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OZET

Doktora Tezi

INSAN ERITROSIT KARBONIK ANHIDRAZ I VE II IZOENZIMLERININ
SAFLASTIRILMASI ICIN YENI AFINITE JELLERININ HAZIRLANMASI VE
YENI SENTEZLENEN BAZI SULFONAMID TUREVLERININ BU iZOENZIMLER
UZERINDEKI INHIBISYON KiNETIKLERININ INCELENMES]

Murat SENTURK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu

Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. O.Irfan KUFREVIOGLU

Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzimi, hemen hemen tiim canlilarda CO;’in
hidratlanarak HCO;™ ve H’ya déniisiimiinii tersinir olarak katalizleyen ¢ok onemli bir
enzimdir. Bu ¢alismada, karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasi i¢in daha
onceki arastirmacilarin sentezlediklerinden farkli afinite jelleri hazirlanmistir. Matriks
olarak Sepharose 2B, 4B ve 6B; uzanti kolu olarak anilin ve ligand olarak siilfanilamid
kullanilmistir. Hazirlanan afinite jellerinin izoenzimleri saflastirabilme kapasiteleri;

farkl sicaklik, pH ve iyonik siddette belirlenmistir.

Calismanin ikinci kisminda bazi salisilik asit tiirevlerinin siilfamat tiirevleri ile
siklohekzen epoksitin siilfamat tiirevi sentezlenmistir. Son olarak, sentezlenen yeni
siilfamat tiirevlerinin, hCA 1 ve hCA 1I izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri
incelenmistir. Bu amagla enzim aktiviteleri lizerine inhibisyon etkisi gosteren bu

maddeler i¢in Iso degerleri ve K; sabitleri bulunarak inhibisyon tipleri tespit edilmistir.

2009, 79 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbonik andidraz, izoenzim, afinite jeli, stilfonamit
1



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PREPARATION OF NEW AFFINITY GELS FROM PURIFICATION OF
CARBONIC ANHYDRASE I AND II ISOENZYMES FROM HUMAN
ERYTHROCYTES AND INVESTIGATION OF THE INHIBITORY KINETICS OF
NEWLY SYTHETIZED SULFONAMIDE DERIVATIVES ON THE ISOENZYMES

Murat SENTURK

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisior: Prof. Dr. O.Irfan KUFREVIOGLU

Carbonic anhydrase (CA) (E.C. 4.2.1.1) hydrates CO, and converts it into HCOs™ and
H' reversibly in almost all living organisms. It is aimed in this study to design new
affinity gels different from which have been used so far. Sepharose 2B, 4B and 6B have
been used as matrix, aniline as spacer arm and sulfonamide as ligand. Purification
capacities of the affinity gels have been determined under different temperatures, pHs

and ionic strengths.

In the second part of the study, sulfamate derivatives of some salicylic acids and
cyclohekzene epoxide have been synthesized. Finally, inhibitory effects of new-
synthesized sulfamate derivatives on hCA I and hCAII, which have been purified by
new gels, have been investigated. To this end, Iso and K; constants and inhibition types

have been determined for these substances.

2009, 79 pages

Keywords: Carbonic anhydrase, isoenzyme, affinity gel, sulfonamide
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1. GIRIS

1.1. Enzimler ve Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmalar

Enzimler, biiyiik bir boliimii protein yapisinda olan ve canli biinyesindeki biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen biyomakromolekiillerdir. Enzimler diger proteinler gibi,
yaklasik olarak 12.000’den 1 milyona kadar degisen molekiil kiitlesine sahiptirler. Bazi
enzimler amino asit kalintilar1 disinda aktivite i¢in kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazlar.
Digerleri kofaktér olarak adlandirilan Fe™, Mg™, Mn" veya Se gibi bir veya daha fazla
inorganik 1iyona veya koenzim olarak adlandirilan kompleks organik veya
metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar. Bazi enzimlerin ise aktivite
gosterebilmeleri i¢in hem koenzime hem de bir veya daha fazla metal iyonuna ihtiyaci
vardir. Protein yapisma cok siki olarak hatta kovalent olarak baglanan bir koenzim veya
metal iyonu prostetik grup olarak adlandirilir. Metal iyonlar1 ile veya koenzimiyle
birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandirilirken bu gibi
enzimlerin sadece protein kismi apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilmaktadir.
Koenzimler, tiamin pirofosfat; aldehitler, koenzim A; acil gruplar1 gibi 6zgiil
islevsel gruplarin gegici tasiyicisi olarak gorev yaparlar. Koenzimler cogunlukla diyet
ile diisiik miktarlarda alinan organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson

and Cox 2005).

Cesitli organizmalar kendilerine has proteinlere sahip olduklar1 gibi, her hiicre tipi de
binlerce degisik protein ihtiva etmektedir. Bunun yaninda proteinler, biyolojik
aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu sebeplerden
dolay1 bir proteinin saf halde bir hiicre veya bir dokudan izolasyonu gii¢ bir istir. Bu
giicliiklere ragmen simdiye kadar bir¢cok protein saf olarak elde edilmistir. Binin
iizerinde enzim kismen saflastirilmis ve iki yiizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. Ayrica hicbir enzimatik aktivite gostermeyen ylizlerce protein c¢esitli
kaynaklardan yiiksek saflik derecesinde izole edilmistir. Proteinler {i¢ boyutlu yapilari,

sicaklik, pH, yiizey gerilimi gibi bircok faktdrden hizli bir sekilde etkilenerek kisa



sirede enzim aktivitelerini kaybedebilmektedirler. Bu nedenle enzim izolasyonu

deneyleri oldukca dikkat gerektiren ¢aligmalardir.

Saflastirma iglemleri genelde enzimlerin;

1. Molekiil biytikliikleri,

2. Coziinirlik farkliliklari,

3. Elektriksel ytikleri,

4. Adsorbsiyon davraniglarindaki farkliliklar1 esasina gore gerceklestirilmektedir

(Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri spesifik ligand esasima dayanan
afinite kromatografisidir. Bazi proteinler afinite kromatografisiyle ¢ok kere bir
basamakta ¢ok kompleks karisimlardan izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir
cesit adsorpsyon kromatografisi olup, saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandigi bir tekniktir. Matriks olarak
Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkl jeller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin
saflagtirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmahdir. Kiiciik
ligandlar1 (enzim inhibitorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay1 kii¢iik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti kollari, etkili
baglanmayr kolaylastrmak i¢cin matriksle ligand arasina sokulurlar (Keha ve

Kiifrevioglu 2008).
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Katalitik RNA molekiillerinin kiigiikk bir grubu hari¢, biitiin enzimler proteindir.
Katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonunun saglamliligina baglidir. Eger
enzim denatiire olursa veya alt birimlerine ayrilirsa katalitik aktivitesi genellikle
kaybolur. Ya da enzim, bileseni olan amino asitlerine doniistiiriiliirse, katalitik aktivitesi
kaybolur. Bu ylizden protein enzimlerinin birincil, ikincil, {i¢iinciil ve dordiinciil yapis1

katalitik aktivite i¢in esastir.

Enzimlerin etki ettigi maddeler substrat olarak adlandrilir. Substratlar iiriine
doniistiikten sonra {irlin ve enzim ayrilir. Enzimler reaksiyon boyunca degisime
ugrayabilir fakat reaksiyon sonunda baslangic formuna donerler. Enzimler
reaksiyonlarin hizlarmi artirmalarina ilaveten hiicrede metabolik yollar i¢in 6nemli
bircok reaksiyonun hizini diizenlerler (Dawn et al. 1996). Bazi enzimler substrat adinin

3

sonuna “-az” soneki getirilerek adlandirilirken, bazilar1 da ilk bulucularmnin ortaya



attiklar1 isimlerle tanmir. Ornegin; fosfataz, iireaz, tripsin ve pepsin gibi. Ancak bu
isimlerin ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi verdiginden Uluslararasi
Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir smiflandirma yapilmistir. Ayrica her
enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi 6ngdrillmiistiir (Lehninger 2000; Keha ve

Kiifrevioglu 2008).

Bugiin yaklasik 2000 kadar farkli enzim bilinmektedir. Enzimlerin hem reaksiyon
ozgilliiklerini hem de substrat Ozgiilliiklerini dikkate alan bir siniflandirma
gelistirilmistir. Bu smiflandirmaya gore tiim enzimler enzim kataloguna, dort basamakli
bir say1 olan EC numaras1 altinda girerler. ilk basamak 6 temel smiftan birine iiyeligi
belirtirken sonraki ikisi alt siniflar1 ve alt-alt smiflar1 belirtir. Son basamak ise enzimin

alt siniftaki sirasin1 gosterir.

Alt1 temel smifin her biri, ayn1 reaksiyon 0Ozgilliigiine sahip enzimleri igerir.
Oksidorediiktazlar (smif 1), bir redoks sisteminden digerine indirgeyici ekivalentleri
katalizlerler. Transferazlar (sinif 2) bir substrattan digerine hidrojen disindaki diger
fonksiyonel gruplarin transferini katalizlerler. Cogu oksidorediiktazlarin  ve
transferazlarin koenzimlere gereksinimi vardir. Hidrolazlarda (sinif 3) grup transferinde
rol alirlar ancak alici her zaman bir su molekiiliidiir. Liyazlar (sinif 4) bir ¢ift bagin
uzaklastirilmas1 veya olusumu ile ilgili reaksiyonlar: katalizlerler. izomerazlar (sinif 5)
geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini katalizleyen
enzimlerdir. Ligazlar (sinif 6, sentetazlar) tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, enerji
bagimhidir. Bu nedenle, her zaman niikleosit trifosfatlarin hidrolizi ile birlikte

gerceklesir (Koolman et al. 2003; Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Biyokimya alaninda giiniimiize kadar en ¢ok arastrma yapilan konu enzimlerdir.
Enzimler sagliktan endiistriyel konulara kadar uygulama alani1 bulmustur. Kataliz olay1
ile 1lgili ilk denemeler 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki enzimatik sindirim iizerine
yapilmistir. Belirli bir enzim tizerindeki ilk caligma 1860 yilinda Pasteur tarafindan
yapilmis ve fermantasyon olaymin enzimlerce yiiriitiildiiglinii ispat etmistir. Bu yiizden

enzimler i¢in “Ferment” terimi kullanilmistir. Buchner kardesler 1897°1i yillarda maya



hiicrelerinde alkolik fermantasyonu katalize eden enzimleri elde etmeyi basarmislardir.
Bu bulus enzimlerin aktivite gdstermeleri ig¢in hiicre icinde bulunmalarinin sart

olmadigmi ortaya koymustur.

Enzimoloji alaninda en 6nemli gelisme 1926 yilinda Summer’in {ireaz enzimini “Jack
Bean” bitkisinden elde edip kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik
oldugunu ortaya koymasidir (Lehninger 2000; Keha ve Kiifrevioglu 2008). Northrop
1930 yilinda pepsin’i saf ve karakterize halde elde etmeyi basarmistir. Bu aragtirma
sonucunda enzimlerin protein yapisinda oldugu herkes tarafindan kabul edilmeye

baslanmistir (Goziikara 1989).

Giliniimiizde bir¢cok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200°den fazla enzim de
kristallestirilmistir.  Yapilan genetik ¢alismalar ve hiicre i¢indeki kimyasal
reaksiyonlarin c¢esitliligi daha bir¢ok enzimin kesfedilmedigini gostermektedir. Biitiin
canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir. Enzimler canl
hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligimi yitirdikten sonra uzun siire etkili kalirlar.
Katalitik etkileri hiicreye baglh degildir. Enzimler, protein yapisinda olduklarindan

protein 6zelliklerine sahiptirler.

