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CA : Karbonik anhidraz enzimi ( Carbonic Anhydrase )
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

BAZI OKSADIAZOL SUBSTITUYE TUREVLI BILESIKLERIN KARBONIK
ANHIDRAZ ENZIiMi UZERINE in vitro ETKILERININ ARASTIRILMASI

Abdulbaki EYBEK

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Mustafa Oguzhan KAYA

2019, 89 + xi Sayfa

Bu caligmada, glokom hastaligi tedavisinde kullanilmak {izere potansiyel aday olan bazi
oksadiazol siibstitiiye tiirevli bilesiklerin karbonik anhidraz enzimi tizerine in vitro etkileri aragtirilmstir.
Karbonik anhidraz enzimi, Sepharose-4B-L-Tirozin-Siilfonamid kimyasal yapisina sahip afinite jeli
kullanilarak sigir kanindan saflagtirilmistir. Kan 6rnekleri Siirt ilindeki hayvan kesim noktalarindan kesim
aninda alinmustir. Spektrofotometrik deneysel calismalar, 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 c¢alismalarla elde edilen verilerden
yararlanarak inhibisyon sabiti olan 1Cs, degerleri tespit edilmistir. Diger inhibisyon sabiti olan K;
degerleri ise Cheng&Prusoff denklemi yardimiyla matematiksel olarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: inhibisyon, in vitro, 1Cs,, Karbonik Anhidraz, Oksadiazol,



ABSTRACT

MS THESIS
INVESTIGATION OF in vitro EFFECTS ON CARBONIC ANHYDRASE
ENZYME OF SOME OXADIAZOLE SUBSTITUTED COMPOUNDS
Abdulbaki EYBEK
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, 89 + xi 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 ICsq values, which are the constant of inhibition, were determined by using the datas
obtained from experimental studies. The other inhibition constant, Ki, was calculated mathematically

with the help of the Cheng&Prusoff equation.

Keywords: Inhibition, in vitro, 1Cs, Carbonic Anhydrase, Oxadiazole.
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1. GIRIS

1.1. Oksadiazoller
1.1.1. Oksadiazollerin Genel Yapilar1 ve Adlandirilmalar:

Genel formiilleri C;H,0ON; seklinde olan, yapilarinda bir oksijen ve iki azot
atomu bulunan bes tiyeli halka sistemine sahip bilesiklerdir. Oksadiazoller, eski literatiir
kaynaklarinda furadiazoller olarak da adlandirilirlar ve dort farkli izomere sahiptirler.
Bunlar; 1,2,3-, 1,2,4-, 1,2,5- ve 1,3,4-oksadiazol olarak isimlendirilirler (Sekil 1.1.)
[Basaran, 2011; Rajak ve ark., 2011].

(O L)

1,2,3-oksadiazol 1,2,4-oksadiazol 1,2,5-oksadiazol 1,3,4-oksadiazol
Sekil 1.1. Oksadiazol yapiya sahip farkli dort izomerin gosterimi [Rajak ve ark., 2011]

1,2,4-oksadiazol, 1,2,5-oksadiazol, ve 1,3,4-oksadiazol bilesikleri bilinen
oksadiazollerdendir. Fakat 1,2,3-izomeri kararsiz bir yapiya sahiptir ve diazoketon
tautomerine doniigiir. Kararli yapiya sahip olan diger oksadiazoller ise bir¢ok ilacin
igerisinde bulunmaktadir.

Halka sistemindeki azot kolayca protonlanir ve protonlanmis 1,3,4-oksadiazol
tirevleri elektrofilik saldirilara daha dayaniklidir. Genellikle 2,5-disiibsitiie-1,3,4-
oksadiazol tiirevleri kararli olma istegindedir. Ozellikle 2,5-diaril-1,3,4-oksadiazol
tirevleri 2,5-dialkil-1,3,4-oksadiazol tiirevlerinden daha kararli yapidadir [Kulkarni ve
ark., 2010; Basaran 2011].

Oksadiazollerin yiiksek hidrolitik ve metabolik kararli yapida olmalari,
farmakokinetik davraniglari ve gozlemlenen in vivo etkileri bu bilesiklerin ilag
endiistrisi yoniinden énemli bir yere tasmmalarini saglamistir. ila¢ kimyasinda énemli
rol oynadiklarindan dolayr kimyacilar tarafindan yakindan incelenmektedir.
Oksadiazoller ilag arastirmalarinda bircok farkli amagla kullanilmaktadir. Bazi
durumlarda farmakoforlarin asil kisimlarini, bazi durumlarda da ligantlarla baglantiy
saglayan boliimlerini olusturmaktadir. Genellikle karbamatlar, esterler, amidler gibi
karbonil grubu igeren bilesiklerin yerine gegebilmektedirler [Bostrom ve ark., 2011,

Arslantas, 2013].



1.1.2. 1,2,4-Oksadiazoller

1,2,4-oksadiazol halkasi igeren dogal ve sentetik bilesikler benzersiz kimyasal
yapilar1 ve tirozin kinaz inhibitorii, muskarinik agonist, histamin H3 antagonist,
antitimoér ve monoamin oksidaz inhibitorii gibi genis spektrumlu biyolojik
aktivitelerinden dolayr son zamanlarda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir [Bezerra ve
ark., 2005; Kemnitzer ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2009].

Bunun yanisira, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, aneljezik, fungusid,
herbisid, ditiretik, anti-helmintik ve sitotoksik aktiviteleri de literatiirde kayit edilmistir
[Leite ve ark., 2000; Anjos ve ark., 2009].

Ayrica, 1,2,4-oksadiazoller, esterler ve amidler i¢in 6nemli biyoizosterler olup
bu gruplarin bir heterohalka ile yer degistirmesi bunlarin biyolojik aktivitelerini de
arttirmistir. Bu nedenle peptit kimyasinda ve peptidomimetiklerin gelistirilmesinde
uygulama olanagi elde edilmistir [De Freitas ve ark., 2007; Jakopin ve ark., 2007;
Sureshbabu ve ark., 2008].

1,2,4-oksadiazol bilesiklerinin farmakolojik dnemi tizerinde ¢ok¢a durulmasinin
yaninda son yillarda artan calismalar bu bilesik sinifinin liiminesant siv1 kristaller, optik
cihazlar i¢in uygun materyaller ve organik light-emitting diyodes (OLEDs) i¢in yiik
tasiyict olarak da uygulama alani buldugunu gostermistir [Oyston ve ark., 2005; Parra

ve ark., 2006; Gallardo ve ark., 2008; Arslantag, 2013].

1.1.3. 1,3,4-Oksadiazol Tiirevlerinin Sentezlenme Yontemleri

Kaim ve arkadaglari; 1998 yilindaki ¢alismalarinda cesitli aldehit hidrazonlari,
faz transfer sartlari altinda potasyum karbonat ile etkilestirmeleri sonucunda tek
basamakta yeni 1,3,4-oksadiazol tiirevlerini sentezleyebilmislerdir (Sekil 1.2.) [Kaim ve
ark., 1998].
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Sekil 1.2. Cesitli aldehit hidrazon bilesiklerinden 1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesiklerin sentezi [Kaim ve
Ark., 1998]

Ayrica, arastirmacilar bu c¢alismada diagilhidrazitlerin tiyonil kloriir ile geri
sogutucu altinda ve piridin katalizorliigiinde 1sitilmasi yontemiyle de 1,3,4-oksadiazol

tiirevlerini sentezlemislerdir (Sekil 1.3) [Kaim ve ark., 1998].

N/NTCHCIZ SOCly, 151 N / \ /7_'<\
| piridin katalizorii CHCI,
=— o}

Sekil 1.3. Diagilhitrazit bilesiginin tiyonil kloriir bilesigi ile reaksiyonundan 1,3,4-oksadiazol sentezi
[Kaim ve ark., 1998]

Kocabalkanli ve arkadaslari; 4-metoksibenzaldehit semikarbanozu glasiyal
asetik asit igerisinde, susuz sodyum asetat ve brom ile karistirarak 5-(4-metoksifenol)-2-
amino-1,3,4-oksadiazol bilesigini elde etmislerdir (Sekil 1.4.) [Kocabalkanl ve ark.,
2001].
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Sekil 1.4. 5-(4-metoksifenol)-2-amino-1,3,4-oksadiazol bilesiginin sentezlenme reaksiyonu [Kocabalkanli
ve ark., 2001]

Sahin ve arkadaslari; 1-/2-naftiloksiasetil hidrazin tiirevini dioksan igerisinde
¢Ozdiikten sonra olusan ¢dzeltinin igerisine sodyum bikarbonat ve bromosiyaniir katarak
dort saat oda sicakliginda karistirarak 2-amino-5-(1-/2-naftiloksimetil)-1-3-4-oksadiazol
tiirevini elde etmislerdir (Sekil 1.5.) [Sahin ve ark., 2002].
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Sekil 1.5. 2-amino-5-(1-/2-naftiloksimetil)-1-3-4-oksadiazol bilesiginin sentezlenme reaksiyonu [Sahin
ve ark., 2002]

Palaska ve arkadaslari; calismalarinda  1-(2-naftiloksiasetil)-4-siibstitiie
tiyosemikarbazit tiirevli bilesiklerine etanollii ortamda 4N sodyum hidroksit
cozeltisinden ve %5 iyotlu potasyum iyodiir ¢ozeltisinden renk degisimi gozleninceye
kadar ekleyerek ve oda sicakliginda karistirarak 2-(2-naftiloksimetil)-5-siibstitiieamino-
1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesikleri sentezlemislerdir (Sekil 1.6.) [Palaska ve ark., 2002].
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Sekil 1.6. 2-(2-naftiloksimetil)-5-siibstitiieamino-1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesigin sentezi [Palaska ve
ark., 2002]

Rostom ve arkadaslari; sentezledikleri 4-siibtitiie tiyosemikarbazitleri etanol
ortaminda civa oksit ile 1sitarak halkalasma reaksiyonu sonucu 1,3,4-oksadiazol

tiirevlerini elde etmislerdir (Sekil 1.7.) [Rostom ve ark., 2003].
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Sekil 1.7. 4-siibtitiie tiyosemikarbazit bilesiginin civa oksit bilesigi ile reaksiyonu [Rostom ve ark., 2003]



Khan ve arkadaslari; mikrodalga teknigini kullanarak hidrazit tiirevlerini farkli
karboksilik asitler ile fosfor oksikloriir varliginda mikrodalga 1s18ina tutarak kisa siirede

2,5-distibstitiie-1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesikleri elde etmeyi basarmislardir (Sekil 1.8)
[Khan ve ark., 2004].
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Sekil 1.8. Hidrazit tiirevli bilesigin karboksilik asit tiirevli bilegik ile reaksiyonu [Khan ve ark., 2004]

Dolman ve arkadaslari; siibstitiiye tiyosemikarbazite piridin katalizorliigiinde
THF (tetra hidrofuran) ortaminda p-toluen siilfonilkloriirii ekleyerek geri sogutucu
altinda 20 saat 1sitarak 5-alkil ve 5-aril-2-amino-1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesikleri elde
etmislerdir (Sekil 1.9) [Dolman ve ark., 2006].
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Sekil 1.9. 5-alkil ve 5-aril-2-amino-1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesiklerin sentezi [Dolman ve ark., 2006]

Katritzky ve arkadaslari; ¢alismalarinda (E)-1-benzotriazol-1-il-3-fenil-propenon
ve benzoik asit hidraziti diklorometan igerisinde oda sicakliginda karigtirarak sodyum
hidriir katarak gergeklestirdikleri tepkime sonucu 1,3,4-0ksadiazol tiirevini elde

etmislerdir (Sekil 1.10) [Katritzky ve ark., 2008].
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Sekil 1.10. (E)-1-benzotriazol-1-il-3-fenil-propenon bilesiginin benzoik asit hidrazit bilesigi ile
reaksiyonu [Katritzky ve ark., 2008].




