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OZET

Karbonik anhidraz (EC. 4. 2. 1. 1), COy’in, HCO;™ ve H' iyonlarma iki basamakta
doniisiimlii hidratasyonunu katalizleyen, ¢inko iyonlu metaloenzimlerden biridir. insan géziinde
CA-I, CA-II ve CA-IV izoenzimleri bulunur. Karbonik anhidraz inhibit6rleri, akdéz humorun
salgilanmasiyla olusan yiiksek goz i¢i basincin (IOP) diisiirdiikleri i¢in, glaucoma hastaligi

tedavisinde etkili olarak kullanilirlar.

Bu caligmada glaucoma hastaligi tedavisinde kullanilmaya aday yeni karbonik anhidraz

(CA) inhibitorlerinin, karbonik anhidraz enzimi {izerinde inhibisyon etkileri arastirilmigtir.

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

caligmalar yapilmstir.

Daha sonra sentezlenen yeni bilesiklerin (1), (2), (3) sigir eritrosit BCA enzimleri
tizerindeki inhibisyon etkisi incelendi. Calismalarda karbonik anhidraz aktivitesinin
belirlenmesinde hidrataz ve esteraz aktivitelerinden faydalanildi. BCA’nin hidrataz ve esteraz
aktivitesi iizerinde (1), (2), (3) no’lu bilesiklerin inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
Inhibisyon etkisi gosteren ilaglar igin % aktivite-[I] grafikleri g¢izilerek Is, degerleri
bulunmugtur. CO,-Hidrataz aktivitesine gore inhibisyon gosteren (1), (2) ve (3) bilesiklerinin
Iso degerleri (enzimli reaksiyon siiresini yartya diisiiren inhibitér konsantrasyonu); BCA igin
0,32.10° ile 0,7.10° M arasinda bulundu. p-Nitrofenil asetat1 hidroliz aktivitesi olan esteraz

aktivitesine gore ise; BCA i¢in 2,0.10° ile 2,8.10° M arasinda Is, degerleri bulundu.

Anahtar Kelimeler: Glokom, 5o Degerleri, Karbonik Anhidraz, Siilfonamidler
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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 dioxiede 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, carsonic anhydrase enzymes from bovine 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 bovine carbonic
anhydrase enzymes (BCA) have been 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 (1), (2), (3) compounds show inhibition effect on BCA hydratase and
esterase activity. 5y values were determined by drawing % activity-[I] graphs for drugs showing
inhibition effects. For (1), (2), (3) compounds of CO,-hydratase activity, inhibition effect ranged
from 0,32.10° to 0,7.10° M for BCA with Is, (molarity of inhibitor producing a %50 inhibition
of CA activity). As for esterase activity of p-nitrophenyl acetate, (1), (2), (3) compounds have
inhibition ranging from 2,0.10° to 2,8.10° M for BCA with Is.

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

Enzimler, giinlimiizde biyokimya alaninda en ¢ok ¢alisilan konulardan biridir.

Enzimlerin, sagliktan endiistriyel konulara kadar ¢ok sayida genis uygulama alani vardir ',

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari1 hizlandiran ve hicbir yan iirlin
olmasma firsat vermeden %100’liik bir iiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir ™.
Viicuttaki tiim reaksiyonlar enzimler tarafindan yiriitiiliirler. Enerji agisindan miimkiin olan
bir¢ok biyolojik reaksiyonda; enzimler, substratlart uygun yollara kanalize ederler. Bdylece

enzimler biitiin metabolik olaylarda vazgecilmez 6gelerdir.

Enzimler hem katalizledikleri reaksiyon tiplerine, hem de iiriine doniistiirdiikleri
substratlara kars1 son derece spesifiktirler. Genellikle tek bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip

benzer reaksiyonlari katalizler. Substratlara kars1 spesifiklikleri ise oldukga yiiksek ve kesindir
(1]

Enzimlerin {iriine doniistiirdiikleri maddelere substrat denir. Enzimlerle ilgili yapilan ilk
caligmalarda, enzimin etki ettigi substrat adinin sonuna —az eki getirilerek (Lipaz, lireaz v.b)
veya genel adlartyla (pepsin, tripsin v.b) isimlendirilirken, gliniimiizde Uluslar Aras1 Biyokimya
Birligi (IUB) tarafindan yapilan sistematik siniflandirmaya gore isimlendirilmektedir. Bu

siniflandirmada her enzim dort rakamli bir kod numarasi ile tammlanmustir (E.C. 4.2.1.1) 12,

Enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve substratlara karsi spesifik
olmalarindan dolayi; enzimler, hiicre i¢inde reaksiyonlarin hatasiz ve higbir yan firiin
olusturmadan yiiriimelerini saglarlar. Ayni zamanda laboratuar sartlarinda gergeklesmesi ¢ok
zaman alan ve birgok basamaga ihtiya¢ duyan, bazen de yiiksek sicaklik, yiiksek basing, asir
bazik ve asidik ortam gerektiren reaksiyonlarin, enzimler sayesinde hiicre i¢i sartlarda birkag

saniye gibi ¢ok kisa bir zamanda gerceklesmesini saglarlar .

Enzimlerin katalizleme giigleri turnover sayisi adi verilen bir degerle ifade edilir.
Turnover sayis1 birim zamanda bir mol enzimin iiriine doniistiirdiigii substratin mol sayisidir.

Turnover sayisi en yiiksek olan enzimlerden biri karbonik anhidraz enzimidir.

Enzimlerin miktari, aktiviteleri esas alinarak belirlenir ve enzim iinitesi (E.U) cinsinden
verilir. Genis bir enzim iinitesi tarifi olmamasina ragmen genelde, 25 °C de ve optimal sartlarda
1 mikromol substrati 1 dakikada iirline doniistiiren enzim miktarl, 1 enzim {initesi olarak

tanimlanir ve bu da enzimin safliginin bir 6l¢iisiidiir. Katal ise saniyede 1 mol substrati iiriine



doniistiiren enzim miktaridir. Katal ¢ok biiyiik bir birimdir. Bu nedenle pratikte katal yerine

mikrokatal veya nanokatal birimleri kullanilir .

Kofaktér ve enzim kompleksine haloenzim denir. Kofaktorsiiz ve aktif olmayan
apoprotein kismina ise apoenzim denir. Gevsek bagli koenzimler, enzimlere ligand baglartyla
farkli kuvvetle tutunmus olup diyaliz yoluyla ¢ogu kez enzimlerden uzaklastirilabilirler. Fakat
bazi koenzimler ise enzime siki baghdir ve bunlar diyalizle uzaklastirilamazlar. Bunlara

prostetik grup denir. Kofaktorii kendisinden uzaklastirilan enzim aktivitesini kaybeder ">,

Enzimlerin reaksiyon hizlar1 bazi faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu etkenler

sirasiyla
> Substrat konsantrasyonu
> Enzim konsantrasyonu
> pH
> Sicaklik

> Iyonik siddet
> Kofaktor konsantrasyonu (varsa)
> Inhibitér ve aktivatdr konsantrasyonu
Bu etkenler enzim iizerine degisik oranlarda etki etmektedirler.

Enzimler iizerinde en ¢ok arastirma yapilan bir diger onemli Ozellikte enzimlerin
inhibisyonudur. Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin bazi bilesikler
tarafindan azaltilmasi1 ve hatta yok edilmesi olayma inhibisyon ve bu olaya neden olan
bilesiklere de inhibitér denir. Inhibitdrler genellikle kiigiik molekiil agirhigina sahip bilesikler
yada iyonlardir. Birgok ilaglar ve toksik maddeler enzimler iizerinde inhibitor etkisi yapip
inhibisyona sebep olurlar. Inhibitdrler hem enzim mekanizmalarinin, hem de metabolik yollarm

aydmlatilmasinda ¢ok énemli bir ara¢ olmustur (,

Enzimatik inhibisyon doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak tizere baslica iki sekilde
siniflandirilir. Doniisiimsiiz inhibisyonda; inhibitorler, enzime ya kovalent olarak baglanir yada
zor ayrigabilen bir kompleks olugturur.  DOniigiimsiiz inhibisyonda V.. (enzimatik
reaksiyonlarda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, K, (enzimin substrata ilgisini gosteren

sabit) degismeden sabit kalir. Bu inhibisyonun reaksiyon semasi asagidaki gibidir .
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Sekil 1. 1. Doniisiimsiiz inhibisyon mekanizmasi ve sematik sekli

Doniisimsiiz  inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda enzimle inhibitor
etkilesmesinde bir denge s6z konusudur. Doniisiimlii inhibisyonun en basit tipi yarismali
(kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali inhibitor, yapi itibari ile substrata benzer ve enzimin aktif
bolgesine baglanir ve substratin enzime baglanmasi engellenmis olur. Bdylece substrat ile
inhibitdr enzimin aktif bolgesine baglanmak i¢in bir nevi yarigma haline girer. Fakat ortamdaki
substrat konsantrasyonu artirilirsa inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin V,,, degeri
degismez ama K,, degeri artar. Yarigmali inhibitoriin reaksiyon semasini agagidaki gibi

gosterebiliriz !,
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Sekil 1. 2. Yarigsmali inhibisyon mekanizmasi ve sematik sekli




Yine doniisiimlil inhibisyon tipi olan yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitor
ve substrat enzim molekiiliine ayni anda baglanabilir. Bu baglanma enzimin aym bdlgesinde
degildir. Ayni yere baglanma olmadigindan substrat ile inhibitor arasinda yarisma s6z konusu
degildir. Inhibitér etkisini enzimin turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek
gosterir.  Enzimin V., degeri azalirken, K, sabit kalir. Substrat konsantrasyonu artirildiginda
inhibisyon etkisi kaldirilamaz. Substrat ve inhibitér enzimin farkli bolgelerine baglandigindan

enzimin EI ve ESI olmak tizere iki ¢esit inaktif kompleksi olusur.

Bir baska doniisiimlii inhibisyon tipi yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyonda, inhibitor serbest haldeki enzime degil sadece ES kompleksine baglanir. Bu

inhibisyon ¢esidi birden fazla substratli enzimler i¢in gecerlidir.

Bunun reaksiyon mekanizmasini su sekilde gosterebiliriz.
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Sekil 1. 3. Yar1 yarismali inhibisyon mekanizmasi ve sematik sekli

E+S

+

Yar1 yarigsmali inhibisyonda ortamdan siirekli olarak ES kompleksi uzaklastirildigindan

K., azalir ve ayni oranda ESI kompleksi ortamda siirekli var olacagindan V., da diiser (

Saglam bir hiicrede bir arada galisirlar ve seri halde bir ¢ok raeaksiyonu katalizlerler.
Birinci enzimin iiriinii daha sonrakinin substrati olur. Iste bu tip enzimlere de multienzim

sistemleri denir. Bunlar {i¢ tip molekiiler organiasyona sahiptirler.



En basit tipteki multienzim sistemlerinde enzimler sitoplazma gibi bir sivi iginde
¢Oziinmils ve birbirlerinden ayr1 halde bulunurlar. Kii¢iik substrat molekiilleri bir enzimden
digerine difiizyonla giderler. Ornek olarak glikoliz ve pentoz fosfat yolu enzimleri verilebilir.

Bunu asagidaki sekilde sematik olarak gosterebiliriz Sekil 1. 4.).

Sekil 1. 4. Coziinmiis ve birbirinden ayr1 enzimleri olan sistemde, substrat ve ara bilesikler

difiizyonla enzimleri bulur.

Ikinci tip multienzim sistemlerinde enzimler, son derece organize olmus ve birbirleriyle
fiziksel anlamda birlesmis enzim kompleksleri halinde, fonksiyonlarini beraberce yerine
getirirler (Sekil 1. 5.). Kompleksten uzaklagan enzim molekiilleri aktivitelerini kaybederler.
Substrat, kompleksten hi¢ ayrilmadan bir ¢ok kademeden sonra iiriine doniisiir. Bu sekildeki bir
multienzim sistemi biyolojik yonden ¢ok avantajlidir. Ciinkii substrat difiizyon yolunda vakit

gegirmeden daha kisa zamanda tiriine gevrilir .

Sekil 1. 5. Enzim konplekslerinde substrat enzimlerden ayrilmadan iiriine doniistir.



Ugiincii tip multienzim sistemlerinde enzimler, membranlar veya ribozomlar gibi
yapilar iizerinde dizilmis haldedir. Ornek olarak solunum zinciri ve protein sentezi enzimleri
verilebilir. Birincisinde enzimler mitokondri i¢ membraninda siralanirkeni ikincisinde

ribozomlar iizerinde yapigmis durumdadir.

Sekil 1. 6. Membrana bagli bir enzim sistemi

Birgok multienzim sistemini reaksiyon hizlarin1 kendileri diizenleme kapasitesine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarin son {iriinii belirli bir konsantrasyona
ulastiginda sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere
allosterik enzimler denir. Bu olaya ise feed-back inhibisyonu adi verilir. Birden fazla
polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitorlerin enzime baglanmasiyla degisik
alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon olay1

meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere “modiilator” denir.

Daha 6ncede belirttigimiz gibi enzimler protein yapisinda olduklarindan dolay1 protein
saflastirma yontemleri enzimler i¢inde uygulanabilir. Bir enzimin saf bir sekilde hiicreden veya
dokudan izolasyonu olduk¢a zordur. Buna ragmen birgok enzim saf olarak elde edilmistir.
1000’in iizerinde enzim kismen saflastirilmis ve 200’den fazlasi ise kristal olarak elde
edilmistir. Globuler proteinlerin ¢dzelti igindeki davraniglarindan faydalanilarak, saflastirma

islemleri yapilmaktadir.



Globuler proteinlerin bu dzelliklerini sdyle siralayabiliriz:

>

>

>

>

>

kromatografisi).

Molekiil biyiikligi

Coziintrliik farki esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
Elektriksel yiik esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi
Secimli adsorbsiyon esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi

Spesifik ligandlar1 esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi (Afinite

Enzimlerin, bu saflagtirma yontemlerinden en uygun, giivenilir ve dogru sonug vereni;

spesifik ligandlar1 esasina dayanilarak proteinlerin ayrilma yontemi olan afinite kromatografisi

yontemidir ve bu ydnteme goére karbonik anhidraz enzimini saflastirip karakterizasyon

incelenmesi yapilabilmektedir. Bu yontemde; ligand, enzime son derece spesifik oldugundan

enzime kolayca baglanir. Diger enzim ve molekiiller ortama tutunamadiklarindan kolonun akis

yoniinde ilerleyerek uzaklasirlar ve enzim kolonda kalir. Kolonda kalan enzim, uygun

tamponlarla elue edilir.



Afinite kromatografisinin mekanizmasi asagidaki gibidir.
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Sekil 1. 7. Enzimin Liganda baglanmasi ve elue edilmesinin sematik gdsterimi



2. KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMI (E.C. 4.2.1.1)

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz E.C 4.2.1.1.) CO;,’nin
doniisiimlii hidrasyonunu katalizleyen ve Zn™ iyonu igeren bir enzimdir. Omurgahlarda,

omurgasizlarda, yiiksek bitkilerde, alglerde ve bazi bakterilerde bulunur ™,

Karbonik anhidraz enzimi, hiicrede CO;’in hidrasyonu ve HCO; dehidrasyon

reaksiyonunu katalizler.