Enzimlerin katalizleme giicleri “turnover sayis1” adi verilen bir degerle ifade edilir ve
birim zamanda bir mol enzimin {iriine doniistiirdiigli substratin mol sayis1 demektir.

Enzim aktivitesine yani enzimli reaksiyon hizlarmma etki eden faktorleri soyle

siralayabiliriz:

a. Substrat konsantrasyonu

b. Enzim konsantrasyonu

c. pH

d. Iyonik siddet

e. Inhibitor ve aktivatdrlerin varlig:
f.  Sicaklik



1.2. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan
azaltilmast hatta yok edilmesi olaymma “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere “inhibitdr” denilir. Inhibitérler genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip
bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik inhibisyon, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak

iizere baslica iki sekilde siniflandirilir.

Doéntistimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitdr, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. V. azalirken,

K, degismeden kalir.

Doniigiimsiiz  inhibisyonun aksine donilisimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor
etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii inhibisyon ii¢ grupta
incelenir. Bunlar: yarismali (kompetitif) inhibisyon, yarismasiz (nonkompetitif)
inhibisyon ve yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur. Doniisiimlii inhibisyonun en
basit tipi yarigmali inhibisyondur. Yarigmali inhibitdr yapi itibariyle substrata benzer ve
enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece substratin enzime baglanmasi dnlenmis olur.
Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani

enzimin V. degeri degismezken, K., degeri artar.

Yine doniisiimlii tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér ve substrat
enzim molekiiline ayni1 anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigini1 gosterir. Yarigsmasiz bir inhibitor, etkisini; bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibit6r
arasinda yarigma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon
ortadan kaldirilamaz. Enzimin Vi, degeri azalirken, K, sabit kalir. Substrat ve
inhibitor, farkli bolgelere baglanabildiginden enzimin iki c¢esit inaktif kompleksi

meydana gelir.



Bir baska doniisiimlii inhibisyon tipi de yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime baglanamaz. Sadece enzim-substrat (ES)
kompleksine baglanir. Tek substratli sistemlerde yari1 yarigmali inhibisyona nadir
rastlanir. Daha cok birden fazla substrathh enzimler i¢in gegerlidir. Enzim-substrat-
inhibitor (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yar1 yarismali inhibitoriin varliginda
Vmax azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla S kompleksi ortamdan siirekli
cekileceginden enzim ve substrattan ES kompleksinin olusumu dengesini daha fazla

saga kaydirir ve K, degeri kiigtiliir.

Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 6zel bir ¢esidi olan lineer karigik tip
inhibisyon doniisiimlii inhibisyon cesitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda enzim,
substrat ve inhibitoriin baglanma denge sabitleri farklilasmaktadir. Bircok multienzim
sistemi net reaksiyon hizlarmi kendileri diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu sistemlerin
cogunda seri reaksiyonlarm son {iriinii belirli bir konsantrasyona eristiginde sistemin ilk
enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere “allosterik
enzimler” denir ve bu olaya da “feed—back™ inhibisyonu adi verilir. Birden fazla
polipeptit zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitorlerin enzime baglanmasiyla
degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesimlerle allosterik
inhibisyon olayr meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere “modiilator”

denir.

Inhibisyon ¢esidinin ve K; sabitinin belirlenmesi i¢in en c¢ok kullanilan yontem,
Lineweaver—Burk grafikleridir. Bu yontemde 1/V—-1/S grafikleri sabit inhibitor ve bes
farkli substrat konsantrasyonunda c¢izilerek K; sabitleri hesaplanir. K; sabitlerinin
bulunmasinda ikinci yol Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en az iki basit substrat
konsantrasyonunda 1/V—[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan K; sabitleri hesaplanir

(Lehninger 2000; Keha ve Kiifrevioglu 2008).



1.3. Karbonik Anhidraz izoenzimleri ve Fizyolojik Fonksiyonlar

Karbonik anhidraz biitiin organizmalarda yaygm olarak bulunan ve aktif bolgesinde
Zn" iyonu igeren bir metaloenzimdir (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1). ilk defa sigir
eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda CO;’nin hidratasyonu ve
HCO;’m dehidratasyonu reaksiyonlarmni tersinir olarak katalizleyen Onemli bir

enzimdir (Supuran and Scozzafava 2001).

CA
CO, + HHO «<—= HCO; + H'

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir, daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sican tiikriigii, sigir kemigi, sigir
lokositleri, ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve bir¢ok kaynaktan
karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda
oldugu tespit edilmistir (Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001;
Beydemir et al. 2002).

CA enzimi eritrositleri de i¢ine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak iizere bircok metabolik olayda rol
oynamaktadir. Doku / organlar ile akciger arasindaki CO,/ bikarbonatin respirasyonu ve
transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda (Sekil 1.2), pH ve CO, homeostazinda,
elektrolit sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve iire
sentezi), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik

ve patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2000).
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Sekil 1.2. Eritrosit membranimin kloriir-bikarbonat degistiricisi. Bu kotransport sistemi,
transmembran elektriksel potansiyelde herhangi bir degisiklik yapmadan HCO;’in giris ve
cikigini saglar. Gorevi kanin CO, tasima kapasitesini artirmaktir (Lehninger 2000).

Ayni canl tiirlinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. Izoenzimlerin substratlarina,
kofaktérlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri farklidir. Izoenzimlerin baslica 6zellikleri
arasinda amino asit sayr ve swasmin farkli olmasi, izoelektrik pH degerinin farkl
olmasi, her bir alt {initenin ayr1 geninin olmas1 ve elektroforetik hareketliliklerinin farkli
olmas: sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin

subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Devlin 2002).

Hayvanlar aleminde karbonik anhidraz’m 16 izoenzimi vardir. Bunlarmn bes tanesi
sitoplazmik (CA I, 11, II1, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi
salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagli (CA 1V, IX, XII ve XIV), ii¢ tanesi
nonkatalitiktir (VIII, X, XI) (Supuran ef al. 2003; Supuran et al. 2004). CA-XV’in ise
katalitik aktivitesinin diisiik oldugu ve CA-IV ile benzer 6zelliklere sahip oldugu
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belirlenmistir. CA VIII, IX ve XII izozimlerinin tiimdrojen oldugu belirlenmistir

(Nishimoiri 2004; Hilvo et al. 2005).

Insanda farkli izoenzimlerin gen yapist belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarmin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular
arasinda; akciger, bobrek, gastrik mukoza, g6z lensi, tiikriik bezleri, kaslar, sinir miyelin
kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve bunlarin
cogundan CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye calisilmistir

(Hewett-Emmett 2000; Sugrue 2000).

Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu izoenzimler ortaya
cikarilmistir. HCA-I, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan
kanindan saflastirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir.
Eritrositlerde HCA-I izoenzimi yaninda HCA-II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu
izoenzimlerin en Onemli fonksiyonlar1 ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma
iirtinii olan CO;’1, HCO3™a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO;in CO;’e doniismesi
reaksiyonunu katalizleyerek solunum olaymnda yer almasidir (Sekil 1.2). HCA-I
izoenziminin turnover sayisi 2,5 x 10° s *dir. Bu izoenzimin fizyolojik fonksiyonu
HCA-II kadar acik degildir. HCA-I eksikligi sendromu belirlenmis fakat herhangi bir
klinik semptomla ilgisi bulunamamistir (Ren and Lindskog 1992; Sly and Hu 1995;

Supuran and Scozzafava 2001).

HCA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok c¢alisilan formudur. Bu izoenzimin

1 olarak bulunmustur. Insan eritrosit hiicrelerinden

turnover sayist 25°C’de 10° s
saflagtirilan HCA-II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir ve bu

deger HCA-I’e kiyasla daha azdir.

GOz lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, HCA-II ve HCA-IV izoenzimleri bol
miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan HCA-II izoenziminin 6nemi, glaucoma
hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastrmalar sonucu ortaya c¢ikarilmistir (Renzi et al.

2000). Bobrek korteksinde ise membrana yapisik halde olan HCA-II izoenzimi ile Na"
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ve H,O’nun geri emilimi saglanmaktadir. HCA-II izoenzimi ile ilgili olarak CA-II
eksikligi sendromu belirlenmistir. Bunun da; kemiklerin kire¢lenmesi, bobrek tasi
olusumu ve beyinde kireclenme ile ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da HCA-II
izoenziminin kemik, bobrek ve beyin dokular1 i¢in ne derece 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir (Maren et al. 1997).

1.4. Karbonik Anhidrazin Onemli inhibitorleri

1.4.1. Siilfonamidler

CA’nin en gii¢lii organik inhibitdrleri aromatik veya hetero aromatik siilfonamidlerdir.
Siilfonamidler —SO,NH, fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir. Siilfon amidlerin
genelde CA-II i¢in K; degerleri 10° ile 10" M arasinda degisir. Glokom hastalig1
tedavisinde CA’nin gii¢lii inhibitérlerinden olan asetazolamid kullanilmaktadir. Oral
yoldan verilen bu ilacin oldukca fazla yan etkileri vardir. Bu yan etkileri azaltmak ve
daha etkili bir ilag molekiilii bulmak amaciyla bir ¢ok siilfonamid tiirevi sentezlenmis ve
g0z epitelyumunda bulunan hCA-II iizerinde inhibisyon etkileri arastirilmistir (Supuran
and Scozzafava 2001; Bulbul ef al. 2002). Giiniimiizde siilfonamidler glokom hastaligi
tedavisi diginda ditiretik, antibakteriyel ve antifungal ilag olarak yaygin kullanima
sahiptirler. Bu sebepten diinyanin bir ¢ok yerinde farkli gruplar tarafindan yeni
siillfonamid tiirevleri sentezlenmektedir. Asetazolamid, metazolamid, etazolamid,
diklofenamid, dorzolamid ve brinzolamid gibi bazi 6nemli siilfonamid tiirevleri asagida
verilmigtir. Siilfonamidler antiglokom ilac1 kullanimimnin yam sira CA-IX ile kanser
dokularmin direk iligskisi olmasi1 sebebiyle kanser teshisinde kullanilabilmektedir.
Ayrica CA enzimi inhibit6rii olan bu molekiillerin yapilan bir¢cok calisma sonucunda
antiobezite, antifungal, antibakteriyel, diiiretik ila¢ olarakta kullanilabilecegi

belirtilmistir (Supuran 2008).
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1.4.2. Siilfamatlar

Stilfamatlar —OSO,NH; fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir. Onceleri
siilfonamidler smifina dahil edilen bu bilesikler daha sonra ayr1 bir alt grup olarak
adlandirilmistir. Stilfamatlar giiniimiizde karbonik anhidraz inhibitorii olmalarinin yani
sira antibiyotik, antiviral, antikanser, antikonvulsant, antiobezite, anti-artrit ajani, anti-
osteoporoz ajanidirlar. Siilfamtlar hiperlipidemi ve ateroskleroz tedavisinde de

kullanilmaktadir.

Karbonik anhidraz izoenzimleri {izerinde en basit yapili stilfamat olan siilfamik asittir.
Briganti ve arkadaslar1 tarafindan incelenmistir. Sonraki caligmalarda ¢esitli aromatik
siilfamat tilirevleri sentezlenerek karbonik anhidraz izoenzimleri iizerine inhibisyon

etkileri incelenmistir (Abbate et al. 2002; Ahmed et al. 2001).

CH) O*SOZNHZ
HO S~ NH,

Siulfamik asit Aromatik sulfamat
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien
tarafindan ve birbirlerinden habersiz olarak kesfedilmistir. Meldrum ve Roughton
(1933) insan eritrosit karbonik anhidraz enzimini yiiksek oranda saflastirmalarina
ragmen  sigir  eritrositlerinden  saflastrmayr  1930’lu yillarm  sonlarinda
gergeklestirebilmistir. Keilin ve Martin (1944), CA aktivitesinin ¢inko igerigi ile orantil
oldugunu bularak c¢inkonun katalizlemede spesifik rolii oldugunu bildirmislerdir.

