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OZET

FARKLI URASIL TUREVLERININ BAZI METABOLIK ENZIMLER
UZERINDE ETKIiLERININ INCELENMESI

Kiibra CAVUSOGLU

Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Murat SENTURK

Urasil, riboniikleik asitlerin yapisina yeralan dort niikleobazdan bir tanesidir.
Urasil tiirevlerinin, bir¢ok biyolojik ve kemoterapotik kullanim sahasinasahip oldugu
belirlenmistir. Karbonik anhidraz (CA) (E.C. 4.2.1.1) enzimi, hemen hemen tiim
canlilarda CO’in hidratlanarak HCO3 ve H"ya doniisiimiinii tersinir olarak
katalizleyen ¢ok oOnemli bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi okside
glutatyonun (GSSG) indirgenmis forma (GSH) doniisiimesini katalizleyen, flavoprotein
oksidorediiktaz enzim ailesinin en bilinen iiyesidir, ayrica glutatyon metabolizmasinda
gorev alan en Onemli enzimdir. Bu calismada, insan eritrosit karbonik anhidraz
enziminin saflagtirilmasi i¢in afinite jeli kullanildi. Glutatyon rediiktaz enzimi ise saf
olarak alindi.

Calismanin ikinci kisminda bazi urasil tiirevlerin bu enzimler {izerindeki
inhibisyon etkileri incelendi. Bu amacla enzim aktiviteleri iizerine inhibisyon etkisi

gosteren bu maddeler i¢in ICso degerleri hesaplandi.

2019, 52 sayfa.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz, Karbonik anhidraz, Urasil.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENTIAL URASIL
DERIVATIVES ON SOME METABOLIC ENZYMES

Kiibra CAVUSOGLU

Agri Ibrahim Cecen University
Science Institude
Chemistry Depatment

Administrator: Assoc. Prof. Dr. Murat SENTURK

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 CO, 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, 1Cso values were calculated for
these substances which showed inhibitory effect on enzyme activities.

2019, 52 pages.

Key words: Carbonic anhydrase, Glutathione reductase, Uracil.
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1. GIRIS

Niikleik asitler, genetik bilginin tagiyicilar1 olduklar1 i¢in kimyasal ve biyolojik
siireclerde ¢ok Oonemli bir yere sahiptir. Bir hiicrenin temel yapisini niikleik asitler ve
proteinler olusturur. Bugiin yasayan organizmalarda en ilgi ¢ekici molekiiller, niikleik
asitlerdir. Niikleik asit molekiilleri, biitiin organizmalarda temel yasam stireclerinin ilk
basamaginda yer alir. Niikleik asitlerin en 6nemli bilesenleri piirin ve pirimidin bazlar
olan adenin, guanin, sitozin, timin ve urasildir. DNA ve RNA’ nin temel bilesenleri
olmalar1 sebebiyle bu biyomolekiiller ve tiirevleri biyolojik yasamda biiyilk 6nem
tasimaktadir. Bunlardan wurasil ve bazi tiirevlerinin, ilgi c¢ekici biyolojik ve
kemoterapotik 6zellikler sergiledigi tespit edilmistir. Urasil, pirimidinlerin grubuna ait
onemli bir niikleobaz olup, ilag ve enzimlerin yapisinda onemli bir yere sahiptir

(Rastogi 2011).
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Sekil 1.1. Piirin ve pirimidin bazlar1.

Pirimidin halkasinin C5 ve C6 pozisyonlarindan tiirevlendirilmeleri yolu ile olusan
bilesikler gibi sentetik pirimidinler {izerine yapilan aragtirmalar ilging biyolojik

ozelliklerin varligini ortaya koymaktadir. Gocen (2012) yaptig1 tez ¢alismasinda urasil



halkasina degisik fonksiyonel gruplarin yerlesmesi ile sistemin dipol momentinde
degisimler olustugunu gostermistir. Halojen atomlarinin yiiksek elektronegatifligi,
sistemin dipol momentinde azalmaya neden olmus. Bundan dolayi, bu ¢alismada urasil
ve 5-siibstitiie tiirevleri olan 5-florourasil (5-FU), 5-bromourasil (5-BrU), 5-klorourasil
(5-CIU), 5-iyodourasil (5-1U), 5-metilurasil (5-MeU), 5-nitrourasil (5-NU) ve 5-
aminourasil (5-AU) molekiillerinin titresimsel ve yapisal Ozelliklerini incelemistir
(Gocen 2012).

Urasil S5-florourasil (5-FU)

S-klorourasil (5-CIU) S-bromourasil (5-BrU)

Sekil 1.2. Urasil ve bazi 5-siibstitiie tiirevlerinin dipol moment vektorleri.



Gocen’in tez caligmasinda halojen atomun elektronegatifliginin azalmasi sonucu dipol
momentinin azalma egiliminde oldugu gozlenmistir. Dipol momentlerin siralamasi bu
molekiller i¢in 5-FU < 5-BrU < 5-ClIU < 5-1U < urasil seklinde olmustur. Urasil ve 5-
XU (X=F, CI, Br, CHj) tiirevlerinin dipol momentlerin siralamasi DFT metodu ile
yapilan hesaplarda baz seti degisikligi ile degismemistir. Urasil ve 5-XU (X=F, ClI, Br)

tiirevlerine ait dipol moment vektorleri Sekil 1.1” de verilmistir (Gécen 2012).

Urasil ve tiirevleri DNA ve RNA’nin yapisinda gorev alabildikleri igin temel biyolojik
stireclerde 6nemli rollere sahiptirler. Urasilin 5-siibstitiie 5-XU (X=F, Cl, Br, I, CHs,
NO,, NH,) tiirevleri arasinda, 5-halojen urasiller (X=F, CI, Br, I) o6zellikle dikkat
cekicidir (Soni et al. 1996). Urasilin 5-halojen urasile trasformasyonu, urasilin kimyasal
ve spektroskopik ozelliklerini 6nemli 6lgiide degistirir. Urasilin 5-XU (X=F, Cl, Br, I)
tirevleri HIV viriisine karsi test edilmistir (Katzung 2007). Urasilin bu tiirevleri, ¢esitli
biyolojik olaylar1 etkileyerek niikleik asitlerin proteinlerle etkilesimini degistirmektedir
(Ogino et al. 2002). Ayrica 5-XU (X=F, Cl, Br, I) molekiilleri hasarli DNA’ y1 onarici

sistem molekiilleri olarak gorev yaparlar (Liu et al. 2002).

5- Fluorourasil, bir pirimidin analogudur ve kanser tedavisinde kullanilan antimetabolit
bir ilagtir. 5-XU (X=F, CI, Br, I, CH3z, NO2, NH,) tiirevlerinin arasinda 1957 yilinda ilk
defa tipta kullanilan 5-FU, daha sonra bas, boyun ve meme timoérlerinin tedavisinde
etkin bir yontem olarak ve kanser kemoterapisinde yaygin bir sekilde kullanilmigtir
(Wang et al. 2003, Argiris et al. 2003). Ayrica antibakteriyel aktivite sergiler ve
antibiyotiklerin bakterisit etkisini giiglendirir. 5-FU, kanser hiicrelerinin iginde bulunan
timidilate sentetaz ad1 verilen enzime baglanarak hiicreler tizerinde etkisini gosterir. 5-
FU bir antimetabolittir ve pirimidin antagonisti olarak, DNA sentezi ile etkileserek
hiicre boliinmesini inhibe eder (Blicharska and Kupka 1983). 5-FU potent bir radyasyon
duyarlastiricisidir. Bu yiizden ilerlemis lokal bas-boyun, akciger ve rektum tiimoérlerinin

tedavisi i¢in radyoterapi ile es zamanli olarak kullanilabilir (Liu et al. 2002).

Klorlu pirimidinler, son derece etkili bir kardes kromatid degisimleri indiikleyicisi
oldugu kadar, etkili mutajen, klastojen ve toksik maddelerdir. 5-CIU antitiimor

aktivitiye sahiptir ve bazi metal (II) kompleksleri ile sekillenir. insan fotogetleri
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tarafindan salgilanan peroksidazlarin, insan viicudundaki iltihapli dokularda 5-CIU ve 5-
BrU formasyonunu kolaylastirdigi 6ne siiriilmiistiir (Henderson et al. 2003).

Her canlinin hayatint devam ettirmesi i¢in disaridan aldigi besinleri kendi yapisina
uygun biyolojik molekiillere secici ve etkili bir sekilde doniistiirmesi gerekmektedir.
Canli organizmalarda, bu doniisiimiin meydana geldigi kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran ve yan iirlin olusmaksizin % 100 'liikk verim saglayan biyolojik katalizérlere
enzim denir. Enzimler proteinlerin en biiyiikk ve 6zellesmis seklidir. Katalitik aktivite
gosteren kiiglik bir RNA grubu disinda, biitiin enzimler protein yapisindadir (Nelson
and Cox 2013).

Genel olarak enzimlerin o6zellikleri su sekilde siralanabilir;

1. Enzimlerin biiyiik cogunlugu protein yapisindadirlar.

2. Enzimler ayn tiir reaksiyonlar1 defalarca gergeklestirilebilir.

3. Bir enzim daima bir ¢esit veya ayni tip benzer reaksiyonlar katalizler.

4. Enzimler katalizledikleri tepkimelerin aktivasyon enerjilerini diisiiriir.

S. Olusacak reaksiyonun hizli bir sekilde dengeye ulasmalarina vesile olurlar.
6. Enzimler hem canli hem de cansiz ortamda gorev yaparlar.

Enzim alaninda yapilan ilk ¢alismalar sindirim enzimleri ile ilgili olup 1760 ile 1825
yillar1 arasinda rastlanmaktadir. 1825 yilinda Jén Jacob BERZELLIUS, nisastanin
stilfirik asitten daha hizli bir sekilde parcalanmasinda, bugdaygillerden kazanilan bir
enzim karisimmin etki etmesinden son derece etkilenmistir. Ilk defa James B.
SUMNER 1926 yillarinda Canavalia ensiformis adindaki bir fasulye tiiriinden saf ve
kristal halde lireaz enzimi elde etmeyi basardi. Bu sekilde enzimlerin protein yapisinda
oldugunu ileri siirdii. Bugiin yaklasik 2000 enzim taninmaktadir. Bunlarin pek ¢ogu
homojen halde ve saf olarak elde edilmistir. Bunlardan en az 200 kadar1 saflastirildiktan

sonra kristalize hale getirilmistir (Goziikara 1997).



Tiim enzimler enzim kataloguna, dort basamakli bir say1r olan EC numarasi altinda
girerler. ilk basamak 6 temel smiftan birine iiyeligi belirtir. Sonraki ikisi alt siniflar1 ve
alt-alt siniflar1 belirtir. Son basamak ise ilk ii¢ numaraya sahip enzimler arasindaki
sirasin1 gosterir. Alti temel smifin her biri, aym reaksiyon spesifikligine sahip

enzimleri igerir (Keha ve Kiifrevioglu 2008).

1- Oksidorediiktazlar; Iki substrat arasindaki elektron aligverisini katalizleyen

enzimlerdir.

2- Transferazlar; Bir verici substrattan alict bir substrata hidrojen disindaki

gruplarin transferini katalizleyen enzimlerdir.

