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Amag: Enzimler, biiyiik cogunlugu protein yapisinda olan kompleks biyomolekiillerdir ve ziraat, tip,
gida ve endiistri gibi bircok sektdrde genis kullanim alanina sahiptir. Bitki, hayvan ve
mikroorganizma kaynaklarindan pratik ve ekonomik yollarla yalitilabilmeleri uygulama alanlarin
artirmaktadir. Bu biyomolekiillerin biyolojik sistemlerdeki inhibisyon mekanizmalarinin saptanmasi,
hastaliklarin tedavisi ve ilag gelistirme c¢alismalarinda emsalsiz bir kontrol mekanizmasi
sunmaktadir. Bu dogrultuda, tez kapsaminda insan karbonik anhidraz (hCA) I ve II izoenzimleri
lizerine yeni sentezlenen Schiff bazi metal komplekslerinin inhibisyon etkileri in vitro ve in silico
metotlarla aragtirtlmisgtir.

Materyal ve Metot: Bu amag¢ cergevesinde yliriitilen tez calismamizda insan kan dokusu
kullanilarak eritrosit sitozoliinde konumlanan ACA I ve ACA II izoenzimleri Sepharose-4B-L-
Tirozin- siilfonamid afinite kolon kromatografisi yardimi ile saflagtirildi. Saflastirilan bu enzimlerin
her birinde yeni sentezlenen Schiff baz1 metal komplekslerinin enzim aktivitesi lizerindeki inhibisyon
etkileri arastirildi. Referans madde olarak asetazolamid kullanildi. Her metal kompleksi i¢in hem
ICso hem de Ki degerleri hesaplandi ve inhibisyon tipleri belirlendi. Ayrica bu maddelerin enzim
aktivitesi iizerindeki etkileri in silico metotlar kullanilarak incelendi.

Bulgular: Sentezlenen Schiff Bazi tiirevlerinin K7 degerleri hCA 1 igin 42,14 + 4,47 nM ile 322,80
+18,98 nM arasinda degisirken, hCA Il i¢in 33,37 £3,84 nM ile 161,50 £15,87 nM arasinda oldugu
belirlenmistir.

Sonuc: Calismada kullandigimiz yeni sentezlenen Schiff Bazi tiirevi bilesiklerin ZCA I ve hCA 11
izoenzimlerini 6nemli seviyelerde inhibe ettigi tespit edilmistir.
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NEWLY SYNTHESIS SCHIFF
METAL COMPLEXES ON CARBONIC ANHYDRASE ENZYME
ACTIVITY BY IN VITRO AND IN SILICO METHODS
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Aim: Enzymes are complex biomolecules, the majority of which are in protein structure, and have a
wide range of uses in many sectors such as agriculture, medicine, food and industry. Their ability to
be isolated from plant, animal and microorganism sources in practical and economical ways increases
their application areas. Determining the inhibition mechanisms of these biomolecules in biological
systems offers a unique control mechanism in the treatment of diseases and drug development
studies. In this direction, within the scope of the thesis, the inhibition effects of newly synthesized
Schiff base metal complexes on human carbonic anhydrase (hCA) I and II isoenzymes were
investigated by in vitro and in silico methods.

Material and Method: In our thesis study carried out for this purpose, hCA I and hCA Il isoenzymes
located in the erythrocyte cytosol were purified with the help of Sepharose-4B-L-Tyrosine-
sulfonamide affinity column chromatography using human blood tissue. The inhibition effects of
newly synthesized Schiff base metal complexes on the enzyme activity of each of these purified
enzymes were investigated. Acetazolamide was used as the reference substance. Both IC50 and KI
values were calculated for each metal complex and inhibition types were determined. Additionally,
the effects of these substances on enzyme activity were examined using in silico methods.

Results: While the KI values of the synthesized Schiff base derivatives ranged between 42.14 + 4.47
nM and 322.80 +18.98 nM for hCA 1, they ranged from 33.37 & 3.84 nM to 161.50 +£15.87 nM for
hCA 1II.

Result: It has been determined that the newly synthesized Schiff Base derivative compounds we
used in the study inhibit hCA I and hCA II isoenzymes at significant levels.

2024, 51 Pages
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerde canliligin devami ve regiilasyonu i¢in ana unsur olan ve
normalde yavas cereyan eden kimyasal tepkimeleri hizlandiran protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Ayrica bu biyomolekiiller canli organizma disinda da aktivasyonlarini
koruyabilmeleri, kolay ve ekonomik saflastirilabilme 6zellikleri nedeniyle gida, tip, tarim,
endiistri gibi birgok alanda yaygin bir kullanima sahiptir. Hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal
kaynaklardan elde edilen enzimler cogu sektére hizmet verirken, bu olaganiistii
biyomolekiillerin biyolojik sistemlerdeki inhibisyon mekanizmalarinin saptanmasi,
hastaliklarin tedavisi ve ila¢ gelistirme calismalarinda emsalsiz bir kontrol mekanizmasi

sunmaktadir.

Biyokimya ¢aligmalarinin biiylik kismi enzimler iizerinedir. Enzim alaninda yapilan
caligmalar, enzimlerin yapi, fonksiyon, aktivasyon, inhibisyon gibi 0zelliklerinin
belirlenmesi gelisen teknolojiyle daha ileri boyutlara tasinacak ve yasam konforunu daha da

artiracak alanlarda kullanilacaktir.

Tezimizde enzimler ve genel dzellikleri hakkinda bilgiler verilirken, ayn1 zamanda Insan
eritrositlerinden izole edilen karbonik anhidraz (hCA) I ve II izoenzimlerinin temel

yapilarindan, aktivitelerinden ve inhibisyon 6zelliklerinden s6z edilmektedir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Enzimler

Enzimler canli sistemlerdeki tepkimeleri herhangi bir yan iiriin olusturmaksizin %100 iirlin
verimliligiyle katalizleyen, katalitik olarak aktif bazt RNA molekiillerinin kii¢iik bir sinifi
hari¢ tutulmak kaydiyla, protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Bu biyomolekiillerin
en onemli 6zellikleri katalitik giicleri ve secicilikleridir (Granger Lehninger, 1982; Keha,

2009).

Bir¢ok enzim katalitik aktivitelerini sadece protein yapilartyla gerceklestirebilirken, bazilar
da protein yapisinda olmayan kofaktoér adi verilen yardimci gruplara ihtiya¢ duyarlar.
Kofaktorler bir metal iyonu olabilecegi gibi koenzim adi verilen kompleks bir bilesik de
olabilir. Bazen katalitik aktivitenin gerceklesmesi i¢in her ikisine de ihtiya¢ duyulabilirler
(Bingol, 1983; Keha, 2009) Enzimler, en ¢ok iizerinde durulmaya deger ve ¢cok kompleks
ozellikleri olan proteinlerdir. Enzimler inorganik yapidaki katalizorlerden ¢ok daha fazla
katalitik aktiviteye sahiptir. Substratlarina kars1 yiiksek afinite ve spesifiklik gosterirler.
Biyokimyasal reaksiyonlar1 ¢ok yiiksek derecede hizlandirir ve optimum sartlar altindaki
sulu ¢ozeltilerde islev goriirler (Montgomery ve ark., 2000). Bu biyomolekiillerin katalitik
yonden aktiviteleri, dogal protein geometrisinin saglamliligiyla yakindan iliskilidir. Eger
enzim alt birimlerine parcalanmis ya da denatiirasyona ugramis olursa katalitik bakimdan
aktivitesini kaybetmis olur. Bu yiizden protein yapisindaki enzimlerin aktivitesi i¢in esas
olan birincil, ikincil, {iglinciil ya da dordiinciil yapilarini koruyor olmasidir. Enzimlerin
gosterdikleri aktivitenin hizi turnover sayisi ile ifade edilir. Birim zamandaki bir mol
enzimin Uriine ¢evirdigi substratin mol sayis1 olarak tanimlanmaktadir. Katalaz enzimi
40.000.000 s turnover sayisi ile en yiiksek cevirme sayisina sahip olan enzim olarak

bilinmektedir.
2.2. Enzimlerin Isimlendirilmesi ve Stmiflandirilmasi

Enzimlerin adlandirilmast ve smiflandirilmas: yapilirken enzim ve etki ettigi substrat

isimlerine gore ya da aktivitelerini tamamlayan enzim veya kelimelerin sonuna -az- eki



eklenerek adlandirilir. Uluslararast Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu enzimleri
simiflandirirken, enzimleri katalizledikleri reaksiyon sekillerine gore alti ana grupta

siiflandirmiglardir. (Lehninger ve ark., 2005). Bu alt1 ana grup siniflandirilmasi séyledir:

Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerini kataliz eden enzimlerdir.
Oksidazlar, rediiktazlar, dehidrogenazlar, oksigenazlar ve proksidazlar ile koenzim olarak

da NADPH, FADH,, NADH 6rnek olarak kullanilabilir.

Transferazlar: Hidrojen molekiilii hari¢ diger gruplarin transferini substratlar arasinda
saglayarak katalizleyen enzim gruplaridir. Fosfat, aldehitler, ve ketonlar transferazlar

ailesine O6rnek gosterilebilir.

Hidrolazlar: Eter, ester, glikozid, peptid ve anhidrid gibi kompleks baglarin yani sira P-N,
C-X gibi baglara da su bilesiginin katilmasiyla parcalanmay: katalizleyen enzimlerdir.

Esteraz, lipaz, glikozidaz, fosfataz, proteinaz ve tiim niikleaz enzimler bu grupta yer alirlar.

Liyazlar: Oksidasyon ya da hidroliz yolunu kullanmadan farkli bir mekanizma ile
karbonlardan gruplarin uzaklastirilmasiyla ikili bag meydana getiren ya da ikili baga dahil
olma tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini

da katalizlerler.

Izomerazlar: Yapisal, optik ya da geometrik izomerlerin birbirine cevrilmelerini katalize

eden enzimlerdir. Epimeraz, rasemeraz, ve mutazlar bu grupta yer alir.

Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin koparilmasiyla agiga ¢ikan
enerjinin kullanilarak C-O, C-C, C-S, C-N, baglarinin viicut bulmasini katalize eden

enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).
2.3. Enzimlerin Yapis1 ve Genel Ozellikleri

Enzimler canli organizmalarin hiicreleri tarafindan sentez edilen ve metabolizmada cereyan
eden kimyasal tepkimeleri herhangi bir yan iiriin meydana gelmeden %100 verimle ¢alisan
ve hizlandirici etkisi olan biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin genel 6zellikleri hakkinda su

maddeler sdylenebilir.



1. Katalitik aktiviteye sahip bazi niikleik asitler haricinde enzimlerin %90 kadar1 protein
yapisindadir.

2. Aym tiir tepkimeler Enzimler tarafindan defalarca katalizlenebilir.

3. Bir enzim her zaman bir ¢esit ya da ayni tiirden benzer tepkimeleri katalizler.

4. Katalizledikleri tepkimelerin aktivasyon enerjisini disiirerek, reaksiyonun daha kisa
zamanda dengeye ulagsmasina imkan saglarlar.

