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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

INSAN KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERI (hCA I-1T) UZERINE
4-METILBENZENSULFONAMID TUREVLERININ iNHIiBiSYON
ETKIiSIiNIN INCELENMESI

Tez Damsmant: Yrd. Do¢. Dr. Emir Alper TURKOGLU
2017, 70+xiii Sayfa
Jiiri: Do¢. Dr. Murat SENTURK
Yrd. Dog. Dr. Emir Alper TURKOGLU
Yrd. Dog. Dr. Serkan ORTUCU

Karbonik anhidrazlar (CA’lar), karbondioksit ve su arasindaki reaksiyonu katalize
eden metaloenzimlerdir. Bu ¢alismada, hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin insan
eritrositlerinden saflastirilmasi ve 4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin, enzimlerin
esteraz aktivitesi iizerine etkilerinin arastirillmasi amaglandi. Bu amagla oncelikle
hCA | ve hCA 1l izoenzimleri insan taze kanindan Sefaroz-4B-L-tirozin siilfanilamid
afinite kolon kromatografisi ile saflagtirildi. hCA I ve hCA II izoenzimleri sirasiyla
97,05 ve 468,90 kat saflastirild1 ve %67,82, %49,27 verimle elde edildi. Daha sonra,
ICsp degerlerini bulmak igin esteraz aktivitesi kullanilarak siilfonamid tiirevlerinin
insan karbonik anhidraz izoenzimi I ve II {izerine inhibisyon etkileri arastirildi ve
(%) Aktivite-[Siilfonamid] grafikleri ¢izildi. Elde edilen grafiklerden yararlanilarak
1-9 numarali siilfonamid tiirevlerinin hCA I ve hCA 1I i¢in ICso degerleri bulundu.
hCA I-IT igin ICsy degerleri sirasiyla 0,770-5,196 nM ve 18,887-56,862 nM

araligindadir.

Anahtar kelimeler: Enzim, hCA I-Il, 1Csy inhibisyon, karbonik anhidraz,

stllfonamid.



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF INHIBITION EFFECT OF 4-METHYLBENZENE
SULFONAMIDE DERIVATIVES ON HUMAN CARBONIC ANHYDRASE
ISOENZYMES (hCA I-11)

Advisor: Assist. Prof. Dr. Emir Alper TURKOGLU
2017, Page: 70+xiii
Juries: Assoc. Prof. Murat SENTURK
Assist. Prof. Dr. Emir Alper TURKOGLU
Assist. Prof. Dr. Serkan ORTUCU

Carbonic anhydrases (CAs) are metaloenzymes that catalyze the reaction between
carbon dioxide and water. In this study, it was aimed to investigate the purification of
hCA 1 and hCA 11 isoenzymes from human erythrocytes and the effects of certain 4-
methylbenzenesulfonamide derivatives on the esterase activity of enzymes. For this
purpose, firstly, hCA I and hCA 11 isoenzymes were purified from human fresh blood
by Sepharose-4B-L-tyrosine siilfanilamide affinity colon chromatography. The hCA
I and hCA 11 isoenzymes were purified 97,05 and 468,90 fold and obtained with
%67,82, %49,27 vyield, respectively. Subsequently, the inhibitory effects of
sulfonamide derivatives on human carbonic anhydrase isoenzymes | and Il were
investigated using esterase activity and plotted (%) Activity-[Sulfonamide] graphs to
find ICsp values. Utilizing the obtained graphs, 1Cs values for hCA | and hCA Il of
the 1-9 numbered sulfonamide derivatives were found. The 1Cs values for hCA I-II
are in the range of 0,770-5,196 nM and 18,887-56,862 nM, respectively.

Key words: Carbonic anhydrase, enzyme, hCA I-I1, 1Csq, inhibition, sulfonamide.



ONSOZ

Ik belirtisi 1920’lerin sonunda goriilen ve daha sonraki yillarda enzim oldugu
kesfedilen karbonik anhidraz enzimi, Lindskog tarafindan 1960°da ilk kez sigir
eritrositlerinden saflastirilmistir. Metabolik bir enzim olan CA, karbondioksitin
bikarbonata doniisen hidrasyonunu katalizleyen ve biyomineralizasyon siirecinde yer
alan metaloenzimdir. Ayrica birgok biyosentetik, fizyolojik ve patolojik siirecte de
rol oynar.

Calismamizda 4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin saflastirilan insan karbonik
anhidraz izoenzimleri (hCA I-1l) iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu amagla
caligmanin giris boliimiinde enzimlerle ilgili genel bilgi verildikten sonra karbonik
anhidraz enzimi tanitilmistir. Metaryal ve metod bdliimiinde, kullanilan metaryaller
ve c¢alisma yontemi hakkinda bilgi verilmistir. Son boliim olan sonug ve Onerilerde
ise elde edilen sonuglar lizerinden degerlendirmeler yapilmistir.

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calismanin deneysel kismi1 Agri Ibrahim
Cecen Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Bu calismanin tamamlanmasinda ve yiiksek lisans 6grenimim siiresince bana yol
gosteren, tecriibelerinden faydalandigim ve her zaman yanimda olan danisman
hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Emir Alper TURKOGLU na tesekkiirii bir borg
bilirim.

Caligmalarim esnasinda yardimini esirgemeyen hocam Saymm Dog¢. Dr. Murat
SENTURK ’e tesekkiir ederim.

Hayatimin her déneminde benden destegini esirgemeyen aileme, Serife BAVLI ye
sevgilerimi sunarim.

Tezimi, merhum babam ibrahim EFE’ye ithaf ediyorum.

24 /07 /2017

Asiye EFE
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Biyokatalizor olarak enzim kavrami ilk 1833 yilinda nisastanin diastaz ile
katalize edilen sekerlere doniistiiriilmesi ile kesfedilmistir. Enzimler, optimum
kosullar  altinda  karmagsik  kimyasal siiregleri  kolaylastiran  biyolojik
makromolekiillerdir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi canlilarda islev
goren enzimler yagamin temelini olusturmaktadir. Enzim katalizi olmadan cogu
reaksiyon yavas gergeklesir ancak dogadaki tiim reaksiyonlar kataliz gerektirmez
(Nannipieri et al. 2002; Cuesta et al. 2015; Haertle” 2016; Gong et al. 2017). En basit
diizeyde enzim katalizli bir reaksiyon i¢in klasik 6rnek asagidaki sema gosterilebilir
(Sekil 1.1). Burada E, S, ES ve P sirasiyla enzim, substrat, enzim-substrat kompleksi

ve reaksiyon triinlerini belirtir; ky, K, ve K3 ise hiz sabitleridir.

E+S <—E§—>ES<"—3>E+P

Sekil 1.1. Enzim katalizli kimyasal reaksiyon (Bergaya et al. 2006)

Bir enzimin genel yapisi nispeten kiigiik iic boyutlu bir oyuktan, katalizde
dogrudan yer alan amino asit kalintilar1 ve katalitik bolgeden olusur (Engelking
2015). Enzimler en az bir polipeptit zincirinden olusur ve yapilart amino asitlerin
sekansindan tiiremistir. Enzimler, aktivitelerini tanimlayan terime ‘-az’ son eki
eklenerek isimlendirilir (Perales et al. 2016). Ureaz drneginde oldugu gibi substratin
adma ‘-az’ son eki eklenerek isimlendirilmistir (McDonald and Tipton 2014).

1.1.1. Enzimlerin 6zellikleri

Enzim molekiillerinde bulunan 6zel bir oyuk veya yuvaya verilen isim olan
aktif bolge, amino asit yan zincirleri igerir ve substrati baglayarak bir enzim-substrat
(ES) kompleksi olusturur. ES, daha sonra enzime ve iiriine par¢alanan enzim-iiriin
kompleksine (EP) doniisiir. Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin  ¢ogu
katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 10% ila 10° kat daha hizlidir. Hemen her enzim
molekiilii saniyede 100 ila 1000 substrat molekiiliinii {iriine ¢evirebilir. Enzim basina

diisen iiriine gevrilmis substrat molekiilii sayisina ‘turnover sayisi” denir. Bir ya da



birkag belirli substrat ile etkileserek yalnizca tek tip kimyasal reaksiyonu
katalizleyen enzimler bu 6zelliklerinden dolay1 6zgiildiirler.

Baz1 enzimlerin aktivitelerinin meydana gelmesi i¢in substrata ek protein
yapisinda olmayan molekiillere ihtiya¢ duyarlar. Holoenzim, ‘non-protein’ yapidaki
bilesenle birlikte aktif enzimin tamamini ifade ederken; apoenzim protein yapida
olan inaktif kisimdir. Protein olmayan bolge, Fe*? veya Zn*? gibi bir metal iyonu ise
kofaktor; kiiclik bir organik molekiil ise koenzim adini alir.

Enzimler hiicre ihtiyacin1 kasilayacak sekilde inhibe ve aktive edilerek
diizenlenebilir. Bir¢ok enzim hiicre igerisinde 6zgiil organlarda bulunur. Boyle bir
yerlesim reaksiyonlar i¢in uygun ortam ve enzim organizasyonu saglar (Engelking
2015; Ergen 2015).

1.1.2. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzim aktivitesi iizerinde etkili bazi1 fiziksel ve kimyasal parametreler
mevcuttur.

Sicakhk: Cogu kimyasal reaksiyonda oldugu gibi enzim Katalizli
reaksiyonlarda da sicaklik arttikga reaksiyon hizi artar. Bunun nedeni sistemin
enerjisinin artmasiyla reaksiyondaki molekiillerin hizlanmasi ve kimyasal bilesenler
arasindaki etkilesim imkaninin artmasidir. Her enzimin maksimum aktivite
gosterdigi optimum bir sicaklik vardir. Insan enzimleri yaklasik 37°C’lik sicaklikta
caligir. Yiiksek sicaklik ise enzimlerin molekiiler yapisini bir arada tutan etkilesim
agini bozar.

pH: Enzim aktivitesi i¢in bir diger kritik parametre pH’dir. Sicaklikta oldugu
gibi enzimlerin optimum diizeyde ¢alistig1 bir pH ve aktif oldugu bir pH ¢alisma
araligi vardir. pH, calisma araligi disinda artar veya azalirsa enzimin yapist geri
doniisiimsiiz olarak etkilenebilir.

Kimyasal bilesikler: Bazi1 kimyasal bilesikler enzim aktivitesini etkileyebilir.
Bu bilesikler enzim aktivitesini azaltarak veya ortadan kaldirarak protein yapisindaki
kritik bolgelere ters veya geri doniigiimsiiz baglanabilir (Caballero et al. 2016).

Aktivatorler, inhibitorler, substrat olarak metal-niikleotit kompleksleri, iyonik
kuvvet, tamponlar, organik ¢oziiciiler ve basing enzim aktivitesini etkileyen faktorler
arasindadir (Purich 2010).



1.1.3. Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler alti ana sinifa ayrilir. Bunlar; oksidorediiktazlar, transferazlar,
hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlardir (Keller et al. 2015).

Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar, iki substrat arasinda redoks reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimlerdir. Alkol, aldehit, keton, aminler, difenol ve iminler gibi substratlar iizerine

etki eder.

Transferazlar

Transferazlar, iki substrat arasinda hidrojen haricindeki gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir.

Hidrolazlar

Hidrolitik enzimler, kovalent baglar1 pargalar ve ester, eter, peptid, glikozid,
anhidrid, C-halojeniir veya P-N baglarinin su molekiilii katilmasiyla hidrolizini

katalizler.

Liyazlar

Liyazlar, hidrolizden farkli bir mekanizmayla substratlardan gruplarin

uzaklastirilip ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.

Izomerazlar

[zomerazlar optik, geometrik veya yapisal izomerlerin  birbirine

doniistiiriilmesini katalizleyen enzimlerdir.

Ligazlar

Ligazlar, baz1 yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden (ATP ve GTP gibi) fosfat
baginin kopmasi sonucunda ortaya cikan enerji ile iki molekiiliin baglanmasi
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Aszalos et al. 1978; Keha ve Kiifrevioglu
2009).

Enzim calismalar1 yirminci ylizyilin ikinci yarisinda genetik miihendisligi

tekniklerinin baglangici ile ilerleme kaydetti. Bu gelismenin bir sonucu olarak



giiniimiizde herhangi bir organizmadan hemen her enzimi biiyilkk miktarda ve saf
formda elde etmek miimkiindiir (Haertle” 2016).

Enzim izolasyonu, biitiin hiicrelere ihtiyag duymadan dogrudan biyolojik
transformasyona izin verir. Biyokatalizor olarak hiicreler yerine izole edilmis

enzimlerle biyotransformasyon bir¢ok avantaj1 saglar (Clarke 2013).

1.1.4. Enzim aktivitesinin inhibisyonu

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hizini azaltan maddelere ‘inhibitor’
denir (Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Enzimatik inhibisyon, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak tizere iki sekilde
siiflandirilir. Doniisiimlii  inhibisyon ise; yarismali (competitive), yarismasiz
(noncompetitive), karma tip (mixed type) ve sinirli yarismali (uncompetitive)
inhibisyon seklinde gruplara ayrilir.

