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OZET

Homosisteinin Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Arastirillmasi

Homosistein (Hey), metiyoninin hiicre i¢i demetilasyonu sonucu olusan, esansiyel
olmayan bir amino asitti. Hcy’nin toksik diizeylerde birikimi (hiperhomosisteinemi,
HHcy), ateroskleroz, kanser, Alzheimer hastaligi, glokom ve anemi gibi ¢esitli patolojik
durumlarla iliskilendirilmistir. Ayn1 zamanda, HHcy’nin bir¢ok hastalikta karbonik
anhidraz (CA) izoenzimlerinin anormal aktiviteleriyle baglantili oldugu da bilinmektedir.
CA enzimleri, karbondioksitin geri doniigiimlii hidrasyonunu katalize ederek pH dengesi,

elektrolit homeostazi ve ¢esitli biyosentetik siireglerde kritik rol oynar.

Bu calismada, Hey’nin insan CA 1 ve CA II (hCA I ve hCA 1I) izoenzimlerinin
aktivitesi lizerindeki etkileri hem in vitro analizler (esteraz ve hidrataz aktivitesi tayin
yontemleri) hem de molekiiler kenetleme simiilasyonlar1 araciligiyla aragtirilmistir. Pozitif
kontrol olarak L-histidin (HIS) ve asetazolamid (AZM) kullanilmistir. DL-Hcy, 0—4000
uM araliginda farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak test edilmistir. Her iki aktivite tayin
yontemi sonucunda, DL-Hcy’nin her iki izoenzimin aktivitesini artirdigi gozlemlenmistir.
Esteraz aktivitesine gore, DL-Hcy nin ACsy degerleri hCA I ve hCA 1I i¢in sirasiyla 16.65
uM ve 23.32 uM olarak hesaplanmistir. Hidrataz aktivitesi sonuglar1 ise hCA 1 ve hCA 11
i¢in sirasiyla 8.95 uM ve 55.91 uM ACs, degerleri gostermistir.

Molekiiler kenetleme analizlerinde, CA I (PDB ID: 2foy) ve CA II (PDB ID: 2fou)
kristal yapilar1 kullanilarak DL-Hcy, HIS ve AZM ligandlarinin baglanma simiilasyonlari
gerceklestirilmis ve baglanma afiniteleri degerlendirilmistir. Analizler, DL-Hcy’nin
ozellikle CA II izoenzimine kars1 zayif bir inhibitér oldugunu ve baglanma kararliliginin

diisiik seviyede kaldigini ortaya koymustur.

Sonu¢ olarak, in vitro analizlerden elde edilen ACsy degerleri ile molekiiler
kenetleme bulgular1 birlikte degerlendirildiginde, DL-Hcy’nin hCA I ve hCA 1I
izoenzimlerinin aktivitesini artirabilen potansiyel bir aktivatér adayr oldugu sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aktivatdr, Enzim kinetigi, Homosistein, inhibitér, Karbonik anhidraz,

Molekiiler modelleme
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Homocysteine on the Activity of Carbonic Anhydrase

I and II Isoenzymes

Homocysteine (Hcy) is a non-essential amino acid formed through the intracellular
demethylation  of  methionine. = Accumulation of Hcy at toxic levels
(hyperhomocysteinemia, HHcy) has been associated with various pathological conditions
such as atherosclerosis, cancer, Alzheimer’s disease, glaucoma, and anemia. HHcy is also
known to be linked to abnormal activities of carbonic anhydrase (CA) isoenzymes in many
diseases. CA enzymes play a critical role in pH regulation, electrolyte homeostasis, and

various biosynthetic processes by catalyzing the reversible hydration of carbon dioxide.

In this study, the effects of Hey on the activity of human CA I and CA II (hCA I and
hCA 1I) isoenzymes were investigated through both in vitro analyses (using esterase and
hydrase activity assays) and molecular docking simulations. L-histidine (HIS) and
acetazolamide (AZM) were used as positive controls. DL-Hcy was prepared and tested at
various concentrations ranging from 0 to 4000 pM. Results from both activity assays
showed that DL-Hcy increased the activity of both isoenzymes. According to esterase
activity, the ACs values of DL-Hcy were calculated as 16.65 uM for hCA I and 23.32 uM
for hCA II. Hydrase activity results showed ACsy values of 8.95 uM for hCA I and 55.91
uM for hCA 1.

In molecular docking analyses, crystal structures of CA I (PDB ID: 2foy) and CA 11
(PDB ID: 2fou) were used to simulate the binding of DL-Hcy, HIS, and AZM ligands and
to evaluate their binding affinities. The analyses revealed that DL-Hcy is a weak inhibitor

of CA Il isoenzyme and exhibits low binding stability.

In conclusion, when the ACsy values obtained from in vitro analyses are evaluated
together with the molecular docking findings, it is concluded that DL-Hcy is a potential
activator candidate that can enhance the activity of hCA I and hCA 1I isoenzymes.

Keywords: Activator, Carbonic anhydrase, Enzyme kinetics, Homocysteine, Inhibitor,

Molecular modelling
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1. GIRIS ve AMAC

Homosistein, metiyoninin hiicre i¢i demetilasyonu sirasinda olusan ve yapisinda
siilfidril grubu barindiran esansiyel olmayan bir amino asittir (1, 2). Kan plazmasinda Hcy;
yaklasik %1 oraninda serbest tiyol, %70—80 oraninda basta albiimin olmak {izere plazma
proteinlerine distilfid baglariyla bagl, geri kalan kismi ise oksitlenerek dimerler veya
sisteinle olusturdugu karisik disiilfid yapilar seklinde bulunur (3). Fizyolojik kosullarda
total Hcy (tHcy) diizeyi 3—15 uM araligindadir; ancak genetik faktorler, diyet ve yasam
tarz1 gibi degiskenler bu seviyelerde artisa yol agabilir. Plazmada Hcy’nin patolojik
diizeyde birikimi, HHcy olarak adlandirilir ve siddetine gore hafif (16-30 uM), orta (31—
100 uM) ve siddetli (>100 uM) olmak tizere siniflandirilir (2, 4-6). Literatiirde HHcy’nin
kardiyovaskiiler hastaliklar, noral tiip defektleri, Alzheimer hastaligi, kanser, multipl
skleroz, osteoporoz, migren, epilepsi ve gelisimsel bozukluklar gibi ¢cok sayida hastalikla
iligkili oldugu, hatta bir¢cok hastaligin patogenezinde bir risk faktorii olarak rol oynadigi
bildirilmektedir (2, 4, 7-10).

Karbonik anhidrazlar (CA’lar; EC 4.2.1.1), karbondioksitin bikarbonat ve
protonlara doniistimiinii katalizleyen ¢inko igeren metaloenzimlerdir ve hem prokaryot
hem de okaryot canlilarda bulunurlar (11). Memelilerde a-sinifina ait 16 farkli CA
izoenzimi tanimlanmistir; bunlar kinetik 6zellikleri, doku dagilimi ve hiicresel lokalizasyon
agisindan farklilik gésterir (12). Insan CA’lari; sitozolik, mitokondriyal, membrana bagl
ve sekrete edilen izoenzimler olarak dért grupta incelenir (13). Insan CA I ve II,
eritrositlerde yiiksek oranda bulunan sitozolik izoenzimlerdir. Karbonik anhidraz I, CA
I’ye gore daha diisiik bir katalitik kapasiteye sahip olmasina ragmen eritrositlerde miktar
olarak daha fazladir (13, 14). Karbonik anhidraz izoenzimleri; pH ve elektrolit dengesi,
glukoneogenez, lipogenez, iire sentezi, kemik rezorpsiyonu, hiicresel sinyal iletimi ve
oksidatif stres yanit1 gibi ¢ok sayida fizyolojik siirecin diizenlenmesinde gorev alir (14—
16). Ote yandan, bu enzimlerin aktivitesinde goriilen patolojik diizeydeki artis veya
azalmalar; kanser, glokom, anemi, osteoporoz, renal tiibiiler asidoz ve norodejeneratif
hastaliklar gibi ¢esitli klinik tablolarla iliskilendirilmistir (16-20). Ayrica, farkli dokularda
cesitli islevlere sahip ¢ok sayida izoformun varli§i, bu enzimlerin inhibitér ve

aktivatorlerinin terapotik potansiyellerini artirmaktadir (18).

Homosisteinin patolojik diizeyleri ile CA’larin fizyolojik ve patolojik islevleri géz

Oniine alindiginda, her iki faktoriin de cesitli hastalik siire¢lerinde dnemli rol oynadig



goriilmektedir. Ozellikle HHcy ve CA aktivitesindeki bozukluklarin birlikte gézlemlendigi
bazi norodejeneratif hastaliklarda bu durum daha belirgindir (21-23). Hiicresel proteinlerin
pH degisikliklerine duyarli yapilar1 ve Hcy’nin sitoplazmik diizeylerde toksik birikim
gosterebilmesi, Hcy’nin CA izoenzimleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasini bilimsel

agidan anlamli kilmaktadir.

Literatiirde, Hcy diizeylerindeki artis ile hCA izoenzimlerinin aktivitesindeki
degisimlerin ayr1 ayr1 ¢ok sayida hastaligin patogenezinde rol oynadigma dair bulgular
mevcuttur. Ancak, bu iki biyolojik parametre arasindaki potansiyel etkilesimi dogrudan ele

alan kapsamli bir ¢aligmaya rastlanmamustur.

Bu tez ¢alismasinda, Hcy’nin hCA I ve hCA II izoenzimlerinin aktivitesi izerindeki
etkilerini hem in vitro enzim kinetigi analizleri (esteraz ve hidrataz aktivite tayinleri) hem
de molekiiler kenetleme simiilasyonlar1 yoluyla kapsamli bi¢cimde degerlendirilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Homosistein ve Yapisi

Homosistein, Met’in hiicre i¢i demetilasyonu sirasinda olusan, yapisinda siilfidril
grubu iceren esansiyel olmayan bir amino asittir (Sekil 1) ve sisteinin bir homologudur (1,
2). Ilk olarak1932 yilinda Nobel Kimya Odiilii sahibi Vincent du Vigneaud tarafindan
kesfedilen ve insanlarda tek karbon metabolizmasinda 6nemli bir ara madde olan Hcy’nin

bilinen tek kaynagi diyet proteini Met’tir (24, 25).

