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Arastirmamizin birinci bolimiinde, tadalafil ve yeni sentezlenen tadalafil
tirevlerinin siklik nikleotid fosfodiesteraz 1 (PDE1) izoenzimi Gzerine inhibisyon
etkileri saptanmustir. Tadalafil (IC5,=178 uM), alliltadalafil (IC¢=105 uM),
morfolintadalafil (IC5,=375 uM) ve furfuriltadalafil (IC¢=97 uM) PDEI’i uM
duzeyde inhibe ederken; sikloheksiltadalafil ve piperoniltadalafilin ¢alisilan
konsatrasyonlarda (20-600 uM) PDEL1 Uzerinde belirli oranlarda aktivator 6zelligi
goOsterdigi saptanmugtir.

Arastirmamizin ikinci bdlimunde ise, s6z konusu bilesiklerin karbonik
anhidraz I-11 (hCA-1, hCA-Il) ve paraoksonaz 1 (hPONL1) enzimi Uzerine etkileri
arastirildi. CA izoenzimleri, Sepharose-4B-etilendiamin-4-tiyodire-
dibenzensiilfonamid afinite jeli kullanilarak afinite kromatografisi ile saflastirildi.
Arastirmamizda kullanilan hPON1, Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin jeli
kullanilarak hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile saflastirildi. CA-I-11
ve hPON1 izoenzimlerinin safliklar1 SDS-PAGE ile kontrol edildi ve bilesiklerin
inhibisyon etkileri arastirildi.

Alliltadalafil, furfuriltadalafil, morfolintadalafil ve piperoniltadalafilin
hCA-I’i inhibe ettigi (sirasiyla; 1Cgp=26 pM, 1Cg=87 uM, 1Cg=266 pM ve
1C50=90,9 pM) saptanmustir. Ayrica, morfolintadalafil ve piperoniltadalafilin
hCA-IIyi inhibe ettigi (sirasiyla; 1Cgp=548 uM, 1Cg=55 uM) gozlenmistir. hCA-I
ve hCA-I11 lizerine etkisi arastirilan diger bilesikler ise ¢alisilan konsanrasyonlarda
diisiik diizeyde inhibisyon etkisi gostermektedir. Ancak, [Cso-1Cgy degerleri
hesaplanamamuistir. Ayrica, tadalafilin hCA-IT’ye kars1 belirli oranda aktivator etki
gosterdigi saptanmigtir.

Etkisi incelenen bilesiklerden sikloheksiltadalafilin hPON1’i inhibe ettigi
(IC5=119,2 uM)  gozlenmistir.  Morfolintadalafilin ~ sadece  yuksek
konsantrasyonda (238 uM) enzimi inhibe ettigi, diisiik konsantrasyonlarda 6nemli
bir etki gostermedigi saptanmistir. Piperoniltadalafilin hPON1 aktivitesine kars1
diisiik konsatrasyonlarda (20-50 uM) inhibe edici, yiksek konsatrasyonlarda (>50
M) aktivator etki gosterdigi saptanmigtir. Tadalafil, RPON1 aktivitesini minimal
diizeyde inhibe etmistir ancak c¢alisilan konsantrasyonlarda (0-190 pM) ICs
degeri hesaplanamamistir. Calismamizda kullanilan diger tadalafil tiirevlerinin
hPONZ1 tizerine 6nemli bir etkiye sahip olmadig1 gozlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: cAMP Fosfodiesteraz, tadalafil tirevleri, Karbonik
Anhidraz (CA), Paraoksonaz (PON).
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NEW TADALAFIL
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In the first part of our study, we determined inhibition effects of tadalafil
and newly synthesized tadalafil derivatives on cyclic nucleotide
phosphodiesterase 1 (PDE1). While tadalafil (IC5,=178 uM), allyltadalafil (ICg=
105 uM), morpholinotadalafil (1C50=375 uM) and furfuryltadalafil (IC¢,=97 uM)
inhibited PDEL1 in pM level, cyclohegzyltadalafil and piperonyltadalafil showed
activator properties in working concentrations (20-600 puM).

In the second part of our study, the effects of compounds on carbonic
anhydrase I-11 (hCA-I, hCA-II) and paraoxonase 1 (hPON1) were investigated.
CA isoenzymes were purified by affinity chromatography using Sepharose-4B-
ethylene diamine-4-thioureido-benzensulfonamide affinity gel. The hPON1 was
purified by hydrophobic interaction chromatography using Sepharose-4B-L-
tyrosine-1-napthylamine gel. The purity of hCA-I-11 and hPON1 isoenzymes was
checked by SDS-PAGE and the inhibition effects of compounds were
investigated.

We have observed that allyltadalafil, furfuryltadalafil, morpholinotadalafil
and piperonyltadalafil inhibit hCA-I (1Cg=26 uM, 1Cgy=87 uM, 1Cgy=266 uM,
and 1C5=90.9 uM, respectively). It has been also observed that
morpholinotadalafil, and piperonyltadalafil inhibit hCA-11 (1Cgy=548 uM, 1Cgy=55
uM, respectively). Other compounds investigated for effect on hCA-I and hCA-II
exhibited a low inhibitory effect in the studied concentrations. However, 1Cso-1Cg
values could not be calculated. In addition, tadalafil has been shown to have an
activator activity against hCA-I1.

We have observed that cyclohegzyltadalafil inhibits hPON1 (IC5,=119.2
uM). It has been determined that morpholinotadalafil inhibited the enzyme only at
high concentration (238 uM) and did not show any significant effect at low
concentration. Piperonyltadalafil has shown inhibitory effect against hPON1 at
low concentration (20-50 uM), and activatory effect at high concentration (>50
uM). Tadalafil inhibited hPONL1 activity in a minimal extent, but ICsy values
could not be calculated at working concentrations (0-190 uM). Other tadalafil
derivatives used in our study were observed to have no significant effect on
hPONL1.

KEYWORDS: cAMP Phosphodiesterase, tadalafil derivatives, Carbonic
Anhydrase (CA), Paraoxonase (PON).
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1. GIRIS

S6z konusu calisma iki farkli béliime ayrilabilir. Ik boliimde yeni tadalafil
trevlerinin hedef enzim olan 3',5'-siklik nukleotid fosfodiesteraz 1 (PDEL)
izoenzimi lizerindeki etkilerinin arastirilmasi planlanmigtir. Aragtirmamizin ikinci
bolumunde, tadalafil ve tlrevlerinin son derece énemli fizyolojik fonksiyonlar1 olan
karbonik anhidraz (CA) ve paraoksonaz (PON) izoenzimleri Gzerindeki etkilerinin

arastirilmasi planlanmistir.

PDE1, kalsiyum ve kalmodulin (CaM)-bagimli fosfodiesteraz olarak da
adlandirilir ve ilk kez 1967 yilinda Wai Yiu Cheung tarafindan kesfedilmistir [1,2].
PDE1 olarak adlandirilmasinin nedenlerinden biri bu enzim ailesinin dizenleyici
ozelliginin ilk gozlendigi form olmasidir. Ayrica bir ¢ok dokudan alinan 6rneklerde
kromatografik ayirma isleminde enzim ailesi icin ilk fraksiyonlarda aktivitesi dlgiilen
enzim PDE1’dir [1]. Bu enzim ailesinin ayirt edici 6zelliklerinin basinda, enzimin
substrat olarak siklik adenozin monofosfat (CAMP) veya siklik guanozin monofosfati
(cGMP) kullanabilen ilk dual-substrat esteraz olmasi ve aktivitesinin dogrudan
Ca'?/CaM tarafindan diizenlenmesi gelmektedir [3]. Enzimin N-terminaline yakin
bolgesinde bulunan Ca*?/CaM baglanma bélgesine kalmodulinin baglanmas: siklik
niikleotid hidrolizine neden olmaktadir [1,4,5]. Bu nedenle, bu Ca+2/CaM-bag1mh
PDE1 enzimi hiicre i¢i Ca*™ ve siklik niikleotid molekiilleri arasinda diizenleyici bir
role de sahiptir denilebilir [1,6]. PDE1 izoenzimi, PDE1A, PDE1B ve PDE1C olmak
lizere 3 alt gruptan olusmaktadir. insanda, PDE1A izoenziminin 10, PDE1B’nin 2 ve
PDE1C’nin 7 izoformunun oldugu ve bunlarin molekiil agriliklarinin 50-90 kDa
arasinda degistigi bilinmektedir [3,5]. Dort spesifik bolgeden olusan PDEI
izoformlarinda, iki CaM-baglanma bdlgesi, bir inhibisyon bdlgesi ve bir katalitik
bolgesi vardir. Bu bolgeler yapisal olarak oldukca benzer olmalaria ragmen farkl
duzenleme 0Ozellikleri, substrat afinitesi ve spesifik aktiviteye sahiplerdir [3,7]. PDE1
izoformlar1 memelilerde baslica beyin, kalp, akciger, diiz kaslar, testis, sperm,
merkezi ve periferal sinir sistemi, noéronlar, olfaktér epiteli, makrofajlar, ve
akyuvarlarda bulunmaktadir [1,4,8]. Cesitli doku ve organlarda bulunan PDEI

izoformlar1 bu sayede siklik niikleotid bagimli bir ¢ok fizyolojik durumlarin
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diizenlenmesinde goérev almaktadir. PDEIA vaskiiler diiz kas kasilmalarini
diizenlemede ve sperm fonksiyonlarinda; PDE1B, dopaminerjik sinyalizasyonda,
immiin hiicre aktivasyonu ve varligimmi siirdiirmesinde; PDE1C,vaskiiler diiz kas
hiicresinin  ¢ogalmasinda ve ayrica sperm fonksiyonlari ve  ndronik
sinyalizasyonunda gorev almaktadir [1,8]. PDE1A ve PDEIB izoenzimleri tercihen
c¢cGMP’ yi hidroliz ederken (PDE1A icin; Km (CAMP/cGMP): 2,6-3,5 / 72,7-124
uM. PDELB icin; Km (cAMP/cGMP): 1,2-5,9 / 10-24 uM), PDELC izoenzimi
cAMP ve ¢cGMP hidrolizine kars1 oldukga yakin afiniye sahiptir (PDE1C icin; Km
(CAMP/cGMP): 0,6-2,2/0,3-1,1 uM). [1,4].

Karbonik anhidraz (CA), hemen hemen bitiin organizmalarda bulunan, geri
dontisiimlii  olarak karbondioksitin hidratasyonunu ve bikarbonat iyonunun
dehidratasyonunu  katalizleyen, aktif Dbolgesinde ¢inko iyonu iceren bir
metaloenzimdir (Karbonat Hidroliyaz E.C. 4.2.1.1) [9]. CA izoenzimleri
metabolizmada, solunum, pH ve CO, homeostazi, elekrolit sekresyonu, lipogenez,
uregenez, glukoneogenez gibi biyosentetik reaksiyonlarda, kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon, timdr olusumu, fotosentez, hiicre biiylimesi ve iireme yolu da dahil
olmak (zere bircok oldukg¢a 6nemli fizyolojik ve patolojik sureclerde gorev
almaktadir[10-13]. Memelilerde su ana kadar, sitozol, mitokondri, eritrositler,
sindirim kanali, goz, akcigerler, testisler, beyin, bobrek, iskelet kaslari, pankreas,
kalp kaslari, karaciger, tiikriik bezleri gibi, farkl: hiicre i¢i ve doku dagilimi gdsteren
16 CA izoformu tanimlanmistir. [14-16]. Sitozolde bulunan ve (zerinde en fazla
aragtirma yapilan insan karbonik anhidraz (hCA) izoformlarindan hCA-1 ve hCA-IT’
nin, retinal ve serebral 6dem, glokom, epilepsi, obezite ve yiikseklik hastaligi gibi bir
cok hastalikla baglantili oldugu ve bu hastaliklarin tedavisinde s6z konusu
izoenzimlerin aktivatdrlerinin veya inhibitorlerinin kullanildig:r bilinmektedir ve
halen yeni CA modilatorlerinin arastirillmasina devam edilmektedir [17,18]. Bu
kadar 6nemli fonksiyonlara sahip bir enzim olan karbonik anhidrazin aktivitesinin,
yine spesifik olarak erektil disfonksiyonu i¢in kullanilan bir baska ilaca, tadalafile ve

onun tiirevlerine kars1 nasil degisecegi arastirilacaktir.

Arastirma kapsaminda, tadalafil ve tiirevlerinin etkisinin incelenecegi bir
diger enzim olan paraoksonaz (PON), karacigerde sentezlenen, hem paraoksonaz

(EC 3.1.8.1) hem de arilesteraz (EC 3.1.1.2) aktivitesine sahip, yapisinda kalsiyum



bulunan bir ester hidrolazdir. [19,20]. Paraoksonaz, organofosforlu bir insektisit olan
parationun oldukca toksik olan metaboliti paraoksonu hidroliz etme 6zelliginden
dolay1 bu sekilde adlandirilmistir [20,21]. PON gen ailesi U¢ Gyeden, PON1, PON2
ve PON3, olusmaktadir. Yapisal olarak olduk¢a benzer olan bu ii¢ izoenzimden
PONI1 iglerinde en fazla ¢alisma yapilanidir. Calismamizda kullanilan insan serum
paraoksonazi, hPONI1, 43 kDa agirliginda, 354 aminoasitten olusan, karacigerde
sentezlenip kana yiksek dansiteli lipoproteine (HDL) bagli sekilde salinan bir
glikoproteindir [21,22]. PONI1’in, metabolizmada baslica ii¢ 6nemli role sahip
oldugu bilinmektedir. PON1, diisiik dansiteli lipoproteinin (LDL) oksidasyonunu ve
lipit peroksitlerinin olusumunu inhibe etmesi ile antioksidan ozelligi ile bilinir
[21,23]. Ayrica detoksifikasyon siirecinde PON1 o6nemli fizyolojik isleve sahiptir.
PON1 bu aktivitesi ile paration, diazinon ve klorpirifos gibi pestisitlerin cevresel
tehdit olan toksik metabolitlerini ve sarin, somon gibi terdrist saldirilarda da
kullanilan sinir gazlarinin da iginde bulundugu bir¢ok organofosfat bilesiklerinin
detoksifikasyonunu saglar [21,24]. Diger yandan PONI’in, laktonaz aktivitesi ile
antibakteriyel etkisi dikkat ¢cekmektedir [25]. Yukarida belirtildigi gibi, antioksidan,
detoksifikasyon ve antibakteriyel etkilere sahip PON1’ in aktivitesinin degismesi bir
cok hastalikla iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada tadalafil ve tiirevlerinin PON1 enzim

aktivitesini nasil etkiledigi de arastirilacaktir.

Son yillarda oldukga popiiler olan tadalafil, ticari adi1 Cialis®, erektil
disfonksiyonu (ED) tedavisinde kullanilan PDES izoenziminin spesifik
inhibitorlerinin  en Onemlilerinden biridir. ED ilaglarmin  kardiyovaskiiler
bozukluklar, gérme bozukluklar: sirt agris1 ve yiizde kizariklik gibi bazi olumsuz
etkilerinin oldugu bilinmektedir [26,27]. Bu etkilerin en aza indirilebilmesi ancak
yeni sentezlenecek tadalafil tlirevleri ve diger ED ilag tiirevlerinin PDE enzimlerine
kars1 spesifikliklerine baghdir. Bu nedenle yeni tadalafil turevlerinin sentezi ve
PDES iizerindeki etkileri konusunda son yillarda ¢ok yogun caligmalar
yapilmaktadir. Ayrica, s6z konusu ilaglarin hedef enzim disinda diger
biyomolekiilleri etkilemesinin birgok fizyolojik sorunu ortaya c¢ikaracagi
bilinmektedir. Bu nedenle tadalafil ilaglarinin hedef enzim disinda diger onemli
fizyolojik fonksiyonlara sahip enzimlere karsi afinitesinin ortaya c¢ikarilmasinin

onemli oldugu diisiincesindeyiz.



Bu ¢alismada, s6z konusu tadalafil tiirevlerinin suanda klinikte kullanilan
ilaca gore PDEIl izoenzimini ne Olg¢lide inhibe ettigi saptanacaktir. Arastirma
kapsaminda ayrica, tadalafil tiirevlerinin metabolizmada ©Onemli fizyolojik
fonksiyonlara sahip hCA-1 , hCA-Il ve hPONL1 izoenzimlerinin aktivitelerini nasil

degistirecegi saptanacaktir.

1.1 Siklik NuUkleotid Fosfodiesteraz Enzimi

Siklik niikleotid fosfodiesterazlar (PDE, EC 3.1.4.17), birbiriyle iligkili
fosfohidrolazlar enzim ailesidir. PDE’ler, secici bir sekilde, hiicre i¢i ikincil haberci
molekiiller olan adenozin ve/veya guanozin 3',5" siklik monofosfat’in (CAMP ve
cGMP) 3'-siklik fosfat baginin hidrolizini katalizler. Bu nedenden dolayi, bu
enzimler hiicre i¢inde yaygin olarak bulunan bu ikincil habercilerin hiicre ici
diizeylerinin diizenlenmesinde, dolayisiyla da hiicre i¢i sinyal iletiminde anahtar role
sahiplerdir [1,28-33]. cAMP’ nin sekli ve hidroliz edilen bag sekil 1.1 ve 1.2° de
gosterilmistir [1,31].

Sekil 1.1: Siklik niikleotid fosfodiesterazlarin 3'-siklik fosfat bagini hidrolizi [1].
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Sekil 1.2: Maya PDE1 (yPDEL) ve insan PDE10 (hPDE10) izomerlerinin 3'-siklik
fosfat baglarini hidrolizi [31].

1.1.1 Siklik Niikleotid Fosfodiesteraz Enzimine Tarihsel Bakis

PDE aktivitesi ilk kez 1962’de cAMP’nin kesfedilmesinin hemen ardindan
Sutherland ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir [1,35,36]. Sonradan ¢cGMP’nin
bulunmas: ile beraber, hem cAMP hem de cGMP’ nin aym tip aktivite ile hidroliz
olabilecegi bulunmustur. Siklik niikleotidler iizerinde yapilan onceki g¢alismalarin
cogunda, cAMP veya ¢cGMP’ nin kendilerine veya onlart sentezleyen enzimlerin
aktivitesine bakmak PDE aktivitesini 6l¢mekten daha zor oldugundan PDE aktivitesi
anlasilmaya c¢alisilmistir [1]. Daha sonraki ¢aligmalarda, metilksantinler, kafein ve
teofilin’in PDE aktivitesi lzerine inhibisyon etkileri incelenmistir. Ayrica,
reaksiyonun 3'5'-plrin riboz siklik monofosfatlar olan cAMP ve ¢cGMP’nin 3'-
fosfoester bagmin hidrolizine kars1 spesifiklik gosterdigi bulunmustur. Ilerleyen
zamanlarda yapilan arastirmalarda bazi dokulardan elde edilen PDE aktivitesinin
kalsiyum iyonu ve Kkii¢iik, 1siya dayanikli molekil olarak bilinen kalmodulin
tarafindan arttigi kesfedilmistir [35]. Radyoaktif substrat kullanilan deneylerin
gelismesi ile PDE aktivitesinin fizyolojik konsantrasyonlara yakin substrat diizeyinde
Olcilmesine olanak saglamistir. Bu sayede, farkli substrat ilgisine, kinetik ve

diizenleyici 6zelliklere sahip bir¢ok PDE formlar1 oldugu netlik kazanmistir [1,35].



1.1.2 Siklik Nukleotid Fosfodiesteraz Enziminin Klinik Onemi ve
Farmakolojik Hedef Olma Nedenleri

Organizmada bulunan farkli PDE’ lerin tirt ve konumu, hiicredeki cAMP ve
c¢GMP’nin lokal konsantrasyonunun diizenlenmesindeki baglica faktordiir. Cogu
PDE’lerin temel gorevi, hiicredeki siklik niikleotidlerin ii¢ boyutlu yapilarini
diizenlemek, hiicredeki varliklarinin zamanini ayarlamak ve hiicrede uygun olmayan
kisimlara gitmelerine engel olmaktir. Bazi PDE’ler ise, hiicredeki spesifik cAMP ve
c¢GMP reseptorlerine lokal ulasimi diizenlemektedir. Bununla beraber, PDE’lerin
hepsi siklik nukleotid hidrolizini kontrol etmezler. Bunun yerine, bir iskele proteini
olarak veya siklik niikleotidlerin baglanmasiyla harekete gecen allosterik degisimleri

kullanarak protein-protein etkilesimlerini degistirmekte rol alabilir [1].

CAMP ve cGMP, insiilin ve adrenalin gibi baz1 hormonlara aracilik yaparak
karbohidrat ve yag metabolizmasinda, gorme, retinol rod hiicrelerinin cGMP-bagiml
Na® kanallarmm acik kalmasi, diiz kas kasilmalarinmn  diizenlenmesi,
ndrotransmisyon, ekzositoz, hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda oldukga
onemlidirler. In vivo cAMP ve cGMP, reseptor benzeri enzimler tarafindan
sentezlenirler (adenil ve guanil siklazlar) ve PDE’ler tarafindan 5’-nukleotidlere
(AMP ve GMP) metabolize edilirler [32,37,38]. Bu nedenlerden dolayi, PDE’ler
retina dejenerasyonu, kalp yetmezligi, depresyon, astim, erektil disfonksiyonu,
kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), sizofreni, pulmoner hipertansiyon,
inflamasyon, bazi biligsel ve hareket bozuklugu hastaliklari olan Alzheimmer
hastalig1, Parkinsons hastaligi ve Huntington hastaligi ve daha bir ¢ok hastaligin

klinik tedavisi igin hedef haline gelmislerdir [28,32,33,37,39].