Dontisiimsiiz  (irreversible) inhibisyonda enzim, baslangictaki aktivitesini
kaybeder ve ilk etkisi asla elde edilemez. Yarismali (competitive) inhibisyonda
substrat ve inhibitdr, enzimin aktif bolgesinde bir rekabet i¢cindedir. Yarismasiz
(noncomptitive) inhibisyonda inhibitér, enzimin aktif olmayan bolgesine baglanir.
Inhibitdriin enzime baglanmasi sonucunda enzimin aktif yan bilesimi degisir ve bu
nedenle substrat enzime baglanamaz. Karma tip (mixed type) inhibisyonda inhibitor
hem enzimin kendisine hem de enzim-substrat kompleksine baglanabilir. Sinirh
yarigmali (uncompetitive) inhibisyonda ise inhibitor, enzim-substrat kompleksine
baglanir ve sonugta iiriin olusmaz. Inhibisyon tiirlerinin hepsinde reaksiyon hizinda

diistis gozlenebilir (Kurbanoglu et al. 2016).

1.1.5. Enzim reaksiyon kinetigi

Enzim kinetigi, enzim katalizli reaksiyonlarin hizini etkileyen faktorleri ele
alan enzimolojinin dalidir. En o6nemli faktorler; enzim konsantrasyonu, ligand
konsantrasyonu, pH, iyon kuvveti ve sicaklik seklinde siralanabilir (Segel 1975).

Enzim inhibisyonu (déniisiimlii), inhibisyon tiiriniin ve inhibisyon sabitinin
belirlenmesi igin grafiksel ¢izimler gerektirir. Dolayisiyla bugiine kadar;
Lineweaver-Burk, Dixon ve Cornish-Bowden gibi grafikler onerilmistir (Amine et
al. 2014).



Michaelis ve Menten, substratin (S) ‘enzim-substrat (ES)’ kompleksini
olusturmak icin enzime (E) baglanan gruplar1 gosteren bir mekanizma Onermistir.
Sonugta enzimatik reaksiyona bagli olarak bir reaksiyon triinii (P) meydana gelir.

Olusturulan denklem ise asagida gosterilmistir:

Vo= Vmax [S] [ Km+ [S]

Burada Vj ilk hiz, Vmax maksimum hiz, S substrat konsantrasyonu ve K,
Vmax I 2 konsantrasyonudur. K, ve afinite ters orantilidir. Diger bir deyisle kiiglik
Km’ye sahip bir enzim, substratina kars1 yiiksek afinite gosterir.

Enzim reaksiyon kinetigi a¢isindan enzimin maksimum hizi (Viax), yarismali
inhibisyonda degismezken; Michaelis Menten sabiti (K,) artar. Yiiksek substrat
konsantrasyonunda bu inhibisyon olusmaz. Yarismasiz inhibisyonda substrat ve
inhibitér rekabet halinde degildir, Vnmax azalirken; Ky, sabit kalir. Yarismali
inhibisyonun aksine yarismasiz inhibisyon, yiiksek substrat konsantrasyonunda
olugabilir. Smirli yarigmali inhibisyonda ise inhibitér sadece enzim-substrat
kompleksine baglanir. Bu inhibisyonda Kp azalir ve Vpu'ta diisiis gozlenir

(Kurbanoglu et al. 2016).

1.2. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA) enzimi faaliyetinin ilk belirtisi, 1920’lerin sonunda
goriilmiistiir. Hemoliz kamiyla yapilan deneyler, kandan c¢ikan karbon dioksit
oraninin beklenenden yiiksek oldugunu ve kanin bu reaksiyon i¢in bir katalizor ihtiva
edebilecegini gostermistir. Birkag yil aradan sonra katalizoriin bir enzim oldugu
kesfedildi ve adi ‘CA’ oldu. Daha sonra, ilk kez kismen izole edildi ve
saflastirildiginda katalizoriin molekiil basina bir ¢inko iyonu icerdigi ve yaklasik 30
kDa’lik bir molekiiler agirliga sahip oldugu goriildii. Sigir eritrositlerinde bir litre
kanda 2 g enzim bulunmasi, CA’y1 kandaki en ¢ok bulunan proteinlerden biri haline
getirdi.

Lindskog, 1960°da ilk kez sigir eritrositlerinden CA’y1 saflastirdi. 1961
yilinda ise Nyman, CA’y1 insan eritrositlerinden saflastirdi. Enzim, Lindskog

tarafindan kullanilan kromatografik yontemler kullamlarak saflastirildi. Insan



eritrositlerinde etanol-kloroform ekstraksiyonunu igeren yontemle iki CA izoformu
tespit edildi. Bu izoformlara insan karbonik anhidraz | (hCA 1) ve insan karbonik
anhidraz Il (hCA I1) ad1 verildi.

Cizelge 1.1. Afinite jelleri kullanilarak karbonik anhidraz (EC 4.2.1.1)

izoenzimlerinin izolasyonu (Guler et al. 2016)

Afinite ligandlar Kati destekler veya

immobilize afinite ligandlari

Siilfanilamid Sefadeks G-150
(P-Aminometilbenzen siilfonamid) Sefaroz-4B
2-Amino-l,3,4-tiadiazol-5 stlfonamid NH,(CH,);,COOH ile sefaroz
P - [(2,4-Diaminofenil) azo] benzen-siilfonamid CM-Sefadeks

(Prontosil)

Gegmiste yapilan g¢alismalardan farkli olarak Guler ve arkadaslari, bazi
modifikasyonlarla o-CA’larin saflastirilmasi i¢in yeni bir afinite jeli hazirladi.
Kromatografik yatak materyali olarak EUPERGIT C-250L kullanildi. Matriks ve
ligand arasindaki sterik engellemeyi onlemek i¢in etilendiamin ara levha-kollar
EUPERGIT C-250L’ye baglandi. Bu strateji, CA’nin aromatik siilfonamid tiirliniin
spesifik bir ligandina etkili bir sekilde baglanmasini gelistirdi (Guler et al. 2016). CA
saflagtirmast igin kullanilan afinite jellerine / ligandlarina genel bir bakis Cizelge

1.1°de gosterilmistir.

1.2.1. Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik fonksiyonlar ve dagilimi

Karbonik anhidraz enzimi, hem tasima hem de metabolik siiregler i¢in

hiicresel diizeyde merkezi bir enzimdir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. Insan karbonik anhidraz enzimlerinin baslica fonksiyonlar1 ve eksprese

edildigi yerler (Hassan et al. 2013)

izoenzimler Numara Amino Fonksiyonlar Eksprese edildigi yerler
asitler
CAI P00915 261 Antireflii savunmas, gaz Eritrositler ve gastrointestinal sistem
aligverisi ve iyon tagmimi Gl
(260) sverisi ve iyon tas (D))
CAll P00918 260 Antirefli  savunmasi, kemik Neredeyse tiim hiicreler
(259) rezorpsiyonu, sulu humor iiretimi,
sperm motilitesi, idrar
asidifikasyonu, koloni uyarici
faktor (CSF) sekresyonu, gaz
aligverisi  ve COz’ye nazal
kemosensitivite (kemoterapi)
CA Il P07451 260 Antireflii savunmasi, yag asidi Insan embriyosunda notokord ve
(259) metabolizmast, okiiler sivi  iskelet kasi, miyotomlar ve ekstremite
tagiimi ve homeostaz tomurcuklarinin 6n kas kitleleri ve tip
1 kasinda ¢dziiniir proteinin %8’
CA IV P22748 312 COy’ye nazal kemosentivite, Gastrointestinal sistem (GI), bobrek,
(266) antireflii savunmasi, HCO3 geri  endotel, pankreas, tiikriik bezleri, kalp
emilimi, NH," ¢kisi, pH kasi, gdz ve kalin bagirsagin kolon
regiilasyonu, okiiler sivi tretimi,  bolimii
gaz aligverisi ve serebral kan akisi
CA VA P35218 305 Adipositlerdeki piruvat  Karaciger, bobrek, pankreas
(267) karboksilaz ~ ve  biyosentetik  adaciklari ve beta hiicreleri
reaksiyonlar  igin  bikarbonat
saglayan mitokondriyal enzim
CAVB Q9Y2D0 317 Biyosentetik  reaksiyonlar ve Pankreas, bobrek, tiikrik bezi ve
(284) amonyak detoksifikasyonu  omurilikte fakat karacigerde
(toksinsizlestirme) goriilmez. Kalp ve iskelet kasi ve

gastrointestinal mukoza




Cizelge 1.2. (Devam) Insan karbonik anhidraz enzimlerinin baslica fonksiyonlar1 ve

eksprese edildigi yerler (Hassan et al. 2013)

CAVI

CAVII

CA VIl ile

ilgili protein

CAIX

CAX

CA Xl ile
ilgili protein

CAXII

CAXIII

CAXIV

P23280

P43166

P35219

Q16790

QINS85

075493

043570

Q8N1Q1

QOULX7

308
(291)

264

290
(289)

459
(422)

328

328

354
(330)

262

337
(322)

pH regiilasyonu, antirefli

savunmas, kanserojenlerden

korunma ve tat fonksiyonu

Beyin omurilik sivisi iiretimi

Islevsiz

pH regiilasyonu, hiicre
adhezyonu, hiicre proliferasyonu
ve diferansiyasyonu, iyon
taginimi, testis sivisinin

konsantrasyonu ve asidifikasyonu

Islevsiz

Islevsiz

pH regiilasyonu, sulu humus

iretimi, HCO;z emilimi, H*
sekresyonu ve testis sivilarinin

konsantrasyonu ve asidifikasyonu

Bobrek, mide-bagirsak ve iireme
bolgelerindeki asit-baz dengesinin

korunmasi ve pH regiilasyonu

HCOjemilimi ve noronal iletimin

modiilasyonu

Tikrik salgisi, gozyast ve  siit,
nazolakrimal, von Ebner’s ve meme

bezleri

Merkezi sinir sistemi

Serebellar purkinje hiicreleri

Normal gastrointestinal sistem (Gl),
birkag kanser tirii ve erkek akinti

kanali

Beyindeki giiglii ekspresyonlar ve
merkezi sinir sistemi, miyelin kilifi,

kolorektal neoplazma ve yiizey

mikrovilisi
Spinal korttaki orta  derece
ekspresyonlart  olan  fonksiyonsuz

beyin. Beyindeki giiglii ekspresyonlar

ve merkezi sinir sistemi

Kolon, bobrek, prostat, bagirsak ve
aktive olmus lenfositler, belirli kanser
tirleri, gogis, akciger, goz, erkek

akint1 kanallar1 ve {ireme epiteli

Timiis, ince bagirsak, dalak, prostat,
yumurtalik, kalin bagirsagin  kolon

bolimii ve testis

Merkezi sinir sisteminin pargalart ve
erigkin karaciger, kalp, ince bagirsak,
kalin  bagirsagin  kolon  bolimi,

bobrek, mesane, iskelet kasi ve beyin




CA 1, kirmizi kan hiicrelerinde en ¢ok miktarda bulunan hemoglobin proteini
olmasina ragmen eksikliginde herhangi bir anormallik goriilmez. Sitozolik CA I,
eritrositlerde CA II’den 5-6 kat fazla bulunur ancak CA Il kadar yaygin degildir.
hCA 11, en yaygin sekilde izole edilen izoformudur. Ayrica kemik rezorpsiyonundan
solunuma ve pH diizenlemesine kadar degisen siireglere katilir. Sitozolik CA I
aktivitesi, triner asidifikasyonu artirir. hCA 11l yag dokulari, hepatositler ve iskelet
kas1 lifleri gibi yliksek oksidasyon oranlarina sahip hiicrelerde antioksidan bir role
sahiptir. CA IV (membrana bagli) aktivitesi, triner asidifikasyonu artirir ve CO;
taginmasinda rol oynar.

hCA V, mitokondriyal matriste VA ve VB seklinde bulunur. hCA VA,
glikoneogenez i¢in bikarbonat; pirimidin baz sentezi igin ise yag asitleri saglar ve
kalp, akciger, bobrek, dalak ve bagirsak mitokondrilerinde bulunur. hCA VB,
metabolizmada orta derecede rol oynayan pankreas, bobrek ve tiikriik bezlerinin
mitokondrilerinde eksprese edilmistir. CA VI, tikiirik bezlerinden salgilanir.
Antireflii savunmasinda pH’1 diizenler ve mide ile yemek borusunda koruyucu bir
etkiye sahiptir ancak tat fonksiyonuna sahip olmasi essiz bir 6zelliktir (Lindskog
1997; Aggarwal et al. 2013; Hassan et al. 2013).

