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ÖZET 

FARKLI URASĠL TÜREVLERĠNĠN BAZI METABOLĠK ENZĠMLER 

ÜZERĠNDE ETKĠLERĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

 

Kübra ÇAVUġOĞLU 

 

 

Ağrı Ġbrahim Çeçen Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Doç. Dr. Murat ġENTÜRK 

 

Urasil, ribonükleik asitlerin yapısına yeralan dört nükleobazdan bir tanesidir. 

Urasil türevlerinin, birçok biyolojik ve kemoterapotik kullanım sahasınasahip olduğu 

belirlenmiĢtir. Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzimi, hemen hemen tüm 

canlılarda CO2‟in hidratlanarak HCO3
-
 ve H

+
‟ya dönüĢümünü tersinir olarak 

katalizleyen çok önemli bir enzimdir. Glutatyon redüktaz (GR) enzimi okside 

glutatyonun (GSSG) indirgenmiĢ forma (GSH) dönüĢümesini katalizleyen, flavoprotein 

oksidoredüktaz enzim ailesinin en bilinen üyesidir, ayrıca glutatyon metabolizmasında 

görev alan en önemli enzimdir. Bu çalıĢmada, insan eritrosit karbonik anhidraz 

enziminin saflaĢtırılması için afinite jeli kullanıldı. Glutatyon redüktaz enzimi ise saf 

olarak alındı.  

ÇalıĢmanın ikinci kısmında bazı urasil türevlerin bu enzimler üzerindeki 

inhibisyon etkileri incelendi. Bu amaçla enzim aktiviteleri üzerine inhibisyon etkisi 

gösteren bu maddeler için IC50 değerleri hesaplandı. 

 

 

2019, 52 sayfa. 

 

Anahtar Kelimeler: Glutatyon redüktaz, Karbonik anhidraz, Urasil.  



 

 

ABSTRACT 

 

 

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENTIAL URASIL 

DERIVATIVES ON SOME METABOLIC ENZYMES 
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Uracil is one of four nucleobases located in the structure of ribonucleic acids. 

Uracil derivatives have been identified as having many biological and chemotherapeutic 

sites. The carbonic anhydrase (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzyme is a very important enzyme 

that reversibly catalyzes the conversion of HCO3
-
 and H

+
 to hydration of CO2 in almost 

all living organisms. Glutathione reductase (GR) is the most known member of the 

family of flavoprotein oxidoreductase enzymes, which catalyzes the conversion of 

enzyme oxidized glutathione (GSH) to reduced form (GSH), and is also the most 

important enzyme involved in glutathione metabolism. In this study, affinity gel was 

used to purify human erythrocyte carbonic anhydrase enzyme. Glutathione reductase 

enzyme was purified. 

In the second part of the study, the inhibitory effects of some uracil derivatives 

on these enzymes were examined. For this purpose, IC50 values were calculated for 

these substances which showed inhibitory effect on enzyme activities. 
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1. GĠRĠġ 

Nükleik asitler, genetik bilginin taĢıyıcıları oldukları için kimyasal ve biyolojik 

süreçlerde çok önemli bir yere sahiptir. Bir hücrenin temel yapısını nükleik asitler ve 

proteinler olusturur. Bugün yasayan organizmalarda en ilgi çekici moleküller, nükleik 

asitlerdir. Nükleik asit molekülleri, bütün organizmalarda temel yasam süreçlerinin ilk 

basamağında yer alır. Nükleik asitlerin en önemli bilesenleri pürin ve pirimidin bazları 

olan adenin, guanin, sitozin, timin ve urasildir. DNA ve RNA‟ nın temel bilesenleri 

olmaları sebebiyle bu biyomoleküller ve türevleri biyolojik yasamda büyük önem 

tasımaktadır. Bunlardan urasil ve bazı türevlerinin, ilgi çekici biyolojik ve 

kemoterapotik özellikler sergilediği tespit edilmistir. Urasil, pirimidinlerin grubuna ait 

önemli bir nükleobaz olup, ilaç ve enzimlerin yapısında önemli bir yere sahiptir 

(Rastogi 2011). 

ġekil 1.1. Pürin ve pirimidin bazları.   

Pirimidin halkasının C5 ve C6 pozisyonlarından türevlendirilmeleri yolu ile oluĢan 

bileĢikler gibi sentetik pirimidinler üzerine yapılan araĢtırmalar ilginç biyolojik 

özelliklerin varlığını ortaya koymaktadır. Göcen (2012) yaptığı tez çalıĢmasında urasil 
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halkasına değiĢik fonksiyonel grupların yerleĢmesi ile sistemin dipol momentinde 

değiĢimler oluĢtuğunu göstermiĢtir. Halojen atomlarının yüksek elektronegatifliği, 

sistemin dipol momentinde azalmaya neden olmuĢ. Bundan dolayı, bu çalısmada urasil 

ve 5-sübstitüe türevleri olan 5-florourasil (5-FU), 5-bromourasil (5-BrU), 5-klorourasil 

(5-ClU), 5-iyodourasil (5-IU), 5-metilurasil (5-MeU), 5-nitrourasil (5-NU) ve 5-

aminourasil (5-AU) moleküllerinin titreĢimsel ve yapısal özelliklerini incelemiĢtir 

(Göcen 2012). 

 

ġekil 1.2. Urasil ve bazı 5-sübstitüe türevlerinin dipol moment vektörleri.  
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Göcen‟in tez çalıĢmasında halojen atomun elektronegatifliğinin azalması sonucu dipol 

momentinin azalma eğiliminde olduğu gözlenmiĢtir. Dipol momentlerin sıralaması bu 

moleküller için 5-FU < 5-BrU < 5-ClU < 5-IU < urasil Ģeklinde olmuĢtur. Urasil ve 5-

XU (X=F, Cl, Br, CH3) türevlerinin dipol momentlerin sıralaması DFT metodu ile 

yapılan hesaplarda baz seti değiĢikliği ile değiĢmemiĢtir. Urasil ve 5-XU (X=F, Cl, Br) 

türevlerine ait dipol moment vektörleri ġekil 1.1‟ de verilmiĢtir (Göcen 2012). 

 

Urasil ve türevleri DNA ve RNA‟nın yapısında görev alabildikleri için temel biyolojik 

süreçlerde önemli rollere sahiptirler. Urasilin 5-sübstitüe 5-XU (X=F, Cl, Br, I, CH3, 

NO2, NH2) türevleri arasında, 5-halojen urasiller (X=F, Cl, Br, I) özellikle dikkat 

çekicidir (Soni et al. 1996). Urasilin 5-halojen urasile trasformasyonu, urasilin kimyasal 

ve spektroskopik özelliklerini önemli ölçüde değistirir. Urasilin 5-XU (X=F, Cl, Br, I) 

türevleri HIV virüsüne karĢı test edilmiĢtir (Katzung 2007). Urasilin bu türevleri, çesitli 

biyolojik olayları etkileyerek nükleik asitlerin proteinlerle etkileĢimini değiĢtirmektedir 

(Ogino et al. 2002). Ayrıca 5-XU (X=F, Cl, Br, I) molekülleri hasarlı DNA‟ yı onarıcı 

sistem molekülleri olarak görev yaparlar (Liu et al. 2002). 

 

5- Fluorourasil, bir pirimidin analoğudur ve kanser tedavisinde kullanılan antimetabolit 

bir ilaçtır. 5-XU (X=F, Cl, Br, I, CH3, NO2, NH2) türevlerinin arasında 1957 yılında ilk 

defa tıpta kullanılan 5-FU, daha sonra bas, boyun ve meme tümörlerinin tedavisinde 

etkin bir yöntem olarak ve kanser kemoterapisinde yaygın bir Ģekilde kullanılmıĢtır 

(Wang et al. 2003, Argiris et al. 2003). Ayrıca antibakteriyel aktivite sergiler ve 

antibiyotiklerin bakterisit etkisini güçlendirir. 5-FU, kanser hücrelerinin içinde bulunan 

timidilate sentetaz adı verilen enzime bağlanarak hücreler üzerinde etkisini gösterir. 5-

FU bir antimetabolittir ve pirimidin antagonisti olarak, DNA sentezi ile etkileĢerek 

hücre bölünmesini inhibe eder (Blicharska and Kupka 1983). 5-FU potent bir radyasyon 

duyarlaĢtırıcısıdır. Bu yüzden ilerlemiĢ lokal baĢ-boyun, akciğer ve rektum tümörlerinin 

tedavisi için radyoterapi ile eĢ zamanlı olarak kullanılabilir (Liu et al. 2002). 

 

Klorlu pirimidinler, son derece etkili bir kardeĢ kromatid değiĢimleri indükleyicisi 

olduğu kadar, etkili mutajen, klastojen ve toksik maddelerdir. 5-ClU antitümör 

aktivitiye sahiptir ve bazı metal (II) kompleksleri ile Ģekillenir. Ġnsan fotogetleri 
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tarafından salgılanan peroksidazların, insan vücudundaki iltihaplı dokularda 5-ClU ve 5-

BrU formasyonunu kolaylaĢtırdığı öne sürülmüĢtür (Henderson et al. 2003). 

Her canlının hayatını devam ettirmesi için dıĢarıdan aldığı besinleri kendi yapısına 

uygun biyolojik moleküllere seçici ve etkili bir Ģekilde dönüĢtürmesi gerekmektedir. 

Canlı organizmalarda, bu dönüĢümün meydana geldiği kimyasal reaksiyonları 

hızlandıran ve yan ürün oluĢmaksızın % 100 'lük verim sağlayan biyolojik katalizörlere 

enzim denir. Enzimler proteinlerin en büyük ve özelleĢmiĢ Ģeklidir. Katalitik aktivite 

gösteren küçük bir RNA grubu dıĢında, bütün enzimler protein yapısındadır (Nelson 

and Cox 2013). 

 

Genel olarak enzimlerin özellikleri Ģu Ģekilde sıralanabilir; 

 

1. Enzimlerin büyük çoğunluğu protein yapısındadırlar. 

 

2. Enzimler aynı tür reaksiyonları defalarca gerçekleĢtirilebilir. 

 

3. Bir enzim daima bir çeĢit veya aynı tip benzer reaksiyonları katalizler. 

 

4. Enzimler katalizledikleri tepkimelerin aktivasyon enerjilerini düĢürür. 

 

5. OluĢacak reaksiyonun hızlı bir Ģekilde dengeye ulaĢmalarına vesile olurlar. 

 

6. Enzimler hem canlı hem de cansız ortamda görev yaparlar. 

 

Enzim alanında yapılan ilk çalıĢmalar sindirim enzimleri ile ilgili olup 1760 ile 1825 

yılları arasında rastlanmaktadır. 1825 yılında Jön Jacob BERZELLĠUS, nişastanın 

sülfirik asitten daha hızlı bir şekilde parçalanmasında, buğdaygillerden kazanılan bir 

enzim karışımının etki etmesinden son derece etkilenmiştir. Ġlk defa James B. 

SUMNER 1926 yıllarında Canavalia ensiformis adındaki bir fasulye türünden saf ve 

kristal halde üreaz enzimi elde etmeyi başardı. Bu şekilde enzimlerin protein yapısında 

olduğunu ileri sürdü. Bugün yaklaĢık 2000 enzim tanınmaktadır. Bunların pek çoğu 

homojen halde ve saf olarak elde edilmiĢtir. Bunlardan en az 200 kadarı saflaĢtırıldıktan 

sonra kristalize hale getirilmiĢtir (Gözükara 1997). 
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Tüm enzimler enzim kataloğuna, dört basamaklı bir sayı olan EC numarası altında 

girerler. Ġlk basamak 6 temel sınıftan birine üyeliği belirtir. Sonraki ikisi alt sınıfları ve 

alt-alt sınıfları belirtir. Son basamak ise ilk üç numaraya sahip enzimler arasındaki 

sırasını gösterir. Altı temel sınıfın her biri, aynı reaksiyon spesifikliğine sahip 

enzimleri içerir (Keha ve Küfrevioğlu 2008). 

 

1- Oksidoredüktazlar; Ġki substrat arasındaki elektron alıĢveriĢini katalizleyen 

enzimlerdir. 

 

2- Transferazlar; Bir verici substrattan alıcı bir substrata hidrojen dıĢındaki 

grupların transferini katalizleyen enzimlerdir. 