PDE aktivitesinin kesfinden hemen sonra, kafeinin PDE’nin etkili bir
inhibitorii oldugu bulundu ve aralarinda kafein analogu, teofilin de olmak iizere ¢ok
sayida secici olmayan PDE inhibitorleri terdpatik ajan olarak yillardir
kullanilmaktadir. Bu nedenden dolayr PDE aktivitesinin inhibisyonu prensibinin
gecerli bir terapotik hedef olarak kullanilabilecegi kabul gdrmektedir. Ancak, daha
onceki ¢ogu PDE inhibitorleri non-spesifik PDE inhibitorleri olmasindan dolay:
herbir dokudaki PDE aktivitelerinin ¢cogunu veya tamamini inhibe ettiginden oldukca

dar bir terapotik indekse sahiplerdi [1].



Uzun yillardan beri memeli dokularinda ¢ok sayida farkli PDE formlari
bulunmustur. Bu PDE izomerlerinin ¢ogunun viicutta farkli fizyolojik fonksiyonlarla
ilgili oldugu ve buna dayanarak farkli patolojik durumlarla da yakindan alakali
olabilecegine iliskin deliller giderek artmaktadir. Bu nedenden dolayi, spesifik
fonksiyonlar1 ve patalojik durumlar hedef alabilecek, ¢ok fazla benzer non-spesifik
yan etkilere sahip olmayan PDE izoformlarma spesifik inhibitorler gelistirmenin
miimkiin olabilecegine inanildi. Birer PDE5 inhibitorleri olan sildenafil (Viagra™),
vardenafil (Levitra™), tadalafil (Cialis™), udenafil ve mirodenafil gibi ajanlarin

terapotik ve ticari basarist bu goriisii dogrulamustir [1,40].

PDE’lerin muhtemel iyi birer farmakolojik hedef olabileceklerinin bir bagka
nedeni de substratlarinin hiicredeki konsantrasyonlari ile alakalidir. Bir¢ok hiicredeki
cAMP ve cGMP seviyesi genelde <1-10uM aras1 olarak kabul edilmistir. Yani bu
durumda bir yarigmali inhibitoriin etkili olabilmesi icin ¢ok yiiksek seviyedeki icsel
bir substratla yarismasina gerek olmayacaktir. PDE’ler substrat baglama kosullarinda
da nispeten benzersizlerdir ve ayrica PDE’lerin ATP’den 100 ila 1000 defa daha
diisiik miktarda substrat kullanmalari, bu enzimleri oldukga bol bulunan substratlar
kullanan bagka bircok enzimlere gore daha cekici farmakolojik hedef haline
getirmektedir [1].



1.1.3 Siklik Niikleotid Fosfodiesterazlarin Genel Yapilari

PDE izoenzimleri genel olarak dimer halde bulunurlar. Bunlarin monomer
yapilar1 diizenleyici N-terminal bdlgesi, C-terminale yakin konumda bulunan
merkezi katalitik bolgesi ve C-terminal bolgesi olmak tizere kapsamli fonksiyonlara
sahip 3 bolgeden olusmaktadir (Sekil 1.3) [28].

C-terminal
NH . ) = COOH
2 Katalitik domain domain

Sekil 1.3: Fosfodiesterazlarin genel yapis1 [28].

PDE izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (250-300 amino asit), amino asit
diziliminde sadece % 25-40 benzerlik géstermelerine ragmen genel katlanmalari ve
fonksiyonel-yapisal 6gelerinde oldukga yiiksek benzerlik gostermektedirler. Ayni
PDE gen ailesi icerisinde ise amino asit dizilimindeki homoloji %65’lere
ulagsmaktadir [1,4,28,35,41-43]. Katalitik bolgeler, enzimin; substrat afinitesi, katalik
ozellikleri ve spesifik inhibitorlere karsi hassasiyetlerini ve ayrica genel yapisal
elementleri belirleyen, gen ailesine spesifik amino asit dizilimini icermektedir [35].
PDE ailesi katalitik bolgeleri ¢ogunlukla 16 heliks igeren U¢ alt bolimden
olusmaktadir (Sekil 1.4-A) [1]. Hidrofobik aktif bolge, helikslerin birlesme
noktalarindaki ve biitin PDE’ler arasinda yiiksek oranda korunan reziduler
tarafindan olusturulmustur [1,44]. Yaklasik 15A derinlik ve 20 A’a 10 A’ luk bir
acikliga sahiptir [45]. Hidrofobik aktif bolge, dort yan bolgeden olugmaktadir: metal-
baglanma bolgesi (M site), Glutamin igeren ana cep (Q pocket), hidrofobik cep (H
pocket) ve kapak bolgesi (L region) [32,46].



Sekil 1.4: PDE X-1s1n1 kristal yapilari. A, PDE4B2D (PDB ID 1F0J)’nin 17 a-heliksten olusan, 3 yan bolge igeren (mavi, yesil ve kahverengi ile
gosterilmig) katalik bolge. Aktif bolge cinko atomu (gri) ve magnezyum atomu (mor) igcermektedir. B, insan PDESA (PDB
1T9S) nin katalitik bolge yapisi. Q817 amid yan-zincirini kullanarak reaksiyon iiriinii olan 5'-GMP’ nin guanin halkas1 ile H-bagi
yapmustir. Sterik engelden dolay1 guanin halkasinin donemedigi, bu sayede substrat olarak cAMP’den ziyade cGMP’ye karsi
seciciliginin oldugu belirtilmistir. PDE4A’da yan-zincirin ters donmesinden dolayr cAMP’ye karsi bir segicilik s6z konusudur ve
ikili-substrat segiciligi olan izoenzimlerde glutaminin serbest donme yetenegine sahip oldugu diistiniilmektedir. C, fare PDE2A’nin
GAF-AB dimerinin yapisi. Monomerlerden biri turuncu heliksler ve sar1 B-kirmali tabakali olarak, digeri ise mavi heliksler, yesil

tabakalar olarak gosterilmistir. Her bir GAF-B domainine bagli cGMP ise kirmizi ile gosterilmistir [1].



Substrat baglanma bolgesinin altinda iki tane iki degerlikli metal baglama
bolgesi bulunmaktadir [1,4]. Metaller (¢inko veya magnezyum) ti¢ farkli bolgenin
her birinde yer alan rezidiiler ile diizenlenmektedir. PDE’nin yapisindaki metal
iyonlar1 oktahedral koordinasyon geometrisine sahiptir. Cinko, bu bdlgede {i¢
histidin, bir aspartat ve iki su molekiilii ile koordinasyona girerken, magnezyum ayni
aspartat ve bes su molekiilii (bir tanesi ¢inko ile ortaklasir) ile etkilesmektedir. Metal
iyonlariin yapiyi stabilize ettigi ve hidroksitleri aktive ederek katalizde rol aldig
distiniilmiistiir [46]. Metal iyonlariyla bag yapan histidin ve aspartat oldukca
korunmus rezidiilerdir. Bu rezidiiler, PDE’ler i¢in 6zel olan tanima diziliminin bir
kismimi olusturur ve HD(X2)H(X4) motifine sahiptir [1,42,44]. Katalitik bdlgede
yiiksek oranda korunan rezidiiler histidin ve arpartat oldugundan, bu rezidiilerin iki
degerlikli katyonlar1 diizenlemede rol alabilecegi ve bu nedenle de s6z konusu
proteinlerin aktiviteleri i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir [1]. Ayrica, daha 6nceki
calismalar gostermistir ki iki degerlikli metal iyonlar1 PDE’ler i¢in Onemli birer
kofaktorlerdir. Ornek olarak, kalp veya bobrekten elde edilen PDE (izerine EDTA
eklendiginde, aktivitesinin neredeyse tamamini kaybettigi, ancak deney ortamina
Mg?* eklendiginde aktivitesini tekrar kazandig1 gozlenmistir. cAMP-PDE maksimum
aktivitesine 10 mM veya daha fazla Mg?* ile tekrar ulasilmistir [42].

Katalitik bolge ile ilgili bir baska Onemli nokta ise siklik niikleotid
spesifikliginin nasil belirlendigidir. Bu konuda yapilan yapisal arastirmalara
dayanarak elde edilen ilgin¢ fikirlerden biri, “glutamine switch” yani glutamin-
doniisli teorisidir. Yapis1 aydmlatilmis her bir PDE’de, piirin halkasini baglanma
bolgesinde kararli tutan bir glutaminin oldugu goriilmektedir (Sekil 1.4-B).
Glutamin-donisii teorisine gore, PDE ailesinde sabit olarak bulunan glutaminin aktif
bolgede aldig1 pozisyona bagli olarak cAMP ile etkilesirken, pozisyonunu
degistirdiginde, 180° dondiigiinde, cGMP ile etkilesmektedir [1,47]. Hem cAMP hem
de ¢cGMP ile uygun hidrojen baglarinin kurulmasi i¢in, bu glutaminin dénme
serbestliginin olmasi sarttir. Mevcut yapisal bilgilere gore, her iki siklik niikleotidi de
nispeten yiiksek afinite ile hidroliz eden tiim PDE’lerde bu donme serbestligi
mumkin gorunmektedir. Diisiik substrat diizeyinde cAMP’ye oldukga spesifik olan
PDE’lerde, cAMP’nin uygun pozisyonda baglanmasi i¢in bu glutaminin hareketi
komsu rezidiilerle olan H-bagi agindan dolay1 kisitlanmistir. Buna karsilik, cGMP

tercih eden PDE’lerde ise, mevcut H-bagi agindan dolayr glutaminin pozisyonu
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cGMP’nin baglanmasin1 kolaylastiracak sekildedir. O halde, hem cAMP hem de
cGMP’ yi hidrolizleyen ikili-substrat spesikligi gosteren PDE’ler igin glutamin
donmekte serbesttir ve bu “glutamin doniisii” hipotezinin farkli fosfodiesterazlar
arasindaki substrat segiciliginin molekiiler temelini olusturdugu goriilmektedir (Sekil
1.5) [1,47,48]. Secici PDE inhibitorleri ile yapilan ¢alismalarda, inhibitérlerin aktif
bolgede bulunan hidrofobik rezidiiler ve niikleotid tanima ve se¢iminde oldukca
onemli olan korunumlu glutamin rezidiisii ile yapilan H-baglar1 sayesinde aktif

bolgeye baglandigini gostermektedir [45,46].

Sekil 1.5: Niikleotid se¢iminde Glutamin doniisii mekanizmasi.(a) PDE4D-AMP, (b)
PDE5A-GMP, (c) PDE1B-AMP, (d) PDE1B-GMP [47].

Katalitik domainin aksine, amino ve karboksil-terminal uglar1 amino asit
dizilimleri agisindan oldukg¢a farklilik gosterirler ve bu sayede PDE ailesi iginde
smiflandirmaya olanak taniyan ozellikler ortaya ¢ikmaktadir [1,4,41,43]. N-terminal
domaininin, katalitik domaini duzenleyici ve enzimin hicreici lokalizasyonunu

belirleyici gorev aldigr diistinllmektedir [44,46]. PDE’lerin N-terminalindeki amino
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asit dizilimi her bir aile igerisinde korunumlu bdlgeler icermektedir ve bu dizilim
sayesinde farkli diizenleme cesitleri icin 6zel bdlgeler bulunmaktadir; kiigiik
ligand/modulator veya katalitik olmayan siklik niikleotid baglanma bolgesi (GAF
domaini-cGMP baglayan PDE, Anabaena adenil siklaz, ve E. coli Eh1lA
transkripsiyon faktorii. Sekil 1.4-C), protein-protein etkilesim veya dimerlesme
bolgesi, hidrofobik etkilesim bolgeleri, kinazlar igin fosforilasyon bolgesi, Ca”'-
kalmodulin baglanma bolgesi ve membran hedeflemesinde gorev almaktadir

[1,41,44,46,47].

N-terminal domainine gére daha kicik olan C-terminal domaininde de bazi
bolgelerin  korunmus oldugu bulunmustur. Ancak, C-terminal domaininin
fonksiyonel 6nemi henliz iyi bilinmemektedir. C-terminal domaininin ilave
diizenleyici gorevleri, lokalizasyonla ilgili gorevleri veya dimerlesmede roli

olabilecegi disiiniilmektedir [42,44].

1.1.4 Siklik Niikleotid Fosfodiesteraz izoenzimleri

Baslangicta, PDE’ler substrat spesifikliklerine, diizenlenme sekillerine ve
DEAE 1iyon degisim kromatografisinden eliisyon sirasina gore smiflandirilirlardi.
Primer amino asit ve niikleotid dizilimlerinin ulasilabilir hale gelmesi ile beraber,
PDE ailesi primer dizilimlerindeki homolojiye dayanarak siniflandirilmiglardir [1,28-
31,34,41,44]. Tlaveten, cAMP ve cGMP’ i hidroliz ettigi bilinen homolog olmayan
baglica iki enzim smifina, I ve II, da ayrilmiglardir. Memeliler ve sineklerde bulunan
tim PDE’ler, smif I’e girerken, maya ve protozoanlar sinif I ve II PDE’leri
icermektedir [31]. Memelilerde, 21 farkli gen tarafindan kodlanan 11 farkli PDE
ailesinin (PDE1-PDE11) oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir [1,28-
31,34,41,42]. Ayrica izomerlerin ¢ogu kendi iclerinde alt gruplara ayrilmis
durumdadir. PDE ailesinin adlandirilmasi sistematik hale getirilmistir. Ornek olarak,
HSPDEIA: ilk 2 harf, HS (Homo sapiens), tir kokenini temsil eder, yani insan.
Sonraki 3 harf, PDE, 3',5’ siklik niikleotid fosfodiesteraz ve ardindan gelen 1 veya 2
Arabik rakamlar ise bagh bulundugu siklik niikleotid fosfodiesteraz gen ailesini (11
PDE ailesinden birini) temsil eder. Daha sonra gelen blylk harf,A, ise s6éz konusu

gen lriiniiniin aile igerisindeki siralamasini temsil eder [1,34,36,41,44].
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Bu essiz PDE izoenzimleri, {i¢ boyutlu yapilari, kinetik 06zellikleri,
diizenlenme sekilleri, hiicre igindeki konumu, hiicresel ifadesi ve inhibitor
hassasiyetleri ~ bakimindan  farklilblk  gosterirler  (Tablo 1.1-1.4) [1,28-
31,34,41,43,44,48].

Tablo 1.1: PDE ailesinin siniflandirilmasi [43,48].

PDE ailesi Ozgiin Ozellikleri Substrat Ornek inhibitérler

Nimodipin, 1C86340, 1C224,
PDEL1 (3) Ca?*/CaM-uyarimh cAMP, cGMP 1C295, diyoklen, KS-505a,

vinposetin

EHNA, BAY-60-7750, PDP,

PDE2 (1) cGMP-uyariml CAMP, cGMP .
1C933, oksindol, ND7001
cAMP-selektif, cGMP-ile inhibe Kilostamid, milrinon,
PDE3 (2) CAMP>cGMP . ]
olan siguazodan, kilostazol CI 930

Rolipram, roflumilast, NCS

PDE4 (4) CAMP-selektif, cGMP-duyarsiz | CAMP _
613, Tibenelast

cGMP-ile aktive olan, Zaprinast, DMPPO,
PDES5 (1) cGMP sildenafil, tadalafil,
cGMP-spesifik vardenafil
PDES® (3) cGMP-spesifik cGMP Segici degil
cAMP-spesifik, ylksek afinite BRL 50481, 1C242,
PDE7 (2) . cAMP
rolipram-duyarsiz ASB16165

CAMP-selektif, IBMX-duyarsiz,
PDES8 (2) ) CAMP PF-04957325
rolipram- duyarsiz

PDE9 (1) cGMP-spesifik, IBMX- duyarsiz | cGMP BAY-73-6691, PF-04447943
PDE10 (1) | cGMP-duyarli, cAMP-segici CAMP, cGMP Papaverin, TP-10, MP-10
PDE11 (1) CGMP-duyarly, ikili spesiklik CAMP, cGMP Segici degil

13




Tablo 1.2: PDE izoenzimlerinin kinetik 6zellikleri [1,41].

. Km (LM) Vinax(Hmol/min/mg) .
1zoenzim Bazi Inhibitorleri (K;)
cAMP cGMP CAMP cGMP
PDE1A 72,7-124 2,6-3,5 70-450 50-300
Vinposetin (14uM), W-
PDE1B 10-24 1,2-59 10 30
7 (300 uM)
PDE1C 0,3-1,1 0,6-2,2 - -
PDE2A 30 10 120 123 EHNA (1pM)
PDE3A 0,18 0,02-0,15 | 3,0-6 0,34 Kilostamid (20nM),
Milrinone (150nM),
PDE3B 0,38 0,28 8,5 2,0 Zardaverin (ICs 0,5-
2uM)
PDE4A 2,9-10 - 0,58 - Rolipram (1pM),
PDE4B 1,5-47 - 0,13 - R0 20-1724 (5uM),
Piklamilast (1uM),
PDE4C L i 031 i Zardaveyn (1Cs, 0,8-
PDE4D 1,2-5,9 - 0,03-1,56 - 4uM)
Zaprinast (130nM),
Sildenafil (10nM),
PDESA 290 2,9-6,2 1,0 1,3 )
Vardenafil (1nM),
Tadalafil (10nM)
PDEG6A/B 700 15 - 2300 Zaprinast (400nM),
Dipiridamol (125nM),
PDE6C 610 17 - 1400 Sildenafil (50nM)
PDE7A 0,1-0,2 - - - IBMX (4uM),
PDE7B 0,03-0,07 - - - Dipiridamol (600nM)
PDESA 0,06 - - -
Dipiridamol (9uM)
PDESB 0,10 - - -
PDE9A 230 0,70-017 | - - Zaprinast (35uM)
PDE10A 0,22-1,1 13-14 - - Dipiridamol (1uM)
Zaprinast (12pM),
PDE11A 2,0-3.2 0,95-2,1 - - Dipiridamol (0,4pM),
Tadalafil (60puM)

14




Tablo 1.3: PDE izoenzimlerinin dokulara dagilimlari [1,29,48].

PDE Baslica doku / organ
Diiz kas, kalp, akciger, beyin, sperm;
PDE1ALI akciger ve kalpte,
PDE1 | PDE1A2 beyinde.
PDE1B1 noronlar, akyuvarlar ve diz kaslarda; PDE1B2 makrofajlar ve akyuvarlarda
PDE1C Beyin, gelisen diiz kaslar, spermatidler.
PDE2 | PDE2A Adrenal bez, beyin, kalp, trombosit.
PDE3 Kalp, vaskiiler diiz kas, yag hiicresi, karaciger hiicresi, bobrek, B hiicreleri, gelisen sperm, T
lenfositleri, makrofajlar.
PDE4A Immiin hiicre, testis, hava yolu diiz kasi, beyin.
PDE4B Cesitli dokularda yiliksek oranda mRNA tespit edilmistir. En fazla gdze carpan
beyin ve immin hicrelerdir.
PDE4
PDEAC Diger PDE4 izoformlarina kiyasla daha kisith bir dagilimi vardir; akciger, testis ve
baslica noronik olmak tizere birgok hiicre dizisinde.
PDEA4D Cesitli dokularda yiiksek oranda mRNA tespit edilmistir.
PDE5 | PDESA Akciger, trombosit, diiz kas, beyin, kalp, iskelet kasi, bobrek.
PDE6A/B Yiiksek oranda, retinanin fotoreseptor katmanindaki ¢omak hiicreler, beyin
PDE6 | epifizi.
PDEGC Yiiksek oranda, retinanin fotoreseptor katmanindaki konik hiicreler ve beyin epifizi.
PDE7A Iskelet kas1, kalp, immiin hiicreler
PDE7 | PDE7B Siganlarin beyin, kalp, karaciger, iskelet kasi, pankreas, testisinde mRNA
bulunmustur.
PDEBA mRNA, bir¢ok hiicrede bulunmustur ancak en fazla testis,dalak, ince ve kalin
PDE8 | bagirsak, yumurtalik ve bobrek.
PDESB Beyin, tiroid.
PDE9 | PDE9A bobrek, beyin, dalak, sindirim sistemiyle ilgili dokular ve prostat.
PDEL0 En fazla beyin, testis, kalp ve tiroidde bulunmustur. PDE10A2’nin mRNA ifadesinin
PDE10A1’ den daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
PDE11A Iskelet kas1, bobrek, karaciger, hipofiz, tiikiiriik bezi.
PDE11A1 en fazla iskelet kasinda,
PDE11

PDE11AS3 testise spesifik,
PDE11A4 en fazla prostatta bulunmustur.
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Tablo 1.4: PDE izoenzimlerinin fonksiyonlari [1].