CA ile ilgili proteinler (CA VIII, X ve XI) daha ¢ok merkezi sinir sistemi,
beyin ve akcigerde eksprese edilir. CA IX, hipoksik tiimorler igin bir belirtegtir ve
meme kanseri hastalarinda kotii prognoz ile korelasyon gosterir. CA IX
ekspresyonunun ve aktivitesinin tiimor hiicrelerinde metabolik islev bozuklugu ile
iligkili oldugu belirtilmistir (Hassan et al. 2013).

hCA XII, gastrointestinal mukozada eksprese edilir. Bununla birlikte;
akcigerler, bobrekler, prostat ve gogiis timorleri de dahil olmak iizere epitelyal
timorlerde asirt derecede eksprese edilmistir. hCA XIV, beyinde ve retinalde
bulunur. Ayrica sinir retinasindan CO2’nin uzaklastirilmasini  sagladigr  ve
fotoreseptor islevini modiile etmesine yardimci oldugu diisiintilmektedir (Aggarwal
et al. 2013).

Insan viicudunda sadece o-CA’lar bulunmustur. insanda bulunan 15 CA
izoformundan 12’si Kkatalitik olarak aktiftir ve bunlarin; alt hiicre lokalizasyonu,
organ ve dokulardaki dagilimi, ekspresyon seviyeleri, kinetik 6zellikleri ve inhibitor

baglanma afiniteleri farklilik gosterir (Smirnoviené et al. 2017).


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/glikoneojenez

1.2.2. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

Fizyolojik reaksiyonlarin yani sira karbonik anhidrazlar gesitli reaksiyonlari
da katalizler: Ornegin COy’nin bikarbonata hidrasyonu (reaksiyon 1, Cizelge 1.3);
siyanatin karbamik aside ve siyanamidin tireye hidrasyonu (reaksiyon 2 ve 3); gem-
diollere aldehid hidrasyonu (reaksiyon 4); karboksilik veya siilfonik asit hidrolizi

(reaksiyon 5, 6) ve daha az incelenen hidrolitik igslemler (reaksiyon 7-9)’dir.

Cizelge 1.3. a-CA’lar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar (Supuran et al. 2003)

Reaksiyon no Reaksiyonlar

1 0=C=0 + H,0 «> HCO3+H’

2 O=C=NH + H,0O <« H,NCOOH

3 HN=C=NH + H,O0 < H,NCONH,

4 RCHO+ H,0 < RCH(OH),

5 RCOOAr + H,O0 < RCOOH + ArOH

6 RSO;Ar + H,O < RSO;Ar + ArOH

7 ArF + H,0 < HF + ArOH (Ar=2,4-Dinitrofenil)
8 PhCH,OCOCI + H,0 < PhCH,0OH + CO, + HCI
9 RSO,CI + H,0 < RSO;H + HCI (Re=Me; Ph)

10



1.2.3. Karbonik anhidraz enziminin fiziksel, kimyasal ve Kkinetik

ozellikleri

Karbonik anhidrazlar (EC 4.2.1.1), karbondioksitin bikarbonata ve protonlara
doniisebilen  hidrasyonunu  Katalizleyen ve ¢ogunlukla ¢inko bulunduran

metaloenzimlerdir (Smirnoviene et al. 2017, Sekil 1.2 ).

CO, + H,O (C—A) H,CO3 « HCOj3 + H

Sekil 1.2. Karbondioksitin (CO,) hidrasyonu ve dehidrasyonu (Topal et al. 2017)

Karbonik anhidraz 1932’de kesfinden bu yana en iyi karakterize edilen
enzimlerden biri haline gelmistir ve eritrositlerin temel protein bilesenini temsil eder
(Rickli et al. 1964; Register et al. 1978).

[Ik tanman metaloenzim olan karbonik anhidraz, Meldrum ve Roughton
tarafindan eritrositlerden izole edilmistir. CA I, CA II ve CA II’in her biri
engellenmis bir N-terminal grubuna sahip ve aktivitesi i¢in gerekli olan ¢inkoyu
icerir. Bu izoenzimler belirgin olarak ayri genler tarafindan kodlanir ve amino asit
dizileri biiyiik bir homoloji gosterir. Karbonik anhidrazlar, CO2’nin hidrasyonunun
geri doniistimlii katalizine ilaveten gesitli aldehitlerin ve piriivik asitin hidrasyonunda
ve oldukea farkli bilesiklerin bir dizi hidrolizinde katalizorlikk gorevi yapar (Deutsch
1987). Gaz degisimi, asit-baz dengesi, salgilama, fotosentez gibi siireglerin
potansiyel bir diizenleyicisi olan enzim; biyosentetik siiregler, kemik erimesi,
kalsifikasyon ve tiimore 6zdesliginin yanisira diger pek ¢ok fizyolojik ve patolojik
stiregte de rol oynar (Ferroni et al. 2017; Prete et al. 2017a).

Karbonik anhidrazlar omurgalilarda, omurgasizlarda, yiiksek Dbitkilerde
(yosunlarda) ve bazi bakterilerde bulunur. Bugiine kadar 16 CA izoenzimi
memelilerde kesfedilmistir ve en fazla ilgi insan CA I-11 ve sigir CA 11l (bCA)’e
odaklanmistir. Bunlar yaklagik 29 kDa molekiiler kiitleli monomerlerdir. Kristal
yapilart 0,2 nm veya daha yiliksek c¢ozlniirlikte ¢ozilmistiir. Ayrica polipeptit
zincirinin katlanmasi her {i¢ izoenzim igin de benzerdir (Johansson and Forsman
1993; Sentiirk et al. 2009). CA’nin ¢ekirdek yapisinda 259 amino asit ve 10 B-tabaka
bulunur (Khameneh et al. 2017). Baz1 CA izoformlari, turnover sayist > 10® s ile

dogada bilinen en etkili katalizorler arasindadir (Heravi et al. 2017). izoenzimler,
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immiinokimyasal ve genetik olarak birbirinden farklidir. Ayrica izoenzimlerin her
birinin birgok elektroforetik varyanti vardir (Register et al. 1978).

CA kesfinden bu yana, memeli kirmizi kan hiicrelerinde bol miktarda
bulunurken; doku ve salgi organlarinin farkl tiirlerinde daha az bulunur (Krungkrai
et al. 2001). CA I (disiik aktivite, siilfonamide duyarli form), ¢cogunlukla kirmizi
hiicrelerde bulunurken; korbagirsak, kalin bagirsak mukozasi, hipofiz bezi, siliyer
cisim gibi dokularda da mevcuttur. CA 1II (yiiksek aktivite ve siilfonamide duyarh
form) kirmiz1 kan hiicrelerinde ve diger dokularin ¢ogunda bulunur. CA III (diisiik
aktivite ve siilfonamide direngli form) ise kirmizi iskelet kasinda oldukca fazla
bulunur. Her ti¢ izoenzim, CO2’nin geri doniisiimlii hidrasyonunu katalize etse de
bazi ester baglantilarin1 da hidrolize eder ve asetazolamid (AZA) gibi heterosiklik
stilfonamidler tarafindan segici olarak inhibe edilir. Bunlarin goreceli aktiviteleri ve
siilfonamid inhibisyon dereceleri 6nemli Ol¢iide degisebilir. Ornegin CA I
izoenzimleri en yiiksek CO, hidrataz, esteraz aktivitelerine ve siilfonamidler i¢in en
yiiksek afiniteye sahiptir. Bunu, CA | izoenzimleri takip eder ve son olarak CA Il
izoenzimleri, CO, hidrataz ve esteraz aktivitelerini belirgin derecede diisiik
gosterirler ve sililfonamidler tarafindan zayif sekilde inhibe edilirler (Carter et al.
1981).

Memelilerde bir litre kanda (kirmizi hiicreler) yaklasik 1-2 g karbonik
anhidraz bulunur, nispeten kararhidirlar ve suda ¢oziniirler. pH 6-10 araliginda
aktiviteyi korurlar, maksimum etkiyi pH 8 de gosterirler ve izoelektrik noktalar

enzim tiirtine bagh olarak yaklagik 5,5 ila 7,5 arasinda degisir (Maren 1967).

1.2.4. Karbonik anhidraz enziminin ii¢c boyutlu yapisi

Karbonik anhidrazlar, karbondioksitin bikarbonata doéniisen hidrasyonunu
katalizleyen ve biyomineralizasyon siirecinde yer alan metaloenzimlerin bir ailesidir
(Coban et al. 2007; Ferry 2010).

CA’lar yedi gen ailesi tarafindan eksprese edilir, bunlar; a-, B-, y-, o-, &, n-
ve 0-CA’lardir (Prete et al. 2017a). Bu enzimler, benzer bir yapiya ve hidrataz
aktivitesine sahipken; genetik agidan daha disiik bir sekansa sahip olarak

gruplandirilmistir (Prete et al. 2017b).
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Zn (II), CA alt1 gen ailesinin (a, B, v, 6, §, n) tiimiinde bulunabilen bir metal
iyonuyken; Cd (II) {-CA’da, Fe (II) y-CA’da ve Co (II) a-CA’de bulunur (Sekil 1.3,
Supuran 2016). Giiglii bir Lewis asidi olan Zn*? katyonunun islevi, substrati
baglamak ve etkinlestirmektir (Igbal et al. 2017). Baz1 CA’larin (a-, B-, y-, 6-, C-
CA’lar) li¢ boyutlu yapist, oligometrik durumundan dolay1 birbirinden ¢ok farklidir.
a-CA’lar genelde monomerdir ve nadiren dimerdir; B-CA’lar dimer, tetramer veya
oktamerdir; y—CA’lar trimerken; 6- ve {-CA’lar muhtemelen monomerdir. Bu enzim
siniflarinin  bir¢ogu, (0-CA’lar hari¢) kristallestirilmis ve karakterize edilmistir
(Supuran 2010). n-CA’lar i¢in kismi homoloji modelleri mevcuttur ve bugiine kadar

hicbir 6rnegi kristallestirilmemistir.
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Sekil 1.3. Karbonik anhidrazlarda metal iyon koordinasyonu (Supuran 2016)

1.2.5. Karbonik anhidraz enziminin katalitik, inhibisyon ve aktivasyon

mekanizmasi

Metal koordineli su molekiiliinden iiretilen bir divalent metal (Zn, Cd, Fe
veya Co) hidroksit tiirii, tiim karbonik anhidrazlarin katalitik olarak aktif tiirtidiir

(Sekil 1.4 A, Supuran 2016). Karbonik anhidraz gen ailesinin genel Kkatalitik
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mekanizmasi, ¢inkoya bagli hidroksit iyonunun etrafinda doner. Kisacasi bir substrat
molekiilii (COy), CA’nin aktif alan bosluguna getirilir burada ¢inkoya bagli hidroksit
tarafindan niikleofilik bir saldiriya gegirilir (Esbaugh et al. 2006). CO, substrati
Val'?, val'®® ve Leu'®® kalintilar tarafindan tanimlanan Zn (II) iyonu yakinmndaki
bir hidrofobik cebe baglanmistir. Enzimin c¢inko hidroksit tiirinlin niikleofilik
hamlesi i¢in CO,, Zn (II) iyonu ile koordineli bikarbonata donistiiriiliir (Sekil 1.4 C).
Bikarbonatin ¢inkoya baglanmasi oldukga kararsiz oldugu i¢in bu ara madde, gelen
bir su molekiilii ile kolayca reaksiyona girer ve bikarbonat ¢ozeltiye serbest birakilir.
Anyonlar muhtemelen aktif bolgenin hidrofilik yarisin1 kullanarak aktif bolgeden
cikarlar (Sekil 1.4 D).

[Enzim-A] kompleksi proton mekiyindeki OH"
Histidin rezidiileri etkisi ile proton transferini 24
kolaylastirir / Zn\
His94 1 His 119
Aktivator, A His 96
Hidrofobik cep
A
+CO, Val 121
B Val 143
BH+ Leu 198
e
+ l
an 2+
. / | \ / Zn
His94 ©  His 119 His 94 | His 119
His 96 His 96
D
+H,0 B
+Inh | -H,0 -HCOs5"
0
Inh Ol
nh-
| zn2+ OH
Zn?* / ‘
. /\ His 94 His 119
His 94 His 119 His 96
His 96
E Cc

Sekil 1.4. o-CA’larin Kkatalitik (fizyolojik reaksiyon ig¢in), inhibisyon (¢inko
baglayicilarla) ve aktivasyon mekanizmasi (hCA I’in aktif bolgesindeki ¢inko ile

etkilesen amino asitlerin numaralandirmasi) (Supuran 2016).
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Enzimlerin niikleofil olarak aktif tiirlerinin {iretilmesi, ¢inko koordine edilmis
sudan tampona bir proton transfer reaksiyonu ile saglanir ve tim islemin hiz
belirleme asamasindadir. Birgok CA izoformunda bu siirece, proton transfer
sireclerine katilabilen aktif bir kalint1 destek olur, 6rnegin bir histidin kalintis1 aktif
bolgenin ortasina yerlestirilir. hCA 1I ve birkag¢ insan izoformu i¢in bu kalinti; His®,
His®, His' ve His™ kalintilari dahil olmak tizere His®*tiir (Supuran 2016).

