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OZET

Karbonik anhidraz (EC. 4. 2. 1. 1), COy’in, HCO; ve H' iyonlarina iki basamakta
doniisiimlii  hidratasyonunu katalizleyen, ¢inko iyonlu metaloenzimlerden biridir.  Insan
goziinde CA-I, CA-II ve CA-IV izoenzimleri bulunur. Karbonik anhidraz inhibitorleri, akéz
humorun salgilanmasiyla olusan yiiksek goz ici basincin (IOP) diisiirdiikleri i¢in, glokom

hastalig1 tedavisinde etkili olarak kullanilirlar.

Bu calismada glokom hastaligi tedavisinde kullanilmaya aday yeni karbonik anhidraz

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

Once insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimleri afinite jeli kullanilarak
(Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonilamid) saflastirilmis ve daha sonra bu enzimlerle kinetik

calismalar yapilmstir.

Daha sonra sentezlenen yeni bilesiklerin (1, 2, 3) insan eritrosit HCA enzimleri
lizerindeki inhibisyon etkisi incelendi. Caligmalarda karbonik anhidraz aktivitesinin
belirlenmesinde hidrataz ve esteraz aktivitelerinden faydalanildi. HCA’nin hidrataz ve esteraz
aktivitesi tizerinde 1, 2, 3 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
Inhibisyon etkisi gosteren ilaglar icin % aktivite-[I] grafikleri cizilerek Is, degerleri
bulunmustur. CO,-Hidrataz aktivitesine gore inhibisyon gosteren 1, 2 ve 3 bilesiklerinin I5,
degerleri (enzimli reaksiyon siiresini yariya diisliren inhibitdr konsantrasyonu); HCA T i¢in
0,080 ile 0,800 uM ve HCA 1I i¢in 0,053 ile 0,480 uM arasinda bulundu. Esteraz aktivitesine
gore ise; HCA Ii¢in 0,097 uM ile 3,798 uM arasinda HCA 1I i¢in 0,046 uM ile 0,361 uM Is

degerleri bulundu.

Anahtar Kelimeler: Glokom, 5y Degerleri, Karbonik Anhidraz, Siilfonamidler



THE INVESTIGATION OF THE CARBONIC ANHYDRASE INHIBITION EFFECTS
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SUMMARY

Carbonic anhydrases (E.C. 4.2.1.1.) are family of zinc metalloenzymes that catalyze the
reversible hydration of carbon dioxide in a two-stop reaction to yield bicarbonate and proton.
The isoenzymes of human eye are CA-I, CAIl and CA-IV. Carbonic anhydrase inhibitors,
which reduce aqueous production with a corresponding decrease in intraocular pressure (IOP),

have been used as ocular hypotensive agents for the treatment of glaucoma.

In this study, new carbonic anhydrase inhibitors’s effects on carbonic anhydrase

enzyme as candidates for treatment of glaucoma were investigated.

First, carbonic anhydrase enzymes from human erythrocyte were purifed using affinity

gel and all of the investigations were carried out with these enzymes.

Later, inhibition effects of these new compounds (1, 2, 3 ) on human carbonic
anhydrase enzymes (HCA I and HCA 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, 3) showed inhibition effect on HCA hydratase and esterase
activity. Isy values were determined by drawing % activity-[I] graphs for drugs showing
inhibition effects. For CO,-hydratase activity of compound (1), (2), (3) inhibition effect ranged
from 0,080 to 0,800 uM for HCA I and 0,053 to 0,480 uM with Isy for HCA II (molarity of
inhibitor producing a %50 inhibition of CA activity). As for esterase activity of p-nitrophenyl
acetate, compounds (1), (2), (3) had inhibition ranging from 0,097 to 3,798 uM for HCA I and
0,046 to 0,361 uM for HCA II with Is.

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

Enzimler, giiniimiizde biyokimya alaninda en ¢ok c¢alisilan konulardan biridir.

Enzimlerin, sagliktan endiistiriye konulara kadar ¢ok sayida genis uygulama alam vardir [1].

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve hicbir yan iiriin
olugmasina firsat vermeden %100’liikk bir iirlin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir [2].
Viicuttaki tiim reaksiyonlar enzimler tarafindan yiiriitiillirler. Enerji acisindan miimkiin olan
bircok biyolojik reaksiyonda enzimler reaktanlar1 uygun yollara segici olarak kanalize ederler.

Boylece enzimler biitiin metabolik olaylarda vazgecilmez 6gelerdir [3].

Enzim molekiillerinde aktif bolge denilen 6zel bir cep yada yuva bulunur. Aktif bolge;
substrata tamamlayici olan ili¢ boyutlu yapida aminoasit yan zincirleri igerir. Aktif bolge
substrati baglayarak bir enzim- substrat (ES) kompleksi meydana getirir. ES, sonradan

parcalanarak enzim ve iiriine doniisiir.

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin cogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 10" ile
10” kat daha hizlidir. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede 100 ile 1000 substrat
molekiiliinii iiriine cevirme yetenegine sahiptir. [3] Birim zamanda bir mol enzim tarafindan
irtine doniistiiriilen substratin mol sayisina turnover sayisi denir. Karbonik anhidraz, enzimler

arasinda en yiiksek turnover sayisina sahip olanlari arasidadir (600.000 s™). Yani bir karbonik

anhidraz molekilli  CO, + H,0

H,CO; tarafindan reaksiyonu

1/600.000 saniyede, yani 1,7 mikro saniye de gerceklestirilmektedir [3].

Enzimlerin biiyiik bir kisminin etki gosterebilmesi i¢cin protein yapili olmayan bir
kofaktore gereksinimi vardir. Kofaktor, koenzim adi verilen organik bir bilesik veya metal
iyonlu olabilir. Enzim, kofaktorii ile beraber bulunuyor ise holoenzim, holoenzimin kofaktorsiiz
protein kismina apoenzim denir. Kofaktor gerektiren enzimlerde; uygun kofaktdr yoksa
apoenzimin biyolojik aktivitesi yoktur [4]. Bazi enzim-kofaktor baglanmalar1 kovalent yapida
veya diyalizle uzaklastirilamayacak kadar sikidir. Boyle kofaktorlere “prostetik grup” adi

verilir [1].

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

sustratin baglanmasinmi kolaylastirir [4].

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde bagsli basma bir kontrol

mekanizmasi olusturdugundan, 6nemli bir olaydir. Bir¢cok ilaclar ve zehirli bilesikler de



etkilerini bu yolla gosterir. Inhibitorler hem enzim etki mekanizmalarinin, hem de metabolik

yolarin aydinlatilmasinda énemlidir [2].

Bir enzimin katalitik etkisi bir¢cok yollarla degistirilebilir. Bir protein olan enzim
molekiilii denatiire edilirse ii¢ boyutlu yapist bozulur ve bunun sunucu enzimin katalitik etkisi

kaybolur.

Enzimin aktif bolgesini olusturan fonksiyonel gruplar1 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.
Inhibisyonlar; doniisiimlii (reversible) veya doniisiimsiiz (irreversible) olabilir [4].

Doéniisiimsiiz inhibisyonda inhibitdr enzime ya kovelent olarak ya da zor ayrisan bir
kompleks olusturacak sekilde baglanirlar. Bu yiizden doniisiimsiiz inhibitorlere ‘enzim

inaktivatorleri’ de denir.

ES —> E+P

EI
Sekil 1. 1. Doniisiimsiiz inhibisyon sematik sekli

Doéniisiimlii  inhibisyonda, enzimle inhibitdr etkilesmesi bir denge reaksiyonu

seklindedir. Doniisiimlii inhibisyon dort grupta incelenir;
1) Yarigmali inhibisyon (kompetitif)
2) Yarismasiz inhibisyon (nonkompetitif)
3) Yan yarigmali inhibisyon (unkompetitif)
4) Lineer Karisik Tip Inhibisyon

Doéniisiimlii inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali
inhibitdr; 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 Ky’i (Michaelis sabiti) ylikseltir. Bu, yarigmali bir inhibitor

varliginda 1/2 V¢ ’a erismek icin daha fazla substrat gerekecegi anlamina gelir [2, 3].

E :y/ \\+\I\ESI —> E+P
N\EI/

Sekil 1. 2. Yarigmali inhibisyon sematik sekli

Doéniisiimli bir tip olan yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitdr ve substrat,
enzim molekiillerine ayni anda baglanabilir. Bu baglanmanin enzimin ayni bdlgesine
olmadigin gosterir. Yarigsmasiz bir inhibitor etkisini, enzimin turnover sayisini, yani katalitik
aktivitesini diigiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitoér arasinda yarigma sdz konusu
degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon kaldirilmaz. Enzimin V. degeri

azalirken, Ky sabit kalir [2].

Bir bagka doniisiimlii inhibisyon tipi yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon cesidinde inhibitor serbest enzime degil, sadece ES kompleksine baglanabilir. Yari
yarigmali inhibitor varliginda substat konsantrasyonunun yiikseltilmesi ile inhibisyon artabilir.
Buna gore inhibitor varliginda ortamdan siirekli ES kompleksi uzaklastigr icin Ky azalir. Ayni
zamanda ortamda ESI kompleksi siirekli var olacagindan V,’da diiser. Yar1 yarigmal
inhibisyon bir substratli reaksiyonlarda ender goriiliir; buna karsilik iki substrath reaksiyonlarda

yaygindir [2].

E+S

ESI

Sekil 1. 3. Yar1 yarigmali inhibisyon sematik sekli



Lineer karigik tip inhibisyon tiirii yarigmasiz inhibisyonun 6zel bir tipidir. Bu
inhibisyon substratin EI kompleksine baglanabildigi zaman gerceklesir. Her iki durumda da
inaktif ESI kompleksi olusur. Buraya kadar anlatilan nonkompetetifle ayn1 gibi goriinmesine

karsin, EI kompleksinin substrata kars: afinitesi serbest enzime gore daha azdir [5].

Inhibitorleri cok defa yarismali ve yarismasiz olmak iizere kesin sinirlarla birbirinden

ayrrmak miimkiin degildir. Gergekte inhibisyon genellikle karisiktir.



2. KARBONIK ANHIDRAZ

2.1. Dagihmu ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) ilk kesfedilen Zn** iyonlu bir
metaloenzimdir. {lk defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz (CA),
genel olarak metabolik CO, transportunun saglamanin yani sira, bir ¢ok dokularda, H" ve HCO3’
‘in birikiminde de rol almaktadir. Bu dokular arasinda bobrek, gastrit mukoza ve goz lensini
sayabiliriz. Bunlardan baska histokimyasal metodlarla, tiikriik bezleri, kaslar, sinir miyelin
kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA’ya rastlanmis ve bunlarin bazilari
saflagtirllararak, biyokimyasal Ozellikleri incelenmigstir. Baliklarin solunga¢c ve salgi
organlarinda, baz1 bobrek ve bakterilerde kabuklu hayvanlarin kabuk yapisinda, alglerde ve
bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu enzimin degisik rolleri oldugu da
ispatlanmistir.  CA sozii gecen canli hiicrelerinde cogu kez stoplazmada ¢oziinmiis, bazende

hiicre membranina zayifca baglanmis olarak yer almaktadir [ 6 10].

Eritrosit CA’sinin en 6énemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda, metabolizma
iirtinii olan COy’i H,COs’e, akciger pulmoner kapilerde ise H,COs3;’i CO,’e doniismesi

reaksiyonunu katalizleyerek, solunum olayinda yer almaktadir.

Katalizlenen reaksiyon;

+ —
H + HCO3 —_— H2C03

L oo =

H,O + CO,

Bobrek tubullerinde ise, ayni reaksiyonlarla, Na* ve H,O geri emilimini saglamaktadir.
Diger dokularda da yine yukaridaki reaksiyonla ya CO, transferini, yada H" iyonu birikimini
temin ederek, hiicre icin gerekli ortami meydana getirir. Nitekim omurgalilarin kan ve hiicreler

aras1 sivisindaki en onemli tampon sistemidir [2, 11, 12].

Son yillarda yapilan caligmalarda siilfonamid inhibitorlerinin iire sentezini azalttig

gosterilmistir.  Bu durum, mitokondriyel CA enziminin (CA IV), sitrulin sentezi i¢in gerekli



olan HCOs' iyonunu, sitrik asit devrinden gelen CO,’den saglayarak iire devrinin ilerlemesinde

biiyiik role sahip olmasiyla agiklanabilir.

Yine iskelet kasinda CA, laktik asit-laktat dengesinde ¢ok onemli bir role sahip oldugu
yapilan caligmalarla gosterilmistir [13]. Bitki kloroplastlarindaki CA enziminin roli,
atmosferden gelen CO;’in yapraklarda HCO; halinde tasginmas: ve daha sonra tekrar CO;’e
doniistiiriilerek fotosentezde kullanilmasi seklinde ifade edilmektedir [13, 15]. Nitekim CA’nin
kuvvetli bir inhibitérii olan asetazolamid’in (2-asetilamino-1, 3, 4-tiyazol-5-siilfonamid)

fotosentez olayini inhibe etmesi bu ifadeyi dogrulamaktadir [14].

Karbonik anhidrazin bulundugu canli dokularin da bilinen veya muhtemel olan fizyolojik

rollari Maren ve Carter tarafindan genis bir sekilde anlatilmistir [6, 8].

Son olarak, karbonik anhidrazin CO,, HCO; ve H,O arasindaki doniisiimleri

gerceklestirmesi ile bir cok dokularda hayati dneme sahip oldugunu sdylemek miimkiin

2. 2. Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik Ozellikleri

Son on yildan beri karbonik anhidraz, enzimatik katalizin prensiplerinin
aydinlatilmasinda, onemli bir rol oynamaktadir. CA, metabolizmasinda, 6nemli bir rol
oynamaktadir. CA, metabolizmada son derece onemli rol oynamasimin yani sira, cozelti
oratminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kayip olmadan uzun siire

bekletilmesi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir [16].

