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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

3,4-(7-OKSABISIKLO[2.2.1JHEPT-5-EN) PIROLIDIN-2,5-DION
BIiRiMi ICEREN YENi KALKON TUREVLERININ SENTEZ],

KARAKTERIZASYONU VE KARBONIK ANHIDRAZ I VE II iIZOENZIMLERI
UZERINE INHIBISYON ETKILERI

FIKRET ELiGUZEL
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. YAKUP BUDAK)
OZET

Bu ¢aligmada, ilk olarak biyolojik aktivite gostermeye aday 3,4-(7-Oksabisiklo [2.2.1]
hept-5-en) pirolidin-2,5-dion birimi iceren kalkon tiirevleri sentezlenmistir. Daha sonra
sentezlenen bu Dbilesiklerin bromlama reaksiyonlar: literatirde bilinen yontemler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Son olarak sentezlenen bu bilesiklerin insan karbonik
anhidraz izoenzimleri I ve 1l (hCA | ve Il) inhibe edici etkileri incelenmistir. Her iki
izoenzim taze insan kirmizi kan hiicrelerinden Sefaroz-4B-L-Tirosin-siilfanilamid afinite
kromatografisi ile saflastirilmigtir. Kalkon tiirevinin tiimii(8a-i), in vitro kosullarda, esteraz
aktivitesini kullanarak yapilan aktivite deneylerinde her iki izoenzimde diisiik nanomolar
inhibitér etki gdstermistir. insan kani eritrositlerinden saflastirilan CA aktivitelerinin
%50’sinin inhibe edildigi kalkon tiirevi konsantrasyonu (ICsg) ve bu bilesikler i¢in Ki
degerleri, Lineviawer-Burk grafiklerden hesaplandi. Kalkon tiirevi 8a 11.30 nM K degeri
ile hCA I enzimi iizerine, kalkon tiirevi 8c 8.20 nM K; degeri ile hCA II enzimi {izerine en
1yi inhibe etkisi gostermistir.

2016, 95 sayfa
ANAHTAR KELIMELER: Kalkon, Michael tipi katilma, Bromlama, Dies-Alder,
Claisen-Schmidt kondenzasyonu, karbonik anhidraz, inhibisyon



ABSTRACT

SYNTHESIS OF NEW CHALCONES DERIVATIVES WHiCH CONTAINING 3,4-
(7-OXO-BICYCLO [2.2.1] HEPT-5-ENE) PYRROLIDINE-2,5-DIONE,
CHARACTERIZATION AND INHIBITION EFFECTS ON iSOENZYMES OF
CARBONIC ANHYDRASE | AND 11

FiKRET ELIiGUZEL
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY DEPARTMENT

(THESIS SUPERVISOR: ASSOC. PROF. YAKUP BUDAK)

First of all, in this study, chalcone derivatives which are candidates for showing biologic
activity that contain units of 3,4-(7-Oxabicyclo[2.2.1]hept-5-ene) pyrolidine-2,5-dione
were synthesized. Then after, the bromization reactions of the units that were synthesized
were carried out, using the well known methods in literature. Finally, the inhibited effects
of the synthesized units of the | and Il (hCA | and IlI) human carbonic anhydrase
isoenyzmes were examined. Both of the two isoenyzmes were purified with a Sepharose-
4B-L-Tyrosine-sulfalinamide affinity chromatography attained from the red blood cells of
the fresh human. In the esterase activity experiment, all of the derivatives of chalcone(8a-i)
in vitro conditions revealed that the lower nanomoles showed an inhibitor effect in both of
the isoenyzmes. The chalcone derivative concentration (IC50) inhibited from %50 of CA
activities that were purified by the human blood erythrocytes and the Ki values of these
composites were calculated with the Lineviawer-Burk graph. The chalcone derivative 8a
11.30 showed the best inhibit effect on the value of Ki whereas the chalcone derivative of
8c 8.20 nM showed the best inhibit effect on the value of Ki and the hCA enzyme.

2016, 95 pages

KEY WORDS: Chalcone, Michael type conjugate addition, bromization, Dies-Alder, The
Claisen-Schmidt condensation, carbonic anhydrate, inhibition
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1.GIRIS

Kalkonlar hem dogal hem de sentetik olarak elde edilebilen, flavonoid ailesine iiye
bilesikler olup genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahiptirler (Lunardi ve ark.,
2003). Bu yiizden, son yillarda kalkon ve tiirevlerine ilgi artmis ve ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Kalkonlar, tibbi terapinin yani sira polimerlerde UV-absorbsiyon filtresi
olarak, farkli tipteki optik materyallerde ve holografik kayit teknolojisi gibi pek ¢ok
uygulama alaninda da kullanilmaktadirlar (Fayed ve ark., 2004). Bu nedenle kalkon

tiirevlerinin farkli analoglarinin da biyoaktif potansiyellere sahip olmas1 beklenir.
0]
o7 C
Kalkon

Siiksinimit birimi i¢eren bilesiklerin de kalkonlar gibi antibakteriyal (Khalil ve ark.,
2010), analjezik (Antunes ve ark.,1998) antioksidan ve antikanser (Singh ve ark.,2001)
gibi cesitli biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 literatiirlerde bildirilmistir.

Siikstinimit

Bu bilgilerden yola ¢ikarak yapilacak ¢alismada, literatiirde biyolojik aktivite gosterdigi
bilinen kalkon ve siikstinimit birimlerini igeren 2-[4-[(2E)-3-fenilprop-2-enoil]fenil]-
3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7-metanoisoindol-1,3-dion  tiirevlerinin  sentezi (7) ve

bromlama reaksiyonlar1 gergeklestirilmesi amaglanmustir.




Hedef molekiile ulagsmak igin oncelikle, maleikanhidritin (1) ve 1,3-siklopentadien (2)
Diels-Alder tepkimesi tizerinden 3a,4,7,7a-tetrahidro-4,7-metano-2-benzofuran-1,3-dion

(3) sentezlendi.
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R = m-OCHj;_ Ph, p-OCH;-Ph, m-CH3-Ph, p-CH3-Ph, m-Cl-Ph, p-Cl-Ph, p-Br-Ph, 2-furan, 2-tiyofen

Daha sonra elde edilen iiriin 4’-aminoasetofenon (4) ile trietilamin varhiginda toluen
icerisinde refliiks edilerek 2-(4-asetilfenil)-3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7-metanoisoindol-
1,3-dion’a (5) doniistiirildii.

Calismanin bir sonraki agamasinda, keton yapisi ihtiva eden iriin (5) etanol igerisinde
piperidin varliginda farkli siibstitiientlere sahip benzaldehit tiirevleriyle (6a-1) muamele
edilerek Claisen-Schmidt kondenzasyonu iizerinden kalkon tipi bir bilesik olan 2-[4-
[(2E)-3-fenilprop-2-enoil]fenil]-3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7-metanoisoindol-1,3-dion

(7a-i) tiirevleri sentezlendi. Calismanin son asamasinda ise kalkon tipi bilesiklere (7a-i)

brom katilma reaksiyonlar1 gergeklestirildi.

Sentezlenen bilesikler kristallendirme ve kromatografik yontemler ile saflastirildi. 'H-

NMR, *C-NMR ve IR analizleri kullanilarak yapilar1 belirlendi.

Hedef bilesiklerin sentezi gergeklestirildikten sonra stok ¢ozeltileri hazirlandi. Insan
kani eritrositlerinden saflagtirilan Karbonik Anhidraz enzimleri iizerine inhibisyon
aktiviteleri incelendi. Cozelti konsantrasyonlar: ve % aktivite degerleri tespit edilerek

grafikleri cizildi.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kalkonlar

Kalkonlar sentetik olarak elde edilebildigi gibi dogal olarakta bulunan flavonoid
ailesine iiye bilesiklerdir ve genis bir biyolojik aktiviteye sahiptirler (Lunardi ve ark.,
2003).

Literatiirlere bakildiginda kalkonlarin; anti-sitma (Ram ve ark., 2000), antihelminitik,
amoebicidal (amoebik dizanteri), antiiilser, antiviral, bocek oldiiriici (Rolf ve ark.,
1978), antibakteriyel (Ankhiwala, 1990), antiprotozoal, antikanser (Kumar ve ark.,
2003), antiinflamatuar (iltihap onleyici) (Herencia ve ark., 1998) aktivite gosterdikleri
ve immunosuppressive (antijen olusumunu engelleyen) bakimindan da genis bir
biyolojik aktivite spektrumuna sahip olduklar1 goriilmektedir (Lunardi ve ark., 2003).
Ornek olarak, antitimér aktivitesi gosterdigi bilinen (E)-1-(4 hidroksifenil)but-1-en-3-
on (Duckie ve ark., 1998), MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine (Rao ve ark., 2004)
ve tiliberkiiloza (Lin ve ark., 2002) karsi inhibe edici etkisi oldugu bilinen 2’-
oksijenlenmis kalkon tiirevlerini gosterebiliriz. Ayrica bazi1 kalkon ve flavonoid
tiirevlerinin anti-HIV aktivitesi gosterdigi de belirtilmistir (Jiu-Hong Wu ve ark., 2003).
Kalkonlar, tibbi tedavide kullanildiklar1 kadar polimerlerde UV-absorbsiyon filtreleri
olarak farkli tiirdeki optik materyallerde, yiyecek endiistrisinde, holografik kayit
teknolojileri gibi bir¢ok uygulama alaninda da kullanilirlar (Fayed ve Awad., 2004).
Ozellikle hidroksi grubu igeren kalkonlar, gida endiistrisinde anti-oksidant (Mukherje
ve ark.,, 2001), kozmetikte giinesten koruyucu madde (Suetsugu ve ark., 1987),
tatlandirict ilag (Mrisra ve ark., 1973) ve fotografik emiilsiyon ajanm1 (Yasui ve ark.,
1992) olarak da kullanilmaktadirlar.

Kalkon tiirevleri biyoaktif molekiiller olmalarmin yan1 sira sentetik a¢idan da oldukca
onemli bilesikler arasinda yer alirlar. Aromatik bir aldehit ve ketonun kondenzasyonu

ile yiiksek verimlerde kolayca sentezlenebilirler.

Kalkonlarin sentezi igin literatiirde farkli yontemler rapor edilmesine karsin en sik
kullanilan yontem, temeli bazik ortamda asetofenon ve benzaldehit tiirevlerinin

etkilesmelerine dayanan Claisen-Schmidt kondenzasyonudur.



Kalkonlar igerdikleri a,3-doymamis karbonil grubundan dolay: katilma reaksiyonlarina
cok elverisli bilesiklerdir. Hem 1,2- hem de 1,4-katilma reaksiyonlarinda kullanilirlar.
Kalkonlara 1,4-katilma reaksiyonlari (Michael-tipi katilma) ile ¢ok sayida biyolojik
aktif heterohalkal1 bilesiklerin sentezi i¢in oncii bilesikler kolayca sentezlenmektedir.

Ayrica kalkon’un propen zincirindeki ¢ift bag kolayca 1,2-katilma vermektedir.

2.2. Siiksiinimit Birimi iceren Bilesikler

Siiksinimit birimi igeren bilesikler gosterdikleri biyolojik aktivitelerden (Lunardi ve
ark., 2003) dolay1 6nemli bilesikler arasinda yer alirlar. Siiksiinimit birimi bir¢ok ilag ve
ilag aday1 bilesigin yapisinda yer almaktadir. Yapilarinda iki karbonil ve bir amin
biriminin bulunmasi onlarin organizmalardaki biyolojik membranlarla etkilesimini

saglamistir (Hargreaves ve ark., 2014).

