Aragtirma Makalesi BAUN Fen Bil. Enst. Dergisi, 19(2), 192-199, (2017)
DOI: 10.25092/baunfbed.340617 J. BAUN Inst. Sci. Technol., 19(2), 192-199, (2017)

Insan karbonik anhidraz 1,1l izoenzim aktiviteleri
tizerine bazi tiyocrown eterlerin etkisi

Ebru AKKEMIK"", Umit CALISIR?, Baki CICEK®

LSiirt lZniversitesi, Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi, Kezer kampiisii, Siirt
ZSiirt Universitesi, Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi, Kezer kampiisii, Siirt
3Balikesir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii, Cagis kampiisii, Balikesir

Gelig Tarihi (Recived Date): 30.07.2017
Kabul Tarihi (Accepted Date): 15.09.2017

Ozet

Metalo enzim sinifinin bir iiyesi olan karbonik anhidrazlar karbondioksitin bikarbonata
ve protona doniigtimiinii katalizlerler. Bir ¢ok izoenzime sahip olan karbonik
anhidrazlarin inhibisyonu veya aktivasyonu fizyolojik a¢idan olduk¢a onemlidir. Bu
yiizden bizde ¢altsmamizda insan eritrositlerinden karbonik anhidraz | ve 1l izoenzimini
saflastirdik. Saflagtirdigimiz enzim aktiviteleri iizerinde baz: tiyoeter tiirevierinin (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 sartlarda arastirdik. Bl ve BS her iki izoenzim aktivitesi iizerinde
diizenli bir etki géstermezken, en iyi aktivasyon etkisini her iki izoenzim i¢in B2 bilesigi
(hCA Ii¢in ACsp = 25.27uM ve hCA 11 igin ACso = 32.74 uM) gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Karbonik anhidraz, tiyocrown, aktivasyon.

Effects of some thio-crown ethers on human erythrocyte carbonic
anhydrase I-11 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 | and Il 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, ACsy =
25.27uM, and for hCA 11, ACso = 32.74 uM) for both isoenzymes.

Keywords: Carbonic anhydrases, thio crown, activation.

1. Giris

Biitiin organizmalarda bulunan ve yapisinda Zn?* iyonu iceren karbonik anhidrazlar
(CA, E.C.4.2.1.1), canlilarda CO;'in hidratasyonunu ve HCOj3"'in dehidratasyonunu
katalizlizler [1-3]. Su ana kadar karbonik anhidraz'n 16 farkli izoenzimi bulunmustur.
Katalitik olarak aktif insan o-CA’larimin  hiicre i¢i yerlesimleri ve bdlge
kompozisyonlar1 incelendiginde, CA 1, 1I, 1Il; VII ve XIlI sitozolik, CA VA, VB
mitokondriyal, CA VI salgisal, CA IV, IX, XII ve XIV ise membrana bagli oldugu
belirtilmistir [3, 4].

CA’lar fizyolojik agidan olduk¢a onemlidir. CA’lar pek ¢ok dokuda asit-baz dengesini
saglayarak pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilmislerdir. Ayrica iire sentezi,
lipogenez, glukoneogenez, gibi biyosentetik reaksiyonlarda gorev almalariin yani sira
kalsifikasyon, tiimor olusumu gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda da gorev alirlar
[5-7]. Oldukg¢a 6nemli fizyolojik ve patolojik siireglerde gorev almasinin sonucu olarak
O0dem, glokom, obezite, kanser, epilepsi ve osteoporozis, alzheimer gibi hastaliklarin
tedavisinde CA inhibitorleri yada aktivatorleri potansiyel tedavi edici hedefler olarak
goriilmektedir [8-12].