Boylece CA enzimi tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe ge¢mistir.

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi belirlenmis ve bu
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklar1 arastirilmis ve hala
bu konuda ¢aligmalar stirdiiriilmektedir (Lonnerholm ef al. 1985; Okuyama et al. 1995;
Christie et al. 1997; Raisanen et al.1999).

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in en c¢ok uygulanan metod afinite
kromatografisidir. Karbonik anhidraz enzimi ilk kez 1972 yilinda Falkbring ve
arkadaslar1 tarafindan bir afinite jeli kullanilarak saflastirilmis, daha sonra 1975 yilinda
Whitney’in, 1976’da Chanpagnol’un, 1980 yilinda Wistrand ve arkadaslarinin ve
1996’da Arslan ve arkadaslarmin, 2004’te Ozensoy ve arkadaslarmin yaptiklari

calismalarda farkli afinite jelleri sentezlenmistir.
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Cizelge 2.1. Karbonik anhidrazin saflastirilmasinda kullanilan bazi 6nemli afinite jelleri

Matriks Ligand Uzanti1 Kolu CA Uygulandigi
Kapasitesi Canh ve
Dokular
Sephadex G-150 | p-Aminobenzen | Yok 3-4mg/ml | Insan
Sepharose 2B, stilfonamide jel eritrositleri,
4B, 6B Bakteri
Sepharose-4B p-Aminobenzen | Yok 5 mg/ml jel | Insan eritrosit
stilfonamide izoenzimleri
Sepharose-6B p-Aminobenzen | CH,CHOHCH,O- Belirtilmem | Insan
siilfonamide (CH,);0O(CH,;),CHO is bobregi, sigir
g0z lensi
CM-Sephadex p-Aminobenzen | NHy(C¢H4y)NHCOCH, | 17-23 Insan, kedi ve
G-150 stilfonamide - mg/ml jel maymun
eritrositleri
Sepharose-4B 2-Amino- 1,3,4- | NH,(CH,)sCOOH Belirtilmem | Bitki
tiyadizol-5 NH,(CH,);COOH is fotosentetik
stilfonamid hiicreleri
CM-Bio-jel A | p-Aminobenzen | -CH,CONHCH,- 15-20 Insan
stilfonamide mg/ml jel eritrositleri
CM-Sephadex p-Aminobenzen | L-Tirozin 503 mg/ml | Insan ve sigir
stilfonamide jel eritrositleri
Sepharose-4B p-Aminobenzen | L-Tirozin 301-317 Insan ve sigir
stilfonamide mg/g jel eritrositleri

Karbonik anhidraz enzimleri pek c¢ok dokudan saflastirilmis ve molekiil kiitleleri
belirlenmistir. Burt ve arkadaglarinin 1992°de yaptiklar1 bir ¢calismada literatiirde yiiz
sinegi olarak ifade edilen Musca autumnalis larvalarindan CA saflastirilmis SDS-PAGE
yapilarak enzimin saflig1 kontrol edilmis ve molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak
belirlenmistir. Daha sonra enzimin dogal molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla jel
filtrasyon kromatografisi yapilmis ve 31.000 Da olarak tespit edilmistir. Boylece
enzimin aktif formunun monomerik yapida oldugu gosterilmistir. Krungkrai ve
arkadaslarinmm (2001), yaptiklar1 bir arastirmada, Plasmodium falciparum’dan
saflagtirilan CA’nin molekiil kiitlesi 32.000 Da olarak belirlenmistir.

CA enzimleri hayvanlarda ve 6zellikle de insan hastaliklarmin bir ¢gogunun tedavisinde
kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamid, dorzolamid ve brinzolamid
gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaglar karbonik anhidraz izoenzimlerinin kuvvetli

inhibitorleridirler (Bulbul et al. 2003). Ornegin insanlarda glokom hastaliginda CA
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inhibitorleri farmakolojik ajan olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Casini ef al.

2002).

Siilffamatlar,  giiniimiizde carbonik anhidraz inhibitérii olmalarmin yani swra
antibiyotik, antiviral, antikanser, anticonvulsant, antiobezite, anti-artrit ajani, anti-
osteoporoz ajani, hiperlipidemi ve aterosiklerosis tedavisinde kullanilmaktadir (Winum

et al. 2005).

Aminoacil tRNA sentaz inhibitorii  antibiyotik siilfamatlar: 1957 yilinda
Streptomyces  calvus’dan izole edilen dogal bir niikleotid siilfamat olan
nucleocidin(7)’in hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerde ¢ok etkili oldugu
belirlenmistir. Fakat cok toksik olmasi nedeniyle klinikte kullanilamamistir. Etki
mekanizmasinin aminoagil tRNA sentaz inhibitérii oldugu belirlenmis ve bircok

sentetik analogu sentezlenerek klinikte kullanilmistir.

NH»
N \N

&

HO  OH

Anti-viral siilfamatlar: Viriislerin sebep oldugu hastaliklar diinya ¢apmda biiylik bir
problemdir. Diinyada en biiyiik problem olan HIV viriisiiniin sebep oldugu AIDS
hastaliginin tedavisi i¢in gelistirilen anti-viral ilaglar genelde HIV viriisiiniin reverse
transkriptaz enzimini, proteaz enzimini yada ikisini birden inhibe eden niikleotid tiirevi
inhibitorlerdir. Anti-viral ilaglar AIDS’in yan1 sira hepatit B, hepatit C, herpes simplex,

varisella zoster, grip v.b viral hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
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Giliniimiizde yeni anti-viral ilag sentezi iizerine c¢alisan bir¢gok grup vardir. Bunlardan
biri olan Jennings ve arkadaslarmin (1992) yaptig1 calismada yeni deoksiuridin
analoglarmin anti-viral etkisi incelenmis sentezlenen bilesikler igersinde yer alan 5-
10do-2’-deoxiuridin-5’-difosfat’in siilfamat tiirevinin(8) herpes simplex tip 1 viriisiine

kars1 cok etkili oldugu goriilmiistiir.

Sonrasinda Camarasa ve arkadaslarmin (1985) sentezledigi yeni niikleosid
antagonistlerinin(9, 10) diisiik dozlarda bile MT-4 hiicrelerinde anti-HIV aktivitesi

gosterdigi belirlenmistir.

Bu ve benzeri ¢aligmalar sebebiyle yeni sentezlenen siilfamatlarin anti-viral potansiyele

sahip oldugu diisiiniilmektedir.

0 (0]
! NH 3 NH
\ O\\//O | /&
HaNO,SO NS0 B, o MNTSO NTho
o o) i j
oBzY O
8 9 R:CH;
10 R: H
Bz: Benzoat

Anti-kanser siilffamatlar:Bu amacgla kullanilan maddeler steroid siilfataz
inhibitorleridir. Steroid siilfataz inhibitérleri hormon kaynakli kanserlerin yani sira
androjen kaynakli deri hastaliklarinda da tedavi amaglh kullanilmaktadir. Ahmed ve
arkadaslar1 (2002) tarafindan sentezlenen bazi aromatik siilfamatlarin (11, 12, 13)
kuvvetli steroid siilfaz inhibitorleri oldugu belirlenmistir. Malini ve arkadaslar1 (2000)
tarafindan sentezlenen bazi hetero halkali siilfamatlarin (14, 15) ve Schreiner ve
arkadaslarinin (2003) sentezledigi (16) steroid siilfataz inhibitotlerinin ¢ok diisiik

konsantrasyonlarda etkili inhibitérler oldugu belirlenmistir.
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11 R: n-C6H13 14 R: C5H11 H2NOZSO
12 R: n-C7H15 15 R: C6H13
13 R: n-C8H17

Karbonik anhidraz inhibitorii siilfamatlar: Karbonik anhidraz izoenzimleri {izerinde
en basit yapili silfamat olan siilfamik asittir (17) Briganti ve arkadaslar1 (1996)
tarafindan incelenmistir. Sonraki ¢alismalarda gesitli aromatik siilffamat tiirevleri (18)

sentezlenerek karbonik anhidraz izoenzimleri lizerine inhibisyon etkileri incelenmistir.

o OSO,NH,
HO—S—NH,

0

17 18

Anti-konvulsant siilfamatlar: Bir siilfamat tiirevi olan ve klinikte yaygin kullanimi
olan topiramat (19) cesitli epilepsi hastaliklarinda kullanilmaktadir. Bu ilacin etki
mekanizmasi heniiz ¢oziilememistir fakat noronlardaki Na" kanal aktivasyonunu inhibe
ederek etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Karbonik anhidrazlarinda ayn1 bdlgedeki Na"
iyonu akiginda gorev almasindan dolay1 son yillarda karbonik anhidraz inhibit6rlerinin

anti-konvulsant etkiye sahip olduguna dair ¢calismalar yapilmaktadir.

__OSO,NH,
X
o — ©
AYO

19
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Anti-obezite siilfamatlar: Obezite gelisen diinyani en biiyiik problemlerinden biridir.
Bu yiizden de ilag sanayisi anti-obezite ajanlari1 sentezi ilizerinde caligmaktadirlar.
Gordon ve arkadaglarmin (1999) yaptig1 calisma sonucunda obez epilepsi hastalarinda
topiramat ilact kullanildiginda ilacin yan etkisi olarak hastalarm viicut agirliklarmin
%20’sin1 kaybettigi belirlenmistir. Antel ve arkadaslarmin (2002) yaptig1 calismada ise
bunun mitekondrial bir enzim olan karbonik anhidraz V izoenziminin inhibisyonu
sonucu oldugu distiniilmektedir. Ciinkii karbonik anhidraz V izoenzimi memelilerde
iirogenez, glukoneogenez ve lipogenez gibi bir¢ok metabolik yolda gorev almaktadir.
Karbonik anhidraz V izoenzimine bu metabolik fonksiyonlarini yerine getirirken
sitozolik bir enzim olan karbonik anhidraz II izoenzimininde yardim ettigi

diistiniilmektedir.

Hiperlipidemi ve aterosiklerosis tedavisinde siilfamatlar: Son yillarda yapilan
calismalar bir agil siilfamat olan avasimib maddesinin acil koenzim A: kolesterol
aciltransferaz (ACAT; EC 2.3.1.26) enzimini inhibe ederek plazma lipid seviyesini
azalttigi belirlenmis, hiperlipidemi ve aterosiklerosis tedavisinde kullanilabilecegi

gosterilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalari, Sepharose 2B, 4B ve 6B Sigma Chemical Comp.’den;
sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum kloriir, sodyum asetat,
hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, sodyum azotiir, gliserin, potasyum fosfat, potasyum
bisfosfat, potasyum asetat, potasyum kloriir, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat,
izopropanol E.Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant
blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), agar, 1-naftilamin,
amonyum persiilfat, B-merkaptoetanol; caligmada kullanilan antibiyotikler ise piyasadan

temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Masa santrifiijii : MSE Mistral 2000
Sogutmal1 santrifiij : Heraeiis Sepatech (Suprafuge 22)
Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

Spektrofotometre : CHEBIOS s.r.l. (Optimum-one/UV-VIS)
pH metre : Schott pH-Meter CG840

Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karistirict (Shaker) : GFL 3025
Karstirict (Vorteks)  : Fisons whirli-mixer

Hassas terazi : Gecavery (UK)
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Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict  : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Clifton

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Liyofilizator : Snijders

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari : Argelik

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar): Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan ¢ézeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize sudur. Ayrica bazi

cozeltilerde kullanilan su sterilize edilmistir.

