SULFOBENZOIK ASIT TUREVLERININ
ANTIGLOKOM ETKISININ KARBONIK ANHIDRAZ
ENZIMLERI UZERINDE INCELENMESI
Hiilya CELIK
Yiiksek Lisans
Kimya Anabilim Dal1
Mayis - 2010



SULFOBENZOIK ASIiT TUREVLERININ ANTIiGLOKOM ETKIiSININ KARBONIK
ANHIDRAZ ENZIMLERI UZERINDE iNCELENMESI

Hiilya CELIK

Dumlupinar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Lisansiistii Yonetmeligi Uyarinca
Kimya Anabilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZi

Olarak Hazirlanmustir.

Danisman: Dog. Dr. Metin BULBUL

Mayis — 2010



il

KABUL VE ONAY SAYFASI

Hiilya CELIK’in YUKSEK LISANS tezi olarak hazirladigi “Siilfobenzoik Asit
Tiirevlerinin Antiglokom Etkisinin Karbonik Anhidraz Enzimleri Uzerinde Incelenmesi”
baslikli bu c¢alisma, jiirimizce lisansistii yoOnetmeligin ilgili maddeleri uyarinca

degerlendirilerek kabul edilmistir.

27/ 05/2010

Imza:
Uye : Dog. Dr. Metin BULBUL
Uye : Yrd. Dog. Dr. Nurgiin BUYUKKIDAN
Uye : Yrd. Dog. Dr. Azmi YERLIKAYA
Fen Bilimleri Enstitiistinlin Yonetim Kurulu'nun ... /... /2010 giin ve ... sayili karariyla
onaylanmustir.

Prof. Dr. Atalay KUCUKBURSA

Fen Bilimleri Enstitiisiit Mudira




v

SULFOBENZOIK ASIiT TUREVLERININ ANTIiGLOKOM ETKIiSININ KARBONIK
ANHIDRAZ ENZIMLERI UZERINDE INCELENMESI

Hiilya CELIK
Kimya, Yiiksek Lisans Tezi, 2010
Tez Danismani: Dog. Dr. Metin BULBUL

OZET

Karbonik anhidraz (E.C. 4. 2. 1. 1), merkezinde Zn™ bulunan bir metaloenzimdir.
Omurgalilarda CO,, bu enzimin substratidir. Hiicreler ve hiicreler arasi sivida CO, ve H,CO;
doniisiimlerini katalizler. Insan gdziinde CA-II ve CA-IV izoenzimleri bulunur. CA-II

izoenzimi glokom hastalig1 tedavisinde kullanilmasindan dolay1 6nemli bir enzimdir.

Bu c¢aligmada yeni bilesiklerin karbonik anhidraz enzimi iizerinde inhibisyon etkileri

aragtirilmistir.

Bu amagla once insan eritrositlerinden karbonik anhidraz izoenzimleri (CA-I, CA-II)

afinite kromatografisi ile ayr1 ayr1 saflastirild.

Daha sonra sentezlenen yeni bilesiklerin (1 ve 2) insan eritrosit CA enzimleri iizerindeki
inhibisyon etkisi incelendi. Calismalarda karbonik anhidraz aktivitesinin belirlenmesinde
hidrataz ve esteraz aktivitelerinden faydalamildi. Insan eritrosit CA’min hidrataz ve esteraz
aktivitesi iizerinde 1, 2 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Inhibisyon
etkisi gosteren ilaglar igin % aktivite-[I] grafikleri gizilerek Isy degerleri bulunmustur. CO,-
Hidrataz aktivitesine gore inhibisyon gosteren 1 ve 2 bilesiklerinin I5, degerleri (enzim
aktivitesini yariya diisliren inhibitér konsantrasyonu); insan eritrosit CA I i¢in 0,26 ile 0,13 uM
ve insan eritrosit CA II i¢in 0,30 ile 0,15 uM arasinda bulundu. Esteraz aktivitesine gore ise;
insan eritrosit CA I i¢in 0,32 uM ile 0,045 uM arasinda insan eritrosit CA II i¢in 0,29 uM ile
0,23 uM Isq degerleri bulundu.

Anahtar Kelimeler: Glokom, Iso Degerleri, Karbonik Anhidraz, Lasamid, Siilfonamidler.
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SUMMARY

Carbonic anhydrase (E.C. 4. 2. 1. 1), is a metaloenzyme, located in the center Zn">. The
substrate of this enzyme is CO, in vertebrate. This enzyme catalyzes conversion of CO; to
H,CO; at cells and intracellular fluid. The isoenzymes of human eye are CA-II and CA-IV.

CA-II isoenzyme is very important for using treatment of glaucoma.

In this study, the inhibitory effects of the compounds were investigated on carbonic

anhydrase enzyme.

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

Later, inhibition effects of these new compounds (1, 2) on human carbonic anhydrase
enzymes (CA I and CA II) were investigated in vitro. In the studies, it was taken advantage of
hydrates and esterase activites for determining of carbonic anhydrase activitates. It was
observed that compounds (1, 2) showed inhibition effect on human erythrocyte CA hydratase
and esterase activity. Isp values were determined by drawing % activity-[I] graphs for drugs
showing inhibition effects. For CO,-hydratase activity of compound (1), (2) inhibition effect
ranged from 0,26 to 0,13 uM for human erythrocyte CA I and 0,30 to 0,15 uM with Iso for
human erythrocyte CA II (molarity of inhibitor producing a %50 inhibition of CA activity). As
for esterase activity of p-nitrophenyl acetate, compounds (1), (2) had inhibition ranging from
0,32 to 0,045 uM for human erythrocyte CA I and 0,29 to 0,23 uM for human erythrocyte CA
II with Is.

Key Words: Glaucoma, Is, Values, Carbonic Anhydrase, Lasamide, Sulfonamides.
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1. GIRIS

Enzimler, giinlimiizde biyokimya alaninda en ¢ok c¢alisgilan konulardan biridir.

Enzimlerin, sagliktan endiistriyel konulara kadar ¢ok sayida genis uygulama alan1 vardir [1].

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iiriiniin
olugmasina firsat vermeden spesifik olarak % 100’lik bir iiriin verimi saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Proteinlerin en biiylik ve en 6zel grubunu teskil ederler [2]. Viicuttaki tiim
reaksiyonlar enzimler tarafindan yiiriitiiliirler. Enerji agisindan miimkiin olan bir¢ok biyolojik
reaksiyonda; enzimler substratlar1 kullanigl yollara segici olarak kanalize ederler [3]. Enzimler
genellikle tek bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip benzer reaksiyonlari katalizler. Substratlara

kars1 spesifiklikleri ise oldukca yiiksek ve kesindir [4].

Enzimlerin triine donistiirdiikleri maddelere substrat denir. Enzimlerin substratlara
gore daha hacimli olmalari, kataliz olayma enzimin smirlt bir alaninin, yani aktif bdlgesinin
katildigi kavramina yol a¢mustir.  Aktif bolgeler ¢ogu kez, enzimdeki yariklara veya
multienzimlerde alt birimler arasindaki ara kesit ylizeylerine yerlesmistir.  Substratlar
yakinlagti§i zaman katalitik noktalar, bu noktanin oldukc¢a oOtesine kadar uzanabilen

konformasyon degisikliklerine ugrayabilir [5].

Aktif bolge; substrata komplementer olan ii¢ boyutlu yapida aminoasit yan zincirleri
icerir. Aktif bolge substrat1 baglayarak bir enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir. ES,

sonradan pargalanarak enzim ve {iriine doniistr.

Enzimle katalizlenen reaksiyonlar, katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 10" ile 10* kat
daha hizlidir. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede 100 ile 1000 substrat molekiiliinii
iirline ¢evirme yetenegine sahiptir [3]. Enzimlerin katalizleme giigleri, turnover sayisiyla ifade
edilir. Turnover sayisi, birim zamanda 1 mol enzimin iiriine doniistiirdiigii substratin mol

sayisidir.  Turnover sayisi en yiiksek olan enzimlerden biri de karbonik anhidrazdir (600.000

s [1].

Enzimlerin biiyiik bir kisminin etki gosterebilmesi i¢in protein yapili olmayan bir
kofaktore gereksinimi vardir. Kofaktdr, koenzim adi verilen organik bir molekiil veya metal
iyonu olabilir. Enzim, kofaktorii ile beraber bulunuyor ise holoenzim, holoenzimin kofaktorsiiz
protein kismina apoenzim denir. Kofaktdr gerektiren enzimlerde; uygun kofaktér yoksa
apoenzimin biyolojik aktivitesi yoktur [6]. Bazi enzim-kofaktor baglanmalari kovalent yapida
veya diyalizle uzaklastirilamayacak kadar sikidir. Boyle kofaktoérlere “prostetik grup” adi

verilir [4].



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

baglanmasini kolaylagtirir [6].

Enzimlerin reaksiyon hizlar1 bazi1 faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu etkenler

sirastyla;
» Substrat konsantrasyonu
» Enzim konsantrasyonu
» pH
»  Sicaklik
> Iyonik siddet
» Kofaktor konsantrasyonu (varsa)
> Inhibitor ve aktivatdr konsantrasyonu
Bu etkenler enzim iizerine degisik oranlarda etki etmektedirler.

Enzimler iizerinde arastirilan énemli konulardan biri de enzim inhibisyonudur. Enzim

inhibisyonu bir ¢ok ¢alismaya temel olugturmustur.

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayina inhibisyon ad1 verilir. Buna sebep olan bilesiklere de
inhibitér denilir.  Inhibitorler, genellikle kiigiik molekiil agirligima sahip bilesikler veya

iyonlardir.

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol
mekanizmasi olusturur. Birgok ilag ve zehirli bilesik, etkilerini bu yolla gerceklestirirler [7].
Inhibitérler; hem enzim etki mekanizmalarmin, hem de metabolik yollarin aydinlatiimasinda

onemlidir [4].

Bir enzimin katalitik etkisi bircok yolla degistirilebilir. Bir protein olan enzim
molekiilii, denatiire edilirse; {i¢ boyutlu yapisi bozulur ve bunun sonucunda enzimin katalitik
etkisi kaybolur. Enzimin aktif bolgesini olusturan fonksiyonel gruplar: bloke eden herhangi bir
reaksiyon, enzim aktivitesini degistirir veya yok eder. Bu tip bir inhibitér enzime katilinca

enzimin orijinal aktivitesi tekrar kazanilmayacak bir sekilde degisiklige ugrar.



Enzim inhibisyonu, doniigiimsiiz (irreversible) inhibisyon ve doniisiimlii (reversible)
inhibisyon olmak iizere iki grupta incelenir [6]. Ddoniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitdr enzime ya
kovalent olarak baglanir ya da zor ayrigabilen bir kompleks olusturur. Bu yiizden doniisiimsiiz
inhibitorlere ‘enzim inaktivatorleri’ de denir. DOniisiimsiiz inhibisyonda V. azalir, Ky ise

degismeden kalir.

Doniigiimlii  inhibisyonda, enzimle inhibitdr etkilesmesi bir denge reaksiyonu

seklindedir. Doniistimlii inhibisyon dort grupta incelenir;
1) Yarigmali inhibisyon (kompetitif)
2) Yarigmasiz inhibisyon (nonkompetitif)
3) Yar yarismali inhibisyon (unkompetitif)
4) Lineer karigik tip inhibisyon

Doniigiimlii inhibisyonun en basit tipi yarigmali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali
inhibitor, yap1 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 i¢in belirlenmis Ky,’i (Michaelis sabiti) yiikseltir. Bu, yarismali bir inhibit6r
varliginda 1/2 V,,,x’a erismek i¢in daha fazla substrat gerekecegi anlamina gelir. [S] yiliksek
oldugu zaman aktif bolgelerin tamam substrat tarafindan doldurularak, enzim tam kapasite ile

caligir 3, 4].