Izoenzim

Fonksiyonu

PDE1

PDE1A vaskiiler diiz kas kasilmalarini diizenlemede ve sperm fonksiyonlarinda; PDE1B,
dopaminerjik sinyalizasyonunda, immiin hicre aktivasyonu ve varligin siirdiirmesinde;
PDEIC,vaskiiler diiz kas hiicresinin ¢ogalmasinda ve ayrica sperm fonksiyonlart ve
niironik sinyalizasyonunda gérev almaktadir.

PDE2

Bobrek iistii bezlerinden aldosteron salmmii kontrol eder, kalpte Ca®* kanallarimn
cAMP ve PKA fosforilasyonu, néronlarda cGMP’ nin, uzun-dénem hafiza.

PDE3

PDE3A kalp kasilmasinit diizenleme, trombosit agregasyonu, vaskiiler diiz kas kasilmasi,
ovosit olgunlagmasi ve siit pihtilastirma enziminin salimimini diizenlenmesi; PDE3B
insulin sinyalizasyonu, hicre dongiisii/gelisimini diizenleme, leptinin inhibe edici
etkilerini diizenleme ve, ve insiilin salgilamada ve renin salinimiyla ilgili diger sinyallerle

ilgili.

PDE4

En azindan bir formu birgok hiicrede ifade edilmistir ve PDE4’ler, oldukg¢a genis bir islem
araligina sahiptir. Bunlardan bazilari, beyin fonksiyonlari, monosit ve makrofaj
aktivasyonu, vaskiiler diiz kas gelisimi, iiretkenlik, damar geniglemesi,

PDE5

PDES, wvaskiiler diiz kas kasilmasinin diizenlenmesi, 6zellikle penis ve akciger;
trombositlerde agregasyonu kontrol etmek i¢cin NO-cGMP sinyalizasyonunda ve ayrica
beyinde cGMP sinyalizasyonu ile ilgili gorevleri vardir.

PDE6

Gozde 151k tepkisinin sinyal iletiminde rol almaktadir; ayrica, beyin epifizin melatonin
saliniminin kontroliinde de rol oynayabilir.

PDE7Y

T-hiicre aktivasyonunda ve diger iltihap hiicrelerinin aktivasyonlarinda rol oynadigi
disiiniilmektedir.

PDES8

T-hiicre aktivasyonunda, sperm veya Leydig hiicre (testislerde bulunan ve testesteron
hormonunu salgilayan hiicre) fonksiyonlarinda gérev alabilir.

PDE9

PDE9’un gorevi heniiz bilinmemektedir ancak, beyinde NO-cGMP sinyalizasyonunda rol
alabilecegi diistiniilmektedir.

PDE10

Beyinde c¢GMP’nin diizenleyicisi oldugu disiiniilmekte ve Ogrenme ve hafiza
islemlerinde rol alabilir.

PDE11

PDE11, muhtemelen sperm gelisimi ve fonsiyonunda rol oynamaktadir.
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1.1.5 Siklik Niikleotid Fosfodiesteraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

PDE’ lerin yapisim1 ve siklik niikleotidlerin katalitik hidroliz mekanizmasini
aydinlatmak i¢in oldukca yogun deneysel ve teorik caligmalar yapilmistir. PDE4D’
nin AMP ile kompleks halde oldugu X-1s1n1 kristal yapisina dayanarak 6ne siiriilen

biniikleer katalitik mekanizmasi sekil 1.6’da gosterilmistir [32,47,49].

adenin adenin

ES EP
0 0
HO HO
His160 His 160
,C /4, NH 93,08 0y - H,C 4 H-03 _0s 'R
Vel / \ \/c—CHz-——c——Aspm HN_/ / \ \/C-—CHZ-—CL—AsthB
o
‘1 x'“'” — [2|— j‘ ?1‘ x‘”
HH NH
HZOW:,,;'M?. “’"111’1‘ c2—His200 7 0 _,é‘ ":-,%% c&—His200
0] 2 O
H,0 X0 =N X0 A
T NH ? NH
Asp201—C2—CH, = Asp201—C2—CH, =
cE—histes B —His164

Sekil 1.6: PDE4D’nin aktif bolgesinde cAMP hidrolizi i¢in 2003’te Huai ve

arkadaslar1 tarafindan 6ne siiriilen katalitik mekanizma [32].

Onerilen bu mekanizmaya gére, substrat cAMP PDE4D ile baglandiginda,
cAMP’nin O3" atomu His160 rezidiisiiniin yan zinciri ile hidrojen bag1 yapmaktadir
ve cAMP’nin fosforil oksijen atomu M bdlgesindeki bir veya her iki metal iyonu ile
etkilesime girmektedir. Bu etkilesmeler, fosfodiester bagmin polarize olmasina
neden olur ve fosfor atomu {izerinde bir kismi pozitif yiik olusur. cAMP fosfodiester
baginin hidrolizinde, iki metal iyonu arasinda koprii konumunda olan hidroksit iyonu
nukleofil olarak gorev yapar. Asp318, genel baz olarak davranarak kopri
konumundaki su molekiiliiniin hidroksit iyonu olarak niikleofilik saldir1 yapmasi i¢in
aktive eder. Her iki metal iyonu ile etkilesimde bulunan Asp 201’in de niikleofile
olan yakinligindan dolay1 aktivasyona katkida bulundugu diisiinilmektedir [49].
cAMP’ nin O3'atomuna yaklasik 4A uzaklikta bulunan His160’1n O3’ atomuna bir

proton vermesi ile fosfodiester baginin hidrolizi tamamlanmis olur [32,49].
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Chen ve arkadaslar1 (2011), PDE tarafindan kataliz edilen cAMP hidroliz
mekanizmasini gosteren tam ve detayli bir calisma bulunmadigini ve ayrica bu
reaksiyon gerceklesirken proteinin iginde bulundugu ortamin etkilerinin hesaba
katilarak bir reaksiyon koordinasyon hesaplamasimin yapilmadigini belirtmislerdir.
Bundan dolayi, Chen ve arkadaslart (2011), bilgisayarli hesaplama metotlarini
(QM/MM-FE, QM/MM-PBSA) kullanarak PDE4 tarafindan cAMP’nin hidroliz
reaksiyonu mekanizmasmm detayli bir sekilde belirtmislerdir. Onerdikleri
mekanizmada PDE4D’nin X-1isin1 kristal yapisim (PDB ID, 1TB7) ve trans
konformasyondaki cAMP yapisini kullanarak optimize edilmis Michaelis-Menten ES
(PDE4-cAMP) kompleksi hazirlanmistir ve sonraki islemler bu yapidan yola
cikilarak devam ettirilmistir [32]. Onerilen detayli mekanizma (Sekil 1.7) iki asama
icermektedir: 1. asama, cAMP’nin hidrolizi ve 2. asama, substrat olmayan PDE4
aktif bolgesinde hidroksit iyonunun rejenerasyonu. 1. asama reaksiyonlari sirasiyla;
cAMP’nin PDE4 aktif bolgesine baglanmasi, hidroksit iyonu tarafindan cAMP’nin
fosfor atomuna nukleofilik saldiri, cAMP’deki 3'-fosfoesterik bagin kirilmasi, O3’
atomunun protonlanmasi ve hidroliz triini AMP’nin PDE4 aktif bolgesinden
ayrilmasi seklindedir. 2. asama reaksiyonlar1 ise; ¢Oziicii su molekiillerinin aktif
bolgeye baglanmast ve aktif bolgede koprii konumundaki hidroksit iyonunun

rejenere edilmesidir [32].
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Sekil 1.7: PDE4 tarafindan katalizlenen cAMP hidroliz reaksiyon mekanizmasi.
Daha net anlasilmasi acgisindan, His164, His200, Asp201, Asp318,
Asn321, ve GIn859 rezidiileri sekilde gosterilmemistir [32].
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1.1.6 Siklik Niikleotid Fosfodiesteraz Inhibitorleri

Bir alkaloid olan vinposetin, ilk olarak Cavinton™ ticari adiyla 1978’de
piyasaya siiriilmiistiir ve bir ¢ok iilkede genel olarak beyin damar hastaliklar1 ve
biligsel bozukluk, kalp krizi, yaslhihiga bagli bunama, hafiza karisikligi gibi
rahatsizliklarin  tedavisi ig¢in kullanilmigtir [50-52]. Vinposetin bir serebral
vazolitordiir ve bu sayede: 1) serebral damarlarin genislemesini saglayarak kanin
beyine akisini artirir; 2) oksijen ve glukoz kullanimini ve ayrica noral ATP sentezini
artirarak beyin metabolizmasini iyilestirir [50,51]; 3) kanin vizkositesini diisiiriir ve
piht1 olusumunu engeller [50]. Vinposetin, bilinen en yaygin PDE1 inhibitoriidiir ve
fenodiazinler gibi diger PDE1 inhibitorlerinin aksine inhibisyonu CaM’e baglanarak
degil direkt PDEI’i katalitik bolgesinde inhibe ederek gerceklestirir. [6,47,53].
Baslangicta vinposetinin sadece PDEI’i inhibe ettigi diistiniilmekteydi (IC50=9,7
puM), ancak yapilan ¢aligmalar gostermistir ki vinpocetin PDES5’e karsi da hemen
hemen ayni oranda aktivite gostermekte ve ayrica PDE7’yi de inhibe etmektedir
(IC50=59 uM) [4, 6, 46]. Vinposetinin PDE1’in bilinen en yaygin inhibitorii oldugu
bilinmesine ragmen PDE1’e kars1 seciliginin diisiik olmasi, sudaki ¢ozlniirliigiiniin
diisiik olmasi, yar1 Omriinliin kisa olmasi (1-2 saat), insanlarda agiz yoluyla
almabilirliginin diisiik olmasi gibi nedenler bu inhibitériin dezavantajlarindandir

[46,52].

Baslangicta vazolitor 6zelliginden dolay1 hipertansiyon ve kalp agrist olarak
da bilinen anjina rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmasi hedeflenen bir PDES
inhibitorl olan sildenafil, 1998 yilinda Viagra™ ticari adiyla ED tedavisi i¢in basarili
bir sekilde kullanilmaya baslanan ilk PDES5 inhibitoridiir [54,55]. PDES5 igin 1C50
degeri 3,9 nM olan sildenafilin PDE6’ya kiyasla seciciligi 10 kat, PDE2-4’e 1000 kat
daha fazladir. Lipofilik bir molekiil olan sildenafilin yagl yiyeceklerle beraber
alinmasi, ilacin emililimini ve etkisini diisiirmektedir. Sildenafilin baslica yan etkileri
olarak basagrisi, cilt kizarmasi, rinit, hazimsizlik ve gérme bozukluklar1 gelmektedir
[56]. Bu yan etkilerinin basinda gelen gérme bozukluklarinin, sildenafilin PDES’in
yanisira retina-spesifik PDE olan PDE6’y1 da ve ayrica yiiz kizarikli1 ve basagrisi
gibi yan etkilerinin de PDEI’1 inhibe etmesiyle meydana geldigi diisiiniilmektedir
[54-58]. Yapilan ¢alismalar gostermistir ki mevcut yan etkilerine ragmen, sildenafil

ED tedavisinde kullanilan etkili ve giivenli bir ilagtir [56].
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Sildenafilin ED tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaya baslanmasinin
ardindan yeni PDES5 inhibitorlerinin arastirilmast hiz kazanmistir. Sildenafil gibi
PDES5’in se¢ici ve kompetitif bir inhibitorii olan vardenafil (IC50=0,7 nM) [56,58],
Levitra™ ticari adiyla, 2003 yilinda ED tedavisi i¢in kullanilmaya baslananan ikinci
PDES inihibitoridiir [54,56]. Sildenafilden farkli olarak vardenafilin PDES’e karsi
seciciligi, PDE6’ya kiyasla 15 kat, PDE1’e kiyasla 130 kat, PDE11’e kiyasla 300 kat
ve PDE2,3,4,7,8,9,10’a kiyasla 1000 kat daha fazladir. Sildenafilin aksine,
vardenafilin emilimi ve etkisi yagh yiyeceklerle tiiketiminden etkilenmemektedir
[56]. Sildenafil gibi vardenafil de, basagrisi, cilt kizarmasi, basdonmesi, hazimsizlik,
sinlizit ve gorme bozukluklar1 gibi yan etkilere sahiptir [54,59]. Vardenafilin,
sildenafile kiyasla PDES5’e kars1 daha se¢ici olmasi daha diisiik dozda kullanilmasini
saglamaktadir. Ancak buna ragmen, sildenafilin biyoyararligi yaklasik %40 iken,

vardenafilde bu oran %15 civarindadir [56].

Erektil disfonksiyonu tedavisinde kullanmilan en o6nemli PDES
inhibitérlerinden bir digeri ise yine 2003 yilinda Cialis™ ticari adiyla kullanilmaya
baglanan tadalafildir. Tadalafil de baslangigta kardiovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde kullanilmak igin gelistirilmis bir PDES inhibitoridiir [60]. Tadalafil,
molekiil yapilart benzer olan sildenafil ve vardenafilden yapisal olarak oldukca
farklidir ve bunun sonucu olarak da farkli farmakolojik ve klinik etkilere sahiptir
[56,60]. Tadalafilin PDES’e kars1 se¢iciligi PDE6’ya kiyasla 700 kat, PDE1-4 ve
PDE7-10’a kiyasla 10000 kat, PDE11’e kiyasla 5 kat daha fazladir. PDES i¢in 0.94
nM IC50 degerine sahip olan tadalafilin biyoyararlhilik yiizdesi de %36’dan fazladir
[56]. Tadalafilin emilimi ve etkisi sildenafilin aksine gida tliketimine bagli olarak
degismemektedir [61]. Tadalafil molekiiler yap1 olarak sildenafil ve vardenafilden
farkli olmasina ragmen, her ii¢ ilacinda yapisinda bulunan cGMP’ye benzer merkezi
bir halkaya sahip heterosiklik azot iceren ikili-halkali sistem sayesinde yarigmali
olarak PDES5’in katalitik bolgesine baglanmaktadirlar (Sekil 1.8) [60,61].
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Sekil 1.8: cGMP, sildenafil, vardenafil ve tadalafilin kimyasal yapilari.

Iskelet kasi, prostat ve testiste bulunan PDEI11’in tadalafil tarafindan
inhibisyonunun sonugclar1 klinik olarak heniiz tam olarak aydinlatilmamistir ancak
testis fonksiyonlarina ve sperm genetigine zararl bir etkisinin olmadig1 saptanmistir.
Tadalafil kullaniminda en ¢ok rastlanan yan etkiler arasinda, basagrisi, yilizde
kizariklik, hazimsizlik, kas ve sirt agrisi gelmektedir [56,61]. Sildenafil ve
vardenafilin aksine, tadalafilin PDE6’ya kars1 inhibisyon etkisinin ¢ok daha diisiik
olmast sonucu tadalafil kullaniminda yan etki olarak gorme bozukluklarinin
gorilmesi de %0,1’den daha azdir[60]. Tadalafil kullanominda gérme
bozukluklarinin olduk¢a diisiik oranlarda goriilmesi ve ayrica tadalafilin yari
omrunun (17,5 saat), sildenafil (3,82+0,84 saat) ve vardenafile (3,94+1,31 saat) gore
daha uzun olmasi, tadalafili bu iki ila¢ karsisinda oldukga giiclii bir alternatif haline

getirmistir [56,61].
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1.2 Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA, E.C. 4.2.1.1), geri doniisiimlii olarak karbondioksitin
hidratasyonunu ve bikarbonat iyonunun dehidratasyonunu Kkatalizleyen, aktif
bolgesinde cinko iyonu iceren bir metaloenzimdir [9]. CA enzimi, CO;’in geri
doniigimlii hidratasyonunun yanisira aldehitlerin hidratasyonu ve karboksilik,
silfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlar1 da

katalizleyebilmektedir [62,63].

Su ana kadar alt1 farkli CA ailesi (a-, B-, -, 6-, (-, ve 1-) tanimlanmustir [64].
a-, B-, 6-CA enzimleri aktif bolgelerinde Zn(I1) iyonlari, y-CA enzimleri Fe(II), {-CA
enzimleri Cd(Il) veya Zn(II) iyonlarint kullanirken, Supuran grubu tarafindan yeni
kesfedilen n-CA enzimleri hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir [17,64].
CA enzimlerine bir¢ok organizmada, farkli doku ve hiicrelerde rastlanmistir. a-CA
enzimleri omurgalilar, tek hiicreliler, alg, yesil bitkilerin sitoplazmasinda ve bazi
bakterilerde bulunurken, -CA enzimleri baslica bakterilerde, alg, bircok mantarlarda
ve bazi arkelerde bulunmaktadir. y-CA enzimleri arkede, siyanobakterilerde ve ¢ogu
bakterilerde bulunurken, 6- ve (-CA enzimleri deniz tek hiicrelileri ve n-CA

enzimleri ise tek hiicrelilerde bulunmaktadir [64].

Memelilerde su ana kadar, sitozol, mitokondri, eritrositler, sindirim kanali,
g6z, akcigerler, testisler, beyin, bobrek, iskelet kaslari, pankreas, kalp kaslari,
karaciger, tiikriikk bezleri gibi, farkli hiicre i¢i ve doku dagilimi gosteren 16 a-CA
izoformu tanimlanmustir [14-17]. CA I-111, VII, X111 sitozolik, CA 1V, IX, XII, XIV,
ve XV memraba bagli, CA VA ve CA VB mitokondrial ve CA VI tikrik ve sut
salgilarinda bulunmaktadir [65]. CA izoenzimleri metabolizmada, solunum, pH ve
CO; homeostazi, elekrolit sekresyonu, lipogenez, iiregenez, glukoneogenez gibi
biyosentetik reaksiyonlarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timér olusumu,
fotosentez, hiicre buylmesi ve uUreme yolu da dahil olmak uzere olduk¢a 6nemli
bircok fizyolojik ve patolojik suregde gorev almaktadir [10-13]. Eritrositlerde, doku
kilcallarinda metabolizma {iriinii olan CO;’in HCO3’ye, akciger pulmoner kapilerde
ise HCO3’nin CO,’e doniisiimii reaksiyonu CA’nin en 6nemli fonksiyonudur. Bu
reaksiyon sayesinde, CA hayati bir olay olan solunum olayinda yer almaktadir. Ayn
reaksiyonlarla, bobrek tubullerinde Na* ve H,O geri emilimini saglamak igin ya CO;

transferi ya da H" iyonu birikimi CA enzimi tarafindan saglanir. CA enzimi

23



tarafindan gerceklestirilen bu reaksiyonlar, omurgalilarin kan ve hiicreler arasi
stvisindaki en 6nemli tampon olan bikarbonat tampon sisteminini olusturdugundan

oldukca 6nemlidir [9,65,67].

Sitozolde bulunan ve iizerinde en fazla arastirma yapilan hCA izoformlari
hCA-I (30 kDa) ve hCA-II (29,3 kDa) izoenzimleridir. Eritrositlerde hemoglobinden
sonra en fazla bulunan hCA-I izoenzimi, ¢ozunir karakterdedir ve hCA-II’ye kiyasla
yaklasik 6 kat daha fazla bulunmaktadir. Ancak, hCA-I’in aktivitesi hCA-II’nin
yaklagik %15’ kadardir. hCA-I, eritrositlerde, kolon epitelyumunda, korneal
epitelyumda, lenste, ter bezlerinde ve adipoz dokuda bulunur [11,66]. hCA-I daha
cok eritrositlerde bulunurken, hCA-Il gbzde lensler ve retina muller hucreleri,
eritrositler, trombositler, karaciger, bobrek, pankreatik kanal hiicreleri, gastrik
parietal hicreleri, endotel hiicreleri, spermatozoa, kemikte osteoklastlar, beyin, beyin
epitelyumu gibi bir¢cok doku ve organda bulunmaktadir [11]. hCA-II’nin kalitsal
eksikligi, CA-II eksikligi sendromu olarak belirlenmistir. Bu sendromun, kemiklerde
kireglenme, bobrek tasi olusumu ve beyinde kireclenme ile ilgili oldugu
gosterilmistir [67]. hCA-1l, hCA-I’e gore oldukea aktif bir izoenzim olup, bilinen
enzimlerden katalitik aktivitesi (turnover sayisi) en yiiksek olan enzimdir (lxlO6 )
[11]. GOzde bulunan CA-II, bikarbonatga zengin humor akdz (gbéz igi sivisi)
iretimini tetikleyerek gorme olayinda da yer almaktadir. Bazi1 patolojik durumlarda,
g0z i¢1 basimcinin artmasi sonucu olusan ve %15-20 orani ile doniisiimsiiz korlige
neden olan glokom hastalig1 meydana gelir. G6z i¢i basincinin artmasina neden olan
CA-II'nin 6nemi, glokom hastalig1 tedavisinde CA-II inhibitdrlerinin kullanimu ile
ortaya g¢ikarilmistir [14,66,68,69]. CA-Il izoenziminin inhibisyonu sonucu silyer
epitelin salgi aktivitesi 2/3 oraninda azalmaktadir. Glokom hastaliginin tedavisi i¢in
40 yilir askin bir siiredir CA inhibitorleri kullanilmaktadir [68,69]. Basta, CA’nin
gucli inhibitorlerinden olan asetazolamid kullanilmistir ancak oral yolla verilen
asetazolamidin CA-II yaninda diger izoenzimleri de inhibe etmesi 6nemli yan etkiler
ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle, CA-11 enzimine spesifik bir ¢ok stilfonamid turevleri
sentezlenmis ve inhibisyon etkileri arastirilmistir [14,68]. hCA-1 ve hCA-II, retinal
ve serebral 6dem, glokom, epilepsi, obezite ve ylikseklik hastaligi gibi bir ¢ok
hastalikla baglantili oldugu ve bu hastaliklarin tedavisinde s6z konusu izoenzimlerin

aktivatorlerinin veya inhibitorlerinin kullanildigi da bilinmektedir [17,18].
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1.3 Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz (PON), karacigerde sentezlenen, hem paraoksonaz (EC 3.1.8.1)
hem de arilesteraz (EC 3.1.1.2) aktivitesine sahip, yapisinda kalsiyum bulunan bir
ester hidrolazdir. [19,20]. Paraoksonaz, organofosforlu bir insektisit olan parationun
oldukg¢a toksik olan metaboliti paraoksonu hidroliz etme 6zelliginden dolayr bu
sekilde adlandirilmisgtir [20,21].

