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OZET

Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1.), karbondioksitin HCO3;" ve H" iyonlarma iki
basamakta doniisiimlii hidratasyonu reaksiyonunu katalizleyen, aktif bolgesinde ¢inko iyonu
bulunduran bir metaloenzimdir. Insan goéz dokusunda CA I, CA II ve CA IV izoenzimleri
bulunur. Bunlardan CA I ve CA 1I izoenzimleri sitozolik iken, CA IV izoenzimi membrana
baglidir. Karbonik anhidraz inhibitorleri, ak6z humorun fazla salgilanmasiyla olusan yiiksek goz

ici basincini (IOP) diisiirdiikleri i¢in glokom tedavisinde kullanilirlar.

Bu calismada, glokom hastalig1 tedavisinde kullanilmaya aday yeni karbonik anhidraz

inhibitorlerinin bu enzim tizerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak aragtirilmistir.

Oncelikle insan eritrositlerinden hCA 1 ve hCA II izoenzimleri afinite jeli
(Sepharose4B-L-tirozin-siilfanilamid) kullanilarak saflastirildi. Kalitatif ve kantitatif protein
tayini yapildi ve SDS-PAGE elektroforezi ile enzimlerin safligi kontrol edildi. Enzim

aktiviteleri kinetik ¢alismalarla belirlendi.

Daha sonra sentezlenen yeni bilesiklerin (1-16) insan eritrosit hCA I ve hCA II
izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Bilesiklerin inhibisyon etkisini belirlemek
icin karbonik anhidraz enziminin hidrataz ve esteraz aktiviteleri &lgiildii. Inhibisyon etkisi
gosteren bilesikler icin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek ICso degerleri belirlendi. Lineweaver-

Burk grafikleri ¢izilerek K; sabitleri hesaplandi.

Sentezlenen yeni bilesiklerin, hCA I ve hCA 1l izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri
iizerinde inhibisyon etkisi gostermedigi, fakat esteraz aktiviteleri iizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigi tespit edildi. Esteraz ICso degerleri hCA I igin 7,11-1,73 pM arasinda, hCA Il i¢in ise
5,92-1,48 uM arasinda bulundu. Ki degerleri ise hCA I i¢in 3,64-1,12 uM arasinda, hCA II igin
ise 2,63-0,63 uM arasinda bulundu.

Anahtar Kelimeler: Aminopiridin tiirevleri, Glokom, ICso degerleri, Karbonik anhidraz,

Silfonamitler.
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SUMMARY

Carbonic anhydrase (CA) (E.C. 4.2.1.1.) is a metalloenzyme that contains zinc ion in its
active site. It catalyses that the reversible hydration of carbon dioxide to yield bicarbonate and
proton in a two-step reaction. Human eye tissue contains CA I, CA II and CA IV isoenzymes.
CA I and CA II isoenzymes are cytosolic, but CA IV isoenzyme is membrane-bound. Carbonic
anhydrase inhibitors have been used for treatment of glaucoma, because of their decrease higher

intraocular pressure which occurs with excessive secretion of aqueous humor.

In this study, the inhibitory effects of new carbonic anhydrase inhibitors, which

candidates for treatment of glaucoma, on this enzyme were investigated in vitro.

Firstly, hCA T and hCA 1I isoenzymes were purified from human erythrocytes by using
affinity gel (Sepharose-4B-L-tirosine-sulfanilamide). The qualitative and quantitative protein
assay was made and the purity of the enzymes was checked with SDS-PAGE electrophoresis.

Enzyme activities were determined with kinetic studies.

Later, the inhibition effects of newly synthesized compounds (1-16) on hCA I and hCA
IT isoenzymes were determined. To determine inhibitory effects of the compounds, the hydratase
and esterase activities of carbonic anhydrase enzyme were measured. %Activity vs. [I] graphics
were drawn and the ICso values were calculated for potential inhibitory compounds. The K;

constants were calculated from Lineweaver-Burk graphics.

According to in vitro studies, any inhibition effects of 1-16 compounds were not
observed on hydratase activity of hCA I and hCA II isoenzymes. These new compounds
inhibited the esterase activities of hCA I and hCA II isoenzymes. The IC50 values of
compounds for esterase activity are 7,11-1,73 uM for hCA I and 5,92-1,48 uM for hCA II,
respectively. The K; values of these inhibitors are 3,64-1,12 uM for hCA I and 2,63-0,63uM for
hCA 11, respectively.

Keywords: Aminopyridine derivatives, Glaucoma, ICso values, Carbonic Anhydrase,

Sulfonamides,
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1. GIRIS

Glokom terimi eski Yunanca’da ‘“gri-mavi” anlaminda kullanillan Glaukos
kelimesinden tiiretilmistir (dosya-depo/ Nevbahar Tamgelik). Glokom, diinya iizerinde korliik
nedenleri arasinda katarakttan sonra ikinci sirada gelen bir hastaliktir. lerleyebilen retina
gangliyonu hiicre hasari, optik sinir basinda (OSB) cukurlasma, kendine has gdrme alani
hasarlar1 ile belirlenen kronik optik noropatidir. Glokom hastalarinda siklikla agik agili glokom
ve kapali acili glokom goriilmektedir. Diinyada ise, acik acili glokom ve kapali acili glokom,
diger tim glokom sikayetlerinin yaklasik yarisini olusturmaktadir (ICOGlaucomaGuidelines).
Glokom hastalig1, geri doniisiimii olmayan gérme kaybinin en 6nemli nedeni olmakla birlikte,
bu hastaligin yarattigi hasar, irklar ve etnik gruplar arasinda degisiklik gostermektedir. Bati
iilkelerinde agik agili glokoma bagli gorme kaybina daha fazla rastlanirken, Dogu Asya da

kapali agil1 glokoma daha fazla rastlanmaktadir (ICOGlaucomaGuidelines).

Glokoma bagli geri doniisiimii olmayan sinir hasarinda esas risk etkeni géz i¢i basinci
(GIB) olarak gériilsede, GIB nin normal goriildiigii ama ilerleyici optik sinir hasar1 gelisebilen
ya da GIB yiiksek olmasina ragmen sinir hasarmin goriilmedigi durumlar bulunmaktadir. Bu
durum ise GIB yiiksekliginin hastaligin tanisinda yeterli olmayacagim gostermektedir (Dursun
vd., 2016).

Gorme alani optik sinir fonksiyonunu 6lgmede en iyi test olarak bilinmektedir. Gorme
alani, hasarlart belirlemek ve hastaligin takibini yapmak igin yeterlidir ancak gérme alaninin
nesnel ve psikofiziksel bir test olmasi hastaligin erken teshisini zorlastirmaktadir. Glokomun
tanisinda ve hastaligin izlenmesinde meydana ¢ikan olumsuz durumlari agsmak igin, standart
goérme alani testi, optik sinir basi ve retinal sinir lifi analizatorleri kullanilmaktadir (Dursun vd.,

2016).

llag tedavisi, optik disk yikimini, gérme alam degisikliklerinin 6nlenmesi amaciyla
GIB’yi kisiye yeterli gelecek diizeye indirmektir. Glokom tedavisinde ilk olarak tercih edilen
ilaclar Beta blokerler, prostaglandin analoglari, karbonik anhidraz inhibitorleridir. Bu ilaglarin
GIB iizerinde farkli etki tipleri vardir. Prostaglandin analoglar1 GIB’i %30 a varan oranlarda
diisiirebilirken, GIB’nin ¢ok yiiksek oldugu durumlarda tak basina etkili olamayabilir. Timolol
%0,5 ve dorzolamid %2 kombinasyonu GIB’i prostaglandin analoglari ile ayni oranda

diistirdiigii saptanmustir (Bilgin vd., 2014).



Bu calismada ise glokom tedavisi i¢cin aminopiridin tiirevleri ve metal komplekslerinin
insan karbonik anhidraz izo-enzimleri iizerinde inhibisyon etkilerinin incelenmesi sonucunda

daha etkili ve daha az yan etkilere sahip yeni inhibitor bilesikler bulunmasi amag¢lanmustir.



2. GLOKOM

Glokom, g6z i¢i basincinin artmasiyla ortaya c¢ikan ve korliige neden olabilen bir géz
rahatsizligidir (Tunca, 2012). Glokom erkeklerden ziyade kadinlarda daha fazla ortaya
cikmaktadir (Tagkesen, 2002). Goz igi sivisinin serbest dolagimi ve Schlemm kanalinin drene
olmasindaki bozukluk sebebi ile gz i¢i basincinda artis olmasi durumudur. G6z igi basinci
normal durumda 10-30 mmHg iken glokomlu durumda 70 mmHg seviyesine yiikselir (Tunca,

2012).

G0z igi basinct, goz i¢i sivisinin olusumu ve akisi arasindaki dengenin olusumudur. G6z
i¢i sivisi, gdzlin optik 6zelliklerini saglamak igin, okiiler yapisini stabilize eder ve mercek ile
korneay1 besler. GOz i¢i sivisinin salgilanmasi kan-su bariyer yapisinin biitlinliigline ve
pigmente olmamis epitel hiicreleri arasinda osmatik bir gradient olusturan ¢6ziinmiis maddelerin
aktif taginmasiyla iliskilidir. Bu durum ise su ve diger maddelerin arka odaya taginmasini uyarir

(Tunca, 2012).

Hastaligin risk faktorleri icinde en belirgin olan1i g6z i¢i basincinin yiikselmesidir.
Miyopi, diyabet, yetersiz kan dolagimi, lamina cribrosa bag dokusu anomalileri, kafa i¢i basinct
diisiikliikleri, otoimmiin reaksiyonlar, birincil gangliyon hiicresi dejenerasyonlar1 diger risk

faktorleri olarak siralanabilir (Taskesen, 2002).

Glokom, Primer Glokom ve Sekonder Glokom olmak iizere iki grupta

siniflandirilmaktadir.
2.1. Primer Glokom

Primer glokomda, okiiler ve sistemik hastaliklarla bir baglant1 yoktur. Yiikselen goz igi
basinci, akdz humor yapimi ve diga akimi arasindaki olusan dengesizlik sonucu ortaya ¢ikar. Bu

dengesizligin nedeni olarak diga akimin tikanmasi goriiliir (Taskesen, 2002).
2.1.1. Primer acik ac¢ili glokom

Primer acik acili glokom bilinen glokom gesitlerinin ¢ogunlugunu olusturmaktadir.
Primer acik a¢ili glokom hastalarinda tipik glokomat6z optik sinir hasar1 ve gorme alani kaybi
bulunmaktadir. Arastirmalar trabekiiler ag 6rgiisii hiicrelerinin yaglilik ile birlikte devamli olarak
azaldigmmi gostermistir. Bu azalma durumu PAAG hastalarinda kismen daha fazladir (Tunca,

2012).



2.1.2. Primer kapal acihi glokom

Birgok iilkede primer glokomun en yaygin seklini olusturmaktadir. Primer kapali agili
glokom, kapal1 6n oda agis1 ile baglantili olan glokom periferal iris ile trabekiiler ag orgiistiniin
gecici bir siire i¢in bir araya gelmesinden veya on oda acisindaki kalici adhezyonlardan
kaynaklanmaktadir. PKAG’un en yaygin olan tipi akdz humdriin arka odadan 6n odaya
gecisinin engellendigi, s1§ odast olan gozler icinde ortaya ¢ikmaktadir. Arka oda igerisindeki
basinci gegen iridolentikiiler blok tarafindan bir diren¢ olusturuldugunda periferal iris 6n tarafa
dogru itilecek ve eger dar bir a¢1 varsa tamamen kapatilacaktir. Eger ac1 genis ise arka odada

basing olugsmayacak ve normal sekilde akisina devam edecektir (Morrison ve Pollack, 2003).
2.2. Sekonder Glokom

Sekonder glokomda, glokom iligkili olarak okiiler ve sistemik anormallik soz
konusudur. Sekonder glokom, gozbebegi yoluyla akdoz humdriin arka kamaradan 6n kamaraya
gecmesi ve Schleman kanalina ulagmasimi etkileyen herhangi bir nedenle olusmaktadir

(Taskesen,2002).

Bu cesit glokom iltihaplar, damar hastaliklari, timorlerden sonra ortaya ¢ikmaktadir

(Tunca, 2012).
2.3. Steroid Bagimh Glokom

Bu glokom tiirii ¢cok nadir olmakla birlikte primer agik agili glokom ile bazi baglantilar
gostermektedir (Morrison ve Pollack, 2003). Staroidler trabekiiler ag oOrgiisiinde hiicresel,
biyokimyasal, molekiiler degisikliklere neden olurlar ve bu degisikliklerden bir ya da birkag1
akoz humor akigina karsi direng gostermeyi arttirip goz igi basincini yiikseltir. Bunun sonucunda

glokomatdz optik sinir hasarina neden olur (Tunca, 2012).
2.4. Pigmentel Glokom

Trabekiiler ag orgiisiinde pigment tortulagmasi, goz i¢i basincinin artmasina neden olur

ve bu artmada glokomat6z optik néropatiye neden olur (Morrison ve Pollack, 2003).
2.5. Psodoeksfoliasyon Glokom

Schlemm kanalinin fibréz doku ile dolmasina ve kanalin limeninin kapanmasina neden

olur. Bu kapanma ise glokoma sebep olur (Schldtzer-Schrehardt ve Naumann, 1995).



2.6. Neovaskiiler Glokom

Bu glokom ¢esidi, diger glokom c¢esitleri arasinda en siddetli olandir. Anormal olarak
yeni kan damarlart akéz humor akisini engellemektedir. Bu glokom c¢esidi tamamen
ilerlediginde kapali bir 6n oda agis1 ve fazlasiyla yiiksek g6z i¢i basinct olusturur (Morrison ve

Pollack, 2003).
2.7. Mercek Bagimh Glokom

Bu glokom ¢esidi acik acil1 ya da kapali agili glokoma yol agar. Mercek bagimli glokom
kendi icinde fakolitik glokom, mercek partikiil glokomu ve fakoanafilaktik glokom olmak iizere

iice ayrilir (Morrison ve Pollack, 2003).
2.8. Glokom Tedavisi

Glokom tedavisinde lazer ve cerrahi miidahalenin yan1 sira ila¢ tedavisi de kullanilir.
llag tedavisinde prostoglandin analoglari, beta blokerler, adrenerjik ajanlar, kolinerjik ilaglar,

karbonik anhidraz inhibitorleri ve osmotik ilaglar kullanilmaktadir (Tunca, 2012).
2.8.1. Prostoglandin analoglar:

Prostoglandin analoglar1 g6z i¢i basincinmi diistirmek i¢in kullanilan en iyi ilaglardir (Van
der Valk vd. ,2005; Eisenberg ve Camiras, 2002; Netland vd., 2001; Sherwood ve Brandt,
2001).

Cogu prostoglandin analogu mekanizmasi liveoskleral akis yoludan akigi arttirarak goz

i¢i basincini diisirmeye dayanir (Tunca, 2012).