 

3- Hidrolazlar; Bir su (H2O) molekülünün katılmasıyla ester, peptit, eter, glikozit, 

C- halojenür, anhidrit veya P-N bağların parçalanmasını sağlayan enzimlerdir. 

 

4- Liyazlar; Oksidasyon veya hidrolizden farklı bir mekanizma ile substratlarda 

grupların uzaklaĢtırılıp çift bağların oluĢturulduğu reaksiyonları katalizleyen 

enzimlerdir. 

 

5- Ġzomerazlar; Optik, geometrik yada yapısal izomerlerin birbirine dönüĢümü 

Ģeklinde tekrar düzenlenmesini gerçekleĢtiren enzimlerdir. 

 

6-    Ligazlar; ATP ve GTP gibi yüksek enerjili fosfat bileĢiklerinden fosfat bağının 

kopması sonucu ortaya çıkan enerji yardımıyla iki molekülün bağlanması reaksiyonları 

katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Küfrevioğlu 2008). 

 

Enzimleri saflaĢtırmak oldukça zor bir iĢlemdir. Enzimlerin büyük bir kısmı protein 

yapısında olduğundan Ģartların değiĢmesine karĢı oldukça hassastırlar. Bu yüzden bir 

çözeltideki enzim varlığı, enzimin etki ettiği substrat molekülü veya reaksiyon sonucu 
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oluĢan ürün ya da enzimatik reaksiyona aracılık eden diğer parametreler üzerinden 

tespit edilmektedir (Nelson and Cox 2013). 

Enzim aktivitesini yani enzimli reaksiyonların hızlarına etki eden faktörleri Ģöyle 

sıralayabiliriz: 

 

1. Substrat konsantrasyonu 

2. Enzim konsantrasyonu 

3. pH 

4. Ġyonik Ģiddet 

5. Ġnhibitör ve aktivatörlerin varlığı 

6. Sıcaklık 

 

Bazı proteinler afinite kromatografisiyle çoğu kez bir basamakta çok kompleks 

karıĢımlardan izole edilebilirler. Adsorpsiyon kromatografilerinin bir çeşidi olan afinite 

kromatografisi, istenen molekülün saflaştırılmasında, matriks adındaki bir kolon 

maddesine kovalent olarak immobilize edilmiĢ bir komplementer bağlanma bileĢiğine 

yani liganda tersinir ve spesifik olarak bağlandığı bir yöntemdir. Farklı jeller matriks 

olarak kullanılabilir. Bunlardan birkaçı; Sephadex, Sepharose, Biogeldir. Kullanılacak 

ligandın saflaĢtırılacak madde için spesifik ve tersinir bağlanma afinitesi olmalıdır. 

Küçük ligandları (enzim inhibitörleri gibi) doğrudan matrikse bağlamak suretiyle 

hazırlanan adsorbanlar, matriks ile liganda bağlanan maddeler arasında sterik 

engellemelerden dolayı küçük ayırma kapasitesi gösterebilirler. Bu durumlarda uzantı 

kolları, etkili bağlanmayı kolaylaĢtırmak için matriksle ligand arasına sokulurlar 

(Nelson and Cox 2013; Senturk 2017). 

1.1. Karbonik Anhidraz Enzimi 

Karbonik anhidraz tüm organizmalarda genel olarak bulunan ve aktif bölgesinde Zn
+2

 

iyonu içeren bir metaloenzimdir (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1). Sığır 

eritrositlerinden ilk defa keĢfedilen karbonik anhidraz (CA), canlılarda CO2‟nin 
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hidratasyonu ve HCO3
-
 ‟ın dehidratasyonu reaksiyonlarını tersinir olarak katalizleyen 

önemli bir enzimdir (Supuran and Scozzafava 2000). 

                                                             CA 

                   CO2   +   H2O                              HCO3
-
   +   H 

+ 

Karbonik anhidrazlar (CA: EC 4.2.1.1) insanları içeren yüksek omurgalıları kapsayan 

yaygın bir metaloenzimdir (Supuran 2004). Bu metaloproteinler kofaktor olarak 

çinkoyu kullanarak CO2 ve HCO3
-
 arasındaki dengeyi katalizler. 

Çinko bağlı enzimin on altı izoenzimi farklı inhibitörlere göre hassasiyeti ve katalitik 

aktivitesi, hücre içinde bulunma yerindeki farklılığa göre tanımlanmıĢlardır. Bu 

izoenzimlerin bazıları sitolozik (CA I, CA II, CA III, CA VII ve CA XIII), diğerleri 

membrana bağlı (CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV), iki tanesi mitokondriyel (CA VA 

ve CA VB) ve bir tanesi salgıda salgılanır (CA VI) (Hilvo et al. 2005). CA XV 

izoformu insanlarda ve diğer maymunlarda ekspresiyona uğramazken fare ve diğer 

yüksek omurgalılarda bol miktarda eksprese olur (Hilvo et al. 2005). CA bağlı 

proteinler olarak adlandırılan (CARPs): CARP VIII, CARP X ve CARP XI olmak üzere 

üç tane nonkatalitik formu bulunmaktadır (Supuran 2004; Ekinci et al. 2015).
 

ġu ana kadar alpha (α), beta (β), gamma (γ), delta (δ), zeta (δ), eta (ε) ve theta (ζ)  

olarak adlandırılan ve değiĢik kaynaklardan gelen CA ların yedi sınıfı bulunmaktadır 

(De Simone et al. 2015). CA‟lar alternatif metal kofaktörü olarak kadmiyumu kullanan 

ζ  formu dıĢında, çinko içeren metalo enzimlerdir (Lane et al. 2005; Xu et al. 2008).   

Ek olarak γ- CA‟lar en azından anaerobik Archaea in vivo ortamda demir içerirler 

(Tripp et al. 2004; Macauley et al. 2009). CA‟lar tarafında katalizlenen reaksiyon 

organizmalardaki asit-baz düzenlemesinde çok önemlidir. CA‟lar omurgalılardaki 

kemik erimesi, glukoneogenez, vücut sıvısının üretimi, CO2 ve HCO3
-
 ün taĢınması gibi 

pek çok diğer fizyolojik süreçlere katılır (Sly and Hu 1995). 

Bugüne kadar, CA‟ların 7 farklı sınıfı belirlenmiĢtir: α, β, γ, δ, δ, ε ve ζ (Zimmerman et 

al. 2007; De Simone et al. 2015). Önceden ε-CA olarak bilinen bir sınıf  (So et al. 
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2004), archael Cab tipi ve bitki tipi β CA‟larda olan kıvrıma benzer bir kıvrım gösteren 

kristalografik yapısına (Sawaya et al. 2006)  dayanılarak yeni bir  β CA tipi olarak 

yeniden sınıflandırılmıĢtır (Kimber and Pai 2000). δ CA‟da aktif bölgenin geometrisi  β 

CA‟lardakinin hemen hemen aynısıdır ve aynı zamanda kıvrımda bazı benzerlikler 

vardır ki bu kıvrım  δ CA‟ların β CA‟lardakinin mesafe olarak ayrılmıĢ alt tipini temsil 

edebileceği önermesine yol açmıĢtır (Xu et al. 2008). 

Üç ana sınıf CA (alfa, beta ve gama)  lar her tarafa dağılmıĢken, δ CA‟lar yalnızca tek 

hücreli deniz otlarında ve diğer deniz flanktomlarında, δ CA‟lar yalnızca tek hücreli 

deniz otlarında bulunur. CA gama orthologları, archaea bakteri ve bitkilerde bulunur 

(Parisi et al. 2004; Zimmerman et al. 2007). Fakat hayvanlarda ve mantarlarda ikinci 

planda kalmaktadır. α sınıfı Archea‟larda bulunmamaktadır. Fakat bakterilerde ve 

eukaryalarda yeterli derecede bulunmaktadır, mantarların sadece filamentous tipi 

mantarlar  α CA‟yı içermektedir (Elleuche and Poggeler 2009). Bitkilerde ve 

hayvanlarda α CA‟lar birçok izoform halinde bulunmaktadır. Örneğin CA enziminin 

omurgalılarda 16 izoenzimi mevcuttur maymunlar dıĢındaki memelilerde 15 α CA 

izoenzimi (insanlarda dahil olmak üzere) tanımlanmıĢtır (Sly and Hu 1995; Fabre et al. 

2007). β CA‟lar archae ve bakterilerin etki alanlarına ait olan pek çok türü ve 

eukaryalarda dahil olmak üzere muhtemelen tüm bitki ve mantar türlerini kapsayan en 

yaygın dağılıma sahip sınıf olarak görülür  (Hewett-Emmet 2000). β CA‟lar aynı 

zamanda bir dizi insan patojenlerinde mantarlar/mayalar ve bakteriler olarak 

nitelendirilmiĢtir ve inhibisyon profilleri sülfanil amidler, anyonlar, karboksilatlar ve 

borik asitler gibi çeĢitli etmenler vasıtasıyla keĢfedilmiĢtir (Klengel et al. 2005; 

Innocenti et al. 2008; Innocenti et al. 2009a,b; Schlicker et al. 2009; IĢık et al. 2015). 

1.2. Karbonik Anhidrazların Katalitik ve Ġnhibisyon Mekanizması 

CA‟larda Zn (II) iyonu kataliz için gereklidir (Kim et al. 2000; Supuran and Scozzafava 

2000; Supuran and Scozzafava 2002). X-ıĢınları kristalografik çalıĢmaları metal 

iyonunun aktif bölgenin altında 3 histidin aminaasidi ve bir su molekülü/hidroksil iyonu 

ile koordine edildiğini göstermektedir (His 94, His 96 ve His 119) (Briganti et al. 1999; 
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Supuran and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2002). Ayrıca 

çinko ile bağlı tutulan su molekülü Glu 106‟nın karboksilat bölgesine bağlı Thr 99‟un 

hidroksil grubu ile de hidrojen bağı etkileĢimleri yapmaktadır. Bu etkileĢimler çinkoya 

bağlı su molekülünün nükleofilitesini ve substratın (karbondioksit) nükleofilik saldırıya 

yatkınlığını arttırmaktadır (Christianson and Fierke 1996; Briganti et al. 1999; Supuran 

and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000; Lindskog and Silverman 2000).  

Ġnsan CA II izoenziminde Val 121, Val 143 ve Leu 198 aminoasitleri çinko iyonuna 

bağlı bikarbonatın oluĢumunda rol almaktadırlar. Daha sonra bikarbonat iyonu bir su 

molekülü ile yer değiĢtirip ve çözeltiye geçerken, çinko iyonuna bağlı su molekülü yani 

katalitik olarak inaktif olan enzimin asidik formu oluĢmaktadır (Briganti et al. 1999; 

Supuran and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000). Enzimin tekrar katalitik olarak aktif 

hale (temel hali veya A formu) geçmesi için aktif bölgeden ortama proton transfer edilir, 

bu reaksiyon aktif bölgenin diğer rezidüleri (örneğin CA I ve CA II izoenzimlerinde His 

64 amino asidi proton transferinde rol alır) veya ortamın tampon çözeltileri yardımıyla 

gerçekleĢir. Bu iĢlem Ģematik olarak Ģu Ģekilde özetlenebilir (Christianson and Fierke 

1996; Briganti et al. 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.3. Karbonik anhidraz enziminin CO2-hidratasyon reaksiyonunu kataliz 

mekanizmasının Ģematik olarak gösteriliĢi. 
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EZn
+2

 – OH
-
 + CO2                    EZn

+2
- HCO3

-
              EZn

+2
-OH2 + HCO

-
3 

EZn
+2

-OH2                                  EZn
+2

-HO
-
  +  H

+ 

 

CO2 nin bikarbonata dönüĢümlü hidrasyonu gibi fizyolojik reaksiyonun yanı sıra, 

CA‟lar örneğin siyanatın karbonik asite veya siyanamidin üreye, aldehidin gem-diollere 

hidrasyonları: karboksilik veya sülfanamidlerin hidrolizi ve ayrıca hidrolitik prosesler 

gibi diğer birçok reaksiyonları katalizler (Supuran et al. 1997; Briganti et al. 1999; 

Guerri et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2000; Tas et al. 2019). Ayrıca CA III‟ün 

yapay fosfataz aktivitesi de görülmüĢtür (Kim et al. 2000). CA enzimlerinin fizyolojik 

öneme sahip CO2 hidrasyonunun reaksiyonlarından baĢka reaksiyonları katalizleyip 

katalizlemediği belirsizdir. X-Ray kristal yapı belirleme çalıĢmaları Ģu an için 6 tane α 

(CA I-V ve CAXII izoenzimleri) (Stams and Christianson 2000) CA‟ların varlığı ayrıca 

β ve γ  CA ailelerinin varlığını da göstermiĢtir (Mitsuhashi et al. 2000). 