3- Hidrolazlar; Bir su (H20) molekiiliiniin katilmasiyla ester, peptit, eter, glikozit,

C- halojeniir, anhidrit veya P-N baglarin par¢alanmasini saglayan enzimlerdir.

4- Liyazlar; Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlarda
gruplarin  uzaklastirthp c¢ift baglarin  olusturuldugu reaksiyonlar1 katalizleyen

enzimlerdir.

5- izomerazlar; Optik, geometrik yada yapisal izomerlerin birbirine doniisiimii

seklinde tekrar diizenlenmesini gerceklestiren enzimlerdir.

6- Ligazlar; ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi reaksiyonlari

katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Enzimleri saflagtirmak olduk¢a zor bir islemdir. Enzimlerin biiyiik bir kism1 protein
yapisinda oldugundan sartlarin degismesine karsi olduk¢a hassastirlar. Bu ylizden bir

¢Ozeltideki enzim varligi, enzimin etki ettigi substrat molekiilii veya reaksiyon sonucu



olusan iiriin ya da enzimatik reaksiyona aracilik eden diger parametreler {lizerinden

tespit edilmektedir (Nelson and Cox 2013).

Enzim aktivitesini yani enzimli reaksiyonlarin hizlarina etki eden faktorleri soyle

siralayabiliriz:

Substrat konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu

pH

Iyonik siddet

Inhibitér ve aktivatdrlerin varligi

Sicaklik

© o~ w D=

Bazi proteinler afinite kromatografisiyle ¢cogu kez bir basamakta c¢ok kompleks
karisimlardan izole edilebilirler. Adsorpsiyon kromatografilerinin bir ¢esidi olan afinite
kromatografisi, istenen molekiiliin saflastirilmasinda, matriks adindaki bir kolon
maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine
yani liganda tersinir ve spesifik olarak baglandigi bir yontemdir. Farkli jeller matriks
olarak kullanilabilir. Bunlardan birka¢i; Sephadex, Sepharose, Biogeldir. Kullanilacak
ligandin saflastirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir.
Kiiciik ligandlart (enzim inhibitorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle
hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik
engellemelerden dolay: kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti
kollar1, etkili baglanmay1 kolaylastirmak ic¢in matriksle ligand arasina sokulurlar

(Nelson and Cox 2013; Senturk 2017).

1.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz tiim organizmalarda genel olarak bulunan ve aktif bélgesinde Zn*?
iyonu iceren bir metaloenzimdir (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1). Sigir

eritrositlerinden ilk defa kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda COj;’nin



hidratasyonu ve HCO3™ ’in dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen
onemli bir enzimdir (Supuran and Scozzafava 2000).
CA

CO, + H,O —>| HCO; + H*

Karbonik anhidrazlar (CA: EC 4.2.1.1) insanlar igeren yiiksek omurgalilar1 kapsayan
yaygin bir metaloenzimdir (Supuran 2004). Bu metaloproteinler kofaktor olarak

cinkoyu kullanarak CO, ve HCOj3  arasindaki dengeyi katalizler.

Cinko bagl enzimin on alt1 izoenzimi farkli inhibitorlere gore hassasiyeti ve katalitik
aktivitesi, hiicre icinde bulunma yerindeki farkliliga gore tanimlanmislardir. Bu
izoenzimlerin bazilart sitolozik (CA I, CA Il, CA 1ll, CA VII ve CA XIll), digerleri
membrana bagh (CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV), iki tanesi mitokondriyel (CA VA
ve CA VB) ve bir tanesi salgida salgilanir (CA VI) (Hilvo et al. 2005). CA XV
izoformu insanlarda ve diger maymunlarda ekspresiyona ugramazken fare ve diger
yiiksek omurgalilarda bol miktarda eksprese olur (Hilvo et al. 2005). CA bagh
proteinler olarak adlandirilan (CARPs): CARP VIII, CARP X ve CARP XI olmak iizere
ti¢ tane nonkatalitik formu bulunmaktadir (Supuran 2004; Ekinci et al. 2015).

Su ana kadar alpha (o), beta (), gamma (y), delta (), zeta (), eta (n) ve theta (0)
olarak adlandirilan ve degisik kaynaklardan gelen CA larin yedi siifi bulunmaktadir
(De Simone et al. 2015). CA’lar alternatif metal kofaktorii olarak kadmiyumu kullanan
¢ formu diginda, ¢inko igeren metalo enzimlerdir (Lane et al. 2005; Xu et al. 2008).
Ek olarak y- CA’lar en azindan anaerobik Archaea in vivo ortamda demir igerirler
(Tripp et al. 2004; Macauley et al. 2009). CA’lar tarafinda katalizlenen reaksiyon
organizmalardaki asit-baz diizenlemesinde ¢ok Onemlidir. CA’lar omurgalilardaki
kemik erimesi, glukoneogenez, viicut sivisinin iiretimi, CO, ve HCO3" {in tasginmas1 gibi

pek cok diger fizyolojik siireglere katilir (Sly and Hu 1995).

Bugiine kadar, CA’larin 7 farkli sinifi belirlenmistir: a, B, v, 9, {, n ve 6 (Zimmerman et
al. 2007; De Simone et al. 2015). Onceden &-CA olarak bilinen bir simf (So et al.



2004), archael Cab tipi ve bitki tipi B CA’larda olan kivrima benzer bir kivrim gosteren
kristalografik yapisina (Sawaya et al. 2006) dayanilarak yeni bir [ CA tipi olarak
yeniden smiflandirilmistir (Kimber and Pai 2000). { CA’da aktif bolgenin geometrisi 3
CA’lardakinin hemen hemen aynisidir ve ayni zamanda kivrimda bazi benzerlikler
vardir ki bu kiviim £ CA’larin B CA’lardakinin mesafe olarak ayrilmis alt tipini temsil

edebilecegi onermesine yol agmistir (Xu et al. 2008).

Ug ana siif CA (alfa, beta ve gama) lar her tarafa dagilmisken, & CA’lar yalmzca tek
hiicreli deniz otlarinda ve diger deniz flanktomlarinda, { CA’lar yalmzca tek hiicreli
deniz otlarinda bulunur. CA gama orthologlari, archaea bakteri ve bitkilerde bulunur
(Parisi et al. 2004; Zimmerman et al. 2007). Fakat hayvanlarda ve mantarlarda ikinci
planda kalmaktadir. o sinifi Archea’larda bulunmamaktadir. Fakat bakterilerde ve
eukaryalarda yeterli derecede bulunmaktadir, mantarlarin sadece filamentous tipi
mantarlar o CA’y1 igermektedir (Elleuche and Poggeler 2009). Bitkilerde ve
hayvanlarda a CA’lar birgok izoform halinde bulunmaktadir. Ornegin CA enziminin
omurgalilarda 16 izoenzimi mevcuttur maymunlar disindaki memelilerde 15 a CA
izoenzimi (insanlarda dahil olmak tizere) tanimlanmustir (Sly and Hu 1995; Fabre et al.
2007). p CA’lar archae ve bakterilerin etki alanlarma ait olan pek cok tiirii ve
eukaryalarda dahil olmak iizere muhtemelen tiim bitki ve mantar tiirlerini kapsayan en
yaygin dagilima sahip siif olarak goriilir (Hewett-Emmet 2000). B CA’lar ayni
zamanda bir dizi insan patojenlerinde mantarlar/mayalar ve bakteriler olarak
nitelendirilmistir ve inhibisyon profilleri siilfanil amidler, anyonlar, karboksilatlar ve
borik asitler gibi ¢esitli etmenler vasitasiyla kesfedilmistir (Klengel et al. 2005;
Innocenti et al. 2008; Innocenti et al. 2009a,b; Schlicker et al. 2009; Isik et al. 2015).

1.2. Karbonik Anhidrazlarin Katalitik ve Inhibisyon Mekanizmasi

CA’larda Zn (II) iyonu kataliz i¢in gereklidir (Kim et al. 2000; Supuran and Scozzafava
2000; Supuran and Scozzafava 2002). X-isinlart kristalografik c¢aligmalari metal
iyonunun aktif bélgenin altinda 3 histidin aminaasidi ve bir su molekiilii/hidroksil iyonu

ile koordine edildigini géstermektedir (His 94, His 96 ve His 119) (Briganti et al. 1999;



Supuran and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2002). Ayrica
¢inko ile bagh tutulan su molekiilii Glu 106 nin karboksilat bélgesine bagli Thr 99’un
hidroksil grubu ile de hidrojen bagi etkilesimleri yapmaktadir. Bu etkilesimler ¢inkoya
bagli su molekiiliiniin niikleofilitesini ve substratin (karbondioksit) niikleofilik saldiriya
yatkinligini arttirmaktadir (Christianson and Fierke 1996; Briganti et al. 1999; Supuran
and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000; Lindskog and Silverman 2000).

Insan CA 1l izoenziminde Val 121, Val 143 ve Leu 198 aminoasitleri ¢inko iyonuna
bagli bikarbonatin olusumunda rol almaktadirlar. Daha sonra bikarbonat iyonu bir su
molekiilii ile yer degistirip ve ¢ozeltiye gecerken, ¢inko iyonuna bagli su molekiilii yani
katalitik olarak inaktif olan enzimin asidik formu olusmaktadir (Briganti et al. 1999;
Supuran and Scozzafava 2000; Kim et al. 2000). Enzimin tekrar katalitik olarak aktif
hale (temel hali veya A formu) gegmesi i¢in aktif bélgeden ortama proton transfer edilir,
bu reaksiyon aktif bolgenin diger rezidiileri (6rnegin CA | ve CA 1l izoenzimlerinde His
64 amino asidi proton transferinde rol alir) veya ortamin tampon ¢ozeltileri yardimiyla
gerceklesir. Bu islem sematik olarak su sekilde 6zetlenebilir (Christianson and Fierke
1996; Briganti et al. 1999).
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Sekil 1.3. Karbonik anhidraz enziminin COj-hidratasyon reaksiyonunu Kkataliz
mekanizmasinin sematik olarak gosterilisi.



EZn*?—OH +CO, *— EZn'>-HCO; *—; EZn'-0OH,+HCO;

EZn?-OH, Y, EzZn>HO + H'

CO;, nin bikarbonata doniisiimlii hidrasyonu gibi fizyolojik reaksiyonun yani sira,
CA’lar 6rnegin siyanatin karbonik asite veya siyanamidin iireye, aldehidin gem-diollere
hidrasyonlari: karboksilik veya siilfanamidlerin hidrolizi ve ayrica hidrolitik prosesler
gibi diger bircok reaksiyonlar1 katalizler (Supuran et al. 1997; Briganti et al. 1999;
Guerri et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2000; Tas et al. 2019). Ayrica CA III’iin
yapay fosfataz aktivitesi de goriilmiistiir (Kim et al. 2000). CA enzimlerinin fizyolojik
oneme sahip CO; hidrasyonunun reaksiyonlarindan bagka reaksiyonlar1 katalizleyip
katalizlemedigi belirsizdir. X-Ray kristal yap1 belirleme ¢aligmalari su an i¢in 6 tane o
(CA 1-V ve CAXII izoenzimleri) (Stams and Christianson 2000) CA’larin varligi ayrica
B vey CA ailelerinin varligimi da géstermistir (Mitsuhashi et al. 2000).