Yine doniistimlii bir tip olan yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda; inhibitor ve
substrat enzim molekiiliine ayn1 anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigini gdsterir. Yarismasiz bir inhibitor, etkisini bir enzimin turnover sayisini,
yani katalitik aktivitesini diigiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitér arasinda yarisma sz
konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon kaldirilamaz. Enzimin V.
degeri azalirken, Ky sabit kalir. Substrat ve inhibitor farkli bolgelere baglanabildiginden,
enzimin iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir: EI ve ESI [4].

Bir bagka doniistimlii inhibisyon tipi, yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde, inhibitdr serbest enzime baglanamaz, ES kompleksine baglanir. Bunun
icin tek substratl sistemlerde, yar1 yarigmali inhibisyona seyrek rastlanir. Birden fazla substratli
enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sik rastlanir. Yari yarigmali inhibitor varliginda substrat

konsantrasyonunun yiikseltilmesi ile inhibisyon artabilir. ESI kompleksi ortamda siirekli olarak



var olacagindan, yar1 yarigsmali inhibitdr varliginda V,,, azalir. ESI kompleksinin olusumu
vasitasiyla ES kompleksi ortamdan siirekli ¢ekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin

olusum dengesi daha fazla saga kayar ve Ky, degeri kiigiiliir [8, 9].

Lineer karisik tip inhibisyon tiirii yarismasiz inhibisyonun ozel bir tipidir. Bu
inhibisyon substratin EI kompleksine baglanabildigi zaman ger¢eklesir. Her iki durumda da
inaktif ESI kompleksi olusur. Buraya kadar anlatilan yarigmasizla ayni gibi goriinmesine

karsin, EI kompleksinin substrata karsi afinitesi serbest enzime gore daha azdir [10].

Inhibitérleri cok defa yarismali ve yarismasiz olmak iizere kesin simirlarla birbirinden

ayirmak miimkiin degildir. Gergekte inhibisyon genellikle karigiktir [4].

Enzim inhibisyonu gibi konular1 ele alan c¢alismalarda enzim safligi ¢ok Onemlidir.
Enzim saflastirilmasimin amaci, 6zgiil bir enzimi diger bir¢ok yap1 tagini igeren ham bir hiicre
Oziitinden ayirmaktir [5]. Daha Oncede belirttigimiz gibi enzimler protein yapisinda
olduklarindan dolay1 protein saflagtirma yontemleri enzimler i¢inde uygulanabilir. Bir enzimin
saf bir sekilde hiicreden veya dokudan izolasyonu olduk¢a zordur. Buna ragmen bir¢ok enzim
saf olarak elde edilmistir. 1000’in iizerinde enzim kismen saflastirilmis ve 200’den fazlasi ise
kristal olarak elde edilmistir. Globuler proteinlerin ¢ozelti icindeki davraniglarindan

faydalanilarak, saflagtirma iglemleri yapilmaktadir.
Globuler proteinlerin bu dzelliklerini sdyle siralayabiliriz:
» Molekiil biiytikligii
» (Cozuniirliik fark: esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
» Elektriksel yiik esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
» Secimli adsorbsiyon esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
» Spesifik ligandlar esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi (Afinite kromatografisi).

Enzimlerin, bu saflastirma yontemlerinden en uygun, giivenilir ve dogru sonug vereni;
spesifik ligandlar1 esasina dayanilarak proteinlerin ayrilma yontemi olan afinite kromatografisi
yontemidir ve bu yonteme gore karbonik anhidraz enzimini saflastirip karakterizasyon
incelenmesi yapilabilmektedir. Bu yontemde; ligand, enzime son derece spesifik oldugundan
enzime kolayca baglanir. Diger enzim ve molekiiller ortama tutunamadiklarindan kolonun akis
yoniinde ilerleyerek uzaklasirlar ve enzim kolonda kalir. Kolonda kalan enzim, uygun

tamponlarla elue edilir [5].



Bazi enzimler i¢in 6zel linite tanimlar1 vardir. Bunlardan ¢ikilarak spesifik aktivite
hesaplanir. Spesifik aktivite (6zgiil aktivite) terimi; 1mg proteine karsilik gelen enzim iinitesi
(E.U./ mg protein) olarak tarif edilir. Bu deger enzim saflifinin bir oOl¢iisiidiir ve enzim
saflastirilmasi esnasindaki basamaklarda maksimum ve sabit bir degere ulagir. Bdylece enzimin

saf halde elde edildigi anlasilir [4].



2. KARBONIK ANHIDRAZ (CA) ENZiMi

2.1. Dagilm ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) ¢inko igeren ve karbondioksitin

tersinir hidratasyonunu katalize eden bir enzimdir [11]. Katalizlenen reaksiyon;

C02 + Hzo H2CO3

seklindedir.

Fakat H,CO; kendiliginden

H2CO3 E—— H+ + HCO3-
seklinde iyonlarina ayrisir.

Yapilan c¢alismalarda; yukaridaki hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarinin
kendiliginden olusum hizindan ¢ok daha hizli oldugu goriilmiistiir [12]. Bu olaylarda, kanda var
olan bir enzimin rol alabilecegi diisiiniildii. Daha sonra karbonik anhidraz enzimi Roughton ve
Meldrum tarafindan insan eritrositlerinde bulundu [13]. Birkag¢ yil sonra karbonik anhidraz

varlig1 bagka canlilarda ve bagka dokularda da ortaya ¢ikarildi. [14, 15, 16].

Genel olarak karbonik anhidraz enzimi metabolik CO, transportunu saglamanin
yanisira, birgok dokuda H® ve HCOs; birikiminde de rol almaktadir [17, 18]. Bu dokular
arasinda bobrek, gastrit mukoza ve g6z lensini sayabiliriz. Bunlardan baska histokimyasal
metodlarla, tiikriik bezleri, kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium
dokularda da CA’ya rastlanmig ve bunlarin bazilar1 saflastirilarak, biyokimyasal &zellikleri
incelenmigtir. Baliklarin solungag¢ ve salgi organlarinda, bazi bécek ve bakterilerde kabuklu
hayvanlarin kabuk yapisinda, alglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu
enzimin degisik rolleri oldugu da ispatlanmistir. CA, sozii gegen canli hiicrelerin ¢cogunda;
stoplazmada ¢Ozlinmiis, bazende hiicre membranina zayifca baglanmis olarak bulunmaktadir

[19, 20, 21].

Bir canli tiiriinde ayni reaksiyonu katalizleyen ve farkli kimyasal yapiya sahip
enzimlere izoenzim adi verilir.  Izoenzimlerin aktiviteleri farkli; substrat, kofaktor ve
inhibitorlere afiniteleri degisik olabilir [4]. Izoenzimlerin baslica 6zellikleri arasinda aminoasit
sayt1 ve sirasinin farkli olmasi, herbir alt iinitenin ayr1 geninin olmasi ve elektroforetik

hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir.



Insanlar1 da igine alan yiiksek yapili omurgalilarin ¢ok farkli doku ve hiicrelerine
yerlesmis, 16 farkli CA izoenzimi tespit edilmis ve bagli oldugu proteinlere gore (CA-related
proteins, CARP) belirlenmislerdir [17,18]. Bu izoenzimlerin, katalitik etkinlik ve inhibitor
baglama 6zelliklerinde bazi énemli farklar bulunmaktadir [17]. Bu izoenzimlerden CA, I, II,
III, VII ve XIII olmak {iizere bes tanesi sitozoliktir. CA-IV, CA-IX, CA XII ve CA XIV ise
membrana baglidir. CA-VA ve VB mitokondriyal, CA-VI tiikiiriikkte salgilanir ve ii¢ tanesi
nonkatalitiktir (VIII, X, XI) [20].

2.2. Karbonik Anhidraz (CA) Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlar:

Genel olarak insandaki CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucunda ortaya ¢ikarilmstir.
Insanda yedi farkli izoenzimin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarinin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular arasinda;
akciger, bobrek, gastrik mukoza, g6z lensi, tiikkriik bezleri, kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas,
prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve bunlarin ¢cogundan CA enzimi karakterize
edilmis ve fonksiyonlari belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu yolla ¢esitli doku ve organlarda
elektrolit salgilanmasi, CO, ve pH dengesinin saglanmasi, akciger ve dokular arasindaki
CO,/HCOj transportu gibi 6nemli fizyolojik olaylarda rol oynadiklari gibi; kemik erimesi,
kireclenme, tiimor olusumu ve diger patolojik ve fizyolojik proseslerde de rol oynadiklar
agiklanmigtir [22,23]. HCA-I ve HCA-II izoenzimleri insan eritrosit hiicrelerinde bulunur.
HCA-I izoenziminin turnover sayis1 2.5 x 10° s'’dir. Bu izoenzimin fizyolojik fonksiyonu
HCA-II kadar agik degildir. HCA-I eksikligi sendromu belirlenmis olmasina ragmen herhangi
bir klinik semptomla iligkisi bulunamamistir [17, 24, 25].

HCA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok caligilan formudur. Bu izoenzimin
turnover sayisi 25°C de 10° s olarak bulunmustur. CA II’nin doku dagilimi genistir ve pek ¢ok
farkli organ ve hiicre tipinde bulunur. Osteoporoz, renal tiibiiller asidoz ve serebral

kalsifikasyonla iligkili olmas1 bu izoenzimin kemikte, bobrekte ve beyindeki dnemini gdsterir

[11].

GOz lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, HCA-II ve HCA-IV izoenzimleri bol
miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan HCA-II izoenziminin 6nemi, glokom hastaligi
tedavisi icin yapilan aragtirmalar sonucu ortaya g¢ikarilmistir. Glokom hastaligi, anormal
derecede yiiksek g6z i¢i basincindan ileri gelmekte (intraocular pressure, IOP) ve doniisiimsiiz
korlige sebep olmaktadir. IOP’nin tek kontrol noktasi g6z ici sivisidir (humor ak6z). Humor
akoziin salgilanmasinda, karbonik anhidraz enziminin uyarici etkisi vardir. Bu enzimin

inhibisyonu ile, silyer epitelinin salgi aktivitesi %25-30 oraninda azalmaktadir [26].



Bobrek kortekslerinde ise membrana yapisik halde olan HCA-II izoenzimi ile Na” ve
H,O’nun geri emilimi saglanmaktadir. HCA-II izoenzimi ile ilgili olarak CA-II eksikligi
sendromu belirlenmistir. Bunun da; kemiklerin kireglenmesi, bobrek tasi olusumu ve beyinde
kireclenme ile ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da HCA-II izoenziminin kemik dokusu, bobrek

ve beyin organlari i¢in ne derece dnemli oldugunu ortaya koymaktadir [27].

Iskelet kasinda CA enzimi olarak HCA-III izoenzimi bulunmus ve laktik asit-laktat
dengesinde ¢ok onemli bir role sahip oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir. Kirmiz1 kas
dokusuna CA-III enzimi zayif baglh olup, doku kapilerine CO,’in diflizyonunu kolaylastirici bir
gbrev yapmaktadir [28]. Diisiik aktiviteli bir izoenzimdir ve bu enzimin turnover sayisi 8x10° s
' dir. Siilfonamidlere karsi diger CA izoenzimlerine oranla daha ilgisizdir. Kirmiz1 kas
dokusuna zayif bagli oldugundan dolayi, biiyiikk oranda ¢Oziinebilir bir proteindir. Aym
zamanda bu izoenzimden yag dokusunda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. HCA-I ve
HCA-II izoenzimleri gibi HCA-III de p-nitrofenil asetat hidrolizi aktivitesine sahiptir. Diger
yonden HCA-III izoenziminin fosfataz aktivitesi de vardir [29]. Son zamanlarda da fosfataz
aktivitesinin, Cys-186 ve glutatyon arasindaki bir disiilfit baginin formasyonuna bagl oldugu

gosterilmistir [28, 30].