Karbonik anhidraz hemen hemen tüm organizmalarda bulunur (Bottcher et al. 1994) ve 

CO2 in HCO3
-
 ve H

+
 ya hidrasyonunu tersinir olarak katalizler. 7 tane CA izoenzimi 

öncelikle memelilerden karakterize edildi (Tashian et al. 1991).  CA izoenzimlerinin 

bilinen fizyolojik fonksiyonlarından biri CO2 in ve HCO3
-
‟ün iç dönüĢünü 

kolaylaĢtırmaktır, bu yüzden CA izoenzimleri fotosentez, kalsifikasyon, gaz dengesi, 

fizyolojik pH kontrolü gibi çeĢitli süreçlerde anahtar rol oynarlar (Supuran 2008). 

CA‟nın önemli görevlerinden biri gözde, merkezi sinir sisteminde, iç kulakta ve bazı 

diğer sistemlerde pH düzenlenmesi, su ve iyon transportudur (Parkila et al. 1994; Mori 

et al. 1998; Tas et al. 2019). Ġnsan eritrositlerindeki CA izoenzimlerinin aktiviteleri 

fizyolojik Ģatlar altında önemli değiĢiklikler göstermektedir. CA aktivitesindeki değiĢim 

diabetus mellitus ve hipertansiyon gibi metabolik hastalıklar ile bağlantılı olduğu 

görülmüĢtür (Parui et al. 1991; Tas et al. 2019). 

α-CA’ların özellikleri: Genel olarak α-gen ailesi içinde üç farklı CA izoenzim grubu 

bulunur. Bu grupların bir tanesi memelilerde CA I, II, III, V, VII ve XIII içeren 

sitoplazmik CA‟ları kapsamaktadır. Bu izoenzimlerden mitokondriye bağlı CA V 

dıĢındakiler çeĢitli dokuların sitoplâzmasında bulunurlar. Bir diğer izoenzim grubu ise 
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membrana bağlı CA‟lar olarak adlandırılırlar; memelilerde CA IV, IX, XII ve XV 

izoenzimlerinden oluĢmuĢlardır. Bu izoenzimler çok farklı doku tipinde plazma 

membranına bağlıdırlar. Sonuncu grup CA bağlı proteinler olarak adlandırılan ĢaĢırtıcı 

CA VIII, X ve XI izoenzimlerini içermektedirler (Tashian et al. 2000). 

Sitoplazmik CA’lar: Memelilerde katalik olarak aktif olan 6 tane sitoplazmik CA 

izoenzimi (CA I, II, III, V, VII ve XIII)  vardır. Bu 6 izoenzimlerden 2 tanesi yüksek 

turnover sayısına  ( CA II, VII), 3 tanesi düĢük turnover sayısına ( CA I, V ve XIII)  ve 

CA III aĢırı düĢük turnover sayısına sahiptir (Chegwidden and Carter 2000). CA I, III 

ve V in düĢük aktivitesinin temel sebebi proton atlama mekanizmasındaki yapısal 

modifikasyonlardır (Lindskog and Silverman 2000; Stams and Christianson 2000). 

CA III ve V izoenzimleri için ise 64. rezidüdeki aminoasidin farklı olmasından dolayı 

proton transferi daha zayıf bir Ģekilde gerçekleĢmekte ve dolayısıyla daha düĢük bir 

katalitik aktivite gözlemlenmektedir. Ayrıca, her iki izoenzimde 65. rezidüde bir 

mutasyon (serin aminoasidi yerine daha dallanmıĢ bir yan gruba sahip bir aminoasit) 

içermekte ve bu da proton transfer mekanizmasını inhibe etmektedir. CA III‟te ise Phe-

198 değiĢimi ile birlikte bu durum proton transfer mekanizmasının tamamen elimine 

olmasına yol açmakta ve bu durumda proton doğrudan sitoplâzmaya aktarılmaktadır. 

Oysa CA I‟de 64 ve 65. rezidülerin her ikisinde de bu durumun yüksek aktiviteli CA 

II‟deki ile eĢdeğer olduğu gözlemlenmiĢtir. Bu durumda temel değiĢim (modifikasyon) 

aktif bölgeye 67, 200 ve 204„ teki histidin aminoasitlerinin ilavesi olarak görülmekte ve 

böylece aktif bölge çukuru küçülmektedir. Bu durumda proton transferinin His-200 ile 

gerçekleĢtiğine inanılmaktadır (Lindskog and Silverman 2000; Stams and Christianson 

2000). 

α-CA gen ailesinde filogenetik analizi sonucu sitoplazmik izoenzimlerin en eski 

olduğunu açığa çıkardılar. Ġlginç bir Ģekilde bu iki izoenzim omurgalılar içinde sınırlı 

rollere sahip olduğunu gördüler. CA V karaciğer ve kas mitokondrilerinde sınırlıdır, CA 

V buralarda çeĢitli biyokimyasal yollar için bikarbonat iyonu sağlarken, CA VII nin rolü 

henüz belirlenmemiĢtir (Chegwidden and Carter 2000). Fakat ilginçtir ki, CA VII nin 
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oldukça korunumlu yapısı ve omurgalı canlıların soyundaki varlığı bu izoenzimin 

önemli bir fonksiyona sahip olduğunu göstermektedir. Günümüze dek CA ile ilgili 

yapısal ve fonksiyonel evrimle ilgili çalıĢmaların çoğu daha geniĢ bir dağılıma sahip CA 

I ve II izoenzimleri üzerinde yoğunlaĢmıĢtır (Esbaugh and Tufts 2006). 

Membrana bağlı CA’lar: Memelilerde plazma membranlarına bağlı 5 tane CA 

izoenzimi (IV, IX, XII, XIV ve XV) bulunur (Sly 2000; Hilvo et al. 2005). Membrane 

bağlı CA‟lar  α-gen ailesinin çok erken geliĢim evresinde sitoplazmik CA‟lardan 

farklılaĢtığı görülmüĢtür. Bu izoenzimlerden 2 tanesi (IV ve XV) 

glikozilfosfatidilinositol (GPI) dayanak noktası ile membrana bağlı iken, diğer üç tanesi 

(IX, XII ve XIV)  transmembran bölgesine sahiptirler. Ġlginç biçimde membrana bağlı 

izoenzimlerin katalizleme oranı yalnız düĢük katalizleme oranına sahip CA XV in 

dıĢında genellikle yüksektir (Maren et al. 1993; Chegwidden and Carter 2000; 

Whittington et al. 2004;  Hilvo et al. 2005). Bu durum ise membran bağlı izoenzimlerle 

yüksek aktiviteli CA II arasında aktif bölge cebinde çok fazla sayıda aminoasit 

farklılığından kaynaklanmaktadır. Daha ayrıntılı bir incelemeyle, membran bağlı 

izoenzimlerde aktif bölge cebi ile sterik etkileĢim ihtimali olmasına rağmen katalitik 

mekanizma ile ilgili aminoasit rezidülerinde büyük bir farklılık olmadığı açıkça 

görülmektedir. CA XV in düĢük aktivite göstermesi ise aktif bölge cebi analizi ile açık 

bir Ģekilde ifade edilememiĢ, muhtemelen Asn62-Asp mutasyonu His64 ün 

oryantasyonunu etkilemekte ve bu da proton transfer fonksiyonunu etkisiz hale 

getirmektedir, fakat bu durum henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Kayda değer diğer 

bir nokta ise düĢük aktiviteli izoenzimler CA III ve V‟te bu rezidüde mutasyon 

göstermektedir (Esbaugh and Tufts 2006). 

Çoğu sitoplazmik CA izoenzimlerinde Pro-202 rezidüsünün mutasyonu Thr-199 

kavisindeki dengesizlik katalitik etkinliğin artıĢına öncülük edecektir. Ġlginçtir ki, bu 

mutasyonlar memeli CA IV, XIV ve XV izoenzimlerinde gerçekleĢmekte, fakat bu 

izoenzimlerde enerji bakımından olumsuzluk veren 202. rezidüdeki mutasyona rağmen 

Thr-199 un ilk konformasyonu korunmaktadır. Bu genellikle Cys-23 ve 203 arasındaki 

disülfit köprüsünün varlığı yüzündendir. Bu köprü tüm membrana bağlı CA 
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izoenzimlerini korumaktadır ve sert ekstraselüler bölge yüzeylerinde ekstra denge 

verdiğine inanıyorlar (Stams and Christianson 2000). Bu köprünün aynı zamanda SDS 

ile CA izoenzimlerinin denatürasyonunda membrana bağlı CA ların dayanıklılığını 

sağladığını düĢünmüĢlerdir (Whitney and Brigle 1982). 

Daha önce bahsedildiği gibi CA IV ve XV in ikisi de GPI ile plazma membranına 

bağlıdırlar, bu yüzden bu izoenzimler membrana bırakılmadan önce endoplazmik 

retikulumda posttranslasyonel modifikasyonlara uğrarlar. Ġlk olarak endoproteolitik 

enzimler N- terminal sinyal peptitdeki yarığın dıĢındadırlar. Bu peptide CA IV ve XV 

izoenzimlerinin ilk 18-20 aminoasidinden oluĢmuĢtur ve olgunlaĢmamıĢ proteinin 

taĢınmasında posttranslasyonel yöneltmesinde sorumludur (Waheed et al. 1996).  C-

terminal hidrofobik motif aynı zamanda GPI dayanak noktasının bağlanma bölgesine 

yapıĢmasını sağlamaktadır. Ser-266‟daki bu bağlanma bölgesi tüm omurgalı CA 

izoenzimlerinde hemen hemen tamamen korunmaktadır (Okuyama et al. 1995). 

CA IV ve CA XV aynı zamanda N-terminal sinyal peptidi içeren benzer transmembran 

izoenzimlerdir (Sly 2000). Ek olarak, bu izoenzimler C-terminal bölgesinde hidrofobik 

bir bölgeye sahiptir ve bu sayede transmembran bir bölge oluĢtururlar. Bu 

transmembran bölgesinin uzunluğu CA IX da 20 aminoasitten CA XII de 26 amino 

aside kadar değiĢmektedir. Aynı zamanda 25-30 aminoasitten oluĢmuĢ küçük 

intraselüler bölge bulunmaktadır (Sly 2000). 

CA’nın eritrositlerdeki rolü: CA enziminin en önemli rollerinden biri de ilk 

bulunduğu yer olan eritrositlerdeki önemidir. Eritrositlerde CA tamamen sitoplazmiktir 

ve temelde CO2‟in taĢınması ve salınmasında rol alır. Ġnsan eritrosit ghost 

membranlarının az miktarda membran bağlı CA IV enzimi içerdiği gösterilmiĢtir; fakat 

bu durumun hücreye spesifik bir ekspresyon olmadığı gösterilmiĢtir. CO2 taĢınması 

iĢlemi, moleküler CO2‟nin doku dıĢına difüze edilmesiyle baĢlar ve kan akıĢına ve 

oradan da eritrosit içerisine kısmi basınç gradienti yardımıyla alınmasyla devam eder. 

Eritrositlerde CO2, HCO3
- 

ve H
+ 

iyonlarına dönüĢtürülür. Bu iĢlem CA tarafından 

katalizlenir. HCO3
- 

iyonu mekik yardımıyla hücre dıĢına gönderilir. Bu arada H
+
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hemoglobin veya non-karbonik asit tamponlarıyla, örneğin fosfat tamponları, 

tamponlanır. Bu iĢlem eritrositlerden CO2‟nin hidrasyonu sonucu oluĢan son ürünlerin 

her ikisinin de uzaklaĢtırılmasını sağlar ve kandaki CO2 miktarını maksimize eder. 

Solunum organlarında (solungaç, akciğer ve/veya deri) bu reaksiyonlar tersine 

dönüĢtürülür ve CO2 basınç gradienti yardımıyla dıĢarı atılır (ġekil1.4.) (Supuran 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.4.  Karbonik anhidraz enziminin eritrositler ve bazı dokulardakirolü. 