Karbonik anhidraz hemen hemen tiim organizmalarda bulunur (Bottcher et al. 1994) ve
CO; in HCO;3 ve H' ya hidrasyonunu tersinir olarak katalizler. 7 tane CA izoenzimi
oncelikle memelilerden karakterize edildi (Tashian et al. 1991). CA izoenzimlerinin
bilinen fizyolojik fonksiyonlarindan biri CO; in ve HCO3’in i¢ doniislini
kolaylastirmaktir, bu yiizden CA izoenzimleri fotosentez, Kalsifikasyon, gaz dengesi,
fizyolojik pH kontrolii gibi ¢esitli siireglerde anahtar rol oynarlar (Supuran 2008).
CA’nin 6nemli gorevlerinden biri gézde, merkezi sinir sisteminde, i¢ kulakta ve bazi
diger sistemlerde pH diizenlenmesi, su ve iyon transportudur (Parkila et al. 1994; Mori
et al. 1998; Tas et al. 2019). Insan eritrositlerindeki CA izoenzimlerinin aktiviteleri
fizyolojik satlar altinda 6nemli degisiklikler gostermektedir. CA aktivitesindeki degisim
diabetus mellitus ve hipertansiyon gibi metabolik hastaliklar ile baglantili oldugu
goriilmiistiir (Parui et al. 1991, Tas et al. 2019).

a-CA’larin o6zellikleri: Genel olarak a-gen ailesi i¢inde ii¢ farkli CA izoenzim grubu
bulunur. Bu gruplarin bir tanesi memelilerde CA 1, II, III, V, VII ve XIII igeren
sitoplazmik CA’lar1 kapsamaktadir. Bu izoenzimlerden mitokondriye bagli CA V

disindakiler ¢esitli dokularin sitoplazmasinda bulunurlar. Bir diger izoenzim grubu ise
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membrana bagli CA’lar olarak adlandirilirlar; memelilerde CA 1V, IX, XII ve XV
izoenzimlerinden olusmuslardir. Bu izoenzimler ¢ok farkli doku tipinde plazma
membranina baglidirlar. Sonuncu grup CA bagh proteinler olarak adlandirilan sasirtici

CA VIII, X ve Xl izoenzimlerini icermektedirler (Tashian et al. 2000).

Sitoplazmik CA’lar: Memelilerde katalik olarak aktif olan 6 tane sitoplazmik CA
izoenzimi (CA I, 11, 111, V, VII ve XIII) vardir. Bu 6 izoenzimlerden 2 tanesi yiiksek
turnover sayisina ( CA Il, VII), 3 tanesi diisiik turnover sayisina ( CA I, V ve XIII) ve
CA 1III asir1 diigiik turnover sayisina sahiptir (Chegwidden and Carter 2000). CA I, 11
ve V in disiik aktivitesinin temel sebebi proton atlama mekanizmasindaki yapisal

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

CA III ve V izoenzimleri i¢in ise 64. rezidiideki aminoasidin farkli olmasindan dolay1
proton transferi daha zayif bir sekilde gergeklesmekte ve dolayisiyla daha diisiik bir
katalitik aktivite gozlemlenmektedir. Ayrica, her iki izoenzimde 65. rezidiide bir
mutasyon (serin aminoasidi yerine daha dallanmis bir yan gruba sahip bir aminoasit)
icermekte ve bu da proton transfer mekanizmasini inhibe etmektedir. CA III’te ise Phe-
198 degisimi ile birlikte bu durum proton transfer mekanizmasinin tamamen elimine
olmasia yol agmakta ve bu durumda proton dogrudan sitoplazmaya aktarilmaktadir.
Oysa CA I’de 64 ve 65. rezidiilerin her ikisinde de bu durumun yiiksek aktiviteli CA
II’deki ile esdeger oldugu gozlemlenmistir. Bu durumda temel degisim (modifikasyon)
aktif bolgeye 67, 200 ve 204° teki histidin aminoasitlerinin ilavesi olarak goriilmekte ve
boylece aktif bolge gukuru kiigiilmektedir. Bu durumda proton transferinin His-200 ile
gerceklestigine inanilmaktadir (Lindskog and Silverman 2000; Stams and Christianson
2000).

a-CA gen ailesinde filogenetik analizi sonucu sitoplazmik izoenzimlerin en eski
oldugunu agiga cikardilar. Ilging bir sekilde bu iki izoenzim omurgalilar i¢inde sinirl
rollere sahip oldugunu gordiiler. CA V karaciger ve kas mitokondrilerinde sinirlidir, CA
V buralarda ¢esitli biyokimyasal yollar i¢in bikarbonat iyonu saglarken, CA VII nin rolii
heniiz belirlenmemistir (Chegwidden and Carter 2000). Fakat ilgingtir ki, CA VII nin
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olduk¢a korunumlu yapisi ve omurgali canlilarin soyundaki varligi bu izoenzimin
onemli bir fonksiyona sahip oldugunu gostermektedir. Giliniimiize dek CA ile ilgili
yapisal ve fonksiyonel evrimle ilgili calismalarin ¢cogu daha genis bir dagilima sahip CA

I ve Il izoenzimleri tizerinde yogunlasmistir (Esbaugh and Tufts 2006).

Membrana bagh CA’lar: Memelilerde plazma membranlarina bagli 5 tane CA
izoenzimi (1V, IX, XII, XIV ve XV) bulunur (Sly 2000; Hilvo et al. 2005). Membrane
bagli CA’lar a-gen ailesinin ¢ok erken gelisim evresinde sitoplazmik CA’lardan
farklilastigi  gortilmistir. Bu  izoenzimlerden 2 tanesi (IV ve XV)
glikozilfosfatidilinositol (GPI) dayanak noktas1 ile membrana bagli iken, diger ii¢ tanesi
(IX, XII ve XIV) transmembran bdlgesine sahiptirler. Ilging bicimde membrana baglh
izoenzimlerin katalizleme oranmi yalniz diisiik katalizleme oranina sahip CA XV in
disinda genellikle yiiksektir (Maren et al. 1993; Chegwidden and Carter 2000;
Whittington et al. 2004; Hilvo et al. 2005). Bu durum ise membran bagli izoenzimlerle
yiiksek aktiviteli CA II arasinda aktif bolge cebinde ¢ok fazla sayida aminoasit
farkliligindan kaynaklanmaktadir. Daha ayrintili bir incelemeyle, membran bagl
izoenzimlerde aktif bolge cebi ile sterik etkilesim ihtimali olmasina ragmen katalitik
mekanizma ile ilgili aminoasit rezidiilerinde biiyliik bir farklilik olmadigi agikca
gorilmektedir. CA XV in diisiik aktivite gdstermesi ise aktif bolge cebi analizi ile agik
bir sekilde ifade edilememis, muhtemelen Asn62-Asp mutasyonu His64 iin
oryantasyonunu etkilemekte ve bu da proton transfer fonksiyonunu etkisiz hale
getirmektedir, fakat bu durum heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Kayda deger diger
bir nokta ise disiik aktiviteli izoenzimler CA III ve V’te bu rezidiide mutasyon

gostermektedir (Esbaugh and Tufts 2006).

Cogu sitoplazmik CA izoenzimlerinde Pro-202 rezidiisiiniin mutasyonu Thr-199
kavisindeki dengesizlik katalitik etkinligin artisina onciiliik edecektir. Tlgingtir ki, bu
mutasyonlar memeli CA IV, XIV ve XV izoenzimlerinde gerceklesmekte, fakat bu
izoenzimlerde enerji bakimindan olumsuzluk veren 202. rezidiideki mutasyona ragmen
Thr-199 un ilk konformasyonu korunmaktadir. Bu genellikle Cys-23 ve 203 arasindaki

disiilfit kopriisiiniin  varligr yiiziindendir. Bu koprii tim membrana bagh CA
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izoenzimlerini korumaktadir ve sert ekstraseliiler bolge yiizeylerinde ekstra denge
verdigine inaniyorlar (Stams and Christianson 2000). Bu kopriiniin ayn1 zamanda SDS
ile CA izoenzimlerinin denatiirasyonunda membrana baglhi CA larin dayanikliligini

sagladigimi diisiinmiislerdir (Whitney and Brigle 1982).

Daha 6nce bahsedildigi gibi CA IV ve XV in ikisi de GPI ile plazma membranina
baglidirlar, bu yiizden bu izoenzimler membrana birakilmadan &nce endoplazmik
retikulumda posttranslasyonel modifikasyonlara ugrarlar. ilk olarak endoproteolitik
enzimler N- terminal sinyal peptitdeki yarigin disindadirlar. Bu peptide CA IV ve XV
izoenzimlerinin ilk 18-20 aminoasidinden olusmustur ve olgunlagmamis proteinin
tasinmasinda posttranslasyonel yoneltmesinde sorumludur (Waheed et al. 1996). C-
terminal hidrofobik motif ayn1 zamanda GPI dayanak noktasinin baglanma bdlgesine
yapismasint saglamaktadir. Ser-266’daki bu baglanma bdlgesi tiim omurgali CA

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

CA IV ve CA XV ayni1 zamanda N-terminal sinyal peptidi i¢eren benzer transmembran
izoenzimlerdir (Sly 2000). Ek olarak, bu izoenzimler C-terminal bélgesinde hidrofobik
bir bolgeye sahiptir ve bu sayede transmembran bir bolge olustururlar. Bu
transmembran bolgesinin uzunlugu CA IX da 20 aminoasitten CA XII de 26 amino
aside kadar degismektedir. Ayni zamanda 25-30 aminoasitten olusmus kii¢iik

intraseliiler bolge bulunmaktadir (Sly 2000).

CA’nin eritrositlerdeki rolii: CA enziminin en 6nemli rollerinden biri de ilk
bulundugu yer olan eritrositlerdeki 6nemidir. Eritrositlerde CA tamamen sitoplazmiktir
ve temelde COy’in tasinmast ve salinmasinda rol alir. Insan eritrosit ghost
membranlarinin az miktarda membran bagli CA IV enzimi icerdigi gosterilmistir; fakat
bu durumun hiicreye spesifik bir ekspresyon olmadigi gosterilmistir. CO, taginmast
islemi, molekiiler CO2’nin doku disina difiize edilmesiyle baslar ve kan akisina ve
oradan da eritrosit igerisine kismi basing gradienti yardimiyla alinmasyla devam eder.
Eritrositlerde CO,, HCO3 ve H iyonlarma déniistiiriiliir. Bu islem CA tarafindan

katalizlenir. HCO3 iyonu mekik yardimiyla hiicre disina gonderilir. Bu arada H”
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hemoglobin veya non-karbonik asit tamponlariyla, Ornegin fosfat tamponlari,
tamponlanir. Bu iglem eritrositlerden CO;’nin hidrasyonu sonucu olusan son iiriinlerin
her ikisinin de uzaklastirilmasini saglar ve kandaki CO, miktarin1 maksimize eder.
Solunum organlarinda (solungag, akciger ve/veya deri) bu reaksiyonlar tersine

dondstiiriiliir ve CO; basing gradienti yardimiyla disar1 atilir (Sekill.4.) (Supuran 2004).
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Sekil 1.4. Karbonik anhidraz enziminin eritrositler ve bazi dokulardakirolii.