PON gen ailesi insan kromozom?7 Uzerinde yer almakta ve PON1, PON2 ve
PON3 olmak fiizere ii¢ liyeden olusmaktadir [21,22,70]. Yapisal olarak oldukca
benzer olan bu 1{i¢ izoenzimden PONIlve PON3 izoenzimleri karacigerde
sentezlenmekte ve serumda HDL’ye bagli olarak bulunmaktadir. Ayrica PON3
izoenziminin diisiik oranlarda bobrekte de sentezlendigi bilinmektedir [71,72].
PON3, tavsan HDL’si iizerinde lokalize olan laktonaz olarak tanimlanmistir [74].
PON1 ve PON3 izoenzimlerinden farkli olarak, PON2 izoenzimi plazmada
bulunmamaktadir. Ancak, beyin, karaciger, bobrek ve testis gibi dokularda
sentezlenmektedir [71,72]. PON2 ve PON3, 105.pozisyonunda lisin rezidisu
bulundurmadiklari i¢in paraoksonu hidroliz edemezler [73].

S6z konusu izoenzimler iginde en fazla ¢alisma yapilani PON1’dir. Insan
PONL1 (hPON1), 43-45 kDa agirliginda, 354 aminoasitten olusmaktadir. Aktivitesi ve
kararlilig1 i¢in Ca*? iyonuna ihtiyact olan PONI, karacigerde sentezlenip kana
HDL’ye bagli sekilde salman bir glikoproteindir. PONI1 ayrica, karacigerde
mikrozomlarda da bulunmaktadir [21,22,65]. PON1’in fizyolojik substrati heniiz
aydinlatilamamustir ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine sahip
oldugu bilinmektedir [70,73]. PONI aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan en yaygin
substratlar paraoksan ve fenil asetattir [74].

PONTI’in metabolizmada baslica ii¢ 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir:
1- Antioksidan, 2- Detoksifikasyon, 3- Antibakteriyel. Serumda PON1, LDL
oksidasyonunu ve lipit peroksitlerinin olusumunu inhibe etmesi ile antioksidan
ozelligi  gosterir  [21,23]. Bunu sahip oldugu laktonaz  aktivitesiyle
gerceklestirmektedir ve bu sayede ateroskleroza karst da koruyucu bir gorev
ustlenmektedir [72,73]. Ayrica detoksifikasyon sirecinde, PON1 6nemli fizyolojik
isleve sahiptir. PON1 bu aktivitesi ile paration, diazinon ve klorpirifos gibi
pestisitlerin cevresel tehdit olan toksik metabolitlerini ve sarin, somon gibi terorist

saldirilarda da kullanilan sinir gazlarimin da iginde bulundugu bir¢ok organofosfat
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bilesiklerinin detoksifikasyonunu saglar [21,24]. PON tarafindan paraoksanin yikimi
sonucu olusan p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri paraoksona oranla
daha az zararhidir [71]. Diger yandan PON1’in, laktonaz aktivitesi ile antibakteriyel
etkisi de dikkat cekmektedir [25].

Antioksidan, detoksifikasyon ve antibakteriyel etkilere sahip olan PON1’in
aktivitesi ve dilizeyi bir ¢ok hastalikla iligkilendirilmistir. Bunlardan bazilarinin,
sigara kullanimi, yliksek kolesterol, obezite, bobrek yetmezligi, kalp damar
hastaliklari, romatizmal kire¢clenme, yiiksek tansiyon ve tip 2 seker hastaligi oldugu
belirlenmistir [65,72,75]. Ayrica PON1’in aktivitesinin yasa ve cinsiyete bagli olarak
degistigi de gozlenmistir [73]. PONI1, ¢ogunlugu ndrotoksik olan organofosfat
bilesiklerini ve lipit peroksitlerini detoksifiye edebilme 6zelliginden dolayi,

Alzheimer ve Parkinson gibi ndrolojik hastaliklara kars1 hassasiyetin belirlenmesinde

de anahtar element haline gelmistir [75].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1  Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan p-nitrofenil asetat, paraoksan-etil, Tris-baz,
tris-HCI, sodyum hidroksit, sodyum slfat, sodyum Klorlr, sodyum asetat, sodyum
perklorat, sulfurik asit, aseton, disodyum hidrojen fosfat, hidroklorik asit, amonyum
slfat, dimetil sulfoksit, sodyum dodesil siilfat, gliserol, p-merkaptoetanol,
Bromofenol mavisi, glisin, Coomassie brilliant blue G-250, asetik asit, metanol,
etanol, n-biitanol, akrilamid, N,N’-metilenbisakrilamid, amonyum persilfat, Merck
veya Sigma Chemical’dan temin edilmistir. SDS-PAGE’de kullanilan protein marker
ThermoFisher Scientific’ten temin edilmistir. PDE1 enzim aktivite tayini igin
kullanilan siklik nlkleotid fosfodiesteraz analiz kiti (Katalog # BML-AK800), Enzo

Life Sciences’dan temin edilmistir.

PDE1, hCA-I, hCA-Il ve hPON1 enzimleri Uzerindeki etkileri incelenen
bilesikler, Sakarya Universitesi Kimya Bo6limi, Organik Kimya Arastirma
Laboratuari’nda, Do¢. Dr. Mustafa Zengin ve ekibi tarafindan sentezlenen yeni
tadalafil tlrevleridir. Calismada kullanilan bilesiklerin sentez semasi sekil 2.1°de
verilmistir. S6z konusu molekiillerin sekilleri ve molekiiler agirliklar1 tablo 2.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1: Tadalafil ve tiirevlerinin olusum semasi ve kullanilan R gruplari.
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Tablo 2.1: Inhibisyon calismalarinda kullanilan bilesiklerin sekilleri ve molekiil

agirliklari.
Molekdl
Bilesigin Adi Molekiil Sekli Agirhg
(g/mol)
o
(5R,11aR)-5- SN
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2- {
. metil-2,3,4a,5-tetrahidro-1H-
Tadalafil pirido[4,3-b]karbazol- NT % 0 389,14
1,4,11(6H,11aH)-trion
(0]
o
(0]
(5R,11aR)-2-alil-5- SN
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)- {
. . 2,3,4a,5-tetrahidro-1H- y
Alliltadalafil pirido[4,3-b]karbazol- H S 0 415,15
1,4,11(6H,11aH)-trion
(0]
o—
o o
0
(5R,11aR)-5- v
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2- {
. . (furan-2-ilmetil)- 2,3,4a,5- y
Furfuriltadalafil tetrahidro-1H-pirido[4,3- H e 455,15
b]karbazol-1,4,11(6H,11aH)-
trion (6]
o
(\o
(5R,11aR)-5- o L /N\)
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2- @_b\g
. . morfolin-2,3,4a,5-tetrahidro-1H- \
Morfolintadalafil pirido[4,3-b]karbazol- R 488,21
1,4,11(6H,11aH)-trion H 7
O
o
L
(5R,11aR)-5- QA Ny
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2-(2-
. . . (sikloheks-1-en-1-il)etil)- \
Sikloheksiltadalafil 2.3 42.5-tetrahidro-1H- N Lo 483,22
pirido[4,3-b]karbazol-
1,4,11(6H,11aH)-trion 0
o
o o)

(5R,11aR)-5- o U /\@7
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2- SN o
(benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)- \

Piperoniltadalafil 2,3,4a,5-tetrahidro-1H- N 509,16
pirido[4,3-b]karbazol- H ~
1,4,11(6H,11aH) -trion Q\O
o
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu caligmada tablo 2.2°de belirtilen alet ve cihazlardan yararlanilmistir:

Tablo 2.2: Calismada kullanilan alet ve cihazlar.

Sigma Laborzentrifiigen 3K 15/ 10706/

Sogutmali Santrifiij 10707

pH Metre Orion-Model 920A

Mikroplaka okuyuculu UV- ]
Biotek Power Wave XS
Spektrofotometre

Mikroplaka okuyuculu Florimetre | Thermoscientific Varioskan Flash 4. 00. 53

ARE Magnetic, Heating Stirrer IKA

Manyetik Karistrici Combimag RCO

Hassas Terazi Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Otomatik Pipetler Eppendorf, Medisis

Elekroforez Sistemi BIORAD

Kromatografi Kolonu Sigma (1,5x10 cm)

Vorteks Fisions Whirli Mixer

Gradient Mikser Atta Magnetik karistiric1 ve Gradient Tiip
Buz Makinesi Fiocchetti AF 10

Calkalayici Biolab 1575-2B Calkalayici

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal islemlerde kullanilan ¢dzeltiler, hazirlanislar1 ve kullanildiklari

yerler asagida belirtilmistir.

2.1.3.1 PDEL1 aktivite tayini icin kullanilan cozeltiler

PDE1 enzimi aktivite deneylerinde Enzo Life Sciences’dan tedarik edilen
“Cyclic Nucleotide Phosphodiesterase Assay” kiti BML-AK800 kullanilmistir. Kitte

bulunan ve deneylerde kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtilmistir.

30




= 4U liyofilize sigir beyin PDE1 enziminin (BML-KI1456-0020) buz kabi i¢inde
¢cozlinmesi saglanarak liyofilize enzim tiipiine 200 pL PDE1 analiz tamponu
eklendi ve 20 U/mL konsantrasyonunda enzim stogu hazirlandi.

= 10mM Tris-HCI, pH 7,4, 125mM NaCl, 1ImM MgCl,, %10 (h/h) gliserol
karisimi igerisinde bulunan 5 kU/ul Crotalus atrox zehirinden elde edilen 5'-
Nikleotidaz enzimi (BML-KI307-5000) kitte verildigi konsantrasyonda
kullanildi.

= 1 mM 3',5"-cCAMP stok ¢ozeltisinden 0,5 mL alinarak, PDE1 analiz tamponu
eklenerek 0,5 mM cAMP c¢ozeltisi hazirlandi.

= PDEZ1 analiz tamponu (BML-K1181-0040): 10 mM Tris-HCI, pH 7,4.

* BIOMOL GREEN ayiraci (BML-AK111-9090).

= 100 uM 5°-AMP stok ¢ozeltisinden sirastyla 150 pL ve 100 pL alindi ve
PDE1 analiz tamponu ile 200 upL’ye tamamlanarak 75 ve 50 uM
konsantrasyonlarinda stok 3,5"-CAMP c¢ozeltileri hazirlandi.

= 200 uM IBMX cozeltisi (PDE1 analiz tamponu iginde).

2.1.3.2 Afinite jeli dengeleme tamponu:

25 mM Tris-baz, 0,1 M Na,SO, tamponu (pH 8,7); 3,0275 g (25 mmol) Tris-
baz ve 14,20 g (0,1 mol) Na,SO, 950 mL distile suda ¢oziilerek 1 M HCI ile pH’s1

8,7’ye ayarlanarak hacim 1 L’ye tamamlandi.

2.1.3.3 Afinite jeli ytkama tamponu:

25 mM Tris-baz, 22 mM Na,SO,_tamponu (pH 8,7); 3,0275 g (25 mmol)
Tris-baz ve 3,124 g (22 mmol) Na,SO, 950 mL distile suda ¢Ozulerek 1 M HCI ile

pH’s1 8,7 ye ayarlanarak hacim 1 L’ye tamamlanda.
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2.1.3.4 Afinite jeline baglanmis hCA-I eliisyonu i¢in kullamilan tampon:

50 mM Nay,HPO,, 1 M NaCl tamponu (pH 6,3); 3,55 g (25 mmol) Na;HPO,
ve 29,25 g (0,5 mol) NaCl 450 mL distile suda ¢oziilerek 1 M HCI ile pH’s1 6,3’¢

ayarlanarak hacim 500 mL’ye tamamlandi.

2.1.3.5 Afinite jeline baglanmis olan hCA-II eliisyonu i¢in kullanilan

tampon:

0,1 M NaCH3COO, 0,5M NaClO4 tamponu (pH 5,6); 10,5345 g (0,075 mol)
NaClO4.H,0 ve 1,23 g (0,015 mol) NaCH3COO 120 mL distile suda c¢ozilerek 1 M

HCl ile pH’s1 5,6’ya ayarlanarak hacim 150 mL’ye tamamlandi.

2.1.3.6 CA esteraz aktivitesi ol¢iimii ve diyalizde kullanilan tampon:

0,05 M Tris-SO4(pH 7.4); 6,055 g (0,05 mol)Tris-baz 950 mL distile suda
cozulerek 1 N HySO, ile pH’s1 7,4’e ayarlanarak hacim 1L’ye tamamlandi.

2.1.3.7 CA esteraz substrati:

3 mM p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi; 27,2 mg p-nitrofenil asetat 1 mL asetonda

coziildiikten sonra balon jojede hizlica karigan 49 mL distile suya yavas yavas
eklendi. Karbonik anhidrazin esteraz aktivetesi tayininde kullanilan ¢6zelti ¢alisma

giinii taze olarak hazirlandi.

2.1.3.8 Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢in kullanilan tampon:

1 M (NH4),SO,4, 0,1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0); 17.8 g (0,1 mol)
Na,HPO4.2H,0 ve 132,14 g (1 mol) (NH4).SO4 950 mL distile suda ¢ozullerek, 1 N

HCI ile pH 8,0’¢ ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi.

32



2.1.3.9 Hidrofobik jele baglanmms PONI1 enziminin eliisyonu i¢in

kullanmilan tampon:

Hidrofobik jelin dengelenmesi igin kullanilan 1 M (NH4),SO4, 0,1 M
Na,HPO, tamponu (pH 8,0) ve 0,1 M Na,HPO, (pH 8,0) tuzsuz tamponu ile gradient
mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu; 0,1 M Na,HPO, (pH 8,0) tamponu igin,
17,8 g (0,1 mol) Na;HPO,4.2H,O 950 mL distile suda ¢ozlldikten sonra pH 8,0’e

ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi.

2.1.3.10 Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucu olusan ¢okelegin alindig

tampon:

0,1 M Tris-baz tamponu (pH 8,0); 1,211 g (0,01 mol) Tris-baz 95 mL distile

suda ¢ozilerek, 1 N HCl ile pH 8,0’e ayarlanarak son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2.1.3.11 PON aktivite oOl¢ciimiinde kullamlan bazal aktivite

tamponu:

2 mM CacCl, iceren 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,0); 3,0285 g (25 mmol)
Tris-HCI 200 mL distile suda ¢ozulerek 1 N HCI ile pH 8,0’e ayarlandi. 0,0555 g

(0,5 mmol) CaCl; eklenerek son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

2.1.3.12 PON substrat ¢ozeltisi:

2 mM paraoksan ¢ozeltisi; 10,8 puL paraokson 1 mL asetona eklenerek ve 10

dk manyetik karistiricida karisirilarak iyice ¢oziilmesi saglandi. Uzerine 1 mL bazal
aktivite tamponu eklenerek yine karistiricida 30 dk boyunca iyice karigmasi saglandi.

PONI1 aktivetesi tayininde kullanilan ¢6zelti ¢alisma giinii taze olarak hazirlandi.
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2.1.3.13 Stok inhibitor ¢ozeltileri:

Inhibitér  ¢ozeltileri tablo 2.1°de verilen molekiil agirliklarindan
faydalanilarak, 2x10> 1,5x10% 6,67x10% 5x10° 1,66x10°, 6,67x10* M

konsantrasyonlarinda saf DMSO i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

2.1.3.14 SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu:
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5mL
%10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
[-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromofenol mavisi 0,01g
Distile su 0,5mL

2.1.3.15 SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu:
Tris-baz 309
Glisin 144 g
SDS 10¢g

Son hacim distilesu ile 1 L’ye tamamlandi.

2.1.3.16 SDS-PAGE’de kullamlan ayirma ve yigma jellerinin

hazirlanisi:

SDS-PAGE’de kullanilan jel karigimlarinin hazirlanisi ve bir mini jel i¢in

kullanilan miktarlar tablo 2.3’de verilmektedir.

2.1.3.17 SDS-PAGE’de kullanmilan renklendirme cozeltisi:

0,66 g Coomassie brilliant blue G-250, 120 mL metanolde ¢oztldi. Uzerine
24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su eklendi.
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2.1.3.18 SDS-PAGE’de kullanilan renk acma cozeltisi:

Hacimce %7,5 asetik asit, %5 metanol ve %87,5 distile su igeren ¢ozeltiyi

hazirlamak i¢in 75 mL asetik asit ve 5 mL metanol, 875 mL distile su ile karistirildi.

Tablo 2.3: SDS-PAGE’de kullanilan jel karigimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
%10 %3

Akril amid/Bis (%30)

Akril amid 159

Bis 049 3,33 mL 520 uL
Son hacim distile su ile 50 mL’ye
tamamlanir.
Distile Su 4 mL 2,44 mL
15 M Tris-HCI (pH 8,8)
11,82 g Tris-HCl alinarak 45 mL
distilesuda ¢ozullr ve pH 8.8 oluncaya 25 mL _

kadar 0,1 M NaOH ilave edilir. Son
hacim distile su ile 50 mL’ye
tamamlanir.

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

3,94 g Tris-HCl alinarak 45 mL distile
suda ¢ozulir ve pH 6.8 oluncaya kadar — 1mL
0,1 M NaOH ilave edilir. Son hacim
distile su ile 50 mL’ye tamamlanir.

%10’luk SDS

1 g SDS alinarak son hacim 10 mL 100 pL 40 pL
olacak sekilde distile suda ¢ozuldi.

TEMED 7 ulL 4 uL

%10’luk amonyum persiilfat (APS)
1 g Amonyum persiilfat alinarak son
hacim 10 mL olacak sekilde distile
suda ¢ozuldu.

200 pL 80 uL
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2.2 Yontemler

2.2.1 Siklik Niikleotid Fosfodiesteraz 1 Izoenzimi Aktivite Tayin

Yontemi

PDE1 enzim aktivite tayini icin ticari olarak temin edilen siklik nikleotid
fosfodiesteraz analiz kiti (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA, BML-
AKS800) kullanilmistir. Enzim aktivite tayini ve inhibisyon ¢aligmalari, sz konusu

kit kullanilarak kolorimetrik olarak yapilmistir.

Kitin temel prensibi, 3',5" siklik monofosfat’in (cAMP veya cGMP) PDEI
enzimi tarafindan 3'-siklik fosfat baginin hidrolizi esasina dayanmaktadir. 5'-
niikleotidin serbest kalmasi, 5'-niikleotidaz enzimi tarafindan 5’-nukleotidin niikleosit
ve fosfata parcalanmasini takip eder. Enzimatik parcalanma sonucu serbest kalan
fosfat miktar, BIOMOL GREEN ayiract kullanilarak 620 nm’de absorbans
olctlmesi ile belirlenir. PDE1 enzim aktivitesi olarak 620 nm’de alinan absorbans

degerleri kullanilmistir (sekil 2.2).

Mikroplakanin kuyucuklarma sirasiyla, 10 pL, 0,5 mM’lik cAMP; 31 pL
PDE analiz tampon; 5 pL, 5 kU/uL’lik 5'-niikleotidaz ve degisik konsantrasyonlarda
1,5 pL inhibitoriin pipetlemesi gerceklestirildi. Reaksiyon ortamina PDE1A’nin
eklenip hassas bir sekilde karistirilmasi ile reaksiyon baglatildi. Mikroplaka 30°C
sicaklikta, 30 dakika boyunca spektrofotometre iginde inkilibe edildi. Reaksiyonu
sonlandirmak i¢in, herbir kuyucuga 100 pL oda sicakligindaki BIOMOL GREEN
ayiraci eklendi. Hava kabarcig1 olusturmamaya 6zen gosterilerek karistirildi. Renkli
kompleks olusumunun gergeklesmesi i¢in mikroplaka 30°C sicaklikta, 30 dakika
spektrofotometre iginde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 620 nm’de absorbans
degerleri Olciildii. Tadalafil tiirevlerinin PDE1 izoenzimi {izerindeki inhibisyon
etkilerinin saptanmasi, optimizasyon calismalarindan sonra bazi modifikasyonlar

yapilarak gergeklestirilmistir.
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Biomol Green’in 620 nm deki
absorbans  degeri  yardimi ile
belirlenir.

Sekil 2.2: PDE1 analiz kitinin ¢aligma prensibinin sematik gosterimi.

