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OZET

Karbonik anhidraz (E.C. 4. 2. 1. 1), aktif bolgesinde ¢inko iyonu bulunduran bir
metaloenzimdir. Karbondioksitin HCOs;~ ve H'™ iyonlarma doniisiimlii hidratasyonu
reaksiyonunu katalizler.

Bu caligmada glokom hastaligi tedavisinde kullanilmaya aday yeni karbonik anhidraz

(CA) inhibitorlerinin, karbonik anhidraz enzimi iizerinde inhibisyon etkileri arastirilmustir.

Bu amagla once insan eritrositlerinden karbonik anhidraz izoenzimleri (CA-I, CA-II)
afinite kromatografisi ile ayr1 ayri saflagtirildi.  Elektroforez ve spesifik aktivite tayini ile

safsizliklari ispatlandi.

Daha sonra sentezlenen yeni bilesiklerin (1-6) insan eritrosit CA-I ve CA-II
izoenzimleri lizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Bilesiklerin inhibisyon etkisini belirlemek
icin karbonik anhidraz enziminin hidrataz ve esteraz aktiviteleri dl¢iildii. Inhibisyon etkisi

gosteren bilesikler i¢in % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek ICsy degerleri belirlendi.

Sentezlenen yeni bilesiklerin, CA-I ve CA-Il izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri
iizerinde inhibisyon etkisi gostermedigi, fakat esteraz aktiviteleri iizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigi tespit edildi. Esteraz ICsy degerleri CA-I igin 0,800 — 0,193 mM arasinda, CA-II igin
ise 0,754 — 0,174 mM arasinda bulundu.

Anahtar Kelimeler: ICs, Degerleri, Inhibisyon, Karbonik anhidraz, Benzotiyazol, Dipikolinik
asit.
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SUMMARY

Carbonic anhydrase (E.C. 4.2.1.1) is a metalloenzyme and contains zinc(Il) ion in its

active side. It catalyses the reversible reaction of CO, to HCOs and H" ions.

In this study, the inibition effects of new carbonic anhydrase (CA) inhibitors’s, which

candidates for treatment of glaucoma, or carbonic anhydrase enzyme have been investigated.

Firstly, erythrocyte carbonic anhydrase isoenzymes (CA-I, CA-II) from human
erythrocyts were separately purifed by affinity chromatography. Electrophoresis and specific

activity was proven by the determination of impurities.

Later, the inhibition effects of newly synthesized compounds (1-6) on CA-I and CA-II
isoenzymes were determined. To determine inhibitory effects of the compounds, the hydratase
and esterase activities of carbonic anhydrase enzyme were measured. %Activity vs. [I] graphics

were drawn and the ICsy values were calculated for potential inhibitory compounds.

According to in vitro studies, any inhibition effects of 1-6 compounds were not
observed on hydratase activity of CA-I and CA-II isoenzymes. These new compounds inhibited
the esterase activities of CA-I and CA-II isoenzymes. The ICso values of compounds for

esterase activity are 0,800 — 0,193 mM for CA-I and 0,754 — 0,174 mM for CA-II, respectively.

Keywords: ICs, Values, Inhibition, Carbonic Anhydrase, Benzothiazole, Dipicolinic acid.
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve yiiksek bir {iriin
verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin kiiglik bir grubu harig
olmak {izere, biitiin enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis

grubunu teskil ederler.

Canlilar1 olusturan molekiiller, yani, biyomolekiiller kinetik yonden oldukga kararli
olup, kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki tiim kimyasal olaylar enzimler

araciligryla gerceklestirilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Enzimler genellikle tek tip bir kimyasal reaksiyonu veya aym ozellikte reaksiyonlari
katalizler (Keha ve Kiifrevioglu, 2004). Enzimle katalizlenen reaksiyonlar, katalizlenmeyen
reaksiyonlara gore 10" ile 10° kat daha hizlidir. Her enzim molekiilii saniyede 100 ile 1000

substrat molekiiliinii iriine ¢evirme yetenegine sahiptir (Champe ve Harvey, 1997).

Enzimlerle kataliz tepkimesine katilan kimyasal molekiillere substrat adi verilir.
Enzimler substratlara gére daha hacimlidirler ve dolayisiyla kataliz olayinda enzimin sinirli bir
alaninin etkin oldugu diisiiniilmiis ve bu alana da aktif bolge denilmistir. Aktif bolgeler ¢ogu
kez, enzimdeki yariklara veya multienzimlerde alt birimler arasindaki ara kesit yiizeylerine

yerlesmistir (Dikmen ve Ozgiinen, 2004).

Aktif bolge; substrata komplementer olan ii¢ boyutlu yapida aminoasit yan zincirleri
icerir. Aktif bolge substrati baglayarak bir enzim — substrat (ES) kompleksi meydana getirir.

ES sonradan pargalanarak enzim ve iiriine doniisiir (Champe ve Harvey, 1997).

E+SS<~<~ ESE—» E+ P

Sekil 1.1. Enzimle substrat arasindaki iligki.

Enzimler substrat iizerinde etki gosterebilmesi i¢in protein yapida olmayan bir
koenzime (kofaktor) gereksinimi vardir. Koenzim, Fe*", Mg®", Mn**, Zn*', gibi bir veya daha
fazla inorganik iyon ya da organik, metaloorganik kompleks bir molekiil olabilir. Enzimler
sicaklikla denatiire olurken, kofaktorler 1s1ya dayaniklidirlar. Katalitik olarak aktif olan enzim
kofaktdr kompleksi holoenzim olarak adlandirilir. Holoenzimin bir protein kismu bir de
kofaktdr kismi vardir. Holoenzimin protein kismi apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilir.

Holoenzimin kofaktér kisminin, bazi enzimler i¢in Fe**, Mg*", Mn®", Zn*" gibi bir veya daha



fazla inorganik iyon; bazi enzimler i¢in ise organik veya metaloorganik kompleks bir
molekiildiir. Bazi enzim-kofaktdr baglanmalarinda koenzim enzim proteinine ¢ok siki bir
sekilde, kovalent bagli olup enzim proteininden ayrilmazlar. Bunlara prostetik grup denir (Keha

ve Kiifrevioglu, 2004).

Kofaktor olarak metal iyonu kullanan enzimlere metaloenzim denir. Metal iyonlar1 asit-
baz katalizi, kovalent kataliz veya enzimin konformasyonunda degisiklik yaparak substratin

baglanmasim kolaylastirir (inan ve Giil, 2001).

Enzimlerin biiylik bir kismui protein yapisinda oldugundan sartlarin degismesine karst
oldukca hassastirlar. Bu ylizden bir ¢ozeltideki enzim varhigi, enzimin etki ettigi substrat
molekiilii veya reaksiyon sonucu meydana gelen iliriin veya enzimatik reaksiyona aracilik eden

diger parametreler lizerinden tespit edilmektedir (Goziikara, 1997).

Bir ¢ozelti i¢indeki enzim aktivitesi “enzim iinitesi” (birimi) cinsinden verilir. 25°C’de
ve optimal sartlarda 1 mikromol (10 mol) substrati bir dakikada iiriine doniistiren enzim
miktarma “1 enzim {initesi” (EU veya U seklinde gosterilir) denilir. Ancak uluslararasi 6l¢ii
sistemine gore zaman birimi saniye, madde miktart birimi mol oldugundan bu sistemde enzim
aktivite birimi katal’dir. 1 katal enzim, belirli sartlar altinda saniyede 1 mol madde

doniistimiinii sebep olur.

Enzim aktiviteleri, bir baska deyimle, enzimlerin reaksiyon hizlar1 bazi faktorler

tarafindan etkilenmektedir. Bu etkenler;

e Substrat konsantrasyonu

e Enzim konsantrasyonu

e Inhibitér veya aktivator konsantrasyonu
e Kofaktor konsantarsyonu (varsa)

e pH

e Sicaklik

e Iyonik siddet

Her enzim i¢in aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri vardir ve bu degere
optimum pH denir. Bu degerlerin iizerinde ve altinda aktivite diiser. Kimyasal reaksiyonlarin
hiz1 sicaklikla artar. Enzimli reaksiyonlar bu genel kuraldan farkli bir davranis gostermez.
Artan sicaklikla enzimatik reaksiyon hizi artar, fakat 50-60°C fiizerine ¢ikildiginda aktivitede
diistis gozlenir. Bu durum yiiksek sicaklikla enzim yapisinda meydana gelen denatiirasyondan

kaynaklanir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).



Enzimlerin katalizleme giicleri, turnover sayisiyla ifade edilir. Turnover sayisi, birim
zamanda bir mol enzimin iiriine doniistiirdiigii substratin mol sayisidir. Turnover sayis1 yiiksek

olan enzimlerden biri de karbonik anhidraz enzimidir (600.000s™) (Harper, 1975).

Enzimin inhibisyonu enzimler {izerinde c¢alisilan énemli konulardan biridir. Enzimlerin
aktivitelerini baz1 bilesikler azaltir ve hatta yok ederler, bu olaya inhibisyon bu bilesiklerede

inhibitor denilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Enzim inhibisyonu, doniisiimsiiz (irreversible) inhibisyon ve donisiimli (reversible)

inhibisyon olmak iizere iki grupta incelenir.

Doniistimsiiz inhibisyonda inhibitér enzime ya kovalent olarak ya da zor ayrigan bir
kompleks olusturacak sekilde baglanir. Bu yilizden doniisiimsiiz inhibitorlere “enzim
inaktivatorleri” de denir (Inan ve Giil, 2001). Déniisiimsiiz inhibisyonda V.. azalir, K, ise

degismeden kalir.

Doniisiimlii inhibisyonda ise enzimle inhibitdr etkilesmesi bir denge reaksiyonu

seklindedir.
Doniisimlii inhibisyon dort grupta incelenir;
1)Yarigmali inhibisyon (kompetitif)
2)Yarigmasiz inhibisyon (nonkompetitif)
3)Yar1 yarigmali inhibisyon (unkompetitif)
4)Lineer karisik tip inhibisyon

Doniistimli inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali
inhibitor; yapi itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Bdylece
substratin enzime baglanmasi Onlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonunu artirmakla
inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin V,,,, degeri degismez. Yarigmali inhibitor belli bir
substrat icin belirlenmis K,,’i (Michaelis sabiti) yiikseltir. Yani, yarigmali bir inhibitdr
varliginda 1/2V . a erismek igin daha fazla substrat gerekir (Champe ve Harvey, 1997; Keha
ve Kiifrevioglu, 2004).
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Sekil 1.2. Yarismali inhibisyonun reaksiyon lizerinde gésterimi.

