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Oz

Protein yapisina katilmayan bir aminoasit tlirevi olan penisilamin; bir karboksilik asit, bir tiyol ve aminden olusan {i¢
iglevli bir organik molekiildiir. Bagta Wilson hastaligi olmak iizere birgok hastaligin tedavisinde kullanilan D-Penisilamin
(PEN-1), N-Asetil-D-Penisilamin (PEN-2) ve D-Penisilamin disiilfit (PEN-3) in vitro kosullarda karbonik anhidraz I ve
II (hCA 1, hCA 1I) izoezimleri iizerindeki inhibisyon etkileri arastirildi. Insan eritrosit hiicrelerinden hCA 1, hCA I
enzimleri izole edildi. Saflastirilan her iki enzimin D-Penisilamin ve tiirevleri tarafindan etkili bir sekilde inhibe edildigi
belirlendi. PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiillerinin ICsg degerleri hCA Ti¢in sirasiyla 387.21; 407.49 ve 106.75 uM, hCA
IT igin sirastyla 563.72; 364.87 ve 136.91 uM olarak hesaplandi. Biitiin molekiiller i¢in inhibisyon tipi her iki enzimde de
yarigmali inhibisyon olarak belirlendi.

Anahtar kelimeler: Afinite kromatografisi, inhibisyon, Karbonik anhidraz, Penisilamin

Abstract

Penicillamine, an amino acid derivative that does not participate in the protein structure, is a trifunctional organic
molecule composed of a carboxylic acid, a thiol, and an amine. D-Penicillamine (PEN-1), N-Acetyl-D-Penicillamine
(PEN-2) and D Penicillamine disulfide (PEN-3), which are used in the treatment of many diseases, especially Wilson's
disease, are produced by carbonic anhydrase I and Il (hCA 1) in vitro. Inhibition effects on hCA Il) isoenzymes were
investigated. hCA I, hCA 1l enzymes were isolated from human erythrocyte cells. It was determined that PEN-1, PEN-2,
and PEN-3 effectively inhibited both purified enzymes. The ICsy values of PEN-1, PEN-2, and PEN-3 molecules were
calculated to be 387.21, 407.49, and 106.75 uM for hCA I, 563.72 364.87, and 136.91 uM for hCA II, respectively. The
inhibition type for all molecules was determined as competitive inhibition in both enzymes.
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1. Giris
1. Introduction

Metaloenzim ailesinin bir iiyesi olan karbonik anhidrazlar (E.C. 4.2.1.1., CA), tiim prokaryotik ve okaryotik
yasam kralliklarinda pH diizenleyici bir enzim olarak gorev yapmaktadir (Bibi et al., 2019). a, B, v, o, {, n ve
0 CA’lar 7 degisik genetik familyaya ayrldigi bilinmektedir. Algler, yesil bitkiler, protozoalar, omurgalilar ve
baz1 bakteriler gibi bircok organizmada bulunan a-CA'lar, diinyada ilizerinde en ¢ok calisilan CA ailesidir
(Karioti et al., 2016). Simdiye kadar, katalitik aktivite, farkli inhibitor smiflarma duyarlilik ve hiicre alti
lokalizasyon (sitozolik, zara bagli, mitokondriyal ve tiikiirik salgisi) agisindan 16 a-CA izozimleri
tanimlanmistir (Akbaba & Kalin, 2022). CA'lar, bir metal hidroksit niikleofilik mekanizma yoluyla COz'yi
(karbon dioksit) HCOs e (bikarbonat) ve H™'ya (proton) geri doniisiimlii olarak hidratlar (Gulcin & Beydemir,
2013). Ayrica bu izozimler, kemik rezorpsiyonu, sivi dengesi, kalsifikasyon, 6dem, osteoporoz, glokom, timor
iiretimi, pH regiilasyonu, kanser, karboksilasyon reaksiyonlari ve epilepsi gibi birgok metabolik siirecte cok
onemli bir rol oynar (Kazanci et al., 2021).

