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Özet 

 

Metalo enzim sınıfının bir üyesi olan karbonik anhidrazlar karbondioksitin bikarbonata 

ve protona dönüşümünü katalizlerler. Bir çok izoenzime sahip olan karbonik 

anhidrazların inhibisyonu veya aktivasyonu fizyolojik açıdan oldukça önemlidir. Bu 

yüzden bizde çalışmamızda insan eritrositlerinden karbonik anhidraz I ve II izoenzimini 

saflaştırdık. Saflaştırdığımız enzim aktiviteleri üzerinde bazı tiyoeter türevlerinin (1,10- 

ditiyo-18-crown-6 (B1), 1,7-ditiyo-15-crown-5 (B2), 1,7- ditiyo -12-crown-4 (B3), 1,7- 

ditiyo-18-crown-6 (B4), 1,10-ditiyo-21-crown-7 (B5) ve 1,4-ditiyo-12-crown-4 (B6)) 

etkilerini in vitro şartlarda araştırdık. B1 ve B5 her iki izoenzim aktivitesi üzerinde 

düzenli bir etki göstermezken, en iyi aktivasyon etkisini her iki izoenzim için B2 bileşiği 

(hCA I için AC50 = 25.27µM ve hCA II için AC50 = 32.74 µM) göstermiştir. 

 

Anahtar kelimeler: Karbonik anhidraz, tiyocrown, aktivasyon. 

 

 

Effects of some thio-crown ethers on human erythrocyte carbonic 

anhydrase I-II isozymes activities 
 

 

Abstract 

 

Carbonic anhydrases, a member of the class of metalloenzymes, catalyze the conversion 

of carbon dioxide to bicarbonate and proton. The inhibition or activation of carbonic 

anhydrases having many isoenzymes is of great physiological importance. That's why 

we have purified carbonic anhydrase I and II isoenzymes from human erythrocytes. On 

the activities of the purified enzymes we investigated that effects some thioether (1,10-
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dithia-18-crown-6 (B1), 1,7-dithia-15-crown-5 (B2), 1,7-dithia-12- (B3), 1,7-dithia-18-

crown-6 (B4), 1,10-dithia-21-crown-7 (B5) and 1,4-dithia-12-crown-(B6)) derivatives 

in in vitro conditions. B1 and B5 did not show any regular effect on both isoenzyme 

activity. The best activation effect has been the B2 compound (for hCA I, AC50 = 

25.27µM, and for hCA II, AC50 = 32.74 µM) for both isoenzymes. 

 

Keywords: Carbonic anhydrases, thio crown, activation. 

 

 

1. Giriş 

 

Bütün organizmalarda bulunan ve yapısında Zn
2+

 iyonu içeren karbonik anhidrazlar 

(CA, E.C.4.2.1.1), canlılarda CO2'in hidratasyonunu ve HCO3
-
'ın dehidratasyonunu 

katalizlizler [1-3]. Şu ana kadar karbonik anhidraz'ın 16 farklı izoenzimi bulunmuştur. 

Katalitik olarak aktif insan α-CA’larının hücre içi yerleşimleri ve bölge 

kompozisyonları incelendiğinde, CA I, II, III, VII ve XIII sitozolik, CA VA, VB 

mitokondriyal, CA VI salgısal, CA IV, IX, XII ve XIV ise membrana bağlı olduğu 

belirtilmiştir [3, 4]. 

 

CA’lar fizyolojik açıdan oldukça önemlidir. CA’lar pek çok dokuda asit-baz dengesini 

sağlayarak pH düzenleyici enzim olarak karakterize edilmişlerdir. Ayrıca üre sentezi, 

lipogenez, glukoneogenez, gibi biyosentetik reaksiyonlarda görev almalarının yanı sıra 

kalsifikasyon, tümör oluşumu gibi birçok fizyolojik ve patolojik olayda da görev alırlar 

[5-7]. Oldukça önemli fizyolojik ve patolojik süreçlerde görev almasının sonucu olarak 

ödem, glokom, obezite, kanser, epilepsi ve osteoporozis, alzheimer gibi hastalıkların 

tedavisinde CA inhibitörleri yada aktivatörleri potansiyel tedavi edici hedefler olarak 

görülmektedir [8-12].  

 

Karbonik anhidrazların inhibisyonu kadar aktivasyonlarıda son derece önemlidir. 