O

HS

NH,
Sekil 1. Homosisteinin kimyasal yapis1 (Song’dan, 26)

Homosistein kan plazmasinda dort farkli formda bulunur (Sekil2): yaklasik %1’
serbest tiyol, %70-80’1 basta albiimin olmak tizere plazma proteinlerine disiilfid baglar ile
bagli, kalan kismi ise oksitlenerek dimerler veya sisteinle birleserek karisik disiilfidler

seklinde bulunabilir (3).
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Sekil 2. Total plazma homosistein komponentleri (Temel’den, 27)



2.1.1. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein, viicutta Met’in sisteine metabolize edilmesi sirasinda S-adenozil
homosistein (SAH) nin Hey ve adenozine hidrolizi ile olusan metabolik bir ara tirtindiir.
Olusan Hcy, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve hiicresel homeostazin korunmasi gibi
fizyolojik siireglerde yer alir (3). Bununla birlikte, Hcy transmetilasyon yoluyla iiretilir ve
olusan Hcy iki farkli yolla metabolize edilir (Sekil 3). Bu yollar remetilasyon ve
transsiilfiirasyon yollaridir (6). Bu yollarin her ikisi de Met sentez dongiisiinde folat (B9
vitamini), kobalamin (B12 vitamini) ve riboflavinin (B2 vitamini) yani sira
transsiilfiirasyon yolu piridoksin (B6 vitamini) dahil olmak iizere kofaktorlere ihtiyag
duyar (28, 29). Bu yollar, metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) reaksiyonu i¢in
allosterik bir inhibitor olarak spesifik bir role sahip olan ve sistatiyonin B-sentaz (CBS)

aktivatorii olarak gorev yapan S-adenozil metiyonin (SAM) tarafindan koordine edilir (3).
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Sekil 3. Homosistein metabolizmasi. ATP: adenozin trifosfat; AMP: adenozin
monofosfat; PPi: pirofosfat; Pi: inorganik fosfat; CoA: koenzim A; R: alici; R-
CH3: metillenmis iirtin; MT: metiltransferazlar (Skovierova’dan, 9)

Ik olarak Met, transmetilasyon siirecleri i¢in dnemli bir metil donérii olan yiiksek
enerjili siilfonyum bilesigi SAM’ye doniistiiriiliir, reaksiyon metiyonin adenoziltransferaz

(MAT) tarafindan katalize edilir ve adenozil kismi1 adenozin trifosfat (ATP) tarafindan



saglanir (6). S-adenozil metiyonin, evrensel bir metil dondrii olarak sadece farkli
bilesiklerin (yani kreatin, epinefrin, karnitin, fosfolipidler, proteinler, niikleik asitler ve
poliaminler) cesitli hiicresel biyosentezlerinde degil, ayn1 zamanda DNA metilasyonunun
(niikleer ve mitokondriyal) diizenlenmesi, kromatin yeniden modelleme, RNA diizenleme,
mikro RNA ve histonlarin post-translasyonel —modifikasyonu gibi epigenetik
modiilasyonlarda da kullanilir. Bu siire¢ tek karbon metabolizmasi olarak bilinir (9, 28).
Daha sonra SAM, SAH olusturmak {izere demetillenir (6). S-adenozil homosistein ¢cogu
SAM bagimh metiltransferazin katalitik bolgesine SAM’ye esit veya daha biiylik bir
afiniteye sahip oldugundan, SAH bircok metiltransferazin gii¢lii bir inhibitoriidiir ve
SAM/SAH oram1 genellikle hiicre i¢i metilasyon kapasitesi i¢in bir gosterge olarak
kullanilir. S-adenozil homosistein, memeli dokularinda her yerde eksprese edilen SAH

hidrolaz (SAHH) tarafindan Hcy ve adenozine doniistiiriiliir (29).

Yeterli Met varliginda olusan Hcy, esas olarak karaciger, bobrek, ince bagirsak ve
pankreasta bulunan transsiilflirasyon yolu ile geri doniisiimsiiz olarak metabolize edilir (3,
29). Ilk reaksiyon, Hcy ve serin arasindaki bir kondensasyondur ve CBS tarafindan
sistatiyonin iiretimine yol agar. Sistatiyonin daha sonra sistatiyonin y-liyaz (CSE)
tarafindan sistein ve a-ketobiitirata hidrolize edilir. Bu iki reaksiyon B6 vitaminine bagimli
enzimler (CSE ve CBS) tarafindan katalize edilir (4). Homosisteinden transsiilfiirasyon
yoluyla olusan sistein son olarak siilfata oksitlenir ve idrarla atilir (6). Bununla birlikte
protein sentezine ek olarak sistein, 6nemli bir hiicresel antioksidan olan glutatyon

sentezinde kullanilir (29).

Metiyonin eksikligi durumunda, Hcy Met olusturmak iizere betain veya folat
bagimli yollar ile yeniden remetile olur (6). Folat bagimli yolda vitamin B12 bagimli
enzim olan metiyonin sentaz (MS), N-5-metil tetra hidrofolattan Hecy’yi remetile etmek ve
Met ve tetrahidrofolat (THF) iiretmek i¢cin Hcy’ye bir metil grubunun dahil edilmesini
katalize eder (4, 29). Tetrahidrofolat daha sonra serin hidroksimetil transferaz (SHMT)
enzimi tarafindan serin ve B6 vitamini varliginda 5,10-metilen tetrahidrofolat (5,10-
MTHF)’ye dontstiiriilir. 5,10-metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) tarafindan
indirgendikten sonra 5,10-MTHEF, ikinci bir Hcy molekiiliiniin remetilasyonu igin
kullanilabilecek olan 5-MTHF’ye doniistiiriiliir. 5,10-metilen tetrahidrofolat rediiktaz,
kofaktor olarak flavin adenin diniikleotid (FAD; B2 vitamininin aktif formu) kullanir. Folat

bagimli remetilasyon yolu neredeyse tiim hiicrelerde mevcuttur (29). Betain bagimli yolda



ise metil grubu dondrii olarak betain kullanilir ve betain-homosistein metiltransferaz
(BHMT) enzimi tarafindan kolinden sentezlenir (9). Bu yolun iiriinleri dimetilglisin
(DMG) ve Met’tir. Bununla birlikte Hcy’nin BHMT ye bagli remetilasyonu oncelikle
karaciger, bobrek ve lenste gergeklesir (9, 28).

Remetilasyon ve transsiilfiirasyon yollarina ek olarak, Hcy, homosistein-tiyolakton
(HTL) olusturmak i¢in siklizasyona ugrayabilir ve bu tiyoester, Hcy nin toksik ara maddesi
olarak kabul edilir (30). Metiyonine yapisal benzerligi nedeniyle Hcy, metiyonil-tRNA
sentetaz tarafindan tanimnabilir ve aktive edilebilir. Aktiflestirilmis tiirev Hcy~AMP
olusturur ve daha sonra yan zincir-SH grubu ile Hey’nin aktiflestirilmis karbonil grubu
arasindaki bir reaksiyonda molekiil i¢i tiyoester bagi olusumunu katalize ederek HTL yi
ortaya ¢ikarir (Sekil 4). Homosistein tRNA’ya aktarilmaz ve proteine dahil edilmez. Tiim
organizmalar Hey’yi HTL ye déniistiirerek diizenler (4).

MetRS + Hey + ATP  4ump MetRS-Hey-AMP + PPi

/7 \

Hey-tRINAMet Hey-tiyolakton

Sekil 4. Homosistein-tiyolakton olusum mekanizmasi (Jakubowski’den, 25)

Insan hiicreleri ve serumda yapilan in vitro ¢alismalar, HTL nin iki reaksiyona
girdigini gostermistir: Bunlar Hcy’nin bir lizin rezidiisii lizerindeki bir proteinin
homosisteinilasyonu ve paraoksonaz 1 enzimi tarafindan Hcy’ye enzimatik hidrolizdir
(28). Bununla birlikte HTL molekiiliiniin “protein N-homosisteinilasyonu” olarak
adlandirilan bir siiregte enzimatik olmayan bir mekanizma proteinlere dahil edilmesinin,
protein yapisinda meydana gelen degisikliklere bagli olarak protein fonksiyonlarnin
kaybina yol actifina ve oksidasyon yoluyla daha fazla hasara duyarli hale gelmesine neden
olduguna inanilmaktadir (25). Aym1 zamanda Hcy, enzimlerin katalitik merkezleriyle
etkileserek (inhibitor veya aktivator olarak) oksidatif stres indiiksiyonu ve eksitotoksisite

mekanizmalar ile de etki edebildigine yonelik ¢alismalar bulunmaktadir (2).



2.1.2. Plazma Homosistein Diizeyleri

Hiicre i¢inde metabolize olmayan giinliik toplam hiicresel Hey tiretiminin yaklagik
%10’u plazmaya aktarilir. Normal kosullar altinda, tHey icerigi 3-5 ila 15 pM araligindadir
ve yaslanmayla birlikte artar. Bununla birlikte Hcy diizeyleri genetik faktorler, diyet,
yasam tarzi, ¢esitli ilaclar vb. dahil olmak tizere farkli kosullardan etkilenerek artabilir.
Ayrica Hcey’yi metabolize eden enzimler CBS, MS, BHMT ve MTHFR’yi kodlayan
genlerdeki mutasyonlar, Hcy’yi metabolize etme yeteneginin bozulmasina neden olarak
hiicresel ve plazma Hcy seviyelerinin artmasina sebep olur. Plazmadaki yiiksek Hcy
diizeylerinin araliklar1 hafif (16-30 pM), orta (31-100 uM) veya siddetli (>100 uM) HHcy
olarak siniflandirilmaktadir (2, 4-6).

Insan saghgini etkileyebilecek bir faktdr olarak Hey’den ilk kez 1960°larda, Kuzey
Irlanda’nin Belfast kentinden bir grup arastirmacimin zeki geriligi olan c¢ocuklarm
idrarinda yiliksek konsantrasyonlarda Hcy bulunmasiyla bahsedilmistir. Bu ¢ocuklarin ayni
zamanda damarlarda trombiis gelistirme egilimi gibi homosistiniiri vakalariyla birgok
benzerlik gosterdigi fark edilmistir. Damarlarda trombiis gelistirme egilimi iliskin
arastirmalar, 1975 yilinda McCully ve Wilson tarafindan kandaki orta dereceli Hcy
yiiksekliginin genel popiilasyonda ateroskleroz i¢in bir risk faktorii olabilecegini one siiren
Hcy ateroskleroz teorisinin formiile edilmesiyle sonug¢lanmistir (30, 31). Bununla birlikte
giinimiize kadar yapilan calismalarla birlikte HHcy’nin kardiyovaskiiler hastaliklar
(KVH), noral tiip defektleri, atriyal fibrilasyon, Alzheimer hastaligi (AH), kanser, multipl
skleroz, osteoporoz, migren, epilepsi ve gelisimsel bozukluklar gibi cesitli hastaliklarla
iliskili oldugu ve birgok hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde bir risk faktérii oldugu

belirtilmistir (2, 4, 7-10).
2.2. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, tiim canli hiicrelerde ¢esitli biyolojik siireglerdeki reaksiyonlar: katalize
eden ve bir kimyasal reaksiyonun gerceklesmesi icin gerekli aktivasyon enerjisini azaltan
cogunlukla protein yapili biyolojik katalizérlerdir (32-34). Enzimlerin katalitik aktivitesi,
devir hiz1 veya devir sayist gibi ¢esitli sekillerde adlandirilan bir sabit olan k¢, ile ifade
edilir. Bu sabit, birim zamanda (genellikle dakika veya saniye basina) tek bir enzim
molekiilii tarafindan iirline doniistiiriilebilen substrat molekiillerinin sayisini temsil eder.
Ornegin; CA enzimi, substratlar1 olan karbondioksit ve su molekiiliinii her saniyede yarim

milyondan fazla {irlinii olan bikarbonat iyonlarina doniisiimiinii katalize edebilir (34).



Hemen hemen tiim enzimler proteinlerden olugmasina ragmen, bir¢ok enzimin
katalitik aktivitesini gergeklestirmek icin kofaktdér olarak bilinen protein olmayan bir
bilesene ihtiya¢ duyar. Bu kofaktor; Fe*', Mg”", Mn”" veya Zn®" gibi inorganik bir iyon
veya koenzim A gibi daha karmasik bir organik molekiil olan koenzim olabilir (35). Bir
enzim aktivitesi i¢in bir kofaktore ihtiya¢ duydugunda, inaktif protein bileseni apoenzim
olarak adlandirilir ve apoenzim art1 kofaktdr holoenzim olarak adlandirilir. Ayrica koenzim

proteine sikica baglandiginda enzimin prostetik grubu olarak adlandirilir (34).