Karbonik anhidrazlarin inhibisyonu kadar aktivasyonlarida son derece Onemlidir.
Karbonik anhidraz izoenzimlerinin turnover sayilari ¢ok yiiksek olmasina ragmen
olmas1 muhtemel genetik bir rahatsizlik neticesinde karbonik anhidrazlarin aktivasyonu
gerekli olacaktir. Karbonik anhidraz enziminin genetik eksikligi ¢esitli patolojik ve
fizyolojik hastaliklara sebep olabilecegi ve bununda ancak CA aktivatorleri ile ortadan
kalkabilecegi belirtilmistir [13-17]. Dahas1 son zamanlardaki ¢alismalarda alzheimer
hastaliginin tedavisi i¢in CA aktivatorlerinin kullanilabilecegini belirtmektedir [18].

Calisma konusu olan crown (tag) eterler, dioksan molekiiliinlin halkali oligomerleri
olarak goriilebilecek makrohalkalr bilesiklerdir [19]. Yiiksek konformasyonal esnekligi,
pozitif yiiklii katyonlar1 baglayabilen hidrofilik bir bosluk ile dis kismi hidrofobik
ozellik gosteren esnek bir yapir sayesindedir [20]. Molekiiler dizayn, supramolekiiler
kimya, analitik kimya ve ila¢ alanlarinda ta¢ eter kullanimi hakkinda c¢ok cesitli
arastirmalar yapilmaktadir [21]. Sonug olarak ¢esitli crown eter tiirevlerinin ila¢ yada 6n
ilag olarak degerlendirilebilecegi bir ¢ok ¢alismada belirtilmistir [22-24].

Bu calisma da insan karbonik anhidraz 1 ve II’nin aktivatorleri olabilecegini
diistindiigiimiiz tiyo-crown eter tiirevlerinin etkileri in vitro sartlar altinda arastirilmistir.
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2. Deneysel ¢calismalar

2.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar

Sepharose-4B, asetik asit ve elektroforez i¢in kullanilan kimyasal maddeler Sigma-
Aldrich Co.'dan (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Ihracat Departmam 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.
Kullanilan diger kimyasal maddeler Sigma-Aldrich ya da E. Merck'den elde edilmistir.
Tim kinetik ¢alismalar Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer (Thermo
Scientific)'de gergeklestirilmistir.

2.2. Kimyasal calisma

Calismada kullanilan kimyasal bilesikler; 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) ckibimiz tarafindan daha Once
sentezlenmis ve karakterize edilmistir (Sekil 1) [25].

2.3. Biyokimysal calisma

Taze insan eritrositi buzlu saf su ile (1x5 oraninda) karistirilarak hemoliz edildi. Elde
edilen hemolizat +4°C de 30.000xg de 30 dakika santrifiij edildi. Hiicre membranlarini
iceren ¢okelek uzaklastirildi. Elde edilen siipernatantin pH’1 kat1 Tris ile 8.7 ayarlandi.
Daha onceki ¢aligmalarda belirttigimiz gibi Sefaroz-4B-L-tirozin siilfanilamit afinite
kolon kromatografisi yardimiyla karbonik anhidraz | ve II izoenzimleri saflastirildi [26].
Bunun i¢in ilk olarak 25 mM Tris—HCI/100 mM Na,SO, (pH: 8.7) tamponu ile
dengelenen afinite kolonuna hemolizat yiiklendi. Sonra 280 nm deki absorbans farki
0.050 oluncaya kadar 25 mM Tris—HCI1/22 mM Na,SO4 (pH 8.7) tamponu ile afinite
kolonu iyice yikandi. Boylece CA izoenzimleri kolana baglanirken diger enzimler ve
safsizliklar uzaklastirilmis oldu. hCA I izoenzimi 1.0 M NaCl/25 mM Na,HPO, (pH
6.3) ile hCA Il izoenzimi ise 0.1 M NaCH3COO/0.5 M NaClO,4 (pH 5.6) tamponu ile
eliie edildi. Tiim ¢aligmalar +4°C yiiriitiildii. Kolonun akis hiz1 ise ¢alisma boyunca 35
mL/h olacak sekilde ayarlandi. Enzimlerin eliisyonu 280 nm de absorbans bakilarak
kontrol edildi. Absorbans goriilen fraksiyonlar birlestirilerek 0.05 M Tris—SO4 (pH 7.4)
tamponuna kars1 diyaliz edildi [26].