Dontiigiimlii bir tip olan yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda; inhibitér ve substrat
enzim molekiiliine ayn1 anda etkiyebilir. Bu durum baglanmanin enzimin farkli bolgesine
oldugunu gosterir. Yarismasiz bir inhibitor etkisini; bir enzimin turnover sayisini, yani katalitik
aktivitesini azaltarak gosterir. Burada substrat ve inhibitor arasinda yarigma yoktur. Substrat
konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Enzimin V.« degeri diiserken, K,
degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitdor aym bodlgelere baglanmadigindan, enzimin iki farkli

inaktif kompleksi olusur: EI ve ESI (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).
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Sekil 1.3. Yarigmasiz inhibisyonun reaksiyon iizerinde gosterimi.

Diger doniisiimlii inhibisyon tipi, yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde, inhibitdr serbest enzime baglanamaz, ES kompleksine baglanir. Birden
fazla substratli enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sik rastlanir (Telefoncu, 1986; Gilbert,

1992).

Yar1 yarismali inhibitér varliginda substrat konsantrasyonunun yiikseltilmesi ile
inhibisyon artabilir. Buna gore inhibitér varliginda ortamda siirekli ES kompleksi uzaklastig
icin K, degeri azalir. Aymi zamanda ortamda ESI kompleksi siirekli var olacagindan V.

degeri de azalir. (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).
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Sekil 1.4. Yar1 yarismali inhibisyonun reaksiyon iizerinde gdsterimi.

Lineer karigik tip inhibisyon tiirli yarigmasiz inhibisyonun o6zel bir tipidir. Bu
inhibisyon substratin EI kompleksine baglanabildigi zaman gergeklesir. Her iki durumda da

inaktif ESI kompleksi olusur (Arslan, 2003).

Enzim inhbisyonu gibi konular1 ele alan ¢aligmalarda enzim safligi ¢ok Onemlidir.
Enzim saflastirilmasinin amaci, 6zgiil bir enzimi diger bircok ham bir hiicre oziitlinden
ayrrmaktir (Dikmen ve Ozgiinen, 2004). Bir enzimin saf bir sekilde hiicreden veya dokudan
izolasyonu oldukca zordur. Buna ragmen bir¢ok enzim saf olarak elde edilmistir. Cok sayida
enzim kismen saflastirilmis ve 200°den fazlasi ise kristal olarak elde edilmistir. Proteinlerden
globiiler proteinler suda ve sulu tuz ¢ozeltilerinde ¢oziniirler bu 6zelliklerinden yararlanarak

saflastirma iglemleri yapilmaktadir.
Globiiler proteinlerin saflagtirma isleminde yararlanilan 6zellikleri ise;
e Molekiil buyiiklagii
e (Coziiniirliik farki esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
e Elektriksel yiik esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
e Secimli adsorpsiyon esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
e Spesifik ligandlar esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi (Afinite kromatografisi)

Karbonik anhidraz enzimi i¢in, bu saflagtirma ydntemlerinden en uygun, en dogru
sonucu vereni afinite kromatografisi (spesifik ligandlar esasina dayanilarak proteinlerin ayrilma
yoOntemi) yontemidir ve bu yontemle karbonik anhidraz enzimi saflagtirilarak karakterizasyon
incelenmesi yapilabilmektedir. Bu yontemde; ligand, ¢ok spesifik oldugundan enzime kolayca

baglanir. Safsizliklar ise kolon materyaline tutunamadiklarindan kolonun akis yoniinde



ilerleyerek uzaklasirlar ve enzim kolonda kalir. Kolonda kalan enzim, uygun tamponlarla elue

edilir (Dikmen ve Ozgiinen, 2004).

Afinite kromatografisi asagidaki gibi sematize edilebilir. Burada basamak basamak
afinite jeli olusumu, numunenin jele tutunmasi ve istenilen enzimin saf bir sekilde eliisyonu

gosterilmistir (Sekil 1.5).
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Ligand ile matriks arasmdald uzant kolu

Sekil 1.5. Saflastirilmak istenen enzimin liganda baglanmasi ve eliisyonu.

Saflastirilmak istenen molekiiliin kolondaki liganda baglanmasi, ¢ogu durumda matriks
ile ilgili molekiil arasindaki sterik engelden dolay1 zorlagsmakta ve kolon verimi diigmektedir.

Bu problem, uygun uzant1 kolu kullanilarak ortadan kaldirilabilir.

Sonug¢ olarak, proteinlerin aktive edilmis matrikslere baglanmasindaki kosullar;
proteinin denatiirasyonuna veya inhibisyonuna neden olmamalidir. Genelde baglanma protein
molekiiliiniin dis yiizeyindeki lisin rezidiileri, ya da baska bir amin grubu ile olur. Bu grup;
niikleofilik yani protonlanmamis halde bulunacagi yiiksek bir degerde olmali fakat
inaktivasyona neden olacak kadar da yiiksek olmamalidir. Tiim bu 6zellikler gbz oniine alinirsa,
bir afinite kolonunun verimli olabilmesi i¢in; matriksin iyi akis Ozelliklerine sahip, ligandi

baglama ve eliisyon islemlerine dayanikli, akan bilesiklerle etkilesme yapmayan bir yapida



olmasi gerekir. Ligandin ise adsorbe edecegi bilesikle afinitesi olmalidir. Bu saglandigi zaman

kolonun kapasitesi artar ve istenilen protein yiiksek derecede saflastirilmis olarak elde edilir.

Enzimler i¢in spesifik aktivite hesaplanmalidir. Spesifik aktivite (6zgiil aktivite) terimi;
1 mg proteine karsilik gelen enzim iinitesi (E.U./ mg protein) olarak ifade edilir. Bu deger
enzim safliginin bir 6lglsiidiir ve enzim saflagtirilmasi esnasindaki basamaklarda maksimum ve
sabit degere ulagir. Bdylece enzimin saf halde elde edildigi tespit edilir (Keha ve Kiifrevioglu,

2004).



2. KARBONIK ANHIDRAZ ENZiMi

2.1. Enzim Ozellikleri ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) ¢inko igeren ve
karbondioksitin tersinir hidratasyonunu katalize eden bir enzimdir (Lindskog, 1997).

Katalizlenen reaksiyon;

CO, + H,O =—= H' + HCO;y &= CO, + H,0

Dokularda Damarlarda Akcigerlerde

Yapilan caligmalarda; yukaridaki hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarmin
kendiliginden olusum hizindan ¢ok daha hizli oldugu goriilmiistiir (Slyke ve Hawkins, 1930).
Bu olaylarda kanda var olan bir enzimin rol alabilecegi diisiiniildii. Daha sonra karbonik
anhidraz enzimi Roughton ve Meldrum tarafindan insan eritrositlerinde bulundu (Pocker ve
Sarkanen, 1979). Birkag yil sonra karbonik anhidraz varligi bagka canlilarda ve dokularda da
ortaya ¢ikarildi (Sly ve Hu, 1995; Supuran ve ark., 2000; Supuran ve Scozzafova, 2001).

Baliklarin solunga¢ ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlarin kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun olusumunda, alglerde ve bitki
kloroplastlarinda bu enzimin 6nemli rolleri belirlenmistir. CA, sozli gecen canli hiicrelerin
cogunda; sitoplazmada ¢Oziinmils, bazen de hiicre membranina zayifca baglanmis olarak

bulunmaktadir (Pocker ve Sarkanen, 1979).

CA’nin insanlarida igine alan bir¢ok canli tiiriinde CO,’in hidratasyonu ve bikarbonatin
dehidratasyonu reaksiyonlarmi tersinir olarak katalizleyen 16 farkli CA izoenzimi tespit
edilmistir. Karbonik anhidraz canli organizmalarin hemen hemen tamaminda genetik olarak
kodlanan bir enzimdir (Gilmour, 2010). Karbonik anhidraz enzimi birbirinden bagimsiz dort
gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bunlar a, B, y ve § karbonik anhidrazlardir. a-CA lar
omurgalilarda, alglerde ve yesil bitkilerin sitoplazmalarinda bulunur. B-CA lar agirlikli olarak,
alglerde ve mono ve dikotiledonlarin kloroplastlarinda bulunur. y-CA lar agirlikli olarak bazi
bakterilerde bulunur. 3-CA lar ise bazi deniz diatomlarnda bulunur (Supuran ve Scozzafava,

2007).



Sekil 2.1. CA-II enziminin 3 boyutlu yapisi (Eriksson ve ark., 1988).

2.1.1.a- Karbonik anhidrazlar (a-CA)

Memelilerde farkli doku dagilimlar1 gdsteren a- karbonik anhidraz gen ailesine bagl
16 farkli CA izoenzimi ve CA baglantili protein belirlenmistir. Hayvanlar icin; eritrositlerde
(CA-I ve CA- II), kirmiz1 iskelet kas1 ve yag dokularinda (CA-III), akciger ve bazi diger
organlardaki kilcal damarlarin endotel hiicrelerinin plazma yiizeyinde ve insan bobreginde (CA-
IV), karaciger mitokondrilerinde (CA-V), tiikiiriik bezlerinde (CA-VI) ve sitozolde (CA-VII)
karbonik anhidraz enzimleri belirlenmistir. Genelde tek polipeptid yapiya sahip olan bu
izoenzimlerin yaninda bitkilerde oligomerik yapida CA izoenzimlerine rastlanmistir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2004).

Bu izoenzimlerin, katalitik etkinlik ve inhibitdr baglama ozelliklerinde bazi 6nemli
farklar bulunmaktadir (Supuran ve Scozzafova, 2001). Bu izoenzimlerden CA, I, II, IIT VII ve
XII olmak iizere bes tanesi sitozoliktir. CA-IV, CA-IX, CA-XII ve CA-XIV ise membrana
baghdir. CA-V mitokondriyal, CA-VI tiikiirlikte salgilanir ve ii¢ tanesi nonkatalitiktir (VIII, X,
XI) (Pocker ve Sarkanen, 1979; Lehtonen ve ark., 2004; Hewett-Emmett, 2000).

2.1.2. - Karbonik anhidraz (B-CA)

Canli organizmalarda B-CA’lar o-CA’lar kadar yaygin degildir. B-CA’lar baz
bakteriler, algler ve yiiksek bitkilerin kloraplastlarmda bulunur (Supuran et al., 2004).