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin turnover sayıları çok yüksek olmasına rağmen 

olması muhtemel genetik bir rahatsızlık neticesinde karbonik anhidrazların aktivasyonu 

gerekli olacaktır. Karbonik anhidraz enziminin genetik eksikliği çeşitli patolojik ve 

fizyolojik hastalıklara sebep olabileceği ve bununda ancak CA aktivatörleri ile ortadan 

kalkabileceği belirtilmiştir [13-17]. Dahası son zamanlardaki çalışmalarda alzheimer 

hastalığının tedavisi için CA aktivatörlerinin kullanılabileceğini belirtmektedir [18]. 

 

Çalışma konusu olan crown (taç) eterler, dioksan molekülünün halkalı oligomerleri 

olarak görülebilecek makrohalkalı bileşiklerdir [19]. Yüksek konformasyonal esnekliği, 

pozitif yüklü katyonları bağlayabilen hidrofilik bir boşluk ile dış kısmı hidrofobik 

özellik gösteren esnek bir yapı sayesindedir [20]. Moleküler dizayn, supramoleküler 

kimya, analitik kimya ve ilaç alanlarında taç eter kullanımı hakkında çok çeşitli 

araştırmalar yapılmaktadır [21]. Sonuç olarak çeşitli crown eter türevlerinin ilaç yada ön 

ilaç olarak değerlendirilebileceği bir çok çalışmada belirtilmiştir [22-24]. 

 

Bu çalışma da insan karbonik anhidraz I ve II’nin aktivatörleri olabileceğini 

düşündüğümüz tiyo-crown eter türevlerinin etkileri in vitro şartlar altında araştırılmıştır. 
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2. Deneysel çalışmalar 

 

2.1. Kullanılan kimyasal maddeler ve cihazlar 

Sepharose-4B, asetik asit ve elektroforez için kullanılan kimyasal maddeler Sigma-

Aldrich Co.'dan (Sigma-Aldrich Chemie GmbH İhracat Departmanı Eschenstrasse 5, 

82024 Taufkirchen, Almanya) elde edildi. Saf etanol ve L-tirozin, E. Merck (Merck 

KGaA Frankfurter strasse 250, D-64293 Darmstadt Germany) 'den elde edildi. 

Kullanılan diğer kimyasal maddeler Sigma-Aldrich ya da E. Merck'den elde edilmiştir. 

Tüm kinetik çalışmalar Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer (Thermo 

Scientific)'de gerçekleştirilmiştir. 

 

2.2. Kimyasal çalışma 

Çalışmada kullanılan kimyasal bileşikler; 1,10-dithia-18-crown-6 (B1), 1,7-dithia-15-

crown-5 (B2), 1,7-dithia-12-crown-4 (B3), 1,7-dithia-18-crown-6 (B4), 1,10-dithia-21-

crown-7 (B5) ve 1,4-dithia-12-crown-4 (B6) ekibimiz tarafından daha önce 

sentezlenmiş ve karakterize edilmiştir (Şekil 1) [25]. 

 

2.3. Biyokimysal çalışma 

Taze insan eritrositi buzlu saf su ile (1x5 oranında) karıştırılarak hemoliz edildi. Elde 

edilen hemolizat +4
o
C de 30.000xg de 30 dakika santrifüj edildi. Hücre membranlarını 

içeren çökelek uzaklaştırıldı. Elde edilen süpernatantın pH’ı katı Tris ile 8.7 ayarlandı. 

Daha önceki çalışmalarda belirttiğimiz gibi Sefaroz-4B-L-tirozin sülfanilamit afinite 

kolon kromatografisi yardımıyla karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri saflaştırıldı [26]. 

Bunun için ilk olarak 25 mM Tris–HCl/100 mM Na2SO4 (pH: 8.7) tamponu ile 

dengelenen afinite kolonuna hemolizat yüklendi. Sonra 280 nm deki absorbans farkı 

0.050 oluncaya kadar 25 mM Tris–HCl/22 mM Na2SO4 (pH 8.7) tamponu ile afinite 

kolonu iyice yıkandı. Böylece CA izoenzimleri kolana bağlanırken diğer enzimler ve 

safsızlıklar uzaklaştırılmış oldu. hCA I izoenzimi 1.0 M NaCl/25 mM Na2HPO4 (pH 

6.3) ile hCA II izoenzimi ise 0.1 M NaCH3COO/0.5 M NaClO4 (pH 5.6) tamponu ile 

elüe edildi. Tüm çalışmalar +4
o
C yürütüldü. Kolonun akış hızı ise çalışma boyunca 35 

mL/h olacak şekilde ayarlandı. Enzimlerin elüsyonu 280 nm de absorbans bakılarak 

kontrol edildi. Absorbans görülen fraksiyonlar birleştirilerek 0.05 M Tris–SO4 (pH 7.4) 

tamponuna karşı diyaliz edildi [26]. 