Enzimlerin aktif bolgesinde substratin baglanmasini agiklamak icin iki farkli model
onerilmistir. Emil Fischer tarafindan oOnerilen anahtar-kilit modelinde, enzimin aktif
bolgesi substratla tam olarak uyumludur. Buna karsilik Koshland tarafindan olusturulan
indiiklenmis uyum modelinde, substratin baglanmasi enzimin konformasyonunda bir
degisiklik yaratarak ikisinin birbirine daha iyi uymasimi saglar. Michaelis-Menten’in
teorisinde ise, ilk asamada bir enzim-substrat kompleksinin kuruldugu ve ardindan ikinci
asamada enzim ve iiriinlerin serbest birakildig: iki katalitik reaksiyon asamasi onerilmistir

(36, 37).
2.2.1. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siiflandirilmasi

Enzimler tipik olarak katalize ettikleri reaksiyona atifta bulunan -az son ekine,
proteolitik enzimler ise genellikle -in son ekine sahiptir (34). 1950’lerin sonunda,
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), enzimler i¢in bir
isimlendirme ihtiyact oldugunu Ongormiistiir. 1955’te IUBMB, enzimler icin bir
isimlendirme gelistirmekle gorevli bir uluslararas1 komisyon kurulmasia karar vermistir.
1961 yilinda enzim smiflandirmas: ve isimlendirme listesinin ilk versiyonunu
yaymlanmistir. Bu siniflandirma, her katalitik reaksiyona (enzim grubu) enzim iiyelerini
belirtmek i¢in enzim komisyonu (EC) ad1 verilen bir numaranin verildigi sayisal tabanl bir
sistemdir (36). Bu adlandirma, enzimlere asagidaki anlama gelen dort rakamli bir kod
atanmasina dayanir: (i) ilk rakam ana enzim smifin1 tanimlar; (ii) ikinci rakam alt sinifi
gosterir; (iii) liglincli rakam alt-alt sinifi belirtir ve (iv) dordiincii rakam alt-alt sinifindaki
enzimin seri numarasidir. Katalizlenen reaksiyon tiirline gére yapilan siniflandirma ile altt
enzim sinifi tanimlanmistir: oksidorediiktazlar (EC 1), transferazlar (EC 2), hidrolazlar (EC
3), liyazlar (EC 4), izomerazlar (EC 5) ve ligazlar (EC 6). Her ne kadar 1961 versiyonunda
cesitli revizyonlar yapilmis olsa da tamimlanan alti smifta herhangi bir degisiklik

yapilmamistir. Ancak, 2018’de yeni bir sinif olan translokazlar eklenmistir (33, 38).



Oksidorediiktazlar  oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarin1  katalize ederken,
transferazlar ise belirli bir fonksiyonel grubu (6rnegin fosfat, a¢il ve amino gruplari) bir
bilesikten digerine transferini katalize eder. Hidrolaz enzimleri C-O, C-C ve C-N gibi
hidrolitik baglarin boliinmesini katalize eder. Bu enzim ayn1 zamanda su molekiillerini de
transfer eder; yani substratin hidrolizi hidrolaz enzimleri tarafindan katalize edilebilir.
Liyazlar C-C, C-O, C-N ve C-S baglarint hidroliz veya oksidasyon disindaki yollarla
parcalayan enzimler olarak tanimlanir. izomerazlar, izomerizasyon reaksiyonlarini veya
molekiiller arasi yeniden diizenlemeleri katalize eder. Ligazlar bir pirofosfat bagmin
hidrolizi ile iki molekiil arasinda C-O, C-N, C-S, C-C baglarinin olusumunu katalize eder.
Translokazlar, iyonlarin veya molekiillerin membranlar boyunca hareketini veya

membranlar i¢inde ayrilmasini katalize eder (34, 38, 39).
2.2.2. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim konsantrasyonu: Enzimatik reaksiyonun baslangic hizi, enzimin farkli
konsantrasyonlarinda, doygun miktarda substrat varliginda ve reaksiyon ortamindaki diger
tiim kosullar sabit tutuldugunda belirlenir. Bu durumda, enzim miktar1 ile reaksiyon hizi
arasindaki iliski kurulabilir. Enzim aktivitesi enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir

(40).

Substrat  konsantrasyonu: Enzimler i¢in, hiz sadece diisiik substrat
konsantrasyonlarinda substrat konsantrasyonu ile orantilidir. Daha yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda yani enzim doymus oldugu durumda maksimum hizina (V) ulasir
ve enzim, ne kadar ¢ok substrat mevcut olursa olsun daha hizli ¢alisamaz. Sonugta substrat
konsantrasyonu ve hiz arasindaki iliski hiperbolik bir egri verir (Sekil 5). Michaelis sabiti
(Ky), maksimum hizin yarisimi  veren substrat konsantrasyonudur. Bu, enzim
konsantrasyonundan bagimsizdir. Michaelis sabiti ne kadar diisiikse, substratin enzim igin

afinitesi o kadar yiiksek ve reaksiyon o kadar hizlidir (37).
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Sekil 5. Michaelis—Menten kinetigi (a) Reaksiyonun baglangic hizinin (V) substrat
konsantrasyonu ([S]) ile degisimi (b) Michaelis—Menten kinetiginin Lineweaver—
Burk grafigi (Talens-Perales’den, 35)

Sicaklik:  Sicakligin  artirilmasi, enzimin termal  kararliligi denatiirasyon ve
inaktivasyon nedeniyle dnemli Ol¢iide tehlikeye girmeden once reaksiyonun aktivasyon
enerjisini asarak reaksiyon hizini artirabilir (41). Enzim aktivitesi sicaklikla artmasina
ragmen, belirli bir enzimin katalitik aktivitesi i¢in optimal sicakliga karsilik gelen bir

maksimum degere ulasilir. Bu sicakligin {izerinde enzim aktivitesi hizla diiser (40).

pH: Cogu enzimin, katalizlenen reaksiyonun hizinin maksimum oldugu bir
optimum pH degeri vardir. Cogu enzim i¢in optimum pH araligi 6 ile 8 arasindadir.
Istisnalar disinda bu degerlerin altinda veya iistiinde reaksiyon hizi az ya da ¢ok hizli bir
sekilde diiser. Bununla birlikte ortamdaki pH degisiklikleri, enzim molekiilii ve substrat
tizerindeki fonksiyonel gruplarin iyonlasma durumunu etkiler. Optimumun iistiinde veya
altinda asir1 pH degisiklikleri, enzimin denatiirasyonuna ve ardindan inaktivasyonuna

neden olabilir (34, 40).

Diger faktorler: Enzim aktivitesine etki eden diger faktorler arasinda c¢evresel

faktorler, zaman, kofaktor, inhibitor ve aktivator maddeler yer almaktadir (35, 37, 40).
2.3. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidrazlar (CAs; EC 4.2.1.1), hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda
bulunan, karbondioksitin bikarbonat ve hidrojen iyonlarina geri doniisiimlii hidrasyonunu
katalize eden metalloenzimlerdir (11). Ilk kez 1933 yilinda Meldrum N.U. ve Roughton
F.J.W. tarafindan kegi, 0kiiz, tavsan, balina ve insan eritrositlerinden saflagtirilmistir (42).
Bir CA’nin aktif bolgesi ¢ogunlukla enzimin katalitik aktivitesi igin gerekli olan bir Zn"

icerir ve yaklasik 30 kDa (kiloDalton) molekiil agirligina sahiptir. Farkli CA smiflar1 ¢inko
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yerine kadmiyum, demir veya kobalt gibi bagka metal iyonlarin1 da igerebilir (43, 44).
Bununla birlikte CA’lar a-, B-, y-, 8-, (-, n-, 6- ve 1 CA’lar olmak iizere sekiz farkli gen
ailesi tarafindan kodlanir. Bunlarin arasinda hCA’lar a sinifina aittir ve yapilarinda 260 ile

459 arasinda amino asit igermektedirler (11, 43, 45).
2.3.1. Karbonik Anhidrazlarin Yapisal ve Katalitik Ozellikleri

Karbonik anhidrazlarin aktif bolgesinde bulunan ¢inko His 94, His 96 ve His 119
rezidiileri ile bir su/hidroksit arasinda tetrahedral bir geometriye sahiptir (Sekil 6).
Karbonik anhidrazin aktif bdlgesinin yer aldig1 cep 15 A capindadir ve koni seklindedir.
Bu cep iki farkli bolge sahiptir; ilk yarisi yalnizca hidrofobik amino asitlerden, ikincisi
yaris1 ise yalnizca hidrofilik amino asitlerin bulundugu bir bélgedir, bu da amfilik bir bolge
yapisina yol agar (15, 46). insan CA’larin aktif bolgesinde buluna Zn*" bagh su/hidroksit,
Thr199 ve Glul06 gibi ¢evredeki amino asitler ile hidrojen bagi olusturur. Bu etkilesimler
Zn*" bagl su molekiiliiniin niikleofilikligini arttirir ve substrati (CO,) niikleofilik saldiri

icin uygun bir konuma yonlendirir (47, 48).

}—\Glu-ﬂ?

e
AN 72t W= K. -
Asn-244 /=0 - HN_ - O Gin-82
/NH
b His-96 His-94

Sekil 6. Karbonik anhidraz 1II izoenziminin aktif bolgesinin sematik gosterimi
(Fierke’den, 49)

Karbonik anhidrazlar, iki asamal1 bir katalitik mekanizma izleyerek karbondioksitin
bikarbonat ve protona geri doniisiimlii hidrasyonunu ping-pong mekanizmasiyla katalize
eder (Reaksiyon esitlik 1 ve 2). Ilk asama, karbondioksitin Zn*" bagh bir hidroksit iyonuna
niikleofilik saldirisini icerir ve bikarbonat olusumuyla sonuglanir. Bu daha sonra aktif
bolgede bir su molekiilii ile yer degistirir. Hiz sinirlayici olan ikinci asama, katalitik olarak
aktif Zn** bagli hidroksit iyonunu, Zn** bagl su molekiiliinden bir dis proton alicisina veya

bir aktif bolge rezidiisiine bir proton transfer reaksiyonu yoluyla yeniden olusturur.



Enzimin dogal halinde bu reaksiyon, pK, degeri 7 civarinda oldugu i¢in bir proton mekigi
gibi davranan His64’{lin (esas olarak hCA 1, I1, TV, V, VII ve IX’da) imidazol ve bazik kism1
sayesinde gerceklesir (50, 51).

EZn2*__OH- + CO, © EZn?*__ HCO; < EZn**__OH, + HCO; (Esitlik 1)
EZn?*__OH, & EZn?*__OH™ + H* (Esitlik 2)

Enzimin inaktif formu, Zn®"nin bir su molekiiliine bagli oldugu formdur (Sekil
7D). ilk adimda, su molekiilii bir proton kaybederek enzimin hidroksillenmis halini yani
enzimin aktif formunu olusturur (Sekil 7A). Hidroksit iyonu, yakindaki bir hidrofobik
cepte bulunan karbondioksit (Sekil 7B) iizerinde giiclii bir niikleofil gibi davranarak
Enzim-Zn-HCO; kompleksini olusturur (Sekil 7C). Daha sonra bikarbonat iyonu bir su
molekiilii aracilifiyla serbest birakilir ve Enzim-Zn-H,O kompleksi olusur, bu da enzimin

inaktif formunu yeniden olusturur (Sekil 7D) ve katalitik dongii yeniden baslayabilir (51).