10

2.1.3. y-Karbonik anhidrazlar (y-CA)

Bazi y-CA’lar Zn®* iyonu bulundurdugu gibi, bazilarida kobalt bulundurdugu
gozlenmistir. Cinko iyonu bulunduran y-CA’larda koordinasyon geometrisi liggen bipiramit

iken, kobalt bulunduran y-CA’da koordinasyon geometrisi oktahedraldir (Iverson et al., 2000).
2.2. CA Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlari

Genel olarak insandaki CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucunda ortaya ¢ikarilmistir.
Insanda yedi farkli izoenzimin gen yapis1 belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarinin doku ve organlara gore farklilik gdsterdigi bulunmustur. Bu dokular arasinda;
akciger, bobrek, gastrik mukoza, goz lensi, tiikiiriik bezleri, kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas,
prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve bunlarin ¢ogundan CA enzimi karakterize

edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir (Hewett-Emmett, 2000; Sugrue, 2000).

CA-I ve CA-II izoenzimleri insan eritrosit hiicrelerinde bulunur. CA-I izoenziminin
turnover sayis1 2.5x 10° s’ dir. CA-I eksikligi sendromu belirlenmis olmasina ragmen herhangi

bir klinik semptomla iliskisi bulunamamistir (Sly ve Hu, 1995; Supuran ve Scozzafova, 2001).

CA-Il izoenzimi karbonik anhidrazin tzerinde en c¢ok calisilan formudur. Bu

. . -1
izoenzimin turnover sayis1 25°C’de 10° s

olarak bulunmustur. CA-II’'nin doku dagilimi
genistir ve pek ¢ok farkli organ ve hiicre tipinde bulunur. Osteoporoz, renal tiibiiler asidoz ve
serebral kalsifikasyonla iligkili olmas1 bu izoenzimin kemikte, bobrekte ve beyindeki 6nemini
gosterir (Lindskog, 1997). Cizelge 2.1°de CA-II izoenziminin memelilerde doku dagilimi

gosterilmistir.

CA-II ve CA-1V izoenzimleri, géz lensi, kornea, ve silyer epiltelyumda bulunmaktadir.
Glokom hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucunda goézdeki CA-II izoenziminin

Onemi anlagilmigtir.

CA-IIl’iin turnover sayist 8.10° s'’dir. Diisiik aktiviteli bir enzimdir. Diger CA
izoenzimlerine gore, siilfonamidlerin inhibisyonuna daha az hassastir. Basglica ¢oziiniir protein
oldugu ve CO;’in doku kilcal damarlarma difizyonunu kolaylastirmada rol oynadig
sanilmaktadir. Yavag kasilan kirmizi kas liflerinde en ¢ok bulunur. Ayrica, yag hiicrelerinde de
bu izoenzimin konsantrasyonu yiiksektir. CA-I ve CA-II gibi CA-III"te p-nitrofenil asetat
hidrolizi aktivitesine sahiptir. ~ Ote yandan, CA-III’iin fosfataz aktivitesi gosterildigi
bildirilmistir ( Lindskog, 1997).
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Cizelge 2.1. CA-II izoenziminin memelilerde doku dagilimi ve islevi.

Doku Dagilinm Islevsel Roller

Yemek borusu ve larinks epiteli Mideden yemek borusu ve daha yukar1 bolgelere
mide igeriginin geri akimini engeller

Kemik osteoklast hiicreleri Kemik resorpsiyonu

Goz Ako6z hiimoriin tiretimi

Testis Sperm hareketliligi

Bobrek Idrar asidifikasyonu

Beyin BOS salgis1

Akciger Gaz degisimi

Eritrositler Gaz degisimi

Gastrointestinal epiteli H' salgisi, HCO5 salgisi

CA-IV ve CA-VI izoenzimleri sinyallerin hedef doku ve organlara ulasmasini saglarlar.
CA-IV membrana baglidir. Akcigerdeki ve bazi diger organlardaki kilcal damarlarin endotel
hiicrelerinin plazma ylizeyinde ve ayrica bdbrek membranina bagli bulundugu gibi bazi

epitelyum hiicrelerinin membranina bagli olarak bulunur (Sly ve Hu, 1995).

CA-V, belirli dokularin mitokondrilerinin matrikslerinde bulunur. CA-V’in sirasiyla
karbamoil fosfat sentetaz-I’e ve piruvat karboksilaz enzimlerine bikarbonat iyonu saglayarak
iirogenez ve glikoneogenez de rol oynadigi ileri siiriilmektedir. CA-V’in lipogenez olayinda da

rol oynamasi miimkiindiir (Hazen ve ark., 1996).

CA-VI izoenzimi tiikiiriik bezlerinden salgilanan bir enzimdir ve insan tiikiiriigiinden
yalitilmig olup, tiikiiriigiin pH’min diizenlemesinde rol oynadigi diisiniilmektedir. CA-VII

izoenzimi ise tlkiiriikteki bikarbonatin salgilanmasinda rol oynayabilir (Lakkis ve ark., 1996).
2.3. Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik Ozellikleri

Karbonik anhidraz ¢ok sayida olumlu 6zelliginin yaninada ¢ozelti ortaminda kararh
olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajli

ozelliklere de sahiptir (Pocker ve Janjik, 1989).
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Karbonik anhidraz, CO, ve H,CO; veya ortamm pH’ina gére HCO5 ve COs™ iyonlari
arasinda doniistimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir molekiil olan CO,’in farkli agilara

sahip piramidal yapida H,COj’e kendiliginden doniisiimii oldukga yavastir.

o 0 0

C + H,0 s—= C __— C _— C

AT

Sekil 2.2. Karbonik anhidraz enziminin ortam pH’ina gore katalizledigi doniisiimler.

o

Karbonik anhidrazin bilinen on bes izoenzimden ii¢ii olan CA I, CA 1I ve CA III
kristallendirilmis ve yapilar1 hakkinda ayrintili bilgiler elde edilmistir. Ug izoenzime de
bakildiginda sitoplazmada ¢6ziinmiis halde bulunduklari, molekiil agirliklarmin 28000 dalton
olup 259 veya 260 aminoasitten tek bir polipeptid zinciri olduklari tespit edilmistir. Her bir
enzim molekiiliiniin aktif bolgesi, yaklasik tetrahedral geometriye sahip, ti¢ histidin imidazol
halkas1 ve bir su molekiilii ile koordine olmus Zn" iyonu i¢ermektedir. Zn"> iyonunun kataliz
olaymdaki fonksiyonu ¢ok oOnemlidir.  Zira uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA’lar

aktivitelerini kaybederler (Armstrong ve ark., 1966; Scher ve Dietsch, 1984).
2.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz enzimi HCO; ve H' olusturarak hem CO, uzaklastirilmasinda hem
de asit-baz dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Karboksilik, siilfonik fosforik asit
esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ayni zamanda CA enzimi
hidrataz aktivitesi disinda Cizelge 2.2’deki gibi elektrofilik merkeze, niikleofilik ataklar1 igeren,
aldehit, piruvat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu, piriivik gibi reaksiyonlar1 da
katalizlemektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu ozelligi ile,
organizma da fizyolojik bir fonksiyonu olup olmadigi heniiz bilinmemektedir (Kaiser ve Lo,

1969; Jabusch ve Deutsch, 1989).
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Cizelge 2.2. Karbonik anhidraz enziminin Kkatalizledigi reaksiyon tiirleri (Supuran ve

Scozzafava, 2000).

1| CO, +H,0 =—= HCO; +H"

2 | HNCNH +H,0 <~—= H,NCONH,

3 | RCHO+H,0 <~ RCH(OH),

4 | RCOOAr+H,0 <—= RCOOH + ArOH

5 | RSO;Ar+H,0 <~—= RSO;H +ArOH

6 | ArOPO;2+H,0 === HPO,2+ ArOH

7 | AIF+H,0 <—= HF +ArOH

8 | PhCH,OCOCI+H,0  <~— PhCH,OH + CO, + HCl
9

RSO,Cl+H,0 <—= RSO,H +HClI

2.5. Karbonik Anhidrazin Katalitik Mekanizmasi

Son 50 yildir CA enziminin katalitik mekanizmasimi aydinlatmay1 amaglayan ¢alismalar

yapilmustir. Bu ¢alismalardan elde edilen verilere gore, CA enzimi aktif bolgede Zn" iyonu ve

ona bagli bir hidroksil grubu igermektedir. Aktif bolge yakinindaki amino asitler proton verici

ve proton gradienti olusturacak sekilde yerlesmislerdir.

o) /
Thrige
(@)
H/ Y
- H\
) |
Gluj e \/Y Fn2t
O
. \\ Hisqqo

Hisoy Hisgg

Sekil 2.3. Zn*" ile koordinasyon halindeki su molekiiliiniin hidroksit grubuyla Thr199

ve Glul06 rezidiileri arasindaki etkilesimin gematik gosterimi.

Yapilan X-ray kristalografi verilerine gore, metal iyonunun bir H,O veya OH  iyonu ve

iic histidin rezidiisii (His 94, His 96, His119) tarafindan koordine edilen, aktif bolgedeki 15 A

derinligindeki bir yarigin tabaninda oldugunu gostermektedir.

Cinko bagh H,O, Glul106’nin

karboksilat grubuyla ve Thr199’un hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu
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baglanmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko bagli su molekiiliin niikleofilitesini yiikseltmekte ve
molekiilii niikleofilik atak i¢cin uygun yerdeki CO,’e dogru hareket ettirmektedir (Lesburg ve
Christianson, 1995). Zn®" iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu
meydana gelir. (Sekil 2.3 —A). Enzimin aktif yapisi, gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO,
molekiiliine saldirir (Sekil 2.3 —B). Bu da, Zn™ iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunu
olusturur (Sekil 2.3 —C). Daha sonra, HCOj3™ iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve ¢ozeltiye
gecer. Bunun sonucunda, Zn™ iyonu su molekiiliine tutunur ve bu da Sekil 2.3 —D’de

gosterildigi gibi enzimin asit formuna doniismesini saglar (Boriack-Sjodin ve ark., 1998).

Hidrofobik bosluk
Val 121
O N Val 143
OH oH N Leu 198
| | °
Zn2t ‘ﬂ—z—‘ Zn2+
His | . Hisqqo Hisoy . Hisyqo
04 Hisog Hisgg
(A) B)
-BH'|| B
H
Vi
*OH, \o+
| |
Zn% Zn?’
i | Hi i \ His
Hisgy Hisog 18119 Hisoy Hisog 119
(D) ©

Sekil 2.4. CA enziminin CO,- hidratasyon reaksiyonun kataliz mekanizmasinin sematik
gosterimi ( Lindskog, 1997).
2.6. Karbonik Anhidraz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi; CO,’in  hidratasyonu, bikarbonatin

dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi gibi 6zelliklerinden yararlanilarak belirlenir.