 

Enzim saflığı Laemmli’nin prosedürüne göre SDS-PAGE ile kontrol edildi [27]. Her iki 

izoenzim içinde tek band gözlendi (Şekil 2). Standart proteinlerin molekül kütlesi;180, 

130, 95, (kırmızı) 72, 55, 43, 34, 26, 17 kDa şeklindedir. Bu çalışmada karbonik 

anhidraz enziminin estaraz aktivitesi kullanıldı. Bu metotta karbonik anhidraz p-

nitrofenol asetatı substrat olarak kullanarak hidroliz eder ve p-nitrofenol oluşturur, 

oluşan ürün 348 nm de absorbans vermektedir [28]. Bu sayede CA aktivitesine bakılmış 

oldu. 

 

İnsan eritrositlerinden saflaştırılan CA’ın izoenzimlerinin aktiviteleri üzerine B1-B6 

bileşiklerinin etkileri in vitro şartlarda araştırıldı. Sentezlenen bileşiklerin her birinin beş 

farklı konsantrasyonunda enzim aktivitesi bakıldı. Bileşik içermeyen aktivite ölçümü 

kontrol olarak kabul edildi (%100 aktivite). B1-B6 bileşiklerinin konsantrasyonlarına 

karşı % aktivite grafiği çizildi. Elde edilen grafikten AC50 değerleri tespit edildi. 
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3. Sonuçlar ve tartışma 

 

Çalışmamızda insan karbonik anhidraz enzim aktivitesi üzerinde etkileri incelenen 

bileşikler ekibimiz tarafından daha önce sentezlenmiş ve karakterize edilmiştir (Şekil 1) 

[25]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Çalışmamızda kullanılan tiyo-crown eter türevleri [25]. 

 

Karbonik anhidraz enziminin I ve II izoenzimleri insan eritrositlerinden saflaştırıldı. 

Enzimin saflaştırıldığı SDS-PAGE ile kontrol edildi (Şekil 2). Karbonik anhidraz 

enzimi daha önce ekibimiz tarafından bir çok kez saflaştırılmıştır [29]. Şekil 2’den de 

anlaşılacağı üzere karbonik anhidraz enziminin her iki izoenzimi başarıyla 

saflaştırılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2. İnsan karbonik anhidraz I veII enziminin saflığının SDS-PAGE ile kontrolü. 

 

İnsan eritrositlerinden saflaştırılan karbonik anhidrazın her iki izoenziminin aktivitesi 

üzerine B1, B2, B3, B4, B5 ve B6 bileşiklerinin etkileri araştırılmıştır (Şekil 3, Tablo 

1). B1 ve B5 bileşiği her iki izoenzim aktivitesi üzerinde düzenli bir etki göstermezken, 

B6 bileşiği sadece hCA I’i aktive etmiştir. B2, B3 ve B4 bileşikleri ise her iki izoenzimi 

de aktive etmişlerdir. B2, B3, B4 ve B6’nın hCA I için AC50 değerleri sırasıyla 25.27, 

127.4, 596.7 ve 323.3 µM olarak tespit edilmiştir (Tablo 1). Elde edilen veriler 

incelendiğinde en yüksek aktivasyonu B2 gösterirken en düşük aktivasyonu B4 

göstermektedir. B2, B3 ve B4’ün hCA II için AC50 değerleri sırasıyla 32.74, 431.0 ve 
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848.8 µM olarak tespit edilmiştir (Tablo 1). Yine aynı şekilde hCA II içinde en yüksek 

aktivasyonu B2 gösterirken en düşük aktivasyonu B4 göstermektedir. 

 

 
 

Şekil 3.Tiyo crown eterlerin hCA I-II enzim aktiviteleri üzerindeki etkisi. 

