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OZET

Indol Tiirevi Schiff Bazi Bilesiklerinin Insan Karbonik Anhidraz izoenzimleri
Ve Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine Etki Mekanizmalar

Giris ve Amag: Enzimler canli sistemlerdeki metabolizmay1 olusturan tiim biyokimyasal
reaksiyonlarda gorev yapan biyolojik katalizérlerdir. Bu tez ¢calismasinda Indol tiirevi schiff
bazi bilesiklerinin insan eritrositleri karbonik anhidraz I (hCA-I) ve Il (hCA-11) izoenzimleri
ve asetilkolinesteraz (AChE) aktiviteleri {izerine in vitro inhibisyon etkileri arastirildi.

Materyal ve Metot: Bu amacgla 6ncelikle hCA-I ve hCA-Il izoenzimleri CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B-L-Tirozin- stilfonamid afinite kolon kromatografisi kullanilarak
saflastirildi. 1zoenzimlerin safligi SDS-PAGE ile kontrol edildi. Saflastirma islemlerinden
sonra hCA-I ve hCA-II izoenzimleri iizerinde indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin inhibisyon
etkileri esteraz aktivite metodu ile arastirildi ve bu bilesiklerin her iki izoenzim igin ICso, K
degerleri ve inhibisyon tipleri belirlendi. Calismamizda ayrica indol tiirevi schiff bazi
bilesiklerinin AChE aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkileri arastirildi. Her bir bilesik i¢in
ICs0, Ki degerleri hesaplandi ve inhibisyon tipleri belirlendi.

Bulgular: Calismada ICsp ve K degerleri hCA-I izoenzimi i¢in sirastyla 38.50-231.05 nM ve
36.18 + 3.07- 224.29 + 5.78 nM araliginda oldugu belirlendi. Ayn1 parametreler hCA-II
izoenzimi i¢in sirasiyla 33.01-216.28 nM ve 31.30 £ 2.63-201.64 + 7.25 nM araliginda
hesaplandi. Indol tiirevi Schiff baz1 bilesiklerinin AChE icin ICsp ve K; degerleri sirasiyla
31.84- 135.90 nM ve 6,82 £ 0,72 - 110,30 £ 9,26 nM araliginda oldugu belirlendi.

Sonug: Indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin hCA-l, hCA-Il ve AChE enzimlerini onemli
6l¢iide inhibe ettigi gdzlendi.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, indol tiirevi, inhibisyon, karbonik anhidraz
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ABSTRACT

Mechanisms of Effect of Indole Derivative Schiff Base Some Compounds on
Human Carbonic Anhydrase Isoenzymes and Acetylcholinesterase Enzyme

Introduction and Aim: Enzymes are biological catalysts that serve in all biochemical
reactions that make up the metabolism in living systems. Carbonic anhydrase (E.C.4.2.1.1)
was obtained from human erythrocytes, while acetylcholine esterase (AChE, acetylcholine
acetylhydrolase, EC 3.1.1.7) was readily obtained. As the first step of the study, its in vitro
effects on carbonic anhydrase isoenzyme | and 1l (hCA-I and hCA-I11) were investigated.

Material and Method: First, hCA-I and hCA-II isoenzymes were purified using Sepharose-
4B-L-Tyrosine-sulfinamide affinity column chromatography. To determine the purity of the
enzymes, SDS-PAGE was performed. After purification, the inhibition effects of indole
derivative Schiff base compounds on hCA-1 and hCA-Il enzoenzymes were examined and K
and ICso values were calculated. In our study, the inhibitory effects of indole-derived schiff
base compounds on AChE activity were also investigated. In the inhibition studies of AChE,
activity was measured according to the Ellman method. ICs and K values were calculated for
each substance.

Results: In the study, ICso and K; values were determined to be in the range of 38.50-231.05
nM and 36.18 + 3.07-224.29 £ 5.78 nM for hCA-I isoenzyme, respectively. The same
parameters were calculated in the range of 33.01-216.28 nM and 31.30 * 2.63-201.64 + 7.25
nM for the hCA-Il isoenzyme. The ICso and Ki values for AChE of indole derivative Schiff
base compounds were determined to be in the range of 31.84 - 135.90 nM and 6.82 + 0.72 -
110.30 £ 9.26 nM.

Conclusions: It was observed that indole derivative Schiff base compounds inhibited hCA-I,

hCA-Il and AChE enzymes significantly.

Keywords: Acetylcholinesterase, indole derivative, inhibition, carbonic anhydrase
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1. GIRIS

Enzimler, canli metabolizmalarina ait sistemlerde gergeklesen kimyasal
reaksiyonlarin ger¢ceklesmesine aracilik eden katalizorler olarak bilinir. Canli hiicreler
tarafindan sentezlenen enzimler reaksiyonlari yan lriin olusturmadan ¢ok yiiksek
verimle gerceklestirirler. Enzimler aktivasyon enerjisini diisiirtirler ve reaksiyon hizini
arttirirlar. Reaksiyon denge sabitlerini ve sistemin termodinamik o6zelliklerini
reaksiyon siiresi boyunca degistirmezler.

Biyokimyanin ilgilendigi en 6nemli konulardan biri olan enzimler saglik alani
icin oldukc¢a biiyiik 6nem tasimakla birlikte kimya endiistrisi, ziraat ve gida sanayi
alanlarinda 6nemli yere sahiptir. Enzimler denilen biyolojik katalizorlerin yap1 ve
fonksiyonlar1 birgok bilimsel calisma ve gelisen teknoloji ile detayli olarak
aydinlatilmaya devam etmektedir.

Bu tezde, enzimlerle ilgili genel bilgi verilirken, karbonik anhidraz,
asetilkolinesteraz  enzimlerinin ~ genel  Gzelliklerinden ve  aktivitelerinden
bahsedilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Canli organizmada yan iiriin olusturmadan reaksiyon siiresini kisaltan ve
reaksiyon verimini yilizde yiize ulastiran biyolojik katalizorlere enzim adi verilir (1).
Enzim terimin ilk olarak 1878 yilinda Kuhne tarafindan kullanilmistir daha sonra 1897
yilinda ise Eduard Buchner hiicrelerden fonksiyonel enzimleri ekstrakte ettigini
belirtmistir (2).

Molekiil agirligi 12.000 Da’dan 1.000.000 Da’a kadar farklilik gosteren protein
yapisindaki organik bilesikler enzim olarak adlandirilmaktadir. Enzimlerin bir kismi
aktif hale ge¢cmek icin ¢inko, demir, mangan gibi metalik iyonlar1 kullanirken, bir
kism1 ise kompleks yapidaki organik koenzimlerden faydalanirlar. Bu enzimler
holoenzim olarak adlandirilirken protein yapilarina ise apoenzim veya apoprotein
denilmektedir. Prostetik grup; enzime kovalent olarak baglanan koenzim veya metal
iyonlaridir. Aldehitler, elektron, nikotinamid, pirofosfat, a¢il gruplari, tiamin, gibi
fonksiyonel gruplarin gecici tastyicisi gorevini yapan koenzim igeren holoenzimler
(koenzim A) reaksiyonlarin Katalizlenmesinde énemli rol almaktadirlar. Koenzimler
diyetle viicuda giris yapan vitaminler tarafindan meydana getirilmektedir (3).
Proteinler baz1 organizmalarda 6zel olarak bulunurken, bazi hiicre tiirlerinde ise gok
genis yelpazede cesitlilik gosterebilir. Proteinlerin, belirli sartlarda (sicaklik, pH
araligi) aktivite goOstermesi, proteinlerin doku veya hucrelerden izolasyonunu
zorlastirmaktadir.

Bahsedilen zorluklara ragmen sayisizca protein glnimuize kadar
saflagtirilabilmistir. Kismen saflastirilmis olan enzim sayisi binin tizerinde iken saf

kristal halde elde edilen enzim sayisi iki yilizden fazladir. Enzim aktiviteleri,



proteinlerin belirli parametrelerden (ylizey gerilimi, U¢ boyutlu molekul yapisi,
ortamin pH’s1, sicaklik vb.) etkilenmesiyle, ¢ok kisa zaman igerisinde
degisebilmektedir. Bu sebeplerden dolay1 enzim izolasyon deneyleri oldukca dikkat
gerektiren calismalardir. izolasyon islemi enzimlerin;

1. Molekiil agirhigi,

2. Adsorbsiyon ve elektriksel yuk farkliliklart

3. COzunurlugi esasma gore gergeklestirilir (1).

Proteinlerin saflastirilmasinda en sik faydalanilan yontem bir gesit adsorpsiyon
kromatografisi olan afinite kromatografisidir. Bu yontem spesifik ligand temeline
dayanmaktadir. Bazi proteinler afinite kromatografisini kullanarak tek adimda
yiizlerce proteinin bulundugu karisimlardan ayirt edilebilirler. izole edilecek protein,
kovalent bagla kolon dolgu maddesine tutunur. Sefadeks, seliiloz, biojel ve sefaroz
sabit faz turleri dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir.

Ligand izole edilecek protein i¢in 6zel olmali ve tersinir baglanmalidir. K¢k
ligandlarin bagl bulundugu adsorbanlar, sterik engelden kaynaklanan diisiik ayirma
yetenegi gosterirler. Bu durumda uzanti kolu, kolay ve ylksek verimli izolasyon igin
ligand-matriks arasina baglanip kullanilir (1). Enzimlerin etkilesime girdigi maddeye
substrat denir. Substratlar enzimlerle etkilesime gegtikten sonra Urtinler meydana gelir,
sonunda enzim sonug Uriininden ayrilir. Enzimlerin tg boyutlu yapilarinda reaksiyon
aninda degisiklikler meydana gelir ancak reaksiyon bittiginde eski (i¢ boyutlu yapisini
kazanirlar. Enzimler hem reaksiyon hizlarini artirir hem de metabolik yolaklarda
meydana gelen 6nemli biyolojik reaksiyonlarin ortalama hizin1 diizenlerler.

Glinlimiizde ¢ogu saf halde elde edilmis kinetik 6zellikleri incelenen 200’e

yakin enzim tanimlanmasi yapilmis olup 200 enzimden fazlasi da kristallendirilmistir.



Fakat yapilan ¢alismalar daha tespit edilememis bir¢ok enzim varligini1 géstermektedir

(1).