H,0 + €0, s&=——= H,C0; =———= HCO; +H"

Reaksiyonda goriildiigii gibi, kosullara gére CO, gaz1 olusmakta ya da harcanmaktadir.
Ayni1 zamanda H™ konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. A¢iga ¢ikan veya harcanan CO,

gazi, metodun reaksiyon pH’sinin degisken olmasi, CO,’ in suda az miktarda ¢dziinmesi ve
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fazla zaman almasi gibi dezavantajlar1 vardir (Stams ve ark., 1988; Maren ve Conroy, 1993;

Briganti ve ark., 1996).

Ortamdaki H™ konsantrasyonu; pH’min yiikselmesi veya diismesi igin gecen siire
potansiyometrik yolla inhibitorle belirlenebilir. Fakat bu metodun reaksiyon sirasinda pH’nin
degisken olmasi, CO,‘in suda ¢6ziinmesi ve kullanilan indikatériiniin inhibisyon etkisi gibi
olumsuz sonuglar1 vardir. Bu dezavantajlar1 en az diizeye indirmek i¢in sabit pH’da titrasyon
veya 0,02-0,05 birimlik pH diisiisiiniin indikatérlii ortamda spektrofotometre ile dlgiim yapildigi
hizli akis reaksiyonu gibi metotlar aktivite tayininde kullanilmaktadir (Maren ve Conroy, 1993;

Lardolfi ve ark., 1998).

Enzimin saflastirma basamaginda aktivite Olglimleri, genellikle biitiin arastirmacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde; CO, hidratasyonunda

pH’nin 8,2’den 6,3’¢ diismesi igin gecen siire, pH-stat metodu kullanilarak bulunmaktadir.

Enzim birimi ise, enzimsiz CO,-hidratasyon siiresi (ty) ile enzimli reaksiyon siiresi (t.)
arasindaki farkin, t.’ye boliinmesi ile belirlenmektedir. Buna gére enzim iinitesi, enzimsiz
reaksiyon siiresini yariya diisiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Lardolfi ve ark.,

1998)

Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetatin hidrolizi ile a¢iga ¢ikan p-nitro fenol
miktarmin 348 nm’de spektrofotometrik 6l¢limii ile tayin edilmektedir (Verpoorte ve ark., 1967,

Lardolfi ve ark., 1998).
2.7. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri iki kisimda incelenmektedir. Bunlardan birincisi
metallerle kompleks yapmis olan anyonlar, diger grup ise, proteinsiz ¢inko ligandi tarafindan
stibstitiie edilerek enzimin Zn (II) iyonuna baglanmis olan veya genellikle trigonal-bipiramidal

yapida olup metal koordinasyon halkasina katilan inhibitérlerdir.

Yapilan c¢alismalarda karbonik anhidraz enziminin en giiclii organik inhibitSriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugu belirtilmistir. Siilfonamidlerin kolaylikla
iyonik yap1 kazanmalari arastirmacilarin ilgisini ¢eken &zelliklerinden biridir.  Siilfonamidin
ligand olarak kullanildigi bu iyonik yapinin asagidaki reaksiyona gore olustugu ve bu dzelligin
de karbonik anhidraz enzimi {izerindeki inhibisyon i¢in son derece énemli oldugu bildirilmistir

(Kohn ve Wilchek, 1978).

R—SO,NH, /—= R—SO,NH + H*
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Siilfonamidler, hidrofilik bodlgeye ilaveten, aromatik ve heterosiklik hidrofobik
bolgelere sahip olan, siibstitiie olmamis bir —SO,NH, grubu veya bir —-SO,NH(OH) grubu igeren
etkin inhibitorlerdir. Stilfonamid grubunun N atomunun anyonlar seklinde (R-SO,NH" veya R-
SO,N-OH)) ilk baglandiklari yer CA enziminin aktif bolgesindeki Zn™* iyonudur. ikinci olarak
da hidrofobik etkilesmelerle inhibitdriin enzime baglanmasi tamamlanmis olur.
Siilfonamidlerin, karbonik anhidraz enzimine giiglii bir sekilde baglanmasi; bu iki etkinin

toplamidir (Kohn ve Wilchek, 1978).
2.8. Glokom Hastahg

Glokom tedavisinin temel amaci optik sinir bas1 hasarim1 ve buna bagh gelisen gérme
alam kayiplarim dnlemektir. Optik sinir hasarmin gelisiminde goz i¢i basmcinin artisim yani
sira diger bir¢ok faktoriin rolii olmasma ragmen uygulanan tedavi yontemlerinin bilyiik bir
boliimii g6z i¢i basinci diisiirmeye yoneliktir. Gz i¢i basincinin kontroliinde ¢ok 6nemli rolii
olan karbonik anhidrazin inhibisyonu yolu ile glokomlu hastalarin gbéz i¢i basinc
diistiriilmektedir (James, 1993; Ritch ve ark., 1996).

Hastaliklarin tedavisinde ve teshisinde, CA inhibitdrlerinin 6nemi, glokom hastalig
tedavisi i¢gin CA enzimi iizerinde yapilan inhibisyon caligmalar1 sonucu elde edilmistir. Bu
caligmalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalarmin aydinlatilmasinin yani sira, bu enzimin
dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlasilmig, bunun sonucunda CA
enziminin inhibitérleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesi arttirilmistir. Bu c¢alismalarda ¢ok
cesitli CA enzimi inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitdrler basta glokom tedavisinde ilag,
antitiimor, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron, emisyon tomografisi
ve manyetik rezonans belirlenmesinde diagnostik teshis materyali, antiiilser, diiiretik ilaclarin
gelismesinde yol gosterici antibiyotik olarak giinlimiizde kliniklerde kullanilmaktadir. Bu
nedenle CA enziminin inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi

olduk¢a 6nemlidir (Sapuran ve Scozzafava, 2000).

Ilag olarak kullanilan karbonik anhidraz inhibitorlerinin tarihi, 1954 yilinda glokom
tedavisin de kullanilan asetazolamidin sentezine dayanmaktadir. Arastirmacilar asetazolamit
molekiilii lizerinde kiigiik degisiklikler yaparak farmakolojik ve klinik ag¢idan daha iistiin bir
bilesik olan metazolamidi sentezlemislerdir. Molekiiler diizeyde yapilan bu yeniligin daha iyi
bir emilim, daha az serum proteini baglama ve daha uzun siire etki gosterme gibi avantajlara
sahip olmasmin yaninda bu bilesigin hala birtakim sistemik yan etkilerinin bulunmasi bir
dezavantaj teskil etmekteydi. Arastirmalar sonucunda goze lokal olarak uygulanabilen ve

boylelikle diger dokulardaki karbonik anhidraz enzimlerini inhibe etmeyen, dolayisiyla daha
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etkili ve daha az yan etkili iki topikal karbonik anhidraz inhibitorii olan dorzolamit ve
brinzolamit sentezlenmistir. Oral yoldan alinan diger karbonik anhidraz inhibitdrleri ise
giiniimiizde ilag olarak kullanimini yitirmistir. Bu bilesikler etokzolamit ve diklorfenamit olup
terapatik dozlarda goz igi sivisi liretimini maksimum %50 oraninda azaltabilmektedir (Netland,

2008).

(0] (0]
N—N SNy— N\ I
s
N s //S\NH Y N ©
o metazolamit
asetazolamit o o
. HZN\S// \\s _NH;
Il Vi N\
p ﬁ—NH2 o) 0
o N 0 cl
etokzolamit cl
diklorfenamit

Sekil 2.5. Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri.

TN PN
N o
s < 57N NN
o/ \o O/ \\o

dorzolamit brinzolamit

Sekil 2.6. Topikal karbonik anhidraz inhibitorleri.

Biilbiil ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada; 5-amino-1,3,4-tiyadiazol-2-
siilfonamit halkas1 iceren safra asitlerinin tiirevleri sentezlenmistir. 5-(3a-Hidroksi-5-3-
kolanamido)-1,3,4-tiyadiazol-2-siilfonamit, 5-(3a,7a-dihidroksi-5-f-kolanamido)-1,3,4-
tiyadiazol-2-siilfonamit ~ ve  5-(3a,7a,12a-trihidroksi-5-B-kolanamido)-1,3,4-tiyadiazol-2-
stilfonamit gibi bilesikler sentezlenmis ve bu bilesiklerin viicutta biiyiik fizyolojik fonksiyonu
olan CA-I ve CA-II izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu bilesiklerin,

etkili karbonik anhidraz inhbitoérleri olduklari rapor edilmistir (Bulbul M. ve ark., 2002).
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Kasimogullar1 ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, pirazol karboksilik asitler ve
5-amino-1,3,4-tiyadiazol-2-siilfonamit bilesigi arasindaki reaksiyondan cesitli asetazolamit
tirevi bilesikler sentezlenmis ve CA-I ve CA-II izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri

incelenmistir (Kasimogullar1 ve ark., 2009).

Kaya ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada; akridin (1,4-dihidro piridin) halka
sistemi iceren siilfonilamit (4-aminobenzensiilfanamit) tiirevi yeni bilesiklerin sentezleri
gergeklestirilmistir ve CA-I ve CA-II izoenzimleri {izerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir.
Bu reaksiyonda, siilfanilamit bilesigi yerine asetazolamit (AAZ) bilesigi kullanilmig ancak
halkalagsma reaksiyonu ger¢eklesmedigi i¢in sonu¢ alinamamistir. Sentezi yapilan yeni
siilfonamitlerin inhibisyon g¢alismalar1 neticesinde bu bilesiklerinin ¢ok iyi karbonik anhidraz
inhibitorleri olduklar1 ve ilag olarak kullanilan asetazolamit bilesiginden 3-20 kat arasinda
degisen oranlarda daha iyi inhibisyon 6zelligine sahip olduklari bulunmustur (Kaya M. ve ark.,

2011).