Polshettiwar ve Varma; ¢esitli hidrazitleri, trietil ortoformat, trietil ortoproponat
ve trietil ortobenzoatlar ile Nafion® NR50 katalizorliigiinde mikrodalga 15181na tutarak

1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesikleri elde etmislerdir (Sekil 1.11) [Polshettiwar ve Varma,

2008].
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Sekil 1.11. Hidrazit tiirevli bilesik ve ester tiirevli bilesigin reaksiyonu [Polshettiwar ve Varma, 2008]

Kumar; sentezlemis oldugu semikarbazon tiirevini, lityum perklorat ve asetik
asit igerisinde bir platin tabaka ve kalomel doymus elektrot kullanarak olusturulan hiicre

igerisinde olusan elektrohalkalasma ile 1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesikleri elde etmistir

(Sekil 1.12) [Kumar, 2010].
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Sekil 1.12. Elektrohalkalasma ile 1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesigin sentezi [Kumar, 2010]

H3C

Shailaja ve arkadaslari; benzoik benziliden-hidrazite etanol ortaminda kloramin-
T ekleyerek geri sogutucu altinda 5 saat 1sitarak 1,3,4-oksadiazol tiirevlerini elde

etmislerdir (Sekil 1.13) [Shailaja ve ark., 2010].
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Sekil 1.13. Benzoik benziliden-hidrazit bilesiginden tiiretilen 1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesigin sentezi
[Shailaja ve ark., 2010]




Foroughifar ve arkadaslari; diagil hidrazit tiirevli bilesiklerin %98’lik siilfiirik
asit icerisinde halkalagsmasi sonucu ile 1,3,4-oksadiazol tiirevli bilesikleri elde

etmislerdir (Sekil 1.14) [Foroughifar ve ark., 2010].
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Sekil 1.14. Diagil hidrazit tiirevli bilesiklerin siilfiirik asit ile reasiyonu [Foroughifar ve ark., 2010]

1.2. Enzimler

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan
iriiniin olusmasina olanak tanimadan spesifik olarak % 100’lik bir driin verimi
saglayan biyolojik katalizorler olup, katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu
disindaki biitiin enzimler protein yapisindadirlar. Enzimler genellikle tek bir kimyasal
reaksiyonu veya ayni dzellikte olan reaksiyonlari katalizler [Keha ve Kiifrevioglu, 2004,
Tunca, 2012]. Enzimle katalizlenen reaksiyonlar, katalizlenmeyen reaksiyonlara gore
1015 ile 1020 kat daha hizlidirlar. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede 100 ile
1000 substrat molekiiliinii {iriine doniistiirebilme giicline sahiptir [Champe ve Harvey,
1997; Bozkurt, 2012]. Aymi organizmada ayni reaksiyonlari katalizledikleri halde
molekiil yapilar1 bakimindan farklilik gosterebilen enzimler de vardir. Bunlara ise
izoenzimler veya izozimler adi verilir. Izoenzimlerin aktiviteleri farkli, substratlarina
kars: ilgileri degisik olabilir. izoenzimlere &rnek olarak karbonik anhidraz enzimi
verilebilir. Oyleki bu enzimin on alti tane izoenzimi oldugu, yapilan calismalarla
literatiirden bilinmektedir [Keha ve Kiifrevioglu, 2004; Kalaycioglu ve ark., 2006;
Tunca, 2012].

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nce (IUBMB)
sistematik olarak isimlendirilmistir. Bu isimlendirme sistemine gore enzimler alt1 ana
sinifa ayrilmig ve sirasiyla, oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,
izomerazlar ve ligazlar olarak belirlenmistir. Bunlar da, kendi i¢inde alt gruplara
ayrilmigtir. Her bir enzimin dért rakamdan olusan bir kod numarasi bulunur. Ornegin,
karbonik anhidraz enziminin kod numaras1 E.C. 4.2.1.1 olup sistematik adlandirmasi
“Karbonat hidroliyazdir” [Keha ve Kiifrevioglu, 2004; Tunca, 2012].



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

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

3. Hidrolazlar: Bir su molekiiliiniin katilmasi suretiyle ester, eter, peptid, glikozit,
anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarmin parc¢alandigi hidroliz reaksiyonlarini katalize
eden enzimlerdir. Biitiin proteolitik enzimler, 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 c¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen
enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarimi 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.

1.2.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin bazi bilesikler
tarafindan azaltilmas1 veya yok edilmesine “inhibisyon” denir. Bu olay1 gergeklestiren
bilesiklere “inhibitér” adi verilir. Inhibitorler, genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip
bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basl
basina bir kontrol mekanizmasi olusturdugundan, 6nemli bir olaydir [Kuzucu, 2011].

Enzim inhibisyonu doniistimlii veya donilislimsiiz olabilir. Doniisiimsiiz
inhibitorler bir enzimle birlesen veya enzimin aktivitesi i¢in temel olan bir islevsel
grubu bozan veya 6zellikle kararli bir yap1 meydana getiren bilesiklerdir. Doniigiimsiiz
inhibitér ve enzim arasinda siklikla kovalent baglanmanin olusumuna rastlanir (Sekil

1.15) [Inan ve Giil 2001; Lehninger, 2005; Tunca, 2012].
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Sekil 1.15. Déniisiimsiiz inhibisyonun reaksiyon tizerinde gosterimi

Doniistimlii inhibisyonda ise enzim ile inhibitoriin etkilesmesi arasinda bir denge
s6z konusudur. Doniisiimlii inhibisyon; yarigmali (kompetitif) inhibisyon, yarigsmasiz
(nonkompetitif) inhibisyon, yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon ve lineer karisik tip
inhibisyon olmak tizere dort gesittir [Keha ve Kiifrevioglu, 2004)].

Yarismal1 inhibitdr substrat i¢in K, degerini artirmada rol oynar. Inhibitdr
konsantrasyonu arttikca K, degeri de artar. Vmax degeri degismeden kalir, ancak
yarigmali inhibitor varliginda Vma degerine ulasabilmek icin daha yiiksek substrat
konsantrasyonu gereklidir (Sekil 1.16) [Sly ve Hu, 1995; Supuran ve ark., 2001].
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Sekil 1.16. Yarigmali inhibisyonun reaksiyon iizerinde gosterimi

Yarigmasiz inhibisyonda inhibitér ve substrat, enzim molekiillerine ayni1 anda
baglanabilir. Dolayisiyla baglanma enzimin ayni1 bolgesinde degildir. Burada substrat ve
inhibitdr arasinda yarigma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla
inhibisyon kaldirilmaz. Enzimin Vmax degeri azalirken, K, sabit kalir. Substrat ve
inhibitor farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin iki farkli inaktif kompleksi
meydana gelir (Sekil 1.17) [Keha ve Kiifrevioglu, 2004].
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Sekil 1.17. Yarigsmasiz inhibisyonun reaksiyon tizerinde gdsterimi

Yar1 yarismali enzim inhibisyonunda ise inhibitor inaktif ESI kompleksi vermek
lizere enzim-substrat kompleksine donilisiimlii olarak baglanir, serbest enzime
baglanamaz. Tek reaktantli sistemlerde nadir goriiliir. Daha ¢ok birden fazla reaktant

igeren sistemlerde goriiliir (Sekil 1.18) [Segel, 1976].

+

ESI

Sekil 1.18. Yari yarismali inhibisyonun reaksiyon iizerinde gosterimi

Lineer karisik tip inhibisyon tiirii yarismasiz inhibisyonun 6zel bir tipidir. Bu
inhibisyon substratin EI kompleksine baglanabildigi zaman gergeklesir. Her iki
durumda da inaktif ESI kompleksi olusur.

Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen bir¢ok kimyasal maddenin,
cesitli hastaliklarin tedavisinde ve ilag yapiminda potansiyel birer aday molekiil olarak
kullanildig1 uzun yillardan beri bilinmektedir. Enzim inhibitorlerinin de bu konuda
onemli bir yer edindigi tarafimizca diisiiniildiiglinden, ¢alismamizda ¢esitli organik

kimyasal maddelerin karbonik anhidraz enzimi tizerine in vitro etkileri arastirilmistir.
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Karbonik Anhidraz Enzimi (CA; EC: 4.2.1.1)

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton tarafindan ilk
defa sigir eritrositlerinde kesfedilen ve biitlin organizmalarda yaygin olarak bulunan,
aktif bolgesinde Zn*? iyonu igeren canlilarda COy’nin hidratasyonu ve HCOs iin
dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen 6nemli bir metaloenzimdir

[Dokmeci, 1992; Supuran ve Scozzafava, 2001; Sahin 2008].

CA
CO, + H,0O ‘ﬁ HCO; + H*

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmis olup daha sonraki yillarda;
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sican tiikiiriigi, sigir 16kositleri,
cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflagtirilmis ve birgok kaynaktan karakterize
edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesisinin 30 kDa civarinda oldugu tespit
edilmistir [Feldstein ve Silverman, 1984; Krungkrai ve ark., 2001; Beydemir ve ark.,
2002; Yazicioglu, 2013].

Sekil 2.1. Karbonik anhidraz enzimi yapisi [Lindskog, 1997]
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Karbonik anhidraz enzimi eritrositleri de igine alan pek c¢ok dokuda pH
diizenleyici enzim olarak gorev yapmaktadir. Basta asit-baz dengesi olmak {izere bir¢ok
metabolik olayda rol oynadigi bilinmektedir. Doku/organlar ile akciger arasindaki
CO,/HCO3 respirasyonu ve transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO,
homeostazinda, biyosentetik reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve lire sentezi),
kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timdr olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik ve
patolojik olayda gorev almaktadir [Supuran ve Scozzafava, 2000; Yazicioglu, 2013].