HCA-IV ve HCA-Vl ise, iki sinyal sekuens izoenzimleri olup, sinyallerin hedef doku ve
organlara ulagmasini saglarlar. HCA-IV izoenzimi membrana bagli bir enzimdir ve bobreklerin
membranina bagl olarak bulundugu gibi, bazi epitel hiicrelerin membranlarina bagl olarak ve
akcigerde kapiler hiicrelerinin plazma ylizeylerine yerlesmis olarak bulunur. Son yillarda
yapilan calismalar; siilfonamid inhibitdrlerinin {ire sentezini azalttigin1 gostermistir. Bu durum
mitokondriyal CA enzimi olan HCA-IV’iin, sitrulin sentezi i¢in gerekli olan HCOj;™ iyonunu,
sitrik asit devrinden gelen CO,’den saglayarak, iire devrinin ilerlemesinde biiylik role sahip
olmasiyla acgiklanmaktadir. Bu enzim glikozilfosfatidil inositol bilesiginin Ser-284’e
baglanmasiyla membrana tutunmaktadir. Bu baglanma, bir 28 rezidiiliikk C-terminal fragmenti

tarafindan gerceklestirilir [31].

HCA-V izoenzimi de, bazi dokularin mitokondri matrikslerine yerlesmis olarak
bulunur. Karbamoil fosfat sentetaz-1 ve piruvat karboksilaz enzimlerine sirali olarak bikarbonat
iyonu saglamasindan dolayi, glukoneogenez ve iirogenezde rol oynadigi dngoériilmektedir. Bu

izoenzimin ayrica lipogenez olayinda da etkili oldugu bildirilmistir [32].

Tiikriik bezinde CA enzimi olarak HCA-VI ve HCA-VII izoenzimi vardir. HCA-VI

izoenzimi, tiikriik bezlerinden salgilanan bir enzimdir. Insan tiikriigiinden izole edilmis olup,



tiikriigiin pH dengesini sagladigina inanilmaktadir. HCA-VII izoenzimi ise, tiikriikte bikarbonat
salgilanmasi i¢in katkida bulunmaktadir [33].

HCA-VII enzimi de sican beyninden elde edilen bir cDNA kiitiiphanesinde

kesfedilmistir. Insan cDNA homologlarinin amino asit dizilisleri de tespit edilmistir [34].

Karbonik anhidrazin insan, hayvan ve bitki dokularindaki dagilimi ve iistlendigi hayati
gorevlerden dolayi, son zamanlarda bu enzimin yapisi ve fonksiyonlar1 hakkindaki ¢aligmalar
artmistir. Bu caligmalar sonucunda molekiil yapisi, kataliz mekanizmalari, kimyasallarla
etkilesmeleri sonucu inhibitor ve aktivator etkisi gosteren bilesikler hakkinda 6nemli ilerlemeler

saglanmustir [17].
2.3. Karbonik Anhidraz (CA) Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO,’in hidratasyonu reaksiyonunun yanisira, siyanatin karbamik
aside veya iirenin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlarini da
katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de bu enzim

tarafindan katalizlenmektedir (Cizelge 2. 1) [17].

Cizelge 2.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri

(1)  0=c=0 +H,0 === HCO; + H'
——= H,NCOOH

———= H,NCONH,
RCH(OH),

RCOOH + ArOH
RSO;H + ArOH

2) 0=C=NH + H,0

3) HN=C=NH + H,O
4 RCHO + H,0
(5 RCOOAr + H,0
6)  RSO;Ar + H,0

(M ArOPO;”? + H,0 =—= HPO,” + ArOH

8) ArF + H,0
9  PhCH,0COCI + H,0 =——= PhCH,0H + CO, + HCI
(10) RSO,Cl + H,O =—== RSO3;H + HCI (R=Me; Ph)

HF + ArOH (Ar=24-dinitrofenil)
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2.4. Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik Ozellikleri

Son on yildan beri karbonik anhidraz, enzimatik katalizin prensiplerinin
aydinlatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. CA, metabolizmada son derece 6nemli rol
oynamasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kayip

olmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir [35].

Karbonik anhidraz, CO, ve H,COs veya ortamin pH’sina gére HCO; ve COj; iyonlari
arasinda doniisiimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlemsel bir molekiil olan CO,’in farkl

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

O O o O

e — 1 — 1 — ]
0 == _ _

Ll HO/ \OH oZ \OH OZ \0_

Karbonik anhidrazin bilinen on alt1 izoenziminden ii¢li olan CA I, CA II ve CA III
kristallendirilmis ve yapilari hakkinda detayli bilgiler elde edilmistir. Ug izoenzim de
sitoplazmada ¢o6ziinmiis halde bulunur. Molekiil agirliklart 28000 dalton olup, 259 veya 260
amino asitten ibaret tek bir polipeptid zinciri halindedirler. Her bir enzim molekiiliiniin aktif
bolgesi, yaklasik tetrahedral geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkast ve bir su molekiilii
ile koordine olmus Zn™* iyonu ihtiva etmektedir. Zn™ iyonunun kataliz olaymndaki fonksiyonu
vazgecilmez olup, uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA’lar tam manasiyla aktiveden

yoksundurlar [36, 37].

Calismalar sonucunda ii¢ izoenzimin amino asit dizilisleri ve {i¢ boyutlu yapilar

yoniinden biiylik l¢iide benzer olduklari bulunmustur [38].
2.5. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin U¢ Boyutlu Yapilar

CA, varligi bakimindan incelenen biitiin hayvanlarda ve fotosentez yapan
organizmalarda ve ayni zamanda bazi fotosentetik olmayan bakterilerde bulunan yaygin bir
enzimdir. o-CA, B-CA ve y-CA olarak adlandirilan, evrimsel agidan iligkisiz ii¢ farkli
familyada varlig1 tespit edilen CA’lar, sasirtict yeni buluslardan biridir [39]. Farkli familyalarla
gosterilen homolog enzimler arasinda 6énemli bir fark yoktur, aksine onlarin hepsinde ¢inko
iyonu vardir. Bundan dolay1 bu familyalarin hepsi, katalitik fonksiyonu yerine getirmeleri

yoniinden birbirine benzer yapidalardir [22].
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2.5.1. a-Karbonik anhidrazlar

Insan CA-I ve CA-II izoenziminin kristal yapist ile sigir CA-III, yass1 formlu bir sigan
CA-V’i ve E. coli’de bulunan CA formu bu yapidaki enzim tipidir. Bu izoenzim formlarinin
genel yapilart ¢ok benzerdir. Molekiiller neredeyse kiiremsi, yaklagik boyutlar1 ise 5x4x4
nm’’tiir. Molekiiliin kalan kismina gevsek sekilde bagli olan amino terminal bolge haricinde

(yaklagik 24 aminoasit), bu a-CA’lar tek etki alanli proteinler olarak diistiniilebilir [40].

Molekiiliin geri kalan kismina zayif¢ca baglanan amino terminal bolgesinin disinda, o-
CA bir bolge proteini olarak diisliniilebilir. Yapinin ikinci bolgesi on iplik¢ik ve molekiilii iki
esit pargaya bolen sarilmis bir B seridinden olusmustur. Paralel iplik¢iklerin iki parcasi diginda,
diger B seritleri antiparalel olarak uzanmislardir. Digerlerine nispetle daha kisa olan heliksler,

molekiiliin yiizeyine yerlesmiglerdir [41].

Aktivite bolgesi, neredeyse molekiiliin merkezine uzanan biiylik, koni bi¢imli bir
oyukta bulunur. Cinko iyonu bu oyugun tabanina yakindir. Dérdiincii ligandin H,O veya OH
oldugu tetrahedral geometrideki His-94, His-96 ve His-119’dan ii¢ azot atomuna baglhdir.
Ligandlar proteindeki diger gruplara hidrojen baglariyla tutunmus ve bir “dolayli ligand”
kabugu olusturmustur (Sekil 2.1) [40].

Metal iyonlu ligandlar ve dolayli ligandlarin a-CA amino asit dizilisleri sabittir.
Dogrudan ve dolayli ¢inko ligandlarina ek olarak, siral1 biitiin a-CA’larda 17 aminoasit rezidiisi
kesin sekilde korunur. Bu rezidiilerden bazilari katalitik aktivite acgisindan Onem tasirken,
digerleri protein yapisinin kararliliginda rol oynar. Esasen bilinen, biitiin a-CA ailesi ve a-CA

ile iliskili proteinler i¢inde, sadece 10 aminoasit rezidiisii tamamen sabittir.

Bu rezidiilerden bazilarinin insan CA II’nin kararlilig1 agisindan dnemi, bdlgeye 6zel

mutajenez ile test edilmistir.
2.5.2. B-Karbonik anhidrazlar

Heniiz hicbir B-CA yapisi belirlenmemistir. Dogal ve mutant bezelye kloroplast CA’s1
capraz bag ¢aligmalari, enzimin belirlenen bir alt birimin oktamer yapisinda oldugunu kuvvetle
savunur. Mutasyonlar ve X-ray spektroskopisi absorbsiyon sonuglari; 1spanaktaki Zn (II) iyonu,
a-CA’dakinin aksine bir Cys-His-Cys-H,O grubuyla koordine olmus bir kiire seklinde
oldugunu gostermektedir [42].
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2.5.3. y-Karbonik anhidrazlar

Son aragtirmalarda M. thermophila’dan elde edilen bir yapi olarak y-CA’nin yapist
ortaya konmustur. Bu trimetrik molekiil a-CA’lardan tamamen farkli katlanmalara sahip olup
ve bu bolge kalitsal bolgeyi vurgulamaktadir. Her bir iinite, her doniis basina ii¢ kisa iplikgik
bulunan sol el B-heliks yapisinin yedi doniisii ile olmaktadir. Bunun sonucunda birbirinin

yaninda {i¢ tane yasst [-seridi meydana gelir. Heliksin karsilikli bolmeleri de iiggen

yapisindadir.

Cinko iyonlar ise alt iiniteler arasinda bulunur ve bir alt iiniteden His-81 ve His-122’ye
ve bitigik bir alt birimden His-117 ile ligand olusturmustur. Varsayilan bir su molekiilii
biikiilmeyi saglayarak, tetrahedral yapinin olusumunu tamamlar. M. thermophila CA’sindaki ve
insan CA-II’deki metal merkezli bu pozisyon onemli benzerlikler gdsterir ve bu durumda

katalitik fonksiyonlarin yakin olmasi da ¢inko bagli bolgelerin benzer olmasindan ileri
gelmektedir [43].

HQ Thr-199 Glu-117

Gy

) /o

/ \\ 7 2+/N /
0. —1"
\NH/\N \ His-119
/
/

His-96
Asn-244

His-94 N

o—zI-"

9

GIn-92

Sekil 2.1. insan HCA 1I’deki metal merkezin “dogrudan” ve “dolayli” ligandlar

gosteren sematik goriiniimii
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2.6. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Calismalar sonucunda, karbonik anhidraz enziminin yapisal olarak iki énemli 6zellige
sahip oldugu bulunmustur. Bunlardan birincisi, aktif bolgede Zn™ iyonu ve ona bagl bir
hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Ikinci olarak da, aktif bolge yakimindaki amino asitler, proton

verici ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmiglerdir.

Karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesindeki Zn (II) iyonunun reaksiyonlarin katalizi
icin biiyiik 6nemi vardir. X-ray kristallografisi ¢alismalar1 metal iyonun, aktif boliimiin 15 A°
derinligindeki tabaninda yerlestigini gostermistir. 3 histidin rezidiisii (His-94, His-96, His-119)
ve su molekiilii/ hidroksit iyonu tarafindan koordine edilmektedir. Cinko bagli H,O, Thr-
199’un hidroksil grubu ile hidrojen bagi ile baghdir. Bu Glu-106’nin karboksilat grubu ile
koprii halindedir. Bu baglantilar ¢inko bagli molekiiliin niikleofilisini artirir ve molekiil

niikleofilik atak i¢in uygun bir yerdeki CO,’e dogru hareket etmektedir [17].

Enzimin aktif formu; hidroksil grubunun ¢inkoya bagl oldugu temel formdur (Sekil 2.
2-A). Bu giiclii niikleofil, CO, molekiilii ile etkilesir (Sekil 2. 2-B). Bu da bikarbonat iyonunun
olugmasini saglar (Sekil 2. 2-C). Bu bikarbonat iyonu daha sonra su molekiilii ile yer degistirir
ve ¢ozeltiye geger. Boylece Zn™ iyonuna su molekiilii baglamir. Bu da enzimin asit formuna
yol agar (Sekil 2. 2-D). Katalitik olarak bu form inaktiftir. Tekrar temel A formunu olusturmak

i¢in aktif bolgeden ¢evresine proton transferi olur [44].

