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OZET

YUKSEK LiSANS

BAZI SULFONAMID BILESIKLERININ KARBONIK ANHIDRAZ ENZIiMi
UZERINE in vitro ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ercan ALPINAR

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danisman : Doc. Dr. Uyesi Mustafa Oguzhan KAYA

2019, 86 + x Sayfa

Bu c¢aligmada, glokom hastaligi tedavisinde kullanilmak {izere potansiyel aday olan bazi
oksadiazol siibstitiiye tiirevli bilesiklerin karbonik anhidraz enzimi tizerine in vitro etkileri arastirilmistir.
Karbonik anhidraz enzimi, Sepharose-4B-L-Tirozin-Siilfonamid kimyasal yapisina sahip afinite jeli
kullanilarak sigir kanindan saflastirilmistir. Kan 6rnekleri Siirt ilindeki hayvan kesim noktalarindan kesim
aninda alinmistir. Spektrofotometrik deneysel c¢alismalar, 348 nm’de 0. ve 3. dakikadaki absorbans
degerleri belirlenerek yapilmistir. Sigir karbonik anhidraz enzimine karsi oksadiazol siibstitiiye tiirevli
bilesiklerin afiniteleri deneysel olarak arastirilmistir. Deneysel caligmalarla elde edilen verilerden
yararlanarak inhibisyon sabiti olan 1Cso degerleri tespit edilmistir. Diger inhibisyon sabiti olan K; ise
Cheng&Prusoff denklemi yardimiyla matematiksel olarak hesaplanmistir.

Anahtar Kelimeler: Inhibisyon, in vitro, 1Cs, Karbonik Anhidraz, Siilfonamid,



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF in vitro EFFECTS OF SOME SULFONAMIDE
COMPOUNDS ON CARBONIC ANHYDRASE ENZYME
Ercan ALPINAR
The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science

In Chemistry

Supervisior : Assoc. Prof. Dr. Mustafa Oguzhan KAYA

2019, 86 + x Pages

In this study, some oxadiazole substituted derivative compounds, which are a potential candidate

for the treatment of glaucoma, in vitro effects were investigated on carbonic anhydrase enzyme. The
carbonic anhydrase enzyme was purified from the bovine blood by using the affinity gel with the
chemical structure of Sepharose-4B-L-Tyrosine-Sulfonamide. Blood samples were taken from the animal
slaughtering points in Siirt province at the time of slaughter. Spectrophotometric experimental studies

were carried out by determining the absorbance values at 348 nm at the 0 and 3 minutes. The affinities of

oxadiazole substituted derivatives against bovine carbonic anhydrase enzyme have been investigated
experimentally. The 1C50 values, which are the constant of inhibition, were determined by using the datas
obtained from experimental studies. The other inhibition constant, K;, was calculated mathematically with
the help of the Cheng&Prusoff equation.

Keywords: Inhibition, in vitro, ICso, Carbonic Anhydrase, Sulfonamide



1. GIRIS

1.1. Siilfonamidler

Stilfonamidler insanlarin  sistemik enfeksiyonlarinda ilk olarak kullanilan
antimikrobiyal ajanlardir. Oyle Ki, siilfonamidler 1938 yilinda Nobel 6diiliinii Gerhard
Domagk’in almasini saglamistir [Campbell, 1999].

Siilfonamid bilesikleri beyaz renkte olup genellikle toz halindedirler. Protonlanmis
halleri oldukga aktiftir, serbest asitleri suda ¢éziinmez ama aseton ve etanolda kismende
olsa ¢oziintirler. Siilfonamid tuzlarinin su, safra ve serum gibi sivilarda ¢oziintirliikleri
fazladir. Kimyasal olarak kararli olan bu bilesiklerin asit-baz 6zellikleri, pH’a bagl olarak
¢ozinlrligini, farmakokinetik 6zelliklerini ve antibakteriyal aktivitesini etkilemektedir
[Dogu, 1994].

Siilfonamidler, antibakteriyel ilaglar olup genis spektrumlarindan dolay1 uzun yillardir
cok sayida endikasyonda tek basina kullanilirlar. Bakterilerin diren¢ kazanmasi, penisilin

ve antimikrobiyal ilaglarin iretilmesiyle enfeksiyon tedavisinde kullanimlari azalmistir

[Ozalp, 2002].

Stilfonamidler para-aminobenzensiilfonamit (siilfanilamit) maddesinin tiirevleridir.
Siilfonamid (-SO2NH2) gurubunda azot atomundaki hidrojenlerden birinin yerine uygun
radikaller baglanarak gesitli siilfonamid tiirevleri sentezlenebilmistir [Kayaalp, 2002].

1932°de kirmizi renkli “’prontosil ((4-(2,4diamino-fenilazo)-benzensiilfonamid) boyar
maddesi Alman Klarer ve Mietzch tarafindan sentezlenmistir (Sekil 1.1). 1935 yilinda bu
boyanin in vivo aktivitesi oldugu belirlenip kan zehirlenmesinde tedavi amagh
kullanilmigtir [Domagk, 1935]. Daha sonra Ernest Fourneau bu boyanin insan
metabolizmasinda pargalanarak stilfanilamid bilesigine doniistiigiinii kanitlamistir (Sekil.
1.2). Bundan sonraki ¢aligmalar siilfanilamid bilesiginin ve tiirevlerinin olusturulmasiyla

ilgili olmugtur.



HoN N=—7/=N S—NH,

NH,

Sekil 1.1. Prontosil molekiiliiniin yapis1 [Domagk ve ark. 1935].

H2N S_NHZ

Sekil 1.2. Siilfanilamit molekiiliiniin yapis1 [Dokmeci, 1992].

Aromatik heterosiklik siilfonamidler tarafindan karbonik anhidraz enziminin
inhibisyonu; glokoma, epilepsi, kalp rahatsizligt ve iilser gibi c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde 50 yildan fazladir klinik olarak kullanilmistir [Ferraroni ve ark., 2002]. Uzun
yillar kullanim siirelerinden dolayi, bir¢ok bakteri bu ilaglara karsi diren¢ kazanmistir
[Dokmeci, 1992]. Siilfoamitlerin enfeksiyon tedavisinde kullanimlarinin azalmasinin
nedeni, bakterilerin kazandigi bu direngtir.

Trimetoprim, tetroksoprim veya pirimetamin gibi dihidrofolat rediiktaz
inhibitorleriyle siilfametoksazoliin kombinasyonu ile siilfanamitler spesifik enfeksiyonlarda
1970’1 yillarda yeniden kullanilmaya baslanmistir (Sekil 1.3). Giinlimiizde bu bilesikler
yaygin olarak solunum yolu ve fiiriner kanal enfeksiyonlarinda, hayvan hastaliklar
tedavisinde ve hastaliklara kars1 korunmada yaygin olarak kullanilmaktadir [Reeves, 1987
Ozalp, 2002].
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Sekil 1.3. Siilfametoksazol molekiiliiniin yapis1 [Ozalp, 2002; Reeves, 1987].

1.1.1. Siilfonamidlerin Karbonik Anhidraz Enzime Baglanmasi

Stifonamid grubundaki azot atomu ilk olarak; enzimin aktif bolgesindeki metal
iyonuna anyonlar seklinde iyonik olarak baglanir (R—-SO2NH" veya R—SO>N-OH"), daha
sonra hidrofobik etkilesmelerle inhibitér enzime baglanmis olur. Bu iki etkinin toplami
sonucunda siilfanoamid, karbonik anhidraz enzimine giiclii bir sekilde baglanir [Tozlu,
1997; Lindskog ve Wistrand, 1988]. Yapilan ¢alismalarda karbonik anhidraz enziminin en
giiclii organik inhibitorlerinin aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugu
belirlenmistir. Siilfonamidlerin arastirmacilar tarafindan ilgi ¢ekmesinin baska bir nedeni
de kolaylikla iyonik yap1 kazanmasidir. Siilfonamidin ligand olarak kullanildigi bu iyonik

yapinin reaksiyonu asagidaki gosterilmistir.

R‘SOZNHZ —_— R'SOzNH_ + H+

Bu o6zelliginden dolayi, karbonik anhidraz enziminin inhibisyonunda son derece
onemli oldugu belirlenmistir [Kohn ve Wilchek, 1978]. Siilfonamidler, hidrofilik bolgeye
ek olarak, aromatik ve heterosiklik hidrofobik boélgelere sahip olup, siibstitiiye olmamis bir
—SO2NH2 grubu veya bir —SO.NH(OH) grubu igeren etkili inhibit6rlerdir. Siilfonamid



grubunun ilk baglandiklar1 yer N atomunun anyonlar seklinde (R-SO2NH" veya R-SO2N-
OH) CA enziminin aktif bdlgesindeki Zn*? iyonudur. Ikinci olarak da hidrofobik
etkilesmeler ile inhibitériin enzime baglanmasi tamamlanmis olur. Siilfonidamidler bu iki
etkinin toplami ile karbonik anhidraz enzimine gii¢lii bir sekilde baglanirlar. [Kohn ve

Wilchek, 1978].

Akifbolgenin /. ™\, Akiif balgenin

hidrofobik kism | R | hidrofiik kisms
/ |
I'|I --'D:SII K"
\-H P
A C
Thr199 /\
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- H gqf | “His110
0 o s His96
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Sekil 1.4. Karbonik anhidrazin siilfonamidler gibi Zn*? baglayicilar tarafindan inhibisyonu

[Durdagi ve ark., 2011].
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Sekil 1.5. Karbonik anhidrazin aktif bolgesi ile hidrofilik ve hidrofobik bolgeler igeren yapilarin etkilesimi
[Arslan ve ark., 2017]

1.2. Enzimler

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, organizmadaki Kkimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iirline firsat vermeden %100 liik verim saglayan
protein yapisinda bulunan biyolojik katalizorlerdir. Bir hiicredeki tiim kimyasal
reaksiyonlar enzimler sayesinde gerceklesir [Keha ve Kiifrevioglu, 2009]. Enzimler protein
yapil1 6zel katalizorlerdir. Enzimatik katalizorleri diger katalizorlerden farkli kilan {i¢ farkl
ozellige sahiptir. Bunlar;

1. Enzimler olduk¢a hizli ¢alisir. Ornegin; karbonik anhidraz ¢ enzimi bir dakikada
36.000.000 molekiilii iiriine ¢evirir.

2. Katalizorler ¢ogunlukla gesitli kimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak gorev
yaparlar. Enzimler genellikle tek tip reaksiyonu spesifik olarak katalize ederler.

3. Katalizorler kimyasal reaksiyonu baslatmazlar, sadece olgiilemeyecek kadar
yavas olan kimyasal reaksiyonlarin hizini arttirirlar. Enzimler, inorganik katalizorlere

oranla aktivasyon enerjisini etkili sekilde diistirerek reaksiyonlarin daha diisiik sicaklikta ve
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daha az enerjiyle ilerlemelerini saglarlar [Baysu ve Sozbilir, 2008]. Enzimlerin etki ettigi
madde substrattir [Maren ve Janskowska, 1985]. Enzimlerin katalizleme giigleri turnover
sayisl ile ifade edilir. Turnover sayisi, birim zamanda bir mol enzimin iiriine doniistiirdiigi
substratin mol sayisi olarak tanimlanir. Turnover sayisi en yiiksek olan enzim 40.000.000
s ile katalazdir. Karbonik anhidraz turnover sayis1 600.000 s’dir [Lehninger, 2005; Keha
ve Kiifrevioglu, 2009].

Enzimler substratlara gore daha hacimlidirler. Kataliz olayinda enzimin sinirhi bir
alaniin islevsel oldugu diisiiniilmiis ve bu alana da aktif bolge denilmistir. Aktif bolgeler
cogunlukla, enzimdeki yariklara veya multienzimlerde alt birimler arasindaki ara kesit
yiizeylerine yerlesirler [Dikmen ve Ozgiinen, 2004].

Enzim substratina gegici olarak aktif bolgeden baglanip enzim-substrat bilesigi (ES)
olusturur. Daha sonra substrat {iriin veya iriinlere doniisiir. Enzimler ise reaksiyondan

degismeden ¢iktiklari i¢in tekrar kullanilabilirler.