2.2.1.15'- AMP Standart Egrisinin Hazirlanmasi

5'- AMP standart egrisinin hazirlanmasinda standart madde olarak, PDE
analiz tampon i¢inde bulunan 100 pM’lik 5'- AMP’den 200 uL’lik 75 ve 50 uM’lik
iki stok ¢ozelti hazirlandi. 75 ve 50 uM’lik 5'-AMP stoklar1 ve PDE analiz tamponu
kullanilarak mikroplakanin kuyucuklarinda A’dan H’ye dogru seri seyreltme islemi
yapilarak 75; 50; 37,5; 25; 18,75; 12,75; 6,25; 0 uM 5'-AMP elde edildi. Her bir
kuyucuga, 5 pL 5'-Niikleotidaz enzimi eklendi ve karistirilarak reaksiyon baslatildi.
Spektrofotometre i¢inde 30°C sicaklikta, 30 dakika spektrofotometre i¢inde inkibe
edildi. Reaksiyonu sonlandirmak icin her bir kuyucuga 100 uL BIOMOL GREEN
ayraci eklenip karistirildi ve 30°C’de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda,

mikroplaka i¢indeki 6rneklerin absorbansi 620 nm’ye ayarlanmis okuyucuda okundu.
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5'- AMP standart egrisini hazirlamak i¢in kuyucuklar i¢indeki 5'- AMP nmol’iine
kars1 OD620 grafigi cizildi.

2.2.1.2 DMSO’nun PDE1A Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Kontrolii

Inhibitérlerin %100 DMSO iginde ¢dziilmesinden dolay1 enzim aktivitesinde
olabilecek degisikliklerin giderilmesi i¢in inhibitorsiiz hazirlanan ¢ézeltiye DMSO
eklenerek denemeler yapildi. Enzim disindaki deney bilesenleri mikroplakaya
yerlestirildi ve seri bir sekilde her bir kuyucuga 2,5 pL, 20 U/mL PDE1A enzimi
eklenerek reaksiyonlar baglatildi. Spektrofotometre i¢cinde, 30°C sicaklikta, 30 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyonu sonlandirmak igin, her bir kuyucuga oda sicakligindaki
100 pL BIOMOL GREEN ayiraci eklenip karistirildi ve 30°C’de 30 dakika inkiibe
edildi. 620 nm’deki absorbans degerleri okundu.

2.2.1.3 PDE1 Izoenzim Aktivitesinin Tayini

PDE1 aktivitesine inhibitorlerin etkisini arastirirken kullanilan miktarlar ve
enzim konsantrasyonu tablo 2.4’de gosterilmistir. Enzim disindaki reaksiyon
bilesenleri mikroplakaya yerlestirildikten sonra enzimin eklenmesiyle reaksiyon
baslatildi. Bolim 2.2.1°de belirtildigi gibi inkiibasyon ve reaksiyonu sonlandirma
islemleri  gergeklestirildi. Reaksiyon sonunda inhibisyon etkileri incelenen
bilesiklerin 620 nm’deki absorbans degerleri 6l¢iildii. Olgiilen absorbans degerleri ve
5'-AMP standart egri grafiginin denklemi kullanilarak enzim aktivitesi, U, nmol 5'-

AMP/dk cinsinden hesapland1 ve % aktivite bulundu.
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Tablo 2.4: PDE1 aktivite ol¢iimlerinde kullanilan bilesiklerin konsantrasyonlar1 ve

hacimleri.
CAMP PDE%A 5'Niikleotidaz|; ..... | PDELA [Reaksiyon| R€2KSIYON
) (0 5 mM) Analiz (5kU/uL) Inhibitor hacmi orltan_nr_ldakl
Ornekler ' tamponu [inhibitor]
(20 U/ml)
(ML) (ML) (ML) (ML) (ML) (ML) uM
1,5 uL

Kontrol 10 31 5 (DMSO) 2,5 50 0

10 31 5 1,5 25 50 20

10 31 5 1,5 2,5 50 50

Test Edilen 10 31 5 1,5 2,5 50 150

Bilegikler 10 31 5 15 25 50 200

10 31 5 1,5 25 50 450

10 31 5 1,5 25 50 600
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2.2.2 1Insan Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin (hCA-1 ve hCA-II)
Saflastirilmasi ve Aktivite Tayini

2.2.2.1 Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemozilatin Hazirlanmasi

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasi i¢in antikoagiilantli tiiplere
yaklagik 30 mL saglikli insan kani alindi ve bekletilmeden calisildi. Eritrositleri
ayirmak i¢in kan, teflon santrifiij tiiplerine konuldu ve 4°C’de 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiplerin list kisminda kalan serum, altta kalan
eritrosit tabakasindan dikkatlice ayrildi. Eritrositler, %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile ¢ok
fazla sarsmamaya calisarak yikandi ve santrifiij edildi. NaCl ¢ozeltisi ile yikama
islemi iki defa yapildi ve her seferinde iistte kalan kisimlar atildi. Elde edilen
eritrositler, hacimlerinin 2 kat1 kadar, 4°C’de sogutulmus distile su ile hemoliz edildi.
Bu islemler sonucu elde edilen hemolizat, hiicre zarlarinin ayrilmasi icin 4°C’de
15000 rpm’de 1 saat santrifiij edildi. Santriflij sonrasi tiiplerdeki siipernatant dibe
¢Okmiis olan hiicre zarlarin1 almamaya 6zen gostererek buz icine oturtulan behere

alind1i. Hemolizatin pH’s1 Tris-baz eklenerek 8,7’ye ayarlandi [65,68].

2.2.2.2 Hemolizatin Afinite Kolonuna Tatbiki ve CA izoenzimlerinin

Ellsyonu

hCA-lI ve hCA-II izoenzimlerinin saflastirilmasi i¢in Sepharose-4B-etilen
diamin-4-tiyoire-dibenzensulfonamit afinite jeli [76] kullanildi. Afinite jeli kolona
paketlendikten sonra 25 mM Tris-baz, 0,1 M Na,SO, tamponu (pH 8,7) ile
dengelendi. pH’s1 ayarlanmis olan hemolizatin kolona yavasga eklenmesinden sonra,
kolon 25 mM Tris-baz, 22 mM Na,SO,4 tamponu (pH 8,7) ile yikandi. Bu sayede
hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin biyuk bir kismi kolona tutunmus ve istenmeyen

safsizliklar kolondan uzaklastirilmistir [65,68].

Kolona tutunmus olan hCA-1 izoenziminin elusyonu igin 50 mM Na;HPO4/ 1
M NaCl (pH 6,3) tamponu, hCA-II izoenziminin elisyonu icin ise 0,1 M
NaCH3;COO/ 0,5M NaClO, (pH 5,6) tamponu kullanilarak saf haldeki enzim 2’ser
mL’lik fraksiyonlarda ependorf tiiplere toplandi. Ilk &nce hCA-l eliisyonu
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gerceklestirilmistir ve her bir eluatin 280 nm’de kalitatif protein tayini yapilmistir.
hCA-I eliisyon islemi, eluatlar 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar devam
ettirilmis sonra hCA-II eliisyonuna ge¢ilmistir. hCA-II igin toplanan eluatlarin da
280 nm’de absorbansina bakilarak eliisyon islemi sonlandirilip kolon dengeleme

tamponu ile temizlendi [77].

2.2.2.3hCA-1 ve hCA-1I izoenzimlerinin Diyalizi

Saflastirilan enzim ¢oOzeltileri esteraz aktivitelerine bakilmadan Once
istenmeyen iyonlarin ortamdan uzaklastirilmasi igin diyaliz islemi yapild1 [62].
Bunun igin hCA-I ve hCA-II i¢in 280 nm’de yiiksek absorbans gosteren eliiatlar
biraraya getirilerek diyaliz torbalarina koyuldu. Diyaliz iglemi distile suya kars1 6nce
1 saat, suyu degistirildikten sonra ise 2 saat yapildi. Diyaliz islemine 0,05 M Tris-
SO4 (pH 7,4) tamponu ile gece boyu yaklasik 16 saat devam edildi [68]. Islem
sonunda elde edilen CA ¢ozeltileri esteraz aktiviteleri 6l¢iilene kadar 4°C’de tutuldu.

2.2.2.4Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Tayini

Bu calismada hCA izoenzimlerinin aktivite tayini i¢in Armstrong ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen CA esteraz aktivitesi yontemi kullanildi [62]. Bu
yontem, karbonik anhirazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanarak
yapilan spektroskopik bir yontemdir. Bu yontemde karbonik anhidraz, substrat olarak
kullanilan p-nitro fenil asetati, 348 nm’de absorbans veren p-nitro fenole hidroliz

etmektedir.

. . Karbonik Anhidraz . . .
p-nitrofenil asetat + H,0 p-nitrofenol + asetik asit

Esteraz aktivitesi Ol¢limii yapilan 348 nm, p-nitro fenol ve p-nitro fenolat’in her
ikisinin de aymi absorbansi verdigi bolge, yani izosbestlik dalga boyudur. Bu
nedenden dolayr fenol grubundaki H® iyonunun ayrisip ayrismamasi Olgiimii
etkilememektedir. p-nitro fenol’iin ekstriksiyon katsayisi 834825,4X10'3M'1.Cm'1dir.
Bu dalga boyunda p-nitrofenil asetat’mn ¢ok az absorbansi vardir ve molar
ekstriksiyon katsayisi €345=0,4x10°M™.cm™ dir [62, 78].
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Tayin islemlerinde 1 cm’lik kuvartz kiivetlere, toplam hacim 1050 pL olacak
sekilde; 400 pL 0,05 M Tris-SO4 (pH 7,4) tamponu, 300 uL distile su, 300 pL
substrat,ve 50 pL enzim konularak oda sicakliginda karistirildi ve hemen 25 “C’de
348 nm’de ilk absorbans1 dl¢iildii ve 3 dakika sonra ikinci 6l¢iim alindi. Baslangigta
ve 3 dakikalik inkiibasyon sonunda okunan absorbanslar arasindaki fark hesaplandi.
Ayrica enzimsiz bir karigim (400 pL 0,05 M Tris-SOq4 (pH 7,4) tamponu, 350 uL
distile su, 300 pL substrat) hazirlandi ve onun da 3 dakika sonundaki absorbans farki
hesaplandi. Enzimli karisim i¢in hesaplanan degerden, enzimsiz karisim (kor) igin
hesaplanan absorbans degerinin ¢ikarilmasiyla 3 dakika igerisinde esterin kendi
kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitrofenil asetatin mevcut olan ¢ok az absorbsiyonu
icin diizeltme yapilmis oldu. Tadalafil ve orjinal tiirevlerinin DMSO ig¢inde
¢oziilmesinden kaynaklanan 6l¢iim hatalar1 da hesaplamalarda goziintine alinmistir.
Ayrica test maddelerinin substrata yaptiklar1 etkilere de bakilarak son absorbans
hesaplamalar1 yapildi. Elde edilen absorbans degeri ve asagida verilen denklem
kullanilarak p-nitrofenilasetat miktar1 hesaplandi ve bu deger enzimin esteraz

aktivitesi olarak alind1 [69].
Olusan p-nitrofenilasetat konsatrasyonu mM/dk olarak;

A(0.D.) mM

[p — nitrofenilasetat] = c

1 dakikada ve 1 mL reaksiyon hacminde olusan p-nitrofenilasetat miktari;

A(0.D.)/5

p — nitrofenilasetat = — x 1,050 umol x dk~1

EU/mL: = {(A(O.D.)-Kér) + DMSO * Madde etkisi} x 0,07 pmol x dk™

Bu deneyde kullanilan 3 mM’lik stok p-nitrofenil asetat substrat ¢ozeltisini
hazirlamak igin 27,2 mg p-nitrofenil asetat 1 mL asetonda ¢ozildiikten sonra balon
jojede hizlica karisan 49 mL distile suya yavas yavas eklendi. Karbonik anhidrazin
esteraz aktivetesi tayininde kullanilan ¢6zelti ¢alisma giinii taze olarak hazirlandi.
Esterin siurli ¢oziiniirliigiinden dolayr daha konsantre bir stok hazirlanamamuistir.
Asetonun, diger organik ¢oziiciilere goére hidroliz reaksiyonunu daha az inhibe

etmesinden dolayi ¢6ziicii olarak aseton kullanilmistir [62].
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2.2.3 Insan PON1 Izoenziminin Saflastirilmasi ve Aktivite Tayini

2.2.3.1 Kan Serumunun Ayrilmasi

Yaklasik 30 mL saglikli insan kani, kuru teflon santrifiij tiiplerine alinarak
5000 rpm’de, 4 °C’de, 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant yani serum kismi
ayrildi, ¢oken kisim atildi. Ayrilan serum bir mezura almarak hacmi 6lgiildi.
Enzimin kararliligin1 korumasi i¢in serumun igine konsantrasyonu 2 mM olacak

sekilde CaCl;, eklendi ve ayni1 giin i¢inde deneysel ¢alismalarda kullanildi [21].

2.2.3.2 Amonyum Sulfat Coktirmesi

Iki degerlikli, ucuz ve ¢oziiniirliigii yiiksek bir tuz olan amonyum siilfat,
belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin ¢oktiiriilmesini sagladigi i¢in
on saflastirma isleminde kullanilmaktadir. Bu amagla, literatiire bakilarak %60-80
amonyum siilfat c¢oktlirmesi i¢in kullanilacak uygun amonyum siilfat miktar

asagidaki formiille belirlendi [79, 80]:

1,77xV, (S3 — Sy)
3,54 —S,

g (NHy), SO, =

V: Serum hacmi, mL
Si: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S2: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Paraoksonaz enzimin amonyum siilfat ile saflastirilmasinda ilk once %60
doygunluk i¢in 15,5 mL olan serum i¢in tuz miktar1 5,6 g olarak hesaplandi.
Belirlenen tuz miktar1 havanda ince toz haline getirildi. Hazirlanan tuz, karistici
lizerine yerlestirilen buz banyosundaki seruma yavas yavas eklenerek karistirildi.
Daha sonra 4 °C’de, 15000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi
aliarak Olgiilen serum (14 mL) i¢in, %80 doygunlukta ikinci amonyum siilfat
¢coktiirmesini yapmak icin gerekli tuz miktar1 1,81 g olarak hesaplandi. Amonyum

siilfat ¢oktiirmesi sonrasi yine serum c¢ozeltisi 4 °C’de, 15000 rpm’de 30 dakika
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santriftj edildikten sonra ¢oken kisim alinip siipernatant kismi atildi. Coken kisim
yaklasik 6 mL minimum hacimde 0,1 M Tris-baz (pH 8,0) ¢cokelek tamponu iginde
¢Oziildii ve sonraki asama olan hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanildi
[72,80].

2.2.3.3 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

N-terminalinde hidrofobik u¢ bulunan PON1 enziminin saflastirilmasinda,
hidrofobik karaktere sahip olan peptitlerin, proteinlerin ve baz1 biyolojik
molekiillerin ayristirilmasini miimkiin kilan hidrofobik etkilesim kromatografisi
(HEK) yontemi kullanildi [79]. Bu deneyde Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin
HEK jeli kullanildi [80].

HEK jeli kolona paketlendi ve kolon 1 M (NH,4),SO,4 / 0,1 M Na,HPO,4 (pH
8,0) tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi tamamlaninca, jel
Uzerindeki tampon cozelti seviyesi jel seviyesine getirildi. Amonyum sulfat
coktirmesi sonunda 6 mL 0,1 M Tris-baz (pH 8,0) ¢okelek tamponu igine alinan
serum ¢Ozeltisi kolona yavasca tatbik edildi Paraoksonaz enziminin eliisyonu i¢in
kolona 1 M (NH,4),SOq4 iceren 0,1 M Na,HPO, (pH 8,0) tamponu ve tuz icermeyen
0,1 M Na;HPO, (pH 8,0) tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan
diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Enzim ¢6zeltisi
1.5mL’lik eluatlar halinde toplandi. Eliisyon islemi alttan gelen ¢ozeltinin 280 nm’de
absorbansi yaklagik sifir olunca durduruldu (yaklasik 35 tiip toplandiktan sonra) ve
kolon dengeleme tamponu ile yikandi. Toplanan herbir eliiat i¢in 280 nm’de kalitatif
protein tayini yapildi ve bu dlglimlerde kor olarak 0,1 M Na,HPO, (pH 8,0) tamponu
kullanildi [21, 81].

2.2.3.4 Paraoksonaz Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi Gan ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
spektrofotometrik bir yontem ile tayin edildi [82]. Bu yontem, paraoksonazin toksik

olan substat1 paraoksani, toksik olmayan p-nitrofenol ve dietilfosforik asit’e hidrolizi
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sonucu olusan p-nitrofenol’iin 412 nm’de absorbans degisiminin 6l¢iilmesi temeline

dayanur.

Paraoksonaz . L . .
Paraoksan ———— p — nitrofenol + dietilfosforik asit

Enzim aktivite ol¢limii i¢in kuvartz kiivete sirasiyla 950 pL bazal aktivite
tamponu (2 mM CacCl; iceren 100 mM Tris-HCI tamponu ,pH 8,0), 50 pL substrat (2
mM paraoksan ¢oOzeltisi) ve 50 uL enzim eklenip karigtirilarak bekletilmeden 37
°C’de, 412 nm’de 1 dakika i¢inde absorbansda meydana gelen degisme okundu. Bu
sayede paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniistim hizi belirlendi. Ayni islem
enzim olmadan hazirlanan (1000 uL bazal aktivite tamponu + 50 pL substrat) ¢ozelti
(kor) icin de yapildi. Bulunan bu deger, enzimli ¢ozelti i¢in bulunan degerden
cikarildi. Ayrica tadalafil ve orjinal tirevlerinin DMSO iginde ¢0zilmesinden
kaynaklanan Ol¢iim hatalar1 ve test maddelerinin substrata yaptiklari etkilere de
bakilarak son absorbans hesaplamalar1 yapilarak enzim aktivitesi hesaplandi. 1 inite,
paraoksonazin dakikada meydana getirdigi p-nitrofenol’iin pmol’ii olarak belirlendi.

Asagidaki formiil kullanilarak enzim tinitesi (umol/dak) hesaplandi [79]:

_ Reaksiyon hacmi(mlL) % 24 %1000

- €412 X Enzim hacmi (mL) X d (cm)
d: 1 cm, 151k yolu

€412: 17100 MZicm? (p-nitrofenol’tin pH 8,0 ‘de 412 nm’deki ekstriksiyon
katsayisi).