Penisilamin, bir tiyol grubu igeren proteinojenik olmayan bir amino asittir. Bir amin, bir tiyol ve bir karboksilik
asitten olusan penisilamin, ii¢ islevli bir organik bilesiktir. Yapisinda bulundurdugu bu ii¢ fonksiyonel grup
yardimiyla 6zel birgok kimyasal tepkime gergeklestirebilmektedir (Bhushan & Kumar, 2010). Yapisal olarak
sisteine ¢ok benzer bir amino asittir. Aralarindaki tek fark tiyole bagl olan iki adet dimetil grubudur. Birgok
amino asitte oldugu gibi, fizyolojik pH'da zwitter iyonik formda bulunan renksiz bir kat1 molekiildiir (Munro
& Capell, 1997). Selatlayici bir ajan 6zelligine sahip olan D-penisilamin klinik olarak uzun siiredir Wilson
hastalig1, agir metal zehirlenmesi, sistiniiri ve romatoid artrit tedavisinde kullanilmaktadir (Chong & Auld,
2000). Diger bir metal selatlama 6zelligine sahip molekiil olan N-Asetil-D-penisilamin, D-penisilaminin
asetilenmis analogudur. Yiiksek selatlama kapasitesinden dolay1 klinik olarak metal zehirlenmelerine karst
panzehir olarak kullanildig1 bildirilmistir (Chipiso et al., 2019). Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif
hastaliklara sebep olan en 6nemli etkilerden bir tanesi de agir metal iyonlarmin ¢evrede her yerde
bulunmasindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Kark et al., 1971). Bu yiizden agir metallerin toksikolojik
etkilerini azaltmak veya tamamen ortadan kaldirmak igin selatlama kapasitesine sahip molekiiller ile tedavi
klinik olarak kullanilan yontemler arasindadir. N-Asetil-D-penisilamin, 6zellikle civa zehirlenmelerinde
kullanilan bir selatlayici ajandir (Budimir, 2011).

Sunulan bu ¢aligma ile, 30 y1li agkin bir siiredir 6zellikle romatoid artrit tedavisinde kullanilmakta olan PEN-
1, PEN-2 ve PEN-3 molekiillerinin in vitro kosullarda hCA I ve hCA II enzimleri {izerindeki inhibisyon
potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmistir (Sekil 1). Bu amag kapsaminda ilk énce hCA I, hCA II enzimleri
insan kanindan saf bir sekilde izole edilmistir. Daha sonra ise gerceklestirilen inhibisyon caligsmalariyla ayri
ayn biitiin bilesik i¢in ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri tespit edildi.

CH; O
HS NH,

HaC 7 OH

‘.
‘y,

Sekil 1. Molekiillerin kimyasal yapilari
Figure 1. Chemical structures of molecules

2. Materyal ve metot
2. Material and method

2.1. Kimyasallar
2.1. Chemicals

Enzim kaynagi olarak Erzurum Tiirk Kizilay’indan temin edilen eritrosit peletleri kullanildi. Saflastirma,
biyolojik aktivite, elektroforez i¢in kullanilan tiim kimyasallar ve analitik reaktifler ile PEN-1, PEN-2 ve PEN-
3 Sigma-Aldrich ve Merck KGaA'dan temin edildi.
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2.2. hCA aktivitesinin ol¢iimii
2.2. Measurement of hCA activity

PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiillerinin hCA I, hCA II {izerindeki potansiyel inhibisyon etkileri, Verpoorte
ve ark. tarafindan hCA'lar i¢in sunulan aktivite yontemiyle (348 nm) spektrofotometrik olarak belirlenmistir
(Verpoorte et al., 1967).

2.3. hCA’nin saflastirilmasi
2.3. Purification of hCA

hCA I-II izoenzimleri insan eritrosit hiicrelerinden izole edildi. Onceki calismalarda agiklandigi gibi
saflastirma, CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B igin ligand olarak siilfanilamidin kullanmildig1 bir afinite
kolonu ile gergeklestirildi (Adem et al., 2019).