Prostaglandin analoglari, beta blokerlarla kiyaslandiginda daha etkili ve potansiyel
okiiler hipotensif ajanlardir. Prostaglandin analoglar hem gece hem de giindiiz etkili iken beta

blokerlar giindiiz etkilidir (Orzalesi vd., 2006; Larsson vd., 2002).
2.8.2. Beta blokerlar

Propanolol 1964 yilinda gelistirilen ve klinik olarak uygulanabilen ilk beta-adrenarjik
antagonisttir (Netland, 2008; Tunca, 2012). Philips ve arkadaslar1 glokomlu hastalarda
propanololiin sistemik uygulamasinda g6z ici basinci diisiisiinii gézlemlemislerdir (Philips vd.,
1967). Ancak goz kasinmasi, tahris ve korneal anestezi gibi lokal yan etkiler ilacin

kullaniminda, gelistirilmesinde birtakim kisitlamalara neden olmustur (Netland, 2008).



Okiiler beta bloker (OBB) ler topikal beta-adrenerjik antogonistlerdir. OBB’ler otuz yili
geckin siiredir goz i¢i basicini diisiirmede 6ncelikli olarak tercih edilmektedir. OBB’ler akoz
olusumunu azaltarak goz i¢i basmcini diisiiriirler. Akéz akisinda bir degisiklik bulunmamakla
birlikte akoz olusumu %50 oraninda azalabilmektedir (Yablonski vd. , 1987; Neufeld vd. , 1983;
Coakes ve Brubaker, 1987; Gaul vd. , 1989; Reiss ve Brubaker, 1983; Yablonski vd. , 1987).
OBB’ler genel olarak okiiler hipertansiyonlu hastalarda ve agik-acili glokomlu hastalarda

kullanilmaktadir (Netland, 2008).
2.8.3. Adrenerjik ajanlar

Epinefrin: Agik-agili glokomlu hastalarda g6z i¢i basincini diisiirmek i¢in kullanilan ilk
adrenerjik ajanidir. Epinefrinin g6z i¢i basincina yaptigi etki zamanla degismektedir.
Baglangicta goz ici basinci hafifce yiikselirken sonrasinda 12 saatten 24 saate kadar degisiklik

gosteren kalici bir azalma olur (Brubaker ve Gaasterland, 1984).

Epinefrin korneay1 zay1f bir sekilde etkiledigi i¢in, %0,5’ten az konsantrasyonlar goz igi
basincini hafifce disiiriircken, %0,5 ve %]1’°lik konsantrasyonlar daha fazla etkilemektedir.
Epinefrin tasikardi, sistemik hipertansiyon, kalp carpintis1 gibi rahatsizliklara neden olabilir

(Tunca, 2012).

Dipivefrin: Epinefrin ve pivalik asidin diesterifikasyonu ile elde edilir ve epinefrine
kiyasla daha az hidrofilik etkisi olan bir ilagtir (Netland,2008). Dipivefrin, epinefrine kiyasla
korneaya bagli epitelyumu daha kolay etkiler. Bu yilizden epinefrine gore 10 veya 20 kat
seyreltik konsantrasyonlarda kullanilabilir (Wei vd., 1978).

Klonidin: Glokom tedavisinde sistemik ve topikal olarak kullanilmaktadir (Tunca,
2012). Topikal klonidinin uzun siire boyunca kullanilmasi sistemik hipotansiyonun yol agtig1

yan etkilere sebep olabilmektedir (Netland, 2008).
2.8.4. Kolinerjik ilaclar

Kolinerjik ajanlarin, akdz humor olusumu ve episkleral vendz basinci iizerine etkileri
oldukca azdir (Mindel, 2006). Bu ilaglar goz ici basincini akdz humor akisini etkileyerek
disiiriirler (Netland, 2008).

Pilokarpin: Pilokarpin nitrat soliisyon degerleri %0,5 ve %4 arasinda degisiklik
gostermektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde korneanin pilokarpini hizli bir sekilde
absorbe ettigini ve akdz humorun salinmasinda bir yavaslama sagladigimi gostermistir. Ancak

korneada olusan yikim sonucu, pilokarpinin %3’den az bir kismi on odaya ulasabilmektedir.



Soliisyonun konsantrasyonuna bagli olarak, goz ici basincindaki en fazla diisiis 75 dk icerisinde

meydana gelmektedir.

Pilokarpin ucuz ve etkili bir ajandir ancak lokal yan etkileri ve giinde birka¢ doz

kullanilmasi gerekliliginden dolay1 giiniimiizde ¢ok sik kullanilmamaktadir (Netland, 2008).

Karbakol: Ticari olarak satilan soliisyonlari, koruyucu ve nemlendirici ajan olarak
benzalkonyum klortir igerirler. Karbakol lipitlerde ¢6ziinmedigi i¢in korneal epitele zayif niifuz
eder. Klinik olarak kullanilabilmesi i¢in benzalkonyum kloriir gibi korneal niifuzu arttiran
nemlendirici ajanlar ilave edilmesi etkinligini arttiracaktir. Karbakoliin uygulanmasindan sonra

g0z i¢i basincindaki maksimum diisiis dort saat icerisinde gdzlemlenmektedir (Netland, 2008).

Ekotiyofat: Hastalar iizerinde yapilan doz analizinde ekotiyofatin konsantrasyonunun
%0,06’nin iizerine ¢ikmasi goz i¢i basincindaki diisme miktarin1 ¢ok fazla etkilemedigi
gozlemlenmistir (Stockdill ve Drance, 1965; Harris, 1971). Ekotiyofatin etki siiresi pilokarpine
kiyasla daha uzun siirelidir. Baz1 durumlarda g6z i¢i basinci diismesi bir haftadan uzun siirebilir

(Netland, 2008).



3. ENZIMLER

Enzimler, hiicrenin intermediyer metabolizmasini olusturan binlerce kimyasal tepkimeyi
yoneten protein molekiilleridir. Proteinlerin primer yapisini meydana getiren aminoasitlerin
dizilisi, genler ile belirlenir. Enzim proteininde bulunan aminoasitlerin dizilisi, enzimin {i¢

boyutlu yap1 kazanmasinda 6nemlidir (Yontem, 2011).

Enzim yapisindaki proteinlerin; primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilar
katalitik etkinlikleri i¢in Onemlidir. Bir enzimin protein boliimii aminoasit komponentlerine

yikilirsa katalitik etkinlik gdsteremez (Biilbiil, 2014).
3.1. Enzimlerin Yapisal Ozellikleri

Enzimin, bagka bir bilesige ¢cevirmek i¢in reaksiyona girdigi bilesige substrat denir. Bazi
enzimler tamamen protein konstriiksiyonunda iken bazilar1 metal iyonlari, seker ya da lipitlere
yapisik vaziyettedir. Enzimin konstrilkksiyonuna katilan bu gruplar prostetik grup olarak
isimlendirirlir. Eger prostetik grup, metal iyonu ise kofaktor, i1siya dayanikli organik bir grup ise

koenzim olarak isimlendirilir (Yontem, 2011).

Enzimlerde ayristirilamayan ve 1siya dayanamayan protein kismina apoenzim,

enzim+koenzim kompleksine holoenzim denir (Yontem, 2011).

Enzimlerde biiyiik bir katalitik kuvvet vardir. Enzimler olmaksizin reaksiyonlar ¢ok
yavas ilerler. Katalizorler ¢ok sayida kimyasal reaksiyonda gorev alirken, enzimler ¢ogunlukla
tek tiir reaksiyonu katalizlerler. Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjilerini
diistirtirler. Enzimlerin katildig1 reaksiyonlarda verim %100’diir. Higbir yan {iriin olugmaz.
Enzimler tersinir 6zelliktedirler. Hiicrenin gereksinimi ile sentezi artan veya azalan enzimler
indiiklenebilir enzim, hiicredeki konsantrasyonlari sabit olan enzimler yapisal enzim olarak

isimlendirilir (Yontem, 2011).

Substratin enzim ile birlestigi bolgeye katalitik bolge (aktif bolge) denir. Binlerce
molekiil iginde bir enzim substratindaki ¢ok ufak bir ayrimdan taniyarak baglanir. Enzimler dort

tip 6zellik gosterir:

Mutlak Spesifite: Mutlak spesifite gosteren enzimlerde, enzim sadece kendine uyum

saglayan tek bir substrata baglanir (Yontem, 2011).

Nispi Spesifite: Nispi spesifite gosteren enzimlerde, enzimlerin birden substrata

gosterdikleri tercihe denir (Yontem, 2011).



Stereospesifite: Stereospesifite gosteren enzimlerde, enzimin birbirine esdeger iki

substrat grubundan sadece birini se¢mesine denir (Yontem, 2011).

Bag Spesifikligi: Bir enzimin belirli bag tipleri tizerinde etkili olmasidir. Aktif bolge ve
substratin anahtar-kilit gibi birbirlerine uymalar1 veya enzim substrata baglandiktan sonra
enzimin substratin yapisina gore degisiklik gecirdigi ve katalizi sagladigi diisiiniiliir. Kimi
zaman enzimler inaktif olarak sentezlenir ihtiyag oldugunda aktif hale getirilir. Inaktif yapidaki
bu 6ncii maddelere proenzim veya zimojen denir. Enzimin bu sekilde sentezlenmesinin sebebi,
sentezlendigi dokuya zarar vermemesi ve enzimin inaktif sekilde depolanabilmesidir (Y ontem,

2011).
3.2. Enzim Kinetigine Etki Eden Faktorler

Enzim kinetigi enzimler araciligiyla katalizlenen tepkimelerin siiratlerini inceler

(Biilbiil, 2016).

Stcaklik: Her enzimin en verimli oldugu sicaklik vardir. Bu sicaklik derecesi enzimin
hizin1 etkiler. Her enzimin verimli oldugu sicaklik derecesine optimal sicaklik denir (Ydntem,

2011).

pH: Enzimler farkli pH’larda farkli hizlarda calisirlar. Her enzimin en randimanli

oldugu pH derecesine optimal pH denir (Yontem, 2011).

Enzim konsantrasyonu: Enzimatik tepkimelerin hizi ortamdaki enzim Olgiisiiyle es

zamanli olarak degisir (Yontem, 2011)

Substrat  konsantrasyonu: Belirli miktar enzimin tepkime hizinin substrat
konsantrasyonuna bagli olarak degismesidir. Ik basta enzim-substrat iliskisi diiz bir ¢izgi
seklinde artarken, bir vakit sonra bir egri yaparak degismeden devam eder. Enzimatik
tepkimenin artarak devam ettigi duruma birinci dereceden kinetik denirken, degismeden devam
ettigi duruma sifirinct dereceden kinetik denir. Tepkime hizi, substrat yogunlugunun artmasiyla
artacak ve sonunda ortamda hi¢ bos enzim kalmayacaktir. Sonrasinda ortama substrat eklense
bile tepkime hizinda bir degisiklik olmayacaktir. Bu durumun sebebi enzimin doygunluk
noktasina ulagmis olmasidir. Bu doygunluk noktasina Vmax (Vi) denir. Enzimatik tepkimenin
hizi maksimuma ulastiginda enzim molekiillerinin yarisina bagli substrat yogunluguna

Michealis-Menten sabitesi ismi verilir ve Km ile gosterilir (Yontem, 2011).

Kiw=Vw/2’dir.
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Zaman: Enzimatik tepkimede, enzim inaktive olmadig1 siirece iiriin olusumu zamana

bagli olarak artmaya devam eder (Yontem, 2011).

Reaksiyon iiriinleri: Tepkimede olusan triinlerin ortamda birikmesi, enzimatik aktivite

icin smirlayicr etki yapar (Yontem, 2011).

Fiziksel etkenler: Enzimatik aktivite, baz1 1sinlar, kuvvetli calkalama gibi etkenlerden

olumlu ya da olumsuz sekilde etkilenir (Yo6ntem, 2011).
Hormonlar: Enzimatik aktivite bazt hormonlar tarafindan da etkilenir (Yontem, 2011).

Inhibitorler Enzim aktivitesini ortadan kismen veya tamamen kaldiran maddelere
inhibitoér, bu olaya ise inhibisyon denir (Yontem, 2011). Enzim inhibisyonu iki sekilde

incelenebilir:

I Irreversible inhibisyon: Bu inhibisyonda ortama eklenen madde enzim aktivitesini

geri dondiiriilemez bicimde ortadan kaldirir (Yontem, 2011).

E+S<—ES —>» E+P
+
1

:

EIl

Sekil 3.1. Doniislimsiiz inhibisyon.
1I. Reversible inhibisyon: Bu inhibisyonda ise enzim aktivitesi geri dondiiriilebilir. Bu
inhibisyon doérde ayrilir:

a) Kompetetif inhibisyon: Bu inhibisyonda enzimin aktif bolgesi i¢in substrat ve

inhibitor yarigir. Enzim-inhibitor baglanmasi sonucu iiriin olugsmaz.
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E+S~<~—=EFES —» E+P
+
I

|

EI

Sekil 3.2. Yarigmali inhibisyon.

b) Nonkompetetif inhibisyon: Bu inhibisyonda, inhibitor enzimin aktif bolgesi disinda
herhangi bir bolgeye baglanarak eninde yapisal degisiklik meydana getirir (Biilbiil, 2014).

Boylece substrat aktif bolgeye baglanamaz ve iiriin olusmaz (Yontem, 2011).

E+S ES—  » E+P
+ +

| |

El+S ESI

Sekil 3.3. Yarigsmasiz inhibisyon.

c) Unkompetetif inhibisyon: Bu inhibisyonda inhibitdr substrat ile yarismaz. Inhibitor
serbest enzim yerine enzim-substrat birlesimine baglanir ve iiriin olusumunu engeller. Ayni

ortamda enzim, substrat, inhibitor oldugu i¢in denge s6z konusudur (Yontem, 2011).

E+S~<~~—=ES—>» E+P
+
I

|

ESI

Sekil 3.4. Yar1 yarigmali inhibisyon.

d) Lineer- karisik tip inhibisyon: Bu inhibisyon ise, substratin EI kompleksine
baglanmasiyla, inhibitdriin ise ES kompleksine baglanmastyla gerceklesir. Her iki durumdada

ESI kompleksi aktif durumda degildir (Tunca, 2012).



K, Kp
E+S~———=ES » E+P
+11| K +1|| aKi
aK

Sekil 3.5. Lineer - Karisik tip inhibisyon (Giirsoy ve Giirsoy, 2017).
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4. KARBONIK ANHIDRAZ

Karbonik anhidraz (CA), karbondioksitin bikarbonata tersinir hidrasyonunda etkili,
katalizor olarak davranan, prokaryotlar ve Okaryotlarda bulunan ¢inko enzimidir. Karbonik
anhidraz evrimsel olarak akraba olmayan dort farkli gen ailesinden kodlanmaktadir (Supuran
vd., 2004; Supuran ve Scozzafava, 2000; Supran vd., 2003; Smith ve Ferry, 2000; Liljas vd.,
1972; Liljas vd., 1994; Lane ve Morel, 2000; Hilvo vd., 2005).