 

 

1.3. Glutatyon redüktaz enzimi: Ġnsan eritrositlerinde, pentoz fosfat yolunun 

fonksiyonu, eritrositlerin canlılığının temini açısından önemlidir. Normal bir eritrosit 

yaklaĢık 120 ile 135 gün arasında bir yaĢam süresine sahiptir. OlgunlaĢtığında eritrosit 

proteinleri sentezleyemez ve mitokondriden yoksundur. Eritrositler, glutatyon, 

koenzimler ve ATP gibi önemli bileĢiklerin sentezi için enerjiye ihtiyaç duyarlar ve bu 

enerji glukozun metabolize edilmesiyle sağlanır. ATP, laktik asit oluĢumuyla beraber 

anaerobik glikolizden sağlanır, ancak solunum zinciri yoluyla oksidatif fosforilasyon 

mümkün değildir. Pentoz fosfat yoluyla NADPH‟ın oluĢumu, methemoglobinin 
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indirgenmesini (oksijene bağlanmayan hemoglobinin Fe
+3

 formu devamlı olarak oluĢur) 

ve redükte formda glutatyon eldesini sağlar. Glutatyon, örneğin aktif yüzünde gerekli 

bir –SH grubu içeren enzimler gibi moleküllerin redükte Ģekilde olmalarını temin etmek 

için bir indirgeyici bileĢik gibi fonksiyon görür. Sonuç olarak glutatyon redükte formu 

GSH‟ın NADPH tarafından rejenere edildiği GS-SG‟ye okside edilir. GSSG‟nin 

NADPH kullanılarak GSH‟a dönüĢtüğü reaksiyon glutatyon redüktaz tarafından 

katalizlenir (Montgomery et al. 1996). 

 

Glutatyon (γ-L-glutamil-L-sisteinil glisin) eritrositlerde ve diğer hücrelerde bulunan 

önemli bir tripeptiddir. Atipik bir tripeptiddir, çünkü sistein amino asitinin amino grubu 

ile peptid bağı oluĢumunda L-glutamik asitin γ-karboksil grubu yer alır (Montgomery et 

al.  1996).  

 

Glutatyon okside ve redükte olmak üzere iki formda bulunur (ġekil 1.5.a ve 1.5.b). ilk 

olarak 1888 yılında Ray-Pailhade tarfından maya hücresinde bulunarak “filothion” 

olarak adlandırılmıĢtır. 1921‟de Hopkins tarafından saflaĢtırılarak kristallendirilmiĢ ve 

bugünkü ismi verilmiĢtir (Zubay 1988; Açan 1990).  
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ġekil 1.5.a. ĠndirgenmiĢ glutatyon yapısı, GSH, (γ-L- glutamil-L-sisteinil-glisin).  

 

ġekil 1.5.b. Okside glutatyonun yapısı, GSSG, 2(γ-L- glutamil-L-sisteinil-glisin).  
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Glutatyon, hücrede ATP gerektiren iki ardıĢık reaksiyon ile sentezlenir. Bu 

reaksiyonları, γ-glutamil sistein sentetaz (γ-GSS) ve glutatyon sentetaz (GS) enzimleri 

katalizler (Toribio et al. 1996; Misra and Griffith 1998). 

  

                                                        γ-GSS 

L-Glutamat + L-Sistein + ATP                          L- γ- Glutamil-L-sistein + ADP + Pi 

 

                                                                       GS 

L- γ- Glutamil-L-sistein + Glisin + ATP   GSH + ADP + Pi 

 

Normal Ģartlarda indirgenmiĢ glutatyon hücrelere göre değiĢmekle beraber 0,5 ile 10 

mM düzeyinde bulunur. Eritrositlerde glutatyonun çoğu indirgenmiĢ halde bulunur. 

Eritrositlerde GSH yaklaĢık 2 mM gibi yüksek konsantrasyonda bulunur. GSSG 

konsantrasyonu ise 4 µM civarındadır. Ġnsan eritrositlerinde GSH/GSSG oranı yaklaĢık 

500/1 dir ve yarı ömrü 4 gündür (Shohet and Beutler 1986; Cooper 1997). 

 

ĠndirgenmiĢ glutatyon enzimatik yada enzimatik olmayan yollarla okside glutatyona 

(GSSG) dönüĢür. Bu dönüĢüm özellikle peroksitlerin parçalanmasında ve enzimatik 

transhidrojenasyon sonucu gerçekleĢmektedir. Eritrositlerde glutatyonun 

yükseltgenmesi, ortamda oluĢan H2O2 ve diğer organik peroksitlerin indirgenmesinde 

önemli rol oynamaktadır. Bu reaksiyonun enzimi, glutatyon peroksidazdır. Okside 

glutatyonu indirgenmiĢ forma ise glutatyon redüktaz dönüĢtürmekte ve yüksek 

GSH/GSSG oranı sağlamaktadır. Bu dönüĢüm reaksiyonları glutatyon redoks çevrimi 

olarak adlandırılmaktadır (Fujiwara et al. 1989; ġentürk 2006). 

 

Glutatyon, yapısında bulunan –SH grupları ile oksitleyici ajanların bozucu etkilerine 

karĢı hücreyi korumaktadır. Dolayısıyla glutatyonun düĢük konsantrasyonunda bazı 

metabolik olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun belirlenen görevlerinden 

bazıları Ģunlardır: Serbest radikallerin ve reaktif oksijen ürünlerinin inaktivasyonu, 



 

 

17 

 

hemoglobin, spektrin gibi membran proteinlerini ve çeĢitli enzim proteinlerinin tiyol 

gruplarının korunması, ksenobiyotiklerin, bazı antineoplastik ilaçların ve bazı metabolik 

son ürünlerin konjugasyonla detoksifikasyonu, DNA ve protein sentezi, amino asit 

transportu, insülin gibi bazı proteinlerin disülfür bağlarının koparılması ve böylece 

proteinlerin konformasyonunun değiĢmesi, hücre içerisinde sistein deposu olarak 

bulunması ve bazı enzimlerin reaksiyonlarında rol oynamasıdır (Demir 1994; Knapen et 

al. 1999).   

 

Enzimler, canlı organizmaların kimyasal oluĢumunu sağlayan, reaksiyon hızını artıran 

ve yan ürün oluĢmaksızın %100 ürün verimi sağlayan biyolojik katalizörlerdir. 

Enzimlerin çoğunluğu protein yapısındadır. Katalitik aktivite gösteren küçük bir RNA 

grubu da mevcuttur (Keha ve Küfrevioğlu 2008).  

 

Biyokimyasal araĢtırmaların büyük çoğunluğunu enzim çalıĢmaları oluĢturmaktadır. Bu 

alandaki en büyük geliĢmelerden biri 1926 yılında J.B.Summer‟in üreaz enzimini “Jack 

Bean” bitkisinden elde edip kristallendirmesi ve protein yapısında olmasını 

keĢfetmesidir. Günümüzde 2000 kadar enzim tanımlanmıĢ, birçoğu saflaĢtırılmıĢ, 

karakterize edilmiĢ ve 200‟den fazla enzim de kristallendirilmiĢtir. 

 

Bazı bileĢikler tarafından enzimlerin in vivo ve in vitro aktivitelerinin azaltılması yada 

tamamen yok edilmesi olayına inhibisyon adı verilir. Ġnhibisyona sebep olan bileĢiklere 

inhibitör denir. Ġnhibitörler genellikle küçük molekül yapısına sahip bileĢikler yada 

iyonlardır. Enzim inhibisyonu biyolojik sistemlerde baĢlı baĢına bir kontrol 

mekanizması oluĢturduğu için önemlidir. Birçok kimyasal madde, ilaç ve zehirli 

bileĢikler de fonksiyonlarını bu yolla gerçekleĢtirirler (Keha ve Küfrevioğlu 2008). 

 

Ġnhibisyon, dönüĢümlü yada dönüĢümsüz olabilir. DönüĢümlü inhibisyonda enzim ile 

inhibitör etkileĢmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu inhibisyon türü yarıĢmalı, 

yarıĢmasız veya yarı yarıĢmalı olabilir. YarıĢmalı inhibisyonda, inhibitör ile substrat 

enzimin aynı bölgesine bağlanmakta yarıĢırlar. Substrat konsantrasyonu artırıldıkça 
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inhibisyon etkisi azalmaktadır. YarıĢmasız inhibisyonda, inhibitör ile substrat enzimin 

farklı bölgelerine bağlandığından genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan 

etkilenmez. Yarı yarıĢmalı inhibisyonda ise inhibitör sadece ES (enzim-substrat) 

kompleksine bağlanabilir. Ġnhibitörleri çok kez yarıĢmalı ve yarıĢmasız olarak kesin 

sınırlarla birbirinden ayırmak mümkün değildir. Genellikle karıĢık inhibisyon gözlenir.  

DönüĢümsüz inhibisyonda inhibitör enzime ya kovalent bağlanır yada zor ayrılabilen 

bir kompleks oluĢturur. Çok sayıda polipeptid zincirinden meydana gelen allosterik 

enzimler olarak bilinen enzimlerde allosterik inhibisyon adı verilen baĢka bir inhibisyon 

olayı gözlenir. Bu inhibisyon çeĢidinde, inhibitörler enzimin aktif merkezinden baĢka 

bir yere bağlanırlar ve üç boyutlu yapıyı değiĢtirerek enzim aktivitesini etkilerler (Keha 

ve Küfrevioğlu 2008). 

 

Glutatyon redüktaz (GR) enzimi (EC 1.8.1.7) ilk defa 1951‟de tanımlanmıĢtır. Bu enzim 

düĢük veya yüksek molekül ağırlıklı disülfit substratları ile indirgenmiĢ piridin 

nükleotidleri arasında elekton transferini katalizler. 

 

                                                                      GR 

                     GSSG + NAD(P)H + H
+
                            2GSH + NAD(P)

+
  

 

Glutatyon redüktaz enziminin katalizlediği bu reaksiyonun en önemli hedeflerinden biri 

hücre ortamındaki GSH/GSSG oranını korumaktır. Bu oran kırmızı kan hücrelerinde 

yaklaĢık olarak 500/1‟dir. Eritrositlerde GSH eksikliği zorunlu metabolik iĢlemlerin 

ciddi bir Ģekilde bozulmasıyla sonuçlanır ve bu durum hemolize yol açar. Bu nedenle 

pentoz fosfat yolunun etkin olarak çalıĢabilmesi için 6-fosfoglukonat dehidrogenaz 

enzimiyle beraber bu yolun enzim aktivitelerinin yeterli miktarda olması gerekir 

(Montgomery 1996; Keha ve Küfrevioğlu 2008). 

 

1.4. Moleküler dinamik çalıĢmaları: Moleküler dinamik (MD) simulasyonları 

biyolojik moleküllerin teorik incelemesinde moleküllerin ve moleküler sistemlerin 

davranıĢını taklit etmek için kullanılır (Leach 2001). Bu simulasyonlarda, moleküller 
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hesaplamalı olarak üretilir ve daha sonra yapısal değiĢiklikler, moleküler etkileĢimler ve 

dahil olan moleküllerin küme davranıĢı hakkında bilgi vererek sistem parametreleri 

içerisinde belirli bir süre hareket etmesine izin verilir. MD simulasyonları, deney 

koĢullarına göre tasarlanan simulasyonlar olarak deneylere tamamlayıcı olarak 

kullanılmaktadır ve parametreler, bu sistemlerin bu özel durumda moleküler davranıĢını 

göstermektedir (Borhani and Shaw 2012). Ayrıca tamamen atomistik bir bakıĢ açısı 

olan MD simulasyonları, moleküllerin dalgalanmaları ve konformasyonel değiĢimleri 

hakkında detaylı bilgi sağlar. MD simulasyonlarından elde edilen bilgiler, aynı zamanda 

deneysel yöntemlerle izlenemeyen değiĢikliklere ıĢık tutmaktadır (Leach 2001). 

MD simulasyonları üç farklı aĢama gerektirir; enerji azaltma, dengeleme ve dinamikler. 