X
\C\
OH OH o
| + CO
ZHZ; 2 Zn2+
Hisgy . Hisiio Hisg.4 \\ His1go
Hisgg Hisgg
A B
- BH™* B
H
+ o
OH, \O\C/
+ H,O ‘
Zn2* —_— Zn2+
. S~ -
H|Sg4/ \ His;1o - HCO3 Hng4/ \\O
Hisge Hisgg HiS119
D C

Sekil 2.2. Karbonik anhidrazin katalizledigi CO,-hidrataz reaksiyonu mekanizmasinin

gosterilisi
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Islem sematik olarak sdyle gosterilebilir:

EZn"™-OH + €0, ==—= EZn"’-~HCO; =—= EZn"?-0H, *+ HCO; 0

EZn"2—0H,

+2__ -+
EZn*2-OH + H @

Katalizdeki hizi sinirlayan basamak ikinci reaksiyondur. CA-II, CA-1V, CA-V, CA-VII
ve CA-IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif olan izoenzimlerde, bu islem aktif bolgede yerlesmis
histidin (His-64) rezidiisii yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer islemi gerceklestirilir [45].

2.7. Karbonik Anhidraz Aktivitesi

Enzimin aktivitesi; CO,’i hidratasyonu, bikarbonatin dehidratasyonu ve bazi esterleri

hidrolizi gibi 6zelliklerinden yararlanilarak belirlenir.

H, + CO,

H,CO,

HCO, + HY

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigi gibi, ortama gore CO, gazi1 c¢ikmakta veya
harcanmaktadir. Aynm1 zamanda H™ konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Agiga ¢ikan
veya azalan CO, gazi, kantitatif olarak manometrik metodun reaksiyon pH’sinin degisken

olmasi, CO,’in suda smirli ¢dziinmesi ve uzun zaman almasi gibi dezavantajlari vardir [46].

Ikinci olarak, ortamdaki H konsantrasyonu; pH’nin yiikselmesi veya diismesi igin
gecen siire potansiyometrik yolla inhibitorle belirlenebilir. Fakat bu metodun kisa zaman almasi
gibi bir avantajinin yani sira, reaksiyon sirasinda pH’nin degisken olmasi CO,’in suda
¢Oziinmesi ve kullanilan indikatoriiniin inhibisyon etkisi gibi olumsuz sonuglar1 da vardir. Bu
dezavantajlar1 en az diizeye indirmek i¢in sabit pH’da titrasyon veya 0,02-0,05 birimlik pH
diististiniin indikatorlii ortamda, spektrofotometre ile dl¢iim yapildigi hizli akis reaksiyonu gibi

metotlar aktivite tayininde kullanilmaktadir [46, 47].

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’e diismesi i¢in gecen siire, pH-stat metodu kullanilarak bulunmaktadir.
Enzim birimi ise, enzimsiz CO,-hidratasyon siire (t,) ile enzimli reaksiyon siiresi (t.) arasindaki
farkin, t.’'ye boliinmesi ile belirlenmektedir. Buna gore enzim iinitesi, enzimsiz reaksiyon

stiresini yartya diisliren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir [47].
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Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetatin hidrolizi ile agiga ¢ikan p-nitro fenol

miktariin 348 nm’de spektrofotometrik dl¢iimii ile tayin edilmektedir [47, 48].
2.8. Karbonik Anhidraz Inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri iki smifta incelenmektedir. Bunlardan birincisi
metallerle kompleks yapmis anyonlardir. Diger grup ise, ya proteinsiz ¢inko ligand1 tarafindan
stibstitlie edilmesiyle enzimin Zn (II) iyonuna baglanan veya genellikle trigonal-bipiramidal
yapida olan metal koordinasyon halkasina katilan inhibitorlerdir. Siilfonamidlerin, CA-I

izoenziminin Zn (II) iyonunun tetrahedral yapisina baglanmasi ¢ok dnemlidir.

Inorganik anyon ve katyonlarin, CA enziminin inhibisyonu hakkinda yapilan
arastirmalarda, birgok tek degerlikli anyonlarin CA enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
gosterdikleri bulunmustur. Genellikle tek degerlikli anyonlar CA enzimini inhibe eder, fakat
kolay ¢oziinen bu iyonlarin konsantrasyonlari; ¢cok kii¢iik mikromolar seviyesinde inhibisyon
gosteren CN™ ve 1 M’lik iyon konsantrasyonlarinda inhibisyon gosteren F~ iyonunda oldugu gibi

konsantrasyonlar, ¢ok biiyiik farkliliklar gosterir [49].

Metal iyonuna anyonik inhibitdrlerin baglanmasi sonucu CO, hidratasyonunun
katalizlenmesinde; katilan koordine olmus OH™ iyonunun formasyonuna engel olundugu; pH’ya
bagli inhibisyon ¢alismalari ve enzimle siibstitiic olmus Co™ iyonunun optikal spektrum etkisi
calismalariyla gosterilmistir. Co™ bagl spektrumlar; bazi anyonlarin, ginko baglh ¢oziicii
molekiilii kolayca yerinden ¢ikararak tetrahedral koordinasyonu saglarken, diger anyonlarin da

pentahedral koordinasyon yapisi olusturduklarini agiklamaktadir [49].

Bir proton ligandina sahip olan inhibitorler, tetrahedral koordinasyon geometrisini
bozmaksizin, metal bagli ¢dziicii molekiililyle yer degistirirler. Ornek olarak HSO; ve HS
anyonlar1 verilebilir. Hidrojen bagli oksijen atomlarindan biri, Thr-199’un NH grubuna
baglanirken, HSO; iyonu da derinde olan su molekiiliiyle yer degistirir. Ugiincii oksijen atomu,

0.31nm’lik bir bolgedeki ¢inko iyonuna dogru yonelir [50].
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AN Thr-199 .
Thr-199 H \
\‘ O

/O_H Glu-106 O----H—0, //

Glu-106 oy ! y s—o
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/ \
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Sekil 2.3. Insan CA-II ile inhibitorler arasindaki komplekslerin yapilarinin sematik

¢izimleri

(Hidrojen baglar ve tek liganddan metale bag, kesik cizgilerle gosterilmistir. Elektrik

yiikleri atilmigtir.)
A: Inhibe olmayan enzim B: Bisiilfiir

SO4? gibi iki degerli anyonlar, CA’y1 inhibe etmez veya ¢ok zayif inhibitorler gibi
hareket ederler [51]. Esasen, pH=6,0’da 2,4 M (NHy), SO, i varliginda bile, insan CA-II
izoenziminin kristal yapisinda siilfat iyonunun baglandigina dair hi¢bir kanit yoktur. Negatif

yiiklii iyon Glu-106’nin baglanmasini 6nlemektedir [52].

Yapilan g¢aligmalarda karbonik anhidraz enziminin en giiclii organik inhibitoriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla
iyonik yap1 kazanmalar1 en ¢arpici 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1 agsagidaki reaksiyonda

goriilmektedir.

R—SO,NH, R—SO,NH" + H*

Siilfonamidler; hidrofilik bolgeye ilaveten, aromatik ve heterosiklik hidrofobik
bolgelere sahiptirler. Siilfonamidlerde R-SO,NH,’deki N atomu; ilk olarak CA enziminin aktif
bolgesinde bulunan Zn™ ile iyonik baglanir, ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle
inhibitoriin enzime baglanmasi tamamlanmig olur.  Siilfonamidlerin, karbonik anhidraz

enzimine gii¢lil bir sekilde baglanmast; bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur.
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Nitekim siibstitiie yada alkil siilfonamidlerin enzime baglanmasinda; yalnizca
hidrofobik etkilesmeler oldugu icin, aromatik ve heteroaromatik yan grup tasiyanlara gore daha
zayif inhibitorlerdir. Inorganik anyonlar ise; yalnizca hidrofobik baglanmadan dolay1, CA igin

stilfonamidler kadar giiclii inhibitorler degillerdir [17].

E—-Zn%-1 + H,0

E—Zn%OH, + I

Tetrahedral yap1 (siibstitiisyon)

E—Zn2OH, + I E—Zn % OH,(I)

Trigonal-bipiramidal yap1 (katilma)

Zn (II) iyonuna koordine olmus siilfonamid bilesiginin N atomuyla, protonu ayrilmis Zn
(II) iyonunun bir tetrahedral yapida baglanmasi siilfonamidler i¢in ¢ok dnemlidir (Sekil 2. 4.A).
Anyonlar ise hem metal iyonunun tetrahedral geometrisinde, hem de tiyosiyanat 6rneginde

goriildiigii gibi trigonal-bipiramidal yapida baglanabilirler (sekil 2. 4.B) [45].

0 S
|~ ¢
e \
-HN | N-
o) OH,
7n2* 2+ /
N / ™
Hng4 \ Hisllg Hng4 \ Hislg
HiSQG Hi594
Terahedral yap1 Trigonal-bipiramidal yap1
(siilffonamid) (tiyosiyanat)
A B

Sekil 2.4. Anyonik inhibitorler ve Siilfonamidler tarafindan CA enziminin inhibisyon

mekanizmasi

2.9. Glokom Tedavisinde Kullanilan Siilfonamidler

Glokom, retinadaki ganglion hiicrelerin 6liimii ile géz sinirlerinin bozuldugu ve gérme

kaybi ile sonuglanan bir hastaliktir [53]. Glokom, Diinya’da ve ABD’de en ¢ok goérme

bozukluguna ve korliige sebep olan bir hastaliktir [54, 55, 56]. ABD 'de korlerin % 10-11°1 bu

hastaliktan dolay1 gozlerini kaybetmislerdir [57].
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Glokom hastaligiin gelismesinde biiyiik bir risk faktorii olan yiiksek g6z i¢i basincinin
olugmasini engelleyen goz i¢i basinci (intraocular pressure, IOP) ’nin diisiiriilmesi yontemi,
glokom hastalig1 tedavisinde Onemli bir yer almaktadir. Ve hastaligin fazla ilerlememis
durumlari i¢in uygulanabilen gecerli bir metottur [58, 59, 60, 61]. Glokom tedavisinin temel
amaci optik sinir basi hasarin1 ve buna bagh gelisen gérme alan1 kayiplarini dnlemektir. Optik
sinir hasarinin gelisiminde gbz i¢i basincinin artisinin yani sira diger bir ¢ok faktoriin rolii
olmasina ragmen uygulanan tedavi yontemlerinin biiyiik bir bolimi gbéz i¢i basmcini
diisiirmeye yoneliktir [62, 63]. Glokomda diger risk faktorleri; yas, soy, diabet, sistemik

hipertansiyon, ¢esitli miyop hastaliklar1 ve kalitim yolu ile aktarilmasi siralanabilir.

G0z i¢i basincinin kontroliinde ¢ok 6nemli rolii olan karbonik anhidrazin inhibisyonu
yolu ile glokomlu hastalarin géz i¢i basinci diisiiriilmektedir [53]. Bu yiizden karbonik anhidraz
inhibitorleri yliksek IOP’yi diisiirmek i¢in yillardir yaygin olarak kullanmilmaktadirlar. Ciinkii

g0z i¢i sivisinin salgilanmasi silyer epitelyumda bulunan bir izoenzim olan CA-II tarafindan

HCOj3 'm iiretimine baglidir [64].

Karbonik anhidrazin giiglii inhibitorleri olan siilfonamidleri (I) 1940 yilinda Mann ve
Keilin sentezlemistir. Glokom tedavisinde kullanilan sistemik bilesikler 4 ¢esittir. Bu bilesikler
asetazolamid (II), metazolamid (III), etokzolamid (IV) ve diklorfenamid (V) bilesikleridir. Bu
bilesikler etkilerini, silyer epitel enzimlerini (HCA II ve HCA IV) inhibe ederek goz igi

basincinin diisiiriilmesiyle gosterirler [65, 66].