Alfa-CA'lar omurgalilarda, bakterilerde, algler ve yesil bitkilerin sitoplazmasinda
bulunur, beta- CA'lar algler, monokotiledon ve dikotiledonlarin kloroplastlarinda ve bakterilerde
baskin olarak bulunur Gama-CA' lar baslica Arkea ve baz1 bakterilerde bulunur. Teta- CA' lar
digerlerinden ayri olarak bazi deniz memelilerinde bulunur (Supuran vd., 2004; Supuran ve
Scozzafava, 2000; Supran vd., 2003; Smith ve Ferry, 2000; Liljas vd., 1972; Liljas vd., 1994;
Lane ve Morel, 2000; Hilvo vd., 2005).

Memelilerde 16 farkli Alfa-CA izozimi veya CA bagimh proteinler (CARP), dagildig1
doku ve cok farkli subseliiler bolgeler ile tanimlanmistir (Supuran vd., 2004; Supuran ve
Scozzafava, 2000; Supran vd., 2003; Smith ve Ferry, 2000; Liljas vd., 1972; Liljas vd., 1994;
Lane ve Morel, 2000; Hilvo vd., 2005).

Temel olarak, salgilanan CA izozimlerinde CA VI yanisira, birkag sitozolik form (CA-I,
CA-III ve CA VII), bes membrana bagli izozim (CA 1V, CA IX, CA XII, CA XIV ve CA XV),
bir mitokondrial (CA V) vardir (Supuran vd., 2004; Supuran ve Scozzafava, 2000; Supran vd.,
2003; Smith ve Ferry, 2000; Liljas vd., 1972; Liljas vd., 1994; Lane ve Morel, 2000; Hilvo vd.,
2005).

Bu enzimler, bir¢cok basit fizyolojik tepkimeleri, karbondioksit ve bikarbonat iyonu
arasindaki geri doniislimii katalizler, akcigerler ve metabolizma dokular1 arasindaki
COz/bikarbonat’in taginmasi ve solunum ile baglantili cok énemli fizyolojik islemlerde rol alir,
pH ve CO; homeostazisi, ¢esitli doku ve organlardaki elektrolit yayilimi, biyosentetik
tepkimeler (glukoneogezis, lipogenezis ve lirecogenezis gibi), kemik geri emilimi, kalsifikasyon,
tiimor olusumu ve diger birgok fizyolojik ve patolojik islemleri katalizler (Supuran vd., 2004;
Supuran ve Scozzafava, 2000; Supran vd., 2003; Smith ve Ferry, 2000; Liljas vd., 1972; Liljas
vd., 1994; Lane ve Morel, 2000; Hilvo vd., 2005).



14

4.1. o Karbonik Anhidraz

Metal iyonu (simdiye kadar incelenen biitiin CA'lar i¢in Zn(Il) dir.) katalizleme icin
esastir ( Supuran vd., 2004; Supuran ve Scozzafava, 2000; Supran vd., 2003; Smith ve Ferry,
2000; Liljas vd., 1972; Liljas vd., 1994; Lane ve Morel, 2000; Hilvo vd., 2005). X-ray
kristalografik verileri, metal iyonunun ii¢ histidin proteini (His 94, His 96, His 119) ve bir su
molekiilii/ hidroksit iyonu ile koordine edildigi, 15 A derinlikte bir aktif alan yarigmin
tabaninda bulundugunu gostermistir (Supuran vd., 2004; Supuran ve Scozzafava, 2000; Supran
vd., 2003; Smith ve Ferry, 2000; Liljas vd., 1972; Liljas vd., 1994; Lane ve Morel, 2000; Hilvo
vd., 2005). Cinko bagli su, Glul06'min karboksilat parcasina koprii olusturan Thr199’un
hidroksilaz pargasina hidrojen bagi etkilesimleri yaparak baglanir. Bu etkilesimler ¢inko bagh
su molekiiliiniin niikleofilitesini arttirir ve substrati (CO») niikleofilik saldirilar i¢in uygun bir
bolgeye yonlendirir (Supuran vd., 2004; Supuran ve Scozzafava, 2000; Supran vd., 2003; Smith
ve Ferry, 2000; Liljas vd., 1972; Liljas vd., 1994; Lane ve Morel, 2000; Hilvo vd., 2005).
Enzimin aktif formu, Zn(Il) ‘ye hidroksitin baglanmasiyla olusan temel bir yapidir. Zn(II)’ nin
etrafindaki hidrofobik bir cebe CO, molekiiliiniin baglanmasi, bu giiclii niikleofil saldirilarim
olugturur ( CA(II) izozimi durumunda, baglanmasi zor olan substrat baglanma bolgesi Vall21,
Val143 ve Leul98 kalintilarim igerir.), bdylece, Zn(II)’ ye uyum saglayan bikarbonat iyonunun
olusumu gerceklesir. Bikarbonat iyonu daha sonra bir su molekiilii ile yer degistirir ve ¢ozelti
icinde serbest hale gelir. Katalitik olarak pasif olan Zn(Il)ye koordine edilmis su ile enzimin
asit formuna ulagir. aCA’ nin temel formunu yeniden canlandirmak igin, aktif bolgedeki
ortamdan g¢evreye dogru bir proton transfer reaksiyonu gerceklesir ve bu aktif bolgedeki amino
asitler (His64) ya da ortamda bulunan tamponlar tarafindan desteklenir. Katalizde hiz sinirlama
asamas1 ikinci reaksiyondur, yani, enzimin ¢inko-hidroksit tiriinii yeniden f{ireten proton
transferidir. CAIl, CAIV, CA VII ve CAIX gibi katalitik acidan ¢ok aktif izozimlerde bu siirec,
aktif bolgenin girisine yerlestirilmis histidin kalintilar1 (His64) ve aymi zamanda enzimin
yilizeyinde aktif bolgenin kenarindan ¢ikinti yapan histidin ile desteklenmektedir, boylelikle
CAIl en etkili CA izozimi i¢in ¢ok verimli bir proton transfer siireci saglar. Bu ayrica ni¢in
CAll'nin en aktif enzimlerden biri olarak bilindigini, difiizyon kontrol sinirina yaklastigini ve
klinik uygulamalarla inhibitorlerin tasarimi i¢in onemli sonuglara sahip oldugunu agiklar. Bir
CA inhibitoriiniin iki ana smifi vardir. Bunlar: metal kompleks anyonlar ve trigonal-bipiramidal
tirlerde olusmus ya proteinsiz ¢inko ligandina eklenerek yada metal koordinasyon kiiresine
eklenerek, enzimin Zn(II) iyonuna baglanan siibstitlie edilmemis siilfonamidlerdir. CAI’lerin en
onemlileri olan siilfonamidler (klinik olarak kullanilan asetazolamid, metazolamid,

ethoxzolamid, diklorofenamid, dorzolamid ve brinzolamid gibi), Thr199 ve Glu106 kalintilarini
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iceren, genisletilmis hidrojen baglari ag1 ve Zn(Il)'ye koordine edilen siilfonamid pargasinin
azot atomu, deprotonlanmis bolge icerisinde, Zn(Il) iyonunun tetrahedral geometrisine baglanir.
Bu baglanmada inhibitér molekiilii metal iyonuna saglam bir sekilde baglamr. Inhibitorun
aromatik/heterosiklik kismi, boslugun hidrofilik ve hidrofobik kalintilari ile etkilesime girer.
Anyonlar, hem metal iyonun tetrahedral geometrisine hem de trigonal-bipiramidal eklentilere
baglanabilirler. X 1511 kristalografik yapilari, CAI, CAIl ve IV izozimleri ile siilfonamid/
stilffamat/ siilfamit inhibitorlerinin birgok eklentisi icin mevcuttur. Biitiin bu katki maddelerinde,
deprotonlanmus siilfonamid / siilfamat / stilfamid, enzimin Zn (II) iyonuna koordine edilir ve
NH kismi, Thr199'un bir hidrojen bagina katilir ve bu da Glul06’nin karboksilat grubunda
baska bir hidrojen bagina tutunur. Ayrica SO,NH kisminin oksijen atomlarindan biri Thr199’lin
omurgasinda NH kismu ile bir hidrojen bagma katilir. CA II ile inhibitérlerinin cesitli
eklentilerinin 6rnekleri siilfonamid, siilfamat ve siilfamid inhibitorleri olarak saglanmaktadir

(Stams ve Christianson, 2000).

CA aktif bolgesinde, cok yiiksek affiniteye ulasan CAI siilfonamid etkilesimlerinin
farkli tipleri, flor igeren siilfonamid inhibitér, PFMZ (Abbate vd., 2003), steroid siilfamat CA
inhibitor, EMATE (Abbate vd., 2004), antiepileptik ilag topimarate 7 ve onun siilfamid analogu,
bilesik 8 bulunmustur (Winum vd., 2006). Bu yiizden kuvvetli CAl'ler sulfonamid, sulfamat
veya sulfamid, ¢inko baglantili gruplari kullanarak tasarlanabilir (Abbate vd., 2003; Abbate vd.,
2004; Winum vd., 2006). Siilfonamid bilesigi PFMZ i¢in, iyonize siilfonamid pargasinin, dogal
enzimde Zn'ye koordine edilen hidroksil iyonunun yerini aldigi, metal iyonunun stabil
tetrahedral geometrisinde kaldigi, His94, His96 ve His119'un imidazolik azotlar1 tarafindan
siilfonamidat azotuna ek olarak koordine edildigi gozlemlenir. Koordine siilfonamid azot
atomunun protonu ayrica Thr199'un hidroksil grubu ile bir hidrojen bagi yapar, bu da
Glul06'nin karboksilatindan bir hidrojen bagi kabul eder. Siilfonamid pargasinin oksijen
atomlaridan biri Thr199'un omurga amidi ile bir hidrojen bag: olusturur, digeri ise katalitik Zn
(II) iyonuna (3.0Aik O-Zn mesafesi) yari-koordinasyona sahiptir. Inhibitériin tiyadiazolin
halkasi, aktif bolge yariginin hidrofobik kisminda yer alir, burada halka atomlari, Leu204,
Pro202, Leul98 ve Vall35'in yan zincirleri ile Van der Waals etkilesimleri yapar. PFMZ'nin
karbonil oksijeni, GIn92'nin (2.9A'un) omurga amidinin azotu ile gii¢lii bir hidrojen bag1 yapar,
bu da asetazolamid-hCAII katkisi i¢in de kanitlanmistir. GIn92'in yanmi sira, CA aktif alanin
hidrofilik yarisinda bulunan diger iki amino asit kalintisi, yani Glu69 ve Asn67, hCAll'ye
kompleks hale getirilmis PFMZ molekiilii ile Van der Waals etkilesimi yapar. Ancak, bu
kompleksteki kanitlanmig en belirgin ve esi gériilmemis etkilesimler, inhibitoriin ekzosiklik azot

atomunu igeren hidrojen bagi agini, iki su molekiiliinii (Wat1194 ve Wat1199) ve PFMZ'nin
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perfluorobenzoil kuyruguna ait bir flor atomunu dikkate alir. Boylece, giiglii bir hidrojen bagi
(2.9 A), aktif bolgede ikinci bir su molekiilii olanWat1199 ile bir hidrojen bagi yapan PFMZ'nin
imino azotu ve Watl194 arasinda kanitlanmistir (2.7 + bir mesafe ile). Wat1194'in ikinci
hidrojeni, ayn1 zamanda, PFMZ'nin karbonil oksijeni ile daha zayif bir hidrojen bagina (3.3 A)
katilmaktadir. Wat 1199'un diger hidrojen atomu, PFMZnin perflorobenzoil kuyrugunun 3.
pozisyonunda flor atomu ile zayif bir hidrojen bagi yapar. Son olarak, hCAll'ye uzun
kuyruklar ile inhibitorlerin baglanmasi igin kritik bir kalinti olan Phel31'in fenil kismi ve
PFMZ'min perfluorofenil halkasi arasinda bir etkilesim gozlenmistir (Supuran vd., 2004;
Supuran ve Scozzafava, 2000; Supuran vd., 2003). Aslinda bu iki halka 3.4-4.7 A’lik bir
mesafede miikemmel paralellikte yerlesmislerdir. Bu tip yigilma etkilesimleri bir hCAII
sulfonamid eklentisinde asla gdzlemlenmez. Benzer etkilesimler CA inhibitdrlerinin siilfamat
(EMATE ve topiramat) veya siilfamid i¢in gozlemlenebilmektedir (Abbate vd., 2004; Winum
vd., 2000).

Dort sistemik siilfonamid CAI gelistirildi ve antiglokom ilaglar1 uzun bir siire klinik
agirlikli  olarak kullanilmistir.  Bunlar: asetozolamid, methazolamid, etokszolamid ve

diklorofenomid’dir (Supuran vd., 2004).

CO, + H,O=~——"= H'+ HCOy"

Sekil 4.1. CA’nin kataliz mekanizmasi.

4.2. p Karbonik Anhidraz

Birgok tiirii Bacteria'ya ait olan, bazilar1 Archaea'ya (Methanobacterium
thermoautotrophicum gibi), algler ve iist bitkilerin kloroplastlarinda beta sinifina ait olan CA
lar igerir. Yukarida tartisilan bu enzimler ve alfa CA lar arasindaki temel fark, beta CA larin
genellikle 25-30 kDa molekiil agirliginda 2-6 arasinda monomerden olusan oligomerler oldugu
gercegine dayanmaktadir. Su anda ulasilabilir olan dort beta CA X-ray yapist vardir. Bunlar;
Porphyridium purpureum kirmizi alg inden elde edilen enzim, Pisim sativum’ {n
kloroplastlarindan elde edilen enzim, bu zamanda Escherichia coli ve cab’ den izole edilmis
olan bir prokaryotik enzim, archeon M. Thermoautotrophicum’ ‘dan elde edilen enzimlerdir
(Smith ve Ferry, 2000; Cronk vd., 2001; Mitsuhashi vd., 2000; Smith ve Ferry, 1999; Strop vd.,
2001). Po.purpureum CA monomeri, li¢ alfa sarmal ¢ikintis1 ve bir alfa/beta_domain temel
esdeger motiflerinin bir ¢iftinin katlanmasiyla olusan iki katli i¢ yapilardan olusur. Bu motif

hem alfa hem de teta CA dan ¢ok farklidir. Bu homodimerik CA yalanci bir 2-2-2 simetrisi ve
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bir tetramer gibi goriiniir (Mitsuhashi vd., 2000). Beta CA'lar alfa sinifi enzimlerden c¢ok
farklidir. Zn(II) iyonu her iki enzim ailesinin katalizi i¢in gereklidir, ama g¢inkonun
koordinasyonu beta CA'lar i¢in oldukca cesitli ve farklidir, bu ylizden prokaryotik beta CA
icindeki Zn(Il) iyonu iki sisteinat kalintisi, bir His kalintisindan olan imidazol, ve bir Asp
kalintisina ait olan bir karboksilat tarafindan koordine edilir, oysa iki sisteinat tarafindan
koordine edilen Zn(Il) iyonuna sahip kloroplast enzimi, bir His kalintisina ait olan imidazol ve
bir su molekiilii ile koordine edilir (Kimber ve Pai, 2000; Mitsuhashi vd., 2000). Polipeptid
zincir katlanmasi ve aktif bolge yapisi, alfa smifina ait CA'lardan agik¢a ¢ok farklidir

(Mitsuhashi vd., 2000).