1.3. Glutatyon rediiktaz enzimi: Insan eritrositlerinde, pentoz fosfat yolunun
fonksiyonu, eritrositlerin canliliginin temini agisindan 6nemlidir. Normal bir eritrosit
yaklasik 120 ile 135 giin arasinda bir yasam siiresine sahiptir. Olgunlastiginda eritrosit
proteinleri sentezleyemez ve mitokondriden yoksundur. Eritrositler, glutatyon,
koenzimler ve ATP gibi 6nemli bilesiklerin sentezi i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar ve bu
enerji glukozun metabolize edilmesiyle saglanir. ATP, laktik asit olusumuyla beraber
anaerobik glikolizden saglanir, ancak solunum zinciri yoluyla oksidatif fosforilasyon

miimkiin degildir. Pentoz fosfat yoluyla NADPH’in olusumu, methemoglobinin
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indirgenmesini (oksijene baglanmayan hemoglobinin Fe*® formu devamli olarak olusur)
ve rediikte formda glutatyon eldesini saglar. Glutatyon, drnegin aktif yiiziinde gerekli
bir —-SH grubu igeren enzimler gibi molekiillerin rediikte sekilde olmalarini temin etmek
icin bir indirgeyici bilesik gibi fonksiyon goriir. Sonug olarak glutatyon rediikte formu
GSH’in NADPH tarafindan rejenere edildigi GS-SG’ye okside edilir. GSSG’nin
NADPH kullanilarak GSH’a doniistiigii reaksiyon glutatyon rediiktaz tarafindan
katalizlenir (Montgomery et al. 1996).

Glutatyon (y-L-glutamil-L-sisteinil glisin) eritrositlerde ve diger hiicrelerde bulunan
onemli bir tripeptiddir. Atipik bir tripeptiddir, ¢iinkii sistein amino asitinin amino grubu
ile peptid bagi olusumunda L-glutamik asitin y-karboksil grubu yer alir (Montgomery et
al. 1996).

Glutatyon okside ve rediikte olmak tizere iki formda bulunur (Sekil 1.5.a ve 1.5.b). ilk
olarak 1888 yilinda Ray-Pailhade tarfindan maya hiicresinde bulunarak “filothion”
olarak adlandirilmistir. 1921°de Hopkins tarafindan saflastirilarak kristallendirilmis ve

bugiinkii ismi verilmistir (Zubay 1988; Acan 1990).

o NH» |

H
CH—CH2—CH2—— c——N CH—C NH CH,
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Sekil 1.5.a. Indirgenmis glutatyon yapisi, GSH, (y-L- glutamil-L-sisteinil-glisin).
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Sekil 1.5.b. Okside glutatyonun yapisi, GSSG, 2(y-L- glutamil-L-sisteinil-glisin).
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Glutatyon, hiicrede ATP gerektiren iki ardisik reaksiyon ile sentezlenir. Bu
reaksiyonlari, y-glutamil sistein sentetaz (y-GSS) ve glutatyon sentetaz (GS) enzimleri
katalizler (Toribio et al. 1996; Misra and Griffith 1998).

v-GSS
L-Glutamat + L-Sistein + ATP  ———> L- y- Glutamil-L-sistein + ADP + P;

GS
L- y- Glutamil-L-sistein + Glisin + ATP ——— > GSH + ADP + P;

Normal sartlarda indirgenmis glutatyon hiicrelere gore degismekle beraber 0,5 ile 10
mM diizeyinde bulunur. Eritrositlerde glutatyonun ¢ogu indirgenmis halde bulunur.
Eritrositlerde GSH yaklagik 2 mM gibi yiiksek konsantrasyonda bulunur. GSSG
konsantrasyonu ise 4 uM civarindadir. Insan eritrositlerinde GSH/GSSG orami yaklagik

500/1 dir ve yar1 dmrii 4 giindiir (Shohet and Beutler 1986; Cooper 1997).

Indirgenmis glutatyon enzimatik yada enzimatik olmayan yollarla okside glutatyona
(GSSG) doniisiir. Bu dontisiim 6zellikle peroksitlerin par¢alanmasinda ve enzimatik
transhidrojenasyon sonucu  gerceklesmektedir. Eritrositlerde glutatyonun
yiikseltgenmesi, ortamda olusan H,O, ve diger organik peroksitlerin indirgenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu reaksiyonun enzimi, glutatyon peroksidazdir. Okside
glutatyonu indirgenmis forma ise glutatyon rediiktaz doniistiirmekte ve yiiksek
GSH/GSSG orani saglamaktadir. Bu doniisiim reaksiyonlart glutatyon redoks ¢evrimi
olarak adlandirilmaktadir (Fujiwara et al. 1989; Sentiirk 2006).

Glutatyon, yapisinda bulunan —SH gruplar ile oksitleyici ajanlarin bozucu etkilerine
kars1 hiicreyi korumaktadir. Dolayisiyla glutatyonun diisiik konsantrasyonunda bazi
metabolik olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun belirlenen gorevlerinden

bazilar1 sunlardir: Serbest radikallerin ve reaktif oksijen iirlinlerinin inaktivasyonu,
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hemoglobin, spektrin gibi membran proteinlerini ve ¢esitli enzim proteinlerinin tiyol
gruplariin korunmasi, ksenobiyotiklerin, baz1 antineoplastik ilaglarin ve bazi metabolik
son iriinlerin konjugasyonla detoksifikasyonu, DNA ve protein sentezi, amino asit
transportu, insiilin gibi bazi1 proteinlerin disiilfiir baglarimin koparilmasi ve bdylece
proteinlerin konformasyonunun degismesi, hiicre igerisinde sistein deposu olarak
bulunmasi ve bazi enzimlerin reaksiyonlarinda rol oynamasidir (Demir 1994; Knapen et
al. 1999).

Enzimler, canli organizmalarin kimyasal olusumunu saglayan, reaksiyon hizini artiran
ve yan Uriin olusmaksizin %100 iiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Enzimlerin ¢ogunlugu protein yapisindadir. Katalitik aktivite gosteren kiigiikk bir RNA
grubu da mevcuttur (Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Biyokimyasal arastirmalarin biiyiik cogunlugunu enzim ¢aligmalari olusturmaktadir. Bu
alandaki en biiyiik gelismelerden biri 1926 yilinda J.B.Summer’in iireaz enzimini “Jack
Bean” bitkisinden elde edip kristallendirmesi ve protein yapisinda olmasini
kesfetmesidir. Gliniimiizde 2000 kadar enzim tanimlanmis, bir¢ogu saflastirilmis,

karakterize edilmis ve 200°den fazla enzim de kristallendirilmistir.

Bazi1 bilesikler tarafindan enzimlerin in vivo ve in vitro aktivitelerinin azaltilmasi yada
tamamen yok edilmesi olayina inhibisyon ad1 verilir. Inhibisyona sebep olan bilesiklere
inhibitdr denir. Inhibitorler genellikle kiigiik molekiil yapisina sahip bilesikler yada
iyonlardir. Enzim inhibisyonu biyolojik sistemlerde basli basmna bir kontrol
mekanizmasit olusturdugu i¢in Onemlidir. Bir¢ok kimyasal madde, ilag ve zehirli

bilesikler de fonksiyonlarini bu yolla gergeklestirirler (Keha ve Kiifrevioglu 2008).

Inhibisyon, déniisiimlii yada déniisiimsiiz olabilir. Déniisiimlii inhibisyonda enzim ile
inhibitdr etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu inhibisyon tiirii yarigmali,
yarismasiz veya yari yarigmali olabilir. Yarigmali inhibisyonda, inhibit6r ile substrat

enzimin ayni bolgesine baglanmakta yarisirlar. Substrat konsantrasyonu artirildikc¢a
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inhibisyon etkisi azalmaktadir. Yarismasiz inhibisyonda, inhibitor ile substrat enzimin
farkli bolgelerine baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan
etkilenmez. Yar1 yarismali inhibisyonda ise inhibitor sadece ES (enzim-substrat)
kompleksine baglanabilir. Inhibitdrleri cok kez yarismali ve yarismasiz olarak kesin
siirlarla birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Genellikle karisik inhibisyon gozlenir.
Dontisimsiiz inhibisyonda inhibitdr enzime ya kovalent baglanir yada zor ayrilabilen
bir kompleks olusturur. Cok sayida polipeptid zincirinden meydana gelen allosterik
enzimler olarak bilinen enzimlerde allosterik inhibisyon ad1 verilen baska bir inhibisyon
olay1 gozlenir. Bu inhibisyon c¢esidinde, inhibitdrler enzimin aktif merkezinden baska
bir yere baglanirlar ve li¢ boyutlu yapiy1 degistirerek enzim aktivitesini etkilerler (Keha
ve Kiifrevioglu 2008).

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi (EC 1.8.1.7) ilk defa 1951°de tanimlanmistir. Bu enzim
diisiik veya yiiksek molekiil agirlikli disiilfit substratlar1 ile indirgenmis piridin

nukleotidleri arasinda elekton transferini katalizler.

GR
GSSG + NAD(PH+H" — »  2GSH + NAD(P)*

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bu reaksiyonun en 6énemli hedeflerinden biri
hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranini korumaktir. Bu oran kirmizi kan hiicrelerinde
yaklasik olarak 500/1°dir. Eritrositlerde GSH eksikligi zorunlu metabolik islemlerin
ciddi bir sekilde bozulmasiyla sonuglanir ve bu durum hemolize yol acar. Bu nedenle
pentoz fosfat yolunun etkin olarak galigsabilmesi i¢in 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
enzimiyle beraber bu yolun enzim aktivitelerinin yeterli miktarda olmasi1 gerekir

(Montgomery 1996; Keha ve Kiifrevioglu 2008).

1.4. Molekiiler dinamik c¢alismalari: Molekiiler dinamik (MD) simulasyonlari
biyolojik molekiillerin teorik incelemesinde molekiillerin ve molekiiler sistemlerin

davranigini taklit etmek i¢in kullanilir (Leach 2001). Bu simulasyonlarda, molekiiller

18



hesaplamali olarak {iiretilir ve daha sonra yapisal degisiklikler, molekiiler etkilesimler ve
dahil olan molekiillerin kiime davranis1 hakkinda bilgi vererek sistem parametreleri
igerisinde belirli bir siire hareket etmesine izin verilir., MD simulasyonlari, deney
kosullarina gore tasarlanan simulasyonlar olarak deneylere tamamlayict olarak
kullanilmaktadir ve parametreler, bu sistemlerin bu 6zel durumda molekiiler davranigini
gostermektedir (Borhani and Shaw 2012). Ayrica tamamen atomistik bir bakis agisi
olan MD simulasyonlari, molekiillerin dalgalanmalar1 ve konformasyonel degisimleri
hakkinda detayl bilgi saglar. MD simulasyonlarindan elde edilen bilgiler, ayn1 zamanda

deneysel yontemlerle izlenemeyen degisikliklere 151k tutmaktadir (Leach 2001).