2.1.1. Enzimlerin Stmflandirilmasi

Onceleri bilesik adlarma —az eki eklenerek enzimler smiflandirilmistir.
Ornegin, arginaz arginini parcalayarak ornitin ve iireye, tireaz ise tireyi amonyak ve
karbondioksite doniistiirmektedir. Fosfataz fosfat esterlerini hidrolizleyen enzimler
olarak bilinmektedir. Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB) verilen 6rnekler ¢ogu
enzimlerin fonksiyonlar: hakkinda yeterli bilgi vermedigi ve ayn1 zamanda birgok yeni
enzim ortaya ¢iktig1 igin sistematik bir siniflandirmaya ihtiyag duymustur (1).

Bu amagcla enzimler katalizledikleri reaksiyon ve ilgili substratlarin 6zellikleri
gbz Oniine alinarak smiflandirilmiglardir. Sistematik isimlendirme su niteliklere
sahiplerdir;

a- Enzimler ve katalizlerdikleri reaksiyonlar 6 farkli gruptan olusmaktadir. Bu
gruplar ise 4-13 arasi gruplara bolinmiistiir.

b- Enzim ismi iki boliimden olusur. ilk boliimi substrat(lar) a ait iken, ikincisi
ise kataliznenen reaksiyon turiiniin sonuna “—az” eki getirilerek grup veya alt grup adi
meydana getirilir. Substratlarin arasina iki nokta eklenerek isim olusturulur.

c- Reaksiyon yapisi i¢in agiklayici ibareler gerektiginde, bu ifadeler parantez
icine almarak ismin son kisminda yazilabilir. Ornegin, L- Malat + NADP* « Piriivat
+ CO2 + NADPH + H* reaksiyonunda enzimin L- malat: NADP* oksidorediiktaz
(dekarboksile eden) olarak isimlendirmesi ile reaksiyonun dekarboksilasyon
reaksiyonu oldugu anlasilmaktadir.

d- Enzimlerin her birine sistematik bir kod numarasi verilmistir. Kod E.C.

harflerini takip eden dort rakam tarafindan olusmaktadir. Ilk rakam enzim ait grubu



gosterirken, ikinci ve tGglncl rakam alt gruba isaret eder. Son rakam, ilk ii¢ rakami
benzer olan enzimler igindeki siralamay diizenler. Ornegin, E.C.2.7.1.1. koduna ait 2
numarasi enzimin transferaz enzimi oldugunu igaret ederken; 7 numarasi transfer ettigi
grubun fosfat grubu oldugunu; 1 numarasi fosfatin alkol grubuna tagindigini ve son 1
numarasi ise bu transferi yerine getiren enzimler iginde bu enzimin ilk sirada yer
aldigini isaret etmektedir. Siniflandirilmasi yapilan bu enzimin geleneksel adi ise,
ATP: D-heksoz 6- fosfotransferaz enzimidir.

Enzimler 6 ana gruba ayrilmislardir.

1.0Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarinin katalizlenmesini saglayan
enzimler oksidorediiktaz grubuna girerler. indirgenme ve yiikseltgenme olaylari
katalizleyen enzimleri kapsar.

2. Transferazlar: Hidrojen grubu disinda kalan diger gruplarin iki substrat
arasinda tasinmasini katalizler.

3. Hidrolazlar: Suyu kullanarak cesitli fonksiyonel gruplarina ait baglarin
hidrolizini katalizleyen enzim sinifidir.

4.Liyazlar: Fonksiyonel gruplarin substratlardan uzaklagtirip ¢ift baglari
meydana getiren hidrolazlardan farkli bir mekanizma ile ¢aligan reaksiyonlari
katalizlerler.

5. Izomerazlar: izomerleri yapisal (optik, yapisal veya geometrik) olarak
birbirine doniistiirerek yeniden diizenlenmesini katalizleyen enzimlerdir. Bu grupta en
cok bilinen enzimler rasemaz, mutaz ve epimeraz enzimleridir.

6. Ligazlar: iki molekiiliin baglanmasinda kullanilan enerjinin ATP ve GTP’de
bulunan fosfat bagmin koparilmasi ile elde edildigi reaksiyonlar1 katalizleyen

enzimlerdir.



Genetik calismalar sonucu biyokimyasal reaksiyonlarin fazlalifinin ortaya
¢ikarilmasi kesfedilmeyen enzim sayisinin da ¢ok oldugunun kanitidir. Ciinki
hiicrelerde gergeklesen her reaksiyonda enzimler rol almaktadir. Protein Ozellikli
enzimler canli hiicrelerde sentezlenir ve canliligini kaybeden hiicrelerde etkisini
yitirmez.

Enzimlerin katalizleme yetenegi turnover sayist olarak adlandirilmaktadir.
Turnover sayis1 bir mol enzimin birim zamanda iiriine doniistiirebildigi substratin mol
sayist olarak tanimlanmaktadir. Enzim ve substrat konsantrasyonu, inhibitor ve
aktivatorlerin mevcudiyeti, iyonik siddet, pH ve sicaklik enzim aktivitesine etki eden

faktorlerdendir (1-3).

2.2. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz (CA) enzimi ilk kez yapilan ¢aligmalar sonucu 1933 yilinda
eritrositlerde bulunmustur. Ardindan 1940’larda CA’nin bobrekte kesfi ile enzimin
Uzerindeki ilgi tirenin asidifikasyonuna ve bobrege yonelmistir. 1935 yilinda ¢ikarilan
ilk CA derlemesi bir¢ok organda CA mevcudiyeti hakkinda 6nemli bilgiler sunmustur.
1935°ten sonra ise ¢esitli CA izoenzimleri karaciger ve kasta bulundugu belirlenirken
ve ayni zamanda en az on alt1 farklit CA izoenzimi vicutta tespit edilmistir (4).

CA aktivitesi sigir eritrositlerinden 1960’daki ilk saflagtirilmasindan sonra
1961 yilinda insan eritrositlerinden yapilan saflastirma ile iki adet CA formu tespit
edilmistir. Bunlar diisiik aktivite ve fazla miktarda bulunan enzim ile diisiik
miktarlarda ve ylksek aktiviteye sahip CA-11 ve CA-I olarak adlandirilan enzimlerdir
(Sekil 2.1).

1970’lerin basinda CAI ve CAll enzimlerine ait amino asit dizileri (5,6), 1972

(7) ve 1975 (8) yillarinda ise X-ray kristal yapilar1 rapor edilmistir (9). Ayrica yapilan



farkli ¢aligmalar ise CA’1n kinetik analizinin esteraz aktivitesi ile belirlenebilecegini

gostermistir (10).

Sekil 2.1. CA-II’a ait {i¢c boyutlu kristal yap1

Sekil 2.2. CA-II’in polipeptit yapist

CA enzimi, yapisinda Zn*? iyonu igerir ve CO2’nin déniisiimlii hidrasyonunu
katalizler (11) ve bu enzim bakteri, yuksek bitkiler, algler, omurgali-omurgasiz birgok

farkli organizmanin yapisinda mevcuttur. CA, hicre i¢cinde CO2’in hidrasyonu/HCO3z



In dehidrasyonu reaksiyonlarini katalize eder. CO2 + H20 «<» H,COs3, fakat H,CO3
kendiliginden; H,CO3 — HCO3 + H" seklinde iyonlarina ayrismaktadir.

CA turnover sayisi en yiiksek olan enzimlerden biridir ve enzimi meydana
getiren protein zincirinin kireye benzer mavi seritler halinde kivrilmasiyla hiicrede
bulunur. Yapisinda aktif merkez adi verilen cepler bulunur. Bu aktif merkezin
yapisindaki bir su molekiliinden proton ayrilarak hidroksit (OH") iyonunu meydana
getirilir. Proton, enzimin baz roliine biiriinen kismi tarafindan koparilir. Ciinkii yapida
bulunan bu proton fazla asidik olmamasina ragmen aktif merkezde bulunan ¢inko ile
suya ait oksijen arasindaki Lewis asit baz etkilesmesi toplam yiik dagilimini
degistirmektedir. Boylece oksijen atomu iizerinde pozitif yik meydana gelerek suya
ait protonlar daha asidik hale gelmektedir. Diger taraftan olusan OH" iyonu aktif
merkezde bulunan karbondioksit ile reaksiyona girerek HCO3™ (hidrojen karbonat veya
bikarbonat) meydana getirir. CA’1n yapisinda aktif merkezlerdeki HCO3 kirmizi, Zn*?
yesil, H20 ise mavi ile gosterilmistir (Sekil 2.2). H2O’nun protonlarindan biri
molekiilden ayrildiginda OH™ meydana gelir. OH™ aktif merkezde bulunan karbon

dioksit ile reaksiyona girerek HCO3 olusturur (12).

2.2.1. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin U¢ Boyutlu Yapilari
CA enzimleri families, a-, B-, y-, 6-, -, -, ve 0- lizere bes gruptan meydana
gelmektedir ve bu bes enzim arasinda énemli farkliliklar yoktur. Benzer olan 6zellik
ise tamaminda ¢inko iyonu vardir ve katalitik fonksiyonu gergeklestirebilirler (13).
Ug boyutlu yapilardan birincisi a-CA’dir. Bu yapidaki enzim tipine sahip
enzimler; insan CA-1 ve CA-Il izoenzimleri, sigir CA-III, sigan CA-V ve E. Coli CA
enzimleridir. Bu enzimin aktif bolgesi koni bigiminde ve oyuk seklinde genis bir alana

yayilmistir. Bu enzimde bulunan ¢inko bu oyugun alt kismi ile yakin konumdadir. Dort



ligand gibi su veya hidroksit ile bir tetrahedral yapida His-94, His-96 ve His-119’daki
i azot atomuyla koordine edilmistir. DOrt ligand; indirekt ligandin hidrojen bagi
kullanarak diger gruplarla bag kurmasi sonucu meydana gelmistir (13,14).