Hidrofiohik cep
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A
+B -BH"
A Y
2]
THz "'o’JL‘o-
+ H0 A
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Sekil 7. Karbonik anhidrazlarin katalitik dongii mekanizmasi (Poggetti’den, 51)

2.3.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri ve Fizyolojik Fonksiyonlari

Karbonik anhidrazlar, karbondioksitin geri donilisiimlii hidrasyonunu katalize
ederek pH ve elektrolit homeostazisi, glukoneogenez, lipogenez ve lire sentezi gibi
biyosentetik reaksiyonlar, kemik rezorpsiyonu, kalsifikasyon, sinyal iletimi ve oksidatif

strese kars1 hiicresel savunma, bobrekte su ve sodyum geri emilimi gibi birgok fizyolojik
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siregte yer alir (14-16). Ayrica CA’larin motor koordinasyon, insiilin salgisinin
diizenlenmesi ve tat algisi gibi islevlerde de rolii vardir. Bununla birlikte sekiz farkli CA

sinifindan a siifi, insan patolojisindeki rolii nedeniyle en fazla ilgiyi ¢ekmistir (43, 52).

Memelilerde bulunan o-CA’larin  doku fonksiyonu, kinetik ve ekspresyon
bakimindan farklilik gosteren 16 izoformu belirlenmistir (12). Bu izoformlardan CAXV
izoenzimi insanlarda bulunmamaktadir (43). Biitlin hCA’lan1 aktif bolgesinde {i¢ histidin
rezidiisii ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu ile koordine Zn®" iceren o-CA’lardir ve
lokalizasyonuna gore dort gruba ayrilirlar. Bunlar; sitozolik, mitokondriyal, salgisal ve
membrana bagli izoformlardir. Bu izoformlar molekiiler 6zellikler, hiicresel lokalizasyon,
organ ve doku dagilimi, ekspresyon bdlgeleri ve inhibitorlere duyarlilik bakimindan
farklilik gostermektedir (13, 47). Karbonik anhidraz I-11I, CA VII ve CA XIII sitozolik, CA
VA ve VB mitokondriyal, CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV ve CA XV membrana baglh ve
CA VI salgilanan bir izoenzimdir. Sekil 8’de izoenzimlerin hiicre alti lokalizasyonu

verilmistir (53).

.PJ}."«‘!JJJMV.L% CAXIV

CAIX

feaxuy CAXI

¢ “f)( Tikiiriikte

e oy salzilanan

%3z @ @ 5 @
53 PR

¥ : =
OO ARSI

[(€AX])

Sekil 8. Karbonik anhidrazlarin hiicre alt1 lokalizasyonu (Singh’den, 53)

Karbonik anhidraz VIII, CAX ve CAXI izoenzimleri ise Zn®" stabilizasyonunu
saglayan histidin rezidiilerinin yapilarinda bulunmamasi nedeniyle katalitik olarak aktif
degillerdir ve karbonik anhidraz ile iligkili proteinler (CARP’ler) olarak da

isimlendirilmektedirler (45).
2.3.3. Karbonik Anhidraz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Karbonik anhidrazlar fizyolojik fonksiyonlarinin yani sira aktivitelerinin patolojik

diizeylerde artmasi ya da azalmasi kanser, obezite, glokom, hemolitik anemi, renal tiibiiler

13



asidoz, osteoporoz ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢ok sayida patolojik siirecte rol
oynamaktadir (16-20). Bununla birlikte bir¢ok hiicre, doku ve organda ¢esitli lokalizasyon
ve islevlere sahip ¢ok sayida izoformun insanlarda mevcut olmasi, inhibitorlerinin ve

aktivatorlerinin farmakolojik ve klinik uygulamalarinin ¢okluguna yol agmaktadir (18).

Karbonik anhidraz inhibitorleri (CAI) klinikte anti-glokom, ditiretik, anti-tiimor,
anti-epileptik, anti-romatizmal ve hipoglisemik gibi terapdtik potansiyeller gdstermesinin
yaninda akut dag hastalig1, idiyopatik intrakraniyal hipertansiyon ve son zamanlarda anti-
tiimor teranostik ajanlar olarak kullanilmaktadir. Diger potansiyel uygulamalar arasinda
CAT’lar inflamatuar kosullar, serebral iskemi, ndropatik agri veya Alzheimer/Parkinson
hastaligi yonetiminde kullanim1 yer almaktadir. Patojenik bakteriler, mantarlar,
protozoanlar ve nematodlardan elde edilen CA’lar son yillarda ila¢g hedefi olarak

degerlendirilmeye baslanmis ve kayda deger ilerlemeler kaydedilmistir (17, 18).

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin yant siwra CA aktivatorlerinin  (CAAs)
geligtirilmesi yakin zamana kadar yeterince kullanilmamis bir arastirma alani olarak
kalmistir ve farmakolojik uygulamalar gostermemistir (51, 54). Bununla birlikte CA
aktivasyonunun yaslanan sican modellerinde gozlemlenen hafiza ve 6grenmeyi artirmaya
yonelik faydali etkileri, merkezi sinir sistemi (CNS) islevselliginin yagla iliskili
bozulmasinda beyin CA seviyelerinin azaldig1 gézlemiyle birlikte, bu enzim ailesinin hem
hastalik hem de normal ndronal islevlerdeki 6nemi nedeniyle CA aktive edici ilaglarin daha

da gelistirilmesi gerektigi diistiniilmektedir (54).

Sonug olarak CA aktivitelerinin modiilatorleri olan aktivatorler veya inhibitorler
kullanilarak bu enzimlerin aktivitesine miidahale edilmesi, aktivitelerinin diizensiz oldugu
durumlarin veya hastaliklarin yonetimi i¢in farmakolojik olarak kullanilabilecek 6nemli

fizyolojik sonuglara sahiptir (55).
2.3.4. Karbonik Anhidraz Inhibisyonu

Giliniimiize kadar kesfedilen bes farkli CA inhibisyon mekanizmasi bulunmaktadir

(56). Bu mekanizmalar:

1. Cinko iyonuna baglanan inhibitorler (siilfonamidler ve onlarin izosterleri,
ditiyokarbamatlar, karboksilatlar, hidroksilatlar)
2. Cinko iyonuna koordine su molekiilii/hidroksit iyonuna baglanan inhibitorler

(fenoller, poliaminler, esterler, siilfokumarinler, tiyoksokumarinler)
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3. Aktif bolgenin girisini kapatan bilesikler (kumarinler ve onlarin izosterleri)
4. Aktif bolgenin digina baglanan bilesikler (2-(benzilsiilfonil)-benzoik asit)
5. Bilinmeyen etki mekanizmasiyla inhibitér goérevi goren bilesikler (ikincil ve

ticlinciil siilfonamidler, imatinib ve nilotinib)
2.3.4.1. Cinko Iyonuna Baglanan inhibitorler

Cinko baglayicilar, metal iyonunu enzim aktif bolgesinden dogrudan koordine eden
bir ¢inko baglama grubu (ZBG)’ye sahiptir (Sekil 9). Siilfonamid, siilfamat ve siilfamid tipi
klasik inhibitorlerin yani1 sira yakin zamanda kesfedilen ditiyo ve monotiyokarbamatlar,
hidroksilatlar ve bazi karboksilatlar da bu tiir bir inhibisyon mekanizmasi uygular (57). Bu
ZBG iceren CAl’lar, su molekiiliiniin veya hidroksit iyonunun yerine gecgerek katalitik
metal iyonuna tetrahedral veya trigonal bipiramidal geometride dogrudan koordine olurlar
(47, 58, 59). Buna ek olarak, ZBG ayrica Thr199 ve Glul06 ile de etkilesime girer. Thr199
rezidiisii yakindaki Glul06’nin karboksilat kismina koordine olur ve bu da Thr199
hidroksil kisminin hidrojen baglama kabiliyetini artirir (56, 59).

Hidrofilik aktif bolge
Glul06 .
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v 0 |I il
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Thri99 72t
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# '\ THisl19
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Sekil 9. Cinko iyonuna baglanan CA inhibitorlerinin inhibisyon —mekanizmasi
(Nerella’dan, 47)

Bu inhibisyon mekanizmasmi uygulayan siilfonamidler CAI’larin en Onemli
siifidir ve bu tiirden en az 20 bilesik on yillardir anti-glokom, ditiretik, anti-epileptik ve
anti-obezite ajanlar1 olarak kullanilirken, bazilar1 anti-tiimdr ajanlar1 olarak klinik
caligmalarda yer almaktadir. Bunlarin arasinda CAIX inhibitorii olan ve su anda ileri
metastatik timorlerin tedavisi i¢in ¢alismalar1 devam eden SLC-0111 yer almaktadir (56,
57, 60). Bununla birlikte siilfonamidler arasinda asetazolamid, metazolamid, dorzolamid

ve topiramat gibi bircok inhibitér bulunmaktadir. Ayrica yaygin olarak recete edilen
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hidroklorotiyazid, furosemid ve bumetanid de bu siifta yer alir (56). Bu siif inhibitorlerin
en biiylik dezavantaji, omurgalilarda ¢ok ¢esitli CA’lar1 inhibe etmeleridir. Sonug olarak,
bu inhibitorleri kullanan terapotik tedavi bas agrisi, mide bulantisi ve kilo kaybi gibi ¢esitli

yan etkilere ¢ok yatkindir (13, 47).

2.3.4.2. Cinko Iyonuna Koordine Su Molekiilii/Hidroksit Iyonuna baglanan

Inhibitorler

Siilfonamidlerden farkli bir inhibisyon mekanizmasi gosteren ilk CAI fenolken
ikincisi ise poliamindir (56). Bu bilesik sinifi bir baglayici grup (AG) igerir ve bu da aktif
bolgenin iki yarist ile etkilesime girebilen bir kuyruk-yapi iskelesine baglanir (Sekil 10).
Baglayic1 gruplar —OH (fenol), primer amin veya ester (COOR) olabilir ve yapi iskelesi
aromatik, alifatik, heterosiklik olabilir. Bunlarin ¢ogu a- ve B-CA siniflarina ait CA’lara
kars1 etkili inhibitor aktivite gosterir. Bu inhibitér sinifina 6rnek olarak fenoller,
poliaminler (Ornegin spermin ve tirevleri dahil spermidin), iyodiir iyonu, hidrolize
stlfokumarinler, birka¢ karboksilat ve 2-tiyoksokumarin verilebilir. Fenollerin ve
polifenollerin -OH gruplar1 hidrojen bag1 yoluyla CA aktif bolgesindeki su
molekiilii/hidroksit iyonuna baglanir ve hidrofobik fenil halkasi enzim aktif bolgesinin
hidrofobik kismi ile van der Waals etkilesimi sergiler. Poliaminler de bir terminal
amonyum grubu araciligiryla hidrojen bagi yoluyla CA aktif bdlgesindeki su/hidroksit
iyonuna baglanir (47, 56, 58).

Hidrofilik aktif bolge
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Sekil 10. Cinko iyonuna koordine su molekiiliine baglanan bilesikler tarafindan hCA
inhibisyon mekanizmasi (Nerella’dan, 47)
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2.3.4.3. Aktif Bolgenin Girisini Kapatan Bilesikler

Aktif bolge girisinin kapanmasiyla hCA inhibisyonu gosteren en onemli bilesik
sinift kumarin ve tiirevleridir. Diger 6rnekler lakosamid, stibstitiie kumarinler, 5 ve 6 iiyeli
laktonlar ve tiyolaktonlar ve kinolinonlardir. Bu inhibitorler, ¢inko iyonuna baglanan veya
¢inko koordineli su molekiiliine baglanan bilesiklere kiyasla aktif bolgede yer alan metal
iyonundan daha da uzaga, temel olarak aktif bolge boslugunun girisine baglanir (Sekil 11).
Bu inhibisyon mekanizmasi ile etki eden bilesikler aromatik, heterosiklik veya alifatik

olabilen bir iskeleye bagli yapiskan bir gruba (SG) sahiptir (47, 56).