5. Optimum sartlar saglandiginda canli ve cansiz ortamlarda da karali sekilde aktivite

gosterirler (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

Biyolojik sistemlerde yasamin siirmesini saglayan tiim organ ve organeller, eszamanli bir
sekilde calisabilmektedir. Bu kusursuz koordinasyon siiphesiz milyonlarca reaksiyonla
miimkiin olmaktadir. Canliligin her asamasinda gergeklesen bu eszamanli reaksiyonlarin
gerceklesmesi ancak spesifik katalizorler sayesinde miimkiindiir. Katalitik etki bakimindan
aktif olan kii¢lik bir niikleik asit grubu haricinde enzimlerin tamami protein yapisindadir.
Cogu enzim, katalitik islevlerini yerine getirebilmek i¢in protein yapisinda olmayan
koenzimlere veya kofaktorlere ihtiya¢ duymaktadir (Nelson ve Cox, 2018). Enzimin,
reaksiyonu tamamlamak Tlizere birleserek kompleks olusturdugu yapi substrat olarak
isimlendirilir. Enzimler, substratin kataliz tepkimesini meydana getiren en temel
biyokatalizorler olarak gorev lstlenmektedirler. Diger proteinlerle ortak olarak uzun
diizlemsel bir aminoasit zincirine, yiiksek molekiil agirliklarina ve yapilarina baglh yiiksek
secici Ozelliklere sahip kiiresel proteinlerdir. Yapisal yonden ili¢ boyutlu bir kompleks
polipeptit zincirinden olusmuslardir. Su ana kadar bir¢ok sayida spesifik enzim
kesfedilmistir. Bunlarin bir kismi tamamiyla protein yapisindayken, bir boliimiiniin ise
yapisinda cesitli metal iyonlari, lipidler yada sekerler vardir (Ashok ve ark., 2021). Enzim
yapisina baglanan gruplar ‘prostetik grup’ olarak isimlendirilmistir. Bu prostetik gruplardan,
metal iyonu olanlara kofaktdr, organik yapida olanlara ise koenzim adi verilir. Enzim
kofaktorii ile birlikte kompleks halde ve katalitik yonden aktif durumda ise holoenzim olarak
isimlendirilir. Holoenzimi olusturan iki farkli kisimdan biri protein digeri ise kofaktor olan
kisimdir. Holoenzimin protein olan boliimii cogunlukla apoenzim olarak adlandiriimaktadir.

Diger bir terim olarak apoprotein isimi de kullanilmaktadir (Murray ve ark., 1993).
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Enzimlerin bazilar1 kofaktor olarak; Fe**, Cu?*, Mg?*, Zn?*, Ni*2, Mn?* gibi birden fazla
sayida veya tek anorganik iyon bulundururlar. Koenzim yapisi farkli baz1 ezimlere 6zgii

organik ya da metalorganik kompleks olusumlu bir molekiildiir (Supuran ve De Simone,

2015).
2.4. Enzim Kinetigi

Enzim etkisi ile katalizlenen tepkimelerin incelenmesi enzim kinetigi olarak isimlendirilir.
Enzim kinetigi, meydana gelen kataliz tepkimelerinin hizlarmin hesaplanmasini ve degisen
sartlarin reaksiyon ortamina etkisini arastirir. Bu arastirmalar, enzimin Kkatalitik
mekanizmasini, enzimin aktivasyon durumunu ve enzim inhibisyonunun nasil ne derecede
meydana gelebilecegini inceleyerek ortaya koymamizi saglar. Enzim aktivitesi {izerine etkisi
olan faktorler cok 6nemlidir. Bu faktdrleri; 1s1, pH, substrat konsantrasyonu, enzim miktart,
iyonik konsantrasyon, zaman, 151k, ¢evre faktorleri, reaksiyon tiriinleri, kullanilan inhibitor
madde, kofaktor yapisi, ve aktivator maddelerin derisimleri olarak siralanabiliriz (Cook ve

Cleland, 2007; Marangoni, 2003).

Canliligin devamu i¢in bu kadar 6zgiil spesifiklige sahip olan enzimler, ayn1 zamanda
emsalsiz bir kontrol mekanizmasi yolunu bizlere sunmaktadir. Ozellikle kalitsal olarak
aktarilan ve bir takim gen defektleri ile seyreden genetik hastaliklar; bazi enzimlerin ¢ok az
miktarda ya da hi¢ eksprese edilememesi durumunda ortaya ¢ikar. Bazi hastalik gruplarinda

ise hastalifa enzimin normal diizeyden fazla aktivite gdstermesi neden olabilir. Bu enzim



aktivitelerinin ya da enzim aktivitesi sonucu olusan iiriin miktarinin viicut sivilarinda ya da
doku o6rneklerinde tayin edilmesi baz1 hastaliklara tan1 koyma asamasinda olduk¢a énemli
bir biyobelirte¢ olabilmektedir. Cogu ilacin etki mekanizmasi da enzimlerle etkilesmesi
suretiyle ortaya ¢ikar. Bu etkilesim enzimi aktive ya da inhibe etmesi yolu ile olur (Nelson
ve Cox, 2016). Bircok ilag ve toksik madde canli sistemlerdeki enzimlerin aktivite
durumlarinda farklilik olusturarak etkisini gdsterir. Bu nedenle ilag denemeleri igin
enzimlerin kinetik hesaplamalarinin bilinmesi ve aydinlatilmasi gerekir. Enzimlerin siireye
kars1 aktiviteleri, turnover sayisi, Km sabiti gibi ¢esitli kinetik parametrelerin anlamli bir
ifadeye donistiiriiliip, ortaya konulabilmesi i¢in asagidaki Michaelis-Menten formiiliinden
faydalanilir.
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Yukarda bahsettigimiz Michaelis-Menten esitliginden ulasilan veriler ordinatta substrat
konsantrasyonu, hiz, analitik diizlem olacak sekilde grafige aktarildiginda hiperbol bir egri
elde edilir. Teorikte kullanima uygun olsa da laboratuvar uygulamalari sonucu bu grafikten
olumlu sonuglara ulagilamayabilir. Bu sebeple grafigin diizlemsel bir dogru grafigine
cevrilmesi gereklidir. Yukarida gosterilen esitligin farklilastirllmis hali olan asagidaki
Lineweaver-Burk formiili ve bu formiilden ulastigimiz dogrusal grafik ¢ok daha
kullanighdir. Bu sayede Km ile Vmax degerleri daha anlamli ve dogru olarak saptanabilir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2007; Lehninger ve ark., 2005).
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2.5. Enzim Inhibisyonu ve Aktivasyonu

Bir enzimin aktivitesi aslinda o enzimin katalizledigi tepkimenin hizidir. Uluslararasi
Biyokimya Birligi enzim komisyonunu agikladigr aktivite birimi enzim {nitesi (EU)’dir.
Standart kosullar altinda dakikada bir mikromol (umol) substrat1 doniisiime ugratan enzim
miktaridir. Diger aktivite birimleri; spesifik aktivite, katalitik merkez aktivitesi, molekiiler
aktivite (turnover sayis1) dir. Enzim aktivite tayininde ya substratin zamana bagl azalis1 ya

da zamana bagli olarak iirlin olusumu 6l¢iiliir. Enzimatik reaksiyonlarin hiz1 yani aktivitesi



sicaklik, pH, enzim ve substrat konsantrasyonu, iyonik siddet, aktive edici ajanlarin ve
inhibitérlerin varlig1 gibi pek ¢ok durumdan etkilenmektedir (Onal, 2010). Enzimatik yolla
meydana gelen bir reaksiyonun, enzim inhibitérii olarak isimlendirilen madde veya
maddeler tarafindan hizlariin azaltilmasi yahut tamamen durdurulmasi durumudur. Geri
dontigiimlii (tersinir) yada geri doniisiimsiiz (tersinmez) enzim inhibisyonu olarak iki sekilde

meydana gelebilirler ( Marangoni, 2003; Ouertani ve ark., 2019).

2.5.1. Geri Doniisiimlii (Tersinir) Enzim Inhibisyonu

Geri dontistimlii olarak gerceklesen enzim inhibisyonunda inhibitdr enzimine kovalent
olmayan baglar ile baglanir. Enzim ve inhibitdr kompleksi bu giigsiiz baglar sayesinde ortam
sartlarinda degisiklikler yapilarak ayrilabilirler. Dontigiimlii inhibisyon dort farkli sekilde
meydana gelmektedir (Ouertani ve ark., 2019).

Kompetitif (Yarismali) enzim inhibisyonu

Yarigmali inhibisyonda, inhibitor, enzimin yapisinda bulunan aktif bolge ile bag kurmak i¢in
substrat ile yarig halindedir. Enzimin aktif bolgesi ile inhibitor bag kurmay1 basardigi zaman
reaksiyon gerceklesmez ve lirlin olugsmaz. Bu enzim inhibisyonu ¢esidinde inhibitér, enzimin

substratina olan ilgisini azaltir (Tunca, 2012).
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Sekil 2. 2. Sematize Edilmis Kompetitif (Yarigmal1) Enzim Inhibisyonu

Nonkompetitif (Yarismasiz) enzim inhibisyonu

Bu tiir inhibisyonda, inhibitdr ve substrat enzime birlikte baglanabilir. Yani burada inhibitor
enzimin aktif bolgesine degil bagka bir kismina baglanir, aktif bolgeye 6zel olan substratin

baglanmasina engel olusturmadigi i¢in bir yaris durumu s6z konusu degildir. Substrat



derisimi yiikseltilerek inhibisyon etkisi sonlandirilamaz. Bu katalitik reaksiyonda enzimin
Vmax degerinde azalma olurken, Km degeri sabittir (Tunca, 2012)
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Sekil 2. 3. Sematize Edilmis Nonkompetitif (Yarismasiz) Enzim Inhibisyonu

Unkompetitif (Yar1 Yarismali) enzim inhibisyonu

Unkompetitif (yar1 yarismali) inhibisyon c¢esidinde; inhibitor madde enzim-substrat
kompleksinin meydana geldigi andan itibaren, substratin baglandig: aktif noktadan farkli bir
bolgeye tersinir olarak baglanarak enzimin yapisinda degisiklige sebep olarak aktivasyondan

yoksun hale getirir (Tunca, 2012).
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Sekil 2. 4. Sematize edilmis unkompetitif (Yar1 Yarigmali) enzim inhibisyonu



Lineer-Karisik tip inhibisyon

Bu tip inhibisyonda, ya substrat enzim-inhibitdr kompleksine baglanir ya da inhibitor enzim-
substrat kompleksine baglanir ve inhibisyon gerceklesir. Bu durumda enzim-substrat-

inhibitor kompleksi olusur ancak bu kompleks inaktive haldedir (Tunca, 2012).
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Sekil 2. 5. Sematize Edilmis Lineer Karisik Tip Enzim Inhibisyonu

2.5.2. Geri Doniisiimsiiz (Tersinmez) Enzim inhibisyonlarl

Burada inhibitor, enzimin aktivite 6zelligini saglayan ve enzim yapisi iizerinde bulunan
fonksiyonel grubu yikima ugratmasi ile veya bu nokta ile geri doniisiimstiiz olarak birlesmesi
ile inhibisyona neden olur. Bu inhibisyon tiiriinde inhibitdr enzimi kalic1 olarak inhibe eder

(Tunca, 2012).
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2.6. Karbonik Anhidraz (CA)

Karbonik anhidraz (CA; E.C. 4.2.1.1.), karbondioksit (CO;) ve bikarboat (HCO3)’in
birbirlerine déniistiiriilmesi tepkimelerini karbonik asitin meydana gelmesine izin vermeden
farkli bir yol izleyerek katalize eder. Bu enzim HCOs~ ve H* olusturarak hem CO?’in
uzaklagtirlmasinda hem de asit-baz dengesinin korunmasinda Onemli bir gorev
tistlenmektedir. CA, metalo enzim grubunda yer almaktadir ve aktif bolgesine baglanmis bir
Zn*? iyonu bulundurmaktadir. Uygun sartlar altinda aktivitesini uzun siire koruyabilmesi ve
cOzelti ortamindaki karaliligi avantajli 6zelliklerindendir. Enzimin dogada farkli
organizmalarda pek ¢ok formu vardir. Bulunduklari organizmaya bagli olarak bes temel
smifa (a-CA, B-CA, y-CA, 6-CA ve (.-CA) ayrilmistir. CA, ilk olarak memeli
eritrositlerinden yalitilmistir, sonrasinda insan eritrositleri, sigir lokositleri, balik
eritrositleri, sican tiikriigii, sican eritrositleri, sigir iskeleti, bitki kaynaklar1 ve bir ¢ok
mikroorganizmalardan saflastirilmis karakterize edilmis ve molekiil kiitlesi 29 kDa
civarinda oldugu belirlenmistir (Arslan, 2001; Supuran ve Scozzafava, 2001). Katalitik
aktiviteye sahip ¢ok sayida CA izoenzimi tanimlanmistir. CA izoenzimlerinin tamaminin
ortak noktasi, aktif merkezlerinde bir Zn** iyonu tasiyarak bu metal baglanma bodlgesinde
histidin aminoasidi ile ligant olusturmasidir. Zn?* iyonlari, direkt substrat molekiilleriyle
etkilesimde bulunarak enzimin etkisini meydana getirir (Hilvo ve ark., 2005; Mohanty ve
ark., 1998). Yukarida bahsettigimiz bes temel gruptan a-Karbonik anhidraz memelilerde

bulunmaktadir ve temel fonksiyonu olarak kanda ve doku kilcalinda;