CO, + H,0

H,CO;

Fakat H,CO; kendiliginden

+ -
H,CO; ———— H" + HCO; seklinde iyonlarma ayrisir.

Bu enzim CO, tasinmasmi saglamanm yaninda bazi dokulardaki H* ve HCO;*“in
birikiminde rol oynamaktadir. Bu dokular arasinda bobrek, gastrik mukoza, tiikriik bezleri,
beyin, g6z mercegi, pankreas, prostat, sinir miyelin kilifi, uterus ve endometrium dokularinda
bulundugu belirlenmistir. Ayrica baliklarin solungaglarinda, bazi bocek ve bakterilerde, bazi
dokularin mitokondrilerinde, alglerde ve fotosentetik canlilarin kloroplastlarinda da bu enzimin
varlig1 ve rolleri tespit edilmistir. Bu canli hiicrelerinde ve dokularinda karbonik anhidraz
enzimi, genellikle sitoplazmada ¢6ziinmiis halde, bazen de hiicre zarina zayifca baglanmisg

olarak bulunur [&7-% % 1112 131

2. 1. Karbonik Anhidraz I

CA-I 30 kDa molekiil agirhkh diisiik aktiviteli sitoplazmik bir enzimdir ", Kapiler
endotelyum, korneal endotelyum, goz lensi, plasenta ve memeli fetal membranlarinda bol
miktarda bulundugu tespit edilmistir "*. CA-I geni insan genomik ¢cDNA kiitiiphanesinden

klonlanmugtir 7!,

Sitoplazmik CA-I’in insan beslenme sisteminde 6zofagus epitelyumunda, bos bagirsak,
kivrim bagirsak, kolon ve pankreatik Langerhan adaciklariin A-hiicrelerinde oldugu

gdsterilmistir. Ayrica epitel alt1 kapiler endotel hiicrelerinde eksprese olmustur /.
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2. 2. Karbonik Anhidraz I1

Fizyolojik kosullarda 1,3-1,9x10° s™' turnover sayisina sahip CA-II izoenzimi bilinen en

5]

verimli enzimlerden biridir ">, Insan CA-II geni, CA-I ve CA-III genleri gibi kromozom

76][73]

8 iizerindedir ! . Hemen hemen tiim insan doku ve organlarinda bulunan CA-II karbonik

anhidraz gen familyasinda en fazla dagilmis izoenzimdir. Ilk olarak CO,’nin hidratasyonunda
yer aldig1 eritrositlerde bulunmustur 7).

CA-II bir¢ok sindirim sistemi organinda eksprese olmustur. Paratoid ve Mandibula alti
bezleri serdz acinar hiicrelerinde bulunur ve bikarbonat iyonlarini saliva igerisine serbest
biraktig1 diisiiniiliir. Ozofagusun skuandz (pullu) epitelinin CA-II ihtiva ettigi goriilmekte ve
0zofagusta endojen bikarbonat iiretimine katildig1 diisiiniilmektedir. Mide’de mide 6z suyunun
asiditesini diizenledigi gastrik mukozanin g¢epere ait ve ylizey epitel hiicrelerinde eksprese

olmustur.

Duedonumun yiizey epitel hiicreleri ve Brunner’s bezleri de CA-II igerir ve gastrik ve
duodonal yiizey epitel hiicreleri, epitelyumu 6rten ve sindirimden koruyan, HCO; igeren mukus
jel tabakasm sekillendirmek igin mukus ve bikarbonat salgilar. Immunohistokimyasal
teknikler, bos bagirsak ve kivrimli bagirsak yiizey epitel hiicrelerinin CA-II ihtiva ettigini agiga
vurmustur, ayrica NaCl reabsorpsiyonunun diizenlendigi memeli kolonunun non-goblet epitel

hiicrelerinde de bulunmustur.

Karaciger’de hepatositlerde ve safra kanallarinin epitel hiicrelerinde CA-II bulundugu
ispatlanmigtir. Bilinen en onemli fizyolojik fonksiyonu safra’nin alkalizasyonu i¢in HCOj;
iretmektir. Ayrica safra konsantrasyonunda asidifikasyonunda gorev aldigi safra kesesinin
epitel hiicrelerinde de eksprese olmustur. Pankreas’ta CA-II, bikarbonatin pankreas 6zsuyuna

salgilanmasindaki roliiniin iyice yerlestigi epitel kanal hiicrelerinde yer alir.

Karbonik anhidraz II eksikligi osteopetroz olarak bilinen biiyiime bozuklugu, ¢igneme
sirasinda diglerin kapanmamasi ve zihinsel gecikme ile birlikte bobrek tiibiiler asidosiz ve
beyinsel kireglenmeyi de igeren birincil bir kusurudur. Simdiye kadar bu tehlikeli fakat
nispeten az rastlanan hastalikla sonuglanan bes mutasyon belirlenmistir. CA-II alimenter
sistemde en bol bulunan izoenzim olmasia ragmen, CA-II eksikligi olan hastalarda mide ve
bagirsaklarla ilgili hi¢bir semptom belirtilmemistir. Son zamanlarda sitomegaloviriis promotor

ekspresyon kasetine konjuge edilmis normal insan CA-II cDNA’sinin CA-II eksikligi olan
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fareye enjekte edildigi ve gen transferinden sonra ii¢ hafta siiren fakat alti hafta sonunda
kaybolan idrar1 asidiklestirme yeteneginin gelistirilmesine sebep olan basarili bir gen terapi

deneyini belirtmistir.

2. 3. Karbonik Anhidraz II1

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

gosterilmistir.

Karacigerde CA-III ekspresyonu androjenler tarafindan diizenlenmektedir, ek olarak
asir1 etanol tiiketimi perivendz hepatositlerde ekspresyona neden olmaktadir, CA-III’iin reaktif
aldehit iiriinlerinin es zamanli olarak indiiklendigi yer olan hepatositleri oksidatif hasara karsi
korudugu onerilmektedir. Ilging olarak, CA-III’iin oksitleyici cevrede fonksiyonlarmi ve
karacigerde oksidatif olarak en fazla modifiye edilen protein oldugunu gostermistir. Son
yillardaki bir ¢aligmada, CA-III NIH3T3 hiicrelerinde eksprese olmustur. Ayrica CA-III
cDNA’s1yla transfekte edilen hiicrelerin kontrol hiicrelerine nazaran proliferasyon (¢ogaltma)
denemelerinde daha hizli biiylidiigi ve H,O,’nin sitotoksik konsantrasyonlarma karsi daha
direngli oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ CA-II'iin oksidatif hasardan korunmay: sagladigini

Onermektedir.

2. 4. 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 yapilmistir.

CA-IV’in insan ve fare gastrointestinal sisteminde ekspresyonu ilk olarak,
immunohistokimyasal blotlama ve Northern blot teknikleri kullanilarak, Fleming tarafindan
incelenmistir. Gastrik epitelyumda higbir sinyal gézlemlenmemistir oysa kolonik epitelyumun
apikal plazma membraninda giicli blotlanma tespit edilmistir. Kiiglik bagirsagin epitel
hiicrelerinde ¢ok zayif bir pozitif reaksiyon gézlemlenmistir. Gastrointestinal kanalin biitiin

segmentlerinde alt epitel kapiler endotelyum giiclii sinyal gostermistir. Safra kesesi liiminal
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plazma membrami ve safra kanali epitelyumu CA-IV’e siddetli bir immuno reaksiyon ifade
etmistir. Karacigerde sadece biliyer epitel hiicreler CA-IV igin 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 dnceki gézlemle agiklandi.
CA-1V sadece intrahepatik safra kanal1 biliyer epitel hiicrelerinde bulunmustur ve hepatositlerde

eksprese olmamustir.

2. 5. Karbonik Anhidraz VA

CA-VA sadece mitokondriyal matrikse lokalizasyona sahip bir izoenzimdir. Varligi
insan ve kemirgenlerin karaciger ve pankreasinda bilinmektedir ve ¢cDNA’s1 insan karaciger
cDNA kiitiiphanesinden klonlanmis ve geni kromozom 16’ya haritalanmistir. CA-VA diisiik
CA aktivitesine sahiptir, fakat hepatositlerin mitokondrisinde iire devri ve glukoneogenez gibi
iki onemli metabolik proseste gorev aldigi diisiiniilmektedir. Ure sikliisiiniin ilk enzimi olan
karbamoil fosfat sentaza ve piruvat karboksilazin piruvati okzalasetata doniistiirdiigii
glukoneogenezin ilk basamagi i¢in bir bikarbonat iyonu saglar. CA inhibitorlerinin ekvator
domuzlar1 ve fare karacigerinde bu prosesleri yavaslattigi gdzlemlenmistir. CA-VA’nin
pankreas langerhan adaciklarinda eksprese oldugu gosterilmistir. CA inhibitdrii asetazolamid
glukoz uyarimli insiilin salgilanmasini inhibe etmistir ve CA-VA’nm insiilin salgilanmasinda

onemli rol oynadig1 konusunda 6neri sunmustur.

2. 6. Karbonik Anhidraz VB

Yeni bir mitokondriyal karbonik anhidraz izoformu olan CA-VB, son zamanlarda
klonlanmis ve kromozom X’e haritalanmistir. Northern blot, CA-VB’in mRNA’sinin normal
insan kalp ve iskelet kasinda eksprese oldugunu agiga vurmustur. Ayrica pankreas, bobrek ve
salgi bezlerinde hassas RT-PCR teknigiyle pozitif sinyal belirlenmistir, karacigerde
gozlenmemistir. Deneysel yaklasimlarla kanitlanmamasina ragmen mitokondriyal CA-VA ve

CA-VB izoenzimlerinin farkli dagilimlari, degisik fizyolojik roller oynadiklarim1 6nermektedir.

2. 7. Karbonik Anhidraz VI

CA-VT’e ilk olarak memelilerde tiikriik bezleri ve tiikriikte rastlanmistir. Biyokimyasal
ve immunokimyasal 6zellikleriyle sitozolik izoenzimlerden dnemli derecede farklilik gdsterir,

34-36 kDa molekiil agirliginda bir glikoproteindir. Polipeptid zinciri diger bir¢ok ekstraseliiler
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proteinler gibi disiilfit baglariyla stabilize olur. Immunohistokimyasal ¢alismalar CA-VI'nin
memeli kulak alti bezi ve mandibula alti bezlerinin serdz acinar ve demiilin hiicrelerinde
eksprese oldugunu gostermistir.  CA-VI'nin baslangigta tiikriikkte bikarbonat seviyelerinin
siirekliliginde uzmanlagsmis bir rol oynadig1 diisiiniiliiyordu. Ilging olarak Kivela, bu enzimin
tiikkriikte direkt olarak pH ve tamponlama kapasitesini diizenlemede gorev almadigini fakat belki
mine pelkiilinde (disi kaplayan ince protein tabakasi) fonksiyonu oldugu, ihtimal olarak da
karyojenik (¢iiriitiicli) bakteri tarafindan iretilen asitin noétralizasyonunu katalizleyerek disi

cliriimeye kars1 korudugu diisiiniilmiistiir.

Daha 6nceki bir aragtirma CA-VI'nin yiiksek konsantrasyonlar1 giinliik olarak tiikriikle
mideye yutuldugunu gostermistir. CA-VI'nin yiizey epitel hiicrelerde eksprese olmamasina
ragmen mide yiizey epitel hiicrelerindeki mukus tabakasi CA-VI igerir. Bu da tiikriik orjininde
gastrik CA-VI bulunmadigini gosterir. Tiikriik CA-VI, karbondioksit ve su iireten notralizasyon
reaksiyonunu hizlandirarak pH gradientinin siirekliligine katkida bulunabilir. Bu manzara
gozlemler tarafindan desteklenmistir ki CA-VI muhtemelen gastrik limende sert ortamda
aktivitesini siirdiirmektedir. Ozofajit, gastrik veya duedonal iilseri olan hastalarin normal

insanlara nazaran diisiik tiikkriikk CA-VI konsantrasyonlarina sahip olduklar1 belirlenmistir.

Son yillardaki bir calismada Fujikawa-Adachi, insan pankreasinda CA-VI mRNA’simin
ekspresyonunu Northern Blot ve immunohistokimyasal yontemlerle pozitif bir sinyal
almamadig1 halde RT-PCR ve RT-PCR-Southern Blot tekniklerini kullanarak ispatlamistir.
Pozitif sonuglar; eger pankreasta ekspresyon olmussa, sekretuar CA-VI'nin pankreas kanal

sisteminde liminal pH diizenlemede gorev alabilecegini 6nermektedir.

2. 8. Karbonik Anhidraz VII

Ilk kez Montgomery tarafindan aydinlatilmistir, CA-VII izoenziminin CA-I, CA-II ve
CA-III gibi sitoplazmik bir enzim oldugu aydmlatilmistir. Rekombinant CA-VII, CA-II’ye
baglandiginda yaklagik % 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.
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2. 9. Karbonik Anhidraz VIII

Son yillarda yeni CA izoenzimlerini kodladig: diisiiniilen en az dért memeli geni sekans
edilmistir. CA baglantili genler insan ve fare genomik kiitiiphanelerinden izole edilmis ve
karbonik anhidraz tiiriinden proteinleri (CA-RPs) kesfetmek ve isimlendirmek igin
numaralandirilmigtir. CA-RP VIII, ilk olarak fare beyni cDNA kiitliphanesinden
tanimlanmugtir, karbondioksit hidrasyon aktivitesi yoktur. mRNA’sinin ekspresyonu fare
beyninde tespit edilmistir. CA-VII’ninkine benzer amino asit sekansit (%98) ve ekspresyon
modeline sahiptir. CA-VIII sekansi ayrica PCR ile insan salgi bezleri, testis, plasenta ve

akcigeri cDNA kiitiiphanelerinden tanimlanmustir.

Yine yapilan c¢aligmalarda beyin, kalp, iskelet kasi, bobrek, pankreas, serebellum ve

koroid pleksusta ekspresyonu gézlemlenmistir.

2. 10. Karbonik Anhidraz IX

CA-IX ilk olarak tiimore bagli yeni bir antijen olarak tanimlandi (MN), insan serviks
kanser hiicrelerinde ekspresyonu yapildi. MN/CA-IX geni 11 ekzon ve 10 introndan olusur. MN
proteinin kodlayan cDNA ilk defa Pastorek tarafindan klonlandi, translasyon olan protein 459
amino asit icerir ve 49,7 kDa molekdil agirligina sahiptir. Amino asit sekanst MN molekiiliiniin
bir N-terminal sinyal peptid, bir ekstraseliiler bolge, bir transmembran ¢engel ve C-terminusta
bir intraseliiler kuyruk. Biiyiik ekstraseliiler domain iki farkli kisimdan olusur: Bir CA domaini
ve proteoglikan benzeri domain. CA domaini aktif CA’larla yiiksek amino asit kimligi

gosterdiginden MN proteini CA-IX olarak adlandirildi.