Kuyruk
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Sekil 11. Karbonik anhidrazlarin aktif bolgeye girisini kapatarak inhibe eden bilesiklerin
mekanizmasi (Supuran’dan, 56)

2.3.4.4. Aktif Bolgenin Disina Baglanan Bilesikler

Insan CA inhibitér mekanizmasindaki hiz belirleyici adim, ¢inko hidroksit
tiirlerinin rejenerasyonu ile sonuglanan ¢inko koordineli su molekiiliinden ¢evreye proton
mekigidir. His64, iki konformasyon (giris ve ¢ikis konformasyonlar) tistlenerek bu proton
mekigi strecinde rol oynar. Bununla birlikte Sekil 12°de verilen bu inhibisyon
mekanizmasinda yer alan 2-(benzensiilfonil)-benzoik asit, His64 rezidiisiinii bir hidrojen
baglar1 ag1 ile dis konformasyonunda bloke ederek inhibisyonu saglar, bu da katalitik

stirecin bu kilit adimini bozarak tiim katalitik dongiiniin ¢okmesine yol agar (47, 61).
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Sekil 12. Aktif bolgenin disinda CA inhibisyon mekanizmasi (Nerella’dan, 47)

2.3.4.5. inhibisyon Mekanizmasi Bilinmeyen Bilesikler

Simdiye kadar tartigilan inhibitdr mekanizmalari, kinetik ve X-1s1n1 kristalografisi
calismalar1 aracilifiyla ¢ok iyi aydinlatilmistir. Bununla birlikte, son birka¢ yilda, hCA
inhibisyon mekanizmas1 heniiz bilinmeyen CA inhibisyonu sergileyen birkag bilesik rapor
edilmistir. Bu tiir bilesikler arasinda bazi tersiyer siilfonamidler, probenesid amid tiirevleri
ve imatinib veya nilotinib gibi kinaz inhibitorleri yer almaktadir. Bu bilesikler ile yapilan
kinetik ¢aligmalar ilgili inhibitor aktiviteyi (fizyolojik 6nemi olan hCA’lara karsi) ortaya
koymustur, ancak bugiine kadar herhangi bir CA’ya bagli bu tiir inhibitorlerin X-151n1
kristal yapilart mevcut degildir (18, 47).

2.3.5. Karbonik Anhidraz Aktivasyonu

Karbonik anhidraz aktivasyonuna dair 1940’lara kadar uzanan ilk kanitlar uzun siire
tartismali olarak kalmistir. 1990°larin basinda, yiliksek oranda saflastirilmis enzimlerin ve
durdurulmus-akis teknigi gibi hassas tekniklerin kombinasyonu, CAA’larin varligimni
kanitlayarak uzun siiren tartismalara son vermistir (61). Karbonik anhidraz aktivatorleri
biyojen aminler (histamin, serotonin ve katekolaminler), amino asitler, oligopeptidler veya
kiiciik proteinlerdir. Karbonik anhidraz aktivatorleri i¢in 6nerilen genel etki mekanizmasi

esitlik 3’te verilmistir (57, 62).
EZn?** —OH, + A & [EZn** — OH, — A] &
[EZn?* — HO™ — AH*] & EZn?* — HO™ + AH* (Esitlik 3)

Enzim-Aktivatér Kompleksi
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Karbonik anhidraz aktivatorleri enzim, substrat ve aktivatorden olusan ii¢lii bir
kompleksin olusumu yoluyla CA’lart rekabet¢i olmayan bir sekilde aktive eder. X-igin1
kristalografisi verileri, proton mekikleme rolii i¢in temel olan His64’tiin hCA II aktif
bolgesinde ¢inko iyonundan uzakta iki farkli yonde bulundugunu kanitlamistir. Bunlardan
ilki His64’iin metal iyonuna dogru baktigi “in” konformasyonu olarak adlandirilirken,
ikincisi His64’lin aktif bolgenin c¢ikisina dogru baktigi “out” konformasyonu olarak
adlandirilmistir. Bir CAA olan histamin ile ilgili X-151m1 kristalografisi verileri, CAI’larin
cinkoya baglanirken, CAA’larin aktif bolge boslugunun girisinde, metal iyonundan uzakta
baglandigini1 gostermistir. Bununla birlikte metal iyonundan farkli bir bolgeye baglanan
aktivator burada proton mekiklemesine yardimer olur. Bu etki i¢cin CAA, Asn62, Asn67 ve
GIn92 rezidiilerinin yan zincirleri ile H-baglar1 olusturur ve bu da aktif bolgedeki H-bag:
aginin yeniden diizenlenmesine yol agar. Bu sekilde aktivator, His64’e dogru ek bir proton
mekigi olarak g¢alisarak katalitik dongiiniin hiz sinirlayict adimina katilmaya hazir hale

gelir (51, 61).

Glinlimiizde ¢esitli hCA izoformlarina bagli CAA’larin birka¢ X-1s1n1 kristal yapisi
bulunmaktadir (58). Histamin- hCA II X-1s1m1 kristalografisi bu tlirde yaymlanmis ilk
calismadir (63). Daha sonra hCA Il ve hCA I’e bagh L- ve D-His, hCA II’ye bagli L- ve D-
Phe, D-Trp ve L-adrenalin gibi amin ve amino asit siniflarina ait CAA’lar igeren diger X-
1511 kristal yapilar rapor edilmistir (64). D-Triptofan disindaki tiim aktivatorler CA’nin
aktif bolgesindeki aktivator baglanma bolgesi A olarak adlandirilan  bdolgeye
baglanmaktadir. Bu bdlge His64’lin konumlandigi bolgenin karsi tarafindadir ve bu
konumda aktivator amino asit rezidiileri ve H,O molekiilleri ile uygun etkilesimlere katilir.
Tek istisna olan D-Trp ise aktivator baglanma bolgesi B olarak adlandirilan, diger

aktivatorlere kiyasla daha dig bir baglanma bdlgesine bagladigr gosterilmistir (58, 64).

Son yillarda CA 1, II, TV, VA, XII ve XIV gibi ¢esitli CA izoformlarinin genetik
eksiklikleri bildirilmistir. Bunlardan bazilar1 osteopetroz, serebral kalsifikasyonlar, retina
problemleri gibi ciddi durumlara yol agmaktadir. Bu hastalarda genellikle sadece bir
izoformun genetik eksikligi mevcut oldugu gergegi goz oniine alindiginda, bu izoformlarin

aktivatorleri kullanilarak tedavi edilebilecegi diisiiniilmektedir (64).

Karbonik anhidraz aktivatorlerinin 6nemli uygulamalara sahip olabilecegi alanlara
Muller ve grubu tarafindan arastirilan kemik mineralizasyon siiregleri de 6rnek verilebilir.

Karbonik anhidraz IX ve XII aktivatorlerinin, kemik olusum siirecinde kalsiyum fosfatin
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cokeltilmesi i¢in kalsiyum karbonat olusumunu arttirdigt bildirilmistir. Bu c¢aligmalar,
yapay kemik parcalar1 elde etme imkan1 ile doku miihendisliginin oniinii agmaktadir (65,
66). Bununla birlikte, su an i¢cin CAA’lar bu durumlarin tedavisi i¢in hi¢ kullanilmamustir.
Bunun nedeni olarak ise bu hastaliklarin nadir ve karmasik tibbi problemler olmasi, klinik
deneylerin bir son noktaya ulagsmadan Once ¢ok pahali ve zaman alici oldugu

distiniilmektedir (64).

Sun ve Alkon tarafindan yapilan ve CAA’larin 6nemini vurgulayan bir baska
caligmada ise arastirmacilar deney hayvanlarina D-Phe verilmesinin ardindan sinaptik
etkinlik, uzaysal 6grenme ve hafizada kayda deger bir farmakolojik iyilesme saglandigini
bildirerek, CAA’larin 6grenme ve hafizanin tehlikeye girdigi belirli durumlar1 yonetmek

icin kullanilabilecegini gdstermistir (67, 68).
2.3.6. Karbonik Anhidraz I

Karbonik anhidraz, tanimlandig1 ilk yillarda CA B ve CA C olarak iki farkli
izoform olarak belirtilmistir. Daha sonraki yillarda CA B ve CA C sirasiyla CA1ve CA 1l
olarak yeniden adlandirilmistir. Sitozolik ve viicut dokularinda her yerde bulunan CA I,
insan omuriligindeki motor ndronlarda da ekspre edilir. Bununla birlikte eritrositlerde
hemoglobinden sonra en bol bulunan protein olan CA I, CA II aktivitesinin yalnizca

yaklasik %15’ine sahip olmasina ragmen insan eritrositlerinde CA II’den bes ila alt1 kat

daha fazladir (16, 45, 69-71).

Karbonik anhidraz I izoenzimi, 1972 ve 1974 yillar1 arasinda yapilan ¢aligmalar ile
sekanslanmistir. Enzim 260 rezidii igerir ve molekiil agirhigr yaklasik olarak 30 kDa’dur
(72, 73). Sekil 13’te CA I’'in X-151n1 kristalografisi ile belirlenen yapisi gosterilmektedir.
Karbonik anhidraz 1, solunum ve asit-baz homeostazinin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir;
kandaki ¢oziinmiis CO»/HCO3™ havuzlarinin homeostazina katkida bulunur, beyinden ve
metabolize edici dokulardan akcigerlere CO, taginmasinit kolaylastirir. Ayrica bdbrek

tiibiillerinden H" atilmasi, bobreklerde HCO5™ “iin geri emiliminde rol oynar (14, 17).
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Sekil 13. X-151n1 kristalografisi ile belirlenen CA I yapis1 (Mishra’dan, 12)

Karbonik anhidraz I’in kan dolasimindaki konsantrasyonu normal kosullar altinda
tipik olarak diisiiktiir. Bununla birlikte, CA 1 seviyeleri belirli patolojik kosullar altinda
normal kosullara kiyasla ytikselir (17). Karbonik anhidraz I retinal/serebral 6dem, bipolar
bozukluk, glokom ve anemi gibi hastaliklarla iliskilidir (12, 74-76). Ayrica yapilan bir
calismada ankilozan spondilitli hastalarda CA 1 ekspresyonunun sinovyal membranda
spesifik olarak arttigi ve CA TI’in kalsiyum karbonat birikimini hizlandirarak eklem
kalsifikasyonunu, kemiklesmeyi ve eklem flizyonunu tesvik edebilecegi gosterilmistir (77).
Ayrica Bio-Rad ve Fransa Ulusal Bilimsel Arastirma Merkezi (CNRS) tarafindan diyabetik
nefropati riskini ortadan kaldirmak amaciyla normoalbiliminiiri sergileyen diyabetli
bireylerde CA I'i tanimlamak ve dlgmek i¢in bir tani kiti olusturulmus ve patenti alinmistir
(17). Bununla birlikte CA I’in baz1 kanser tiirleri i¢in bir biyobelirte¢ gorevi gorebilecegi

diistintilmektedir (16, 78).
2.3.7. Karbonik Anhidraz I1

Insan karbonik anhidraz II, bildirilen on altt hCA izoformu arasinda en baskin
fizyolojik izoformdur. Retina ve lens gibi goziin farkli anatomik ve hiicresel bolgelerinde
yiiksek oranda bulunmasiyla birlikte beyinde, oligodendrositlerde ve koroid pleksus
epitelinde bol miktarlarda bulunur. Bu izoform ayrica bobrek, mide mukozasi,
osteoklastlar, eritrositler, iskelet kasi, testisler, pankreas, akcigerler, tiikiiriik bezleri,

hepatositler vb. yerlerde de bulunur (14, 17).