SO=>NH2 0 ’/\l_N\ 0 H N—N : ii i
I /4 !—N/ i /A%ﬁ /! S—N/
HC—C—) s " N, BN ﬁ_N\H / || N,
L. 0 o CH{CH,O o
) (ID) 1I) av)
o (0]
° \S// CH3 e} o
ﬁ H\ ” s ° \S// CH,CH,CH,OCH;
HoN— S——NH, N—s | A I ° 7
< 1N S
Cl °
L NHCH,CH; NHCH2CHg
) (VD) (Vi)

Sekil 2.5. Glokom tedavisinde kullanilan bilesiklerin sekilleri
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Sistemik CA inhibitorleri siilfonamid tiirevleridir.  Asetazolamid ve metazolamid
glokom tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir [67]. Metazolamid bilesiginin etkisi diger

karbonik anhidraz inhibitdrlerinden daha diisiik ancak daha iyi tolere edilmektedir.

Sentetik CA inhibitorleri giiglii okiiler hipotansif ajanlar olmalarina ragmen, bazen
Oliimciil sistemik ciddi yan etkileri nedeniyle kullanimlar1 azalmistir. Sentetik CA inhibitorii
kullanan 18,000 kisiden 1’inde aplastik anemi ortaya c¢ikmakta ve 9%50’si oOliimle
sonuglanmaktadir [68, 69, 70]. Ciinkii bu reaksiyonlar dogada kendilerine has bir olaydir [68,
69]. Bundan dolay1 hangi hastada gelisecegini tahmin etmek miimkiin degildir.

Diklorfenamid bilesigi, asetazolamid bilesiginin yan etkilerinden daha diisiik yan etkili
inhibitér bulma c¢aligmalar1 sonucunda iiretilmistir. Ancak klinik ¢aligmalar ilacin
asetazolamidden daha etkili olmadigini ve yan etkiler agisindan da farkinin bulunmadigini

gostermistir [67].

(II) ve (V) bilesikleri; mide, akciger, bobrekler ve kandaki CA izoenzimlerini ( CA I,
CAIL CA1V,CA V ve CA VI), gozdeki CA izoenzimlerinden daha ¢ok inhibe etmektedir. Bu
da (II) ve (V) bilesiklerinin topikal olarak géze uygulanmasi gerektigini ortaya koymustur.
Fakat (II) ve (V) bilesikleri gibi klinikte kullanilan ilaglarin hicbiri, suda ¢oziiniirlik
problemlerinden dolay1 etkili konsantrasyonlar1 saglanmadigindan heniiz damla haline

getirilmemis ve agizdan alimmaktadir.

Bu yiizden yiiksek IOP'yi diisiiriirken, CA izoenzimlerinin inhibe olmamasi i¢in, goze
lokal uygulanabilecek ilaglara ihtiya¢ duyulmustur [71]. Bu sebepten dolay1 ilk kez ilag olarak
kullanilmak iizere dorzolamid (VI) bilesigi sentezlenmis ve 1995'te kliniklerde kullanilmistir
[72]. lkinci olarak da, yapi olarak dorzolamide benzeyen brinzolamid (VII) bilesigi
sentezlenmis ve 1999°da kliniklerde kullanilmaya baglanmistir. Bu iki ila¢ (VI) ve (VII), daha
onceden ilag olarak kullanilan bilesiklerle karsilastirildiginda; daha az yan etkisi olmakla
birlikte, lokal olarak uygulanmasi sebebiyle gozde yalnizca istenilen CA izoenzimlerini inhibe

etmektedir.

Son yillardaki ¢aligmalarda ise (VI) ve (VII) bilesiklerinin de; géz yanmalari, tahris,

yara olusmasi ve doniisiimsiiz timor olusumlarina sebep olduklar: bulunmustur [66, 73].

Siilfonamidler, glokomda kullanilmasinin yaninda kanser tedavisinde, antiepileptikler

ajan olarak veya norolojik hastaliklarin tedavisinde de kullanilirlar.
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Siilfonamid tlirevi olan ve CA inhibitorii olarak kullanilan bir diger bilesik ise
indisulam’dir. Bu bilesik daha ¢ok antikanser ajani olarak kanser tedavisinde yeni ilag olarak

kullanilmaktadir [74, 75, 76].

o]

N
N>SOSOZNHZ

H

a N NH

Sekil 2.6. indisulam bilesiginin yapis1

ArSO,NH;’nin bir tipi olan siibstitiie olmamis aromatik siilfonamidler, CA’nin gii¢lii
inhibitorleridir. Bdyle bir bilesigin inhibisyon potansiyeli, siilfonamid grubunun N atomunun
siibstitiisyonuyla ¢ok biiyiik oranda azaltilir. Gii¢lii bir yapi-aktivite korelasyonunun baglamasi,

kisa zamanda baz1 degerli ilaglarin sentezlenmesine sebep olmustur.

Siilfamoil benzoik asit, siilfamoil diiiretiklerin ve antihipertansiflerin bir boliimidiir.
Bir siilfonamid tiirevi olan lasamid (2,4-diklor-5-siilfamoil benzoik asit), hem diiiretik
(antihipertansif) hem de antiviral ilaglarin yami sira furosemid (4-klor-2-furfurilamin-5-

stilfamoil-benzoik asit) sentezinde kullanilan 6ncii aktif ilag maddesidir [77, 78].
HoNO,S COOH

cl cl
Sekil 2.7. Lasamid bilesiginin yapist

Furosemid (4-klor-2-furfurilamin-5-siilfamoil-benzoik asit), lasamid ile furfurilaminin
kondanse edilmesiyle olusur [77, 78]. Furosemid, idrar soktiiriicii, hipertansiyon, anafilaktik
sok, odem, bobrek hastaliklar, kalp yetmezligi ve kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [79, 80]. Furosemid, yiiksek diiiretik etkisi, sicaklikla kolay ayrigmasi ve suda

az ¢ozlinme Ozelliklerine sahip bir bilesiktir [81, 82].
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Sekil 2.8. Furosemid bilesiginin yapisi

Lasamid, 270,09 molekiil agirhigina sahip beyaz kristal bir tozdur. Lasamid, goézleri,
solunum sistemini ve cildi rahatsiz ediyor, fakat Organik Sentez Ltd. Arastirma Enstitiisii
Ekoloji, Toksikoloji ve Analitik merkezleri tarafindan yapilan akut toksisite testleri temelinde
tehlikeli bir madde olarak bulunmamustir [83]. Lasamid, iiretim siirecinde alerjik rinit ve astim
gibi tehlikeli bir yol acabilecek gibi goriiniiyor olmasmna ragmen tiimor hiicrelerinin

kemosensitiv ve niikleer reseptorii olmasi biiyiik ilgi uyandirdi [83, 84].

CA izoenzimleri, aromatik ve heterosiklik siilfonamidlerin yani sira inorganik metal
kompleks anyonlar tarafindan birgok énemli fizyolojik ve fizyo-patolojik fonksiyonlari inhibe
edilir. Ana siilfonamide kiyasla metal kompleksli siilfonamidler 10-100 kat daha giiclii
inhibitorlerdir. Cinko (Zn) veya bakir (Cu) metali ile olusturulan siilfonamid kompleksleri, ¢ok
iyi IOP diisiiriicii olarak bulundu ve glokom hastaliginda kullanilan ilaglarda sentezleri

yapilmistir [85].

Bu calismada; karbonik anhidraz enziminin insan eritrositlerinden saflagtirilmasi ve
daha once sentezlenen bilesiklerin (piridin-2-ilmetanaminiyum 2,4-diklor-5-siilfamoilbenzoat
(1) ve bis(2,4-diklor-5-siilfamoilbenzoat)(2-aminometilpiridin)aquaginko(II) monohidrat (2) );
glokom tedavisinde rolii olan HCA-II iizerinde inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi
amaglanmigtir.  Cikis maddeleri olan 2,4-diklor-5-siilfamoilbenzoik asit (Hsba) ve 2-
aminometilpiridin (amp) bilesikleri ile de calisilacaktir. Bunun yani sira CA-I enzimi ile
inhibisyon c¢aligsmalart yapilip CA-II ile karsilagilagtirilacaktir.  Ayrica bu bilesiklerden
inhibisyon etkisi gosterenlerin % aktivite- [I] grafikleri yardimiyla Isy degerlerinin (%50
inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonu) bulunmasi ve inhibisyon gosterenlerin de

grafikler yardimiyla belirlenmesi amaglanmistir. Sentezlenen bilesiklerin formiilleri;
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AN H,NO,S C

Cl

H,NO,S

H,O

Cl

H,NO,S

(2) bis(2,4-diklor-5-siilfamoilbenzoat)(2-aminometilpiridin)aquaginko(Il) monohidrat

Cikis maddelerinin formiilleri ise;

Cl Cl

H,NO,S

OH NH2

(Hsba) 2,4-diklor-5-siilfamoilbenzoik asit (amp) 2-aminometilpiridin
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tez c¢aligmasi igin  kullanilan Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat, N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), L-tirozin, trihidroksi metil aminometan (Tris), siyanojen bromiir, sodyum
sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyum kloriir, sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, sodyum
fosfat, hidroklorik asit, fosforik asit, aseton, etanol, siilfiirik asit, akrilamid, tiyonil kloriir, piridin,
N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250 ve R-250 E., sodyum hidroksit ve

karbondioksit gazi piyasadan saglanmustir.
3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Caligsmalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalamlmigtir. Kullanilan aletler ve

cihazlar DPU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimiinde bulunmaktadir.
Santrifiij: Niive NF800
Sogutmali santrifiij: Sigma K30
Spektrofotometre: UV-1700 Mod. Shimazli Mar. + AKS
pH metre: Schott instruments / Lab850
Peristaltik pompa: Ismater MS-4/8 Reglo digital 4 kanalli 8 tekerli
Karistirict: Vortex-Genie, Heidolp
Hassas terazi: Ohaus — Adventurer
Kronometre: Hanhard, Electronische Digital-Stoppuhr Germany
Otomatik Pipetler: Biohit Proline
Magnetik kanstirici: Heidolp MR 3001

Calkalayici: GFL
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3.3. Biyokimyasal Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.
1.0,05 M Tris-SO,, pH=7.4 (esteraz aktivitesi 6l¢iimii ve diyalizde kullanilan tampon):

6,055 g tris, 950 mL destile suda ¢ozildi. 1 N.H,SO, ile pH=7,4'e kadar titre edildi.

Daha sonra toplam hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.

2. 0,2 M NaHCO;, pH=8,8 (Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken

kullanilan tampon):

16,8 g NaHCO;, 950 mL destile suda ¢oziildi. 1 N NaOH ile pH=8,8'¢ titre edildikten

sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.
3.0,0025 M veronal tamponu;

5,15 g sodyum barbitalin 900 mL suda ¢oziiliip, pH=8,2'ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan

sonra destile su ile 1 litreye tamamlandi.

4. 25mM Tris-HC1/0,1 M Na,SO,, pH=8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan

tampon):

3,0275 g tris ve 14,2 g Na,SO,4, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N HCI ile pH=8,7'ye

getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandh.

5. 25 mM Tris-HC1/22 mM Na,SO,4, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite

jelinin yikanmasinda kullanilan tampon):

3,0275 g tris ve 3,124 g Na,SOy4, 950 mL destile suda ¢oziiliip, 1 N HCl ile pH= 8,7'ye

getirildikten sonra hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.
6. Izoenzimlerin eliisyonu icin gerekli cozeltiler;

0,1 M NaCH;COO/0,5 M NaClO,, pH=5,6 (kolona tutunmus HCA-II izoenzimi ve BCA

enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢dzelti):

9,187 g NaClO4 ve 2,09 g NaCH;COO.H,0, 120 mL destile su ile ¢oziildii. 1 N HCl ile pH'st
5,6'ya getirildikten sonra, hacim destile su ile 150 mL'ye tamamland.