Filogenetik olarak MN/CA IX membrana bitigik (CA-1V, XII, XIV) ve salgt (CA-VI)
izoenzimlerinin farkli bir koluna aittir. CA domaini insan CA-VI’siyla % 40,8 amino asit
0zdesligi gosterir. Zavada immunoblotlama metodlarini kullanarak uterinus serviks, yumurtalik
ve endometriyum karsinomalarinda MN proteininin ekspresyonunu tanimladi. MN proteinine
ait ilk immunohistokimyasal c¢alismada % 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 6rneklerde eksprese
oldugu i¢in servikal sitolojide umut verici bir biyomarker olarak diisiiniildii. Biitiin ¢calismalar
MN proteininin servikal neoplazi’de potansiyel bir biyomarker oldugu ve diplaztik ve koti

huylu hiicreleri aydinlatmada kullanilabilecegi sonucuna yonlendirdi.
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2. 11. Karbonik Anhidraz X

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

yumurtalik ve hipofiz bezinde eksprese oldugu belirlenmistir.

2. 12. Karbonik Anhidraz XI

Ik olarak 36 kDa molekiil agirhikli CA-RP XI’i koyun beyin cDNA kiitiiphanesinde
aciklamistir. Protein giiclii bir sinyal sekansa, gesitli potansiyel fosforilasyon bdolgeleri ve
baglama motiflerine sahiptir ve sinyal uyumunda rol oynadigi onerilmektedir. 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’simin ekspresyonu RT-PCR ile normal insan pankreasi,
bobrek, karaciger, tiikriik bezi ve spinal kort’da gdzlenmistir. ilging olarak normal pankreasa

gore pankreatik kanser hiicresinde daha giiglii sinyal goriilmiistiir.

2. 13. Karbonik Anhidraz XII

Tiireci yeni bir membrana bagli izoenzim olan CA-XII'nin renal hiicre karsinomasinda
klonlanarak karakterize edildigini agiklamigtir. ¢cDNA sekanst 354 amino asitlik 39 kDa’luk ve
tip 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 fosforilasyon bolgesi ihtiva eden
29 aminoasitlikbir hidrofilik C-terminal stoplazmik kuyruk igerir. Ekstraseliiler CA domaini,
bilinen CA’larla % 30-42 homoloji gosterir, Zn baglayici aktif CA’larda bulunan {ii¢ histidin
rezidiisii ve glikozilasyon i¢in iki potansiyel bolge ihtiva eder. Normal insan dokularidaki
Northern Blot analizleri baslangigta 4,5 kb’lik transkriptin sadece bobrek ve bagirsakta tespit
edilmesini saglamistir, fakat sonra Ivanov insan kolon, bobrek ve prostatinda CA-XII'nin
yiiksek mRNA ekspresyonunu ve pankreas, yumurtalik ve testislerde daha az ekspresyonunu
ispatlamistir. Ek olarak A 549 (akciger adenokarsinoma) hiicreleri bol ekspresyon gosterdigi
halde beyin ve akciger dokularinda diisiik ekspresyon bulmuslardir. Tiireci renal hiicre kanseri
(RCC) olan hastalarn % 10’u timorlii dokularinin etrafindaki normal bobrek dokularina

nazaran yiiksek CA-XII ekspresyonu gosterdigini belirtmistir.
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Son zamanlardaki bir ¢aligmada Kivela duedonum, bosbagirsak ve kivrim bagirsak’ta
negatif oldugu halde; kolon ve rektum yiizey epitel hiicrelerinin basolateral plazma
membranlarinda siddetli CA-XII immunoreaksiyonu gozlemlemistir. Karsinomalarm %95’
dagmik immiinoblotlama gosterdigi halde kolorektal adenomalardaki blotlama siddeti displazi
derecesiyle artmaktadir. Onemlidir ki: renal, akciger ve kolorektal kanserlerde overeksprese
olan CA-XII, ikinci katalitik aktif membrana bagli CA izoenzimidir. Asidik ¢evre kotii huylu
hiicrelerin yayilim potansiyelini artirdigindan, Ivanov MN/CA-IX ve CA-XII'nin kanser
hiicrelerinin etrafindaki alan1 asidiklestirerek tiimor biiylimesine ve yayilmasina katkida
bulunabilecegini onermiglerdir. Halmi RT-PCR metoduyla fare ve sican beyninde CA-XII
mRNA’smi tespit ettiler. Sican CA-XII” sinin klonlanmasi1 fare CA-XII’si ile %94 homoloji
gosterdigini agiga vurmugtur. CA-XII'nin dis graniil hiicrelerinde, kortekste ve koroid pleksusta
eksprese oldugu goriilmiistiir. Kainik asit muamelesi CA-XII ekspresyonunu kortikal tabaka
boyunca uyarmistir. Bu membrana bitisik enzimin koroid pleksusta yiiksek ekspresyonu,

analog bir roliiniin oldugunu 6nermistir.

2. 14. Karbonik Anhidraz XIII

CA-XIII tiikriikk bezleri, bobrek, ince bagirsak, kolon, uterus ve testisi igeren iceren
cesitli dokularda eksprese olmus yeni bir enzimdir. CA-XIII proteinini modelleme ¢aligmalart
globiiler bir molekiil oldugunu ve CA-I, II ve III sitozolik enzimleriyle yiiksek derecede (% 60)
0zdeslik gosterdigini agiga vurmustur. Bu yiizden CA-XIII sitozolik/intraseliiler bir izoform
olarak kiimelenmistir. Yapilan gen ekspresyon g¢aligmalarinda insan dokularinda; timus, ince
bagirsak, dalak, prostat, yumurtalik, kolon ve testiste; farede: dalak, akciger, bobrek, kalp,

beyin, iskelet kasi ve testislerde pozitif sinyal elde edilmistir.

2. 15. Karbonik Anhidraz XIV

Ilk olarak fare bobreginde; en c¢ok eksprese oldugu proksimal caprasik tiibiillerde
tanimlanmigtir. Bir tane amino terminal sinyal sekansi, diger ekstraseliiler CA’larla biiyiik
oranda homoloji gosteren bir CA domaini, bir transmembran domain ve kisa bir intraseliiler
C-terminal kuyruktan olusur. Fare dokularindaki Northern Blot analizleri CA-XIV mRNA
ekspresyonunun en bol bobrek ve kalpte, daha sonra iskelet kasi, beyin ve karaciger’de
oldugunu gdstermistir. Son zamanlarda CA-XIV genini kromozom 1q21°e haritalayan
Fujikawa-Adachi tarafindan insan CA-XIV’ii kodlayan bir cDNA agiklanmigtir. cDNA 337

amino asitlik 37,6 kDa molekiil agirhiginda bir polipeptidi kodlamaktadir. Amino asit sekansi
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diger aktif CA’larla %29-46 benzerlik gostermektedir. Northern 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 gostermistir.

2. 16. 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 c¢aligmalar1 insanlarda
CA-XV’in eksprese olmadigini onaylamistir.  Aksine RT-PCR ve in situ hibridizasyon
caligmalar1 farede yapilmis ve bdbrek, beyin, ve testiste pozitif sinyal elde edilmistir.
CA-XV’in yapisinin CA-IV ile ¢ok benzer oldugu filogenetik ¢aligmalarla belirlenmistir. Her
iki enzimde COS-7 hiicrelerinde eksprese olmustur ve paralel deneylerde ¢alisilmistir. Sonuglar
CA-XV’in CA-1V ile gesitli 6zellikleri paylagtigini gostermistir. CA-XV’in katalitik aktivitesi

disiiktiir. Sonuglar CA-XV’in a-CA gen familyasinin bir iiyesi oldugunu dnermistir.

Purkerson and Schwartz tavsan dokularinda CA-1V, IX, XII ve XIV izoenzimlerinin
ekspresyonunu incelemistir. Sonuglar: CA-IV mRNA’s1 baslica bobrek, kalp, akciger, kolon ve
safra kesesinde, CA-IX mRNA’s1 mide, safra kesesi, duedonum ve bogbagirsakda, CA-XII
mRNA’s1 bobrek ve kolonda, CA-XIV mRNA’s1 kalp, akciger, iskelet kas1 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-XIV karaciger, kalp, akciger ve iskelet kasi gibi metabolik olarak aktif dokularda bol
miktarda eksprese olmustur. Izoformlarin ekspresyonunda tiirlere ait bazi énemli farkliliklar
gozlenmistir. Ornegin; CA-XIV fare bobreginde bol miktarda bulunmasma ragmen tavsan
bobreginde eksprese olmamigtir.  Maturasyonal calismalar sonucunda; CA-IX mRNA ve
proteininin ekspresyonu, siitten kesme ile énemli oranda arttig1 ve gastrik H', K'-ATPaz’1n alfa
alt iinitesinin maturasyonal ekspresyonuyla dogru orantili oldugu goriilmiistiir. Bu da CA-IX ve
gastrik H™ pompasinin fonksiyonlarinin yetiskin gida maddelerinin sindiriminde baglantili

oldugunu 6nermistir.

Karbonik anhidrazin degisik izoenzimleri farkli bir sekilde dokulara dagilmistir. Bazi
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
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miktarda bulunan CA-1 izoenzimi yaninda, CA-II degisik dokularda H" ve HCO;
salgilamaktadir. Ayrica bobrek kortekslerinden izole edilen CA-II ile eritrosit CA-II’nin biitlin
Ozelliklerinin tamamen ayni oldugu bulunmustur. Diger dokularda ise CA-II izoenzimi eser
miktarda bulunmaktadir. Membrana bagh bir izoenzim olan CA-IV ise insan bdbregi ve
akcigerlerinden izole edilmistir. Epitelyum hiicrelerde CA-IV, CA-II ile birlikte bulundugu
tespit edilmistir. Yapilan galigmalar, CA-IV eriskin kisilerin dokulariin biiyiik bir boliimiinde

ve bazi fetal dokularda bulundugu tespit edilmistir.

2. 17. Karbonik Anhidraz izoenzimleri ve Fizyolojik Fonksiyonlar:

Ayni canli tiirlinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir.  Izoenzimlerin substratlarina,
kofaktérlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri farklidir. Izoenzimlerin baslica ozellikleri
arasinda amino asit say1 ve sirasinin farkli olmasi, izoelektrik pH degerinin farkli olmasi, her bir
alt linitenin ayr1 geninin olmasi ve elektroforetik hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir.
[zoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin subselliiler fraksiyonlarinda

da yerlesebilirler ',

Hayvanlar aleminde karbonik anhidraz’in 16 izoenzimi vardir. Bunlarin bes tanesi
sitoplazmik (CA I, II, III, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi
salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagh (CA 1V, IX, XII ve XIV), li¢ tanesi nonkatalitiktir
(VI X, XI) "l CA-XV’in ise katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile benzer
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izozimlerinin timoérojen oldugu

belirlenmistir "',

Insanda farkli izoenzimlerin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarinin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular arasinda;
akciger, bobrek, gastrik mukoza, g6z lensi, tiikkriik bezleri, kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas,
prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve bunlarin ¢cogundan CA enzimi karakterize

edilmis ve fonksiyonlari belirlenmeye ¢alisilmustir !,

Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu izoenzimler ortaya
cikarilmistir.  HCA-I, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan kanindan
saflastinldiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir. Eritrositlerde HCA-I
izoenzimi yaninda HCA-II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin en oOnemli
fonksiyonlar ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma {iriinii olan CO,’i, HCO; ‘a, akciger

pulmoner kapilerde ise HCO;’in CO,’e doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum
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olaymda yer almasidir. HCA-I izoenziminin turnover sayist 2,5x10° s"'’dir. Bu izoenzimin
fizyolojik fonksiyonu HCA-II kadar acik degildir. HCA-I eksikligi sendromu belirlenmis fakat

herhangi bir klinik semptomla ilgisi bulunamanustir ['® %21

HCA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok calisilan formudur. Bu izoenzimin
turnover sayist 25 °C de 10° s olarak bulunmustur. insan eritrosit hiicrelerinden saflastirilan
HCA-II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir ve bu deger HCA-I’e
kiyasla daha azdir.

GOz lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, HCA-II ve HCA-IV izoenzimleri bol
miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan HCA-II izoenziminin 6énemi, glaucoma hastaligi

211 Bobrek korteksinde ise

tedavisi igin yapilan arastirmalar sonucu ortaya cikarilmistir |
membrana yapistk halde olan HCA-II izoenzimi ile Na® ve H,O’nun geri emilimi
saglanmaktadir. HCA-II izoenzimi ile ilgili olarak CA-II eksikligi sendromu belirlenmistir.
Bunun da; kemiklerin kire¢lenmesi, bobrek tasi olusumu ve beyinde kireglenme ile ilgili oldugu
gosterilmistir. Bu da HCA-II izoenziminin kemik, bobrek ve beyin dokular icin ne derece

6nemli oldugunu ortaya koymaktadir %,

Iskelet kasinda CA enzimi olarak HCA-III izoenzimi bulunmus ve laktik asit-laktat
dengesinde ¢ok Onemli bir role sahip oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Kirmizi kas
dokusuna CA-III enzimi zayif bagh olup, doku kapilerine CO,’nin difuzyonunu kolaylastirici
bir gérev yapmaktadir *!. Diisiik aktiviteli bir izoenzimdir ve bu enzimin turnover sayist 8x10°
s'*dir. Kirmizi kas dokusuna zayif bagli oldugundan dolay1, biiyiikk oranda ¢oziinebilir bir
proteindir. ~ Aym1 zamanda bu izoenzimden yag dokusunda yiiksek konsantrasyonda
bulunmaktadir. HCA-I ve HCA-II izoenzimleri gibi HCA-III de p-nitrofenil asetat hidrolizi

aktivitesine sahiptir. Diger yandan HCA-III izoenziminin fosfataz aktivitesi de vardir 2%,

HCA-IV ve HCA-VI ise, iki sinyal sekans izoenzimleri olup, sinyallerin hedef doku ve
organlara ulagsmasini saglarlar. HCA-IV izoenzimi membrana bagl bir enzimdir ve bobreklerin
membranina bagl olarak bulundugu gibi, bazi epitel hiicrelerin membranlarina bagl olarak ve
akcigerde kapiler hiicrelerinin plazma ylizeylerine yerlesmis olarak bulunur. Son yillarda
yapilan c¢alismalar, siilfonamid inhibitorlerinin iire sentezini azalttigini gostermistir. Bu durum
mitokondriyal CA enzimi olan HCA-IV’iin, sitrulin sentezi i¢in gerekli olan HCO;™ iyonunu,
sitrik asit devrinden gelen CO,’den saglayarak, iire devrinin ilerlemesinde biiylik role sahip

olmasiyla agiklanmaktadir 1),
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HCA-V izoenzimi de, bazi dokularin mitokondri matrikslerine yerlesmis olarak
bulunur. Karbamoil fosfat sentetaz-1 ve piruvat karboksilaz enzimlerine sirali olarak bikarbonat
iyonu saglamasindan dolayi, lire devri ve glukoneogenez’de rol oynadigi 6ngoriilmektedir. Bu
izoenzimin ayrica lipogenez olayinda da etkili oldugu bildirilmistir . Tiikriik bezinde CA
enzimi olarak HCA-VI ve HCA-VII izoenzimi vardir. HCA-VI izoenzimi, tiikriik bezlerinden
salgilanan bir enzimdir. Insan tiikriigiinden izole edilmis olup, tiikriigiin pH dengesini
sagladigina inanilmaktadir. HCA-VII izoenzimi ise, tiikriikte bikarbonat salgilanmasi i¢in

katkida bulunmaktadir 7,

Yapilan c¢alismalar sonucunda; insan CA-I, CA-IV ve CA-VII izoenzimlerinin gen ve
amino asit dizilislerinin olduk¢a birbirine benzer oldugu gézlenmistir. Bu CA izoenzimlerinin
fonksiyonlarina ilaveten, homolog proteinlerin amino asit dizilislerinin pek ¢ogu tespit
edilmistir. Bunlardan ilki Vaccinia viriisiinden elde edilen 32 kdal’luk bir membran proteininin
N-terminal bolgesiyle ilgili oldugu belirlenmistir. Bu, proteine bagli bir enzimdir (CARP) **.,
CA-VIII enzimi de sican beyninden elde edilen bir cDNA kiitiiphanesinde kesfedilmistir. Insan

¢DNA homologlarmim amino asit dizilisleri de tespit edilmistir .