Dinamik simulasyonlardan önce, enerji minimizasyonu adımında ulaĢılan en düĢük 

potansiyel enerji durumunda bir moleküler sisteme sahip olmak önemlidir. Atomların 

minimum enerji düzenlemeleri sistemin kararlı durumlarına karĢılık gelir. Bir MD 

simulasyonunda, birden fazla enerji minimumundan, kararlı durumlar elde edilebilir. Bu 

noktalar yerel ve küresel enerji minimumları olarak sınıflandırılabilir. Minimum yerel 

enerji, minimumun sistemin mutlak minimum enerjisini temsil ettiği göreceli bir 

minimum enerjiye karĢılık gelir. Enerji minimizasyonu baĢlangıçkonformasyonuna 

denk gelen minimum yerel enerji seviyesini arar. Bir sistemdeki global minimumun 

bulunması için geniĢletilmiĢ miktarda hesaplama gücü ve zaman gerekebilir. Ancak, en 

aza indirgenmiĢ enerji sistemleriyle, simulasyon yoluyla minimum bir küresel enerji 

bulmak daha kolaydır. Enerji azaltımı için kullanılan birkaç algoritma vardır. Eğer 

degradenin kök ortalama kare sapması yaklaĢık sıfır ise bir küçültme birleĢik olarak 

kabul edilir. Ek olarak, minimize etme yakınsamaya yakın olduğu zaman, enerji bir 

adımdan diğer adıma değiĢir. Enerji azaltma fiziksel olarak statik bir yapıdaki hiçbir 

atomun 0 K sıcaklığa karĢılık gelen bir net kuvveti hissetmediği bir nokta anlamına gelir 

(Chantawansri et al. 2011). 

 

MD simulasyonlarının baĢlatılması için, minimize etme aĢamasında sistemin 0 K 

olduğu kabul edilir, dengeleme veya baĢlatma aĢamasında, her bir atomun hızlarını 

değiĢtirerek yeni bir sıcaklık elde edilir. Bu kinetik enerji değiĢimi sisteme dağılmıĢ ve 

potansiyel enerjiye dönüĢtürülmüĢtür (Chantawansri et al. 2011).  
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Dinamik veya üretim aĢaması termodinamik ortalamaları belirler ve yeni yapısal 

özellikleri ve dinamikleri örnekler. Moleküler bir sistemin zamana bağlı davranıĢı, 

hesaplama metoduyla hesaplanır ve N parçacıklarının bir sisteminin atomik yörüngeleri, 

belirli bir baĢlangıç koĢulu ile belirli bir atomik potansiyel için Newton'un hareket 

denklemi, F = ma sayısal entegrasyonu ve sınır koĢulu ile üretilir. Her atom üzerindeki 

kuvvet hesaplanırken, sistemdeki her atomun ivmesini belirlemek mümkündür. Daha 

sonra, zamana göre atomların pozisyonlarını, hızlarını ve ivmelerini vermek için hareket 

denklemleri entegre edilmiĢtir. Yöntem deterministiktir; Her bir atomun pozisyonları ve 

hızları bilindiğinde, sistemin durumu gelecekte veya geçmiĢte herhangi bir zamanda 

tahmin edilebilir (Chantawansri et al. 2011).  

 

Bir molekülün, tekli bağlar etrafında dönme nedeniyle benimseyebileceği farklı 

mekansal düzenlemelere konformasyon denir ve bu konformasyonlar daha önce 

belirtildiği gibi minimum potansiyel enerji seviyelerinde tanımlanabilir. Bir molekül 

birden fazla yerel enerji minimumuna sahip olabilir. Ancak, en istikrarlı konformasyonu 

bulmak için minimum küresel enerjiyi aramanız gerekir. Ġlk koordinatlar yüksek 

enerjilere ve kuvvetlere neden olan kötü temaslara sahiptir. Enerji minimizasyonu 

durumunda belirtildiği gibi, amaç en yakın enerjiye minimum seviyeye ulaĢmaktır. 

Sıcaklık değiĢikliği nedeniyle düĢük enerji bariyerli denge aĢamasında, yerel minimum 

değer aĢılır. Atanan kuvvet kuvvetleri ile üretim aĢamasında atomların hareket etmesine 

izin verilir. Bu aĢama yeterince uzunsa, özellikle sıcaklıkla elde edilen enerji yüksekse, 

farklı konformasyonlar gözlenebilir (Özeral 2017). 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Karbonik anhidraz enziminin çeĢitli kaynaklardan saflaĢtırılarak birçok bileĢik 

tarafından inhibe edildiği tespit edilmiĢtir (Senturk et al. 2012). 

 

Güney ve arkadaĢları (2015) 5-Brom urasil türevi olan bir dizi maddenin karbonik 

anhidraz izoenzimleri olan hCA I ve II üzerindeki inhibisyon etkilerini incelemiĢlerdir. 

5-Brom sübstitüe urasilin asetat (1), tosil (2) ve mezitil (3) türevlerini sentezlemiĢ ve bu 

türevlerin hem hCA I üzerinde hemde hCA II üzerinde oldukça güçlü inhibitörler 

olduklarını göstermiĢlerdir. Özellikle 2 numaralı türevin hem hCA I hemde II izoenzimi 

üzerinde kuvvetli inhibe edici özelliklere sahip olduğu gözlenmiĢtir (Guney et al. 2015) 

Yaseen ve arkadaĢları (2016), yeni pridazinon sübstitüe benzensülfonamid türevlerinin 

insan karbonik anhidraz izoenzimleri üzerindeki etkilerini incelemiĢlerdir. Esteraz 

aktivitesi için yeni bileĢiklerin bazılarının ortalama IC50 değerleri hCA I için 1,13-8,5 

nM  iken, hCA II için 0,98-5,19 nM aralığında bulunmuĢtur. Elde edilen bu veriler ile 

sentezlenen bileĢiklerin etkili inhibisyon özelliği gösterdiği ve glokom tedavisinde aday 

bir ilaç olarak görülebileceği sonucuna ulaĢılmıĢtır (Yaseen et al. 2016). 

Ġnsan karbonik anhidraz izoenzimi II (hCA II) ve sığır karbonik anhidraz (bCA) 

üzerine; sentezlenen perfloroalkansülfonamidler 1 serisi, perfloroalkansülfonamidlerin 

sodyum tuzu ve polifluoroalkansülfonamid türevlerinin etkisi araĢtırılmıĢtır. Bütün 

bileĢikler sığır karbonik anhidrazına karĢı güçlü bir inhibisyon etkisi gösterirken, 

bileĢiklerden yalnızca bir tanesinin (2b) insan karbonik anhidraz izoenzimi II üzerine 

ticari ilaç olan asetazolamidden daha iyi inhibisyon özelliği göstermiĢtir (Benfodda et 

al. 2010). 
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IĢık ve arkadaĢları (2015) bir dizi fenol ve piridin hidrazinkarbodiamid ile bazı memeli 

CA izoformlarının (CA I, II ve IX) bir inhibisyon çalıĢmasını gerçekleĢtirmiĢlerdir (IĢık 

et al. 2015). BaĢka bir çalıĢmada ise Innocenti ve arkadaĢları (2008) CA I-XIV 

izoformları üzerinde bazı fenolik made türevlerini denemiĢtir. P-hidroksibenzoik asit, p-

kumarin asit, kafeik asit, ferulik asit, galik asit, sirinjik asit, kersetin ve elajik asit gibi 

çeĢitli fenolik asitler ve fenol doğal ürünleri ile bu enzimler üzerindeki inhibe edici 

etkisi araĢtırılmıĢtır. Tüm memeli izozimleri hCA I, XII, XIII ve XIV düĢük mikromolar 

veya submikromolar aralıkta bu (poli) fenoller ile inhibe edilmiĢtir. Burada araĢtırılan 

fenoller, klinik olarak kullanılan sülfonamidlerin / sülfamadların veya 

kumarinlerinkilerden farklı olan bir CA inhibisyon mekanizmasına sahiptir. Katalitik 

çinko iyonuna bağlanan sülfonamidlerin aksine, fenoller Zn (II) koordinatlı su 

molekülüne bağlanır ve aktif bölge boĢluğunda daha dıĢa bağlanarak çeĢitli amino asit 

kalıntılarıyla temas eder. Bu, memelilerde bulunan birçok CA izoenzimi arasında en 

değiĢkenliğe sahip bölge olduğundan bu bileĢik sınıfı, tıbbi açıdan ilgili CA‟ların 

yalnızca birisini veya birkaçını hedef alan izoform seçici inhibitörlere yol açabileceği 

belirtilmiĢtir (Innocenti et al. 2008; Innocenti et al. 2010). 

Bir baĢka çalıĢmada kumarin türevlerinin CA inhibisyon potansiyellerinin 

keĢfedilmesinin ardından CA inhibisyonu için kumarinlerin daha kapsamlı olarak 

araĢtırıldığı ilk çalıĢmadır. Kumarin farmakoforunu ihtiva eden 24 bitki kumarini ve 3 

asidik kumarini içeren doğal ürünler toplanmıĢtır. Bu yapılar insan CA izozimlerinin 

(hCA I, II, VII, IX, XII ve XIII) inhibisyonu için değerlendirilmiĢ ve geniĢ bir 

inhibisyon ve izozim seçicilik profilleri aralığı belirginleĢmiĢtir. Yeni kemoterapilerin 

önemli bir kaynağı olduğu kanıtlanan doğal ürünlerin yapılan araĢtırma sonucunda 

hastalıklarla ilgili CA enzimlerini inhibe eden yeni kemotiplerin keĢfi ve doğal 

ürünlerin daha ileri değerlendirilmesini desteklemek için bir platform sağlamıĢtır (Davis 

et al. 2013; Davis et al. 2014).  

Sethi (2013) küçük bir seri 4,5,6,7-tetrakloro-l, 3-dioksoizoindolin-2-il 

benzensülfonamid hazırlayarak fizyolojik açıdan iliĢkili üç CA izoformunun (CA I, II 

ve VII) inhibisyonu için araĢtırma yapmıĢlardır. Bu bileĢikler, genel olarak CA I‟in 

daha az potansiyele sahip inhibitörleridir. Ancak bunların çoğu güçlü ve düĢük 

nanomolar değerleri ile CA II ve CA VII için etkiliydi. Bu tür bileĢikler yeni 
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antiglokom, antiepileptik, ödem veya yükseklik hastalığı ilaçlarının geliĢtirilmesi için 

dikkat çekici adaylar olabileceği sonucuna ulaĢılmıĢtır (Sethi et al. 2013). 

Özdemir (2014) yeni aromatik / heteroaromatik propansülfonilhidrazon bileĢiklerinin 

sentezi, fiziksel özellikleri ve karbonik anhidraz II (CA II) enzimine karĢı inhibisyon 

çalıĢmasında bu izoformun en iyi aromatik / heteroaromatik propansülfonilhidrazon 

inhibitörleri o-aminobenzaldehidpropansülfonilhidrazon ve aynı IC50 (0,55 mM) 

değerine sahip olan tiofenkarboksialdehit propansülfonilhidrazon olduğu bildirilmiĢtir 

(Özdemir et al. 2014). 

Alafeefy (2016) 2-merkapto-3H-kinazolin-4-1 kuyruk içeren bir dizi heterosiklik 

benzensülfonamid, sübstitüe edilmiĢ anthranil asitlerin 4-izotiosiyanato-

benzensülfonamid ile hazırlanan sülfonamidlerin hCA I ve II insan karbonik anhidraz 

izoformlarının yanı sıra hCA IX ve XII inhibitörleri olarak araĢtırmıĢlardır.  hCA II, IX 

ve XII üzerinde oldukça etkili olan inhibitörler, hCA I üzerinde ise orta potansiyelde 

etkili inhibitörler olarak özellik göstermiĢtir. Dolayısıyla bu bileĢikler, glokom (CA II 

ve XII) veya üç izoformun aktivitesinin (CA II, IX ve CA XII) engellendiği 

patolojilerde klinik öncesi adaylar olarak ilgi çekici olduğu bildirilmiĢtir (Alafeefy et al. 

2016). 

Yaseen (2016) sübstitüe piridazinon parçalarını içeren bir dizi sülfonamid türevlerini, 

insan sitozolik iki karbonik anhidraz izoformunun, hCA I ve hCA II‟nin inhibisyonu 

için araĢtırmıĢlardır. Bütün bu bileĢikler, klinik olarak kullanılan sülfonamid 

asetazolamid ile birlikte fizyolojik olarak iliĢkili izoenzim I ve II‟nin inhibitörleri olarak 

araĢtırılmıĢtır. Tüm sülfonamidler bu izoformlara karĢı çok güçlü bir inhibisyon 

göstermiĢtir ki bu moleküller, tıbbi kimya uygulamaları ile diğer izoformları hedef alan 

yeni etkili CA inhibitörlerinin keĢfedilmesi için bu gibi moleküllerin potansiyel olarak 

kullanılmasını mümkün kılmaktadır. Yine bir baĢka çalıĢmada sentezlenen 

sülfonamidlerin glokom, retinitis pigmentosa gibi çeĢitli hastalıklarda yer alan hCA I, 

II, IV ve IX izoformlarına karĢı karbonik anhidraz inhibitörleri olarak 

değerlendirilmiĢtir (Yaseen et al. 2016; Abdel-Aziz et al. 2017). 
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Glutatyon redüktaz (Glutatyon; NADP
+
 oksidoredüktaz, EC 1.8.1.7: GR) 

flavoenzimlerin piridin-nükleotid disülfit oksidoredüktaz ailesinin bir üyesidir. Bu 

enzim glutatyon disülfiti (GSSG) indirgenmiĢ glutatyona (γ-L-glutamil-L-sisteinil 

glisin; GSH)‟a NADPH yada NADH‟ı bir indirgeyici ajan gibi kullanarak 

indirgenmesini katalizler (Müller 1992; Gül et al. 2000).  