Enzim safligi Laemmli’nin prosediiriine gére SDS-PAGE ile kontrol edildi [27]. Her iki
izoenzim i¢inde tek band gozlendi (Sekil 2). Standart proteinlerin molekiil kiitlesi;180,
130, 95, (kirmiz1) 72, 55, 43, 34, 26, 17 kDa seklindedir. Bu calismada karbonik
anhidraz enziminin estaraz aktivitesi kullanildi. Bu metotta karbonik anhidraz p-
nitrofenol asetati substrat olarak kullanarak hidroliz eder ve p-nitrofenol olusturur,
olusan {iritin 348 nm de absorbans vermektedir [28]. Bu sayede CA aktivitesine bakilmig
oldu.

Insan eritrositlerinden saflastirilan CA’m izoenzimlerinin aktiviteleri {izerine B1-B6
bilesiklerinin etkileri in vitro sartlarda arastirildi. Sentezlenen bilesiklerin her birinin bes
farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi bakildi. Bilesik icermeyen aktivite Ol¢limii
kontrol olarak kabul edildi (%100 aktivite). B1-B6 bilesiklerinin konsantrasyonlarina
kars1 % aktivite grafigi cizildi. Elde edilen grafikten ACsq degerleri tespit edildi.
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3. Sonuclar ve tartisma

Calismamizda insan karbonik anhidraz enzim aktivitesi lizerinde etkileri incelenen
bilesikler ekibimiz tarafindan daha dnce sentezlenmis ve karakterize edilmistir (Sekil 1)
[25].

Ligand vy
B1 2
B2 1
B3 2
1
2
2

BS
B6

W N WM = ON

Sekil 1. Calismamizda kullanilan tiyo-crown eter tiirevleri [25].

Karbonik anhidraz enziminin I ve II izoenzimleri insan eritrositlerinden saflastirildi.
Enzimin saflastirildigt SDS-PAGE ile kontrol edildi (Sekil 2). Karbonik anhidraz
enzimi daha Once ekibimiz tarafindan bir ¢ok kez saflastirilmistir [29]. Sekil 2’den de
anlasilacagr Tlizere karbonik anhidraz enziminin her iki izoenzimi basariyla
saflastirilmistir.

hCA Il

Sekil 2. Insan karbonik anhidraz I vell enziminin safliginin SDS-PAGE ile kontrolii.

Insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidrazin her iki izoenziminin aktivitesi
tizerine B1, B2, B3, B4, B5 ve B6 bilesiklerinin etkileri arastirilmistir (Sekil 3, Tablo
1). B1 ve B5 bilesigi her iki izoenzim aktivitesi tizerinde diizenli bir etki gostermezken,
B6 bilesigi sadece hCA T’i aktive etmistir. B2, B3 ve B4 bilesikleri ise her iki izoenzimi
de aktive etmislerdir. B2, B3, B4 ve B6’nin hCA 1 igin ACso degerleri sirastyla 25.27,
127.4, 596.7 ve 323.3 uM olarak tespit edilmistir (Tablo 1). Elde edilen veriler
incelendiginde en yiiksek aktivasyonu B2 gosterirken en diisiik aktivasyonu B4
gostermektedir. B2, B3 ve B4’iin hCA 1I i¢in ACsg degerleri sirasiyla 32.74, 431.0 ve
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848.8 uM olarak tespit edilmistir (Tablo 1). Yine ayn1 sekilde hCA 1II i¢inde en yiiksek
aktivasyonu B2 gosterirken en diisiik aktivasyonu B4 gdstermektedir.
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Sekil 3.Tiyo crown eterlerin hCA I-II enzim aktiviteleri tizerindeki etkisi.