CA enzimi baliklarin solungaglarinda bulunmakta ve solunumun gerceklesmesini
saglamakta ve ayn1 zamanda salgi organlarinda da biiyiik gérev yapmaktadir. Bazi hayvanlarin
bobreklerinde ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve alglerde bu enzimin

degisik rolleri oldugu belirlenmistir **.

2. 18. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

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

tarafindan katalizlenmektedir (Cizelge 2.1) .
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(1) |0=C=0 + H0 — HCO; + H'

(2) |[HN=C=NH + H,0 ——~  H,NCONH,

(3) |RCHO + H,0 ——=  RCH(OH),

(4) |RCOOAr + H0 —=  RCOOH +  ArOH

(5) | RSOsAr + HO —~  RSOH +  ArOH
(6) | ArOPO5™ + H0 — HPO;~ +  ArOH
(7) | ArF + HO0 —=  HF +  AIOH

(8) |PhCH,0COCI + H,0 —~  PhCH,OH + CO, + HCl

(9) | RSO (1 +  H)O e — RSOsH +  HCI

Cizelge 2. 1. Karbonik Anhidrazin enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri

2. 19. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin U¢ Boyutlu Yapilar

Karbonik anhidrazlar, o-CA, B-CA ve y-CA olmak flizere ii¢ farkli familyada
incelenmistir. Farkli familyalarla gosterilen homolog enzimler arasinda 6nemli bir fark yoktur,
aksine bunlarin hepsinde ¢inko iyonu vardir. Bundan dolay1 bu familyalarin hepsi, katalitik

fonksiyonu yerine getirmeleri yoniinden birbirine benzer yapilardadir "7,

Ug boyutlu yapilardan ilki a-CA olup, insan CA-I ve CA-II izoenziminin kristal yapisi
ile sigir CA-III, yasst formlu bir sigan CA-V’i ve E. coli de bulunan CA formu bu yapidaki
enzim tipidir. Bir yap1 da Hindistan bufalosunun CA-II’sinde bulunmustur. Aktif bolge oyuk
seklindedir ve genis bir alana yerlesmistir. Koni bicimindeki bu oyuk hemen hemen molekiiliin
merkezine kadar uzanir. Cinko iyonu bu oyugun alt kismina bitisik durumdadir. Dért ligand
gibi H,O veya OH’ ile bir tetrahedral geometride His-94, His-96 ve His-119°daki ii¢ azot
atomuyla koordine edilmistir. Ligandlar protein formundaki bir indirekt ligandin hidrojen bagi

ile diger gruplara baglanmastyla olusurlar (Sekil 2.1) B!,

Metal iyonlu ligandlar ve indirekt ligandlarin a-CA amino asit dizilisleri sabittir. Bunun
yani1 sira 17 amino asitli direkt ve ¢inko ligandli indirekt ligandlarin biitiin amino asit dizilisleri
cok siki sekilde korunmaktadir. Bu rezidiilerin bazilari protein yapisini stabilize ederken,

bazilar1 da katalitik aktivite icin onemlidir.
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Sekil 2. 1. HCA-II izoenziminin ligand yapisindaki metal merkezinin sematik olarak gosterilisi

B-CA’nin yapisi ise simdiye kadar heniiz agiklanamamistir. Bilinmeyen yapinin ¢apraz
baglanmalari ve bezelye yapraklarindaki mutantlarin incelenmesi sonucu, bu yapinin belirlenen
bir alt iinitesinin oktamer yapisinda oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Mutasyonlar ve X-ray
spektroskopisi absorbsiyon sonuglari; i1spanaktaki Zn (II) iyonu o-CA’dakinin aksine bir

Cys-His-Cys-H,O grubuyla koordine olmus bir kiire seklinde oldugunu gostermektedir °2.

v-CA ise, son aragtirmalarda M. thermophila'dan elde edilen bir yapi olarak ortaya
cikarilmistir.  Bu trimetrik molekiil, a-CA’daki katlanmalardan tamamen farkli katlanmalara
sahip olup ve bu bolge kalitsal bolgeyi ifade etmektedir. Her bir {inite, her doniisteki {i¢ kisa
iplik¢igin sol el B-heliks yapisinin 7 doniisiiyle olugmaktadir. Bunun sonucunda birbirinin
yaninda ii¢ tane yassi P-seridi meydana gelir. Heliksin karsilikli bolmeleri de iiggen

yapisindadir.

Cinko iyonlar1 ise alt f{initeler arasinda bulunur ve bir alt {initeden His-81 ve

His-122’ye ve bitigik bir alt birimden His-117 ile ligand olusturmustur. Varsayilan bir su

molekiilii biikiilmeyi saglayarak, tetrahedral yapinin olusumunu tamamlar 5%,



23

2. 20. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son altmig yildir yapilan ¢alismalarin neticesinde aydinlatilmaya c¢aligilmistir. Buna
gore CA enzimi, metabolizma i¢in son derece dnemli olmasinin yami sira, ¢ozelti ortaminda
kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilmesi gibi

avantajli 6zelliklere sahiptir **.

Karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesindeki Zn (II) iyonunun reaksiyonlarin katalizi
i¢in biiyiik 6nemi vardir. X-ray kristallografisi ¢aligmalar1 metal iyonun, aktif bolimiin 15 A°
derinligindeki tabaninda yerlestigini gostermistir. 3 histidin rezidiisii (His-94, His-96, His-119)
ve su molekiilii/hidroksit iyonu tarafindan koordine edilmektedir. Cinko bagl su, Thr-199’un
hidroksil grubu ile hidrojen bag: ile baglidir. Bu Glu-106’nin karboksilat grubu ile koprii
halindedir. Bu baglantilar ¢inko bagli molekiiliin niikleofilisini artirir ve molekiil niikleofilik

atak i¢in uygun bir yerdeki CO,’e dogru hareket etmektedir *>'.

Enzimin aktif formu; hidroksitin ¢inkoya bagl oldugu temel formdur (Sekil 2.2-A).
Bu giiclii niikleofil, CO, molekiilii ile etkilesir (Sekil 2.2-B). Bu da bikarbonat iyonunun
olugmasini saglar (Sekil 2.2-C). Bu bikarbonat iyonu daha sonra su molekiilii ile yer degistirir
ve ¢ozeltiye geger. Boylece Zn™ iyonuna su molekiilii baglanir. Bu da enzimin asit formuna
yol agar (Sekil 2.2-D). Katalitik olarak bu form inaktiftir. Tekrar temel A formunu olusturmak

icin aktif bolgeden gevresine proton transferi olur B¢,

%
Cl)H Cl)H O
+2 CcO ")
7. + 2
n\ . _ /Zn\\ _
Hi His; g Hiso4 His g
1594 Hngﬁ Hngﬁ
A B
O
H“O,——C\
+?H2 \ e
/ ni\ /Zn\\
- Hisyj 9 ~——7"—7— : His
+
D 2 c

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

gosterilisi.
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Tekrar bazik formu olan A formuna ge¢mek igin, aktif bolgeden g¢evresine bir proton
transferi gerceklesir. Bu reaksiyonun gergeklesmesine His-64 gibi proton yakalayan aktif
bolgeler ve ortadaki tampon bolgeler yardimei olur. Bu proses asagidaki (1) ve (2) esitliginde

sematik olarak gosterilmistir.

EZn"?—OH + CO, EZn"2—HCO; EZn"?—-0H, *+ HCO;

(1

EZn™?—-0OH + H

EZn*"?—OH
2 2

Katalizdeki hiz1 sinirlayan basamak ikinci reaksiyondur. CA-II, CA-IV, CA-V, CA-VII

ve CA-IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif olan izoenzimlerde, bu islem aktif bolgede yerlesmis

histidin (His-64) rezidiisii yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer islemi gerceklestirilir *”).

2. 21. Karbonik Anhidraz AKktivitesi

Enzimin CO,’1 hidratasyonu, bikarbonatin dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi gibi

ozelliklerinden yararlanilarak belirlenir.

H,O + CO, H,CO; HCO; + H'
Yukaridaki reaksiyonda gorildiigli gibi, ortama gore CO, gazi ¢ikmakta veya

harcanmaktadir. Ayni zamanda H' konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Agiga ¢ikan

veya azalan CO, gazi, kantitatif olarak manometrik yolla tespit edilebilir. Fakat manometrik

metodun reaksiyon pH’smin degisken olmasi, CO,’in suda sinirh ¢oziinmesi ve uzun zaman

almas gibi dezavantajlari vardir ©%,

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 sinirl
¢Oziinmesi ve kullanilan indikatoriin inhibisyon etkisi gibi olumsuz sonuglari da vardir. Bu
dezavantajlar1 en az diizeye indirmek i¢in sabit pH’da titrasyon veya 0,02 — 0,05 birimlik pH
diisiistiniin indikatorlii ortamda, spektrofotometre ile 6l¢iim yapildigi hizli akis reaksiyonu gibi

metotlar aktivite tayininde kullaniimaktadir %,

Enzimin saflagtirma basamaginda aktivite Olgiimleri, genellikle biitiin arastirmacilar

tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde; CO, hidratasyonunda
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pH’nin 8,2°den 6,3’e diismesi i¢in gecen siire, pH-stat metodu kullanilarak bulunmaktadir.
Enzim birimi ise, enzimsiz CO,-hidratasyon siiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siiresi (t.)
arasindaki farkin, t.’ye boliinmesi ile belirlenmektedir. Buna gore enzim tnitesi, enzimsiz

reaksiyon siiresini yartya diisiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir ',

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

p-nitro fenol miktarinin 348 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimii ile tayin edilmektedir % %%,

2. 22. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik Anhidraz inhibitorleri iki sinifta incelenmektedir. Bunlardan birincisi
metallerle kompleks yapmis anyonlardir. Diger grup ise, ya proteinsiz ¢inko ligand1 tarafindan
stibstitiie edilmesiyle enzimin Zn (II) iyonuna baglayan veya genellikle trigonal — bipramidal
yapida olan metal koordinasyon halkasina katilan inhibitorlerdir. Siilfonamidlerin, CA-I

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

Inorganik anyon ve katyonlar bir de organik inhibitdrler olmak iizere iki sinifta
incelenmektedir. Cogu tek degerli anyon CA enzimini inhibe eder. Fakat bu iyonlarin
konsantrasyonlari; (sigir CA-II, pH 7,55’de) birka¢ mikromolar seviyesinde inhibisyon gdsteren
CN iyonu ve 1 M’lik iyon konsantrasyonunda inhibisyon gdsteren F~ iyonunda oldugu gibi

biiyiik degisiklik gosterir .

Sigir CA’st ile yapilan esteraz aktivitesi deneylerinde; artan etkinlige gore F,
CI', CH;COO’, Br, NOs, HSO;, HCOs, ClOg4, I', N5, SCN’, CNO’, HS", CN" anyonlarinin,
p-nitro fenil asetatin hidrolizini inhibe ettikleri goriilmiistiir. Bu inhibitdrlerinin karbonik
anhidraz iizerindeki inhibisyon etkileri, diisiik pH’larda artmakta ve aym1 pH’da ise CA-II
izoenzimine karsi daha fazla inhibisyon etkisi gostermektedir. Tek degerlikli anyonlarin bu
Ozelliginden yararlanilarak, afinite kromatografisi ile izoenzimleri ayirmak igin eliisyon

¢Ozeltileri olarak kullanilmaktadir.

Inhibisyonun pH bagimliigima ve CO,’nin yer degistirdigi enzimin optik spektrum
tizerindeki etkilerine iliskin ¢alismalar, anyonik inhibitérlerin metal iyonuna baglandigi ve
katalitik CO, hidrasyonunda 6énemli bir rolii olan OH" iyonunun olusumunu 6nledigi sonucuna
vartlmistir.  CO™ ile ilgili spektrumlar bazi anyonlarin sadece ¢inko bagli ¢oziicii molekiilii
yerinden ederek tetrahedral koordinasyonu sagladigini, diger anyonlarinsa pentahedral

koordinasyon yapisi olusturdugunu ileri siirmektedir !,
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Lund Universitesinde Profesér Anders Liljas’in labarotuarinda yapilan insan CA-II
caligmalar1 bagta olmak {izere, son kristalografik ¢aligmalar, anyonik inhibitorlerin ¢esitli bag
bicimlerine yeni bir 151k tutmustur. Aktif bolgenin 6nemli bir 6zelligi ¢inkoya bagh H,O veya
OH iyonu igeren Glu-106 ve Thr-199 bulunduran indirekt liganddaki bir H baglanma
sistemidir. Glu-106 biiyiik olasilikla iyonlagsmistir ve bu nedenle, hidrojen bagli Thr-199 ile bir
alict gorevi gormelidir. Sonug olarak, Thr-199’un hidroksil grubunun, metal bagh ¢oziiciiyle
baglanmasinda bir H atomu alicis1 oldugu kabul edilmelidir. Ayrica, ¢inkoya baglhh H,O veya
OH’, hidrofobik bir cepte bulunan bir baska su molekiilii ile bir hidrojen bagi olusturur.
Hidrojen, Thr-199’un peptit NH 1na baglanir. Bu hidrojen bagi etkilesimlerinin, inhibit6rlerin

bagi iizerinde belirleyici etkisi oldugunu gostermektedir .