Canli metabolizmasinin Onemli bir metaboliti olan COy’nin c¢evresel
konsantrasyonunun yiiksek olmasi nadiren goriiliir. Ayrica CO,, karbonik asit ve
bikarbonat olusumu ile dengededir. Bikarbonat negatif yiikliidiir ve sulu c¢ozeltilerde
yiiksek bir ¢oziiniirliige sahip olmasina ragmen, lipitlerde ¢oziiniirliigli cok azdir.
CO2’nin ise hem sulu ¢ozeltilerde hem de lipitlerde ¢oziiniirliigii yiiksektir. Bu sebeple
CO; cok kolay sekilde hiicre igine ve disina difiize olurken, bikarbonatin hiicre
membranindan gegmesi i¢in tasinmasi gerekmektedir. pH: 6.3’iin iizerinde, CO, ve
HCOj3" arasindaki denge HCOj3’a dogru kayar ve bdylece hiicre iginde ihtiyag duyulan
CO, ve HCOs; konsantrasyonlarinin siirdiiriilebilmesinde bazi sorunlar olusur.
Fizyolojik pH’da CO2’nin HCO3’e doniisimii ¢ok yavag olur ve enzim tarafindan
katalizlenmesi gerekmektedir. CO,’nin  HCO3;’e g¢evrimi COj’nin hiicre iginde
tutulmasinda 6nemli iken, HCO3’iin CO,’ye ¢evrimi ise bikarbonatin hiicre igine
girisini kolaylastirir. Boylece, enzimatik olarak CO; ve HCOj3lin ¢evrilmesi yalnizca
hiicresel enzimlerin ihtiya¢ duyduklar1 seviyede hiicrenin CO; miktarin1 artirmasinda
degil, ayrica hiicresel islemlerin bagarilabilmesi i¢in uygun hiicre i¢i CO, ve HCO3
seviyelerinin devaminda da hiicreye yardimei olur. Iste, CO, ve HCOs™iin birbirlerine
cevrilmesi reaksiyonlarini katalizleyen enzim karbonik anhidrazdir [Smith ve Ferry,
2000; Yazicioglu, 2013].

Bir canli tiiriinde ayn1 reaksiyonu katalizleyen ve kimyasal yapilar1 farkli olan
enzimlere izoenzim denilir. Izoenzimlerin aktiviteleri farkli olup, substrat, kofaktor ve
inhibitorlere karsi afiniteleri degisik olabilirler [Keha ve Kiifrevioglu, 2009].

Hayvanlar aleminde karbonik anhidraz enziminin 16 izoenzimi tespit edilmistir.
Bunlardan 12 tanesinin katalitik olarak aktif oldugu saptanmistir. Karbonik anhidraz
izoenzimleri hiicresel dagilimlari, kinetik 6zellikleri ve inhibisyon profilleri agisindan
faklilik gostermektedirler [Beydemir ve ark., 2000]. Bu izoenzimlerden; CA 1, II, III,
VII ve XIII’iin sitoplazmik, CA VA, VB’nin mitokondriyal, CA VI'nin salgisal, CA 1V,
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IX, XII ve XIV’iin membrana bagli, CA VIII, X, XI’in ise nonkatalitik oldugu tespit
edilmistir. CA-XV’in ise katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile benzer
ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. CA VIII, IX ve XII izoenzimlerinin ise timor
iliskili izoenzimler oldugu belirtilmistir [Tashian ve ark., 1983; Dodgson ve ark., 1991;
Supuran, 2010].

VA VB
Mitokondri

0RO
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Sekil 2.2. CA izoenzimlerinin hiicredeki lokalizasyonlarinin sematik gosterimi [Leppilampi, 2006]
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Cekirdek

2.1.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Onemi

CA enzimi gesitli biyosentetik reaksiyonlar i¢in gerekli olan CO;’nin HCO3” e
geri doniistimli hidrasyonunu katalizler. CA’nin katalizledigi CO; hidrasyonu disindaki
reaksiyonlar fizyolojik 6neme sahip olmadigi igin sadece bir reaksiyonunun bu enzimi
ilgilendiren fizyolojik ©Oneme sahip oldugu Ongoriilebilir. CA’larin  fizyolojik
fonksiyonu son 70 yildir yogun bir sekilde aragtirilmistir ancak metaloenzimlerin bu
biiyiik sinifi hakkinda halen bilinmesi gerekenler vardir [Supuran ve Scozzafava, 2007].

CA’1n hayvan, bitki ve bakterilerde iyon degisimi, asit-baz dengesi, elektrolit
sekresyonu, lire dongiisii ve glukoneojenez gibi metabolik yollar i¢in 6nciil maddelerin
sentezlenmesi gibi fizyolik ve metabolik olaylarda 6énemli gorevi oldugu bildirilmistir
[Wilbur ve Saleuddin 1983; Sultemeyer ve ark., 1993; Badger ve Price, 1994; Sly ve
Hu, 1995; Smith ve ark., 1999]. CA, hayvan metabolizmasinda 6zellikle eritrositleri
olmak tizere bir¢ok dokuda pH diizenleyicisi olarak goérev alir [Parui ve ark., 1991].

CA’in bitkilerde de kloroplastik pH’larin diizenlenmesinde rol aldigi ve degisken
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durumlardaki pH degisimlerinden meydana gelebilecek denatiirasyonlardan korudugu
belirtilmistir [Reed ve Graham, 1981].

Insanda yedi farkli CA izoenzimin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin
hayati fonksiyonlar1 akciger, bobrek, gastrik mukoza, goz lensi, tiikiiriik bezleri, kaslar,
sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium gibi doku ve organlara gore
farkliliklar gosterdigi belirtilmis olup CA enzimlerinin etkinlikleri belirlenmeye
calistlmistir. Arastirmalar neticesinde ise ¢esitli doku ve organlarda elektrolit
salgilanmasi, CO, ve pH dengesinin saglanmasinin yani sira, kemik erimesi,
kire¢lenme, tiimor olusumu gibi fizyolojik olaylarda da oldukca etkili olduklar
belirtilmistir [Hewett-Emmett, 2000; Sugrue, 2000]. Bu siirecte ¢ogunlukla izoenzim I,
I ve IV rol almaktadirlar. CA II ve CA IV izoenzimleri gérme, gbz tansiyonu ve
glokomaya yol agan gorme bozukluklar: ile de ilgilidirler. hCA 1II ayrica kemik
timorlerinin bir birinden ayrilmasi veya kemik tiimorlerinde kemik erimesi gibi kemik
gelisimi ve kemik fonksiyonlar1 konusunda da rol oynar. CA’lar, kalp-damar
formasyonu gibi pek ¢ok doku ve organda, goziin damar tabakasi ve goz sinirlerindeki
pH’1 diizenleme, bikarbonat saglama, elektrolit salgilama olaylarin1 da gerceklestirir.
CA’lar kanal hiicrelerinde salgi iiretimi, mide cidarinda gastrik asit iiretimi ve safra
tiretimi, pankreas 0zsuyu, bagirsak iyonu, tad ve koku alma duyusu, mide-bagirsak
yolunu asirn1 pH sartlarindan korunmasi, prostat sivisinin pH ve bikarbonat
konsantrasyonu, kas fonksiyonlart ve hiicre basincinin uyarlanmasi gibi bir¢ok

fonksiyonlara sahiptirler [Smith ve ark., 2000; Supuran ve Scozzafava, 2007].

2.1.2. Karbonik Anhidraz Enzimi inhibitorleri

Hastaliklarin tedavisinde CA inhibitorlerinin 6nemi, glokom hastalig1 tedavisi
icin CA enzimi iizerinde yapilan inhibisyon ¢aligmalariyla ortaya c¢ikmistir. Bu
calismalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasinin yani sira, bu
enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlari anlagilmis ve bunun
sonucunda da CA enziminin inhibitdrleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesi hizlanmustir.
Bu ¢alismalarda ¢ok ¢esitli CA enzimi inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler basta
Glokom tedavisinde olmak iizere ilag, anti-timor, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik
rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans (MR)
belirlenmesinde  diagnostik teshis materyali, anti-lilser ve diiiretik ilaglarin

gelistirilmesinde yol gosterici olarak etkin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Bu sebeple,
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farkli CA izoenzimlerinin aktivitelerinin temel islevleri, yeni ilaglarin ve tedavi
araclarmin gelistirilmesine firsat saglamaktadir [Supuran ve Scozzafava, 2001].

Klinik olarak kullanilan insan CA inhibitorlerine Ornek olarak; asetazolamit
(AZA), metazolamit (MZA), etokzolamit (EZA), dibromofenamit (DCP), dorzolamit
(DZA), brinzolamit (BRZ), benzolamit (BZA), topiramat (TPM), zonizamit (ZNS),
stlfirit (SLP), indisulam (IND), selekosib (CLX) ve valdekosib (VLX) verilebilir
[Supuran ve ark., 2014].

Sik kullanilan siilfonamid bazli bir ilag olan AZA ¢ok iyi bir CA inhibitoriidiir.
Minimal toksisite gosterir ve iyi farmokinetik &zellikler saglamaktadir. Fakat bu ilag
istenmeyen yan etkilere de sahiptir. Ure seviyesinde artis, artmis bir sodyum ve
potasyum salinimina neden olarak diiiretik etki olusturmasi yan etkileri arasindadir.
EZA ve MZA’da CA inhibitorleridir. AZA’dan daha uzun yarilanma 6mriine sahiptirler
ve bobrek iizerindeki olumsuz etkileri daha azdir. DZA, bir siilfonamit ve topikal CA-I1
inhibitoriidiir. Acik agili glokom veya okiiler hipertansiyonlu hastalarda aciga ¢ikan
intraseliiler basinci azaltmak ic¢in kullanilir. TPM, fruktoz ile iliskili siilfamat ilave
edilmis bir monosakkarittir ve 6zellikle CA-1l ve CA-IV izoenzimleri i¢in zayif bir
inhibitor olarak bilinirler [Splendiani ve ark., 2006].

Yapilan c¢aligmalar CA’m en gilicli organik inhibitoriiniin aromatik ve
heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla
iyonik yap1 kazanmalar1 en ¢arpict Ozelliklerinden biri olarak gdsterilmektedir.
Siilfonamidler esas itibar1 ile p-aminobenzensiilfonamid (siilfanilamid) maddesinin
tirevidir. Bu sinifa asetazolamid, metazolamid, klorozolamid, benzolamid, siilfanilamid
ve etoksizolamid girer. Bu bilesikler farkli sekillerde CA’a etki ederler. Asetozolamid
ve azid, CA’m CO; hidrasyon aktivitesini inhibe ederler. Bu iki maddenin bilinen biitiin

memeli CA’lar1 inhibe ettigi tespit edilmistir.

| I~ I
_N/ S—N/ S—N/
[ [ [E—

(e}
Primer Siilfonamid Sekonder Sulfonamid Tersiyer Stlfonamid

Sekil 2.3. Siilfonamidlerin Genel Yapisi [Sethi ve ark., 2013]
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Stilfonamidler, stibstitiie olmamis bir -SO,NH, grubu veya bir -SO,NH(OH)
grubu iceren etkin inhibitorlerdir. Siilfonamid grubunun azot atomu aracilifiyla ilk
olarak; enzimin aktif bdlgesindeki metal iyonuna anyonlar seklinde, (R—SO,NH" veya
R—SO,N-OH") iyonik olarak baglanirlar. Ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle
inhibitoriin enzime baglanmasi tamamlanmis olur. Siilfonamidlerin, CA’ya giiclii bir
sekilde baglanmasi; bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur [Maren, 1987; Arslan,
2001].