Indirekt ligandlarin ve metal iyonlu ligandlarmn o-CA amino asit dizilisleri sabit
yapidadir. Zn*? ligandli indirekt ligandlarin ve17 amino asitli direkt bitiin amino asit
dizilisleri ¢ok sikidir. B-CA’nin yapisi ise net bir sekilde agiklanamamakla birlikte alt
Unitenin oktamer yapiya sahip oldugu belirlenmistir. y-CA, M. thermophila‘dan
sentezlenen bir yap1 oldugu calismalarla belli olmustur ve bu trimetrik molekiil, o-
CA’daki mevcut katlanma yapilarindan tamamen farkli katlanmalara sahiptir. Bu
bolge kalitsal bolge olarak tanimlanmaktadir. Mevcut her bir Unite, her dondsteki {i¢
kisa iplik¢igin B-heliks yapisinin yedi kez doniisiiyle olusmaktadir. Bu yapinin
sonucunda yan yana (¢ adet yass1 B-seridi ve liggen yapisinda paralel kisimlar heliks
yapiy1 olusturmustur. Zn iyonlari ise alt tinitelerde mevcuttur ve His-81, His-122 ve
His-117 ile ligand olusturur. H2O sayesinde bikllme saglanarak, tetrahedral yapi

meydana getirilir (14,15).

2.2.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Ayn1 canl tiirline ait benzer kimyasal reaksiyonu hizlandiran, fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri farkli olan enzimlere izoenzim denir. izoenzimlerin ilgileri
inhibitorlere, substratlara ve kofaktdrlere karsi birbirinden farklidir. Amino asit
sayisinda, sirasinda, elektroforetik hareketliliklerinde ve izoelektrik pH degerinde
goriilen farkliliklar izoenzimlerin G6zelliklerindendir. izoenzimler bir hcrenin
subselluler fraksiyonlarinda yerlesmis olabildigi gibi, farkli dokularda da

siirlandirilmis olabilmektedir (1).



Hayvanlar alemindeki canlilarda bulunan karbonik anhidraza ait 16 izoenzim
mevcuttur. Bu izoenzimlerin, bir tanesi salgisal (CA V1), iki tanesi mitokondriyal (CA-
VA, VB), li¢ tanesi nonkatalitiktir (CA-VIII, X, XI), dort tanesi membrana bagli (CA-
IV, IX, XII ve XIV), bes tanesi sitoplazmiktir (CA-I, I, 111, VII ve XIII) (4,13).
Insanda mevcut olan fakli yapidaki izoenzimlerin gen yapilar1 belirlenmis olup ve bu
izoenzimlerin hayati fonksiyonlarinin doku ve organlara gore farklilik gosterildigi
tespit edilmistir. Bu dokular; pankreas, g6z lensi, kaslar, akciger, bobrek, gastrik
mukoza, tiikkriik bezleri, sinir miyelin kilifi, prostat olarak drnek verilebilir. Bu sayilan
orneklerin ¢cogundan karbonik anhidraz enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlari
hakkinda bilgi edinilmeye calisilmistir (16). hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri, insan
kanindaki eritrosit hlcrelerinden izole edilmektedir.

Karbonik anhidrazin bu izoenzimlerinin baslica gorevi, solunum olaymda
gorev almaktir. Karbonik anhidraz doku ve akciger pulmoner kapillerde meydana
gelen CO2 «» HCO3’doniisiim reaksiyonlarini katalizler. hCA-11 izoenzimi CA’nin en
cok aragtirilan formu ve oda sicakliginda 106 s turnover sayisina sahiptir. hCA-I’e
gore daha az miktarda bulunan hCA-Il izoenzimi insan eritrositlerinden izole
edilmektedir (16).

GOz lensi, kornea gibi dokularda bulunan CA-Il izoenzimi glokom hastalig
tedavisinde kullanilirken, bobrek korteksinde bulunanlar ise sodyum ve suyun geri
emilimini saglamaktadir. CA-II noksanliginda; bobrek tasi olusumu, kemik dokusu ve
beyinde kireglenme gerceklesmektedir. Bu dokular igin CA-Il izoenzimi oldukca
onemlidir (17). iskelet kasinda CA olarak hCA-111 izoenzimi tespit edilmis ve laktat \
laktik asit dengesinde olduk¢a 6nemli bir goreve sahiptir. Kirmizi kas dokusuna zay1f

bagli olarak bulunan CA-I1l enzimi, karbondioksitin doku kapilerine diflize olmasini
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saglar (18) ve bu dokuya zayif bagh oldugu icin blylk oranda ¢ozinebilir bir
proteindir. Ayrica hCA-IIl enzimi yag dokusunda ylksek konsantrasyon da
bulunmaktadir ve fosfataz aktivitesine de sahiptir (19). hCA-1V izoenzimi de bobrek,
kornea, silyer epitelyum, goz lensi, epitel hiicreleri ve akcigerde kapiler hiicrelerinde
bulunmaktadir. hCA-1V ve hCA-VI izoenzimleri, iki sinyal sekans izoenzimleridir ve
sinyallerin hedef doku ve organlara ulagmasinda gorev aldigi bilinmektedir. Son
donemde, iire sentezinin siilfonamid inhibit6rlerinin kullanimi ile azaltildig:
belirlenmistir. hCA-IV’lin, sitrik asit yolaginda bulunan CO’yi kaynak olarak
kullanip HCOgs™ iyonunu sitrilin sentezi i¢in temin etmesinden dolay1 Ure devrinde
Onemli role sahip olmasi, bu durumu agiklamaktadir (20). Tukrik bezinden izole
edilen hCA-VI izoenzimi tiikiiriigiin pH dengesini saglarken, hCA-VII izoenzimi ise
tiikriikte bikarbonat salgilanmasinda rol almaktadir (21). CA-VIII enzimi de lagim
faresinin beynin dokusundan elde edilen bir cDNA veritabaninda bulunmustur. CA-
IX ise insan serviks kanser hucrelerinde eksprese edilmis ve tiimore bagl antijen
olarak siniflandirilmistir.

CA-X izoenziminin talamus, bobrek, beyin, serebral korteks, hippokampus,
hipofiz bezi, pankreas, bobrek, karaciger, tikrilk bezi spinal kort ve yumurtalikta
mevcut oldugu belirlenmistir. CA-XI izoenzimi, gicli bir sinyal iletiminde ve sinyal
uyumunda rol oynadigi bilinmektedir. Beyinde kuvvetli bir sekilde eksprese oldugu
gosterilmistir ve pankreatik kanser hiicresinde giclu sinyaller belirlenmistir.

CA-XIII izoenzimi, sinidirim sistemi dokularindan (testis, tlkrik, uterus, ince
bagirsak, bobrek ve kolon) saflastirilmistir ve CA-I, 11 ve 11l sitozolik enzimlerine
benzeyen globiler molekuldir. Yapilan ¢alismalarda insanlarin ince bagirsak, kolon,

dalak, timus, testis, prostat, yamurtalik dokularinda farelerin ise; iskelet kasi, akciger,
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dalak, beyin, bobrek, kalp ve testislerde pozitif sinyaller elde edilmistir (22). CA-XIV
izoenzimi ilk olarak fare bobreginde tanimlanmistir. Ratlar {izerinde yapilan
caligmalar CA-XIV mRNA ekspresyonunun sirasiyla en ¢cok bobrek, kalp, beyin,
karacigerde ve iskelet kasinda bulundugunu gostermistir. Diigiik katalitik aktiviteye

sahip CA-XV ise kimyasal olarak CA-1V’ya benzemektedir (23).

2.2.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Biyolojik Fonksiyonlar:

Karbondioksit ve bikarbonatin birbirlerine doniisiimleri canli metabolizmasi
icin oldukga 6nemlidir (3). Hiicre igine ve hiicre digina kolay gegebilen CO- ’in aksine
HCOzs" lipitlerde tam olarak ¢6ziinmedigi igin hiicre membranindan gecemez. Bundan
dolay1 gereken durumlarda HCOs“in hiicre igine transferi ve CO2’nin de burada
kalabilmesi icin bu reaksiyon meydana gelmektedir (Sekil 2.3) (3).

Reaksiyonun fizyolojik pH’da enzimsiz meydana gelmesi uzun stire alacak

iken CA’nin katalizi sonucu reaksiyon daha kisa siirede gergeklesmistir (3).

Bikarbonat kan
plazmasmnda ¢ozONUr

Klorir-bikarbonat HCO3 c1
deZigtirme proteind - -

Soluyan dokularda

."/-"Q'u + HyO ~——— HCO; + H* <1~ B
y = = 2 1)

L LCO, + HyO e OO + HY  C17 5 l

. e Y

Akcigerlerde /‘ \
z HCO, <l
Karbondioksit entrosits Bikarbonat kan
terkeder ve soluk vermeyle
atalir

plazmasmndan entrosite
geger

Sekil 2.3. Eritrosit membraninin kloriir-bikarbonat degistiricisi

CA’1n bitkilerde pH degisimlerinden kaynaklanabilecek denatiirasyonlardan
bitkiyi korur ve kloroplastik pH’larin diizenlenmesinde rol alir. Karbonik anhidrazin,

lipojenez olayinda aldigi roliin yani sira piruvat karboksilaz ve karbamoil fosfat
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sentetaz-l enzimlerine bikarbonat iyonu sagladigi, glukoneojenez ve Ure devrinde de
etkin oldugu tahmin edilmektedir (24).

CA’m yapisinda Zn*? ve OH iyonlarmi icermesi enzime Katalitik etki
kazandirmistir. CA bir OH" iyonu, bir Zn*2 iyonu ve (g histidin ile bag yapmistir. CA,

2+

yapisindaki OH™ iyonun’dan dolay1 CO2 molekiilii ile etkilesir ve Zn“"’a baglanan

HCOs Ui olusturur (Sekil 2.4). Bu reaksiyon sonucu CO2’in HCO3™ iyonuna doniigiimii

gerceklesmis olur (25).
o}
\C‘
OH OH \o
- CO: |
Zn’; Zhe>
Hisg \ His, o Hlisyg \ His, o
Hisgg Hisgg
A B
-BH"|| B
ﬁ
" oH H s
\0/ \
+H,0 0
2 - HCOy Hiso, /
H1594 \ Hlsllg Zn:-
Hisos Hisgg Hisy o
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Sekil 2.4. CA’nin CO; hidratasyon reaksiyonunun sematik olarak gosteriligi
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2.2.4. Karbonik Anhidraz Aktivitesi

CA izoenziminin bikarbonatin dehidratasyonu ve esterlerin hidrolizi gibi
gorevleri, CO2’nin hidratasyonunu da belirler.