MD simulasyonlar ti¢ farkli asama gerektirir; enerji azaltma, dengeleme ve dinamikler.
Dinamik simulasyonlardan Once, enerji minimizasyonu adiminda ulasilan en diisiik
potansiyel enerji durumunda bir molekiiler sisteme sahip olmak 6nemlidir. Atomlarin
minimum enerji diizenlemeleri sistemin kararli durumlarmma karsilik gelir. Bir MD
simulasyonunda, birden fazla enerji minimumundan, kararli durumlar elde edilebilir. Bu
noktalar yerel ve kiiresel enerji minimumlar1 olarak smiflandirilabilir. Minimum yerel
enerji, minimumun sistemin mutlak minimum enerjisini temsil ettigi goreceli bir
minimum enerjiye karsilik gelir. Enerji minimizasyonu baslangickonformasyonuna
denk gelen minimum yerel enerji seviyesini arar. Bir sistemdeki global minimumun
bulunmasi i¢in genisletilmis miktarda hesaplama giicii ve zaman gerekebilir. Ancak, en
aza indirgenmis enerji sistemleriyle, simulasyon yoluyla minimum bir kiiresel enerji
bulmak daha kolaydir. Enerji azaltimi i¢in kullanilan birka¢ algoritma vardir. Eger
degradenin kok ortalama kare sapmasi yaklasik sifir ise bir kiiciiltme birlesik olarak
kabul edilir. Ek olarak, minimize etme yakinsamaya yakin oldugu zaman, enerji bir
adimdan diger adima degisir. Enerji azaltma fiziksel olarak statik bir yapidaki higbir
atomun 0 K sicakliga karsilik gelen bir net kuvveti hissetmedigi bir nokta anlamina gelir

(Chantawansri et al. 2011).

MD simulasyonlarinin baglatilmasi igin, minimize etme asamasinda sistemin 0 K
oldugu kabul edilir, dengeleme veya baslatma asamasinda, her bir atomun hizlarini
degistirerek yeni bir sicaklik elde edilir. Bu kinetik enerji degisimi sisteme dagilmis ve

potansiyel enerjiye doniistiiriilmiistiir (Chantawansri et al. 2011).
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Dinamik veya iiretim asamasi termodinamik ortalamalari belirler ve yeni yapisal
Ozellikleri ve dinamikleri ornekler. Molekiiler bir sistemin zamana bagli davranisi,
hesaplama metoduyla hesaplanir ve N pargaciklarinin bir sisteminin atomik yoriingeleri,
belirli bir baslangi¢ kosulu ile belirli bir atomik potansiyel i¢cin Newton'un hareket
denklemi, F = ma sayisal entegrasyonu ve sinir kosulu ile tretilir. Her atom tizerindeki
kuvvet hesaplanirken, sistemdeki her atomun ivmesini belirlemek miimkiindiir. Daha
sonra, zamana gore atomlarin pozisyonlarini, hizlarini ve ivmelerini vermek i¢in hareket
denklemleri entegre edilmistir. Yontem deterministiktir; Her bir atomun pozisyonlar1 ve
hizlar1 bilindiginde, sistemin durumu gelecekte veya ge¢miste herhangi bir zamanda

tahmin edilebilir (Chantawansri et al. 2011).

Bir molekiiliin, tekli baglar etrafinda donme nedeniyle benimseyebilecegi farkli
mekansal diizenlemelere konformasyon denir ve bu konformasyonlar daha once
belirtildigi gibi minimum potansiyel enerji seviyelerinde tanimlanabilir. Bir molekiil
birden fazla yerel enerji minimumuna sahip olabilir. Ancak, en istikrarli konformasyonu
bulmak igin minimum kiiresel enerjiyi aramamz gerekir. ilk koordinatlar yiiksek
enerjilere ve kuvvetlere neden olan kotii temaslara sahiptir. Enerji minimizasyonu
durumunda belirtildigi gibi, ama¢ en yakin enerjiye minimum seviyeye ulagmaktir.
Sicaklik degisikligi nedeniyle diisiik enerji bariyerli denge asamasinda, yerel minimum
deger asilir. Atanan kuvvet kuvvetleri ile iiretim asamasinda atomlarin hareket etmesine
izin verilir. Bu asama yeterince uzunsa, 6zellikle sicaklikla elde edilen enerji yiiksekse,

farkli konformasyonlar gdzlenebilir (Ozeral 2017).
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enziminin g¢esitli kaynaklardan saflastirilarak bircok bilesik
tarafindan inhibe edildigi tespit edilmistir (Senturk et al. 2012).

o)
Br o 7o br 7o
| N/g() N/gO N/gO
Ac éOZPhCH3 éOZCH3
1 2 3

Giiney ve arkadaslar1 (2015) 5-Brom urasil tiirevi olan bir dizi maddenin karbonik
anhidraz izoenzimleri olan hCA I ve II iizerindeki inhibisyon etkilerini incelemislerdir.
5-Brom siibstitiie urasilin asetat (1), tosil (2) ve mezitil (3) tiirevlerini sentezlemis ve bu
tiirevlerin hem hCA 1 {izerinde hemde hCA II {izerinde oldukca giiclii inhibitorler
olduklarii gdstermislerdir. Ozellikle 2 numarali tiirevin hem hCA I hemde II izoenzimi

tizerinde kuvvetli inhibe edici 6zelliklere sahip oldugu gézlenmistir (Guney et al. 2015)

Yaseen ve arkadaslar1 (2016), yeni pridazinon siibstitiie benzensiilfonamid tiirevlerinin
insan karbonik anhidraz izoenzimleri iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Esteraz
aktivitesi icin yeni bilesiklerin bazilarinin ortalama ICsg degerleri hCA 1 i¢in 1,13-8,5
nM iken, hCA II i¢in 0,98-5,19 nM araliginda bulunmustur. Elde edilen bu veriler ile
sentezlenen bilesiklerin etkili inhibisyon 6zelligi gosterdigi ve glokom tedavisinde aday

bir ilag olarak goriilebilecegi sonucuna ulasilmistir (Yaseen et al. 2016).

Insan karbonik anhidraz izoenzimi II (hCA II) ve sigir karbonik anhidraz (bCA)
izerine; sentezlenen perfloroalkansiilfonamidler 1 serisi, perfloroalkansiilfonamidlerin
sodyum tuzu ve polifluoroalkansiilfonamid tiirevlerinin etkisi arastirilmistir. Biitiin
bilesikler sigir karbonik anhidrazina karsi giicli bir inhibisyon etkisi gosterirken,
bilesiklerden yalnizca bir tanesinin (2b) insan karbonik anhidraz izoenzimi II iizerine

ticari ilag olan asetazolamidden daha iyi inhibisyon 6zelligi gostermistir (Benfodda et

al. 2010).
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Isik ve arkadaslar1 (2015) bir dizi fenol ve piridin hidrazinkarbodiamid ile baz1 memeli
CA izoformlarinin (CA I, 1l ve 1X) bir inhibisyon ¢aligmasini gergeklestirmislerdir (Isik
et al. 2015). Bagska bir ¢alismada ise Innocenti ve arkadaslart (2008) CA I-XIV
izoformlari tizerinde bazi fenolik made tiirevlerini denemistir. P-hidroksibenzoik asit, p-
kumarin asit, kafeik asit, ferulik asit, galik asit, sirinjik asit, kersetin ve elajik asit gibi
cesitli fenolik asitler ve fenol dogal {irlinleri ile bu enzimler tizerindeki inhibe edici
etkisi aragtirilmistir. Tim memeli izozimleri hCA I, XII, XIII ve XIV diisiik mikromolar
veya submikromolar aralikta bu (poli) fenoller ile inhibe edilmistir. Burada arastirilan
fenoller, klinik olarak kullanilan siilfonamidlerin / siilfamadlarin  veya
kumarinlerinkilerden farkli olan bir CA inhibisyon mekanizmasina sahiptir. Katalitik
cinko iyonuna baglanan siilfonamidlerin aksine, fenoller Zn (II) koordinatli su
molekiiliine baglanir ve aktif bolge boslugunda daha disa baglanarak ¢esitli amino asit
kalintilartyla temas eder. Bu, memelilerde bulunan birgok CA izoenzimi arasinda en
degiskenlige sahip bolge oldugundan bu bilesik sinifi, tibbi acidan ilgili CA’larin
yalnizca birisini veya birkacini hedef alan izoform segici inhibitorlere yol agabilecegi

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

Bir baska c¢alismada kumarin tirevlerinin CA inhibisyon potansiyellerinin
kesfedilmesinin ardindan CA inhibisyonu i¢in kumarinlerin daha kapsamli olarak
arastirlldigt ilk ¢alismadir. Kumarin farmakoforunu ihtiva eden 24 bitki kumarini ve 3
asidik kumarini iceren dogal iriinler toplanmistir. Bu yapilar insan CA izozimlerinin
(hCA I, 11, VIL IX, XII ve XIII) inhibisyonu i¢in degerlendirilmis ve genis bir
inhibisyon ve izozim segicilik profilleri aralif1 belirginlesmistir. Yeni kemoterapilerin
onemli bir kaynagi oldugu kanitlanan dogal iiriinlerin yapilan arastirma sonucunda
hastaliklarla ilgili CA enzimlerini inhibe eden yeni kemotiplerin kesfi ve dogal
tirlinlerin daha ileri degerlendirilmesini desteklemek i¢in bir platform saglamistir (Davis

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

Sethi  (2013) kiigiik bir seri  4,5,6,7-tetrakloro-I,  3-dioksoizoindolin-2-il
benzensiilfonamid hazirlayarak fizyolojik a¢idan iliskili ti¢ CA izoformunun (CA I, II
ve VII) inhibisyonu i¢in aragtirma yapmuislardir. Bu bilesikler, genel olarak CA TI’in
daha az potansiyele sahip inhibitdrleridir. Ancak bunlarin ¢ogu giicli ve diisiik

nanomolar degerleri ile CA II ve CA VII i¢in etkiliydi. Bu tiir bilesikler yeni
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antiglokom, antiepileptik, 6dem veya yiikseklik hastaligi ilaglarinin gelistirilmesi i¢in

dikkat ¢ekici adaylar olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Sethi et al. 2013).

Ozdemir (2014) yeni aromatik / heteroaromatik propansiilfonilhidrazon bilesiklerinin
sentezi, fiziksel 6zellikleri ve karbonik anhidraz IT (CA II) enzimine karst inhibisyon
calismasinda bu izoformun en iyi aromatik / heteroaromatik propansiilfonilhidrazon
inhibitorleri o-aminobenzaldehidpropansiilfonilhidrazon ve aym ICsp (0,55 mM)
degerine sahip olan tiofenkarboksialdehit propansiilfonilhidrazon oldugu bildirilmistir

(Ozdemir et al. 2014).

Alafeefy (2016) 2-merkapto-3H-kinazolin-4-1 kuyruk igeren bir dizi heterosiklik
benzensiilfonamid,  siibstitie  edilmis  anthranil  asitlerin  4-izotiosiyanato-
benzensiilfonamid ile hazirlanan siilfonamidlerin hCA I ve II insan karbonik anhidraz
izoformlariin yani sira hCA IX ve XII inhibitorleri olarak arastirmislardir. hCA II, IX
ve XII iizerinde oldukga etkili olan inhibitorler, hCA I iizerinde ise orta potansiyelde
etkili inhibitorler olarak 6zellik gdstermistir. Dolayistyla bu bilesikler, glokom (CA II
ve XII) veya ii¢ izoformun aktivitesinin (CA II, IX ve CA XII) engellendigi
patolojilerde klinik dncesi adaylar olarak ilgi ¢ekici oldugu bildirilmistir (Alafeefy et al.
2016).