2.4. SDS-PAGE
2.4. SDS-PAGE

Eritrosit hiicrelerinden izole edilen hCA I-Il enzimlerinin safligin1 belirlemek i¢in daha 6nce yapilan
caligmalarda daha detayli bir sekilde anlatilan Laemmli prosediirine gore SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) gerceklestirildi (Laemmli, 1970).

2.5. inhibisyon ¢cahismasi
2.5. Inhibition study

ICso degerlerini elde etmek igin hCA I-1I’ye yonelik ayri ayr aktiviteler 5 farkli inhibitér (PEN-1, PEN-2 ve
PEN-3) konsantrasyonunda oOl¢iildii. Cizilen % Aktivite-Konsantrasyon grafiklerinden ICso degerleri
belirlendi. Daha sonra inhibisyon tiplerini ve Ki degerlerini belirlemek igin 5 farkli substrat (p-Nitrofenil asetat
(p-NPA) konsantrasyonu ve 3 farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda aktivite Olglimleri yapilmustir.
Inhibisyon tipleri ve Ki degerleri, ayr1 ayn ¢izilen 1/V'ye kars1 1/[S] grafiklerinden belirlendi.

3. Bulgular ve tartisma
3. Results and discussion

Enzimler, farkli biyokimyasal reaksiyonlarda yer alan biyolojik katalizorlerdir. Ancak bu biyomolekiillerin
asir aktivasyonu hastaliga neden olabilir, bu nedenle mevcut klinik uygulamada enzimlerin farkli inhibitorleri
tedavi amacli kullamlmaktadir. Enzimler genellikle ilag gelistirmede ana hedef olarak kullanilir. Enzimler igin
uygun inhibitorler tasarlanarak potansiyel ilaclara doniistiiriilebilir. Yapilan ¢aligsmalarda dogru ilacin ortaya
¢ikmasi i¢in inhibisyon tipinin ve inhibisyon giicliniin dogru belirlenmesi ¢ok 6nemlidir (Jonsson & Liljas,
2020).

Canlilarin birgogunda bulunan ve metalloenzimlerin bir grubu olan CA'lar, glukoneojenez, lipogenez,
iirejenez, timorijenite ve ¢esitli patojenlerin biiylimesi ve viriilanst dahil olmak iizere ¢cok sayida fizyolojik ve
patolojik siirecte yer alir. CA inhibitorlerinin; antiglokomlar ve diiiretik ilaglarin yerlesik roliine ilave, son
yillarda CA'larin yeni anti-enfektif, anti-obezite ve antikanser ilag¢ potansiyeline sahip olma ihtimalleri yapilan
caligmalar ile gosterilmistir (Bibi et al., 2019). Uzun yillardir klinik olarak kullanilan karbonik anhidraz
inhibitorleri, inflamasyon, nérolojik bozukluklar, epilepsi, hipoksik tiimdrler, glokom, obezite, artrit, kanser,
hemolitik anemi ve dis ¢liriigii gibi birgok hastaligin tedavisinde potansiyel terapdtik ilaglardir (Supuran,
2020). Diklorofenamid, asetazolamid, dorzolamid, fentermin, sulpirid, metazolamid, sulthiam, brinzolamid,
zonisamid, indisulam, topiramat ve etokszolamid molekiilleri klinikte kullanilan karbonik anhidraz
inhibit6rlerinden bazilaridir (Kumar et al., 2020).

Penisilamin, D- (veya S) ve L- (veya R) olmak {izere iki enantiyomerik formu bulunur. Bir¢ok ilagta oldugu
gibi iki stereoizomerin toksikolojik etkileri dnemli dlglide farklilik gdstermektedir. L-Penisilaminin agir
toksisiteye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak D-Penisilaminde boyle bir durum s6z konusu olmadigi i¢in
klinik olarak D formu kullanilmaktadir. Bu nedenle, Penisilaminin enantiyomerik safliginin degerlendirilmesi,
ozellikle farmasotik preparasyonlar igin tasarlandiginda, son derece onemlidir. D-Penisilamin terapdtik
amaglar i¢in dikkatli bir sekilde tibbi gézetim altinda kullanilabilirken, L- Penisilamin veya rasemat
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kanigimlarnin yiiksek toksisitesi sebebiyle klinik olarak kullanimini kisitlamaktadir. Bu baglamda D-
Penisilamin; bebeklerde retina hastaligi onlenmesi, klinikte hepatit ve romatoid artrit, tedavisinde
kullanilmugtir (Bhushan & Kumar, 2010; Friedman, 2004; Kean et al., 1991; Phelps et al., 2000).