1. 0,2 M NaHCOs;, pH=8,8 (Sepharose matriksleri lizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon): 16,8 g NaHCOs;, 950 ml destile suda coziilerek, IN NaOH ile
pH=8,8’¢ titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCl/0,1M Na,SO4, pH=8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan
tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na,SOy4, 950 ml destile suda ¢oziilerek 1 N HCI ile
pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamland:.

3. 25 mM Tris-HCl/22 mM Na,SO4, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasinda kullanilan tampon) 3,0275 g Tris ve 3,124 g Na,SO4, 950 ml
destile suda ¢oziilerek 1 N HCI ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1
litreye tamamlanda.

4. 0,1 M NaCH3;COO / 0,5 M NaClOy4, pH=5,6 (kolona tutunmus hCA-II enziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢o6zelti): 2,04 g NaCH3;COO.3H,0 ve 9,187 g NaClO4
120 ml destile su ile ¢oziilerek, 1 N HClI ile pH = 5,6’ya getirildikten sonra destile su ile

hacim 150 ml’ye tamamlanda.
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5. 9%0,9’luk NaCl (Homojenatin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 4,5 g NaCl alinip
hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlanda.

6. 0,05 M Tris-SO4, pH=7,4 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon ¢6zelti):
6,055 g Tris 950 ml destile su igerisinde c¢oziilerek, 1 N H,SO4 ile pH’s1 7,4°e
getirildikten sonra hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

7. 9%0,02°lik NaN3 ¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi i¢in kullanilan
cozelti): 20 mg NaNjs alinarak hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

8. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 ml IM Tris-HCI (pH=6,8) 1 ml
%10’luk SDS ve 1 ml %100’lik gliserin, 1 ml %0,1’lik brom timol mavisi
karistirilarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu tamponu
kullanmadan hemen once, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak sekilde [-
merkaptoetanol ilave edildi.

9. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml suda
¢oziildii, daha sonra bunun iizerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf
su ile 500 ml’ye tamamlanda.

10. Boyama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmast i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak
sekilde yeteri kadar hazirland1.

11. Yikama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin yikanmasi i¢cin kullanilan ¢ozelti): %50
metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

12. Sabitlestirme c¢ozeltisi (elektroforez jelindeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in
kullanilan ¢6zelti): %50 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar1
hazirland1.

13. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
cozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢6ziildii, bu
cozeltiye %95’°lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye
tamamlanda.

14. 0,025 M veronal tamponu; 0,025 mol sodyum barbitalin 900 ml suda ¢oziiliip
pH=8,2’ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamland1.

15. CO;, ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢6zelti): 0°C’de yarim saat

siireyle saf suyun igerisinden CO; gaz1 gegirilerek hazirland1.
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16. %0,04°liik brom timol mavisi ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde indikator olarak
kullanilan ¢ozelti): 0,1 g indikatoriin 16 ml 0,01 N NaOH igerisinde ¢oziildiikten sonra
hacminin saf suyla 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

17. 1 M Tris-HCI pH=8,8 : 12,1 g Tris 90 ml suda ¢6ziiliip 1 M HCI ile istenen pH’ya
kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye tamamland:.

18. 1 M Tris-HCI pH=6,8 : 2,42 g Tris 5 ml suda ¢oziiliip 1 M HCI ile istenen pH’ya
kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 20 ml’ye tamamlanda.

19. %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢6zeltisi: 6 g akrilamid, 0,16 g bisakrilamid
almip 13,84 ml suda ¢ozildii.

20. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 0,5 g SDS alinip 4,5 ml suda ¢6ziildii.

21. Standart serum albumin ¢6zeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 25

mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metod
yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicisi yardimiyla esit hacimde
alman biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvarz

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi okundu.

3.2.1.b. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve hemolizattaki protein
miktarlar1t bu yontemle belirlendi. Bu yOontem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans

gosterir. Proteine boyanin baglanmasi1 ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi
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cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindi.
Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml renklendirme reaktifi
tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik
kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayn1 tampon ve 5
ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi ve absorbans degerlerine karsilik
gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein tayini yapilan

numuneler i¢in ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini yapild.

3.2.2. Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

3.2.2.a. CO,-hidrataz aktivitesi tayini

Saflagtirma ¢izelgesinin olusturulmasinda hemolizat ve saf enzim c¢ozeltilerinin
karbonik anhidraz aktivite tayinleri bu yontemle yapildi. Bu yontem Rickli ve
arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson yontemidir. CO;’nin
hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H' iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol
mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen siirenin 6l¢iilmesi esasma dayanir (Wilbur and

Anderson 1948).

Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiipe 1 ml 0,025 M veronal tamponu (pH=8,2), 0,1 ml
%0,04’lik brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO, ¢ozeltisi ilave edildi.
Boylece aktivite 6l¢iim ortaminda toplam hacim 4,2 ml oldu. Daha sonra bir kronometre
yardimiyla CO, c¢ozeltisi katildig1 andan itibaren indikatoriin mavi renginin sarimsi
yesile doniismesi (pH=6,3) i¢in gecen siire belirlendi (tp). Numune tiipiine ise sudan
0,05 ml azaltarak bunun yerine enzim ¢dzeltisi ilave edildi ve yine en son olarak CO,
cozeltisi ilave edilir edilmez, indikatériin mavi renginin sarimsi yesile doniigmesi

(pH=6,3) icin gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (t.). Bu yonteme gore CA
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aktivitesi i¢in bir enzim {initesi (EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidratasyonu
siiresini yartya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Yani; EU= (to-tc/tc)
formiiliine gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi i¢in enzim iinitesi hesaplandi (Maren

1967).

3.2.2.b. Esteraz aktivitesi tayini

Kinetik caligmalarda karbonik anhidraz aktivitesi Ol¢timleri bu yontemle yapildi. Bu
yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasma dayanmaktadir.
Prensip olarak karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati p-
nitrofenole hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyon vermektedir (& 345= 5x107

M em™) (Verpoorte et al. 1967).

Tayin islemlerinde su prosediir uygulandi: Kuvartz kiivetlere tamponlanmis enzim
cozeltisi (0,05 M Tris-SOs  pH=7,4 icinde) ve 1,5 ml substrat (+inhibitdr)
konulmasindan 3 dakika sonra 25°C’da 348 nm’de absorbans degeri kore karsi okundu.
Bu deneyde kullanilan p-nitrofenil asetat gilinliik hazirland1. p-nitrofenil asetat 27 mg p-
nitrofenil asetat tartilarak 1 ml aseton i¢inde ¢6ziildli ve hizlica karistirilan 49 ml destile

suya yavas yavas ilave edildi.

3.2.3. Afinite jellerinin hazirlanmasi

Sepharose 2B, 4B ve 6B matriksleri 6nce KMnQOy ile reaksiyona sokularak serbest —
CH,OH grubu COOH’a doniistiiriildii, daha sonra bu grup SOCI, ile agil kloriiriine
cevrilerek daha reaktif hale getirildi. Bu islemden sonra matriks kurutuldu ve uzanti
kolu (anilin) eklendi. Daha sonra siilfanilamid diazolanarak aniline kenetlendirildi.
Burada anilin, afinite jelinin uzanti kolunu; siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak
baglayan kismini (ligand) olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidrazin spesifik
bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisma girerek sz konusu enzimin yiiksek oranda

saflagtirilmasi amaciyla kullanildi (Pocker and Sarkanen 1979).
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a. Reaktif Sepharose 4B’ye anilin takilmasi: 40 ml Sepharose matriksleri almarak
once saf su ile yikandi. 0,1 gram KMnOy ilave edilerek yarim saat karistirildi. Saf su ile
yikand1 ve etil alkol i¢cine alindi. Daha sonra etil alkol evaporatdrde uzaklastirildi. Daha
sonra jeller yaklasik 30 ml metilen kloriir i¢ine alindi, igine 100 pl SOCI, katildi. 2
dakika karistirildiktan sonra aktif Sepharose matriksleri elde edilmis oldu. Aktif
Sepharose matriksleri 25ml CH,Cl, igerisine alinip iizerine 200 mg anilin ilave edildi.
Bu islem sonrasi anilinin fazlasini uzaklastirmak i¢cin dnce 50 ml etanol ile daha sonra
da saf su ile jel yikandi. Son olarak, 100 ml 0,2 M NaHCO3 tamponu ile (pH=8.8) tekrar

yikandi ve anilin takili jel ayni tamponun 40 ml’si i¢ine alindi.

b. Siilfanilamid kenetlendirilmesi: 50 mg siilfanilamid, 0°C civarinda 10 ml 1 M HC1
icinde ¢oziildi ve igerisinde 150 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti, stilfanilamid
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmig bulunan
siilfanilamid 40 ml Sepharose-4B-anilin siispansiyonuna ilave edildi. pH, 1 M NaOH ile
9.5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasga karistirildi.
Daha sonra 1 litre saf su ve 200 ml 0.05 M Tris-SO4 (pH=7.4) tamponuyla yikand1.

Yikandiktan sonra iizerine bir miktar daha ayni tampondan konularak saklandi.

3.2.4. insan eritrositlerinden karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastiriimasi

3.2.4.a. Kan temini ve hemolizat hazirlanmasi

Insan kami Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezinden taze olarak
temin edildi. Alinan taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak ve 15 dakika 2500 xg’de
santrifiij edildi. Santrifiijden c¢ikarilan tiiplerin list kisminda kalan plazma ve 16kosit
tabakas1 damlalikla dikkatli bir sekilde alindi ve tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti
0,154 M (izotonik) NaCl c¢ozeltisi ile lic defa yikandi. Her defasinda 2500 xg’de 15
dakika santriflij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin 5 kat1 kadar buzlu saf su ile
hemoliz edildi. Hemolizat igerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarmi uzaklastirmak i¢in
+4°C’de 20.000 xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki hemolizat sonraki

calismalarda kullanilmak iizere damlalikla dikkatli bir sekilde alindiktan sonra ¢okelek
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(hiicre zarlar) kism atild1 ve boylece hemolizat elde edilmis olundu (Hunaiti and Soud

2000).

3.2.4.b. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCL, pH=7,8) i¢cine alarak jel siispanse edildi
ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alind1 Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik
kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik
pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis olup olmadigi

eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinmm esitlenmesinden anlasildi.

3.2.4.c. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kat1 Tris ile pH s1 8,7’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon 400
ml 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4 (pH=8.7) cozeltisi ile yikandi. Boylece karbonik
anhidraz enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 1M
NaCl/25mM Na,HPO4 (pH=6,3) tamponu tatbik edilerek hCAI enzimi; daha sonra 0,1
M NaCH3;COO0O/0,5 M NaClO4 (pH=5.6) cozeltisi kolona tatbik edilip hCAIl enzimi
eliie edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alind1 ve 280
nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20

ml/saat’e ayarland.

3.2.4.d. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safhi@imin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi

kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun icin elektroforez plakalar1 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki

kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka {ist iiste getirilerek kiskaglarla
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tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 6nleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland1 ve enjektdrle plakalarin arasina
iist kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmasi1 beklendi, ayirma
jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismimdaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi i¢in tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilagsmasi beklenirken islatilmis siizge¢ kagidi sistemin
iizerine kapatildi ve kurumasi dnlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
¢ikartilarak numune kuyular1 belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin
alt ve list kismina ytiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik 20 pg protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. Ug¢ dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta
20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek aymrma jeline kadar gelip yigildi. Sonra akim 100 volt’a
cikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice cikarildi ve
sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel,
cikarilarak boyama ¢6zeltisine konuldu ve calkalayici lizerinde 2 saat bekletildi. Jel
boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢ozeltisine konuldu. Rengi acilip, protein bantlari
belirginlesene kadar c¢alkalayicida yikanan jel c¢ikarilarak fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3-
4.5).

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HC] pH=8,8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %0,1’lik SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N, N’,N’-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karisimin iizerine en son

olarak 0,27 ml %5’lik PER [amonyum persiilfat, (NH4),S,0s] eklendi.