Yaseen (2016) siibstitiie piridazinon pargalarini iceren bir dizi siilfonamid tiirevlerini,
insan sitozolik iki karbonik anhidraz izoformunun, hCA 1 ve hCA II’nin inhibisyonu
igin arastirmislardir. Biitiin bu bilesikler, klinik olarak kullanilan siilfonamid
asetazolamid ile birlikte fizyolojik olarak iliskili izoenzim I ve II’nin inhibitorleri olarak
arastiritlmistir. Tim siilfonamidler bu izoformlara karst ¢ok giiglii bir inhibisyon
gostermistir ki bu molekiiller, tibbi kimya uygulamalar ile diger izoformlar1 hedef alan
yeni etkili CA inhibitérlerinin kesfedilmesi i¢in bu gibi molekiillerin potansiyel olarak
kullanilmasin1 miimkiin kilmaktadir. Yine bir baska c¢alismada sentezlenen
siilfonamidlerin glokom, retinitis pigmentosa gibi cesitli hastaliklarda yer alan hCA 1,
II, IV ve IX izoformlarina karst karbonik anhidraz inhibitorleri olarak

degerlendirilmistir (Yaseen et al. 2016; Abdel-Aziz et al. 2017).
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Glutatyon rediiktaz (Glutatyon; NADP® oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7: GR)
flavoenzimlerin piridin-niikleotid disiilfit oksidorediiktaz ailesinin bir iyesidir. Bu
enzim glutatyon disiilfiti (GSSG) indirgenmis glutatyona (y-L-glutamil-L-sisteinil
glisiny GSH)’a NADPH vyada NADH’1 bir indirgeyici ajan gibi kullanarak
indirgenmesini katalizler (Miiller 1992; Giil et al. 2000).

GR, GSSG’yi indirgenmis hale donistiiriirken, NADPH’dan gelen elektronlar
GSSG’nin disiilfiir bagma direkt olarak aktarilmaz. Once FAD’ye aktarilir daha sonra
alt birimdeki 2 sistein arasinda bulunan disiilfiir kopriisiine transfer etmek suretiyle
GSSG’ye aktarilmig olur. Her bir alt birim 3 tane yapisal alan igerir. Bunlar FAD
baglayici alan, NADPH baglayici alan ve ara yiiz alanidir. FAD alani, NADP™ alam
birbirine benzer ve diger dehidrogenazlardaki niikleotid baglayic1 alanlara da benzer.
FAD ve NADP" izoalloksazin ve nikotinamid halkalar1 birbirine gegecek sekilde
aralarinda baglanirlar. GSSG i¢in baglayici alan, bir alt birimin FAD alani ile diger alt
birimin ara yiiz alanindan meydana geldigi bilinmektedir. Reaksiyonun iki basamakta

gerceklestigi 6nerilmektedir (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)+2GSH

Ik yari reaksiyonda, NADPH tarafindan enzimin indirgenmesi saglanir ve kararli bir
hal olan E(SH), formu olusur. Ikinci yari reaksiyonda ise okside glutatyon, E(SH),

tarafindan indirgenerek iki mol indirgenmis glutatyon olusur (Siegel et al. 1998).

Enzimin katalitik mekanizmasinda amino asit kalintilar1 da gdrev yapar. GSSG’nin
baglandig1 bolgede Tyrl14 ve NADPH baglama bdlgelerinde ise Tyr197 amino asitleri
bulunmaktadir. Insan GR enzimindeki bu bélgeler, diger tiirlerden elde edilen
enzimlerle karsilastirildiginda oldukga spesifik  bdolgelerdir. Tyr197  yiiksek

Okaryotlardan elde edilen biitiin GR ve tiyoredoksin rediiktazlarda bulunur.
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GR enziminin aktivitesi dlgiiliirken GSSG, NADPH, uygun pH’daki uygun tampon ve
genelde 1/20 oraninda hemolizat veya homojenat kullanilmaktadir. NADH’1in Ky ’si
NADPH’n Ky’sinden 17 kat daha biiyiilk oldugundan NADPH’1 kullanmak tercih
edilmektedir. Substrat olarak GSSG disinda CoASSG, CySSCy ve GSSOsH
molekiilleride kullanilabilmektedir. Baz1 yayinlarda 6l¢iim ortamina EDTA ve FAD’de
katilmaktadir. Aktivite 6l¢lim ortamia son eklenen madde bazi yayimlarda NADPH,
bazilarinda ise enzim Ornegidir. Enzim ig¢in aktivite birimi lpumol NADPH’in
yiikseltgenmesine sebep olan enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Le Trang et al.

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

Insan eritrosit glutatyon rediiktaz enzimini 2-(5"-nitrofurilvinil)-quinolin bilesiginin 4
nolu karbonuna -COOH, -CONH,, -CONHCHj;, -CONHCH,CH; gibi molekiiller
takilarak tiiretilen molekiillerin inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica yapilan baska bir
calismada da nitrofurantion, 5-nitro-2-froik asit, 5-nitroindol ve 2,4,6-trinitrobenzen
siilfonat gibi nitro grubu ihtiva eden bilesiklerin de inhibe ettigi belrlenmistir

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

0 0
o B 0 0 0
Br N oS HOOC
NH Br
| | | NH NH
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Ac SO,PhCH; $0,CH, H H
1 2 3 4 5 6

Giiney ve arkadaslarmin (2016) GR enzimi iizrinde yaptig1 bir ¢alismada 1-6 numarali
urasil tlirevlerinin inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada urasil tiirevleri olan 1-
6 numarali molekiillerin GR enzimi tizerinde 2,68-166,6 nM arasindaki degerlerde son

derece etkili inhibitorler oldugu tespit edilmistir (Guney et al. 2016).

Yukarida belirtilen aragtirmalar incelendiginde hCA I, hCA Il ve GR enzimleri iizerine
birgok farkli madde grubunun inhibisyon etkisi incelenmis ve g¢esitli hastaliklarin
tedavisi i¢in onemli sonuglar elde edilmistir. Calismamizda ise insan eritrositlerinde
saflagtirilan karbonik anhidraz I, Il ve ticari olarak mevcut Sacchromyces cerevisiae GR

enzimleri lizerinde literatiirde yer almayan bazi urasil tlirevlerinin etkisi incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeleri

Tez ¢alismasinda kullanilan CNBr aktif sefaroz 4B, Sephadex G-200, diyaliz torbasi,
standart serum albiimin, B-nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (indirgenmis form)
(NADPH), B-nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (okside form) (NADP®), okside
glutatyon (GSSG), indirgenmis glutatyon (GSH), sodyum bikarbonat ve etilendiamin
tetraasetikasit (EDTA) Sigma-Aldrich Chemical Comp.’den; triklor asetik asit,
trihidroksi- metilaminometan (Tris), amonyum siilfat, sodyum kloriir, hidroklorik asit,
sodyum asetat, fosforik asit, glisin, potasyum fosfat, gliserol, potasyum asetat, metanol,
potasyum kloriir, asetik asit, etanol, izopropanol, N,N’-metilen bisakrilamid, akrilamid,
amonyum persiilfat, coomassie brillant blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil
stilfat (SDS), p-merkapto etanol, ¢alismada kullanilan urasil tiirevleri ve gerekli diger

kimyasallar1 Merck AG’den satin alindu.

3.1.2. Calismada kullanilan cihazlar

Tez ¢alismasi i¢in asagidaki cihazlar kullanilmis.
Hassas terazi : Ohaus Pioneer

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Shimatzu (UV-1800)

pH metre . Schott pH-Meter CG840
Buzdolaplar : Argelik
Peristaltik pompa : Gilson minipuls 3

Derin dondurucu : Beko (-20°C’ye kadar)
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3.1.3. Calismada kullanmilan c¢ozeltilerin hazirlanmalar:

1. 0,2 M NaHCOs ¢ozeltisi, pH: 8,7 (Sefaroz 4B matriksinin hazirlanmasi igin
kullanilan tampon): 8,4 g NaHCO3, 450 ml destile su kulanilarak ¢oziildii, 1 N NaOH
ile pH: 8,7°ye ayarlandiktan sonra, sonug hacmi destile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCI / 0,1 M’lik Na SO, ¢ozeltisi, pH: 8,7 (sentezlenene afinite jelini
dengelenmek igin kullanilan tampon): 1,514 g Tris, 7,1 g Na SO, tartildi, 450 ml destile
edilmis suda ¢oziiliip daha sonra da 1 N’lik HCI ile pH: 8,7’ye getirilerek sonu¢ hacim
destile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

3. 25 mM Tris-HCI / 22 mM Na,SO, ¢ozeltisi, pH: 8,7 (hemolizat uygulamasindan
sonra afinite jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon) 1,514 g Tris, 1562 g Na,SO4
tartildi, 450 ml destillenmis su ile ¢6ziildii 1 N’lik HCI ile pH: 8,7’ye ayarlandiktan
sonra destile su ile toplam ¢6zelti hacmi 500 m1’ye tamamlandi.

4. 0,1 M NaCH3COO / 0,5 M NaClO, ¢ozeltisi, pH: 5,6 (afinite kolonuna baglanmis
olan CA enzimlerinin eliie edilmesi i¢in uygulanan ¢ozelti): 0,347 g NaCH3COO.3H,0
ve 3,062 g NaClO4 40 ml destillenmis suda ¢oziildii, 1 N HCI kulanilarak pH: 5,6’ya
kadar ayarlandiktan sonra destillenmis suyla toplam hacmi 50 m1’ye tamamlandi.

5. 0,1 M Tris-SOy ¢ozeltisi, pH: 8,7 (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
¢ozelti): 6,055 g Tris 450 ml destillenmis su i¢erinde ¢6ziildii, 1 N H,SO,4 kulanilarak
pH’s1 8,7’a ayarladiktan sonra hacimi destillenmis suyla 500 ml’ye tamamlandi.

6. 50 mM Tris-HCI / 1 mM EDTA (pH=8.0) (GR aktivite 6l¢iim tamponu): 3,0285 g
Tris ve 0,146 g EDTA tartildi 450 ml destile su igerisinde ¢oziildi. 0,1 M’lik HCI
cozelti kullanilarak pH 8,0’a olacak sekilde ayarlandi. Sonrasinda hacim destile su
eklenerek 500 ml’ye tamamlandi.

7. 20 mM okside glutatyon ¢ozeltisi: 123,76 mg GSSG alimarak 10 ml destile suda
¢Oziilerek hazirlandi.

8. 2 mM indirgenmis nikotinamidadenindiniikleotid fosfat ¢ozeltisi: 16,6 mg NADPH

alind1 ve 10 ml destile suda ¢oziilerek hazirlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif olarak protein tayini

Proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin amino asitlerinin 280 nm’de
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metodla
afinite kromatografisinde elde edilen biitin fraksiyonlarin Kalitatif olarak protein

tayinleri yapildi.

3.2.1.b. Bradford yontemine gore protein tayini

Hemolizat, afinite jelinden elde edilen eliisyonlar ve tiim diger safhalardaki
numunelerin protein miktarlart bu yontem kullanilarak tespitedildi. Bu yontemin esas,
protein yapisina coomassie brillant blue G-250 boyasinin baglanma kompleksi
olusturmasidir. Olusan protein-boya kompleksi 595 nm’de en yiiksek absorbans
degerini verir. 15 dakika igerisinde protein-boya kompleksi olusur. Olusan bu kompleks
¢ozeltilerde uzun siire kararli sekilde kalir. Bradford yontemi olarak bilinen bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pg araligindadir (Bradford 1976).