 

GR, GSSG‟yi indirgenmiĢ hale dönüĢtürürken, NADPH‟dan gelen elektronlar 

GSSG‟nin disülfür bağına direkt olarak aktarılmaz. Önce FAD‟ye aktarılır daha sonra 

alt birimdeki 2 sistein arasında bulunan disülfür köprüsüne transfer etmek suretiyle 

GSSG‟ye aktarılmıĢ olur. Her bir alt birim 3 tane yapısal alan içerir. Bunlar FAD 

bağlayıcı alan, NADPH bağlayıcı alan ve ara yüz alanıdır. FAD alanı, NADP
+
 alanı 

birbirine benzer ve diğer dehidrogenazlardaki nükleotid bağlayıcı alanlara da benzer. 

FAD ve NADP
+
 izoalloksazin ve nikotinamid halkaları birbirine geçecek Ģekilde 

aralarında bağlanırlar. GSSG için bağlayıcı alan, bir alt birimin FAD alanı ile diğer alt 

birimin ara yüz alanından meydana geldiği bilinmektedir. Reaksiyonun iki basamakta 

gerçekleĢtiği önerilmektedir (Siegel et al. 1998; Patel et al. 1998). 

 

                1-E(S-S) + NAD(P)H + H
+
  E(SH-HS) + NAD(P)

+
 

             

                2- E(SH-HS) + GSSG      E(S-S) + 2 GSH 

 

Ġlk yarı reaksiyonda, NADPH tarafından enzimin indirgenmesi sağlanır ve kararlı bir 

hal olan E(SH)2 formu oluĢur. Ġkinci yarı reaksiyonda ise okside glutatyon, E(SH)2 

tarafından indirgenerek iki mol indirgenmiĢ glutatyon oluĢur (Siegel et al. 1998). 

 

Enzimin katalitik mekanizmasında amino asit kalıntıları da görev yapar. GSSG‟nin 

bağlandığı bölgede Tyr114 ve NADPH bağlama bölgelerinde ise Tyr197 amino asitleri 

bulunmaktadır. Ġnsan GR enzimindeki bu bölgeler, diğer türlerden elde edilen 

enzimlerle karĢılaĢtırıldığında oldukça spesifik bölgelerdir. Tyr197 yüksek 

ökaryotlardan elde edilen bütün GR ve tiyoredoksin redüktazlarda bulunur. 
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GR enziminin aktivitesi ölçülürken GSSG, NADPH, uygun pH‟daki uygun tampon ve 

genelde 1/20 oranında hemolizat veya homojenat kullanılmaktadır. NADH‟ın KM‟si 

NADPH‟ın KM‟sinden 17 kat daha büyük olduğundan NADPH‟ı kullanmak tercih 

edilmektedir. Substrat olarak GSSG dıĢında CoASSG, CySSCy ve GSSO3H 

molekülleride kullanılabilmektedir. Bazı yayınlarda ölçüm ortamına EDTA ve FAD‟de 

katılmaktadır. Aktivite ölçüm ortamına son eklenen madde bazı yayınlarda NADPH, 

bazılarında ise enzim örneğidir. Enzim için aktivite birimi 1µmol NADPH‟ın 

yükseltgenmesine sebep olan enzim miktarı olarak tanımlanmaktadır (Le Trang et al. 

1983; Mc Callum and Barett 1995; Lamotte et al. 2000). 

 

Ġnsan eritrosit glutatyon redüktaz enzimini 2-(5'-nitrofurilvinil)-quinolin bileĢiğinin 4 

nolu karbonuna -COOH, -CONH2, -CONHCH3, -CONHCH2CH3 gibi moleküller 

takılarak türetilen moleküllerin inhibe ettiği belirlenmiĢtir. Ayrıca yapılan baĢka bir 

çalıĢmada da nitrofurantion, 5-nitro-2-froik asit, 5-nitroindol ve 2,4,6-trinitrobenzen 

sülfonat gibi nitro grubu ihtiva eden bileĢiklerin de inhibe ettiği belrlenmiĢtir 

(McCallum and Barett 1995; Grellier et al. 2001). 

Güney ve arkadaĢlarının (2016) GR enzimi üzrinde yaptığı bir çalıĢmada 1-6 numaralı 

urasil türevlerinin inhibisyon etkileri incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada urasil türevleri olan 1-

6 numaralı moleküllerin GR enzimi üzerinde 2,68-166,6 nM arasındaki değerlerde son 

derece etkili inhibitörler olduğu tespit edilmiĢtir (Guney et al. 2016).     

 

Yukarıda belirtilen araĢtırmalar incelendiğinde hCA I, hCA II ve GR enzimleri üzerine 

birçok farklı madde grubunun inhibisyon etkisi incelenmiĢ ve çeĢitli hastalıkların 

tedavisi için önemli sonuçlar elde edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda ise insan eritrositlerinde 

saflaĢtırılan karbonik anhidraz I, II ve ticari olarak mevcut Sacchromyces cerevisiae GR 

enzimleri üzerinde literatürde yer almayan bazı urasil türevlerinin etkisi incelenmiĢtir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Tez kapsamında kullanılan sarf malzemeleri 

Tez çalıĢmasında kullanılan CNBr aktif sefaroz 4B, Sephadex G-200, diyaliz torbası, 

standart serum albümin, β-nikotinamid adenindinükleotid fosfat  (indirgenmiĢ form) 

(NADPH), β-nikotinamid adenindinükleotid fosfat (okside form) (NADP
+
), okside 

glutatyon (GSSG), indirgenmiĢ glutatyon (GSH), sodyum bikarbonat ve etilendiamin 

tetraasetikasit (EDTA) Sigma-Aldrich Chemical Comp.‟den; triklor asetik asit, 

trihidroksi- metilaminometan (Tris),  amonyum sülfat, sodyum klorür, hidroklorik asit, 

sodyum asetat, fosforik asit, glisin, potasyum fosfat, gliserol, potasyum asetat, metanol, 

potasyum klorür, asetik asit, etanol, izopropanol, N,N‟-metilen bisakrilamid, akrilamid, 

amonyum persülfat, coomassie brillant blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil 

sülfat (SDS), β-merkapto etanol, çalıĢmada kullanılan urasil türevleri ve gerekli diğer 

kimyasalları Merck AG‟den satın alındı. 

3.1.2. ÇalıĢmada kullanılan cihazlar 

Tez çalıĢması için aĢağıdaki cihazlar kullanılmıĢ. 

Hassas terazi             : Ohaus Pioneer 

Soğutmalı santrifüj : Hermle Z 323 K(Germany) 

Spektrofotometre : Shimatzu (UV-1800) 

pH metre  : Schott pH-Meter CG840 

Buzdolapları  : Arçelik 

Peristaltik pompa : Gilson minipuls 3 

Derin dondurucu       : Beko  (-20ºC‟ye kadar) 
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3.1.3. ÇalıĢmada kullanılan çözeltilerin hazırlanmaları 

1. 0,2 M NaHCO3 çözeltisi, pH: 8,7 (Sefaroz 4B matriksinin hazırlanması için 

kullanılan tampon): 8,4 g NaHCO3, 450 ml destile su kulanılarak çözüldü, 1 N NaOH 

ile pH: 8,7„ye ayarlandıktan sonra, sonuç hacmi destile su ile 500 ml‟ye tamamlandı. 

2. 25 mM Tris-HCl / 0,1 M‟lık Na2SO4 çözeltisi, pH: 8,7 (sentezlenene afinite jelini 

dengelenmek için kullanılan tampon): 1,514 g Tris, 7,1 g Na2SO4 tartıldı, 450 ml destile 

edilmiĢ suda çözülüp daha sonra da 1 N‟lik HCl ile pH: 8,7‟ye getirilerek sonuç hacim 

destile su ile 500 ml‟ye tamamlandı. 

3. 25 mM Tris-HCl / 22 mM Na2SO4 çözeltisi, pH: 8,7 (hemolizat uygulamasından 

sonra afinite jelinin yıkanması için kullanılan tampon) 1,514 g Tris, 1562 g Na2SO4 

tartıldı,  450 ml destillenmiĢ su ile çözüldü 1 N‟lik HCl ile pH: 8,7‟ye ayarlandıktan 

sonra destile su ile toplam çözelti hacmi 500 ml‟ye tamamlandı.  

4. 0,1 M NaCH3COO / 0,5 M NaClO4 çözeltisi, pH: 5,6 (afinite kolonuna bağlanmıĢ 

olan CA enzimlerinin elüe edilmesi için uygulanan çözelti): 0,347 g NaCH3COO.3H2O 

ve 3,062 g NaClO4 40 ml destillenmiĢ suda çözüldü, 1 N HCl kulanılarak pH: 5,6‟ya 

kadar ayarlandıktan sonra destillenmiĢ suyla toplam hacmi 50 ml‟ye tamamlandı. 

5. 0,1 M Tris-SO4 çözeltisi, pH: 8,7 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanılan tampon 

çözelti): 6,055 g Tris 450 ml destillenmiĢ su içerinde çözüldü, 1 N H2SO4 kulanılarak 

pH‟sı 8,7‟a ayarladıktan sonra hacimi destillenmiĢ suyla 500 ml‟ye tamamlandı. 

6. 50 mM Tris-HCl / 1 mM EDTA (pH=8.0) (GR aktivite ölçüm tamponu): 3,0285 g 

Tris ve 0,146 g EDTA tartıldı 450 ml destile su içerisinde çözüldü. 0,1 M‟lık HCl 

çözelti kullanılarak pH 8,0‟a olacak Ģekilde ayarlandı. Sonrasında hacim destile su 

eklenerek 500 ml‟ye tamamlandı. 

7. 20 mM okside glutatyon çözeltisi: 123,76 mg GSSG alınarak 10 ml destile suda 

çözülerek hazırlandı. 

8. 2 mM indirgenmiĢ nikotinamidadenindinükleotid fosfat çözeltisi: 16,6 mg NADPH 

alındı ve 10 ml destile suda çözülerek hazırlandı. 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Protein tayini 

3.2.1.a. Kalitatif olarak protein tayini 

Proteinlerin yapısında bulunan triptofan ve tirozinin amino asitlerinin 280 nm‟de 

maksimum absorbans göstermesi esasına dayanmaktadır (Segel 1968). Bu metodla 

afinite kromatografisinde elde edilen bütün fraksiyonların kalitatif olarak protein 

tayinleri yapıldı.  

3.2.1.b. Bradford yöntemine göre protein tayini 

Hemolizat, afinite jelinden elde edilen elüsyonlar ve tüm diğer safhalardaki 

numunelerin protein miktarları bu yöntem kullanılarak tespitedildi. Bu yöntemin esası, 

protein yapısına coomassie brillant blue G-250 boyasının bağlanma kompleksi 

oluĢturmasıdır. OluĢan protein-boya kompleksi 595 nm‟de en yüksek absorbans 

değerini verir. 15 dakika içerisinde protein-boya kompleksi oluĢur. OluĢan bu kompleks 

çözeltilerde uzun süre kararlı Ģekilde kalır. Bradford yöntemi olarak bilinen bu 

yöntemin hassasiyeti 1-100 g aralığındadır (Bradford 1976). 

3.2.2. GR Enziminin Aktivitesinin Ölçümü 

 

            GR 

       GSSG + NADPH                            2GSH + NADP
+
 

 

GR enzim aktivitesini belirlenmek için yukarıdaki gösterilen reaksiyona giren NADPH 

340 nm‟de en yüksek absorbans değerini gösterir. Bu tepkime ortamında GR enzimi 

ortamda bulunan NADPH‟ı hidrolizleyerek NADP
+
‟ya dönüĢmesine sebep olur. 