0,025 M Na,HPO, /1 M NaCl , pH=6,3 (kolona tutunmus HCA-I izoenzimi eliisyonu i¢in
kullanilan ¢6zelti)
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7. CO, ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢6zelti):
0 °C'de yarim saat siireyle saf suyun igerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlandi.
8. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti):

100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95'lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye %95'lik

100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.
9. Boyama ¢ozeltisi (jelin boyanmasi i¢in kullanilan ¢6zelti):

0,1 g Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak
sekilde yeteri kadar hazirlandi.

10. Yikama ¢ozeltisi (jelin yikanmast i¢in kullanilan ¢ozelti):

%10 asetik asit olacak sekilde metanol ve su karistirilarak yeterli miktarda hazirlandi.
11. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan ¢ozelti):
%350 izoproponal, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

12. Inhibitér stok ¢dzeltileri: CA inhibitdrii olarak yeni sentezlenen 1 ve 2 bilesikleri ile
¢ikis maddesi olarak kullanilan Hsba ve amp bilesiklerinin %1'lik ¢6zeltisi; herbir bilesikten 5'er

mg almp 5 mL suda ¢dziilerek hazirland.
3.4. Yontemler

3.4.1. Protein tayini

3.4.1.1. Kalitatif protein tayini

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

absorbanslar1 spektrofotometrede kore (ilgili tampon ¢ozeltiye) karsi okundu.

3.4.1.2. Coomassie Blue yontemi ile protein tayini

Bu yontemle, afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢ozeltisinde ve hemolizatta protein
tayini yapildi. Bu ydntem, coomassie brillant blue G-250'nin fosforik asitli ortamda proteinlere
baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks, 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Proteine

boyanin baglanmasi ¢ok hizh gelisir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir [86].
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Tayin islemlerinde; 1 mL'sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin
¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alindi ve saf su ile tiim tiiplerin hacmi
0,1 mL'ye tamamlandi. 5 mL coomassie reaktifi tiiplere ilave edildi ve vorteks ile karigtirildi. 10
dakika sonra 595 nm’de 3 mL'lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak
0,1 mL aymi tampon ve 5 mL Coomassie reaktifinden olusan karigim kullamldi. Absorbans

degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri standart grafik halinde verildi.

3.4.2. Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

3.4.2.1. CO,-Hidrataz aktivitesi tayini

Aktivite tayini Wilbur Anderson metodu ile yapildi. Bu yontemde; CO,'in hidratasyonu
sonucu aciga ¢ikan H™ sebebiyle pH'min 8,2'den 6,3'e diismesi icin gecen siire, pH-stat metodu
kullanilarak bulundu. Tampon olarak da, pH's1 10 olan karbonat tamponundan (0,15 M Na,CO;+0,] M
NaHCO0;) yararlanildi [87,88]. Enzim birimi ise; enzimsiz CO, hidratasyon siiresi () ile enzimli

reaksiyon siiresi (t;) arasindaki farkin, t; 'ye boliinmesi ile belirlendi.

Deneyde reaksiyon tiipiine 6énce 1 mL veronal tamponu, 0,ImL brom timol ¢dzeltisi, 0,5
mL su, 0,1 mL enzim ve 2,5 mL doygun CO, ¢dzeltileri konuldu. pH’metreden pH’1n 6,3 civarina
diismesi i¢in gegen siire kronometre ile belirlendi (t.). Ayni islemler her numunenin ¢alisilmasindan
once, enzim ¢ozeltisi yerine saf su konularak yapild: (t,). Inhibitdrlii cahismalarda ise; suyun hacmi,
kullanilan inhibitdr hacmi kadar azaltilarak yerine inhibitor eklendi. Boylece aktivite Olgiim
ortaminin hacmi sabit tutulmus oldu (4,2 mL). Bu yonteme gore CA aktivitesi igin bir enzim {initesi
(EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini, yartya indiren enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.
Yani; EU = (to-t)/tc
formiiliine gore kullanilan enzim ¢dzeltisi hacmi igin, enzim {initesi hesaplanmugtir.

3.4.2.2. Esteraz aktivitesi tayini

Inhibitérlerin HCA enzimi {izerindeki etkisini aragtirmak i¢in bu yontem kullamildi. Bu ydntem,
karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Prensip olarak karbonik
anhidraz, substrat olarak kullamlan p-nitro fenil asetati, 348 nm’de absorbans veren p-nitro fenol veya

p-nitro fenolat'a hidroliz etmektedir.

o CA
OZNOO—C—CH3 + H0 =—— OZNOOH + CH,COOH
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348 nm'de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat'in her ikisi de ayn1 absorbansi gostermektedir.
Bu yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrisip ayrismamast dlgiimii etkilememektedir [63,65]. Bu
dalga bovundaki p-nitro fenil asetatin da ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir.
Tayin islemlerinde kuvartz kiivetlere 1 mL substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve 0,1 mL enzim
konulmasindan 3 dakika sonra 25°C’de 348 nm'de absorbansi okundu. Spektrofotometre, daha 6nce
enzim yerine 0,1 mL tampon konularak, karisimin 3 dakika sonraki absorbansi ile sifira ayarlandi. Bu
suretle; 3 dakika iginde esterin kendi kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitro fenil asetatin absorbsiyonu
icin diizeltme yapildi. Inhibitorlii ¢alismalarda ise suyun hacmi azaltilarak, yerine o miktarda

inhibitor eklenerek aktivite tayinleri yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitro fenil asetat substrat ¢ozeltisi, taze olarak hazirlandi. Bunun
icin 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 sinirh ¢oziiniirliigii sebebiyle
miimkiin degildir. Aseton ise diger organik ¢oziiciilere oranla hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden
¢oziicii oldugu icin secildi [89]. Enzim ¢ozeltisinin tamponlanmasi 0,05 M Tris-S0, (pH=74) ¢ozeltisiyle
yapildi [90].

3.4.3. Afinite jelinin hazirlanmasi

3.4.3.1. Sepharose-4B Matriksi iizerinde afinite jelinin hazirlanisi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi {izerinde hazirlandi. Sepharose-4Bmin CNBr ile
aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid diazolanarak,
tirozine kenetlendi. Burada tirozin; afinite jelinin uzanti kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik
baglayan kismini olugturmaktadir. Siilfanilamid karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitdrii olup,
afinite jelinin yapisina girerek soz konusu enzimin yiiksek oranda saflagtinlmasinda basartyla

kullanilmaktadir [90].

Sepharose-4B'nin aktiflestirilmesi ve tirozin takilmasi: 20 mL Sepharose-4B, saf su
ile iyice yikanarak dekante edildi ve esit hacimde destile su ile birlestirildi. Buz banyosu igerisinde
karigtirllmakta olan jel siispansiyonuna, 4 g toz haline getirilmis CNBr eklendi. pH-metre
kullanilarak siispansiyonun pH’st 4 M NaOH ile 11’e ¢ikarildi ve reaksiyon boyunca bu pH
degismeyinceye kadar devam edildi. Karisim buchner hunisine aktarilarak siiziildii. Daha sonra
pH's1 10 olan 250 mL 0,2 M NaHCO; tamponu ile yikandi ve bir behere alindi. Aym tamponun 20
mL'sinde, 80 mg tirozin ¢oziildii ve behere ilave edilerek karistirildi. Bundan sonra siispansiyon
4°C'de 2 saat siireyle karistirldi ve 16 saat bu sicaklikta bekletildi. Bu siirenin sonunda jel yikama

suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol suyla yikandi. Bdylece reaksiyona girmeyen
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tirozin, tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama iglemi 100 mL 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH=8,8)
tekrarlandi ve tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 mL'si igerisine alind1 [91, 92, 93].

Siilfanilamid kenetlendirilmesi: 25 mg-siilfanilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI
icinde ¢oziildii. 75 mg NaNO, ihtiva eden 0 °C'deki 5 mL ¢dzelti, siilfanilamid ¢ozeltisine 10
dakikada damla damla katildi. Diazolanmig bulunan siilfanilamid, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
stispansiyonuna eklendi. pH, 1 M NaOH ile 9,5’¢ ¢ikarilarak sabit tutuldu. 3 saat siireyle oda
sicakliginda yavas yavas karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL 0,05 M tris-S04 (pH=7,4)

tamponuyla yikandi ve ayni tampon igerisinde muhafaza edildi [94].

3.4.4. insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirilmasi

3.4.4.1. Hemolizat eldesi

Kullanilacak kan, antikoagulantli kan torbalarina alindiktan sonra 4 ‘C’de muhafaza
edildi ve en ¢ok 2 giin icerisinde kullanildi. Eritrositleri ayirmak i¢in kan 10 ml’lik tiiplere
konuldu ve 20 dk santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerin iist kismindaki plazma ve 16kosit
tabakas1 dikkatli bir sekilde ayrildi. Sonra altta kalan eritrositler %0,9 luk NaCl ¢ozeltisi ile
birkag defa yikanip tstteki kisimlar atildi. Eritrositlerin hacimlerinin 1,5 misli 0 "C’deki saf su
ile hemoliz edildi. Hemoliz edilen eritrositler bir araya toplanarak hemolizin tam gerceklesmesi
icin yarim saat stireyle karistirildi. Hiicre zarlarinin ayrilmasi i¢in hemolizat 4 "C’de 20.000
rpm’de yarim saat siireyle santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerin dipine ¢oken hiicre zarlar atilip
istteki hemolizat dikkatlice alindi. Hiicre zarlarindan ayrilan hemolizatin pH’s1 kat1 Tris ile

8,7’ye getirildi. Boylece hemolizat kolona tatbik edilecek duruma geldi.

3.4.4.2. Hemolizatin afinite kolonuna tatbiki ve enzimin eliisyonu

Islemlerden gegen hemolizat kolona tatbik edilir. Tatbik islemi bittikten sonra yikama
tamponu ilave edilir . Yikama islemi kanin kirmizi rengi kolondan tamamen gidinceye kadar ve
yikama tamponuna karst 280 nm de 0,05 degerine ulasilincaya kadar devam edilir. Bu degere
ulagildiginda sirasiyla CA-I ve CA-II enzimlerinin eliisyon ¢dozeltileri kolondan gegirilir.
Eliisyon her tiip i¢in 5 ml seklindedir. Eliisyondan alinan her tiipiin 280 nm de absorbansina
bakilir. Eliisyondan alinan tiiplerin absorbansi belli bir yiikselme ve diisme gerceklestikten

sonra eliisyon bitirilir. Ve elde edilen enzimlere diyaliz iglemi uygulanir.

3.4.4.3. Divaliz islemi

Biyolojik molekiillerin ayriminda kullanilan en eski yontemlerden biri diyalizdir. Bu

teknik seyreltik bir ¢ozeltideki molekiillerin boyutlarma gore ayrilmasi temeline dayanir. Bu
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teknikte kullanilan diyaliz torbasinin porlart genellikle molekiil agirligi 10.000°den daha fazla
olan makro molekiillerin gecisine izin vermeyecek kadar kii¢iiktiir. Bu nedenle, diyaliz tiipiiniin
icindeki kii¢lik iyonlar disar1 ¢ikarken, iceride ayrimi istenen molekiiliin konsantre bir ¢ozeltisi
kalir. Kiigiik molekiillerin ¢ikisi tiipiin i¢i ile distaki tamponun konsantrasyonlari esit oluncaya
kadar devam eder. Dengeye ise ¢aligilan hacime bagli olarak, genellikle 4-6 saatte ulagilir.
Dengeye ulagildiktan sonra, eger disaridaki ¢ozelti taze tamponla degistirilir ve diyalize devam

edilir. Boylece, istenilen ayirim tamamlanincaya kadar diyaliz 1-2 giin siirdiiriilebilir [95].