Ky ks
E+S —/(/—— ES—» E+S
ks

(Ku, k2, ks hiz sabitleri )

Baz1 enzimler aminoasit rezidiileri disinda aktivite icin kimyasal gruplara
gereksinim duymazlar. Digerleri kofaktdr olarak adlandirilan Fe?* Mg?*, Mn?* veya Zn?
gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak adlandirilan kompleks
organik ve metalloorganik molekiillere gereksinim duyarlar. Bazi enzimler aktivite i¢in
hem koenzime hem de bir ya da birden fazla metal iyonuna gereksim duyarlar. Enzim
proteinine ¢ok siki olarak hatta kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu
prostetik grup olarak adlandirilir. Metal iyonlariyla ve/veya koenzimleriyle birlikte katalitik
olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandirilir. Bu gibi enzimlerin protein kismi

apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilir [Lehninger, 2005].

1.2.1. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Enzimler, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nce (IUBMB)
sistematik olarak isimlendirilmistir. Bu isimlendirme sistemine gére enzimler alt1 ana sinifa
ayrilmigtir.  Bunlar sirasiyla, oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,

izomerazlar ve ligazlar olarak belirlenmistir. Bunlar da kendi i¢inde alt gruplara



ayrilmiglardir. Her bir enzimin dért rakamdan olusan bir kod numarasi bulunur. Ornegin,
karbonik anhidraz enziminin kod numarast E.C. 4.2.1.1 olup sistematik adlandirmasi
“Karbonat hidroliyaz”dir [Keha ve Kiifrevioglu, 2004].

1. Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasinda redoks (elektron transferi) tepkimelerini
katalizleyen enzimlerdir. Bu grup enzimler dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,
oksijenazlar, peroksidazlar olarak da adlandirilan enzimlerdir.

2. Transferazlar: 1Iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
gergeklestiren enzimlerdir. Fosforil grubu transferini saglayan kinaz enzimleri bu grupta
yer alir.

3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin bir
su molekiiliiniin katilmas1 suretiyle baglarin pargalandig1 hidroliz reaksiyonlarimi katalize
eden enzimlerdir. Biitiin proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz, glikozidaz ve
niikleaz gibi enzimler bu grubun i¢inde yer alirlar.

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

5. izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan enzimler bu
grupta yer alir.

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

molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

1.2.2. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimatik bir reaksiyonun hizin1 etkileyen faktorler sunlardir:
1-Enzim konsantrasyonu
2-Substrat konsantrasyonu
3-pH
4-Is1 veya sicaklik
5-Zaman

6-Isik ve diger fiziksel faktorler



7-Iyonlarin dogas1 ve konsantrasyonu
8-Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorler

9-Reaksiyon iirlinleri

1.3.ENZIiM iNHIiBiSYONU

Enzim inhibisyonu, enzimatik bir tepkimelerin hizin1 enzim inhibitérii adi1 verilen
baz1 maddeler tarafindan azaltilmasi veya tamamen durdurulmasi islemidir.

Enzimatik inhibisyon iki tiirliidiir;
1. Doniistimsiiz inhibisyon

2. DOniistimlii inhibisyon

1-Doniisiimsiiz inhibisyon;

Bu inhibisyon tiiriinde inhibitor enzime kovalent olarak baglanir ve zor ayrilabilen
bir kompleks meydana getirir. Sinir uyarilarinin iletilmesinde 6nemli bir rol oynayan asetil
kolin esteraz enziminin, sinir gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna o6rnek olarak
verilebilir. Doniigiimsiiz  inhibisyonda Vmax (enzimatik reaksiyonun ulagsilabilecegi
maksimum hiz) azalir, Km ise (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) sabit kalir [Segel
1975; Keha ve Kiifrevioglu, 2009].

fI; .%CJ,.

Sekil 1.6. Doniisiimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi [Segel 1975; Keha ve Kiifrevioglu, 2009].



2-Doniisiimlii Inhibisyon;

Dontigiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitoriin etkilesmesi bir denge tepkimesi
seklinde olur. Doniisiimlii inhibisyon: Yarismali (kompetitif) inhibisyon, yarismasiz
(nonkompetitif) inhibisyon ve yari yarismali (unkompetitif) inhibisyon olmak iizere ii¢
grupta incelenir.

a-Yarismah (Kompetitif) Inhibisyon;

Doniigiimlii inhibisyonun en basit tiirii yarismali inhibisyondur. Yarigsmali inhibitor
yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanarak substratin enzime
baglanmasina engel olur. Boylece substrat ile inhibitdr enzimin aktif bolgesine baglanmak
icin bir tiir yaris haline girerler. Inhibitér enzime doniisiimlii baglandig1 icin substrat
konsantrasyonu arttirildiginda inhibitériin inhibisyon etkisi de ortadan kaldirilabilir.
Bundan dolayt enzimin Vmax degeri degismezken, Km degeri ise artar [Segel, 1975;
Telefoncu, 1986; Keha ve Kiifrevioglu, 2009].

;G %caf.

Sekil 1.7. Yarigmali inhibisyon sematik gosterimi [Segel, 1975; Telefoncu, 1986; Keha ve Kiifrevioglu,
2009].

b-Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibisyon;

Yarigmasiz inhibisyonda ise inhibitér ve substrat enzim molekiiliine ayn1 anda
baglanabilir. Bu baglanma enzimin farkli bolgelerine oldugundan substrat ile inhibitor arasinda
yarisma sO6z konusu olmaz. Substrat konsantrasyonunu arttirmakla inhibisyon ortadan

kaldirllamaz. Yarismasiz bir inhibitdr etkisini enzimin turnover sayisini Yyani Katalitik



aktivitesini diistirerek gosterir. Enzimin Vmax degeri azalirken, Km degeri ise degismez. Substrat
ve inhibitor farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin EI ve ESI olmak iizere iki farkli
inaktif kompleksi meydana gelmektedir. Yarismasiz inhibisyona Ornek olarak enzimlerin
stlfidril (-SH) gruplarina bazi agir metal iyonlarinin merkaptan olusturacak sekilde dontisiimlii

olarak baglanmasi verilebilir [ Telefoncu, 1986; Keha ve Kiifrevioglu, 2009].

E-SH + Ag" = = E-S-Ag+H*

Burada -SH grubu aktif bolgede bulunabilecegi gibi, enzimin {i¢ boyutlu yapisinin olusumunda

etkili olan bir bolgesinde de yer alabilir.

.I%CJ,.
e

Sekil 1.8. Yarigmasiz inhibisyonun sematik gosterimi [Telefoncu, 1986; Keha ve Kiifrevioglu, 2009].

s

—ee
_

c-Yar1 Yarismah (Unkompetitif) inhibisyon;

Bu inhibisyon tiiriinde ise inhibitor serbest haldeki enzime degil de, ES kompleksine
baglanir. Bunun i¢in tek substratli sistemlerde, yar1 yarigsmali inhibisyon az goriiliir. Birden
fazla substratli enzimlerde bu inhibisyon tipine daha ¢ok rastlanir. ESI kompleksi ortamda
stirekli olarak var olacagindan, yar1 yarigmali inhibitor varliginda Vmax azalir. ESI kompleksinin
olugsmasiyla ES kompleksi ortamdan siirekli azalacagindan, enzim ve substrattan ES
kompleksinin olusum dengesi daha fazla saga kayar ve Km degeri kiigtliir [Segel, 1975;
Telefoncu, 1986].
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Sekil 1.9. Yar1 yarigmali inhibisyonun sematik gosterimi [Segel, 1975; Telefoncu, 1986].

Bir¢ok multienzim sistemi, reaksiyon hizlarini diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu
sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonun son iriinii belirli bir konsantrasyona ulastiginda
sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere
allosterik enzim, bu olaya da feed-back (geri besleme) inhibisyonu adi verilir. Birden fazla
polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde; inhibitérlerin enzime baglanmasiyla,
degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon
meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere modiilator adi verilir. Allosterik
enzimlerin kinetigi, sigmoidal grafikler gosterdiginden Michaelis-Menten kinetiginden
farklidir [Stryer, 1988].

Inhibisyon ¢esidinin ve ilgili Ki sabitinin belirlenmesi i¢in en ¢ok basvurulan
yontem Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V’ye kars1 1/[S] grafigi en az {i¢ farkli
sabit inhibitor konsantrasyonunda gizilir ve kesim noktalarindan degerlendirmeler yapilir.
Ki sabitlerinin bulunmasinin ikinci yontemi ise Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en
az iki sabit substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan Kj

sabitleri hesaplanir [Telefoncu, 1986].
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMIi
2.1.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Kisa Tarihcesi

Karbonik anhidraz (CA; EC 4.2.1.1.) enzimi ilk kez 1933 yilinda iki laboratuar
tarafindan gergeklestirilen calismalarin direkt sonucu olarak eritrositlerde karakterize
edilmistir. Bu ¢alismalarda eritrositlerden HCO3in hizli transferi i¢in gerekli oldugu teorik
olarak saptanan bir katalitik faktor arastirilmistir.

1933’¢ kadar CA ilgi g¢eken bir enzim degildi. Baslangigta CA arastirmalari
eritrositler ile ilgili olmustur ve 1940’larda enzimin bobrekte kesfinden sonra ilgi iirenin
asidifikasyonuna ve bobrege kaymistir. CA {izerine yogun arastirmalarin yapilmasindan
yarim asirdan fazla bir siire 6nce halen CA’n viicuttaki varligin1 gosterecek kesin bir delil
bulunmamustir.

Ilk CA derlemesi 1935 yilinda birgok viicut organinda CA aktivitesinin varlig1 veya
yoklugunun tanimlanmasi ile yaymlanmistir. Dr. Roughton kesin olarak kaslarda CA
aktivitesinin oldugunu, karacigerde ise olmadigini belirtmistir. 1935°den beri, ¢esitli CA
izozimleri kas ve karacigerde bulunmus ve insan viicudunda en azindan onalti farkli CA

izoziminin bulundugu ifade edilmistir [Tashian ve Hewett-Emmett, 1984].

2.1.2. Dagilim ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) ilk kesfedilen Zn*? iyonlu bir
metaloenzimdir. Ik defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz (CA),
genel olarak metabolik CO> transportunun saglamanin yani sira, birgok dokularda, H* ve
HCOz3*1n birikiminde de rol almaktadir. Bu dokular arasinda bobrek, gastrit mukoza ve goz
lensini sayabiliriz. Bunlardan baska histokimyasal metotlarla, tiikiiriik bezleri, kaslar, sinir
miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA’ya rastlanmis ve bunlarin
bazilar1 saflagtirilarak, biyokimyasal Ozellikleri incelenmistir [Maren, 1967; Pocker ve
Joan, 1974].

Eritrosit CA’sinin en énemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda, metabolizma
iriinii olan CO2’1 HoCOz3’e, akciger pulmoner kapilerde ise H2CO3z’i CO2’e doniigsmesi

reaksiyonunu katalizleyerek, solunum olayinda yer almaktadir [Gokge, 2009].
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Katalizlenen reaksiyon;

HY + HCO3 -~ H,CO;

L.

Bobrek tubullerinde ise, ayni reaksiyonlarla, Na® ve H2O geri emilimini saglamaktadir.
Diger dokularda da yine yukaridaki reaksiyonla ya CO; transferini, ya da H* iyonu
birikimini temin ederek, hiicre i¢in gerekli ortami1 meydana getirir. Nitekim omurgalilarin
kan ve hiicreler aras1 sivisindaki en énemli tampon sistemidir [Carter ve ark., 1982; Dogson
ve ark., 1983; Keha ve Kiifrevioglu, 2004].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda siilfonamid inhibitorlerinin {ire sentezini azalttigi
gosterilmistir. Bu durum, mitokondriyel CA enziminin (CA IV), sitrulin sentezi i¢in gerekli
olan HCOs  iyonunu, sitrik asit devrinden gelen COz’den saglayarak tiire devrinin
ilerlemesinde biiyiik role sahip olmasiyla agiklanabilir. Yine iskelet kasinda CA, laktik asit-
laktat dengesinde cok Onemli bir role sahip oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir

[Pocker ve Joan, 1973].