2.24 SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

hCA izoenzimleri afinite kromatografisi ile ve hPON1 enzimi hidrofobik
etkilesim kromatografisi ile saflastirildiktan sonra iki farkli  akrilamid
konsantrasyonunda; yigma jeli %3 ve ayirma jeli %10 olacak sekilde hazirlanan
kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elekroforezi Laemelli tarafindan

belirtilen yontemle yapilarak enzimlerim saflik dereceleri kontrol edildi [65,68,83].
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Bu amagla elektroforez 6n ve arka cam plakalar1 6nce saf su, sonra etil alkol
ile iyice temizlendikten sonra plakalar birbiri tizerine konuldu ve elektroforezin jel
dokme aparatina kiskaglar1 ile sabitlenerek yerlestirildi. Tablo 2.2°de belirtildigi
sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3 cm kalana kadar pipetle
dokiildii. Bu islem jel igerisinde hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek yapildi.
Jel yiizeyinin diizgun olmasi igin jelin {ist kism1 n-biitanol ile dolduruldu. Yaklasik 1
saat sonra polimerize olan ayirma jelinin iistiindeki n-biitanol bosaltildi. Hazirlanan
yigma jeli lst ylizeye kadar ilave edilerek tarak dikkatlice yerlestirildi ve yaklasik 30
dakika yigma jelinin polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra tarak
dikkatlice ¢ikarild1 ve olusan kuyucuklar isaretlenerek jel kaseti elektroforez tankina

oturtuldu. Elektroforez tankinin {ist ve alt kismina yliriitme tamponu dolduruldu.

hCA-I ve hCA-I1I izoenzimlerinden diyaliz sonrasi drnek kullanilirken, PON1
enzimi i¢in hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucu Yyiksek aktivite gosteren
ependorf tliplerinin birlestirilmesi ile elde edilen enzim ¢6zeltisinden 6rnek alindi.
Omnekler hazirlanirken toplam hacim 50 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune
tamponu ile karistirildi. Jele yiikklemeden once numuneler 3 dakika kaynar su
banyosunda bekletildi ve sonra sogutularak mikropipetle 20’ser pL kuyucuklara
yiiklendi. Saflagtirilan enzimlerin yaklasik molekiil agirliklarini kontrol etmek igin,
10-180 kDA molekiill agirhigmma sahip proteinleri igeren marker kullanildi.
Elektroforez giic kaynagma baglanarak 150 Volt’a ayarlanarak ylriitme islemi
baglatildi. Proteinler jelin alt kismindan yaklasik 1 cm yukarida kalinca (yaklagik 90
dakika sonra) yiiritme islemi sonlandirildi. Cam plakalar arasindaki jel dikkatli bir
sekilde ¢ikarildi ve jeli renklendirme ¢ozeltisine konularak calkalayici tizerinde 1,5-2
saat birakildi. Daha sonra renklendirme c¢dozeltisinden ¢ikarilan jel renk agma
cozeltisi i¢ine alindi. Jelin zemin rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesinceye kadar

bu ¢ozeltide bekletildi. Jel agma ¢ozeltisinden ¢ikarilan jel goriintiilendi.
2.25 Tadalafil ve Tiirevlerinin Izoenzimler Uzerindeki Inhibisyon
Etkilerinin Belirlenmesi

Tadalafil ve tirevlerinin PDE1, hCA-l, hCA-Il ve hPONL1 izoenzimleri

tizerindeki inhibisyon etkilerini belirlemek i¢in optimum sartlarda her bir izoenzim
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icin sabit substrat konsantrasyonunda calisarak 1Cs-ICgo degerleri hesaplandi. Once
inhibitorsuz enzim aktivitesi hesaplandi ve bu deger %100 aktivite olarak kullanildi.
Daha sonra farkli konsantrasyonlarda tadalafil ve tiirevleri kullanilarak izoenzimlerin
aktiviteleri tayin edilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler
hesaplandi. % Aktivite-[I] uM grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanilarak her
bir tadalafil tirevinin s6z konusu izoenzimler Uzerindeki inhibisyon etkileri icin

IC50-1Cgp degerleri hesaplanmaistir.
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3. BULGULAR

3.1  PDEI Analizleri icin 5'- AMP Standart Egrisinin Hazirlanmasi

5'- AMP standart egrisini olusturmak igin boliim 2.2.1.1°deki protokol takip
edildi. Sekil 3.1(a)’da gorildiigii gibi A’dan H’ye dogru azalan 5'- AMP
konsantrasyonu ve buna bagli olarak Biomol Green ile baglanan fosfat miktarinin
diismesini agilan renk ile gorebilmekteyiz. 620 nm’de dlgiilen absorbans degerlerinin
5'- AMP’nin nmol miktaria karsi ¢izilen grafigi, uygun lineer regresyon programi
secilirek ¢izildi. Grafigin denkleminden faydalanarak gerektiginde enzimin

olusturdugu 5’- AMP miktar1 nmol olarak hesaplanabilir.

e 5'-AMP 5'-AMP oD
(a) ? - — Kuyueuk | | uM ] nmol 620 nm &)
i A 75.00 3.00 1.201
P B 50.00 2.00 0.723
! { C 37.50 1.50 0.476
D 25.00 1.00 0.456
E 18.75 0.75 0.217
F 12.50 0.50 0.281
G 6.25 0.25 0.170
H 0.00 0.00 0.126
1.4 ©
1.2 - kS
1 .
g
S 08
206
S| y = 0.3445x + 0.0844
’ R* = 0.9665
0.2
0 T T T ,
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
5'-AMP, nmol

Sekil 3.1: 5- AMP standart egrisinin hazirlanmasi. (a) Deneyde kullanilan
mikroplakanin reaksiyon sonundaki gorilintlisi. (b) Reaksiyonda
kullanilan maddeler ve 620nm’de yapilan dl¢iim sonuglari. (c) 5'- AMP

standart egrisi.
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3.2 DMSO’nun PDE1A Enzim Aktivitesi Uzerine EtkKisinin

incelenmesi

Inhibisyon etkileri arastirilan bilesiklerin %100 DMSO i¢inde ¢dziilmesinden
dolay1 olusabilecek Olglim hatalarin1 en aza indirebilmek i¢in reaksiyon ortamina
DMSO da eklenerek oOlcumler yapildi. DMSO igermeyen kontrol ¢dzeltisi igin
Olgiilen absorbans degeri, 1,5 pL ve 5 pL DMSO’nun eklendigi kontrollerle
karsilastirildi. Inhibitér hacimleri de 1,5 ve 5 pL olacak sekilde de denemeler yapildi
(Tablo 3.1). Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak inhibitér hacimleri degisik

konsantrasyonlarda 1,5 pL olarak alindi.

Tablo 3.1: Farkli DMSO miktarlarinin PDE1A izoenzimi aktivitesi tizerine etkileri.

N
—~ S~ —~ — | S E — Cc
aS |2 82| 0 S |SE| . S|S28| S
SE|UEE8 85| 2 | £ |US|gs|gsg 25| ¢
.. Lo i~
Ornekler | S S n_<§ 25 & E e mgggg gc
rl? =]
A
(ML) | (ML) | ML) | (ML) | (ML) | (ML) | BM | UM | (ub) nfﬂz"
Kontrol 1 10 325 5 - - 2,5 - — 50 0,669
Kontrol 2 10 27,5 5 5 — 2,5 — — 50 0,335
Kontrol 3 10 31 5 15 — 2,5 — — 50 0,501
Tadalafil 10 27,5 5 - 5 2,5 3000 300 50 0,222
Tadalafil 10 31 5 - 15 2,5 10000 300 50 0,231

3.3 Tadalafil ve Yeni Sentezlenen Tiirevlerinin PDE1A izoenzimi

Uzerine Etkileri

Tadalafil ve yeni sentezlenen tadalafil tirevlerinin PDE1A enzim aktivitesini
nasil etkiledigini incelemek igin 6 farkli konsantrasyonda hazirlanan bilesikler tablo

2.4’deki gibi hazirlanmistir. Reaksiyon ortamindaki bilesenlerin etkilesmesi igin
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verilen zamanin esit olmasina 6zen gosterilmistir. Tablo 3.2’de inhibisyon etkileri
incelenen bilesikler igin 620 nm’de &lgiilen absorbans degerleri verilmistir. Olgiilen
absorbans degerleri ve 5'- AMP standart egri grafigi kullanilarak enzim aktivitesi, U,
nmol 5'- AMP/dk cinsinden hesapland1 (tablo 3.3). Her bir bilesik i¢in % aktivite-
[Inhibitor] uM grafikleri cizildi (sekil 3.2-3.7). Grafiklerden yararlanilarak
bilesiklerden bazilar1 igin ICsy ve 1Cgo degerleri hesaplandi. Sonugclar tablo 3.4 de

verilmistir.
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Tablo 3.2: PDE1A izoenzimi aktivitesine etkisi incelenen bilesiklerin 620 nm’de okunan absorbans degerleri.

Reaksiyon
OB?;\?E)?&)T’TI Tadalafil Alliltadalafil | Furfuriltadalafil | Morfolintadalafil | Sikloheksiltadalafil | Piperoniltadalafil
uM
0 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644
20 0,509 0,524 0,538 0,578 * *
50 0,469 0,484 0,498 0,580 0,573 0,634
150 . 0,420 0,406 * - 0,666
200 0,379 0,370 0,429 0,445 0,562 x
450 0,348 x x 0,318 0,786 0,723
600 . - * 0,307 0,883 0,794

* Calisilmayan konsantrasyonlar

Tablo 3.3: Tadalafil ve tirevlerinin PDE1 izoenzimi aktivitesi Uzerine etkileri.

Reaksiyon Tadalafil Alliltadalafil | Furfuriltadalafil | Morfolintadalafil | Sikloheksiltadalafil | Piperoniltadalafil
ortamindaki T 0 0 0 T T
[mhlbltbr] (nmol 5'- | %Aktivite | (nmol 5’- | %Aktivite | (nmol 5’- | %Aktivite | (nmol 5'- %Aktivite (nmol 5’- %Aktivite (nmol 5’- | %Aktivite
UM AMP/dk) AMP/dK) AMP/dK) AMP/dK) AMP/dK) AMP/dK)
0 1,675 100 1,675 100 1,675 100 1,675 100 1,675 100 1,675 100

20 1,271 76 1,316 79 1,358 81 1,478 88 * * * *

50 1,151 69 1,196 71 1,238 74 1,484 89 1,463 87 1,646 98
150 * * 1,005 60 0,963 57 * * * * 1,741 104
200 0,882 53 0,855 51 1,032 62 1,080 64 1,430 85 * *
450 0,789 47 * * * * 0,699 42 2,101 125 1,912 114
600 * * * * * * 0,666 40 2,391 143 2,125 127

51




120 - o]

100 &

(o]
o

% Aktivite
3

40
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R*=0,8629
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[Tadalafil] uM

Sekil 3.2: Tadalafilin PDE1A enzim aktivitesine etkisini gosteren % aktivite- [I]
grafigi.

120
3
8] ELN
100 &

80 - ®

60 - *

% Aktivite

40 -

y = 0,0013x2 - 0,4564x + 93,647

20 A

R*=0,9073

50 100 150
[Alliltadalafil] pM

200

250

Sekil 3.3: Alliltadalafilin PDELA enzim aktivitesine etkisini gosteren % aktivite- [1]

grafigi.
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120 -

100 & O \.

8
= o
£ 60 -
<
X

40 1 y =0,002x2 - 0,5706x + 96,601

R2=0,9658
20 -
0 : : . . .
0 50 100 150 200 250

[Furfuriltadalafil] uM

Sekil 3.4: Furfuriltadalafilin PDELA enzim aktivitesine etkisini gosteren % aktivite-

[1] grafigi.

120

100 @
(2

% Aktivite

20 y = 0,0002x2 - 0,2x + 96,888
R?=0,9897

0 100 200 300 400 500 600 700
[Morfolintadalafil] uM

Sekil 3.5: Morfolintadalafilin PDE1A enzim aktivitesine etkisini gdsteren %

aktivite- [I] grafigi.
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Sekil 3.6: Sikloheksiltadalafilin PDE1A enzim aktivitesine etkisini gosteren %
aktivite- [I] grafigi.
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% Aktivite

®
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Sekil 3.7: Piperoniltadalafilin PDE1A enzim aktivitesine etkisini go0steren %
aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.4: Tadalafil ve tirevlerinin PDE1A izoenzimi i¢in 0,1 mM cAMP substrat

konsantrasyonunda, %Aktivite-[1] grafiklerinden bulunan 1Csy veya 1Cg

degerleri.
Bilesik Ad1 1Cs0 (UM) 1Ce0 (M)
Tadalafil 178 —
Alliltadalafil — 105
Furfuriltadalafil — 97
Morfolintadalafil 375 —
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3.4 insan Karbonik Anhidraz I ve II lizoenzimlerinin Afinite

Kromatografisi ile Saflagtirilmasi

hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin saflastiritlmasi boliim 2.2.2.2°de belirtildigi
gibi Sepharose-4B-etilendiamin-4-tiyoure-dibenzensilfonamit afinite jeli
kullanilarak yapildi. hCA-I izoenziminin elisyonu i¢in 50 mM Na;HPO./ 1 M NaCl
(pH 6,3) tamponu, hCA-II izoenziminin eltsyonu igin ise 0,1 M NaCH3;COO/ 0,5M
NaClO, (pH 5,6) tamponu kullanilarak eluatlar 2’ser mL’lik fraksiyonlarda ependorf
tiiplere topland1. Her bir eluatin 280 nm’de kalitatif protein tayini yapildi. Elde edilen
absorbans degerlerine karsi tiip numarast grafigi sekil 3.8’de gosterildi. Absorbans
degerleri yiiksek olan eliatlar birlestirilerek 0,05M Tris-SO4 (pH 7,4) tamponu ile
diyaliz islemi yapildi. Diyaliz sonunda elde edilen hCA-1 ve hCA-I1I izoenzimlerinin
280 nm’de absorbanslar1 0,05M Tris-SO,4 (pH 7,4) tamponu kor olarak kullanilarak
o6l¢iildii. Diyaliz sonrast hCA-1 ve hCA-I11 izoenzimlerinin 280 nm’deki absorbanslari

sirasiyla 0,495 ve 0,462 olarak ol¢uldu.

0.9 -
0.8 -
0.7 -

0.6 1 =@—hCAl

0.5 1 —o—hCAll

0.4 -

0.3 -

Absorbans (280nm)

0.2 -
0.1 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tiip Numarasi

Sekil 3.8: hCA-I ve hCA-Il izoenzimlerinin afinite kolonundan eliisyon grafigi.
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3.5 insan Eritrositlerinden Elde Edilen hCA-1 ve hCA-II

izoenzimlerinin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin
safligin1 kontrol etmek icin diyaliz sonrast SDS-PAGE uygulandi. Boliim 2.2.4°de
anlatildigi gibi hazirlanan SDS poliakrilamid elektroforez jeline hCA-I ve hCA-II
enzim numuneleri tatbik edildi. Protein bantlari i¢eren jellerin fotografi ¢ekildi (Sekil

3.9).

kDa
~180 -
~130 -
~100 -

70 | —
~55 —
-40 - 1< pa - hCAI hCAIl

el 25kDa.- -

~25 —

~15 —| S

Sekil 3.9: Afinite kromatografisi ile saflastirilan hCA-1 ve hCA-II izoenzimlerinin
SDS-PAGE goruntuleri.

3.6 DMSO’nun hCA-I ve hCA-II izoenzimleri Uzerine EtKisi

DMSO’nun hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin aktiviteleri tizerindeki etkisini
incelemek i¢in, CA enzim aktivite tayin yonteminde belirtilen kosullarda 400 pL
0,05 M Tris-SO4 (pH 7,4) tamponu, 300 pL p-nitrofenil asetat substrati, 50 uL
enzim ve reaksiyon hacmi 1050 pL olacak sekilde degisen miktarlarda distile su ve
saf DMSO kullanildi. Reaksiyon, hCA-I veya hCA-II izoenzimlerinin eklenmesi ile
baslatildi. 25 *C’de 348 nm’de ilk absorbansi 6l¢lldu ve 3 dakika sonra ikinci 6lgim
alindi. Absorbans farki enzimin aktivite hesaplamasinda kullanildi. Tablo 3.5-3.6

sirast ile, DMSO’nun hCA-l ve hCA-II izoenzimlerine etkisi i¢in kullanilan
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miktarlar1 ve aktivitelerini gdstermektedir. Olgiim sonuglarma ait % aktivite-DMSO

hacmi grafikleri sekil 3.10-3.11°de siras1 ile hCA-1 ve hCA-II igin verilmistir.

Tablo 3.5: DMSO’nun hCA-I izoenzimi aktivitesi izerine etkisi.

;ﬁpigﬁ D'(Sﬁ'l'_e)su S”(ZSS“ I(Illahl\lxlbét(g)r (Egﬂ) Aéﬁ:m (AE‘S/'the) %6Aktivite

(uL) (uL) (HL) dk)
350 0 0 0,014 0 0
300 0 0,185 0,0120 100
290 10 0,170 0,0109 91
285 15 0,178 0,0115 96
280 20 0,180 0,0116 97
275 25 0,161 0,0103 86
270 30 0,171 0,0110 92
265 35 0,159 0,0102 85

400 260 300 40 50 0,169 0,0109 90
255 45 0,161 0,0103 86
250 50 0,156 0,0099 83
240 60 0,147 0,0093 78
220 80 0,138 0,0087 72
200 100 0,134 0,0084 70
180 120 0,115 0,0071 59
150 150 0,107 0,0065 54
100 200 0,096 0,0057 48
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110 -
100
90
80
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% hCA | Enzim Aktivitesi

40

30

0 50 100 150 200 250
DMSO hacmi, pL

Sekil 3.10: DMSO’nun hCA-I izoenziminin aktivitesi zerine etkisini gosteren %
aktivite-DMSO hacmi grafigi.

Tablo 3.6: DMSO’nun hCA-II izoenzimi aktivitesi Uizerine etkisi.

;rmlspiglj Distilesu | Substrat I(Il:l)h'\l/lb;tc(;; (:]E (?,i\l-rrl) AAggnm | Aktivite YeAKtivite

(uL) (uL) (uL) (L) (uL) (ts-to, dk) | (EU/mL)
350 0 0 0,006 0 0
300 0 0,475 0,0328 100
295 5 0,491 0,0340 104
290 10 0,500 0,0346 105
285 15 0,526 0,0364 111
280 20 0,531 0,0368 112

400 270 300 30 0,526 0,0364 111
260 40 50 0,509 0,0352 107
250 50 0,527 0,0365 111
240 60 0,499 0,0345 105
230 70 0,549 0,0380 116
220 80 0,506 0,0350 107
200 100 0,533 0,0369 112
150 150 0,556 0,0385 117
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120 -
118 -
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114 -
112 -
110 -
108 -
106 -
104 -
102 -
100
98

% hCA Il Enzim Aktivitesi

0 20 40 60 80 100 120 140 160
DMSO hacmi, pL

Sekil 3.11: DMSO’nun hCA-II izoenziminin aktivitesi izerine etkisini gosteren %

aktivite-DMSO hacmi grafigi.

3.7 Tadalafil ve Turevlerinin CA Substratina Etkisinin Incelenmesi

Tadalafil ve orjinal tiirevlerinin CA subtrati, p-nitrofenil asetata (p-NFA)
etkisinin incelenmesi icin deneyler, inhibisyon g¢alismalarinda kullanilan madde
konsantrasyonlari ile enzimsiz ortamda gergeklestirildi. 400 uLL 0,05 M Tris-SO4 (pH
7,4) tamponu, 300 pL p-NFA substrati ve reaksiyon hacmi 1050 pL olacak sekilde
degisen miktarlarda distile su ve test maddesi kullandi. Reaksiyon, enzimsiz ortamda
oldugundan kiivete test maddesinin eklenmesi ile 25 °C’de 348 nm’de ilk absorbansi
Olctildii ve 3 dakika sonra ikinci 6l¢iim alindi. Deneyde kullanilan miktarlar ve 348

nm’deki absorbans degerleri tablo 3.7-3.12’de verilmistir.
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Tablo 3.7: Tadalafilin p-NFA substratina etkisi.

Tadalafil

gf;glj Distile su | Substrat | inhibitér [1] uM AAssg nm

(uL) (kL) (kL) (kL) (ts-to, dk)
350 0 0,00 0,005
340 10 9,52 0,004
400 330 300 20 19,05 0,005
310 40 38,10 0,005
270 80 76,19 0,004
230 120 114,29 0,002

Tablo 3.8: Alliltadalafilin p-NFA subsratina etkisi.
Alliltadalafil

g&f;glj Distile su | Substrat | inhibitér 1] uM AAszignm

(uL) (kL) (kL) (kL) (ts-to, dk)

350 0 0.00 0,005

340 10 9,52 0,003

400 330 300 20 19,05 0,006

270 80 76,19 0,008

250 100 95,24 0,005

200 150 142,86 0,001

Tablo 3.9: Furfuriltadalafilin p-NFA subsratina etkisi.
Furfuriltadalafil

g’fpiglj Distile su | Substrat | inhibitor [1] uM AAz48 nm

(L) (kL) (kL) (kL) (ts-to, dk)
350 0 0,00 0,005
330 20 19,05 0,009
400 310 300 40 38,10 0,004
290 60 57,14 0,001
230 120 114,29 0,003
200 150 142,86 0,007
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Tablo 3.10: Morfolintadalafilin p-NFA substratina etkisi.