CA

CO, + H,0 HCO3 +H"

reaksiyonunu doniistimlii olarak katalizlemektir. Bu basit goriinen reaksiyonun fizyolojik
yonden viicutta ¢cok dnemli fonksiyonlar: vardir. Bu reaksiyon; metabolize edici dokular ile
akciger arasinda karbondioksit/bikarbonat taginimi, dokulardaki asit-baz oraninin dengede
tutulmasi, ¢ogu organin elektrolit dengesinin ayarlanmasi, kirecleme, kemik erimesi,
biyosentetik tepkimeler ve tiimorlerin olugmasi gibi fizyolojik durumlarla direkt olarak

baglantilidir (Supuran, 2009).
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2.6.1 Karbonik Anhidraz izozimlerinin Fizyolojik ve Biyolojik Fonksiyonlari

Metallo enzim olan CA, karbondioksitin hidrasyonunu dongiisel olarak katalize eden bir
gruptur. Dokusal yayilimlariyla hiicre i¢i konumlanmalar1 yoniinden kinetik nitelikleri
birbirinden bambagka 16 adet CA izozimi memelilerde karakterize edilmistir. Canli
organizmalarda CA, pH regiilasyonu, CO> transferi, elektrolit olugsmasi, sentez tepkimeleri

vb. olaylarda gorev alir (Wang, 2009).

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin ortaya ¢ikisi insan hACA izoenzimleri iizerindeki
arastirmalarla olmustur. Eritrositlerde #CA I ve hCA 1I izoenzimi bulunmaktadir. Bu
izoenzimlerin en 6nemli islevi ise doku kilcal damarlarinda, metabolizma sonucu agiga ¢ikan
CO2’1 H2COgs’e, akciger dokusunda ise H>COj3’i CO2’e ¢evirmesi reaksiyonunu kataliz
ederek solunum olayinda yer almasidir. ACA I eksikligi goriilmiis olmasina ragmen herhangi

bir klinik semptom ile iliskilendirilememistir (Sly ve Hu, 1995; Supuran ve ark., 2003).

En yogun ¢alisma ACA 1I izoenzimi lizerinde yapilmaktadir. Bu izoenzimin turnover sayist
25° C’de 10° 57! olarak belirlenmistir. CA II'nin yayilim gosterdigi dokusal dagilim genistir,
cogu doku ve hiicre tipinde bulunur. Renal tiibiiler asidoz, osteoporoz, ve serebral
kalsifikasyonla baglantili olmasi bu izoenzimin bobrekte, kemikte, ve beyindeki 6nemine

isaret eder (Lindskog, 1997).

hCA 11 ve hCA 1V izoenzimleri, kornea, goz lensi ve silyer epitelyumda yogun olarak
bulunmaktadir. Yapilan bazi arastirmalarla Glokom hastalig1 tedavisinde gozdeki hCA 11
izoenziminin 6nemi ortaya cikarilmistir. Yiiksek goz i¢i basincindan kaynaklanan glokom
hastalig1, (intraocular pressure, IOP) ve geri doniisiimii olmayan korliige yol agmaktadir.
IOP’nin tek kontrol noktas1 goz i¢i sivisidir (humor akoz). Karbonik anhidraz enziminin
humor akoziin salgilanmasinin uyarilmasinda etkilidir. Bu enzimin inhibisyonu ile silyer

epitelinin salg1 aktivitesi %25-30 oraninda azaltilabilmektedir (Renzi ve ark., 2000).

Diisiik aktiviteli bir enzim olan ACA III’ {in turnover sayis1 8x10° s’dir. Diger hCA
izoenzimleri ile kiyaslandiginda, siilfonamidlerin inhibisyonundan daha az etkilenirler.
Doku kilcalindaki CO7’in diflizyonu kolaylastirmada gorev aldigi diisiiniilmektedir.
Miktarca en fazla kasilim hiz1 yavas olan kirmizi kas liflerinde bulunmaktadir. Yag

hiicrelerinde de bu izoenzime fazlaca rastlanmaktadir. hCA I ve hCA II gibi hCA III’te p-
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nitrofenil asetat hidrolizi aktivitesine sahiptir. Ayrica, hCA III’iin fosfataz aktivitesi

gosterildigi bildirilmistir (Sly ve Hu, 1995).

hCA izozimleri yoniinden merkezi sinir sistemi de olduk¢a zengin bir dokudur. Merkezi sinir
sisteminin farkli bolgelerine yerlesmis bir¢ok hiicrede CA izoenzimleri ekspre edilmektedir.
hCA 1I koroid pleksus, oligodendrositlerde, miyelinlenmis liflerde ve astrositlerde
sentezlenmektedir. Ayrica hCA IIL, IV, VA, VB, VII, VIII ve XIV izoenzimleri de beynin
farkli bolgelerinde ekprese edilmektedir. Bu izoenzimler beyinde pH regiilasyonu, sivi ve
iyon homeostasisi, beyin omurilik sivisinin sentezi, GABAnerjik sinyallesmenin

diizenlenmesi gibi ¢esitli fonksiyonlarin yerine getirilmesinde rol alirlar (Wang, 2009).

CA izoenzimlerinden hCA IV ve hCA VI sinyallerin hedef doku ve organlara iletimini
saglar. ACA IV membrana baglidir. Akcigerdeki ve diger bazi organlardaki kilcal damarlarin
endotel hiicrelerinin plazma yiizeyinde ve ayrica bobrek membranina bagli bulundugu gibi

bazi epitel hiicrelerinin membranina bagl olarak bulunur (Hazen ve ark., 1996).

hCA V, baz1 dokularin mitokondri bosluklarinda bulunur. A/CA V’in karbamoil fosfat
sentetaz-1’e ve piruvat karboksilaz enzimlerine bikarbonat iyonu saglayarak iirogenez ve
glukoneogenez de gdrev aldig ileri siiriilmiistiir. Bu enzimin lipogenez ile ilgili de bir gorev

uistlendigi diisiinilmektedir (Lakkis ve ark., 1996).

hCA VIizoenzimi tiikiiriik bezlerinden salgilanan bir enzimdir ve insan tiikiiriigiinden izole
edilmistir. Tukrigiin pH diizenlemesinde rol oynadigi diistiniilmektedir. ACA VII izoenzimi

ise tlikiirtikteki bikarbonatin salgilanmasinda rol oynayabilir (Kisker ve ark., 1996).

Biyolojik sistemlerde CO2 ve HCOs3’1n birbirlerine tersinir olarak donlismeleri metabolizma
icin hayati 6nem tasir (Armstrong ve ark., 1966). Hiicre zarindan gecisi kolay olan CO2’in
tersine HCO3™ yag molekiillerinde tam olarak ¢éziinmediginden hiicre zarindan gecemez. Bu
sebeple gerekli durumlarda HCO3“1n hiicre icine gecisi ve CO»’nin de burada kalabilmesi
icin bu tepkime vuku bulmaktadir (Sekil 2.2) (Armstrong ve ark., 1966). Tepkimenin
fizyolojik pH’da enzim olmadan vuku bulmasi uzun zaman alacakken #CA’nin katalizor

etkisiyle reaksiyon ¢ok daha kisa zamanda meydana gelmistir (Armstrong ve ark., 1966).
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Sekil 2. 7. Eritrosit Hiicre Zarinin Kloriir-Bikarbonat Transferi

2.5.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Elli y1ldan uzun siiredir yiiriitiilen ¢caligmalar bu konuyu aydinlatmaya ¢aligmistir. Yiirtitiilen
bu c¢aligmalara gore CA enziminin metabolizma agisindan hayati 6nem tasidig1 sonucuna
vartlmistir. Ayrica in vitro ortamda kararlt olmasi ve uygun kosullar altinda aktivitesini
koruyarak muhafaza edile bilmesi gibi {istlin avantajlar1 vardir (Pocker ve Janjic, 1989). Bu
enzimin aktif bolgesinde bulundurdugu Zn (II) iyonu tepkime katalizinde vazgegilmez
oneme sahiptir. Yapilan X-ray kristallografisi deneyleri metal iyonun, aktif bolgede 15 A°
derinligindeki taban kisminda konumlandigint gostermistir. Katalitik yonden aktif enzim;
hidroksitin ¢inkoya baglanmis halde bulundugu genel formdur. Bikarbonat iyonunun
olusmasi i¢in bu kuvvetli niikleofil CO2 molekiiliiyle etkilesir. Olugan bu bikarbonat iyonu
sonraki adimda su molekiilii ile karsilikli yer degistirmek suretiyle ¢ozeltiye gecer.
Boylelikle su molekiilii Zn*? iyonu ile bag kurar. Enzimin asit formuna bu sekilde yol agilir.
Bu form katalitik aktivite bakimindan inaktiftir. Yeniden katalitik aktif temel formunu

meydana getirmek i¢in aktif olan bdlgeden etrafina proton gecisi olur (Stams ve ark., 1998).
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Sekil 2. 8. CA’nin Katalizledigi CO»-Hidrataz Tepkimesi Mekanizmasinin Gorseli.
2.5.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi

Karbonik anhidraz izozimlerinin gorevlerinden olan bikarbonatin dehidratasyonu ile
esterlerin hidrolizi yam1 sira CO2’nin hidratasyonunu da belirler. Bu reaksiyonlar
cergevesinde ya Karbondioksit gazi harcanir ya da olusur. Reaksiyon asagida gosterilmistir.

H,0 + CO; =—= H,CO0; —— HCO; + H*

Bu tepkimelerle meydana gelen ya da harcanan CO» gazinin, manometrik metotlarla tanisi
yapilabilir. Ancak manometrik yontemin, tepkime pH’sinin degiskenlik gostermesi, CO2’in
suda ¢Oziinlimiiniin zay1f olmasi gibi dezavantajlari vardir. Bunun yani sira ortam H* orani
diismekte veya cogalmaktadir (Karthikeyan ve ark., 2006). Alternatif olarak, tepkime
ortaminin H™ oraninin degismesi i¢in gegen zaman potansiyometrik olarak inhibitorle tespit
edilebilir. Fakat metodun uygulamasinin kisa zamanli olmasi avantaj olsa da, pH’nin
degisken olmasi, suda CO2’in zayif coziinmesi ve indikatoriin inhibisyon kabiliyeti
olumsuzluklara yol acabilmektedir. Bu olumsuz durumlar1 en az seviyeye diisiirmek i¢in

spektrofotometrik metotlar  kullanilarak katalitik aktivite Olglimii  yapilmaktadir
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(Karthikeyan ve ark., 2006). Aktivite 6l¢iimii i¢in genel olarak Wilbur — Anderson yontemi
kullanilmaktadir. Bu metotta genel prensip olarak CO; gazinin hidratasyonu sirasinda
pH’nin 8.2 den 6.3’e gelmesi i¢in gecen zaman tespit edilmektedir (Karthikeyan ve ark.,

2006).
2.5.3. Karbonik Anhidraz Aktivatorleri

Literatiirde CA inhibitorleri lizerinde yapilmis olan birgok calisma vardir, fakat CA
aktivatorleri (CAA) ile ilgili yapilan ¢alismalar nispeten daha az sayidadir. Son yillarda
yiriitilen calismalarla beraber kinetik oOl¢limler, X-151m1 kristalografisi ve elektronik
spektroskopi yardimiyla, aktivatorlerin, CA aktif bolge boslugu icinde, inhibitor ya da
substrat baglanma bolgelerinden farkli bir yerde baglandigi ortaya ¢ikarilmistir (Alterio ve
ark., 2012; Briganti ve ark., 1997; Supuran, 2008; Temperini ve ark., 2006). Biyojenik
aminlerden serotonin, histamin, katekolaminler gibi amino asitler, oligopeptidler veya ¢ogu
kiictik proteinler, insan CA izoenzimlerinin birgogunda aktivator etki gosterirler (Briganti
ve ark., 1997; Parkkila ve ark., 2006; Supuran ve Scozzafava, 1999; Temperini ve ark.,
2006).