Cift kathh yalanci bir eksen tarafindan birbirine baglanan iki homolog kattan olusan
Po.purpureum enziminin bir monomerinde iki simetrik yapisal motif oldugu i¢in iizerinde
bulunan dort amino asit tarafindan koordine edilen iki Zn(II) iyonu bulunur. Bu durumda bu
ciftler; Cys149/Cys403, His205/His459, Cys208/Cys462 ve Aspl51/Asp405 dir (Mitsuhashi
vd., 2000). Her metal iyonunun yakininda bir su molekiilii bulunur, ama Asp151/Asp405 ¢inko
ligandina ait bir oksijen ile bir hidrojen bagi olusturarak su molekiilii metal iyonuna direkt
olarak baglanmaz. Trigonal-bipiramidal bir geometri elde eden Zn(Il)'ye koordine oldugu zaman
olugabilen bir hidroksit iyonunun meydana gelmesi ile bu su molekiiliinden aspartat kalintisinin
karboksilat parcasina koordine olmasiyla bir proton transfer reaksiyonu olabilecegi
varsayllmaktadir. Boylece, Zn(II)’ye bagli bikarbonat {iretimi ile bir hidrojen enzimin
hidrofobik cebi i¢indeki CO, baglarina tutunabilen gii¢lii niikleofil olusturur. Bu ara bilesik alfa-
CA katalitik dongiisii igin Onerilen reaksiyon ara bilesigi ile oldukca benzerdir, ancak beta sinifi
enzim i¢in, baglangigta ¢inkoya koordine edilmis aspartik asit kalintisi koordine edilmis
bikarbonat ile bir hidrojen bagina katilmak igin Onerilmistir. Son adimda koordine edilmis
bikarbonat, Zn(II) iyonunun yeniden koordine edilmesi i¢in olusturulan aspartat ile birlikte
soliisyon igerisinde serbest birakilir ve beraberindeki su molekiilii onunla bir hidrojen bagi

olusturur. Boylece enzim katalizin bir bagka dongiisii i¢in hazir olur (Mitsuhashi vd., 2000).

1.93 A ¢oziiniirliikte Pi. sativum bitkisinin dikotiledonlarindan B-CA nin yapisi rapor
edilmistir. Molekiil, dimer diziliglerinin yeni bir dimeri ile oktomer olarak toplanir. Aktif bolge,
asetik asit ile etkilesen Asp 162 (Arg 164 tarafindan yonlendirildi), Gly 224, Gln 151, Val 184,
Phe 179 ve Tyr 205 kalintilar1 ve katalitik ¢inko iyonu bagli Cys 160, His 220 ve Cys 223 ile iki
monomer arasindaki ara yiizde bulunur. Substrat baglama gruplar, o-CA aktif alaninda
fonksiyonel gruplarla birebir bir haberlesmeye sahiptir ve karsilik gelen kalintilar bir ayna

diizlemi gibi iist iiste bindirilebilmektedir. Bu nedenle, farkli kivrimlara ragmen, a- ve B-CA’lar
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cok benzer bir aktif alan iizerinde birlesmislerdir ve ortak bir etki mekanizmasini paylasmalari

muhtemeldir (Mitsuhashi vd., 2000).

Cab, B-CA’larda gozlemlendigi sekle benzer bir alt kat kivrim ile bir dimer olarak
bulunur. Aktif bolge c¢inko iyonu, bir su molekiilii tarafindan tamamlanan tetrahedral
koordinasyon ile amino asit kalintilar1 Cys32, His 87 ve Cys 90 tarafindan koordine edildigi
gosterilmektedir (Smith ve Ferry, 1999). Bitki ve cab tip B-CA’lar arasindaki ana farklilik,
hidrofobik cebin organizasyonudur (yukarida belirtilen ¢inko koordinasyonu hari¢). Yapi ayrica,
aktif bolgeden ¢dziiciiye olasi bir proton transfer yolu oneren aktif bdlge ¢inkosundan SA
uzakliktaki bir Hepes tampon molekiil bag1 ortaya cikarmistir. Asetatin Pi. sativum enziminin
Zn(Il) iyonuna koordinatlanmas1 haricinde, inhibitorlerin bu tip CA’lara baglanmasi ile ilgili

yapisal veriler su anda mevcut degildir (Strop vd., 2001).
4.3. y Karbonik Anhidraz

v smifi CA’larin prototipi, Cam, metanojenik arkea Methanosarcina thermophila’dan
izole edilmistir (Iverson vd., 2000). Cinko igeren ve kobalt siibstiliie edilmis Cam kristal
yapilar, siilfat veya bikarbonat ile kristallenmis ve baglanmamis formda oldugu rapor
edilmistir. Cam, a- ve - CA’lardan onu farklilagtiran birkac 6zellige sahiptir. Protein katmani,
iic cikintili ilmik tarafindan kesilen ve ardindan kisa ve uzun o sarmallar ile takip edilen iki
yiizli bir B heliks motifinden olugur. Cam monomeri, yaklasik 70 kDa molekiil agirlig: ile bir
homotrimerde kendi kendine baglanir. Aktif bdlge i¢indeki Zn(II) iyonu, a- CA’larda oldugu
gibi, aktif ii¢ histidin kalintis1 tarafindan koordine edilir, ancak a-CA’nmn aktif bdlgesinde
goriilen tetrahedral koordinasyon geometrisi ile karsilastirilirsa, y-CA’nin aktif bolgesi ek olarak
metal bagli su ligandlari igerir, bdylece tiim koordinasyon geometrisi, ¢inko igeren Cam igin
trigonal-bipiramidal yapidadir ve kobalt ile ikame edilmis enzim i¢in oktahedraldir. Metal
iyonunu koordine eden His kalintilarinin ikisi bir monomere (monomer A) ait iken ti¢linciisii de
bitisik monomerden (monomer B) gelmektedir. Bdylece, li¢ aktif bolge, monomer c¢iftleri
arasindaki ara yiizde bulunur. y- CA’larin katalitik mekanizmasinin, o sinifi enzimler igin
sunulana benzer oldugu 6ne siiriilmiistiir. Yine de, Zn(II) nin baslangi¢ta rapor edildigi gibi dort
koordinatli olmadigi, ancak metal iyonuna iki su molekiilii baglanmasi ile bes koordineli
oldugu, bu enzimlerle ilgili olarak hala anlasilmasi gereken ¢ok seyin oldugunu gostermektedir.
Bu noktada ¢inko hidroksit mekanizmas1 y-CA’lar i¢in gegerli kabul edilmektedir, ¢iinkii enzim
aktif bolgesinden gelen metal iyonunun trigonal-bipiramidal ve tetrahedral tiiri arasinda bir
denge olabilecegi diisiiniilmektedir (Iverson vd., 2000). Aktif bolgeye baglanan ligandlarin, bu

yan zincirin muhtemel protonlanmasini Onerecek sekilde Glu62’nin yan zinciri ile baglanti
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yaptig1 gosterilmistir. Basit bir sekilde ¢inko igeren Cam igerisinde, Glu62 ve Glu84’iin yan
zincirlerinin bir protonu paylastigi goriilmektedir. Buna ek olarak Glu84 coklu konformasyon
sergilemektedir. Anyonlarin ve siilfonamidlerin de Cam’e baglandig1 gosterilmistir (Innocenti

vd., 2004; Zimmerman vd., 2004).
4.4. 0 Karbonik Anhidraz

Zn X-ray absorbsiyon spektrokopisinde, deniz diatomu Thalassiosira weissflogii CA
(TWCAI)’nin aktif bolgesinin memeli CA’lar ile carpict sekilde benzer oldugunu
gostermektedir. Cinko, {i¢ histidin ligandina ve bir su molekiiliine sahiptir, iki sistein tiyolat, bir
histidin ve bir su molekiilii tarafindan koordine edilen ¢inko, yiiksek bitkilerdeki - CA’lardan
oldukga farklidir (Cox vd., 2000). Diatom karbonik anhidrazi, diger karbonik anhidrazlar ile
anlamli bir dizi benzerligi gostermez ve molekiiler seviyede yakin bir evrim 6rnegi olusturmaz.
Ayn1 diatomda, CA tipi protein bulunduran ilk kadmiyum iceren enzim daha sasirtic1 bir kesif
olmustur (Lane ve Morel, 2000).
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5. DENEYSEL KISIM

5.1. Kimyasallar

Caligmada kullanilan materyaller olan CNBr-Sepharose®-4B, 4-nitrofenil asetat,
TEMED, TRIS, NaCl, Na,SO4, NaClOs, CH;COONa, Na,HPO4, sodyum barbital, NaHCO3,
HCI, H3POs, aseton, etanol, H>SO4, akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, Coomassie Brilliant
Blue (CBB) G-250 ve R-250, NaOH ve CO, gazi Sigma Aldrich ve Merck firmalarindan temin

edilmistir.
5.2. Cihazlar

Deneylerde KDPU, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyokimya Béliimii’nde bulunan asagidaki

cihazlar kullanilmistir.

UV-Vis Spektrofotometre: SHIMADZU UV 1700 PharmaSpec
Sogutmali Santrifiij: SIGMA K30

Santrifiij: HETTICH Rotofix 32A

pH metre: MILWAUKEE Mi 150

Peristaltik Pompa: ISMATEC Reglo Analog MS 2/6
Magnetik Karistirici: VELP Are

Vortex: HEIDOLPH ReaxTop

Hassas Terazi: SHIMADZU ATX 224
Mikropipetler: METTLER TOLEDO Rainin

5.3. Deneylerde Kullanilan inhibitérler

Deneylerde kullanilan inhibitor bilesikler Cizelge 5.1 de listelenmistir.



Cizelge 5.1. Deneylerde kullanilan inhibitorler.

21

Molekiil Formiilii Bilesigin Ad1 Kodu
H2N\ 0
A -4-0kso-4-(3-
= 0 / (E) (
OH stilfamoyilfenil)amino)biit-2- 1
NH enoik asit
NH,
- 2-aminopiridin 2
N
\_/
NH,
o 2-amino-3-metilpiridin 3
N
\_/
NH,
o 2-amino-4-metilpiridin 4
N
W
NH,
\ /N 2-amino-5-metilpiridin 5
NH,
N 2-amino-6-metilpiridin 6
\_ 7/
i HZN\ . o 2-aminopiridinyum (E)-4-
= 4-(3-
_ Q/S/ o / okso-4-(3
\ /IQH O stilfamoyilfenil)Jamino)biit-2- 7
NH enat
2-amino-3-metilpiridinyum
(£)-4-0kso-4-(3- g

HsC NH HaN P
3 2 o
/\s/ o)
_{ ||~ /

stilfamoyilfenil)amino)biit-2-

enat




Cizelge 5.1. (devam) Deneylerde kullanilan inhibitorler.

22

&
O
vE
o I
\\m/z
\
(@]
(@]
\
[e]

2-amino-4-metilpiridinyum
(E)-4-okso-4-(3-
stilfamoyilfenil)amino)biit-2-

enat

2-amino-5-metilpiridinyum
(E)-4-0kso-4-(3-
siilfamoyilfenil)amino)biit-2-

enat

10

2-amino-6-metilpiridinyum
(E)-4-0kso-4-(3-
siilfamoyilfenil)amino)biit-2-

enat

11

ZT

u-(2-aminopiridin-k>-N,N)-
u-{(2)-4-okso-4-(3-
stilfamoyilfenil)amino)biit-2-
enoato-k°-

0,0’,0 ’}hidroksobakir(II)

12

3H,0

bis(2-
aminopiridin)hidroksobis {(Z)-
4-o0kso-4-(3-
stilfamoyilfenil)Jamino)biit-2-

enoato-x>-0,0 "} bakir(IT) (

13




Cizelge 5.1. (devam) Deneylerde kullanilan inhibitorler.

23

bis(2-amino-3-
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5.4. Deneylerde Kullamilan Cozeltiler

Tez c¢aligmasinda kullanilan ¢ozeltilerin kullanildigl yerler ve nasil hazirlandiklar

asagida belirtilmistir:

1. Esteraz aktivitesi ve diyaliz tamponu, 0,05 M TRIS-SO4, pH 7,4: 6,055 g TRIS,

yeterli miktarda suda ¢6ziildii. H,SO4 ¢ozeltisi ile pH 7,4'e getirilerek hacim 1L ye tamamlandi.

2. Afinite jeli hazirlama tamponu, 0,2 M NaHCOs;, pH 8,8: 16,8 g NaHCO;3, yeterli

miktarda suda ¢oziildii. NaOH c¢ozeltisi ile pH 8,8'e getirilerek hacim 1 L ye tamamlandi.

3. Hidrataz aktivitesi tamponu; 5,15 g sodyum barbital yeterli miktarda suda ¢oziildii,

HCI ¢ozeltisi ile pH 8,2'ye getirilerek hacim 1 L ye tamamlandi.
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4. Jel dengeleme tamponu, 25mM TRIS-HCI/0,1 M Na>SOs, pH 8,7: 3,0275g TRIS ve
14,2 g Na,SOs, yeterli miktarda suda ¢oziildii, HCI ¢ozeltisi ile pH 8,7'ye getirilerek hacim 1 L

ye tamamlandi.

5. Afinite jeli yikama tamponu, 25 mM TRIS-HCI/22 mM Na,SOs, pH 8,7: 3,0275 g
TRIS ve 3,124 g Na,SO,, yeterli miktarda suda ¢oziildi, HCI ¢ozeltisi ile pH 8,7'ye getirilerek

hacim 1 L ye tamamlandi.

6. hCA I eliisyon tamponu, 0,025 M Na,HPO4/1M NaCl, pH 6,3: 8,875 g Na,HPO4 ve
14,625 g NaCl 200 mL yeterli miktarda suda ¢oziildii, HCI ¢ozeltisi ile pH 6,3’e getirilerek
hacim 250 mL ye tamamlandi.

7. hCA 1I eliisyon tamponu, 0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClO4, pH 5,6: 9,187 g NaClO4
ve 2,09 g NaCH3;COO.H,O, yeterli miktarda suda ¢oziildii, HCl ¢ozeltisi ile pH 5,6'ya

getirilerek hacim 150 mL ye tamamlandi.

8. Elektroforez numune yiikleme tamponu: 3 mL 1 M TRIS-HCI (pH 6,8), 1,2 g SDS, 6
mL %100 liik gliserol , 0,005 g bromofenol blue ve 0,6 mL 2-merkaptoetanol karigtirildi.