H.O + CO2 <« H2COs « HCOsz + H*

Yukaridaki reaksiyonda gosterildigi gibi, ya karbondioksit gazi harcanmakta
ya da olugmaktadir. Olusan veya harcanan CO; gazinin, manometrik yolla teshisi
yapilabilir. Fakat manometrik metodunun dezavantajlari arasinda reaksiyon pH’sinin
degiskenlik gostermesi, CO2’in sudaki ¢6ziiniirliigiiniin az olmasi yer almaktadir.
Ayrica ortamdaki H™ konsantrasyonu azalmakta veya ¢ogalmaktadir (22).

Ikinci olarak, ortamm H* derisiminin azalmas1 ve artmasi igin gegen siire
potansiyometrik yolla inhibitérle bulunabilir. Ancak metodun kisa sireli
uygulanabilirligi bir avantaj olsa da, pH’1n degisiklik gostermesi, suda CO2’in diisiik
cOzintrlugi ve indikatorin inhibisyon etkisi dezavantaja yol agmaktadir. Bu
dezavantajlar1 minimize edebilmek icin spektrofotometre ile aktivite olgimi
yapilmaktadir (22). Wilbur - Anderson metodu izolasyon esnasinda aktivite 6lgtimleri
icin kullanilmaktadir. Wilbur - Anderson metodunda; CO> hidratasyonu esnasinda

pH’nin 8.2°den 6.3’e diismesi igin gegen siire bulunmaktadir (22).

2.2.5. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri iki basglik altinda toplanmistir. Bunlardan ilki
inorganik anyon ve katyonlar ikincisi ise organik inhibitorlerdir. Karbonik anhidraz
enzimini inhibe edenler genellikle tek degerli olan anyonlardir. Bu anyon serileri;
asetik asit, azit, bistlfit, brom, hidrojen sulfir siyanur, tiyosiyanat, nitratlardir (11).

Son donemde gergeklestirilen arastirmalarda aromatik ve heteroaromatik
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stlfonamidlerin en etkili CA inhibitorii oldugu belirlenmistir (11). Stlfonamidlerin
basit yollarla iyonik hale dontismeleri dikkat geken en 6nemli 6zelliklerindendir (11).

p-aminobenzensilfonamid maddesinin turevi olan sulfanilamid, benzolamid,
etoksizolamid, metazolamid, ve klorozolamid bilesikleri siilfonomid sinifina aitlerdir
ve CA’da farkli yollarla etki gosterirler. Asetozolamid ve azid, CA’lar1 inhibe etme
Ozelligine sahiptir ve bu enzimin CO: hidrasyon aktivitesini inhibe ederler (11).
Salfonamidler  yapisinda -SO>NH2 veya -SO.NH(OH) grubu barindiran
inhibitorlerdir. Siilfonamidler ilk basta azot atomu sayesinde enzimdeki metal iyonuna
(aktif bolge) iyonik bagla tutunurlar. Son olarak da enzim inhibitor bagi hidrofobik
etkilesimlerle saglanmis olur. Siilfonamidler arasindaki inhibitor aktivitesi farkini
anlamak igin enzim-inhibitdr baglanma serbest enerjileri ve yapi aktivite iligkileri
incelenmistir. Yapilan ¢aligmalar, siilfonomid tiirevlerinin farkli K; degerlerine sahip
olmasinin altinda, farkli diizeyde Van der Waals etkilesmeleri ile enzim-substrat

baginin ger¢eklesmesini gostermektedir. (Sekil 2.5) (11).

\NH‘.
# Thr-199
B 7\ ‘,” """"" OH
N=/ —
His-96 ~ —
N Glu-106 '\
[His-119
His-94
\N /wvo\ /CH3
HsC, o HaC. O $=0
\/ \/ |
/ \ / \ Onnn /N
HN o] O VVH—N o] / H |
\zn/2 H/ \sz/? H o
H;N/l \NH3
NHy
(a) (b) (c)

Sekil 2.5. Van der Waals etkilesimli siilfonamid tiirevleri
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CA inhibitorleri olan silfonamidler, uzun senelerdir ditretik ve antiglokom
ilaglart olarak kullanilmaktadir. Klinik calismalarda kullanilan siilfonamid ya da
silfamat siifindan bir¢ok ilag mevcuttur.  Asetazolamid, Ethoksozolamid,
Diklorofenamid, Dorzolamid ve Brinzolamid inhibitorleri ditretik olarak, epilepsi,
glokom, obezite tedavilerinde, agr1 kesici ve antibakteriyel olarak birgok alanda
kullanilir (26). Siilfonamid sinifindan bazi bilesiklerin kimyasal formiilleri ise Sekil

2.6’da gosterilmistir.

0,\H,
N—N \
,:"/ \"\ AN
CHCONH™Ng” “SONH, ,(T A |
0 SOM, Ao
MZ EZA ol
bcP
NHE! NHEt
m ysozmg d %—SO:NH,
MeO(CH)” 87 S Me" 587 S
00 00
DZA BRZ

Sekil 2.6. Siilfonamid sinifina ait olan bazi bilesiklerin kimyasal formiilleri

2.3. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar bilhassa asetilkolin ve batirilkoline olan ilgileri sebebiyle ikiye
ayrilir. (AChE, EC 3.1.1.7, BChE, EC 3.1.1.8). AChE ve butirilkolinesterazi (BChE)
birbirinden ayiran Onemli Ozellikte yiksek substrat konsantrasyonlarinda BChE
aktivite gosterirken AChE’in inhibe olmasidir. Enzimlerin farkli diizeyde segici
inhibisyonlar bir diger ayiric1 parametredir. 1,5-bis (4-allildimetilaminopropilpentan-
3-on-dibromir) AChE’yi secici olarak inhibe ederken, tetraizopropil pirofosforamid

(iso-OMPA) ve 10-(2-dietilaminopropil)-fenotiyazid (etopropazin) BChE’yi inhibe
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ederler. BChE ve AChE sirayla 3. ve 7. kromozomlarda kodlanarak aminoasit dizi
iceriklerinde benzerlik gosterirler (26—28).

ACNhE, sinir sistemindeki sinapslar arasindaki transeferde gorev alan asetilkolin
bilesigini hidroliz eden enzimdir. Bu enzim genel olarak kas ve beyin sinirlerinin
sinapslarmda bulunur. ilk kez kimyasal yapis1 X-1s1n1 ile J.L. Sussman tarafindan 1991
yilinda yilinda kesfi yapilmistir (27).

Karacigerde sentezlenerek dolasima katilan Serum BChE suksinilkolinin
hidrolizinde gorev almaktadir.

AChE ve BChE enzimleri Alzheimer hastaliginda oldukga 6nemli gorevleri
olan enzimlerdir. Hastaliga neden olan sebepler suan igin tam olarak bulunmasa da,
asetilkolinin miktar1 azaldik¢a Alzheimer’in siddetlenmesinin bu enzimlerle baglantili
oldugu bulunmustur. Alzheimer tedavisinde tercih edilen ilk yontem sinaptik aralikta
daha uzun siireli asetilkolin varligini saglamaktir. Bu sebeple Kkolinesteraz enzim

inhibitorleri tercih edilmektedir (29).

2.3.1. Asetilkolinesteraz Enzimi

AChE enzimi vicutta merkezi ve periferal dokularda, adrenerjik ve kolinerjik
dokularda, sinir ve kas dokularinda, eritrositlerde ve plasental dokularda bulunan bir
enzimdir. Bu enzim sinaptik bogluklarda bulunan asetilkolini asetat ve koline
pargalayip inaktive eder. Ilk olarak 1914 yilinda ingiliz bilim insan1 Henry Hallet Dale
tarafindan tanimlamistir. Avustralyal1 bilim insan1 Otto Lewi ise 1921 yilinda kurbaga
kalpleri ile yaptigt caligmalar sonucu asetilkolinin nérotransmitter oldugunu
dogrulamistir. Bu bulus sayesinde bilim insanlar1 1936°da Nobel Odiilii almislardur.
Asetilkolinin, Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin metabolizmasinda etkili oldugu

bulunmustur (30).
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Noromuskular kavsakta ve kolinerjik beyin sinapslarinda bulunan AChE
karboksilesteraz ailesi hidrolaz grubu enzimlerindendir. Asetilkolini hidrolize eden
AChE organofosfat turevlerinin (pestisitve sinir gazi) birincil inhibisyon

hedeflerindendir (31).

2.3.1.1. Asetilkolinesterazin Yapisi ve Mekanizmasi

AChE karacigerde sentezlenir ve ilk kez 1938 yilinda elektrik baligindan
(Torpedo marmoneta) saflastirilmistir. YUksek aktiviteye sahip oldugu bilinen AChE
enzimi saniyede yaklasik 25.000 asetilkolin (ACh) molekiiliinii pargalama 6zelligine
sahiptir. Bu enzimin aktif bolgesi katyonik ve anyonik alt birim olmak tizere iki alt
birimden olusmaktadir. AChE' in mekanizmasi ve yapisi enzimin kristal yapist ile
aciklanmistir (27,28). Enzimin norotransmitter madde ve substrati olan asetilkolinin

kimyasal yapist asagidaki gosterilmektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Asetilkolinin yapis1
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Sekil 2.8. Asetilkolinesterazin asetat ve kolin olusturan Kataliz reaksiyonu

Enzimdeki anyonik kisim asetilkoline ait kuaterner amin ile bag kurar.
Bahsedilen bolge ile iger arti yiiklii substrat veya inhibitOrler de bag yapabilir.

Katyonik substratlar, aktif bolgeye giden 14 aromatik amino asit ile etkilesim kurarlar
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(32). Aromatik araliktaki bu 14 amino asit oldukca fazla bir korumaya sahiptir (33).
Aromatik asitler arasinda yer alan triptofanin alaninle degisikligi enzimin reaktifligini
onemli seviyede diisiiriir (34). Aktif bolgeye giden bu aralik yaklasik olarak 20 A°
uzunluga sahiptir. Aktif bolge enzimin alt kismi arasinda 4 Ae° bir mesafe
bulunmaktadir (35). Asetilkolinin asetat ve koline hidrolizlendigi esteratik alt birim
katalitik ticlii; serin 200, histidin 440, glutamat 327 amino asitlerinden olugsmustur. Bu
Ucli amino asit grubu, 3. amino asitin olmas1 gereken aspartat yerine glutamat gelmesi
disinda serin proteazlarla benzer dizilime sahiptir (36). Karboksil esterin hidroliz
reaksiyonu acil-enzim ve serbest Kolinin olusumuna sebep olmaktadir. Daha sonra
acil-enzim, H2O molekiilii tarafindan niikleofilik ataga ugrar ve histidin 440 amino

asitinin etkisiyle asetik asit serbest kalir ardindan tekrar serbest enzim olusur (37).