Katalitik islev i¢in 6nemli olan CA molekiiler yapisinin dort ana bileseni
vardir. Bunlar; ¢inko baglama bolgesi, substrat birlestirme cebi, treonin®® dongiisii
ve proton mekik mekanizmasidir (Esbaugh et al. 2006). Bazi CA izoformlariin
katalitik huz1 1 x 10° s™*i agmaktadir (Wieczorek and Jelonek 2017).

CA aktivatorleri (CAA’lar), katalitik dongiiniin hiz belirleme asamasini
destekleyerek Kkatalitik siireci hizlandirir. Proton transfer reaksiyonunun molekiil i¢i
olmayan hale doniistiigii enzim aktivator (E-A) kompleksleri olusturur. Bdylece
dogrudan kompleksle etkilesmeden ayni reaksiyonun daha hizli ilerlemesini saglar
(Sekil 1.4). Nitekim CAA’larin gogu molekiillerinde pK, degerleri 6,5 ila 8 olan ve
proton transfer siireclerine katilabilen parcalar1 icermektedir.

Uzun siireden beri bilinen tek CA inhibisyon mekanizmasi, inhibitdrlerin
metal iyonunun tetrahedral geometrisinde metal iyonuna baglandigi ya da metal
koordinasyon kiiresine eklenerek trigonal bipiramidal geometrilerin {iretilmesiydi
(Sekil 1.4 E, Supuran 2016).

Karbonik anhidraz inhibitérleri (CAI’ler), 1954°de oftalmolojide kullanildi ve
bu tarihten itibaren yaygin olarak kullanilmistir (Kass 1989). CA inhibitorleri, CA
aktivitesini baskilayan bir kimyasal madde veya farmasotik sinifidir (Bayrak et al.
2017). CATl’ler, metallerle kompleks yapmis anyonlar ve proteinsiz ¢inko ligandi
tarafindan siibstitiie edilerek enzimin Zn (II) iyonuna baglanmis olan veya genellikle
trigonal-bipiramidal yapida olup metal koordinasyon halkasina katilan inhibitorler
olmak tizere iki gruba ayrilir (Supuran and Scozzafava 2001).

CAT’ler dort ana sinifa aittir:

1. Metal iyonunun tetrahedral veya trigonal bipiramidal geometrilerinde
enzim aktif bolgesinden Zn (II) iyonu ile koordine olan siilfonamidler (ve
stilfamadlar, siilfamidler ve benzeri tiirevler gibi izosterleri) ve metal kompleks

anyonlar1 (Sekil 1.5 A ve B).
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2. Iki hidrojen bag ag1 vasitasiyla aktif bolgeden ¢inko ile koordineli su
molekiilii / hidroksit iyonuna baglanan fenoller (basit fenol CgHsOH gibi, Sekil 1.5
C).

3. Fenollere oldukca benzer fakat 6zdes olmayan, yani Zn (II)’ye koordine
edilen su molekiilii / hidroksit iyonuna baglanan ‘spermin, spermidin ve konjenerler’
gibi poliaminler (Sekil 1.5 D).

4. Son zamanlarda bildirilen etkin CAI smifi olan kumarinler ve
dikumarinler. Zn (II)’ye bagli olmayan ve aktivatorleri ile aymi aktif bolgede
baglanan (hidrolize edilmis bigimde) bir inhibisyon mekanizmasina sahip olup, aktif
bolgenin girigini tikamaktadir (Sekil 1.5 E, Durdagi et al. 2011).

CATl’ler bircok hastalifin tedavisinde veya Onlenmesinde yaygin olarak
kullanilan terap6tik etmenlerdir (Supuran et al. 2003). CAI’lerin 6nemli siniflarindan
birini temsil eden organik ve inorganik anyonlar, hastaliklarin tedavisi i¢in klinik
uygulamalar yapabilecek yeni inhibitor tiplerinin tasarlanmasi i¢in 6nemlidir (De
Simone and Supuran 2012).

CA, gozde akdz mizoz iiretiminde anahtar bir enzimdir. Dolayisiyla siliyer
proseslerdeki aktivitesinin inhibisyonu, azalmis ak6z humoral sekresyona neden olur
ve bu sekresyon goz i¢ basmcini (GIB) azaltir (Holld 2015). 1995 yilinda Birlesik
Devletler Gida ve Ilag Idaresi, artmis goz ici basincinin tedavisinde topikal etkili
karbonik anhidraz inhibitorii olan dorzolamidi onaylamistir (Pfeiffer 1997). CAT’ler,
kedi ve kopeklerde neredeyse tiim glokom tiplerini tedavi etmek i¢in kullanilabilir
(Mas’lanka 2015). CA inhibitorlerinden biri olan asetazolamid, akut dag hastaligini
(AMS) onlemek ve iyilestirmek i¢in etkin bir ilag olarak kabul edilmistir (Xiao et al.
2011). Anemik, enfeksiyon veya zayif pihtilagma gibi belirtilerde karbonik anhidraz
inhibitorleri iizerine hastalarin gozlemlenmesi ve sorgulanmasi tedavi siiresince
tercih edilir (Mogk and Cyrlin 1988). CAT’ler, idiyopatik intrakranyal hipertansiyon
gibi bazi norolojik bozukluklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Topal et al. 2017).
Ayrica son zamanlarda yapilan arastirmalar yeni bir etki mekanizmasi ile anti-
enfektif faktorlerin tasarimi igin CA’larin 6nemini vurgulamistir (Altintop et al.
2017).

Birgok hastaligin tedavisinde ve Onlemesinde CATI’lerin kullanilmasinin

nedeni, CA’nin bir¢ok hiicre, doku ve organlarda genis dagilimina ve OSnemli
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fizyolojik fonksiyonlara sahip olmasidir. Ancak mevcut farmakolojik inhibitorler

yeterli degildir ve istenmeyen bir¢ok yan etkileri vardir.
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Sekil 1.5. Inhibitér baglanma modelleri (Durdagi et al. 2011)

A: Siilfanilamidlerin baglanmasi; B: Inorganik anyonlarin baglanmasi; C: Fenoliin baglanmasi; D
Spermin baglanmasit; E: Kumarin ve trans-2-hidroksisinamik asit baglanmasi
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Bu nedenle siilfonamid inhibitorlerinin gelisimi, hem 6nemli yan etkileri olmayan
yeni ilag tiirlerinin elde edilmesinde hem de spesifik onleyicilerin bulundugu 6zgiil

fizyolojik ¢alismalar i¢in olduk¢a faydali olacaktir (Supuran et al. 2003).

1.2.6. Karbonik anhidraz enziminin biyoteknolojik uygulamalari

Karbonik anhidraz ile iliskili sistemlerin biyoteknolojik yonleri bu enzimin
faydasin1 vurgular. Birgok alanlardaki gelismeler, CA’larin yeni biyomedikal
uygulamalarina da imkan saglamaktadir.

Birlesik Devletler’de mevcut saglik sorunlarindan biri olan solunum
yetmezligi tedavisi i¢in mekanik ventilatérler kullanilmaktadir. Ancak bu
vantilatorler asir1 basing altindaki veya agir1 sismis akciger dokusu nedeniyle akciger
etkinliginin azaltilmas1 da dahil olmak iizere hastalar i¢in bir¢ok sorun olusturabilir.
Yapay bir akciger, akcigerlere giris olmaksizin solunum ile yardimci olabilen bir
cihazdir. Ancak etkili yapay akcigerleri engelleyen temel sorunlar vardir. Eger ki
kararli bir CA varyanti tasarlanabiliyorsa, kiigiik verimli yapay akciger saglamak
miimkiin olacaktir.

Kimyasal olarak benzer molekiiller iceren kompleks ortamda iz analit
miktarmin belirlenmesi, birgok kimyasal sistemde yoktur. Bu nedenle biyolojik
molekiillere dayanan ‘biyosensor’ olarak adlandirilan sensorlerin gelistirilmesi boyle
Ozgiillik ve hassaslik saglayabilir. hCA II’'nin ¢inkoya yiiksek afinitesi bazi
bitkilerde, omurgasizlarda ve baliklarda asir1 toksisite endisesi igin denizdeki ve atik
sudaki az miktarda ¢inko miktarini belirlemek amaciyla kullanilmistir.

Travma yaralanmalarinda veya biiyiik ameliyatlarda kullanilmak {izere siirekli
bir kan kaynag1 gerekir. Dogal kan siklikla sinirli miktarda oldugundan, 4-5 capraz
bagli stroma icermeyen hemoglobin (poliSFHb) molekiilleri kan siibstitiiclerin
gelisiminde ilerleme kaydedilmistir. Ancak stibstitiielerin en biiylik dezavantaji,
yetersiz CO, giderme oranidir. Bu smirlamay aktivite ile asmak i¢in katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve CA bilesimin poliSFHb yerine ge¢mesi belirtilmistir
(poliSFHb-SOD-CAT-CA) (Boone et al. 2013).

Son zamanlarda atmosferdeki CO, konsantrasyonunda ve bu gazin sera etkisi
tizerinde hizli bir artis1 olmasi nedeniyle cok sayida arastirma, cesitli CA’larin

biyoteknolojik kullanimi iizerine yogunlagsmistir. Cesitli canlilardan izole edilen
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CA’larin yiiksek katalitik aktivitesi, CO,’yi yakalamak amaciyla kullanilmaktadir
(Supuran 2003).

1.3. Siilfonamidler

Stilfonamidler, ¢inko enzimi karbonik anhidraz inhibitorlerini tasarlamakta
kullanilan en yaygin ¢inko baglama grubu (ZBG) dur. Yapisal 6zellikleri stilfonamid
grubunu, Zn*? iyonu ve yakindaki kalintilarla gosterilen CA boslugu aktif
bolgelerinin en derin ve merkezi boliimiine sigmasi i¢in ideal parca haline getirir.

Karbonik anhidraz izoformlarini1 inhibe eden siilfonamid tiirevlerinin
tasariminda iki ana yaklasim olan halka ve kuyruk yaklasimlart uygulanmistir.
Birincisi, ZBG’ye dogrudan bagh halkayr modiile etmekten ibaretken; ikincisi,
CAT’in yap1 iskelesi iginde bulunan aromatik / heterosiklik halkaya farkli kuyruklarin
eklenmesinden meydana gelir (Nocentini et al. 2016).

Siilfonamid azotundaki siibstitiientin bulunma derecesine bagli olarak
stilfonamidler; primer, sekonder veya tersiyer olarak siniflandirilir (Sekil 1.6). Primer
stilfonamidler, siilfonil grup iizerinde iki hidrojen atomu igerirken; sekonder
siilfonamidler, bir hidrojen atomu igerir. Bu H"’ler kismen asidiktir ancak tersiyer
stilfonamidler, iyonize olabilen bir proton icermediginden asidik degildir (De Ruiter
2005). Birincil siilfonamidler (-SO,NH;), CA inhibitorlerinin ana smifini temsil eder
(Bozdag et al. 2017).

Enzim molekiiliiniin ¢ok sayida anyonu bagladigi bilinmektedir. Bunlarin
arasinda enzimin hem c¢ok giicli hem de segici inhibitorleri olan bazi aromatik
stilfonamidlerin ‘siilfonamid-karbonik anhidraz’ kompleksleri kristalografik olarak
aragtirilmigtir. Stilfonamid amino grubu, ¢inko suyun yerini alir ve bu yapilardaki
hidrojen baglarini treonine’® 0"’a baglar. Sadece potansiyel hidrojen bagi vericileri
(stilfonamidler, HS ve HSO) normalde ¢inko suyunun bulundugu koordinasyon
alanina ulasabilir (Hakansson et al. 1992).

Yiizden fazla siilfonamid kinetik, fizyolojik ve farmakolojik caligsmalarla
aragtirtlmistir. Siilfonamidin enzim aktif bolgesinden ¢inko iyonuna anyon olarak
koordinasyon yapip tiim hCA’larin katalitik aktivitesini inhibe ettigi kanitlanmistir.

CA inhibe edici etkisi i¢in arastirilan aromatik siilfonamidler arasinda benzen
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stilfonamidler en iyi CA onleyici etkiyi gostermistir (Arslan et al. 2016; Gocer et al.
2017).

Siilfonamidler pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir ve farmakolojik 6rnekleri
Klinikte; antibakteriyel, hipoglisemik, diiiretik, antihipertansif ve antiviral ilaglar
olarak kullanilmaktadir (Abbate et al. 2004).
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Sekil 1.6. Siilfonamidlerin genel yapist (De Ruiter 2005)

Karbonik anhidraz enzimi, insanda bilinen 16 farkli izoenzimi i¢ermektedir.
Bu izoenzimlerden bazilar1 (CA I, CA 1l ve CA IV) insan goziinde bulunur. Glokom,
g6z i¢i basincindan dolay1 (GIB) yavas yavas gorme alam kaybiyla karakterize edilen
bir hastalik grubudur. Karbonik anhidraz inhibitorleri yillardir glokom tedavisinde
kullanilmaktadir ve klinik tipta glokom tedavisinde bilinen en iyi inhibitorleridir. Bu
inhibitorler, artmis goz i¢i basincinmi azaltarak hastaligin tedavisinde oldukca etkilidir
(Biilbiil et al. 2008).