Morfolintadalafil
g‘ﬁpﬁ% Distile su | Substrat | inhibitér 1] uM AAzss nm
(ML) (ML) (ML) (ts-to, dk)
(ML)
350 0 0,00 0,005
340 10 95,24 0,005
320 30 285,71 0,009
400 310, 300 40, 380,95 0,012
270 80 761,90 0,183
250 100 952,38 0,288
200 150 1428,57 0,163
Tablo 3.11: Sikloheksiltadalafilin p-NFA substratina etkisi.
Sikloheksiltadalafil
tTarmls;ﬁSJ Distile su | Substrat | inhibitér 1] uM AAzsg nm
(HL) (HL) (HL) (ts-to, dK)
(ML)
350 0 0,00 0,005
340 10 9,52 0,005
400 330 300 20 19,05 0,020
310 40 38,10 0,031
290 60 57,14 0,042
250 100 95,24 0,075
Tablo 3.12: Piperoniltadalafilin p-NFA substratina etkisi.
Piperoniltadalafil
g’fpiglj Distile su | Substrat | inhibitor [1] uM AAz48 1m
(L) (kL) (ML) (kL) (ts-to, dK)
350 0 0,00 0,005
330 20 19,05 0,015
320 30 28,57 0,043
400 300, 300 50 47,62 0,041
280 70 66,67 0,053
270 80 76,19 0,059
250 100 95,24 0,135
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3.8 Tadalafil ve Turevlerinin hCA-1 ve hCA-II izoenzimlerinin

Aktiviteleri Uzerindeki inhibisyon Etkilerinin Incelenmesi

Tadalafil ve yeni sentezlenen tirevlerinin karbonik anhidraz 1 ve |l
izoenzimlerinin esteraz aktivitesi tizerine inhibisyon etkilerini incelemek igin farkli
inhibitér konsantrasyonlarinda esteraz aktivite Olgiimleri yapilmustir. inhibisyon
calismalarinda kullanilan ¢ozelti konsantrasyonlart ve elde edilen sonuclar tablo
3.13-3.18’de verilmistir. Her bir bilesik i¢in % aktivite-[I] grafikleri ¢izilmistir (Sekil
3.12-3.17). Grafiklerden yararlanilarak bilesiklerden bazilar1 i¢in 1Csp Ve ICg

degerleri hesaplandi. Sonuglar tablo 3.19°da verilmistir.
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Tablo 3.13: hCA-I ve hCA-II izoenzimleri aktivitesi Uzerine tadalafilin inhibisyon

etkilerinin arastirildigi calismada kullanilan ¢ozelti konsantrasyonlart ve

elde edilen sonuclar.

hCA-I hCA-I11
:;:fpgglj Distile su| Substrat |inhibitér| Enzim (1] uM Aé:ftsonm Aktivite | % Aé:ffonm Aktivite | %
(L) (uL) (uL) (uL) (uL) dk)’ (EU/mL)| Aktivite dk)’ (EU/mL) | Aktivite
350 0 0 0 0,013 0 0 0,006 0 0
300 0 0 0,219| 10,0153 100 0,525/ 0,0368 100
290 10 9,52 0,217) 0,0152 99 0,502] 10,0351 96
285 15 14,29 * * * 0,458/ 10,0321 87
280 20, 19,05 * * * 0,457) 0,0320 87
275 25 23,81 * * * 0,483 10,0338 92
265 35 33,33 0,205 0,0143 93 * * *
400 260 300 40 38,10 0,190, 10,0133 87| * * *
255 45/ 50 42,86 * * * 0,491 10,0344 94
250 50 47,62 0,190, 10,0133 87 * * *
245 55 52,38 * * * 0,518/ 10,0363 99
220 80 76,19 0,185 10,0129 84 * * *
200 100] 95,24 0,186/ 10,0130 85 * * *
180 120, 114,29 0,193] 10,0135 88 * * *
150 150, 142,86 0,193 10,0135 88 * * *
100 200 190,48 0,190, 10,0133 87 * * *
*Caligilmayan konsantrasyonlar
110 2 Sy
100 u b
o}
01 s—as = B8 —=® QJ
S 80 -
£ 70
<
O\O 60 - BhCA ¢hCA Il
50 T T T ]
0 50 100 150 200

[Tadalafil] uM

Sekil 3.12: Tadalafilin hCA-I ve hCA-IIl izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri tizerine

etkisini gosteren % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.14: hCA-I

inhibisyon etkilerinin aragtirildig:

ve hCA-II

izoenzimleri

aktivitesi

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

calismada

Uzerine alliltadalafilin

kullanilan ¢ozelti

hCA-I hCA-II
-t;nn?pigj Distile su| Substrat |inhibitér| Enzim M Aé:::tsonm Aktivite | % A(I?;_“so“m Aktivite | %

(uL) (uL) (uL) (uL) (uL) dk))‘ (EU/mL) | Aktivite dk))’ (EU/mL) | Aktivite
350 0 0 0,00 0,013| 0,0000 0 0,007|  0,0000 0
300 0 0,00 0,241 0,0169 100 0,561 0,0392 100
290 10 9,52 0,213| 10,0149 88 0,535 10,0375 95
285 15 14,29 0,215 10,0151 89 * * *
280 20 19,05 0,184 10,0129 76 * * *
270 30 28,57 0,185 10,0130 77 * * *

400 300
260 40 50 38,10 0,176 0,0123 73 0,521 0,0365 93
240 60 57,14 0,170 0,0119 71 * * *
220 80 76,19 * * * 0,521 0,0365 93
200 100 95,24 * * * 0,491 0,0344 88
180 120 114,29 0,179| 10,0125 74 * * *
150 150 142,86 0,179| 10,0125 74 0,464| 0,0325 83

*Caligtlmayan konsantrasyonlar

% Aktivite
LN
o

N
o
L

(@)

hCA-I, y = 0,0039x? - 0,679x + 95,051
R?=10,8187

@ hCAlI

EhCAII

0.00

50.00
[Alliltadalafil] pM

100.00

Sekil 3.13: Alliltadalafilin hCA-1 ve hCA-Il izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uzerine etkisini gosteren % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.15: hCA-lI ve hCA-II izoenzimleri aktivitesi uzerine furfuriltadalafilin
inhibisyon etkilerinin arastirildigi  calismada kullanilan  ¢ozelti

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

hCA-I hCA-II
;Ie—irr:]S[;inolj Distile su| Substrat |inhibitér| Enzim []uM Agj_“fonm Aktivite | % Aé;_‘fonm Aktivite | %
(LL) (uL) (uL) (uL) (uL) dk)’ (EU/mL)| Aktivite dk)’ (EU/mL)| Aktivite
350 0 0 0,00 0,014f 0,0000 0 0,006 0,000 0
300 0 0,00 0,212 10,0148 100 0,509 0,0356 100
295 5 4,76 * * * 0,522| 0,0365 103
290 10 9,52 0,207| 0,0145 98 0,491 0,0344 96
280 20 19,05 0,185 10,0130 87 0,425 10,0298 83
400 260 300 40 50 38,10 * * * 0,461 0,0323 91
250 50 47,62 0,183 0,0128 86 * * *
240 60 57,14 0,177 10,0124 83 0,445 0,0312 87
220 80 76,19 0,170 10,0119 80 0,479 10,0335 94
150 150 142,86 0,170 0,0119 80 * * *
100 200 190,48 0,161 0,0113 76 * * *

*Caligilmayan konsantrasyonlar

120 -

®hCAI BEhCAII
100
80 b ’ ﬂ

D
o
1

a o]
hCA 1,y = 0,001x2 - 0,2895x + 97,682 e
R?=0,8788 O '
N B 0
H >
o
A

o]

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00
[Furfuriltadalafil] uM

%9 Aktivite
aN
o

N
o
1

o

Sekil 3.14: Furfuriltadalafilin hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uzerine etkisini gosteren % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.16: hCA-l ve hCA-Il izoenzimleri aktivitesi Uzerine morfolintadalafilin

inhibisyon etkilerinin arastirildigi

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

calismada

kullanilan ¢ozelti

hCA-I1 hCA-I11
;I;:]S(S)SJ Distilesu | Substrat |inhibitér| Enzim [ uM Aggfts "M | Aktivite | % | AAssgnm | Aktivite %
(upl_) ML) | L) | @L) | L) H d3k)‘;' (EU/mL) | Aktivite |(ta-to, dk)| (EU/ML) | Aktivite
350 0 000 0010 0,000 o| 0004 00000 0
300 0 000 0236 00165 100,  0517| 0,0362 100
290 10 9524 0223 0,0156 95| 0506 00352 98
400 270|300 30 26571] 0,183 10,0128 78| 0475 00333 92
50
260 40 38095 0171 00120 73 x x .
220 80 761,90 x . Jf 0371 00260 72
150 150 142857 0,062 0,0043 26| 0298 00209 58
*Calisilmayan konsantrasyonlar
=0
120 - ehCAl mhCAIl o { |
\\ -—
— W N
100 hCA-I1, y = 9E-06x2 - 0,044x + 101,49 I~ )
R?=0,9928 =
2 80 - i
= =0
X 60 - >
<
S 40 -
hCA-I, y = 2E-05x? - 0,0836x + 100,88
20 1 R?=0,9987
0 L] L] 1
0.00 500.00 1000.00 1500.00
[Morfolintadalafil] uM

Sekil 3.15: Morfolintadalafilin hCA-1 ve hCA-I11 izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uzerine etkisini gosteren % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.17: hCA-I ve hCA-IIl izoenzimleri aktivitesi Uzerine sikloheksiltadalafilin

inhibisyon etkilerinin arastirildigi  calismada kullanilan  ¢ozelti
konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.
hCA-I1 hCA-I11
:;:fpgglj Distilesu | Substrat |inhibitér| Enzim (1] uM Aé:::tsonm Aktivite | % Aé:ffonm Aktivite | %
(L) (uL) (uL) (uL) (uL) dk) (EU/mL) | Aktivite dk) (EU/mL) | Aktivite
350 0 o 000 0010 00000 o 0010 0,0000 0
300 0 000 0222 00155 100 0524 0,0367 100
400 200 .0 10 952 0225 00158 101] 0495 00347 94
280 20 90 19,05]  0,172] 0,0120 77| 0,457] 0,0320 87
260 40 38,10 0174 00122 78| 0,465 0,0326 89
200 100 9524 0188 00132 85| 0442 0,0309 84
120
100
[<5]
=2 80 - Y
0
+- Q
X 60 - o
< My
o -
s 40 Os®
N o= ©
201  ehcAl mhcAll
0
O L] L] L] L] 1 ..-Jr
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00

[Sikloheksiltadalafil] uM

Sekil 3.16: Sikloheksiltadalafilin hCA-1 ve

aktiviteleri Gzerine etkisini gosteren % aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.18: hCA-lI ve hCA-II izoenzimleri aktivitesi Uzerine piperoniltadalafilin

inhibisyon etkilerinin arastirildigi  calismada kullanilan  ¢ozelti
konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.
hCA-I1 hCA-I11

;’;::pigl‘} Distile |Substrat|inhibitor| Enzim [ M Aé“ts "™ | Aktivite | % Aé““f " | Aktivite| %

3740, o o 3740, o s
(L) su (uL) | (uL) (uL) (uL) dk) (EU/mL)| Aktivite dk) (EU/mL)| Aktivite
400 350 300 0 o, 000 0004 00000 o 0008 00000 0
400 300 300 0 50, 000 0,195 0.0137 100 0589 00412 100
400 280 300 20 50 19,05] 0,188 0.0132 96| 0507 0,0355 86
400 250 300 50 50 47,62] 0,173 0.0121 89 0483 0,0338 82
400 230 300 70 50 66,67 * x x| 0,476] 0,0333 81
400 220 300 80 50 76,9 0,165 0.0116 85 x x x
400 200 300 100 50 9524 0,069 0.0048 35| 0,389 0,0272 66

*Caligtlmayan konsantrasyonlar

[Piperoniltadalafil] uM

120 -
hCA-11, y = 4E-05x2 - 0,3106x + 97,051
100 Rz =0,9051
S 80 - *
=
§ 60 -
<
N 20 hCA-1, y = -0,0112x2 + 0,5152x + 95,78
i R2=0,8701 V'S
20 -
®hCAl ®EhCAIl
0 r r r r )
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00

Sekil 3.17: Piperoniltadalafilin hCA-I ve hCA-I1 izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uzerine etkisini gosteren % aktivite-[I] grafigi.

69




Tablo 3.19: Tadalafil ve tirevlerinin hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri igin % aktivite-
[1] grafiklerinden bulunan 1C50-80 degerleri.

Bilesik Ad1 hCA-I hCA-I11
Alliltadalafil ICsg0: 26 uM —
Furfuriltadalafil I1Cg0: 87 uM -
Morfolintadalafil ICgo: 266 UM ICgo: 548 uM
Piperoniltadalafil I1Cs0: 90,9 uM ICgo: 55 pM

3.9 insan PON 1 izoenziminin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

ile Saflastirilmasi

Yontemler bolimiinde belirtildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu
elde edilen ¢okelek 6 mL 0,1 M Tris-baz (pH 8,0) ¢6kelek tamponu iginde .¢ozuld.
Elde edilen ¢ozelti hazirlanan Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik
etkilesim kolonuna tatbik edildi. Paraoksonaz enziminin eliisyonu i¢in kolona 1 M
(NH4)2SO, iceren 0,1 M Na,HPO, (pH 8,0) tamponu ve 0,1 M Na;HPO, (pH 8,0)
tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna
dogru bir tuz gradienti uygulandi. Yikama ve eliisyon ¢ozeltileri 1,5 mL’lik eluatlar
halinde ependorf tiiplere toplandi. Daha sonra her bir tiip i¢cin 280 nm’de kalitatif
protein tayini ve bolim 2.2.3.4’de belirtildigi gibi 412 nm’de aktivite tayini yapildi.
Enzim aktivitesi enzim Unitesi (umol/dakika) cinsinden hesaplanarak elde edilen
degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktar1 grafigi ¢izildi (Sekil 3.18).
Yapilan protein ve aktivite 6lgimlerinin sonunda enzim aktivitesine rastlanan tipler

birlestirilerek inhibisyon ¢alismalarinda kullanildi.
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Sekil 3.18: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflagtirilan PON1 enziminin
eliisyon grafigi.

3.10 insan serum PON1 1izoenziminin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonu ile saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligim1 kontrol etmek icin bolim 2.2.4’de anlatildigi sekilde SDS poliakrilamid
elektroforezi uygulandi. Protein bantlar1 igeren jellerin fotografi ¢ekildi (Sekil 3.19).

kDa
—116, B-Galaktozidaz

—66.2, Sigir serum albumin

—45, Yumurta proteini

| —35, Laktat dehidrojenaz

. —25, REaseBsp98I

—18.4, B-laktoglobulin

—14.4, Lizozim

Sekil 3.19: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan insan serum PON1
izoenziminin SDS-PAGE goruntsd.
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3.11 DMSO’nun hPON1 izoenzimi Uzerine Etkisi

DMSO’nun hPONI1 izoenziminin aktivitesi iizerine etkisini incelemek igin,

boliim 2.2.3.4 hPON1 enzim aktivite tayin yonteminde belirtildigi gibi 37 °C’de, 412

nm’de 1 dakikada absorbansda meydana gelen degisme okundu. Tablo 3.20,

DMSO’nun hPON1

izoenzimine etkisi i¢in kullanilan miktarlar1 ve hPONI

aktivitelerini gostermektedir. Olgiim sonuglarmna ait % aktivite-DMSO hacmi

grafikleri sekil 3.20°da verilmistir.

Tablo 3.20: DMSO’nun hPONI1 izoenzimi aktivitesi Uzerine etkisi.

TB:rfqa;:cﬁwﬁn(\alt_e) Su(tﬁ;at DMSO (uL) ETle_Im (tAlj-&tLlol,2 dk) (Snlfngl\;g i) % Aktivite
1000 0 0,009 0 0
950 0063  0,06631 100
940 10 0062  0,06508 98
930 20 0053  0,05403 81
020 50 0 0038  0,03561 54
900 50 0033  0,02024 39
890 60 0034 003070 46
800 150 002  0,02088 31
770 180 0015 000737 11
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hPON1 lizerine DMSO etkisi

100

80
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Sekil 3.20: DMSO’nun hPON1 enzim aktivitesine etkisini gosteren % aktivite-
DMSO hacim grafigi.

3.12 Tadalafil ve Tiirevlerinin hPON1 Substratina Etkisinin

Incelenmesi

Tadalafil ve orjinal tdrevlerinin hPON1 subtrati, paraoksana etkisinin
incelenmesi  i¢in, deneyler inhibisyon ¢aligmalarinda kullanilan madde
konsantrasyonlari ile enzimsiz ortamda gerceklestirildi. Reaksiyon, enzimsiz ortamda
oldugundan kiivete test maddesinin eklenmesi ile 37 °C’de, 412 nm’de 1 dakika
icinde absorbansda meydana gelen degisim okundu. Deneyde kullanilan miktarlar ve

412 nm’deki absorbans degerleri tablo 3.21-3.26°da verilmistir.
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Tablo 3.21:

Tadalafilin hPON1 substratina etkisi.

Tadalafil
Bazal
Aktivite Substrat inhibitor [1] uM AA412 nm
Tamponu, (uL) (uL) H (t1-to, dK)
puL
1000 50 0 0,00 0,008
950 50 50 47,62 0,001
900 50 100 95,24 0,002
850 50 150 142,86 0,003
800 50 200 190,48 0,010
Tablo 3.22: Alliltadalafilin hPON1 substratina etkisi.
Alliltadalafil
Bazal
Aktivite Substrat Inhibitor [1] uM AA412 0m
Tamponu, | (WL) (ML) " (t1-to, dk)
puL
1000 50 0 0,00 0,002
980 50 20 19,05 0,011
950 50 50 47,62 0,011
920 50 80 76,19 0,027
850 50 150 142,86 0,006
800 50 200 190,48 0,025
Tablo 3.23: Furfuriltadalafilin hPON1 substratina etkisi.
Furfuriltadalafil
Bazal
Aktivite Substrat inhibitor [1] LM AA412 nm
Tamponu, (uL) (uL) H (t1-to, dk)
pL
1000 50 0 0,00 0
980 50 20 19,05 0,012
950 50 50 47,62 0,008
900 50 100 95,24 0,014
850 50 150 142,86 0,008
800 50 200 190,48 0,009
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Tablo 3.24: Morfolintadalafilin hPON1 substratina etkisi.

Morfolintadalafil
Bazal
Aktivite Substrat inhibitor [1] LM AAg12 om
Tamponu, | (uL) (HL) H (ts-to, dk)
puL
1000 50 0 0,00 0,008
990 50 10 9,52 -0,001
950 50 50 47,62 0,005
900 50 100 95,24 -0,003
800 50 200 190,48 0,005
750 50 250 238,10 0,011
Tablo 3.25: Sikloheksiltadalafilin hPON1 substratina etkisi.
Sikloheksiltadalafil
Bazal
Aktivite Substrat inhibitor [1] uM AA417 nm
Tamponu, | (uL) (ML) H (tr-to, dk)
ML
1000 50 0 0,00 0,029
980 50 20 19,05 0,026
970 50 30 28,57 0,010
950 50 50 47,62 0,018
900 50 100 95,24 0,035
850 50 150 142,86 0,028
Tablo 3.26: Piperoniltadalafilin hPON1 substratina etkisi.
Piperoniltadalafil
Bazal
Aktivite Substrat inhibitor [1] uM AA415 nm
Tamponu, | (uL) (ML) H (tr-to, dk)
puL
1000, 50 0 0,00 0,002
980 50 20 19,05 0,012
950 50 50 47,62 0,030
900 50 100 95,24 -0,022
870 50 130 123,81 0,035
850 50 150 142,86 0,049
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3.13 Tadalafil ve Tiirevlerinin hPON1 izoenziminin Aktivitesi Uzerine

Etkileri

Tadalafil ve turevlerinin hPON1 izoenziminin aktivitesi Gzerindeki etkisini
incelerken sabit substrat ve farkli inhibitor konsantrasyonlarinda aktivite dlglimleri
yapilmistir. Kullanilan maddeler ve miktarlar1 tablo 3.27- 3.32’de verilmektedir.
%AKktivite-[I] grafikleri sekil 3.21-3.26’da  gosterilmektedir. S0z  konusu
bilesiklerden sadece sikloheksiltadalafil icin % aktivite-[I] grafiginden faydalanarak
ICsp degeri (119,2 uM) hesaplanmustir.

Tablo 3.27: Tadalafilin hPON1 izoenziminin aktivitesi Uizerine etkisini incelemek

icin kullanilan maddeler ve elde edilen sonuglar.

Bazal
Aktivite | Substrat |inhibitor,| Enzim omy AAuspnm | Aktivite %
Tamponu,| (uL) (L) (L) (t:-to, dK) | (umol/dk) | Aktivite
(uL)
1000 50 0 0 0 0,0080 0 0
950 50 0 50 0 0,0890 0,0995 100
940 50 10 50 9,52 0,0790 0,0872 88
920 50 30 50 28,57 0,0780 0,0860 86
850 50 100 50 95,24 0,0830 0,0921 93
750 50 200 50 190,48 0,0740 0,0810 81
120 - o EL ~

100 4 e L “ ¢

£ 80 1 ¢
= i
£ 60 -
<
S 40 -

20 -

O T T T 1

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00

[Tadalafil] uM

Sekil 3.21: hPON1lizoenzim aktivitesinin tadalafil ile degisimini gosteren % aktivite-

[1] grafigi.
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Tablo 3.28: Alliltadalafilin  hPON1

izoenziminin aktivitesi

Uzerine

incelemek i¢in kullanilan maddeler ve elde edilen sonuglar.

etkisini

Bazal
Aktivite | Substrat | inhibitor | Enzim (1] uM AAspnm | Aktivite %
Tamponu, | (pL) (L) (uL) (ts-to, dK)[ (umol/dk) | Aktivite
(uL)
1000 50 0 0 0 10,0080 0 0
950 50 0 50 0f 0,0570 0,0602 100
930 50 20 50 19,05 0,0490 0,0503 84
900 50 50 50 47,62 10,0642 0,0690 115
800 50 150 50 142,86 0,0620 0,0663 110
750 50 200 50 190,48/ 0,0440 0,0442 73
140 -
120 - 9 ?LN(
o 100 \/ \
2 80 - A
< 60 - Qﬁ
S 40 |
20 -
0 . . . .
0 50 100 150 200

[Alliltadalafil] uM

Sekil 3.22: hPON1 izoenzim aktivitesinin alliltadalafil ile degisimini gosteren %

aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.29: Furfuriltadalafilin hPON1 izoenziminin aktivitesi Uzerine etkisini

incelemek i¢in kullanilan maddeler ve elde edilen sonuglar.

Bazal
Aktivite | Substrat | inhibitor,| Enzim (1] uM AAu o | Aktivite %
Tamponu, | (uL) (uL) (uL) H (t-to, dk)| (umol/dk) | Aktivite
(uL)
1000 50 0 0 0 0,0080 0 0
950 50 0 50 0 0,0660 0,0712 100
900 50 50 50 47,62 0,0652 0,0702 99
850 50 100 50 95,24| 0,0540 0,0565 79
800 50 150 50 142,86 0,0550 0,0577 81
750 50 200 50 190,48 0,0680 0,0737 103
120 -
10 ._-\.__—./.
L 80 -
>
< 60 - o
< 3 Lm/ﬂ
S 40 - Oa® °
N 2 ©
20 - Qs
e
0 . .