Yigma jeli s0yle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH=6,8, 0,44 ml %30’luk Akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1’lik SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2, 45 ml saf su

karistirildi. Bu karisimin iizerine en son olarak 0,07 ml %5°lik PER eklendi.
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3.2.5. Afinite kolonunun CA tutma kapasitesinin bulunmasi

CA enziminin benzensiilfonamidlere baglanmasi ortamin izoenzim ¢esidi, pH, sicaklik
ve iyonik siddetine baghdir (Pocker and Sarkanen 1979). Bundan dolay1 hazirlanan
jellerinin kapasiteleri bulunurken bu faktorlerin etkileri incelendi. Kapasite tayin islemi
her bir jel i¢in su prosediire gore gerceklestirildi: Hazirlanan jelden 1 ml alarak
dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alindi. Onceden
saflastirilan insan CA izoenzimleri ile ayr1 ayr1 doyuruldu. Enzimlerin fazlas1 yikama
tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan CA enzimi uygun eliisyon tamponuyla
elie edilerek protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Ayni1 zamanda jel
kurutularak tartildi ve mg protein/ gram-jel cinsinden hCA-I ve hCA-II izoenzimleri

tutma kapasiteleri optimum sartlarda belirlendi (Cizelge 4.6).

3.2.5.a. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

Bu deneyler hCA-I ve hCA-II enzimleri ile yapildi ve tampon olarak pH=9 olan 0,1 M
Tris-SO4 ¢ozeltisi kullanilarak 2, 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda belirlenen degerler
grafiklerde gosterildi (Sekil 4.7, Sekil 4.11, Sekil 4.15).

3.2.5.b. pH’min kolon kapasitesine etkisi

Bu boliimdeki deneyler pH’st 7,5 ile 9,5 arasinda degisen 0,1 M Tris-SO4 tamponu
kullanilarak yapildi. Bu tamponun degisik pH’lardaki iyonik siddeti farki uygun
miktarda Na,SOj, eklenerek giderildi (Sekil 4.8, Sekil 4.12, Sekil 4.16).

3.2.5.c. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri i¢gin pH=9"de ve 25°C’de yapilan bu deneylerde iyonik
siddet 0,2 ile 0,5 arasinda degistirildi (Sekil 4.9, Sekil 4.13, Sekil 4.17).
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3.2.6.Siklohekzen epoksit ile siilfamik asitten (1R(S),2R(S))-2-hidroksisiklohekzil

siillfamat’in sentezi

700 mg (7.1 mmol) siklohelzen epoksit ve 1377 mg (14.2 mmol) siilfamik asit alinarak
termoliz tiipiine kondu. Tiipe 5 ml asetonitril ilave edildikten sonra tiipiin kapagi
kapatilarak 110°C’daki yag banyosunda 14 saat bekletildi. Sogutulan karisimin
¢oziiciisii vakumda uzaklastirildiktan sonra kalmt1 %15’lik etilasetat/hekzan ¢ozeltisiyle
silikajel ince tabakada yiiriitiildii. ince tabakadan sar1 yagimsi halde (1R(S),2R(S))-2-
hidroksisiklohekzil sulfamat 1153 mg (%83) elde edildi.

'H-NMR (200 MHz, CDCls) & 5.78 (bs, 1H), 4.36-4.24 (m, CHOSO,NH,, 1H), 3.84-
3.52 (m, CHOH, 1H), 2.27-1.11 (m, CH,, 8H); *C-NMR (50 MHz, CDCl;) & 88.0,
74.7, 35.1, 33.0, 26.0, 25.6; IR (CH,Cl,, cm™) 3340, 3311, 2939, 2864, 1649, 1560,
1453, 1366, 1247, 1180, 1076, 1043, 991,929, 875, 814 (Sekil 4.19, Sekil 4.20).

3.2.7. Salisilik asitin siilfamat esterinin sentezi

500 mg (3.62 mmol) salisilik asit, 0.25 ml (7.24 mmol) %96’lik formik asit ve 0.64 ml
(7.24 mmol) klorosiilfonil izosiyanat (CSI) alinarak 50 ml’lik bir balona kondu.
Karigima 10 ml asetonitril ilave edildikten sonra geri sogutucu altinda (kurutucu baslik
takilmig) oda sicaklifinda 4 saat karistirildi. Karisimin  ¢oziiclisi  vakumda
uzaklastirildiktan sonra kalintiya 15 ml etilasetat ilave edildi. Organik faza 30 ml su
ilave edildi ve karisima gaz ¢ikis1 olmaymcaya kadar NaHCOs ilave edildi. Daha sonra
ayrilan organik faz su (3x10 ml) ile yikandi. Organik faz MgSO, {izerinden kurutuldu.
Coziicti vakumda uzaklastirildi. Elde edilen beyaz renkli kat1 2-siilfamoiloksi-benzoik

asidin erime noktas1 143°C olarak bulundu.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8.17 (dd, J= 7.9, 1.5 Hy, =CH, 1H), 7.74 (td, J = 7.9,
1.5, Hy, =CH, 1H), 7.49 (td, J = 7.9, 1.5, H,, =CH, 1H), 7.37 (d, J= 7.9 H,, =CH, 1H);
C-NMR (100 MHz, DMSO-d) & 163.0; 150.9; 136.0; 132.9; 127.5; 125.2; 122.7
(Sekil 4.24-4.25)
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3.2.8. 5-Siilfosalisilik asitin siilfamat esterinin sentezi

1000 mg (4.59 mmol) 5-siilfosalisilik asit, 0.25 ml (7.18 mmol) %96’lik formik asit ve
0.64 ml (7.18 mmol) klorosiilfonil izosiyanat alinarak 50 ml’lik bir balona kondu.
Karigima 10 ml asetonitril ilave edildikten sonra geri sogutucu altinda (kurutucu baslik
takilmis) oda sicakliginda 16 saat karistirildi. Karigimin ¢oziiciisii  vakumda
uzaklastirildiktan sonra kalintiya 15 ml etilasetat ve 30 ml su ilave edildikten sonra
karigima gaz ¢ikis1 olmayincaya kadar NaHCOs ilave edildi. Olusan iirliniin etil asetat
fazina gegmedigi goriildii. Bu ylizden su fazi alinip ¢oziicii vakumda uzaklastirildi. Elde
edilen kalintmin metanolde ¢oziinen kismi almip vakumda metanol uzaklastirildi. Elde
edilen beyaz renkli kat1 2-sulfamoyiloksi-5-sulfo-benzoik asitin erime noktasi 129°C

olarak bulundu.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 15.91 (m, OH, 1H), 8.42 (m, HO, 1H ), 8.02 (d, J =
2.2, Hy, =CH, 1H), 7.43 (dd, J= 8.4, 2.2, H,, =CH, 1H), 6.57 (d, J = 8.42, H,, =CH,
1H), 5.63 (m, NH,, 2H); *C-NMR (100 MHz, DMSO-d) & 1727; 163.6; 136.8; 130.1;
128.7; 119.2; 115.5 (Sekil 4.26-Sekil 4.27).

3.2.9. 4-Siilfosalisilik asitin siilfamat esterinin sentezi

1000 mg (4.59 mmol) 4-siilfosalisilik asit, 0.25 ml (7.18 mmol) %96’lik formik asit ve
0.64 ml (7.18 mmol) klorosiilfonil izosiyanat alinarak 50 ml’lik bir balona kondu.
Karisima 10 ml asetonitril ilave edildikten sonra geri sogutucu altinda (kurutucu baslik
takilmig) oda sicakliginda 16 saat karistirildi. Karisimin  ¢oziiclisii  vakumda
uzaklastirildiktan sonra kalintiya 15 ml etilasetat ve 30 ml su ilave edildikten sonra
karigima gaz ¢ikis1 olmayincaya kadar NaHCO;s ilave edildi. Olusan iirliniin etil asetat
fazina gegmedigi goriildii. Bu ylizden su fazi almip ¢6ziicii vakumda uzaklastirildi. Elde

edilen kalintinin metanolde ¢6ziinen kismi alinip vakumda metanol uzaklastirildi.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) § 16.91 (m, OH, 1H), 8.51 (m, HO, 1H ), 8.09 (d, J =
2.2, Hy, =CH, 1H), 7.43 (dd, J = 8.7, 2.2, Hy, =CH, 1H), 6.77 (d, J = 8.42, H,, =CH,
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1H), 5.63 (m, NH,, 2H); *C-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & 1727; 183.6; 139.6; 130.1;
129.3; 121.2; 115.5 (Sekil 4.28-Sekil 4.29).

3.2.10. trans-Stilben epoksit ile siilfamik asitten 2,2-difenilasetaldehit sentezi

300 mg (1,53 mmol) trans-Stilben epoksit ve 150 mg (3,06 mmol) siilfamik asit
almarak termoliz tiipline kondu. Tiipe 5 ml asetonitril ilave edildikten sonra tiiplin
kapag1 kapatilarak 85°C’daki yag banyosunda 14 saat bekletildi. Sogutulan karisimin
coOziiciisii vakumda uzaklastirildiktan sonra kalint1 %2’lik etilasetat/hekzan ¢ozeltisiyle
silikajel kolonundan yiiriitiildii. Kolondan 240 mg (%80) renksiz sivi olarak 2,2-
difenilasetaldehit (4) elde edildi.

'H NMR (200 MHz, CDCL;) & 9.87 (d, J = 2.5 Hz, CHO, 1H), 7.43-7.22 (m, C¢Hs,
10H), 4.91 (d, J = 2.5 Hz, CH, 1H); °C NMR (50 MHz, CDCl;) & 200.4, 138.4, 131.1,
131.0, 129.6, 66.1; IR (CH,Cl,, cm™) 3061, 3029, 2896, 2721, 1954, 1885, 1809, 1724,
1657, 1599, 1494, 1451, 1389, 1279, 1177, 1079, 950 (Sekil 4.21, Sekil 4.22).

3.2.11. Stiren oksit ile siilfamik asitten trans-(2S(R),4S(R))-2-benzil-4-fenil-1,3-

dioksolan tiirevinin sentezi

150 mg (1,25 mmol) stiren epoksit ve 300 mg (2,50 mmol) siilfamik asit alinarak
termoliz tilipline konulur. Tiipe 5 ml asetonitril ilave edildikten sonra tiiplin kapagi
kapatilarak 85°C’daki yag banyosunda 2 saat bekletildi. Sogutulan karisimin ¢oziiciisi
vakumda uzaklastirildiktan sonra kalint1 %2’lik etilasetat/hekzan ¢ozeltisiyle silikajel
kolonundan yiiriitiildii. Kolondan 140 mg (%80) renksiz sivi olarak trans-

(2S(R),4S(R))-2-benzil-4-fenil-1,3-dioksolan elde edildi.

"H NMR (400 MHz, CDCl5) d 7.36-7.25 (m, C¢Hs, 10H), 5.30 (t, J=4.6 Hz, OCH, 1H),
5.01 (t, J=6.8 Hz, OCH, 1H), 4.17 (dd, J=7.7, 6.8 Hz, AX sisteminin A kismi, CH,, 1H),
3.69 (dd, J=7.7, 6.8 Hz, AX sisteminin X kismi, CH,, 1H), 3.15 (dd, J=13.9, 4.6 Hz, AB
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sisteminin A kismi, CH,, 1H), 3.11 (dd, J=13.9, 4.6 Hz, AB sisteminin B kismi, CH,,
1H); BC NMR (100 MHz, CDCl3) d 139.6, 136.2, 130.2, 128.7, 128.6, 128.4, 126.6,
126.6, 105.6, 78.7, 72.2, 41.0 (Sekil 4.23).