CA IX’un inhibisyonu ile ilgili yapilan ilk ¢caligmada; asetazolamid (AZA) ,
metazolamid (MZA), etokzolamid (EZA), diklorofenamid (DCP) gibi klinikte
kullanilan bir seri aromatik ve heterosiklik siilfonamidler kullanilmistir (Stawinski et
al. 2014, Sekil 1.7). Yapilan ¢alismalarda siilfonamidlerin karbonik anhidraz
inhibisyonu ile antitimor maddeler olarak da etkili oldugu belirtilmistir (Mojzych et

al. 2015).

20


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S022352341400453X

O\ /O O\\ ,/O
) NS\ ¥’
\‘( \( 7/ “NH, ~( ~ T °NH,
N—N
o v/
Asetazolamid Metazolamid
O O O O
, \ 7/ o \\S// 0
‘, S Y \O/\/\N/ S Y
| )—S-NH; | )—S-NH;
@) @)
HNT HNW
Dorzolamid Brinzolamid

Sekil 1.7. Klinikte kullanilan birincil siilfonamid ilaglar1 - CA inhibitorleri (Krasavin
etal. 2017)

1.4. Calismanin Amaci

Karbonik anhidrazlar, canlilardaki CO; seviyesini diizenlemek i¢in kullanilan
enzimlerin énemli bir sinifin1 olusturmaktadir. Bu nedenle; fizyolojik pH kontrolii,
gaz dengesi, kalsifikasyon ve fotosentez gibi ¢esitli proseslerde anahtar rol oynar.

Karbonik anhidraz enzimi insan eritrositleri, sican eritrositleri, sican
tikiriigii, Plasmodium falciparium, sigir kemigi ve sigir 16kositleri gibi ¢ok sayida
kaynaktan yogun sekilde incelenmis ve saflastirilmistir (Beydemir and Giilgin 2004).
Yeni karbonik anhidraz inhibitorlerinin gelistirilmesi, siilfonamidlerin kimyasal
alanimin genisletilmesine bagli olarak karbonik anhidrazin aktif bdlgesi ile
etkilesebilen yeni inhibitorlerin gelistirilmesine imkan saglayabilir (Angapelly et al.
2017).

Karbonik anhidraz inhibitorleri yaygin olarak glokom hastaliginin
tedavisinde ila¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica bazi kanser tiirlerinin tedavisi,
norodejeneratif hastaliklar ve obezite tedavisinde karbonik anhidraz enziminin

inhibitorleri kullanilmaktadir.
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Glnimiizde ila¢ olarak  kullanilmakta olan  CAl’lerin, insan
metabolizmasindaki beklenmeyen yan etkilerinin fazla olmasi nedeni ile yeni ve
daha etkili inhibitorlerin tasarlanmasi diinya ¢apinda arastirilmaktadir. Bu nedenle
arastirma konumuz daha gii¢lii, yan etkileri az olan (ya da hi¢ olmayan) ve daha
Ozgilil inhibitorleri  belirlemektir. Bu tez c¢alismasinda, tasarlanmis 4-
metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin insan karbonik anhidraz | ve Il izoenzimleri
tizerindeki etkisi arastinlmistir. Calisma sonucunda ise siilfonamid bilesiklerinin
hCA I-II i¢in etkili inhibitorler olarak kullanip kullanilamayacagi bilgisine

ulasilacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enziminin c¢esitli kaynaklardan saflastirilarak bir¢ok
bilesik tarafindan inhibe edildigi tespit edilmistir.

Chazalette (2004) indan boliimleri igeren bir dizi aromatik siilfonamid
inhibitorlerinin karbonik anhidraz izoenzimleri olan hCA 1 ve II lizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Asetamido, 4-kloro-benzoil, valproil, tetra ve pentafluorobenzoil
kisimlarimi igeren yeni siilfonamidler, hCA 1 iizerinde oldukga gii¢lii inhibitorler
olarak etki gostermistir. Bazi tiirevler ayn1 zamanda hCA II inhibe edici 6zelliklere
sahiptir ancak bu siilfonamidlerin antikonviilsan aktivitesi, metazolamid gibi diger
stilfonamid / siilfamad CA inhibitorlerine kiyasla oldukc¢a dusiiktiir. Ayrica
hazirlanan 2-amino / asetamido-indan-5-siilfonik asitler simdiye kadar bildirilen en
gliclii siilfonik asit CA inhibitorleri arasinda (iki izozime karsi, hCA I-11) 6zellik
gostermistir.

Kasimogullar1 (2009) yeni 5-amino-I, 3,4-tiadiazol-2-siilfonamid tiirevlerinin
insan karbonik anhidraz izoenzimleri iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Esteraz
aktivitesi igin yeni bilesiklerin bazilariin ortalama ICsy degerleri hCA 1 igin 2,7-6,6
uM iken (hCA D’in esteraz aktivitesini inhibe etmeyen inhibitér 10 disindakiler);
hCA Il i¢in 0,013-4,2 uM araliginda bulunmustur. Elde edilen bu veriler, sentezlenen
bilesiklerin etkili inhibisyon 6zelligi gosterdigi ve glokom tedavisinde aday bir ilag
olarak goriilebilecegi sonucuna ulasilmistir.

Insan karbonik anhidraz izoenzimi Il (hCA 1) ve sigir karbonik anhidraz
(bCA) izerine sentezlenen perfloroalkansiilfonamidler 1 serisi,
perfloroalkansiilfonamidlerin sodyum tuzu ve polifluoroalkansiilfonamid tiirevlerinin
etkisi arastirilmistir. Biitiin bilesikler, si8ir karbonik anhidrazina karsi giiclii bir
inhibisyon etkisi gosterirken; bilesiklerden yalnizca bir tanesinin (2b) insan karbonik
anhidraz izoenzimi II iizerine ticari ilag olan asetazolamidden daha iyi inhibisyon
Ozelligi gostermistir (Benfodda et al. 2010).

Innocenti (2010) bir dizi (poli) fenol ile memeli CA izoformlarinin (CA I-
XIV) ayrintili bir inhibisyon ¢aligmasini gergeklestirmiglerdir. P-hidroksibenzoik
asit, p-kumarin asit, kafeik asit, ferulik asit, galik asit, sirinjik asit, kersetin ve elajik
asit gibi cesitli fenolik asitler ve fenol dogal {iriinleri ile bu enzimler {izerindeki

inhibe edici etkisi arastirilmistir. Memeli izozimleri (hCA 1, XII, Xl ve XIV),
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diisiik mikromolar veya submikromolar aralikta bu (poli) fenoller ile inhibe
edilmistir. Burada arastirilan fenoller, klinik olarak kullanilan siilfonamidlerin /
siilfamadlarin veya kumarinkilerden farkli olan bir CA inhibisyon mekanizmasina
sahiptir. Katalitik ¢inko iyonuna baglanan siilfonamidlerin aksine fenoller, Zn (I1)
koordinatli su molekiiliine baglanir ve aktif bolge boslugunda daha disa baglanarak
cesitli amino asit kalintilariyla temas eder. Bu bilesik sinifi, tibbi agidan ilgili
CA’larin yalnizca birisini veya birkac¢in1 hedef alan izoform secici inhibitorlere yol
acabilecegi belirtilmistir.

Bir bagska c¢aligmada dogal {iriin (NP) kumarin CA inhibitSriiniin
kesfedilmesinin ardindan, CA inhibisyonu i¢in NP kumarinlerin daha kapsamli
olarak arastirildigr ilk calismadir. Kumarin farmakoforunu ihtiva eden 24 bitki
kumarini ve 3 asidik kumarini igeren NP’ler toplanmistir. Bu yapilar, insan CA
izozimlerinin (hCA I, II, VII, IX, XII ve XIII) inhibisyonu i¢in degerlendirilmis ve
genis bir inhibisyon ve izozim segicilik profilleri araligi belirlenmistir. Yeni
kemoterapilerin dnemli bir kaynagi oldugu kanitlanan NP’lerin, yapilan arastirma
sonucunda hastaliklarla ilgili CA enzimlerini inhibe eden yeni kemotiplerin kesfi ve
NP’lerin daha ileri degerlendirilmesini desteklemek i¢in bir platform saglamamistir
(Davis et al. 2013).

Sethi (2013) kiigiik bir seri 4,5,6,7-tetrakloro-l, 3-dioksoizoindolin-2-il
benzensiilfonamid hazirlanarak, fizyolojik agidan iliskili ii¢ CA izoformunun (CA I,
I ve VII) inhibisyonu i¢in aragtirma yapmislardir. Bu bilesikler, genel olarak CA I’in
daha az potansiyele sahip inhibit6rleridir. Ancak bunlarin ¢ogu, giiglii ve diisiik
nanomolar degerler ile CA 1I ve CA VII igin etkiliydi. Bu tiir bilesiklerin yeni
antiglokom, antiepileptik, 6dem veya ylikseklik hastalig1 ilaglarinin gelistirilmesi igin
dikkat ¢ekici adaylar olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Biyolojik olarak aktif benzensiilfonamid pargasi i¢eren bilesiklerin karbonik
anhidraz inhibe edici aktivitesi, insan sitozolik izoformlar1 olan hCA 1 ve hCA II’ye
ve aynt zamanda anti-timor ajanlar i¢in gegerli hedefler olan hCA IX ve hCA XII
transmembran izoformlarina kars1 degerlendirildigi ¢alismada, 1Cso degerleri 7,29-
8,94 uM araliginda bulunmustur. Yeni sentezlenen bilesiklerin ¢ogu, timor ile iligkili
izoform hCA IX’a kars1 AZA’dan daha giigliidiir. Bu yeni siilfonamidler ayrica hCA
I/ X1l ve hCA 11/ XII kars1 yiiksek secicilik gostermistir (Ghorab et al. 2014).
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Ozdemir (2014) yeni aromatik / heteroaromatik propansiilfonilhidrazon
bilesiklerinin sentezi, fiziksel ozellikleri ve karbonik anhidraz Il (CA Il) enzimine
kars1 inhibisyon c¢alismasinda bu izoformun en iyi aromatik / heteroaromatik
propansiilfonilhidrazon inhibitorleri, 0-aminobenzaldehidpropansiilfonilhidrazon ve
ayni  ICsp (0,55 mM) degerine sahip olan tiofenkarboksialdehit
propansiilfonilhidrazon oldugunu bildirmislerdir.

Yildirirm (2015) imidler ve tosil klortir kullanilarak sentezledikleri bir dizi
yeni siilfonamidin, sitozolik insan karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA I-I1)
tizerindeki etkisini incelemislerdir. Bu N-asilsiilfonamidler, sirasiyla 90,0-215,0 ve
70,1-154,4 nM arasinda degisen nanomolar araliktaki 1Csy degerleri ile insan
karbonik anhidraz izoenzimleri I ve II’yi inhibe etmistir. Bu bilesiklerin idiyopatik
intrakranyal hipertansiyon (glokom), epilepsi ve yiikseklik hastaliginin tedavisinde
ve antikonviilsan, antiobezite, anti kanser ve anti-enfektif ilaclar igin potansiyel
olduklar1 sonucuna ulasilmistir.

Alafeefy (2016) 2-merkapto-3H-kinazolin-4-1 kuyruk igeren bir dizi
heterosiklik benzensiilfonamid, siibstitiic edilmis anthranil asitlerin 4-izotiosiyanato-
benzensiilfonamid ile hazirlanan sulfonamidlerin, hCA | ve Il insan karbonik
anhidraz izoformlarinin yani sira hCA IX ve XII inhibit6rleri olarak arastirmiglardir.
hCA II, IX ve XIllI iizerinde oldukga etkili olan inhibitorler; hCA I lizerinde ise orta
potansiyelde etkili inhibitorler olarak 6zellik gostermistir. Dolayisiyla bu bilesikler,
glokom (CA II ve XII) veya ii¢ izoformun aktivitesinin (CA II, IX ve CA XII)
engellendigi patolojilerde, klinik o©ncesi adaylar olarak 1lgi c¢ekici oldugu
bildirilmistir.

Bir bagka caligmada tiyazol, pirimidin, piridin, izoksazol ve tiyadiazol
gruplarina sahip olan dort grup siilfonamid tlirevleri sentezlenerek afinite
kromatografisi ile insan eritrosit hiicrelerinden saflagtirilan hCA 1 ve 1I
izoenzimlerine kars1 inhibisyon aktivitesi degerlendirilmistir. Bilesiklerin ICsg
degerleri, sirasiyla hCA 1 i¢in 4,99-77,01 nM, hCA Il igin 7,62-115,51 nM araliginda
bulunmustur ve bu degerler, bilesiklerin klinik olarak kullanilan AZA ilaci ile
karsilastirildiginda yeterince aktif olduklarin1 gostermistir (Gokcen et al. 2016).