9. Elektroforez numune yiiriitme tamponu: 3,0 g TRIS, 14 g glisin ve 1,0 g SDS 500 mL

suda ¢oziildii.

10. Doygun karbon dioksit ¢ozeltisi: 0 °C de yarim saat siireyle saf suyun igerisinden
CO; gaz1 gegirilerek hazirlandi.

11. Kantitatif protein analiz ¢ozeltisi, CBB G-250 reaktifi: 0,01 g CBB G-250, 5,0 mL
saf etil alkol igerisinde ¢0ziildii. Bu ¢ozeltiye 10 mL %95 lik fosforik asit ilave edildi.

Cozeltinin hacmi su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

12. Jel boyama ¢ozeltisi: 0,1 g CBB R-250, %50 metanol, %10 glasiyel asetik asit ve

%40 saf su karigiminda ¢oziilerek hazirlandi.

13. Elektroforez jeli yikama ¢ozeltisi: %10 metanol ve %7 glasiyel asetik asit igerecek

sekilde hazirlandi.

14. inhibitor stok ¢dzeltileri: DMSO igerisinde %1 lik olarak hazirland.
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5.5. Protein Analizi
5.5.1. Kalitatif protein analizi

Afinite kromatografisi sonunda birbirine toplanan eliiatlar i¢in kalitatif protein tayini

280 nm dalga boyunda yapildi.
5.5.2. Kantitatif protein analizi

Analiz islemlerinde; 1,0 mg/mL protein igeren standart sigir albiimin ¢dzeltisinden cam
tiiplere 10-100 pL arasinda degisen on farkli hacimde alindi. Saf su kullanilarak tiim tiiplerin
hacmi, 100 pL’ye tamamlandi. 5 mL CBB G-250 reaktifi tiiplere eklenerek calkalandi. 10 dk’ ik
inkiibasyonun sonunda 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri Olgiildii. Standart egri

hazirland:.
5.6. Karbonik Anhidraz Aktivitesinin Ol¢iimii
5.6.1. Hidrataz aktivitesi analizi

Aktivite Ol¢iimii Wilbur-Anderson metoduna goére yapildi. Bu metodda; CO,’ nin
hidratasyonu ile agiga ¢ikan H' iyonunun pH’1 8,2 den 6,3 ¢ diisiirmesi igin gereken siire
Olciiliir. Aktivite; enzimsiz CO; hidratasyon zamani (to) ile enzimli reaksiyon zamani (t.)

arasindaki farkin t.’ye boliinmesi ile belirlenir.

C02 +H20 HCO3_ + HJr

Reaksiyon ortamina 0,1 mL brom timol ¢6zeltisi, 1 mL veronal tamponu, 0,5 mL su, 0,1
mL enzim ¢6zeltisi ve son olarak 2,5 mL doygun CO, ¢ozeltisi eklenerek indikatoriin mavi
renginin sartya donmesi i¢in gereken zaman 6l¢iildii (tc). Enzimsiz hidratasyon zamani 6l¢liimii
icin enzim yerine saf su kullanild1 (t). Bu metoda gore CA aktivitesi i¢in bir enzim initesi
(EU), enzimsiz sekilde olusan CO> hidratasyon zamanini, yariya diisiiren enzim miktar1 olarak

tanimlamaktadir. Yani; EU= (to-tc)/tc formiiliine gére enzim iinitesi hesaplanmustir.
5.6.2 Esteraz aktivitesi analizi

Olgiim icin, reaksiyon ortamina 1,3 mL tampon, 1,0 mL p-nitrofenil asetat (substrat)
cozeltisi, 0,6 mL su ve 100 pL enzim ¢ozeltisi eklenip 25 °C de 348 nm de 3 dk boyunca
absorbansta meydana gelen artis not edildi. Deneyde, oncelikle ii¢ dakikada esterin kendi
kendine hidrolizlenmesi sonucu meydana gelen absorbans degisimi belirlendi. Olgiimlerde

kullanilan substrat ¢ozeltisi iki saatte bir tazelendi. Substrat hazirlamak i¢in 27,2 mg p-nitrofenil
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asetat, 1,0 mL aseton icerisinde ¢oziildii, hizlica karistirilan 49,0 mL saf su igerisine damla

damla eklenerek hazirlandi (Kohn ve Wilchek, 1978).

O —
| ca
O,N OCCH; + H,0 ~————= O,N \ / OH + CH;COOH

5.7 Afinite Jelinin Sentezlenmesi

Afinite jelini sentezlemek icin CNBr aktiflestirilmis Sepharose®-4B iizerine tirozin
kovalent olarak baglandi. Sonrasinda p-aminobenzensiilfonamit diazonyum tuzu tirozine

kenetlenme reaksiyonu ile baglandi (Kohn ve Wilchek, 1978).
5.7.1. Jel matriksine tirozin baglanmasi

pH’1 10 olan 20 mL NaHCO; tamponu igerisinde 80 mg tirozin ¢6ziildii, iizerine 7,5 gr
CNBr aktiflestirilmis Sepharose®-4B ilave edildi ve ayni tamponla 250 mL ye tamamlandi.
Daha sonra 4°C sicaklikta iki saat karigtirildi ve ayni sicakliktaki buzdolabinda 16 saat boyunca
bekletildi. Bekleme siiresi sonunda jel, yikama suyu 280 nm de absorbans gdstermeyinceye
kadar bol suyla yikandi. Yikama agamasi 0,2 M NaHCOs tamponu ile (100 mL, pH 8,8) tekrar
edildi ve tirozin baglanmis jel bu ¢ozeltinin 40 mL’sine alindi (Arslan vd., 1997; Laemmli,

1970).
5.7.2. p-aminobenzensiilfonamit kenetlendirilmesi

25 mg p-aminobenzensiilfonamit, yaklasik 0 °C de 10 mL 1M HCI ¢ozeltisinde ¢oziildii.
75 mg NaNO; iceren 0 °C de bulunan ¢dzelti, p-aminobenzensiilfonamit ¢ozeltisine 10 dakika
boyunca damla damla ilave edildi. Diazolanmis olan p-aminobenzensiilfonamit, 40 mL
Sepharose®-4B-L-tirozin siispansiyonuna eklendi. 1M NaOH ¢ozeltisi ile pH 9,5’a ayarlandi.
Ug saat siireyle oda sicakliginda yavas bir sekilde karistirildi. Sonrasinda 1L saf su ve 200 mL
0,05 M Tris-SOs (pH 7,4) tamponu ile yikandi. Ayn1 tampon igerisinde beklemeye birakildi

(Cuatracases, 1970). Afinite jelinin sentezi Sekil 4.1 de 6zetlenmistir.
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Sekil 5.1. Afinite jelinin sentezi.
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5.8. Eritrosit hCA I ve II izoenzimlerinin Saflastiriimasi
5.8.1. Hemolizat hazirlanisi

Kan numuneleri, antikoagiilantli 10 mL’lik tiiplere alind1 ve 2500 rpm de 15 dakika
stireyle santrifiij edildi. Sonrasinda {ist kisimda toplanan plazma ve 16kosit katmani dikkatlice
ayrildi ve altta bulunan eritrosit hiicreleri %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi kullanilarak 3-4 kez yikandi
Yikama sonrasi eritrositler, hacimlerinin 2 kati, buzlu saf su ile 30 dk. boyunca hemolizlendi.
Sitozoliin alinabilmesi amaciyla hemolizat 4 °C de 20000 rpm de 30 dk. santrifiijlendi. Ayrilan
sitozolik stvinin pH’1 kati TRIS ile 8,7’ ye ayarland1 (Rickli vd., 1964).

5.8.2. Hemolizatin afinite kolonuna yiiklenmesi ve CA izoenzimlerinin eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1,5 cmx50 cm boyutlarindaki kolona paketlendi ve 25mM TRIS-
HCl/ 0,1 M NaSOs (pH 8,7) ¢ozeltisi ile dengelendi. Hemolizat kolona eklendi, yiikleme
tamamlandiktan sonra 25mM TRIS-HCI/25mM NaSOs (pH 8,7) ¢ozeltisi ile yikama islemi
yapildi. Yikama islemine 280 nm de absorbans gozlenmeyinceye kadar devam edildi. Yikama
islemi sonrasinda hCA I ve hCAII izoenzimleri sirasiyla 25 mM Na,HPO./1M NaCl (pH6,3) ve
0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClO4 (pH5,6) ¢ozeltileri kullanilarak eliie edildi (Rickli vd., 1964).
Eliiatlarda kalitatif protein 6l¢iimii ve CO; hidrataz aktivitesi ol¢liimii gergeklestirildi. Aktivitesi

olan fraksiyonlar ayrilarak diyalizlendi.
5.8.3. Diyaliz islemi

Deneyde kolondan eliie edilen hCA I ve II ¢ozeltileri diyaliz torbalarma doldurularak 4
°C de diyaliz tamponu igerisinde 24 saat boyunca birakildi ve her 4 saatte bir tampon
degistirilerek diyaliz islemi gerceklestirilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen enzim ¢ozeltisi
in vitro inhibisyon calismalarinda kullanilmak iizere 3er ml’lik tiiplere alinarak -20 °C de

depolanmustir.
5.8.4. SDS-PAGE

Enzimlerin saflagtirilmasindan sonra SDS-PAGE yapild1 (Laemmli, 1970). Ayirma jeli
hazirland1 ve plakalar arasina ilave edildi, bu asamada jelin hava almamasina 6zen gosterildi. Jel
ylizeyinin piiriizsiiz olmasi i¢in %1°lik SDS ile ince bir tabaka yapildi. Katilagsmasi i¢in yaklagik
yarim saat siire ile bekletildi. Sonrasinda yigma jeli iist seviyeye kadar eklendi, iizerine tarak
dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Bir saat sonra tarak dikkatli bir sekilde cikartildi ve jel
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankina ylriitme tamponu dolduruldu. Her

kuyuda 20 pg protein olacak sekilde numuneler yiiklendi. 100 V da yaklasik iki saat siireyle
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akim gecirildi. Sonra jel {izerine boyama ¢ozeltisi eklendi ve 2 saat siireyle boyama yapildi.
Boyama sonrasi protein bantlar1 belirgin oluncaya kadar renksizlestirme yapildi. Bu islemi

takiben jelin goriintiisii alindi.

Ayirma jeli; 3,0 mL 1M TRIS-HCI (pH 8,8), 3,0 mL %40’lik akrilamid-bisakrilamid,
0,1 mL %10’luk SDS, 0,006 mL TEMED ve 3,2 mL su karistirilarak hazirlandi. Bu karisim

iizerine en son olarak 0,1 mL %10’luk amonyum persiilfat eklendi.

Yigma jeli; 2,5 mL su, 0,4 mL 1M TRIS-HCI (pH 6,8), 0,3 mL %40’lik akrilamid-
bisakrilamid, 0,03 mL %10’luk SDS, 0,005 mL TEMED ve 0,03 mL %10’luk amonyum

persiilfat eklenerek hazirlandi.

5.9. Inhibitor Bilesiklerin hCA I ve II Uzerindeki Etkilerinin In vitro Kosullarda

Incelenmesi
5.9.1. Hidrataz aktivitesi iizerindeki inhibisyonun incelenmesi

Bolim 4.6.1 de tarif edildigi sekilde inhibitorlii ortamda hidrataz aktivitesi olgiildii
Inhibisyon etkisi gozlenen bilesikler icin %Aktivite-[inhibitér] grafikleri cizildi ve ICso
degerleri hesaplandi. Cizelge ve sekillerde verilen [Inhibitor] degerleri, bu deneylerdeki aktivite

Olclim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir. (toplam hacim 4,2 mL).
5.9.2. Esteraz aktivitesi iizerindeki inhibisyonun incelenmesi

Bolim 4.6.2 de tarif edildigi sekilde inhibitorlii ortamda esteraz aktivitesi Ol¢iildii
Inhibisyon etkisi gozlenen bilesikler icin %Aktivite-[inhibitér] grafikleri ¢izildi ve ICso
degerleri hesaplandi. Cizelge ve sekillerde verilen [Inhibitor] degerleri, bu deneylerdeki aktivite

Olclim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir. (toplam hacim 3,0 mL) (Armstrong vd., 1966).
Inhbitdrlii ortamdaki aktivite hesabr asagidaki gibidir:

p-nitrofenol derisimi (M)= Absorbans/5x10”
p-nitrofenol derisimi (mM)= Absorbans/5 mM
p-nitrofenol miktari=(Absorbans /5SmM)/3 dk)x3mL= Absorbans /5 (umol/dk)
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5.9.3. Inhibitér Ki degerlerinin belirlenmesi

K; degerlerini belirlemek i¢in bes farkli substrat konsantrasyonu ve her bir substrat
konsantrasyonu igin inhbitorsiiz ve ii¢ farkli inhibitér konsantrasyonunda esteraz aktivitesi

olciildii.
p-nitrofenol miktari= Absorbans/5 (umol/dk)

formiiliinden hesaplanan deger, V(hiz) degeri olarak alindi, Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi,
Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Bu degerler yardimiyla asagidaki esitlikten K; degerleri
hesaplandi.
» \Y
Vlmax:_ma&
1+1]
K

1
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. hCA I ve II izoenzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasina iliskin

Sonuclar

Hemolizat, afinite kolonunun dengelenmesini takiben kolona ilave edildi ve daha sonra
kolon yikandi. Bu islemlerden sonra hCA I izoenzimi 0,025 M Na,HPO4/1 M NacCl (pH 6,3)
tamponu ile, hCA II izoenzimi ise 0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClO4 pH (5,6) tamponu ile eliie
edildi ve. 280 nm de kalitatif protein tayini yapildi (Sekil 6.1).

2,5 4

Absorbans
[35Y
3

0,5 A g

O T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiip Sayis1

Sekil 6.1. hCA 1 ve hCAII izoenzimlerinin afinite kolonundan saflagtirilmasi (1-25: hCA 1, 26-
35: hCA1I).

Elde edilen enzim ¢ozeltilerinden absorbans gosteren tiiplerde CO,-hidrataz aktivitesi
tayini ve esteraz aktivitesi tayini yapildi. Bradford yontemiyle kantitatif protein miktar1 dl¢imii

yapildi.

Bradford yOntemiyle yapilan kantitatif protein belirlemesinde bir standart egri
hazirlandi ve sonrasinda hemolizatta ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerinde bulunan protein

miktarlari bu egriye gore belirlendi (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2. Bradford metoduna gore protein kalibrasyon grafigi.

6.2. SDS-PAGE Sonug¢lan

hCA I ve II izoenzimlerinin safliginiin kontroli SDS-PAGE ile yapildi. Belirgin

duruma gelen protein bantlarinin goriintiisii alind1 (Sekil 6.3).