Karbonik anhidraz, CO, ve H,CO; veya ortamin pH’sina gére HCO; ve CO; iyonlart
arasinda doniisiimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir molekiil olan CO;’in farkl agilara

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

Q——=0
Q——=0
Q——=0
Q——0O

—_—
—~———

/\ VA AN

HO  OH O OH o ©
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O

Karbonik anhidrazin bilinen on alti izoenziminden ii¢ii olan CA I, CA II ve CA III
kristallendirilmis ve yapilari hakkinda detayli bilgiler elde edilmistir. Ug izoenzim de

sitoplazmada ¢oziinmiis halde bulunur. Molekiil agirliklart 28000 dalton olup, 259 veya 260



amino asitten ibaret tek bir polipeptid zincir halindedir. Her bir enzim molekiiliiniin aktif
bolgesi, yaklasik tetrahadral geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii
ile koordine olmus Zn" iyonu ihtiva etmektedir. Zn" iyonun Kataliz olayindaki fonksiyonu
vazgecilmez olup, uzaklastirulmasiyla elde edilen apo-CA’lar tam manasiyla aktiveden

yoksundurlar [17 20].

Insan eritrositlerinden elde edilen CA I ve CA II'nin amino dizilislerinin tesbiti, bu
konudaki caligmalarin baglangici olmustur. Daha sonraki yillarada sigir, at, sempaze ve rhesusu
maymunlarina ait CA I’lerin ve yine si8ir, at, koyun ve tavsan kaynakli CA II'lerin amino asit

dizilisleri tam olarak tayin edilmistir.

Kas izoenzimi olarak da bilinen CA III'tin amino asit dizilisi ise insan icin belirlendigi
gibi s1gir ve atlarada da arastirilmistir. Bu calismalar sonucunda ii¢ izoenzimin amino asit
dizilisleri ve ii¢ boyutlu yapilar1 yoniinden biiylik dl¢iide benzerlige sahip oldugu gosterilmistir

[21].

Karbonik anhidrazin s6zii edilen ii¢ izoenzimi, yapilar1 yoniinden cok benzemesine
ragmen, aktiviteleri cok farklidir. CA II izoenzimi CA I'den 60 ile 100 kat daha fazla aktif
olup, bilinen enzimler arasinda katalitik aktivitesi (turnover sayis1) en yiiksek olanidir. CA III
ise, en az aktif olan izoenzimdir ve CO»-hidrataz aktivitesi CA I'in %51 kadardir. Karbonik
anhidraz izoenzimlerinin memelilerdeki molekiil agirliklart 28000, bitki kloroplastlarindan elde
edilen ve hegzamerik bir yapiya sahip olan CA’nin ise 180000 dalton oldugu goriilmiistiir.
Bunun yani sira insan bobreginde hiicre zarina bagli 66000 dalton molekiil agirhiginda ve yine
tavsan eritrositlerinde 54000 dalton molekiil agirliginda, karbonik anhidraz aktivitesine sahip

proteinlere rastlanmigtir [22].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin izoelektrik pH’lar tiirden tiire farklilik gostermekte ve
aktivitesi ile bir korelasyona rastlanmamaktadir [23]. Amino asit bilesimleri yoniinden
benzerlik gosteren memeli, bakteri ve balik CA’lar1 ise bunlara nispeten daha yliksek seviyede

sisitein tagirlar [24].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin, CQO,, HCO; ve H,O arasindaki doniisiim
reaksiyonlarmin katalizlemesinin yam sira, elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklar1 iceren,
baz1 reaksiyonlarida katalizledigi bilinmektedir. Bu reaksiyonlar, aldehit, piruvat ve alkil
piruvatlarin hidratasyonu, ayrica piruvik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizini iceren

doniisiimlerdir [7]. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu ozelligi ile



organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir [25]. Ayrica tavsan CA

Il izoenzimin ise hem asit hem de alkalen fosfataz etkisi oldugu bildirilmistir [26].

2. 3. Karbonik Anhidraz I

CA-1 30 kDa molekiil agirlikli diisiik aktiviteli bir enzimdir. Kapiler endotelyum,
korneal endotelyum, goz lensi, plesanta ve memeli fetal membranlarinda bol miktarda

bulundugu tespit edilmistir. CA-1 geni insan genomik cDNA kiitiiphanesinden klonlanmustir.

Sitoplazmik CA-I’in insan beslenme sisiteminde 6zafagus epitelyumunda, bos bagirsak,
kivrim bagirsak, kolon ve pankreatik Langerhan adaciklarinin A-hiicrelerinde oldugu

gosterilmistir. Ayrica epitel alt1 kapiler endotel hiicrelerinde bulunmustur.

2. 4. Karbonik Anhidraz I1

Fizyolojik kosullarda 1,3-1,9x10° s turnover sayisina sahip CAII izoenzimi bilinen en
verimli enzimlerden biridir. Insan CA II geni, CA I ve CA III genleri gibi kromozom 8
izerindedir. Hemen hemen tiim insan doku ve organlarinda bulunan CA II karbonik anhidraz
gen familyasinda en fazla dagilms izoenzimdir. ilk olarak CO, nin hidratasyonunda yer aldig1

eritrositlerde bulunmustur.

CA 1II bir¢ok sindirim sistemi organinda bulunur. Paratoid ve Mandibula alt1 bezleri
serdz acinar hiicrelerinde bulunur ve bikarbonat iyonlarimi salgi icerisinde serbest biraktigi
diisiiniiliir. Ozofagusun skuanéz (pullu) epitelinin CA II ihtiva ettigi goriilmekte ve 6zofagusta
endojen bikarbonat liretimine katildig1 diisiiniilmektedir. Mide’de mide 6zsuyunun asiditesini

diizenledigi gastrik mukazanin ¢epere ait ve yiizey epitelyum hiicrelerinde bulunur.

Duedonumun yiizey epitelyum hiicreleri ve Bruner’s bezleri de CA II icerir. Gastrik ve
duodonal yiizey epitelyum hiicreleri, epitelyumu orten ve sindirimden koruyan, HCO;™ iceren
mukus jel tabakasm sekillendirmek icin mukusu ve bikarbonat salgilar. Immunohistokimyasal
teknikler, bos bagirsak yiizey epitelyum hiicrelerinin CA 1II ihtiva ettigi ag¢iga vurmustur, ayrica
NaCl reabsorpsiyonunun diizenlendigi memeli kolonunun non-goblet epitel hiicrelerinde de

bulunmustur.

Karaciger’de hepatositlerde ve safra kanallarimin epitelyum hiicrelerinde CA 1I
bulundugu ispatlanmustir. Bilinen en énemli fizyolojik fonksiyonu safranin alkalizasyonu i¢in
HCOs iiretmektir. Ayrica safra konsantrasyonunda asidifikasyonunda goérev aldigi safra
kesesinin epitelyum hiicrelerinde de mevcuttur. Pankreas’ta CA II, hidrokarbonatin pankreas

0zsuyuna salgilanmasindaki roliiniin iyice yerlestigi epitelyum kanal hiicrelerinde yer alir.



Karbonik anhidraz II eksikligi osteopetroz olarak bilinen biiylime bozuklugu, ¢igneme
sirasinda dislerin kapanmasi ve zihinsel gecikme ile birlikte bobrek tiibiiler asidosiz ve beyinsel
kireclenmeyi de iceren birincil bir kusurudur. Simdiye kadar bu tehlikeli fakat nispeten az
rastlanilan hastalikla sonuclanan bes mutasyon belirlenmistir . CA II alimenter sistemde en bol
bulunan izoenzim olmasina ragmen, CA II eksikligi olan hastalarda mide ve bagirsaklarla ilgili
hicbir septom belirtilmemistir. Son zamanlarda sitomegaloviriis promotor ekspresyon kasetine
konjuge edilmis normal insan CA II cDNA’sinin CA II eksikligi olan fareye enjekte edildigi ve
gen trasferinden sonra ii¢ hafta siiren fakat alti hafta sonunda kaybolan idrar asidiklestirme

yeteneginin gelistirilmesine sebep olan basarili bir gen terapi deneyini belirtmistir.

2. 5. Karbonik Anhidraz II1

CA 1II iskelet kasi tipi 1 fiberlerinin sitoplazmasinda bol miktardadir. Bunun yaninda
insan ve fare karacigerinde bulunur. Molekiil kiitlesi 30 kDa’dir ve gen mimarisi CA II geni
icin tanimlanana ¢ok benzerdir. CA III cok diisiik CA aktivitesine sahiptir ve asetazolamid’e
kars1 nispeten daha direnclidir. Ayrica karboksil esteraz ve fosfataz aktivitelerine sahip oldugu

gosterilmistir.

Karacigerde CA III ekspresyonu androjenler tarafindan diizenlenmektedir, ek olarak
asir1 etanol tiiketimi perviendz hepatositlerde ekspresyona neden olmaktadir, CA- II’lin reaktif
aldehit iiriinlerinin es zamanli olarak indiiklendigi yer olan hepasitleri oksidatif hasara karsi
korudugu o6nerilmektedir. ilging olarak, CA III'iin oksitleyici cevrede fonksiyonlarmi ve
karacigerde oksidatif olarak en fazla modifiye edilen protein oldugunu gostermistir. Son
yillardaki bir caligmada, CA III NIH3T3 hiicrelerinde vardir. Ayrica CA III cDNA’siyla
transfekte edilen hiicrelerin kontrol hiicrelerine nazaran poliferasyon (¢ogaltma) denemelerinde
daha hizli biiylidiigii ve H,O, nin sitotoksik konsantrasyonlarina karsi daha direngli oldugu

goriilmiistiir. Bu sonug CA IIT’iin oksidatif hasardan korunmay1 sagladiginin 6nermektedir.

2. 6. Karbonik Anhidraz IV

CA 1V, tanimlanan ilk membrana bagli izoenzimdir. 35 kDa’luk protein iireten insan
bobrek CA IV enzimini kodlayan cDNA, COS-7 hiicrelerinde eksprese edilmis, klonlanmis ve

sekans analizi yapilmastir.

CA IV’iin insan ve fare gastrointestinal sisiteminde ekspresyonu incelenmistir. Gastrik
epitelyumda hicbir sinyal gozlenmemistir.  Oysa kolonik epitelyumun apikal plazma
membraninda giiclii blotlanma tespit edilmistir. Kiiciik bagirsagin epitel cok zayif bir pozitif

reaksiyon gozlemlenmistir. Gastrointestinal kanalin biitiin segmentlerinde alt epitelyum kapiler
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endotelyum giiclii sinyal gostermistir. Safra kesesi liiminal plazma membrant ve safra kanal
epitelyumu CA IV’e siddetli bir immuno reaksiyon ifade etmistir. Karacigerde sadece biliyer
epitelyum hiicreler CA 1V icin pozitif sinyal gostermistir. RT-PCR ve Northern blot analizleri
negatif oldugu halde, sadece RT-PCR-Southern blot kombinasyonu bunu aydinlatmaya yeterli
oldu. Bu bulgular bir 6nceki gozlemle agiklandi. CA IV sadece intrahepatik safra kanal biliyer

epitelyum hiicrelerinde bulunmustur ve hepatositlerde eksprese olmamustir.

2. 7. Karbonik Anhidraz VA

CA VA sadece mitokondriyal matrikse lokolizasyona sahip bir izoenzimdir. Varlig
insan ve kemirgenlerin karaciger ve pankreasinda bilinmektedir ve cDNA’s1 insan karaciger
cDNA Kkiitiiphanesinden kloanlanmis ve geni kromozom 16’ya haritalanmustir. CA VA diisiik
CA aktivitesine sahiptir, fakat hepatositlerin mitokondrisinde iire devri ve glukoneogenez gibi
iki 6nemli metabolik proseste gorev aldifi diisiiniilmektedir. Ure sikliisiinii ilk enzimi olan
karbamoil fosfat sentaza ve piriivat karboksilazin piruvati okzalasetata doniistiirdiigii
glukoneogenezin ilk basamag: icin bir bikarbonat iyonu saglar. CA inhibitorlerin ekvator
domuzlar1 ve fare karacigerinde bu prosesleri yavaslattigt gozlemlenmisti. CA VA’nin
pankreas langerhan adaciklarinda eksprese oldugu gosterilmistir. CA inhibitorii asetazolamid
glukoz uyarimlt insiilin salgilamasini inhibe etmisitr ve CA VA’nmn insiilin salgilanmasinda

onemli rol oynadigi konusunda Oneri sunulmustur.

2. 8. Karbonik Anhidraz VB

Yeni bir mitokondriyal karbonik anhidraz izoformu olan CA VB, son zamanlarda
klonlanmig ve kromozom X’e haritalanmigtir. Nothern blot, CA VB’in mRNA’sinin normal
insan kalp ve iskelet kasinda bulundugunu aciga vurmustur. Ayrica pankreas, bobrek ve salgi
bezlerinde hassas RT-PCR teknigiyle pozitif sinyal belirlenmistir, karacigerde gézlenmemistir.
Deneysel yaklasimlarla kanitlanmasina ragmen mitokondriyal CA VA ve CA VB

izoenzimlerinin farkli dagilimlari, degisik fizyolojik roller oynadiklarii dnermektedir.

2. 9. Karbonik Anhidraz VI

CA VTe ilk olarak memelilerde tiikriik bezleri ve tiikriikte rastlanmistir. Biyokimyasal
ve immunokimyasal 6zellikleriyle sitozolik izoenzimlerden onemli derecede farklilik gosterir,
34-36 kDa molekiil agirligina sahip bir glikoproteindir.  Polipeptid zinciri diger bircok
ekstraseliiler proteinler gibi disiilfit baglarla stabilize olur. Immunohistokimyasal calismalar

CA VI'nmin memeli kulak alti1 bezi ve mandibula alt1 bezlerinin ser6z acinar ve demiilin
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hiicrelerinde bulundugunu gdstermistir. CA VDI'nin baslangicta tiikritkte bikarbonat
seviyelerinin siirekliliginde uzmanlagmuis bir rol oynadg: diisiiniiliilyordu. Ilging olarak Kivela,
bu enzimin tiikriikte direkt olarak pH ve tamponlama kapasitesini diizenlemede goérev
almadigin fakat belki mine pelkiiliinde (disi kaplayan ince protein tabakasi) fonksiyonu oldugu,
ihtimal olarak da karyojenik (cliriitiicii) bakteri tarafindan iiretilen asitin nétralizasyonunu

katalizleyerek disi ¢liriimeye kars1 korudugu diisiiniilmiistiir.