Metan siilfonik asit hidrazidden, yeni furan siilfonilhidrazonlarin

sentezlendigi calismada bilesiklerin enzim inhibisyon etkileri, spektrofotometrik
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yontemle bulunan aktivite parametreleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bazi
bilesiklerin ICso degerleri, 1,02 x 10™-5,74 x 10" M araliginda oldugu ve bilesiklerin
inhibisyon aktiviteleri standartla karsilastirildiginda, glokom tedavisinde giiglii bir
inhibitér olarak kullanilabilecegi ve hCA I’e karsi iyi inhibitor Ozelliklere sahip
olduklar1 belirtilmistir (Gilindiizalp et al. 2016).

Yaseen (2016) siibstitlie piridazinon pargalarini igeren bir dizi siilfonamid
tirevlerini, insan sitozolik iki karbonik anhidraz izoformunun (hCA 1 ve hCA 1)
inhibisyonu i¢in arastirmislardir. Tiim siilfonamidler, bu izoformlara kars1 ¢ok giiglii
bir inhibisyon gostermistir ki bu molekiiller tibbi kimya uygulamalari ile diger
izoformlar1 hedef alan yeni etkili CA inhibitorlerinin kesfedilmesi i¢in bu gibi
molekiillerin potansiyel olarak kullanilmasini miimkiin kilmaktadir.

Yine bir baska c¢alismada sentezlenen siilfonamidlerin glokom, retinitis
pigmentosa gibi gesitli hastaliklarda yer alan izoformlara (hCA 1, 11, IV ve IX) karsi
karbonik anhidraz inhibitorleri olarak degerlendirilmistir (Abdel-Aziz et al. 2017).

Bir dizi stilfonamidin, siibstitiie edilmis-2-benzoik asitlerin ve primer amino
pargalar1 igeren aromatik siilfonamidlerle reaksiyona girmesiyle elde edildikten sonra
yeni bilesikler; patojen bakteri Vibrio cholerae, VchCAa ve VhcCAB’dan dort
karbonik anhidraz izoformunun, hCA I ve II'nin ve a- ve f-CA’larin inhibitorleri
olarak arastirilmistir. Bu izoformlarin, yeni siilfonamidler tarafindan etkili bir sekilde
inhibe edildigi tespit edilmistir (Mohamed et al. 2017).

Yukarida belirtilen aragtirmalar incelendiginde, insan CA | ve CA |l
izoenzimleri {izerine siilfonamid tiirevlerinin inhibisyon etkisi i¢in bir¢ok g¢alisma
yapilmis ve cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemli sonuclar elde edilmistir.
Calismamizda ise insan eritrositlerinde saflastirilan karbonik anhidraz | ve Il
izoenzimleri {izerine literatiirde yer almayan 4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin

etkisi incelenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler; Sefaroz-4B, p-nitrofenil asetat,

standart serum albumin, N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED), diyaliz torbasi

ve L-Tirozin Sigma Chemical Company’den; siilfanilamid, sodyum hidroksit,

sodyum bikarbonat, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum siilfat, sodyum

perklorat, sodyum asetat, 2- merkaptoetanol, brom timol mavisi, hidroklorik asit,

stlfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, aseton, etanol, izoproponal, sodyum

barbital, akrilamid, N,N’- metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250 ve R-

250 ve diger kimyasal maddeler E. Merk. AG’den; karbondioksit gazi piyasadan

temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Caligmalar sirasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Spektrofotometre

pH metre

Santrifiij

Peristaltik pompa
Karistirici

Hassas terazi
Otomatik pipet

Giic kaynagi
Buzdolabi

Derin dondurucu (-20)

Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible
Spectrophotometer

Crison MM41 Multimeter

Thermo Scientific

Gilson Minipuls 3

WiseMix VM-10

OHAUS Pioneer

ISOLAB Seti

Consort EV265 Elektrophoresis Power Supply
Argelik

Argelik Dikey Derin Dondurucu
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3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve bu ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. 0,05 M Tris-SOy, pH 7,4 (esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
¢ozelti): 950 ml distile su igerisinde 6,055 g Tris ¢oziilerek, 1 N H,SO4 ile pH’s1
7,4’¢ getirildikten sonra distile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

2. p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi: 1 ml aseton icerisinde 27,2 mg p-
nitrofenilasetat ¢ozlindiikten sonra 49 ml saf suya azar azar katilarak hazirlandi.

3. 25 mM Tris-HCI / 0,1 M Na,SO, ¢ozeltisi, pH 8,7 (afinite jelinin
dengelenmesinde kullanilan tampon ¢ozelti): 950 ml distile suda 3,0275 g Tris ve
14,2 g Na,SOy ¢oziilerek 0,1 N HCI ile pH 8,7’ye titre edildi. Daha sonra distile su
ile hacim 1 litreye tamamlandi.

4. 25 mM Tris-HCI / 22 mM Na;SO, ¢ozeltisi, pH 8,7 (hemolizatin
tatbikinden sonra afinite jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon ¢dzelti): 3,0275 g
Tris ve 3,124 g NaySO4, 950 ml distile suda ¢ozildi. 0,1 N HCI ile pH 8,7’ye
getirildikten sonra hacmi 1 litreye tamamlandi.

5. 25 mM NayHPO,/ 1 M NaCl ¢ozeltisi, pH 6,3 (kolona tutunmus hCA |
izoenziminin eliisyonu icin kullanilan tampon ¢ozelti): 2,2 g NayHPO,4 ve 14,625 g
NaCl alimip, pH 6,3’¢ titre edildikten sonra toplam hacim 250 ml’ye distile su ile
tamamlandi.

6. 0,1 M CH3COONa / 0,5 M NaClO4 ¢ozeltisi, pH 5,6 (kolona tutunmus
hCA II izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 9,187 g NaClO4 ve
2,04 g CH3COONa3zH,0, 120 ml distile su igerisinde ¢6ziildii. 0,1 N HCI ile pH’s1
5,6 ya kadar titre edildikten sonra toplam hacim distile su ile 150 ml’ye tamamlandi.

7. 0,2 M NaHCOg3; ¢ozeltisi, pH 8,8 (Sefaroz-4B matriksi iizerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon ¢ozelti): 16,8 g NaHCOs3;, 950 ml distile suda
coziilerek, 0,1N NaOH ile pH 8,8’¢ titre edildikten sonra toplam hacim distile su ile
1 litreye tamamlandi.

8. 0,2 M NaHCOj3 ¢ozeltisi, pH 10 (Sefaroz-4B matriksi {izerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon ¢ozelti): 16,8 g NaHCO3, 950 ml distile suda
¢oziilerek 0,1 N NaOH ile pH 10’a titre edildikten sonra toplam hacim distile su ile 1
litreye tamamlandi.

9. Siilfanilamid ¢o6zeltisi (afinite jeli hazirlanirken kullanilan ¢6zelti): 25 mg

stilfanilamid, 0°C civarinda 10 ml 1 M HCI i¢inde ¢oziildiikten sonra 75 mg NaNO;
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ihtiva eden 0°C’daki 5 ml ¢ozelti, siilfanilamid ¢ozeltisine damla damla katilarak
hazirlandi.

10. Coommassie Brillant Blue ¢6zeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue
G-250 reaktifi, 50 ml %95°lik etanolde ¢6ziildii. Cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik
asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti

karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.1.4. Deneyde kullanilan kanin temini

Deneyde kullanilacak saglikli insan kani, Agri Devlet Hastanesi Kan
Merkezi’nden temin edildi ve numune kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza

edildi.
3.2. Metodlar
3.2.1. Protein tayini

Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, Warburg yontemi ile gerceklestirildi. Bu metodda,
proteinlerin ihtiva ettigi tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanir (Segel 1968). Ayni hacimdeki biitiin
eliisyonlarda, Sefaroz-4B-L-tirozin siilfanilamid afinite kromatografisi islemlerinden
sonra protein tayini yapildi ve kuvartz kiivetler kullanilarak spektrofotometre ile

absorbanslar1 280 nm’de kore kars1 okundu.

Kantitatif protein tayini

Bu metodla, afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢ozeltisindeki,
hemolizattaki protein miktarlar1 belirlendi. Bu metod, 595 nm’de maksimum
absorbans gosteren ‘Protein-Coomassie Brillant Blue G-250" kompleksinin olusumu
esasina dayanir. Kompleks bilesenlerinin baglanmasi olduk¢a hizli gergeklesir ve
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu metodun duyarliligi, 1-100 pg arasindadir (Bradford
1976).

Tayin islemlerinde su yol izlendi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir serum albiimin ¢dzeltisinden tiiplere; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
ve 100 pl alindi. Distile su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi. 4900 pl
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renklendirme reaktifi tliplere ilave edilip vorteks ile yeterince karigtirildiktan 10
dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karst absorbans degerleri okundu.
0,1 ml aym1 tampon ve 4,9 ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kor olarak

kullanild1 ve absorbans-ug protein degerleri standart grafik haline getirildi.
3.2.2. Enzim aktivitesi tayini

Esteraz aktivitesi tayini

CA enzimi lizerinde inhibitoérlerin etkisini arastirmak i¢in bu metod
kullanildi. Metod, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir.

Karbonik anhidraz, substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati 348 nm’de
absorbans veren p-nitrofenolat veya p-nitrofenol’a hidrolize eder (& 348=5x10° M
cm™) (Sekil 3.1).

Q CA
OZN@O—C—CHs + HO —2—- OZN@OH + CHyCOOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.1. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi (Verpoorte et al.
1976)

Fenol grubundaki H® iyonunun ayristp  ayrismamasi  Slgiimii
etkilememektedir, ¢linkii 348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi de ayni
absorbans degerini gostermektedir. 348 nm dalga boyunda, p-nitrofenilasetatin da
cok az absorbsiyonu oldugundan dolay1 kor olarak kullanilmaktadir.

Tayin islemlerinde su yol izlenmistir: 1 mL substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL
su ve 0,1 mL enzim kuvartz kiivetlere konulduktan 3 dakika sonraki 25°C’de 348
nm’de absorbansi okundu.

Spektrofotometre, daha once enzim yerine 0,1 mL tampon konularak
karistmin 3 dakika sonraki absorbansi ile sifira ayarlandi. Boylece 3 dakika i¢inde
esterin kendi kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitrofenilasetatin absorbsiyonu igin
diizeltme yapild1. Inhibitorlii ¢alismalarda ise azaltilan suyun miktar1 kadar inhibitor

eklenerek aktivite tayinleri yapildi.
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Deneyde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi gilinliik hazirlandi:
27,2 mg ester, 1 ml aseton i¢inde ¢oziilerek hizlica karistirilan 49 ml distile suya azar
azar ilave edildi. Esterin sinirli ¢éziintirligiinden dolay1 bu ¢6zelti 3 mM’dir, daha
derisigini hazirlamak miimkiin degildir. Asetonun tercih edilme sebebi ise diger

organik ¢dziiciilere oranla hidroliz reaksiyonunu en az inhibe etmesidir.
3.2.3. Enzim saflastirma ¢alismalari

Hemolizatin hazirlanmasi

Santrifiij tiiplerine alinan insan taze kani, +4°C’de 2500 X g’de 15 dakika
boyunca santrifiij edildi. Santrifiij uygulamasindan sonra tiiplerin {ist bolimiinde
kalan plazma ve lokosit tabakast damlalikla dikkatli bir sekilde alindi, tliplerin alt
boliimiinde kalan eritrosit peleti ise 0,154 M NaCl ¢o6zeltisi (izotonik) ile li¢ defa
yikandi. Taze kana her defasinda aymi islem uygulandi. Islemler sonucunda elde
edilen eritrositler, hacimlerinin yaklasik 5 kat1 kadar buzlu distile su ile karistirilarak
hemoliz edildi.

Eritrosit hiicre zarlarin1 hemolizattan uzaklastirmak i¢in +4°C’de 20.000 X
g’de 30 dakika santrifiij yapildi. Hemolizatin iist kism1 damlalikla alindi1 ve sonraki
calismalarda kullanilmak tizere belirli kosullarda saklandi (Hunaiti and Soud 2000;
Coban et al. 2008).

Enzimin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

Sefaroz-4B-L-tirozin siilfanilamid afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli, Sefaroz-4B matriksi iizerinde hazirlandi. L-tirozin, kolon
materyaline kovalent olarak takildiktan sonra diazollenmis siilfanilamid tirozine
kenetlendi. S6z konusu siilfanilamid, enzimi spesifik olarak baglayan kismini; tirozin
ise afinite jelinin uzanti kolunu olusturmaktadir. Karbonik anhidraza 6zgii bir
inhibitér olan siilfanilamid, afinite jelinin yapisina girerek CA’nin yiiksek oranda

saflastirilmasinda basari bir sekilde kullanilmaktadir (Kohn and Wilchek 1978).