Sekil 6.3. SDS-PAGE sonuglar1 (Soldan saga sirastyla; standart hCA 1 (29 kDa), saflagtirilan
hCA 11, saflastirilan hCAI).
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6.3. In vitro Inhibisyon Sonug¢lar
6.3.1. Hidrataz aktivitesi inhibisyonu

Boliim 5.6.1 de tarif edildigi sekilde inhibitorli ortamda hidrataz aktivitesi 6l¢iildii Bu
Olciimler icin inhibitorler klinikte lokal olarak kullanilan %1 lik konsantrasyonda hazirlandi.
Inhibisyon etkisi gdzlenen bilesikler icin %Aktivite-[Inhibitdr] grafikleri ¢izildi ve ICso

degerleri hesaplandi.

Olgiimler sonucunda bilesiklerin (1-16) hCA 1 ve II izoenzimlerinin hidrataz

aktivitelerini inhibe etmedikleri tespit edildi.
6.3.2. Esteraz aktivitesi inhibisyonu

Boliim 5.6.2 de tarif edildigi sekilde inhibitorlii ortamda esteraz aktivitesi 6l¢iildii Bu
Olciimler icin inhibitdrler klinikte lokal olarak kullanilan %1 lik konsantrasyonda hazirlandi.
Inhibisyon etkisi gozlenen bilesikler icin %Aktivite-[Inhibitér] grafikleri ¢izildi ve ICso

degerleri hesaplandi.

Olgiimler sonucunda 2-6 bilesiklerinin hCA I ve II izoenzimlerinin esteraz aktivitelerini

inhibe etmedikleri, diger bilesiklerin inhibisyon etkisi gosterdikleri tespit edildi.
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. > . Tampon ,
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [ (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 74,78 2,47
20 580 59,50 4,93
1 1000 1300 100 30 570 47,75 7,40
40 560 44,14 9,87
50 550 38,74 12,33
60 540 36,04 14,80
100
80 y = 0,349x2 - 9,2087x + 97,812
R?=10,9906
2 60 1
=
<
<
X 40 -
20
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16
[1] uM

Sekil 6.4. 1 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degigim.



Cizelge 6.2. 7 bilesiginin hCA 1 esteraz aktivitesine etkisi lizerine yapilan ¢aligmalar.
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Sekil 6.5. 7 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.

10
(1] pM

. > . Tampon .
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
u
(nL)
- 600 100,00 0,00
5 595 85,82 1,14
10 590 75,37 2,29
7 1000 1300 100 20 580 63,43 4,57
30 570 47,76 6,86
50 550 39,55 11,44
70 530 32,90 16,01
100
y =0,3123x? - 8,9451x + 96,907
80 R2=10,9881
3
=
X 60 -
<
S
40 A
20
O T T
0 15 20




Cizelge 6.3. 8 bilesiginin hCA 1 esteraz aktivitesine etkisi lizerine yapilan ¢aligmalar.

36

. > . Tampon ,
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 85,53 1,98
20 580 70,39 3,96
8 1000 1300 100 30 570 59,21 5,95
40 560 51,32 7,93
80 520 38,82 15,86
110 490 31,58 21,80
100
80 -
y =0,1967x2 - 7,2118x + 97,887
R2 =0,9833
@ 60 |
=
2
.
X
< 40 1 .
X *
20 |
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25
[1] uM

Sekil 6.6. 8 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.



Cizelge 6.4. 9 bilesiginin hCA 1 esteraz aktivitesine etkisi lizerine yapilan ¢aligmalar.
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. > . Tampon .
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
u
(nL)
- 600 100,00 0,00
10 590 85,53 2,94
20 580 71,05 5,87
9 1000 1300 100 30 570 61,84 8,81
40 560 51,32 11,75
50 550 44,74 14,68
60 540 35,53 17,62
100
80
y = 0,0872x2 - 5,1212x + 99,624
R? =0,9981
@ 60 A
=
=
.
X
< 40 -
X
20
0
0 5 10 15 20 25

[1] pM

Sekil 6.7. 9 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.



Cizelge 6.5. 10 bilesiginin hCA I esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar.
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. > . Tampon ,
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
1)
(nL)
- 600 100,00 0,00
5 595 88,52 0,88
10 590 75,41 1,76
10 1000 1300 100 20 580 68,85 3,52
40 560 49,18 7,05
80 520 39,34 14,09
100 500 32,79 17,62
100
80 1 y = 0,2826x2 - 8,3337x + 95,142
R2=0,9735

@ 60

=

=

)

X~

< 40

X

20 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25

[1] pM

Sekil 6.8. 10 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.



Cizelge 6.6. 11 bilesiginin hCA I esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar.
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. > . Tampon .
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
u
(nL)
- 600 100,00 0,00
5 595 87,77 0,07
10 590 69,68 0,15
11 1000 1300 100 15 585 65,96 0,22
20 580 59,04 0,29
30 570 44,68 0,44
40 560 27,13 0,59
100
y =74,53x2 - 161,36x + 98
80 1 Rz =0,9829
*
@ 60 A
=
=
k] &
< 40 -
X
20
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[1] uM

Sekil 6.9. 11 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.



Cizelge 6.7. 12 bilesiginin hCA I esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar.

40

. > . Tampon .
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
u
(nL)
- 600 100,00 0,00
10 590 80,36 0,56
30 570 63,39 1,69
12 1000 1300 100 50 550 44,64 2,82
60 540 42,86 3,38
70 530 41,07 3,94
80 520 35,71 451
100
y = 2,8313x2 - 26,128x + 97,754
R?=0,9901
80
60
=
x
<
X 40
20
O T T T T
0 1 2 3 4 5

[1] uM

Sekil 6.10. 12 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.
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Cizelge 6.8. 13 bilesiginin hCA I esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar.

. > . Tampon ,
Bilesik nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (uL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 91,53 1,03
10 590 73,73 2,05
13 1000 1300 100 20 580 56,78 4,10
30 570 48,31 6,16
40 560 38,14 8,21
60 540 32,20 12,31
100
¢ y =0,5395x2 - 12,085x + 99,906
R?=0,9905
80 -
.
2 60 ¢
=
v
<
X 40 1
20 A
0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

[1] uM

Sekil 6.11. 13 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.



Cizelge 6.9. 14 bilesiginin hCA I esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar.
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20

3
[I]mMm

Sekil 6.12. 14 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.

. > . Tampon ,
Bilesik | nitrofenil hCA Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat (L) (uL) (pnL) (pnL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 83,00 0,51
10 590 66,00 1,02
14 1000 1300 100 20 580 48,00 2,03
30 570 41,00 3,05
40 560 39,00 4,07
50 550 36,00 5,09
100
y = 3,7893x? - 30,767x + 97,351
R?2=0,9839
80
« 60
=
x
<
X 40




Cizelge 6.10. 15 bilesiginin hCA I esteraz aktivitesine etkisi {izerine yapilan ¢aligmalar.
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Sekil 6.13.

15 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.

) > ] Tampon ,
Bilesik | nitrofenil hCA | Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 88,29 0,05
30 570 72,97 0,15
15 1000 1300 100 40 560 65,77 0,20
50 550 62,16 0,25
80 520 54,05 0,39
120 480 48,65 0,59
100
y = 188,7x? - 193,72x + 98,271
80 - R2=10,992
@ 60
= 4
x
<
X 40
20 -
0 T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
[1] uM




Cizelge 6.11. 16 bilesiginin hCA I esteraz aktivitesine etkisi {izerine yapilan ¢aligmalar.

44

Sekil 6.14.

[1] uM

) > ] Tampon ,
Bilesik | nitrofenil hCA | Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 82,65 0,50
10 590 62,25 1,01
16 1000 1300 100 15 585 53,06 1,51
20 580 44,90 2,02
30 570 39,80 3,02
40 560 33,67 4,03
100
y = 5,4909x? - 37,693x + 98,699
R?>=0,9854
80 1
« 60 ¢
=
<
<
X 40 *
*
20 A
0 1 2 3 4

16 bilesiginin ilavesi ile hCA I esteraz aktivitesindeki degisim.



Cizelge 6.12. 1 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi {izerine yapilan ¢aligmalar.

45

) > ] Tampon ,
Bilesik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 74,78 2,06
20 580 59,50 4,11
1 1000 1300 100 30 570 47,75 6,17
40 560 44,14 8,22
50 550 38,74 10,28
60 540 36,04 12,33
100
80 y = 0,5025x2 - 11,05x + 97,812
R2 = 0,9906
@ 60
=
=
v *
< 40
X
20 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16
(1] pM

Sekil 6.15. 1 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degisim.




Cizelge 6.13. 7 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi {izerine yapilan ¢aligmalar.

46

[1] pM

10

15

Sekil 6.16. 7 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degisim.

) > ] Tampon ,
Bilegik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 85,82 0,92
10 590 75,37 1,83
7 1000 1300 100 20 580 63,43 3,66
30 570 47,76 5,49
50 550 39,55 9,15
70 530 32,90 12,81
100
80
y =0,4879x2 - 11,181x + 96,907
R2 =0,9881
o 60
=
2
.
X
< 40
S
20
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Cizelge 6.14. 8 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi {izerine yapilan ¢aligmalar.

Sekil 6.17. 8 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degisim.

) > ] Tampon ,
Bilegik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 85,53 1,59
20 580 70,39 3,17
8 1000 1300 100 30 570 59,21 4,76
40 560 51,32 6,34
80 520 38,82 12,68
110 490 31,58 17,44
100
80
y =0,3074x2 - 9,0148x + 97,887
R?=0,9833
o 60
=
2
.
X
< 40 .
S 3
20
5 10 15 20
[1]uM
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Cizelge 6.15. 9 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi {izerine yapilan ¢alismalar.

Sekil 6.18.

9 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degisim.

[1] uM

) > ] Tampon ,
Bilesik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 85,53 2,20
20 580 71,05 4,41
9 1000 1300 100 30 570 61,84 6,61
40 560 51,32 8,81
50 550 44,74 11,01
60 540 35,53 13,21
100
80 -
y = 0,155x2 - 6,8283x + 99,624
R2 = 0,9981
o 60 +
=
2
)
X~
< 40 -
N
20 -
0 é 1‘0 15




Cizelge 6.16. 10 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar.

49

) > ] Tampon ,
Bilesik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite (1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 88,52 0,73
10 590 75,41 1,47
10 1000 1300 100 20 580 68,85 2,94
40 560 49,18 5,87
80 520 39,34 11,75
100 500 32,79 14,68
100
80 1 y =0,407x2 - 10x + 95,142
R?=0,9735
o 60 +
=
=
)
X~
<C 40 -
N
20 -
0 T T T
0 5 10 15 20

[1] uM

Sekil 6.19. 10 bilesiginin ilavesi ile hCA 1II esteraz aktivitesindeki degisim.




Cizelge 6.17. 11 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar.

50

) P ] Tampon .
Bilesik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
1)
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 87,77 0,07
10 590 69,68 0,13
11 1000 1300 100 15 585 65,96 0,20
20 580 59,04 0,27
30 570 44,68 0,40
40 560 27,13 0,53
100
y =90,181x2 - 177,49x + 98
80 R?=0,9829
o 60
=
=
X *
< 40
N
20
0,1 0,2 013 0,4 0,5 0,6
(1] uM

Sekil 6.20. 11 bilesiginin ilavesi ile hCA 1II esteraz aktivitesindeki degisim.



Cizelge 6.18. 12 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar.
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N
o

2
[1] pM

Sekil 6.21. 12 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degigim.

) P ] Tampon .
Bilegik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 80,36 0,49
30 570 63,39 1,48
12 1000 1300 100 50 550 44,64 2,46
60 540 42,86 2,96
70 530 41,07 3,45
80 520 35,71 3,94
100
y = 3,698x2 - 29,861x + 97,754
80 . Rz =0,9901
o 60
=
=
.
X
< 40
X




Cizelge 6.19. 13 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar.

52

[1] pM

10

) > ] Tampon ,
Bilegik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 91,53 0,77
10 590 73,73 1,53
13 1000 1300 100 20 580 56,78 3,08
30 570 48,31 4,62
40 560 38,14 6,16
60 540 32,20 9,23
100
&
y = 0,9591x2 - 16,113x + 99,906
80 R2 = 0,9905
*
o 60
=
2
.
X
< 40
S
20

Sekil 6.22. 13 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degigim.




Cizelge 6.20. 14 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar.

53

[1] pM

) > ] Tampon ,
Bilesik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 83,00 0,41
10 590 66,00 0,81
14 1000 1300 100 20 580 48,00 1,63
30 570 41,00 2,44
40 560 39,00 3,25
50 550 36,00 4,07
100
y =5,9208x? - 38,459x + 97,351
R?=0,9839
80
o 60
=
2
.
X
< 40
S
20

Sekil 6.23. 14 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degigim.




Cizelge 6.21. 15 bilesiginin hCA 1I esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar.

54

) P ] Tampon .
Bilesik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
10 590 88,29 0,04
30 570 72,97 0,14
15 1000 1300 100 40 560 65,77 0,19
50 550 62,16 0,23
80 520 54,05 0,37
120 480 48,65 0,55
100
y = 212,03x2 - 205,35x + 98,271
80 Rz = 0,992
@ 60
*§ *
=
X
< 40
N
20
011 012 0l3 014 015 0,6
[1] uM

Sekil 6.24. 15 bilesiginin ilavesi ile hCA II esteraz aktivitesindeki degigim.
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Cizelge 6.22. 16 bilesiginin hCA II esteraz aktivitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar.

Sekil 6.25. 16 bilesiginin ilavesi ile hCA 1II esteraz aktivitesindeki degisim.

) > ] Tampon ,
Bilegik | nitrofenil hCA Il Inhibitor | Saf Su o
Cozelti % Aktivite [1] (uM)
No asetat D) (nL) (pnL) (nL)
u
(uL)
- 600 100,00 0,00
5 595 82,65 0,43
10 590 62,25 0,86
16 1000 1300 100 15 585 53,06 1,30
20 580 44,90 1,73
30 570 39,80 2,59
40 560 33,67 3,45
100
80 - y = 7,4737x2 - 43,975x + 98,699
R2 = 0,9854
@60 - ¢
=
=
X 40 *
<
S
20 A
0 ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4
[1] pM

6.3.3. inhibitor bilesiklerin esteraz Kisabitlerinin belirlenmesine iliskin sonuclar

Bolim 4.9.3 de anlatildign sekilde inhibitorlii ortamda K; sabitleri belirlendi. Bu

Ol¢iimler icin inhibitorler klinikte lokal olarak kullanilan %] lik konsantrasyonda hazirlandi.

