek saflastirma orani hesaplandi.

Protein tayini:

Kromatografi iglemleri sonunda fraksiyon toplayicisi yardimiyla esit
hacimde alinan bitiin fraksiyonlarda 280 nm'deabsorbans olgiimleri
yapilarak kalitatif protein tayini yapildi. Absorbans gdsteren tiipler
birlestirilerek CoomassieBrillant Blue G-250 ydntemi ile kantitatif protein
tayini yapildi (Bradford,1976).

CO.-Hidrataz Aktivitesi Tayini

Burada Rickli ve arkadaslan tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
Yoéntemi kullanild (Rickli, Ghazanfar, Gibbons
&Edsall1964;Sly&Peigi, 1995).Bu ydntem, CO.'nin hidrasyonu sonucu agiga
¢ikan H' iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mauvisi
indikatori ile belirlenip, gegen siirenin 6lglilmesi esasina dayanmaktadir.

Tayin islemlerinde su prosedir takip edildi. 2 mLveronal tamponu
(pH=8,2), % 0,004’liikk brom timol mavisi ¢ozeltisinden 0,2 ml alinarak
karistinldi. Bu karisima enzim ¢ozeltisinden 0,8 ml, 0°C'de doyurulmus
CO. c¢ozeltisinden 2 ml ilave edildi. Bir kronometre ile, CO. ¢ozeltisi
katildigi andan itibaren indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile
doéniismesi igin gegen siire belirlendi (t;). Ayni siire enzimsiz olarak da
tespit edildi (to).

Wilbur-Anderson birimi = o formiilinden bulundu.

te

Sigir ince Bagirsagindan Saflagtirilan Karbonik Anhidraz Enzimleri Uzerine
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Bazi llaglarin Etkisinin incelenmesi

Saf olarak elde edilmis olan ince bagirsak karbonik anhidraz enziminin
aktivitesi Uzerine ornidazol, metronidazol, etken maddelerine sahip iki
farkli ilacin etkileri arastirildi. Bu ¢alismada karbonik anhidraz enziminin
sahip oldugu CO--hidrataz aktivitesi yénteminden yararlanildi. Olgiimler
10% 10" ve10® M olmak iizere ii¢ farkl konsantrasyonda yapildi. Olgiim
esnasinda ilag hacimleri en az 100uL, en fazla 600uLolacak sekilde alind.
Sonuglar Aktivite-[ilag] grafikleri halinde verildi.

SONUGLAR VE TARTISMA

Bu calismada sidir ince bagirsagindan karbonik anhidraz enzimi
saflagtirilmis ve elde edilen saf enzimin aktivitesi lizerine bazi ilaglarin
etkileri arastinlmistir. ince bagirsak dokusundan karbonik anhidraz
enzimininafinitekromatografisi ile saflastirlmasi sirasinda eluatlardaki
protein muhtevalan 280 nm’'deabsorbanslar  Olgllerek belirlendi
(Mclntoshi, 1969). Saflastirilan enzimin aktivite-absorbans grafikleri Sekil
1'de verilmistir.

1.2 — == Absorbans v 128
T+ 124
8+ 12

1 16

.6 +
A4+
2
0

Rkitg (0
Hidrataz)

1T 3 5 7 q.up'léay'llgl‘IS 17 19

Sekil 1. Afinite kolonundan sidir ince bagirsak total karbonik anhidraz
enziminin 0,7 M NaCHsC00/0,5 M NaClO. (pH=5,6) tamponuyla eliisyonu;
(=) 280 nm’deabsorbansi, (—) Wilbur-Anderson birimi ile aktivite, kolon
1,3 cm” x 60 cm, jel yiiksekligi 50 cm, eliisyon hizi 20 ml/saat ve fraksiyon
hacmi 5 ml.