2.3.1.2. Asetilkolinesterazin Biyolojik Fonksiyonu

Sinir iletimi esnasinda asetilkolinesteraz, sinaptik bosluga birakilir ve post-
sinaptik membrandaki ACh reseptorlerine takilir ardindan sinyal meydana gelir.
Benzer sekilde post-sinaptik membranda asetilkolinesteraz enzimi asetilkolini
hidrolize ederek sinyal akisini engeller. Serbest kalan kolin énceki sinaptik sinir
hiicresi tarafindan tekrar alinir ve kolin asetiltransferaz enzimi tarafindan asetil-CoA

ile reaksiyonundan tekrar asetilkolin sentezlenir (Sekil 2.9) (36-38).
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Sekil 2.9. Asetilkolinesterazin Biyolojik Fonksiyonu

2.3.1.3. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

Merkezi kolinerjik fonksiyonun yaygin kaybi ile karakterize edilen, ilerleyici
bir nérodejeneratif bozukluk olan Alzheimer hastaliginin bilinen tek semptomatik
tedavisi, kolinerjik aktiviteyi arttirmak i¢in kolinesteraz inhibitdrlerinin
kullanilmasidir. AChE saglikli beyinde baskin iken, butirilkolinesterazin (BChE)
beyin asetilkolin seviyelerini diizenlemede kiigiik bir rol oynadigi diisiiniiliir. Bununla
birlikte, BChE aktivitesi Alzheimer hastaligi olan hastalarda giderek artar, AChE
aktivitesi degismeden kalir veya azalir (39). Tim bu bulgular, bellek islemede ve
depolama esnasinda kolinerjik nérotransmisyonun bilinen rolii ile birlikte, kolinerjik
cogalmanin, metabolize edici enzimlerinin inhibisyonu sonucu asetilkolin etkisinin
cogaltilmasi yoluyla Alzheimer semptomlarini azaltacagi hipotezine yol agmustir.
Alzheimer'in etiyolojisi ve kesin patogenezi belirsiz oldugundan, bu hipotez, bilissel
islevi gelistirecegi umuduyla, merkezi kolinerjik fonksiyonu gili¢lendirmeyi
amaglayan Alzheimer'in semptolojik tedavisinin mantigin1 olusturmustur (39).

Yapilan galismalarda rivastigminin beyin omurilik sivisindaki (BOS) AChE
aktivitelerini % 43 oraninda azalttig1, galantamin'in AChE aktivitesi lizerinde anlamli

bir etkisi olmadig1 ve donepezilin BOS AChE aktivitesini % 12 oraninda 6nemli
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Olglide artirdign gosterilmistir ayrica donepezil veya galantamin tedavisini takiben
BOS AChE aktivitesinde biiylik ve anlamli bir artig bildirilmistir, ancak plasebo ile
anlamli bir degisiklik goriilmemistir (39).

Ancak bu artiglar, saglikli gontllulerde rivastigmin kullanimi ile BOS AChE
aktivitesinde Onemli bir azalma go6zlemlenen bagka bir c¢alisma ile tezatlik
olusturmustur (40). Genel olarak, birgok ¢alismanin sonuglari, hizli geri doniistimlii
kolinesteraz inhibitorleri (donepezil, galantamin ve takrin) ile tedavinin, Alzheimer
hastalarinin BOS'unda AChE aktivitelerinin belirgin ve Onemli bir yukari
regiilasyonuna neden olabilecegini, ancak BChE'yi onemli 6lgiide etkilemedigini
gostermektedir (40).Toplam BOS AChE aktivitelerinin 6lgimunun, tedavi etkilerini
ve sonuglarini tahmin etmek icin yeterli olmayabilecegine dair artan bir goriis vardir

(40).

2.3.1.4. Asetilkolinesteraz Inhibitorleri

Asetilkolinesteraz inhibitorleri AChE inhibisyonu saglayarak asetilkolinin
yikimina engel olurlar. Bunun sonucunda asetilkolin derisimi ve islev siiresi artis
gosterir. AChE inhibitorleri 3 farkli sekilde etki gosterirler; geri donisiimli
(karbamatlar, piperidinler, fizostigmin, piridostigmine, ambenonium, rivastigmin,
fenantren tdrevleri, neostigmin, galantamin, ladostigil, kafein, donepezil, takrin,
edrofonyum, demekaryum, Huperzin A, ungeremine, lactucopicrin), geri déniisiimsiiz,
yart geri doniisimlii (organofosfatlar, ekotiofat, sarin, diazinon, propamocarb,
diizopropilfluorofosfat, karbetamit, malathion, karbosulfan, soman, galantamin,
cadusafos, pinmicarb, oxamyl, siklosarin, diklorvos, dimethoat, tabun, propham,

methomyl, parathion, aldicarb, ethiofencarb, bendiocarb, phenmedipham, bufencarb,
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pirimicarb, huperzine A, karbaril, karbendazim, propoxur, karbofuran, chlorbufam,
chlorpropham, klorprifos, formetanate, methiocarb, onchidal ve kumarinler) (41).

Yarigmali ve yarigmasiz geri donisiimlii AChE inhibitorleri tedavilerde
kullanilirken, yari-geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz AChE inhibitorleri daha ¢ok
kimyasal silah ve pestisit yapiminda tercih edilirler (37). AChE enzimi inhibitorleri
birgok alanda kullanilir. Dogal olarak bitkisel ve hayvansal kaynakli zehirler AChE
enzimini inhibe edebilirler. Sinir gazlar1 kimyasal silah olarak kullanilabilir ve
insektisitlerde bulunurlar (42).

Tibbi amagli olarak, Lewy Body Dementia tedavisinde, Alzheimer da
noropsikiyatrik semptomlarin tedavisinde, antikolinerjik zehirlenmede, non-
depolarlayici kas gevseticilerin etkisini tersine ¢evirmede, Parkinson, glaucoma ve
myasthenia gravis tedavisinde kullanilir. BChE enzimi inhibitorleride son yillarda

AChE inhibitorleri gibi Alzheimer tedavisinde tercih edilmeye baglanmistir (43).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanmilan Aletler ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan aletler ve cihazlar kullanilmistir.

UV Spektrofotometre . Shimadzu

Buzdolab1 . Siemens

pH metre . Thermo

Hassas terazi . Denver Instrument
Otomatik pipetler . Eppendorf ve Socorex
Vorteks : Nuve SL 350

Tez calismasinda deneyler boyunca kullanilan kimyasal maddelerin timi
analitik safliktadir. Elektrikli yilan balhigindan (Electrophorus electricus),
saflastirilmig  asetilkolinesteraz  enzimi, asetiltiyokolin iyodat, L-Tirozin p-
nitrofenilasetat (Tris), HCI, etanol 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB),
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), sodyum sitrat gibi kimyasallar Sigma-
Aldrich’den temin edildi. Insan kam Erzincan Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma

Hastanesi Kan Merkezi’ nden taze olarak temin edildi ve +4°C’de muhafaza edildi.

3.2. insan Kamindan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Saflastiriimas: ile Tlgili
Calismalar
3.2.1. Insan Kanindan hCA-l ve hCA-II izoenzimlerinin Aktivite Olciimiinde
Kullamlan Cozeltiler

1. 0.2 M NaHCOgs, pH 8.8 (Afinite jeli Sepharose-4B matriksi hazirlarken
kullanilan tampon)

2. 25 mM Tris-HCI/ 22 mM NaxSOs, pH 8.7 (Hemolizat tatbikinden sonra

afinite jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti)
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3. 25 mM Tris-HCI/ 0.1 M Naz2SO4, pH 8.7 (Afinite jelini dengelenmek icin
kullanilan tampon ¢ozelti)

4. 25 mM NaHPO4 /1 M NaCl, pH 6.3 (Kolona baglanmis olan hCA-I
izoenziminin ellisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti)

5. 0.05 M Tris-SOs, PH 7.4 (Esteraz aktivitesinde kullanilan tampon ¢ozelti)

6. 0.1 M CH3COONa/ 0.5 M NaClOg, pH 5.6 (Kolona baglanmig olan hCAII

enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti)

3.3. insan Eritrositlerinde CA-1 ve CA-Il izoenzimlerinin Saflastirma
Cahismalanr
3.3.1. CA Enzim Hemolizatinin Hazirlanmasi

Alinan taze insan eritrositleri hacimlerinin yaklasik 5 kati1 kadar buzlu su ile
hemoliz edildi. Hemolizat icerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarin1 uzaklagtirmak
icin +4 °C’de 10.000 g’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki hemolizat
damlalikla dikkatli bir sekilde alindiktan sonra sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tlizere

+4 °C’de muhafaza edildi (39,40).