Literatiirde, D-penisilamin veya tiirevleri ile ilgili yapilmis olan ¢alismalar incelendiginde bu molekiillerin saf
enzimlerdeki inhibisyon potansiyellerini belirflemeye yonelik yapilmis ¢ok fazla c¢aligma olmadig
goriilebilmektedir. Bu ylizden literatiirdeki bu boslugu doldurmak amaciyla PEN-1, PEN-2 ve PEN-3
molekiillerinin insan eritrositlerinden saflastirilmig olan hCA I-1l enzimleri {izerine inhibisyon etkileri
belirlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda ilk once, insan eritrosit hiicrelerinden hCA I- Il enzimleri liganti
stilfanilamit bilesigi olan bir afinite kromatografisi teknigi kullanilarak tek kademede yiiksek saflikta izole
edildi. hCA I, hCA Il enzimlerinin safliklar gergeklestirilen SDS-PAGE ile teyit edildi (Sekil 2).

Sekil 2. SDS-PAGE fotografi. a: Standartlar (1: 170 kDa 2: 130 kDa 3: 100 kDa,
4:70kDa5: 55 kDa 6: 40 kDa 7: 35kDa), b: hCA I, ¢: hCA Il

Figure 2. SDS-PAGE photo. Standards (1: 170 kDa 2: 130 kDa 3: 100 kDa, 4:
70 kDa 5: 55 kDa 6: 40 kDa 7: 35kDa), b: hCA I, c: hCA 1l

Ozellikle hemolitik anemi hastalig: ile iliskili sitozolik bir izoform olan hCA-I enzimi i¢in D-Penisilamin ve
tiirevlerinin inhibisyon parametreleri (ICso, Ki ve inhibisyon tipleri) belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiillerinin hCA I-II enzimine kars1 enzim inhibisyon sonuglari.
Table 1. Enzyme inhibition results of PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molecules against hCA I-Il enzyme.

hCA | hCA 11
. ICso _ Inhibisyon ICso _ Inhibisyon
Molekiil (M) Ki (uM) tipi (uM) Ki (uM) tipi
PEN-1 387.21  226.38424.79 Yarismal 563.72  417.88+45.71 Yarismal
PEN-2 407.49  193.21+52.89 Yarismal 364.87  106.19+13.83 Yarismal
PEN-3 106.75  112.5249.655 Yarigmali 136.91  69.944+14.44 Yarigmali

*

AZA
“Korkmaz, (2023)

0.68 0.71+0.004 Yarismasiz 0.261 0.231+0.002 Yarigmasiz

Aktivite dlciimleri sonucunda cizilin %Aktivite-[Inhibitér] grafiklerinden (Sekil 3) ICso degerleri PEN-1 icin
387.21 uM, PEN-2 igin 407.49 uM ve PEN-3 i¢in 106.75 uM olarak belirlendi.
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Sekil 3. PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiillerinin hCA T i¢in ICso degerleri
Figure 3. ICso values for hCA I-11 of molecules PEN-1, PEN-2 and PEN-3