Daha onceki bir aragtirma CA VI'nin yiiksek konsantrasyonlar: giinliik olarak tiikriikle
mideye yutuldugunu gostermistir. CA VI'nin yiizey epitel hiicrelerde eksprese olmamasina
ragmen mide ylizey epitel hiicrelerindeki mukus tabakast CA VI igerir. Bu da tiikriik orjininde
gastrik CA VI bulunmadigini gosterir. Tiikriik CA VI, karbondioksit ve su lireten nétralizasyon
reaksiyonunu hizlndirarak pH gradientinin siirekliligine katkida bulunabilir. Bu manzara
gozlemler tarafindan desteklenmistir ki CA VI mutemelen gastrik liimende sert ortamda
aktivitesini siirdiirmektedir. ~ Ozafajit, gastrit veya duedonal iilseri olan hastalarin normal

insanlara nazaran diisiik tiikkriik CA VI konsantrasyonlarina sahip olduklar1 belirlenmistir.

Son yillardaki bir ¢alisma, insan pankreasinda CA VI mRNA’siin ekspresyonunu RT-
PCR teknigini kullanarak ispatlamistir. Pozitif sonuglar; eger pankreasta ekspresyon olmussa,
sekretuar CA VI'nin pankreas kanal sisteminde liiminal pH diizenlemede gorev alabilecegini

onermektedir.

2. 10. Karbonik Anhidraz VII

[k kez Montgomery tarafindan aydinlatilmistir, CA VII izoenzimlerinin CA I, CA 11 ve
CA 1III gibi sitoplazmik bir enzim oldugu aydinlatdmistir. Rekombinat CA VII, CA II'ye
baglandiginda yaklasik % 4 CA aktivitesine sahip olmustur ve siilfonamidler tarafindan inhibe
edilmistir. CA-VII'nin aminoasit sekansi, memelilerde en fazla korunan enzim oldugunu
gostermistir.  Insan tiikriik bezlerinde, fare akcigerlerinde ve fare beyninde bu enzimin

mRNA’s1 belirlenmistir.

2. 11. Karbonik Anhidraz VIII

Son yillarda yeni CA izoenzimlerini kodladig: diisiiniilen en az dort memeli geni sekans
edilmistir. CA baglantili genler insan ve fare genomik kiitiiphanelerinden izole edilmis ve
karbonik anhidraz tiirlinden proteinleri (CA-RPs) kesfetmek ve isimlendirmek icin
numaralandirilmistir, karbondioksit hidrasyon aktivitesi yoktur. mRNA’sinin ekspresyonu fare
beyninde tespit edilmistir. CA VIII sekans1 ayrica PCR ile insan salg1 bezleri, testis, plasenta ve

akcigeri cDNA kiitiiphanelerinden tammlanmustir.
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Yine yapilan caligmalarda beyin, kalp, iskelet kasi, bobrek, pankreas, serebellum ve

koroid plekusta ekspresyonu gézlemlenmistir.

2. 12. Karbonik Anhisraz IX

CA IX ilk olarak tiimore baglh yeni bir antijen olarak tammlandi (MN), insan serviks
kanser hiicrelerinde ekspresyonu yapildi. MN/CA IX geni 11 ekzon ve 10 introndan olusur.
MN proteinini kodlayan cDNA ilk defa Pastorek tarafindan klonlandi, translasyon olan protein
459 aminoasit igerir ve 49,7 kDa molekill agirligina sahiptir. Amino asit sekanst MN
molekiiliiniin bir n-terminal sinyal peptid, bir ekstraseliiler bolge, bir transmembran cengel ve

C-terminusta bir intraseliiler kuyruk. Biiyiik ekstraseliiler domain iki farkli kisimdan olusur.

Fligonetik olarak MN/CA IX membrana bitisik (CA IV, XII, XIV) ve salgt (CA VI)
izoenzimlerinin farkli bir koluna aittir. CA domaini insan CA VI'siyla % 40,8 amino asit
Ozdesligi gosterir. Zavada immunoblotlama metodlarimi1 kullanarak uterius serviks, yumurtalik
ve endometriyum karsinomalarinda MN proteinin ekspresyonunun tantmladi. MN proteinine ait
ilk immunohistokimyasal ¢calismada % 90 dan fazla diplaztik ve kotii huylu servikal epitelyum
ornekleri pozitif immunoreaksiyon verdigi halde normal servikal epitelyum ekspresyonu zayif
bir blotlama gosterdi. MN proteini servikal diplazili érneklerde eksprese oldugu icin servikal
sitolojide umut verici bir biyomarker olarak diisiiniildii. Biitiin calismalar MN proteinin servikal
neoplazi’de potansiyel bir biyomarker oldugu ve diplaztik ve kétii huylu hiicreleri aydinlatmada

kullanilabilecegi sonucuna yonlendirildi.

2. 13. Karbonik Anhidraz X

Katalitik izoenzim CA X kimi cDNA sekans1 bir cDNA kiitiiphanesinde bulunmustur.
Beyin, bobrek, serebellum, amigdala, serebral korteks, hippokampus, talamus, spinal kort,

yumurtalik ve hipofiz bezinde bulundugu belirlenmistir.

2. 14. Karbonik Anhidraz XI

[k olarak 36 kDa molekiil agirlikli CA-RP XI'i koyun beyin cDNA Kkiitiiphanesinde
aciklanmigtir. Protein giiclii bir sinyal sekansa, cesitli potansiyel fosforilasyon bolgeleri ve
baglama motiflerine sahiptir ve sinyal uyumunda rol oynadig1 6nerilmektedir. Insan cDNA
sekans1 328 amino asitlik ve aktif CA izoenzimleriyle % 42-53 benzerlik gosteren polipeptidi
kodlar ve Northern Blot analizleriyle beyinde kuvvetli bir sekilde eksprese oldugu

gosterilmistir. Benzer sekilde mRNA’smin ekspresyonu RT-PCR ile normal insan pankreast,
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bobrek, karaciger, tiikriik bezi ve spinal kort’da gozlenmistir. Ilging olarak normal pankreasa

gore pankreatik kanser hiicresinde daha giiclii sinyal goriilmiistiir.

2. 15. Karbonik Anhidraz XII

Tiireci yeni bir membrana bagli izoenzim olan CA XII’nin renal hiicre karsinomasinda
klonlanarak karakterize edildigini aciklamistir. ¢cDNA sekans1 354 amino asitlik 39 kDA’luk ve
tipik bir membran proteini 6zellikleri gosteren bir polipeptid zinciri ihtiva eder. Sekans 29
amino asitlik sinyal sekansi, 261 amino asitlik CA domaini, ek olarak kisa bir ekstraseliiler
segment, 26 amino asitlik hidrofobik transmembran domain ve iki fosoforilasyon bolgesi ihtiva
eden 29 amino asitlik bir hidrofilik C-terminal stoplazmik kuyruk igerir. Ekstraseliiller CA
domaini bilinen CA’larla % 30-42 homoloji gosterir, Zn baglayici aktif CA’larda bulunan ii¢
histidin rezidiisii ve glikozilasyon icin iki potansiyel bolge ihtiva eder. A 549 (akciger
adenokarsinoma) hiicreleri bol ekspresyon gosterdigi halde beyin ve akciger dokularinda diisiik
ekspresyon bulunmustur. Tiireci renal hiicre kanseri (RCC) olan hastalarin % 10’u tiimorlii
dokularinin etrafindaki normal bobrek dokularmma nazaran yiiksek CA XII ekspresyonu

gosterdigi belirtmistir.

Son zamanlardaki bir caligmada Kivela duedonum, bos bagirsak ve kivrim bagirsak’ta
negatif oldugu halde, kolon ve rektum yiizey epitelyum hiicrelerinin basolateral plazma
membranlarinda siddetli CA XII immunoreaksiyonu gozlemlemistir. Asidik ¢evre koétii huylu
hiicrelerin yayilim potansiyelini artirdigindan, Ivanov MN/CA IX ve CA XlII’nin kanser
hiicrelerinin etrafindaki alami asidlestirerek tiimor biliylimesine ve yayilmasina katkida
bulunabilecegini Onermislerdir. Hamli RT-PCR metoduyla fare sican beyninde CA XII
mRNA’sin tespit ettiler. Sican CA XII’sinin klonlanmasi fare CA XII'si ile %94 homoloji
gosterdigini agiga vurmustur. CA XII'nin dis graniil hiicrelerinde, kortekste ve koroid pleksusta
eksprese oldugu goriilmiistiir. Kainik asit muamelesi CA XII ekspresyonun kortikal tabaka
boyunca uyarmigtir. Bu membrana bitik enzimin koroid pleksusta yiiksek ekspresyonu, analog

bir roliiniin oldugunu Snermistir.

2. 16. Karbonik Anhidraz XIII

CA XIII tiikriik bezleri, bobrek, ince bagirsak, kolon, uterus ve testisi iceren cesitli
dokularda eksprese olmus yeni bir enzimdir. CA XIII proteinini modelleme ¢aligmalar1 globiiler
bir molekiil oldugunu ve CA I, II ve III sitozolik enzimleriyle yiiksek derecede (% 60) 6zdeslik
gosterdigini aciga vurmustur. Bu yiizden CA XIII sitozolik/intraseliiler bir izoform olarak

kiimelenmigstir. Yapilan gen ekspresyon caligmalarinda insan dokularinda; timus, ince bagirsak,
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dalak, prostat, yumurtalik, kolon ve testiste; farede: dalak, akciger, bobrek, kalp, beyin, iskelet

kas1 ve testilerden pozitif sinyal elde edilmistir.

2. 17. Karbonik Anhidraz XIV

IIk olarak fare bobreginde; en ¢ok ekprese oldugu proksimal caprasik tiibiillerde
tanmimlanmustir. Bir tane amino terminal sinyal sekansi, diger ekstraseliller CA’larla biiyiik
oranda homoloji gosteren bir CA domaini, bir transmembran domain ve kisa bir intraseliiler C-
terminal kuyruktan olusur. Fare dokularindaki blot analizleri CA XIV mRNA ekspresyonunun
en bol bobrek ve kalpte, daha sonra iskelet kasi, beyin ve karacigerde oldugunu gostermistir.
Son zamanlarda CA XIV genini kromozom 1q21’e haritalayan Fujikawa-Adachi tarafindan
insan CA XIV’ii kodlayan bir cDNA aciklanmistir. ¢cDNA 337 amino asitlik 37,6 kDa molekiil
agirliginda bir polipeptidi kodlamaktadir. Amino asit sekansi diger aktif CA’larla %29-46
benzerlik gostermektedir. Blot metodu insan kalbinde, karacigerinde, beyin ve iskelet kasinda
mRNA ekspresyonu gosterdigi halde RT-PCR analizleri normal insan karacigeri ve spinal
kort’da siddetli sinyal belirlemistir. Sadece RNA Dot Blot analizleri ince bagirsak, kolon,

bobrek ve mesane’de zayif sinyaller gdstermistir.

2. 18. Karbonik Anhidraz XV

CA aktivitesi i¢in gerekli olan amino asit rezidiisiiniin mevcut oldugu CA XV’i
kodlayan genomik sekansa sahip 8 tiir tespit edilmistir. RT-PCR caligmalari insanlarda CA-
XV’in eksprese olmadigim1 onaylamistir. Aksine RT-PCR ve in situ hibridizasyon caligmalari
farede yapilmis ve bobrek, beyin ve testiste pozitif sinyal elde edilmistir. CA XV’in yapisinin
CA XIV ile ¢cok benzer oldugu filogenetik ¢aligmalarla belirlenmistir. Her iki enzimde COS-7
hiicrelerinde eksprese olmustur ve parelel deneylerde calisilmistir. Sonuglar CA XV’in CA
XIV ile cesitli ozellikleri paylastigimi gostermistir. CA XV’in katalitik aktivetisi diisiiktiir.

Sonuglar CA XV’in o-Ca gen familyasinin bir iiyesi oldugunu nermistir.

Pukerson and Schwartz tavsan dokularinda CA 1V, IX, XII ve XIV izoenzimlerinin
ekspresyonu incelenmistir . Sonuclar: CA IV mRNA’s1 baglica bobrek, kalp, akciger, kolon ve
safra kesesinde, CA IX mRNA’s1 mide, safra kesesi, duedonum ve bosbagirsakda, CA XII
mRNA’s1 bobrek ve kolonda, CA XIV mRNA’s1 kalp, akciger, iskelet kasi ve karacigerde tespit

edilmistir.

Datalar degisik dokularda degisik CA ekspresyon modelleri oldugunu gostermistir. CA
IX proksimal gastrointestinal sistemde, CA IV ve CA XII 6nemli bobrek izoformlaridir. CA
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XIV karaciger, kalp, akciger ve iskelet kast gibi metabolik olarak aktif dokularda bol miktarda
eksprese olmustur.  Izoformlarin ekspresyonunda tiirlere ait bazi onemli farkliliklar
gozlenmistir. Ornegin; CA XIV fare bobreginde bol miktarda bulunmasina ragmen tavsan
bobreginde eksprese olmustur. Izoformlarin ekspresyonunda tiirlere ait bazi 6nemli farkliliklar
gozlenmistir. Ornegin; CA XIV fare bobreginde bol miktarda bulunmasina ragmen tavsan
bobreginde eksprese olmamustir. Maturasyonal ¢aligmalar sonucunda; CA IX mRNA ve
proteininin ekspresyonu, siitten kesme ile onemli oranda arttigi ve gastrik H', K*-ATPaz’in o alt
linitesinin maturasyonal ekspresyonuyla dogru orantili oldugu goriilmiistiir. Bu da CA IX ve
gastrik H" pompasinin fonksiyonlariin yetigskin gida maddelerinin sindiriminde baglantil

oldugunu Onermistir.