Ortamda NADPH‟ın azalması ise spektrofotometre cihazında 340 nm‟de takip edien 
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değerin düĢmesine yol açmaktadır. Bu düĢüĢ ölçülerek GR enziminin aktivitesi 

belirlenmektedir (Carlberg and Mannervik 1985). 

 

Çizelge 3.1. GR enziminin aktivite ölçüm küvet içeriği. 

 Kontol küveti Numune küveti 

Stok aktivite 

çözeltileri 

Hacim(µl) Konsantrasyon Hacim(µl) Konsantrasyon 

50 mM Tris-HCl, 

1mM EDTA 

800 40 mM Tris, 0,8 

mM EDTA 

800 40 mM Tris, 0,8 

mM EDTA 

20 mM GSSG 50 1,0 mM 50 1,0 mM 

2mM NADPH 50 0,1 mM 50 0,1 mM 

Su 100 - 70 - 

3 dakika inkübasyon 

Enzim numunesi - - 30 - 

 

Aktivite ölçüm küvetleri Çizelge 3.1‟de gösterildiği Ģekilde önce enzim numunesi 

katılmaksızın pipetlendi. Üç dakika inkübasyon yapıldıktan sonra numune küvete 

pipetlenerek spektrofotometreye yerleĢtirildi ve okuma baĢlatıldı. Deneyin baĢından 

itibarek birer dakikada ara ile toplam üç dakika boyunca gözlenen değerler kaydedildi 

(Calberg and Mannervik 1985). 

 

GR enzim için enzim ünitesi hesabı aĢağıdaki formüle göre yapıldı. 

 

                                            ∆OD VT 

                            EÜ/ml= -------- x ---------- x SF                                                                                                                                                                                    

 6,22 VE 

EÜ/ml: 1 ml çözeltideki enzim ünitesi değeri, ∆OD: 1 dk süre içerisindeki absorbans 

farkı, 6,22: 1 mM NADPH‟ın gösterdiği absorbans (Ekstinksiyon katsayısı), 

VT: Ölçümde kullanılan küvetin toplam ml değeri, 

VE: Ölçümde kullanılan küvete eklenen enzimin hacmi, 

SF: Eğer seyreltme yapılmıĢsa seyreltme faktörü. 
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3.2.3. Karbonik anhidraz aktivite tayini 

Karbonik anhidraz enzimi üzerinde yapılan kinetik çalıĢmalar için aktivitesi ölçümleri 

esteraz yöntemi ile yapıldı. Bu yöntem CA enziminin esteraz aktivitesi göstermesi 

esasına dayanır. Prensip olarak CA enziminin p-nitrofenil asetatı hidrolizleyerek p-

nitrofenole dönüĢtürmesini esas alır. P-nitrofenol maddesi 348 nm‟de dalgs boyunda 

maksimum absorbans göstermektedir. (ε 348= 5x10
-3

 M
-1

 cm
-1

) (Verpoorte et al. 1967). 

Çizelge 3.2. Ġnsan eritrosit CA enziminin aktivite ölçüm küvet içeriği. 

 Kontol küveti Numune küveti 

Stok aktivite 

çözeltileri 

Hacim(µl) Konsantrasyon Hacim(µl) Konsantrasyon 

0,1 M Tris-SO4  

pH: 8,7 

200 0,02 M Tris-SO4 200 0,02 M Tris-SO4 

3 mM p-nitrofenil 

asetat 

330 1,0 mM p-

nitrofenil asetat 

330 1,0 mM p-

nitrofenil asetat 

Su 470 - 450 - 

Enzim numunesi - - 20 - 

Deneyde kullanılacak p-nitrofenil asetatın günlük taze olasına özen gösterildi. P-

nitrofenil asetat çözeltisi; 13,5 mg katı p-nitrofenil asetat tartılarak 0,5 ml aseton içinde 

çözüldü ve 24 ml saf suya yavaĢ yavaĢ karıĢtırlarak hazırlandı. 

3.2.4. Afinite kromatografisi jelinin hazırlanması 

Ticari olarak alınan CNBr-Aktive Sepharose-4B önce saf su daha sonra da 0,05 M Tris-

SO4 pH: 8,0 tampon çözelti ile yıkandı. Sonrasında aynı tampon içine alınarak ve uzantı 

kolu olarak tirozin bağlandı. Daha sonra diazolanan sülfanilamid uzantı kolu eklenmiĢ 

matrikse kenetlendirildi. Sülfanilamid, karbonik anhidraz izoenzimlerinin spesifik ve 

dönüĢünlü bir inhibitörüdür, afinite jelinin yapısına girerek CA enzimlerini yüksek 

oranda saflaĢtırılması amacıyla kullanıldı (Pocker and Sarkanen 1979). 
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Aktif Sepharose 4B matriksi 25 ml saf su içerisine alınıp üzerine 200 mg tirozin ilave 

edildi. Bu iĢlem sonrası tirozinin fazlasını uzaklaĢtırmak için 500 ml saf su ile jel 

yıkandı. Son olarak, 100 ml 0,2 M NaHCO3 (pH: 8,7) tamponu içerisine alınarak tekrar 

yıkandı ve tirozin bağlanmıĢ jel aynı tampondan 40 ml ilave edilerek behere alındı. 

Sonrasında 50 mg sülfanilamit, yaklaĢık 0
o
C‟lik 1 M 10 ml HCl çözeltisine eklenerek 

çözüldü ve içerisinde 150 mg NaNO2 bulunan 0
o
C‟deki 5 ml çözelti, sülfanilamid 

çözeltisi içerisine yavaĢ yavaĢ ilave edildi. 10 dakika kadar süren reaksiyon 

aĢamasından sonra diazolanmıĢ olan sülfanilamid çözeltisi 40 ml Sepharose-4B-tirozin 

karıĢımına ilave edildi. KarıĢımın pH değeri, 1 M‟lık NaOH ilave edilerek 9,5‟a 

çıkarılarak sabit tutuldu ve oda sıcaklığında 3 saat süreyle yavaĢça karıĢmaya bırakıldı. 

Daha sonra 1 litre saf su ve 200 ml 0.05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponuyla yıkandı. 

Yıkandıktan sonra üzerine 20 ml aynı tampondan konularak buzdolanında +4
o
C‟de 

saklandı. 

3.2.4.a. Afinite kolonunun paketlenmesi 

100 ml‟lik bir Ģilifli ve boyunluklu erlenin içerisine 50 ml Tris-HCl, pH: 7,8 tamponu 

konularak içine daha önce hazırlanan Sepharose-4B-tirozin-sülfanilamid afinite jeli 

dökülerek süspanse edildi ve su trompu yardımı ile vakumlanarak jelin havası alındı. 

Havası alınan afinite jeli, 1x20 cm‟lik kapalı sistem soğutmalı cam kolona dikkatlice 

paketlendi.  Afinite jeli kolona paketlendikten sonra peristaltik pompa kullanılarak sırası 

ile yıkama ve dengeleme çözeltileri geçirildi. Afinite kolonun dengelenip 

dengelenmediği aĢağıdan alınan eluat ile yukarıdan verilen çözeltinin 280 nm‟de 

absorbans ve pH değerlerinin eĢit olması ile belirlendi. 

3.2.5. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim saflığının kontrolü 

Karbonik anhidraz I ve II enzimleri saflaĢtırıldıktan sonra % 5-10 kesikli SDS-PAGE 

(SDS-poliakrilamid jel elektroforezi) Laemmli‟nin geliĢtirdiği metod modifiye edilerek 

enzim numunelerimizin saflığı belirlendi (Laemmli 1970). 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1. Kantitatif Protein Tayini için Kullanılan Standart Grafik 

Elde ettiğimiz enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yöntemiyle 

belirlendi. Bu amaçla önce standart grafik hazırlandı. Elde edilen enzim çözeltilerindeki 

protein tayinleri Bradford yöntemiyle yapıldıktan sonra bu standart grafikten 

faydalanılarak protein miktarları hesaplandı. 

 

ġekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin için kullanılan standart 

grafik. 

 

4.2. Ġnhibitörler Ġçin IC50 Değerlerinin Belirlenmesine Ait ÇalıĢma Sonuçları 

 

Ġnsan karbonik anhidraz I, II enzim aktiviteleri üzerine 8-9 nolu urasil türevlerinin ve 

GR enzim aktiviteleri üzerine ise 8-12 urasil türevlerinin inhibisyon etkilerini 

belirlemek amacıyla bu maddelerin stok çözeltileri hazırlandı. Bu çözeltilerden değiĢik 

konsantrasyonlarda çözeltiler hazırlanarak insan eritrositlerinden saflaĢtırılan karbonik 

anhidraz enziminin aktivitesi üzerine etkileri araĢtırıldı. Konsantrasyona karĢı % aktivite 

(% Aktivite-[I]) olarak oluĢturulan grafikler ġekil 4.2-4.10‟da gösterildi. Eğrilerin 

denkleminden IC50 değerleri hesaplandı (Lineweaver and Burk 1934). 
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Çizelge 4.1. Ġnsan eritrosit hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Sepharose 4B-tirozin- 

sülfanilamid afinite kolon materyali ile saflaĢtırılma basamakları. 

 

Numune 

türü 

Aktivite 

(EÜ/ml) 

Toplam 

hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

protein 

(mg) 

Toplam 

aktivite 

Spesifik 

aktivite 

(EÜ/mg) 

% 

verim 

SaflaĢtırma 

katsayısı 

 

Hemolizat 

 

 

150 

 

40 

 

18,7 

 

748 

 

6000 

 

8,02 

 

100,0 

 

1,0 

Afinite 

sonrası 

hCA-I 

 

 

430 

 

8 

 

0,52 

 

4,16 

 

3440 

 

826,92 

 

57,33 

 

103,1 

Afinite 

sonrası 

hCA-II 

 

 

706 

 

5 

 

0,16 

 

0,80 

 

3530 

 

4412,5 

 

58,83 

 

550,2 

 

 

Çizelge 4.2. BileĢik 1-12 ve GR için elde edilen IC50 değerleri. 

 

Urasil türevi IC50 (nM) 

1
a
 3,120 

2
a
 2,680 

3
a
 3,460 

4
a
 166,6 

5
a
 122,0 

6
a
 88,76 

8 (5-Florourasil) 30,89 

9 (5-Klorourasil) 34,43 

10 (6-Metilurasil) 83,30 

11 (1,3-Dimetilurasil) 64,30 

12 (5-Hidroksimetilurasil) 21,71 

 
a
(Guney et al. 2016). 
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ġekil 4.2. GR enzimi ile 5-FU (8) maddesinin IC50 değerinin bulunması için çizilen % 

Aktivite-[5-FU] grafiği. 

 

ġekil 4.3. GR enzimi ile 5-ClU (9) maddesinin IC50 değerinin bulunması için çizilen % 

Aktivite-[5-ClU] grafiği. 
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ġekil 4.4. GR enzimi ile 6-MU (10) maddesinin IC50 değerinin bulunması için çizilen % 

Aktivite-[6-MU] grafiği. 

 

 
 

ġekil 4.5. GR enzimi ile 1,3-DMU (11) maddesinin IC50 değerinin bulunması için 

çizilen % Aktivite-[1,3-DMU] grafiği. 
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ġekil 4.6. GR enzimi ile 5-HMU (12) maddesinin IC50 değerinin bulunması için çizilen 

% Aktivite-[5-HMU] grafiği. 

 

Çizelge 4.3. Bazı urasil türevleri için hCA I, hCA II için elde edilen IC50 değerleri. 

 

Urasil türevi hCA I (µM) hCA II (µM) 

8 (5-FU) 40,41 157,47 

9 (5-ClU) 27,81 66,47 

 

 

 
 

ġekil 4.7. hCA I izoenzimi ile 5-FU (8) maddesinin IC50 değerinin bulunması için 

çizilen % Aktivite-[5-FU] grafiği. 
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ġekil 4.8. hCA II izoenzimi ile 5-FU (8) maddesinin IC50 değerinin bulunması için 

çizilen % Aktivite-[5-FU] grafiği. 

 

 

ġekil 4.9. hCA I izoenzimi ile 5-ClU (9) maddesinin IC50 değerinin bulunması için 

çizilen % Aktivite-[5-ClU] grafiği. 