PEN-1 ve tiirevlerinin inhibisyon sabitleri (Ki), Lineweaver-Burk grafikleri vasitasiyla hesapland1 (Sekil 4).
Bu sabitler, PEN-1 i¢in 226.38+24.79 uM, PEN-2 i¢in 193.21+52.89 uM ve PEN-3 i¢in 112.52+9.655 uM
olarak hesaplandi. hCA 1 i¢in standart madde olan asetozolamid (AZA) K degeri 0.71+0.004 uM olarak
belirlenmistir. Calistigimiz maddeler AZA’ dan daha fazla etki gdstermemistir. Biitiin penisilamin bilesikleri
i¢in inhibisyon tiirli yarismali inhibisyon oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglara gore tiim molekiillerin hCA
I enzimini uM seviyesinde etkili bir sekilde inhibe ettigi, PEN-3 molekiiliiniin ise bunlar arasinda hCA I'e karsi
en etkili inhibisyon potansiyeline sahip molekiil oldugu saptanmaistir.
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Sekil 4. hCA | enziminin PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiilleri i¢in 1/V ve 1/[S] grafikleri (PEN-1, PEN-2,
PEN-3
Figure 4. 1/V and 1/[S] graphs for hCA | enzyme's PEN-1, PEN-2 and PEN-3 molecules (PEN-1, PEN-2,
PEN-3)
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Sekil 5. PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiillerinin hCA 1II igin ICso degerleri
Figure 5. ICso values for hCA 11 of molecules PEN-1, PEN-2 and PEN-3
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Diger bir sitozolik izozim olan hCA I, basta glokom olmak tizere renal tiibiiler asidoz, 6dem, osteoporoz,
epilepsi ve irtifa hastalig1 gibi cesitli hastaliklarda hayati bir rol oynamaktadir. D-Penisilamin ve tiirevlerinin
hCA I iizerindeki inhibisyon sonuglart tablo 1'de 6zetlenmistir. Tablodan da goriilebilecegi gibi aktivite
dl¢iimleri sonucunda cizilin %Aktivite-[Inhibitdr] grafiklerinden (Sekil 5) hCA 1l enzimi icin ICso degerleri
PEN-1 i¢in 563.72 uM, PEN-2 i¢in 364.87 uM ve PEN-3 i¢in 136.91 uM olarak belirlendi.

hCA igin yapilan ¢alismalar sonucunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafiklerinden (Sekil 6) Ki sabitleri PEN-1
icin 417.88+45.71 uM, PEN-2 i¢in 106.19+13.83 pM ve PEN-3 i¢in 69.944+14.44 uM olarak hesaplandi.
hCA Il i¢in standart madde olan AZA Ki 0.2314+0.002 uM olarak belirlenmistir. Calistigimiz maddeler AZA’
dan daha fazla etk, géstermemistir. NCA | enziminde elde edilen sonuglara benzer bir sekilde biitiin bilegikler
i¢in inhibisyon tiirii yarigmali inhibisyon olarak belirlendi. Ayni sekilde tiim penisilamin molekiilleri hCA 11
enzimini uM seviyesinde etkili bir sekilde inhibe ettigi, PEN-3 molekiilii ise bunlar arasinda hCA Il 'ye karsi
en etkili inhibisyon potansiyeline sahip molekiil oldugu saptanmustir.
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Sekil 6. hCA 1l enziminin PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiilleri i¢in 1/V ve 1/[S] grafikleri (PEN-1, PEN-2,
PEN-3)
Figure 6. 1/V and 1/[S] graphs for hCA Il enzyme's PEN-1, PEN-2 and PEN-3 molecules (PEN-1, PEN-2,
PEN-3)

hCA I-I1 tizerine literatiirde yapilmis olan ¢alismalara bakildig1 zaman 6zellikle yeni sentezlenmis bir ¢ok
molekiiliin inhibisyon parametrelerinin belirlendigi goriilmektedir. Bu ¢aligmalarda, benziliden malononitril
tiirevleri, azido siilfonil karbamat tiirevleri, tiyofen bazli siilfonamidler, 2-aminoindan -laktam tiirevleri, 1-
aminoindanlardan ve anilinlerden tiiretilen siilfamidler, aminotetralinlerin ve aminoindanlarin siilfonamid
tiirevleri, benzilsiilfamidler, bromofenol tiirevleri, siilfamid tiirevleri, fenolik bilesikler, yeni norbormen ile
kaynagmus piridazinler ve pirazolin tiirevleri gibi birgok sentezlenmis molekiiliin hCA I-11 enzimlerini etkili
bir sekilde inhibe ettigi belirlenmistir (Akbaba et al., 2013; Akbaba, Akincioglu, et al., 2014; Akbaba, Bastem,
et al., 2014; Alim et al., 2020; Geng et al., 2016; Giiller, Atmaca, et al., 2021; Giiller, Dagalan, et al., 2021;
Kocak etal., 2016; Koksal et al., 2019; Kucukoglu etal., 2016). Ozellikle organik sentez yapan akademisyenler
bu enzimlerin inhibisyonunu hedefleyen molekiillerin dizaynini ve sentezini ger¢eklestirmektedir.