Protonlanmis bir ligand atomuna sahip olan inhibitdrler, tetrahedral koordinasyon
geometrisini bozmaksizin metale bagl ¢oziicli molekiiliin yerini alirlar ve Thr-199’un OH grubu
ile hidrojen bagim korurlar. HSO; ve HS™ iyonlar1 buna drnek olarak verilebilir. HSOj; iyonu
derinde olan su molekiilii ile yer degistirirken bir oksijen atomu Thr-199’un NH gurubu ile

hidrojen bag1 olusturur. Ugiincii oksijen atomu 0,31 nm mesafeden ¢inkoya dogru yénelir *!,

Thr-199 N
H\
\\O/H
Glu-106 /
o. o H
RN, e
H H—O\
0 —
/O\
A
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Thr-199 N
~
H\
0
Glu-106 /
o 0 S
NN ™~
H ‘H—o\/ o
0 —
/O
: \

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

(Hidrojen baglar1 ve tek liganddan metale bag, kesik ¢izgilerle gosterilmistir. Elektrik
yiikleri atilmigtir.)

A: Inhibe olmayan enzim
B: Bisiilfiir

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

yiiklii iyon Glu-106’nin baglanmasini 6nlemektedir. **

Yapilan ¢aligmalarda karbonik anhidraz enziminin en gii¢lii organik inhibitSriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla
iyonik yap1 kazanmalari en carpici 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1 asagidaki reaksiyonda
goriilmektedir.

R - SO,NH, R-SO,NH + H'

Siilfonamidin bu 6zelligi karbonik anhidraz enzimi {izerindeki inhibisyon i¢in son

derece 6nemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarakta kullaniimaktadir *¢*7,

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

aktif bolgesindeki metal iyonuna anyonlar seklinde, (R—SO,NH™ veya R—-SO,N-OH") iyonik
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olarak baglanirlar. Ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitdriin enzime baglanmasi
tamamlanmig olur. Siilfonamidlerin, karbonik anhidraz enzimine gii¢lii bir sekilde baglanmasi;

bu iki etkinin toplamimnin bir sonucudur “7*!,

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

siilfonamidler kadar giiclii inhibitérler degillerdir .

E-Zn"2-OH, + 1 E-Zn™-1 + H,0

Tetrahedral yap1 (siibstitiisyon)

E-Zn"2-OH, + I E - Zn"? - OH,(I)

Trigonal — bipiramidal yap1 (katilma)

Zn (II) iyonuna koordine olmus siilfonamid bilesiginin N atomuyla, protonu ayrilmis
Zn (II) iyonunun bir tetrahedral yapida baglanmasi siilfanamidler i¢in ¢ok onemlidir (Sekil
2.4.A). Anyonlar ise hem metal iyonunun tetrahedral geometrisinde, hem de tiyosiyanat

orneginde goriildiigii gibi trigonal — bipiramidal yapida baglanabilirler (Sekil 2.4. B) 7.

0)
R S
\\S ~ \\‘C
~
"HN \\ AN OH,
| o N /
+2 Zn'"?
/n . / N Hi
AN Hng 4 1S19
Hisoq l Hisy 19
Hi596 Hi594
Tetrahedral yap1 Trigonal-bipiramidal yap1
(stilfonamid) (tiyosiyanat)
A B

Sekil 2. 4. Anyonik Inhibitorler ve siilfonamidler tarafindan CA enziminin inhibisyonu

mekanizmasi
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CA-I, CA-II ve CA-IV izoenzimlerine siilfonamid inhibitdrlerinin baglanmas ile ilgili
cok sayida X-ray kristalografi yapilart vardir *°.  Bu yapilarin i¢inde protonu ayrilmus
stilfonamidler; enzimin Zn (II) iyonuna koordine olmustur ve onun NH grubu Glu-106’nin
karboksil grubuna sirasiyla bir hidrojen bagi veren Thr-199’un y-O atomu ile bir hidrojen bagi

verir 4,

2. 23. Glaucoma Tedavisinde Kullanilan Siilfonamidler

2002 yilna kadar diinyada glaucoma hastasi sayis1 yetmis milyona ulagmistir.
Glaucoma, ¢ok sayida hastaligi icine alan bir terimdir. Bununla birlikte acik halka glaucoma

hastalig1, simdiye kadar en yaygin hastalik tiirii olarak bilinmektedir.

Goz hastaliklart iginde korliige en fazla glaucoma neden olur (% 15-20) *°. ABD’ de

korlerin %10-11 bu hastaliktan dolay: gozlerini kaybetmislerdir ', Yine ayni tilkede

beyazlarda en fazla korlik nedeni olan digiincii hastalik olarak belirtilmistir %3,

Glaucoma hastaligi, yiiksek goz i¢i basinciyla (intro ocular pressura, IOP) ortaya
cikarak, doniisiimsiiz korliige sebep olmaktadir. Hastaligin en belirgin risk faktorii goz ici
basincinin yiikselmesidir. Diger risk faktorleri miyopi, diabet, yetersiz kan dolasimi, yas,
yiiksek g6z tansiyonu, sistemik hipertansiyon ve kalitim yolu ile aktarilmasi siralanabilir. Fakat
g0z i¢i basmein 22 mm Hg’dan daha diisiik (yani normal) hastalarin % 20’sinde de glaucoma
hastaliga rastlanmaktadir. Glaucoma’y1 en iyi tamimlayanlar, gérme bdlgesi ile ilgili bagtaki
sinirleri karakterize eden optik noropati uzmanlaridir. Bu hastaligin tedavisi i¢in siilfonamid

bilesikleri kullanilmaktadir.

GOz i¢i basincinin kontroliinde ¢ok 6nemli rolii olan karbonik anhidrazin inhibisyonu
yolu ile glaucomali hastalarin g6z i¢i basinci diigiiriilmektedir. Karbonik anhidrazin giiglii

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

SO,NH,

)

stulfanilamid

Glaucoma tedavisinde uzun zamandan beri 4 gesit sistemik bilesikler kullanilmaktadir.
Bu bilesikler asetazolamid (II), metazolamid (III), etokzolamid (IV) ve diklorfenamid (V)
bilesikleridir Y%, Sistemik inhibitorler, yiikselen goz i¢i basmciu (IOP) diisiirmekte
kullanilir. Bu inhibitérler, silyer epitel enzimlerini (CA-II ve CA-IV) inhibe etmesiyle, HCO5
oraninda bir azalma saglar. Bu yilizden humor akdz salgilanmasinda % 25-30 azalma
sagladigindan, bu inhibitdrler glaucoma hastalig1 tedavisinde kullanilirlar. Fakat bu inhibisyon,
gdzden daha ¢ok diger dokulardaki CA enzimlerini etkilediginden, oldukca biiylik yan etkilere

sahip olmaktadir %>,

N—/N

/°\A%

an

asetazolamid
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1A
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metazolamid
S ° H
I
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H3CH,CO N 0 H
Iv)
etokzolamid
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H/ N s// \\s/ \H
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Cl

Cl

™

diklorfenamid

(II) ve (V) bilesikleri; mide, akciger, bobrekler ve kandaki CA izoenzimlerini (CA-I,
CA-1II, CA-1V, CA-V ve CA-VII), gozdeki CA izoenzimlerinden daha ¢ok inhibe etmektedir
54551 Bu da (IT) ve (V) bilesiklerinin topikal olarak gdze uygulanmasi gerektigini ortaya
koymaktadir. Fakat (II) ve (V) bilesikleri gibi klinikte kullanilan ilaglarin higbiri, suda
¢Oziiniirlik problemlerinden dolay1 etkili konsantrasyonlar1 saglanamadigindan heniiz damla

haline getirilememis ve agizdan alinmaktadir.
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Yiiksek IOP’yi diisiiriirken, CA izoenzimlerinin inhibe olmamasi igin, goze lokal olarak

uygulanabilecek ilaglara ihtiya¢ duyulmustur P°.

Bu sebepten dolay: ilk kez ilag olarak
kullanilmak tizere dorzolamid (VI) bilesigi sentezlenmis ve 1995’te kliniklerde kullanilmigtir
71 fkinci olarak da, yapi olarak dorzolamide benzeyen brinzolamid (VII) bilesigi sentezlenmis
ve 1999°da kliniklerde kullanilmaya baglanmistir. Bdylece glaucoma tedavisi i¢in kullanilan
4-7 aras1 sistemik ilaglarin arasina bu iki ilag da katilmigtir. Bu iki ilag (VI) ve (VII), daha
onceden ila¢ olarak kullanilan bilesiklerle karsilastirildiginda; daha az yan etkisi olmakla
birlikte, lokal olarak uygulanmasi sebebiyle gézde yalnizca istenilen CA izoenzimlerini inhibe

etmektedir .

NHCH,CHs
H o)
/T
N—S
H/ !)l S s CH
3
o// \\o
VD
dorzolamid
NHCH,CHs
H o)
\
/N—S
I N
H o) S //s\< NCH,CH,CH,0CH,
o o)
(VII)

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

yara olusmasi ve doniisiimsiiz timor olusumlarina sebep olduklar bulunmustur #>->*),

2. 24. Hastahklarin Tedavisinde ve Teshisinde CA Inhibitérlerinin Onemi

Glaucoma hastalig1 tedavisi i¢gin CA enzimi {izerinde yapilan inhibisyon ¢aligmalari
sonucu ortaya cikarilmistir.  Bu caligsmalarda; CA enziminin kataliz mekanizmalarinin
aydinlatilmasinin yani1 sira, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati
fonksiyonlar1 anlasilmis ve bunun sonucunda CA enziminin inhibitdrleri ve aktivitorlerinin
sentezlenmesine hiz verilmistir.  Bu calismalarda c¢ok c¢esitli CA enzimi inhibitorleri
sentezlenmis ve bu inhibitdrler basta glaucoma tedavisinde ilag, antitiimdr, agr1 kesici, epilepsi
ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans
belirlenmesinde (MRI) diagnostik teshis materyali, antiiilser, diiiretik ilaglarin gelismesinde yol
gosterici ve antibiyotik olarak halen kliniklerde kullanilmaktadir. Bu sebeple CA enziminin
inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok biiyilk 6nem

kazanmustir 2.

Bu calismada; karbonik anhidraz enziminin sigir eritrositlerinden saflagtirilmasi ve
yeni sentezlenen bilesiklerin; glaucoma tedavisinde rolii olan HCA-II’ye ozellikleri ¢ok
benzeyen sigir CA’s1 iizerinde inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi amaglanmigtir.
Ayrica bu bilesiklerden inhibisyon etkisi gosterenlerin % aktivite — [I] grafikleri yardimiyla
I5 degerlerinin (%50 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonu) bulunmasi ve inhibisyon
gosterenlerin de grafikler yardimiyla belirlenmesi amaglanmistir.  Sentezlenen bilesiklerin

formiilleri soyledir:
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>/SOZNH2
O
h/C

0y

4-benzoyl-1-(3-hydroxyphenyl)-5-phenyl-N-(5-sulfamoyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-1H-pyrazole-3-

carboxamide

Ph—C, C—Nn
H
/o \
Ph y
N
O\C/Ph
|
/CH\
/N C
e I
0
(2

4-benzoyl-1-(3-((1,3-dioxo-1,3-diphenylpropan-2-yl)diazenyl)phenyl)-5-phenyl-N-(5-
sulfamoyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-1H-pyrazole-3-carboxamide
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Ph—C, C—n
H
Ph /N
N
N
N

HO

3

(E)-4-benzoyl-1-(3-((2-hydroxynaphthalen-1-yl)diazenyl)phenyl)-5-phenyl-N-(5-sulfamoyl-
1,3,4-thiadiazol-2-yl)-1H-pyrazole-3-carboxamide
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3. 1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bu calismada kullanilan Sepharose—4B, p-nitrofenil asetat, N,N,N’ N’tetra metil
etilendiamin (TEMED), L-tirozin, dimetilsiilfoksit (DMS), sodyum hidroksit, trihidroksi metil
aminometan (Tris), siyanojen bromiir, sodyum sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyum kloriir, sodyum
stilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, sodyum fosfat, hidroklorik asit, fosforik asit, aseton,
etanol, stlfiirik asit, akrilamid, tiyonil kloriir, piridin, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie
brillant blue G-250, coomassie brillant blue R-250, ve karbondioksit gazi (CO,) piyasadan

saglanmistir.

3. 2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Bu c¢alismada asagidaki alt ve cihazlardan yararlanilmigtir. Kullanilan bu alet ve
cihazlar Dumlupmar Universitesi, Fen — Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boéliimii, Biyokimya

Laboratuarinda bulunmaktadir.

Spektrofotometre: UV - 1700 Model Shimadzu Marka + AKS
Sogutmal1 santrifiij: Sigma K30

Santrifiij: Niive NF800

pH metre: Schott Instruments / Lab 850

Perilstaltik Pompa: Ismatec MS — 4/8 Reglo Digital, 4 Kanalli, 8 Tekerli
Magnetik Karistirici:  Heidolph MR 3001

Karistirici: Vortex — Genie, Heidolph

Hassas Terazi:
Otomatik Pipetler:
Calkalayici:
Kronometre:

Gilic Kaynagi:

Ohaus — Adventurer

Biohit Proline

GFL

Hanhard, Electronische Digital — Stoppuhr Germany

Tungmatik Newtech DSP 10 kVA
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3. 3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal calismalarda kullanilan c¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanig

sekilleri asagida belirtilmistir.
1. 0,05 M Tris-SO4, pH= 7.4 (Esteraz aktivitesi 6l¢limii ve diyalizde kullanilan tampon):

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

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

2. 0,2 M 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’¢ titre

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

5,15 g sodyum barbitalin 900 mL suda ¢oziilip, pH= §,2’ye kadar 0,1 M HCI ile

titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlandi.

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,S0,, 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 — HC1/ 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 ¢oziildi. 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 NaClOy, pH= 5,6 (kolona tutunmus HCA-II izoenzimi ve BCA

enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti):

9,187 g (0,075 mol) NaClO4 ve 2,04 g (0,15 mol) NaCH;COO.H,0, 120 mL destile su ile
¢oziildi. 1 N HCI ile pH’s1 5,6’ya getirildikten sonra, hacim destile su ile 150 mL’ye

tamamlandi.
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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’Lik gliserin, 1 mL
% 0,1’lik brom timol mavisi karistirilarak, son hacmin saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi. Bu tampona kullanmadan hemen 6nce, 950 pL numune tamponunda 50 uL olacak

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

1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL suda ¢6ziildii. Daha sonra bunun iizerine 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 igerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlandi.
10. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢6zelti):

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL % 95’lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye

% 95’lik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cdzeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.
11. Boyama ¢ozeltisi (jelin boyanmasi i¢in kullanilan ¢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 yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti):
%10 asetik asit olacak sekilde metanol ve su karistirilarak yeterli miktarda hazirlandi.
13. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan ¢ozelti):
% 50 izoproponal, % 10 TCA, % 40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.
14. Inhibitdr stok ¢ozeltileri:

CA inhibitorii olarak yeni sentezlenen 1, 2, 3 bilesiklerinin % 1°lik ¢6zeltilerini hazirlamak
icin; her bir bilesikten 5’er mg almip 1 mL dimetil siilfoksitte (DMS) ¢o6ziildiikten sonra,

hacimleri 5’er mL’ye tamamlandi.
15. % 0,04’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi:

0,1 g indikatoriin 16 mL 0,01 N NaOH igerisinde ¢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 islemleri sonunda esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Bu metodun esasi; 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve
tirozinin maksimum absorbans gostermesine dayanmaktadir. Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere

almarak, absorbanslari spektrofotometrede kore (ilgili tampon ¢ozeltiye) kars1 okundu.