3.2.2. GR Enziminin Aktivitesinin Ol¢iimii

GR
GSSG + NADPH — J2GSH+ NADP*

GR enzim aktivitesini belirlenmek igin yukaridaki gosterilen reaksiyona giren NADPH
340 nm’de en yliksek absorbans degerini gosterir. Bu tepkime ortamimda GR enzimi
ortamda bulunan NADPH’1 hidrolizleyerek NADP"’ya doniismesine sebep olur.

Ortamda NADPH’in azalmasi ise spektrofotometre cihazinda 340 nm’de takip edien
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degerin diismesine yol ag¢maktadir. Bu diislis Olglilerek GR enziminin aktivitesi

belirlenmektedir (Carlberg and Mannervik 1985).

Cizelge 3.1. GR enziminin aktivite 6l¢tim kiivet igerigi.

Kontol kiiveti Numune kiiveti
Stok aktivite | Hacim(pul) | Konsantrasyon Hacim(ul) | Konsantrasyon
¢oOzeltileri
50 mM Tris-HCl, 800 40 mM Tris, 0,8 800 40 mM Tris, 0,8
1mM EDTA mM EDTA 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 inkiibasyon

Enzim numunesi - - 30 -

Aktivite ol¢iim kiivetleri Cizelge 3.1°de gosterildigi sekilde once enzim numunesi
katilmaksizin pipetlendi. Ug dakika inkiibasyon yapildiktan sonra numune kiivete
pipetlenerek spektrofotometreye yerlestirildi ve okuma baslatildi. Deneyin basindan
itibarek birer dakikada ara ile toplam ii¢ dakika boyunca gozlenen degerler kaydedildi
(Calberg and Mannervik 1985).

GR enzim igin enzim tinitesi hesab1 asagidaki formiile gore yapildi.

6,22 Ve
EU/ml: 1 ml ¢ozeltideki enzim {initesi degeri, AOD: 1 dK siire icerisindeki absorbans
farki, 6,22: 1 mM NADPH’ 1n gosterdigi absorbans (Ekstinksiyon katsayisi),
V1: Olgiimde kullanilan kiivetin toplam ml degeri,
Ve: Olgiimde kullanilan kiivete eklenen enzimin hacmi,

Sk: Eger seyreltme yapilmigsa seyreltme faktorii.
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3.2.3. Karbonik anhidraz aktivite tayini

Karbonik anhidraz enzimi iizerinde yapilan kinetik ¢aligsmalar i¢in aktivitesi dl¢limleri
esteraz yontemi ile yapildi. Bu yontem CA enziminin esteraz aktivitesi gostermesi
esasma dayanir. Prensip olarak CA enziminin p-nitrofenil asetat1 hidrolizleyerek p-
nitrofenole doniistiirmesini esas alir. P-nitrofenol maddesi 348 nm’de dalgs boyunda
maksimum absorbans géstermektedir. (¢ 345= 5x10° M cm™) (Verpoorte et al. 1967).

Cizelge 3.2. Insan eritrosit CA enziminin aktivite 6l¢iim kiivet igerigi.

Kontol kiiveti Numune kiiveti
Stok aktivite | Hacim(pl) | Konsantrasyon Hacim(ul) | Konsantrasyon
¢ozeltileri
0,1 M Tris-SOq4 200 0,02 M Tris-SO4 200 0,02 M Tris-SO4
pH: 8,7
3 mM p-nitrofenil 330 1,0 mM p- 330 1,0 mM p-
asetat nitrofenil asetat nitrofenil asetat
Su 470 - 450 -
Enzim numunesi - - 20 -

Deneyde kullanilacak p-nitrofenil asetatin giinlilk taze olasina 6zen gosterildi. P-
nitrofenil asetat ¢ozeltisi; 13,5 mg kat1 p-nitrofenil asetat tartilarak 0,5 ml aseton icinde

¢oOziildii ve 24 ml saf suya yavas yavas karistirlarak hazirlandi.

3.2.4. Afinite kromatografisi jelinin hazirlanmasi

Ticari olarak alinan CNBr-Aktive Sepharose-4B once saf su daha sonra da 0,05 M Tris-
SO, pH: 8,0 tampon ¢ozelti ile yikandi. Sonrasinda ayni tampon i¢ine alinarak ve uzanti
kolu olarak tirozin baglandi. Daha sonra diazolanan siilfanilamid uzanti kolu eklenmis
matrikse kenetlendirildi. Siilfanilamid, karbonik anhidraz izoenzimlerinin spesifik ve
dontigiinlii bir inhibitoriidiir, afinite jelinin yapisina girerek CA enzimlerini yiiksek

oranda saflastirilmasi amaciyla kullanildi (Pocker and Sarkanen 1979).
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Aktif Sepharose 4B matriksi 25 ml saf su igerisine alinip tizerine 200 mg tirozin ilave
edildi. Bu islem sonrasi tirozinin fazlasini uzaklastirmak i¢in 500 ml saf su ile jel
yikandi. Son olarak, 100 ml 0,2 M NaHCOj3 (pH: 8,7) tamponu igerisine alinarak tekrar
yikandi ve tirozin baglanmis jel aymi tampondan 40 ml ilave edilerek behere alindi.
Sonrasinda 50 mg siilfanilamit, yaklasik 0°C’lik 1 M 10 ml HCI ¢ozeltisine eklenerek
¢oziildii ve igerisinde 150 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti, siilfanilamid
coOzeltisi icerisine yavas yavas ilave edildi. 10 dakika kadar siiren reaksiyon
asamasindan sonra diazolanmis olan siilfanilamid ¢6zeltisi 40 ml Sepharose-4B-tirozin
karigimina ilave edildi. Karigimin pH degeri, 1 M’lik NaOH ilave edilerek 9,5’a
cikarilarak sabit tutuldu ve oda sicakliginda 3 saat siireyle yavasca karismaya birakildi.
Daha sonra 1 litre saf su ve 200 ml 0.05 M Tris-SO, (pH: 7,4) tamponuyla yikandi.
Yikandiktan sonra iizerine 20 ml ayni tampondan konularak buzdolaninda +4°C’de

saklandi.

3.2.4.a. Afinite kolonunun paketlenmesi

100 mI’lik bir silifli ve boyunluklu erlenin igerisine 50 ml Tris-HCI, pH: 7,8 tamponu
konularak igine daha Once hazirlanan Sepharose-4B-tirozin-siilfanilamid afinite jeli
dokiilerek siispanse edildi ve su trompu yardimi ile vakumlanarak jelin havasi alindi.
Havasi alinan afinite jeli, 1x20 cm’lik kapali sistem sogutmali cam kolona dikkatlice
paketlendi. Afinite jeli kolona paketlendikten sonra peristaltik pompa kullanilarak sirasi
ile yikama ve dengeleme c¢ozeltileri gegirildi. Afinite kolonun dengelenip
dengelenmedigi asagidan alinan eluat ile yukaridan verilen ¢ozeltinin 280 nm’de

absorbans ve pH degerlerinin esit olmasi ile belirlendi.

3.2.5. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safhiginin kontrolii

Karbonik anhidraz | ve Il enzimleri saflastirildiktan sonra % 5-10 kesikli SDS-PAGE
(SDS-poliakrilamid jel elektroforezi) Laemmli’nin gelistirdigi metod modifiye edilerek

enzim numunelerimizin safligi belirlendi (Laemmli 1970).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullamlan Standart Grafik

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

faydalanilarak protein miktarlar1 hesaplandi.

1,2

0,8

0,6

0,4

Absorbans (595 nm)

0,2

0 20 40 60 80 100 120
Protein (ug)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin i¢in kullanilan standart
grafik.

4.2. Inhibitérler icin 1Cso Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar

Insan karbonik anhidraz 1, Il enzim aktiviteleri {izerine 8-9 nolu urasil tiirevlerinin ve
GR enzim aktiviteleri tlizerine ise 8-12 wurasil tiirevlerinin inhibisyon etkilerini
belirlemek amaciyla bu maddelerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltilerden degisik
konsantrasyonlarda ¢6zeltiler hazirlanarak insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik
anhidraz enziminin aktivitesi lizerine etkileri arastirildi. Konsantrasyona karsi % aktivite
(% Aktivite-[I]) olarak olusturulan grafikler Sekil 4.2-4.10°da gosterildi. Egrilerin
denkleminden 1Csy degerleri hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).
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Cizelge 4.1. Insan eritrosit hCA-I ve hCA-Il izoenzimlerinin Sepharose 4B-tirozin-
stilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklari.

Numune | Aktivite 'I;]opl_am Protein Topla_m Toplam Sﬁe_sn_‘lk % | Saflastirma
tiirii (EU/ml) acim (mg/ml) protein aktivite | & tivite verim | Katsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)

Hemolizat 150 40 18,7 748 6000 8,02 100,0 1,0

Afinite
sonrasi 430 8 0,52 4,16 3440 826,92 | 57,33 103,1
hCA-I
Afinite
sonrasi 706 5 0,16 0,80 3530 44125 | 58,83 550,2
hCA-I1I
0
Br Br NH r NH i HOOC i
B
| E | P | Pl ' o [ NH e
N oo Y w > N/&O N/go HOOC NAO
Ac SO,PhCH; SO,CH; i H n
1 3 4 5 6

o)

7N F 7N c B B fj\ N 7N
N/go N/go N’go N/&O N/go N’&o
H H H H I H

7

8 9 10 11
Cizelge 4.2. Bilesik 1-12 ve GR i¢in elde edilen I1Csy degerleri.

Urasil tiirevi I1Cs0 (NM)
1° 3,120
2° 2,680
3? 3,460
42 166,6
5% 122,0
6° 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

4(Guney et al. 2016).
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Sekil 4.2. GR enzimi ile 5-FU (8) maddesinin 1Csy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen %

Aktivite-[5-FU] grafigi.
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Sekil 4.3. GR enzimi ile 5-CIU (9) maddesinin ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen %
Aktivite-[5-CIU] grafigi.
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Sekil 4.4. GR enzimi ile 6-MU (10) maddesinin ICsy degerinin bulunmasi igin gizilen %
Aktivite-[6-MU] grafigi.
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Sekil 4.5. GR enzimi ile 1,3-DMU (11) maddesinin ICsp degerinin bulunmasi igin
cizilen % Aktivite-[1,3-DMU] grafigi.
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Sekil 4.6. GR enzimi ile 5-HMU (12) maddesinin 1Csy degerinin bulunmasi igin gizilen
% Aktivite-[5-HMU] grafigi.

Cizelge 4.3. Baz1 urasil tiirevleri i¢cin hCA I, hCA 1I i¢in elde edilen ICsy degerleri.