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K; degerleri hesaplandi. Ki gizelgeleri ve elde edilen

grafikler asagida belirtilmistir.
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Cizelge 6.23. 1 bilesiginin hCA I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dlgtimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
L (L)
(uL)
- 1000 0,063
10 990 , 0,082
600 20 570 1,68x10 0114
60 940 0,161
- 800 0,049
10 790 , 0,067
800 20 =0 1,26x10 0.0
60 740 0,135
- 600 0,044
10 590 , 0,061
1 1000 1300 100 20 270 1,01x10 0,079
60 540 0,111
- 400 0,036
10 390 , 0,050
1200 0 - 0,84x10 .067
60 340 0,098
- 200 0,030
10 190 , 0,040
1400 e 70 0,72x10 .060
60 140 0,083
& kontrol M%30inh A%50inh @%70 inh
0,18 - y = 8E-05x + 0,0319
0,16 i R 35 0,9967
0,14 1 y = 6E-05x + 0,0224
- 0,12 R?=10,9956
§ 01 - = 4E-05x + 0,0161
: 0.08 20,9876
=,
N 0,06 -
§ y = 3E-05x + 0,0114
0,04 7 R2=0,9911
% T T T 1
-500 002 ¢ 500 1000 1500 2000
' 1[S] (M)

Sekil 6.26. 1 bilesigi icin hCA I esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.24. 7 bilesiginin hCA I esteraz K sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dlgtimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
L (L)
(uL)
- 1000 0,058
5 995 , 0,074
600 G o5 1,68x10 5,095
35 965 0,156
- 800 0,044
5 895 , 0,060
800 G oo 1,26x10 5,093
35 865 0,143
- 600 0,038
5 595 , 0,042
7 1000 1300 100 I o 1,01x10 5,068
35 565 0,125
- 400 0,032
5 395 , 0,041
1200 3 e | 0:84x10 5,054
35 365 0,088
- 200 0,027
5 195 , 0,039
1400 3 o= | 072x10 5,048
35 165 0,074
& kontrol B %30 inh A %50 inh @ %70 inh
0,18 -
y = 8E-05x + 0,0244
0,16 - ® R2=0,9586
0,14 -
12
- 0 y = 5E-05x + 0,0149
2 0.1 - AR>=0,9641
E 0,08 - y = 4E-05x + 0,0106
e R>=0,987
> 0,06 -
= y = 3E-05x + 0,0077
0,04 1 R>= 0,995
0,024
I 0 T T T 1
-500 0 500 1000 1500 2000
-0,02 1/[S] (M)

Sekil 6.27. 7 bilesigi icin hCA 1 esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.25. 8 bilesiginin hCA I esteraz K sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dlgtimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL) (nL)
- 1000 0,048
8 992 , 0,063
600 >0 980 1,68x10 5,093
55 945 0,109
- 800 0,043
8 792 , 0,053
800 >0 280 1,26x10 5,076
55 745 0,098
- 600 0,032
8 1000 1300 100 280 22(2) 1,01x103 8'8;‘?
55 545 0,079
- 400 0,023
8 392 , 0,035
1200 50 e 0,84x10 5,050
55 345 0,073
- 200 0,021
8 192 , 0,028
1400 S0 - 0,72x10 5,041
55 145 0,043
@ kontrol W %30 inh A %50 inh ® %70 inh
0,14 -
y = 6E-05x + 0,0127
0,12 1 R2 = 0,9491
[ ]
0,1 - y = 5E-05x + 0,01
AR2=0,9702
= 0,08
= y = 3E-05x + 0,0067
g 0,06 - R2=(,988
5
2 004 4 y = 3E-05x + 0,0043
R>=0,971
0,02 -
-500 T 500 1000 1500 2000
-0,02
s} (M)

Sekil 6.28.

8 bilesigi i¢in hCA I esteraz K; grafigi.



59

Cizelge 6.26. 9 bilesiginin hCA I esteraz K sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dlgtimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
L (uL)
(uL)
- 1000 0,114
10 990 , 0,161
600 20 570 1,68x10 0227
50 950 0,278
- 800 0,083
10 790 , 0,116
800 20 = 1,26x10 5102
50 750 0,179
- 600 0,060
10 590 , 0,094
9 1000 1300 100 &0 0 1,01x10 5,147
50 550 0,156
- 400 0,056
10 390 , 0,001
1200 e 30 | 084x10 5,125
50 350 0,143
- 200 0,054
10 190 , 0,069
1400 & o | 072x10 5,104
50 150 0,135
e kontrol W%30inh A%50inh @%70 inh
03 - y = 0,0001x + 0,0259
& =09741
0,25 -
02 | = 0,0001x + 0,0234
' R2=0,9914
= n
2 0,15 1 <8E-05x +0,0148
£ R>=0,9897
= L 4
> 0.1 y = 6E-05x + 0,0094
= R = 0,9802
0,05 -
-500 T 500 1000 1500 2000
-0,05
1[S] (M)

Sekil 6.29. 9 bilesigi icin hCA I esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.27. 10 bilesiginin hCA I esteraz K sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6lgiimler.

p-

Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (0 E) (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL) i
- 1000 0,087
10 990 , 0,111
600 20 0| 16810 0155
100 900 0,217
- 800 0,081
10 790 , 0,100
800 20 o] 1.26x10 0128
100 700 0,172
- 600 0,071
10 590 , 0,078
10 1000 1300 100 i 20| L01x10 0,093
100 500 0,152
- 400 0,054
10 390 , 0,065
1200 i 0] 0.84x10 0,001
100 300 0,132
- 200 0,041
10 190 , 0,057
1400 i o] 0.72x10 0,089
100 100 0,116
e kontrol W%30inh A%50inh @%70 inh
025 1 y = 0,0001x + 0,0455
R = 0,9992
02 -
y = 7E-05x + 0,0316
R2 = 0,9845
0,15 -
= y = 5E-05x + 0,0229
| 2= 0,9844
g 0.1 -
= *
g y = 4E-05x + 0,0188
= R?=0,9552
0,05 -
O T T T 1
-500 500 1000 1500 2000
-0,05 - 1[S] (M)

Sekil 6.30. 10 bilesigi i¢in hCA I esteraz K grafigi.
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Cizelge 6.28. 11 bilesiginin hCA I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6lgiimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
L (L)
(uL)
- 1000 0,043
20 980 , 0,056
600 & 540 1,68x10 0,081
80 920 0,104
- 800 0,028
20 780 , 0,041
800 & —a0 1,26x10 0,067
80 720 0,098
- 600 0,026
20 580 . 0,035
11 1000 1300 100 5 -7 1,01x10 0,055
80 520 0,081
- 400 0,023
20 380 . 0,028
1200 5 a0 | 084x10 0,052
80 320 0,063
- 200 0,018
20 180 . 0,027
1400 6 a0 ] 0.72x10 0,036
80 120 0,047
e kontrol W%30inh A%50inh @%70 inh
0,12 - y = 6E-05x + 0,0169
R> = 0,9566
[ ]
01 -
y = 4E-05x + 0,0123
R> = 0,9824
0,08 1
= y = 3E-05x + 0,0072
c 0,06 A B2 =0.9905
3
£
=
g 0,04 1
2 y = 2E-05x + 0,005
R>=0,9698
0,02 1
r %O T T T 1
-500 500 1000 1500 2000
-0,02

1/[S] (M)

Sekil 6.31. 11 bilesigi i¢in hCA I esteraz K grafigi.




Cizelge 6.29. 12 bilesiginin hCA 1 esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6lgiimler.
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p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL) (nL)
- 1000 0,069
20 980 , 0,089
600 105 go5 | 0810 0,185
175 825 0,238
- 800 0,054
20 780 , 0,078
800 105 o5 | -26x10 0,152
175 625 0,208
- 600 0,042
20 580 , 0,060
12 1000 1300 100 e 7os ] 10110 0135
175 425 0,179
- 400 0,034
20 380 , 0,051
1200 i Sor | 0.84x10 0,095
175 225 0,147
- 200 0,032
20 180 , 0,043
1400 S b= 0,72x10 0,093
175 25 0,116
¢ kontrol M%30inh A%50inh @%70 inh
03 -
y = 0,0001x + 0,0437
0.25 R2 = 0,983
[
¥ = 9E-05x + 0,031
0,2 1 R® =0,9864
3 0,15 -
3
£ y = 5E-05x + 0,0147
g 0,1 - R2 = 0,9861
=
0,05 1 y = 3E-05x + 0,0095
é R2 = 0,9844
-500 500 1000 1500 2000
008 1/[S] (M)

Sekil 6.32. 12 bilesigi i¢in hCA I esteraz K grafigi.




63

Cizelge 6.30. 13 bilesiginin hCA I esteraz K sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6lgiimler.
p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (OME) (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL)
- 1000 0,055
10 990 5 0,086
600 20 950 1,68x10 0100
60 940 0,156
- 800 0,041
10 790 5 0,060
800 20 280 1,26x10 0111
60 740 0,035
- 600 0,055
10 590 . 0,060
13 1000 1300 100 T 4 1,01x10 0.008
60 540 0,029
- 400 0,028
10 390 . 0,048
1200 T o0 0,84x10 0.060
60 340 0,089
- 200 0,028
10 190 . 0,045
1400 5 5o 0,72x10 0.055
60 140 0,088
e kontrol W%30inh A%50inh @%70 inh
0,18 -
y = 8E-05x + 0,0254
0,16 - .R2 =0,9861
0,14 -
) 0.12 7 y = 5E-05x + 0,0161
= 01 4 AR2=0,9821
E 1
= | |
£ 0,08 1 = 4E-05x + 0,0133
> R>=0,9889
> 0,06 - ’
—(
y = 3E-05x + 0,0079
0,04 1 R2 = 0,994
0,024
O T T T 1
-500 [ 500 1000 1500 2000
-0,02
1[s]1 (M)

Sekil 6.33. 13 bilesigi i¢in hCA I esteraz K grafigi.
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Cizelge 6.31. 14 bilesiginin hCA 1 esteraz K sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢iimler.
L Tampon .
Bilesik nitrofenil Cozelti hCA Inhibitor Saf Su | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL) (nL)
- 1000 0,082
10 990 3 0,111
600 10 960 1,68x10 0.135
50 950 0,192
- 800 0,064
10 790 3 0,100
800 10 760 1,26x10 0,109
50 750 0,172
- 600 0,052
10 590 3 0,076
14 1000 1300 100 20 560 1,01x10 0,091
50 550 0,139
- 400 0,046
10 390 3 0,062
1200 10 360 0,84x10 0,079
50 350 0,114
- 200 0,041
10 190 3 0,057
1400 0 160 0,72x10 0,070
50 150 0,100
0.95 - e kontrol W%30inh A%50inh ®@%70 inh
y = 1E-04x + 0,0356
0,2 R2=0,9863
°
0.15 - y = 7E-05x + 0,024
- R? =0,9997
=
2
g 0,1 - ¥ = 6E-05x +0,0193
3 R?=0,9826
Z y = 4E-05x + 0,0135
0.05 4 R?=0,9975
!_%0 T T T 1
-500 500 1000 1500 2000
-0,05 - 1/[S] (M)

Sekil 6.34. 14 bilesigi i¢in hCA I esteraz K grafigi.
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Cizelge 6.32. 16 bilesiginin hCA 1 esteraz K sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢iimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCA| | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (0 E) (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL) .
- 1000 0,116
10 990 , 0,147
600 >0 580 1,68x10 0185
40 960 0,278
- 800 0,089
10 790 , 0,125
800 >0 —50 1,26x10 0167
40 760 0,217
- 600 0,081
10 590 . 0,106
16 1000 1300 100 50 7 1,01x10 0147
40 560 0,192
- 400 0,069
10 390 . 0,089
1200 5T 0| 084x10 0,119
40 360 0,152
- 200 0,045
10 190 . 0,060
1400 50 o] 0.72x10 0,072
40 160 0,139
e kontrol M%30inh A%50inh @%70 inh
03 - y = 0,0001x + 0,0427
R>= 0,996
0,25 -
y = 1E-04x + 0,0296
- 0,2 A R2=0,9395
= A
=
= y = 8E-05x + 0,0219
E 0157 R>=0,9702
2
= 0.1 - ¥ = 6E-05x + 0,0159
R> = 0,9698
0,05 -
!_%O T T T 1
-500 500 1000 1500 2000
005 1[S] (M)

Sekil 6.35. 16 bilesigi i¢in hCA I esteraz K grafigi.
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Cizelge 6.33. 1 bilesiginin hCA II esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dl¢iimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (OME) (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL)
- 1000 0,060
5 995 , 0,076
600 G oo 1,68x10 0,102
30 970 0,139
- 800 0,047
5 795 , 0,054
800 G o 1,26x10 0,088
30 770 0,119
- 600 0,042
5 595 . 0,057
1 1000 1300 100 & = 1,01x10 0,074
30 570 0,100
- 400 0,035
5 395 . 0,047
1200 3 s | 084x10 0,063
30 370 0,089
- 200 0,029
5 195 . 0,038
1400 3 e 0.72x10 0,056
30 170 0,077
¢ kontrol M%30inh A%50inh @%70 inh
0,16 - y = 7E-05x + 0,03
R>=0,9955
0,14 - °
0,12 - y = 5E-05x + 0,0214
R2 = 0,9956
. 01 1 a
= ¥ = 4E-05x + 0,0153
% 0,08 R2=0,9739
=
= 0,06 -
2 y = 3E-05x + 0,0111
0,04 - R>=0,993
O T T T 1
-500 j) 500 1000 1500 2000
-0,02
[s] (MY)

Sekil 6.36. 1 bilesigi i¢in hCA II esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.34. 7 bilesiginin hCA II esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dl¢iimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (OME) (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL)
- 1000 0,056
3 997 , 0,068
600 o 592 1,68x10 0,088
18 982 0,135
- 800 0,042
3 797 , 0,056
800 o 752 1,26x10 0,084
18 782 0,125
- 600 0,037
3 597 , 0,041
7 1000 1300 100 = - 1,01x10 0,062
18 582 0,111
- 400 0,031
3 397 , 0,040
1200 . 27 | 0.84x10 0,052
18 382 0,081
- 200 0,026
3 197 , 0,038
1400 o Tor ] 0.72x10 0,046
18 182 0,068
e kontrol M%30inh A%50inh @%70 inh
0,16 y = TE-05x + 0,0234
R = 0,9605
0,14 1 .
0,12 1
y = 5E-05x + 0,0145
< 0.1 1 R2 = 0,9669
%‘ A
3 0,08 y = 3E-05x + 0,0105
£ R? = 0,9883
2 0,06 1
> ='3E-05x + 0,0076
- 0,04 - R2=0,9961
0,024
I O T T T 1
-500 9 500 1000 1500 2000
-0,02
1[s] (M)

Sekil 6.37. 7 bilesigi i¢in hCA II esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.35. 8 bilesiginin hCA II esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dl¢iimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL) (nL)
- 1000 0,045
5 995 , 0,059
600 > seg | L168x10 0,084
30 970 0,098
- 800 0,041
5 795 , 0,050
800 > Zeg ] 1.26x10 2,070
30 770 0,089
- 600 0,031
5 595 , 0,042
8 1000 1300 100 A 2eg | L01x10 0,067
30 570 0,074
- 400 0,023
5 395 , 0,034
1200 » seg ] 0.84x10 0,047
30 370 0,068
- 200 0,021
5 195 , 0,027
1400 A e ] 0.72x10 0,039
30 170 0,041
e kontrol W%30inh A%50inh @%70 inh
0.12 1 y = 6E-05x + 0,0127
R2 = 0,9482
0.1 - °
y = 5E-05x + 0,0101
0,08 - *{2 =0,9705
L y = 3E-05x + 0,0067
c . 1
= 0.06 2=(,9878
E
= 0,04 A y = 3E-05x + 0,0044
2 R2=0,973
0,02 -
-500 T 500 1000 1500 2000
-0,02
[s] (M)