16 farkli izoenzime sahip olan karbonik anhidrazin katalitik aktiviteye sahip olan her bir
izoenzimi igin bu giine kadar ¢ok sayida aktivayon ¢alismalar1 yapilmistir. Ornegin CA
[II’tin anyonik aktivatorleri oldugu [31] CA I, II, IV’in ¢esitli organik bilesikler
tarafindan aktive oldugu belirtilmistir [32-34]. Yapilan baska bir ¢aligmada histidin
tarafindan CA II’nin aktive oldugu belirtilmistir [35]. Gorildigi gibi ¢ok sayida
aktivasyon g¢alismalari mevcuttur. Bunun asil nedeni bir¢ok fizyolojik prosesle iligkili
olan CA’larm inhibisyonun ya da aktivasyonunun hastalik tedavisinde kullanilabilecegi
gercegidir. Ozellikle CA’larin aktivasyonunun alzheimer tedavisinde etkili olabilecegini
gosteren ¢aligmalar aragtirmacilar1 bu alana yonlendirmistir [18].

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

Bilesikler ACs, (uM)

hCA-I R2 hCA-11 RZ
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 - -

Ligandlarin aktivasyon gostermesini crown eterlerin temel yapisinin fonksiyonu olarak
metallere olan ilgisi ile aciklayabiliriz. Crown eterler genel olarak metal iyonlar ile
zayiff van der waals etkilesimleri kurarlar. Bu etkilesimler sayesinde de
metaloenzimlerin yapisini bozabilirler. Ayni ligandlar ile yapilan bir diger ¢alismada
kloroform ve diklorometan c¢ozeltileri igerisinde metal baglama o6zellikleri
incelendiginde genel olarak ligantlarin ¢inko metaline de ilgi gosterdigi tespit edilmistir
[30]. Ornegin enzimlerin aktif bolgeleri metal iyonu igerir (hCA I ve II’de ¢inko metal
iyonu, Zn“"). Bu metal iyonlarini zayif etkilesimler ile biiyilk enzim kompleks
yapilarindan disar ¢ikarabilirler. Ya da halkali yapisi geregi i¢ kisimlarinda igerdikleri
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oyuk vasitasiyla enzimlerin substrat ile olan bulugsmasini hizlandirabilirler. Substratin
enzimle etkilesim hizinin artmasi ile enzimlerin aktivitesi de artabilir (Sekil 4).

96His Hi4

119His \
\\\Z‘l

(.___ d" \‘*O _)

Sekil 4. Genel olarak tiyo-crown eterlerin aktivasyon mekanizmasi.

Sonuglar incelendiginde hCA I-1I aktivasyonlar: arasinda farkliliklar gozlenmektedir.
Bu durum ligandlarin kimyasal yapisiyla agiklanabilir. Genel olarak tiim ligandlar iki
kiikiirt atomu ve degisen sayida oksijen atomu igermektedir. Ancak hCA I ve hCA II
aktiviteleri lizerinde meydana gelen farkliliklar oksijen atomu sayist ve kiikiirt
atomlarmin pozisyonundan kaynaklanmaktadir. Ornegin 1,7-ditiyo crown eterler 1,4- ve
1,10-ditiyo crown eterlere gore daha yiiksek aktivasyon gostermektedir. Bu durum
kiikiirt atomlarinin oksijenlere gore oldukca hacimli yapiya sahip olmalari, birbirlerine
olan yakinlik ve uzakliklarina gore aktivasyonu artirmakta ve azaltmaktadir. Bu
atomlarin uzakliklar1 halka kavitelerini etkilemektedir. Daha 6nceki calismalarda bu
bilesiklerin halka kaviteleri hakkinda bilgi saglayan molekiiler orbital diyagramlart ve
enerji degerleri hesaplanmistir [25]. Bu degerlere sahip ligandlar ile enzimleri aktive
eden bilesikler yaklasik olarak benzerlik gostermektedir. B2-B3 ve B4 ligandlar1 benzer
kaviteye sahip olmalar1 sebebiyle CA'in her iki izoenzimi {lizerinde aktivasyon etkisine
sahiptirler.
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