Literatiirde yeni sentezlenmis molekiillerin hCA I-Il enzimleri iizerine inhibisyon etkilerini belirlemeye
yoOnelik bircok g¢alisma olmasiin yani sira bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin inhibisyon
etkilerinin arastirildigi ¢caligmalarda bulunmaktadir. Durmaz tarafindan yapilan bir ¢alismada interferon beta-
la (IFNB-1a) ilacinin insan eritrosit NCA I-1l enzimleri iizerine inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu galigma
ile hCA | enzimi i¢in ICso Ve Ki sirasiyla 1.73 ve 0.78 + 0.21 uM olarak hCA 1l izoenzimi igin ise 1.33 uM ve
1.46+0.13 puM olarak belirlendigi bildirilmistir (Durmaz, 2022). Diger bir ¢alismada ise, Argan ve arkadaslar
kardiyak ilaglarm hCA | ve Il enzimleri tizerindeki etkilerini arastirmustir. ICso degerleri, % aktivite- [I]
grafiklerinden hesaplanmustir. En gii¢lii inhibisyonu Atropin Silfat (hCA I: 5.86 mM ve hCAI I: 6.59 mM)
molekiilii gosterdigini belirlemistir. Norepinefrin Tartrat (hCA I: 460 mM ve hCA II: 844.45 mM) ise bu
molekiiller arasinda en diisiik inhibisyon potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir (Argan et al., 2022).

PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiillerinin enzim inhibisyonlari {izerine yapilmis olan bir ¢alismada Ozyiirek ve
arkadaslart sigir siitiinden saflagtirilan laktoperoksidaz (LPO) enzimi {izerine bu molekiillerin inhibisyon
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parametrelerini belirlemistir. Yapilan ¢alisma kapsaminda LPO igin ICso degerleri PEN-1, PEN-2 ve PEN-3
bilesikleri i¢in sirastyla 0.584, 0.552 ve 0.207 uM olarak Ki degerleri ise sirastyla 1.422+0.288, 1.061+0.462
ve 0.136+0.069 uM olarak hesaplanmustir. Inhibisyon tiirleri ise PEN-2 molekiilii igin yarismasiz iken PEN-1
ve PEN-3 molekiilleri i¢in yarismali inhibisyon gosterdigi rapor edilmistir (Ozyiirek et al., 2020). Sunulan bu
makale kapsaminda elde edilen sonuglarin dnceki yapilan ¢calismayla hemen hemen benzer sonuglar gosterdigi
goriilmektedir.

4. Sonuclar
4. Conclusions

Sonug olarak hCA I-1I enzimleri éncelikle insan eritrosit hiicrelerinden izole edildi. ikinci asamada ise in vitro
sartlarda PEN-1, PEN-2 ve PEN-3 molekiilleri hCA I-II enzimlerini uM seviyelerde inhibe ettigi belirlendi.
Inhibisyon sonuglarina gére en iyi inhibisyon etkisi gdsteren molekiil hem hCA 1 igin (ICs0:106.75; Ki:
112.5249.655 uM) hem de hCA Il igin (ICs0:136.91; Ki: 69.944+14.44 uM) PEN-3 molekiilii oldugu bulundu.
Sonuglara gore, ileri seviyede in vivo ve toksisite ¢alismalari ile desteklendikten sonra D-Penisilamin ve
tiirevlerinin CA izozimleri i¢in retina patolojisi, glokom, epilepsi ve beyin ddemi gibi bir¢cok hastaligin
tedavisinde faydali olabilecegi diisliniilmektedir.
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