R'SOZNHZ # R-SOZNH_ + H+

Siibstitiie ya da alkil siilfonamidlerin enzime baglanmasinda; yalnizca hidrofobik
etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve heteroaromatik yan grup tasiyanlara goére daha
zayif inhibitdrlerdir. Inorganik anyonlar ise; yalnizca hidrofobik baglanmadan dolayz,

CA igin siilfonamidler kadar giiclii inhibitérler degillerdir [Maren ve ark., 1983].

HwWW O
\>y/’ \ e
HsC 0 Thr-199 HsC 0 s=—o

N N Thr-199 |

N\ \ N X /T

HN O O vwvvvH—N (0]
QvvvvH
Zn*? H Zn*? / Zn*i
: H3N/ | NHs
NH;
(a) (b) (c)

Sekil 2.4. Siilfonamidlerin karbonik anhidraz enzimine baglanmasi [Ozensoy, 2002]

2.1.3. Karbonik Anhidraz Aktivitesi
2.1.3.1. CO,-Hidrataz Aktivitesi

CA enziminin aktivitesi; CO,’nin hidratasyonu, bikarbonatin dehidratasyonu ve
baz1 esterleri hidrolizi gibi 0zelliklerinden yararlanilarak belirlenir. Asagidaki
reaksiyonda goriildiigi gibi, kosullara gére CO, gazi1 olugsmakta ya da harcanmaktadir.
Aym zamanda H® konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Bu yontemde aciga
cikan veya harcanan CO; gazi, metodun reaksiyon pH’sinin degisken olmasi, CO2’nin

suda az miktarda ¢6ziinmesi ve fazla zaman almasi gibi dezavantajlar1 vardir.
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HZO + COZ —~——————— HZCO3 # HCOg_ + Hf

Ote yandan, ortamdaki H* konsantrasyonu; pH’nin yiikselmesi veya diismesi
icin gegen siire potansiyometrik yolla inhibitorle belirlenebilir. Ancak bu metodun az
zaman almasi gibi bir avantajimin yani sira, reaksiyon sirasinda pH’nin degisken olmasi
CO2’nin suda ¢6ziinmesi ve kullanilan indikatoriin inhibisyon etkisi gibi olumsuz
etkileri de vardir. Bu dezavantajlar1 en aza indirmek igin sabit pH’da titrasyon veya
0.02-0.05 birimlik pH distisiiniin indikatorlii ortamda, spektrofotometre ile olgiim
yapildig1 hizli akis reaksiyonu gibi metotlar aktivite tayininde kullanilmaktadir [Maren
ve Conroy, 1993; Landolfi ve ark., 1998]. Fakat enzimin saflastirma basamaklarinda
aktivite Ol¢timleri, genellikle biitlin arastirmacilar tarafindan, Wilbur-Anderson
metoduyla yapilmaktadir. Bu yonteme gore pH degerinin 8.2°den 6.3’e dislisl icin
gecen siire brom-timol mavisi indikatorii yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi,
enzimsiz CO, hidrasyon siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siireleri (tc) arasindaki farkin

(tc)’ye boliinmesiyle elde edilmektedir. Buna gore;
Enzim Aktivitesi = [(to )-(tc )]/(tc)

formiiliinden hesaplanabilir [Wilbur ve Anderson, 1948].

2.1.3.2. Esteraz Aktivitesi

Esteraz aktivitesi ise, p-nitrofenil asetatin hidrolizi ile a¢iga ¢ikan p-nitro fenol
miktarmin 348 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimii ile tayin edilmektedir [Verpoorte ve
ark., 1967; Landolfi ve ark., 1998]. Reaksiyon denklemi ise su sekildedir.

0
|| CA
O;N OCCHj + H,0 === 0O,N OH + CH;COOH

Sekil 2.5. p-nitro fenil asetatin hidroliz reaksiyonu
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2.1.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

CA enzimi HCO3 ve H" olusturarak hem CO,’nin uzaklastirilmasinda hem de
asit-baz dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Karboksilik, siilfonik ve fosforik

asit esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir.

Tablo 2.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri

1| 0=C=0 H,0 === HCO;y + H*
2 HN=C=NH + H,0 —g=—==— H,NCONH,
3 RCHO + H,0 === RCH(OH),

4 RCOOAr + H,0 —g—==— RCOOH + ArOH

5 RSO;Ar + H,0 —<—==— RSO;H + ArOH
6 ArOPO;2 + H,0 =<g=—== HPO,? + ArOH
T | AF + H,0 =<=—== HF + ArOH

8 PhCH,OCOCI + H,0 =<=—=== PhCH,OH + CO, + HCI

9 RSO,CI + H,0 === RSO;H + HCI

CA enzimi hidrataz aktivitesi disinda ayn1 zamanda Tablo 2.1°de goriildigi gibi
elektrofilik merkeze, niikleofilik ataklar1 iceren, aldehit, piruvat ve alkil piruvatlarin
hidratasyonu, pirlivik gibi reaksiyonlar:1 da katalizlemektedir. Karbonik anhidrazin
esteraz aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik bir fonksiyonu

olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir [Kaiser ve Lo, 1969; Jabusch ve Deutsch, 1989].

2.1.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

CA enziminin katalitik mekanizmasini aydinlatmak amaciyla son 40-50 yildir
caligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore, CA enzimi aktif
bélgede Zn*? iyonu ve ona bagli bir hidroksil grubunun oldugu belirtilmistir. Aktif
bolge yakinindaki amino asitler proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde

yerlestigi belirtilmis olup yapilan X-ray kristalografi verilerine gore, metal iyonunun bir
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H,O veya OH iyonu ve ii¢ histidin rezidiisii (His 94, His 96, His119) tarafindan
koordine edilmis olan, aktif bolgedeki 15 A’ derinligindeki bir yarigim tabaninda
oldugunu gostermektedir. Cinko bagli H,O, Glul06’nin karboksilat grubuyla ve
Thr199’un hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu baglanmaktadir. Bu
etkilesimler, cinko bagli su molekiiliiniin niikleofilitesini yiikseltmekle beraber
molekiilii niikleofilik atak icin uygun yerdeki COy’e¢ dogru hareket etmesini
saglamaktadir [Lesburg ve Christianson, 1995].

Zn*? iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu
olusmaktadir [Sekil 2.5-A]. Enzimin aktif formu, gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO,
molekiiline saldirir [Sekil 2.5-B]. Bu da, Zn*? iyonuna baglanmis bikarbonat iyonu
meydana getirir [Sekil 2.5-C]. Daha sonra, HCO3 iyonu bir su molekiiliiyle yer
degistirerek ¢ozeltiye geger. Tiim bu olaylarin neticesinde, Zn*? iyonuna su molekiilii
baglanir ve bu durum 2.5-D ‘de goriildigli gibi enzimin asit formuna doniismesine
olanak saglar [Lindskog, 1997].

Hidrofobik Cep

Val 121
Val 143
O\C Leu 198
\O
"OH "OH
Zn*? + CO; Zn*?
N S N
94 HiS/ His 119 T 94 HiS/ His 119
His 96 (A) His 96 (B)
Bl -BH*
| Wi
H
OH, \o%
| 5 | 2/0_
zn? -HCOy o4 His— 2"~
/| His 119 == ST | SHise
94 His i +H,0 .
His 96 (D) 2 His 96 (C)

Sekil 2.6. CA enziminin CO; hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin sematik gésterimi
[Lindskog, 1997]
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2.2. Glokom Hastalhigi ve Karbonik Anhidraz Enzimi

Goziin seklini ve optik 6zelliklerini koruyabilmesi i¢in yeterli ve stirekli bir i¢
basinca sahip olmasi gerekir. Bunu da silyer cisimden salgilanan ve 6n segment igini
dolduran humor ak6z olarak denilen sivi tarafindan saglamaktadir. Humor akoz stirekli
salgilandig i¢in yenilenmekte ve hem gozden cikisindaki ayarlamalart hem de salinim
hiz1 yoluyla goz i¢i basicini diizenleme ve dengeleme gorevini {istlenir [Guyton ve
Hall, 1996]. Goz igi basinci giin igerisinde kardiyak ve solunum sistemi faaliyetlerine
gore degisebilmekle beraber giinlikk goz i¢i basinci degisimi ortalama 3-5 mmHg
olmaktadir. Giinliikk g6z ici basing degisiminin 10 mmHg iizerinde oldugu kisilerde
glokom hastalig1 olusma riski olduk¢a fazladir [Ziemer, 1996]. Glokom; Kkronik,
bozulmus, optik sinir basinda geri dondiiriilemez hasara neden olan yiiksek goz ici
basinc1 (GIB) ile karakterize edilen bir goz hastalig1 olarak tanimlanmakla beraber bu
hastalik gérme fonksiyonu kaybina ve ileriki agamalarda ise korliikle sonu¢lanmaktadir

[Mincione ve ark., 2007].

I Lo ;
Baslangi¢ Glokom

- %
e Uy
lleri Glokom Asiri ileri Glokom

Sekil 2.7. Glokom hastaligina yakalanmig ve glokom evrelerini gdsteren bir goz drnegi

Glokom birden fazla ¢esidi olan bir hastalik olmakla birlikte asagidaki gibi
siiflandirilabilir [Morrison ve Pollack, 2003; Tunca, 2012].
Primer Glokom
- Primer A¢ik Acili Glokom (PAAQG)
- Primer Kapal1 A¢il1 Glokom (PKAG)
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- Cocukluk Glokomu
Sekonder Glokom

- Steroid Bagimli Glokom

- Pigmentel Glokom

- Psddoeksfoliasyon Glokom
- Neovaskiiler Glokom

- Mercek Bagimli Glokom

21. yiizyilin baslarinda diinya genelinde 70 milyonu askin glokomlu hasta
oldugu tahmin edilmektedir. Bunlarin yaklasik %53’tinii primer acik agili glokom
(PAAG), %36’s1 primer kapali agili glokom (PKAG) ve geri kalan %11°1 ise sekonder
glokomlu hastalar olusturmaktadir. Ozellikle tedaviye direngli olan sekonder glokom
tiplerinin varlifi nedeniyle goz hastaliklari i¢inde %15-20 gibi yiiksek bir oranda
korliige en sik neden olan hastaliklardan biri olarak bilinmektedir [ Turagli, 2004].