Sekil 6.38. 8 bilesigi i¢in hCA 1I esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.36. 9 bilesiginin hCA II esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan dl¢iimler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (0 E) (uL) (uL) (uL) (M) (umol/dk)y ™t
(uL) i
- 1000 0,102
6 994 , 0,139
600 B ses | 16810 0185
25 975 0,217
- 800 0,077
6 794 , 0,104
800 B Zes ] 1.26x10 0161
25 775 0,152
- 600 0,056
6 594 , 0,086
9 1000 1300 100 e 2es | L0110 0128
25 575 0,135
- 400 0,053
6 394 , 0,083
1200 e sas ] 0.84x10 T
25 375 0,125
- 200 0,052
6 194 , 0,065
1400 3 o] 0.72x10 0,094
25 175 0,119
e kontrol W%30inh A%50inh @%70 inh
0,25 -
y =0,0001x + 0,0274
R3 = 0,822
02 -
< thoo1x + 0,024
2 =
) 015 R? = 0,9906
} <7E-05x + 0,0155
— 2 —
: o1 0,9934
2 ¥ = 5E-05x + 0,0099
I R? = 0,9864
- 0,05 -
-500 500 1000 1500 2000
-0,05 -
1[s] (M)

Sekil 6.39. 9 bilesigi i¢in hCA II esteraz K grafigi.
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Cizelge 6.37. 10 bilesiginin hCA 1I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢timler.
p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
L (L)
(uL)
- 1000 0,081
6 994 . 0,100
600 > o7E 1,68x10 0135
60 940 0,179
- 800 0,075
6 794 . 0,091
800 > - 1,26x10 0114
60 740 0,147
- 600 0,067
6 594 s 0,072
10 1000 1300 100 o = 1,01x10 0.085
60 540 0,132
- 400 0,052
6 394 s 0,061
1200 % 3 0,84x10 0.083
60 340 0,116
- 200 0,039
6 194 s 0,054
1400 oE e 0,72x10 0.082
60 140 0,105
e kontrol W%30inh A%50inh @%70 inh
0,2 - y = 8E-05x + 0,0415
R2=0,9958
(]
¥ = 6E-05x + 0,0297
0,15 1 R2 =0,9866
B = 5E-05x + 0,0219
P 2= (,9866
g 0,1 -
S *
g y = 4E-05x + 0,018
~ 2 =
N 0.05 | R2=0,9575
Yo
O T T T 1
-500 500 1000 1500 2000
-0,05 -
1[S] (M)

Sekil 6.40. 10 bilesigi i¢in hCA II esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.38. 11 bilesiginin hCA 1I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢timler.

p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
L (nL)
(uL)
- 1000 0,042
10 990 , 0,053
600 2 570 1,68x10 0,076
40 960 0,094
- 800 0,027
10 790 , 0,039
800 2 = 1,26x10 0,063
40 760 0,089
- 600 0,025
10 590 . 0,033
11 1000 1300 100 5 — 1,01x10 0,052
40 560 0,075
- 400 0,022
10 390 . 0,027
1200 o 7 0,84x10 0,050
40 360 0,060
- 200 0,018
10 190 . 0,026
1400 & - 0,72x10 0,034
40 160 0,045
e kontrol M%30inh A%50inh @%70 inh
0,2 1 y = 8E-05x + 0,0415
R2=0,9958
(]
| y = BE-05x + 0,0297
0,15 R = 0,9866
) = 5E-05x + 0,0219
. 2= (,9866
2 01 -
) *
g y = 4E-05x + 0,018
~ 2 —
N 0,05 - R*=0,9575
—
0 T T T 1
-500 500 1000 1500 2000
-0,05 -
[s] (M)

Sekil 6.41. 11 bilesigi i¢in hCA II esteraz K; grafigi.



72

Cizelge 6.39. 12 bilesiginin hCA 1I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢timler.
p-
Bilesik | nitrofenil T(;a”;pﬁ[‘ hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)™
L (nL)
(uL)
- 1000 0,065
10 990 3 0,082
600 60 940 1,68x10 0.156
100 900 0,192
- 800 0,052
10 790 3 0,072
800 60 740 1,26x10 0.132
100 700 0,172
- 600 0,041
10 590 3 0,057
12 1000 1300 100 60 540 1,01x10 0.119
100 500 0,152
- 400 0,033
10 390 3 0,048
1200 60 340 0,84x10 0,089
100 300 0,128
- 200 0,031
10 190 3 0,041
1400 60 140 0,72x10 0,085
100 100 0,105
e kontrol W%30inh A%50inh @%70inh

0,25
0,2

. 0,15

=

=

g 0,1

2

<

- 0,05

y = 1E-04x + 0,04

R*=0,9793

[ ]
= 8E-05x + 0,0293
R%=0,9875

y =4E-05x + 0,0144

R2=10,9883

y = 3E-05x + 0,0094
R2=0,9891

500

1000

1[S] (M"Y)

1500

2000

Sekil 6.42. 12 bilesigi i¢in hCA 1I esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.40. 13 bilesiginin hCA 1I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢timler.
L Tampon .
Bilesik nitrofenil Cozelti hCA Il | Inhibitor Saf Su | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (uL) (pL) (nL) (pnL) (MY (umol/dk)™?
(uL)
- 1000 0,053
5 995 3 0,079
600 12 988 1,68x10 0,091
35 965 0,135
- 800 0,040
5 795 3 0,057
800 12 788 1,26x10 0,066
35 765 0,100
- 600 0,034
5 595 3 0,053
13 1000 1300 100 12 588 1,01x10 0.057
35 565 0,089
- 400 0,028
5 695 3 0,046
1200 12 388 0,84x10 0,056
35 365 0,082
- 200 0,028
5 195 3 0,043
1400 12 188 0,72x10 0,052
35 165 0,081
e kontrol W%30inh A%50inh @%70inh
0,25 ~
y = 1E-04x + 0,04
R2=10,9793
0,2 1 ®
= 8E-05x + 0,0293
R2=0,9875
. 0,15 A
=
3
S i y = 4E-05x + 0,0144
E 0.1 R = 0,9883
Z
- 0,05 1

y = 3E-05x + 0,0094
R2=0,9891

500

1000

1[S] (M"Y)

1500

2000

Sekil 6.43. 13 bilesigi i¢in hCA II esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.41. 14 bilesiginin hCA 1I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢timler.
p-
Bilesik | nitrofenil Tca”gpﬁ? hCAIl | inhibitor | SafSu | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat oze (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
L (uL)
(uL)
- 1000 0,076
5 995 . 0,100
600 >0 950 1,68x10 0110
25 975 0,161
- 800 0,060
5 795 . 0,091
800 >0 =80 1,26x10 0.098
25 775 0,147
- 600 0,049
5 595 . 0,070
14 1000 1300 100 i = 1,01x10 0.083
25 575 0,122
- 400 0,044
5 395 . 0,058
1200 20 0 0,84x10 0.074
25 375 0,102
- 200 0,040
5 195 . 0,054
1400 57 o 0,72x10 0.066
25 175 0,091
ekontrol W%30inh A%50inh @%70inh
0,2 -
y = 8E-05x + 0,0332
0,18 - R>=0,9847
0,16 -
014 - y = 6E-05x + 0,023
R? = 0,9984
% 0,12 A
2
g 0.11 = BE-05x + 0,0187
= 0,08 - R2=0,9848
Z 0.06 - y = 4E-05x + 0,0132
R?=0,9992
0,04 -
O T T T 1
-500 0 500 1000 1500 2000
-0,02
v[s] (M)

Sekil 6.44. 14 bilesigi i¢in hCA II esteraz K; grafigi.
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Cizelge 6.42. 16 bilesiginin hCA 1I esteraz K; sabitinin belirlemesi amaciyla yapilan 6l¢timler.
L Tampon .
Bilesik nitrofenil Cozelti hCA Il | Inhibitor Saf Su | 1/[Substrat] 1/Hiz
No asetat (0 E) (uL) (uL) (uL) (M%) (umol/dk)*
(uL) "
- 1000 0,104
8 992 3 0,128
600 12 988 1,68x10 0.156
25 975 0,217
- 800 0,082
8 792 3 0,122
800 12 788 1,26x10 0.143
25 775 0,179
- 600 0,075
8 592 3 0,096
16 1000 1300 100 12 588 1,01x10 0.128
25 575 0,161
- 400 0,065
8 392 3 0,082
1200 12 388 0,84x10 0,106
25 375 0,132
- 200 0,043
8 192 3 0,057
1400 12 188 0,72x10 0,068
25 175 0,122
e kontrol W%30inh A%50inh @%70inh
0,25 ~
y =0,0001x + 0,04
© R2=0,9931
0,2 -
y = 8E-05x + 0,028
R2=0,9416
0,15 - A
< y = 7E-05x + 0,0214
= BR2=0,9551
)
£ 0.1 1 y = 5E-05x + 0,0157
; R>=0,9727
-
0,05 ~
!_%C T T T 1
-500 500 1000 1500 2000
005 1[S] (M)

Sekil 6.45. 16 bilesigi i¢in hCA II esteraz K; grafigi.



Cizelge 6.43. Esteraz ICsp ve K; degerleri.
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Bilesik Esteraz ICso (LM) Ki (uM) Inhb./Aktv.
hCA hCA I hCA I hCA Il
1 7,11 5,92 3,64 2,63 Inhibisyon
2-6 - - - - -
7 6,91 5,53 3,45 1,89 Inhibisyon
8 8,71 6,97 4,25 2,28 Inhibisyon
9 12,24 9,18 3,62 2,08 Inhibisyon
10 7,15 5,96 4,39 2,50 Inhibisyon
11 0,36 0,32 0,15 0,10 Inhibisyon
12 2,51 2,20 0,74 0,44 Inhibisyon
13 5,46 4,10 2,37 1,42 Inhibisyon
14 2,06 1,65 1,66 0,97 Inhibisyon
15 0,43 0,40 - - 1nhibisy0n
16 1,73 1,48 1,12 0,63 Inhibisyon

Karbonik anhidraz (CA), aktif bolgesinde Zn** iyonu bulunduran ve metabolik atik olan

karbon dioksitin bikarbonata doniisiimii saglayan bir metaloenzimdir.

Hemen hemen her organizmada bulunan ve pek ¢ok dokuda dagilim gosteren karbonik
anhidraz enzimi, HCO3 ve H' olusturarak CO,’nin hidrasyonunu saglar ve asit-baz dengesinin

regiilasyonunda gorev alir.

Bagta glokom olmak iizere, karbonik anhidraz inhibitdrleri giiniimiizde bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilan 6nemli terapotik ajanlardir. Yilksek gz i¢i basincinin optik sinir
uclarinda biiylik hasara yol agmasina ve ilerlemesi halinde kalic1 korliige sebep olan glokom
hastaliginin tedavisinde sistemik ve topikal CA inhibitdrleri kullanilmaktadir. Sistemik CA
inhibitorlerinden asetazolamid, diklorfenamid ve metazolamid; goz epitelindeki hCA II ve hCA
IV izoenzimlerini inhibe ederek HCO;™ oranim azaltmakta ve g6z i¢i stvisimin salgilanmasini
yavaslatmaktadir. Glokom tedavisinde etkin rol oynayan sistemik inhibitdrler goéziin yani sira
farkli dokulardaki CA enzimlerini de etkilediginden dolay1 6nemli yan etkiler olugmaktadir.
Meydana gelen yan etkileri en aza indirmek amaciyla lokal olarak géze uygulanabilen topikal
CA inhibitorleri olan dorzolamid ve brinzolamid sentezlenmis ve kliniklerde tedavi igin
kullanilmigtir. Yapilan arastirmalarla topikal CA inhibitorlerinin de lokal yan etkileri tespit

edilmis ve yeni CA inhibitorlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur.
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Bu tez ¢alismasinda 2-aminopiridin tiirevlerinin ve metal komplekslerinin insan eritrosit
hiicrelerinden saflastirilan hCA I ve II izoenzimleri iizerindeki inihibisyon etkileri in vitro olarak
incelenmistir. Enzim aktivitesi esteraz aktivitesi tayini ile tespit edilmistir. Esteraz aktivitesi
Olciimii karbonik anhidraz enziminin ester baglarin1 parcalamasi esasina dayanmaktadir.
Karbonik anhidraz enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati p-nitrofenole
donistiirmekte ve 348 nm de absorbsiyon gostermektedir. Substrat olarak kullanilan p-nitrofenil
asetat bilesiginin enzimin aktif kismina yakin konumdaki histidin imidazol halkasina
baglanmasi, siilfonamit inhibitorlerinin de aktif kisimdaki Zn*™ iyonuna bagli OH grubuna

baglanmasi sonucunda yarigmasiz inhibisyon gerceklesmektedir.

Inhibitdrlerin inhibisyon kuvvetlerinin belirlenmesi igin ICso degerleri kullamldi. Bu
bilesiklerin insan eritrosit hiicrelerinden saflagtirilan hCA 1 ve II izoenzimlerinin esteraz
aktiviteleri {lizerindeki inhibisyon etkileri, glokom hastaliginin tedavisinde kullanilan topikal

inhibitorlerde oldugu gibi %1°lik ¢ozeltileri hazirlanip enzim lizerine ilave edilerek arastirildi.

Ki degerlerinin hesaplanmasi amaciyla bes farkli substrat konsantrasyonunun her biri
icin ii¢ farkli inhibitér konsantrasyonunda esteraz aktivitesi Olglimleri gerceklestirilerek

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik yoluyla K sabitleri tespit edildi.

Cizelge 5.43 deki veriler incelendiginde 6zellikle 11, 12, 14 ve 16 bilesiklerinin giiglii
inhibitor etki gosterdigi gozlenmektedir. Bu bilesiklere bakildiginda ise 11 ve 12 nolu
bilesiklerin en gii¢lii inhibisyona sahip oldugu goriilmektedir. 15 nolu bilesigin ise CAI ve CAIl
izoziminin esteraz aktivitesi {lizerine inhibisyon etkisi oldugu ancak K; degerlerinin
hesaplanamadig1 gériilmektedir. inhibitér maddelerin inhibisyon etkileri CAI izoziminden
ziyade CAIl izozimi lizerine daha etkili olmustur. Tiim bilesikler hidrataz aktivitesini inhibe
etmemislerdir. Esteraz aktivitesini ise 2-6 bilesikleri inhibe etmemislerdir. Diger bilesiklerin ise

¢ok giiclii olmasa da inhibisyon etkileri vardir.

Ozetle, yeni sentezlenen inhibitdr bilesiklerin inhibisyon potansiyelleri umut

vadetmektedir.
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