34. CA Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasiyla Tlgili
Cahismalar

a. Sepharose-4B-L-Tirozin afinite jelinin hazirlanmasi: CNBr kullanilarak
aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi ile afinite jeli hazirlandi. Hazirlanan kolona L-
Tirozin’in kovalent baglanmasi gerceklestirildi. Ardindan stlfanilamid L-Tirozine
diazollanma yoluyla baglandi. Siilfanilamid, enzimi spesifik olarak baglayan

bolumund, tirozin de afinite jelinin uzanti kolunu ve afinite jeli olusturuldu.
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b. CNBr kullanilarak aktiflestirilmis olan Sepharose-4B’ye tirozin
takilmasi: CNBr kullanilarak aktiflestirilmis olan Sepharose-4B, 250 mL 0.1 M soguk
NaHCOs tamponu (pH 10.0) ile yikanip behere alindi. Hazirlanan NaHCO3
tamponundan 20 mL alip i¢inde 80 mg tirozinin ¢éziinmesi saglandi. Bu soguk
cozelti baska bir behere alinarak karistirildi. Daha sonra bu ¢0zelti, 2 saat boyunca +4
°C’de manyetik karistirici yardimiyla karistirildi. +4 °C’de 16 saat bekletildi. Sonra
yikama suyu ile 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylelikle tirozin uzaklastirilmig oldu. 100 mL’lik 0.2 M NaHCO3 tamponu ile (pH
8.8) yikama tekrarlanarak tirozin bagli jel, 40 mL’lik ayn1 tamponun igine alindi.

c. Sulfanilamid kenetlendirilmesi: Sulfanilamidten 25 mg alinip 0 °C’deki 10
mL, 1 M HCl igerisinde ¢6zuldi. Ardindan iginde 75 mg NaNO> bulunan 0 °C’deki 5
mL c¢ozelti, silfanilamid c¢o6zeltisinin igine yavas yavas eklendi. 10 dakikalik
reaksiyondan sonra diazolanmis olan siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
stlfanilamid slispansiyonuna ilave edildi. pH’s1 9.5 olan 1 M NaOH ile 3 saat boyunca
25 °C’de yavasca karistirildi. Sonra 1 litre saf su ve 200 mL 0.05 M Tris-SO4 (pH 7.4)
tamponuyla yikandi. Daha sonra {izerine bir miktar daha ayn1 tampondan konularak
saklandi.

d. Afinite kolonunun paketlenmesi: Hazirlanan jel dengeleme tamponu
(Tris-HCI, pH 7.8) igine alinarak jel siispanse edildi ve vakum ile havasi alindi.
Suspanse edilen bu jel, 1x10 cm’lik kapali sistemli sogutmali kolona aktarildi. Jel
coktukten sonra dengeleme tamponu ve peristaltik pompa yardimiyla yikama saglandi.
Kolonun dengelenmis oldugu toplanan eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin

veya pH’larinin esit olmasindan anlasildi.
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e. Afinite kolonuna numune tatbik edilmesi ve eliisyonu: Hemolizatin pH’s1
kat1 Tris yardimiyla pH 8.7’ye ayarlandi. Ardindan pH’s1 ayarlanan hemolizat kolona
aktarildi. Kolon 400 mL 25 mM Tris-HCI/ 22 mM NaxSOs (pH 8.7) ¢0zeltisi
yardimiyla yikandi. Boylece hCA-1 ve hCA-Il enzimi kolona baglanmis ve diger
safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 1 M NaCl/ 25 mM Na>HPO4 (pH 6.3) tamponu
ilave edilerek hCA-1 enzimi daha sonrada 0.1 M NaCHsCOO/ 0,5 M NaClO4 (pH 5.6)
cozeltisi kolona aktarilip hCA-II enzimi eliie edildi. Fraksiyon toplayici ile eltatlar
5’er mL halinde tiiplere topland1 ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik

pompa kullanilarak kolonun akis hiz1 20 mL/saat’e ayarlandi.

3.5. CA Enzim Aktivitesi Tayini
3.5.1. Esteraz Aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitisine sahip olmasi hususuna
dayanmaktadir. Metodun prensibi ise kisaca sdyle agiklanabilir; karbonik anhidraz
enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati 348 nm’de absorbsiyon veren p-
nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmektedir (44-46). Reaksiyon mekanizmasi

asagida verildigi gibidir (Sekil 3.1).

0
- il CA
DEN@ 0-C-CH; +H,0 Dﬁ*@*OH + CH;COOH
p-Mitrofeni] asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.1. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim semasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat ayni absorbansi gostermektedir.
Bundan dolayr fenol grubundaki H* iyonunun ayrigip ayrismamasi Olgiimii

etkilememektedir (44-46). Bu dalga boyunda p-nitrofenilasetatin ¢cok az absorbsiyonu
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oldugu i¢in, kor olarak kullanilmaktadir. 1 mL’lik kuvarz kiivet kullanilarak 6l¢iilen
aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon karisimini olusturan maddelerin ortama katilim

sirasina gore asagidaki prosediir uygulandi.

Tablo 3.1. Karbonik anhidraz enzim aktivite tayin yonteminde kullanilan kiivet i¢erigi
ve madde miktarlari

Kullanilan Maddeler Kontrol Ttpt (ul) Numune Tulpa
Tris-SO4 (pH:7.4, 0.05 M) 467 467
p-Nitrofenol asetat 333 333

Saf su 200 167
Enzim ¢ozeltisi - 33
Toplam hacim 1000 1000

Tablo 3.1’e gore reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra her 15 saniyede bir
25 °C’ de ve 348 nm’de absorbans degeri okundu ve 3 dakika sonundaki degerler
okunarak absorbans farklar1 alindi. Spektrofotometre, daha dnce enzim yerine saf su
konularak elde edilen karisimin 3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi.
Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, glnluk olarak
hazirlandi: 27.2 mg ester, 1ml aseton iginde ¢oziilerek hizlica karistirilan 49 mL destile
suya yavas yavas ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak,
esterin sl ¢oziiniirligli dolayistyla miimkiin degildir. Aseton, diger organik
cozicllere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢6ziicii oldugu i¢in secildi
(46). Kinetik c¢alismalar esnasindaki aktivite ol¢limleri enzimin esteraz aktivitesi ile

gerceklestirildi.
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3.6. Protein Tayini
3.6.1. Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve
tirozinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (47). Bu metot
yardimiyla kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvarz kiivetlere alinarak,

absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi okundu.

3.6.2. Kantitatif Protein Tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢ozeltisindeki ve hemolizattaki
protein miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine Coomassie Brillant
Blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan komplex 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein-boya

komplexi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir

(48).

3.7. CA Enzimi i¢in Yapilan Kinetik Calismalar

5 farkli inhibitor konsantrasyonuna karsilik % Aktivite/Inhibitor
konsantrasyonu grafigi ¢izildi ve ICso degerleri hesaplandi. Insan kanmdan
saflastirilan CA enziminin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in en az bes farkl
substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda ¢ farkli inhibitor
konsantrasyonuna karsilik aktivite dl¢timii yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve

bu grafikten Ki degerleri hesaplandi.
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3.8. Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi Tayini
3.8.1. Asetilkolinesteraz Enziminin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

1. 1 M’lik Tris-HCI Tamponu

2. 10mM’lik Asetilkolin Iyodat Cozeltisi

3. 10 mM’lik DTNB (5,5°-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisi

3.8.2. Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi

Indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin asetilkolinesteraz enzimi iizerindeki
etkisinin aragtiritlmasi amaciyla Oncelikle saf asetilkolinesteraz enzimi hazir olarak
temin edildi. Enzim, aktivitesinin korunacagi uygun tampon ¢ozliclide ¢ozulerek
belirli hacimlere ayrilarak buzdolabinda uygun sartlarda saklandi. Enzim aktivitesi
yonteminin esasi asetilkolinin kolinesterazlarla pargalanmast sonucu olusan
tiyokolinin 5.5 ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)le reaksiyona girerek renkli bir triin
olusturmast ve bu iriiniin 412 nm’de absorbans gostermesi dayanir (49).
Asetillkolinesteraz enzim aktivitesi 6lciminde 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) ve asetillkolin iyodiir substrat olarak kullanilirlar. 1 mL’lik kiivet hacmi igin;
reaksiyon karigimindaki maddeler ve miktarlar1 sirasiyla Tablo 3.2°deki gibi

uygulandi.
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Tablo 3.2. Asetilkolinesteraz enzim aktivite tayin yontemi i¢in kullanilan kiivet igerigi
ve miktarlari

Kullanilan Maddeler Kontrol Tupu (ul) Numune Tupu
Tris-HCI 100 100
Saf Su 790 780
Ornek - 10
DTNB 50 50
Enzim cozeltisi 10 10
Asetilkolintiyoiyodur 50 50

3.9. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerinde Yapilan Kinetik Calismalar
3.9.1. ICso Degerlerinin Bulunmasi ile Ilgili Cahsmalar

Asetilkolinesteraz  Enzimi igin Tablo 3.2°deki reaksiyon karigimlari
ayarlandiktan sonra 1 dakikada bir absorbans degeri okunarak ve 3 dakika sonunda
25°C’de 412 nm’de son absorbans degeri okundu. Baglangi¢ ve son okunan degerler
arasindaki fark kaydedildi. Bu islemler her enzim ve her madde i¢in 5 farkli inhibitor
konsantrasyonu tekrarlandi. Inhibisyon etkisi gdsteren her molekiil igin

%AKktivite/Inhibitdr konsantrasyonu grafigi cizilerek ICso degerleri hesaplandi (50).

3.9.2. KiDegerlerinin Bulunmasi ve inhibisyon Turlerinin Belirlenmesi ile Tlgili
Cahismalar
Indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin AChE enzimi icin K; degerlerini
belirlemek amaciyla en az 5 degisik substrat ve 3 farkli inhibitdr konsantrasyonu
kullanilarak aktivite dl¢timii yapildi. Farkli her inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafigi

cizilerek Kj degerleri hesaplandi ve her madde igin inhibisyon turleri belirlendi (50).
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3.9.3. Calismada Faydalamilan Inhibitor Bilesikler

Calismamizda hCA I, hCA II ve AChE enzimleri {izerine inhibisyon etkilerini
arastirdigimiz indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin molekiil yapilar1 asagida
verilmistir. (Sekil 3.2) Bu molekiiller Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dr. Hanif Sirinzade

tarafindan sentezlenmistir. (Tablo 3.3) (51).

F
H H
N N
I |
CHz CHa:

Molekiil agirligi: 249,31 g/mol Molekiil agirligi: 267,3 g/mol

la 1b

F
i " N—HH F
Wr: —NH W
; .
CH,4 LH:

Molekiil agirligi: 267,3 g/mol Molekiil agirligi: 267,3 g/mol

1c 1d

F F
H H
Wu —MNH F W” —HNH
N M
| F
CHs

I
CHy
Molekiil agirligi: 285,29 g/mol Molekiil agirhigi: 285,29 g/mol

le 1f

Sekil 3.2. indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin kimyasal gdsterimi
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F cl
H H
Wu—n H Wn —MNH
N N
I F '
CH 4 CH 3
Molekiil agirlig: 285,29 g/mol Molekiil agirligi: 283,76 g/mol

19 1h

Cl y
\\H M—MNH W”_”HOEI
g / C |

CH3
CHj
Molekiil agirligi: 283,76 g/mol Molekiil agirligi: 283,76 g/mol
1i 1
cl cl
H H
Wu —NH o %, N—NH o
M N
I |
CH, CH,
Molekiil agirligi: 318,2 g/mol Molekiil agirligi: 318,2 g/mol
1k 1l

Sekil 3.2. (Devami) Indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin kimyasal gdsterimi
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Br.
H
M
|
CH,4

Molekiil agirligr: 328,21 g/mol

Im

H
N—NH Br
y
N
|
CH,

Molekiil agirligi: 328,21 g/mol

1p

H,C CH,

4, H—HNH

Molekil agirligi: 277,36 g/mol

1r

Br
H
N
|
CH,

Molekiil agirligr: 328,21 g/mol

1n

H4C

H
N

I
CH,

Molekiil agirlhigi: 277,36 g/mol

1q

H
k) M—MHz

|
CH:

Molekiil agirligi: 173,21 g/mol

1s

Molekiil agirligi: 307,35 g/mol

Sekil 3.2. (Devami) Indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin kimyasal gdsterimi
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Tablo 3.3. indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin kimyasal isimleri ve kodlari.