Ilag olarak kullanilan karbonik anhidraz inhibitorlerinin gecmisi 1954 yilinda
glokom tedavisinde kullanilan asetazolamidin sentezine dayanmaktadir. Arastirmacilar
caligmalarinda asetazolamit molekiilii {izerinde kiiglik degisiklikler yaparak
farmakolojik ve klinik agidan daha tstiin bir bilesik olan metazolamidi elde etmeyi
basarmiglardir. Molekiiler diizeyde yapilan bu yeniligin daha iyi bir emilim, daha az
serum proteini baglama ve daha uzun siire etki gdsterme gibi avantajlarinin yaninda
bilesigin hala birtakim sistemik yan etkilerinin bulunmasi gibi bir dezavantaj:
bulunmaktadir. Arastircilarmalar gbze lokal yoldan uygulanabilen ve bdylece diger
dokulardaki karbonik anhidraz enzimlerini inhibe etmeyen, dolayisiyla daha etkili ve
yan etkileri daha az olan iki topikal karbonik anhidraz inhibitorii olan dorzolamit ve

brinzolamit sentezlemeyi basarmiglardir [Netland, 2008].

21



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller
3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda, Sepharose-4B, L-tirozin, siilfanilamid, sodyum sitrat
dihidrat, sitrik asit, dekstroz, hidroklorik asit (HCI), sodyum hidroksit, sodyum
bikarbonat (NaHCOg3), Tris-SO,4, Tris-Base, siilfirik asit (HpSO4), sodyum siilfat
(Na;SO4), Tris-HCI, sodyum perklorat (NaClO,4), sodyum asetat trihidrat
(NaCH3COO0.3H,0), p-nitrofenil, aseton kullanilmustir.

Bu calismalarda kullanilan organik bilesikler, Sakarya Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii Organik Kimya Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Mustafa ARSLAN ve laboratuvar c¢alisanlarinca, Organik  Kimya
Laboratuvarlarinda sentezlenen orijinal oksadiazol tiirevleridir. Bilesiklerin kodlar1 ve

isimleri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Orijinal oksadiazol tiirevlerinin kodlar1 ve isimleri

Bilesik Bilesigin Ad1
Kodu

6a 4-(5-(4-(5-Metil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6b 4-(5-(4-(5-propil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

6¢ 4-(5-(4-(5-biitil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

6d 4-(5-(4-(5-pentil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6e 4-(5-(4-(5-hekzil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

6f 4-(5-(4-(5-heptil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

69 4-(5-(4-(5-oktil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

6h 4-(5-(4-(5-nonil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6i 4-(5-(4-(5-pentadesil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2 yl)benzensiilfonamid

6j 4-(5-(4-(5-asetoksimetil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6k 4-(5-(4-(5-¢etilasetoksil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

6l 4-(5-(4-(5-(4-metoksifenil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

6m 4-(5-(4-(5-p-tolil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6n 4-(5-(4-(5-benzil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

60 4-(5-(4-(5-fenil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiil fonamid

6p 4-(5-(4-(5-(3-florofenil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6r 4-(5-(4-(5-(4-bromofenil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6s 4-(5-(4-(5-(2-bromofenil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid

6t 4-(5-(4-(5-(4-nitrofenil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-yl)benzensiilfonamid
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Sekil 3.1. 4-Siilfonilamid ester (2), 4-Siilfonilamidbenzohidrazid (3), 4-(5-(4-siyanofenil)-1.3.4
oksadiazol-2-yl)-benzensiilfonamid (4), (E)-N’-hidroksi-4-(5-(4-siilfamoylfenil)-1,3,4-oksadiazol-2
yl)benzimidamid (5), agil siibstitiiye 4-(hidrazin karbonil) benzen siilfonamid tiirevlerinin (6a-t) genel
sentez prosediirii

Tablo 3.2. Bisoksadiazol siibstitiiye siilfonamid bilesiklerin sentezi

Bilesikler R Bilesikler R Bilesikler R
6a -CH, 6h -CgHyg 60 -CgHs
6b -CH,-CH,CH; | 6i -CisHz 6p (m)-C5H4-F
6C -C4Hq 6] -CH,-O-CO-CHj, 6r (p)'C5H4-Br
6d -CsHyy 6k -CH»-CO-0O-CH,-CH; 6s (0)'C5H4-Br
6e -CeH1s 6l (p)'C5H4'O'CH3 6t (p)'C5H4'N02
6f -C7Hss 6m (p)-CsH4-CH3
Gg -CgHy7 6n -CH,-CgH;5
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N

N/O _N/O

/N_ 6a N—=<" ¢b /N— 6c
[ P
N \ (0] N \ le) \
SOZNHZ SOZNH2 SOZNHZ
Kimyasal formiil: C;;H;3N50,S  Kimyasal Formil: CigH;7NsO4S  Kimyasal Formiil: C,oH;9N50,4S
Molekil Agirligi: 383,38 Molekil Agirligr: 411,43 Molekil Agirligi: 425,46
N 4 /o N 7 /o N 4 /o
—N N N
N 6d /N_ 6e /N 6f
N \ (@] N \ (¢] N \ (o]
SO,NH, SO,NH, SO,NH,

Kimyasal Formil: C,1H,1N50,S  Kimyasal Formil: Co,H»3N50,S  Kimyasal Formiil: Cy3HosN50,4S
Molekil Agirhigr: 439,49 Molekiil Agirhigi: 453,51 Molekiil Agirhigi: 467,54

7 7 Ni/ No
]

24



50575
&0 F

AN
SO,NH, SO,NH, SO,NH,
Kimyasal Formdil: C24H27N504S Klmysal Formul: 025H29N504S Kimyasal Formiil: C31H41N504S
Molekil Agirhigi: 481,57 Molekiil Agirhigi: 495,59 Molekiil Agirhigi: 579,75
\O

Oj
N / /o) N / (@]
/
] .
N~ 6k /N_ 6l
o) N X (0]
X
SO,NH, SO,NH, SO;NH,

Kimyasal Formil: C1gH;7N50,S  Kimyasal Formiil: C1gH;7N50,4S Kimyasal Formil: Cy3H;7N505S
Molekiil Agirligi: 411,43 Molekiil Agirligi: 411,43 Molekiil Agirligr: 475,48
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N o

7 N:/\O Z
_J
6n
o

/N_ 6m N— N——=" 60
N, _© N NG
SO,NH, SO,NH, SO,NH,

Kimyasal Formiil: C,3H,7N50,S  Kimyasal Formiil: C,3H17N50,4S Kimyasal Formiil: C,,H;5N50,S
Molekiil Agirligt: 459,48 Molekiil Agirhigi: 459,48 Molekiil Agirligi: 445,45

/ N/ [¢] N/ [¢]
/ _/

N /o
—N N N
N——=<" 6p /N_ 6r /N_ 6s
N A o) N N o N N o
SO,NH, SO,NH, SO,NH,

Kimyasal Formul: C,,H4,FN50,S Kimyasal Formil: C,,H,4BrN0,S Kimyasal Formil: C,,H4BrNsO,S
Molekiil Agirligi: 463,44 Molekiil Agirligi: 524,35 Molekiil Agirligi: 524,35
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NO,

N 6t
N \ (e]
SO,NH,

Kimyasal Formil: Cy,H14NgOgS
Molekiil Agirligt: 490,45

3.1.2. Kullamilan Aletler ve Cihazlar

MTOPS MS300HS siticili manyetik karigtiric, 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 karistirici, 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 buzdolabi, THERMO Scientific megafuge 16R sogutmali santrifiij, Niive ceker

ocak deneysel ¢caligmalarda kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Kanin pihtilasmasini 6nlemek icin hazirlanan ¢ozelti

Antikoagulant siv1; 22 g C¢HsNa307.2H,0 (sodyum sitrat dihidrat), 8 g C¢HgO7 (sitrik
asit) ve 24 g CgH12,06 H,0 (dekstroz) bir miktar distile suda ¢6ziiliip son hacim 100
mL’ye tamamlandi.

Afinite jelin sentezinde kullamlan cozeltiler ve tamponlar

1 M HCI c¢ozeltisi; %37’lik HCI‘den 8,3 mL bir miktar distile suya eklendi ve son

hacim 100 mL’ye tamamland.
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1 M NaOH cézeltisi; 4 g NaOH bir miktar distile suda ¢6ziiliip son hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

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

0.1 M NaHCO3 tamponu (pH: 10.0); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda
¢oziiliip, IM NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

0.2 M NaHCOj3; tamponu (pH: 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 mL distile suda
¢Oziiliip, 1M NaOH ile pH’s1 8,8’e getirildi ve son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

0.05 M Tris-SO,4 tamponu (pH: 7.5); 1,5143 g Tris-base 200 mL distile suda ¢oziiliip,
H,SO, ile pH’s1 7.5’ getirildi ve son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Afinite jelin dengelenmesi icin kullamilan tampon (pH: 8.7); 14,20 g Na,SO, ve
3,0275 g Tris-HCI 950 mL distile suda ¢oziiliip 1M HCI ile pH’s1 8.7 ye getirildi ve son
hacim 1 L’ye tamamlandi.

Hemolizat tatbikinden sonra afinite jeli yikama tamponu (pH: 8.7); 3,124 g Na,SO,4
ve 3,0275 g Tris-HCI 950 mL distile suda ¢6ziilip 1M HCI ile pH’s1 8.7’ye getirildi ve
son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Afinite jele baglanms BCA enziminin eliisyonu icin kullamlan ¢ozelti (pH: 5.6);
15,31 g NaClO4 ve 2,0508 g NaCH3COO0.3H,0 200 mL distile suda ¢ozilip pH’s1 1M
HCl ile 5.6 ya getirildi ve son hacim 250 mL’ye tamamlanda.

Susbtrat ¢ozeltisi; 0,027 g p-nitrofenil asetat 1 mL asetonda ¢6ziindii 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 1M H,SO, ile
7,4’e getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlamsi;
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarimin hazirlanisi ve kullanilan
miktarlar1 Tablo 3.2.”de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan boya cozeltisi; 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 kullanmilan boya giderme c¢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.
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3.2. Yontemler
3.2.1. Afinite jelin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan afinite jeli, afinite jelinin sentezi, afinite jelinin sentezinde
kullanilan tamponlar, Kiifrevioglu, O.I. damsmanliginda, Oktay Arslan (1994)
tarafindan hazirlanan tezden yararlanilarak ilgili prosediire gére hazirlanmistir [Arslan,
1994]. Bu amagla, 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’nin tamami birden katildi. pH metre yardimiyla siispansiyonun pH’s1 4M NaOH
kullanilarak pH: 11°e ¢ikarildi ve tepkime bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyon pH
degismeyene kadar siirdiiriildii (10-15 dakika). Cok miktarda buz siispansiyona
eklenerek, karisim bir buchner hunisine aktarildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1M
NaHCOj3; tamponu (pH: 10.00) ile yikand1 ve behere aktarildi.