Siikstinimit Birimi

Biyolojik aktiviteleri ve farmasotik kullanim gesitliligi bakimindan bu bilesikler ilgi
cekmekte ve cok calisilmaktadirlar. Siiksiinimit birimi iceren bilesikler genis bir
biyolojik aktivite araligina sahip olmakla birlikte CNS depresant (Aeberli ve ark.,
1976), analjezik (Correa R.ve ark.,1997) antitimér (Duckie ve ark., 1998), sitostatik
(Crider AM ve ark., 1980), anorektik (Rich DH ve ark., 1983) sinir iletim engelleme
(Kaczorowski GJ ve ark., 2008) antispazmodik (Filho VC ve ark., 1995),
bakteriyostatik (Johnston TP ve ark., 1971), kas gevsetici (Musso DL ve ark., 2003),
hipotensif (Pennington FC ve ark., 1953), antibakteriyal (Ankhiwala, 1990), antifungal
(Hazra BG ve ark., 2004), antikolviinzan (Kornet MJ ve ark., 1977) ve antitiiberkiilar



(Lin ve ark., 2002) aktiviteler gosterdikleri bilinmektedir. (Rajput ve ark., 2007)
Stiksiinimit birimi iceren bilesiklerin sentezine yonelik literatiirde farklt metodlar
bulunmaktadir. Ornegin, 1-siibstitiie fenil pirolidin-2,5-dion bilesigi siiksiinik asit ve
pirimer aromatik bir aminin tiyoniilkloriir varliginda refliiks edilmesiyle elde edilmistir

(Rajput ve ark., 2007)

L =0
COOH — N
+ H,N N soc, O
2 \ /\R Reflux C\/ R
COOH \
—

Siikstinik anhidrit benzen igerisinde hekzametildisilazan varliginda ve Lewis asidi
katalizorliigiinde bir aminle refliiks edilirse siibstitiie siiksiinimitler elde edilmistir(

Raddy ve ark., 1997)

O O
% 1,5 ekv. HMDS, ZnBr,
R~ 0 + HN-R » R~ N-R
Benzen
25 °C 1-4 saat, reflux, 0.5-6 saat l\(
O O

Imik asit ara {iriinii {izerinden yiirilyen bir baska reaksiyonla da N-fenil siiksiinimit
tiirevlerinin sentezi gerceklestirilmistir (Shetgiri ve ark., 1933)
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Martin ve arkadaglari tarafindan aminlerin siiksiinik anhidritle asetil kloriir varliginda

muamele edilmesiyle de siiksiinimitler elde edilmistir (Martin ve ark., 1997)

0] 0)
Benzen, 1s1
R—NH, + 0O ——  » N—R
Ac-Cl
(0) (0)

Coziiciisiiz ortamda yapilan bir ¢alismada ise TaCls-SiO; kataliziyle siiksiinik anhidritin
aminlerle reaksiyonundan siiksiinimit tiirevleri elde edilmistir (Chandrasekhar ve ark.,
1997)



TaClS_ SIOZ
R—NH,; uV

o

N-siibstitiie siiksiinimit tiirevlerinin yiiksek verimLerde sentezi Mitsunobu reaksiyonun
modifikasyonu ile mimkiindiir. Siksiinimit, trifenil fosfin ve diizopropil
azodikarboksilat varliginda bir alkol ile reaksiyona sokuldugunda N-siibstitiie
stikstinimit tiirevleri elde edilmistir (Walker ve ark., 1995)

NH + ROHM N—R

o

Siikstinimit tiirevlerinin mikrodalga yontemiyle sentezleri de literatiirde rapor edilmistir

(Upadhyay ve ark., 2010).

O O
Mikrodalga N—R

O + HMN=R HuF A0, 1,0

(o) 0]

R =benzil; R = (CH,)4; R = 4- metil fenil;

R =4,4 '-metilen di fenil; R = 1- naftil
Hizli ve temiz bir alternatif yontem olarak bilinen kritik alt1 su (subcritical water)
yontemi de siikslinimit tiirevlerinin sentezi i¢in uygulanabilmektedir. Bu yontemde
stikstinik asitin, amin ile 280 °C’deki su igerisinde 30 dakika siireyle muamele

edilmesinden yiiksek verimlerde siibstitiie siiksiinimit tiirevleri sentezlenmistir (Ocal ve
ark., 2009).
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Diels-Alder reaksiyonlar1 yontemiyle ¢ok halkali siiksiinimit birimi igeren bilesiklerin

sentezi gerceklestirilebilir. Bu konuda literatiirde cesitli ¢aligmalar mevcuttur.

Ocal ve arkadaglari maleik anhidritten yola ¢ikarak mikrodalga yontemiyle N-fenil
maleimit tiirevlerini sentezlemis ve bu bilesiklerin de Diels-Alder reaksiyonu iizerinden
furanla reaksiyona sokulmasindan siiksiinimit birimi igeren bisiklik tiirevleri elde

etmislerdir (Ocal ve ark., 2009).
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Baska bir c¢alismada ise Oncelikle furan ve maleik anhidritin Diels-Alder

O

reaksiyonundan cantharidin elde edilmis ve daha sonra anilin ile muamele edilmesinden
de katilmasiyla siikstinimit birimi igeren bisiklik tiirevler sentezlenmistir (Shunmugam

ve ark., 2012).



O
/ \ Toluen CH3OH 56 °C, 72 saat
- | 0 Oda artlar
0 $
(¢}

Calo ve grubu ilgili epoksitlere radikalik ortamda brom katarak o-bromu yiiksek

verimle elde etmislerdir (Calo ve ark., 1978).
Br2 hv
© Tca,

Enolatlarin halojenlenmesi ile de a-haloketonlar1 elde etmek miimkiindiir. Stotter ve
Hill saf ve yiiksek verimle a-haloketon elde etmek i¢in enolatlar1 kullanmislardir. Enol
eter’e -78 °C’de molekiiler brom katarak % 92 verimle a-bromketon’ u elde etmislerdir

(Stotter ve Hill, 1973).

OAc O

Br
Brz’ CH2C12

-

Inukai 1976 yilinda yaptig1 calismada siklohekzonon’u peroksitli ortamda magnezyum
bromiir ile reaksiyona sokarak a-bromo siklohekzanonu % 30 verimle olusturmustur. o-
kloro keton eldesi i¢cin LiCl, a-iyodo keton eldesi i¢in ise Lil kullanmistir (Inukai,
1976).

Br
MgBrz H202
—_—

Alkenlere brom katilmasiyla elde edilen 1,2-dibromalkil halojentiirler kolayca
eliminasyon ve yer degistirme reaksiyonlar1 verdikleri icin yeni bilesiklerin sentezinde

baslangic maddesi olarak sik¢a kullanilirlar. Ayrica, brom katilma iiriinleri diizenlenme
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reaksiyonlarinda kolayca verirler. Ornegin, Budak kalkonlara CH,CI; igerisinde Br;

katarak o,B-dibromo kalkon tiirevlerini sentezlemeyi basarmustir (Budak, 2009).

e} O Br
/ I / | X CH20|2 / Bry / I | N
_ >
s X// rt,3-4 h S Br X//

X = Ph, p-CIPh, p-BrPh, p-CH3Ph, p-OCH3Ph,
m-BrPh, m-CH3Ph, 0-OCH3Ph, 2-thienyl

a,B-Doymamis ketonlara brom katilma reaksiyonu

Alkenlerde oldugu gibi kalkonlara da brom katilmasiyla elde edilen 1,2-dirom katilma
iriinleri 6zellikle azot ve kiikiirtlii niikleofiller ile kolayca yer degistirme ve halkalasma
reaksiyonlarmi  verdigi  icin  heterohalkali  bilesiklerin  sentezinde  sikca

kullanilmaktadirlar (Pitchumani ve ark., 1994; March ve ark., 1987).

2.3. CA (Karbonik Anhidraz) Enzimi

CA enzimi 1933’te Stadie ve O’Brien ile Meldrum ve Roughton tarafindan
kesfedilmistir. (Meldrum ve Roughton 1933). Ilk yillarda insan eritrositlerinden yiiksek
oranda CA enzimi saflastirilmasmna ragmen 1930’lu yillarin sonlarinda ancak sigir
eritrositlerinden saflastirilabilmistir. Cinko igerigi ile orantili olarak CA aktivitesinin
degistigi ve katalizlemede cinkonun spesifik bir rolii oldugu belirlenmistir (Keilin ve
Martin 1944). Bu ¢alismalar sayesinde bilinen ilk metaloenzim olarak CA enzimi tarihe
gecmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda suda yasayan canlilarda olmak iizere pek
cok mantar, bitki, bocek ve memeli dokular1 gibi genis bir canli spektrumunda CA
enzimi bulunmustur. (Burt ve ark,.1992; Bottcher ve ark,.1994; Krungkrai ve ark,.
2001; Beydemir ve ark,.2005; Yu ve ark,.2006). Fare ve insan eritrositleri, sigir
l1okositleri ve kemikleri, fare salyas1 gibi pek ¢ok materyalden saflastirilmis ve kinetik
Ozellikleri ¢alisilmistir. Enzim Merkezi sinir sistemi, géz gibi ¢ogu dokuda dagilmus
halde enzimler bulunmaktadir. (Beydemir ve Giilgin 2004).

Birgok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in CA enzimleri vazgecilmez

enzimlerdir. Siilfonamit tiirevleri olan brinzolamit, asetazolamit, dorzolamit gibi



maddeleri igeren ilaglar CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridirler (Biilbiil ve ark,.
2003). Memeli dokularinda simdiye kadar tesbit edilen 16 adet CA izoenzimi vardir.
CA izoenzimlerinin ne tir canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklar1 hala
arastirilan konulardandir (Lonnerholm ve ark. 1985; Okuyama ve ark. 1995; Parkkila ve
Parkkila 1996; Christie ve ark.,1997; Raisanen ve ark,.1999, Scozzafava ve ark,.2006).
Hall ve Schraer gokkusagi alabalik (Salmo gairdneri) eritrositlerinden CA enzimini
klorofrom-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE
Bio-jel iyon degisim kromatografisi kullanarak saflastirmiglardir. (Hall ve Schraer
1983).

CA enzimleri, hastaliklarin pek ¢ogunun tedavisinde kullanilan ilaglar igin 6énemli bir
enzimdir. Asetazolamit, dorzolamit ve brinzolamit gibi siilfonamit tiirevleri olan ilaclar
hCA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridirler (Biilbiil ve ark., 2003). Bununla birlikte
bircok kimyasal madde ve atiklar da bu enzimin aktivitesini dnemli 6l¢iide azaltmakta
ve hatta tamamen durdurabilmektedir. Lionetto ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir
calismada, kemikli baliklardan olan yilan baliginda (Anguilla anguilla) kadmiyumun in
vitro sartlarda, hem solunga¢ hem de barsak CA enziminin aktivitesi iizerine etkisi
aragtiritlmig, solungag ve barsak homojenatlarinda CA aktivitelerinin énemli oranda
inhibe oldugunu belirlenmistir (Lionetto ve ark., 2000).

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet hCA izoenzimi belirlenmis ve bu hCA
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklari arastirilmigtir. Bu
konudaki ¢aligsmalar halen devam etmektedir (Lonnerholm ve ark.,. 1985; Okuyama ve
ark., 1995; Parkkila ve Parkkila 1996; Christie ve ark., 1997; Raisanen ve ark., 1999,
Scozzafava ve ark., 2006). Hall ve Schraer gokkusagi alabalik (Salmo gairdneri)
eritrositlerinden CA enzimini klorofrom-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel
filtrasyon kromatografisi ve DEAE Bio-jel iyon degisim kromatografisi kullanarak
saflagtirmiglardir (Hall ve Schraer 1983).

Calismamizin temelini teskil eden Karbonik anhidraz enzimi (CA), ilk olarak 1933
yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien tarafindan ve birbirlerinden
habersiz olarak kesfedilmistir. 1933 yilinda Meldrum ve Roughton, insan eritrositlerden
karbonik anhidraz enzimini yliksek oranda saflagtirmalarina ragmen si8ir
eritrositlerinden saflastirmay1 ancak 1930’lu yillarin sonlarinda gergeklestirebilmistir.

1944 yilinda ise Keilin ve Martin, CA aktivitesinin ¢inko igerigi ile orantili oldugunu
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bularak c¢inkonun katalizlemede spesifik rolii oldugunu bildirmiglerdir. Bunun
sonucunda CA enzimi tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe ge¢mistir (Soyiit
2006).