2.1.3. Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik Ozellikleri

Son on yildan beri karbonik anhidraz, enzimatik katalizin prensiplerinin
aydinlatilmasinda, 6nemli bir rol oynamaktadir. CA, metabolizmada son derece 6nemli rol
oynamasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi
kayip olmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir [Pocker ve Janjic,
1989]. Karbonik anhidraz, CO, ve H>COs veya ortamin pH’ma gére HCO3z ve COz
iyonlart arasinda doniisiimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir molekiil olan CO2’in

farkli agilara sahip piramidal yapida H2CO3’e kendiliginden doniisiimii oldukga yavastir.

o) Q Q
I || [
c + HO c B — -
ﬂ HO/ \OH 'O/ \OH 'O/ \O’
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Karbonik anhidrazin bilinen on alt1 izoenziminden ii¢ii olan CA I, CA II ve CA llI
kristallendirilmis ve yapilar1 hakkinda detayl bilgiler elde edilmistir. Ug izoenzim de
sitoplazmada ¢oziinmiis halde bulunur. Molekiil agirliklar1 28000 dalton olup, 259 veya
260 amino asitten ibaret tek bir polipeptid zincir halindedir. Her bir enzim molekiiliiniin
aktif bolgesi, yaklasik tetrahadral geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkast ve bir su
molekiilii ile koordine olmus Zn*? iyonu ihtiva etmektedir. Zn*? iyonun kataliz olaymndaki
fonksiyonu vazgegilmez olup, uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA’lar tam manasiyla

aktiveden yoksundurlar [Armstrong ve ark., 1966; Scher ve Dietsch, 1984].

2.1.4. Karbonik Anhidraz izoenzimleri
2.1.4.1. Karbonik Anhidraz |

CA-I; 30 kDa molekiil agirligi olan diisiik aktiviteli sitoplazmik bir enzimdir
[Armstrong ve ark.1966]. Kapiler endotelyum, korneal endotelyum, goz lensi, plasenta ve
memeli fetal membranlarinda bolca bulunmustur [Axen ve Ernback, 1971]. CA-1 geni insan

genomik cDNA kiitiiphanesinden klonlanmistir [Cuatracases, 1970].

2.1.4.2. Karbonik Anhidraz |1

Fizyolojik kosullarda 1,3-1,9x10° s turnover sayisina sahip olan CA-Il izoenzimi
bilinen en verimli enzimlerdendir [Laemmli, 1970]. insan CA-II geni, CA-I ve CA-lII
genleri gibi kromozom 8 iizerindedir [Kohn ve Wilchek 1978, Kandel ve ark. 1970].
Hemen hemen tiim insan doku ve organlarinda bulunan CA-Il karbonik anhidraz gen
ailesinde en fazla dagilmis izoenzimdir. ilk olarak CO2’nin hidratasyonunda yer aldig1

eritrositlerde tespit edilmistir [Armstrong ve ark., 1966].

2.1.4.3. Karbonik Anhidraz 111

CA-III iskelet kasi tip 1 fiberlerinin sitoplazmasinda bol miktarda bulunur. Bunun
yaninda insan ve fare karacigerinde de varlig1 tespit edilmistir. Molekiil kiitlesi 30 kDa’dir
ve gen mimarisi CA-II geni i¢in tanimlanana ¢ok benzerdir. CA-III ¢ok diisik CA
aktivitesine sahiptir ve asetazolamid’e karsi nispeten daha direnclidir. Ayrica karboksil

esteraz ve fosfataz aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir [Supuran, 2007; 2008].
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2.1.4.4.Karbonik Anhidraz IV

CA-1V, tanimlanan ilk membrana bagli izoenzimdir. 35 kDa’luk protein iireten
insan bobrek CA-1V enzimini kodlayan cDNA, COS-7 hiicrelerinde eksprese edilmis,
klonlanmis ve sekans analizi yapilmistir [Supuran, 2007; 2008].

2.1.4.5. Karbonik Anhidraz VA

CA-VA sadece mitokondriyal matrikse lokalizasyona sahip bir izoenzimdir. Insan
ve kemirgenlerin karaciger ve pankreasinda varligi tespit edilmistir ve ¢cDNA’s1 insan
karaciger cDNA kiitiiphanesinden klonlanmis ve geni kromozom 16’ya haritalanmistir.
CA-VA diisiik CA aktivitesine sahiptir, fakat hepatositlerin mitokondrisinde iire devri ve
glukoneogenez gibi iki 6nemli metabolik proseste gorev aldigi diisiintilmektedir [Supuran,

2007, 2008].

2.1.4.6. Karbonik Anhidraz VB

Yeni bir mitokondriyal karbonik anhidraz izoformu olan CA-VB, son zamanlarda
klonlanmis ve kromozom X’e haritalanmistir. Northern blot, CA-VB’in mRNA’sinin
normal insan kalp ve iskelet kasinda eksprese oldugunu belirtmistir. Ayrica pankreas,
bobrek ve salgi bezlerinde hassas RT-PCR teknigiyle pozitif sinyal belirlenmistir. Deneysel
yaklagimlarla kanitlanmamasina ragmen mitokondriyal CA-VA ve CA-VB izoenzimlerinin
farkli dagilimlari, degisik fizyolojik roller oynadiklarmi bildirilmistir [Supuran, 2007,
2008].

2.1.4.7. Karbonik Anhidraz VI

CA-VI ilk olarak memelilerde tukiirik bezleri ve tiikiirikte rastlanmistir.
Biyokimyasal ve immunokimyasal 6zellikleriyle sitozolik izoenzimlerden 6nemli derecede
farklilik gosterir ve 34-36 kDa molekiil agirliginda bir glikoproteindir. Polipeptid zinciri
diger bircok ekstraseliiler proteinler gibi disiilfit baglariyla stabilize edilirler [Supuran,
2007, 2008].
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2.1.4.8. Karbonik Anhidraz VII

[k kez Montgomery tarafindan tespit edilmistir, CA-VII izoenziminin CA-I, CA-I
ve CA-III gibi sitoplazmik bir enzim oldugu belirtilmistir. Rekombinant CA-VII, CA-1I"ye
baglandiginda yaklasik % 4 CA aktivitesine sahip olmustur ve siilfonamidler tarafindan
inhibe edilmistir. CA-VII'nin aminoasit sekansi, memelilerde en fazla korunan enzim
oldugunu gdstermistir. insan tiikiiriik bezlerinde, fare akcigerlerinde ve fare beyninde bu

enzimin mRNA’s1 belirlenmistir [Supuran, 2007, 2008].

2.1.4.9. Karbonik Anhidraz V111

Son yillarda yeni CA izoenzimlerini kodladig1 diisiiniilen en az dort memeli geni
sekans edilmigstir. CA baglantili genler insan ve fare genomik kiitiiphanelerinden izole
edilmis ve karbonik anhidraz tiirtinden proteinleri (CA-RPs) kesfetmek ve isimlendirmek
icin numaralandirilmistir. CA-RP VIII, ilk olarak fare beyni ¢cDNA kiitliphanesinden
tanimlanmistir, karbondioksit hidrasyon aktivitesi yoktur [Supuran, 2007, 2008].

2.1.4.10. Karbonik Anhidraz IX

CA-IX ilk olarak tiimdre bagl yeni bir antijen olarak tamimlanmistir (MN). insan
serviks kanser hiicrelerinde ekspresyonu yapilmistir. MN/CA-1X geni 11 ekzon ve 10
introndan olugmaktadir. MN proteinin kodlayan cDNA ilk defa Pastorek tarafindan
klonlanmis ve translasyon olan protein 459 amino asit igermektedir. 49,7 kDa molekiil

agirhi@ina sahiptir [Supuran, 2007, 2008].

2.1.4.11. Karbonik Anhidraz X

Katalitik izoenzim CA-X kismi cDNA sekanst bir ¢cDNA Kkiitiiphanesinde
bulunmustur. Beyin, bobrek, serebellum, amigdala, serebral korteks, hippokampus,
talamus, spinal kort, yumurtalik ve hipofiz bezinde ecksprese oldugu belirlenmistir
[Supuran,_2007, 2008].

2.1.4.12. Karbonik Anhidraz XI

Ik olarak 36 kDa molekiil agirlikli CA-RP XI’i koyun beyin cDNA kiitiiphanesinde

aciklamistir. Protein gii¢lii bir sinyal sekansa, ¢esitli potansiyel fosforilasyon bdlgeleri ve

16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17504127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17504127

baglama motiflerine sahiptir ve sinyal uyumunda rol oynadigi belirtilmistir [Supuran 2007,
2008].

2.1.4.13. Karbonik Anhidraz XI1

Tiireci yeni bir membrana bagli izoenzim olan CA-XII'nin renal hiicre
karsinomasinda klonlanarak karakterize edildigini agiklamistir. cDNA sekansi 354 amino
asitlik iceren, 39 kDa’lik ve tip bir membran proteini Ozellikleri gosteren bir polipeptid

zinciri aridirir [Supuran, 2007, 2008].

2.1.4.14 Karbonik Anhidraz X111

CA-XIII tiikiiriik bezleri, bobrek, ince bagirsak, kolon, uterus ve testisi igeren ¢esitli
dokularda eksprese olmus yeni bir enzimdir. CA-XIII proteinini modelleme c¢alismalari
globiiler bir molekiil oldugunu ve CA-I, II ve III sitozolik enzimleriyle yiiksek derecede (%
60) 6zdeslik gosterdigi belirlenmistir [Supuran, 2007, 2008].

2.1.4.15. Karbonik Anhidraz XIV

Ik olarak fare bobreginde; en ¢ok eksprese oldugu proksimal caprasik tiibiillerde
tanimlanmistir. Bir tane amino terminal sinyal sekansi, diger ekstraseliiler CA’larla biiytik
oranda homoloji gdsteren bir CA domaini, bir transmembran domain ve kisa bir intraseliiler

C-terminal kuyruktan olusmaktadir [Supuran, 2007, 2008].

2.1.4.16. Karbonik Anhidraz XV

CA aktivitesi i¢in gerekli olan amino asit rezidiisiiniin mevcut oldugu CA-XV’i
kodlayan genomik sekansa sahip 8 tiir tespit edilmistir. RT-PCR ¢alismalar1 insanlarda CA-
XV’in eksprese olmadigini belirlenmistir [Supuran, 2007, 2008].

2.1.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz COz’in hidratasyonu reaksiyonunun yani sira, siyanatin
karbamik aside veya iirenin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu
reaksiyonlarmi da katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin

hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir (Tablo 2.1) [Scher ve Dietsch, 1984].
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Tablo 2.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar [Supuran ve Scozzafava, 2001].

1 lo=c=o0 + H HCOy + H*
2 | NV—C=NH + H,0 H,NCONH,
3 | rRcHO + HO RCH(OH),

4 | RCOOAr + H,0
5 | RSOzAr + H,0

RCOOH + ArOH
RSO3;H + ArOH

5 | ArOPO,2 + H,0 HPOs? + ArOH

7| ArFF + H0 HF + ArOH

8 | PhCH,0COCI 4+ H,0 PhCH,OH + CO, + HCI
9 | RSO, + H)0 RSO;H + HCI

2.1.6. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 60 yildir yapilan calismalarin neticesinde aydinlatilmaya calisilmistir. Buna
gore CA enzimi, metabolizma i¢in son derece 6nemli olmasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda
kararli olmas1 ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilmesi gibi
avantajh 6zelliklere sahiptir [Pocker ve Janjic, 1989].

Karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesindeki Zn*? iyonunun reaksiyonlarin
katalizi i¢in biiyik onemi vardir. X-ray kristallografisi ¢alismalar1 metal iyonun, aktif
boliimiin 15 A° derinligindeki tabaninda yerlestigini gdstermistir. 3 histidin rezidiisii (His-
94, His-96, His-119) ve su molekiilii/ hidroksit iyonu tarafindan koordine edilmektedir.
Cinko bagli su, Thr-199’un hidroksil grubu ile hidrojen bag: ile baghdir. Bu Glu-106’nin
karboksilat grubu ile koprii halindedir. Bu baglantilar ¢cinko bagli molekiiliin niikleofilisini
artirir ve molekiil niikleofilik atak i¢in uygun bir yerdeki CO2’e dogru hareket etmektedir
[Supuran ve Scozzafova, 2001].