3.2.12. inhibitorler icin ICsg ve K; degerlerinin belirlenmesine ait calismalar

Salisilik asit, 5-siilfo salisilik asit, 4-siilfo salisilik asit, siklohekzan epoksidin siilfamat
tirevleri ve 2,2-difenilasetaldehit icin farkli inhibitér konsantrasyonunda aktivite
Olciimii yapilarak %aktivite-[I] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden Isg

degerleri hesaplandi.

Bu inhibitorlerin K; degerlerini belirlemek amaciyla insan eritrositlerinden saflastirilan
karbonik anhidraz I ve Il izoenzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitér konsantrasyonu
ile bu degerin altinda ve tstiinde iki sabit inhibitdr konsantrasyonlarinda uygun bes
substrat konsantrasyonu ile aktivite Ol¢limleri yapildi. Calismalarda uygun 5 farkli
substrat konsantrasyonu, stok ¢ozelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen
degerlerle her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde
yar1 yarismali ve yarismasiz inhibisyon igin Via=V'mx(1+[IJ/K;) formiiliinden

yararlanilarak K; degerleri hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullamlan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Bu amagla 6nce standart grafik hazirlandi. Elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki
protein tayinleri Bradford yoOntemiyle yapildiktan sonra bu standart grafikten

faydalanilarak protein miktarlar1 hesaplandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin i¢in kullanilan standart grafik
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4.2. Saflastirma Sonuclar

Proje kapsaminda yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler, bu bolimde ¢izelge ve
sekiller ile gosterildi. Sekil 4.2°de Sepharose 2B, Sepharose 4B ve Sepharose 6B
polimerlerinin genel kimyasal yapis1 verilmektedir. Cizelge 4.1-4.3°de, insan eritrosit
hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Sepharose 2B-anilin-siilfanilamid, Sepharose 4B-
anilin-siilfanilamid ve Sepharose 6B-anilin-siilfanilamid afinite kolon materyalleri ile
saflagtirilma basamaklarmim sonuc¢larim1 vermektedir. Cizelge 4.4°de ise kiyaslama
cizelgesi olarak sunulmustur. Sekil 4.3-4.5°de ise her ii¢ farkli jel i¢in afinite
kromatografisi yOntemiyle saflagtirma sonucu yapilan SDS-PAGE sonuglari

verilmektedir.

—_In

Sekil 4.2. Sepharose 2B, Sepharose 4B ve Sepharose 6B polimerlerinin genel kimyasal
yapist (www.sigmaaldrich.com).

Cizelge 4.1. Insan eritrosit hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Sepharose 2B-anilin-
siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflagtirilma basamaklari.

Numune | Aktivite Topl.am Protein Topla.m Toplam Spe.s lfik % Saflagtirm
tiiri (EU/ml) hacim (mg/ml) protein aktivite aktivite verim | a katsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)
Hemolizat 163 40 18,11 724,40 6520 9,00 100,0 1,0
hCA-I 402 7 0,44 3,08 2814 913,6 43,2 101,5
hCA-II 851 4 0,11 0,44 3404 7736,4 52,2 859,6
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Cizelge 4.2. Insan eritrosit hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Sepharose 4B-anilin-
stilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklar1

Numune | Aktivite Topl.am Protein Topla.m Toplam Spe.s lfik % Saflagtirma
tiiri (EU/ml) hacim (mg/ml) protein aktivite aktivite verim | Kkatsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)
Hemolizat 167 40 18,76 750,4 6680 8,9 100,0 1,0
hCA-I 454 8 0,48 3.8 3632 945.8 54,4 106,3
hCA-II 863 5 0,12 0,6 4315 7191,7 64,6 808,0

Cizelge 4. 3. Insan eritrosit hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Sepharose 6B-anilin-
siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflagtirilma basamaklari.

Numune | Aktivite Topl.am Protein Topla.m Toplam Spe.s lfik % Saflagtirma
tiiri (EU/ml) hacim (mg/ml) protein aktivite aktivite verim | Kkatsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)
Hemolizat 158 40 17,9 716 6320 8,8 100 1
hCA-I 469 8 0,51 4,08 3752 919,6 59,4 104,5
hCA-II 841 4 0,13 0,52 3364 6469,2 53,2 735,1

Cizelge 4.4. Afinite jellerinin kiyaslama tablosu.

Matriks tiirii % verim Saflastirma katsayisi
hCA-I hCA-I1 hCA-I hCA-I1
Sepharose 2B 43,2 52,2 101,5 859,6
Sepharose 4B 54,4 64,6 106,3 808.,0
Sepharose 6B 59,4 53,2 104,5 735,1
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Sekil 4.3. Sepharose 2B-anilin-siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirma

sonucu SDS-PAGE fotografi
*Kanal 1: Standart proteinler; E.coli triozfosfat izomeraz 32,5 kDa, soya tripsin inhibitorii 24 kDa,
yumurta aki lizozimi 16,5 kDa, sigir akciger aprotinin 6,5 kDa, Kanal 2;hCA-I, Kanal 3;hCA-II.

Sekil 4.4. Sepharose 4B-anilin-siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirma
sonucu SDS-PAGE fotografi

*Kanal 1: Standart proteinler; E.coli B-galaktozidaz 175 kDa, E.coli kirpilmis B-galaktozidaz 83 kDa,
E.coli CBD protein 62 kDa, tavsan kas aldolaz 47,5 kDa, E.coli triozfosfat izomeraz 32,5 kDa, soya
tripsin inhibit6rii 24 kDa, yumurta aki lizozimi 16,5 kDa, Kanal 2;hCA-I, Kanal 3;hCA-II.
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Sekil 4.5. Sepharose 6B-anilin-siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirma sonucu SDS-PAGE
fotografi

*Kanal 1: Standart proteinler; E.coli f-galaktozidaz 175 kDa, E.coli kirpilmis B-galaktozidaz 83 kDa,
E.coli CBD protein 62 kDa, tavsan kas aldolaz 47.5 kDa, soya tripsin inhibitorii 24 kDa, yumurta aki
lizozimi 16.5 kDa, Kanal 2; hCA-I, Kanal 3; hCA-II.

4.3.Afinite Kolonunun Farkh Sicaklik, pH ve Iyonik Siddette CA Tutma

Kapasitesinin Belirlenmesi Calismalar: Sonug¢lar

hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin saflastirilmasi sirasinda tarafimizdan sentezlenen ve
sentez prosediirii bir 6nceki boliimde verilen jelin agik formiilii Sekil 4.6’de verilmistir.
Sentezlenen her bir jel i¢in ayr1 ayr1t hCA-I ve hCA-II’nin eliisyon grafikleri, sicaklik-
kapasite grafikleri, pH-kapasite grafikleri ve iyonik siddet-kapasite grafikleri Sekil 4.7-

Sekil 4.18’de verilmistir ve optimum degerler Cizelge 4.5’de gosterilmistir.

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri tutma kapasiteleri, optimum pH, iyonik siddet ve

sicaklikta mg protein/ gram-jel cinsinden hesaplanarak Cizelge 4.6’de verilmistir.
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Sekil 4.6. Sepharose 2B, 4B, 6B —anilin- siilfanilamid afinite kolonunun en son hali

2,1 —+ —@— Absorbans (280 nm) 50
—aA— Enzim aktivitesi (EU/ml)
+ 45
1,8 +
+ 40
1,5 + + 35
g =
S +30E
8 1,2 - :a
§ 0,9 > 2
s 208
S <
<
0,6 1 - 15
+ 10
0,3 +
+5
0 n T T T T T T T T -} T T T T T T -}AA} } } } } } 0
1 10 19 28 37
Tiip Sayis1

Sekil 4.7. Sepharose-2B-anilin-siilfanilamid jeli kullamlarak hCA-I ve hCA-II’nin eliisyon
grafigi (1.pik : hCA-I, 1 M CI ve 25 mM H,POy ile eliisyon; 2.pik : hCA-II, 0,5 M ClO4 ve 0,1
M CH;COQO ile eliisyon).
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Sekil 4.8. Sepharose-2B-anilin-siilfanilamid sicaklik-kapasite grafigi
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Sekil 4.9. Sepharose-2B-anilin-siilfanilamid pH-kapasite grafigi
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Sekil 4.10. Sepharose-2B-anilin-siilfanilamid iyonik siddet (M)-kapasite grafigi
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Sekil 4.11. Sepharose-4B-anilin-siilfanilamid jeli kullanilarak hCA-I ve hCA-II’nin eliisyon
grafigi (1.pik : hCA-I, 1 M CI ve 25 mM H,POy ile eliisyon; 2.pik : hCA-II, 0,5 M ClO4 ve 0,1
M CH;COQO ile eliisyon).
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Sekil 4.12. Sepharose-4B-anilin-siilfanilamid sicaklik-kapasite grafigi
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Sekil 4.13 Sepharose-4B-anilin-siilfanilamid pH-kapasite grafigi
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Sekil 4.14. Sepharose-4B-anilin-siilfanilamid iyonik siddet (M)-kapasite grafigi
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Sekil 4.15. Sepharose-6B-anilin-siilfanilamid jeli kullanilarak hCA-I ve hCA-II’nin eliisyon
grafigi (1.pik : hCA-I, 1 M CI ve 25 mM H,POy ile eliisyon; 2.pik : hCA-II, 0,5 M ClO4 ve 0,1
M CH;COQO ile eliisyon).
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Sekil 4.16. Sepharose-6B-anilin-siilfanilamid sicaklik-kapasite grafigi
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Sekil 4.17. Sepharose-6B-anilin-siilfanilamid pH-kapasite grafigi
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Sekil 4.18. Sepharose-6B-anilin-siilfanilamid iyonik siddet (M) -kapasite grafigi

Cizelge 4.5. Karbonik anhidrazin afinite jellerinin optimum pH, sicaklik ve iyonik
siddet degerleri.

Afinite jeli Optimum Optimum pH Optimum Iyonik
Sicakhik Siddet

hCA-I | hCA-II | hCA-I| hCA-II | hCA-I | hCA-II

Sepharose 2B-anilin- | 2°C 2°C 8,5 9,0 0,3M 0,3M

siilfanilamid

Sepharose 4B-anilin- | 2°C 2°C 8.5 8,5 0,3M 0,3M

siilfanilamid

Sepharose 6B-anilin- | 2°C 2°C 8,5 9,0 0,3M 0,3M

siilfanilamid
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Cizelge 4.6. Karbonik anhidrazin afinite kromatografisi i¢in matriksler, ligand, uzant1
kolu ve jellerinin optimum sartlarda CA-I ve CA-II izoenzimlerini tutma kapasiteleri

Matriks Ligand Uzanti hCA-I Kapasitesi | hCA-II Kapasitesi
Kolu (mg/gjel) (mg/gjel)

Sepharose Stilfanilamid Anilin 434 480

2B

Sepharose Stilfanilamid Anilin 453 526

4B

Sepharose Stilfanilamid Anilin 500 556

6B

4.4.Siklohekzen Epoksit ve Siilfamik Asitin Reaksiyonun Incelenmesi

Siklohekzen epoksit siilfamik asit ile asetonitril igerisinde tepkimeye sokuldu.
Reaksiyon kapali tiipte 110°C’de 14 saatte gerceklestirildi. Tek tiriin olarak siilfamat
tirevi elde edildi. Molekiiliin yapis1 spektroskopik olarak ortaya kondu (Sekil 4.19-

4.20).
OH
©>o HO3SNH, O’
MeCN 'OSO,NH,

kapal tip,
Siklohekzen epoksit 110 °C (1R(S),2R(S))-2-hidroksisiklohekzil sulfamat

Stilfamat grubunun bagli oldugu karbondaki proton 4.36-4.24 ppm araliginda
hidroksilin bagli oldugu karbondaki proton ise 3.84-3.54 ppm’de multiplet olarak
rezonans olmuslardir. Molekiilin ?C-NMR spektrumunda da beklenildigi gibi alti
karbon rezonans sinyali bulunmaktadir. Siilfamatin bagh oldugu karbon 88.0 ppm’de

rezonans olurken, hidroksilin bagli oldugu karbon 74.7 ppm’de rezonans olmaktadir.
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O,‘OH

S0 MH,

Sekil 4.19. 1R(S),2R(S)-2-Hidroksisiklohekzil ~siilfamat’m 200 MHz 'H-NMR
spektrumu (CDCls).
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Sekil 4.20. 1R(S),2R(S)-2-Hidroksisiklohekzil siilfamat’m 50 MHz "“C-NMR
spektrumu (CDCls).
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4.5. 2,2-Difenilasetaldehit (4)’in Sentezinin incelenmesi

trans-Stilbenepoksit (3)’deki epoksit halkasmin stilfamik asit ile agilma iirinii 5’in
sentezi de hedeflenmistir. Epoksit 3 ile siilfamik asitin asetonitrildeki reaksiyonundan
elde edilen ham {iriin silikajel kolondan saflastirildi. Kolondan tek {iriin olarak a¢ilma
iirlinii 5’in yerine pinakol-pinakolon diizenlenme {iriinii 4 elde edildi. Molekiiliin yapis1

spektroskopik olarak ortaya kondu (Sekil 4.21-4.22).