2.5.4. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

CA enzim grubunun izoformlari, birgok farmasotik ajan i¢in dogrudan hedeftir. Mesela
ditiretikler, antiglokom ilaglar, antitimor ilaglar, antikonviilzanlar, obezite ilaglari gibi
bircok ila¢ bu izoenzimleri hedef alirlar. Bu amag¢ dogrultusunda AZCA 1 inhibitérleri retina
ve beyin 6deminin tedavisinde; hCA II, hCA IV, hCA XII ve hCA XIV inhibitorleri
antiglokom, diiiretik ve antiepileptik hastalik belirtilerinde kullanilir (EI-Azab ve ark., 2019;
Lolak ve ark., 2018). hCA VII inhibitorii ise epilepsi karsit1 olarak kullanilir (El-Azab ve
ark., 2019). hCA 1X ve hCA XII, tiimorle iliskili enzimlerdir. Bunlara ek olarak son yapilan
calismalar hCA 1V, hCA IX ve hCA XII inhibitorlerinin iltahapli romatizmaya kars1 da
kullanilabilirligini gostermistir (El-Azab ve ark., 2019).
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Sekil 2. 9. Karbonik Anhidraz inhibisyon Mekanizmas1

2.5.5. Siilfonamidler

CA’nin en kuvvetli organik inhibitorleri aromatik veya heteroaromatik siilfonamidlerdir.
Kimyasal yapis1 R-SO2NH; seklindedir. Bu formiildeki R grubu, genellikle aromatik veya
heteroaromatik halka sistemidir. Aromatik ve heteroaromatik siilfonamid grubu ve bunlarin
biyoizosterleri (siilfamatlar ve siilfamidler), CA izoenzimlerinin bir¢oguna karst
gosterdikleri yiiksek ilgi sebebiyle CAI olarak uzun zamandan beri kullanilmaktadir (Lolak
ve ark., 2018). Su ana kadar yapilan ¢aligmalarda CA’1n en giiclii inhibitoriiniin bu bilesikler
oldugu gosterilmistir (Akbas, 2018). Klinik arastirmalarda veya dogrudan klinikte kullanilan
siilffonamid ya da siilffamat grubundan bir¢ok ila¢ bulunmaktadir. Dorzolamid (DZA),
Asetazolamid (AAZ), Brinzolamid (BRZ), Diklorofenamid (DCP) ve Ethoksozolamid
(EZA) inhibitorleri diiiretik yonden, glokom tedavisinde, agr1 kesici olarak, kanser karsiti,
epilepsi tedavisinde, obezite tedavisinde ve antibakteriyel olarak kullanilmaktadir (Supuran,

2010).

Primer siilfonamid tiirevi olan silfanilamid, AAZ, EZA, metazolamid ve DCP klinikte
yaklasik 70 yildir glokom tedavisinde kullanilmaktadir ve birinci jenerasyon CA
inhibitorleri olarak taninirlar (Lolak ve ark., 2018). Bu ilaglar ACA II ve hCA IV enzimlerini
inhibe ederek HCO3™ oranini diisiiriir. Boylece ak6z hiimor salgist %25-30 oraninda azalir

ve ylikselmis olan goz ici basinci diiser. Fakat bu enzimlerin inhibisyonu gézden daha ¢ok
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diger dokulardaki ZCA enzimlerini etkilediginden, yan etkileri de fazladir. AAZ ve DCP,
gozdeki hCA izozimlerinden daha ¢ok diger organlardaki ACA izozimlerini inhibe
ettiginden, goze haricen uygulanmalidir. Fakat suda ¢6ziiniirliik probleminden dolay1 etkili

konsantrasyonlar1 saglanamamis ve damla haline getirilememistir (Akbas, 2018).

CA izoenzimlerini inhibe etmeden yiiksek g6z basincini diigiiren ilaglara ihtiya¢ duyulmus
ve lokal olarak uygulanilabilecek formda DZA sentezlenmis ve 1995 yilinda klinikte
kullanilmaya baslanmistir. Sonrasinda ise DZA ilacinin anologu olan BRZ sentezlenmistir
klinikte kullanimi ise 1999 yilinda olmustur (Akbas, 2018). Bolgesel uygulanabilme
ozellikleri sebebiyle yan etki olusturma durumu bakimindan ilk kusak siilfonamidlere gore
daha iyi olan DZA ve BRZ, ikinci nesil ACA inhibitorii antiglokom ilaglar olarak literatiire
gecmistir (Nocentini ve ark., 2016).

hCA izozimleri yoniinden merkezi sinir sistemi de olduk¢a zengin bir dokudur. Merkezi sinir
sisteminin farkli bolgelerine yerlesmis birgok hiicrede ACA izoenzimleri ekspre
edilmektedir. ZCA II koroid pleksus, oligodendrositlerde, miyelinlenmis liflerde ve
astrositlerde sentezlenmektedir. Ayrica hCA 111, IV, VA, VB, VII, VIII ve XIV izoenzimleri
de beynin farkli bolgelerinde eksprese edilmektedir.

Bu izoenzimler beyinde pH diizenlenmesi, siv1 ve iyon oraninin dengede olmasi, BOS
sentezlenmesi, GABAnerjik iletimin regiile edilmesi gibi bir¢ok islevin hedefe ulagmasinda
rol alirlar. Bahsedilen roller dikkate alindiginda ACA inhibitorleri antiiepileptik ilaglar
olarak sunulmaktadir. Bu amagla AAZ 1953 yilinda ilk olarak kullanima baglanmistir.
Ayrica AAZ ve methazolamid birbirinden ayr1 olarak veya kombine edilmis halde epilepsi
karsit1 ilaglar olarak da kullanilmislardir. Bunlara ek olarak sulthiame, zonsamid ve

topiraamat vb. epilepsi karsit1 ilaglar ACA’y1 inhibe etmektedir (Wang, 2009).

Birinci ve ikinci grup jenerasyondaki siilfonamidlerin en onemli dezavantaji, hedef
izozimlere kars1 bir ayrim yapamadan ilacin, organizmadaki tim 2ZCA enzimi izoformlarinda
inhibisyon olusturmasi buna bagli olarak da istenmeyen yan etkilerin ortaya ¢ikmasidir. Bu
olumsuz durumun ortadan kaldirilmasi i¢in arastirmacilar yan etkilerin en aza indirilmesi
amaci ile izoenzimlerin yapisal farkliliklarini degerlendirerek ilgili izozimi secerek inhibe
edecek yeni CA inhibitorleri igin ar-ge calismalarina yogunlagmistir (Lolak ve ark., 2018).

Kullanima ilk baslanan CA inhibitorii siilfonamidlerden sonra ¢esitli farmakolojik gruplar
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bulunduran CA inhibitorleri gelistirilmistir ancak ¢inkoyu baglayan siilfonamid farmakoforu

bulunduran bilesikler, hala en kuvvetli inhibitorlerdir (Carta ve ark., 2014).
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Sekil 2. 10. Klinikte Kullanilan Bazi Siilfonamidlerin Kimyasal Formiilleri
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Kullamilan Cihaz, Alet ve Ekipmanlar

Calismalarimiz Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Arastirma Laboratuvar1 ve
Erzincan Gida Kontrol Laboratuvar Midiirliigii laboratuvarlarinda gergeklestirilmis olup
asagida marka ve model bilgileri belirtilen alet ve cihazlar kullanilmistir. Kullanilan
cihazlarin kalibrasyon ve kontrol takipleri siirekli olarak yapilmaktadir. Ayrica
calismalarimiz 6ncesi cihazlarda gliven aralig1 kontrolleri yapilarak olusabilecek hatalar en

aza indirilmeye ¢alisilmistir.

Perilstaltik Pompa
Sogutmal1 Santrifiij
Manyetik Karistiric
Elektroforez Sistemi
Buzdolabi (+4 °C)
Dondurucu (-20°C)
UV Spektrofotometre
Vorteks

pH Metre

Otomatik Pipetler
Hassas Terazi

Manyetik Karistiric

3.2. Laboratuvar Calismalari

Ismatec

Hermle Z 323 K

Velp Sicientifica

Bio-Rad

Siemens Derin Dondurucu
Sanyo Medical Freezer, Ugur
Hach&Lange DR 5000
Elektro Mag M16

Hanna Inturment HI2211
Brand & Socorex
Sartorius CP2245

Velp Sicientifica

3.2.1. Enzimin Saflastirilmasi ve Aktivite Ol¢iimlerinde Kullanilan Cozeltiler

1. Afinite Tamponu (Sepharose-4B i¢in kullanilan): 0,1 M tampon (sodyum bikarbonat)

cozeltisi 8.4 gram sodyum bikarbonat hassasiyetle tartildi 475 mL saf su igerisinde

cOziindiiriilerek pH 8.8 e ayarlanarak son hacim 500 mL’ye tamamland.
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2. Dengeleme Tamponu (Anfinite jelini dengelemek i¢in kullanilan tampon): Tris-HCI
(0.025 M) + Na2SO4 (0.1M) Tampon ¢ozeltisi hazirlamak icin Tris (3.0275 g) ve NaxSOs4
(14.2 g) hassasiyetle tartild1 iizerine bir miktar saf su ilave edilerek ¢6ziildii, ardindan 1 N

HCI kullanilarak pH 8.7 ayarlandi ve son hacim 1 L’e tamamlandi.

3. Yikama Tamponu (Anfinite jelini yikamak i¢in kullanilan tampon): Hazirlanmasinda Tris
(3.0275 g, 25mmol) ve Na>SOs (3.24g, 22 mmol)’kat1 kimyasallar1 hassasiyetle tartildi
tizerine 950 mL saf su eklendi ve ¢oziindiirme sonras1 manyetik karistirici tizerinde kuvvetli
sekilde karistirilarak 1 N hidroklorik asit yardimiyla pH seviyesi 8.7 ayarlandi ve hacim bir

litreye tamamlandi.

4. Eliisyon tamponu-I (Afinite Kolonundan ACA I ‘i eliie etmek i¢in kullandigimiz tampon:
Na;HPO4 (2.2 g), NaCl (14.625 g) hassasiyetle tartilarak bir miktar saf suda ¢oziildii
ardindan Potansiyel Hidrojen (pH) 6,3 ayarlanarak toplam hacim distile suyla 250 mL ye

ayarlandi.

5. Eliisyon tamponu-II (Afinite Kolonundan ACA II‘yi almak i¢in kullandigimiz tampon:
(CH3COONa (0.1 M) - NaClO4 (0.5 M)]: Hassasiyetle tartimlar1 yapilan Sodyum
perklorattan (NaClO4) 9.817g, ve Sodyum asetat (CH3COONa.3H-0O) (2.04 g, ve 0.015
mol) tizerine 0.12 litre saf su eklenerek ¢oziindiiriildii ve akabinde pH 5.6 ya ¢ekilerek son

hacim 0.15 litreye ayarlandi.