Enzimin aktif formu; hidroksitin ¢inkoya bagl oldugu temel formdur. Bu giiglii
niikleofil, CO2 molekiilii ile etkilesir. Bu da bikarbonat iyonunun olusmasini saglar. Bu
bikarbonat iyonu daha sonra su molekiilii ile yer degistirir ve ¢dzeltiye geger. Boylece Zn*?
iyonuna su molekiilii baglanir. Bu da enzimin asit formuna yol agar. Katalitik olarak bu
form inaktiftir. Tekrar temel A formunu olusturmak igin aktif bolgeden g¢evresine proton

transferi olur [Stams ve ark., 1998].
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Hidrofobik Cep

Val 121
Val 143
O\C Leu 198
\O
OH "OH
Zn*2 +CO, Zn*2
N S N
94 His/ His 119 —— 94 His/ _ His 119
His 96 (A) His 96 (B)
B|| -BH*
[ i
H
OH, \O%
I 2 l +2/O-
/Z”\ _ HCOs™ o gamis— '~ .
S| DHsue == | His 110
94 His i +H,0 .
His 96 (D) 2 His 96 ©)
Sekil 2.1.Karbonik anhidrazin katalizledigi COz-hidrataz reaksiyonu mekanizmasinin gésterilisi. [Lindskog,
1997]
Islem sematik olarak soyle gosterilebilir:
2 -
EZn™~ OH + €0, === EZn2 HCOy === EZn*ZOH, + HCOj; @)
EZn*2 OH, EZn*.- OH 4+ H* (2)

Katalizdeki hiz1 sinirlayan basamak ikinci reaksiyondur. CA II, CA IV, CA V, CA
VIl ve CA IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif olan izoenzimlerde, bu islem aktif bolgede
yerlesmis histidin (His-64) rezidiisii yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer islemi

gerceklestirilir [Briganti ve ark., 1996].
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2.1.7. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin U¢ Boyutlu Yapilari

CA’lar, a-CA, B-CA, y-CA, 6-CA, (-CA olmak iizere bes farkli familyada
incelenmistir. Farkli familyalarla gosterilen homolog enzimler arasinda 6nemli bir fark
bulunmamaktadir, aksine bunlarin hepsinde ¢inko iyonu bulunur ve bundan dolay1 bu
familyalarin hepsi, katalitik fonksiyonu yerine getirmeleri yoniinden birbirine benzer
yapilardadir [Supuran, 2010]. Ug boyutlu yapilardan ilki a-CA olup, insan CA-l ve CA-II
izoenziminin kristal yapisi ile sigir CA-III, yassi formlu bir sicanin CA-V’i ve Escharia
Coli de bulunan CA formu bu yapidaki enzim tipleridir. 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 H20
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 bag: ile
diger gruplara baglanmasiyla olusurlar [Lesburg ve Christianson, 1995].

Metal iyonlu ligandlar ve indirekt ligandlarin a-CA amino asit dizilisleri sabittir.
Bunun yani sira 17 amino asitli direkt ve ¢inko ligandli indirekt ligandlarin biitiin amino
asit dizilisleri ¢ok siki sekilde korunmaktadir. Bu rezidiilerin bazilar1 protein yapisini
stabilize ederken, bazilar1 da katalitik aktivite i¢in 6nemlidir.

B-CA’nin yapisi ise simdiye kadar heniiz agiklanamamistir. Bilinmeyen yapinin
capraz baglanmalar1 ve bezelye yapraklarindaki mutantlarin incelenmesi sonucu, bu yapinin
belirlenen bir alt iinitesinin oktamer yapisinda oldugunu tespit edilmistir. Mutasyonlar ve
X-ray spektroskopisi absorbsiyon sonuglari; 1spanaktaki Zn (II) iyonu a-CA’dakinin aksine
bir Cys-His-Cys-H2O grubuyla koordine olmus bir kiire seklinde oldugunu gdstermistir
[Boriack-Sjodin ve ark., 1995].

y-CA ise, son aragtirmalarda M. thermophila'dan elde edilen bir yap1 olarak ortaya
¢ikarilmistir. Bu trimetrik molekiil, a-CA’daki katlanmalardan tamamen farkli katlanmalara
sahip olup ve bu bolge kalitsal bolgeyi ifade etmektedir. Her bir iinite, her doniisteki {i¢ kisa
iplik¢igin sol el B-heliks yapisinin 7 doniisiiyle olusmaktadir. Bunun sonucunda birbirinin
yaninda ii¢ tane yass1 -seridi meydana gelmektedir. Cinko iyonlari ise alt iiniteler arasinda
bulunur ve bir alt iiniteden His-81 ve His-122’ye ve bitisik bir alt birimden His-117 ile
ligand olusturmustur. Varsayilan bir su molekiilii biikiilmeyi saglayarak, tetrahedral yapinin

olusumunu tamamlar [Kisker ve ark., 1996].
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Sekil 2.2.insan CA II’deki metal merkezin “dogrudan” ve “dolayli” ligandalar1 gdsteren sematik
goriiniimii [Kisker ve ark., 1996].

2.1.8. Karbonik Anhidraz Aktivitesi
Enzimin CO2’i hidratasyonu, bikarbonatin dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi

gibi 6zelliklerinden yararlanilarak belirlenir.

H,0 + CO, ==—= H,CO; =——= HCO; + H*

Enzimin saflagtirma basamaginda aktivite ol¢iimleri, genellikle biitiin arastirmacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde; CO> hidratasyonunda

pH’nin 8.2°den 6.3’e diismesi i¢in gecen siire, pH-stat metodu kullanilarak bulunmaktadir.
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Enzim birimi ise, enzimsiz CO»-hidratasyon siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siiresi (tc)
arasindaki farkin, tc’ye boliinmesi ile belirlenir. Buna gore enzim {initesi, enzimsiz
reaksiyon siiresini yariya diisliren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir [Landolfi ve ark.,
1998].

Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitrofenil asetatin hidrolizi ile agiga ¢ikan p-
nitrofenol miktarinin 348 nm’de spektrofotometrik Slgiimii ile tayin edilir [Verpoorte ve
ark., 1967; Landolfi ve ark., 1998].

o% OH
CH, 0
Karbonik Anhidraz

H,C

O\ O,N

p-Nitro fenil asetat p-Nitro fenol Asetat

(p-NPA) (p-NP)

2.1.9. Karbonik Anhidraz inhibitérleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri, inorganik anyon ve katyonlar ve organik
inhibitorler olmak tizere iki smifta incelenir. Cogu tek degerli olan anyonlar CA enzimini
inhibe ederler [Lindskog, 1997].

Sigir CA’st ile yapilan esteraz aktivitesi deneylerinde; artan etkinlige gore F-, CI',
CH3COO, Br, NOs,, HSO3", HCO3, CIO4, I, N*, SCN-, CNO", HS", CN" anyonlarimin p-
nitrofenil asetatin hidrolizini inhibe ettikleri tespit edilmistir. Bunlardan disinda kafein,
nikotin, nikotinamit, Ca?* , Ni?*, Sr2*, Mn?* | Hg?" , Sb*" , Cu?* ve AP* iyonlarinin da CA
enzimini inhibe ettigi, Ca*, Ni?* , Sr?* | Mn?" ve Hg?" katyonlarmin enzimin aktif
bolgesinde olan sisteinlerin tiyol gruplarina baglandiklar1 farkli arastirmacilar tarafindan
caligmalar ile gosterilmistir [Yesilyaprak, 2004]. Yapilan caligmalar, CA’mn en giicli
organik inhibitdriinliin aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermistir.

Siilfonamidlerin kolaylikla iyonik yap1 kazanmalari en ¢arpici dzelliklerinden biridir.

R~ SO,NH, R-SO,NH~ + H*
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Stilfonamidler esas itibar1 ile p-aminobenzensiilfonamid (siilfanilamid) maddesinin
tirevidir. Bu sinifa asetazolamid, metazolamid, klorozolamid, benzolamid, siilfanilamid ve
etoksizolamid de girer. Bu bilesikler farkli sekillerde CA’a etki ederler. Asetozolamid ve
azid, CA’m COz hidrasyon aktivitesini inhibe ederler. Bu iki madde bilinen biitiin memeli
CA’lar1 inhibe ederler.

Stilfonamidler, siibstitiie olmamis bir -SO2NH> grubu veya bir -SO.NH(OH) grubu
iceren etkin inhibitorlerdir. Siilfonamid grubunun azot atomu araciligiyla ilk olarak;
enzimin aktif bolgesindeki metal iyonuna anyonlar seklinde, (R—SO2NH- veya R—SO2N-
OH-) iyonik olarak baglanirlar. Ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitdriin
enzime baglanmasi tamamlanmis olur. Silfonamidlerin, CA’a giigli bir sekilde
baglanmasi; bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur [Maren, 1987; Arslan, 2001].

Siibstitlie ya da alkil siilfonamidlerin enzime baglanmasinda; yalnizca hidrofobik
etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve heteroaromatik yan grup tasiyanlara gore daha zayif
inhibitérlerdir. Inorganik anyonlar ise; yalnizca hidrofobik baglanmadan dolayi, CA igin
stilfonamidler kadar gii¢lii inhibitorler degillerdir [Maren ve ark., 1983].

Siilfonamidler arasindaki inhibitor aktivitesi farkini ortaya koymak igin yap1
aktivite iliskileri ve enzim-inhibitér baglanma serbest enerjileri arastirilmistir. Elde edilen
verilere gore, siilffonamid tiirevlerinin enzim ile farkli sekilde Van der Waals
etkilesmelerinden dolayr Ki degerlerinde onemli fark oldugunu gostermistir. CA
inhibitorleri olan siilfonamidler, R-SO;,NH2, 50 yildan fazla bir siiredir diiiretik ve
sistematik etkili antiglokom ilaglar1 olarak kullanilmaktadir. Klinikte ya da klinik
arastirmalarda kullanilan siilfonamid ya da siilfamat siifindan bir¢ok ila¢ bulunmaktadir.
Asetazolamid (AAZ), Ethoksozolamid (EZA), Diklorofenamid (DCP), Dorzolamid (DZA)
ve Brinzolamid (BRZ) inhibitorleri ditiretik olarak, glokom tedavisinde, epilepsi
tedavisinde, obezite tedavisinde, kanser karsiti, agri kesici ve antibakteriyel olarak

kullanilmaktadir [Supuran, 2010].

2.2. Gz Bozukluklarinin Tedavisinde Kullanilan Karbonik Anhidraz inhibitorleri
Glokom; kronik, bozulmus, optik sinir basinda geri dondiiriilemez zarara sebep olan
yiiksek g6z ici basinci (GIB) ile karakterize edilen bir goz hastaligidir. Bu hastalik gérme

fonksiyonu kaybiyla ve ileriki asamada da korliikle sonuglanir [Mincione ve ark., 2007].
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Ak6z hiimorun dinamikleri ve kimyasi ile ilgili ¢aligmalar bu salgilamanin ana
bileseninin sodyum bikarbonat oldugu bulunmustur. CA’lar géziin 6n damar tabakasinda

bulunurlar ve bikarbonat salgilamasindan sorumludurlar.

Sekil 2.3. Glokom hastaligina yakalanmis goz érnekleri [COX ve ark., 1988; Sugrue, 2000]

Lekeli (benekli) 6demin tedavisinde sistemik asetazolamidin etkili oldugu
gozlemlenmistir. Son zamanlarda benzer verimlilik degerleri dorzolamid ve brinzolamidin
topikal uygulamalar1 i¢inde gdzlemlenmistir. Odemin kaybolmasi ve gérme fonksiyonunun
gelismesinin, retinadaki dolagimin dogrudan etkisi sebebiyle, siilfonamidin diisiik tansiyona
sebep olan aktivitesinden bagimsiz oldugu varsayilmaktadir. Asetazolamid, dorzolamid
veya brinzolamidler biiylik olasilikla bu organdaki kan akisini regiile eden ve bundan
dolayr metabolik ¢Op Triinlerini temizleyen, lokal damar genisleten ilaclar olarak
kullanilmaktadir [Cox ve ark., 1988; Sugrue, 2000].