Ik olarak memeli eritrositlerinden saflastirilan Karbonik anhidraz enzimi daha sonraki
yillarda, insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sigan tikriigi, sigir
kemigi, sigir 1okositleri, g¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve
bir¢cok kaynaktan karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000
Da civarinda oldugu tespit edilmistir (Feldstein ve Silverman 1984., Krungkrai ve
ark,.2001., Demir ve ark,.2001., Beydemir ve ark,.2002., Beydemir ve Giilgin 2004.,
Soyiit 2006).

Giintimiize kadar tlizerinde en c¢ok calisilan ve hemen hemen biitiin hayvan dokularinda,
bakterilerde ve fotosentetik hiicrelerde fonksiyon goren 6nemli bir enzim olan Karbonik
anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1) canli organizmalarda pH diizenleyici,
iyon transportu, su ve elektrolit dengesi gibi 6nemli fonksiyonlar1 olan ve aktif
bolgesinde Zn*? iyonu bulunduran yaygin bir metaloenzim ailesidir. Bu enzim
fizyolojik sartlarda karbondioksitin hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu
reaksiyonlarimni tersinir olarak katalizlemektedir (Maren 1967., Tashian 1992., Sly ve Hu
1995., Demir ve ark,.1999., Smith ve Ferry 2000., Krungkrai 2001., Beydemir ve
ark,.2004., Topal ve Giilgin, 2014).

Bunlardan bagka 6nemli miktarda tiikriikk bezleri, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas,
prostat, uterus ve endometrium dokularinda da belirli miktarlarda bulunmaktadir

(Supuran ve ark.1998., Giilgin ve ark,.2004., Soyiit 2006).

Karbonik anhidraz enzimi bunlara ilave olarak baliklarin solungag ve salgi organlarinda,
baz1 bdocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarmm kabuk yapiminda ve yumurta
kabugunun olusumunda, alglerde ve karasal bitki kloroplastlarinda 6nemli fonksiyonlar1
oldugu bulunmustur (Graham ve ark.1984.,Tsuzuki ve Miyachi 1989., Badger ve Price
1994., Soyiit 2006).

CA, pekcok canli organizmada alt1 farkli gen ailesi olan a-, B-, y-, 8-, - ve n-CA
tarafindan kodlanan bir metaloenzim ailesidir. a-, B- ve 6-CA’lar1 aktif bolgesinde Zn
(Il) iyonu igerirken y-CA’lar ise Fe (II) icerir (ancak bu enzimler aktif bolgesinde Zn
(IT) veya Co (II) iyonlar1 da igerebilirler). (-CA’larin aktif bolgesindeki Fe (II) iyonu
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kadminyumla genellikle yer degistirir. Biitiin insan CA’lar1 a-sinifidir (Alterio ve
ark,.2012). Memelilerde giiniimiize kadar a-CA enziminin 16 tane izoenziminin var
oldugu tespit edilmistir. Bu izoenzimlerden hCA 1, 11, 11I, VII ve XIII sitozolik, hCA
IV, IX, XII ve XIV membrana bagli, CA VA ve VB mitokondriyaldir ve CA VI
tiikiirtiikte salgilanir. CA XV ise insanlarda ve diger primatlarda eksprese olmaz rodent
ve yiiksek omurgalilarda olur (Nar ve ark,.2012; Aksu ve ark,.2013).

CA enziminin fotosentez olaymin Calvin sikliisinde 6nemli bir gorevi oldugu,
kloroplast hiicresinin tilakoid membrana bagli CA enziminin Calvin sikliisiindeki diger
enzimler ile birlikte bir multienzim sistemi igerisinde g¢alistig1 belirlenmistir
(Jebanathirajah ve Coleman 1998). Karbonik anhidraz’in bikarbonatin CO,
dehidratasyonunu aktivite ederek CO, iiretiminde artisa ve boylece hiicreye CO;
desteginde artisa sebep oldugu tespit edilmistir (Tsuzuki ve Miyachi 1989).

Enzimler igererisinden karbonik anhidraz enzimi canli dokularindaki fonksiyonlari
acisindan ¢ok biiylik 6neme sahip oldugu goriilmektedir. Dahasi her canlida farkl
kisimlarda aktivite gosteren bu karbonik anhidraz sadece o canlinin metabolizmasina
spesifiktir. Yani CA farkli canli metabolizmalarinda farkli yapilarda ve molekiil
kiitlelerinde fonksiyon gdsteren ve canlilarda hayati 6nemi bulunan bir enzimdir. Bu
dogrultuda bu enzimin canli metabolizmasinda nerelerde ve hangi sekilde lokalize
oldugu ve nasil bir fonksiyon gosterdigini belirleyebilmek igin yukarida da anlatildig:
sekilde birgok caligmalar gerceklestirilmis ve enzim bircok canlidan karakterize edilerek
kinetik 6zellikleri incelenmistir (Soyiit 2006).

Bu ¢aligmada ilk olarak insan hayatinda 6nemli bir saglik problemleri olan kanser, sitma
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan kalkon tiirev gruplarma yeni farkli fonsiyonel
gruplar baglanarak daha Once sentezlenmemis kalkon tiirevlerinin eldesi amaglanmis
olup daha sonra sentezlenen bu bilesiklerin canli metabolizmasinda c¢ok cesitli
fonksiyonlart bulunan ve 6nemli bir enzim olan karbonik anhidraz enzimi iizerine etkisi
incelenmistir. Bunun i¢in insan kani eritrosit hiicrelerinden Sepharose 4B-L tirozin
stilfanilamid afinite kromatografisi islemi ile karbonikanhidraz I-ll izoenzimleri
saflagtirildi. Daha sonra yeni sentezlenen kalkon tiirevlerinin bu izoenzimler {izerine
inhibisyon etkileri incelenerek 1Cso ve K; hesaplanmustir.

Yapilan literatiir arastimalarinda karbonik anhidraz saflagtirilmasi islemlerinde eskiden

kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi
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kullanildig1 tespit edimistir (Hall ve Schaer 1983). Ilerleyen zamanlarda afinite
kromatografisi yontemi i¢in ligandlarin gelistirilmesiyle birlikte CA enzimi zaman
almadan ve daha iyi bir ylizde verimle saflastirilabilmistir. Afinite kromatografisi ile bu
enzimin saflagtirilmasinda kolon materyali olarak Sepharose-4B kullanilmistir. Afinite
kromatografisi ¢ok basamakli saflagtirma islemleri esnasinda enzim aktivitesinde
meydana gelen 6nemli kayiplari elimine etmek ve enzimi yiiksek bir verimle elde etmek
icin kullanilanen Onemli saflastirma metodudur (Arslan ve ark..1996.,Ninfali ve
ark,.1990., Soyiit 2006).

Insan kani eritrosit hiicreleri karbonik anhidraz enzimi saflastirma siirecini kisaltmak
amaciyla, enziminin saflagtirildigi afinite kromatografisi kolonunda kolon materyali
olarak kullanilan Sepharose 4B’ye L-tirozin uzanti kolu olarak takilmistir ve buna da
CA’nin kuvvetli bir inhibitorii olan siilfanilamid ligand olarak baglanmis ve bdylece

stire¢ bir giinliik bir siirede sonug¢landirilabilmistir (Soyiit 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Proje kapsaminda gerceklestirilen c¢alismalar Gaziosmanpasa Universitesi Kimya
Boliimii Arastirma ve Ogrenci Laboratuarlarinda ve Atatiirk Universitesi Biyokimya

Boliimii Arastirma ve Ogrenci Laboratuarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Arac¢ ve Malzemeler
Manyetik karistirici, doner buharlagtirici, cam malzemeler.

3.1.2. Kimyasallar
3.1.2.1. Reaktifler

Benzaldehit tiirevleri ve siklopentadien, maleikanhidrit NaOH, KOt-Bu. Bu reaktifler
ticari olarak (Merck, Aldrich ve Fluka) temin edildi.

3.1.2.2. Coziicii ve Kurutucular

Etanol, kloroform, metilen kloriir, hekzan, karbontetrakloriir. Etanol, kloroform, metilen
kloriir ve hekzan literatiirde belirtilen yontemlere gore saflastirilarak kullanildi. Diger

coziiciiler ise saf olarak temin edildiklerinden (Merck) saflastirma islemi yapilmadan
kullanildi.

3.1.2.3. Kolon Dolgu Maddeleri
Silika Jel 60 (0,063-0,200 mm) (Merck).

3.1.3. Saflastirma

Deneylerde kullanilan tiim ¢o6ziicii ve kimyasal maddelerin saflastirma iglemleri
literatiirde belirtildigi sekilde modern yontemlerle yapildi (Furniss, 1994; Armarego ve
Perrin, 1997).

3.1.3.1. Karbon tetrakloriir

Derisik H,SO, ile calkalandiktan sonra, organik faz CaCl, ve MQSO, iizerinden

kurutulur. Son olarak P,Os tlizerinden destile edilir.
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3.1.3.2. Metilen Kloriir

Su ile iyice yikandiktan sonra, K,CO3; veya CaCl, ile kurutulur. P,Os CaSO, veya

Na,SO;, ile refliiks edilir ve son olarak destillenir.

3.1.3.3. Hekzan—Petrol Eteri

Derisik H,SOq ile birkag kez yikandiktan sonra, KMnO, “liin rengi kaybolana kadar
%10’ luk HSOy ile tekrar yikanir. Sulu Na,COjs ile ¢alkalanir ve CaCl, veya Na,SO, ile

kurutulur, destile edildikten sonra kullanilir.

Sodyum siilfat (Na,SOy), kalsiyum kloriir (CaCly).

3.1.4. Cihazlar

'H-NMR

BC.NMR

IR

Erime Noktasi Cihazi

UV-VIS Spektrofotometre
Derin dondurucular (-30 ve -86°C)
pH metre

Hassas terazi

Inkiibator

Otomatik pipetler
Calkalayici

Vorteks

Saf su cihazi

Magnetik karigtirict
UV-Spektrofotometre kiiveti

Varian 400 MHz Spektrometre
Bruker 400 MHz “

Bruker 300 MHz “
Varian 100 MHz Spektrometre
Bruker 100 MHz «“

Bruker 75 MHz “
Jasco 430 FT/IR Spektrometre

Elektrotermal 1A- 9100

Shimadzu, UV-1208

Sanyo, Japan

Hanna Instrument

Denver Instrument

Wiseven

Eppendorf ve Socorex Pipettors
Niive SL 350

Fisons, Whirlimixer

Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
IKA Topolino

1 cm® litkk Kuartz kiivet
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3.1.5. Enzimin saflastirilmasi ve aktivite 6l¢ciimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

- 0.2 M NaHCOs3;, Ph = 8.8 (Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon): 16.8 g NaHCO3, 950 mL destile suda ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH
= 8.8’¢ titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 L’ye tamamLandh.

- 0.15 M Na,CO3/0.1 M NaHCO3 pH=10 (CO,-hidrataz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan
tampon): 15.9 g (0.15 mol) Na,CO3 ve 8.4 g (0.1 mol) NaHCO3’in 1 L saf suda
¢oziilmesiyle hazirlandi.

- 25 mM Tris-HCI/0.1 M Na,SO,4, pH= 8.7 (Afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan
tampon ¢ozelti): 3.028 g Tris ve 14.2 g Na;SO4, 950 mL destile suda ¢oziilerek 1 N HCI
ile pH=8.7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 L’ye tamamlandi.

- 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4 pH = 8.7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 3.026 g (25 mmol) Tris ve 3.124 g (22
mmol) Na;SO4, 950 mL destile suda ¢oziildii. Daha sonra 1 N HCI ile pH= 8.7’ye
getirildikten sonra hacim 1 L’ye tamamLandu.

- 25 mM NayHPO4/1 M NaCl, pH= 6.3 (kolona tutunmus hCA I izoenziminin eliisyonu
i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2.2 g Na,HPO,4 ve 14.63 g NaCl alinip, pH= 6.3’¢ titre
edildikten sonra toplam hacim 250 mL’ye destile su ile tamamlanda.