Daha sonra 0,08 g tirozin i¢eren soguk 20 mL 0,1M NaHCO3 tamponunun (pH:
10.00) ¢ozeltisi eklenerek 90 dk yavas tempoda karistirilmaya birakildi ve karisim
sonunda alinan slispansiyon +4 OC’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 0,2M 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 stilfonamid 0 C civarinda 10 mL 1M HCI i¢cerisinde
¢oziildii. 0,075 g NaNO, 0 °C 5 mL saf suda ¢ozildii. Elde edilen NaNO, ¢ozeltisi,
siilfonamid ¢o6zeltisine damla damla ilave edildi ve 10 dakika boyunca karistirildi.
Karistirma isleminden sonra elde edilen diazolanmais siilfonamid ¢ozeltisi tampon iginde
bulunan jel siispansiyonun iizerine hizlica ilave edildi ve 4M NaOH ile pH: 9.5’
ayarlandi 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 0,05M Tris-SO,4 tamponu ile yikandi. Yikama islemi bittikten
sonra 0,05M Tris-SO, tamponu igine alinan jel +4 °C de muhafaza edildi.

Sepharose-4B  jelinin olusum mekanizmasi basamaklar halinde asagida

gosterilmistir.
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1. Basamak

OCN
OH 209C  pH:11.0
+ oNBr ———~ Pl
-HBr
HO HO

Sepharose-4B Aktiflesmis Makriks
2. Basamak
NH
H g COOH
OCN | 4°C  pH:10.0 o o
—-C— —_—
. HN (lz CH; OH NH—CH— CH,
HO
HO COOH
L-tirozin
OH
Sepharose-4B-L-tirozin
3. Basamak
SO,NH, SO,NH,
© (NaNOz +HCI) ©
N*CI
Sulfonamid Diazolanmus Siilfonamid
4. Basamak NH
T |
o—C COOH
o—C COOH
SO,NH, NH CH CH,
NH CH— CH, HO
HO
pH 9.5
Sepharose-4B-L-tirozin Diazolanmis Siilfonamid Afinite Jelinin Son Durumu

Sekil 3.2. Sepharose-4B jeli reaksiyon mekanizmasi

3.2.2. Sigir Eritrositlerinden BCA Enziminin Saflastirilmasi

Calismada kullanilan BCA enzimi, Kiifrevioglu, O.1. damismanliginda, Arslan,
O. (1994) tarafinca hazirlanan tezden yararlanilarak asagidaki (Baslik 3.2.2.1. ve
3.2.2.2.) ilgili prosediire gore saflastirilmigtir [Arslan, 1994].

3.2.2.1. Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizat Eldesi

Deneyler igin sigir kani Siirt ilindeki hayvan kesim noktalarindan, ticari et
amagch kesilen sigirlardan kesim aninda alindi. Kanin pihtilagmasini 6nlemek amaciyla
daha 6nceden hazirlanan asit-sitrat dekstroz antikoagulant sivisindan her 100 mL kan
igin 15 mL eklenerek kanmn pihtilasmasi engellendi. Daha sonra +4 °C’de muhafaza

edildi ve ayn1 giin igerisinde kullanildi.
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Eritrositleri ayirmak amaciyla kanlar 30 mL’lik teflon tiiplere konuldu ve 5000
rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerde iistte kalan serum kismi
dikkatli bir sekilde atilarak altta kalan eritrositler %0,9’luk NaClI ¢ozeltisi kullanilarak
yikand1 ve istteki sivi kisim atildi. Daha sonra eldeki eritrositler 1,5 kat1 soguk distile
su ile hemoliz edildi. Hemoliz edilen tiipler birlestirilerek, hemolizin tam gergeklesmesi
icin tiipler bir siire hafif bir sekilde ¢alkalandi.

Daha sonra hemolizat1 hiicre zarlarindan ayirmak amaciyla +4 °C’de 15000
rpm’de 45 dakika boyunca santrifiij edildi. Hiicre zarlarindan ayrilan tstteki hemolizat
kismi dikkatli bir sekilde alind1 ve tris-base yardimai ile pH: 8.7°ye getirildi.

3.2.2.2. Hemolizattan Enzimin Saflastirilmasi

Daha énce hazirlanan ve +4 °C’de muhafaza edilen afinite jeli alimp kolona
paketlendi ve dengeleme tamponu ile dengelendi. Daha sonra elde edilen hemolizat
alinarak kolona tatbik edildi. Kolon, yikama tamponu ile yikanarak safsizliklarin
ortamdan uzaklastirilmas1 saglandi. Daha sonra BCA, eliisyon tamponu yardimi ile
afinite jelinden saflastirilarak 3 mL’lik tiiplere alindi. Aktivite tayini i¢in hazir hale
getirildi.

3.2.3. Enzimin Aktivite Tayini

Kinetik caligmalarda, CA aktivitesi dl¢iimleri estreaz aktivite 6l¢iimii yontemiyle
yapildi. Bu yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir. Prensip olarak, karbonik anhidraz susbtrat olarak kullanilan p-nitrofenil
asetati, p-nitro fenol ve p-nitro fenolata hidroliz etmekte ve bu da 348 nm de

absorbsiyon vermektedir. Reaksiyon denklemi su sekildedir;
0

cA / \
O,N OCCH; + H20 O,N OH + CH3COOH

Olgiimii yapilan 348 nm de dalga boyu, p-nitro fenol ve p-nitro fenolat iyonunun
izosestlik oldugu, yani her ikisinin de ayn1 absorbansi verdigi bolgedir. Fenol gruplar
asidik olduklar1 igin ortamin pH’ina gére degisen oranda fenolat ve H' iyonlarina
ayrigir. 348 nm de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat iyonunun absorbanslari ayni anda
okunabildigi i¢in bu durum absorbans oOl¢limiinii etkilemez. P-nitrofenol’in molar

ekstinksiyon katsayist €35 = 5,4 x 10° M™* cm™ dir. Bu dalga oyunda p-nitrofenil
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asetatin ¢ok az bir absorbsiyonu vardir ve molar ekstinksiyon katsayis1 €343 = 0,4 x 103
M™* cm™ dir. Eger lgiimler 1 cm’lik kiivetlerde yapilirsa, 348 nm’deki absorbans artisi
bese boliinerek hidrolizlenen p-nitrofenil asetat miktari mmolar cinsinden bulunur [Mc
Intosh, 1970].

Tayin islemlerinde asagidaki prosediir uygulandi:

Kuvartz kiivetlere 1,5 ml tamponlanmis enzim ¢dzeltisi ve 1,5 ml substrat (+inhibitor )
ilavesinden 3 dakika sonra, 25 °C de 348 nm’de absorbans okundu. Spektrofotometre
daha Once enzimsiz reaksiyon karigiminin 3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira
ayarlandi. Bu suretle, 3 dakika igerisinde esterin kendi kendine hidrolizlenen kismi1 ve
p-nitrofenil asetatin mevcut olan ¢ok az absorbsiyonu i¢inde bir diizeltme yapilda.

Bu deneyde kullanilan p-nitrofenil asetat substrat g¢ozeltisi giinliikk olarak
hazirlandi. 27 mg ester 1 mL aseton igerisinde ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 mL
distile suya, yavas yavas ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini
hazirlamak, esterin siirli ¢oziiniirliigiinden dolayr miimkiin degildir. Aseton, diger
organik coziiciilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicli oldugu i¢in
secildi. Enzim ¢Ozeltisinin tamponlanmasi, 0,5 M Tris-SO4 (pH: 7.4) ¢ozeltisi ile

yapild.

3.2.4. Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Afinite jeli ile saflastirlan BCA enziminin protein miktar tayini Bradford
yontemine goére yapild1 [Bradford ve ark., 1976]. Bu yontem; fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi ve olusan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [Bradford ve
ark., 1976]. Bu yontemin diger protein tayini yontemlerinden iistiin tarafi, ¢ok kisa
stirede uygulanabilmesi, bozucu faktorlerin az olmasi ve protein boya kompleksinin
¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein tayini isleminde asagidaki yol izlendi;
1 mg/mL sigir aliimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100
pL alindi. 100 mM Tris-HCI tamponu (pH: 8.0) ile tiim tiiplerin hacimleri 0.1mL’ye
tamamlandi. 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi.
Tiipler vorteks ile karigtirilarak 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: 8.0)
tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein

degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 4.1.).
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Hazirlanacak enzim c¢ozeltilerinden 0,1’er mL 2 ayn tlipe alinarak iizerlerine
5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. iki 6l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen protein

miktar1 standart gafik yardimiyla hesaplandi.

3.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Ile
Enzim Safligimin Kontrolii

Karbonik anhidraz proteinleri Laemmli metodu kullanilarak, %12’lik ayiric
(separating) jelde molekiiler agirliklarina gore ayristirilarak incelendi [Laemmli, 1970].
Elektroforez isleminde Biorad marka minijel unitesi kullanildi. SDS-PAGE molekiiler
agirlik standartlar1 (Abcam ab48854 Cambridge, UK) ve saflagtirilmig enzim 6rnekleri
Laemmli buffer (0.5M Tris-HCI, pH6.8, %10 Gliserol, %1 SDS, %0.05 bromfenol
mavisi ve %2 B-merkaptoetanol) ile esit oranda karigtirilarak su banyosunda 5 dakika
kaynatildi. Minijel tinitesinin alt ve {ist buffer tanklari 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 6rnekleri yiiklendi. Elektroforez islemi gii¢ tinitesine bagh
olarak her jel i¢in 20 mA kullanilmak suretiyle sabit akimda yaklasik 1.5-2.0 saat siirede
oda 1sisinda gerceklestirildi. Belirte¢ 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 bantlarini igeren ayirma
jeli boya ¢ozeltisi igine konuldu. 1.5-2.0 saat kadar calkalayici tizerine birakildi. Daha
sonra jel boya c¢ozeltisinden ¢ikartilarak boya ¢ikarma ¢o6zeltisine konuldu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu cozelti i¢cinde calkalandi. Jel boya ¢ikarma ¢ozeltisinden

cikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildi.
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Tablo 3.3. SDS-PAGE clektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlar

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid 15¢

Bis 014 g
alinarak son hacim distile su ile 50
mL'ye tamamlanir.

16,65 mL

2,6 mL

Distile su

20,1 mL

12,2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82

alinarak 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-HCI 3.94¢

aliarak 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 19

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

0,5 uL

200 pL

TEMED

25 plL

20 plL

%10'luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat 1g

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

750 pL

400 pL

3.2.6. BCA Enziminin Aktivitesini Yariya Diisiiren Inhibitér Konsantrasyonunun

(1Cs0) Hesaplanmasi

Orijinal sentez oksadiazol tiirevlerinin (6a—6t) 1Csy degerlerini bulmak igin,

optimum sartlarda p-nitrofenil asetat substratinin 2,98 mM sabit derisiminde ¢aligildi.