Son zamanlarda CA II'nin glokom hastalarimin goézlerinde biiyiik oranlarda
salgilandig1 tespit edilmistir. Bu durumun hastaligim yiiksek GIB olusmasinda énemli bir
etkisinin oldugu varsaymaktadir. CA II'nin klinik olarak kullanilan biitiin antiglokom
siilffonamidleri tarafindan yiiksek oranda inhibe edildigi de bilinmektedir [Maren, 1995;
Innocenti ve ark., 2005].

GOz i¢i basincinin kontroliinde ¢ok Onemli rolii bulunan karbonik anhidrazin

inhibisyon yolu ile glokomlu hastalarin g6z i¢i basinct digiiriilmektedir. Karbonik
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anhidrazin giiclii inhibitorleri olan siilfonamidleri (I) 1940 yilinda Mann ve Keilin

tarafindan sentezlenmistir. Glokom tedavisinde uzun zamandan beri 4 gesit sistemik

bilesikler kullanilmaktadir. Bu bilesikler asetozolamid (1), metazolamid (111), etokzolamid

(1V) ve diklorfenamid (V) bilesikleridir [Maren ve Janskowska, 1985; Supuran ve
Scozzafava, 2000].

SO,NH,

NH,

(1)

H,C——C——N

H3C—E—N/< >\

(1

s S
I H
(@]
(111)
N——N
7\ o
AN
[
(V) ©

O:T—O
P

Sekil 2.4. Karbonik anhidrazin gii¢lii inhibitorleri [Maren, 1967; Supuran ve Scozzafava, 2000].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan, Sepharose-4B, L-tirozin, siilfanilamid, sodyum

sitrat dihidrat, sitrik asit, dekstroz, hidroklorik asit (HCI), sodyum hidroksit, sodyum
bikarbonat (NaHCOg), Tris-SOa, Tris-Base, siilfirik asit (H2SO4), sodyum siilfat (Na;SO4),
Tris-HCI, sodyum perklorat (NaClO4), sodyum asetat trihidrat (NaCH3COO.3H20), p-

nitrofenil, Aseton.

Bu calismalarda kullanilan organik bilesikler, Sakarya Universitesi, Fen-Edebiyat

Fakiiltesi, Kimya Béliimii Organik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa

ARSLAN ve laboratuvar galisanlarinca, Organik Kimya Laboratuvarlarinda sentezlenen

orijinal siilfonamid tiirevleridir. Bilesiklerin kodlar1 ve isimleri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Orijinal stilfonamid tiirevlerinin kodlar1 ve isimleri

Bilesik Kodu Bilesigin Ad1

5a 4-(5-(mercapto-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5b 4-(5-(metiltio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5¢c 4-(5-(etiltio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5d 4-(5-(propiltio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5e 4-(5-( pentiltio) -1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5f 4-(5-( hegziltio) -1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5¢ 4-(5-( heptiltio )-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5h 4-(5-(biit-3-en-1-iltio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5i 4-(5-(biit-3-in-1-iltio) -1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

5j 4-(5-(sikloheks-2-en-1-iltio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid
5k 4-(5-((4-nitroenzil)tio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

51 4-(5-(enziltio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

5m 4-(5-((naftalin-1-ilmetil)tio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid
5n 4-(5-((antrasen-9-ilmetil)tio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid
50 4-(5-((2-okso-2-feniletil)tio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid
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o) OH o OEt o) NHNH,

/
EtOH/H,SO, EtOH/NH,NH,
\
1 2 3
SO,NH, SO,NH, SOzNH,
K,CO4
R CS,
\ DMF
S
Y H

R-X\K,CO,\DMF
5 -« HZNOZS

SO,NH,

Sekil 3.1. Alkil ile siibstitiie edilmis 4- (5-tiokso-4,5-dihidro-1,3,5-0ksadiazol-2-il) benzensiilfonamit
bilesiklerinin sentezi.
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Tablo 3.2. Bisoksadiazol siibstitilye siilfonamid bilesiklerin sentezi

BILESIKLER R BILESIKLER R BILESIKLER R
5a -H 5f -CeH1s 5k -CH2-CeHa-

NO:2
5b -CHs 59 -Cr7His 51

-CH2-CeHs
5¢c -CH2-CHs 5h -CH2-CH2=CH2 | 5m

-CH2-C1oH7
5d -CH2 CH2CHs | 5i -CH2-C=CH 5n

-CH2-Ca4Ho
5e -CsHu 5j -CsHo 50

-CH2-CO-CsHs

H

SO,NH,

5a

Kimyasal Formul: CgH;N303S,
Molekil agirligi:257,29 g

SO,NH,

5b

Kimyasal Formul: CgHgN3053S,
Molekil agirhg:271,32 g

SO,NH,

5¢c

Kimyasal Formil: C1gH;gN303S,
Molekul agirligi:285,34 g

28



N (0]
N—
/ N /N_
N o]
AN N 0
AN
SO,NH,
SO,NH, SoNH,
5e
5d 5f
Kimyasal Formiil: C;H3N;05S, Kimyasal Formiil: C;3H;7N303S, Kimyasal Formiil: C;4H,gN305S,
Molekiil agirligi:355,48 g Molekil agirhgi:327,42 g Molekiil agirligi:341,45 g
~
s
S s N—
N— N /
N ° N o
AN
SO,NH,
SO,NH, SO,NH,
5 5h 5i
Kimyasal Formiil: C;sH;N305S, Kimyasal Formiil: C;,H 3N3;0;S, Kimyasal Formiil: C1,H;1N305S,

Molekiil agirhig1:355,48 g Molekiil agirhigi:311,38 g Molekiil agirlig1:309,36 g



S

S s
_< N—=
/N /N:< N/
N o} o
N 0 AN
SO,NH, SO,NH, SO,NH,
5 5k 51
Kimyasal Formiil: C;4H;5sN;05S, Kimyasal Formiil: C;5H;3N3053S, Kimyasal Formiil: C;sH;3N;0;S,
Molekiil agirligi:337,42 g Molekiil agirhg:3347,41 g Molekiil agirligi:3347,41 g
Q o
S
S S
N—
[ )= {
N )
N ° Na ° N
SO,NH, SO,NH, SO,NH,
5m 5n 50
Kimyasal Formiil: C,gH;5sN30;S, Kimyasal Formiil: C,3H,;,N3;05S, Kimyasal Formiil: C;¢H3N30;S,
Molekiil agirhg1:397,47 g Molekiil agirlig1:447,53 g Molekill agirlig1:375,42 g

Sekil 3.2. Bisoksadiazol siibstititye siilfonamid bilegikler
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3.1.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

MTOPS MS300HS siticili manyetik karistirici, DHCL  Group  Solutions
P400.C6A18 Vakum Pompasi, Four E’S Scientific MI0102008 karistirici, FUZHOU
HUAKE Electronics Instrument hassas terazi (0.001-320 gr.), ISOLAB 613.03.001
manyetik karistirict, ISOLAB pH. mV. Temp. pH metre, VWR UV-VIS Spektrofotometre
(UV-6300PC), Mini Pure 1 MDM-0170 saf su cihazi, Altus AL 306 E mini buzdolab,
THERMO Scientific megafuge 16R sogutmali santrifiij, Niive ¢eker ocak deneysel

calismalarda kullanilmastir.

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Kanin pihtilasmasim1 6nlemek icin hazirlanan ¢ozelti

Antikoagulant sivi; 22 g CeHsNaz07.2H20 (sodyum sitrat dihidrat), 8 g CeHgO7 (sitrik
asit) ve 24 g CeH1206 H20 (dekstroz) bir miktar distile suda ¢6ziiliip son hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

Afinite jelin sentezinde kullanilan cozeltiler ve tamponlar

1 M HCI cozeltisi; %37’lik HCI‘den 8,3 mL bir miktar distile suya eklendi ve son hacim
100 mL’ye tamamlandi.

1 M NaOH c¢ozeltisi; 4 g NaOH bir miktar distile suda ¢oziiliip son hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

4 M NaOH cozeltisi; 16 g NaOH bir miktar distile suda ¢oziiliip son hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

0,1 M NaHCOs3 tamponu (pH 10,0); 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3z 950 mL distile suda
¢oziiliip, IM NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

0,2 M NaHCOs3 tamponu (pH 8,8); 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3 450 mL distile suda
¢oziiliip, IM NaOH ile pH’s1 8,8’¢e getirildi ve son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

0,05 M Tris-SO4 tamponu (pH 7,5); 1,5143 g Tris-base 200 mL distile suda ¢6ziiliip,
H2SOq4 ile pH’s1 7,5¢ getirildi ve son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Afinite jelin dengelenmesi i¢in kullamlan tampon (pH 8,7); 14,20 g Na>SO4 ve 3,0275 ¢
Tris-HCI 950 mL distile suda ¢o6ziiliip 1 M HCI ile pH’s1 8,7’ ye getirildi ve son hacim 1

L’ye tamamlandi.
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Hemolizat tatbikinden sonra afinite jeli yikama tamponu (pH 8,7); 3,124 g Na:SO4 ve
3,0275 g Tris-HCI 950 mL distile suda ¢oziilip 1 M HCI ile pH’s1 8,7 ye getirildi ve son
hacim 1 L’ye tamamlandi.

Afinite jele baglanmis BCA enziminin eliisyonu i¢in kullanilan ¢ozelti (pH 5,6); 15,31
g NaClO4 ve 2,0508 g NaCH3COO.3H20 200 mL distile suda ¢o6ziiliip pH’s1 1 M HCI ile
5,6’ya getirildi ve son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Sustrat cozeltisi; 0,027 g p-nitrofenil asetat 1 mL asetonda ¢oziindii ve hizlica karistirilan
49 mL distile suyun igine yavas yavas ilave dildi.

Aktivite tamponu; 6,055 g Tris-SO4 950 mL distile suda ¢oziiliip pH’s1 1 M H2SOs4 ile
7,4’e getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlamisi; SDS-
PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanisi ve kullanilan miktarlar
Tablo 3.2°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullamilan renklendirme c¢ozeltisi; 0,66 g Coomassie
brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120
mL distile su ilave edildi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma ¢ozeltisi; Hacimce % 7,5 asetik asit,
% 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir. Bu amagla 75 mL asetik asit ve 50 mL

metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.

3.2. Yontemler
3.2.1. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan afinite jeli, afinite jelinin sentezi, afinite jelinin sentezinde
kullanilan tamponlar, Kiifrevioglu, O.. damsmanhginda, Arslan, (1994) tarafinca
hazirlanan tezden yararlanilarak ilgili prosediire gore hazirlanmistir [Arslan, 1994]. 10 mL
Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit hacimde distile su ile
birlestirildi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g CNBr’in tamami birden katildi. pH
metre yardimiyla siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH ile kullanilarak 11’e ¢ikarildi ve tepkime
bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyon pH degismeyene kadar siirdiiriildii (10-15 dakika).

Cok miktarda buz siispansiyona eklenerek ve karisim bir buhner hunisine aktarildi. Daha
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sonra 250 mL sogutulmus 0,1 M NaHCO3z tamponu (pH 10,00) ile yikandi ve behere
aktarildi.

Daha sonra 0,08 g tirozin i¢eren soguk 20 mL 0,1 M NaHCO3z tamponunun (pH
10.0) ¢ozeltisi eklenerek 90 dk yavas tempoda karistirilmaya birakildi ve karisim sonunda
alman siispansiyon +4 °C’de 16 saat dinlenmeye birakildi. Bu siirenin sonunda Buchner
hunisine aktarilan siispansiyon 1 L soguk saf su ile yikandi, boylece tepkimeye girmeyen
tirozin ortamdan tamamen uzaklastirilmis oldu. Daha sonra yikama islemine 100 mL’lik
soguk 0,2 M NaHCO3 tamponu (pH: 8,8) ile devam edildi ve elde edilen jel ayn1 tamponun
40 mL’si i¢ine konuldu.