Urasil tiirevi hCA I (uM) hCA 11 (uM)
8 (5-FU) 40,41 157,47
9 (5-ClIU) 27,81 66,47

y= 100e—17,15x
R2=0,9392
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Sekil 4.7. hCA | izoenzimi ile 5-FU (8) maddesinin ICsy degerinin bulunmasi igin

cizilen % Aktivite-[5-FU] grafigi.
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Sekil 4.8. hCA 11 izoenzimi ile 5-FU (8) maddesinin ICsy degerinin bulunmasi i¢in
cizilen % Aktivite-[5-FU] grafigi.
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Sekil 4.9. hCA | izoenzimi ile 5-CIU (9) maddesinin ICsy degerinin bulunmasi igin
cizilen % Aktivite-[5-CIU] grafigi.
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Sekil 4.10. hCA 11 izoenzimi ile 5-ClU (9) maddesinin ICsy degerinin bulunmasi i¢in
cizilen % Aktivite-[5-CIU] grafigi.

Cizelge 4.4. Bazi urasil tiirevleri i¢gin hCA I, hCA II ve GR enzimlerinin docking
degerleri (kcal/mol).

Urasil tiirevi hCA | (2FW4) hCA 11 (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 kapsaminda, hem enzim rezidiileri hem de kenetlenmis ligandlar i¢in tamamen
esnek yerlestirme metodolojisi, Schrodinger molekiiler modelleme paketi altindaki
Prime modiil ile uygulanan Glide XP (ekstra hassas) -Indiiklenmis Fit Docking (IFD)
algoritmasi kullanilmistir. Bu program kullanilarak denen urasil tiirevlerinin (1-12)
hedef enzimler iizerinde etkinligi hakkinda asagidaki gibi 3D ligant etkilesme
diagramlart i¢in top-docking sonuglari elde edilmistir (Cizelge 4.4.). Bu denemeler

sonunda elde edilen sonuglar kullanilarak hCA I, hCA II ve GR enzimleri lizerinde en
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etkili olabilecek urasil tiirevlerinin tesbit edilmesi saglanmistir. Docking programi
araciligr ile hCA I, hCA 1II ve GR enzimleri i¢in elde dilen degerler (Cizelge 4.4.)’de
verilmis en 1yi etkilestigi uarsil analogu icin ise 3D lignad baglanma modelleri verilistir

(Sekil 4.11-Sekil 4.13.).

Sekil. 4.11. hCA I ile 3 nolu urasil tiirevi i¢in elde edilen docking goriintiisii.
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Sekil. 4.13. GR ile ile 2 nolu urasil tiirevi i¢in elde edilen docking goriintiisii.
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidraz (CA) her canlida bulunan bir enzimdir. CO,’in hidrasyon ve
dehidrasyon reaksiyonunu doniisiimlii olarak katalizler. Bu enzim hemen hemen
yasayan tiim organizmalarda bulunur, bununla birlikte memelilerde yalniz a-CA gen
ailesi tiyeleri bulunur (Chegwidden and Carter 2000; Hewett and Emmett 2000). Su ana
kadar subseliiler yerlesim, biyokimyasal 6zellikleri ve onlarin sekanslar1 araciligiyla
memelilerde 16 farkli CA izoenzimi belirlendi. Ek olarak son zamanlarda memeli

olmayan omurgalilarda birkag yeni izoenzim belirlendi (Esbaugh and Tufts 2006).

Genel olarak o-gen ailesinde CA izoenzimlerinin 3 farkli grubu bulunmaktadir. Bu
gruplarin bir tanesi memelilerde CA 1, 11, III, V, VII ve XIII izoenzimlerini bulunduran
stoplazmik CA’lar icerir. Bu izoenzimler mitokondride bulunan CA V in disinda cesitli
dokularm stoplazmasinda bulunurlar. Izoenzimlerin bir diger grubu memelilerde CA IV,
IX, XII, XIV ve XV izoenzimlerini igeren membrana bagli CA’lar olarak adlandirildi.
Bu izoenzimler bir¢ok farkli doku tipinde plazma membranina baglidirlar. En son grup
protein bagli CA olarak adlandirilan CA VIII, X, XI izoenzimlerini i¢ermektedir
(Tashian et al. 2000) Bu izoenzimlerin Kklasik CA aktivitelerini-CO;’ nin
hidrasyon/dehidrasyonu aktivitesini kaybettikleri ve bilinen hi¢bir fizyolojik fonksiyon
gostermedikleri bilinmektedir fakat oldukca korunumlu bir yapiya sahip olmalari

omurgalilarda bu izoenzimli ¢ok 6nemli kilmaktadir (Tashian et al. 2000).

Cogu farkli dokularda, kemik resorpsiyonu Kalsifikasyon, iyon tranportu, asit-baz
transportu ve birkag farkli metabolik prosesleri igeren birkag farkli fizyolojik prosesleri
kapsayan cesitli CA izoenzimleri bulunur. CA nin en 6nemli ve engok c¢alisilan
gorevlerinden bir tanesi viicut igindeki solunum gazlarinin tasinmasidir (Esbaugh and

Tufts 2006).
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Asitlerin, bazlarin, metallerin ve diger toksik bilesenler formunda ki binlerce kirletici
madde nehirlere, denizlere ve atmosfere birakilmaktadir ve bu durum dogal dengenin

tahribatiyla sonuglanmaktadir (Celik et al. 1996).

Insanlarda ¢ogu hastalikta CA izoenzimlerinin inhibisyonu kullanilmaktadir. Bundan
dolay1; bu enzim cogu ilag icin hedeftir. Ornegin, CA nim gii¢lii inhibitorii olarak
asetazolamide, dorzolamide ve brinzolamide olarak bazi siilfonamidler vardir (Arena
2002; Supuran 2008). Bu CA inhibitdrleri goz i¢i basinci diisiirmektedir, ¢cogunlukla
glukomanin tedavisi i¢in farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir (Casini et al. 2002a,b;
Supuran 2008).

Urasil tiirevleri {izerinde son yapilan ¢alismalardan yola ¢ikarak hCA I, hCA Il ve GR
enziminin tizerinde daha 6nce hig ¢alisilma yapilmamus tiirevleri tespit ettik. Daha sonra
da insan eritrositlerinden Sepharose 4B-L tirozin siilfanilamid afinite kromatografisi ile
hCA 1 ve hCA Il izoenzimlerini saflagtirma islemi gergeklestirildi. Deney asamasindaki
biitiin islemler soguk ortamda gerceklestirildi. Saflig1 kontrol edildikten sonra 5-FU ve
5-ClU iizerinde inhibisyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi.

Giiney vd. 2015 yilinda insan eritrosit izoenzimlerinden CA I ve CA 1I iizerine farklt
urasil tiirevlerinin etkisini ilk olarak incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda hCA |
izoenzimi {izerine denenen 1-3 ve 10-12 numarali urasil tiirevleri i¢in K; degerleri
10,83-464 mikromolar araliginda oldugunu gozlemlemislerdir. Ayni ¢alismada hCA I
izoenzimi i¢in K; degerlerinin ise 28,88-778,5 mikromolar araliginda oldugunu
bulmuslardir (Guney et al. 2015).

Tirkoglu ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise ticari olarak
aliman bazi urasil tiirevlerinin (izoorotik asit (5), orotik asit (6), 6-amino 1,3-
dimetilurasil ve 5,6-diamino 1,3-dimetilurasil) hCA I ve hCA II izoenzimleri tizerindeki
inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada hCA | izoenzimi iizerine denenen urasil

tirevleri i¢in K; degerleri 0,085-0,7325 mikromolar araliginda oldugu bulunmus. hCA 11
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izoenzimi icin ise K; degerleri 0,1715-1,682 mikromolar araliginda oldugu tespit
edilmistir (Turkogu et al. 2017).

Antioksidant bir enzim olan GR, ¢ogu organizmanin hiicresel redoks metabolizmasinda
GSH indirgenmesinin diizenlenmesini katalizleyerek hayati bir rol oynar. GSH redoks
homeostasisinde, deoksiriboniikleotidlerin sekillendirilmesinde ayrica peroksitlerin, 2-
oksoaldehitlerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorev alir. Oksidatif strese
kars1 dayaniksiz hiicreler ve ek olarak hizli poliferasyon hiicrelerinin canlilig1 nisbeten
GSH’1n rejenerasyonuna bagimlidir. Bu sebepten, potansiyel GR inhibitérleri antitimor
ve antiparaziter ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli rol oynar (Karplus et al. 1988;

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

Farkli kaynaklardan elde edilen GR enzimini 2-(5'-nitrofurilvinil)-quinolin bilesigi
tiirevlerinin, arilizoalloksazin bilesiklerinin, arsenik grubu ve nitro grubu ihtiva eden
bilesiklerin de inhibe ettigi belirlenmistir (McCallum and Barett 1995; Grellier et al.
2001).

Insan eritrosit GR enzimi iizerine yapilan ila¢ calismalarin da antikanserojen ve
antisitma ilaci olarak kullanilan quinolan halkasi igeren nitro aromatik bilesiklerin az

veya ¢ok enzimi inhibe ettigi belirlenmistir (Grallier et al. 2001).

Erat (2002) tez ¢aligmasinda insan ve sigir eritrosit GR enzimleri iizerine bazi ilag ve
kimyasallarin inhibisyon etkisi gosterdigini belirlemistir. Gentamisin, netromisin,
dobutamin, streptomisin, sefoperazon, teikoplanin, ampisilin ve penisilin G ilaglarinin

ise aktive ettigini belirlemistir (Erat 2002).

Sentiirk et al. 2008 ve 2009°da yaptig1 ¢calismalarda insan eritrositlerinden GR enzimini
saflastirilarak {izerinde bazi ilaglarin inhibisyon ve aktivasyon etkileri ¢alisilmig. Bu
amagcla siilfanilasetamid, siilfanilamid, linkomisin, klaridromisin, seftriakson sodyum,

klindamisin, rifamisin SV siilfat, amoksisilin, vankomisin HCI, amikasin sulfat,
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kloramfenikol sodyumsiiksinat, sefuroksim sodyum, imipenem, seftazidim, ornidazol,
asetilsalisilik asit, metamizol sodyum, lornoksikam, ketoprofen, diklofenak sodyum ve
tenoksikam ilaglarin1 ¢alismistir (Senturk et al. 2008; Senturk et al. 2009).

Gliney ve arkadaslarinin (2016) yaptiklari bir caligmada 1-6 numarali urasil tiirevleri ile

GR enziminin inhibisyonu incelenmis ve ICsy degerleri 2,68-166,6 nM araliginda

oldugu belirlenmistir (Guney et al. 2016).

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda:

1. Insan eritrositlerinden afinite kromatografisi kullanilarak hCA | izoenzimi 103,1 kat
ve % 57,33 verimle, hCA 1l izoenzimi ise 550,2 kat ve % 58,83 verimle izole edildi.

2. hCA'I, hCA Il enzimleri tizerinde denenen 8 ve 9 numarali urasil tiirevleri i¢in ICsg
degerleri sirasi ile hCA 1 i¢in 40,41 ve 27,81 uM, hCA 1l i¢in 157,47 ve 66, 47 uM

olarak belirlendi.

3. GR enzimi igin 8-12 numarali urasil tiirevlerinin 1Cso degerleri 21,71-83,3 nM

olarak belirlendi.

4. hCA I, hCA Il ve GR enzimleri ig¢in 1-12 numarali urasil analoglarinin docking

degerleri ve goriintiileri elde edildi.

5. Yaptigimiz calisma sonunda denenen urasil tiirevlerinin bu enzimler iizerinde etkili

inhibitdrler oldugu tespit edilmistir.
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