Karbonik anhidrazin degisik izoenzimleri farkli bir sekilde dokulara dagilmistir. Baz1
izoenzimler ayni dokularda birlikte bulundugu gibi (eritrosit CA I ve CA II), diger bazi
dokularda tek bir izoenzim bulunmaktadir (membrana bagli CA IV gibi). Eritrositlerde bol
miktarda bulunan CAI izoenzimi yaminda, CA 1II degisik dokularda H" ve HCOj
salgilamaktadir. Ayrica bobrek kortekslerinden izole edilen CA 1I ile eritrosit CA II’nin biitiin
ozelliklerinin tamamen ayni oldugu bulunmustur. Diger dokularda ise CA II izoenzimi eser
miktarda bulunmaktadir. Mebrana bagli bir izoenzim olan CA IV ise insan bdbregi ve
akcigerlerinden izole edilmistir. Epitelyum hiicrelerde CA IV, CA 1I ile birlikte bulundugu
tespit edilmistir. Yapilan calismalar, CA IV eriskin kisilerin dokularinin biiyiik bir boliimiinde

ve bazi fetal dokularda bulundugu tespit edilmistir.

2. 19. Karbonik Anhidraz izoenzimleri ve Fizyolojik Fonksiyonlar

Genel olarak insandaki CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucun izoenzimler ortaya
cikarilmistir.  Eritrositlerde CA 1 izoenzimi yaninda CA II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu
izoenzimlerin en Onemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda, metabolizma {iriinii olan
CO;’i H,COys’e, akciger pulmoner kapilerde ise H,COs;'i CO;’e doniismesi reaksiyonunu
katalizleyerek solunum olayinda yer almasidir. HCA T eksikligi sendromu belirlenmis olmasina

ragmen herhangi bir klinik semptomla iliskisi bulunamamistir [27 29].

CA 1II izoenzimi karbonik anhidrazin iizerinde en cok calisilan formudur. Bu

- L 0 6 -1
izoenzimin turnover sayisi 25 C’de 10° s

olarak bulunmustur. CA II’nin doku dagilim
genistir ve pek cok farkli organ ve hiicre tipinde bulunur. Osteoporoz, renal tiibiiler asidoz ve
serebral kalsifikasyonla iligkili olmast bu izoenzimin kemikte, bobrekte ve beyindeki onemini

gosterir [30].
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HCA II ve HCA IV izoenzimleri, goz lensi, kornea ve silyer epitelyumda
bulunmaktadir. Glokom hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucunda gozdeki HCA 11

izoenziminin 6nemi anlasilmustir.

Glokom hastaligi, yiiksek goz i¢i basincindan ileri gelmekte (intraocular pressure, IOP)
ve doniisiimsiiz korliige neden olmaktadir. IOP’nin tek kontrol noktas: g6z ici sivisidir (humor
akoz). Karbonik anhidraz enziminin humor akéziin salgilanmasinda uyarici etkisi vardir. Bu

enzimin inhibisyonu ile silyer epitelinin salgi aktivitesi %25-30 oraninda azalmaktadir [31].

CA IIl'iin turnover sayist 8.10° s"dir. Diisiikk aktiviteli bir enzimdir. Diger CA
izoenzimlerine gore, siilfonamidlerin inhibisyonuna daha az hassastir. Baslica ¢oziiniir protein
oldugu ve COy’in doku kilcal damarlarina difiizyonunu kolaylastirmada rol oynadigi
sanilmaktadir. Yavas 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 [32].

HCA IV ve HCA VI izoenzimleri sinyallerin hedef doku ve organlara ulagmasini
saglarlarr, HCA IV membrana baghdir. Akcigerdeki ve bazi diger organlardaki kilcal
damarlarin endotel hiicrelerinin plazma yiizeyinde ve ayrica bobrek membranina baglh

bulundugu gibi bazi epitel hiicrelerinin membranina bagl olarak bulunur [33].

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

rol oynamas1 miimkiindiir [34].

HCA VI izoenzimi tiikiiriikk bezlerinden salgilanan bir enzimdir ve insan tiikiiriigiinden
yalitilmig olup, tiikriigiin pH diizenlemesinde rol oynadig: diisiiniilmektedir. HCA VII

izoenzimi ise tiikiiriikteki bikarbonatin salgilanmasinda rol oynayabilir [35].

Cinko iyonlar1 ise alt iiniteler arasinda bulunur ve bir alt iiniteden His-81 ve His-122"ye
ve bitisik bir alt birimden His-117 ile ligand olusturmustur. Varsayilan bir su molekiilii
biikiilmeyi saglayarak, tetrahedral yapinin olusumunu tamamlar. M. thermophila CA’sindaki ve
insan CA II’deki metal merkezli bu pozisyon onemli benzerlikler gosterir ve bu durumda
katalitik fonksiyonlarin yakin olmasi da cinko baghh bolgelerin benzer olduguna isaret

etmektedir [35].
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2. 20.Karbonik Anhidraz Enzimlerinin U¢ Boyutlu Yapilari;

CA varligi bakimindan incelenen tiim hayvanlarda ve fotosentez yapan organizmalarda
ve ayn1 zamanda fotosentetik olmayan bakterilerde bulunan yaygin bir enzimdir. o, B ve y-CA
olarak adlandirilan, evrimsel acidan ilgisiz ii¢ CA ailesinin varligi, sasirtict yeni buluslardan
biridir [36]. Farkli CA ailelerinin temsilcileri arasinda kayda deger sekans homolojileri

bulunmaz; ancak, hepsi ¢inko enzimleridir.

Dolayisyla, bu CA aileleri, katalitik islevin yakinsak evrimi icin giizel drnekler olarak

goriinmektedir.
2. 20. 1 o+Karbonik anhidrazlar

Insan CA I ve CA ID'nin kristal yapisinda, sigir CA IIl’iin ve ekspresyonu E.coli’de
yapilan sican CA V’in kesik bir formunun kristal yapilar1 belirlenmistir. Hint mandasina ait CA
IT i¢in de bir yapt mevcuttur. Bu izozim formlarinin genel yapilar1 ¢cok benzerdir. Molekiiller
neredeyse kiiremsi, yaklagik boyutlar1 ise 5x4x4 nm’’tiir. Molekiiliin kalan kismma gevsek
sekilde bagli olan amino terminal bolge haricinde (yaklasik 24 aminoasit), bu o-CA’lar tek etki

alanl proteinler olarak diisiiniilebilir [37].

Aktivite bolgesi, neredeyse molekiiliin merkezine uzanan biiyiik, koni bi¢cimli bir
oyukta bulunur. Cinko iyonu bu oyugun tabamna yakindir. Déordiincii ligandin H,O veya
OH ™ oldugu tetrahedral geometrideki His-94, His-96 ve His-119’dan ii¢ azot atomuna baglidir.
Ligandlar proteindeki diger gruplara hidrojen baglariyla tutunmus ve bir “dolayh ligand”
kabugu olusturmustur (sekil 2.1) [37].

Metal iyon ligandlar1 ve dolayli ligandlarin o-CA amino asit diziligleri sabittir. Dogrudan ve
dolayl ¢inko ligandlarina ek olarak, sirali biitiin o-CA’larda 17 aminoasit rezidiisii kesin sekilde
korunur. Bu rezidiilerden bazilar1 katalitik aktivite acisindan 6nem tasirken, digerleri protein
yapisinin kararlilifinda rol oynar. Esasen bilinen, biitiin o-CA ailesi ve o-CA ile iliskili

proteinler icinde, sadece 10 aminoasit rezidiisii tamamen sabittir.

Bu rezidiilerden bazilarinin insan CA II’'nin kararlilif1 acisindan 6nemi, bolgeye ozel

mutajenez ile test edilmigtir.
2. 20. 2 B-Karbonik anhidrazlar

Heniiz hi¢bir B-CA yapist belirlenmemistir. Dogal ve mutant bezelye kloroplast CA’s1

capraz bag calismalari, enzimin belirlenen bir alt birimin oktamer yapisinda oldugunu kuvvetle
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savunur. X-ray absorpsiyon spektroskopisinden ve mutasyonlardan elde edilen kanit, 1spanak
enzimindeki ¢inko iyonunun o-CA’larin aksine Cys-His-Cys-H,O grubuyla koordine olmus

oldugunu ortaya koyar [38].
2. 20. 3 y-Karbonik anhidrazlar

Son arastirmalarda M. thermophila’dan elde edilen bir yap1 olarak y-CA’nin yapisi
ortaya konmustur. Bu trimetrik molekiil o-CA’lardan tamamen farkli katlanmalara sahip olup
ve bu bolge kalitsal bolgeyi vurgulamaktadir. Her bir linite, her doniis basina ii¢ kisa iplik¢ik

bulunan sol el B-heliks yapisinin yedi doniisii ile olmaktadir.

O Thr-199 Glu-117
‘i.| \(
K (‘) //\NH——
/C\\ 2 Zr|1/N =
N His-119

S S \
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His-96
Asn-244 (j

His-94 N
:

Y
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Gln-92

Sekil 2. 1. insan CA II’deki metal merkezin “dogrudan” ve “dolaylr” ligandlar1 gosteren

sematik goriiniimii.
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2. 21. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi;

Son 60 yildir yapilan caligmalarin neticesinde aydinlatilmaya calisilmistir. Buna gore
CA enzimi, metabolizma i¢in son derece dnemli olmasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda kararli
olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajl

ozelliklere sahiptir [16].

Karbonik anhidraz enziminin aktif bélgesindeki Zn (II) iyonunun reaksiyonlarin katalizi
icin biiyiikk 6nemi vardir. X-ray kristallografisi caligmalar1 metal iyonun, aktif bélimiin 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 su, Thr-199’un
hidroksil grubu ile hidrojen bag: ile baghdir. Bu Glu-106’nin karboksilat grubu ile koprii
halindedir. Bu baglantilar ¢inko bagli molekiiliin niikleofilisini artirir ve molekiil niikleofilik

atak icin uygun bir yerdeki CO,’e dogru hareket etmektedir [27].

Enzimin aktif formu; hidroksitin ¢inkoya bagli oldugu temel formdur. Bu giiclii
niikleofil, CO, molekiilii ile etkilesir. Bu da bikarbonat iyonunun olusmasini saglar. Bu
bikarbonat iyonu daha sonra su molekiilii ile yer degistirir ve ¢ozeltiye gecer. Bdylece Zn*
iyonuna su molekiilii baglamir. Bu da enzimin asit formuna yol agar. Katalitik olarak bu form
inaktiftir. Tekrar temel A formunu olusturmak icin aktif bolgeden cevresine proton transferi

olur [39].

N
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TH oH O
+ CO
/ Zni :2 |Zn2+
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HngG |_”s96 H|S119
D C

Sekil 2. 2 Karbonik anhidrazin katalizledigi CO,-hidrataz reaksiyonu mekanizmasinin

gosterilisi.
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Islem sematik olarak sdyle gosterilebilir:

EZn**-OH + CO, =——= EZn*’~HCOy =—= EZn*?-0OH, *+ HCOj 0

EZn*’>—OH,

+2 -+
EZn2—-OH + H )

Katalizdek hiz1 sinirlayan basamak ikinci reaksiyondur. CA II, CA 1V, CA V, CA VII
ve CA IX gibi katalitik olarak cok aktif olan izoenzimlerde, bu islem aktif bolgede yerlesmis
histidin (His-64) rezidiisii yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer islemi gerceklestirilir [40].

2. 22. Karbonik Anhidraz AKktivitesi;

Enzimin CO,’i hidratasyonu bikarbonatin dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi gibi

ozelliklerinden yararlamlarak belirlenir.

H, + CO, HCO,; + H'

H,CO;

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigii gibi, ortama gore CO, gaz1 c¢ikmakta veya
harcanmaktadir. Aymi zamanda H* konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Agiga ¢ikan
veya azalan CO, gazi, kantitatif olarak manometrik metodun reaksiyon pH’sinin degisken

olmasi, CO;’in suda smurlt ¢dziinmesi ve uzun zaman almasi gibi dezavantajlari vardir [41].

Ikinci olarak, ortamdaki H* konsantrasyonu; pH'nin yiikselmesi veya diismesi icin
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 indikatériiniin inhibisyon etkisi gibi olumsuz sonuglar1 da vardir. Bu
dezavantajlar1 en az diizeye indirmek icin sabit pH’da titrasyon veya 0,02-0,05 birimlik pH
diisiisiiniin indikatorlii ortamda, spektrofotometre ile dlciim yapildig hizli akis reaksiyonu gibi

metotlar aktivite tayininde kullanilmaktadir [41, 42].
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Enzimin saflagtirma basamaginda aktivite Olciimleri, genellikle biitiin arastirmacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde; CO, hidratasyonunda
pH’nin 8,2’den 6,3’e diismesi icin 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

siiresini yartya diisliren enzim miktar1 olarak tammlanmaktadir [42].

Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetatin hidrolizi ile agiga c¢ikan p-nitro fenol

miktarinin 348 nm’de spektrofotometrik dl¢ciimii ile tayin edilmektedir [42, 43].

2. 23. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri iki simifta incelenmektedir. Bunlardan birincisi
metallerle kompleks yapmis anyonlardir. Diger grup ise, ya proteinsiz ¢inko ligandi tarafindan
siibstitiie edilmesiyle enzimin Zn (II) iyonuna baglayan veya genellikle trigonal-bipramidal
yapida olan metal kordinasyon halkasina katilan inhibitorlerdir. Siilfonamidlerin, CA 1

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

Inorganik anyon ve katyonlar bir de organik inhibitorler olmak iizere iki simfta
incelenmektedir. Cogu tek degerli anyon CA enzimini inhibe eder. Fakat bu iyonlarin
konsantrasyonlar1 birka¢ mikromolar seviyesinde inhibisyon gosteren CN™ iyonu ve 1 M’lik
iyon konsantrasyonunda inhibisyon gosteren F~ iyonunda oldugu gibi biiyiik degisiklik gosterir

[44].

Inhibisyonun pH bagimliligina ve Co™’nin yer degistirdigi enzimin optik spektrum
tizerindeki etkilerine iliskin ¢alismalar, anyonik inhibitorlerin metal iyonuna baglandig1 ve

katalitik CO, hidrasyonunda 6nemli bir rolii olan OH™ iyonunun olusumunu 6nledigi sonucuna

varimistir.  Co™ ile ilgili spektrumlar bazi anyonlarin sadece ¢inko bagl ¢oziicii molekiilii
yerinden ederek tetrahedral koordinasyonu sagladigini, diger anyonlarinsa pentahedral

koordinasyon yapis1 olusturdugunu ileri stirmektedir [44].