- 0.05 M Tris-SOq4, pH= 7.4 (Esteraz aktivitesinde kullanilan tampon ¢ozelti): 6.055 g
Tris 950 mL destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H,SOy ile pH’s1 7.4’e getirildikten
sonra hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

- 0.1 M CH3COONa/0.5 M NaClO4, pH= 5.6 (kolona tutunmus hCA II izoenziminin
elisyonu i¢in kullanilan tampon ¢6zelti): 9.187 g NaClO, tutunmus ve 2.04 g 0.015 mol
CH3COONa.3H,0, 120 mL destile su igerisinde ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’s1 5.6 ya
kadar titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 150 mL’ye tamamlandk.

- Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95°lik etanolde ¢oziildii, bu
cozeltiye %95’lik fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 L’ye
tamamlandi.

- Veronal tamponu (0.025 M); 0.025 mol sodyum barbitalin 950 mL suda ¢oziiliip pH=

8.2’ye kadar 0.1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 L’ye tamamlanda.
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- CO, c¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0°C’de yarim saat
siireyle saf suyun igerisinden CO, gaz1 gecirilerek hazirlandi.

- Indikatér ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢dzelti): 0.013 g fenol
kirmizist ve 0.22 g NaHCOg3iin 1 L saf suda ¢oziinmesiyle hazirlandi.

- Brom Timol Mavisi Cozeltisi (%0.04): 0,1 g indikatériin 16 mL 0.01 N NaOH iginde
¢oziindiikten sonra hacminin saf su ile 250 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

- Stok kalkon tiirevlerinin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Her bir kalkon tiirevi bilesikten 3

mg alinarak 3 mL etanolde igerisinde ¢6ziildii.10000 kat seyreltildi.

3.1.6. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in kullanilan ¢ozeltiler

- SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0.65 mL 1M Tris-HCI (pH= 6.8) 1 mL
%10’luk SDS ve 1 mL %100’Lik gliserin, 1 mL %0,1’lik brom timol mavisi
karigtirilarak, son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu
tamponu kullanmadan hemen 6nce, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak sekilde 3
merkaptoetanol ilave edildi.

- SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 1.5 g Tris ve 7.2 g glisin 50 mL suda
¢oziildi, daha sonra bunun iizerine 5 mL %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf
su ile 500 mL’ye tamamlandi.

- Boyama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmast 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.

- Akrilamit-Bisakrilamit ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 30 g akrilamit ve 0.8 g bisakrilamit
karistmi 100 mL suda ¢ozildii.

- SDS ¢ozeltisinin hazirlanmasi (%10): 10 g SDS 90 g saf suda ¢oziildii.

- Tris-HCI ¢dzeltisinin hazirlanmasi (3 M, pH= 8.8): 36.3 g Tris alind1 ve 48 mL ve 1
M’lik HCl ile karistirildi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

- Jel fiksasyon ¢6zeltisinin hazirlanmasi: %50 izopropil alkol, %10 TCA ve %40 su
igeren karisim hazirlandi.

- Jel yikama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 sudan

olusan karisim hazirlandi.
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3.2. Saflastirma Yontemleri

Elde edilen ham friinlerin ve ¢oziiciilerin ayirma ve saflastirma islemlerinde,
destilasyon, kristallendirme ve kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi

teknikleri kullanildi.

3.2.1. Kolon kromatografisi

Silika Jel 60(0.063-0.200 mm), (Merck)

3.2.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Silika Jel 60 HF 254+366 (Preparatif) (Merck)

3.2.3. Kristallendirme

Reaksiyon sonunda olusan tiriinler etanol, kloroform/hekzan ve

karbontetrakloriir/hekzan karisimi ¢6ziicti sistemlerinde buzdolabinda kristallendirildi.

3.3.1. (3aR,4S,7R,7aS)-3a,4,7,7a-tetrahidro-4,7-metanoizobenzofuran-1,3-dion (3)

Sentezi Icin Genel Yontem:

Disiklopentadien 120 °C destillenerek siklopentadien (2) haline getirildi. Maleik
anhidrit (1) (1mmol) etil asetat ile ¢6ziildii ve siklopentadien (2) (1mmol) {izerine damla
damla ilave edildi. Reaksiyon buz banyosunda manyetik olarak 3 saat karistirildi.

Reaksiyon karigimi iizerine hekzan ilave edilerek iiriin kristallendirildi (Ertiirk, 2014).

O
Etllasetat
buz banyosu J o

@)

3.3.2. (3aR,4S,7R,7aS)-2-(4-asetilfenil)-3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7-
metanoizoindol-1,3(2H)-dion (5) Sentezi i¢in Genel Yontem:
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Saf olarak elde edilen bilesik (3) ile 4’-aminoasetofenon’un (4) katilma reaksiyonu
gerceklestirildi. Bilesik (3) (Immol) toluende goziilerek tizerine 4-aminoasetofenon (4)
(1 mmol) ve trietilamin eklendi. Karisim 24 saat refliiks islemine tabi tutuldu. Tepkime
sonunda toluen uzaklastirildi ve CH,Cl, ile ekstrakte edildi ve ham iiriin etilasetat-

hekzan ile kristallendirildi (Ertiirk, 2014).

4
¢}
o} H2N <:> < o

O
Toluen, NEt ::: 2:
1 o oluen 3 - i N
Refliks
o o}
3 5

3.3.3.  (3aR,4S,7R,7aS)-2-(4-((E)-3-(p-tolil)akriloil)fenil)-3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-
4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion (7) Sentezi i¢cin Genel Yontem:

Saf olarak elde edilen 4,7-metano isoindol-1,3(2H)-dion (5) bilesigi (1 mmol) etanolde
coziilerek iizerine piperidin (5 mmol) ilave edildi. Reaksiyon 1 saat refliiks olduktan
sonra iizerine etanolde ¢Oziinmiis p-metilbenzaldehit (6) (Immol) damla damla ilave
edilerek 24 saat reflilks yapildi. Ekstraksiyon iglemi yapildi. Organik faz Na,SO, ile
kurutuldu, ¢6ziicli uzaklastirildiktan sonra elde edilen ham iiriin metilenkloriir-hegzan
ile kristallendirildi (Ertiirk, 2014).

Elde edilen c¢ikis bilesiklerinin spektral datalar1 ve erime noktalari literatlir verisi

(Ertiirk, 2014) ile karsilastirilarak dogrulandi.

O o)

0 )0]\ 0
iperidin
LA K —on N
Ar H EtOH ! _

0 o i Ar
5 6 7 a-i

Ar = p-OCH3Ph, p-CH3Ph, p-CIPh, p-BrPh, m-CH3Ph, m-OCH3Ph, m-CIPh, 2-furan, 2-tiyofen
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Cizelge 3.1. Sentezlenen ¢ikis bilesikleri

Cikis Bilesikleri Verim (%) Erime
Noktasi (°C)
(o]
7 O
‘%N‘ O
o O 80 174-176
OCHjy
7a
(o]
7 O
‘%& P
o O 80 193-195
CHs
7b
(o]
7 (0]
‘%wﬁ )4
o Q 73 230-232
Cl
7c
(@]
7 (@]
%L P
o Q 55 239-241
Br
7d
(@]
7 O
;N O — 45 172-174
(o]
Q CH,
Te
7 ° O
N O — 55 176-178
(e}
"
7f
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Cizelge 3.1.(Devam) Sentezlenen ¢ikis bilesikleri

70 | 147-149
77 | 202-204
70 | 212214

3.3.4. (3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibrom-2-(4-(2,3-dibrom-3-(4-
metoksifenil)propanoil)fenil)hekzahidro-1H-4,7-metanizoindol-1,3(2H)-dion (8)
sentezi

Calismanin bu asamasinda; saf olarak elde edilen (7a-i) tiirevlerine brom katilma
reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Bilesik (7a-1) (1 mmol) metilenkloriirde ¢oziildi.
Metilenkloriir iizerine alinan Br, (1 mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon oda
kosullarinda 24 saat manyetik olarak karistirildi. 24 saat sonrasinda ekstraksiyon

yapild1. Kristallendirme islemi sonucu madde saf olarak elde edildi (Budak, 2009).

0
BrCHCI Br O
osoc
Br o) B R
8a-i

R = p-OCH3Ph, p-CH3Ph, p-CIPh, p-BrPh, m-CH3;Ph, m-OCH3Ph, m-CIPh, 2-furan, 2-tiyofen
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Cizelge 3.2. Sentezlenen Bromlu tiirevler

Bromlu Tiirevler Verim (%) Erime
Noktasi (°C)

75 162-164

70 203-205

ﬁﬂi mm
65 218-220

MBf
M 60 250-252

Br O O Br
M 62 182-184

M 58 190-192

OCH;

Br 0 O Br
M N 72 168-170

M M 70 196-198

M M 65 228-230

22




3.3.5. Enzim saflastirma calismalari
3.3.5.1. hCA izoenzimLerinin hemolizatinin hazirlanmasi

Alinan taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak, 15 dakika boyunca 2500xg’de santrifiij
edildi. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplerin list kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakasi
damlalikla dikkatli bir sekilde alinarak, tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti 0.154 M
NaCl ¢ozeltisi (izotonik) ile ii¢ defa yikandi. Her defasinda 2500xg’de 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin yaklasik 5 kati kadar buzlu su ile
hemoliz edildi. Hemolizat icerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarini uzaklastirmak i¢in
4°C’de 20.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kissmdaki hemolizat damlalikla
dikkatlice alindiktan sonra sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere 4°C’de muhafaza
edildi (Hunaiti ve Soud 2000; Coban ve ark., 2008).

3.3.5.2. hCA izoenzimlerinin saflastirilmasiyla ilgili calismalar

Sepharose-4B-L-tirozin siilfanilamit afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-Tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamit
diazollanarak tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu,
siilfanilamit ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Stlfanilamit,
karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek sz
konusu enzimin yliksek oranda saflastirilmasi amaciyla kullanildi (Soyiit 2006). Afinite
jeli asagidaki prosediire gore hazirlandu.

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi: CNBr ile aktiflestirilmis
Sepharose-4B, 250 mL soguk 0.1 M NaHCO; tamponu (Ph= 10.0) ile yikanarak bir
behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin ¢ézlinmiis soguk ¢ozelti
behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin c¢ozeltisi ilavesi ve bagetle
karistirmanin, 90 saniyeden az bir siirede tamamlandigi gézlendi ve bundan sonra
siispansiyon, 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi ve 16 saat boyunca
4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile yikanarak boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen
uzaklastirildi. Yikama 100 mL’lik 0.2 M NaHCO;3 tamponu ile (pH= 8.8) tekrarlanarak

tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 mL’si igine alind1.
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Sekil 3.1. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin
hazirlanmasindaki reaksiyonlarin basamaklar1 (Atasever ve ark., 2013)

Siilfanilamit kenetlendirilmesi: 25 mg siilfanilamit, 0°C civarinda 10 mL, 1 M HCI
i¢inde ¢oziildii ve igerisinde 75 mg NaNO; bulunan 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, siilfanilamit
¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
stilfanilamit 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siilfanilamit siispansiyonuna ilave edildi. 1
M’lik NaOH ile pH = 9.5’a c¢ikarilarak sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda
yavag¢a karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL 0.05 M Tris-SO,4 (pH = 7.4)
tamponuyla yikandi. Sonra da iizerine bir miktar daha ayni tampondan konularak
sakland1 (Soyiit 2006). Tiim basamaktaki reaksiyonlarin agik formiilleri Sekil 3.1°de
gosterildi.

3.3.5.3. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH= 7.8) i¢ine alinarak jel siispanse
edilerek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel coktiikten sonra

peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
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dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larmin

esitlenmesinden anlasildi.

3.3.5.4.Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kat1 Tris ile pH’s1 8.7’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon 400
mL 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4 (pH= 8.7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece hCA
izoenzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklagtirllmig oldu. Sonra 1 M
NaCl/25 mM Na,HPO, (pH= 6.3) tamponu tatbik edilerek hCA | enzimi daha sonra 0,1
M NaCH3;COO/0,5 M NaClO, (pH= 5.6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip hCA Il izoenzimi
eliie edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er mL halinde tiiplere alindi ve
280 nm’deki absorbanslarma bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akig hizi 20

mL/saat’e ayarlandi.