6. Esteraz tamponu (Esteraz Aktivitesi i¢in hazirlanan tampon (0.05 M Tris-SOs): 6.055 g
tartimi yapilan Tris iizerine 0.95 L saf su da cdziindiiriildii ve hemen akabinde 1 N Siilfiirik
Asit (H2SO4) cozeltisiyle pH ayarlamasi 7.4 olarak yapilir son olarak saf su ile 1 litreye

getirilir.

7.Substrat (3 mM p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi): 27.2 mg p-nitrofenilasetat hassasiyetle
tartilarak 1ml aseton yardimu ile ¢oziiliir, bu karisim manyetik karistirict iizerinde kuvvetle
karistirilan 49 ml saf suya yavas olacak sekilde damla damla ilave edilir ¢6zelti giinliik olarak

taze hazirlanmalidir.

8. Stok Inhibitér ¢ozeltileri; Deneylerde kullanilacak her maddeden 3 mg hassasiyetle
tartilarak, ilizerine 3 mL Dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edilip vorteks yardimi ile

¢ozlindiirmek suretiyle hazirlandi.
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8. Protein tayini i¢in hazirlanan ¢ozelti: 0.1 g Brilliant Blue G 0.05L %90’lik Ethanoll’de
coziindiiriilerek, %95’lik Fosforikasit (H3POs) ilave edilip total hacim su ile 1000 mL ye
getirildi.

3.2.2. Jel Elektroforezi (SDS-Poliakrilamid SDS-PAGE) icin Kullanilan Cozeltiler

1. SDS-PAGE ¢ozeltisi: 10 mL hacimli balon joje igerisine 0.55 mL 1 M Tris-HCl, 1 mL %
0.1’lik brom-timol mavisi, 1000 pL puregliserin ve 0.001 L %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS) karisim haline getirilip, 10 mL’ye saf suyla tamamlanmak suretiyle hazirlandi. Son

olarak hazirlanan tampona 50 pL B-merkaptoetanol ilave edildi.

2. SDS-PAGE igin yiiriitme tampon ¢dzeltisi: Saf gliserolden 7.2 mL alinip sonrasinda 0.150
gram Tris 50 mL saf su igerisinde ¢oziindiiriildii, hemen ardindan 0.005 L 0.01°1lik SDS-
PAGE ilave edilerek hazirlanan ¢ozelti distile edilmis saf su ile total hacim olan 0.5 L

tamamlandi.

3. Eliisyon ¢ozeltisi (Boyama Icin): 0.1 g olacak sekilde hassasiyetle tartimi yapilan
Coomassie Brillant Blue R-250, %10 (Asetik) CH3COOH, %50 metanol ardindan %40 saf

destile su (H20) ilave edilerek uygun miktarda hazir hale getirildi.

4. Akrilamid--bisakrilamid ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 30 mg akrilamid ile 8 mg bis-akrilamd

100 mL saf suyla ¢oziindiirtilerek hazir hale getirildi.

5.SDS (%10’luk) hazirlama asamalari: 10 pg SDS, 990 pL destile edilmis saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

6. pH 8.8’lik 3 M’lik Tris-HCI ¢ozeltisi: 3630 mg Tris, 0.048 L bir 1 Molarlik hidroklorik
Asit (HCI) ile ¢oziilerek son hacim 100 mililitreye getirildi.

7. Yikama Cozeltisi (Jel yikama i¢in kullanilan): Toplam hacim 100 mililitre olacak sekilde
%10 asetikasit (CHs:COOH), %40 distile su, %50 Metanol ¢ozelti haline getirilir.
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3.2.3. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevlerinin Sentezi
Ligand sentezlenmesi

5-Trifluorometoksisalisilaldehit (2.06 g, 10 mmol), 20 millilitre etanos de ¢oziindiiriilerek
sentezleme cihazininin 100 mL’lik balonuna aktarildi ardindan 20 mL etanolde
¢oOziindiriilmiis vaziyette olan o-aminofenol (1.09 g, 10 mmol) ve (0.01 g) p-toluen siilfonik
asit damla damla yavag sekilde bu ¢dzeltiye ilave edildi. Tepkimeye 60 derece sicaklikta 4
saat siireyle devam edildi. FT-IR spektrometresinde karbonil piki takip edilerek tepkimenin
tamamlanip tamamlanmadig1 kontrol edildi. Sentezleme islemi tamamlanan iiriin bir siire
dinlenmeye birakildiktan sonra, sicak distile su, etanol ve dietil eter kullanilarak yikandi,

kurumasi i¢in vakum uygulamasi yapildi (Canpolat, 2003; Tuna, 2010).

OH HO

F,CO

T O = o s L
OH NH, \©\/\

OH
LH

Sekil 3. 1. Ligandin Sentez Mekanizmast

Metal komplekslerinin sentezi

Sentezlenen LH ligand1 (0.594 g, 1.00 mmol), 10 mililitre mutlak etanolde ¢oziindiiriilerek
sentez cihazindaki 50 mL’lik cambalona eklendi sonrasinda bu ¢ozeltiye 10 mL mutlak
etanol icerisinde metal asetattlar1 [kobalt (II) asetattetrahidrat (0.125 g, 0.50 mmol), nikel
(IT) asetattetrahidrat (0.124 g, 0.50 mmol), bakir (II) asetatmonohidrat (0.10 g, 0.50 mmol),
¢inko (II) asetatdihidrat (0.110 g, 0.50 mmol), kadmiyum (II) asetatdihidrat (0.133 g, 0.50
mmol), uranil asetatdihidrat (0.212 g, 0.50 mmol)] damlatma hunisiyle damla damla
karistirildi. Reaksiyon 50-60 °C’de 2-4 saatte gerceklestirildi. Sentezlenen {iriinler
dinlendirildikten sonra sicak saf su, etil alkol ve dietil eter ile yikandi, vakum altinda

kurutuldu (Canpolat, 2003; Tuna, 2010).
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Sekil 3. 2. Metal Komplekslerinin Sentez Mekanizmast

OCF,

Tablo 3.1. LH Ligand1 ve Metal Komplekslerinin Analitik ve Fiziksel Verileri

Bilesik Formiil (gl\;ll;f;'l) Renk 1\11201.11::121 et V(el;j;n
(°C)

LH Ci4sH10NOsF;3 297.232  Koyu Sar1 106-108 - 72.00
CoL, CoC23H13N>O¢Fs 651.381 Kahverengi > 300 4.26 56.00
Cul.; CuCaH13N>O¢Fs 655.994 Koyu Yesil > 300 1.82 61.00
NiL; NiC,sH3sN2O¢Fs 651.141  Agcik Yesil > 300 2.53 49.00
Znl.; ZnC3H 3N>O6Fe 657.838  Acik Sari > 300 Dia. 64.00
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Sekil 3. 3. Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal Kompleksleri

3.2.3. Sepharose-4B-L-Tirozin- siilfonamid Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Kullandigimiz afinite jeli, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B bilesigine kovalent olarak
tirozin’in baglanmasi ve sonrasinda tirozine siilfanilamid diazonyum tuzunun

kenetlendirilmesiyle olusturuldu (Kohn ve Wilchek, 1978).

Aktive Edilmis sepharose-4B iizerine tirozin baglanmasi

Aktive edilme islemi i¢in 7.5 g CNBr kullanilan Sepharose-4B, pH’s1 10°‘a ayarlanmis ve
igerisinde 80 miligram tirozin bulunan NaHCOs; tamponuna ilave edildi. Bir manyetik
karistirict yardimiyla yarim saat siireyle +4°C de stirekli olarak karistirildi. Ardindan yine
ayn1 tampon c¢ozeltisi ile 250 mililitre olacak sekilde seyreltildi, karistirmaya 120 dakika
boyunca devam edildi. Karistirma siiresi sonunda 16 saat boyunca +4°C dinlendirildi. Daha
sonra yikama iglemine gecildi, yikama suyunda yapilan 280 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik 6l¢iimde herhangi bir absorbans vermeyinceye kadar yikamaya devam
edildi ve bir kez de pH 8.8 olan 100 mL 0.2 Mol NaHCOs; tampon ¢6zeltisi kullanilarak
yikandi. Hemen arkasindan tirozin bulunan jel, tampon ¢6zeltinin 40 mL’lik kismina tagind1

(Ozensoy ve ark., 2004)
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Siilfanilamid kenetlendirilmesi

Donma noktasindaki sicaklikta olan 10 mL 1 M HCI ile 25 mg siilfanilamid eklenerek
¢oziindiiriildii. Bagka bir kapta 0°C de 5 mL su igerisine 75 mg NaNO; bilesigi ilave edilerek
sicaklik 5 dereceyi gecmeyecek sekilde ¢oOziindiiriildii ardindan ilk olarak hazirlanan
stilfanilamid ¢ozeltisine yavas yavas olacak sekilde damla damla eklenir, bir dnceki islem
asamalarina gore hazirlamis oldugumuz 40 mL hacmindeki Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna diazolanmis olan siilfanilamid eklenerek potansiyel hidrojen 9.5 seviyesine
ayarlandi. pH ayar1 sonras1 oda sartlarinda yavas ayarda 3 saat karistirma islemine tabi
tutuldu. Karistirma iglemi akabinde 1000 mL saf su ile yikama yapilarak tampon igerisinde

bekletildi (Cuatrecasas, 1970).

Sepharose 4B-Ltmezin
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Sekil 3. 4. Sefaroz 4B-L-Tirozin Afinite Jelinin Hazirlanma Adimlarinin Sematik
Gosterimi

25



Afinite kolonunun paketlenmesi

Yukarida anlatilan sekilde hassasiyetle kullanima hazir hale getirilen afinite jeli, dengeleme
tamponu (Tris-HCI, pH=7.8) igerisine alinarak siispanse olmasi saglanir. Havasini almak
icin su trombundan faydalanilir hafif diizeydeki vakum ile bulunan hava kabarciklar
giderilir. Sonrasinda jel, 10x150 mm’lik kapali sistem kolona doldurulmak suretiyle
paketleme islemi tamamlanir. Kolon igerisine doldurulan jelin ¢6kmesi gerceklestikten sonra
peristaltik pompa baglanarak dengeleme ¢ozeltisi ile yikama yapilir. Bu islem dengeleme
islemi olarak adlandirilir dengeleme isleminde basarinin takibi tampon ¢ozelti ve eliiat
arasindaki pH farklarmin esitlenmesi ayrica 280 nm’de absorbanslarinin esitlenmesinin

gozlenmesi ile yapilir.
3.2.4. Deneyde Kullanilan insan Kaniin Temini ve Hemolizatin Hazirlanmasi

Insan kan 6rnegi Erzincan Ozel Neon Hastanesi laboratuvarindan temin edilerek +4 °C de
muhafaza edildi, muhafaza siiresi 48 saati gegmeyecek sekilde kullanilmak tizere zamanlama
planlandi. Kan ornekleri santrifiij tliplerine aktarilarak 2500 rpm ile 15 dakika santrifiij
islemine tabii tutuldu. islem sonras: tiiplerin iist kismindaki plazma pastér pipeti yardimu ile
uzaklastirildi. Tiplerde Cokelti olarak kalan eritrosit kismima %0.9’luk NaCl (serum
fizyolojik) ¢ozeltisi ilave edilerek ayni devir ve siire de santrifiijlemeye devam edildi. Bu
islem birkag kez tekrarlanarak santrifiij sonrasi tist kisim dikkatlice uzaklastirildi. Bu yikama
islemi sonrasi kalan eritrosit ¢okeltisinin lizerine toplam hacminin yaklasik 5 kati olacak
sekilde buzlu saf su ilave edildi ve 15-20 dakika hemoliz islemine karistirmak suretiyle
devam edildi. Hemolizasyon islemi sonrast hemolizat icerisindeki hiicre zarlar1 ve diger
hiicre bilesenlerini uzaklastirmak i¢in sogutmali santrifiij kullanilarak +4 sicaklik ayarli ve
20.000 devirde 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij bitiminde siipernatant kisim dikkatlice
alinarak azar azar kat tris ekleyerek potansiyel hidrojen degeri 8.7 ye ayarlandi. Bu iglemler
sonucunda elde etmis oldugumuz hemolizat afinite kolonuna tatbik edilmeye hazir hale

getirilmis oldu (Rickli ve ark., 1964).
3.2.5. Afinite Kolonuna Hemolizatin Tatbiki ve Enzimlerin Eliie Edilmesi islemi