Sefaroz-4B’nin aktiflestirilmesi ve tirozin takilmasi

Saf su ile yikanip dekante edilen 20 mL Sefaroz-4B, esit hacimde distile su
ile bir araya getirildi. 4 g toz halindeki CNBr, buz banyosu igerisinde karistirilan jel
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siispansiyonuna eklendi. Siispansiyonun pH’1 stabil hale gelinceye kadar pH metre
kullanilarak 4 M NaOH ile pH 11’e ¢ikarildi. Elde edilen karigim, buchner hunisine
aktaritlip stiziildiikten sonra pH’s1 10 olan 250 mL 0,2 M NaHCO3; tamponu ile
yikandi ve bir behere alindi. 80 mg tirozin, 250 mL 0,2 M NaHCO3; tamponunda
¢ozilildii ve behere ilave edilerek karistirildi. Daha sonra, siispansiyon 4°C’de 2 saat
siireyle manyetik karigtiricida karigtirilldi ve aymi sicaklikta 16 saat bekletildi.
Bekleme siiresi bitiminde jel yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar
bol suyla yikand1 ve bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirildi.
100 mL 0,2 M NaHCOj3 tamponu ile (pH 8,8) yikama islemi tekrar edildi. Tirozin
takili jel, ayn1 tamponun 40 mL’si igerisine eklendi (Laemmli 1970; Arslan et al.
1996, Arslan et al. 1997).

Siilfanilamid kenetlendirmesi

Yaklasik 0°C civarinda 10 ml, 1 M HCI iginde 25 mg siilfanilamid ¢oziildii.
Bu ¢ozeltiye, 75 mg NaNO; igeren 0°C’deki 5 mL c¢ozelti 10 dakikada siiresince
damla damla katildi. Daha sonra diazolanmis siilfanilamid, 40 ml Sefaroz-4B-L-
tirozin stispansiyonuna aktarildi. pH’1 9,5’a ¢ikarmak i¢in 1 M NaOH kullanildi. Bu
stispansiyonun pH’1 sabit tutularak oda sicakliginda 3 saat siireyle yavasca
karistirildiktan sonra 200 ml, 0,05 M Tris-SO,4 (pH 7,4) tamponu ve 1 L saf su ile
yikandi. Daha sonra iizerine aym1 tampondan bir miktar eklenerek saklandi

(Cuatracases 1970).

Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponunun (Tris-HCI, pH 7,8) i¢cine alinanarak jel
siispanse edildi ve su trompu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Hazirlanmis
stispanse jel, 1 X 10 cm’lik boyuta sahip kapali sistemden olusan sogutmali kolona
paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa kullanilarak dengeleme tamponu ile
yikandi. Kolonun denge durumu, pH’larmin ve eliat ile tamponun 280 nm’de

absorbanslarinin esitlenmesinden anlasildi.

Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Hemolizat (pH 8,7) ile kat1 Tris kolona uygulandi ve kolon, 25 mM Tris-HCI
/ 22 mM NaySO4 (pH 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. 1 M NaCl / 25 mM Na,HPO, (pH
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6,3) tamponu uygulanarak hCA | enzimi, daha sonra, 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M
NaClO, (pH 5,6) ¢ozeltisi kullanilarak hCA II enzimi eliie edildi (Tirkoglu et al.
2017). Elde edilen eliatlar, fraksiyon toplayicilar1 ile 5’er ml halinde tiiplere
konulduktan sonra 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Kolonun akis hizi ise

peristaltik pompa yardimiyla 20 ml / saat’e ayarlandi.

3.2.4. hCA enzimi i¢in ICsy de@erlerinin bulunmasi ile ilgili cahismalar

CA enzimini elde etmek amaciyla hastaneden alinan insan kan oOrnekleri,
saflagtirildi. ICsp degerlerini belirlenmek icin farkli inhibitér konsantrasyonlari
kullanildi ve aktivite Olglimleri optimum kosullarda yapildi. Leneweaver-Burk

grafigi ¢izildi ve bu grafikten faydalanilarak 1Cso degerleri hesaplandi.

3.3. Siilfonamid Tiirevlerinin Sentezi

Siilfonamid bilesiklerin sentezi (1-9 numarali), Giresun Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi 6gretim tiyesi Yrd. Dog. Dr. Tayfun ARSLAN tarafindan ‘FEN-
BAP-A-250414-55 kapsaminda sentezlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullamlan Standart Grafik

Bradford yontemiyle, elde ettigimiz enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein
tayini yapildi. Oncelikle standart grafik hazirlandi. Daha sonra hazirlanan standart

grafikten faydalanilarak protein miktarlar1 hesaplandi (Sekil 4.1).

1,2

Absorbans (595 nm)
o o o
S e )

o
N

0 20 40 60 80 100 120
Protein (ug)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik.

4.2. hCA | ve hCA 1II izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Uzerine Siilfonamid

Tiirevlerinin Etkilerinin Belirlenmesi icin Yapilan Calismalarin Sonuclari

4.2.1. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etKkisi

gosteren 4-metilbenzensiilfonamid tiirevleri ile ilgili sonuglar

Insan eritrositlerinden saflastirlan hCA 1 izoenzimi ig¢in 9 farkli 4-
metilbenzensiilfonamid bilesiklerinin etkisi arastirildi. Olgiimler, esteraz aktivitesi
tayini yontemiyle yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren her bir siilfonamid tiirevi igin

(%) aktivite-[1] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.2-4.10). Daha sonra, bu grafiklerden
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yararlanilarak %50 enzim inhibisyonuna sebep olan siilfonamid konsantrasyonlari

(ICso degerleri) hesaplandi.
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% Aktivite
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y= looe-199,8x
R% = 0,907

0,001

0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

[1 numarali madde] (uM)

Sekil 4.2. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 1 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[1

numarali madde] grafigi.
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0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009

[2 numarali madde] (uM)

Sekil 4.3. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 2 numarali maddenin

farklt konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[2

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.4. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 3 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda 1Csp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[3

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.5. hCA I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 4 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[4

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.6. hCA [ izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 5 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[5

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.7. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 6 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[6

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.8. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 7 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[7

numarali madde] grafigi.
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[8 numarali madde] (uM)

Sekil 4.9. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 8 numarali maddenin

farklt konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[8

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.10. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 9 numarali maddenin
farkli konsantrasyonlarinda ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[9

numarali madde] grafigi.

4.2.2. hCA 11 izoenziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi

gosteren 4-metilbenzensiilfonamid tiirevleri ile ilgili sonuclar

Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA Il izoenzimi i¢in 9 farkli 4-
metilbenzensiilfonamid bilesiklerinin etkisi arastirildi. Olgiimler, esteraz aktivitesi
tayin yontemiyle yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren her bir siilfonamid tiirevi igin
(%) aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.11-4.19). Daha sonra, bu grafiklerden
yararlanilarak %50 enzim inhibisyonuna sebep olan siilfonamid konsantrasyonlari

(ICsp degerleri) hesaplandi.
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Sekil 4.11. hCA II izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 1 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[1

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.12. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 2 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[2

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.13. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 3 numarali maddenin

farklt konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[3

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.14. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 4 numarali maddenin
farkli konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[4

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.15. hCA II izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 5 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[5

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.16. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 6 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[6

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.17. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 7 numarali maddenin

farkli konsantrasyonlarinda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[7

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.18. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 8 numarali maddenin
farkli konsantrasyonlarinda ICsp degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[8

numarali madde] grafigi.
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Sekil 4.19. hCA I izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile 9 numarali maddenin
farkli konsantrasyonlarinda 1Csy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[9

numarali madde] grafigi.

4.23. hCA | ve hCA 1l izoenzimlerinin esteraz aktivitesi iizerinde
inhibisyon etkisi gosteren 4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin 1Cs

degerlerinin belirlenmesi ile ilgili sonuclar

Numaralandirilmis  stilfonamid bilesiklerine ait % Aktivite-[I] grafikleri
cizildikten sonra bu grafiklerden faydalanilarak %50 inhibisyona sebep olan 4-
metilbenzensiilfonamid bilesiklerinin konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi.
Elde edilen tiim verilerin daha iyi karsilagtirilabilmesi i¢in bu degerler birer ¢izelge

halinde gosterildi (Cizelge 4.1, 4.2).
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Cizelge 4.1. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren
4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin %50 inhibisyona sebep olan konsantrasyonlari

(ICs degerleri).

inhibitor hCA I i¢in ICs degerleri

(nM)
1 numarali madde 3,469
2 numarali madde 5,196
3 numarali madde 3,274
4 numarali madde 1,603
5 numarali madde 4510
6 numarali madde 4,990
7 numarali madde 1,092
8 numarali madde 0,770
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Cizelge 4.2. hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi
gosteren  4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin %50 inhibisyona sebep olan

konsantrasyonlar1 (ICsp degerleri).

Inhibitor hCA 1II icin ICsy degerleri
(nM)
1 numarali madde 20,255
2 numarali madde 18,887
3 numarali madde 51,805
4 numarali madde 48,916
5 numarali madde 32,120
6 numarali madde 49,938
7 numaral1 madde 56,862
8 numarali madde 31,350
9 numarali madde 42,576

4.2.4. Insan eritrosit CA I-1l enzimlerinin afinite kromatografisi ile

saflastirma basamaklari sonuclari

Insan kanindan elde edilen hemolizatin, Sefaroz-4B-L-tirozin siilfonilamid

kolonuna uygulanmasi sonucu elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Insan eritrositlerinden hCA I-1l izoenzimlerinin Sefaroz-4B-L-tirozin

stilfonilamid afinite kromotografisi kullanilarak saflagtirillmasi basamaklari.

Saflashrma  Toplam  Protein Aktivite  Toplam Toplam  Spesifik Verim Saflastirma
basamaklar1  hacim  (mg/mL) (EU/mL) protein aktivite aktivite (%) katsayisi

(mL) (mg) (EU)  (EU/mg)
Homojenat 12 15,86 115 190,32 1380 7,251 100 1
hCA I 6 0,22 156 1,33 936 70376 67,82 97,05
hCA 11 4 0,05 170 0,20 680 3400 49,27 468,90

4.3. Sentezlenen Bilesiklerin 'H-BC NMR’lan

4.3.1. Kimya

Bruker Ascend 400 (100)-Mhz spektrometrelerinde *H ve *C spektrumlar:
kaydedildi ve dahili standart olarak Me,Si'ye gore kimyasal kaymalar bildirildi (A).
Elementel analizler, Costech ECS 4010 cihaz1 iizerinde gergeklestirildi. Erime

noktalari, bir Barnstead elektrotermal 9200 serisi dijital cihaz kullanilarak belirlendi.

4.3.2. Siilfonamid tiirevlerinin sentezleri icin genel metod

Karbonaldehit (20.0 mmol) ve uygun bir asetofenon (20.0 mmol) etanol (6
mL) soliisyonuna NaOH’nin sulu bir ¢6zeltisi (%30, 10 mL) ilave edildi. Karisim, bir
giin oda sicakliginda karistirildi ve daha sonra buzlu su iizerine dokiildi. Karigim,
3M hidroklorik asit kullanilarak nétralize edildi. Elde edilen ¢okelti filtrelendi ve

etanol-su ve eterden kristallestirildi.
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al. 2016)
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(E) -N- (4- (3- (2-florofenil) akriloil) fenil) -4-metilbenzensiilfonamid

'H-NMR (DMSO-ds), (5:ppm): 8.04 (d,J=8,2H), 7.92 (d,J=16,2H), 7.74 (d,J=8,2H),
7.38 (d,J=7.2,2H), 7.25 (m, 2H), 7.07 (m, 3H), 7.00 (m,2H).

BC-NMR (DMSO-dg), (8:ppm): 187.81, 162.59/160.10, 144.21, 143.13, 136.92,
135.09, 132.66, 130.73/130.36, 130.25/129.53, 127.22, 125.42, 125.39, 124.49,
124.46/122.86, 122.75, 118.41/118.30, 116.64/116.43.

Hesaplama degeri: CyoHisFNO3S: C, 66.82; H, 4.59; N, 3.54;Bulunan deger: C,
66.86; H, 4.63; N, 3.57.
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(E) -N- (4- (3- (3-fluorofenil) akriloil) fenil) -4-metilbenzensiilfonamid

'H-NMR (DMSO-ds), (5:ppm): 8.07(d,J=8,2H), 7.91(d,J=16,1H), 7.72(d,J=8,2H),
7.38(m,3H), 7.30-7.20(m,3H), 7.12(m,3H).

BC-NMR (DMSO-dg), (8:ppm): 187.91, 164.17-161.75(d.J=242), 144.23, 143.05,
142.81, 142.44, 137.82-136.92 (d,j=90), 132.79, 132.37, 130.34, 130.25, 131.34-
131.26(d,j=8), 127.23-127.20(d.j=3), 125.96, 123.83, 118.37-118.32(d,j=50),
115.15(d,j=220).