Insan CA-II's1 iizerinde yapilan son kristalografik calismalar, anyonik inhibitorlerin
cesitli bag bicimlerine yeni bir 151k tutmustur. Aktif bolgenin 6nemli bir 6zelligi ¢cinkoya bagl
H,O veya OH™ iyonu igeren Glu-106 ve Thr-199 bulunduran indirekt liganddaki bir H
baglanma sistemidir. Glu-106 biiyiik olasilikla iyonlagmistir ve bu nedenle, hidrojen bagli Thr-
199 ile bir alic1 gorevi gormelidir. Sonug olarak, Thr-199’un hidroksil grubunun, metal bagl

¢oziicliyle baglanmasinda bir H atomu alicis1 oldugu kabul edilmelidir. Ayrica, ¢inkoya baglh
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H,O veya OH™, hidrofobik bir cepte bulunan bir baska su molekiilii ile bir hidrojen bagi
olusturur. Hidrojen, Thr-199’un peptit NH’ma baglanir. Bu hidrojen bag: etkilesimlerinin,

inhibitorlerin bag iizerinde belirleyici etkisi oldugunu gostermektedir [45].
Protonlanmig bir ligand atomuna sahip olan inhibitorler, tetrahedral koordinasyon
geometrisini bozmaksizin metale bagli ¢oziicii molekiiliin yerini alirlar ve Thr-199’un OH

grubu ile hidrojen bagini korurlar. HSO; ve HS™ iyonlar1 buna ornek olarak verilebilir.

HSO; iyonu derinde olan su molekiilii ile yer degistirirken bir oksijen atomu Thr-199’'un NH

gurubu ile hidrojen bag1 olusturur. Ucgiincii oksijen atomu 0,31 nm mesafeden cinkoya dogru

yonelir [46].

\H
AN Thr-199 \
Thr-199 H |
Y
/O_H Glu-106 O----H—0, //_
Glu-106 ¢y ! " /s o)
“H ; ¢
| o) O/
o) O/ N
/ \
A B

Sekil 2. 3 Insan CA-II ile inhibitorler arasindaki komplekslerin yapilarinin sematik
cizimleri.

(Hidrojen baglar1 ve tek liganddan metale bag, kesik cizgilerle gosterilmistir. Elektrik

yiikleri atilmigtir.)

A: Inhibe olmayan enzim B: Bisiilfiir

SO;2 gibi iki degerli anyonlar, CA’y1 inhibe etmez veya cok zayif inhibitorler gibi
hareket ederler [47]. Esasen, pH=6,0’da 2,4 M (NHy), SO4’1n varlifinda bile, insan CA-II
izoenziminin kristal yapisinda siilfat iyonunun baglandigina dair hi¢cbir kanit yoktur. Negatif

yiiklii iyon Glu-106’nin baglanmasini dnlemektedir [48].
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Yapilan calismalarda karbonik anhidraz enziminin en giiclii organik inhibitoriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla
iyonik yap1 kazanmalar1 en carpici 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1 asagidaki reaksiyonda

goriilmektedir.

R—SOZNHZ R—SOZNH_ + H+

Siilfonamidin bu 06zelligi karbonik anhidraz enzimi iizerindeki inhibisyon icin son

derece 6nemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarakta kullanilmaktadir [49, 50].

Siilfonamidler, siibstitiie olmamis bir —SO,NH, grubu veya bir —SO,NH(OH)
grubu iceren etkin inhibitorlerdir. Siilfonamid grubunun azot atomu aracilifiyla ilk olarak;

enzimin aktif bolgesindeki metal iyonuna anyonlar seklinde, (R—-SO,NH ™ veya

R—-SO,N-OH") iyonik olarak baglanirlar. Ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle

inhibitoriin enzime baglanmasi tamamlanmis olur.  Siilfonamidlerin, karbonik anhidraz

enzimine giiclii bir sekilde baglanmasi; bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur [51, 52].

Nitekim siibstitiie yada alkil siilfonamidlerin enzime baglanmasinda; yalmzca
hidrofobik etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve heteroaromatik yan grup tasiyanlara gore daha
zayif inhibitérlerdir. Inorganik anyonlar ise; yalnizca hidrofobik baglanmadan dolay1, CA igin

siilfonamidler kadar giiclii inhibitorler degillerdir [27].

E—Zn*?—O0OH, + 1 E—Zn*>—1 + H,0

Tetrahedral yap: (siibstitiisyon)

E-Zn™—OH, + 1 E-Zn"*—OH,(I)

Trigonal-bipiramidal yap1 (katilma)
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Zn (II) iyonuna koordine olmus siilfonamid bilesiginin N atomuyla, protonu ayrilmis Zn

(II) iyonunun bir tetrahedral yapida baglanmasi siilfanamidler i¢in ¢ok 6nemlidir (Sekil 2.4. A)

[40]. Anyonlar ise hem metal iyonunun tetrahedral geometresinde, hem de tiyosiyonat

orneginde goriildiigli gibi trigonal-bipiramidal yapida baglanabilirler.

S
O
[ Y
i N\
-HN | | N-
R oty
2+ 2+ /
- Zn\ Zn ~
Hng4 \ HiS11g Hng4/ \ HiS1g
Hnge Hng4
Terahedral yap1 Trigonal-bipiramidal yap1
(siilfonamid) (tiyosiyonat)
A B

Sekil 2. 4 Anyonik inhibitorler ve Siilfonamidler tarafindan CA enziminin inhibisyon

mekanizmasi

2. 24. Glokom Tedavisinde Kullanilan Siillffonamidler

2002 yilina kadar diinyada glokom hastas1 sayis1 yetmis milyona ulasmustir. Glokom,
cok sayida hastalig1 icine alan bir terimdir. Bununla birlikte acik halka glokom hastaligi,

simdiye kadar en yaygin hastalik tiirli olarak bilinmektedir.

GO0z hastaliklari icinde korliige en fazla glokom neden olur (% 15-20) [52]. ABD ‘de
korlerin % 10-11 bu hastaliktan dolayr gozlerini kaybetmislerdir [53]. Yine aym iilkede

beyazlarda en fazla korliik nedeni olan iigiincii hastalik olarak belirtilmisitr[53, 54].

Glokom hastaligi, yiiksek goz ici basinciyla (intro ocular pressura, IOP) ortaya cikarak,
doniistimsiiz korliige sebep olmaktadir. Hastaligin en belirgin risk faktorii géz i¢i basincinin
yiikselmesidir. Diger risk faktorleri miyopi, diabet, yetersiz kan dolasimi, yas, yiiksek goz
tansiyonu, sistemik hipertansiyon ve kalittm yolu ile aktarilmasi swralanabilir. Fakat goz ici

basinct 22 mm Hg’dan daha diisiik (yani normal) hastalarin % 20’sinde de glokom hastaliga
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rastlanmaktadir. Glokom’u en iyi tammlayanlar, gorme belgesi ile ilgili bastaki sinirleri

karakterize eden optik noropati uzmanlaridir.

GOz ici basincinin kontroliinde ¢ok 6nemli rolii olan karbonik anhidrazin inhibisyon
yolu ile glokomlu hastalarin gbz ici basinci diisiiriilmektedir. Karbonik anhidrazin giiclii

inhibitorleri olan siilfonamidleri (I) 1940 yilinda Mann ve Keilin sentezlemistir.

Glokom tedavisinde uzun zamandan beri 4 cesit sistemik bilesikler kullanilmaktadir.
Bu bilesikler asetozolamid (II), metazolamid (III), etokzolamid (IV) ve diklorfenamid (V)
bilesiklerdir [56, 57].

SOsNH»
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N
o g CH;CH,CH,OCH3
H ! S \N/

QU

NHCH,CHj
(VII)
Sekil 3. 1. Glokom tedavisinde kullanilan bilesiklerin sekilleri

Sistemik inhibitorler, yiikselen g6z i¢i basincini (IOP) diisiirrmekte kullanilir. Bu
inhibitorler, silyer epitel enzimlerini ( CA II ve CA IV) inhibe etmesiyle, HCO;™ oranminda bir
azalma saglar. Bu yiizden humor akdz salgilanmasinda % 25-30 azalma saglandigindan, bu
inhibitorler glokom hastaligi tedavisinde kullanilirlar. Fakat bu inhibisyon, gdozden daha ¢ok
diger dokulardaki CA enzimlerini etkilediginden, oldukga biiyiik yan etkilere sahip olmaktadir
[56, 57].

D) ve (V) bilesikleri; mide, akciger, bobrekler ve kandaki CA izoenzimlerini ( CA 1,
CAIL CA1V, CA Vve CA VI), gbzdeki CA izoenzimlerinden daha ¢ok inhibe etmektedir. Bu
da (IT) ve (IV) bilesiklerinin topikal olarak goze uygulanmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
Fakat (II) ve (V) bilesikleri gibi klinikte kullanilan ilaclarin higbiri, suda ¢oziintirlitk
problemlerinden dolay1 etkili konsantrasyonlar1 saglanmadigindan heniiz damla haline

getirilmemis ve agizdan alinmaktadir.

Yiiksek IOP'yi diisiiriirken, CA izoenzimlerinin inhibe olmamas: icin, goze lokal
uygulanabilecek ilaglara ihtiya¢ duyulmustur [57]. Bu sebepten dolay: ilk kez ila¢ olarak
kullanilmak iizere dorzolamid (VI) bilesigi sentezlenmis ve 1995'te kliniklerde kullanilmigtir
[58]. lkinci olarak da, yapi olarak dorzolamide benzeyen brinzolamid (VII) bilesigi
sentezlenmis ve 1999°da kliniklerde kullanilmaya baslanmistir. Boylece glokom tedavisi igin
kullanilan 4-7 aras1 sistemik ialaclarin arasina bu iki ilag da katilmistir. Bu iki ilag (VI) ve
(VII), daha onceden ila¢ olarak kullanilan bilesiklerle karsilagtirildiginda; daha az yan etkisi
olmakla birlikte, lokal olarak uygulanmasi sebebiyle gozde yalmzca istenilen CA izoenzimlerini

inhibe etmektedir.
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Son yillardaki ¢aligmalarda ise (VI) ve (VII) bilesiklerinin de; gbz yanmalari, tahris,

yara ¢alismasi ve doniisiimsiiz tiimor olusumlarina sebep olduklar1 bulunmustur [56, 59].

2. 25. Hastahklarin Tedavisinde ve Teshisinde CA Inhibitorlerinin Onemi

Bu calismada; karbonik anhidraz enziminin insan eritrositlerinden saflastiriimast ve
daha Once sentezlenen birlesiklerin; glokom tedavisinde rolii olan HCA-II" ve HCA 1I {izerinde
inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi amac¢lanmistir. Ayrica bu bilesiklerden
inhibisyon etkisi gosterenlerin % aktivite- [I] grafikleri yardimiyla Isy degerlerinin (%50
inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonu) bulunmasi ve inhibisyon gosterenlerin de

grafikler yardimiyla belirlenmesi amag¢lanmustir. Sentezlenen bilesiklerin formiilleri sdyledir:



Ph & /4 >\SOZNH2

1)

Etil 2-(2-(3-(4-benzoil-5-fenil-3-(5-siilfamoil-1,3,4-tiyadiazol-2-il
iDfenil)hidrazono)-3-okso-3-fenilpropanoat
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karbamoil)-1H-pirazol-1-

tert-butil 2-(2-(3-(4-benzoil-5-fenil-3-(5-siilfamoil-1,3,4-tiyadiazol-2-il karbamoil)-1H-pirazol-

1-iDfenil)hidrazono)-3-oksobutanoat
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4-Benzoil-1-(3-iyodo-fenil)-5-fenil-N-(5-stilfamoil-1,3,4-tiyadiazol-2-il)-1H-pirazol-3-

karboksamid

Sekil 3. 2. CA I ve CA II’nin inhibisyonunda kullanilan bilesiklerin sekilleri
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cahsmalarmmzda kullandlan 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 gaz1 piyasadan saglanmustir.

3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalamlmistir. 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

Perilstaltik pompa: Ismater MS-4/8 Reglo digital 4 kanalli 8 tekerli
Karstirici: Vortex-Genie, Heidolp

Hassas terazi: Ohaus — Adventurer

Kronometre: Hanhard, Electronische Digital-Stoppuhr Germany
Otomatik Pipetler: Biohit Proline

Magnetik karistirici: Heidolp MR 3001

Calkalayici: GFL
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3. 3 Biyokimyasal Calismalarda Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal calismalarda kullamlan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlams sekilleri

asagida belirtilmistir.
1. 0,05 M Tris-S04, pH=7.4 (Esteraz aktivitesi ol¢timii ve diyalizde kullanilan tampon):

6,055 g (0,05 mol) Tris, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N H,S0, ile pH=7,4'e kadar titre

edildi. Daha sonra toplam hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.

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

kullanilan tampon):

16,8 g (0,02 mol) NaHCO3;, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH=8,8'e titre

edildikten sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandh.
3. 0,0025 M Veronal tamponu;

5,15 g sodyum barbitalin 900 mL suda ¢66ziiliip, pH=8,2'ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan

sonra destile su ile 1 litreye tamamland.

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

tampon):

3,0275 g (25 mmol) Tris ve 14,2 g (0,1 mol) Na,SO4, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N
HCl ile pH=8,7'ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

5. 25 mM Tris — HCI / 22 mM Na,SO,, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite

jelinin yikanmasinda kullanilan tampon):

3,0275 g (25 mmol) Tris ve 3,124 g ( 22 mmol) Na,SO,, 950 mL destile suda ¢oziiliip, 1
N HCl ile pH= 8,7'ye getirildikten sonra hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.

6. 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 ¢ozelti):

9,187 g (0,075 mol) NaClO,4 ve 2,09 g (0,15 mol) NaCH;COO.H,0, 120 mL destile su ile
coziildii. 1 N HCl ile pH's1 5,6'ya getirildikten sonra, hacim destile su ile 150 mL'ye tamamlandi.