Hassasiyetle takip edilen prosediir ile hazirlanan afinite jelinin paketlenmesi 1.5cm 2x50cm

boyutundaki kolona doldurmak suretiyle yapildi. Kolon dengeleme islemi i¢in dengeleme
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tamponu olarak adlandirdigimiz pH 8.7 olan 25 mM Tris-HCI / 0.1 M Na»SOy4 ¢ozeltisi
kullanildi. insan kan1 kullanarak daha 6nceden elde ettigimiz hemolizat dengelenme iglemi
yapilmis kolona yiiklendi. Perilstatik pompa c¢alistirilarak siire ve gecis miktar1 ayarlandi.
Hemolizatin kolondan ge¢mesinin ardindan yikama tamponu kullanilarak jel yikandi. Bu
islem kolondan gecen yikama tamponundaki absorbans degerini 0.05 okuyana kadar devam
etti. Yikama asamasindan sonra kolonda tutulmus halde bulunan ve calismamizda
kullandigimiz hCA I ve hCA 1I izozimlerini kolondan almak i¢in eliisyon islemine gegildi.
Eliisyon isleminde kolona sirasi ile once pH 6.3 25 mM NaHPO4/ 1 M NaCl ¢ozeltisi
uygulanarak #CA 1 ve ardindan pH degeri 5.6 olan 0.1 M CH3COONa/0.5 M NaClO4
¢ozeltisi uygulanarak AZCA 1II ayr1 ayr1 3 mL tiiplere topland1 (Rickli ve ark., 1964).

3.2.6. Diyaliz (Tuzlarin uzaklastirilmasi) Islemi

Eliisyon islemi sonrast ayri1 ayr tliplerde toplanan enzimler, ¢ozelti ortaminda bulunan
tuzlardan ve diger ¢ozlinebilir safsizliklardan arindirmak igin diyaliz islemine tabii tutuldu.
Bu islemde elde ettigimiz 7CA I ve hCA 1I izozimlerini 6zel diyaliz torbalarina doldurarak
+4°C de 24 saat manyetik karistirici ile karistirilir vaziyetteki tampon ¢ozelti igerisinde
bekletildi. Diyaliz tamponu 4 saatte bir yenisi ile degistirilerek islem yapilmistir. Elde
ettigimiz enzim ¢ozeltilerinden karakterizasyon ve spesifik aktivite denemeleri ic¢in
ornekleme yapilmis kalan enzimler in vitro aktivasyon ve inhibisyon deneylerinde
kullanilmak {izere 3 mL olacak sekilde isimlendirilmis tliplere taksim edilerek -20°C de

muhafazaya alinmistir.
3.2.7. Protein Tayini
Kalitatif protein tayini

Kalitatif total proteinin belirlenmesi, prensip olarak proteinlerin yapisimi tesekkiil eden
aromatik aminoasitlerden tirozin ile triptofan’in 280 nanometrede en yiiksek Abs degeri
vermesini temel alir. Calismamizda afinite kolonu sonrast Warburg metodu olarak
adlandirilan bu metot kullanilarak protein tayini gerceklestirildi (Segel, 1975). Islem
adimlar1 olarak, afinite kromatografisinden eliisyon sonrasi ayri tiiplerde toplanan aymni
hacimdeki numunelerde kuvars kiivetler kullanilarak 280 nm de kore kars1 okuma yapildi.

Islemde kor olarak eliisyon tamponu kullanildi.
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Bradford yontemi ile protein tayini

Insan eritrositlerinden elde edilen hemolizatin, Sepharose 4B-L-tirozin siilfanilamid afinite
kromatografisinden gecirilerek yalitilan enzim ¢ozeltilerindeki protein miktarini bu yontemi
kullanarak saptadik. Uyguladigimiz bu metot i¢cin Coomassie brillant blue G-250 boyasi
kullanilir. Prensip olarak negatif yiiklii olan bu boya pozitif yiiklii olan protein ile bag kurar
ve proteinle baglanan bu boya kirmizidan maviye dogru bir renk degisimi gosterir. Kirmizi
formdayken maksimum Abs 465 nm olan boyanin mavi renkteki maksimum Abs 595 nm
olarak gozlenmektedir. Bu yontemin kisa zamanda uygulanabilirligi, her ¢alismada ayri
standart egri ¢izimine gerek olmamasi, hassasiyetinin 1 ile 100 mikrogram arasinda olmasi
boya ve proteinin olusturdugu kompleksin ¢ozeltide uzun siire korunmasi kantitatif diger

metotlara gére avantajlarindandir (Bradford, 1976).

Spektrofotometrik olarak yiiriittiiglimiiz analiz metodunun uygulanmas su sekilde yapildi,
her bir mililitresinde 1mg protein igeren standart protein olarak sigir albiimin standardi
kullanildi. Standart hazirlanmasi i¢in 11 adet deney tiipiine 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 ve 100 pl standart albiimin alindi. Tiim tiipler distile su kullanilarak 100 mikrolitreye
tamamlandi. Ardindan her tiipe 5 mililitre Coomassie Brillant Blue G-250 reaktif boya
eklendi. Tiipler vortekslenerek karisimi saglandi. Vorteks kullanilarak tiipler icerisindeki
cozeltilerin karismasi saglandi ve protein-boya kompleksinin tam olarak saglanabilmesi ig¢in
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Esit hacimli kuvars kiivetler kullanilarak 595 nm
de kore karst okumalar alindi. Kor hazirlamada 100 mikrolitre saf su ve deneylerde
kullanilan ayn1 miktarda boyama reaktifi karistirildi. Standart egride Abs degerleri karsilig
olan pg protein degerleri hesap edildi.

3.2.8. Elde Edilen Enzim Safliginin SDS-PAGE Yontemi ile Kontrolii

Caligmamizda denemeye alacagimiz enzimlerin karakterizasyonu ve safligini belirlemek
lizere Poliakrilamid jel elektroforezinden yararlanildi. Islemde kullanilacak yigma ve ayirma
jeli hazirlandi. Ayirma jeli hazirlama adimlari; Potansiyel hidrojen degeri 8.8 1.0 M
yogunlugunda, 3.75 mililitre TRIS-HCI tamponu ile 3.15 millilitre saf su, 100 uL. %10’luk
amonyum persiilfat, %10’luk SDS den100 pL, %40’ lik akrilamidten 3.0 mL ile 6 pL
TEMED bilesigi uygun 6l¢ekli bir kapta karigim haline getirilerek hazirlandi. Elde ettigimiz
karisim seffaf cam plakalara hava kabarcigi ya da bosluk olusturmadan dikkatli sekilde
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dolduruldu tizerine 1.0 mililitre 2-propanol ilave edildi. Olusan jelin kat1 hale gelmesinden
sonra propanol akitilarak islem sonlandirildi. Yigma jeli hazirlanmasinda; 6.8 pH
degerindeki 1.0 M TRIS-HCI tamponundan 375 pL, distile sudan 2.33 mL %10 luk
amonyum persiilfattan 30 pL %10 luk SDS’den 30 pL, %40 lik akrilamidten 281 pL ve 5
puL. TEMED’ten bir kapta karistirilarak meydana getirildi. Elde edilen bu karisim
hassasiyetle ilk olarak doldurdugumuz ayirma jelinin iizerine ilave edildi. Sonrasinda SDS-
PAGE taragi dikkatlice yerlestirilip sabitlemesi yapildi. Yigma jelininde katilagmasi
tamamlandiktan sonra tarak hassasiyetle jele zarar vermeden c¢ikarildi. Olusan yiikleme
kuyucuklarina her numuneden 30 pL kuyucuklara aktarildi. Yiikleme Oncesi protein yani
enzim numuneleri denatiire edildi. 12.000 rpm de 15 sn siireyle santrifiijlendi. Yiirlitme
islemine 120 dakika boyunca devam edildi. Ardindan jel boyama ¢ozeltisine alindi 120
dakika ¢alkalama islemi uygulandi. Jel seffaf goriiniime ulasana kadar yikamaya tabi tutuldu

son adim olarak olusan bantlar gézlemlendi (Laemmli, 1970).
3.2.9. Karbonik Anhidraz Enzimi Aktivitesi Tayini

Karbonik andiraz izozimlerinin aktivitesi, in vitro sartlarda kararli bir sekilde iki farkli metot
kullanilarak tespit edilebilir. Bu metotlarda CA izozimlerinin CO> hidratasyonu 6zelliginden
ve esteraz Ozelliginden faydalanilmaktadir. Tez ¢alismalarimiz kapsaminda ACA 1 ve hCA

II izozimlerinin aktivasyon durumunun tespitinde esteraz aktivitesinden faydalanilmistir.
Esteraz aktivitesi tayini

Caligmalarimizda da kullandigimiz bu yontem, karbonik anhidraz enziminin esteraz
reaksiyonunu katalizleme Ozelligine sahip olmasi esasin1 temel almaktadir. Esteraz
aktivitesinin tayin edilmesi metodunun prensibi kisaca su sekildedir; substrat olarak
kullanilan p-nitrofenilasetatin karbonik anhidraz enzimi kataliziyle p-nitrofenolat ya da p-
nitrofenol’a hidroliz edilmesi ve bu reaksiyonun 348 nm’de absorbans vermesi durumunun

tespitidir. Katalizlenen reaksiyonun mekanizmasi asagidaki gibidir:

9 CA
O2NOO_C_CH3 + HQO — OQN@OH + CHSCOOH

p-nitrofenil asetat p-nitrofenol

Sekil 3. 5. Substrat Olarak Kullanilan p-nitrofenilasetat’in p-nitrofenol’a Hidrolizi
Reaksiyonu
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Absorbans degeri olarak 348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in ikisi de ayni1 degere
sahiptir. Dolayis1 ile fenol grubundaki H* iyonunun agiga ¢ikmasi ya da ¢ikmamasi 6l¢iim
degerlerini etkilememektedir (Armstrong ve ark, 1966; Verpoorte ve ark., 1967).
Calismamizin yiiriitiildiigii dalga boyunda p-nitrofenilasetatin absorbans degeri ¢ok diisiik
oldugu icin, Ol¢climlerde kor olarak kullanilmaktadir. Deneylerimizde 1 ml’lik kuvarz
kiivetler kullanilmis, reaksiyon ortamina katilan maddeler ve miktarlar1 siras1 ile asagidaki

tabloda gosterildigi gibidir.

Tablo 3.2. Aktivasyon Kiiveti Igerigi ve Miktarlar1

Stok Aktivite Cozeltileri K"}‘I‘;Z’Ilnli:lv)e“ N“}‘I“;‘c'i‘lenl((;il;“i
Tris-SO4 tamponu 400 400
p-Nitrofenilasetat 360 360

Distile Su 225 Degisken
Enzim ¢ozeltisi 15 15
Inhibitor 0 Degisken

Yukarda gosterilen maddeler belirtilen miktarlarda ve sirada reaksiyon kiivetinde
karistirllarak dalga boyu 348 nm ayarli spektrofotometre de 25°C de 15 saniyede bir
absorbans miktar1 okunmus ve 3 dakika sonundaki absorbans farki alinarak hesaplamalar

yapilmistir.