3. 4. 1. 2. Coomassie Blue Yontemiyle Protein Tayini

Bu yontemle, afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisinde ve hemolizatta
protein tayini yapildi. Bu ydntem, coomassie brillant blue G-250’nin fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks, 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti

1-100 pg arasindadir %,

Tayin islemlerinde; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin
¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alind1 ve saf su ile tiim tiiplerin
hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi. 5 mL coomassie reaktifi tiiplere ilave edildi ve vorteks ile
karigtirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karst absorbans degerleri
okundu. Kor olarak 0,1 mL ayni tampon ve 5 mL Coomassie reaktifinden olugsan karigim
kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri standart grafik

halinde verildi (Sekil 4.1).

3. 4. 2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

3.4.2.1. CO, — Hidrataz Aktivitesi Tavini

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmas: sirasinda, aktivite Ol¢iimleri Wilbur
Anderson metodu ile yapildi. Bu yéntemde; CO,’in hidratasyonu sonucu agiga ¢ikan H'
sebebiyle pH’nin 8,2’den 6,3’e diismesi i¢in gecen siire bulundu. Tampon olarak da, pH’s1 10
olan karbonat tamponundan (0,15 M Na,CO; + 0,0 M NaHCO;) yararlanildi (60,61
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Enzim birimi ise; enzimsiz CO, hidratasyon siiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siiresi (t.)

arasindaki farkin, (t.)’ye boliinmesi ile belirlendi.

Deneyde reaksiyon tiipiine 6nce 1 mL veronal tamponu (pH =8,2), 0,1 mL brom timol
mavisi ¢ozeltisi 0,5 mL saf su, 0,1 mL enzim ¢6zeltisinden ilave edildi. Ve daha sonra da 2,5
mL doygun CO, c¢ozeltileri konuldu. Asagidaki tabloda uygulanan prosediir agikca

gosterilmistir.

Kontrol Tiipii (Kor) | Numune Tiipii
Kullanilan Maddeler
(nL) (L)
0,025 M Veronal Tamponu
1000 1000
(PH =8,2)
% 0,04’liik Brom — Timol
100 100
Mavisi
Saf Su 600 500
Enzim Cozeltisi - 100
Substrat (Doygun CO,
2500 2500
Cozeltisi)
Toplam Hacim 4200 4200

Daha sonra bir kronometre ile CO, ¢ozeltisi konuldugu andan itibaren indikatoriin mavi
renginin sarimsi yesile doniismesi (pH= 6,3) i¢in gegen siire belirlendi (t.). Ayni islemler her
numunenin c¢alisilmasindan Once, enzim ¢Ozeltisi yerine saf su konularak yapildi (t,).
Inhibitérlii ¢alismalarda ise; suyun hacmi, kullanilan inhibitér hacmi, kadar azaltilarak yerine
inhibitor eklendi. Boylece aktivite 6l¢lim ortaminin hacmi sabit tutulmus oldu (4,0 mL). Bu
yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim tinitesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO,
hidrasyonu siiresini, yariya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Yani;

pu -t
t

c

formiiliine gore kullanilan enzim ¢6zeltisi hacmi igin, enzim {initesi hesaplanmustir.
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3. 4. 2. 2. Esteraz Aktivitesi Tavini

Inhibitdrlerin BCA enzimi iizerindeki etkisini arastirmak i¢in bu yontem 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.

o CA
O,N O-C-CHz + H,0 O,N OH + CH3;COOH

348 nm’de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat’n her ikisi de aymi absorbansi

gostermektedir. Bu yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrisip ayrismamasi oOl¢iimii

62][63]

etkilememektedir | Bu dalga boyundaki p-nitro fenil asetatin da ¢ok az absorbsiyonu

oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir. Tayin islemlerinde kuvartz kiivetlere 1 mL substrat,
1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve 0,1 mL enzim konulmasindan 3 dakika sonra 25 °C’de 348 nm’de

absorbansi okundu. Kisaca asagidaki prosediir uygulandi.

Kontrol Tiipii (Kor) | Numune Tiipii
Kullanilan Maddeler
(uL) (uL)
1 M Tris — SO4 Tamponu
1300 1300
(pH =17.4)
p-nitrofenilasetat 1000 1000
Saf Su 700 600
Enzim Cozeltisi - 100
Toplam Hacim 3000 3000

Spektrofotometre, daha once enzim yerine 0,1 mL tampon konularak, karigimin
3 dakika sonraki absorbansi ile sifira ayarlandi. Bu suretle; 3 dakika iginde esterin kendi
kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitro fenil asetatin absorbsiyonu ig¢in diizeltme yapildi.
Inhibitérlii calismalarda ise suyun hacmi azaltilarak, yerine o miktarda inhibitdr eklenerek

aktivite tayinleri yapildi.
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Bu deneyde kullanilan p-nitro fenil asetat substrat c¢ozeltisi, taze olarak hazirlandi.
Bunun i¢in 27,2 mg ester, 1 mL aseton i¢inde ¢6ziildli ve hizlica karigtirilan 49 mL destile suya
yavas yavas eklendi. Aseton ise diger organik ¢oziiciilere oranla hidroliz reaksiyonunu en az
inhibe eden ¢oziicii oldugu icin segildi '®*. Enzim ¢6zeltisinin tamponlanmast 0,05 M

Tris — SO4 (pH= 7.4) ¢ozeltisiyle yapildr .

3. 4. 3. Sigir Eritrositlerinden Karbonik Anhidraz Enziminin Saflastirilmasi

3. 4. 3. 1. Sepharose — 4B Matriksi Uzerinde Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose — 4B matriksi lizerinde hazirlandi. Sepharose — 4B’nin CNBr ile
aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak takildi.  Daha sonra siilfanilamid
diazolanarak, tirozine kenetlendi (Sekil 4.1). Burada tirozin; afinite jelinin uzanti kolunu,
stilfanilamid ise enzimi spesifik baglayan kismimi olusturmaktadir. Siilfanilamid karbonik
anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek sdz konusu enzimin

yiiksek oranda saflastirilmasinda basariyla kullaniimaktadir ¥,

3. 4. 3. 2. Sepharose — 4B’nin Aktiflestirilmesi ve Tirozin Takilmasi

7,5 gr CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, saf su ile iyice sisirildi ve saf su dekante
edildi. Daha sonra pH’s1 10 olan 250 mL 0,2 M NaHCO; tamponuna alindi. Ayni tamponun
20 mL’sinde, 80 mg tirozin ¢oziildii ve behere ilave edilerek karistirildi. Bundan sonra
siispansiyon 4 °C’de 2 saat siireyle karistirildi ve 16 saat bu sicaklikta bekletildi. Bu siirenin
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) tekrarlandi ve tirozin takili jel, aym1 tamponun 40 mL’si

65][66

igerisine alindi [ Reaksiyon basamaklar1 asagida gosterileceketir.

3. 4. 3. 3. Siilfanilamid Kenetlendirilmesi

25 mg siilfanilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI i¢inde ¢oziildii. 75 mg NaNO,
ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, stilfanilamid ¢6zeltisine 10 dakika igerisinde damla damla
katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmig bulunan siilfanilamid, 40 mL Sepharose—
4B—-L—tirozin siispansiyonuna eklendi. pH, 1 M NaOH ile 9,5’e ¢ikarilarak sabit tutuldu.
3 saat siireyle oda sicakliginda yavasg yavas karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL 0,05 M

671681

Tris — SO4 (pH= 7,4) tamponuyla yikand1 ve aymi tampon igerisinde muhafaza edildi ! .

Reaksiyonun agik formiilleri asagida gosterilmistir:
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OCN
H
! | H, (4°C, pH=10)
HZN—C|:—C OH >
COOH
HO—
Aktiflestirilmis Matriks
N© NH
| o | o
O_C_THZ o—cC
HC—COOH HC|3—COOH
CH, _— CH,
HO— HO—
OH OH
Sepharose - 4B-L-Tirozin
(NaNO, + HCI)
H,NO,S NH, - H,NO,S N,*Cl
0°C
Sepharose - 4B-L-Tirozin
H,NO,S N,*Cl >
pH=9,5
||\|IH
O—C—NH
HC|I—COOH
CH»
Afinite jelinin son durumu
N=N SO,NH,
OH

Sekil 3. 1. Afinite jelinin hazirlanmasi
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3.4.3. 4. SDS — Poliakrilamid Jel Elektroforeziyle Enzimlerin Safliginin Kontrolii

Enzimlerin saflagtirilmasindan sonra % 3-10 kesikli, sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli tarafindan agiklandigi gibi yapilarak

saflastirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol edildi.

Bunun igin elektroforez plakalart 6nce su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalar
birlestiren aralik koyuculara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. Iki cam plaka birbiri iizerine
yerlestirildi ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konuldu. Cam plakalarin alti,
kaynama sicakligina getirilerek ¢6ziinmiis daha sonra 40-50 °C’ye kadar sogutulmus agar
dokiilerek kapatildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektdr yardimiyla ilave edildi.
Hava almamasina dikkat edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in % 1’lik SDS ile ince bir
tabaka olusturuldu. Katilagincaya kadar yaklasik yarim saat bekletildi. Daha sonra yigma jeli,
iist diizeye kadar ilave edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildi. Taragin iizerine nemli
stizgec kagidi konularak bir gece bekletildi. Ertesi giin tarak dikkatlice ¢ikarilarak, plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan kuyular isaretlenerek; jelin iistii 6nce saf su, daha
sonra yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu

konuldu.

Numuneler kuyularin her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam
hacim 100 pL olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, jeldeki kuyulara bir enjektdrle 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 (% 50
izopropanol + %10 TCA + % 40 saf su) 30-40 dakika bekletildi. Daha sonra fikse ¢ozeltisinden
cikartilan jel, 6zel kabina konularak boyama ¢ozeltisi iistiinii 6rtiinceye kadar eklendi. 1,5 — 2
saat kadar calkalayici {izerinde birakildi. Daha sonra boyama ¢ozeltisinden ¢ikarilarak, yikama
¢Ozeltisine alindi. Belirli zaman periyotlarinda degistirilme suretiyle jelin zemin rengi agild1 ve
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢o6zelti i¢inde calkalandi. Mavi renge
boyanan renksizlestirme c¢ozeltisi, aktif karbon iizerinden gecirilerek tekrar kullanildi. Jel

renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 15 mL 1 M Tris — HCl (pH= 8,8), 10,66 mL
% 30’luk akrilamid % 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
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olarak 0,8 mL % 1,5’lik amonyum persiilfat [(NH4S,05 (PER)] ilave edildi. Burada kullanilan

PER kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirland.

Yigma jeli hazirlamasi sirasinda; 1 M’lik Tris — HCl pH= 6,8’den 1,24 mL
% 30’luk akrilamid % 0,8’lik bisakrilamid’ten 1 mL, % 1°lik SDS’den 0,1 mL, % 5’lik
TEMED’den 0,1 mL ve saf sudan 7,36 mL alinarak Kkaristirildi. Son olarak yine taze
hazirlanmis, % 1,5’lik PER’den 0,2 mL ilave edildi.

3. 4. 4. Sigir Eritrositlerinden Karbonik Anhidraz Enziminin (BCA) Saflastirilmasi

3.4.4.1. Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizat Eldesi

Deneyler icin sigir kam Kiitahya Belediyesi mezbahasindan kesim esnasinda alindi.
Antikoagiilant olarak kullanilan asit — sitrat dekstroz (ACD) c¢ozeltisi 22 g sodyum sitrat
dihidrat, 8 g sitrik asit, 24 g dekstrozun bir miktar destile suda ¢oziliip bir litreye
tamamlanmasiyla elde edildi. 100 mL kana bu ¢6zeltiden 15 mL ilave edilerek hem pihtilasma
Onlenmis hem de eritrositler i¢in iyi bir beslenme ortami saglanmis oldu. Kanlar alindiktan

sonra 4 °C’de muhafaza edildi ve en ¢ok iki giin igerisinde kullanildi .

Eritrositleri ayirmak i¢in kan 10 mL’lik tliplere konuldu ve 15 dakika santrifiij edildi.
Daha sonra tiiplerin iist kismindaki plazma ve 16kosit tabakasi dikkatli bir sekilde ayrildi. Sonra
altta kalan eritrositler % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile berrak ¢ozelti elde edilinceye kadar yikandi
ve {ist kisimlar atildi. Bu islemler sonucunda 500 mL kandan 150 — 200 mL eritrosit elde edildi.

Eritrositler, hacimlerinin 1,5 kat1 0 °C’deki saf su ile hemoliz edildi /.

Hemoliz edilen tiipler
bir araya getirilip hiicre zarlarindan ayirmak i¢in hemolizat, 4 °C’de 20.000 rpm’de 45 dakika
siireyle santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerin dibine ¢oken hiicre zarlar1 atilip {istteki hemolizat
dikkatli bir sekilde alindi. Hiicre zarlarindan ayrilan hemolizatin pH’s1 kat1 Tris ile 8,5°e

getirildi. Boylece hemolizat kolona tatbik edilecek duruma geldi.

3.4.4. 2. Hemolizatin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisvonu

Hazirlanan afinite jeli 1,5 cm’x50 cm boyutunda bir kolona paketlenerek
25 mM Tris — HC1 / 0,1 M Na,SO,4 (pH= 8,7) ¢ozeltisi ile dengelendi. Yukarida hazirlanan
hemolizat kolona tatbik edilerek, yine 25 mM Tris — HC1 / 25 mM Na,SO, (pH= 8,7) tamponu
ile yikandi. Boylece karbonik anhidrazin biiyilk kismi afinite jeline tutunmus ve diger

safsizliklar uzaklagsmis oldu. Daha sonra 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClO, (pH= 5,6) eliisyon
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cozeltisi ile 5’er mL halinde tiliplere alindi. Peristaltik pompa yardimiyla kolonun akis hizi
50 mL / saat olarak ayarlandi. Eluatlarda 280 nm’de protein tayini ve CO, — hidrataz aktivitesi
tayini yapildi. Aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek dondurulmak suretiyle derin

dondurucuda saklandi.

3. 5. Sentezlenen Bilesiklerin Sigir Eritrosit CA Enzimi Uzerindeki inhibisyon Etkilerinin

Incelenmesi

3. 5. 1. Sentezlenen Bilesiklerin Eritrosit BCA Enziminin Hidrataz Aktiviteleri Uzerinde

Inhibisyon Etkilerinin in vitro Olarak incelenmesi

Sigir eritrosit CA enziminin hidrataz aktiviteleri tizerinde yeni sentezlenen (1), (2), (3)
no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; glaucoma hastalig1 tedavisi igin klinikte lokal olarak
kullanilan miktar olan % 1°lik ¢6zeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek suretiyle
arastirildi. Bunun i¢in sigir kanindan elde edilen BCA enzimi i¢in bes farkli uygun inhibitor
konsantrasyonunda hidrataz aktivite olgiimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin
% aktivite — [I] grafikleri ¢izilerek, lso degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki

[1] degerleri, aktivite 6l¢iim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 4,2 mL).