Sekil 3.1. Diyaliz isleminin uygulanmasi

a)diyaliz torbasinin hazirlanmasi, b)enzim ¢dzeltisinin konulmasi, c)diyalize birakilma

Diyaliz i¢in kullanilan yar1 gegirgen zarlar (diyaliz tiipleri veya torbalar1) ¢esitli
materyallerden (sellofan, seliilloz) yapilmis malzemelerdir.  Por c¢api1 zardan gececek
molekiillerin biiytikliigiine 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 kiiclik molekiilleri ortamdan uzaklastirmakta kullanilir. Ayrica,
biyolojik molekiillere zayif sekilde bagh olan kiigiik iyonlar ve molekiilleri de bu yontemle
ortadan kaldirmak miimkiindiir. Calismamizda elde edilen enzim ¢o6zeltisi diyaliz torbasina
doldurulmus ve 4 °C’da diyaliz tamponu kullanilarak diyaliz islemi yapilmistir. 24 saat
boyunca isleme devam edilmis ve her 8 saatte bir diyaliz tamponu degistirilmistir. Diyaliz
islemleri sonucu elde edilen enzim artik kismen saf hale getirilmistir. Elde edilen bu enzim
cozeltisi, yapacagimiz diger islemlerde kullanilmak tizere 3’er mililitrelik tiiplere konmus ve -

20 °C’da derin dondurucuda depolanmigtir [95].
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3.5. Sentezlenen Bilesiklerin Insan Eritrosit CA I Ve CA II Enzimleri Uzerindeki Inhibisyon

Etkilerinin incelenmesi

35.1. Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA I ve CA 1II enzimlerinin hidrataz

aktiviteleri iizerinde inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrositlerinden elde edilen CA I ve CA 11 enzimlerinin hidrataz aktiviteleri iizerinde
Hsba, amp ile yeni sentezlenen 1 ve 2 no'lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1
tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan % 1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim
iizerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi. Bunun i¢in insan kanindan elde edilen CA I ve CA 11
enzimleri i¢in bes farkli uygun inhibitér konsantrasyonunda hidrataz aktivite Olglimili yapildi.
Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin % aktivite-[1] grafikleri gizilerek, lsp degerleri hesaplandi. Bu tablo
ve grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite 6l¢iim ortamu i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 4,2

mL).

3.5.2. Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA I Ve CA II enzimlerinin esteraz aktivitesi

iizerinde inhibisyon etkisinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrositlerinden saflastirilan CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri iizerinde
Hsba, amp ile yeni sentezlenen 1 ve 2 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastaligi
tedavisi icin klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan % 1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim
tizerine tatbik edildigi deneylerde bes farkli inhibitdr konsantrasyonu i¢in esteraz aktivite dlglimii
yapildi. Her bir bilesik igin % Aktivite-[I] grafikleri cizilerek. Is, degerleri hesaplandi. Bu tablo ve
grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite 6l¢glim ortamu i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 3 mL).

Biitiin esteraz aktivitesi deneylerinde kullanilan ana substrat ¢ozeltisi 3 mM, aktivite dlgiim
ortaminin toplam hacmi 3 mL oldugundan ve 1 mL substrat ¢ozeltisi kullanldigindan; ortamdaki
substrat konsantrasyonu 1 mM'dir. Aktivite birimi soyle hesaplandi: 348 nm'de p-nitrofenol ve p-
nitrofenolat iyonunun molar absorbsiyon sabiti () 5.4x10° M cm’dir. p-Nitrofenil asetatn ise
0,4x10° M cm™ oldugundan; 348 nm'de &lgiilen absorbans degerinin 5'e boliimii ile ortamdaki p-

nitrofenol (p-nitrofenolat) iyon konsantrasyonunu mM cinsinden verir [96].
p-Nitrofenol konsantrasyonu = A (O. D)/5x 10° M

p-Nitrofenol konsantrasyonu = A (O. D)/5 mM

Bulunan bu deger 3 dakika i¢in olduguna gore; 1 dakikada olusan p-nitrofenol miktarimi

bulmak icin 3'e boliiniir. Toplam hacim 3 mL oldugundan
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A(OD)/5
p-Nitrofenol miktar = ———— x 3 = A(OD)/5 (umol/dakika)
3

bulunur.

3.5.3. Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri

iizerinde inhibisyon etkilerinin K; sabitleriyle bulunmasi

K; degerlerini bulmak i¢in; insan eritrositlerinden afinite kromotografisi yontemi kullailarak
saflagtirilan CA 1 ve CA 1II enzimlerinin esteraz aktiviteleri lizerinde Hsba, amp ile yeni sentezlenen 1
ve 2 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; enzim iizerine tatbik edildigi deneylerde, inhibitorlii ve
inhibitorsiiz olarak bes farkli substrat konsantrasyonu igin esteraz aktivite dlgtimleri yapildi. Esteraz
aktivitesi igin yukarda belirtildigi gibi;

A(OD)/5
p-Nitrofenol miktar = T x 3 = A(OD)/5 (umol/dakika)
degeri, V (hiz) degeri olarak alindi. Lineweaver Burk grafiklerini ¢izmek i¢in bu degerler 1/V
degerlerine gevrildi. Ayni zamanda bes farkli substrat-konsantrasyonlari [S], grafikte kullanmak i¢in
1/[S] degerlerine doniistiiriildi. Bu degerlerden faydalanilarak her bir inhibitoriin CA I ve CA 1I
enzimleri i¢in ayr1 ayn Lineweaver Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden elde edilen
denklemlerden, Ky ve V. degerleri bulundu. Bu degerler yarigmasiz inhibitorler i¢in kullanilan

esitlikte yerine konularak K; degerleri hesaplandi.

Vmax

max =

1+[1]/K,
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. insan Eritrosit CA Enzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmas1 Sonuglar

Insan kanmndan elde edilen hemolizatlar kolona direk olarak tatbik edildi. Jelin kolona
yerlestirilmesi, tamponla dengelenmesi ve yikama isleminden sonra HCA-I, 0,025 M Na,HPO, /1
M NaCl, (pH=6,3) tamponu ile HCA-II; 0,1 M NaCH;CO0/0,5 M NaCl0, (pH=5,6) tamponuyla
eliie edildi. Eliiatlar 5 mL'lik fraksiyonlar halinde toplanarak, her tiipteki numune igin 280 nm’de

kalitatif protein tayini yapildi. Absorbans gosteren tiiplerde CO,-hidrataz aktivitesine bakildi.

Insan kanindan saflastirilan HCA enzimi i¢in coomassie blue yontemiyle protein tayini ve
esteraz aktivitesi tayini yapildi. Enzimlerin aktivite 6l¢timii 1 mM substrat konsantrasyonunda ve 100
pL enzim ¢ozeltisi ile yapilmistir. Protein tayinleri ise, 100 pL enzim ¢ozeltisi i¢in Ol¢iilmiistiir.
Hemolizatlarda ise aktivite ve protein miktari 6l¢iimiinde; her bir hemolizattan 1 mL almip, 10 mL'ye

seyreltilmis ve bundan 100 pL almarak dl¢iimler yapilmustir.

Insan kanindan hazirlanan hemolizat i¢in protein miktar1 0,48 mg/mL ve hidrataz aktivitesi

54,3 EU/mL bulundu ve buradan spesifik aktivite,

(SA)=54,3/048 = 113,13

olarak bulundu.

HCA-I ve HCA-II i¢in coomassie blue ydntemiyle protein tayini ve hidrataz aktivitesi
deneyleri yapildi. Saflastirilan enzim ¢ozeltileri icin mL.’deki protein miktart HCA-I i¢in 0,34 mg ve
mL’deki enzim tnitesi 102,5 EU olarak bulundu. Saf enzimlerin aktivite Olglimiinde 100 kat
seyreltme yapildigindan aktivitesi HCA-I i¢in 10250 EU/mL olarak bulundu. HCA-II i¢in ml’deki
protein miktar1 0,4 mg ve ml’deki enzim iinitesi 440 EU olarak bulundu. 100 kat seyreltme de

hesaplamaya katildiginda HCA-II i¢in 44000 EU/ml olarak bulunur. Buna gore;
HCA-I igin spesifik aktivite (SA) = 10250/0,34 = 30147
HCA-II i¢in spesifik aktivite (SA)=44000/0,4 = 110000
Bu degerlere gore, hemolizatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucu;
HCA-I enzimi, 30147/113,13 = 266,5 kat saflastirilmis oldu.

HCA-II enzimi, 110000/113,13 = 972,33 kat saflastirilmus oldu.
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Kantitatif protein tayini Bradford yontemi ile yapildi. Bu yontemde 6nceden yapilan
caligmalar sonucunda hazirlanan standart grafikten yararlanildi. Hemolizatta ve saflastirilan enzim
cozeltilerindeki protein miktarlar1 bu egriye gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram
proteine karsilik gelen absorbans degerlerinden faydalanarak, Olgiilen absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein miktarlar bulundu (sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bradford yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

4.2. Sentezlenen Bilesiklerin insan Eritrosit CA Enzimleri Uzerinde inhibisyon Etkilerinin

in Vitro Olarak incelenmesi

4.2.1. Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA enziminin hidrataz aktiviteleri iizerinde

inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA 1 ve CA 1l enzimlerinin hidrataz aktiviteleri {izerinde Hsba, amp ile
yeni sentezlenen 1 ve 2 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in
klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan %1°lik ¢6zeltileri hazirlanarak, enzim {izerine tatbik
edilmek suretiyle arastirildi. Bunun igin insan kanindan elde edilen CA 1 ve CA II enzimleri
icin bes farkli uygun inhibitr konsantrasyonunda hidrataz aktivite dlgiimii yapildi. Inhibisyon
etkisi olan bilesiklerin % Aktivite-[I] grafikleri cizilerek Isy degerleri hesaplandi. Bu tablo ve
grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite 6l¢iim ortamu i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 4.2

mL).
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Sekil 4.2. insan eritrosit CA-I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine (1) bilesiginin etkisi
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Sekil 4.3. Insan eritrosit CA-I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine (2) bilesiginin etkisi
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Sekil 4.4. insan eritrosit CA-I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine Hsba bilesiginin etkisi
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Sekil 4.5. Insan eritrosit CA-II enziminin hidrataz aktivitesi {izerine (1) bilesiginin etkisi
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Sekil 4.6. insan eritrosit CA-II enziminin hidrataz aktivitesi {izerine (2) bilesiginin etkisi
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Sekil 4.7. Insan eritrosit CA-II enziminin hidrataz aktivitesi {izerine Hsba bilesiginin etkisi
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4.2.2. Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktivitesi

iizerinde inhibisyon etkisinin in vitro olarak incelenmesi

HCA-I ve HCA-II izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri lizerinde Hsba, amp ile yeni
sentezlenen 1 ve 2 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte
lokal olarak kullanilan miktar olan % I’lik ¢o6zeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik
edilmistir. Bu amagcla insan kanindan elde edilen HCA izoenzimleri i¢in bes farkli inhibitor
konsantrasyonunda esteraz aktivite Ol¢limii yapilmistir. Her bir bilesik icin %Aktivite-[I]
grafikleri cizilerek, I5, degerleri hesaplanmistir. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite

Olciim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir.
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Sekil 4.8. insan eritrosit CA-I enziminin esteraz aktivitesi iizerine (1) bilesiginin etkisi
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Sekil 4.9. Insan eritrosit CA-I enziminin esteraz aktivitesi iizerine (2) bilesiginin etkisi



100
80
60
40
20

% AKktivite

(1] pM

37

Sekil 4.10. Insan eritrosit CA-I enziminin esteraz aktivitesi iizerine (Hsba) bilesiginin etkisi
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Sekil 4.11. Insan eritrosit CA-II enziminin esteraz aktivitesi iizerine (1) bilesiginin etkisi

100
80
60
40
20

% AKktivite

o

I pM

0,8

Sekil 4.12. Insan eritrosit CA-II enziminin esteraz aktivitesi iizerine (2) bilesiginin etkisi
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Sekil 4.13. Insan eritrosit CA-II enziminin esteraz aktivitesi iizerine (Hsba) bilesiginin etkisi