Karbonik anhidraz II’nin ilk o CA kristal yapis1 1972 yilinda Liljas ve arkadaslar
tarafindan belirlenmistir ve Eriksson ve arkadaslari tarafindan daha da gelistirilmistir (79).
Sekil 14’te CA II’in X-151m1 kristalografisi ile belirlenen yapis1 gosterilmektedir. Karbonik
anhidraz II, 259 rezidi igerir ve molekiil agirligt 30 kDa’lik bir proteindir (80, 81).
Enzimin aktif bolgesi hidrofobik (191, V121, F131, V135, L141, V143, L198, P202, L204,
V207 ve W209) ve hidrofilik (N62, H64, N67, Q92, T199 ve T200) rezidiilerden olusan iki
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bolgeye sahiptir. Hidrofobik bolge substrat (CO,) icin baglanma bolgesini igerirken,

hidrofilik rezidiiler proton transferi i¢in gerekli olan yapiy1 stabilize eder (82).

Sekil 14. X-151n1 kristalografisi ile belirlenen CA II yapis1 (Mishra’dan, 12)

1970’lerde ve 1980’lerde yapilan ilk calismalar CA II’'nin memeli dokularinda
yaygin olarak ekspre edildigini gdstermis ve 6nemli fizyolojik islevlerine isaret etmistir.
Bu nedenle, CA arastirmalarinin ¢ogu bu yiiksek aktiviteli enzime odaklanmistir (43).
Karbondioksitin taginmasi, atilimi ve degisimine ek olarak, hCAII hidrojen iyonlarinin
tiretiminde, asit-baz homeostazinin korunmasinda, pH diizenlemesinde, metabolik asidozda
ve bikarbonat iyonlar1 bakimindan zengin ak6z humor salgisini iireterek goziin gérmesinde
rol oynar. Bununla birlikte hCA 1I 6zellikle osteoklast farklilagsmast icin kemigin gelisimi
ve islevselligi i¢cin de gereklidir (17). Ayrica CA II, glukoneogenez veya lipogenez gibi
biyosentetik yollar i¢in gerekli HCO;™ {iretmek {izere mitokondriyal ve hiicre disi CA’larla

birlikte calisarak hiicresel metabolizmaya katkida bulunabilir (83).

Insan karbonik anhidraz II’deki genetik mutasyonlarin insan hastaliklarinda rol
oynadig1 gosterilmistir. Karbonik anhidraz II’deki genetik kusurlara iliskin ilk rapor 1983
yilinda Sly ve ark. tarafindan yayinlanmistir; renal tiibiiler asidoz, osteopetroz ve serebral
kalsifikasyon ile karakterize otozomal resesif bir sendromdan etkilenen bir ailenin iig
kardesini rapor etmislerdir. Hastaligin bildirilen diger O6zellikler arasinda gelisimsel
gecikme, giicsiizliik, zeka geriligi, boy kisalig1 ve ergenlik doneminde coklu iskelet
kiriklar1 yer alir (84, 85).

Ayrica CA II baz1 hastaliklar i¢in (glokom, 6dem, epilepsi ve irtifa hastalig1 gibi)
olas1 bir terapotik hedefi olusturur (86). Bununla birlikte simdiye kadar CA 1I, eritrosit
hemolizi i¢in bir biyobelirteg olarak kullamilmigtir; Case Western Reserve

Universitesi’nden arastirmacilar, CAI ve CA II'yi dlgerek kan 6rneklerindeki hemolizi
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tespit etmek igin bir patent bagvurusunda bulunmustur (17). Karbonik anhidraz II ayrica
gastrointestinal stromal tiimor (GIST)’ler i¢in biyobelirte¢ olma potansiyeline sahiptir.
GIST’lerin ¢ogu, onemli bir tanisal yardimci olan giiglii KIT gen ekspresyonuna sahiptir.
Bununla birlikte, GIST nin KIT ekspresyonu gostermedigi durumlarda, tani i¢in yeni bir
biyobelirtece ihtiya¢ duyulmaktadir. Cesitli CA izoenzimleri farkli kanser tiirlerine karsi
potansiyel tedavi hedefleri olarak tanimlandigindan, Parkkila ve ark. 175 GIST’de CA 11
ekspresyonunu degerlendirmis ve Orneklerin %95’inin artmigs CA II ekspresyonu
sergiledigini bulmustur. Calisma ayrica CA II’'nin GIST hiicre hatlarinda belirgin bir
sekilde eksprese edildigini ve CAIIl immiin reaktivite seviyesinin diger mezenkimal timor
hiicrelerinde ya diisiik oldugunu ya da hi¢ olmadigin1 gostermistir. Ayrica, diisiik veya
thmal edilebilir ekspresyon seviyeleri sergileyen proteinlerin aksine, yiiksek CAII
ekspresyon seviyeleri ile hastaliga 6zgii sagkalim oranlarinda iyilesme arasinda anlamli bir
korelasyon goriilmiistii. Mevcut sonuclar, CA II’'nin GIST’lerin ¢ogunda asir1 eksprese
edildigini, mezenkimal tiimorler arasinda bu timor tipi i¢in oldukga segici oldugunu ve bu

nedenle tanida yararl bir biyobelirte¢ olabilecegini gostermektedir (87).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar, Ekipmanlar ve Malzemeler

Tez calismasinda kullanilan cihaz, ekipman ve malzemelerin marka ve modelleri

Tablo 1°de belirtilmistir.

Tablo 1. Deneylerde kullanilan cihaz, ekipman ve malzemelerin marka ve modelleri

Cihaz, Ekipman ve Malzeme

Marka/Model

Saf su cihazi

Sogutucu dolap

Hassas terazi

Karistirier (Vorteks)

Isiticili Manyetik Karistirict
Manyetik karistiric
Yari-otomatik pipet (1-20 uL)
Yari-otomatik pipet (20-200 pL)
Yari-otomatik pipet (100-1000 pL)
Yari-otomatik pipet (1-5 mL)
pH-metre

CO, tiipii

Mikroplate Okuyucu

Cam Deney Tiipleri

Elga Purelab® Classic

Hotpoint Ariston NMTL 1928 FW
Mettler Toledo AB204-S

IKA Vorteks Genius 3

IKA RH BASIC 2

Ikamag RH

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

HANNA Instruments HI 2211 pH/ORP Meter

VersaMax
SH&GLASS

3.2. Deneylerde Kullamilan Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallarin isimleri, {iretici firmalar1 ve iirlin kodlar1

Tablo 2’de belirtilmistir.
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Tablo 2. Deneylerde kullanilacak kimyasallarin isim, iiretici firmalar1 ve {iriin kodlar

Kullanilan Kimyasallar

Uretici Firmalar ve Uriin Kodlar

Insan eritrosit karbonik anhidraz I

Insan eritrosit karbonik anhidraz I

Tris (hydroxymethyl) aminomethane

Hidroklorik asit

p-Nitrofenil Asetat

Asetazolamid

NaOH (Sodyum hidroksit)

H,SO, (Siilfiirik asit)

HEPES (Sodium 2-(4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-

Sigma-Aldrich, C4396-5 mg
Sigma-Aldrich, C6165-5 mg
Sigma-Aldrich, T1503-1 kg

Carlo Erba, , 7647-01-0, % 37
Sigma-Aldrich, N8130-10 g
Sigma-Aldrich, A-6011
Sigma-Aldrich, 415413
Sigma-Aldrich, 258105

BLDpharm- Cat. No. BD17232-100 g

yl) ethanesulfonate
Aseton Sigma-Aldrich, 650501
Sigma-Aldrich, H4628- 1 g

Sigma-Aldrich, H8125-5 g

DL-Homosistein

L-Histidin

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tez ¢aligmasinda deneylerde kullanilan g¢ozeltilerin hazirlanis agamalar1 asagida
belirtilmektedir. Hazirlanan ¢ozeltiler aksi belirtilmedikge kullanilana kadar +4 °C’de
saklandi. Esteraz aktivitesi deneyleri oda sicaklifinda, hidrataz aktivitesi deneyleri ise buz
soguklugunda gerceklestirildi. Caligsmada hazirlanan CA, DL-Hcy, AZM ve HIS ¢ozeltileri
hidrataz aktivitesi 6l¢iimii icin HEPES tamponunda, esteraz aktivitesi dlgtimii i¢in ise Tris-

SO4 tamponunda hazirlandi.

1 M NaOH: 4 g NaOH saf suda ¢oziilerek son hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve

tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.

1 M HCI: Yogunlugu 1.18 g/mL olan %37’lik stok HCI’den 8.36 mL alinip bir
miktar saf suya eklendi, hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi ve tampon ¢ozeltilerin

pH’larinin ayarlanmasinda kullanilda.

1 M H,SOq4 ¢ozeltisi: Yogunlugu 1.84 g/mL olan %98’lik stok H,SO4’ten 2.72 mL
almip bir miktar saf suya eklendi, hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamland1 ve tampon

cozeltilerin pH’larin ayarlanmasinda kullanildi.
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0.05 M Tris-SO4 (pH=7.4) tampon ¢ozeltisi: 6.05 g tris (hidroksimetil)-aminometan
900 mL saf suda ¢oziildii, ¢ozeltinin pH’s1 1 M H,SOy ile 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam

hacim 1 L’ye tamamlandi ve EAT 6l¢iimlerinde tampon ¢6zelti olarak kullanildi.

3 mM p-Nitrofenil asetat (substrat): 135 mg p-Nitrofenil asetat 5 mL aseton ile
¢oziildii ve magnetik karistiricida hizlica karistirilan 245 mL saf suya yavag¢a damla damla
ilave edilerek hazirlandi. EAT 6Glgiimleri i¢in substrat olarak kullanilan bu ¢ozelti giinliik

olarak deneyden hemen 6nce hazirlandi.

25 mM HEPES ¢ozeltisi (pH=8.9): 6.64 g HEPES 800 mL saf suda ¢oziiliip,
¢Ozeltinin pH’s1 8.9’a ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi. HAT
deneylerinde tampon olarak kullanilacak olan bu ¢ozelti giinliik olarak deneyden hemen

once hazirlandi.

hCA I ¢ozeltisi: 34.48 uM (1000 mg/mL) stok hCA I ¢cozeltisinden esteraz aktivitesi
icin Tris-SO4 tamponu ile hidrataz aktivitesi icin HEPES tamponu ile seyreltilerek 20-500

nM konsantrasyona sahip hCA I enzim ¢ozeltisi hazirlandi.

hCA 1I ¢ozeltisi: 34.48 pM (1000 mg/mL) stok hCA 1II ¢ozeltisinden esteraz
aktivitesi i¢in Tris-SO4 tamponu ile hidrataz aktivitesi i¢in HEPES tamponu ile

seyreltilerek 2-50 nM konsantrasyona sahip hCA II enzim ¢6zeltisi hazirlandi.

Doygun CO, ¢ozeltisi: 250 mL saf sudan (0°C’de) 40-45 dakika boyunca CO, gazi

gecirilerek hazirlandi.