3. 5. 2. Sentezlenen Bilesiklerin Eritrosit BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde

Inhibisyon Etkisinin in vitro Olarak Incelenmesi

Sigir eritrosit CA enziminin esteraz aktiviteleri lizerinde yeni sentezlenen (1), (2), (3) no’lu
bilesiklerin inhibisyon etkileri; glaucoma hastalif1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan
miktar olan % 1°lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim tizerine tatbik edildigi deneylerde bes farkli inhibitor
konsantrasyonu i¢in esteraz aktivite dl¢limii yapildi. Her bir bilesik icin % Aktivite — [I] grafikleri
cizilerek Isy degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite dl¢iim ortami igin
hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 3 mL).

Biitiin esteraz aktivitesi deneylerinde kullanilan ana substrat ¢ozeltisi 3 mM, aktivite 6lgliim
ortaminin toplam hacmi 3 mL oldugundan ve 1 mL substrat ¢ozeltisi kullanildigindan; 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 asetatin ise
0,4x10° M cm™ oldugundan; 348 nm’de 6lgiilen absorbans degerinin 5’e boliimii ile ortamdaki

p-nitrofenol (p-nitrofenolat) iyon konsantrasyonunu mM cinsinden verir ',
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p-nitrofenol konsantrasyonu= A (O.D) /5 x 10° M

p-nitrofenol konsantrasyonu = A (0.D) /5 mM

Bulunan bu deger 3 dakika icin olduguna gore; 1 dakikada olusan p-nitrofenol miktarini

bulmak icin 3’e boliiniir. Toplam hacim 3 mL oldugundan

A(OD)/5
3

p-nitrofenol miktar1 = X3 = A(OD) /5 (umol/dakika) bulunur.

3. 5. 3. Sentezlenen Bilesiklerin Eritrosit BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde

Inhibisyon Etkilerinin K; Sabitleriyle Bulunmasi

K; degerlerini bulmak igin; sigir eritrosit CA enziminin esteraz aktiviteleri {izerinde yeni
sentezlenen (1), (2), (3) no’lu bilesiklerin inhibisyon etkileri; enzim iizerine tatbik edildigi deneylerde,
inhibitorlii ve inhibitorsiiz olarak bes farkli substrat konsantrasyonu icin esteraz aktivite olglimleri

yapildi. Esteraz aktivitesi i¢in yukarda belirtildigi gibi;

A(OD)/5

p-nitrofenol miktar1 = X3 = A(OD) /5 (umol/dakika)

degeri, V (hiz) degeri olarak alindi. Lineweaver — Burk grafiklerini ¢izmek i¢in bu
degerler 1/V degerlerine gevrildi. Aym zamanda bes farkli substrat — konsantrasyonlart [S], grafikte
kullanmak i¢in 1/[S] degerlerine doniistiiriildii. Bu degerlerden faydalanilarak her bir inhibitdriin, sigir
eritrosit BCA enzimi i¢in ayri ayr1 Lineweaver — Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden elde edilen
denklemlerden, Ky ve Vi degerleri bulundu. Bu degerler yarismasiz inhibitorler igin kullanilan

esitlikte yerine konularak K; degerleri hesaplandi.

i _ max
Vmax -

[1]
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4. 1. BCA Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirilmasi1 Sonuclari

Sigir kanindan elde edilen hemolizatlar kolona direk olarak tatbik edildi. Jelin kolona
yerlestirilmesi, tamponla dengelenmesi ve yikama isleminden sonra BCA; 0,1 M NaCH;COO/
0,5 M NaClO, (pH= 5,6) tamponuyla eliie edildi. Eliatlar 5 mL’lik fraksiyonlar halinde
toplanarak, her tiipteki numune i¢in 280 nm’de kalitatif protein tayini yapildi. Absorbans gosteren

tiiplerde CO,-hidrataz aktivitesine bakild1 (Sekil 4.1) .

2,5+
2
E
=
% 151
Q
=
w»
2
s 1
w»n
)
<
0,5
0 ‘
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiip Sayis1

Sekil 4. 1. Sigir eritrositlerinden elde edilen BCA enziminin eliisyonunda; 280 nm’de elde

edilen absorbans degerleri

Sigirdan saflastirilan BCA enzimi igin Coomassie Blue yontemiyle protein tayini ve esteraz
aktivitesi tayini yapildi. Enzimlerin aktivite ol¢limii 1 mM substrat konsantrasyonunda ve 100 pL
enzim ¢ozeltisi ile yapilmistir. Protein tayinleri ise, 100 pL enzim ¢ozeltisi i¢in OSl¢lilmiistiir.
Hemolizatlarda ise aktivite ve protein miktar1 Slciimiinde; her bir hemolizattan 1 mL alnip,

10 mL’ye seyreltilmis ve bundan 100 pL alinarak dlgtimler yapilmuistir.
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Sigir kanindan hazirlanan hemolizat i¢in protein miktar1 107,4 mg/mL ve hidrataz aktivitesi

2400 EU/mL bulundu ve buradan spesifik aktivite,

(SA)=2400/107,4= 22,34 olarak bulundu.

BCA i¢in 4-6 no’lu tiiplerdeki eluatlar birlestirilerek coomassie blue yontemiyle protein
tayini ve hidrataz aktivitesi deneyleri yapildi. Saflagtirilan enzim ¢ozeltisi i¢in mL’deki protein
miktar1 0,74 mg ve mL’deki enzim {initesi 166,78 EU olarak bulundu. Saf enzimlerin aktivite
Olglimiinde 100 kat seyreltme yapildigindan aktivitesi BCA i¢in 16678 EU/mL olarak bulundu.

Buna gore;

BCA igin spesifik aktivite (SA) = 16678/0,74 = 22539

Bu degerlere gore, hemolizatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucu;

BCA 22539/22,34 = 1009 kat saflastirilmis oldu.

Kantitatif protein tayini Coomassie Blue yontemi ile yapildi. Bu yontem i¢in 6nce standart
bir egri hazirlandi. Hemolizatta ve saflastirilan enzim ¢dzeltilerindeki protein miktarlart bu egriye
gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerlerinden

faydalanarak, 6lgiilen absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein miktarlart bulundu (Sekil 4.2).

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100

Mikrogram protein

Sekil 4. 2. Coomassie-Blue yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan standart grafik.



50

4. 2. Sigir Eritrositlerinden Elde Edilen BCA Enziminin SDS-Poliakrilamid Jel

Elektroforezi Sonuclari

Afinite kolonundan saflastirilan karbonik anhidraz enziminin safligimi kontrol etmek
amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bunun ic¢in 3.4, 3.2’de anlatildig1 gibi
hazirlanan kesikli SDS-poliakrilamid jel elektroforezine, sigir kanindan saflagtirilan enzim tatbik

edildi. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3).

Sekil 4. 3. Afinite kromotografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz enzimlerinin

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ftg. (1. Kanal: HCA-I, 2. Kanal: BCA, 3. Kanal: HCA-II)

4. 3. Sentezlenen Bilesiklerin Sigir Eritrosit CA Enzimleri Uzerinde inhibisyon Etkilerinin

in vitro Olarak incelenmesi

4. 3. 1. Sentezlenen Bilesiklerin Sigir Eritrosit CA Enziminin Hidrataz Aktiviteleri

Uzerinde Inhibisyon Etkilerinin in vitro Olarak incelenmesi

Sigir eritrosit CA enziminin hidrataz aktiviteleri tizerinde yeni sentezlenen (1), (2), (3)
no’lu bilegiklerin inhibisyon etkileri; glaucoma hastalifi tedavisi i¢in klinikte lokal olarak
kullanilan miktar olan % 1’lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek suretiyle
aragtirlldi. Bunun i¢in sigir kanindan elde edilen BCA enzimi i¢in bes farkli uygun inhibitor
konsantrasyonunda hidrataz aktivite Ol¢iimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin
% aktivite — [I] grafikleri cizilerek. Iso degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki

[I] degerleri, aktivite 6l¢lim ortami igin hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 4.2 mL).
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Cizelge 4. 1. BCA enzimi lizerine hidrataz aktivitesi yoluyla (1) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

Veronal | BromTimol Destile | Substrat
Inhibitér | Tamponu Mavisi Enzim | Inhibitor Su CO, 1]
%
No Cozeltisi
Aktivite
(mL) (nL) (nL) (nL) (nL) (mL) M
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 20 480 2,5 40 0,9.10°
@ 1 100 100 40 460 2,5 16 1,8.10°
1 100 100 60 440 2,5 10 2,7.10°
1 100 100 80 420 2,5 4.4 3,6.10°
1 100 100 100 400 2,5 2,5 4,5.10°
110
100 4
a0 4
a0~
.ﬁ 70 1
g G0 1
53 S0 4
40
30 1
20 1
10 1
0 05 1.5 2 25 3 35 4 45
[ pn

Sekil 4. 4. BCA enzimi lizerine hidrataz aktivitesi yoluyla (1) bilesiginin etkisi
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Cizelge 4. 2. BCA enzimi lizerine hidrataz aktivitesi yoluyla (2) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

Veronal | BromTimol Destile | Substrat
Inhibitér | Tamponu Mavisi Enzim | Inhibitér Su CO, 1]
%
No Cozeltisi
Aktivite
(mL) (nL) (nL) (nL) (nL) (mL) M
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 10 490 2,5 444 103.10°
Q?) 1 100 100 20 480 2,5 18,1 | 0,7.10°
1 100 100 30 470 2,5 7,4 1,2.10°
1 100 100 40 460 2,5 3,5 1,5.10°
1 100 100 50 450 2,5 1,1 1,9.10°
110 A
100 4
an
a0
.ﬁ 70 5
ﬁ G0
=50 -
&
40 -
30
20 1
10 1
0 T T r
] 04 0.5 1.2 1,6
[I] pn1

Sekil 4. 5. BCA enzimi iizerine hidrataz aktivitesi yoluyla (2) bilesiginin etkisi
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Cizelge 4. 3. BCA enzimi lizerine hidrataz aktivitesi yoluyla (3) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

Veronal | BromTimol Destile | Substrat
Inhibitér | Tamponu Mavisi Enzim | Inhibitor Su CO, [
0
No Cozeltisi &
Aktivite

(mL) (L) (nL) (uL) (nL) (mL) M

1 100 - - 600 2,5 - .

1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 10 490 2,5 46,42 | 0,3.10°
3) 1 100 100 20 480 2,5 19,64 | 0,7.10°
1 100 100 30 470 2,5 8,1 1,2.10°
1 100 100 40 460 2,5 2,9 1,5.10°
1 100 100 50 450 2,5 0,89 | 1,9.10°

O Aldi ite

[] pnt

Sekil 4. 6. BCA enzimi iizerine hidrataz aktivitesi yoluyla (3) bilesiginin etkisi
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4. 3. 2. Sentezlenen Bilesiklerin Sigir Eritrosit CA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde

Inhibisyon Etkisinin in vitro Olarak incelenmesi

BCA’nin esteraz aktivitesi iizerinde (1), (2), (3) bilesiklerinin inhibisyon etkileri;
glaucoma hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan % 1’lik ¢ozeltileri
hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmistir. Bu amagla sigir kanindan elde edilen BCA
enzimleri i¢in bes farkli inhibitdr konsantrasyonunda esteraz aktivite ol¢limii yapilmistir. Her
bir bilesik icin % Aktivite — [I] grafikleri ¢izilerek, Iso degerleri hesaplanmistir. Bu tablo ve

grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite 6l¢iim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir.
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Cizelge 4. 4. BCA enzimi iizerine esteraz aktivitesi yoluyla (1) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Destile 1
%
No Tamponu Su
Aktivite

(mL) | (mL) | (mL) | (uL) | (ub) M
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 15 585 75 0,92.10°
1 1,3 0,1 30 570 53,3 1,82.10°

1)

1 1,3 0,1 45 555 36,6 2,74.10°
1 1,3 0,1 60 540 28,3 3,65.10°
1 1,3 0,1 75 525 16,6 4,57.10°
110
100 4
90 1
80 |
70 |

2

= 60

=

< 50

X
40
30 1
20 |
10 |
O T T T

(1] uM

0O 04 08 12 16 2 24 28 32 36 4 44

Sekil 4. 7. BCA enzimi iizerine esteraz aktivitesi yoluyla (1) bilesiginin etkisi
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Cizelge 4. 5. BCA enzimi lizerine esteraz aktivitesi yoluyla (2) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Destile 1]
%
No Tamponu Su
Aktivite

(mL) (mL) | (mL) | (uL) | (ub) M
1 1,3 0,1 - 600 100 0

1 1,3 0,1 10 590 80 0,42.10°
1 1,3 0,1 20 580 67,27 | 0,85.10°

(2)

1 1,3 0,1 30 570 56,36 1,28.10°
1 1,3 0,1 40 560 47,27 1,70.10°
1 1,3 0,1 50 550 30,90 2,13.10°
110 -
100 ¢
90 1
80 | )
70 1

2

£ o0

ke’

< 50 .

°\°
40
30 | .
20 1
10 |
0 T T T T T

0 0,4 0,8 1,2 1,6 2
] pM

Sekil 4. 8. BCA enzimi {izerine esteraz aktivitesi yoluyla (2) bilesiginin etkisi
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Cizelge 4. 6. BCA enzimi lizerine esteraz aktivitesi yoluyla (3) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde edilen sonuglar

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitér | Destile 11
%
No Tamponu Su
Aktivite
(mL) | (mL) | (mL) | (L) | (uL) M
1 1,3 0,1 - 600 100 0
1 1,3 0,1 20 580 82 0,95.10°
1 1,3 0,1 40 560 68 1,90.10°
3)
1 1,3 0,1 60 540 48 2,85.10°
1 1,3 0,1 80 520 32 3,80.10°
1 1,3 0,1 100 500 20 4,75.10°
110 -
100 4
90 |
80 1
70 |
@ ®
Z o0
=
< 50 -
X
40
30 |
20 1
10 |
0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ‘
0O 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
1] pM

Sekil 4. 9. BCA enzimi {izerine esteraz aktivitesi yoluyla (3) bilesiginin etkisi
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Sentezlenen bilesiklerin eritrosit BCA enziminin CO, hidrataz aktiviteleri {izerinde
inhibisyon etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglardan (Sekil

4.4, 4.5, 4.6’daki grafiklerden) hesaplanan s, degerleri toplu olarak ¢izelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4. 7. Sentezlenen bilesiklerin BCA enziminin in vitro CO,-hidrataz aktivitesi {izerinde

inhibisyon etkisi sonuglari

Iso (M)

Inhibitor BCA
@ 2.10°
Q?) 1,46.10°
3) 2,8.10°

Sentezlenen inhibitorierin eritrosit BCA enzimlerinin esteraz aktivitesi iizerinde
inhibisyon etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan caligmalarda elde edilen sonuglardan (Sekil

4.7, 4.8, 4.9’daki grafiklerden) hesaplanan Iso degerleri toplu olarak ¢izelge 4.8”de verilmistir.