Sentezlenen bilesiklerin eritrosit HCA-I ve HCA-II izoenzimlerinin CO, hidrataz
aktiviteleri {lizerinde inhibisyon etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan caligmalarda elde
edilen sonuglardan Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, ve 4.7’deki grafiklerden hesaplanan I5, degerleri

toplu olarak Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Sentezlenen bilesiklerin HCA izoenzimlerinin in vitro CO,-hidrataz aktivitesi

tizerinde inhibisyon etkisi sonuglari

Hidrataz Isy (uM)
Inhibitor HCA-I HCA-II
Hsba 0,43 0,38
1 0,26 0,30
2 0,13 0,15

Sentezlenen inhibitorlerin eritrosit HCA-I ve HCA-II izoenzimlerinin esteraz aktivitesi
iizerinde inhibisyon etkisinin aragtirilmasina yonelik yapilan calismalarda elde edilen

sonuglardan (Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 ve 4.13’deki grafiklerden) hesaplanan I5, degerleri

toplu olarak Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Sentezlenen bilesiklerin HCA izoenzimlerinin in vitro esteraz aktiviteleri iizerinde

inhibisyon etkisi sonuglari

Esteraz Is) (uM)
Inhibitor HCA-I HCA-II
Hsba 3,2 18,0
1 0,32 0,29
2 0,045 0,23

4.3. Sentezlenen Bilesiklerin Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimlerinin Esteraz

Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkisi Calismalarindan K; Sabitlerinin Bulunmasi

Inhibitér calismalart i¢in sentezlenen 1 ve 2 no’lu bilesikler ile ¢ikis maddeleri olan
Hsba ve amp bilesikleri kullanildi. Bunun i¢in inhibitorsiiz ve inhibitorlii ortamda bes farkli
substrat konsantrasyonunda aktiviteler belirlendi. Bu amagla 3. 5. 2 ve 3. 5. 3 boliimlerinde
anlatildig1 sekilde hazirlanan 3 mM’lik p-nitrofenilasetat ¢dzeltisinden istenilen konsantrasyonu
saglayacak sekilde tiiplere 5 farkli miktarda ilave edildi. Biitiin tiiplerin toplam hacmi 1,9 mL
olacak sekilde saf su veya inhibitor ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra her tiipe 1 mL 0,05 M Tris-
SO, (pH=7,4) ve 0.1 mL enzim ilave edilip, 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
348 nm’de kore karsi absorbans degeri Olgiildii. Kullanilan ¢6zelti miktarlart ve buna karsilik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlar1 g¢izelgede verilmektedir.  Inhibitdrli ve
inhibitorsiiz ortamlarda degisik subsrat konsantrasyonlarinda 348 nm’de Olgiilen absorbans
degerleri, kullanilan aktivite birimi (reaksiyon hizi) pmol/dakika cinsinden boliim 3. 5. 2°de
belirtildigi sekilde bulundu. Biitiin inhibitorler i¢in {i¢ farkli sabit inhibitdr konsantrasyonu ve 5
farkli substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V-1/S degerleri

hesaplandi. Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K; degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.14. insan eritrosit CA-I enzimi iizerinde (1) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.15. Insan eritrosit CA-I enzimi iizerinde (2) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.16. Insan eritrosit CA-I enzimi iizerinde (Hsba) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.17. insan eritrosit CA-II enzimi iizerinde (1) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.18. insan eritrosit CA-II enzimi iizerinde (2) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.19. Insan eritrosit CA-II enzimi iizerinde (Hsba) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.3. Sentezlenen bilesiklerin eritrosit HCA izoenzimlerinin esteraz aktivitesi lizerinde

yapilan in vitro inhibisyon ¢alismalar1 toplu sonuglar

HCA-I1ICIN SONUCLAR

Inhibitor [1] (M) K; (M) Ortalama K;(M) | Inhibisyon Tiirii

2,67.10° 3,96.10°

Hsba 6,67.10°° 5,17.10° 7,71.10° Yarismasiz
2,67.10° 1,40.10°
475.10°% 1,07.107

1 1,90.10” 2,08.10” 2,53.107 Yarigmasiz
6,18.107 4.41.107
2,46.10° 3,60.10®

2 9,87.10* 6,90.10* 5,79.10°® Yarismasiz
1,48.107 6,87.10®

HCA-II ICIN SONUCLAR
Inhibitér [1] (M) K (M) Ortalama K;{(M) | Inhibisyon Tiirii

6,67.107 1,22.10°

Hsba 4.10° 1,08.10° 2,28.10° Yarismasiz
1,33.10° 5,64.10°
4776.10° 1,11.107

1 9,52.10® 1,04.10” 2,15.107 Yarigmasiz
5,71.107 4.30.107
1,48.107 2,46.107

2 2,46.107 1,88.107 2,43.107 Yarismasiz
5,92.107 2,96.107
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5. SONUC VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz E. C. 4. 2. 1. 1) eritrositleri de i¢ine alan
pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilen Zn™> iyonlu bir
metaloenzimdir [10]. Ilk defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz
(CA); canlilarda CO,'in hidratasyon ve HCO;’mn dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir

olarak katalizleyen bir enzimdir.

CA’nin bol miktarda bulundugu dokulardan biri gozdiir. Gozde biiyiik oranda lens,
silyer epitel ve korneada CA enzimleri bulunmaktadir. CA’nin buradaki 6nemi, glokom
hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ortaya c¢ikarilmistir. Doniigiimsiiz korliige
sebep olan glokom, anormal derecede yiiksek g6z i¢i basinciyla (intraocular pressure, IOP)
ortaya ¢ikmaktadir. IOP’nin tek kontrol noktasi goz igi sivisidir (humor akéz). Humor akdziin
salgilanmasinda, karbonik anhidraz enziminin uyarici etkisi vardir. Bu enzimin inhibisyonu ile;
silyer epitelinin salgi aktivitesi %25-30 oraninda azalmaktadir. Bu sebepten dolayr CA

inhibitorleri altmis yildir glokom tedavisinde kullanilmaktadir [66].

Glokom hastalig1 tedavisinde asetazolamid uzun yillar kullanilmigtir. Daha sonra
1995 yilinda dorzolamid ve 1999 yilinda da brinzolamid kliniklerde kullaniimaya
baglanmistir. Bu ilaglar tedavide etkili ilaglardir. Fakat bu ilacglarin birgok yan etkisi
olmasindan dolay1 yeni ilaglar sentezlenmeye ihtiya¢ duyulmustur. Bunun i¢in siilfonamid
tiirevi olan Hsba (2,4-diklor-5-siilfamoil benzoik asit) bilesigi ile amp (2-aminometilpiridin)

bilesigi arasinda meydana gelen reaksiyonlar sonucunda yeni CA inhibitorleri sentezlendi.

Bu caligmada glokom hastalig1 tedavisinde kullanilmaya aday yeni sentezlenen (1) ve
(2) bilesikleri ile ¢ikis maddesi olarak kullanilan Hsba ve amp bilesiklerinin insan karbonik

anhidraz enzimi (HCA I ve HCA 1I ) {izerinde inhibisyon etkileri incelenmistir.

Enzim aktivitesi tayini i¢in 2 farkli yontem kullanilmigtir. Bunlardan birincisi
hidrataz aktivitesidir. Bu yontemle CO,’nin H,O ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelen H,COy’iin H* ve HCO; iyonlarma ayrisarak ortamin pH’ sin1  degistirme siiresi
Olclilmektedir. Bu aktivite tayininde yarigmali inhibisyon tiirli gozlenmektedir. Bunun nedeni
karbondioksit molekiilii direkt Zn™’ye bagli OH grubuna baglanmaktadir.  Siilfonamid
inhibitorleri de aym bolgeye baglanacagindan inhibitorle substrat enzime baglanma
konusunda yaris halindedir. Ikinci yontem ise esteraz aktivitesi Ol¢iimiidiir. Bu yOntemin

esast karbonik anhidraz enziminin ester baglarinin parcalanmasina dayanmaktadir. CA
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enzimi p-nitrofenil asetati p-nitrofenole hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyon

vermektedir.

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini belirlemede 15, degerleri kullanilmaktadir. Insan
CA enziminin hidrataz aktiviteleri {izerinde yeni sentezlenen (1) ve (2) no'lu bilesikler ile
¢ikis maddesi olarak kullanilan Hsba ve amp’nin inhibisyon etkileri; glokom hastaligi
tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan %1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim
iizerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi. Bunun i¢in insan kanindan elde edilen HCA
enzimleri i¢in bes farkli uygun inhibitor konsantrasyonunda hidrataz aktivite 6l¢timii yapildu.

Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin %Aktivite-[1] grafikleri gizilerek, Is, degerleri hesaplandi.

Sentezlenen (1) ve (2) no'lu bilesikler ile ¢ikis maddesi olarak kullanilan Hsba ve
amp’nin HCA enzimleri {izerindeki inhibisyon etkisi hidrataz aktivite dl¢iimleri yapilarak
belirlendi. Bu calismalar sonucunda ¢izilen %Aktivite-[I] pM grafiklerinden bulunan Is

degerleri tekrar asagida 6zetlenmistir.

Hidrataz Is) (uM)
inhibitor HCA-I HCA-II
Hsba 0,43 0,38
amp Inhibisyon yok  Inhibisyon yok
1 0,26 0,30
2 0,13 0,15

HCA enzimlerinin esteraz aktivitesi iizerinde (1), (2) no'lu bilesikler ile ¢ikis
maddeleri olan Hsba ve amp’nin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte
lokal olarak kullanilan miktar olan %1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim {izerine tatbik edildi.
Daha sonra inhibisyon gosteren bilesikler i¢in; insan kanindan saflastirilan eritrosit HCA
enzimi ig¢in, bes farkli inhibitdr konsantrasyonunda esteraz aktivite dl¢iimii yapildi. Her bir

bilesik i¢in %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek, sy degerleri hesaplandi.
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Sentezlenen (1), (2) no'lu bilesikler ile ¢ikis maddeleri olan Hsba ve amp’nin HCA
enzimleri {izerindeki inhibisyon etkisi in vitro esteraz aktivite Ol¢iimleri sonucu c¢izilen

%Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen s, degerleri tekrar asagida 6zetlenmistir.

Esteraz Isy (uM)
Inhibitor HCA-I HCA-II
Hsba 3,2 18,0
Inhibisyon o
amp yok Inhibisyon yok
1 0,32 0,29
2 0,045 0,23

Caligmalar sonucunda (1) ve (2) no'lu bilesiklerin HCA-II hidrataz aktivitesi
tizerindeki inhibisyon etkisini veren Iso degerleri (sirastyla 0,30 ve 0,15 pM) olarak
bulunmustur. HCA-I iizerindeki inhibisyon etkisini veren Is, degerleri ise (sirasiyla 0,26 ve
0,13 puM) olarak bulunmustur. Insan CA-II izoenzimi iizerinde (1) ve (2) no'lu bilesiklerin iyi
inhibisyon etkilerinin bulunmasi bu bilesiklerin glokom hastalig1 tedavisinde kullanilabilecek
aday inhibitorler oldugunu teyid etmektedir. (1) ve (2) no'lu bilesiklerin HCA-II esteraz
aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisini veren I5, degerleri (sirasiyla 0,29 ve 0,23 uM) olarak
bulunmustur. HCA-I iizerindeki inhibisyon etkisini veren Is, degerleri ise (sirasiyla 0,32 ve
0,045 pM) olarak bulunmustur. insan CA-II izoenzimi iizerinde (1) ve (2) no'lu bilesiklerin
iyi inhibisyon etkisi gdstermesi, bu bilesiklerin glokom hastalig1 tedavisinde kullanilabilecek

aday inhibitdrler oldugunu teyid etmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin ¢izelge 4.7°deki sonuglara gore HCA-I {izerindeki inhibisyon
etkisi incelendiginde, (1) bilesigi i¢in (K= 2,53.107 M) ve (2) bilesigi i¢in (K= 5,79.10°
!’ dir. HCA-II iizerindeki inhibisyon etkisi incelendiginde ise (1) bilesigi i¢in (K=
2,15.107) ve (2) bilesigi i¢in (K= 2,43.1077)’dir.

Bu degerlere gore (1) ve (2) bilesikleri ¢ikis maddelerine gore HCA enzimleri iizerinde
daha iyi inhibisyon etkilerine sahiptirler ve glokom hastalig1 tedavisinde kullanilmaya aday

bilesiklerdir.
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