0

50

100
[Fufuriltadalafil] pM

150

Sekil 3.23: hPONL1lizoenzim aktivitesinin furfuriltadalafil ile degisimini gosteren %

aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.30: Morfolintadalafilin hPON1 izoenziminin aktivitesi zerine etkisini

incelemek i¢in kullanilan maddeler ve elde edilen sonuglar.

Bazal
Aktivite | Substrat | Inhibitor | Enzim 1] uM AAsonm | Aktivite %
Tamponu, | (uL) (L) (L) H (ti-to, dK)| (umol/dk) | Aktivite
(HL)
1000 50 0 0 0 10,0080 0 0
950 50 0 50 0 0,0850 0,0946 100
900 50 50 50 47,62 0,0922 0,1034 109
850 50 100 50 95,24/ 0,0860 0,0958 101
750 50 200 50 190,48, 0,0810 0,0896 95
700 50 250 50 238,10 0,0430 0,0430 45
(0]
120 - @_Obb N(:/\
100 ./.\F u\ C Y
s 80 4
7 = (0]
S o
< 60 -
<
S 40 -
20 -
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[Morfolintadalafil] pM

Sekil 3.24: hPON1lizoenzim aktivitesinin morfolintadalafil ile degisimini gosteren %

aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.31: Sikloheksiltadalafilin hPON1 izoenziminin aktivitesi Uzerine etkisini

incelemek i¢in kullanilan maddeler ve elde edilen sonuglar.

Bazal
Aktivite | Substrat | Inhibitor | Enzim 1] M AAupnm | Aktivite %
Tamponu,| (pL) (uL) (L) H (ts-to, dk) | (umol/dKk) | Aktivite

(ML)

1000 50 0 0 0]  0,0080 0 0
950 50 0 50 0 0,1010 0,1240 100
900 50 50 50 47,62 0,0882 0,1083 87
850 50 100 50 95,24  0,0520 0,0639 51
800 50 150 50 142,86/  0,0460 0,0565 46

% /\@
120 L ._b N

100 M= ©
£ 80 - Qo
e 3
X 60 - \

S 40| Y=00007x-05245x + 102,65 —
= R2 = 0,9341
0 . .
0 50 100

[Sikloheksiltadalafil] u M

Sekil 3.25: hPONLlizoenzim aktivitesinin sikloheksiltadalafil ile degisimini gdsteren

% aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.32: Piperoniltadalafilin hPON1 izoenziminin aktivitesi Uzerine etkisini

incelemek i¢in kullanilan maddeler ve elde edilen sonuglar.

Bazal
Aktivite | Substrat | Inhibitér | Enzim [1] M AAs2nm | Aktivite %
Tamponu, | (uL) (L) (L) (ti-to, dk)| (umol/dk) | Aktivite
(uL)
1000 50 0 0 0] 0,0080 0 0
950 50 0 50 0 0,0695 0,0755 100
930 50 20 50 19,05/ 0,0620 0,0663 88
920 50 30 50 28,57 0,0550 0,0577 76
900 50 50 50 47,62 0,0482 0,0494 65
820 50 130 50 123,81 0,0860 0,0958 127
800 50 150 50 142,86/  0,0980 0,1105 146
160 -
140
120
£ 100
=
v 80
; 60
40
20
-10 10 30 50 70 90 110 130 150
[Piperoniltadalafil] pM

Sekil 3.26: hPON1lizoenzim aktivitesinin piperoniltadalafil ile degisimini gosteren %

aktivite-[I] grafigi.
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4. SONUC VE ONERILER

Giris boliimiinde de belirtildigi gibi, aragtirmamiz genel olarak iki ana
boliimde degerlendirilmistir. Ik béliimde, alti farkli tadalafil bilesiklerinin PDEI1
izoenzimi Uzerindeki etkileri incelenmistir. Ikinci boliimde ise, yine ayni1 bilesiklerin
hCA-I, hCA-Il ve hPONL1 izoenzimleri tizerindeki etkileri saptanmistir. Bu amagla,
hCA-1 ve hCA-Il igin Sepharose-4B-etilendiamin-4-tiyotre-dibenzensulfonamid
kimyasal yapisina sahip afinite jeli kullanilarak saflagtirilmistir. hPON1 izoenziminin
saflagtirllmasi ise Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin jeli kullanilarak hidrofobik
etkilesim teknigi ile gergeklestirilmistir. Her iki izoenzimin safligi SDS-PAGE ile

kontrol edilmistir.

S6z konusu tadalafil turevlerinin PDE1, hCA-l, hCA-II ve hPON1
izoenzimleri tizerindeki etkilerini arastirmak i¢in bilesikler DMSO iginde ¢6ziilerek
hazirlanmistir. Bu nedenle, arastirmamizda DMSO’nun izoenzimler {izerindeki
etkisinin saptanmasi bir zorunluluk haline gelmistir. Bu amagla 1,5-250 pL
araliklarinda DMSO reaksiyon ortamina ilave edilerek enzim aktiviteleri
belirlenmistir. S6z konusu ¢alismanin diger arastirmacilar i¢in de 6nemli oldugu
diisiincesindeyiz. Ciinkii, DMSO olduk¢a yaygin kullanilan bir ¢oziiciidiir. Sekil
3.10, 3.11 ve 3.20’de gorildiigii gibi DMSO’nun izoenzimler iizerinde oldukca
onemli etkilere sahip oldugu bulunmustur. Bu etkilerin gozardi edilerek elde edilen
inhibisyon verilerinin saglikli olmayacag1 agikca goriilmektedir. Arastirmamizda,
butin inhibisyon degerleri DMSO ile elde edilen veriler goz Oniine alinarak
diizenlenmistir. Rammler, DMSO’nun bir ¢ok enzim lizerindeki etkisini incelemistir.
Glutamat dehidrogenaz ve E.coli fosfomonoesteraz enzimlerinin aktiviteleri artan
DMSO miktar ile diiserken, alanin dehidrogenaz ve salyangoz fosfomonoesteraz

enzimlerinin aktiviteleri artmistir [84].

Tadalafil, Cialis™ ticari adiyla satilan, ozellikle erektil disfonksiyonu
tedavisinde kullanilan bir ilacin etken maddesidir. Tadalafil, pulmoner arteriyel
hipertansiyonu ve iyi huylu prostat buyumesini tedavi etmek igin de
kullanilmaktadir. Vicutta yumusak kas dokularinin gevsemesini saglayarak,

damarlardaki kan akiginin artmasina neden olan cGMP, 6énemli bir ikincil haberci
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molekildir [85,86]. S6z konusu bu molekulin regllasyonu fosfodiesterazlar
tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir [87]. Bir PDES inhibitorii olan
tadalafil ile penisteki PDES enzimi bloke edilerek hicre ici cGMP diizeyinin yiiksek
kalmas1 ve bu sayede vazodilatasyonun devam etmesi saglanir [88]. cGMP ile
kontrol edilen 6nemli diger fizyolojik olaylardan bazilari; retinal rodlarin 1518a cevap
vermesi, koku alinmasi, bobrek ve bagirsaklarda iyon transportu, streoidogenez,
trombosit agregasyonu, kardiyak ve diiz kaslarin kasilmasi seklinde siralanabilir [89].
ED tedavisinde basarili bir sekilde kullanilan tadalafilin, bas donmesi, gégiis agrisi,
bulanti, sirt agrisi, bayilma, gérmede degisiklik ya da ani gérme kaybi, kulakta
¢inlama veya ani duyma kayb1 gibi ¢ok giiclii yan etkilerinin oldugu bilinmektedir.
Bunlarin yam sira, ¢esitli kalp rahatszliklarinin tedavisi i¢in kullanilan nitrat ilaglar
ile beraber alindiginda ani oliimlere de neden olabilecegi bilinmektedir [90-93].
Tadalafil ve tdrevlerinin genel olarak PDE5 uzerinde glgli inhibisyona sebep
olduklar1 bilinmektedir. Bu konuda literatiirde ¢ok sayida caligmaya rastlamak
mimkunddr [54,56,88,89,94-99]. Ancak, s6z konusu bilesiklerin fosfodiesterazin
diger izoenzimlerini nasil etkiledigi konusundaki calismalar oldukc¢a sinirlidir.
Ozellikle PDE1 izoenzimi uzerindeki etkilerinin bilinmesinin, bu bilesiklerin

kullanilmasinda 6nemli bir kriter olacag: diisiincesindeyiz.

PDE1, baslica, beyin, diiz kaslar, kalp ve testislerde bulunan cAMP ve
c¢GMP’yi hidroliz edebilen ii¢ izoforma sahip bir enzimdir [8]. Bu izoenzimin en
belirgin ozelligi, cAMP ve cGMP’nin ikisini de substrat olarak kullanabilmesi ve
aktivitesinin Ca*?/CaM tarafindan diizenlenmesidir [3]. PDE1’in hiicre i¢i Ca™ ve
siklik niikleotid molekiilleri arasinda diizenleyici bir role sahip oldugu bilinmektedir
[1,6]. Cesitli doku ve organlarda bulunan PDEI izoenzimleri sayesinde cAMP /
cGMP bagiml bir ¢ok fizyolojik olay kontrol edilebilmektedir. Vaskiiler diiz kaslarin
kasilmalarinin ve ilgili hiicrelerin ¢ogalmasinin, sperm fonksiyonlarinin, merkezi
sinir sistemi fonksiyonlarinin (hafiza ve 6grenme fonksiyonlari gibi), dopaminerjik
sinyalizasyonun ve bagisiklik sistemindeki hiicrelerin aktivasyonunun diizenlenmesi
gibi bir ¢ok oOnemli fizyolojik olaylar bunlardan bazilandir [1,3,8]. Genetigi
degistirilerek elde edilen PDE1B izoenzimini bulundurmayan farelerde lokomotor
aktivitelerde bir artis gbzlenirken uzamsal 6grenmede eksiklik goriilmiistiir. PDE1’in
diger izoformalar1 ile ilgili buna benzer bir ¢alismaya rastlanmamistir [8]. Daha

onceki c¢alismalarda cAMP’nin metabolizma ve sinir sistemi fonksiyonlarinin
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diizenlenmesinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, cAMP
konsantrasyonunun Parkinson hastalarinda diisiik olmasi ile PDEI inhibitdrlerinin
Parkinson ve Alzheimer gibi bazi norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin
farmakolojik bir hedef haline getirmistir [46]. PDE1’in lizerinde en fazla ¢alisma
yapilan inhibitori, bir alkaloid olan vinpocetindir. Giris boliimiinde de belirtildigi
gibi bir ¢ok tilkede genel olarak beyin damar hastaliklar1 ve biligsel bozukluk, kalp
krizi, yashliga bagli bunama, hafiza karisikligi gibi rahatsizliklarin tedavisi igin
kullanmilmistir [46,50-52]. Baslangicta, PDE1 inhibitorlerinin iyi birer vaskdler
rahatlatic1 oldugu diisiiniilsede artik bunun dogru olmadig1 bilinmektedir. Oyle ki,
PDE] inhibitdrlerinin ayn1 zamanda PDES5’1 de esit oranda inhibe ettigi bilinmektedir
[46]. PDEI’in organizmadaki fonksiyonunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in, PDE1’e

spesifik inhibitdrlerin arastirilmasi bu bakimdan da oldukg¢a 6nemlidir.

Arastirmamizda kullanilan tadalafil bilesikleri, Sakarya Universitesinden
Do¢. Dr. Mustafa ZENGIN ve arastirma ekibi tarafindan materyal-yontem
boliimiinde belirtildigi sekilde sentezlenmistir. Bu bilesiklerin PDE1 tizerindeki
etkileri saptanmustir. %Aktivite-[I] grafiklerinden faydalanarak bazi bilesikler igin
IC50-1Cs0 degerleri belirlenmistir. PDE1 {izerinde test edilen 6 farkli tadalafil
tirevinden sikloheksiltadalafil ve piperoniltadalafil hari¢, digerlerinin uM diizeyde
enzimi inhibe ettigi saptanmustir. Inhibisyon etkisi gdsteren bilesiklerden tadalafil
icin 178 uM ve morfolintadalafil igin 375 pM ICsy degerleri olarak hesaplanmustir.
Alliltadalafil ve furfuriltadalafil igin ise inhibisyon degerleri 1Cgy seklinde
saptanmigtir. Bu degerler sirast ile 105 ve 97 pM olarak hesaplanmustir.
Sikloheksiltadalafil ve piperoniltadalafil’in, g¢alisilan konsantrasyon araliklarinda
(20-600 pM) PDE1 iizerinde belirli oranlarda aktivator oOzelligi gosterdigi
saptanmustir (sekil 3.6-3.7). Molekiil yapilarinin birbirine ¢ok benzemesine ragmen,
sikloheksiltadalafil ve piperoniltadalafilin aktivator etkisi gostermesi oldukga dikkat
cekicidir. Enzim-inhibitor etkilesmelerinin kompleks ve ¢ok yonlii olmasindan
dolay1, inhibitordeki kiiclik farkliliklarin enzimin aktivitesi iizerinde dramatik
farkliliklara sebep oldugu goriilmektedir. Litaratiirde bu tiir ¢aligmalara oldukca fazla
rastlanmaktadir. Ferguson ve Carson’un 2013’deki c¢alismalarinda agikca
gorilmektedir ki klinikte ED tedavisinde basariyla kullanilan PDES inhibitorlerinden
olan sildenafil ve vardenafilin molekiil yapilarinin oldukg¢a benzer olmasina ragmen,

diger PDE izoformlarina karsi segiciliklerinde, gosterdikleri yan etkilerde ve
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uygulama sonrasi etki gosterme zamaninda farliliklar vardir [54,61]. Gokge ve
arkadaglarinin [81] yaptig1 bir ¢alismada da kumarin ve tirevlerinin hPON1 (zerine
yaptig1 etkiler incelenmistir. Bu caligmada, kumarin ve tiirevleri arasinda yapisal
farkliliklarin az oldugu durumda bile ICsy degerleri 35-287 pM arasinda bir
degisiklik gdstermistir. Zengin Kurt ve arkadaslar1 [17] tarafindan yapilan ¢aligmada
da sulfonamid substitie kumariltiyazol turevlerinin, hCA-1, hCA-II izoenzimleri
izerine etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada, 1Cso degerleri ¢ok farkli olan molekiiller
arasindaki benzerlik dikkat cekmektedir ( hCA-I igin 5,63-22,63 uM ve hCA-II igin
8,49-23,87 uM).

Arastirmamizin ikinci béliimiinde, s6z konusu tadalafil ve tirevlerinin hCA-I,

hCA-II ve hPONT iizerindeki etkileri saptanmustir.

Karbonik anhidraz, ¢inko iyonu igeren, dogada oldukca yaygin bulunan bir
metaloenzimdir. Giris boliimiinde de belirtildigi gibi canlilarda baslica, CO;’in
HCO3 ve H™ a geri déniisiimlii hidratasyonunu katalizleyen bu enzim, CO2/HCO3
transportunu saglamanin yan sira bir ok doku ve organda HCO3™ ve H” birikiminde,
CO; ve pH dengesinin saglanmasinda, solunum olayinda, elektrolit salgilanmasinda,
kemik erimesinde, kireclenme ve timor olusumunda da rol almaktadir [67,100].
Karbonik anhidraz izoenzimlerinin kendi spesifik bolgelerinde farkli fonskiyonlar
gostermesinden dolay1, eksikliklerinde bir ¢ok hastalikla baglantili olabilirler. G6z
lensi, kornea ve silyer epitelyumunda hCA-IT’nin kalitsal eksikligi, CA II eksikligi
sendromu olarak belirlenmistir. Bu sendromun, kemiklerde kire¢lenme, bobrek tasi
olusumu ve beyinde kireclenme ile ilgili oldugu gosterilmistir [67]. CA enzim
aktivitesi ¢ok onemli oldugu i¢in; Anzataks, Metotreksat, Lastet, Kampto, Sisplatin,
Gemzar, 5-Flurourasil/EBEWE, 5-Flurourasil/Biocyn, Eloksatin, Farmorubisin,
Karboplatin gibi bazi kemoterapi ilaglarmin; Amoklavin, Genta, Cefamezine,
Amplital, Klacid, Rifocine, Klindaver, Bactrim, Ciproxin, Keraflox, Kemicetine
stiksinat, Rosamisin, Avalox, Amoxicilina, Aksef gibi baz1 antibiyotiklerin ve daha

bir ¢ok bilesigin CA enzim aktivitesi lizerine etkileri arastirilmistir [67].

Bu ¢alismada, tadalafil ve tlrevlerinin hCA-I ve hCA-II lzerindeki etkileri
arastirilarak % aktivite-[I] grafikleri cizildi (Sekil 3.12-3.17). Ilgili inhibitdrlerin
inhibisyon etkisine gore 1Cso-1Cgp degerleri hesaplandi. Bu bilesiklerden tadalafilin

hCA-I Uzerine 0-190 pM araliginda kayda deger bir inhibisyon gostermedigi ancak
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0-60 uM araliginda hCA-II’ye karst belirli oranda aktivator ozelligi gosterdigi
saptanmistir  (sekil 3.12). Alliltadalafilin hCA-II enzimi iizerinde c¢alisilan
konsantrasyon araliginda onemli etki gostermedigi bulunmustur. Ancak, hCA-I
izoenzimi lizerinde belirli 6l¢giide inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmistir (1Cgp=26
uM). Alliltadalafile benzer sekilde, furfuriltadalafil de hCA-II Gzerinde inhibisyon
etkisi gostermezken, hCA-I izoenzimi Uzerine inhibisyon etkisi gostermis ve ICgo
degeri, 87 uM olarak tespit edilmistir. CA tizerine etkisi incelenen diger bir bilesik
olan morfolintadalafilin 400 puM’dan yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda
madde etkisinin arttig1 ve 6lgiimleri olumsuz etkiledigi saptanmistir. Bundan dolay1
yuksek konsantrasyonda (>1400 uM) g6zlenen yiiksek inhibisyon etkisinin maddenin
girisim  yapmasina  baglanabilecegini  diislinmekteyiz. Buna  ragmen,
morpholinotadalfilin hCA-I igin 266 uM, hCA-II igin ise 548 uM ICgy degerleri
hesaplanmistir. Piperoniltadalafil bilesiginin ise, hCA-l ve hCA-II izoenzimeleri
tizerinde belirli diizeyde inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir (sirast ile 1C50=90,9
UM ve 1Cgy=55 uM). hCA-1 ve hCA-II lizerine etkisine bakilan diger bilesikler igin,
caligilan konsatrasyonlarda diigiikk oranlarda inhibisyon etkisi gozlenmesine ragmen,
ICso veya ICgy degerleri hesaplanamamistir. Bu bilesikler igin de, yuksek inhibitor
konsatrasyonlarinda maddelerin girisim yaptigi ve Olgiimleri olumsuz etkiledigi

gozlenmistir (sekil 4.1).

Sekil 4.1: hCA-Il aktivitesi (zerine Sikloheksiltadalafil bilesiginin etkisi
incelenirken yiksek inhibitor konsantrasyonunda (soldaki) kivetin

bulaniklagsmasini ve dl¢iimii olumsuz etkilemesini gdsteren fotograf.
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Tadalafil ve tiirevlerinin inhibisyon etkilerini arastirdigimiz diger enzimimiz
olan hPONI, giris boliimiinde de belirtildigi gibi antioksidan, detoksifikasyon ve
antibakteriyel etkilere sahip 6nemli enzimlerden biridir. hPON1’in aktivitesi ve
duzeyi, yiiksek kolesterol, obezite, bobrek yetmezligi, kalp damar hastaliklari,
romatizmal kireglenme, yiiksek tansiyon ve tip 2 seker hastaligi gibi bir ¢ok
hastalikla iliskilendirilmistir [65,72,75]. Sinan (2005), gentamisin silfat, sodyum
ampisilin, sefazolin sodyum, siperofloksasin, klaritromisin, kloramfenikol, rifamisin
SV, klindamisin fosfat gibi yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin hPON1 enzim
aktivitesi lizerine etkilerini incelemistir. S6z konusu antibiyotiklerden rifamisin SV

disinda digerlerinin hPON1’1 inhibe ettigini saptamistir [80].

Arastirmamizda kullanilan tadalafil ve tiirevlerinin hPON1 Uzerindeki etkileri
incelenerek % aktivite-[I] grafikleri (sekil 3.21-3.26) hazirlandi. hPONL1 aktivitesi
tizerine etkisi incelenen bilesiklerden sadece sikloheksiltadalafil icin 1Csy degeri
(119,2 pM) hesaplanmistir. Tadalafil, ¢alisilan konsantrasyonlarda (0-190 uM),
hPONZ1 aktivitesini uM diizeyde inhibe etmistir ancak 1Cso degeri hesaplanamamustir.
Morpholinotadalfilin, ancak yiksek inhibitér konsantrasyonunda (238 uM) inhibe
ettigi, onun diginda onemli bir etki gostermedigi saptanmustir. Piperoniltadalafil
bilesiginin hPON1 aktivitesine karsi diisiik konsatrasyonlarda (20-50 puM) inhibe
edici, yuksek konsatrasyonlarda (>50 pM) ise aktive edici bir etki gézlenmistir.
Calismamizda kullanilan diger tadalafil tiirevlerinin de hPON1 Uzerine kayda deger

bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir.
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