15 mM AZM c¢ozeltisi: 6.7332 mg AZM 1 M NaOH ile ¢oziildiikten sonra
HEPES/Tris-SO4 tamponu ile son hacmi 2 mL’ye tamamlandi. AZM ana stok ¢ozeltisi
kullanilarak reaksiyon ortaminda son konsantrasyon 0-200 uM olacak sekilde AZM ara
stok c¢ozeltileri HEPES/Tris-SO4 tamponu ile seyreltilerek glinliik olarak hazirlandi.

15 mM HIS c¢ozeltisi: 4.7256 mg histidin tartildi, HEPES/Tris-SO4 tamponunda
¢oziildii ve tlizeri HEPES/Tris-SO4 tamponu ile 2 mL’ye tamamlandi. Histidin ana stok
cozeltisi kullanilarak reaksiyon ortaminda son konsantrasyon 0-1000 uM olacak sekilde
histidin ara stok cozeltileri HEPES/Tris-SO4 tamponu ile seyreltilerek giinliik olarak

hazirlandi.

60 mM DL-Hcy ¢ozeltisi: 17.076 mg Hcy tartildi, HEPES/Tris-SO4 tamponunda

¢ozildii ve itizeri Tris-SO4 tamponu ile 2 mL’ye tamamlandi. Hcy ana stok c¢ozeltisi
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kullanilarak reaksiyon ortaminda son konsantrasyon 0-4000 pM olacak sekilde Hcy ara

stok ¢ozeltileri HEPES/Tris-SO4 tamponu ile seyreltilerek giinliik olarak hazirlandu.

3.4. Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi Tayini

Calismada kullanilan ve elde edilen hacim ve konsantrasyonlar i¢in kullanilan

degerler reaksiyon ortamindaki nihai degerlerdir.

3.4.1. Karbonik Anhidraz Esteraz Aktivitesi Tayini

Esteraz aktivitesi tayin yonteminin prensibi, CA enziminin ortamda bulunan ester
bilesiklerini hidroliz etme yetenegine dayanmaktadir. Sekil 15°de verilen reaksiyona gore,
CA substrat olarak kullanilan p-Nitrofenil asetat1 (p-NPA) 348 nm’de absorbans veren p-

Nitrofenol’e ve asetik aside hidroliz etmektedir (88).

(0]
Il CA
NOZ OCCH3 + H20 NO'_) OH + CH}COOH

p-nitrofenil asetat su p-nitrofenol asetik asit

Sekil 15. p-Nitrofenil asetat’in CA tarafindan p-nitrofenol ve asetik aside doniistiiriilme
reaksiyonu

Esteraz aktivitesi tayini calismasinda her bir ol¢lim ii¢ kez tekrarlanip ortalama
degerler alinarak Esitlik 4’e gore enzim aktivitesi hesaplandi. Tiim deneyler sabit sicaklikta

gerceklestirildi.

U)_AA-V-lO6 AA - 300 uL - 106

EA(— = =
L exbxtxv 5-103-M~1-cm=1- 1cm- 3dk - 20 uL

= AA.1000 pmol.dk™1. L™ = AA.1000/L (Esitlik 4)

EA: Enzim aktivitesi (U/L)

AA=3 dakika sonundaki absorbans degisimi (As-A;)
V=Toplam hacim (300 pL)

e=Molar absorpsiyon katsayist (5.10° M'em™)
b=Isik yolu (1 cm)

t=zaman (3 dk)

v=0Ornek hacmi (20 pL)

U=Unite
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3.4.1.1. Esteraz Aktivitesi Tayini Olciimiinde Kullanilan Karbonik Anhidraz I ve II
Izoenzimlerinin Konsantrasyon Araliginin Belirlenmesi

Insan eritrositlerinden saflastirilan ticari olarak satmm alman hCA 1 ve II
izoenzimlerinin aktivitesi iizerine enzim konsantrasyonunun etkisini degerlendirmek ve
esteraz aktivitesi Ol¢limii deneylerinde kullanilacak enzim konsantrasyonu araligini
belirlemek i¢in oda sicakliginda ve sabit substrat konsantrasyonunda reaksiyon
karisimindaki son enzim konsantrasyonu hCA 1 i¢in 0-500 nM, hCA II i¢in 0-50 nM
olacak sekilde esteraz aktivitesi tayini yapildi.

Esteraz aktivitesi tayini ¢alismasinda, 96’lik mikro kuyucuklara 130 pL tampon
(Tris-SO4 tamponu (0.05 M; pH: 7.4); 20 uL enzim ¢ozeltisi ve 150 pL substrat bilesigi
(1.5 mM p-NPA) eklenmesinin hemen ardindan, mikroplate okuyucu kullanilarak 348 nm
dalga boyunda 20 saniye araliklarla 10 dakika boyunca kinetik okuma yapildi. Calismada
2.40’1nc1 dakikadaki absorbans degerleri birinci okuma ve 5.40’1nc1 dakikadaki absorbans
degerleri ikinci okuma olarak kullanildi. Esteraz aktivitesi tayini deneylerinde kullanilan

cozeltiler ve miktarlar1 Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Karbonik anhidraz esteraz aktivitesinin tayini i¢in reaksiyon karigimi

Reaktifler Kontrol Numune
Tris-SO, tamponu (0.05 M; pH: 7.4) 150 uL 130 uL
hCA I veya II Enzim Cozeltisi - 20 uL
p-Nitrofenilasetat (1.5 mM) 150 uL 150 uL
UV spektrofotometre kullanilarak 348 nm dalga boyunda birinci okuma (2.40 dakika) A
UV spektrofotometre kullanilarak 348 nm dalga boyunda ikinci okuma (5.40 dakika) A

3.4.1.2. Karbonik Anhidraz I ve II Izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Tayin

Yontemiyle Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Insan CA 1 ve II izoenzimlerinin aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun
etkisini belirlemek ve kinetik sabitlerin (Kj, ve V,,) saptanmast amaci ile optimum
sartlarda enzim konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCA 1: 100 nM; hCA 1II: 15 nM) p-NPA
icin 0.05-1.5 mM arasinda degisen on farkli substrat konsantrasyonunda enzim aktivitesi
Ol¢iimii yapildi ve esteraz aktivitesi degerleri hesaplandi. Aktivite 6l¢limiinde kullanilan

cozelti miktarlar1 ve p-NPA konsantrasyonlar1 Tablo 4’te verilmistir. Reaksiyon hizi-
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substrat konsantrasyonu Michaelis-Menten grafigi ¢izilerek V., ve Ky, degerleri belirlendi
(Sekil 16).

Reaksiyon hizi

Substrat konsantrasyonu

Sekil 16. Calismada, farkli baslangi¢ substrat konsantrasyonlarinda dlgiilen hiz (aktivite)
degerlerine dayanarak olusturulan Michaelis-Menten grafigi 6rnegi

Tablo 4. Insan CA I ve II izoenzimlerinin kinetik sabitlerinin belirlenmesi igin kullanilan
¢oOzelti miktarlar1 ve konsantrasyonlari

[p-NPA]
hCA Enzim Cozeltisi p-NPA
Konsantrasyon

1 20 uL 150 uL 1.5 mM
2 20 uL 150 uL 1.25 mM
3 20 uL 150 uL 1 mM
4 20 uL 150 pL 0.75 mM
5 20 uL 150 pL 0.625 mM
6 20 uL 150 uL 0.5 mM
7 20 uL 150 uL 0.375 mM
8 20 uL 150 uL 0.25 mM
9 20 uL 150 uL 0.125 mM
10 20 uL 150 pL 0.05 mM
Kontrol 150 pL 1.5mM

3.4.1.3. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Uzerine

Asetazolamid, L-Histidin ve DL-Homosisteinin Etkisinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve Il izoenzimlerinin esteraz aktivitesi lizerine DL-Hcy nin
etkisinin belirlenmesi i¢in enzim konsantrasyonlari sabit tutularak (hCA 1: 40 nM; hCA 1I:
6 nM) ve nihai (5 uM; 10 uM; 20 pM; 25 uM; 50 uM; 100 uM; 200 uM; 250 uM; 500
uM; 1000 pM; 2000 pM; 3000 uM ve 4000 uM ) DL-Hcy konsantrasyonlari, deney
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tiplerine Tablo 5’te belirtildigi hacimlerde pipetlemeler yapildiktan sonra aktivite
Ol¢timleri gergeklestirildi. Her bir dl¢lim ii¢ kez tekrarlanip ortalama degerler hesaplandi.
Elde edilen sonuglar kullanilarak DL-Homosistein i¢in DL-Hcy konsantrasyonu-% aktivite

grafigi ¢izildi. Grafiklere ait e§im denklemi kullanilarak aktivitenin %50 arttigt Hcy
konsantrasyonu ACs degeri olarak belirlendi (Sekil 17B).

Ayni dl¢iimler enzim konsantrasyonlari sabit tutularak ( AZM i¢in hCA 1:100 nM;
hCA 1II:15 nM, HIS i¢in hCA I: 40 nM; hCA II: 6 nM) inhibitor etkisini dogrulamak i¢in
AZM ve aktivator etkisini dogrulamak icin ise HIS kullanilarak Tablo 5°te belirtilen
hacimlerde pipetlemeler yapilarak tekrarlandi. Elde edilen sonuglar kullanilarak her ikisi

icinde konsantrasyon-% aktivite grafikleri ¢izildi ve AZM i¢in ICs (Sekil 17A), HIS i¢in
ACs (Sekil 17B) degerleri belirlendi.

A B
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ACso
100 —/

Sekil 17. A) Enzim aktivitesi iizerine inhibitor etkisinin belirlenecegi 6rnek grafik (ICs)
B) Enzim aktivitesi iizerine aktivator etkisinin belirlenecegi 6rnek grafik (ACs)
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Tablo 5. Insan CA 1 ve II izoenzimlerinin AZM, HIS ve DL-Hcy’nin etkisinin
belirlenmesi i¢in kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve konsantrasyonu

Tiipler”
Tampon/Reaktifler
Kontroo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Son AZM® 0 0 01 1 5 10 40 80 120 160 200
?Oﬁ)amrasyon HIS? 0 0 02 2 20 200 400 800 1000
g Hey* 0 0 5 10 20 25 50 100 200 250 500 1000 2000 3000 4000
Tris-SO,4 tamponu (uL) 150 130 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110
hCA I veya II (uL) - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
AZM - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Miktar (uL) HIS - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Hey - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

p-nitrofenil asetat (uL) 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
Toplam hacim (pL) 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300

Absorbans® (2.40
dakika) ( A Ain Ap Az A Ais Ais Ay A Ap Ao Al A Az A
Absorbans® (5.40
dakika) ( Av A Ay Ay Ay As Ag A Ay Ay Ay An A A Ay

© (Eldeeb vd., 2021); * (Parkes ve Coleman, 1989); * (Sharma vd., 2014)
" Reaksiyon tiipleri substrat eklenmeden once 15 dakika oda sicakliginda tutulacaktir.
* 348 nm dalga boyu; A;: 0. dakika absorbansi; Ag: 3. dakika absorbansi.

3.4.2. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Tayini

Insan CA hidrataz aktivitesi Wilbur-Anderson yontemine gore olgiildii. Bu
yontemin esas1 ortamda substrat olarak bulunan CO;’nin hidrasyonu sonucu ortaya ¢ikan
H iyonunun ortamin pH’sim1 8.2°’den 7.0’a diisiirmesi i¢in gegen siirenin dlg¢iilmesine

dayanmaktadir (89).