3.4. hCA izoenzimleri Aktivitesi Tayini
3.4.1. Esteraz aktivitesi

Kinetik ve inhibisyon c¢aligmalar1 i¢in esteraz aktivite yontemi uygulandi. Bu yontem,
CA’nin esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Metodun prensibi
kisaca soyledir; karbonik anhidraz enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati
348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmektedir.

Reaksiyon mekanizmasi asagida verildigi gibidir.

0
I "
ON 0-CCH; , H,0 === ON OH . CH,COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.2. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’m her ikisi ayn1 absorbans1 gostermektedir. Bu

yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrigip ayrigmamast Sl¢iimii etkilememektedir
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(Armstrong ve ark., 1966; Verpoorte ve Mehta 1967). Bu dalga boyunda p-
nitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir.

3 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak oOlgiilen aktivite tayini islemleri igin reaksiyon
karistmin1 olusturan maddelerin ortama katilim sirasmna gore asagidaki prosediir

uygulandi.

Cizelge 3.3. Esteraz aktivitesi i¢in 3 mL’lik kuvarz kiivetlere kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (ul) Numune Tiipii
Tris-SOq, (0.05 M, pH=7.4) 1400 1400
p-Nitrofenol asetat 1000 1000
Saf su 600 500
Enzim ¢6zeltisi - 100
Toplam hacim 3000 300

1 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak olgiilen aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon
karisimint olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore ise asagidaki prosediir

uygulandi.

Cizelge 3.4. Esteraz aktivitesi i¢in 1 mL’lik kuvarz kiivetlere kullanilan ¢6zeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (ul) Numune Tiipii
Tris-SO4 (0.05 M; pH=7.4) 467 467
p-Nitrofenol asetat 333 333

Saf su 200 167
Enzim ¢6zeltisi - 33
Toplam hacim 1000 1000

Cizelge 3.4’deki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 15 saniyede bir absorbans
miktart okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C’de 348 nm’de absorbansi okunarak
absorbans farki alindi. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine saf su konularak elde

edilen karisimin 3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi.

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat c¢ozeltisi, giinlilk olarak
hazirlandi: 27.2 mg ester, 1 mL aseton iginde ¢Oziilerek hizlica karistirilan 49 mL

destile suya yavas yavas ilave edildi. Bu c¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini
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hazirlamak, esterin smirli ¢oziniirliigii dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger
organik ¢oziiclilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢6ziicli oldugu i¢in
secildi (Verpoorte ve ark., 1967). inhibisyon ¢alismalar1 esnasindaki aktivite 6lgiimleri

enzimin esteraz aktivitesi ile gerceklestirildi.

3.5. Protein Tayini
3.5.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan fenilalanin, triptofan
ve tirozin aminoasitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir
(Segel 1968). Bu metot yardimiyla kromatografi igslemlerinde fraksiyon toplayicisi
yardimiyla esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi.
Fraksiyonlar kuvarz kiivetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometrede kore karsi

okundu.

3.5.2. Kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢6zeltisindeki ve hemolizattaki protein
miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine Coomassie Brillant Blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein-boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford
1976).

Tayin iglemlerinde su prosediir takip edildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1gir albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul
alindi. Saf su ile tim tiiplerin hacmi 0.1 mL’ye tamamLanarak 5 mL renklendirme
reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik

kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.

Kor olarak 0.1 mL aymi tampon ve 5 mL renklendirme reaktifinden olusan karigim
kullanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Protein tayini yapilacak numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve

standart grafikten miktar tayini yapildi.
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3.6. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enzimin saflastirilmasindan sonra Laemmli tarafindan anlatildigi gibi SDS-PAGE
teknigi ile enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli 1970). Ornekler jele
yiiklenmeden once %1 SDS ve %10’luk 2-merkaptoetanol ile muamele edilerek daha
sonra 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numunenin %20 ayirma jelinde

elektroforezinden sonra boyama yapilarak bantlar tespit edildi (Coban ve ark., 2007).

3.7. hCA I ve hCA 1I izoenzimleri Aktiviteleri Uzerine Kalkon Tiirevlerinin

Etkisinin Belirlenmesi

Kalkon tiirevlerinin, saflastirilacak olan hCA izoenzimleri iizerindeki etkisi arastirildi.
Olgiimler esteraz aktivite tayin ydntemiyle yapildi. Daha sonra ICso ve K; degerleri

bulunarak inhibisyon tiirleri belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(4-
metoksifenil)propanoil)fenil)hekzahidro-1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion

T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.1. (3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(4
metoksifenil)propanoil)fenil)hekzahidro-1H-4,7-metanoisoindol-1,3(2H)-dion 400 MHz
'H-NMR spektrumu (CDCI5) (8a)

Sekil.4.1.’da goriilen (3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(4-
metoksifenil) propanoil) fenil) hekzahidro-1H-4,7-methanoizoindol-1,3(2H)-dion
bilesigine ait 'H-NMR spektrumunda en asagi alanda 8.24 ppm’de goriilen dublet (J =
8.6 Hz) izoindol halkasinin bagli oldugu aromatik halkadaki protonlara ait olup
AA’BB’ sisteminin AA’ kismini olugturmaktadir. Sistemin BB’ kismi1 ise 7.54 ppm’de
dublet (J = 8.6 Hz) vererek rezonans olmaktadir. Metoksi grubunun bagli oldugu
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aromatik halka da beklendigi gibi AA’BB’ sistemi olusturmakta ve sistemin AA’ kismi
7.48 ppm’de BB’ kismu ise 6.98 ppm’de dublet (J = 8.8 Hz) vermektedir. Propanon
zinciri tizerindeki protonlar bromlarin etkisi ile asag1 alana kayarak 5.81 ve 5.67 ppm’de
ayr1 ayr1 dublet (J = 11.6 Hz) vererek rezonans olmaktadirlar. Isoindol halkasindaki
bromLarla ayni1 karbona bagli protonlar 4.34 ppm’de dublet (J = 2.0 Hz) vermektedir.
Yapidaki metoksi grubu 3.89 ppm’de singlet verirken isoindol halkasindaki kopriibasi
protonlar1 3.46-3.45 arasinda multiplet, karbonillere komsu protonlar 3.29 ppm’de
dublet (J = 1.2 Hz), koprii lizerinde yer alan protonlar ise 2.66 ve 1.89 ppm’de ayr1 ayri

dublet (J = 11.2 Hz) vererek rezonans olmaktadirlar.
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Sekil 4.2. (3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(4-
metoksifenil)propanoil) fenil)heksahidro-1H-4,7-metanoisoindol-1,3(2H)-dion 400
MHz *C-NMR spektrumu (CDCl5) (8a)

Sekil 4.2’da  (3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(metoksifenil)
propanoil)fenil)-hekzahidro-1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion bilesigine ait Bc-
NMR spektrumunda en asagi alanda yer alan sinyal 190.1 ppm propanon zincirindeki
karbonile aittir. Izoindol halkasindaki karboniller ise 174.2 ppm’de rezonans

olmaktadirlar. Ipso karbonlar ise siras1 ile 160.2, 135.8, 134.4 ve 132.8 ppm’de

30



rezonans olmaktadirlar. Diger aromatrik karbonlar 130.0 (2C), 129.9 (2C), 129.6 (2C)
ve 114.3 (2C) ppm’de sinyal vermektedirler. Alifatik karbonlar ise sirasi ile 55.4 (2C),
55.3,51.3,51.0,50.0, 47.7 (2C), 47.1 ve 37.8 ppm’de rezonans olmaktadirlar.

'H-NMR (400 MHz, CDCl; ppm ): 8.24 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.54 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 7.48 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.98 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 5.81 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 5.67
(d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.46-3.45 (m, 2H), 3.29 (d,
J=12Hz 2H), 2.66 (d, J =11.2 Hz, 1H), 1.89 (d, J = 11.2 Hz, 1H).

BC-NMR (100 MHz, CDClzppm): & = 190.1, 174.2 (2C), 160.2, 135.8, 134.4, 132.8,
130.0 (2C), 129.9 (2C), 129.6 (2C), 114.3 (2C), 55.4 (2C), 55.3, 51.3, 51.0, 50.0, 47.7
(2C), 47.1,37.8

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(p-tolil)propanoil)fenil)
hekzahidro-1H-4,7-metanoisoindol-1,3(2H)-dion

O O Br
Br.
SYaaWat

Br il Br
8b
'H-NMR (400 MHz, CDCl5 ppm ): 8 = 7.55 ( d, J = 4.4 Hz, 2H), 7.45-7.41 (m, 4H),
7.28-7.25 (m, 2H), 5.83-5.72 (dd, J = 11.2 Hz, 7.6 Hz, 1H), 5.66-5.62 (dd, J = 11.2 Hz,
6 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 3.47-3.44 (m, 2H), 3.29-3.28 (m, 2H), 2.41 (s, 3H),
1.66 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 1.58 (s, 1H).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 190.1, 176.2, 174.1, 139.5, 135.8, 135.0, 134.7,
134.4, 129.9, 129.7, 129.6, 128.2, 126.8, 126.5, 52.3, 51.3, 51.0, 49.8, 49.7, 47.6, 46.8,
45.9, 45.6, 37.8, 21.3.

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(4-klorofenil)propanoil)
fenil)hekzahidro-1H-4,7-methanoizoindol-1,3(2H)-dion

O O Br
Br.
OO

Br 3 Br
8c
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'H-NMR (400 MHz, CDCls ppm ): 8.25 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.58-7.45 (m, 6H), 6.24
(t, J = 5.6 Hz, 2H), 4.38 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 3.46-3.45 (m, 2H), 3.10 (d, J = 1.2 Hz,
2H), 2.51 (dd, J = 1.6 Hz, 1.0 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 1.85 (d, J = 10.8 Hz,
1H).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls ppm): 190.7, 176.4 (2C), 145.3 (2C), 141.3, 130.0, 135.4,
134.7 (2C), 131.9, 129.7 (2C), 129.2 (2C), 128.5, 126.5 (2C), 60.6 (2C), 52.3 (2C), 45.9
(2C), 45.6 (2C), 21.5.

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(4-bromofenil)propanoil)
fenil)hekzahidro-1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion

O (0] Br
Br.
W W

Br il Br

8d

'H-NMR (400 MHz, CDCls ppm ): 8.25 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.58-7.45 (m, 6H), 6.24
(t, J = 5.6 Hz, 2H), 5.60-5.55 (m, 1H), 4.38 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 3.46-3.45 (m, 2H), 3.10
(d, J = 1.2 Hz, 1H), 2.51 (dd, J = 1.6 Hz, 1.0 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 1.85
(d, J = 10.8 Hz, 1H).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 189.8, 176.2 (2C), 137.2, 136.8, 134.7, 133.7,
132.1 (2C), 129.9 (2C), 126.8 (2C), 123.3, 52.3 (2C), 48.5 (2C), 46.4, 45.9 (2C), 45.6
(2C).

(3aR,4S,7R,7aS)-2-(4-(2,3-dibromo-3-(m-tolil)propanoil)fenil)-3a,4,7,7a-tetrahidro-
1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion

O O Br
Br.
7T )
Br
Br o) CHs

8e
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'H-NMR (400 MHz, CDCl5 ppm ): 7.54 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 3.6 Hz,
2H), 7.43-7.41 (m, 3H), 7.23-7.25 (m, 1H), 5.81 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 5.62 (d, J = 11.2
Hz, 1H), 4.34 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 3.46-3.45 (m, 2H), 3.29-3.28 (m, 2H), 2.66 (d, J =
11.6 Hz, 1H), 2.44 (s, 3H), 1.88 (d, J = 11.2 Hz, 1H).

BBC.NMR (100 MHz, CDClzppm): 190.1, 174.1 (2C), 138.7, 137.8, 135.8, 134.4,
130.2, 129.9 (2C), 128.9, 128.8, 126.5 (2C), 125.4, 51.3 (2C), 51.0 (2C), 49.7, 47.6
(2C), 46.7, 37.8, 21.4.