Ph HNO3SNH, Ph
v = pp CHO
Ph o MeCN / 110°C
3 Kapal1 tiip 4
HNO3SNH,
MeCN / 110°C
Kapal1 tiip
OH
Ph
Ph
OSO,NH,
5

i} ]

Illl[l\Illllll]I1T1]l]]T]l]lllllTT]1111])l]]]ll)]]]ll]]llll]

2 10 8 ] 4 2 PPM 0

Sekil 4.21. 2,2-Difenilasetaldehit’in 200 MHz "H-NMR spektrumu (CDCls).



48

!
134,434, 430, B30, &30, 430, &30, (129, &29. €29, 4

T

s wesloterbomratsiairens sovmmstsonsrsatbesnned I

'lll!lIlllIlllllllIil||I]|]7]]T]TTI)])|IIII]IIII!IIIIlll1II!llllllIIA]Illl[ﬁfllllll!llflllllllllll]llll]lllll

20 200 180 160 140 120 100 80 80 40 20 PPM 0

Sekil 4.22. 2,2-Difenilasetaldehit’in 50 MHz *C-NMR spektrumu (CDCly).

4.6. trans-(2S(R),4S(R))-2-Benzil-4-fenil-1,3-dioksolan  Tiirevinin  Sentezinin

Incelenmesi

Stirenepoksit’ten epoksit halkasinin siilfamik asitle acilma {irlinii sentezi de
hedeflenmistir. Epoksit ile siilfamik asitin asetonitrildeki reaksiyonundan elde edilen
ham {iriin silikajel kolondan saflastirildi. Kolondan tek iiriin olarak ac¢ilma iiriinii yerine
pinakol-pinakolon diizenlenme {iriinii elde edildi. Molekiiliin yapisi spektroskopik

olarak ortaya kondu (Sekil 4.23).
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q HO

PH

Sekil 4.23. trans-(2S(R),4S(R))-2-benzil-4-fenil-1,3-dioksolan’in 200 MHz 'H-NMR ve
50 MHz "*C-NMR spektrumu (CDCL).
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4.7. Bam Salisilik asit Tiirevlerinin Klorosiilfonil Izosiyanat (CSI) ile

Reaksiyonlarinin Incelenmesi

Calismamizda salisilik asitin siilfamat tiirevlerinin sentezi hedeflenmistir. Siilfamat
olusturmak i¢in klorosiilfonil izosiyanat kullanildi. Bu reaktif ile siilfamat olusumu igin
mekanizma asagida verilmistir. Ilk 6nce asidik ortamda klorosiilfonil izosiyanat su ile
tepkime  vererek  klorosulfonilkarbamik  asit {izerinden siilfamoil kloriirii
olusturmaktadir. Olusan siilfamoil kloriiriin 1lgili fenol bilesigiyle tepkimesinden

hidrojen klortir ¢ikisiyla hedeflenen siilfamatlar elde edilmektedir.

(0] 0] H (@]
I HCOOH / H20 I
C|*§*N:C:O _ le#*N:C:O*' T’ C|*§*N”COOH
O o) ) O ,L
CSli
-CO2
o]
I Feno I
@OSNHz ~—~— Cl-S-NH,
S -

IIk once literatiirde farkli ve daha uzun bir yoldan sentezlenmis olan salisilik asitin
siilfamat tiirevinin sentezini amaclandi. Bunun i¢in salisilik asit’in CSI ile reaksiyonu
incelendi. Reaksiyondan sonra yiiksek verimle hedeflenen 2-(sulfamoyiloksi)benzoik
asit elde edildi. Elde edilen molekiiliin yapisi spektroskopik olarak aydinlatildi.
Molekiilin 'H NMR spektrumunda aromatik bolgede dort farkli sinyal grubu
goriilmektedir. 8.17 ppm’de dubletin dubleti olarak rezonans olan sinyal ve 7.37
ppm’deki dublet karboksilik asit ve sulfamat gruplarma orto konumdaki komsu
aromatik protonlara aittir. 7.74 ve 7.49 ppm’deki tripletin dubletleri ise diger aromatik
iki protona ait rezonans sinyalleridir. Molekiilin C NMR spektrumunda da
beklenildigi gibi yedi olefinik karbon sinyal vardir. Sentezlenen molekiil ve c¢ikis
reaktifi olan salisilik asitin NMR’lar1 birbirine ¢ok benzeyecegi icin spektrumlar

kisminda ayni ¢oziicide alinmis salisilik asitin NMR spektrumlar1 da verilmistir.
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Salisilik asit ve 2-(sulfamoyiloksi)benzoik asit’in NMR spektrumlarinda bariz bir
sekilde kimyasal kayma degerleri arasinda kaymalarin oldugu goriilmektedir (Sekil

4.24, Sekil 4.25).

COOH COOH
@i HCOOH (%96) @i o
OH csl 0 S NH,

MeCN .

Benzer bir yolla da S5-siilfosalisilik asitin siilfamat tiirevi 2-stilfamoiloksi-5-siilfo
benzoik asit, yine yliksek bir verimle sentezi gerceklestirildi ve yapisi spektroskopik
olarak ortaya kondu (Sekil 4.26., Sekil 4.27). Bu molekiiliin sentezi literatiirde

bilinmemektedir.

HO3S COOH HO5S COOH
\C[ HCOOH (%96) _ @ o
OH csl 0-S—NH,

i
MeCN o)

Benzer bir yolla da 4-siilfosalisilik asitin siilfamat tiirevi 2-siilfamoiloksi-4-siilfo
benzoik asit, yine yliksek bir verimle sentezi gerceklestirildi ve yapist spektroskopik
olarak ortaya kondu (Sekil 4.28., Sekil 4.29). Bu molekiiliin sentezi literatiirde

bilinmemektedir.
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Sekil 4.24. Salisilik asit ve 2-(sulfamoyiloksi)benzoik asit’in 400 MHz 'H-NMR
spektrumlar1 (DMSO-d).
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Sekil 4.25. Salisilik asit ve 2-(Sulfamoyiloksi)benzoik asit’in 100 MHz "C-NMR
spektrumu (DMSO-dg).
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Sekil 4.26. 5-Siilfosalisilik asit ve 2-siilfamoiloksi-5-siilfo benzoik asit’in 400 MHz 'H-
NMR spektrumu (DMSO-d).
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Sekil 4.27. 5-Siilfosalisilik asit ve 2-siilfamoiloksi-5-siilfo benzoik asit’in 100 MHz
BC-NMR spektrumu (DMSO-dg).
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Sekil 4.28. 4-Siilfosalisilik asit ve 2-siilfamoiloksi-4-siilfo benzoik asit’in 400 MHz 'H-

NMR spektrumu (DMSO-dg).
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Sekil 4.29. 4-Siilfosalisilik asit ve 2-siilfamoiloksi-4-siilfo benzoik asit’in 100 MHz
BC-NMR spektrumu (DMSO-dg).
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4.8. Inhibitorler icin ICso ve K; Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar

Insan eritrosit karbonik anhidraz I ve 11 izoenzim aktivitesi iizerine salisilik asit, 5-siilfo
salisilik asit, 4-siilfo salisilik asit, siklohekzan epoksidin siilfamat tiirevlerinin ve 2,2-
difenilasetaldehitin inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢oOzeltilerden degisik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlanarak insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz I ve Il izoenzim
aktiviteleri iizerine etkileri arastirildi. Konsantrasyona karsit % aktivite (%oaktivite-[1])
olarak olusturulan grafikler Sekil 4.30-4.39°de gosterildi. Egrilerin denkleminden Is
degerleri hesaplandi (Cizelge 5.2)

Bu inhibitorlerin  K; degerlerini  belirlemek amaciyla, 1ii¢ sabit inhibitor
konsantrasyonunda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu icin elde edilen aktivite
degerlerleri ile her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik
denkleminde yar1 yarigmali ve yarismasiz inhibisyon ig¢in VmaXZVImax(H[I]/Ki)

formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi (Sekil 4.40-4.49, Cizelge 5.4)
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[Hidroksisiklohekzil siilfamat]uM

Sekil 4.30. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 1R(S), 2R(S)-2-hidroksisiklohekzil
stilfamat’in etkisi.
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Sekil 4.31. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 1R(S), 2R(S)-2-hidroksisiklohekzil
stilfamat’in etkisi.
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Sekil 4.32. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,2-difenilasetaldehitin etkisi.



60

120

y = 1006-0,2245X
100 <
80 -

60

% Aktivite

40

20 -

0 1 2 3 4
[2,2-difenilasetaldehit] pM

W
(o)}

Sekil 4.33. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 2,2-difenilasetaldehitin etkisi.
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Sekil 4.34. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine salisilik asitin siilfamat esterinin
etkisi.
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Sekil 4.35. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine salisilik asitin siilfamat esterinin

etkisi.
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Sekil 4.36. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine S5-siilfosalisilik asitin siilfamat

esterinin etkisi.
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Sekil 4.37. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 5-siilfosalisilik asitin siilfamat
esterinin etkisi.
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Sekil 4.38. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 4-siilfosalisilik asitin siilfamat
esterinin etkisi.
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Sekil 4.39. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 4-siilfosalisilik asitin siilfamat
esterinin etkisi.
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@ [1]1: 0,54 uM 1 -
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Sekil 4.40. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 1R(S), 2R(S)-2-hidroksisiklohekzil
siilfamat’in etkisi ile ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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@ [I]1: 0,25 uM 7 -
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>
1 _
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Sekil 4.41. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 1R(S), 2R(S)-2-hidroksisiklohekzil
siilfamat’n etkisi ile ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.

¢ Kontrol

B [[]1: 12 uM 0,8 -
A[[2:15 uM

® [1]3: 18 uM 0,6

1/V

0O
-0,7 -0,5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5 0,7
-1
1/[S] (uM ")

Sekil 4.42. insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 2,2-difenilasetaldehitin etkisi ile ilgili
elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.43. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 2,2-difenilasetaldehitin etkisi ile
ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.44. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine salisilik asitin siilfamat esterinin
etkisi ile 1lgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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¢ Kontrol 0,9
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Sekil 4.45. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine salisilik asitin siilfamat esterinin
etkisi ile 1lgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.46. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 5-siilfosalisilik asitin siilfamat
esterinin etkisi ile ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.