Once oksadiazol tiirevlerinin bulunmadig ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger

%100 aktivite olarak kullanildi. Degisik oksadiazol derisimlerine karsilik gelen

absorbanslar 348 nm’de kore karsi okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden %

aktiviteler hesaplandi. % Aktivite - [Oksadiazol tiirevleri] grafikleri ¢izildi. Bu

grafiklerden yararlanarak her bir oksadiazol tiirevleri i¢in ICsy degerleri hesaplandi.

34




3.2.7. Cheng&Prusoff Denklemiyle Inhibisyon Sabitlerinin (K;) Hesaplanmasi

Orijinal sentez oksadiazol tiirevlerinin (6a—6t) inhibisyon sabitleri (Kj)
asagidaki Cheng&Prusoff denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir [Cheng ve
prusoff, 1973].

1C
Ki — 50
1+ﬂ

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

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Standart grafik boliim
3.2.4.°de acgiklandig1 gibi hazirlandi. Saflastirma sonrasi elde edilen enzim ¢dzeltisinin
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
[],.‘}?‘i}.\
0,2921 ..

Absorbans

y = 0,0049x + 0,0021

2w (,9957

0,1954

0,1622

0 20 40 (] 80 100 120
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 Miktar:

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.)

4.3. BCA Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Safsizlik Kontrolii

Afinite kromatografisi kolonundan saflagtirilan BCA enziminin safligin1 kontrol
etmek amaciyla Boliim 3.2.5.°de anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS poliakrilamid jel
elektroforezine sigir kanindan saflagtirllan BCA enzim numunesi tatbik edildi. Protein
bantlarini igeren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi

(Sekil 4.2).
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70 kDa
57 kDa

40 kDa

29 kDa
28 kDa

18 kDa

Molekiiler
Marker

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

4.4. Enzimin Saflastirilmasi

Sigir kani Siirt ilindeki hayvan kesim noktalarindan alinmistir. Pihtilasmasini
onlemek amaciyla her 100 mL kan i¢in antikoagulant sividan 15 mL eklenerek kanin
pihtilasmas1 engellenmistir ve +4 °C’de muhafaza edilerek aym giin igerisinde
kullanilmistir.

Eritrositleri ayirmak amaciyla kanlar 30 mL’lik teflon tiiplere konulmustur. 5000
rpm’de 15 dakika santrifiij isleminden sonra serum atilmak suretiyle eritrositlerden
uzaklastirllmistir. Eritrositler % 0.9°lik NaCl ¢ozeltisi ile yikanmis ve listteki sivi kisim
atilmistir. Bu islemden sonra eritrositler 1,5 kat1 soguk distile su ile hemoliz edilmistir.
Hemolizatlar birlestirilerek, hemolizin tam gerceklesmesi i¢in tiipler bir siire hafif bir
sekilde calkalanmistir. Hemolizat1 hiicre zarlarindan aymrmak icin +4 °C’de 15000
rpm’de 45 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast hemolizatlar alinarak

pH’s1 Trisma-base ile 8.7’ye getirilmistir.
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4.4.1. Hemolizatin Afinite 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 uzaklastirilmasi saglanmistir. Sonrasinda, BCA
enzimi ellisyon tamponu yardimi ile afinite jelinden saflastirilarak 3 mL’lik tiiplere

aliip aktivite ¢aligmalari i¢in hazir hale getirilmistir.

4.4.2. BCA Enzimine Ait Aktivite Calismalar: ve Elde Edilen Veriler
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TABLO 4.2. BCA enzim aktivitesi iizerine 6a bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6a Kiivetteki | AA Aktivite | % Aktivite
Tris-S0s | ¢y eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6a (348 nm) | (U/mLda
IZFE)DOHU Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (uL) :lalf:)ml ig‘;:gmm k)

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0353 0,235 86,716
750 200 35 9,57 0,0333 0,222 81,919
750 15 500 165 70 19,13 0,0299 0,199 73,432
750 135 100 27,33 0,0240 0,160 59,041
750 85 150 41,00 0,0228 0,152 56,089
750 35 200 54,67 0,0188 0,125 46,125
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Sekil 4.3. 6a kodlu bilesige ait %Aktivite-[6a] grafigi




TABLO 4.3. BCA enzim aktivitesi iizerine 6b bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6b Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | 4 yeltisinin | Cézeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6b (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0352 0,235 86,716
750 200 35 9,57 0,0331 0,221 81,550
750 15 500 165 70 19,13 0,0296 0,197 72,694
750 135 100 27,33 0,0238 0,159 58,672
750 85 150 41,00 0,0225 0,150 55,351
750 35 200 54,67 0,0185 0,123 45,387
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Sekil 4.4. 6b kodlu bilesige ait %Aktivite-[6b] grafigi




TABLO 4.4. BCA enzim aktivitesi iizerine 6¢ bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6c Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cogeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6¢ (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0352 0,235 86,716
750 200 35 9,57 0,0329 0,219 80,812
750 15 500 165 70 19,13 0,0293 0,195 71,956
750 135 100 27,33 0,0235 0,157 57,934
750 85 150 41,00 0,0224 0,149 54,982
750 35 200 54,67 0,0182 0,121 44,649
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Sekil 4.5. 6¢ kodlu bilesige ait %Aktivite-[6¢] grafigi
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TABLO 4.5. BCA enzim aktivitesi {izerine 6d bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6d Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6d (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0355 0,237 87,454
750 200 35 9,57 0,0327 0,218 80,443
750 15 500 165 70 19,13 0,0291 0,194 71,587
750 135 100 27,33 0,0229 0,153 56,458
750 85 150 41,00 0,0217 0,145 53,506
750 35 200 54,67 0,0176 0,117 43,173
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Sekil 4.6. 6d kodlu bilesige ait %Aktivite-[6d] grafigi




TABLO 4.6. BCA enzim aktivitesi iizerine 6e bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6e Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6e (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0351 0,234 86,347
750 200 35 9,57 0,0318 0,212 78,229
750 15 500 165 70 19,13 0,0281 0,187 69,004
750 135 100 27,33 0,0217 0,145 53,506
750 85 150 41,00 0,0204 0,136 50,185
750 35 200 54,67 0,0162 0,108 39,852
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Sekil 4.7. 6e kodlu bilesige ait %Aktivite-[6€] grafigi




TABLO 4.7. BCA enzim aktivitesi iizerine 6f bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6f Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cizeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6f (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu ... .4 (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (uL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0353 0,235 86,716
750 200 35 9,57 0,0309 0,206 76,015
750 15 500 165 70 19,13 0,0266 0,177 65,314
750 135 100 27,33 0,0199 0,133 49,077
750 85 150 41,00 0,0188 0,125 46,125
750 35 200 54,67 0,0154 0,103 38,007
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Sekil 4.8. 6f kodlu bilesige ait %Aktivite-[6f] grafigi




TABLO 4.8. BCA enzim aktivitesi iizerine 6 bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 69 Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 69 (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0352 0,235 86,716
750 200 35 9,57 0,0304 0,203 74,908
750 15 500 165 70 19,13 0,0264 0,176 64,945
750 135 100 27,33 0,0194 0,129 47,601
750 85 150 41,00 0,0185 0,123 45,387
750 35 200 54,67 0,0153 0,102 37,638
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Sekil 4.9. 69 kodlu bilesige ait %Aktivite-[69] grafigi




TABLO 4.9. BCA enzim aktivitesi iizerine 6h bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6h Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S04 | 4 yeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6h (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0352 0,235 86,716
750 200 35 9,57 0,0300 0,200 73,801
750 15 500 165 70 19,13 0,0261 0,174 64,207
750 135 100 27,33 0,0192 0,128 47,232
750 85 150 41,00 0,018 0,120 44,280
750 35 200 54,67 0,0151 0,101 37,269
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Sekil 4.10. 6h kodlu bilesige ait % Aktivite-[6h] grafigi




TABLO 4.10. BCA enzim aktivitesi lizerine 6i bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6i Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 61 (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0353 0,235 86,716
750 200 35 9,57 0,0311 0,207 76,384
750 15 500 165 70 19,13 0,0273 0,182 67,159
750 135 100 27,33 0,0205 0,137 50,554
750 85 150 41,00 0,0195 0,130 47,970
750 35 200 54,67 0,0158 0,105 38,745
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Sekil 4.11. 6i kodlu bilesige ait %Aktivite-[6i] grafigi
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TABLO 4.11. BCA enzim aktivitesi lizerine 6j bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6j Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6] (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0332 0,221 81,550
750 200 35 9,57 0,0239 0,159 58,672
750 15 500 165 70 19,13 0,0199 0,133 49,077
750 135 100 27,33 0,0127 0,085 31,365
750 85 150 41,00 0,0115 0,077 28,413
750 35 200 54,67 0,0106 0,071 26,199
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Sekil 4.12. 6j kodlu bilesige ait %Aktivite-[6j] grafigi




TABLO 4.12. BCA enzim aktivitesi lizerine 6k bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6k Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6K (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,160 100,000
750 220 15 4,10 0,0336 0,148 92,500
750 200 35 9,57 0,0262 0,122 76,250
750 15 500 165 70 19,13 0,0224 0,114 71,250
750 135 100 27,33 0,0160 0,086 53,750
750 85 150 41,00 0,0148 0,075 46,875
750 35 200 54,67 0,0120 0,052 32,500
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TABLO 4.13. BCA enzim aktivitesi {lizerine 6l bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6l Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cigeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 61 (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0333 0,222 81,919
750 200 35 9,57 0,0248 0,165 60,886
750 15 500 165 70 19,13 0,0212 0,141 52,030
750 135 100 27,33 0,0142 0,095 35,055
750 85 150 41,00 0,0135 0,090 33,210
750 35 200 54,67 0,0110 0,073 26,937
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Sekil 4.14. 61 kodlu bilesige ait %Aktivite-[61] grafigi

62



TABLO 4.14. BCA enzim aktivitesi lizerine 6m bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6m Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cigeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6m (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0318 0,212 78,229
750 200 35 9,57 0,0204 0,136 50,185
750 15 500 165 70 19,13 0,0159 0,106 39,114
750 135 100 27,33 0,0100 0,067 24,723
750 85 150 41,00 0,0089 0,059 21,771
750 35 200 54,67 0,0080 0,053 19,557
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Sekil 4.15. 6m kodlu bilesige ait %Aktivite-[6m] grafigi




TABLO 4.15. BCA enzim aktivitesi lizerine 6n bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6n Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 60 (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0332 0,221 81,550
750 200 35 9,57 0,0253 0,169 62,362
750 15 500 165 70 19,13 0,0216 0,144 53,137
750 135 100 27,33 0,015 0,100 36,900
750 85 150 41,00 0,014 0,093 34,317
750 35 200 54,67 0,0113 0,075 27,675
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Sekil 4.16. 6n kodlu bilesige ait % Aktivite-[6n] grafigi