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(3-metoksifenil)propanoil)
fenil)hekzahidro-1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion

. o o Br

PO
Br o} OCH;
8f

'"H-NMR (400 MHz, CDCl; ppm ): 8.28 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.48 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.79-6.76 (dd, J = 8.8 Hz, 2.8 Hz,

2H), 6.33 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 6.06 (d, J=11.6 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 3.82
(s, 3H), 3.46-3.44 (dd, J = 3.2 Hz, 2.4 Hz, 2H), 3.12 (s, 2H), 2.52-2.51 (m, 2H).

BC-NMR (100 MHz, CDClsppm): 195.0, 179.4 (2C), 164.3, 142.9, 138.5, 138.3,
134.8 (2C), 131.9 (2C), 121.2 (2C), 121.0, 119.3, 60.6 (2C), 57.1 (2C), 55.5 (2C), 52.5
(2C), 50.1, 42.5.

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(3-klorofenil)propanoil)
fenil)hekzahidro-1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion

O O Br
Br.
M
Br
Br o] cl
8¢

'H-NMR (400 MHz, CDCls ppm ): 8.17 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.55-7.53 (m, 4H), 7.50-
7.37 (m, 2H), 6.30 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 5.75-5.72 (dd, J= 8.4 Hz, 1.4 Hz, 1H), 5.60-5.57
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(dd, J = 6.0 Hz, 2.6 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 3.56-3.25 (m, 2H), 3.28-3.27 (m,
1H), 1.89-1.82 (m, 1H), 1.67-1.63 (m, 1H).

BBC.NMR (100 MHz, CDClsppm): 5 189.8, 176.2 (2C), 140.0, 139.9, 136.6 (2C),
133.7, 130.1, 129.9 (2C), 129.7, 128.4, 126.8 (2C), 52.3, 51.3, 51.0, 48.2, 46.3, 45.9
(2C), 45.6, 37.8.

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(furan-2-il)propanoil)fenil)
hekzahidro-1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion

8h
'H-NMR (400 MHz, CDCl; ppm): 7.60 (d, J = 15.26 Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.36-7.30
(m, 2H), 6.53 (dd, J = 3.32, 1.62 Hz, 1H), 6.29 (d, J = 1.42 Hz, 2H), 5.81 (d, J = 11.2
Hz, 1H), 5.66 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 4.36-4.34 (m, 2H), 3.54 (d, J = 1.38 Hz, 2H), 3.50-
3.46 (m, 2H), 1.82 (dd, J = 8.87, 1.38 Hz, 1H), 1.64 (d, J = 8.84 Hz, 1H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;ppm): 188.8, 176.4 (2C), 151.5, 145.1, 137.7, 135.5,
131.1, 129.1 (2C), 126.6 (2C), 118.9, 116.7, 58.4 (2C), 52.3 (2C), 45.9 (2C), 45.6 (2C),
27.0.

(3aR,4S,5S,7R,7aS)-5,6-dibromo-2-(4-(2,3-dibromo-3-(tiyofen-2-il)propanoil)
fenil)hekzahidro-1H-4,7-metanoizoindol-1,3(2H)-dion

O O Br
Br. Y s
\/
Br Br
(0]

8i

'H-NMR (400 MHz, CDCls ppm ): 8.04 (s, 1H), 7.78 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.68 (d, J
=5.2 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.31-7.29 (m, 2H), 7.18-7.16 (dd, J= 4.0 Hz,
0.6 Hz, 1H), 6.28 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 3.54 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 3.49-3.47 (m, 2H),
1.81 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 1.64 (d, J = 8.8 Hz, 1H).
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BC-NMR (100 MHz, CDClz,ppm): 189.8, 176.4 (2C), 138.0, 137.4, 136.8, 135.9,
135.1, 134.6, 132.2, 130.0, 127.2, 126.5, 120.1, 58.4 (2C), 52.3, 45.9 (2C), 45.6 (2C),
19.9 (2C).

4.1. Baz1 kalkon tiirevlerinin karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA | ve hCA II)

aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin sonuclari

Insan kani eritrosit hiicrelerinden Sepharose 4B-L tirozin siilfanilamid afinite
kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz enzimleri i¢in bolim 3.1.5°de
anlatildig1 sekilde, 8a-i kodlu organik maddelerin stok ¢dzeltileri hazirlandi. insan kani
eritrositlerinden saflastirilan hCA | ve hCA 1l izoenzimleri iizerine inhibisyon etkisi
gosteren yukarida adi gecen organik maddeler ile ilgili konsantrasyonlar ve % aktivite
degerleri sirasiyla ¢izelge 4.1.1.- 4.1.9. ve 4.2.1.- 4.2.9. verildi. Daha sonra hCA
izoenzimleri tizerinde inhibisyon etkileri arastirildi. hCA | ve hCA 1l izoenzimleri igin
elde edilen sonuclar Sekil 4.2.1.-4.3.18. elde edilen % Aktivite ve Lineweaver-Burk

grafigi verildi. Son olarak ICsg ve Ki i¢in toplu sonuclar ise ¢izelge 4.5. verildi.

Cizelge 4.1.1. hCA T enziminin esteraz aktivitesi tizerine 8a nolu organik madde ile
yapilan ¢aligmalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8a iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat Tris-SO;  Enzim Saf su Toplam [ %
(n) tamponu (ul) (ul) Hacim (mM) Aktivite
(u) (u)

360 400 25 215 1000 _ 100.00
360 400 25 195 1000 2 30.11
360 400 25 185 1000 3 24.71
360 400 25 175 1000 4 18.65
360 400 25 135 1000 8 15.28
360 400 25 115 1000 10 7.42
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Sekil 4.3. hCA 1 enzimi i¢in 6 farkli 8a konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[8a]
grafigi
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Sekil 4.4. hCA | enzimi {izerine 8a nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi(0= Kontrol, O=35mM, £=100 mM, X=130mM)
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Cizelge 4.1.2. hCA | enziminin esteraz aktivitesi iizerine 8b nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8b iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO, Enzim Saf su Toplam [ %
(n tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
(uD (ud
360 400 25 215 1000 _ 100
360 400 25 195 1000 2 64.38
360 400 25 185 1000 3 49.60
360 400 25 155 1000 4 35.13
360 400 25 155 1000 6 24.96
360 400 25 135 1000 8 21.14
360 400 25 115 1000 10 17.01
120 = 100e 004
R?=0,9634

100 \
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Sekil 4.5. hCA I enzimi i¢in 6 farkli 8b konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[8b]
grafigi
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Sekil 4.6. hCA | enzimi {izerine 8b nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi(0= Kontrol, O=40mM, &= 100 mM, X=140 mM )

Cizelge 4.1.3. hCA 1 enziminin esteraz aktivitesi tizerine 8¢ nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢ozelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8c iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO, Enzim Saf su Toplam [ %
(n tamponu (nl (n Hacim (mM) Aktivite
(uD (uh

360 400 25 215 1000 _ 100.00
360 400 25 195 1000 2 69.24
360 400 25 185 1000 3 51.78
360 400 25 175 1000 4 46.03
360 400 25 155 1000 6 39.68
360 400 25 135 1000 8 22.22
360 400 25 115 1000 10 18.45
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Sekil 4.7. hCA 1 enzimi i¢in 6 farkli 8c konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[8c]
grafigi
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Sekil 4.8. hCA | enzimi iizerine 8¢ nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi(0= Kontrol, O0=35mM, 4= 105mM, X=150mM)
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Cizelge 4.1.4. hCA 1 enziminin esteraz aktivitesi iizerine 8d nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8d iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO4 Enzim Saf su Toplam [ %
(nb tamponu (nl (nl) Hacim (mM) Aktivite
((11)) ((11))
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 190 1000 30 91.62
360 400 20 180 1000 40 73.78
360 400 20 170 1000 50 64.30
360 400 20 160 1000 60 46.92
360 400 20 150 1000 70 26.86
360 400 20 140 1000 80 18.96
120 y= 100e-9,051x
R? =0,9694
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Sekil 4.9. hCA I enzimi i¢in 6 farkli 8d konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[8d]
grafigi
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Sekil 4.10. hCA | enzimi iizerine 8d nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi(O= Kontrol, O0=35mM, 4= 90mM, X=120mM)

Cizelge 4.1.5. hCA 1 enziminin esteraz aktivitesi tizerine 8e nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢bzelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8e iyonu

Konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO, Enzim Saf su Toplam [ %

(n tamponu (nl (n Hacim (mM) Aktivite
(uD (uh

360 400 25 215 1000 _ 100.00
360 400 25 185 1000 3 29.24
360 400 25 175 1000 4 19.61
360 400 25 165 1000 5 16.35
360 400 25 145 1000 7 4.6
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Sekil 4.11. hCA I enzimi igin 6 farkli 8e konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[8e]

grafigi
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Sekil 4.12. hCA | enzimi iizerine 8e nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi(O= Kontrol, O=40mM, 4= 95mM, X=130mM)
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Cizelge 4.1.6. hCA I enziminin esteraz aktivitesi lizerine 8f nolu organik madde ile
yapilan c¢alismalarda kullanilan ¢ozelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8f iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO4 Enzim Saf su Toplam [ %
(nb tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
((11)) ((11))
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 210 1000 10 63.61
360 400 20 200 1000 20 57.76
360 400 20 190 1000 30 49.10
360 400 20 185 1000 35 40.71
360 400 20 180 1000 40 20.35
360 400 20 175 1000 45 7.633
360 400 20 170 1000 50 5.852
120 \! — 1008-0,038):
R?=0,9824
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Sekil 4.13. hCA I enzimi igin 6 farkli 8f konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[8f]
grafigi
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Sekil 4.14. hCA | enzimi iizerine 8f nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi(O= Kontrol, O=40mM, 4= 110mM, X=160mM)

Cizelge 4.1.7. hCA 1 enziminin esteraz aktivitesi {izerine 89 nolu organik madde ile

yapilan g¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8g iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO, Enzim Saf su Toplam [N %

(n tamponu (nl (n Hacim (mM) Aktivite
(uD (uD

360 400 25 215 1000 _ 100
360 400 25 195 1000 2 64.38
360 400 25 185 1000 3 49.60
360 400 25 155 1000 4 35.13
360 400 25 155 1000 6 24.96
360 400 25 135 1000 8 21.14
360 400 25 115 1000 10 17.01
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Sekil 4.15. hCA I enzimi igin 6 farkli 8g konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[80]

grafigi
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Sekil 4.16. hCA | enzimi tizerine 8g nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi(0= Kontrol,

O=40mM, 4= 100mM, X=160mM)
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Cizelge 4.1.8. hCA 1 enziminin esteraz aktivitesi iizerine 8h nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8h iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO4 Enzim Saf su Toplam [ %
(nb tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
((11)) ((11))
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 210 1000 0.1 73.31
360 400 20 200 1000 0.2 64.02
360 400 20 190 1000 0.3 45.32
360 400 20 180 1000 0.4 41.79
360 400 20 170 1000 0.5 35.80
360 400 20 160 1000 0.6 33.50
360 400 20 150 1000 0.7 24.69
360 400 20 140 1000 0.8 20.63
120 y=1 00e0.048x
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Sekil 4.17. hCA 1 enzimi i¢in 6 farkli 8h konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8h] grafigi
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Sekil 4.18. hCA | enzimi iizerine 8h nolu organik bilesigi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi(d= Kontrol, O=35mM, 2= 90mM, X=120mM)