Ilkimen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada ise; 2-amino-6-metoksi
benzatiyazol ile dipikolinik asitin proton transfer tuzu ve metal kompleksleri sentezlenmis ve bu
bilesiklerin karbonik anhidraz izoenzimleri (CA-I ve CA-II) {izerindeki inhibisyon etkileri
arastirilmustir.  Bilesiklerin CA-I ve CA-II lizerinde orta derecede inhibisyon etkisine sahip

oldugu tesbit edilmistir (Ilkimen H. ve ark., 2013).
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3. PROTON TRANSFER TUZLARI

Fizik, kimya ve biyokimyada en dnemli temel reaksiyonlardan biri olan proton transfer
tepkimeleri, suyun 6z iyonlagsmasi, asit-baz ndtralizasyon reaksiyonu ve enzim katalizi gibi

reaksiyonlarda énemli bir anahtar gdrevi goriir (MacDonald, et al., 2000).

Proton transfer tepkimelerinde asitin protonu, bazin ortaklasmamis elektronu tarafindan
transfer edilir. Proton transfer tuzlarinin, metal iyonlar1 ile reaksiyona girerek olusturduklari
metal kompleksleri genellikle suda ¢oziinebilen iyonik bilesiklerdir. Reaksiyon gerceklesirken
baz tarafindan saglanan elektron cifti kullanilir. Boylece olusan (+) ve (-) yiiklerin bir araya

gelerek olusturduklari tuzlara proton transfer tuzlari denir (Aghabozorg, et al., 2009).

Brensted asit-baz kavrami mokekiiller arasindaki proton transferi lizerine odaklanir.
Bronsted-Lowry asiti (HA) ile Brensted-Lowry bazinin [B(OH),] proton transfer tepkimesine
girmesi sonucunda tuz ve su molekiilleri olusur (Sekil 3.1). Bu tepkime “nétralizasyon

tepkimesi” olarak adlandirilir.

nHA + B(OH), B"™(A’), + nH,0

Sekil 3.1. Brensted-Lowry asit-bazin nétralizasyon tepkimesi.

Literatiirde rastlanan proton transfer tuzlarinda alifatik veya aromatik karboksilik asit ve
aminler kullanilmugtir. Piperazin ile okzalik asit (Aghabozorg, et al., 2006);
4-(fenildiazanil)anilin ile tartarik asit (Smith, et al, 2010); 2-amino-6-metilpiridin ile
S-siilfosalisilik asit (Yenikaya, et al, 2011), 2-(aminometil)piridin, 3-(aminometil)piridin,
4-(aminometil)piridin  bilesikleri ile 3,5-dinitrobenzoik asit (Ding et al, 2012);
2-amino-3-metilpiridin, etilendiamin ile 2,4-diklor-5-siilfamoilbenzoik asit (Yenikaya et al.,
2010); 2-amino-4-metilpiridin ile 2,6-pridindikarboksilik asit (Biiylikkidan et al., 2011);
2-hidroksietilpiperazin ile 2,6-pridindikarboksilik asit (Bilyiikkidan et al, 2012);
2-(4-piridin)benzimidazol ile 4-metilbenzoik asit (Novo et al., 1995) bunlar proton transfer

tuzlarinda kullanilan bazi asit-baz 6rnekleridir.
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4.MATERYAL VE YONTEM

4.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Cahismalarimizda kullanilan siyanojen bromiirle aktiflestirilmis Sepharose-4B, p-
nitrofenil asetat, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), L-tirozin, tris(hidroksimetil)
aminometan (TRIS), sodyum kloriir, sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, sodyum
hidrojen fosfat, sodyum barbital, sodyum bikarbonat, hidroklorik asit, fosforik asit, aseton,
etanol, siilfirik asit, akrilamid, N,N’ metilen bisakrilamid, Coomassie Brillant Blue G-250 ve R-
250, sodyum hidroksit ve karbondioksit gazi Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan temin

edilmistir.
4.2 Yararlamlan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir. Kullanilan aletler

ve cihazlar DPU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimiinde bulunmaktadir.
Santrifiij : Niive NF800

Sogutmali santrifiij : Sigma K30

Spektrofotometre : Shimadzu UV-1700 PharmaSpec
pH metre : Schott Instruments/ Lab850
Peristaltik pompa : Ismatec MS- 4/8 Reglo digital
Karistirici : Vortex-Genie, Heidolph

Hassas terazi : Ohaus- Adventurer

Otomatik pipetler : Biohit Proline

Magnetik karistiric : Heidolp MR 3001

Calkalayict : GFL



21

H
H,C0
L
H N
H, QO S
H
NH, NH,

H,CO HL,CO

@

&)




22

H3CO H3CO
€))
NH,
s NH
H3cof H3cof
A
H,CO

Sekil 4.1. In vitro inhibisyon ¢aligmalarinda kullanilan bilesiklerin formiilleri.

(1) 2-amino-6-metoksibenzotiyazol, (4) 2-amino-6-metoksibenzotiyazol-3-yum bis(2,6-

(2) 2-amino-6-metoksibenzotiyazol-3-yum piridindikarboksilato) nikelat(II) monohidrat,
bis(2,6-piridindikarboksilato), (5) 2-amino-6-metoksibenzotiyazol-3-yum bis(2,6-

(3) 2-amino-6-metoksibenzotiyazol-3-yum piridindikarboksilato) kobaltat(Il) tetrahidrat,

bis(2,6-piridindikarboksilato) kuprat(II) (6) 2-amino-6-metoksibenzotiyazol-3-yum bis(2,6-
monohidrat, piridindikarboksilato) ferrat(III) dihidrat.
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4.3 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlamisi

Biyokimyasal caligmalarda kullanilan ¢dozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanig

sekilleri asagida belirtilmistir.

1) Esteraz aktivitesi o6l¢iimii ve diyalizde kullanilan tampon 0,05M Tris-SO,4, pH=7,4:
6,055g (0,05 mol) Tris, 950 mL destile suda ¢oziildi. 1N H,SO, ile pH=7,4’¢ kadar titre edildi.

Daha sonra toplam hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.

2) Sepharose- 4B matriksi tizerinde afinite jeli hazirlanirken kullanilan tampon: 0,2 M
NaHCO;, pH=8,8: 16,8 g (0,02 mol) NaHCO3, 950 mL destile suda ¢oziildii. IN NaOH ile

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

3) 0,0025 M Veronal tamponu: 5,15 g sodyum barbitalin 900 mL suda ¢dziiliip,
pH=8,2"ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlanda.

4) Afinite jelinin dengelenmesi i¢in kullanilan tampon: 25 mM Tris-HCl / 0,1 M
Na,SO,, pH=8,7: 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 14,2 g (0,1 mol) Na,SO,4, 950 mL destile suda
¢ozildi. 1 N HCl ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

5) Hemolizatin tatbikinden sonra afinite jelinin yikanmasinda kullanilan tampon: 25
mM Tris-HCI / 22 mM Na,SO,, pH=8,7: 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 3,124 g (22 mmol)
NaSO,, 950 mL destile suda ¢oziiliip, 1N HCI ile pH=8,7’ye getirildikten sonra hacim 1 litreye

destile su ile tamamlandi.

6) Kolona tutunmus eritrosit CA-I izoenzimi ve CA-II izoenziminin ellisyonu igin
kullanilan tampon ¢o6zelti: 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClO,4, pH=5,6: 9,187 g 0,075 mol
NaClOy ve 2,09 g (0,15 mol) NaCH3COO.H,0, 120 mL destile su ile ¢6ziildii. 1N HCl ile pH’s1

5,6’ya getirildikten sonra, hacim destile su ile 150 mL’ye tamamlandi.

7) COs-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti CO, ¢ozeltisi: 0° C’ de yarim saat

siireyle saf suyun igerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlandu.

8) Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti Coomasie Brillant Blue G-250
reaktifi: 100 mg Coomasie Brillant Blue G-250, 50 mL %95°lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye

%95°1ik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.

9) Poliakrilamit jelin boyanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti boyama ¢ozeltisi: 0,1 g
Coomasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde

yeteri kadar hazirlandi.
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10) Poliakrilamit jelin yikanmasi i¢in kullanilan ¢dzelti yikama ¢ozeltisi: %10 asetik

asit olacak sekilde metanol ve su karistirilarak yeterli miktarda hazirlandi.

11) Jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan ¢6zelti sabitlestirme ¢dzeltisi:

%50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

12) Boyama ¢ozeltisi (SDS-elektroforezde jelin boyanmasi i¢in kullanilan ¢ézelti): 0,1
g Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde

yeteri kadar hazirlandi.

13) Yikama ¢ozeltisi (SDS-elektroforezde jelin yikanmasi i¢in kullanilan ¢6zelti): %10

asetik asit olacak sekilde metanol ve su karistirilarak yeterli miktarda hazirland.

14) Sabitlestirme ¢ozeltisi (SDS-elektroforezde jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi igin
kullanilan ¢ozelti): %50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar

hazirlandi.

15) inhibitér stok ¢ozeltileri: CA inhibitérii olarak yeni sentezlenen 1-6 bilesiklerinin
%1 lik ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in; her bir bilesikten 5 er mg alinip 5 mL dimetilsiilfoksitde
(DMSO) ¢oziildii.

4.4 Yontemler
4.4.1 Protein tayini

4.4.1.1 Kalitatif protein tayini

Kromatografi iglemleri sonunda esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Bu metodun esasi; proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
280 nm’de maksimum absorbans gostermesine dayanmaktadir. Fraksiyonlar kuvars kiivetlere

alinarak, absorbanslari spektrofotometrede kore (ilgili tampon ¢6zeltiye) karst okundu.

4.4.1.2 Bradford vontemi ile ilgili protein tayini

Bu yontemle, afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisinde ve hemolizatta
protein tayini yapildi. Bu yontem, Coomasie Brillant Blue G-250’nin fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks, 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Boyanin proteine baglanmasi ¢ok hizli gerg¢eklesir (2 dk). Bu yontemin hassasiyeti 1-

100 pg arasindadir (Bradford, 1976).



25

Tayin islemlerinde; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart hemolizattan tiiplere
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL alind1 ve saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye
tamamlandi. 5 mL Coomasie reaktifi tiiplere ilave edildi ve vorteks ile karigtirildi. 10 dk sonra
595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL ayni
tampon ve 5 mL Coomasie reaktifinden olusan karisim kullanildi. Absorbans degerlerine

karsilik gelen mikrogram protein degerleri standart grafik halinde verildi.
4.4.2 Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

4.4.2.1 CO,-hidrataz aktivitesi tayini

Aktivite tayini Wilbur-Anderson metodu ile yapildi. ~ Bu yontemde; CO;’in
hidratasyonu sonucu agi8a ¢ikan H' sebebiyle pH’1n 8,2°den 6,3’¢ diismesi icin gecen siire, pH-
stat metodu kullanilarak 6l¢iildii. Tampon olarak da, pH’s1 10 olan karbonat tamponundan
(0,15 M Na,COs + 0,1 M NaHCQO;) yararlanildi. Enzim birimi ise; enzimsiz CO, hidratasyon
siiresi (tp) ile enzimli reaksiyon siiresi (t.) arasindaki farkin, t.’ye boliinmesiyle belirlendi

(Maren, 1960; Landolfi ve ark., 1998).