 

y = -317,52x + 100 
R² = 0,9954 

0

20

40

60

80

100

120

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

%
 A

kt
iv

it
e

 

[5-FU] 

y = -1797,7x + 100 
R² = 0,9863 

0

20

40

60

80

100

120

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04

%
 A

kt
iv

it
e

 

[5-ClU] 



 

 

38 

 

 

ġekil 4.10. hCA II izoenzimi ile 5-ClU (9) maddesinin IC50 değerinin bulunması için 

çizilen % Aktivite-[5-ClU] grafiği. 

 

Çizelge 4.4. Bazı urasil türevleri için hCA I, hCA II ve GR enzimlerinin docking 

değerleri (kcal/mol). 

 

Urasil türevi hCA I (2FW4) hCA II (5AML) GR (1BWC) 

1 -5,467 -5,260 -5,409 

2 -7,153 -6,834 -6,171 

3 -4,729 -5,977 -5,477 

4 -5,847 -5,161 -4,485 

7 -6,202 -8,253 -4,565 

8 -5,377 -7,558 -5,848 

9 -5,942 -5,292 -4,917 

10  -6,446 -8,593 -4,841 

11  -4,232 -4,509 -4,785 

12  -6,200 -6,707 -5,709 

Bu tez kapsamında, hem enzim rezidüleri hem de kenetlenmiĢ ligandlar için tamamen 

esnek yerleĢtirme metodolojisi, Schrodinger moleküler modelleme paketi altındaki 

Prime modül ile uygulanan Glide XP (ekstra hassas) -ĠndüklenmiĢ Fit Docking (IFD) 

algoritması kullanılmıĢtır. Bu program kullanılarak denen urasil türevlerinin (1-12) 

hedef enzimler üzerinde etkinliği hakkında aĢağıdaki gibi 3D ligant etkileĢme 

diagramları için top-docking sonuçları elde edilmiĢtir (Çizelge 4.4.). Bu denemeler 

sonunda elde edilen sonuçlar kullanılarak hCA I, hCA II ve GR enzimleri üzerinde en 
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etkili olabilecek urasil türevlerinin tesbit edilmesi sağlanmıĢtır. Docking programı 

aracılığı ile hCA I, hCA II ve GR enzimleri için elde dilen değerler (Çizelge 4.4.)‟de 

verilmiĢ en iyi etkileĢtiği uarsil analoğu için ise 3D lignad bağlanma modelleri veriliĢtir 

(ġekil 4.11-ġekil 4.13.).   

 

 

 

 

ġekil. 4.11. hCA I ile 3 nolu urasil türevi için elde edilen docking görüntüsü.  
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ġekil. 4.12. hCA II ile ile 7 nolu urasil türevi için elde edilen docking görüntüsü.  

 

 

 

 

ġekil. 4.13. GR ile ile 2 nolu urasil türevi için elde edilen docking görüntüsü.  
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Karbonik anhidraz (CA) her canlıda bulunan bir enzimdir. CO2‟in hidrasyon ve 

dehidrasyon reaksiyonunu dönüĢümlü olarak katalizler.  Bu enzim hemen hemen 

yaĢayan tüm organizmalarda bulunur, bununla birlikte memelilerde yalnız α-CA gen 

ailesi üyeleri bulunur (Chegwidden and Carter 2000; Hewett and Emmett 2000).  ġu ana 

kadar subselüler yerleĢim, biyokimyasal özellikleri ve onların sekansları aracılığıyla 

memelilerde 16 farklı CA izoenzimi belirlendi.  Ek olarak son zamanlarda memeli 

olmayan omurgalılarda birkaç yeni izoenzim belirlendi (Esbaugh and Tufts 2006). 

Genel olarak α-gen ailesinde CA izoenzimlerinin 3 farklı grubu bulunmaktadır. Bu 

grupların bir tanesi memelilerde CA I, II, III, V, VII ve XIII izoenzimlerini bulunduran 

stoplazmik CA‟ları içerir. Bu izoenzimler mitokondride bulunan CA V in dıĢında çeĢitli 

dokuların stoplazmasında bulunurlar. Ġzoenzimlerin bir diğer grubu memelilerde CA IV, 

IX, XII, XIV ve XV izoenzimlerini içeren membrana bağlı CA‟lar olarak adlandırıldı. 

Bu izoenzimler birçok farklı doku tipinde plazma membranına bağlıdırlar. En son grup 

protein bağlı CA olarak adlandırılan CA VIII, X, XI izoenzimlerini içermektedir 

(Tashian et al. 2000) Bu izoenzimlerin klasik CA aktivitelerini-CO2‟nin 

hidrasyon/dehidrasyonu aktivitesini kaybettikleri ve bilinen hiçbir fizyolojik fonksiyon 

göstermedikleri bilinmektedir fakat oldukça korunumlu bir yapıya sahip olmaları 

omurgalılarda bu izoenzimli çok önemli kılmaktadır (Tashian et al. 2000). 

Çoğu farklı dokularda, kemik resorpsiyonu kalsifikasyon, iyon tranportu, asit-baz 

transportu ve birkaç farklı metabolik prosesleri içeren birkaç farklı fizyolojik prosesleri 

kapsayan çeĢitli CA izoenzimleri bulunur. CA nın en önemli ve ençok çalıĢılan 

görevlerinden bir tanesi vücut içindeki solunum gazlarının taĢınmasıdır (Esbaugh and 

Tufts 2006). 
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Asitlerin, bazların, metallerin ve diğer toksik bileĢenler formunda ki binlerce kirletici 

madde nehirlere, denizlere ve atmosfere bırakılmaktadır ve bu durum doğal dengenin 

tahribatıyla sonuçlanmaktadır (Celik et al. 1996). 

Ġnsanlarda çoğu hastalıkta CA izoenzimlerinin inhibisyonu kullanılmaktadır. Bundan 

dolayı; bu enzim çoğu ilaç için hedeftir. Örneğin, CA nın güçlü inhibitörü olarak 

asetazolamide, dorzolamide ve brinzolamide olarak bazı sülfonamidler vardır (Arena 

2002; Supuran 2008).  Bu CA inhibitörleri göz içi basıncı düĢürmektedir, çoğunlukla 

glukomanın tedavisi için farmakolojik ajanlar kullanılmaktadır (Casini et al. 2002a,b; 

Supuran 2008). 

Urasil türevleri üzerinde son yapılan çalıĢmalardan yola çıkarak hCA I, hCA II ve GR 

enziminin üzerinde daha önce hiç çalıĢılma yapılmamıĢ türevleri tespit ettik. Daha sonra 

da insan eritrositlerinden Sepharose 4B-L tirozin sülfanilamid afinite kromatografisi ile 

hCA I ve hCA II izoenzimlerini saflaĢtırma iĢlemi gerçekleĢtirildi. Deney aĢamasındaki 

bütün iĢlemler soğuk ortamda gerçekleĢtirildi. Saflığı kontrol edildikten sonra 5-FU ve 

5-ClU üzerinde inhibisyon çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 

Güney vd. 2015 yılında insan eritrosit izoenzimlerinden CA I ve CA II üzerine farklı 

urasil türevlerinin etkisini ilk olarak incelemiĢlerdir. Bu çalıĢma sonucunda hCA I 

izoenzimi üzerine denenen 1-3 ve 10-12 numaralı urasil türevleri için Ki değerleri 

10,83-464 mikromolar aralığında olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Aynı çalıĢmada hCA II 

izoenzimi için Ki değerlerinin ise 28,88-778,5 mikromolar aralığında olduğunu 

bulmuĢlardır (Guney et al. 2015). 

Türkoğlu ve arkadaĢları (2017) tarafından yapılan baĢka bir çalıĢmada ise ticari olarak 

alınan bazı urasil türevlerinin (izoorotik asit (5), orotik asit (6), 6-amino 1,3-

dimetilurasil ve 5,6-diamino 1,3-dimetilurasil) hCA I ve hCA II izoenzimleri üzerindeki 

inhibisyon etkileri incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada hCA I izoenzimi üzerine denenen urasil 

türevleri için Ki değerleri 0,085-0,7325 mikromolar aralığında olduğu bulunmuĢ. hCA II 
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izoenzimi için ise Ki değerleri 0,1715-1,682 mikromolar aralığında olduğu tespit 

edilmiĢtir (Turkogu et al. 2017).    

Antioksidant bir enzim olan GR, çoğu organizmanın hücresel redoks metabolizmasında 

GSH indirgenmesinin düzenlenmesini katalizleyerek hayati bir rol oynar. GSH redoks 

homeostasisinde, deoksiribonükleotidlerin Ģekillendirilmesinde ayrıca peroksitlerin, 2-

oksoaldehitlerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda görev alır. Oksidatif strese 

karĢı dayanıksız hücreler ve ek olarak hızlı poliferasyon hücrelerinin canlılığı nisbeten 

GSH‟ın rejenerasyonuna bağımlıdır. Bu sebepten, potansiyel GR inhibitörleri antitümör 

ve antiparaziter ilaçların geliĢtirilmesinde önemli rol oynar (Karplus et al. 1988; 

Nordhoff et al. 1993; Irmler et al. 2002; Becker et al. 2003). 

 

Farklı kaynaklardan elde edilen GR enzimini 2-(5'-nitrofurilvinil)-quinolin bileĢiği 

türevlerinin, arilizoalloksazin bileĢiklerinin, arsenik grubu ve nitro grubu ihtiva eden 

bileĢiklerin de inhibe ettiği belirlenmiĢtir (McCallum and Barett 1995; Grellier et al. 

2001). 

 

Ġnsan eritrosit GR enzimi üzerine yapılan ilaç çalıĢmaların da antikanserojen ve 

antisıtma ilacı olarak kullanılan quinolan halkası içeren nitro aromatik bileĢiklerin az 

veya çok enzimi inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Grallier et al. 2001). 

 

Erat (2002) tez çalıĢmasında insan ve sığır eritrosit GR enzimleri üzerine bazı ilaç ve 

kimyasalların inhibisyon etkisi gösterdiğini belirlemiĢtir. Gentamisin, netromisin, 

dobutamin, streptomisin, sefoperazon, teikoplanin, ampisilin ve penisilin G ilaçlarının 

ise aktive ettiğini belirlemiĢtir (Erat 2002). 

 

ġentürk et al. 2008 ve 2009‟da yaptığı çalıĢmalarda insan eritrositlerinden GR enzimini 

saflaĢtırılarak üzerinde bazı ilaçların inhibisyon ve aktivasyon etkileri çalıĢılmıĢ. Bu 

amaçla sülfanilasetamid, sülfanilamid, linkomisin, klaridromisin, seftriakson sodyum, 

klindamisin, rifamisin SV sülfat, amoksisilin, vankomisin HCl, amikasin sülfat, 
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kloramfenikol sodyumsüksinat, sefuroksim sodyum, imipenem, seftazidim, ornidazol, 

asetilsalisilik asit, metamizol sodyum, lornoksikam, ketoprofen, diklofenak sodyum ve 

tenoksikam ilaçlarını çalıĢmıĢtır (Senturk et al. 2008; Senturk et al. 2009).  

 

Güney ve arkadaĢlarının (2016) yaptıkları bir çalıĢmada 1-6 numaralı urasil türevleri ile 

GR enziminin inhibisyonu incelenmiĢ ve IC50 değerleri 2,68-166,6 nM aralığında 

olduğu belirlenmiĢtir (Guney et al. 2016).   

Yaptığımız bu tez çalıĢmasında: 

1. Ġnsan eritrositlerinden afinite kromatografisi kullanılarak hCA I izoenzimi 103,1 kat 

ve % 57,33 verimle, hCA II izoenzimi ise 550,2 kat ve % 58,83 verimle izole edildi. 

2. hCA I, hCA II enzimleri üzerinde denenen 8 ve 9 numaralı urasil türevleri için IC50 

değerleri sırası ile hCA I için 40,41 ve 27,81 µM, hCA II için 157,47 ve 66, 47 µM 

olarak belirlendi. 

3. GR enzimi için 8-12 numaralı urasil türevlerinin IC50 değerleri 21,71-83,3 nM 

olarak belirlendi. 

4. hCA I, hCA II ve GR enzimleri için 1-12 numaralı urasil analoglarının docking 

değerleri ve görüntüleri elde edildi. 

5. Yaptığımız çalıĢma sonunda denenen urasil türevlerinin bu enzimler üzerinde etkili 

inhibitörler olduğu tespit edilmiĢtir.  
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