7. SDS-Elektroforezinde kullanilan numune tamponu:

0,65 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8) 3 mL %]1'lik SDS ve 1 mL %100'liik gliserin, 1 mL

%0,1'lik brom timol mavisi karstirllarak, son hacmin saf su ile 10 mlL'ye tamamlanmasi ile
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hazirlandi. Bu tampona kullanmadan hemen 6nce, 950 pLL numune tamponunda 50 pL olacak sekilde

B-merkapto etanol ilave edildi.
8. SDS- Elektroforezinde kullamlan yiiriitme tamponu:

1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL suda ¢oziildii. Daha sonra bunun tizerine 5 mL %1'lik SDS
ilave edilerek toplam hacim saf su ile 500 mL'ye tamamlandi.

9. CO; ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti):
0 °C'de yarim saat siireyle saf suyun icerisinden CO, gaz1 gecirilerek hazirlandi.

10. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan

cozelti):

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95'lik etanolde ¢oziildii. Bu cozeltiye
%95'lik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.

11. Boyama ¢ozeltisi (jelin boyanmasi i¢in kullamlan ¢ozelti):

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

12. Yikama ¢ozeltisi (jelin yikanmast i¢in kullamlan ¢ozelti):

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

14. Inhibitor stok gozeltileri:

CA inhibitorii olarak yeni sentezlenen 1, 2, 3 bilesiklerinin % 1'lik ¢zeltilerini hazirlamak igin;
her bir bilesikten S'er mg alinip 1 mL dimetil stilfoksitte (DMS) ¢oziildiikten sonra, hacimleri S'er
mL'ye tamamland.

15. % 0,04'liik brom timol mavisi ¢ozeltisi:

0,1 g indikatoriin 16 mL 0,01 N NaOH icerisinde ¢oziildiikten sonra, hacminin saf su ile
250 mL'ye tamamlanmasiyla hazirlandi.
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3. 4 Yontemler
3. 4. 1 Protein tayini

3. 4. 1. 1 Kalitatif protein tayini

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

absorbanslar1 spektrofotometrede koére (ilgili tampon ¢ozeltiye) karst okundu.

3. 4. 1. 2 Coomassie blue vontemi ile protein tayini

Bu yontemle, afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltisinde ve hemolizatta protein
tayini yapildi. Bu yontem, 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 hizhi gelisir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg
arasindadir [60].

Tayin islemlerinde; 1 mL'sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin
cozeltisinden 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 coomassie reaktif1 tiiplere ilave edildi ve vorteks ile karistirildi. 10
dakika sonra 595 nm’de 3 mL'lik kiivetlerde kore karst absorbans degerleri okundu. Kor olarak
0,1 mL aym tampon ve 5 mL Coomassie reaktifinden olusan karigim kullanildi.  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 agia ¢ikan H* sebebiyle pH'nin 8,2'den 6,3'e diismesi i¢in gegen siire, pH-stat metodu
kullanilarak bulundu. Tampon olarak da, pH's1 10 olan karbonat tamponundan (0,15 M Na,COs;+ 0,1
M NaHCQO:s) yararlanildi [61, 62]. Enzim birimi ise; enzimsiz CO, hidratasyon siiresi (#)) ile enzimli

reaksiyon siiresi (7.) arasindaki farkin, ¢, 'ye boliinmesi ile belirlendi.

Deneyde reaksiyon tiipiine 6nce 1 mL veronal tamponu, 0,6 mL su, 0,1 mL enzim ve 2,5
mL doygun CO, cozeltileri konuldu. pH’metreden pH’1n 6,3 civarina diismesi i¢in gecen siire
kronometre ile belirlendi (7). Aym islemler her numunenin ¢alisilmasindan once, enzim ¢ozeltisi

yerine saf su konularak yapildi (z,). Inhibitérlii cahismalarda ise; suyun hacmi, kullanilan inhibitor
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hacmi, kadar azaltilarak yerine inhibitor eklendi. Boylece aktivite 6l¢iim ortaminin hacmi sabit
tutulmus oldu (4,2 mL). Bu yonteme gore CA aktivitesi icin bir enzim {initesi (EU), enzimsiz
olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini, yariya indiren enzim miktar1 olarak

tantmlanmaktadir.
Yani; EU = (tp-t /1,
formiiliine gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi igin, enzim iinitesi hesaplanmustir.

3. 4. 2. 2 Esteraz aktivitesi tayini

Inhibitérlerin CA enzimi iizerindeki etkisini arastirmak igin bu yoéntem kullanildi. Bu yontem,
karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina 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.

Q CA
OZN—©—0—0—0H3 + H,0 =—— OZNOOH + CH3COOH

348 nm'de p-nitro fenol ve p-nitro fenolatn her ikisi de aymi absorbansi

gostermektedir.  Bu yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrisip ayrismamasi olgiimii
etkilememektedir [17, 63]. Bu dalga bovundaki p-nitro fenil asetatin da ¢ok az absorbsiyonu
oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir. Tayin iglemlerinde 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
kismu ve p-nitro fenil asetatin absorbsiyonu icin diizeltme yapildi. Inhibitorlii calismalarda ise suyun

hacmi azaltilarak, yerine o miktarda inhibitor eklenerek aktivite tayinleri yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitro fenil asetat substrat ¢cozeltisi, 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’Iik olup, daha derisigini hazirlamak esterin sinirli ¢oziiniirliigii sebebiyle
miimkiin degildir. Aseton ise diger organik coziiciilere oranla hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden
coziicii oldugu icin secildi [62]. Enzim ¢ozeltisinin tamponlanmasi 0,05 M Tris-S04 (pH=7,4) ¢tzeltisiyle
yapild: [64].
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3. 4. 3 insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimlerinin saflastiriimasi

3. 4. 3. 1 Sepharose - 4B matriksi iizerinde afinite jelinin hazirlanisi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi lizerinde hazirlandi. Sepharose-4B'nin CNBr ile
aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid diazolanarak,
tirozine kenetlendi. Burada tirozin; afinite jelinin uzanti1 kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik
baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamid karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup,
afinite jelinin yapisina girerek soz konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasinda basariyla

kullamlmaktadir [64].

3. 4. 3. 2. 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 icerisinde karistirilmakta olan jel siispansiyonuna, 4 g toz haline
getirilmis CNBr eklendi. pH-metre kullamlarak siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH ile 11°e ¢ikarildi ve
reaksiyon boyunca bu pH degismeyinceye kadar devam edildi. Karisim buchner hunisine
aktarilarak siiziildii. Daha sonra pH'st 10 olan 250 mL 0,2 M NaHCO; tamponu ile yikandi ve bir
behere alindi. Aynmi tamponun 20 mL'sinde, 80 mg tirozin ¢6ziildii ve behere ilave edilerek karistirildi.
Bundan sonra siispansiyon 4°C'de 2 saat siireyle karistirildi ve 16 saat bu sicaklikta bekletildi. Bu
stirenin sonunda jel yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol suyla yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin, tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi 100 mL 0,2 M
NaHCO; tamponu ile (pH=8,8) tekrarland1 ve tirozin takili jel, aym tamponun 40 mL'si igerisine
alindi [65-67].

3. 4. 3. 3. Siilfanilamid kenetlendirilmesi

25 mg-siilfanilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCl i¢inde ¢oziildii. 75 mg NaNO; ihtiva
eden 0 °C'deki 5 mL c¢ozelti, siilfanilamid ¢ozeltisine 10 dakikada damla damla katildi. Diazolanmug
bulunan siilfanilamid, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna eklendi. pH, 1 M NaOH ile
9,5’e cikarilarak sabit tutuldu. 3 saat siireyle oda sicakliginda yavas yavas karistirildi. Daha sonra 1
L saf su ve 200 mL 0,05 M tris-SO4 (pH=7,4) tamponuyla yikand: ve ayni tampon icerisinde
muhafaza edildi [68, 69]. Reaksiyonun acik formiilleri asagida gosterilmistir:
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OH OGN
20 °C, pH= 11
+  BICN
-HBr
HO HO
Sepharese-4B Aktiflesmis Matriks
—~A
O—C=——=N
H Ho
H2N_—(|2—C OH
HO COCH
4°c,
pH= 10
NS NH
| @ —”———NH
o—cC NH, o—cC |
HC——COOH HE——COOH
A CHy
HO CH, HO
OH OH
Sepharose-4B-L-Tirozin
A
SOLNH, SO,NH,
NaNO, + HCI
0°c
NH, N,Cl
B
NH
pH=9.5
A + B O—C——NH
HC——COOH
HO CH,

N=——N SO,NH,
OH

Afinite jelinin son durumu

Sekil 4. 1 Afinite jelinin hazirlanmasi
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3. 4. 3. 4 SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzimlerin safliginin kontrolii

Enzimlerin saflastirilmasindan sonra %3-10 kesikli, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli tarafindan aciklandigi gibi yapilarak saflastirilan enzimlerin

saflik derecesi kontrol edildi.

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 once su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalar1
birlestiren aralik koyuculara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. 1ki cam plaka birbiri iizerine
yerlestirildi ve kiskaclarla tutturularak jel hazirlama cihazina konuldu. Cam plakalarin alti,
kaynama sicakligina getirilerek ¢oziinmiis daha sonra 40-50 °C'ye sogutulmus agar dokiilerek
kapatildi. Ayrma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektér yardimyla ilave edildi. Hava
almamasina dikkat edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmas: i¢cin %1'lik SDS ile ince bir tabaka
olusturuldu. Katilasincaya kadar yaklasik yarim saat bekletildi. Daha sonra yigma jeli, iist diizeye
kadar ilave edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildi. Taragn iizerine nemli siizge¢ kagidi
konularak bir gece bekletildi. Ertesi giin tarak dikkatlice cikarilarak, plakalar elektroforez
tankina yerlestirildi. Olusan kuyular isaretlenerek; jelin istii once saf su, daha sonra yiiriitme

tamponu ile yikandi. Elektroforez tankimin alt ve iist kismina yliriitme tamponu konuldu.

Numuneler kuyularm her birinde 20 ug protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100
uL olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su banyosunda inkiibe
edildi. Numuneler sogutularak, jeldeki kuyulara bir enjektorle tatbik edildi. Tank kapag kapatilarak
alt taraftan (+) kablo (anot), iistten (-) kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat bekletildi.
Daha sonra 150 volta ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam
plakalar arasindaki jel sabitlestirme ¢ozeltisinde (%350 izoproponal + %10 TCA + %40 saf su) 30-40
dakika bekletildi. Daha sonra fikse ¢ozeltisinden cikartilan jel, 6zel kabina konularak boyama cozeltisi
tistlinii oOrtiinceye kadar eklendi. 1,5-2 saat kadar calkalayic iizerinde birakildi. Daha sonra boyama
cozeltisinden cikarilarak, yikama cozeltisine alindi.  Belirli zaman periyotlarinda degistirilme
suretiyle jelin zemin rengi acild1 ve protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti icinde
calkalandi. Mavi renge boyanan renksizlestirme c¢ozeltisi, aktif karbon lizerinden gecirilerek tekrar

kullanildi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.

Ayirma jeli sOyle hazirlandi: 15 mL 1 M Tris-HCI (pH=8,8), 10,66 mL %30'Tuk akril
amid- %0,8'lik bisakrilamid, 0,61 mL %1'lik-SDS, 0,4 mL %5'lik TEMED (N,N,N’,N’- tetrametil
etilen diamin) ve 11,94 mL su karistirildi. Bu karigimin {izerine en son olarak 0.8 mL %1,5'lik
amonyum persiilfat [(NHsS,Og (PER)] ilave edildi. Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen

once taze olarak hazirlandi.
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Yigma jeli hazirlamasi sirasinda; 1 M'lik Tris-HCI pH=6,8'den 1,24 mL %30'luk akril amid-
90,81k bisakrilamid'den 1 mL, %1'lik SDS'den 0,1 mL, %5’lik TEMED'den 0,1 mL ve saf sudan
7,36 mL ahnarak karistirildi. Son olarak yine taze hazirlanmus, %1,5'lik PER'den 0,2 mL ilave
edildi.

3. 5. Sentezlenen Bilesiklerin CA I Ve CA II Enzimleri Uzerindeki inhibisyon

Etkilerinin incelenmesi

3. 5. 1. Sentezlenen bilesiklerin eritrosit CA I Ve CA II enzimlerinin hidrataz

aktiviteleri iizerinde inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrositlerinde elde edilen CA I ve CA II enzimlerinin hidrataz aktiviteleri tizerinde
yeni sentezlenen 1, 2, 3 no'lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastalig: tedavisi igin klinikte
lokal olarak kullanilan miktar olan % 1'lik ¢6zeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek
suretiyle arastirildi. Bunun i¢in insan kanindan elde edilen CA 1 ve CA II enzimleri icin bes farkli
uygun inhibit6r konsantrasyonunda hidrataz aktivite dlciimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin
% aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek, I, degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri,

aktivite 6lciim ortamu i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 4,2 mL).

3. 5. 2. Sentezlenen bilesiklerin CA I Ve CA II enzimlerinin esteraz aktivitesi

iizerinde inhibisyon etkisinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrositlerinde saflagtirilan CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri iizerinde
yeni sentezlenen 1, 2, 3 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastaligi tedavisi i¢in klinikte
lokal olarak kullanilan miktar olan % 1'lik-¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edildigi
deneylerde bes farkli inhibitor konsantrasyonu igin esteraz aktivite dlciimii yapildi. Her bir bilesik icin
% Aktivite-[I] grafikleri cizilerek. Isy degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri,

aktivite dl¢iim ortamu igin hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 3 mL).