Kodu Bilesigin Ad1
la 1-Metilindol-2-karboksaldehit fenil hidrazin
1b 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2-florofenil) hidrazin
1c 1-Metilindol-2-karboksaldehit (3-florofenil) hidrazin
1d 1-Metilindol-2-karboksaldehit (4-florofenil) hidrazin
le 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,4-diflorofenil) hidrazin
1f 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,5-diflorofenil) hidrazin
19 1-Metilindol-2-karboksaldehit (3,5-diflorofenil) hidrazin
1h 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2-klorofenil) hidrazin
1i 1-Metilindol-2-karboksaldehit (3-klorofenil) hidrazin
1j 1-Metilindol-2-karboksaldehit (4-klorofenil) hidrazin
1k 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,4-diklorofenil) hidrazin
1l 1-Metilindol-2-karboksaldehit (3,4-diklorofenil) hidrazin
Im 1-Metilindol-2-karboksaldehit (3,5-diklorofenil) hidrazin
In 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2-bromofenil) hidrazin
1p 1-Metilindol-2-karboksaldehit (4-bromofenil) hidrazin
19 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,4-dimetil fenil) hidrazin
1r 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,3-dimetil fenil) hidrazin
1s 1-Metilindol-2-karboksaldehit hidrazon

1t 1-Metilindol-2-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon




4. BULGULAR
4.1. Karbonik Anhidraz izoenzimleri (CA-1 ve CA-ll) ile Tlgili Yapilan
Calisma Bulgulan
Calismada kullanilan indol tiirevi schiff bazi1 bilesiklerinin (1a-1t) hCA-I ve 1l
izoenzimleri Uzerine inhibisyon etkileri belirlendi ve nanomolar duzeyde olan bu
inhibisyonlarin her bir izoenzimi igin ICso degeri ile K sabitleri hesaplandi. Bu
bilesiklerinin enzimleri dnemli 6l¢iide inhibe ettigi gdzlendi. Calismamizda ICsp Ve Ki
degerleri hCA-I izoenzimi igin sirastyla 38.50-231.05 nM ve 36.18 + 3.07- 224.29 +
5.78 nM araliginda oldugu belirlendi. Ayn1 parametreler hCA-Il izoenzimi igin 33.01-
216.28 nM ve 31.30 = 2.63-201.64 = 7.25 nM araliginda hesaplandi (Tablo 4.1).
Asetazolamit (AAZ) Insan hCA - | ve hCA-II izoenzimleri igin pozitif kontrol olarak
kullanildi. hCA- I igin en iyi sonug veren 1k ve 1p iken; (Sekil 4.1-4.4; Tablo 4.1)

CA-Il icin en iyi sonug veren 1 p idi (Sekil 4.5 ve 4.6, Tablo 4.2).
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Sekil 4.1. 1 k bilesigin hCA-1 igin gizilen 1Cso grafigi
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Sekil 4.2. 1k bilesiginin hCA-1 izoenzimi igin cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.4. 1p bilesiginin hCA-I izoenzimi igin ¢gizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.5. 1 p bilesigin hCA- Il icin cizilen ICso grafigi
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Sekil 4.6. 1p bilesiginin hCA-I1 izoenzimi igin gizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4.1. indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin (1a-1t) hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri
icin belirlenen ICsp ve Ki degerleri

Bilesikler 1Cs0 (NM) Ki (nM)
hCA-l R? hCA-ll R? hCA-I hCA-II

la 77.02 0970 6225 0987 64.18+530 66.17+6.12
1b 7314 0981 5205 0985 61.29+444 49.83+5.27
1c 69.31 0.986 5826 0989 49.43+3.03 53.88x4.14
1d 80.37 0.997 67.43 0994 72.18+345 61.81+3.48
le 17329 0969 1517 0981 159.07+9.01 145.45+8.51
1f 89.55 0.996 78.80 0.987 80.60+3.90 59.70+5.10
1g 11552 0.988 9420 0.993 111.20+250 86.70+3.20
1h 81.78 0.989 7450 0.986 84.80+1.97 69.30+5.16
1i 86.64 0.998 8226 0984 77.24+290 74.64+3.16
1j 69.32 0.973 54.63 0987 5745+217 43.97x1.77
1k 3850 0.986 3532 0983 36.18+3.07 37.25%3.16
1l 53.32 0.980 4129 0.969 49.25+2.13 42.63+1.68
1im 99.02 0.972 8346 0.975 87.23+4.13 79.26+3.68
1n 63.01 0.967 49.68 0.987 61.29+1.83 44981272
1p 40.77 0978 33.01 0998 38.24+1.13 31.30+2.63
1q 167.53 0.974 143.69 0.968 158.64+3.57 141.26 £2.29
1r 202.67 0981 18539 0.979 197.25+4.71 177.69+4.79
1s 231.05 0.983 216.28 0.968 224.29+5.78 201.64+7.25
1t 57.76 0.991 5129 0981 52.67+2.78 49.87+3.12
Acetazolamide (AAZ) 61.29 0.982 39.48 0972 4762+4.11 32.22+325

4.2,

Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimi ile Tlgili Yapilan Cahsma Bulgular

Asetilkolinesteraz enzimi {izerine indol tiirevi schiff bazi bilesikleri iizerine

etkisi arastirildi. Aktivite 6l¢iimii 3 dakika boyunca 412 nm’de absorbans o6l¢iimii

yapilarak gergeklestirildi. Aktivite (%)-[l.

grafigi c¢izmek i¢in 5 farkli inhibitor

konsantrasyonunda Ol¢iim yapildi. Kj i¢in ayrica 3 ayri inhibitér konsantrasyonu

secilip, 5 ayr1 substrat konsantrasyonunda (0.08, 0.12, 0.16, 0.2, 0.24 mM) calisild1.

Cizilen grafiklerden 1Cso ve K degerleri hesaplandi (Sekil 4.7-4.8; Tablo 4.2).
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Sekil 4.8. 1s molekilinin AChE enzimi igin gizilen Lineweaver-burk grafigi
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Tablo 4.2. indol tiirevi schiff bazi bilesiklerinin (1a-1t) AChE igin belirlenen ICso ve
Ki degerleri

Madde ID I1Cso R? Ki R? Inhibisyon tipi
(nM) (nM)

la 46.02 0.995 18.78 £ 1.30 0.9838 Yarigmasiz
1b 35.14 0.983 21.14 +1.96 0.9586 Yarigmasiz
1c 31.31 0.992 12.91 £ 0.69 0.9883 Yarigmasiz
1d 34.37 0.974 18.55 + 0.56 0.9953 Yarismasiz
le 78.29 0.998 110.30 £ 9.26 0.9647 Yarigmasiz
1f 133.55 0.993 94.45 + 5.05 0.9864 Yarigmasiz
1g 45.42 0.988 80.94 +£5.92 0.9761 Yarismasiz
1h 135.90 0.989 71.46 £5.94 0.9699 Yarismasiz
Li 31.84 0.980 27.50 + 4.38 0.9530 Yarigmali
1j 27.42 0.988 19.09+2.18 0.9778 Yarigmali
1k 19.50 0.982 18.96 = 1.00 0.9865 Yarismasiz
1l 36.72 0.994 26.49 +1.31 0.9881 Yarismasiz
Im 94.62 0.985 66.47 £5.31 0.9705 Yarismasiz
1n 31.71 0.993 60.24 £ 2.03 09955 Yarigsmasiz
1p 16.17 0.988 36.4 + 3.640 0.9667 Yarismasiz
1q 41.33 0.984 105.80 £ 5.38 0.9917 Yarigsmasiz
1r 74.87 0.983 105.20 + 6.66 0.9810 Yarigsmasiz
1s 9.90 0.991 6.82 £0.72 0.9823 Yarigmali
1t 31.16 0.987 25.64 +1.38 0.9945 Yarigmali

Takrin 14,29 0.995 10.86 £ 0.44 0.9974 Yarigmali
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5. TARTISMA

Calismamizda, hCA-I ve II' nin yani sira AChE'nin inhibisyonu i¢in yeni indol
tiirevi Schiff bazi bilesiklerinin etkileri aragtirildi. Referans inhibitor olarak hCA-I ve
Il icin asetazolamid (AAZ) ve AChE igin takrin (THA) kullanildi.

Karbonik anhidraz inhibitérlerinin ve karbonik anhidraz aktivatorlerinin
sentezi iizerine yapilan ¢alismalar son zamanlarda hizla artmistir. Bu nedenle birgok
enzim inhibitorii sentezlenmis ve glokom tedavisinde birincil ilag olarak CA
inhibitorleri  kullanilmigtir. Glokomanin yani sira halen kliniklerde antitiimér,
analjezik, epilepsi, antiiilser, diiiretik, antibiyotik ve norolojik hastalik ilaglar1 olarak
kullanilmaktadir (52).

Schiff bazlar1 ve tiirevleri birgok ¢alismada arastirilmis ve antikonviilsan (53)
antiproliferatif (54), antikanser (55), sitotoksik (56) antifungal ve diger aktiviteler (57)
gibi cesitli biyolojik aktivitelerle iliskili oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada indol
tirevi Schiff bazi bilesiklerinin insan eritrositlerinden saflastiritlan CA-1 ve 1l
izoenzimleri Uzerindeki inhibisyon etkisinin olup olmadigini arastirdik.