Daha sonra; 0,025 g siilfanilamid 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI igerisinde ¢oziildii.
0,075 g NaNO; 0 °C 5 mL saf suda ¢oziildii. Elde edilen NaNO; ¢ozeltisi, siilfonamid
cozeltisine damla damla ilave edildi ve 10 dakika boyunca karistirildi. Karistirma
isleminden sonra elde edilen diazolanmis siilfonamid ¢dzeltisi tampon i¢inde bulunan jel
stispansiyonun iizerine hizlica ilave edildi ve 4 M NaOH ile pH’s1 9.5’e ayarland1 ve daha
sonra 3 saat boyunca oda sicakliginda karistirilmaya birakildi. Karistirma isleminden sonra
jel tekrardan buchner hunisine aktarildi ve 6nce 1 L saf su daha sonra da 200 mL 0,05 M
Tris-SO4 tamponu ile yikandi. Yikama islemi bittikten sonra 0,05 M Tris-SO4 tamponu
icine alman jel +4 °C de muhafaza edildi.

Sepharose-4B  jelinin  olusum mekanizmast basamaklar halinde asagida

gosterilmistir.
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1. Basamak

OCN
OH 20°C  pH:1L.0 C
+ CONBr ———~ PTt0
-HBr
HO HO

Sepharose-4B Aktiflesmis Makriks
2. Basamak
NH
H g COCH
OCN | 4°C  pH:10.0 o I
HO COCOH HO
L-tirozin
OH
Sepharose-4B-L-tirozin
3. Basamak
SO,NH, SO,NH,
© (NaNo2 +HCI) ©
N*CI
Sulfonamid Diazolanmis Siilfonamid
4. Basamak NH
i :
o— C COOH
0— C COOH
SO,NH, NH CH CH,
NH CH HO
HO
pH 9.5
SO,NH,
N*CI
Sepharose-4B-L-tirozin Diazolanms Siilfonamid Afinite Jelinin Son Durumu

Sekil 3.3. Afinite jelinin hazirlanma reaksiyonlar1 [Arslan, 1994]

3.2.2. Sigir Eritrositlerinden BCA Enziminin Saflastirilmasi
Calismada kullamlan BCA enzimi, O.I. Kiifrevioglu, danismanlhiginda, Arslan,

(1994) tarafinca hazirlanan tezden yararlanilarak ilgili prosediire gore saflagtirilmigtir

[Arslan, 1994].

3.2.2.1. Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizat Eldesi
Deneyler icin sigir kani Siirt ilindeki hayvan kesim noktalarindan, ticari et amagl
kesilen sigirlardan kesim aninda alinmigtir. Kanin pihtilagmasini 6nlemek amaciyla daha

onceden hazirlanan asit-sitrat dekstroz antikoagulant sivisindan her 100 mL kan i¢in 15 mL
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eklenerek kanin pihtilagsmasi engellenmistir. Daha sonra +4 °C’de muhafaza edilerek ayni
giin igerisinde kullanilmistir.

Eritrositleri ayirmak amaciyla kanlar 30 mL’lik teflon tiiplere konulmustur ve 5000
rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Daha sonra tiiplerde {istte kalan serum kismi
dikkatli bir sekilde atilarak altta kalan eritrositler % 0.9’lik NaClI ¢ozeltisi kullanilarak
yikanmistir ve iistteki sivi kisim atilmistir. Daha sonra eldeki eritrositler 1,5 kat1 soguk
distile su ile hemoliz edilmistir. Hemoliz edilen tiipler birlestirilerek, hemolizin tam
gerceklesmesi igin tlipler bir stire hafif bir sekilde calkalanmistir.

Daha sonra hemolizati hiicre zarlarindan ayirmak amaciyla +4 °C’de 15000 rpm’de
45 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Hiicre zarlarindan ayrilan {istteki hemolizat kismi

dikkatli bir sekilde alinmistir ve pH’s1 trisma-base ile 8.7’ ye getirilmistir.

3.2.2.2. Hemolizattan Enzimin Saflastirilmasi

Daha oOnce hazirlanan ve +4 °C’de muhafaza edilen afinite jeli alinip kolona
paketlenmistir ve dengeleme tamponu ile dengelenmistir. Daha sonra elde edilen hemolizat
alarak kolona tatbik edilmistir. Kolon, yikama tamponu ile yikanarak safsizliklarin
ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra BCA, eliisyon tamponu yardimi ile
afinite jelinden saflastirilarak 3 mL’lik tiiplere alinmigtir. Aktivite tayini i¢in hazir hale

getirilmistir.

3.2.3. Enzimin Aktivite Tayini

Kinetik c¢alismalarda, CA aktivitesi Ol¢iimleri bu yontemle yapildi. U yontem
karbonik anhidrazin esteraz aktivitesinie sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Prensip
olarak, karbonik anhidraz sustrat olarak kullanilan p-nitro fenil asetati, p-nitro fenol ve p-
nitro fenolata hidroliz etmekte ve bu da 348 nm de absorbsiyon vermektedir. Reaksiyon

denklemi su sekildedir;
o}

cA 7/ \
O3N OCCH; + H,0 O2N OH + CH3;COOH

Sekil 3.4. p-nitro fenil asetatin hidrolizi
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Olgiimii yapilan 348 nm de dalga boyu, p-nitro fenol ve p-nitro fenolat iyonunun
izosestlik oldugu, yani her ikisinin de ayni absorbansi verdigi bolgedir. Fenol gruplari
asidik olduklar1 i¢in ortamin pH’ma gore degisen oranda fenolat ve H* iyonlarina ayrigir.
348 nm de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat iyonunun absorbanslar1 ayn1 anda okunabildigi
icin bu durum absorbans dl¢limiinii etkilemez. p-nitro fenol’iin molar ekstraksiyon katsayisi
€348 = 5,4 x 10° Mt cm? dir. Bu dalga oyunda p-nitrofenil asetatin ¢cok az ir absorbsiyonu
vardir ve molar ekstraksiyon katsayist €345 = 0,4 x 102 M* cm™ dir. Eger olgiimler 1
cm’lik kiivetlerde yapilirsa, 348 nm’deki absorbans artis1 bese boliinmekle hidrolizlenen p-
nitrofenil asetat miktart mmolar cinsinden bulunur [Mclntosh, 1970].

Tayin islemlerinde su prosediir uygulandi: Kuvartz kiivetlere 1.5 mL tamponlanmis
enzim ¢ozeltisi ve 1,5 mL substrat (+inhibit6r) kullanilmasindan 3 dakika sonra, 25 °C de
348 nm de absorbans okundu. Spektrofotometre daha dnce enzimsiz reaksiyon karisiminin
3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi. Bu suretle, 3 dakika icerisinde esterin
kendi kendine hidrolizlenen kismi1 ve p-nitrofenil asetatin mevcut olan ¢ok az absorbsiyonu
icinde ir diizeltme yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitroasetat substrat ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlandi. 27
mg ester. 1 mL aseto igerisinde ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 mL destile suya, yavas
yavas ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak, esterin sinirli
¢ozlinlirliiglinden dolayr miimkiin degildir. Aseton, diger organik ¢oziiclilere nispeten
hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢dziicii oldugu icin se¢ildi. Enzim ¢ozeltisinin

tamponlanmasi igin 0,5 M Tris-SO4 (pH=7,4) ¢ozeltisi ile yapildi.

3.2.4. Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Afinite jeliyle saflagtirlan BCA enziminin protein miktar tayinleri bu yontemle
belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250
reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans
gostermesi esasina dayanir [Bradford ve ark., 1976]. Bu yontemin diger protein tayini
yontemlerinden {istlin yani, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktdrlerin az olmasi,
protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-

100 pg arasindadir.
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Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 puL alindi.
100 mM Tris-HCI tamponu (pH:8,00) ile tiim tiiplerin hacimleri 0.1mL’ye tamamlandi. 5
mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile
karistirtlarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri
okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 100 mM Tris-HCI (pH:8,00) tamponu olan 1. tiip kullanildi.
Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen ug protein degerleri (Tablo 4.1.) ile standart
grafik hazirlandi (Sekil 4.1.).

Hazirlanacak enzim ¢ozeltilerinden 0,1°er mL 2 ayr tiipe alinarak {izerlerine
5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 &lgiildii. Iki Slciimiin ortalama absorbansimna karsilik gelen protein

miktar1 standart gafik yardimiyla hesaplandi.

3.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzim
Safliginin Kontrolii

Karbonik Anhidraz proteinleri Laemmli’nin [Laemmli, 1970] metodu kullanilarak,
%12’lik ayirict (separating) jelde molekiiler agirliklarina gore ayristirilarak incelendi.
Elektroforez isleminde Biorad marka minijel unitesi kullamildi. SDS-PAGE molekiiler
agirhik standartlart (Abcam ab48854 Cambridge, UK) ve saflastirilmis enzim Ornekleri
Laemmli buffer (0.5M Tris-HCI, pH6.8, %10 Gliserol, %1 SDS, %0.05 bromfenol mavisi
ve %2 B-merkaptoetanol) ile esit oranda karistirilarak su banyosunda 5 dakika kaynatildu.
Minijel iinitesinin alt ve iist buffer tanklar1 elektrot buffer (0.025M Tris, pH 8.3, 0.192M
Glisin ve %0.1 SDS) ile doldurulduktan sonra otomatik pipet ile jelde bulunan kuyucuklara
enzim Ornekleri yiiklendi. Elektroforez islemi gii¢ iinitesine bagli olarak her jel i¢in 20 mA
kullanilmak suretiyle sabit akimda yaklasik 1.5-2.0 saat siirede oda 1s1sinda gerceklestirildi.
Belirteg boya olarak kullanilan bromfenol mavisi ¢izgisi jelin alt ucuna ulasinca
elektroforez islemi durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Yigma jeli
kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarmi igeren ayirma jeli renklendirme ¢dzeltisi igine
konuldu. 1.5-2.0 saat kadar calkalayici tizerine birakildi. Daha sonra jel renklendirme
¢oOzeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine konuldu. Belirli araliklarla degistirmek

suretiyle jelin zeminrengi acilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti iginde
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calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden c¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi

(UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildi.

Tablo 3.3. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlart.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid 159

Bis 049
Alinarak son hacim distile su ile 50
mlL'ye tamamlanir.

16,65 mL

2,6 mL

Distile su

20,1 mL

12,2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82 g

Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1
M NaOH ilave edilerek son hacim
distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

12,5 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI1 3.94 g

Almarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1
M NaOH ilave edilerek son hacim
distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

5mL

% 10 'luk SDS

SDS 1g

Alinarak son hacim distile su ile 10
mL'ye tamamlanir.

0,5 uL

200 uL

TEMED

25 L

20 pL

%10'luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat 19

Alinarak son hacim distile su ile 10
ml'ye tamamlanir.

750 L

400 pL
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3.2.6. BCA Enziminin Aktivitesini Yariya Diisiiren Inhibitér Konsantrasyonunun
(1Cs0) Hesaplanmasi

Orijinal sentez siilfonamid tiirevlerinin (5a—50) ICso degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda p-nitrofenil asetat substratinin 2,98 mM sabit derisiminde c¢alisildi. Once
stilfonamid tiirevlerinin bulunmadig1 ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100
aktivite olarak kullanildi. Degisik siilfonamid derisimlerine karsilik gelen absorbanslar 348
nm’de kore kars1 okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. %
Aktivite - [Siilfonamid tiirevleri] grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak her bir

stilfonamid tiirevleri i¢in ICso degerleri hesaplandi.

3.2.7. Cheng&Prusoff Denklemiyle inhibisyon Sabitlerinin (Ki) Hesaplanmasi
Orijinal sentez siilfonamid tiirevlerinin (5a—350) inhibisyon sabitleri (Ki) asagidaki

Cheng&Prusoff denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir [Cheng ve ark., 1973].

1C
Ki r_ 50
1+ —[S]

m
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Standart grafik boliim
3.2.4.’de agiklandig1 gibi hazirlandi. Saflagtirma sonrasi elde edilen enzim ¢G6zeltisinin
protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mg proteine

karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

Standart Grafigi

0,4975

0,3792
0,3295...
0,2921 .

0,3000 0,2517
y = 10,0049+ 0,002 1

R = 0,9957

Absorbans

0,1954

o 20 a0 60 20 100 120
Sigir Serum Albumin (mg/mL)

Sekil 4.1. Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan standart

grafik
4.2. Kantitatif Protein Tayini ile Tespit Edilen BCA Enzimi Protein Miktar1

Tablo 4.1. BCA Enzimi Protein Miktar1

1 abs 2 abs 3 abs ort BSA tiiriinden
BCA Enzimi |0,3408 0,3269 0,3297 0,3325+0,0073 | 674,21+1,5 mg/mL

(100 pl enzim kullanilmistir.)
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4.3. BCA Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Safsizhk Kontrolii

Afinite kromatografisi kolonundan saflastirilan BCA enziminin safligin1 kontrol
etmek amactyla Bolim 3.2.5.°te anlatildigi sekilde hazirlanan SDS poliakrilamid jel
elektroforezine sigir kanindan saflastirilan BCA enzim numunesi tatbik edildi. Protein

bantlar1 igeren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil
4.2).