Biitiin esteraz aktivitesi deneylerinde kullanilan ana substrat ¢ozeltisi 3 mM, aktivite dl¢lim
ortaminin toplam hacmi 3 mL oldugundan ve 1 mL substrat ¢ozeltisi kullamldigindan; ortamdaki
substrat konsantrasyonu 1 mM'dir. Aktivite birimi $0yle hesaplandi: 348 nm'de p-nitrofenol ve p-
nitrofenolat iyonunun molar absorbsiyon sabiti (g) 5.4x10° M" cm’dir. p-Nitrofenil asetatm ise
0,4x10° M cm™ oldugundan; 348 nm'de 6l¢iilen absorbans degerinin 5'e boliimii ile ortamdaki p-

nitrofenol (p-nitrofenolat) iyon konsantrasyonunu mM cinsinden verir [50].
p-Nitrofenol konsantrasyonu = A (O. D)/5 x 10°M

p-Nitrofenol konsantrasyonu = A (O. D)/5 mM
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Bulunan bu deger 3 dakika i¢in olduguna gore; 1 dakikada olugan p-nitrofenol miktarmi
bulmak i¢in 3'e boliiniir. Toplam hacim 3 mL oldugundan
A(OD)/5

p-Nitrofenol miktar = ———  x 3 = A(OD)/5 (umol/dakika)
3

bulunur.

3. 5. 3. Sentezlenen bilesiklerin CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri

iizerinde inhibisyon etkilerinin K; sabitleriyle bulunmasi

K degerlerini bulmak icin; insan eritrositlerinden afinite kromotografisi yontemi kullailarak
saflagtirilan CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri {izerinde yeni sentezlenen 1, 2, 3 no’lu
bilesiklerin inhibisyon etkileri; enzim iizerine tatbik edildigi deneylerde, inhibitorlii ve inhibitorsiiz
olarak bes farkh substrat konsantrasyonu icin esteraz aktivite dlciimleri yapildi. Esteraz aktivitesi icin
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 cevrildi. Aym zamanda bes farkli substrat-konsantrasyonlar1 /S], grafikte kullanmak
icin 1/[S] degerlerine doniistiiriildii. Bu-degerlerden faydalamlarak her bir inhibitdriin CA I ve CA 11
enzimleri icin ayr1 ayr1 Lineweaver Burk grafikleri c¢izildi. Bu grafiklerden elde edilen
denklemlerden, Ky ve V.x degerleri bulundu. Bu degerler yarigsmasiz inhibitorler i¢in kullanilan

esitlikte yerine konularak K; degerleri hesaplandi.

Vmax

1+[1]/K

max =
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4. 1 CA Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirilmasi1 Sonuclari

Jelin kolona yerlestirilmesi, tamponla dengelenmesi sonra insan kanindan elde edilen
hemolizat kati trisle pH’s1 8,7’ ye getirildi. Hemolizat kolona direk olarak tatbik edildi. Tatbik etme
islemi bittikten sonra kolon yikama tamponundan gecirildi. Yikama iglemi kamn rengi gidinceye ve
kore (yikama tamponuna) karst 280 nm’de 0,08 A veya 0,05 A degerine kadar devam etti. Bu degere
ulagildiginda CA 1 i¢in hazirlanan tampon (pH=6,3) ile eliie edildi. Eliiatlar 5 mL'lik fraksiyonlar
halinde toplanarak, her tiipteki numune icin 280 nm’de kalitatif protein tayini yapildi. Eliisyon
degerlerinin absorbansi belli bir yiikselme ve diisme gerceklestikten sonra kesildi. Absorbans gosteren

tiiplerde CO,-hidrataz aktivitesine bakild1 (sekil 5.1) .

Absorbans(280nm)

Tip Sayisi

Sekil 5. 1 Insan eritrositlerinden elde edilen CA I enziminin eliisyonunda; (+) 280 nm'de elde

edilen absorbans degerleri

Insan eritrositlerinden saflastirilan CA 1 ve CA II enzimleri igin coomassie blue yontemiyle
protein tayini ve hidrataz aktivitesi tayini yapildi. Enzimlerin aktivite olciimii 1 mM substrat
konsantrasyonunda ve 100 uL enzim ¢6zeltisi ile yapilmustir. Protein tayinleri ise, 100 uL enzim
cozeltisi i¢in Olgiilmiistiir. Hemolizatlarda ise aktivite ve protein miktar1 Ol¢iimiinde; her bir

hemolizattan 1 mL alinip, 10 mL'ye seyreltilmis ve bundan 100 pL alinarak dl¢timler yapilmustir.

Insan kanindan hazirlanan hemolizat igin protein miktar1 95 mg/mL ve hidrataz aktivitesi

1437 EU/mL bulundu ve buradan spesifik aktivite,

(SA)=1437/95=15,12 olarak bulundu.
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Saflastirilan CA I ve CA 1II icin Comassie blue yontemi kullanilarak protein miktar: ve
hidratz aktiviteleri hesaplandk..

HCA T icin protein miktar1 0,37 mg/ml hidrataz aktivitesi 60
HCA II i¢in protein miktar1 0,13 mg/ml  hidrataz aktivitesi =~ 41,2

Saf enzimlerin aktivite 6l¢timiinde 200 kat seyreltme yapildigindan aktivitesi CA I igin 12000
EU/mL, CA Il i¢in 8240 EU/mL olarak bulundu.

Buna gore;

HCA T icin spesifik aktivite (SA) = 12000/0,37 = 32432

HCA I i¢in spesifik aktivite (SA) = 8240/0,13 = 54933

Bu degerlere gore, hemolizatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucu;
CAT 32432/15,12 = 2145 kat saflagtirilmis oldu.

CA I 54933/15,12 = 4192 kat saflastirilmus oldu.

Kantitatif protein tayini Bradford yontemi ile yapildi. Bu yontem i¢in dnce standart bir egri
hazirlandi. Hemolizatta ve saflagtirilan enzim ¢ozeltilerindeki protein miktarlar1 bu egriye gore
belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerlerinden
faydalanarak, ol¢iilen absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein miktarlari bulundu (sekil 5. 2).

1,6 -

1,2

0,8

04

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100
ng protein

Sekil 5. 2. Coomassie-Blue yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan standart grafik.
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4. 2 insan Eritrositlerinden Elde Edilen CA I ve CA II Enzimlerinin SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclari

Afinite kolonundan saflastirilan karbonik anhidraz enziminin safligin1 kontrol etmek
amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in 3. 4. 3. 2’de anlatildig1 gibi
hazirlanan kesikli SDS-poliakrilamid jel elektroforezine, insan kanindan saflastirilan enzim tatbik

edildi. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi (sekil 4. 3).

Sekil 5. 3 Afinite kromotografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz enzimlerini
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi fotografi (1.kanal: HCA-I, 2.kanal: BCA, 3.kanal: HCA-II)

4. 3 Sentezlenen Bilesiklerin insan Eritrosit CA Enzimleri Uzerinde inhibisyon

Etkilerinin in vitro Olarak incelenmesi

4. 3. 1 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA enziminin hidrataz aktiviteleri

iizerinde inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA I ve CA II enzimlerinin hidrataz aktiviteleri iizerinde yeni sentezlenen
1, 2, 3 no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi icin klinikte lokal olarak
kullanilan miktar olan %1’lik c¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek suretiyle
aragtirildi. Bunun i¢in insan kanindan elde edilen CA I ve CA II enzimleri i¢in bes farkli uygun
inhibitor konsantrasyonunda hidrataz aktivite 6lgiimii 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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Cizelge 1. 1 CA I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine 1 bilesiginin in vitro inhibisyon etkilerini

incelemek iizere yapilan iglemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Veronal | Brom | Enzim | Inhibitor | Destile | Doygun % (1
No Tamponu | Timol su CO,
Mavisi Cozeltisi
(mL) (uL) | (uL) (nL) (u) (mL) | Aktivite | (uM)
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 10 490 2,5 77,12 | 0,02546
1 1 100 100 20 480 2,5 53,846 | 0,05092
1 100 100 40 460 2,5 23,07 |0,10185
1 100 100 80 420 2,5 3,84 0,20371
1 100 100 90 410 2,5 1,50 0,22918
100
80 -
2
_E 60
=
& 40
20 -
0 \ \ \ \
0 0,05 0,1 0,15 0,2
(1] uM

Sekil 5. 4. CA I enziminin hidrataz aktivitesi {izerine (1) bilesiginin etkisi




43

Cizelge 1. 2 CA I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine 2 bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Veronal | Brom | Enzim | Inhibitor | Destile | Doygun % (1]
No Tamponu | Timol su CO,
Mavisi Cozeltisi
(mL) (ML) | (uL) (uL) (nD (mL) | Aktivite | (uM)
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 5 495 25 85,4651 | 0,01667
2 1 100 100 15 470 2,5 65,1162 | 0,0501

1 100 100 50 450 2,5 16,2790 | 0,1667
1 100 100 75 430 2,5 5,1407 | 0,2501
1 100 100 100 400 2,5 1,8087 | 0,3334
100 4

80 -

2

Z 60 -

ke

<

S 40-

20
0 T T T
0 0,1 0,2 0,3

1] uM

Sekil 5. 5. CA 1 enziminin hidrataz aktivitesi tizerine (2) bilesiginin etkisi
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Cizelge 1. 3 CA I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine 3 bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitér | Veronal | Brom | Enzim | inhibitor | Destile | Doygun % (1]
No Tamponu | Timol su CO,
Mavisi Cozeltisi
(mL) (uL) | (uL) (UL) (ul) (mL) | Aktivite | pM
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 5 495 2,5 85,4651 | 0,01667
2 1 100 100 15 470 2,5 65,1162 | 0,0500
1 100 100 50 450 2,5 16,2790 | 0,1667
1 100 100 75 430 2,5 5,1407 | 0,2501
1 100 100 100 400 2,5 1,8088 | 0,3335
100 +
80 -
2
g 60 -
® 40 |
20
O T T 1
0 1 2 3
1] pM

Sekil 5. 6. CA I enziminin hidrataz aktivitesi {izerine (3) bilesiginin etkisi
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Cizelge 1. 4 CA II enziminin hidrataz aktivitesi {izerine 1 bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Veronal | Brom | Enzim | Inhibitor | Destile | Doygun % (1
No Tamponu | Timol su CO,
Mavisi Cozeltisi
(mL) (ML) | (uL) (ML) (1D (mL) | Aktivite | (uM)
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 5 495 2,5 85,4651 | 0,01667
2 1 100 100 15 470 2,5 65,1162 | 0,0500
1 100 100 50 450 2,5 16,2790 | 0,1667
1 100 100 75 430 2,5 5,1407 | 0,2501
1 100 100 100 400 25 1,8087 | 0,3334
100 4
80 1
2
Z 60
2
<
S 40
20 1
0 T T T - ‘x‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2
(1] pM

Sekil 5. 7. CA 1I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine (1) bilesiginin etkisi
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Cizelge 1. 5 CA II enziminin hidrataz aktivitesi {izerine 2 bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Veronal | Brom | Enzim | Inhibitor | Destile | Doygun % (1
No Tamponu | Timol su CO,
Mavisi Cozeltisi
(mL) (ML) | (uL) (uL) (M) (mL) Aktivite M
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 5 495 2,5 85,4651 0,0166
2 1 100 100 15 470 2,5 65,1162 0,0501
1 100 100 50 450 2,5 16,2790 0,1667
1 100 100 75 430 2,5 5,1407 0,2501
1 100 100 100 400 2,5 1,8087 0,3335
100 4
80 -
g
g 60 -
® 40 -
20 -
0 T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6
[1] pM

Sekil 5. 8. CA 11 enziminin hidrataz aktivitesi iizerine (2) bilesiginin etkisi
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Cizelge 1. 6 CA II enziminin hidrataz aktivitesi iizerine 3 bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitér | Veronal | Brom | Enzim | inhibitor | Destile | Doygun % (1]
No Tamponu | Timol su CO,
Mavisi Cozeltisi
(mL) (uL) (uL) (uL) (ul) (mL) AKktivite (uM)
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 5 495 2,5 85,4651 0,0167
2 1 100 | 100 15 470 2,5 65,1162 0,0500
1 100 100 50 450 2,5 16,2790 0,1667
1 100 100 75 430 2,5 5,1407 0,2501
1 100 100 100 400 2,5 1,8088 0,3335
100 4
&
80 -
8 g
g 60 -
¥ 0
20 -
O T T T T T
0 0.5 1 [1] uVB 2 25

Sekil 5. 9. CA 1I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine (3) bilesiginin etkisi
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4. 3. 2 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA I ve CA II enzimlerinin esteraz

aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisinin In Vitro olarak incelenmesi

CA I ve CA II'nin esteraz aktivitesi lizerinde 1, 2, 3 bilesiklerinin inhibisyon etkileri;
glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullamilan miktar olan % I’lik c¢ozeltileri
hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmistir. Bu amacla insan kanindan elde edilen CA I ve CA
IT enzimleri icin bes farkli inhibitér konsantrasyonunda esteraz aktivite ol¢iimil yapilmistir. Her
bir bilesik icin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek, Isy degerleri hesaplanmistir. Bu tablo ve

grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite dl¢iim ortamu i¢in hesaplanan degerlerdir.
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Cizelge 1. 7 CA I enziminin esteraz aktivitesi iizerine 1 bilesiklerinin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Substrat | SO4 | Enzim | Inhibitor | Destile % (1]
No Tris- su
Tampon
(mL) (mL) | (mL) (uL) (uL) Aktivite (M)
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 10 590 82,09 0,0356
! 1 1,3 0,1 15 585 72 0,0535
1 1,3 0,1 20 580 61 0,0713
1 1,3 0,1 25 575 51 0,0891
1 1,3 0,1 35 465 31,63 0,1248
100 ¢
80 -
g
g 60 -
IS
40 1
20 T T T
(0] 0,04 0,08 0,12
1] pM

Sekil 5. 10. CA I enziminin esteraz aktivitesi tizerine (1) bilesiginin etkisi
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Cizelge 1. 8 CA I enziminin esteraz aktivitesi iizerine 2 bilesiklerinin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Substrat | SOs | Enzim | Inhibitor | Destile % (1]
No Tris- su
Tampon
(mL) (mL) (mL) (uL) (uL) | Aktivite | (uM)
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 100 500 0,05 0,35.10°
5 1 1,3 0,1 150 550 0,07 1,45.10°
1 1,3 0,1 200 300 0,09 3,48.10°
1 1,3 0,1 250 250 012 | 58.107
1 1,3 0,1 300 200 0,14 8,12.10°
100 ¢
80 - 2
2
E o0
- .
& R d
40 |
20 |
0 : :
0 0,06 0,12
(1] pM