Deneyde reaksiyon tiipiine énce 1 mL veronal tamponu, 0,6 mL su, 0,1 mL enzim ve
2,5 mL doygun CO, ¢ozeltileri konuldu. pH metreden pH’nin 6,3 civaria diismesi ig¢in gegen
siire kronometre ile belirlendi (t;). Ayni islemler her numunenin ¢alisilmasindan 6nce, enzim
¢ozeltisi yerine saf su konularak yapildi (t)). Inhibitorlii ¢alismalarda ise; suyun hacmi,
kullamlan inhibitér hacmi, kadar azaltilarak yerine inhibitdr eklendi. Boylece aktivite dlgiim
ortaminin hacmi sabit tutulmus oldu (4,2 mL). Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim
iinitesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini, yariya indiren enzim

miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

Yani; EU= (t-t.)/t. formiiliine gére kullanilan enzim ¢6zeltisi hacmi igin, enzim tinitesi

hesaplanmustir.

4.4.2.2 Esteraz aktivitesi tayini

Inhibitérlerin CA enzimi iizerindeki etkisini arastirmak igin bu yéntem kullanildi. Bu
yoOntem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasma dayanmaktadir. Prensip
olarak karbonik anhidraz, substrat olarak kullanilan p-nitro fenil asetati, 348 nm’de absorbans

veren p-nitro fenol veya p-nitro fenolat’a hidroliz etmektedir.
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O

| ca
OZN—@O—C—CH3 + H,0 =—= O,N OH + CH;COOH

348 nm’de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat’in her ikisi de ayni absorbansi
gostermektedir. Bu yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrisip ayrismamasi ol¢iimii
etkilememektedir (Maren, 1967; James, 1993). Bu dalga boyundaki p-nitro fenil asetatin da ¢ok
az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir. Tayin islemlerinde kuvars kiivetlere
1 mL substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve 0,1 mL enzim konulmasindan {i¢ dakika sonra
25°C’de 348 nm’de absorbansi okundu. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine 0,1 mL
tampon konularak, karigimin {i¢ dakika sonraki absorbansi ile sifira ayarlandi. Bu suretle ii¢
dakika i¢inde esterin kendi kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitro fenil asetatin absorbsiyonu
icin diizeltme yapildi. Inhibitérlii calismalarda ise suyun hacmi azaltilarak, yerine o miktarda

inhibitor eklenerek aktivite tayinleri yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitro fenil asetat substrat ¢ozeltisi, taze olarak hazirland.
Bunun i¢in 27,2 mg ester, 1 mL aseton iginde ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 mL destile suya
yavas yavas eklendi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak esterin sinirl
¢Ozlnilirligi sebebiyle miimkiin degildir. Aseton ise diger organik ¢oziiciilere oranla hidroliz
reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii oldugu i¢in segildi (Armstrong ve ark.,1966). Enzim
¢ozeltisinin tamponlanmasi 0,05M Tris-SO, (pH=7,4) ¢ozeltisiyle yapildi (Kohn ve Wilchek,
1978).

Esteraz aktivitesi i¢in;

p - Nitrofenol miktar =

A(OD) /5 |
3 X3=A(0D)/ 5( mol / dakika)

4.4.3 Afinite jelinin hazirlanmasi

4.4.3.1 Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jelinin hazirlanisi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. CNBr ile aktiflestirilmig
Sepharose-4B’ye tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid diazolanarak, tirozine
kenetlendi. Burada tirozin; afinite jelinin uzant1 kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik
baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamid karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii
olup, afinite jelinin yapisina girerek séz konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasinda

basariyla kullanilmaktadir (Kohn ve Wilchek, 1978).
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4.4.3.2 Sepharose-4B’ nin aktiflestirilmesi ve tirozin takilmasi

Siyanojen bromiirle aktiflestirilmis Sepharose-4B pH’st 10 olan 250 mL 0,2 M
NaHCO; tamponu ile yikand1 ve bir beher igerisine alindi. Ayni tamponun 20 mL’sinde, 80 mg
tirozin ¢Ozildii ve behere ilave edilerek karistirildi.  Siispansiyon 4°C’de 2 saat siireyle
karigtirildi ve 16 saat ayni sicaklikta bekletildi. Bu siirenin sonunda jel, yikama suyu 280 nm’de
absorbans vermeyinceye kadar bol suyla dekante edildi. Bdylece reaksiyona girmeyen tirozin,
¢ozeltiden tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi 100 mL 0,2 M NaHCO; tamponu ile
(pH=8,8) tekrarland1 ve tirozin takili jel, ayni tamponun 40 mL’si igerisine alind1 (Arslan ve
ark., 1997; Kiifrevioglu ve ark., 1997; Laemmli, 1970).

4.4.3.3 Siullfanilamid kenetlendirilmesi

25 mg-siilfanilamid, 0°C civarinda 10 mL 1 M HCI iginde ¢oziildii. 75 mg NaNO,
ihtiva eden 0°C’deki 5 mL ¢6zelti, siilfanilamid ¢ozeltisine 10 dakikada damla damla katildi.
Diazolanmig bulunan siilfanilamid, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna eklendi.
pH, 1 M NaOH ile 9,5’¢ ¢ikarilarak sabit tutuldu. 3 saat siireyle oda sicakliginda yavas yavas
karigtirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL 0,05 M tris-SO,4 (pH=7,4) tamponuyla yikandi ve
ayn1 tampon igerisinde muhafaza edildi (Cuatracases, 1970). Afinite jelinin hazirlanmasi

esnasinda gergeklesen reaksiyonlar sekil 4.2 de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Afinite jelinin hazirlanmasi.
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4.4.4 Insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimlerinin saflastiriimasi

4.4.4.1 Hemolizat eldesi

Kan, antikoagulantli kan torbalarma alindiktan sonra 4°C’de muhafaza edildi ve 2 giin
icerisinde tiiketildi. Alinan kanin eritrositlerini ayirmak i¢in 10 mL’lik tiiplere konuldu ve 20
dk santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerin {ist kismindaki plazma ve 10kosit tabakasi birbirinden
titizlikle ayrildi. Sonra altta kalan eritrositler %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile birkag defa yikanip
ustteki kisimlar atildi.  Eritrositler hacimlerinin 1,5 misli 0°C’deki saf su ile hemoliz edildi.
Hemoliz edilen eritrositler toplanarak hemolizin tam ger¢eklesmesi i¢in yarim saat siireyle
karigtirildi. Hiicre zarlarinin ayrilmasi i¢in hemolizat 4°C’de 20.000 rpm’de yarim saat santrifiij
edildi. Daha sonra tiiplerin dibine ¢oken hiicre zarlar1 atilip iistteki hemolizat dikkatlice alindi.
Hiicre zarlarindan ayrilan hemolizatin pH’s1 kat1 Tris ile 8,7’ye getirildi. Bdylece hemolizat

kolona yiiklenecek duruma geldi (Rickli ve ark., 1964).

4.4.4.2 Hemolizatin afinite kolonuna tatbiki ve enzimin eliisyonu

Islemlerden gecen hemolizat kolona tatbik edildi. Kammn kolona yiikleme islemi
bittikten sonra yikama tamponu ilave edildi. Yikama islemi kanin kirmizi rengi kolondan
tamamen gidinceye kadar ve yikama tamponuna karsi 280 nm’de 0,05 degerine ulasincaya
kadar siirdiiriildii. Bu degere ulasildiginda sirasiyla CA-I ve CA-II enzimlerinin eliisyon
cozeltileri kolondan gegirildi. Eliisyon her tiip i¢in 5 ml olacak sekilde yapildi. Eliisyondan
alinan her tlipin 280 nm de absorbansina bakildi. Son olarak elde edilen enzimlere diyaliz

islemi uygulandu.

4.4.4.3 Divaliz islemi

Diyaliz, biyolojik molekiillerle safsizliklarin ayristirilmasinda kullanilir ve tampon
¢ozeltisi ile icerisinde biyomolekiillerin saflastiriimasi iglemine dayanir. Bu teknikte kullanilan
diyaliz torbasinin porlart muamele edilecek biyomolekiillerin tiiriine gére degistirilir. Genellikle
molekiil agirligi 10.000°den daha fazla olan makro molekiillerin geg¢isine izin vermeyecek kadar
kiigiiktiir. Bu nedenle, diyaliz tiipiiniin i¢indeki kiigiik iyonlar digsar1 ¢ikarken, igeride ayrimi
istenen molekiiliin konsantre bir ¢ozeltisi kalir. Kiiglik molekiillerin ¢ikisi tiipiin igi ile distaki
tamponun konsantrasyonlar1 esit oluncaya dek devam eder. Dengeye ulasmak i¢in genellikle 4-
6 saatlik siirenin gegmesi gerekmektedir. Dengeye ulasildiktan sonra, digaridaki ¢ozelti taze
tamponla degistirilir ve diyalize devam edilir. Diyalizin birka¢ defa tekrarlanmasi ile

saflastirma tamamlanir (Temizkan ve Arda, 2004).
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Diyaliz i¢in kullanilan yar1 gecirgen zarlar (diyaliz tiipleri veya torbalar1) cesitli
materyallerden (selofan, seliiloz) yapilmis malzemelerdir. Gozenek c¢ap1 zardan gegecek
molekiillerin biiyiikliigiine gore belirlenir. Diyaliz yontemi, iyonik olan ve olmayan, tiim kii¢iik
molekiilleri yok etmek veya konsantre etmek i¢in basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Genellikle
cozeltilerdeki tuzlar1 ve diger kiiglik molekiilleri ortamdan uzaklagtirmakta kullanilir. Ayrica,
biyolojik molekiillere zayif sekilde bagli olan kiigiik iyonlar ve molekiilleri de bu yontemle
ortadan kaldirmak miimkiindiir (Temizkan ve Arda, 2004).