70 kDa
57 kDa

40 kDa

29 kDa
28 kDa

18 kDa

Molekiiler
Marker

Sekil 4.2. Afinite kromatografisi ile saflagtirilan BCA enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi
goriintiisii. (Soldan saga siitun-A); molekiiler markerlar [(bastan sona);70kDa, 57kDa, 40kDa, 28kDa,
18kDa], (siitun B); sigir karbonik anhidraz (29 kDa).

4.4, Enzimin Saflastirilmasi

Sigir kani Siirt ilindeki hayvan kesim noktalarindan alinmistir. Pihtilagmasini

onlemek amaciyla antikoagulant sividan her 100 mL kan i¢in 15 mL eklenerek kanin
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pihtilasmasi engellenmistir ve +4 °C’de muhafaza edilerek aynmi glin igerisinde
kullanilmistir.

Eritrositleri ayirmak amaciyla kanlar 30 mL’lik falkon tiiplere konulmustur. 5000
rpm’de 15 dakika santrifiij isleminden sonra serum atilmak suretiyle eritrositlerden
uzaklagtirllmistir. Eritrositler % 0.9’lik NaCI ¢ozeltisi ile yikanmis ve iistteki sivi kisim
atilmistir. Bu iglemden sonra eritrositler 1,5 kati1 soguk distile su ile hemoliz edilmistir.
Hemolizatlar birlestirilerek, hemolizin tam gergeklesmesi icin tiipler bir siire hafif bir
sekilde ¢alkalanmistir. Hemolizati hiicre zarlarindan ayirmak igin +4 °C’de 15000 rpm’de
45 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 hemolizatlar alinarak pH’s1 trisma-

base ile 8.7 ye getirilmistir.

4.4.1. Hemolizatin Afnite Kolonuna Yiiklenmesi ve Enzimin Eliisyonu

Hemolizat yiiklenmeden 6nce +4 °C’de muhafaza edilen afinite jeli dengeleme
tamponu ile dengelenmistir. Ardindan hemolizat kolona yiiklenerek, yikama tamponu
vasitastyla safsizliklarin ortamdan uzaklastirilmas: saglanmistir. Sonrasinda, BCA enzimi
eliisyon tamponu yardimi ile afinite jelinden saflastirilarak 3 mL’lik tiiplere alinip aktivite

caligmalar1 i¢in hazir hale getirilmistir.

4.4.2. BCA Enzimine Ait Aktivite Calismalari ve Elde Edilen Veriler
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TABLO 4.2. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdsteren 5a kodlu kimyasala ait 1Cso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5a Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S04 Cozeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | 5a (348 (U/mLdak)
Ii:)ponu Hacmi (nL) | Hacmi (uL) (uL) :i:)ml E;?Sllgmm nm)
(ng/nL)

750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,017 0,113 70,625
750 220 15 41,00 0,016 0,107 66,875

15 500
750 215 20 54,67 0,013 0,087 54,375
750 210 25 68,33 0,011 0,073 45,625
750 200 35 95,67 0,007 0,047 29,375
750 185 50 136,67 0,005 0,033 20,625
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% Alktivite

100
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70

60

50

40

30

20

10

%Aktivite-ICs,

y =2.769.588.323,45x%- 970.602,07x+ 100,00
R?=0,98

0

0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016
[Sa](M)

Sekil 4.3.5a kodlu bilesige ait %Aktivite - [5a] grafigi
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TABLO 4.3. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren 5b kodlu kimyasala ait ICsg degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar: ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5b Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0¢ | C4yeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 50 348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | *
(nL) (nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,022 0,147 91,875
750 220 15 41,00 0,021 0,140 87,500
15 500
750 215 20 54,67 0,018 0,120 75,000
750 210 25 68,33 0,016 0,107 66,875
750 200 35 95,67 0,012 0,080 50,000
750 185 50 13,67 0,009 0,060 37,500
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% Alktivite

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%Aktivite-ICs,

y =-416.708.979,38x%- 414.072,66x+ 100,00
R?=0,96

0,00005 0,0001 0,00015
[Sb](M)

Sekil 4.4. 5b kodlu bilesige ait %Aktivite - [5b] grafigi
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TABLO 4.4. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Sc kodlu kimyasala ait ICso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su Sc Bilesigin | Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S04 | 4 eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi g 5¢ (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) (nL) Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,022 0,147 91,875
750 220 15 41,00 0,021 0,140 87,500
15 500
750 215 20 54,67 0,018 0,120 75,000
750 210 25 68,33 0,016 0,107 66,875
750 200 35 95,67 0,012 0,080 50,000
750 185 50 136,67 0,009 0,060 37,500
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% Alktivite

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%Aktivite-ICs,

y =-280.444.554,26x%-432.125,24x+ 100,00
R?=0,96

0 0,00005 0,0001 0,00015
[Sc](M)

Sekil 4.5. 5¢ kodlu bilesige ait %Aktivite - [5¢] grafigi
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TABLO 4.5. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren 5d kodlu kimyasala ait ICsg degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5d Kiivetteki | AA Aktivite %
Tris-S04 | gy eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 5d (348 nm) | (U/mLdak) | AKtivite
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | *

(nL) (nL) Kons.

(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,022 0,147 91,875
750 220 15 41,00 0,021 0,140 87,500

15 500

750 215 20 54,67 0,018 0,120 75,000
750 210 25 68,33 0,016 0,107 66,875
750 200 35 95,67 0,012 0,080 50,000
750 185 50 136,67 0,009 0,060 37,500
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% Aktivite

3

90
80
70
60
50
40
30
20
10

%Aktivite-ICs,

y=-161.971.899,13x?- 453.837,49x+ 100,00
R?=0,97

0 0,00005 0,0001 0,00015
[Sd](M)

Sekil 4.6. 5d kodlu bilesige ait %Aktivite - [5d] grafigi
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TABLO 4.6. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Se kodlu kimyasala ait ICsp degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su Se Bilesigin | Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0¢ | 4 eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Figgmi 5e 348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) (nL) Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,022 0,147 91,875
750 220 15 41,00 0,021 0,140 87,500
15 500
750 215 20 54,67 0,018 0,120 75,000
750 210 25 68,33 0,015 0,100 62,500
750 200 35 95,67 0,011 0,073 45,625
750 185 50 136,67 0,009 0,060 37,500
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% Alktivite
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%Aktivite-ICs,

y =97.742.407,00x?-491.286,18x+ 100,00
R?=0,97

0  0,00002 0,00004 000006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016
[Se](M)

Sekil 4.7. 5e kodlu bilesige ait %Aktivite - [5e] grafigi
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TABLO 4.7. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren 5f kodlu kimyasala ait 1Cso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5f Bilesigin | Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s4 | 4 eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Hagii St (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) (nL) Bilesiginin
Hacmi (pL) | Hacmi (nL) n
(uL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,022 0,147 91,875
750 220 15 41,00 0,020 0,133 83,125
15 500
750 215 20 54,67 0,018 0,120 75,000
750 210 25 68,33 0,015 0,100 62,500
750 200 35 95,67 0,011 0,073 45,625
750 185 50 136,67 0,009 0,060 37,500
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ivite

% Akt
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%Aktivite-ICs,

y =178.589.702,59x%?- 505.907,13x+ 100,00
R?=0,97
1 ¢
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016

[S1I(M)

Sekil 4.8. 5f kodlu bilesige ait %Aktivite - [5f] grafigi
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TABLO 4.8. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren 5g kodlu kimyasala ait ICsg degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5¢ Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | cizeltisinin | Cézeltisinin | Hacmi Bilesigin | 59 348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (nL) | Hacmi (nL) n
(nL) (nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,021 0,140 87,500
750 220 15 41,00 0,020 0,133 83,125
15 500
750 215 20 54,67 0,017 0,113 70,625
750 210 25 68,33 0,015 0,100 62,500
750 200 35 95,67 0,011 0,073 45,625
750 185 50 136,67 0,009 0,060 37,500

55




100

90

80
70

% Aktivite

60

50

40

30

20

10

%Aktivite-ICs,

y =258.213.568,93x%- 525.032,02x+ 100,00
R?=0,97

0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016

[5g1(M)

Sekil 4.9. 5g kodlu bilesige ait %Aktivite - [59] grafigi
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TABLO 4.9. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Sh kodlu kimyasala ait ICso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlart ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5h Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S04 | g eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | 5h 348nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (nL) | Hacmi (nL) n
(nL) (nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,018 0,120 75,000
750 220 15 41,00 0,017 0,113 70,625
15 500
750 215 20 54,67 0,014 0,093 58,125
750 210 25 68,33 0,011 0,073 45,625
750 200 35 95,67 0,008 0,053 33,125
750 185 50 136,67 0,006 0,040 25,000
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% Alktivite

100
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70
60
50
40
30
20
10

%Aktivite-ICs,

y = 2.573.701.603,30x2- 927.456,64x + 100,00
* RZ=0,98

0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016

[Sh](M)

Sekil 4.10. 5h kodlu bilesige ait %Aktivite - [5h] grafigi
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TABLO 4.10. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren 5i kodlu kimyasala ait ICso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5i Bilesigin | Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-SO4 Cozeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Figgmi i (348 nm) (U/mLdak)
tamponu (uL) (nL) Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,021 0,140 87,500
750 220 15 41,00 0,020 0,133 83,125
15 500
750 215 20 54,67 0,017 0,113 70,625
750 210 25 68,33 0,015 0,100 62,500
750 200 35 95,67 0,010 0,067 41,875
750 185 50 136,67 0,008 0,053 33,125
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% Aktivite

=
HMW-&WO\HW@S
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%AKktivitye-ICs,

4 . y = 554.395.206,75x%- 579.312,65x+ 100,00
R?=0,97

0  0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016
[S1](M)

Sekil 4.11. 5i kodlu bilesige ait %Aktivite - [5i] grafigi
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TABLO 4.11. BCA enzimi lizerine inhibisyon etkisi gdsteren 5] kodlu kimyasala ait ICsp degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5j Bilesigin | Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | cizeltisinin | Cézeltisinin | Hacmi Fol 5 348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) (nL) Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,019 0,127 79,375
750 220 15 41,00 0,017 0,113 70,625
15 500
750 215 20 54,67 0,014 0,093 58,125
750 210 25 68,33 0,012 0,080 50,000
750 200 35 95,67 0,008 0,053 33,125
750 185 50 136,67 0,006 0,040 25,000
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%Aktivite-ICs,

y =2.105.698.723,61x%- 852.433,51x+ 100,00
R?=0,98

0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016

[SiI(M)

Sekil 4.12. 5] kodlu bilesige ait %Aktivite - [5]] grafigi
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TABLO 4.12. BCA enzimi lizerine inhibisyon etkisi gdsteren Sk kodlu kimyasala ait ICso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5k Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S04 | g eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Bilesigin | 5k 348nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) (nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,019 0,127 79,375
750 220 15 41,00 0,018 0,120 75,000
15 500
750 215 20 54,67 0,016 0,107 66,875
750 210 25 68,33 0,013 0,087 54,375
750 200 35 95,67 0,009 0,060 37,500
750 185 50 136,67 0,007 0,047 29,375
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%Aktivite-ICs,

y =1.418.532.093,73x%- 735.555,51x+ 100,00
T R?=0,98

0 0,00005 0,0001 0,00015

[SK](M)

Sekil 4.13. 5k kodlu bilesige ait %Aktivite - [5K] grafigi
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TABLO 4.13. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren 51 kodlu kimyasala ait ICso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 51 Bilesigin | Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S04 | g eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Figgmi sl (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) (nL) Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,020 0,133 83,125
750 220 15 41,00 0,019 0,127 79,375
15 500
750 215 20 54,67 0,016 0,107 66,875
750 210 25 68,33 0,014 0,093 58,125
750 200 35 95,67 0,009 0,060 37,500
750 185 50 136,67 0,007 0,047 29,375
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%Aktivite-ICs,

y=1.169.210.657,75x%- 690.531,86x + 100,00
R?=0,98

0  0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016
[S1(M)