Cizelge 4.1.9. hCA I enziminin esteraz aktivitesi tizerine 8i nolu organik madde ile

yapilan caligmalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8i iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO, Enzim Saf su Toplam [ %
(n tamponu (nl (n Hacim (mM) Aktivite
(uD (uD
360 400 25 215 1000 _ 100.00
360 400 25 135 1000 8 73.93
360 400 25 115 1000 10 69.04
360 400 25 95 1000 12 49.10
360 400 25 85 1000 13 39.10
360 400 25 65 1000 15 32.58
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Sekil 4.19. hCA I enzimi i¢in 6 farkli 8i konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[8i]
grafigi
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Sekil 4.20. hCA 1 enzimi tizerine 8i nolu organik bilesigi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi(O= Kontrol, O=50mM, 4= 100 mM, X=155mM)
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Cizelge 4.2.1. hCA 1I enziminin esteraz aktivitesi iizerine 8a nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8a iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO4 Enzim Saf su Toplam [ %
(nb tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
(D (nl)
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 200 1000 2.0 69.75
360 400 20 190 1000 3.0 45.23
360 400 20 185 1000 35 40.18
360 400 20 180 1000 4.0 33.86
360 400 20 170 1000 5.0 29.43
120
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Sekil 4.2.1. hCA I | enzimi i¢in 6 farkli 8a konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8a] grafigi
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Sekil 4.2.2. hCAIl enzimi iizerine 8a nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi(0= Kontrol, O0=20mM, 4= 70mM, X=110mM)

Cizelge 4.2.2. hCA 1I enziminin esteraz aktivitesi {izerine 8b nolu organik madde ile
yapilan caligmalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8b iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO4 Enzim Saf su Toplam [ %
(nl) tamponu (nl) (nl) Hacim (mM) Aktivite
(ul) (ul)

360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 210 1000 0.1 76.07
360 400 20 200 1000 0.2 63.21
360 400 20 180 1000 0.4 51.07
360 400 20 160 1000 0.6 36.78
360 400 20 140 1000 0.8 15.36
360 400 20 120 1000 1.0 11.76
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Sekil 4.2.3. hCA | | enzimi igin 6 farkli 8b konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8b] grafigi
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Sekil 4.2.4. hCAIl enzimi tizerine 8b nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi(0= Kontrol, O0=30mM, 4= 60mM, X=100mM)
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Cizelge 4.2.3. hCA II enziminin esteraz aktivitesi iizerine 8¢ nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8c iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SOq Enzim Saf su Toplam [ %
(n tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
(uD (ud
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 205 1000 1.5 62.26
360 400 20 200 1000 2.0 56.09
360 400 20 195 1000 2.5 50.94
360 400 20 190 1000 3.0 32.59
360 400 20 185 1000 3.5 20.58
360 400 20 180 1000 4.0 18.85
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Sekil 4.2.5 . hCA I | enzimi i¢in 6 farkli 8¢ konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8c] grafigi
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Sekil 4.2.6. hCA 1l enzimi iizerine 8C nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi(d= Kontrol, O=15mM, &= 55mM, X=100mM)

Cizelge 4.2.4. hCA 1I enziminin esteraz aktivitesi lizerine 8d nolu organik madde ile

yapilan caligmalarda kullanilan ¢ozelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8d iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO, Enzim Saf su Toplam [ %
(n tamponu (nl (n Hacim (mM) Aktivite
() ()
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 200 1000 2.0 69.75
360 400 20 190 1000 3.0 45.23
360 400 20 185 1000 35 40.18
360 400 20 180 1000 4.0 33.86
360 400 20 170 1000 5.0 29.43
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Sekil 4.2.7. hCA | | enzimi igin 6 farkli 8d konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8d] grafigi
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Sekil 4.2.8. hCA 1l enzimi tizerine 8d nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi(O= Kontrol, O=30mM, 4= 70mM, X=100mM)
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Cizelge 4.2.5. hCA 1II enziminin esteraz aktivitesi iizerine 8e nolu organik madde ile

yapilan calismalarda kullanilan ¢ozelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8e iyonu

konsantrasyonlari ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO,4 Enzim Saf su Toplam [ %
(n tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
((11)) ((11))
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 200 1000 2.0 69.75
360 400 20 190 1000 3.0 45.23
360 400 20 185 1000 35 40.18
360 400 20 180 1000 4.0 33.86
360 400 20 170 1000 5.0 29.43
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Sekil 4.2.9. hCA I | enzimi igin 6 farkli 8e konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-

[8e] grafigi

55



u
D

S
]

C O
Yy =2910ox %

y =44438x+ 8,0683

,996

/ y =2,835x+ 88

an]

y=2,0719x+ 3,684

1/V (EU/ml)!
98]

]
D

2 3
1/[S] (mM)*

Sekil 4.2.10. hCA Il enzimi tizerine 8e nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-

Burk grafigi(H = Kontrol,

U=25mM,

= 70 mM, X=100mM)

Cizelge 4.2.6. hCA Il enziminin esteraz aktivitesi tizerine 8f nolu organik madde ile

yapilan calismalarda kullanilan ¢ozelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8f iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SOy4 Enzim Saf su Toplam [N %
(nl tamponu (nl (n Hacim (mM) Aktivite
(ub (uh)

360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 215 1000 5 69.75
360 400 20 212 1000 8 45.23
360 400 20 210 1000 10 40.18
360 400 20 208 1000 12 33.86
360 400 20 205 1000 15 29.43
360 400 20 200 1000 20 6.32
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Sekil 4.2.11. hCA | | enzimi i¢in 6 farkli 8f konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8f] grafigi
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Sekil 4.2.12. hCA Il enzimi tizerine 8f nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-

Burk grafigi(O= Kontrol, B=25mM, 4= 65mM, X=110mM)
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Cizelge 4.2.7. hCA 11 enziminin esteraz aktivitesi izerine 8g nolu organik madde ile
yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8g iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO4 Enzim Saf su Toplam [ %
(nb tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
((11)] ((11)]
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 210 1000 0.1 76.07
360 400 20 200 1000 0.2 63.21
360 400 20 180 1000 0.4 51.07
360 400 20 160 1000 0.6 36.78
360 400 20 140 1000 0.8 15.36
360 400 20 120 1000 1.0 11.76
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Sekil 4.2.13. hCA | | enzimi i¢in 6 farkli 8g konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[8g] grafigi
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Sekil 4.2.14. hCA 1l enzimi iizerine 89 nolu organik bilesik i¢in ¢izilen Lineweaver-

Burk grafigi(O= Kontrol, B=25mM, 4= 70mM, X=110mM)

Cizelge 4.2.8. hCA II enziminin esteraz aktivitesi lizerine 8h nolu organik madde ile
yapilan c¢aligmalarda kullanilan ¢ozelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8h iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO, Enzim Saf su Toplam [ %
(n tamponu (nl (n Hacim (mM) Aktivite
(uD (uD
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 200 1000 20 69.75
360 400 20 190 1000 3.0 45.23
360 400 20 185 1000 3.5 40.18
360 400 20 180 1000 4.0 33.86
360 400 20 170 1000 5.0 29.43
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Sekil 4.2.15. hCA | | enzimi i¢in 6 farkli 8h konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8h] grafigi
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Sekil 4.2.16. hCA 1I enzimi iizerine 8h nolu organik bilesigi i¢in ¢izilen Lineweaver-

Burk grafigi(E= Kontrol, O=30mM, £ = 60mM, X=100mM)
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Cizelge 4.2.9. hCA II enziminin esteraz aktivitesi tizerine 8i nolu organik madde ile
yapilan c¢aligmalarda kullanilan ¢6zelti miktarlari, bunlara karsilik gelen 8i iyonu

konsantrasyonlar1 ve % aktivite degerleri

Substrat  Tris-SO4 Enzim Saf su Toplam [ %
(nb tamponu (nl (nb Hacim (mM) Aktivite
((11)) ((11))
360 400 20 220 1000 _ 100.00
360 400 20 140 1000 0.8 62.50
360 400 20 130 1000 0.9 55.66
360 400 20 120 1000 1.0 48.25
360 400 20 110 1000 1.1 43.25
360 400 20 100 1000 1.2 33.45
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Sekil 4.2.17 . hCA | | enzimi i¢in 6 farkli 8i konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-
[8i] grafigi
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Sekil 4.2.18. hCA 1I enzimi iizerine 8i nolu organik bilesigin etkisi ¢izilen

Lineweaver-Burk grafigi(t= Kontrol,

O=20 mM,

= 60 MM, X=100mM )

Cizelge 4.3.1. hCA I enzimi iizerine 8a nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlar1

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(nb (nl (n (nl konst. konst. (n

(mM) (mM)

400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
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Cizelge 4.3.2. hCA I enzimi iizerine 8b nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari
Tris-SO, Enzim  Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki Toplam
tamponu  Hacmi su Hacmi  subsrat konst. inhibitor konst. Hacim
((11)) ((11)) ((11)) ((11)) (mM) (mM) ((11)]
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.3.3. hCA I enzimi lizerine 8C nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.3.4. hCA 1 enzimi tizerine 8d nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.3.5. hCA I enzimi lizerine 8e nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.3.6. hCA I enzimi iizerine 8f nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (ul)

(mM) (mM)

400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.3.7. hCA I enzimi iizerine 8g nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.3.8. hCA 1 enzimi iizerine 8h nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢ozeltilerin  miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari
Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam
tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (ul)
(mM) (mM)

400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.3.9. hCA I enzimi {izerine 8i nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.4.1. hCA 1II enzimi {izerine 8a nolu organik bilesigin K; degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢o6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve

inhibitér konsantrasyonlar1

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki ~ Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 20 530 50 0.15 - 1000
400 20 515 50 0.15 1.5 1000
400 20 505 50 0.15 2.5 1000
400 20 495 50 0.15 3.5 1000
400 20 430 100 0.30 - 1000
400 20 415 100 0.30 1.5 1000
400 20 405 100 0.30 2.5 1000
400 20 395 100 0.30 3.5 1000
400 20 380 150 0.45 - 1000
400 20 365 150 0.45 1.5 1000
400 20 355 150 0.45 2.5 1000
400 20 345 150 0.45 3.5 1000
400 20 330 200 0.60 - 1000
400 20 315 200 0.60 1.5 1000
400 20 305 200 0.60 2.5 1000
400 20 295 200 0.60 3.5 1000
400 20 280 250 0.75 - 1000
400 20 265 250 0.75 1.5 1000
400 20 255 250 0.75 2.5 1000
400 20 245 250 0.75 3.5 1000
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Cizelge 4.4.2. hCA 1II enzimi iizerine 8b nolu organik bilesigin K; degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢o6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve

inhibitér konsantrasyonlar1

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 20 530 50 0.15 - 1000
400 20 515 50 0.15 1.5 1000
400 20 505 50 0.15 2.5 1000
400 20 495 50 0.15 3.5 1000
400 20 430 100 0.30 - 1000
400 20 415 100 0.30 1.5 1000
400 20 405 100 0.30 2.5 1000
400 20 395 100 0.30 3.5 1000
400 20 380 150 0.45 - 1000
400 20 365 150 0.45 1.5 1000
400 20 355 150 0.45 2.5 1000
400 20 345 150 0.45 3.5 1000
400 20 330 200 0.60 - 1000
400 20 315 200 0.60 1.5 1000
400 20 305 200 0.60 2.5 1000
400 20 295 200 0.60 3.5 1000
400 20 280 250 0.75 - 1000
400 20 265 250 0.75 1.5 1000
400 20 255 250 0.75 2.5 1000
400 20 245 250 0.75 3.5 1000
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Cizelge 4.4.3. hCA 1I enzimi iizerine 8C nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 495 50 0.15 30 1000
400 25 475 50 0.15 50 1000
400 25 465 50 0.15 60 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 395 100 0.30 30 1000
400 25 375 100 0.30 50 1000
400 25 365 100 0.30 60 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 345 150 0.45 30 1000
400 25 325 150 0.45 50 1000
400 25 315 150 0.45 60 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 295 200 0.60 30 1000
400 25 275 200 0.60 50 1000
400 25 265 200 0.60 60 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 245 250 0.75 30 1000
400 25 225 250 0.75 50 1000
400 25 215 250 0.75 60 1000
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Cizelge 4.4.4. hCA 1II enzimi iizerine 8d nolu organik bilesigin K; degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢o6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve

inhibitér konsantrasyonlar1

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 20 530 50 0.15 - 1000
400 20 515 50 0.15 1.5 1000
400 20 505 50 0.15 2.5 1000
400 20 495 50 0.15 3.5 1000
400 20 430 100 0.30 - 1000
400 20 415 100 0.30 1.5 1000
400 20 405 100 0.30 2.5 1000
400 20 395 100 0.30 3.5 1000
400 20 380 150 0.45 - 1000
400 20 365 150 0.45 1.5 1000
400 20 355 150 0.45 2.5 1000
400 20 345 150 0.45 3.5 1000
400 20 330 200 0.60 - 1000
400 20 315 200 0.60 1.5 1000
400 20 305 200 0.60 2.5 1000
400 20 295 200 0.60 3.5 1000
400 20 280 250 0.75 - 1000
400 20 265 250 0.75 1.5 1000
400 20 255 250 0.75 2.5 1000
400 20 245 250 0.75 3.5 1000
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Cizelge 4.4.5. hCA 1I enzimi iizerine 8e nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 20 530 50 0.15 - 1000
400 20 515 50 0.15 1.5 1000
400 20 505 50 0.15 2.5 1000
400 20 495 50 0.15 3.5 1000
400 20 430 100 0.30 - 1000
400 20 415 100 0.30 1.5 1000
400 20 405 100 0.30 2.5 1000
400 20 395 100 0.30 3.5 1000
400 20 380 150 0.45 - 1000
400 20 365 150 0.45 1.5 1000
400 20 355 150 0.45 2.5 1000
400 20 345 150 0.45 3.5 1000
400 20 330 200 0.60 - 1000
400 20 315 200 0.60 1.5 1000
400 20 305 200 0.60 2.5 1000
400 20 295 200 0.60 3.5 1000
400 20 280 250 0.75 - 1000
400 20 265 250 0.75 1.5 1000
400 20 255 250 0.75 2.5 1000
400 20 245 250 0.75 3.5 1000
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Cizelge 4.4.6. hCA 1I enzimi {izerine 8f nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 20 530 50 0.15 - 1000
400 20 520 50 0.15 0.1 1000
400 20 500 50 0.15 0.3 1000
400 20 480 50 0.15 0.5 1000
400 20 430 100 0.30 - 1000
400 20 420 100 0.30 0.1 1000
400 20 400 100 0.30 0.3 1000
400 20 380 100 0.30 0.5 1000
400 20 380 150 0.45 - 1000
400 20 370 150 0.45 0.1 1000
400 20 350 150 0.45 0.3 1000
400 20 330 150 0.45 0.5 1000
400 20 330 200 0.60 - 1000
400 20 320 200 0.60 0.1 1000
400 20 300 200 0.60 0.3 1000
400 20 280 200 0.60 0.5 1000
400 20 280 250 0.75 - 1000
400 20 270 250 0.75 0.1 1000
400 20 250 250 0.75 0.3 1000
400 20 230 250 0.75 0.5 1000
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Cizelge 4.4.7. hCA 1I enzimi iizerine 8g nolu organik bilesigin K; degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢o6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve

inhibitér konsantrasyonlar1

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 25 525 50 0.15 - 1000
400 25 505 50 0.15 2 1000
400 25 495 50 0.15 3 1000
400 25 465 50 0.15 6 1000
400 25 425 100 0.30 - 1000
400 25 405 100 0.30 2 1000
400 25 395 100 0.30 3 1000
400 25 365 100 0.30 6 1000
400 25 375 150 0.45 - 1000
400 25 355 150 0.45 2 1000
400 25 345 150 0.45 3 1000
400 25 315 150 0.45 6 1000
400 25 325 200 0.60 - 1000
400 25 305 200 0.60 2 1000
400 25 295 200 0.60 3 1000
400 25 265 200 0.60 6 1000
400 25 275 250 0.75 - 1000
400 25 255 250 0.75 2 1000
400 25 245 250 0.75 3 1000
400 25 215 250 0.75 6 1000
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Cizelge 4.4.8. hCA 1l enzimi lizerine 8h nolu organik bilesigin K; degerlerinin

tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve

inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam
tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (ul)
(mM) (mM)
400 20 530 50 0.15 - 1000
400 20 515 50 0.15 1.5 1000
400 20 505 50 0.15 2.5 1000
400 20 495 50 0.15 35 1000
400 20 430 100 0.30 - 1000
400 20 415 100 0.30 1.5 1000
400 20 405 100 0.30 2.5 1000
400 20 395 100 0.30 35 1000
400 20 380 150 0.45 - 1000
400 20 365 150 0.45 1.5 1000
400 20 355 150 0.45 2.5 1000
400 20 345 150 0.45 35 1000
400 20 330 200 0.60 - 1000
400 20 315 200 0.60 1.5 1000
400 20 305 200 0.60 2.5 1000
400 20 295 200 0.60 35 1000
400 20 280 250 0.75 - 1000
400 20 265 250 0.75 1.5 1000
400 20 255 250 0.75 2.5 1000
400 20 245 250 0.75 3.5 1000
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Cizelge 4.4.9. hCA 1II enzimi lizerine 8i nolu organik bilesigin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢d6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf Substrat Kiivetteki Kiivetteki  Toplam

tamponu Hacmi su Hacmi subsrat inhibitor Hacim
(ul) (nl) (ul) (nl) konst. konst. (nl)
(mM) (mM)
400 20 530 50 0.15 - 1000
400 20 520 50 0.15 10 1000
400 20 500 50 0.15 30 1000
400 20 490 50 0.15 40 1000
400 20 430 100 0.30 - 1000
400 20 420 100 0.30 10 1000
400 20 400 100 0.30 30 1000
400 20 390 100 0.30 40 1000
400 20 380 150 0.45 - 1000
400 20 370 150 0.45 10 1000
400 20 350 150 0.45 30 1000
400 20 340 150 0.45 40 1000
400 20 330 200 0.60 - 1000
400 20 320 200 0.60 10 1000
400 20 300 200 0.60 30 1000
400 20 290 200 0.60 40 1000
400 20 280 250 0.75 - 1000
400 20 270 250 0.75 10 1000
400 20 250 250 0.75 30 1000
400 20 240 250 0.75 40 1000
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Cizelge 4.5. Insan kan eritrosit hiicrelerinden elde edilen hCA | ve h CA 1

izoenzimlerinin 9 farkli organik bilesik i¢in Ki ve 1Cso degerleri

ICso (NM) K, (M)
Organik  hCA | rr  hCcAll hCA I hCA 1l
Madde
8a 14.1428 09701 12.600 0.9736 11.304+2.016 11.4473+2.508
8b 15.75 0.9634 11.745 0.9729 18.2632+7.303 10.9855+0.726
8¢ 16.5 0.9546 9.625 0.9935 15.1763+3.14  8.2099+1.62
8d 13.5882 0.9694 11.004 0.9727 13.094+4.487  12.865+1.98
8e 15.6971 0.9566 11.898 0.9541 15.709+4.12  10.114+0.785
8f 18.2368 0.9824 11.177 0.9911 17.507+3.728  9.615+0.456
8g 16.1162 0.9863 12.157 0.9892 17.9081+4.13  12.4556+3.182
8h 14.4375 0.9676 12.375 0.9796 16.4189+3.676 10.0206+1.907
8i 18.7297 0.9664 11.948 0.9965 21.221545.63  9.2196+2.22
AZA 404592 0.9996 24.160 0.993 34.5043+0.015 28.9279+0.053
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5. TARTISMA ve SONUC
Calismamizda ilk o6nce, Diels-Alder tepkimesi ile 1,3-siklopentadien ve
maleikanhidrit’in katilma reaksiyonu gergeklestirildi. Yapist spekroskopik analizler ve

literatiir bilgilerinden faydalanilarak aydinlatildi.

(0]
Etllasetat
O + @
buz banyosu / o
(0]

1 2 3
Calismanin ikinci kademesinde ise Diels-Alder katilma tiriini ile alt1 farkli benzaldehit
tiirevinin Claisen-Schmidt kondenzasyonu sonucunda farkli substitiientlere sahip kalkon
birimi igeren bilesikler sentezlendi. Ilgili bilesikler metilen kloriirde ¢oziildii ve iizerine

piperidin ilave edilelerek 24 saat saat refliiks islemi uygulamasi yapildi.

2 0
0
Toluen, NEt3 _
/ O T Refitks O “piperidin/EtoH [ N‘Q)\ﬁ R
o 0
3 5 7a

R = p-CHs-Ph, p-OCHs-Ph, p-CI-Ph, p-Br-Ph, m-CHs-Ph, m-OCHs-Ph, m-CI-Ph, furan, tiyofen

Calismanin bu asamasinda; saf olarak elde edilen kalkon tiirevlerine brom katilma
reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Bunun i¢in ilgili kalkon bilesigi metilenkloriirde ¢6ziildii.
Metilenkloriir iizerine alinan Br, damla damla ilave edildi. Reaksiyon esnasinda HBr
gazi c¢ikisi oldugu ig¢in kurutucu bashginda gaz c¢ikisi tutuldu. Reaksiyon oda
kosullarinda 24 saat manyetik olarak karistirildi. 24 saat sonrasinda ekstraksiyon

yapildi. Kristallendirme islemi sonucu madde saf olarak elde edildi.
0
To-s0°C
Br 0 B’ R
8

R = p-OCH3Ph, p-CH3Ph, p-CIPh, p-BrPh, m-CH3;Ph, m-OCH3Ph, m-CIPh, 2-furan, 2-tiyofen
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Projede sentezi gergeklestirilen katilma {iriinlerinin yapilar1 spekroskopik analizler ve
literatiir bilgilerinden faydalanilarak aydinlatildi. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen

Brom katilma tiriinleri ilk defa sentezlenmis oldu.

Ayrica elde edilen kalkon tiirevlerinin insan hCA | ve hCA Il izoenzimleri iizerine
etkileri arastirildi. Giiniimiizde bilinen bir¢ok hCA enzimi inhibitorleri sentezlenmistir.
Bu enzimler manyetik rezonans ve noérolojik rahatsizliklarin belirlenmesinde, agri
kesici, anti iilser gibi ilaglarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. hCA izoenzimleri ile
ilgili yapilan inhibisyon ¢aligmalarinda dokulardaki dagilimi ve ¢ok 6nemsenen hayati
fonksiyonlarin aydmnlatilmasi saglanmistir. Bu dogrultuda ¢alismamizin ikinci
kisminda ise kalkon tiirevlerinin insan eritrositlerinden saflagtirilan hCA I ve hCA 11
izoenzimleri tizerine in vitro etkisi arastirildi. Bunun i¢in 6ncelikle hCA 1 ve hCA 11
izoenzimleri sirasiyla Sepharose-4B-L-Tirozin siilfanamit afinite kolon kromatografisi
ile saflagtirild1. Kalkon tiirevlerinin hCA I ve hCA II iizerine inhibisyon etkileri esteraz
aktivitesi kullanilarak degerlendirildi. Sentezlenen kalkon tiirevlerinin hCA 1 igin
13.094-34.504 pM arasinda ve hCA 1II icin de 8.209 — 28.927 uM arasinda K
degerlerine sahip olduklar1 gozlendi. Ayni sekilde bu kalkon tiirevlerinin hCA T igin
0.9546- 0.9996 puM arasinda ve hCA II i¢in de 0.9541- 0.9965 pM arasinda 1Csg
degerlerine sahip olduklar1 gozlendi. Elde edilen sonuglar toplu halde cizelge 4.5.te
verilmistir. Kalkon tlirevlerinin tamami hem hCA I hem de hCA II i¢in yarigsmasiz

inhibisyon gostermistir.
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a) 400 MHz *H-NMR spektrumu (CDCls) b) 400 MHz **C-NMR spektrumu (CDCls)
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a) 400 MHz *H-NMR spektrumu (CDCls) b) 400 MHz *C-NMR spektrumu (CDCls)
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a) 400 MHz *H-NMR spektrumu (CDCls) b) 400 MHz *C-NMR spektrumu (CDCls)
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a) 400 MHz *H-NMR spektrumu (CDCls) b) 400 MHz *C-NMR spektrumu (CDCls)
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