Sekil 5. 11. CA I enziminin esteraz aktivitesi {izerine (2) bilesiginin etkisi



Cizelge 1. 9 CA I enziminin esteraz aktivitesi iizerine 3 bilesiklerinin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar
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inhibitor | Substrat | SO4 | Enzim | Inhibitor | Destile % (1]
No Tris- su
Tampon
(mL) (mL) (mL) (uL) (uL) | Aktivite (uM)
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 5 595 70,57 1,2664
3 1 1,3 0,1 10 590 63,59 2,5329
1 1,3 0,1 20 580 40,39 5,0658
1 1,3 0,1 25 525 29,43 6,3323
1 1,3 0,1 30 570 14,96 7,5988
100 ¢
80 -
2
g 60 1
53
40 |
20 A
(0] T T Y
0 4 6 8
(1] pM

Sekil 5. 12. CA I enziminin esteraz aktivitesi tizerine (3) bilesiginin etkisi



Cizelge 1. 10 CA II enziminin esteraz aktivitesi iizerine 1 bilesiklerinin in vitro

inhibisyon etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuclar

inhibitor | Substrat | SO; | Enzim | Inhibitor | Destile % [1]
No Tris- su
Tampon
(mL) (mL) (mL) (uL) (uL) | Aktivite | (uM)
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 5 595 74,16 0,0178
1 1,3 0,1 10 590 57,5 0,0356
1 1,3 0,1 15 585 48,33 0,0535
1 1,3 0,1 25 575 25 0,0891
1 1,3 0,1 35 565 11,67 0,1248
100 4
80 1
2
F o0
:
40 1
20 |
0 ‘ :
0 0,05 0,1
1] pM

Sekil 5. 13. CA II enziminin esteraz aktivitesi iizerine (1) bilesiginin etkisi
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Cizelge 1. 11 CA II enziminin esteraz aktivitesi iizerine 2 bilesiklerinin in vitro

inhibisyon etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuclar

inhibitor | Substrat | SOs | Enzim | Inhibitor | Destile % (1]
No Tris- su
Tampon
(mL) (mL) (mL) (uL) (uL) | Aktivite | (uM)
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 10 590 87,58 0,0467
> 1 1,3 0,1 15 585 75,86 0,0701
1 1,3 0,1 20 580 49,09 0,0934
1 1,3 0,1 25 575 44,83 0,1168
1 1,3 0,1 35 465 28,54 0,1634
100 ¢
80 |
&
3 oo
:
40 |
20 |
0 ; |
0 0,06 0,12
(1] uM

Sekil 5.14. CA II enziminin esteraz aktivitesi tizerine (2) bilesiginin etkisi
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Cizelge 1. 12 CA II enziminin esteraz aktivitesi iizerine 3 bilesiklerinin in vitro

inhibisyon etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuclar

inhibitor | Substrat | SO4 | Enzim | Inhibitor | Destile % (1]
No Tris- su
Tampon
(mL) (mL) (mL) (uL) (uL) Aktivite (M)
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 5 595 79,54 0,1266
3 1 1,3 0,1 10 590 60,97 0,2533
1 1,3 0,1 20 580 32,52 0,5066
1 L3 0,1 25 575 26,02 0,6333
1 1,3 0,1 30 470 15,45 0,7599
100 ¢
80 +
§ 60 +
53
40 -
20 +
] T T T .
0 0,2 0,4 0,6 0,8
1] pM

Sekil 5. 15. CA 1I enziminin esteraz aktivitesi iizerine (3) bilesiginin etkisi
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Sentezlenen bilesiklerin eritrosit CA I ve CA II enzimlerinin CO, hidrataz aktiviteleri
lizerinde inhibisyon etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan calismalarda elde edilen
sonuclardan Sekil 5. 4, 5. 5, 5. 6, 5.7, 5.8, 5.9 ’teki grafiklerden hesaplanan I5, degerleri toplu

olarak cizelge 1. 13 verilmistir.

Cizelge 1. 13 Sentezlenen bilesiklerin CA I ve CA II enzimlerinin in vitro CO,-hidrataz

aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi sonuglar1

Iso (uM)
Inhibitor CAIl CA Il
1 0,080 0,056
2 0,082 0,053
3 0,800 0,480

Sentezlenen bilesiklerin eritrosit CA 1 ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri
lizerinde inhibisyon etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan calismalarda elde edilen
sonuclardan Sekil 5. 10, 5. 11, 5. 12, 5. 13, 5. 14, 5. 15’teki grafiklerden hesaplanan I5, degerleri

toplu olarak cizelge 1. 4 verilmistir.

Cizelge 1. 14 Sentezlenen bilesiklerin CA I ve CA II enzimlerinin in vitro esteraz

aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi sonuglar1

Iso (uM)
Inhibitor CAI1 CA Il
1 0,097 0,046
2 0,140 0,060
3 3,798 0,361
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4. 4 Sentezlenen Bilesiklerin Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimlerinin
Esteraz Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkisi Cahsmalarindan K; Sabitlerinin

Bulunmasi

Inhibitor caligmalar1 icin sentezlenen siilfonamid bilesikleri olan 1, 2, 3 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 cozeltisinden 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-SO4 (pH=7,4) ve 0.1 mL
enzim ilave edilip, 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 348 nm’de kore karsi
absorbans degeri Ol¢iildii. Kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat ve
inhibitér konsantrasyonlar1 cizelgede verilmektedir. Inhibitorlii ve inhibitérsiiz ortamlarda
degisik subsrat konsantrasyonlarinda 348 nm’de 6lciilen absorbans degerleri, kullanilan aktivite
birimi (reaksiyon hizi) umol/dakika cinsinden bolim 3. 5. 2’de belirtildigi sekilde bulundu.
Biitiin inhibitorler icin tic farkli sabit inhibitér konsantrasyonu ve 5 farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V-I/S degerleri hesaplandi.

Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek K; degerleri hesaplandu.
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U1 T

0 0,5 1 1,5

1/[S] (uM)

Sekil 5. 16 CA I enzimi iizerinde (1) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi.

vv

0,12

-0,5

-0,02 -

[SI(uM)

Sekil 5.

17 CA I enzimi tizerinde (2) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 5. 18 CA I enzimi iizerinde (3) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi.
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Cizelge 1. 15 Sentezlenen bilesiklerin eritrosit CA 1 enziminin esteraz aktivitesi

izerinde yapilan in vitro inhibisyon ¢aligmalar1 toplu sonuglari

inhibitir (1] (uM) K, (uM) Ortalama Inhibisyon
Ki(uM) Tiirii

0,107 0,382

1 0,356 0,743 0,610 Yarismasiz
0,535 0,704
0,117 0,233

2 0,141 0,156 0,171 Yarismasiz
0,163 0,123
1,266 1,851

3 3,799 2,887 2,534 Yarismasiz
6,332 2,865




v

-0,75

0,15 -

o,
0,1

[ ] L J

) /
T 0 T T T T 1
-0,25 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25
1/[S] (uM)

Sekil 5. 19 CA I enzimi iizerinde (1) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi

vv

0,18

0,15 -

0,12

0,09 -

-0,5

0,5 1 1,5 2

1/[S] (uM)

Sekil 15. 20. CA II enzimi tizerinde (2) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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0,15

0,1 1

0,05 -
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1,5

Sekil 15. 21. CA II enzimi {izerinde (3) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 1. 16 Sentezlenen bilesiklerin eritrosit CA II enziminin esteraz aktivitesi

izerinde yapilan in vitro inhibisyon ¢aligmalar1 toplu sonuglari

. Ortalama Inhibisyon
inhibitor [1] (uM) K (uM)
Ki(uM) Tiirii
0,018 0,045
1 0,054 0,071 0,061 Yarigmasiz
0,089 0,069
0,047 0,076
2 0,071 0,047 0,058 Yarismasiz
0,117 0,049
0,127 0,269
3 0,380 0,421 0,380 Yarismasiz
0,633 0,450
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5. SONUCLAR 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 [44]. Ilk defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz
(CA); canlilarda CO,'in hidratasyon ve HCO; in dehidratasyonu reaksiyonlarinmi tersinir

olarak katalizleyen bir enzimdir.

Karbonik anhidrazin en giiclii organik inhibitorleri ise, aromatik ve heteroaromatik
siilfonamidlerdir. Siilfonamidler, R-SO,NH, kimyasal yapisina sahiptir. Bu amagla bircok
siilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz epitelyumunda bulunan HCA-II iizerinde inhibisyon

etkileri arastirilmstir.

Bu calismada glokom hastalig1 tedavisinde kullanilmaya aday yeni sentezlenen
(1), (2), (3) no’lu karbonik anhidraz inhibitorlerinin insan karbonik anhidraz enzimi (CA 1

ve CA II) iizerinde inhibisyon etkileri incelenmistir.

Calismalarda kullanilan karbonik anhidraz enzimi, afinite jeli hazirlanarak,
eritrositlerden saflastirilmigtir. Afinite kromatografisi ile karbonik anhidraz
enzimlerinin saflastirilmasi sirasinda eluatlarin protein muhtevalart 280 nm de
absorbanslar1 Olgiilerek belirlendi. Bu sekilde yapilan kalitatif tayin, proteinin
yapisinda bulunan tirozin ve tiriptofan amino asitlerinin s6z konusu dalga boyunda
maksimum absorbans vermesi esasina dayanir. Kantitatif protein tayinleri Coomassie-blue
yontemi ile belirlendi. Bu yontemin diger protein tayinlerinden istiin tarafi, ¢cok kisa
sirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin pek olmamasi, protein-boya kompleksinin
cozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir [60].

Enzim aktivitesi tayini i¢in hidrataz ve esteraz aktiviteleri ol¢iildii.

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini belirlemede Isy degerleri kullanilmaktadir. CA I
ve CA II enzimlerinin hidrataz aktiviteleri iizerinde yeni sentezlenen (1), (2), (3) no'lu
bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastaligi tedavisi icin klinikte lokal olarak kullanilan
miktar olan % 1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi.
Bunun icin insan kanindan elde edilen CA I ve CA II enzimleri i¢in bes farkli uygun inhibitor
konsantrasyonunda hidrataz aktivite ol¢iimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin

% Aktivite-[I] grafikleri cizilerek, Isy degerleri hesaplandi.



62

Sentezlenen (1), (2), (3) no'lu bilesiklerin CA I ve CA II enzimleri {izerindeki
inhibisyon etkisi hidrataz aktivite Ol¢ciimleri yapilarak belirlendi. Bu calismalar sonucunda

cizilen % Aktivite-[I] M grafiklerinden bulunan Isy degerleri tekrar asagida 6zetlenmistir.

Iso (M)
Inhibitér CAl CAIl
Tiyadiazol 4,200 4,800
Asetazolamid 0,830 0,570
1 0,080 0,056
2 0,082 0,053
3 0,800 0,480

CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktivitesi lizerinde (1), (2), (3) no'lu bilesiklerin
inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan
%1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edildi. Daha sonra inhibisyon gosteren
bilesikler i¢in; insan kanindan saflastirilan eritrosit CA I ve CA II enzimleri i¢in, bes farkl
inhibitdr konsantrasyonunda esteraz aktivite dl¢iimii yapildi. Her bir bilesik icin % Aktivite-[I]

grafikleri ¢izilerek, Isy degerleri hesaplandi.

Sentezlenen (1), (2), (3) no'lu bilesiklerinin CA I ve CA II izoenzimleri {izerindeki
inhibisyon etkisi in vitro esteraz aktivite Ol¢iimleri sonucu c¢izilen %Aktivite-[I]

grafiklerinden elde edilen I5y degerleri tekrar asagida dzetlenmistir.
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Iso (M)
Inhibitér CAl CAIl
Tiyadiazol 0,850 0,525
Asetazolamid 0,876 0,472
1 0,097 0,046
2 0,140 0,060
3 3,798 0,361

Bunun sonucunda (1), (2), (3) no'lu bilesiklerinin HCA I ve HCA II hidrataz aktivitesi
tizerindeki inhibisyon etkisini veren Isy degerleri (sirasiyla 0,080, 0,082, 0,800 ve 0,080,
0,053, 0,480 uM) olarak bulunmustur. Insan CA-II enzimi iizerinde (1), (2), (3) no'lu
bilesiklerinin iyi inhibisyon etkilerinin bulunmasi bu bilesiklerin glokom hastalig1 tedavisinde

kullanilabilecek aday inhibitérler oldugunu teyid etmektedir

Bunun sonucunda (1), (2), (3) no'lu bilesiklerin HCA I ve HCA 1I esteraz aktivitesi
izerindeki inhibisyon etkisini veren I, degerleri (sirastyla 0,097, 0,140, 3,798 ve 0,046, 0,060,
0,361 uM) olarak bulunmustur. Insan CA-II enzimi iizerinde (1), (2), (3) no'lu bilesiklerinin
iyi inhibisyon etkisi gostermesi, bu bilesiklerin glokom hastalig1 tedavisinde kullanilabilecek

aday inhibitorler oldugunu teyid etmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin ¢izelge 4. 6’deki sonuglara géore HCA I iizerindeki inhibisyon
etkisi incelendiginde, (1) bilesigi icin, (K= 0,610), (2) bilesigi icin, (K;= 0,171) ve (3)
bilesigi i¢in, (Ki=2,534 ) mM ve HCA 1I icin. (1) bilesigi icin, (K;= 0,061), (2) bilesigi
icin, (K;= 0,058 ve (3) bilesigi icin, (K=0,380 ) mM Bu K; sabitlerine sahip olmalarindan
dolayr iyi inhibitor ozelligi gosteren bilesiklerdir. Bu sonuglar Isy degerleri sonuclariyla

ortiismektedir.

Yukar1 da elde edilen degerlerden boliimiimiizde gergeklestirilen proje kapsaminda

sentezlenen 1, 2, 3 bilesiklerin glokom hastalig1 tedavisinde kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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