Sekil 4.14. 51 kodlu bilesige ait %Aktivite - [51] grafigi
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TABLO 4.14. BCA enzimi lizerine inhibisyon etkisi gdsteren Sm kodlu kimyasala ait ICsp degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5m Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | cizeltisinin | Cézeltisinin | Hacmi Bilesigin | 5m 348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) (nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,019 0,127 79,375
750 220 15 41,00 0,018 0,120 75,000
15 500
750 215 20 54,67 0,015 0,100 62,500
750 210 25 68,33 0,013 0,087 54,375
750 200 35 95,67 0,009 0,060 37,500
750 185 50 136,67 0,007 0,047 29,375
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%Aktivite-ICs,

. y =1.740.941.898,34x%- 784.672,02x+ 100,00
. R?=0,98

0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016
[Sm](M)

Sekil 4.15. 5m kodlu bilesige ait %Aktivite - [5m] grafigi
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TABLO 4.15. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren 5n kodlu kimyasala ait ICsp degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 5n Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | cozeltisinin | Cézeltisinin | Hacmi Bilesigin | 5n 348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (nL) | Hacmi (nL) n
(nL) (nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,019 0,127 79,375
750 220 15 41,00 0,018 0,120 75,000
15 500
750 215 20 54,67 0,015 0,100 62,500
750 210 25 68,33 0,012 0,080 50,000
750 200 35 95,67 0,008 0,053 33,125
750 185 50 136,67 0,006 0,040 25,000

69




% Alktivite

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%Aktivite-ICs,

'Y y =2.006.384.585,68x%- 828.251,11x+ 100,00
. R?=0,98

0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016

[Sn](M)

Sekil 4.16. 5n kodlu bilesige ait %Aktivite - [5n] grafigi
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TABLO 4.16. BCA enzimi lizerine inhibisyon etkisi gdsteren 5o kodlu kimyasala ait ICso degerinin bulunmasinda kullanilan ¢dzeltilerin miktarlari ile

bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

50 Mm Enzim Substrat Saf Su 50 Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | cizeltisinin | Cézeltisinin | Hacmi Bilesigin | 50 348 nm) | (U/mLdak)
tamponu (uL) Hacmi Bilesiginin
Hacmi (uL) | Hacmi (uL) | "
(nL) (nL) Kons.
(mg/mL)
750 235 0 0 0,024 0,160 100,000
750 230 5 13,67 0,023 0,153 95,625
750 225 10 27,33 0,017 0,113 70,625
750 220 15 41,00 0,016 0,107 66,875
15 500
750 215 20 54,67 0,013 0,087 54,375
750 210 25 68,33 0,011 0,073 45,625
750 200 35 95,67 0,007 0,047 29,375
750 185 50 136,67 0,005 0,033 20,625
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Tablo 4.17. BCA enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren orijinal sentez siilfonamid tiirevlerinin ICsg

degerleri ve Cheng&Prusoff denklemine gore hesaplanmis Ki degerleri

Madde kodu | ICso degeri (uM) | Ki (unM)
5a 62,53 11,94
5b 108,83 20,78
5¢c 108,11 20,64
5d 106,15 20,27
5e 103,92 19,84
5f 102,54 19,58
59 100,16 19,12
5h 65,99 12,60
5i 94,93 18,13
5j 71,15 13,58
5k 80,45 15,36
51 84,49 16,13
5m 76,80 14,66
5n 73,42 14,02
50 51,80 9,89

73



% Aktivite

10 +

%o Aktivite-ICg,

0,00002

0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016

[Sa—0](M)

*5a
msh
A Sc
5d
¥ 5e
®5f
+5g
=5h
5i
W5
Sk
sl
Sm
an
50

Sekil 4.18. 5a kodlu bilesikten 50 kodlu bilesige kadar %Aktivite - [5a—50] grafigi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu lisansiistii tez calismasinda, glokom hastali§i tedavisinde kullanilmaya
potansiyel aday olan ve Sakarya Universitesi Organik Kimya Anabilim Dal1 calisanlari
tarafindan sentezlenip kodlariyla birlikte Tablo 3.1°de sunulan orijinal siilfonamid
tiirevlerinin BCA enzimi iizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir.

Laboratuvar calismalarinda  kullanilan BCA enzimi, O.L Kiifrevioglu,
danmismanhiginda, Arslan (1994) tarafindan hazirlanan tezden yararlanilarak ilgili prosediire
gore saflagtirtlmistir [Arslan, 1994]. Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonamid kimyasal yapisina
sahip afinite jeli li¢ farkli reaksiyon sonucunda sentezlenebilmistir. Bunlardan birincisi
Sepharose-4B matriksinin CNBr vasitasiyla aktiflestirlmesi olup, ikinci reaksiyon ise uzanti
kolu olarak nitelendirilen L-tirozinin Sepharose-4B matriksine baglanmasidir. Ugiincii ve
son reaksiyon ise Sepharose-4B-L-tirozin yapisina daha 6ncesinde tarafimizca diazolanmis
olan p-aminobenzen siilfanilamidin kenetlenmesidir.

Calismanin dizayn edilmesi siirecinde kat1 destek materyali olan maktriks se¢iminde
farkli matrikslerin kullanilmas: distinilmistiir. Ancak Sepharose-4B’nin serbest —OH
gruplarinin, Ozellikle CNBr yardimiyla hem kisa siirede hem de verimli bir sekilde
aktiflesebildigi ve ilgili matriksin gayet 1yi akis kabiliyetine sahip olmas1 literatiirden
goriliince, caligmamizda matriks olarak tekrardan Sepharose-4B’nin kullanilmasina
sebebiyet vermistir.

Calismamizda BCA enziminin aktivite tayin metodu olarak ilgili enzim esteraz
aktivitesinden faydalanilmistir. Karbonik anhidrazin ester bagini hidroliz etme yetenegine
dayanan bu yontem Armstrong ve arkadaslarinca gelistirilmistir [Armstrong ve ark., 1966].
p-Nitrofenil asetatin karbonik anhidraz enzimi vasitasiyla p-nitrofenile hidroliz edilmesi ve
p-nitrofenilin de 348 nm’de absorbsiyon vermesi esasmna dayanan bu yontem ilgili
literatlirden yararlanilarak tarafimizca kullanilmistir.

Glokom tedavisinde kullanilmaya potansiyel aday olan karbonik anhidraz
inhibitorleri, bilim insanlar1 tarafinca onlarca kez arastirmalara konu olmus ve halen
arastirildigr diisiiniilmektedir. [Demirhan ve ark., 2014; Celik ve ark., 2014; Mikus ve ark.,
2018; Bugday ve ark., 2018; Eldehna ve ark., 2018; Angeli ve ark., 2018; Alyar ve ark.,
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2018; Daryadel ve ark., 2018; Qamar ve ark., 2018; Okten ve ark., 2019; Koyuncu ve ark.,
2019; Andreucci ve ark., 2019]

Her gecen giin yeni sentez organik yapilarin hastalikla miicadele edilmesine yonelik
literatiire eklendigi goriilmektedir. [Demirhan ve ark., 2014; Celik ve ark., 2014;
Ezeokonkwo ve ark., 2018; Bugday ve ark., 2018; Angeli ve ark., 2018; Alyar ve ark.,
2018; Daryadel ve ark., 2018; Qamar ve ark., 2018 Okten ve ark., 2019; Canakci ve ark.,
2019]. Bu kadar yaygin olarak calisilmasindaki yegane sebep, karbonik anhidrazin
inhibisyonun daha uygun olarak saglanabilmesidir. Bu amagla, ge¢gmisten giliniimiize gerek
in vivo gerekse in vitro bir¢ok ¢alisma olagan hiziyla devam etmekte oldugu literatiirden
acikca goriilmektedir [Mishra ve ark., 2018; Chiaramonte ve ark., 2018; Vanchanagiri ve
ark., 2018; Dohle ve ark., 2018; Masand ve ark., 2018]. Bilim insanlarinca sentezlenen
organik yapili bilesiklerin cogu halen asetazolamid tiirevleri oldugu ve bunun sebebinin ise
glokom hastaliginin tedavisinde kullanilan bir ila¢ etken maddesi oldugu bilinmektedir
[Arslan, 1994]. Oyleki, tiim bu sentezlenen bilesiklerin karbonik anhidraz enzimine kars
afiniteleri ¢ogu kez asetazolamid ile kiyaslandig1 yine birgok literatiirce desteklenmektedir.
[Mikus ve ark., 2018; Guerrini ve ark., 2018; Mullens ve ark., 2018; Qamar ve ark., 2018;
Rosenbaek ve ark., 2018]. Bilinen en iyi CA inhibitorlerinden siilfonamidler aromatik ve
heteroaromatik ozelliklerinden dolayr enzime hem hidrofob hem de hidrofilik
etkilegsmelerin sonucunda baglanabilmektedir. Bu baglamda c¢alismamizda da kullanilan
kimyasal yapilar orijinal sentez siilfonamidlerden olugsmaktadir. Bir inhibitoriin, bir enzim
tizerine inhibisyon etkisini saptamada Kj ve 1Cso degerlerinden faydalanabilmektedir. Bu
amacla substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak degisik inhibitdr konsantrasyonlarinda,
yiizde aktiviteler belirlenebilmektedir. Sonrasinda %50 inhibisyona sebep olan inhibitor
konsantrasyonu hesaplanabilmektedir. Daha kolay uygulanmasi nedeniyle, her ne kadar Ki
sabiti gibi hassas olmasa da ICso degeri pratikte oldukga fazla kullanilmaktadir. Bu
sebeplerin hepsi goz Oniine alindiginda yedi farkli inhibitér konsantrasyonu igin substrat
konsantrasyonu sabit tutularak 1Cso degerleri ve Cheng&Prusoff denklemine gore K
degerleri BCA enzimi i¢in tespit edilmistir.

Orijinal sentez bilesiklerin BCA enzimi i¢in inhibisyon etkisi incelendiginde 5o

kodlu ve 4-(5-((2-okso-2-feniletil)tio)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid  isimli
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yapmin 51,80 uM ICso ve 9,89 uM K ile en iyi inhibitdr oldugu saptanmistir. Calismada
kullanilan siilfonamid tiirevli diger tiim bilesiklerin BCA enzimi farkli diizeylerde inhibe
ettigi gorilmistiir.

Aromatik ve heteroaromatik inhibitdrlerin BCA enzimi i¢in yapilan inhibisyon
calismalarinda enzimi inhibe ettigi agikca goriilmiistiir. Substrat olarak kullanilan p-
nitrofenil asetat enzimin aktif bolgesine ¢ok yakin histidin amino asidinin imidazol
halkasina baglandig literatiirce bilinmektedir. Ayrica siilfonamid inhibitorleri karbonik

anhidraz enziminin aktif bolgesinde bulunan Zn*? °

ye bagli OH™ grubuna baglandigi
bilinmektedir. Karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesine yakin amino asitlerle hidrojen
bag1 yapabilen siilfonamid tiirevli inhibitdrler ve p-nitrofenil asetat, karbonik anhidraz
enzimine farkli bolgelerden baglandiklar i¢in aralarinda baglanma hususunda herhangi bir
yarigtan bahsedilemez. Dolayisiyla karbonik anhidraz enziminin inhibisyon ¢alismasinda p-
nitrofenil asetat substrat olarak kullanildiginda siilfonamid tiirevleri karbonik anhidraz
enzimini nankompetitif inhibisyon tiirii olarak inhibe eder.

Sonug olarak; Sakarya Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii
Organik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa ARSLAN ve laboratuvar
calisanlarinca, Organik Kimya Laboratuvarlarinda sentezlenen orijinal siilfonamid
tiirevlerinin si8ir eritrositlerinde olduk¢a fazla bulunan BCA enzimi iizerine inhibisyon

etkileri arastirilmis olup bu bilesiklerin s6z konusu enzime afinitelerinin farkli diizeylerde

olsa da her birinin inhibisyon etkisi gosterdigi bulmustur.
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