CA-I, indol tiirevi Schiff baz1 bilesikleri (1la-1t) tarafindan giiclii bir sekilde
inhibe edildi. Bu bilesikler, diisiik nanomolar aralikta K degerleri gosterdi (36.18 +
3.07 nM ila 224.29 + 5.78 nM arasinda degisen K; degerleri). Indol tiirevi Schiff bazi
bilesiklerinin K; degerlerinin siras1 1k (Ki: 36.18 + 3.07 nM) > 1p (Ki: 38.24 + 1.13
nM) > 11 (Ki: 49.25 + 2.13 nM) > 1c (Ki: 49.43 £ 3.03) idi. nM) > 1t (Ki: 52.67 + 2.78
nM) > 1j (Ki: 57.45 £ 2.17 nM) > 1n (Ki: 61.29 + 1.83 nM) > 1b (Ki: 61.29 + 4.44
nM) > la (Ki: 64.18 £ 5.30 nM) > 1d (K;: 72.18 + 3.45 nM) > 1i (Ki: 77.24 £ 2.90 nM)
> 1f (Ki: 80.60 = 3.90 nM) > 1h (Ki: 84.80 + 1.97 nM) > 1m (Ki: 87.23 £ 4.13 nM) >

1g (Ki: 111.20 + 2.50 nM) > 1q (Ki: 158.64 + 3.57 nM) > 1e (Ki: 159.07 + 9.01 nM)
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> 1r (Ki: 197.25 £ 4.71 nM) > 1s (Ki: 224.29 £ 5.78) nM olarak belirlendi. Bilesik 1k,
standart bir ila¢ olan AAZ'e kiyasla hCA-I'e karsi en iyi inhibisyon profilini gosterdi
(Ki: 47.62 + 4.11 nM) (Tablo 4.1). Ote yandan, en az etkili bilesik 224,29 + 5,78 nM
Kjile 1s idi.

Fizyolojik olarak en bol bulunan sitozolik izoenzim hCA-II, 31.30 * 2.63-201.64 +
7.25 nM K degeri araliginda indol tiirevi Schiff bazi bilesikleri tarafindan inhibe
edildi. Indol tiirevi Schiff baz1 bilesiklerinin K;j degerlerinin siras1 1p (Ki: 31.30 + 2.63
nM) > 1k K; (: 37.25 £ 3.16 nM) > 1l (Ki: 42.63 + 1.68 nM) > 1j (Ki: 43.97 + 1.77)
idi. nM) > 1n (Kj: 44.98 £ 2.72 nM) > 1b (Ki: 49.83 £ 5.27 nM) > 1t (Ki: 49.87 + 3.12
nM) > 1c (Ki: 53.88 + 4.14 nM) > 1f (K;: 59.70 £ 5.10 nM) > 1d (Ki: 61.81 + 3.48 nM)
> la (Ki: 66.17 = 6.12 nM) > 1s (Ki: 69.30 £ 5.16 nM) > 1i (Ki: 74.64 = 3.16 nM) >
Im (Ki: 79.26 £ 3.68) nM) > 1g (Ki: 86.70 + 3.20 nM) > 1q (Ki: 141.26 + 2.29 nM) >
le (Ki: 145.45 + 8.51 nM) > 1r (Ki: 177.69 = 4.79 nM) > 1s (Ki: 201.64 = 7.25 nM)
olarak belirlendi. 1p, standart bir ilag olan AAZ'e kiyasla hCA-Il'ye karsi en iyi
inhibisyon profilini gosterdi (Ki: 32.22 + 3.25 nM) (Tablo 4.1). Ote yandan, en az etkili
bilesik, 201.64 + 7.25 nM K ile 1s idi.

Calismamizin diger asamasinda, indol tiirevi Schiff baz bilesiklerinin AChE
enzimi Uzerindeki in vitro etkilerini arastirdik. Bazi ¢alismalar, AChE inhibisyonuna
bagli olarak artan asetilkolin seviyesinin Alzheimer hastaliginin erken evrelerinde
bilissel acig1 iyilestirebilecegini gostermistir. Kolinerjik eksikligin klinik tablo ile
yakin iligkisi nedeniyle, asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun siire tutulmasi amaci
giiniimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en ¢ok kullanilan stratejidir. Bu

amagla daha ¢ok kolinesteraz enzim inhibitorleri kullanilmaktadir (58).
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Beyindeki kolinerjik sistemin bozulmasi ile hafiza arasindaki iliskiden yola
cikarak tedavide en etkili ilag grubu olarak asetilkolinesteraz inhibitorleri
(antikolinesterazlar) kullanilmaktadir. Antikolinesteraz, merkezi sinir sisteminin
onemli bir noéromodulatori olan asetilkolini hidrolize eder. Asetilkolinesteraz
inhibitorleri ise asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek asetilkolin miktarinda
azalmaya neden olarak hastanin davranis bozukluklarinda belirgin bir gerileme saglar
(59,60).

Asetilkolinesteraz inhibitorlerinin sentezi ile ilgili ¢aligmalar son zamanlarda
hizla artmistir. Bu nedenle, birgok enzim inhibitorii tiirii sentezlenmis ve Parkinson,
Alzheimer ve glokom hastaliklarinin tedavisinde birincil ilag olarak kullanilmistir
(30,61).

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin spesifik inhibittrleri olan sulfonamidlerin,
Alzheimer hastaliginin iyi bilinen bir terapdtik hedefi olan AChE enzimi tizerinde
onemli bir inhibitor etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu calismada, karbonik
anhidraz enzimini nanomolar diizeyde inhibe eden indol tiirevi Schiff bazi
bilesiklerinin AChE enzimi tizerindeki etkisi de incelenmistir. Bilesiklerin (1a-1t) K;
degerleri Tablo 4.2'de verilmistir. Tiim bilesikler; Takrin (THA) (Ki: 10.86 + 0.44 nM)
ile karsilastirildiginda 6.82 £ 0.72 ila 110.30 + 9.26 nM arasinda degisen K; degerleri
ile AChE'ye karst nanomolar konsantrasyonlarda tatmin edici inhibisyon profili
gdstermistir. Indol tiirevi Schiff baz1 bilesiklerinin Ki degerlerinin siras1 1s (Kj: 6.82 +
0.72nM) > 1c (Ki: 12.91 £ 0.69 nM) > 1d (K;j: 18.55 = 0) idi. ,56 nM) > 1a (Kj: 18.78
+ 1,30 nM) > 1k (Ki: 18.96 + 1.00 nM) > 1j (Ki: 19.09 + 2.18 nM) > 1b (Ki: 21.14 +
1.96 nM) > 1t (Kj: 25.64 + 1.38 nM) > 1l (Ki: 26.49 + 1.31 nM) > 1i (Kj: 27.50 + 4.38

nM) > 1p (Ki: 36.84 + 3.640 nM) > 1n (Ki: 60.24 + 2.03 nM) > 1m (Ki: 66.47 + 5.31
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nM) > 1h (Ki: 71.46 £ 5.94 nM) > 19 (Ki: 80.94 £ 5.92 nM) > 1f (Kj: 94.45 £ 5.05 nM)
> 1r (Ki: 105.20 = 6.66 nM) > 1q (Ki: 105.80 £ 5.38 nM) > 1e (Ki: 110.30 £ 9.26 nM)

olarak bulundu.
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6. SONUC VE ONERILER

hCA-1 ve hCA-II'nin inhibisyon tipinin arastirilmasi

Calismamizda indol tiirevi Schiff bazi bilesiklerinin hCA-I ve Il enzimlerine
kars1 inhibitor etkisi ICso ve Kj degerleri ile belirlendi. IC5¢ hesaplanirken once
substrat konsantrasyonlart sabit tutularak cesitli inhibitdr konsantrasyonlarinda
aktivite ylizdesi bulundu. Daha sonra ise grafiksel olarak %50 inhibisyon saglayan
inhibitor konsantrasyonu belirlenerek 1Cso hesaplanmasi tamamlandi. Her bilesigin K;
degerleri, li¢ farkli inhibitoér konsantrasyonu Segilerek belirlendi. K degerlerinin ve
inhibisyon tipinin belirlenmesi igin Lineweaver-Burk egrileri ¢izildi. hCA-I ve hCA-
Il igin bulunan ICsp ve Kjdegerleri Tablo 4.1.'de verildi. 1Csg degerlerinin hCA-I igin
38.50-231.05 nM ve hCA-II igin 33.01-216.28 nM araliginda oldugu belirlendi. K;
degerleri hCA-l igin 36.18 £ 3.07-224.29 + 5.78 nM, hCA -1l i¢in 31.30 + 2.63-201.64
* 7.25 nM araliginda bulundu. Sentezlenen bilesikler arasinda, 1k, 11, 1p ve 1t, hCA-
I igin guclu bir inhibitor etki gosterdi ve 1k ve 1p, hCA-II igin guclu bir inhibitor etki
gosterdi.

AChE’nin inhibisyon tipinin arastirilmasi

Indol tiirevi Schiff bazi bilesiklerinin AChE (zerindeki inhibisyon etkisini
belirlemek icin ICsp ve K degerleri belirlendi. 1Cso’nin belirlenmesinde ilk 6nce,
substrat konsantrasyonlari sabit tutuldu ve buna bagli olarak c¢esitli inhibitor
konsantrasyonlarinda aktivite yiizdesi belirlendi. Daha sonra da grafiksel olarak %50
inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyonu belirlenerek ICso hesaplandi. Her
bilesigin Kj degerleri, inhibisyon gdsteren li¢ farkl: bilesik konsantrasyonu segilerek
belirlendi. Lineweaver-Burk egrileri ile Kj degerleri ve bilesigin inhibisyon tipi

belirlendi. AChE enzimi icin elde edilen ICso ve K degerleri Tablo 4.2'de verilmistir.
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ICso degerlerinin 9.90-135.90 nM araliginda oldugu belirlendi. Kjdegerlerinin ise 6.82
+0.72-110.30 £ 9.26 nM araliginda oldugu belirlendi. Sentezlenen bilesikler arasinda
1s, AChE igin gugll bir inhibitor etki gosterdi.

AChE inhibisyonu Alzheimer hastaliginin tedavisinde Onemli bir gorev
oldugundan, bu bilesiklerin nérodejeneratif bozukluklara yonelik yeni ilaglarin

gelistirilmesi i¢in ilging bir gelecegi olabilir.
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