Hesaplama degeri: CyHi1gFNO3S: C, 66.82; H, 4.59; N, 3.54;Bulunan deger: C,
66.85; H, 4.62; N, 3.57.
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5. SONUC VE ONERILER

Karbonik anhidrazlar, fizyolojik kosullar altinda karbon dioksitin bikarbonata
ve bir protona doéniisen hidrasyonunu katalizleyen metaloenzimlerdir (Akocak et al.
2017). Meydana gelen reaksiyon tersinirdir (Engberg et al. 1985). Bu reaksiyonlarin
birinci dereceden hiz sabitleri, hidrasyon ve dehidrasyon reaksiyonlari i¢in sirasiyla
3,5.10% ve 20 saniyedir (Henry and Swenson 2000). Karbonik anhidrazlar;
arkealarda, bakterilerde, omurgalilarda, protozoalarda, yosunlarda ve yesil bitkilerin
kloroplastlarinda bulunur (Coban at al. 2008; Ghiasi et al. 2017; Piazzetta et al.
2017). CA izoformlar1 pH diizenlemesi, elektrolit salinimi, biyosentetik siireclerde ve
tiimorigenez gibi birgok fizyolojik siireglerde rol oynar (Carta et al. 2015).

CA izoenzimlerinin doku dagilimi, kinetik Ozellikleri ve hiicre alti
lokalizasyonlarinda farkliliklar vardir. CA I, Il, 111, VII ve XIII sitoplazmada iken;
IV, IX, XII ve XIV membrana baghdir; VA ve VB mitokondride bulunur; CA VI
salgt formudur (Bottcher et al. 1994; Demir et al. 2001; Hilvo et al. 2005). CA
izozimlerinin ¢ogu 6dem, glokom, obezite, kanser, epilepsi, yiikseklik hastalig1 ve
osteoporoz gibi bir dizi rahatsizigin tedavisinde Onemli terapdtik hedeflerdir.

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin tanimlanmasi; molekiiler ve Kkinetik
karakterizasyon, subseliiler fraksiyonlama ve siilfonamidler gibi spesifik inhibitorler
ile birtakim deneysel yaklagimlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Simdiye kadar
sayisiz siilfonamid ve siilfonamid olmayan (fenoller, tiyoller, kumarinler, poliaminler
ve ditiyokarbamatlar) CA inhibitorleri sentezlendi veya izole edildi. CA inhibitorleri
arasinda en umut verici sinif, siibstitiie olmayan stilfonamidlerdir (Mert et al. 2015;
Koutnik et al. 2017).

Siilfonamidler, siilfamadlar ve siilfamid bilesikleri ile biyoizosterileri en ¢ok
kullanilan CA inhibitorleri iken; birinci simif siilfonamidler en ¢ok arastirilan CA
inhibitorleridir (Angapelly et al. 2017; Ivanova et al. 2017; Kocyigit et al. 2017).

Stilfonamid CA inhibitdrleri, sistemik veya topikal olarak uygulanmaktadir.
Sistemik inhibitorler genellikle istenmeyen yan etkilere neden oldugundan son
zamanlarda topikal uygulanabilen suda ¢oziiniir siilfonamid CA inhibitorlerinin
gelistirilmesi  yoluna gidilmistir. Guglii CA inhibitérleri olan RSO,NH; tipi

stilfonamidler, c¢esitli hastaliklarin tedavisinde veya Onlenmesinde yaygin olarak
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kullanilmaktadir (Renzi et al. 2000). Sekil 5.1°de siilfonamidler ve anyonik
inhibitorlerin CA inhibisyon mekanizmasi gdsterilmistir.

Siilfonamidler ve bunlarin Schiff bazindan tiiretilen bilesikler, bir¢cok ilag
metal kompleksleri seklinde uygulandiklarinda, modifiye farmakolojik ve
toksikolojik potansiyele sahiptir. Serbest bir amino grubuna sahip olan
stilffonamidler, kolaylikla tiirevlenebilir ve genis bir biyomedikal uygulama alanina

sahiptir (Chohan et al. 2012).
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Sekil 5.1. Siilfonamidler ve anyonik inhibitérler tarafindan inhibe edilen CA

enziminin inhibisyon mekanizmasi (Supuran et al. 2004).

CALI ilaglari, halka yaklagimi ile yani siilfamoil kisimlar1 igeren ¢ok sayida
halka sistemi arastirilarak tasarlanmistir. Daha sonra, alternatif bir yaklasim olan
‘kuyruk yaklasimi® ile topikal aktiviteye sahip antiglokom CADlerin tasarimi
belirtilmistir (Chazalette et al. 2004).

Glokom, artmis goz ici basinc1 (GIB) ile karakterize bir hastaliktir. G6z igi
basincindaki bu artis, optik sinir hasarina yol agar ve glokoma bagli gérme kaybi icin
kabul edilen bir risk faktoriidiir (Vernier et al. 2010). Benzothiadiazine ve yiiksek
tavan ditliretiginin yanisira sistemik antiglokom ilaglari, asetazolamid, metazolamid,
etoksazolamid ve diklorofenamid’in gelisimini saglamistir. Glokom tedavisinde

kullanalilan baz1 ilaglar Sekil 5.2°de gosterilmistir.
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Sekil 5.2. Sistemik antiglokom ilaglari1 (Chazalette et al. 2004)

Primer siilfonamidler ve analoglari, diliretik maddeler olarak yillardir gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasinin yanisira 6zellikle son yillarda kanser
tedavisinde CA inhibit6rlerinin ana smifim1 olusturmaktadir (Eldehna et al. 2017,
Sekil 5.3). Ayrica siilfonamid CA inhibitorleri, antikonviilsan ve antiobezite
faktorleri olarak da klinik kullanimlar1 mevcuttur (Carta et al. 2015).

SO,NH,
cl

E7070

Sekil 5.3. Antitiimor siilfonamid tiirevlerinin yapisi (Supuran and Scozzafava 2000)
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Bu ¢alismada, insan taze kanindan CA I ve CA Il izoenzimleri saflastirild1 ve
yeni tasarlanan siilfonamidlerle, CA’nin esteraz aktivitesini kullanarak inhibisyon
calismasi yapildi. Kullanilan insan CA I ve II izozimleri, kromatografi yontemi ile
saflagtirnllmistir (Arslan et al. 2016).

Calismamizda kullanilan karbonik anhidraz (CA) izoenzimlerinin (hCA I-11)
saflagtirillmast i¢in Oncelikle Sefaroz-4B afinite jeli hazirlandi, daha sonra,
izoenzimler eritrositlerden saflastirildi. Afinite kromatografisinde kullanilmak tizere
Sefaroz-4B iizerinde hazirlanan afinite jeli, li¢ ayr1 reaksiyon sonucu sentezlendi.
Once matriks olarak secilen Sefaroz-4B, CNBr ile aktiflestirildi. CNBr ile
aktiflestirilen jele, L-tirozin uzanti kolu takildi. Daha sonra, siilfanilamid
diazollanarak tirozine kenetlendirildi. Jele adsorbe olan karbonik anhidraz
izoenzimlerinin ( hCA I-1I) eliisyonlari igin sirasiyla kullanilan tampon ¢ozeltileri; 25
mM Na;HPO, / 1 M NaCl (pH 6,3) ve 0,1 M CH3;COONa / 0,5 M NaClO, (pH
5,6)’dir. hCA | ve hCA 11 izoenzimlerinin spesifik aktiviteleri sirasiyla 703,76 EU /
mg ve 3400 EU / mg olup, %67,82 ve %49,27 verimle saflastirildi.

Kalitatif protein tayini, Warburg yontemi ile gerceklestirildi. Bu metodda
proteinlerin ihtiva ettigi tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasmna dayanir (Segel 1968). Afinite kromatografisi ile
karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirilmasi sirasinda eliiatlarin protein miktarlari,
belirtilen dalga boyunda absorbanslar dl¢tilerek belirlendi.

Coomassie-Blue yontemi ile kantitatif protein tayini belirlendi. Bu yontemin
diger protein tayinlerine gore avantajlari; bozucu faktorlerin pek olmamasi, kisa
stirede uygulanabilirligi ve protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire
kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).

Enzim aktivitesi tayini i¢in kullanilan aktivite yontemi, esteraz aktivitesidir.
Bu yontem, karbonik anhidrazin ester baglarinin parcalanmasi esasina dayanir.
Karbonik anhidraz enzimi, p-nitrofenil asetatt p-nitrofenole hidroliz etmektedir ve
olusan bu iirlin ise 348 nm’de absorbsiyon vermektedir.

Suda ¢oziinmeyen p-Nitrofenil asetat oncelikle az miktarda asetonda ¢oziildii
ve daha sonra su ile seyreltilerek sulu ¢ozeltileri hazirlandi. Coziicii olarak asetonun
tercih edilmesinin nedeni ise asetonun hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden
¢oziicii olmasidir (Armstrong et al. 1966; Verportee et al. 1967). hCA | ve hCA 1I
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izoenzimlerinin bulundugu ortamdan dolay1 (eritrositler) aktivite 6l¢iim pH’s1 7,4
olarak alinmistir.
Sekil 5.4’te calismamizda kullanilan 4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin

(1-9 nolu bilesikler ) agik formiilleri gosterilmistir.

0. ‘ ’ 9 m
g
o aYat
1 2
0
m g
; ; O ®
1 I
—< >vs 4< >—s
3 : d : Cl
3
0
W’
o [T :
I I
I+ L IH
5 6
0 0
_ _
o [T 1) o [T
—@S—N cl ol OS—N Br
Il H Il H
o) 0
7 8
o)
n
s
i H
0

Sekil 5.4. 4-metilbenzensiilfonamid tlirevlerinin yapisi — CA inhibitorleri

55




Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1 ve II izoenzimleri igin farkli
inhibitér konsantrasyonlarinda esteraz aktivite ol¢iimii yapildi. Inhibitdr etkisi
gosteren siilfonamid tiirevleri igin % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu grafiklere bagl
olarak ICsy degerleri hesaplandi (Cizelge 5.1). ICsy degeri, inhibitoriin inhibisyon

etkisini belirlemesinde kullanilmistir.

Cizelge 5.1. hCA I-II izoenzimlerinin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi

gosteren 4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin %50 inhibisyona sebep olan

konsantrasyonlari.

Inhibitér hCA I-II icin ICsq degerleri (NM)
hCA | hCA I

1 3,469 20,255

2 5,196 18,887

3 3,274 51,805

4 1,603 48,916

5 4,510 32,120

6 4,990 49,938

7 1,092 56,862

8 0,770 31,350

9 4,497 42,576

AZA 21,95 15,170

“Gokeen et al. 2016 referansindan alinmustir.
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Cizelge 5.1°de gorildigi gibi hCA I-1l izoenziminin esteraz aktivitesi

tizerinde inhibisyon etkisi gosteren 4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerine ait ICsg

degerleri, sirasiyla hCA 1 i¢in 0,770-5,196 nM, hCA 1I i¢in 18,887-56,862 nM

araligindadir.

Pek ¢ok siilfonamid / sitilfamad CAI’s1 6nemli fizyolojik fonksiyonlari

oynadig1 diisiiniilen memeli izozimleri i¢in yiiksek afiniteye sahip olmakla birlikte,

bu smiftan yeni farmakolojik bilesiklerin tasarlanmasi ig¢in temel sorun, bu tiir

bilesiklerin farkli hedef isozimlere karsi spesifikliginin olmamasidir (Supuran and

Scozzafava 2007).

Sonug olarak bu tez cahsmasinda:

Insan eritrositlerindeki karbonik anhidraz enzimi, Sefaroz-4B-L-tirozin
siilfanilamid afinite kolonu uygulanarak saflastirildi.

4-metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin, saflastirlan hCA | ve hCA I
izoenzimleri tizerindeki etkileri incelendi. Bu amagla enzim aktiviteleri ilizerine
inhibisyon etkisi gosteren maddeler i¢in ICso degerleri hesaplandi. Elde edilen
degerlere gore siilfonamid bilesiklerinin (1-9 numarali) hCA | ve hCA I
izoenzimleri {izerine inhibitor etkisi oldugu belirlendi.

Tiim bilesiklerin karbonik anhidraz izoenzimi I’e karsi, ticari ilag olan
asetazolamidden daha giiglii oldugu tespit edilmistir. Ancak AZA, insan
karbonik anhidraz izoenzimi II iizerine bilesiklerden daha giiglii inhibisyon
ozelligi gostermigtir.

S6z konusu tasarlanan stilfonamid bilesiklerinin tiirevleri literatiirde de yer
almaktadir. Literatiirdeki ¢aligsmalar ile kiyaslama yapildiginda arastirdigimiz
bilesiklerin, bazi tlirevlerden daha etkili inhibitorler oldugu tespit edilmistir.
Caligmamizin =~ Ozgiin ~ degeri  ise  calismayr  tasarladigimiz = 4-
metilbenzensiilfonamid tiirevlerinin ilk kez bu tez calismasinda karbonik
anhidraz inhibitorii olarak denenmesidir. Ancak bu teze arastirma konusu olan
problem durumu, mevcut inhibitorlerin yeterli olmadigi ve istenmeyen birgok
yan etkilerinin olusmasidir. Bu nedenle siilfonamid inhibitorlerinin gelisimi

hem 6nemli yan etkileri olmayan yeni ilag tiirlerinin elde edilmesinde hem de
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ozgil inhibitorlerin bulundugu spesifik fizyolojik calismalar i¢in faydali

olacagi dngoriisiindeyiz.
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