Cizelge 4. 8. Sentezlenen bilesiklerin BCA enziminin in vitro esteraz aktiviteleri {izerinde

inhibisyon etkisi sonuglari

Iso (M)

Inhibitor BCA
@ 7,0.107
(2) 2,8.107
3) 3,2.107
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4. 4. Sentezlenen Bilesiklerin Sigir Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimlerinin
Esteraz Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkisi Cahsmalarindan K;

Sabitlerinin Bulunmasi

Inhibitér ¢aligmalari icin sentezlenen siilfonamid bilesikleri olan (1), (2), (3) bilesikleri
kullanildi. Bunun igin inhibitorsiiz ve inhibitdrlii ortamda beg farkli substrat konsantrasyonunda
aktiviteler belirlendi. Bu amagla 3.5.2. ve 3.5.3. boliimlerinde anlatildig1 sekilde hazirlanan
3 mM’lik p-nitrofenilasetat ¢dzeltisinden istenilen konsantrasyonu saglayacak sekilde tiiplere
5 farkli miktarda ilave edildi. Biitiin tiiplerin toplam hacmi 1,9 mL olacak sekilde saf su veya
inhibitor ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra her tiipe 1 mL 0,05 M Tris-SO, (pH=7,4) ve 0.1 mL
enzim ilave edilip, 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 348 nm’de kore karsi
absorbans degeri Olgiildii. Kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat ve
inhibitér konsantrasyonlar1 cizelgede verilmektedir. Inhibitorlii ve inhibitdrsiiz ortamlarda
degisik subsrat konsantrasyonlarinda 348 nm’de 6l¢iilen absorbans degerleri, kullanilan aktivite
birimi (reaksiyon hizi) umol/dakika cinsinden bdliim 3.5.2°de belirtildigi sekilde bulundu.
Biitiin inhibitérler igin ii¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu ve 5 farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V — /S degerleri hesaplandi.

Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek K; degerleri hesaplandi.
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Cizelge 4. 9. BCA enzimi lizerine esteraz aktivitesi yoluyla (1) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkileri ve K elde etmek i¢in yapilan islem sonuglari

) Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitor | Destile | 1/[S] /v
Inhibitor
Tamponu Su
No
(ml) (ml) (ml) (nL) (ml) M) | (pumol/dak)
0,6 1,3 0,1 - 1,0 | 3,3.10° 0,178
0,6 1,3 0,1 15 0,985 | 3,3.10° 0,31
0,6 1,3 0,1 30 0,97 | 3,3.10° 0,416
0,6 1,3 0,1 60 0,94 | 3,3.10* 0,61
0,8 1,3 0,1 - 08 | 25.10° 0,14
0,8 1,3 0,1 15 0,785 | 2,5.10° 0,238
0,8 1,3 0,1 30 0,77 | 2,5.10° 0,333
0,8 1,3 0,1 60 0,74 | 2,5.10° 0,5
1 1,3 0,1 - 0,6 2.10* 0,11
1 1,3 0,1 15 0,585 | 2.10* 0,208
(1)
1 1,3 0,1 30 0,57 2.10* 0,26
1 1,3 0,1 60 0,54 2.10* 0,386
1,2 1,3 0,1 - 0,4 1,6.10° 0,09
1,2 1,3 0,1 15 0,385 | 1,6.10* 0,15
1,2 1,3 0,1 30 037 | 1,6.10° 0,22
1,2 1,3 0,1 60 0,34 | 1,6.10° 0,3
1,4 1,3 0,1 - 02 | 14210 0,08
1,4 1,3 0,1 15 0,185 | 1,42.10° 0,14
1,4 1,3 0,1 30 0,17 | 1,42.10° 0,18
1,4 1,3 0,1 60 0,14 | 142.10° 0,285
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Cizelge 4. 10. BCA enzimi iizerine esteraz aktivitesi yoluyla (2) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkileri ve K elde etmek i¢in yapilan islem sonuglari

) Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitor | Destile | 1/[S] /v
Inhibitor
Tamponu Su
No

(ml) (ml) (ml) (nL) (ml) M™") | (pumol/dak)

0,6 1,3 0,1 - 1,0 | 3,3.10° 0,131

0,6 1,3 0,1 20 0,98 | 3,3.10° 0,208

0,6 1,3 0,1 40 0,96 | 3,3.10° 0,32

0,6 1,3 0,1 50 0,95 | 3,3.10* 0,454

0,8 1,3 0,1 - 08 | 25.10° 0,116

0,8 1,3 0,1 20 0,78 | 2,5.10° 0,178

0,8 1,3 0,1 40 0,76 | 2,5.10° 0,24

0,8 1,3 0,1 50 0,75 | 2,5.10° 0,357

1 1,3 0,1 - 0,6 2.10* 0,09

1 1,3 0,1 20 0,58 2.10* 0,131

(2)

1 1,3 0,1 40 0,56 2.10* 0,192

1 1,3 0,1 50 0,55 2.10* 0,294

1,2 1,3 0,1 - 0,4 1,6.10° 0,065

1,2 1,3 0,1 20 0,38 | 1,6.10* 0,112

1,2 1,3 0,1 40 0,36 | 1,6.10° 0,166

1,2 1,3 0,1 50 0,35 | 1,6.10° 0,227

1,4 1,3 0,1 - 02 | 14210 0,06

1,4 1,3 0,1 20 0,18 | 142.10° 0,096

1,4 1,3 0,1 40 0,16 | 142.10° 0,152

1,4 1,3 0,1 50 0,15 | 142.10° 0,215
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Cizelge 4. 11. BCA enzimi iizerine esteraz aktivitesi yoluyla (3) bilesiginin in vitro inhibisyon

etkileri ve K elde etmek i¢in yapilan islem sonuglari

) Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitor | Destile 1/[S] v
Inhibitor
Tamponu Su
No
(ml) (ml) (ml) (nL) (ml) M") | (umol/dak)’
0,6 1,3 0,1 - 1,0 | 3,3.10° 0,19
0,6 1,3 0,1 40 0,96 | 3,3.10° 0,35
0,6 1,3 0,1 60 0,94 | 3,3.10° 0,46
0,6 1,3 0,1 80 0,92 | 3,3.10° 0,768
0,8 1,3 0,1 - 08 | 2,5.10* 0,142
0,8 1,3 0,1 40 0,76 | 2.,5.10* 0,263
0,8 1,3 0,1 60 0,74 | 2,5.10* 0,384
0,8 1,3 0,1 80 0,72 | 2,5.10* 0,625
1 1,3 0,1 - 0,6 2.10* 0,119
1 1,3 0,1 40 0,56 2.10* 0,217
3
1 1,3 0,1 60 0,54 2.10* 0,294
1 1,3 0,1 80 0,52 2.10* 0,5
1,2 1,3 0,1 - 0,4 1,6.10° 0,102
1,2 1,3 0,1 40 0,36 | 1,6.10* 0,178
1,2 1,3 0,1 60 034 | 1,6.10* 0,238
1,2 1,3 0,1 80 032 | 1,6.10* 0,384
1,4 1,3 0,1 - 02 | 142.10° 0,08
1,4 1,3 0,1 40 0,16 | 1,42.10* 0,156
1,4 1,3 0,1 60 0,14 | 1,42.10* 0,21
1,4 1,3 0,1 80 0,12 | 1,42.10* 0,36
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Sekil 4. 10. BCA enzimi iizerinde (1) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 11. BCA enzimi iizerinde (2) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi
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09 -
08 1 % 70 Inhibisyon
07

0,6

% 50 Inhibisyon

v

% 30 Inhibisyon

Kontrol

-0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5
1[S] v

Sekil 5. 12. BCA enzimi iizerinde (3) bilesiginin Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4. 12. Sentezlenen bilesiklerin eritrosit BCA enziminin esteraz aktivitesi {izerinde

yapilan in vitro inhibisyon ¢aligmalar1 toplu sonuglar1

) Ortalama )
inhibitor [1] (M) K; (M) inhibisyon Tiirii
K; (M)
9,14.107 8,17.107
8)) 1,82.10° 1,18.10° 1,05.10° Yarigmasiz
3,65.10° 1,14.10°
8,53.107 7,35.107
?2) 1,70.10° 7,96.107 7,13.107 Yarismasiz
2,13.10° 6,09.107
1,90.10° 2,40.10°
3) 2,85.10° 1,29.10° 1,49.10° Yarigmasiz
3,80.10° 7,80. 107
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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 .

Ik defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz
(CA); canlilarda CO,’in hidratasyon ve HCO;’in dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir

olarak katalizleyen bir enzimdir.

Karbonik anhidrazin en giiclii organik inhibitorleri ise, aromatik ve heteroaromatik
stilfonamidlerdir. Siilfonamidler, R-SO,NH, kimyasal yapisina sahiptir. Bu amagcla bircok
stilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz epitelyumunda bulunan HCA-II {izerinde inhibisyon

etkileri arastirilmistir.

Bu ¢alismada glaucoma hastaligi tedavisinde kullanilmaya aday yeni sentezlenen
1), (2), (3) no’lu karbonik anhidraz inhibitorlerinin sigir karbonik anhidraz enzimi

iizerinde inhibisyon etkileri incelenmistir.

Caligmalarda kullanilan karbonik anhidraz enzimi, afinite jeli hazirlanarak,
eritrositlerden saflastirilmistir.  Afinite kromatografisinde kullanilan jel, ii¢ ayr1 reaksiyon
sonucu sentezlendi. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B CNBr ile aktiflestirildi. CNBr
ile aktiflestirme islemi sadece 5 dakika da gerceklestirilmektedir. Boylece jelin fiziksel
yapisindaki deformasyon sakincalari ortadan kaldirilmig oldu. Aktiflestirilen jele L-tirozin
baglandiktan sonra, diazolanmig p-aminobenzen siilfanilamid kenetlendi. Uzanti kolu olarak,
L-tirozin se¢ilmistir. Bu uzant1 kolu ile sentezlenen afinite jelleri peptidazlara karsi oldukga

hassastir.

Ligand olarak karbonik anhidrazin gii¢lii inhibitorlerinden olan siilfanilamid yaygin bir
sekilde kullanilmistir. Hazirlanan afinite jeline takilan bu ligand, eritrosit karbonik anhidraz

enziminin ayrilmasinda uygun dzelliklere sahiptir.

Jele adsorbe olan BCA enziminin eliisyonu ig¢in, eliisyon ¢ozeltisi kullanilmigtir.
Saflagtirilan enzimler i¢in SDS-poliakrilamid jel elektroforezi uygulanarak BCA igin tek bant

gdzlenmistir.

Afinite kromatografisi ile karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirilmasi sirasinda
eluatlarin protein muhtevalar: 280 nm’de absorbanslar1 6l¢iilerek 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
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Coomassie-Blue yontemi ile belirlendi. Bu ydntemin diger protein tayinlerinden iistiin tarafi,
cok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin pek olmamasi, protein-boya kompleksinin

]

¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir !, Enzim

aktivitesi tayini i¢in hidrataz ve esteraz aktiviteleri 6l¢iildil.

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini belirlemede 15y degerleri kullanilmaktadir. Sigir CA
enziminin hidrataz aktiviteleri lizerinde yeni sentezlenen (1), (2), (3) no’lu bilesiklerin
inhibisyon etkileri; glaucoma hastalig1 tedavisi icin klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan
% 1’lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim {iizerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi. Bunun igin
sigir kanindan elde edilen BCA enzimi i¢in bes farkli uygun inhibitér konsantrasyonunda
hidrataz aktivite dlgiimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin % Aktivite-[I] grafikleri

cizilerek, 5o degerleri hesaplandi.

Sentezlenen (1), (2), (3) no’lu bilesiklerin BCA enzimi ilizerindeki inhibisyon etkisi
hidrataz aktivite 6lglimleri yapilarak belirlendi. Bu caligmalar sonucunda ¢izilen %Aktivite-

[I] M grafiklerinden bulunan Isy degerleri tekrar asagida 6zetlenmistir.

Hidrataz i¢in, I5y (M)
Inhibitor BCA
Tiyadiazol 5.10°
Asetazolamid 13.10°
1 2.10°
2 1,46.10°
3 2,8.10°

Bunun sonucunda (1), (2), (3) no’lu bilesiklerinin BCA {izerindeki inhibisyon etkisini
veren Isy degerleri (sirasiyla 2.10°, 1,46.10°, 2,8.10°) olarak bulunmustur. insan CA-II
izoenzimiyle benzer oOzellikler gosteren sigir CA enzimi lzerinde (1), (2), (3) no’lu
bilesiklerinin 1iyi inhibisyon etkilerinin bulunmasi bu bilesiklerin glaucoma hastalig

tedavisinde kullanilabilecek inhibitorler oldugunu teyid etmektedir.
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BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerinde (1), (2), (3) no’lu bilesiklerin inhibisyon
etkileri; glaucoma hastalig1 tedavisi icin klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan % 1°’lik
cozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edildi. Daha sonra inhibisyon godsteren
bilesikler i¢in; sigir kanindan saflagtirilan eritrosit BCA enzimi i¢in, bes farkli inhibitor
konsantrasyonunda esteraz aktivite Ol¢ciimii yapildi. Her bir bilesik igin % Aktivite-[I]

grafikleri ¢izilerek, 5y degerleri hesaplandi.

Sentezlenen (1), (2), (3) no’lu bilesiklerinin BCA enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
in vitro esteraz aktivite olglimleri sonucu ¢izilen % Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen

I5o degerleri tekrar asagida 6zetlenmistir.

Esteraz i¢in, 15y (M)
Inhibitor BCA
Tiyadiazol 2.10°
Asetazolamid 49.10°
1 0,7.10°
2 0,28.10°
3 0,32.10°°

Bunun sonucunda (1), (2), (3) no’lu bilesiklerin BCA {izerindeki inhibisyon etkisini
veren lso degerleri (sirasiyla 0,7.10°°, 0,28.10°°, 0,32.10'6) olarak bulunmustur. Insan CA-II
izoenzimiyle benzer 6zellikler gosteren sigir CA’s1 iizerinde (1), (2), (3) no’lu bilesiklerinin
iyi inhibisyon etkisi goOstermesi, bu bilesiklerin glaucoma hastaligi tedavisinde

kullanilabilecek inhibitdrler oldugunu teyid etmektedir.

Tiyadiazol igin (K= 0,82.10™), asetazolamid igin (K;= 2,01.10™) olarak bulunmustur.
Sentezlenen bilesiklerin ¢izelge 5. 12’deki sonuglara gére BCA {izerindeki inhibisyon etkisi
incelendiginde, (1) bilesigi i¢in, (K= 1,05.10°), (2) bilesigi i¢in, (K= 7,13.107) ve
(3) bilesigi i¢in, (K= 1,49.10°)’dir. Bu durum; sentezlenen bilesiklerin BCA enzimine karsi
daha fazla ilgisi olan inhibitorler oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla sentezlenen bilesiklerin
glaucoma hastaliginin tedavisinde kullanilmaya aday yeni inhibitorler olabilecegini sOylemek

mumkiindir.
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