 

16 farklı izoenzime sahip olan karbonik anhidrazın katalitik aktiviteye sahip olan her bir 

izoenzimi için bu güne kadar çok sayıda aktivayon çalışmaları yapılmıştır. Örneğin CA 

III’ün anyonik aktivatörleri olduğu [31] CA I, II, IV’ün çeşitli organik bileşikler 

tarafından aktive olduğu belirtilmiştir [32-34].  Yapılan başka bir çalışmada histidin 

tarafından CA II’nin aktive olduğu belirtilmiştir [35]. Görüldüğü gibi çok sayıda 

aktivasyon çalışmaları mevcuttur. Bunun asıl nedeni birçok fizyolojik prosesle ilişkili 

olan CA’ların inhibisyonun ya da aktivasyonunun hastalık tedavisinde kullanılabileceği 

gerçeğidir. Özellikle CA’ların aktivasyonunun alzheimer tedavisinde etkili olabileceğini 

gösteren çalışmalar araştırmacıları bu alana yönlendirmiştir [18]. 

 

Tablo 1. Tiyo-crown eterlerin hCA I-II enzim aktiviteleri üzerindeki aktivasyon etkisi. 

 

Bileşikler AC50 (µM) 

 
hCA-I 

R
2

 
hCA-II 

R
2

 

B1 - - - - 

B2 25.27 0.8038 32.74 0.9362 

B3 127.4 0.7641 431.0 0.9527 

B4 596.7 0.9297 848.8 0.7739 

B5 - - - - 

B6 323.3 0.9835 - - 

 

Ligandların aktivasyon göstermesini crown eterlerin temel yapısının fonksiyonu olarak 

metallere olan ilgisi ile açıklayabiliriz. Crown eterler genel olarak metal iyonları ile 

zayıf van der waals etkileşimleri kurarlar. Bu etkileşimler sayesinde de 

metaloenzimlerin yapısını bozabilirler. Aynı ligandlar ile yapılan bir diğer çalışmada 

kloroform ve diklorometan çözeltileri içerisinde metal bağlama özellikleri 

incelendiğinde genel olarak ligantların çinko metaline de ilgi gösterdiği tespit edilmiştir 

[30]. Örneğin enzimlerin aktif bölgeleri metal iyonu içerir (hCA I ve II’de çinko metal 

iyonu, Zn
2+

). Bu metal iyonlarını zayıf etkileşimler ile büyük enzim kompleks 

yapılarından dışarı çıkarabilirler. Ya da halkalı yapısı gereği iç kısımlarında içerdikleri 
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oyuk vasıtasıyla enzimlerin substrat ile olan buluşmasını hızlandırabilirler. Substratın 

enzimle etkileşim hızının artması ile enzimlerin aktivitesi de artabilir (Şekil 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. Genel olarak tiyo-crown eterlerin aktivasyon mekanizması. 

 

Sonuçlar incelendiğinde hCA I-II aktivasyonları arasında farklılıklar gözlenmektedir. 

Bu durum ligandların kimyasal yapısıyla açıklanabilir. Genel olarak tüm ligandlar iki 

kükürt atomu ve değişen sayıda oksijen atomu içermektedir. Ancak hCA I ve hCA II 

aktiviteleri üzerinde meydana gelen farklılıklar oksijen atomu sayısı ve kükürt 

atomlarının pozisyonundan kaynaklanmaktadır. Örneğin 1,7-ditiyo crown eterler 1,4- ve 

1,10-ditiyo crown eterlere göre daha yüksek aktivasyon göstermektedir. Bu durum 

kükürt atomlarının oksijenlere göre oldukça hacimli yapıya sahip olmaları, birbirlerine 

olan yakınlık ve uzaklıklarına göre aktivasyonu artırmakta ve azaltmaktadır. Bu 

atomların uzaklıkları halka kavitelerini etkilemektedir. Daha önceki çalışmalarda bu 

bileşiklerin halka kaviteleri hakkında bilgi sağlayan moleküler orbital diyagramları ve 

enerji değerleri hesaplanmıştır [25]. Bu değerlere sahip ligandlar ile enzimleri aktive 

eden bileşikler yaklaşık olarak benzerlik göstermektedir. B2-B3 ve B4 ligandları benzer 

kaviteye sahip olmaları sebebiyle CA'ın her iki izoenzimi üzerinde aktivasyon etkisine 

sahiptirler.  
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