Calismamizda kolondan eliie edilen enzim ¢ozeltileri diyaliz torbalarima doldurulmus ve
4 °C de diyaliz tamponu kullanilarak diyaliz islemi yapilmistir. 24 saat boyunca igleme devam
edilmis ve her 4 saatte bir diyaliz tamponu degistirilmistir. Diyaliz islemleri sonucu elde edilen
enzim artik kismen saf hale getirilmistir. Diyaliz sonucunda elde edilen enzim ¢ozeltisi, in vitro
inhibisyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere ticer mililitrelik tiiplere konmus ve -20 °C de derin

dondurucuda depolanmustir.

4.4.5 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri iizerindeki

inhibisyon etkilerinin incelenmesi

4.4.5.1 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA-I ve CA-II izoenzimlerinin hidrataz

aktiviteleri iizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enziminin hidrataz aktiviteleri iizerinde yeni sentezlenen 1-6
bilesiklerinin inhibisyon etkileri glokom hastalif1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan
miktar olan %1 lik ¢ozeltileri hazirlanarak enzim lzerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi.
Bunun i¢in insan kanmdan elde edilen CA-I ve CA-II izoenzimleri i¢in bes farkli uygun
inhibitér konsantrasyonun da hidrataz aktivite Olciimleri yapildi. Inhibisyon etkisi olan
bilesiklerin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek ICs, degerleri hesaplandi. Tablo ve grafiklerde

verilen [I] degerleri aktivite 6lglim ortami igin hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 4,2 mL).

4.4.5.2 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA-I ve CA-II izoenzimlerinin esteraz

aktiviteleri iizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enziminin esteraz aktiviteleri iizerinde yeni sentezlenen 1-6
bilesiklerinin inhibisyon etkileri glokom hastalifi tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan
miktar olan %1 lik ¢o6zeltileri hazirlanarak, enzim tizerine tatbik edildigi deneylerde bes farkli
inhibitor konsantrasyonu i¢in esteraz aktivite dlglimii yapildi. Her bir bilesik i¢in % Aktivite-[I]
grafikleri ¢izilerek ICso degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri aktivite

0l¢lim ortamui i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 3 mL).
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Biitiin esteraz aktivitesi deneylerinde kullanilan ana substrat ¢ozeltisi 3 mM, aktivite
Ol¢lim ortaminin toplam hacmi 3 mL oldugundan ve 1 mL substrat ¢ozeltisi kullanildigindan
ortamdaki substrat konsantrasyonu 1 mM dir. Aktivite birimi sdyle hesaplandi: 348 nm de p-
nitrofenol ve p-nitrofenolat iyonunun molar absorbsiyon sabiti (¢) 5,4x10° M'em™ dir. p-
nitrofenil asetatin molar absorbsiyon sabiti ise 0,4x10° M"'cm™ oldugundan; 348 nm'de Slgiilen
absorbans degerinin 5 degerine boliimili ortamdaki p-nitrofenol (p-nitrofenolat) iyon

konsantrasyonunu mM cinsinden verir (Armstrong ve ark., 1966).
p-nitrofenol konsantrasyonu (M) = Okunan absorbans degeri/5x10° M
p-nitrofenol konsantrasyonu (mM) = Okunan absorbans degeri/5 mM

Bulunan bu deger 3 dakika i¢in olduguna gore 1 dakikada olusan p-nitrofenol miktarini
bulmak i¢in 3 e boliiniir. Toplam hacim 3 mL olduguna gore 1 dakikada olusan p-nitrofenol

miktar1 su sekilde bulunur:
p-nitrofenol miktari= ((Okunan absorbans degeri/5 mM)/3 dakika)x3 mL

= Okunan absorbans degeri/5 (umol/dakika)
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1 CA-I ve CA-II izoenzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi Sonuclar

Afinite kolonunun dengelenmesi, insan kanindan elde edilen hemolizatin kolona tatbik
edilmesi ve yikama islemlerinden sonra CA-I izoenzimi 0,025 M Na,HPO./1 M NaCl (pH 6,3)
tamponu ile CA-II izoenzimi ise 0,1M CH;COONa/0,5 M NaClO4 (pH 5,6) tamponu ile
kolondan eliie edildi. Eliiatlar beser mililitrelik fraksiyonlar halinde toplanarak her tiipteki

numune i¢in 280 nm de kalitatif protein tayini yapildi.

Elde edilen eliiatlardan absorbans gosteren tiiplerde esteraz aktivitesi tayini yapildi.
Ayrica Bradford metoduyla kantitatif olarak protein miktar1 tayini yapildi. Kolondan alinan
fraksiyonlar i¢in aktivite dl¢iimleri daha once tarif edildigi sekilde yapildi. Enzimlerin aktivite
Ol¢timii 1 mM substart konsantrasyonun da ve 100 uL enzim ¢ozeltisi ile yapilmistir. Protein
tayini ise 100 pL enzim c¢ozeltisi i¢cin yapildi. Hemolizatta aktivite tayini ve protein miktari
Ol¢limiinde ise her bir hemolizattan 1 mL alimip 10 mL ye seyreltilmis ve bundan 100 pL

alinarak dl¢timler yapilmustir.

Insan kanindan hazirlanan hemolizat icin protein miktar1 0,944 mg/mL ve esteraz

aktivitesi 150 EU/mL bulundu ve buradan spesifik aktivite,
(SA) = 150/0,944=158,9
olarak bulundu.

CA-I ve CA-II i¢in coomassie blue yontemiyle protein tayini ve hidrataz aktivitesi
deneyleri yapildi. Saflastirilan enzim ¢ozeltileri i¢in mL’deki protein miktar1 CA-I igin 0,802
mg ve mL’deki enzim tinitesi 10 kat seyreltmeye gore hesaplanarak 9200,8 EU olarak bulundu.
CA-II i¢in mL’deki protein miktar1 0,402 mg ve mL’deki enzim iinitesi 10 kat seyreltmeye gore
hesaplanarak 7163,4 EU olarak bulundu. Buna gore

CA-I igin spesifik aktivite (SA) = 9200,8/0,802= 11472,3

CA-II igin spesifik aktivite (SA) = 7163,4/0,402=17819,4

Bu degerlere gore, hemolizatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucu;
CA-I enzimi, 11472,3/158,9= 72,2 kat saflagtirilmis oldu.

CA-II enzimi, 17819,4/158,9= 112,14 kat saflastirilmus oldu.
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Bradford metoduyla yapilan kantitatif protein tayininde oncelikle bir standart egri
hazirlandi. Hemolizatta ve saflastirilan enzim ¢dzeltilerindeki protein miktarlari bu egriye gore
belirlendi. Standart grafikten faydalanarak, olgiilen absorbans degerlerine karsilik gelen pg
protein miktarlar1 bulundu. (Sekil 5.1)

0.8 -

0.6 -

Absorbans

04 -

0 20 40 60 80 100 120
g protein

Sekil 5.1. Bradford metoduyla protein tayini i¢in kullanilan standart grafik.

5.2 insan Eritrositlerinden Elde Edilen CA-I ve CA-II izoenzimlerinin SDS-Poliakrilamid

Jel Elektroforezi Sonuclari

Afinite kolonundan eliie edilen CA-I ve CA-II izoenzimlerinin safligin1 kontrol etmek
amaciyla SDS-poliakrilamid (SDS-PAGE) jel elektroforezi yapildi. Elektroforez islemi 4.4.4.4
de anlatildig1 gibi uygulandi. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi. (Sekil 5.2)



34

Sekil 5.2.Afinite kromatografisi ile saflagtirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin

SDS-PAGE analizi.

5.3 Sentezlenen Bilesiklerin insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimleri (CA-I ve CA-II)

Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak Incelenmesi

5.3.1 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit karbonik anhidraz enzimlerinin hidrataz
aktiviteleri ilizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enziminin hidrataz aktiviteleri iizerinde yeni sentezlenen 1-6
bilesiklerinin inhibisyon etkileri glokom hastaligi tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan
miktar olan %1 lik ¢ozeltileri hazirlanarak enzim tlizerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi.
Bunun i¢in insan kanmdan elde edilen CA-I ve CA-II izoenzimleri i¢in bes farkli uygun
inhibitdr konsantrasyonunda hidrataz aktivite dl¢timleri yapildi. Yapilan Slglimler sonucunda,
sentezlenen bilesiklerin tamaminin CA-I ve CA-II izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri lizerinde
inhibisyon etkisi gostermedigi tespit edilmistir. Bu bilesikler inhibisyon etkisi géstermemesinin

yaninda herhangi bir aktivator etki de gostermemislerdir.

5.3.2 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit karbonik anhidraz enzimlerinin esteraz
aktiviteleri ilizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enziminin esteraz aktiviteleri iizerinde yeni sentezlenen 1-6

bilesiklerinin inhibisyon etkileri glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan

miktar olan %1 lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edildigi deneylerde bes farkli

inhibitor konsantrasyonu i¢in esteraz aktivite dl¢limii yapildi. Her bir bilesik i¢in %Aktivite-[I]

grafikleri ¢izilerek ICso degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri aktivite

Ol¢ciim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 3 mL).
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Cizelge 5.1. Esteraz aktivitesi 6l¢glim yoluyla (1) bilesiginin CA-I izoenzimi iizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)

(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 76,85 184,9
1 1000 1300 100 200 400 65,28 369,9
1000 1300 100 300 300 62,04 554,8
1000 1300 100 400 200 58,8 739,8
1000 1300 100 500 100 52,31 924,7
1000 1300 100 600 - 43,52 1109,7
100 ¢

%o Aktivite

20 4

200

400

500

(1] iV

1000

1200

Sekil 5.3. CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi {izerine (1) bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.2. Esteraz aktivitesi ol¢iim yoluyla (1) bilesiginin CA-II izoenzimi lizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)

(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 70 184,9
1 1000 1300 100 200 400 64,28 369,9
1000 1300 100 300 300 61,43 554,8
1000 1300 100 400 200 56,7 739,8
1000 1300 100 500 100 47,14 924,7
1000 1300 100 600 - 39,52 1109,7
100 ¢

%o Aktivite

20 4

200

400

500

[1] pM

1000

1200

Sekil 5.4. CA-II izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine (1) bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.1. Esteraz aktivitesi 6l¢glim yoluyla (2) bilesiginin CA-I izoenzimi iizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 87,84 65,96
2 1000 1300 100 200 400 77,03 191,93

1000 1300 100 300 300 70,27 287,9
1000 1300 100 400 200 62,16 383,86
1000 1300 100 500 100 53,4 479,82
1000 1300 100 600 - 44,6 575,79