67

¢ Kontrol
@ [1]1: 0,100 uM 0,8 -
A [1]2: 0,125 uM
: 0,6 -
- % [1]3: 0,150 pM
0,4 -
-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
-1
1/[S] (uM )

Sekil 4.47. Insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 5-siilfosalisilik asitin siilfamat
esterinin etkisi ile ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.48. Insan eritrosit CA-I izoenzimi iizerine 4-siilfosalisilik asitin siilfamat
esterinin etkisi ile ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.49. insan eritrosit CA-II izoenzimi iizerine 4-siilfosalisilik asitin siilfamat
esterinin etkisi ile ilgili elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda epoksit ve salisilik asitlerden siilfamat esterlerinin sentezi hedeflendi.
Epoksitlerden stilfamat esteri elde etmek i¢in siilfamik asit kullanildi. Epoksitler ¢ok
yonlii organik bilesiklerdir. Ornegin epoksitlerin karbon- ve heteroatomik niikleofillerle
halka ag¢ilma tepkimeleri B-stibstitiie alkolleri vermektedir. Calismamizda test molekiilii
olarak siklohekzen epoksit molekiilii secildi ve siilfamik asit ile halka-agilma tepkimesi
incelendi. Reaksiyonun sonucunda literatiirde bilinmeyen [B-hidroksi siilfamat tlirevi
elde edildi. Bu reaksiyon ile hem yeni bir stilfamat tiirevi elde edildi, hem de siilfamik
asitten siilfamat tiirevlerinin sentezinin gergeklestirilebilecegi gosterildi. Siilfamik asit
ile yapilan bu calismadan elde edilen bulgu ve tecriibeler farkli epoksit yapilarmna
uygulanarak yeni B-hidroksi siilfamat tiirevlerinin sentezi iizerine ¢aligmalarimiz halen
yogun bir sekilde devam etmektedir. Siilfamat ester sentezi i¢cin kullandigimiz diger bir
yapida salisilik asit ve tiirevleridir. Salisilik asitlerin siilfamat tiirevleri literatiirde
bilinen ancak salisilik asitlere uygulanmamis olan klorosiilfonil izosiyanat (CSI)’nin
kullanilmasidir. Bu yontemle literatiirde uzun ve karmasik bir yolla sentezlenen salisilik
asitin siilfamat esteri elde edildi. Yine ayn1 yontem kullanilarak 5-siilfosalisilik asitin ve

4-stilfosalisilik asidin siilfamat tiirevleri yiiksek bir verimle sentezlendi:

OH

Ph O%Ph
»—CHO
Ph F’h\wLo

"OSO,NH,

IR(S), 2R(S)-2-Hidroksisiklo 2,2-difenilasetaldehit trans-(2S(R),4S(R))-2-
benzoik hekzil siilfamat benzil-4-fenil-1,3-dioksolan

@ECOOH HOgS\@COOH QCOOH
OSO,NH, OSO,NH,  HO3S OSO,NH,

2-Siilfamoyiloksi benzoik 2-Siilfamoiloksi-5-siilfo asit ~ 2-Siilfamoiloksi-4-siilfo asit
asit



70

Sentezlenen bilesikler i¢in elde edilen ICsy degerleri ile K; sabitleri Cizelge 5.2 ve
5.4°de verilmistir. Ayn1 ¢alisma grubumuz tarafindan salisilik asit, 5-siilfosalisilik asit
ve 4-siilfosalisilik asit i¢in kinetik ¢alismalar yapilmis ve elde edilen degerler Cizelge

5.1 ve Cizelge 5.3°de verilmistir (Bayram et al. 2008)

Cizelge 5.1.Salisilik asit ve 5-siilfosalisilik asidin insan eritrosit karbonik anhidraz I ve
II izoenzimleri i¢in bulunan ICsy degerleri

inhibitor hCA-1I ICsy degeri hCA-II 1Csy degeri
Salisilik asit 0,56 mM 0,68 mM
5-Siilfosalisilik asit 0,42 mM 0,29 mM
4-Sulfosalisilik asit 0,29 mM 0,72 mM

Cizelge 5.2. Siklohekzen epoksid, salisilik asit ve 5-siilfosalisilik asidin siilfamat
tiirevlerinin Insan eritrosit karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri i¢in bulunan ICs
degerleri

Inhibitor hCA-I ICsp degeri | hCA-II ICsy degeri
IR(S), 2R(S)-2-Hidroksisiklohekzil
siilfamat 0,630 uM 0,272 uM
2,2-difenilasetaldehit 12,40 uM 3,090 uM
2-Siilfamoyiloksi benzoik asit (Salisilik
asit siilfamat esteri) 0,330 uM 0,405 uM
2-Siilfamoiloksi-5-siilfo benzoik asit
(5-siilfosalisilik asit siilfamat esteri) 0,266 UM 0,123 uM

2-Siilfamoiloksi-4-siilfo benzoik asit
(4-stilfosalisilik asit stilfamat esteri) 0,092 uM 0,260 uM
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Cizelge 5.3. Salisilik asit ve 5-siilfosalisilik asidin insan eritrosit karbonik anhidraz I ve
II izoenzimleri i¢in bulunan K; degerleri

e hCAIK; | Inhibisyon hCAII K; Inhibisyon
Inhibitor o . v e L. v e
degeri tiirii degeri tiirii

Salisilik asit 0,62 mM Yarigsmasiz 0,74 mM Yarigsmasiz

5-Siilfosalisilik asit 0,77 mM Yarigmali 1,92 mM Yarigsmasiz

4-Siilfosalisilik asit 0,48 mM | Yariyarismali 1,06 mM Yarigmali

Cizelge 5.4. Insan eritrosit karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri igin bulunan K;

degerleri

inhibitor

hCAI K
degeri

Inhibisyon
tiirii

hCAII K;
degeri

Inhibisyon
tiirii

IR(S), 2R(S)-2-
Hidroksisiklohekzil
sulfamat

1,830 uM

Yarismasiz

0,96 uM

Yarismasiz

2,2-difenilasetaldehit

21,32 uM

Yariyarigmali

5,56 UM

Yarismasiz

2-Siilfamoyiloksi
benzoik asit (Salisilik
asit siilfamat esteri)

1,390 uM

Yarismasiz

2,64 uM

Yarismasiz

2-Siilfamoiloksi-5-
siilfo benzoik asit
(5-siilfosalisilik asit
siilfamat esteri)

0,936 uM

Yarismasiz

0,59 uM

Yariyarismali

2-Siilfamoiloksi-4-
stilfo benzoik asit
(4-stilfosalisilik asit
siilfamat esteri)

0,305 uM

Yarismasiz

1,25 uM

Yarigmali

Bu cizelgeler karsilastirildiginda HCA-I i¢in; salisilik asit ve 5S-siilfosalisilik asit igin

ICsp degerleri sirasiyla 0,56 mM ve 0,42 mM iken, salisilik asit stilfamat esteri ve 5-
stilfosalisilik asit siilfomat esteri i¢in bu degerler 0,330 uM ve 0,266 uM’dir. HCA-II

icin ise, salisilik asit ve 5-siilfosalisilik asit i¢in ICsy degerleri sirasiyla 0,68 mM ve 0,29

mM iken, salisilik asit siilfamat esteri ve 5-siilfosalisilik asit stilfomat esteri i¢in bu

degerler 0,405 uM ve 0,123 uM olarak bulunmustur. Bu degerlere gore stilfomat esteri

inhibisyon giicline 1000-2000 kat arasinda artirmaktadir. Nitekim Poulsen ef al. (2008),

bir siilfonamid (—SO,NH;) veya siilfamat (—-OSO,NH,) fonksiyonel grubuna sahip olan,
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bilesiklerin gii¢lii karbonik anhidraz inhibitorleri olarak bilindiklerini ifade

etmektedirler.

Bilindigi gibi glukoma hastalig1 tedavisinde HCA-II inhibitérleri kullanildig: icin HCA-
IT tizerine yogun bir sekilde inhibisyon ¢alismalar1 devam etmektedir. Christianson ve
grubu tarafindan son zamanlarda yapilan bir calismada HCA-II ile fenollerin
etkilesimini gosteren X-ray kristal yapis1 aydmlatilmistir (1994). Fenollerin ve salisilik
asit gibi fenolik asitlerin, CA inhibitorleri olarak arastrmanin temel nedeni, basit
fenollerin (PhOH) CA’nmn hedef izenzimi olan hCA-II'yi basta olmak {izere substrat

olarak CO; ye kars1 tek yarigmali inhibitér oldugunun ispatlanmasindan dolayidir.

Bu calismada enzimin aktif bdlgesinde bulunan Zn** ile fenollerin fonksiyonel —OH
gurubunun baglandigin1 gostermislerdir. Katalitik bdlge i¢cin olduk¢a Onemli bir
aminoasit olan Thr 199’un NH amidinin bir hidrojen baginmn yani swra ikinci bir
hidrojen bagi vasitasiyla —OH’in1 enzim aktif bolgesinin ¢inko bagli su/hidroksit
iyonuna baglayarak bu fenol bilesiklerinin CA ya baglandigini ispatladilar (Senturk et
al. 2009).



73

Leu 198

Val 143

Thr 199

H H / Val 121

+
[\S)

—N-IIIIIIIO\
=S

His 94 His 119
His 96

Sekil 5.1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bolgesinde bulunan Zn>* iyonuna
inhibitorlerin baglanma modeli (Bayram et al. 2008)

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasi i¢in daha 6nceki arastirmacilarin
sentezlediklerinden farkli afinite jellerinin hazirlanmasi amaglanmistir. Matriks olarak
Sepharose 2B, 4B ve 6B; uzanti kolu olarak anilin ve ligand olarak siilfanilamid
kullanilmistir. Bu amagla 6nce matriks olarak gorev yapan Sepharose tiirevleri KMnOy4
ile ylikseltgenmis ve bunu takiben SOCI, ile aktiflestirilmistir. Daha sonra
aktiflestirilmis jele uzant1 kolu olarak anilin takilmis ve son olarak jele takilan anilin
molekiiliiniin  para  pozisyonuna ligand olarak diazolanan  stlfanilamid
kenetlendirilmistir.

2. Hazrrlanan afinite jellerinin izoenzimleri saflastirabilme kapasiteleri; farkl sicaklik,
pH ve iyonik siddette belirlenmistir. Boylece genel olarak bu tip afinite jellerinin
hazirlanmasinda kullanilan toksik siyanojen bromiir yerine farkli ve ucuz bir yontem

kullanilmastir.
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3. Salisilik asit ve 5-siilfosalisilik asidin siilfomat tiirevleri ile siklohekzan epoksitin
siilfamat tiirevleri sirayla amidasyon reaksiyonu ve epoksit agilma reaksiyonlariyla
sentezlenmistir.

4. Sentezlenen yeni siilfamat tiirevlerinin, afinite jelleriyle saflastirilmis olan HCA I ve
HCA 1I izoenzimleri {izerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu amacgla enzim
aktiviteleri lizerine inhibisyon etkisi gosteren maddeler i¢in ICsy degerleri ve/veya K;
sabitleri bulunarak inhibisyon tipleri tespit edilmistir. Yeni sentezlenen siilfamat
tirevlerinin,  baglangic molekiillerine gore c¢ok daha gicii HCA-I ve HCA-II

inhibitorleri oldugu goriilmiistiir.

Bu bulgulardan, yaptigimiz ¢alismalarm literatiire 6nemli katkilarda bulundugu, yeni
sentezlenen ve yontemi ve/veya modifikasyonu tamamen grubumuza ait olan salisilik
asit, S-siilfosalisilik asidin ve 4-siilfosalisilik asidin siilfamat tiirevleri ile siklohekzen
epoksitin siilfamat tiirevleri hCA-I ve hCA-II inhibitérleri olarak kullanilabilir. Degisik

hastaliklarda ila¢ olarak kullanilabilirligi arastiriimalidir.
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