AODXEX

E

f

EU/ml=

EU/ml: 1 ml’deki enzim Unitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

€ . p-nitrofenol’{in molar ekstinksiyon katsayis1 (5x10° M 'ecm™)
Vr ¢ Toplam kiivet hacmi (ml)

Ve : Enzim numunesinin hacmi (ml)

f . Seyreltme faktorii
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4. BULGULAR
4.1. Kantitatif Protein Tayini ve 2CA I ve II izoenziminin Saflastirilmas1 Sonuclar

Insan eritrositlerinden elde edilen hemolizatin, Sepharose 4B-L-tirozin siilfanilamid afinite
kromatografisinden gegcirilerek yalitilan enzim ¢ozeltilerindeki protein miktarin1 bu yontem
kullanilarak saptadik. Uyguladigimiz bu metot i¢cin Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi
kullanilir. Prensip olarak negatif yiiklii olan bu boya pozitif yiiklii olan protein ile bag kurar
ve proteinle baglanan bu boya kirmizidan maviye dogru bir renk degisimi gosterir. Kirmizi
formdayken maksimum Abs 465 nm olan boyanin mavi renkteki maksimum Abs 595 nm
olarak gozlenmektedir. Bu yontemin kisa zamanda uygulanabilirligi, her ¢alismada ayri
standart egri ¢izimine gerek olmamasi, hassasiyetinin 1 ile 100 mikrogram arasinda olmasi
boya ve proteinin olusturdugu kompleksin ¢ézeltide uzun siire korunmasi kantitatif diger

metotlara gére avantajlarindandir (Bradford, 1976).

Spektrofotometrik olarak yliriittiiglimiiz analiz metodunun uygulanmasi su sekilde yapildi,
her bir mililitresinde Img protein igeren standart protein olarak siir albiimin standardi
kullanildi. Standart hazirlanmasi i¢in 11 adet deney tiipiine 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 ve 100 pl standart albimin alindi. Tiim tiipler distile su kullanilarak 100 mikrolitreye
tamamlandi. Ardindan her tiipe 5 millilitre Coomassie Brillant Blue G-250 reaktif boya
eklendi. Tipler vortekslenerek karisimi saglandi. Vortex kullanilarak tiipler icerisindeki
cozeltilerin karigmasi saglandi ve protein-boya kompleksinin tam olarak saglanabilmesi i¢in
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Esit hacimli kuvars kiivetler kullanilarak 595 nm
de kore karsi okumalar alindi. Kor hazirlamada 100 mikrolitre saf su ve deneylerde
kullanilan ayn1 miktarda boyama reaktifi karistirildi. Standart egride Abs degerleri karsilig
olan pg protein degerleri hesap edildi.
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1,60 - y =0,0126x + 0,0873
R*=0,9978

[Abs] 595 nm
o
ko
o

0,60 A
0,40 A

0,20 A

0,00 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

[Protein] pg
Sekil 4. 1. Bradford Yontemi Standart Grafigi

Daha sonra hemolizatin Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolonuna uygulanmasi

sonucunda aktivite tayini yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi, saflastirma oranlari

tespit edildi.

Tablo 4.1. hCA 1 ve II izoenziminin Saflastirilma Basamaklar1

g = 2 2
g 2 =z = 2
L= 3 g = = kv ke Y z
Saflagtirma = E - ’—g 3 % Ew = =) = E E s % g
Basamaklan % B E,, = E £ g g g 2 e.&g EJ >~ R
~ = = = a 7~ s

=) ) > g 70}

= = = n
Homojenat 133.3 100 5.58 558.3 13333.3 23.9 100.0 1.0
hCA 1 406.7 15 4.01 60.2 6100.0 101.4 45.8 4.2
hCA 11 666.7 8 4.01 32.1 5333.3 166.2 40.0 7.0
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4.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclari

hCA izoenzimlerinin saflagtirma islemi tamamlandiktan sonra (Laemmli, 1970) metoduna

gore %3-8 kesikli SDS-PAGE yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

Sekil 4. 2. SDS-PAGE Elektroforez Karakterizasyon Gorseli (0: Standart 1: A/CA I Enzimi,
2: hCA 1I Enzimi)

4.3. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasal

Bilesiklerin Etkilerinin Incelenmesinin Sonuclar

Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi iizerine yeni sentezlenen Schiff Bazi
tiirevlerinin etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Inhibisyon sabitlerini (K) tespit etmek amaciyla sabit {i¢ uygun bilesik konsantrasyonu ve
bes substrat konsantrasyonu belirlenerek aktiviteleri o6l¢iildi. Elde edilen degerler
yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Ki sabitleri hesaplandi (Lineweaver ve

Burk, 1934).
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[ Kontrol ]
— [I1]
- [2]
— [I3]

(EU/mI)

50 25 00 25 5.0 7.5
1/[ Substrat ] mM"*

Sekil 4. 3.Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Tiirevi Olan LH Bilesiginin hCA I Izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve Ki Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi

<— [ Kontrol ]
— [I1]
— [I2]
— [13]

(EU/mI)"

50 25 0.0 25 5.0 7.5
1 /[ Substrat ] mm!

Sekil 4. 4.Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevi Olan CoL: Bilesiginin 2CA I Izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K1 Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi
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== [Kontrol ]
— [M]
- [I2]
— [13]

-5.0 2.5 0.0 2.5 5.0 7.5
1/[ Substrat ] mm™

Sekil 4. 5. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevi Olan Cul; Bilesiginin #CA I Izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve Ki Sabitinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi

[ Kontrol ]
— [H]
— [I2]
— [I3]

-5.0 2.5 0.0 2.5 5.0 7.5
1/[ Substrat ] mm~!

Sekil 4. 6. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevi Olan NiL, Bilesiginin ACA I izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K1 Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi
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[ Kontrol ]
— [H]
— [I2]
— [13]

E -
(3]
1

(EU/mI)™
w
(=]

-5.0 2.5 0.0 25 5.0 7.5
1/[ Substrat ] mM"!

Sekil 4. 7.Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tirevi Olan ZnL, Bilesiginin hCA 1 izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K1 Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi

[ Kontrol ]
== [H]
— [R2]
=r= ]

1/[ Substrat ] mMm!

Sekil 4. 8.Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevi Olan LH Bilesiginin hCA II [zoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi
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[ Kontrol ]
—— [Ft]
—— [I2]
— [I3]

-5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0 7.5
1/[ Substrat ] mM*!

Sekil 4. 9. Yeni sentezlenen Schiff Bazi tiirevi olan CoL bilesiginin ACA II Izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi

124
—— [Kontrol ]

= 1)
—- [I2]
== [5]

I 1 T 1 1

-5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0 7.5
1/[ Substrat] mm*!

Sekil 4. 10. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevi Olan CuLa Bilesiginin ACA 11 [zoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi

37



12 4
—— [ Kontrol ]

— [H]
— [k2]
— [I3]

25 5.0 7.5

1/[ Substrat ] mM"!

Sekil 4. 11 Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevi Olan NiL, Bilesiginin ACA II izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K1 Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi

12 5
~— [ Kontrol ]

== [IH]
— [12]
== [I3]

‘l
-5.0 2.5 0.0 25 5.0 7.5

1/[ Substrat ] mM"!

Sekil 4. 12. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevi Olan ZnL, Bilesiginin ACA II Izoenzimi
Aktivitesi Uzerine Etkisini Gosteren ve K1 Sabitinin Belirlenmesi I¢in Kullanilan
Lineweaver-Burk Grafigi
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Tablo 3.2. Yeni Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevlerinin ICso Degerleri ve K1 Sabitleri

hCA T hCATI
Molekiil
D ICs R K g inhibisyon ICs R K g Inhibisyon
(nM) (nM) tipi (nM) (nM) tipi

LH 184.80 £3.28 0.9968 322.80+ 18.98 0.9856 Yansmasiz 153.40+2.221 0.9977 161.50 +15.87 0.9868 Yansmali
CoL:  6154+190 09905 9029+9.08 09870 Yansmali 51.45+045 09987 88.52+10.44 09851 Yarsmal
Cul; 30.21+0.52 09975 42.14+4.47 09862 Yangmali  14.12+1.15 0.9461 33.37+3.84 0.9867 Yarismali
NiL: 65.63+0.94 0.9980 101.70+10.42 009881 Yansmah 48.29+0.63 09984 8533+941 09875 Yarsmal
ZnL:  43.11+140 09919 61.68+627 09873 Yansmah 29.33+133 009848 58.80+6.72 09870 Yarismal
AAZ*®  22390+£3.91 0.9988 461.60+33.04 0.9871 Yansmasiz 139.70+2.77 0.9950 229.00+16.08 0.9875 Yansmasiz

¢ Asetazolamid

5.4. Molekiiler Kenetlenme Calismalar:

Molekiiler yerlestirme caligmalarinin yardimiyla stabil bir kompleks olusturmak igin
proteinlerin ve ligandlarin baglanma boélgelerini tespit etmek miimkiindiir. Ayrica, bu
calismalar, potansiyel yapi-aktivite iliskilerinin yani sira ligandlarin proteinlere baglanirken
benimsedigi konformasyon ve yonelimlerin tahmin edilmesine izin vermektedir. Bu tez
kapsaminda, inhibitér Ozellikleri in vitro olarak incelenen molekiillerin h/CA I ve 1I
izoenzimlerine karsi etkilesimlerini aydinlatmak ig¢in molekiiler yerlestirme caligmalar
yapilmustir. Molekiiler yerlestirme simiilasyonlarinda (PDB ID: 1AZM ve 3HS4) kullanilan
hCA izoenzimlerinin {i¢ boyutlu yapilari, “RCSB Protein Data Bank” web sitesinden
(https://www.rcsb.org) elde edilen “Small-Molecule Drug Discovery Suite 2023-4
(Schrodinger, LLC, NY, USA)” yazilimmnin “Protein Hazirlama Sihirbazi” modiili

kullanilarak hazirlanmistir. Protein hazirlama asamasi sirasinda, yalmizca enzimin aktif
bolgesindeki su molekiilleri tutuldu ve liganddan 5 A'den daha uzakta olan su molekiilleri,
“OPLS4" kuvvet alan1 kullanilarak yeniden optimize edildi. Bu proteinlerin yapisinda

birlikte kristalize olan asetazolamid molekiilii baglanma bolgelerinde tutulmustur. Ayni
yazilimin “Prime” modiilii eksik hidrojen atomlarin1 tamamlamak i¢in kullanilirken, amino

asit kalintilarinin iyonizasyon ve tautomerik durumlarini belirlemek i¢in “Epik” modiilii

kullanilmistir. LigPrep” modiilii yardimiyla pH 7.0 &+ 2.0°deki olas1 iyonizasyon durumlari,
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totomerleri ve enantiyomerleri belirlenmistir. Ligandlarin minimizasyonu i¢in “OPLS4”
kuvvet alanit parametreleri kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin iki boyutlu yapilari
“ChemDraw 21 (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA)” yazilimi kullanilarak ¢izildi.
Kenetlenme oncesi “Receptor Grid Generation” modiilii ile baglanma bodlgesinin haritasi
olusturulmus ve ayni yazilimin “Glide XP” algoritmas1 kullanilarak ilk dnce asetazolamidin
daha sonra diger ligandlar proteine kenetlenmistir. /n vitro kosullarda inhibisyon etkinligi
en giiclii olan Cul, bilesiginin molekiiler yerlestirme caligmalar1 gergeklestirildi. Cul»
bilesigi ile A”CA 1 (GIn92) arasinda 2.14 A mesafede su molekiilii araciliiyla bir hidrojen
bag1 meydana gelirken, hCA II’'nin Asn62 amino asit kalintis1 ile 1.99 A mesafede bir
hidrojen bagi ve ayrica TrpS ve His64 amino asit kalintilart ile z etkilesimleri tespit

edilmistir (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Charged (negative) Polar Distance —e Pi-cation

Charged (positive) Unspecified residue -+ H-bond — Salt bridge
_) Glycine ) Water -+ Halogen bond ' Solvent exposure
g Hydrophobic _ Hydration site — Metal coordination

Metal X) Hydration site (displaced) e Pi-Pi

Sekil 4. 13. Molekiiler Kenetlenme Sonucunda Elde Edilen CuL.— 2CA I (PDB ID:
1AZM) Etkilesim Diyagrami

41



3 Charged (negative) ) Polar e Distance —e Pi-cation

Charged (positive) Unspecified residue -+ H-bond — Salt bridge
) Glycine J Water -+ Halogen bond Solvent exposure
) Hydrophobic ) Hydration site — Metal coordination

Metal X) Hydration site (displ: o Pi-Pi king

Sekil 4. 14. Molekiiler Kenetlenme Sonucunda Elde Edilen Cul., — 2CA II (PDB ID:
3HS4) Etkilesim Diyagrami
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5. TARTISMA

Karbonik anhidraz {izerinde inhibisyon ve aktivasyon etkisi olabilecek yeni sentezlenmis
maddeler ile yapilan caligmalar hizla artis gostererek giinlimiizde popiileritesini
korumaktadir. Bu sebeple ¢ok sayida enzim inhibitorii sentezlenmis klinikte basta glokom,
antitimor, antibiyotik, epilepsi, analjezik ajan, ndrolojik hastaliklar ve anti-lilser tedavileri

olmak iizere, CA inhibitorleri ilag olarak dogrudan hizmet vermektedir (Supuran, 2010).