Saf enzim ve homojenatinspesifik aktiviteleri hesaplanarak saflagtirma
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cizelgeleri gikarildiginda ince bagirsak karbonik anhidrazinin 1150 kat
saflastinldigi goriilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Sidir ince bagirsagindan elde edilen total karbonik anhidraz
enzim homojenatinda enzim (nitesi, spesifik aktivite ve homojenattan
saflastirilan total karbonik anhidraz enziminde enzim (nitesi, spesifik
aktivite ve saflastirma orani sonuglari

Basamaklar | Hacim | Aktivite Total Aktivite Protein | Spesifik Aktivite | Saflastirm
(ml) (E0/mI) | EU % | (mg/ml) (EU/mg) a
Orani
Homojenat 300 1.69 507 100 87.5 0.0193
Afinite
kolonundan 40 3.275 135 26.62 0.152 222 1150.4
sonra

Saf olarak elde edilmis olan total ince bagirsak karbonik anhidraz
enzimlerinin  aktivitesi lzerine ornidazol vemetronidazol, etken
maddelerine sahip iki farkli ilacin etkileri arastiriimistir. Bu galismada
ilaglarin 10 M, 10" M ve 10° M olmak tizere (¢ farkli konsantrasyonda
stok ¢ozeltileri hazirlanarak aktivite dlgimleri yapilmistir. Aktivite dlgimi
esnasinda deney ortamindaki ilag konsantrasyonlari hesaplanarak elde
edilen sonuglara gére Aktivite-[ilag] grafikleri cizilmistir.

Sigir ince bagirsak karbonik anhidraz enziminin aktivitesi, ornidazol ve
metronidazol igerikli ilaglarin 10° M, 10*M ve 10° M'lik stok ¢ozeltilerinde
konsantrasyon artigina paralel olarak artmistir (Sekil 2, Sekil 3 ve Sekil 4).
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Sekil 2. ince bagirsaktan saflastirilan total karbonik anhidraz enziminin
CO--hidrataz aktivitesi tizerine Ornidazol ve Metronidazol ilaglarinin etkisi
(10” M stok gozelti)

Grafikler incelendiginde metronidazol igerikli ilacin ozellikle 10? M
konsantrasyondaki stok ¢ozeltide yapilan denemelerde aktiviteyi artirici
etkisinin ornidazolden daha fazla oldugu gozlenmisgtir.
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Sekil 3. ince bagdirsaktan saflastirilan total karbonik anhidraz enziminin
CO--hidrataz aktivitesi tizerine Ornidazol ve Metronidazol ilaglarinin etkisi
(10" M stok gozelti)
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Sekil 4. ince bagirsaktan saflastirilan total karbonik anhidraz enziminin
CO--hidrataz aktivitesi lizerine Ornidazol ve metronidazol ilaglarinin etkisi
(10° M stok gozelti)

Farkli organizmalardan saflagtirlan CA enzimlerin aktiviteleri Uzerine
cesitli kimyasallarin, pestisitlerin ve ilaglarin etkileri birgok arastirmaci
tarafindan arastiriimistir (Demir, 2004; Ekinci, 2007; Altintop vd., 2015;
Altintop vd., 2017a,; Altintop vd., 2017b).

Metronidazolve ornidazol bagirsak enfeksiyonlarinda, protozoal,
anaerobik enfeksiyonlarin tedavisinde uzun vyillardir kullanilan bir
antibiyotiklerdir. (L6fmark vd., 2010). Anaeropprotozoon veya bakteri
hiicresine difiize olan metronidazol, bu hiicrelerin redoks potansiyeline
sahip proteinleri tarafindan ara metabolitlere donistiriilmektedir. Bu ara
metabolitler hiicre DNA’sina baglanarak DNA sentezini inhibe etmekte ve
hiicrenin oliimiine yol agmaktadir. Ornidazol isenitroimidazol tirevidir.
Anaerop bakterilere bagdl enfeksiyonlarda, kolon ve jinekolojik vakalar
basta olmak Uzere tiim cerrahi miidahelelerde, amipli dizanteri dahiltim
intestinal enfeksiyonlarda kullaniimaktadir.

Bu calisma sonucunda ilgili enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin bakterisit etkisinin yaninda sekonder olarak da CA
enziminin aktivitesi (izerine aktivator etki sagladigi belirlenmistir.
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