TABLO 4.16. BCA enzim aktivitesi iizerine 60 bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 60 Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cogeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 60 (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,034 0,227 83,764
750 200 35 9,57 0,0275 0,183 67,528
750 15 500 165 70 19,13 0,0235 0,157 57,934
750 135 100 27,33 0,0166 0,111 40,959
750 85 150 41,00 0,0154 0,103 38,007
750 35 200 54,67 0,0126 0,084 30,996
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Sekil 4.17. 60 kodlu bilesige ait %Aktivite-[60] grafigi
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TABLO 4.17. BCA enzim aktivitesi lizerine 6p bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6p Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6p (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0294 0,196 72,325
750 200 35 9,57 0,0183 0,122 45,018
750 15 500 165 70 19,13 0,0137 0,091 33,579
750 135 100 27,33 0,0088 0,059 21,771
750 85 150 41,00 0,0063 0,042 15,498
750 35 200 54,67 0,0054 0,036 13,284
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TABLO 4.18. BCA enzim aktivitesi lizerine 6r bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6r Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | 4y eltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6r (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0334 0,223 82,288
750 200 35 9,57 0,0226 0,151 55,720
750 15 500 165 70 19,13 0,0192 0,128 47,232
750 135 100 27,33 0,0119 0,079 29,151
750 85 150 41,00 0,011 0,073 26,937
750 35 200 54,67 0,0104 0,069 25,461
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Sekil 4.19. 6r kodlu bilesige ait %Aktivite-[6r] grafigi
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TABLO 4.19. BCA enzim aktivitesi lizerine 6s bilesiginin etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6s Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S0s | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6s (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0333 0,222 81,919
750 200 35 9,57 0,0221 0,147 54,244
750 15 500 165 70 19,13 0,0184 0,123 45,387
750 135 100 27,33 0,0113 0,075 27,675
750 85 150 41,00 0,011 0,073 26,937
750 35 200 54,67 0,01 0,067 24,723
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Sekil 4.20. 6s kodlu bilesige ait %Aktivite-[6s] grafigi
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TABLO 4.20. 6t kodlu bilesigin BCA enzim aktivitesi lizerine etkisi

50 mM Enzim Substrat Saf Su 6t Kiivetteki | AA Aktivite % Aktivite
Tris-S04 | 4 yeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi | Bilesigin | 6t (348 nm) | (U/mLdak)
tamponu & iWo.. (uL) Hacmi Bilesiginin
(nL) (nL) Kons.

(ng/nL)
750 235 0 0 0,0406 0,271 100,000
750 220 15 4,10 0,0335 0,223 82,288
750 200 35 9,57 0,0245 0,163 60,148
750 15 500 165 70 19,13 0,0207 0,138 50,923
750 135 100 27,33 0,0134 0,089 32,841
750 85 150 41,00 0,0131 0,087 32,103
750 35 200 54,67 0,0109 0,073 26,937
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Sekil 4.21. 6t kodlu bilesige ait %Aktivite-[6t] grafigi
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Sekil 4.22. 6a—t kodlu bilesiklere ait %Aktivite-[6a—t] grafigi
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Tablo 4.21. BCA enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren orijinal sentez oksadiazol
tiirevlerinin ICsq degerleri ve Cheng&Prosoff denklemine gore hesaplanmis K; degerleri

Madde kodu I1Cs0 degeri (uM) Ki (uM)
6a 45,77 8,74
6b 43,73 8,35
6c 42,18 8,05
6d 39,37 7,52
6e 34,20 6,53
6f 29,42 5,62
69 28,37 5,42
6h 27,50 5,25
6i 31,16 5,95
6j 17,01 3,25
6k 22,07 4,21
6l 18,67 3,56
6m 14,20 2,71
6n 19,38 3,70
60 22,10 4,22
6p 12,93 247
6r 16,20 3,09
6s 15,72 3,00
6t 18,03 3,44




5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu lisansiistii tez c¢alismasinda glokom hastaligr tedavisinde kullanilmaya
potansiyel aday olan ve Sakarya Universitesi Organik Kimya Anabilim Dali
calisanlarinca sentezlenip kodlariyla birlikte Tablo 3.1°de sunulan orijinal oksadiazol
tiirevlerinin BCA enzimi iizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir.

Laboratuvar c¢alismalarinda kullanilan BCA enzimi, Kiifrevioglu, O.I
danismanliginda, Arslan, O. Tarafindan 1994°te hazirlanan tezden yararlanilarak ilgili
prosediire gore saflagtirillmistir [Arslan, 1994]. Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonamid
kimyasal yapisina sahip afinite jeli {i¢ farkli reaksiyon sonucunda sentezlenebilmistir.
Bunlardan birincisi Sepharose-4B matriksinin CNBr vasitasiyla aktiflestirilmesi 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 oOncesinde tarafimizca diazolanmis olan p-aminobenzen siilfanilamidin
kenetlenmesidir.

Calismanin dizayn edilmesi siirecinde kati destek materyali olan maktriks
seciminde farkli matrikslerin kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Ancak Sepharose-4B’nin
serbest —OH gruplarinin, 6zellikle CNBr yardimiyla hem kisa siirede hem de verimli bir
sekilde aktiflesebildigi ve ilgili matriksin gayet iyi akis kabiliyetine sahip olmasi
literatiirde goriiliince, ¢alismamizda matriks olarak tekrardan Sepharose-4B’nin
kullanilmasina sebebiyet vermistir.

Calismamizda BCA enziminin aktivite tayin metodu olarak ilgili enzim esteraz
aktivitesinden faydalanilmigtir. 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-nitrofenole
hidroliz edilmesi ve p-nitrofenoliin 348 nm’de absorbsiyon vermesi esasina dayanan bu
yontem ilgili literatiirden yararlanilarak tarafimizca kullanilmistir.

Glokom tedavisinde kullanilmaya potansiyel aday olan karbonik anhidraz
inhibitorleri, bilim insanlar tarafindan ¢ogu kez arastirmalara konu olmus ve halen
arastirmalar devam etmektedir. [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., 2018; Daryadel ve ark., 2018; Qamar ve ark., 2018; Okten ve ark., 2019; Koyuncu
ve ark., 2019; Andreucci ve ark., 2019]
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Her gecen giin yeni sentez organik yapilarin hastaliklarla 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 ¢alisilmasindaki yegane sebep, karbonik
anhidrazin inhibisyonun daha uygun olarak saglanabilmesidir. Bu amacla, ge¢misten
giiniimiize gerek in vivo gerekse in vitro birgok ¢alismanin olagan hiziyla devam
etmekte oldugu literatiirden agik¢a 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 ¢ogu halen asetazolamid
tiirevleri oldugu ve bunun sebebinin ise glokom hastaliginin tedavisinde kullanilan bir
ilag etken maddesi oldugu bilinmektedir [Arslan, 1994]. Oyleki, bu sentezlenen
bilesiklerin tiimi karbonik anhidraz enzimine kars1 afiniteleri ¢ogu kez asetazolamid ile
kiyaslandigi yine bir¢ok literatiirce desteklenmektedir. [Mikus ve ark., 2018; Guerrini
ve ark., 2018; Mullens ve ark., 2018; Qamar ve ark., 2018; Rosenbaek ve ark., 2018].
Bilinen CA inhibitorlerinden oksadiazollerin yiiksek hidrolitik ve metabolik kararli
yapida olmalari, farmakokinetik davraniglari ve gozlemlenen in vivo etkileri bu
bilesiklerin ila¢ endiistrisi yoniinden 6nemli bir yere tasinmalarini saglamistir. Bu
baglamda calismamizda da kullanilan kimyasal yapilar orijinal sentez oksadiazollerden
olusmaktadir.

Bir inhibitoriin, bir enzim iizerine inhibisyon etkisini saptamada K; ve 1Cs
degerlerinden faydalanabilmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlar1 sabit
tutularak degisik inhibitor konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenebilmektedir.
Sonrasinda %50 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonu hesaplanabilmektedir.
Daha kolay uygulanmasi nedeniyle, her ne kadar K; sabiti gibi hassas olmasa da ICsg
degeri pratikte olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Bu sebeplerin hepsi goz Oniine
alindiginda yedi farkli inhibitér konsantrasyonu icin substrat konsantrasyonu sabit
tutularak 1Cso ve Cheng&Prosoff denklemi ile K; degerleri BCA enzimi igin tespit
edilmistir.

Orijinal sentez bilesiklerin BCA enzimi i¢in inhibisyon etkisi incelendiginde 6p
kodlu ve  4-(5-(4-(5-(3-florofenil-1,2,4-oksadiazol-3-yl)fenil)-1,3,4-oksadiazol-2-
yl)benzensiilfonamid isimli yapinin 12,93 uM ICsy ve 2,47 uM K; degerleri ile en iyi
inhibitér oldugu saptanmistir. Calismada kullanilan oksadiazol tirevli diger tim

bilesiklerin BCA enzimini farkli diizeylerde inhibe ettigi gorilmistiir.
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Aromatik ve heteroaromatik inhibitorlerin BCA enzimi i¢in yapilan inhibisyon
caligmalarinda enzimi inhibe ettigi agik¢a goriilmiistiir. Substrat olarak kullanilan p-
nitrofenil asetatin enzimin aktif bolgesine ¢ok yakin olan histidin amino asidinin
imidazol halkasmna baglandig1 literatiirce bilinmektedir. Ayrica siilfonamid
inhibitorlerinin karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesinde bulunan Zn*? ye bagli OH"
grubuna baglandigi bilinmektedir. Karbonik anhidraz enziminin aktif bdlgesine yakin
amino asitlerle hidrojen bagi yapabilen siilfonamid tiirevli inhibitorler ve p-nitrofenil
asetat, karbonik anhidraz enzimine farkli bolgelerden baglandiklari igin aralarinda
baglanma hususunda herhangi bir yaristan bahsedilemez. Dolayisiyla karbonik anhidraz
enziminin inhibisyon c¢alismasinda p-nitrofenil asetat substrat olarak kullanildiginda
stilfonamid tiirevleri karbonik anhidraz enzimini nankompetitif olarak inhibe eder.

Sonug olarak; Sakarya Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii
Organik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa ARSLAN ve
laboratuvar ¢alisanlarinca, Organik Kimya Laboratuvarlarinda sentezlenen orijinal
oksadiazol tiirevlerinin sigir eritrositlerinde oldukg¢a fazla bulunan BCA enzimi {izerine
inhibisyon etkileri arastirilmis olup bu bilesiklerin s6z konusu enzime afinitelerinin

farkl1 diizeylerde olsa da her birinin inhibisyon etkisi gosterdigi bulmustur.
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