Yiriittiigiimiiz bu ¢alismada hCA 1 ve hCA 1II izoenzimleri, Sepharose-4B-L-tirozin-p-
aminobenzen siilfonamit afinite kromatografisi kullanilarak insan eritrositlerinden izole
edilmistir. Ik asama olarak saflastirilan enzimlerde kantitatif protein tayini, SDS-PAGE
analizi ile karakterizasyon islemleri yapilmistir. Calismalarimizin ikinci kisminda ise yeni
sentezlenen Schiff Bazi tlirevi maddelerin esteraz kabiliyeti olan hCA I ve hCA 1I
izoenzimleri ilizerindeki etkileri in vitro sartlarda incelenmistir. Referans inhibitdr olarak
asetozolamid kullanilmistir. Son agsamada ise sentezlenmis bilesiklerin etki mekanizmalari
hakkinda fikir edinmek amaciyla in silico caligmalar gerceklestirilmistir. Molekdiler
ozelliklerin hesaplanmasinda bilgisayar destekli bir molekiiler modelleme programi olan
Schrodinger Suite 2023-4 yazilimi kullanilmistir. Bu hesaplamalar, potansiyel ilag
molekiillerinin kenetlenmesinin gergeklesecegi aktif bolgeyi tanimlamakta ve aday
molekiillerin hedef reseptor bolgesi ile etkilesimleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
analiz sayesinde, en yliksek puana sahip kompleksin, etkilesim diyagramlar1 detaylica

incelenmistir.

Tablo 4.2°de goriildiigii lizere yeni sentezlenen Schiff Bazi tiirevi olan LH, CoL,, Cul,,
NiL» ve ZnL» bilesiklerinin #CA I izoenzimi i¢in Ki degerleri 42.14 £4.47 nM ile 322.80
+18.98 nM arasinda iken ACA II i¢in 33.37 + 3.84 nM ile 161.50 +15.87 nM arasinda
oldugu tespit edilmistir.

Analizler sonucu elde edilen I/Cso ve Kidegerleri incelendiginde bilesiklerin tiimii her iki
izoenzim lizerinde de giiclii inhibisyon etkisi gdstermistir. Yeni sentezlenen Schiff Bazi

tiirevi olan LH bilesiginin ZCA II izoenzimini #CA I’e kiyasla yaklasik iki kat daha giiclii
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inhibe etme etkisine sahip olmasina ragmen diger molekiillerin etkileri benzer seviyelerde
gerceklesmistir. Referans inhibitor AAZ’ye kiyasla hCA 1 (K1: 42.14 = 4.47 nM) ve hCA 11
(K1: 33.37 = 3.84 nM) Cul., bilesigi tarafindan en giiglii bir sekilde inhibe edilmistir. Bu
bilesigin hemen arkasindan ZCA 1‘i yaklasik 7 kat, hCA II yi ise 5 kat standart inhibitore
gore daha fazla inhibisyon etkisi gosteren Znl. bilesigi takip etmistir. Bunun aksine
bilesiklerden en zayif inhibitor etki gdsteren ise ACA I ve hCA 1I igin sirasiyla 322.80 +
18.98 nM ve 161.50 £ 15.87 nM’lik Kidegerleri ile LH bilesigi olmustur.

Ereminsoy tarafindan 2023 yilinda sentezlenen Schiff Bazi metal komplekslerinin
Lipoksigenaz (LOX) enzimi {izerine etkilerini belirlemek tizere yiiriitiilen bir ¢alismada
LOX enziminin sentezlenen komplekslerin bazilari tarafindan inhibe edildigi ancak Cu*? ve
Zn*™? komplekslerinin enzim iizerinde herhangi bir inhibisyon etkisinin olmadigini

belirlenmistir (Ereminsoy, 2023).

Benzer olarak bir ¢alismada Shi ve arkadaslar1 2007 yilinda alt1 adet Schiff Bazi tiirevi yeni
gecis metal kompleksi sentezlemis ve kristalografik metotlarla karakterizasyonunu yapmis
ve ayrica sentezledikleri bu bilesiklerin iireaz enzimi lizerindeki inhibisyon etkilerini
incelemistir. Degerlendirmeler sonucunda, Mn(II) bilesiginin 8.30 + 0.93 uM ICsp ile en
giiclii inhibisyon etkisini gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica komplekslerin yap1 ve aktivite
iligkileri degerlendirildiginde tiim komplekslerin serbest iyonlarina kiyasla enzimle daha

fazla etkilesim gosterdigi ortaya konulmustur (Shi ve ark., 2007).

2020 yilinda yiiriitiilen bir ¢alismada ise Schiff Baz tiirevi Fe(Il) bilesiginin etkileri <CA 1
ve Il izoenzimleri lizerinde arastirilmis ve sirasiyla 52.83 + 11.52 nM ve 63.34 £ 8.88 nM’lik

Kidegerleriyle kuvvetli inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (Buldurun ve ark., 2020).

2019 yilinda yiiriitiillen baska bir calismada ise sentezlenen Schiff Bazi tlirevi metal
bilesikleri, CA I ve Il izoenzimleri iizerindeki etkileri incelenmis ve Ni*? kompleksinin A<CA
I i¢in 62.98 + 18.41 nM ve hCA 1l i¢in 86.17 + 23.62 nM’lik K; degerleriyle en kuvvetli

inhibisyon etkisine sahip oldugu bulunmustur (Buldurun ve ark., 2019).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak tez kapsaminda kullandigimiz yeni sentezlenen Schiff bazi tlirevi olan
bilesiklerin hCA 1 ve hCA II izoenzimlerini 6nemli seviyelerde inhibisyona ugrattig
saptanmis ve bu durum in silico ¢aligmalar yardimiyla da aydinlatilmistir. CA enzimi gibi
genis izozim grubuna sahip olan enzimler i¢in ila¢ ¢alismalarinda izoenzimlerden sadece
birini hedef alan maddeler secicilik 6zelligi gdstermesi nedeniyle daha fazla ilgi odagi
olmaktadir. Bu sayede grubun diger izozimlerine karsi inhibisyon etkisi az olacak ve yan
etki riski daha diisiik olacaktir. LH bilesiginin bu sekilde bir inhibisyon 6zelligi gostererek
hCA 1I enzimini, #CA I enzimine gore yaklasik olarak iki kat daha kuvvetli inhibisyona
ugrattig1 tespit edildi. Ayrica standart inhibitor asetozolamide kiyasla her iki enzim i¢inde
yaklagik 10 kat olacak sekilde en gii¢lii inhibisyon etkisine sahip olan bilesigin CuL; oldugu
tespit edilmistir. Bu yoniiyle hem LH ligand1 hem de onun Cu*? kompleksi hakkinda daha

fazla ve ileri adim ¢aligmalar yapilmasinin gerektigi diisiiniilmektedir.

Tez kapsamindaki bilesiklerin her biri hem AZCA I ve hem de ACA 1I izoenzimleri lizerinde
standart inhibitdre kiyasla oldukca 6nemli seviyelerde inhibitor etki gdsterdigi belirtilmisti.
Yeni sentezlenen bu molekiillerin siilfonamid grubu ilaglarin alternatifi ya da bu grupla
kombine olarak kullanim i¢in gii¢lii adaylar olma potansiyeline sahip olabilecegi gbz oniine
alindiginda bu bilesiklerin ileri ¢aligmalarda tercih edilerek iyice aydinlatilmasi gereken ve
ilag 6n maddesi olarak degerlendirilebilecek gii¢lii inhibitor etkiye sahip 6nemli bilesikler

oldugu goriilmektedir.

Molekiillerin sentez basamaklarinin ekonomik ve kolay olmasi, giiglii inhibisyon 6zelligi
gostermeleri ve yiiksek kararlilikta olmalar1 sebebiyle CA ile baglantili 6nemli hastaliklarda
inhibisyon 6zelliginden yararlanilabilinecegi ve dolayisiyla sentezlenen ligand ile onlarin
metalik komplekslerinin farkli kombinasyonlarmin CA’nin  diger izoenzimlerinin
inhibisyonunda da etkin rol oynayacagi beklenmektedir. Ayrica metal komplekslerinin her
birinin inhibisyon etkisinin degisiklik gostermesi daha fazla Schiff bazi metal

komplekslerinin CA izoenzimleri lizerindeki etkileri belirlenerek giiclii CA inhibitdrlerinin
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bulunmasi daha fazla ¢alismayla miimkiin olacaktir. Bu amagla gruptaki tiim enzimler igin

spesifik bir durumunun olup olmadig1 da belirlenecektir.

Neticede CA enzimi ¢ok genis bir izoenzim grubu olup iizerinde daha fazla caligma
yapilmasi gereken bir enzim grubudur. Arastirmada kullandigimiz yeni sentezlenen Schiff
bazi tiirevi olan LH, CoL,, Cul., NiL, ve ZnL: bilesiklerininin tamami1 ACA I ve hCA 11
izoenzimleri iizerinde tatmin edici derecede inhibisyona neden olmus bu bilesiklerinde ileri

caligmalarda degerlendirilmesi gerektigi kanaatini olusturmustur.
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OZGECMIS

19%*% yilinda Er##*x#x/Me**** dogdu. Ilk ve orta dgrenimini Er****** Kurtulus Ilk
Ogretim Okulunda, Lise egitimini ise Erzincan Laborant ve Veteriner Saglik Meslek
Lisesinde tamamladi. Yiiksekogrenimi siiresince; Atatiirk tiniversitesi Saglik Hizmetleri
Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Laboratuvar Programi, Anadolu Universitesi Isletme Fakiiltesi-
Isletme Boliimii ve Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji
Béliimlerinden mezun oldu. Ilk yiiksek lisans egitimini Mustafa Kemal Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri Ana Bilim Dalinda agir metal stresi {izerine ¢aligmalar
yirittii ve “Priming Uygulamalarinin Kadmiyum Stresine Maruz Birakilan Bazi Celtik
(Oryza SATIVA L.) Cesitlerinde Cimlenme, Fide Gelisimi ve Bitki Biinyesinde Biriken
Kadmiyum Miktarlar1 Uzerine Etkileri” baslikli tez calismasini hazirladi. 2010 yilinda Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’na atand1 Bakanlik biinyesinde, Erzurum Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii, Er**##** Gida Tarim ve Hayvancilik il Miidiirliiklerinde gérev
yapti. Hala Tarim ve Orman Bakanlhigina Bagli Er****** Gida Kontrol Laboratuvar
Miidiirliigiinde Ziraat Yiiksek Miihendisi olarak gorev yapmaktadir. Evli ve ii¢ ¢ocuk babasi

olan yazar, ikinci yiiksek lisans alanindaki ¢alismasinda bu tezi hazirlamistir.
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