100 4

80 A
& 60 1
z
o 401
o

20 A

O T T 1
0 200 400 600
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Sekil 5.5. CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi {izerine (2) bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.2. Esteraz aktivitesi ol¢iim yoluyla (2) bilesiginin CA-II izoenzimi lizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 86,1 96
2 1000 1300 100 200 400 75,5 191,9

1000 1300 100 300 300 68,9 287,9
1000 1300 100 400 200 60,9 383,8
1000 1300 100 500 100 53 479,8
1000 1300 100 600 - 43,7 575,8

100 4

80 1
< 60 -
£
=
e 40 ~
S
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0 100 200 300 400 500 600
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Sekil 5.6. CA-II izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine (2) bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.3. Esteraz aktivitesi 6l¢glim yoluyla (3) bilesiginin CA-I izoenzimi iizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO; | Enzim | Inhibitor | Saf Su | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 83,6 43
3 1000 1300 100 200 400 73,1 86,1

1000 1300 100 300 300 63,4 129,2
1000 1300 100 400 200 59,7 172,2
1000 1300 100 500 100 54,5 215,3
1000 1300 100 600 - 45,5 258,3

100 4
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Sekil 5.7. CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi {izerine (3) bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.4. Esteraz aktivitesi ol¢iim yoluyla (3) bilesiginin CA-II izoenzimi lizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(nL) Tamponu | (nL) (nL) (nL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 83,2 43
3 1000 1300 100 200 400 63,6 86,1

1000 1300 100 300 300 59,4 129,2
1000 1300 100 400 200 55,2 172,2
1000 1300 100 500 100 49,6 215,3
1000 1300 100 600 - 42,7 258,3

100 4
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Sekil 5.8. CA-II izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine (3) bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.5. Esteraz aktivitesi 6l¢lim yoluyla (4) bilesiginin CA-I izoenzimi iizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 84,8 43,3
4 1000 1300 100 200 400 72,8 86,6
1000 1300 100 300 300 68,8 130
1000 1300 100 400 200 60,8 173,3
1000 1300 100 500 100 54,4 216,6
1000 1300 100 600 - 48,8 260
100 4
80 1
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£
40
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Sekil 5.9. CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi {izerine (4) bilesiginin etkisi.




42

Cizelge 5.6. Esteraz aktivitesi dl¢iim yoluyla (4) bilesiginin CA-II izoenzimi lizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 90,6 43,3
4 1000 1300 100 200 400 71,9 86,6
1000 1300 100 300 300 66,2 130
1000 1300 100 400 200 61,2 173,3
1000 1300 100 500 100 54,4 216,6
1000 1300 100 600 - 43,7 260
3
Z
=
=
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O T T T T 1
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Sekil 5.10. CA-II izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine (4) bilesiginin etkisi.




43

Cizelge 5.7. Esteraz aktivitesi 6l¢glim yoluyla (5) bilesiginin CA-I izoenzimi iizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Sekil 5.11.CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine (5) bilesiginin etkisi.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 88,4 40,5
5 1000 1300 100 200 400 83,9 80,9
1000 1300 100 300 300 82 121,4
1000 1300 100 400 200 76,1 161,9
1000 1300 100 500 100 69,7 202,3
1000 1300 100 600 - 64,5 2428
100 ¢
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Cizelge 5.8. Esteraz aktivitesi dl¢iim yoluyla (5) bilesiginin CA-II izoenzimi lizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar.

Sekil 5.12. CA-II izoenziminin esteraz aktivitesi izerine (5) bilesiginin etkisi.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 84 40,5
5 1000 1300 100 200 400 69 80,9
1000 1300 100 300 300 63,5 121,4
1000 1300 100 400 200 56 161,9
1000 1300 100 500 100 51,5 202,3
1000 1300 100 600 - 45 2428
100 4
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Cizelge 5.9. Esteraz aktivitesi 6l¢glim yoluyla (6) bilesiginin CA-I izoenzimi iizerindeki in vitro

inhibisyon etkisini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

Sekil 5.13. CA-I izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine (6) bilesiginin etkisi.

Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 83,22 55,25
6 1000 1300 100 200 400 75,48 82,87
1000 1300 100 300 300 66,45 110
1000 1300 100 400 200 62,58 138
1000 1300 100 500 100 57,42 165,7
1000 1300 100 600 - 35,48 248,6
100 4
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Cizelge 5.10. Esteraz aktivitesi dl¢lim yoluyla (6) bilesiginin CA-II izoenzimi ilizerindeki in

vitro inhibisyon etkisini incelemek {izere yapilan islemler ve elde edilen

sonuglar.
Inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitor | SafSu | %Aktivite | [I] (uM)
(uL) | Tamponu | (pL) (uL) (uL)
(uL)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 100 500 82,28 55,25
6 1000 1300 100 200 400 75,43 82,87

1000 1300 100 300 300 68,57 110
1000 1300 100 400 200 62,28 138
1000 1300 100 500 100 51,43 165,7
1000 1300 100 600 - 30,86 276,25
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Sekil 5.14. CA-II izoenziminin esteraz aktivitesi lizerine (6) bilesiginin etkisi
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6. SONUC VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz E.C. 4.2.1.1), pek ¢ok dokuda pH
diizenleyici olarak karakterize edilen ve aktif bolgesinde Zn™ iyonu bulunduran bir
metaloenzimdir (Goziikara, 1997). ilk defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik
anhidraz enzimi; canlilarda CO;’in hidratasyonu ve HCO; ’in dehidratasyonu reaksiyonlarini

tersinir olarak katalizleyen bir enzimdir.

Hastaliklarin tedavi ve teshisinde, CA inhibitérlerinin 6nemi, glokom hastaligi tedavisi

icin CA enzimi iizerinde yapilan inhibisyon ¢aligmalar1 sonucu elde edilmistir.

Glokom hastaligi tedavisinde asetazolamid uzun yillar kullamilmistir. Daha sonra 1995
yilinda dorzolamid ve 1999 yilinda da brinzolamid kliniklerde kullanilmaya baslanmistir. Bu
ilaclar tedavide etkili ilaglardir. Fakat bu ilaglarin bir¢ok yan etkisi olmasindan dolayr yeni

ilaglar sentezlenmeye ihtiya¢ duyulmustur.

Bu caligmada glokom hastalig1 tedavisinde kullanilmaya aday yeni sentezlenen 1-6
karbonik anhidraz inhibitdrlerinin insan karbonik anhidraz enzimi iizerinde inhibisyon etkileri

incelenmistir.

Enzim aktivitesi tayini iki farkli yontemle yapilmistir. Bunlardan birincisi enzimin
hidrataz aktivitesinin Ol¢limiidiir. Bu yontemde CO;’in su ile reaksiyona girmesi sonucu
meydana gelen H,CO5’in H" ve HCO;™ iyonlarma ayrisarak ortamin pH’mi degistirme siiresi
Olgiilmektedir. Bu tayinde goézlenen inhibisyon tiirii yarigmali inhibisyondur. Ciinkii substrat
olan CO, molekiiliiniin dogrudan, enzimin aktif bolgesinde bulunan Zn"* iyonuna bagl olan OH
grubuna baglanmasidir. Siilfonamit inhibitdrleri de ayni bolgeye baglanacagindan inhibitorle

substrat enzime baglanma konusunda bir yarigma halindedir.

Ikinci yontem ise esteraz aktivitesi ol¢limiidiir. Bu yontem, karbonik anhidraz
enziminin ester baglarin1 pargalamasi esasmna dayanmaktadir. Karbonik anhidraz enzimi,
substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetat1 p-nitrofenol bilesigine hidroliz etmekte, olusan bu
bilesik de 348 nm de absorbsiyon vermektedir. Bu aktivite tayininde ise yarigmasiz inhibisyon
tirii gozlenmektedir. Bunun nedeni ise substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetat bilesiginin
enzimin aktif bolgesine ¢ok yakin bir aminoasit olan histidinin imidazol halkasina baglanmas,
siilfonamit inhibitorlerinin ise aktif bolgede bulunan Zn™ iyonuna bagli OH grubuna
baglanmasidir. Substrat ve inhibitér farkli bolgelere baglandigi igin herhangi bir yarigma

durumu s6z konusu degildir.
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Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini belirlemede ICsy degerleri kullanilmaktadir. Yeni
sentezlenen 1-6 bilesiklerinin insan eritrositlerinden saflastirilan CA-I ve CA-II izoenzimlerinin
hidrataz aktiviteleri iizerinde herhangi bir inhibisyon etkisi gostermedigi gozlenmistir. Ayni

zamanda bu bilesikler hidrataz aktivitesi {izerinde aktivator etki de gdstermemistir.

Asagidaki tabloda yeni sentezlenen 1-6 bilesiklerinin CA-I ve CA-II izoenzimi i¢in
esteraz ICsy degerleri verilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak asetazolamidin ICsy degerleri de

verilmistir.

Cizelge 6.1. In vitro inhibisyon ¢alismalarindan elde edilen esteraz ICs, degerleri.

Esteraz 1Csy (mM)

Inhibitor hCA 1 hCA II
Asetazolamit 4,33.10° 3,24.107

1 0,795 0,757

2 0,512 0,490

3 0,242 0,200

4 0,237 0,214

5 0,397 0,200

6 0,193 0,174

Tablodaki degerlere bakildiginda yeni sentezlenen 1-6 bilesiklerinin CA-I ve CA-II

izoenzimi i¢in kontrol bilesigi olan asetazolamitten daha zayif inhibitorler oldugu goriiliir.

Yeni sentezlenen inhibitdr 1-2 bilesiklerine bakildiginda ise; 2 bilesiginin 1 bilesigine
gore daha gii¢lii inhibitdr oldugu goriiliir. Burada 1 bilesigine baglanmis olan dipikolinat

iyonunun inhibisyonu arttiric1 yonde katkis1 olmus olabilir.

Metal kompleksleri olan 3-6 bilesikleri ise; baslangic maddesi olan 1. ve 2. bilesikten
daha giiclii inhibitor 6zelligi gostermistir. Metal komplekslerinden inhibitoér 6zelligi en giclii
olan 6 bilesigidir. Bu durumun bilesigin yapisindaki farkliliktan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Cilinkii diger metal komplekslerinde tamamlayici iyon olarak iki tane 2-
amino-6-metoksi benzotiyazol varken 6 nolu komplekste bir tane tamamlayici iyon vardir. Bu
da bilesikteki yapisal degisimlerin, inhibisyon etkileri tizerinde de degisikliklere sebep

olabilecegi ifadesini desteklemektedir.
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