Insan CA 1 ve II (insan eritrositlerinden saflastirilmistir; Sigma, St Louis, MO,
ABD) tarafindan katalize edilen CO, hidrasyon hizi, buz soguklugunda pH’taki diislis
hizimin gozlemlenmesiyle elektrometrik olarak belirlendi. Hidrataz aktivitesi tayini
deneylerinde kullanilacak ¢ozeltiler ve miktarlar1 Tablo 6’da gosterilmistir. Her bir l¢iim
tic kez tekrarlanip ortalama degerler hesaplandi. Karbondioksit kagisint 6nlemek amaciyla
reaksiyon tiipiine yerlestirilen pH elektrodunun iist kism1 kaucuk bir bilezikle ¢evrelendi.
Katalizlenmemis (enzimsiz) CO, hidrasyon degerleri, enzim katalizli olanlardan

cikarilarak korleme yapildi.
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Karbondioksit hidrataz aktivitesi birimi enzim iinitesi (EU), EU=(to-t.)/t, denklemi
kullanilarak hesaplandi. Bu formiilde t, ve t., sirasiyla enzimatik olmayan (kontrol) ve

enzimatik (numune) reaksiyonlarin pH degisim siirelerini temsil etmektedir.

Tablo 6. Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesinin tayini i¢in reaksiyon karisimi

Reaktifler Kontrol Numune
HEPES Tamponu (son konsantrasyon 12.5 mM; pH: 8.8) 2500 uLL 2400 uL
Insan CA I veya II Enzim Cozeltisi - 100 pL
Deiyonize Su (%100 CO, gazi ile doyurulmus) 2500 uL 2500 uL
pH’nin 8.2°den 7.0’a diigsme siiresi (saniye) t0 tc

3.4.2.1. Hidrataz Aktivitesi Tayini Ol¢iimiinde Kullamlan Karbonik Anhidraz I ve II

Izoenzimlerinin Konsantrasyon Araliginin Belirlenmesi

Insan eritrositlerinden saflastirilan ticari olarak satin alinan hCA I ve II aktivitesi
lizerine enzim konsantrasyonunun etkisini degerlendirmek ve hidrataz aktivitesi Sl¢limii
deneylerinde kullanilacak enzim konsantrasyonu araligini belirlemek i¢in buz
soguklugunda ve 19 mM sabit substrat konsantrasyonunda (CO, ile doymus saf su)
reaksiyon karisimindaki nihai enzim konsantrasyonu hCA I i¢in 0-500 nM, hCA 1I i¢in 0-
50 nM olacak sekilde hidrataz aktivitesi tayini yapildi. Elde edilen sonuglar kullanilarak

cizilen aktivite-konsantrasyon grafigi Sekil 16’da sunulmaktadir.

3.4.2.2. Karbonik Anhidraz I ve II Izoenzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Tayin

Yontemiyle Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Insan CA 1 ve II izoenzimlerinin aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun
etkisini belirlemek ve kinetik sabitlerin saptanmasi amaci ile optimum sartlarda enzim
konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCA I: 100 nM; hCA II: 15 nM) %100 CO, ile
doyurulmus 2.5 mL buz soguklugunda deiyonize su (CO;: 11.4 mM; 13.3 mM; 15.2 mM;
17.1 mM; 19 mM) bes farkli substrat konsantrasyonunda enzim aktivitesi dl¢timii yapildi.
Substrat konsantrasyonu %100 CO; ile doyurulmus buz soguklugunda deiyonize suyun
hacmi azaltilarak ayarland1 ve azaltilan miktar kadar deiyonize su ilave edilerek son
substrat hacmi olan 2.5 mL hacim tamamlandi. Elde edilen sonuglar kullanilarak aktivite

degerleri hesaplandi. Reaksiyon hizi-substrat konsantrasyonu Michaelis-Menten grafigi
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cizilerek V., ve Ky, degerleri belirlendi (Sekil 16). Bu degerler bize deney prosediiriiniin

dogru calistigint gosterdi.

3.4.2.3. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Uzerine

Asetazolamid, L-Histidin ve DL-Homosisteinin Etkisinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerine DL-Hcy’nin
etkisinin belirlenmesi i¢in enzim konsantrasyonlar sabit tutularak (hCA I: 40 nM; hCA 1I:
6 nM) ve nihai (5 uM; 10 uM; 20 uM; 25 uM; 50 uM; 100 uM; 200 uM; 250 uM; 500
uM; 1000 pM; 2000 pM; 3000 uM ve 4000 uM ) DL-Hcy konsantrasyonlari, deney
tiiplerine Tablo 7’de belirtildigi hacimlerde pipetlemeler yapildiktan sonra 3.4.2°de
belirtildigi gibi dl¢lim ve hesaplamalar yapildi. Her bir dl¢lim ii¢ kez tekrarlanip ortalama
degerler hesaplandi. Elde edilen sonuglar kullanilarak DL-Hcy i¢in DL-Hcy
konsantrasyonu - % aktivite grafigi ¢izildi. Grafiklere ait egim denklemi kullanilarak

aktivitenin %50 artt1ig1 Hcy konsantrasyonu ACsy degeri olarak belirlendi (Sekil 17B).

Ayni dlglimler enzim konsantrasyonlari sabit tutularak ( AZM i¢in hCA I: 100 nM;
hCA II: 15 nM, HIS i¢in hCA I: 40 nM; hCA II: 6 nM) inhibitor etkisini dogrulamak i¢in
AZM ve aktivator etkisini dogrulamak icin ise HIS kullanilarak Tablo 7°de belirtilen
hacimlerde pipetlemeler yapilarak tekrarlandi. Elde edilen sonuglar kullanilarak her ikisi
icinde konsantrasyon-% aktivite grafikleri ¢izildi ve AZM i¢in ICsq (Sekil 17A), HIS i¢in
ACs (Sekil 17B) degerleri belirlendi.
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Tablo 7. Karbonik anhidraz I ve Il izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi lizerine AZM, HIS
ve DL-Hcy etkisinin tayini i¢in reaksiyon karisimlari

Tiipler”
Tampon/Reaktifler
Kontrol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Son AZM® 0 0 01 1 5 10 40 80 120 160 200
konsantrasyon HIS" 0 0 02 2 20 200 400 800
(uM) DL-

Hoy* 0 0 S5 10 20 25 50 100 200 250 500 1000 2000 3000 4000
HEPES tamponu (mL) 2.5 24 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
hCA I-1I (uL) - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

AZM - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Miktar (uL) HIS - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

DL-Hcy - 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
%100 CO, (mL) 25 25 25 25 2525252525 25 25 25 25 25 25
Toplam hacim (mL) 5 55 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Siire (saniye)” tok 1t fs fu fs te fg s to Lo ten taz taz Lo

3.5. Molekiiler Kenetleme Analizi

Karbonik anhidraz enzimlerinin kristal yapilar1 (CA I: 2foy, CA II: 2fou) Protein
Data Bank’tan alindi (90, 91). DL-Homosistein (PubChem: 778) yapisi PubChem
veritabanindan elde edildi (92). Baglanma simiilasyonlar1 AutoDock Vina (93) motorunu
kullanan PyRx yazilimi (94) ile gergeklestirildi. Grid kutusu protein aktif bolgesini
kapsayacak sekilde 15 A3 boyutlarinda ayarlandi. Arama parametreleri exhaustiveness=8,

enerji penceresi=3 kcal/mol ve konformasyon sayisi=9 olarak belirlendi.
3.5.1. Molekiiler Dinamik Hesaplamalar

Protein-ligand sistemlerinin dinamik 6zellikleri GROMACS 2024.4 paketi (95) ile
analiz edildi. Kompleksler Chimera (96) yazilimiyla olusturuldu ve PDBFixer (97) ile
yapisal optimizasyon gerceklestirildi. Sistemde AMBER99SB-ILDN alan kuvvetleri (98)
ve TIP3P su modeli (99) kullanildi. DL-Homosistein molekiilii icin ACPYPE (100)
araciligiyla AM1-BCC yiik dagilimi (101) ve GAFF parametreleri (102) hesaplandi.

Kompleksler rombik dodekahedron simiilasyon kutusuna yerlestirilip 150 mM
NaCl iceren fizyolojik ortamda modellendi. Sistem enerji minimizasyonundan sonra, 310
K’de 300 ps NVT (Berendsen termostati) ve 1 bar basingta 1 ns NPT (V-rescale termostat,

Berendsen barostat) dengeleme agsamalarindan gecirildi.
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Uretim asamas1 100 ns siireyle ve 2 fs zaman adimiyla yiiriitiildii. V-rescale sicaklik
ve Parrinello-Rahman basing kontroldrleri kullanildi. Hidrojen igeren baglar LINCS ile
sabitlendi. Elektrostatik etkilesimler PME yontemiyle (kesim=1.2 nm), van der Waals
etkilesimleri ise 1.2 nm kesim ve 1.0 nm switch degerleriyle hesaplandi. Yapisal 6zellikler

100 ps araliklarla kaydedildi.

Yoriinge analizleri GROMACS yazilimi ile yapilip GraphPad Prism’de
gorsellestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Esteraz ve Hidrataz Aktivitesi

Sonuclari

Calismada kullanilan ve elde edilen hacim ve konsantrasyonlar i¢in kullanilan
degerler reaksiyon ortamindaki nihai degerlerdir. Esteraz aktivitesi 0l¢limii deneyleri oda

sicakliginda, hidrataz aktivitesi 6l¢iimii deneyleri ise buz soguklugunda gergeklestirildi.

4.1.1. Aktivite Olciimiinde Kullanilan Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin

Enzim Konsantrasyonu Araliginin Belirlenmesi

Insan eritrositlerinden saflastirilan ticari olarak satin alman hCA 1 ve II
izoenzimlerinin aktivitesi ilizerine enzim konsantrasyonunun etkisini degerlendirmek
amactiyla esteraz ve hidrataz yontemi kullanildi. Esteraz aktivitesi Ol¢ctimii deneylerinde
kullanilan enzim konsantrasyonu araligmi belirlemek icin 1.5 mM substrat
konsantrasyonunda (p-NPA) reaksiyon karisimindaki enzim konsantrasyonu hCA 1 i¢in 0-
500 nM, hCA 1I i¢in 0-50 nM olacak sekilde esteraz aktivitesi tayini yapildi. Hidrataz
aktivitesi 6l¢iimii deneylerinde kullanilacak enzim konsantrasyonu araligini belirlemek i¢in
ise 19 mM substrat konsantrasyonunda (CO, ile doymus saf su) reaksiyon karigimindaki
enzim konsantrasyonu hCA I i¢in 0-500 nM, hCA II i¢in 0-50 nM olacak sekilde hidrataz
aktivitesi tayini yapildi. Elde edilen bulgular Tablo 8 ve 9’da, bu bulgular kullanilarak
cizilen aktivite-konsantrasyon grafigi ise Sekil 18’de sunulmaktadir. Sonuglar ve aktivite-
konsantrasyon grafikleri incelendiginde belirtilen sartlar altinda yontemin dogru calistig
ve hCA I i¢in 0-500 nM, hCAII i¢in 0-50 nM enzim konsantrasyonu aralifinin uygun
olacag tespit edildi.
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Tablo 8. Hidrataz ve esteraz aktivite 6l¢iim deneylerinde uygulanan hCA 1 izoenzimi
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen aktivite degerleri

Yontem Esteraz Hidrataz
[CA 1] (nM) EA (U/L) EA (EU/mL)
20 1.1 0.03
40 6 0.10
60 16.4 0.15
80 23.9 0.19
100 37.1 0.29
120 48.3 0.34
140 56.1 0.41
160 71.4 0.54
180 84.5 0.65
200 94.7 0.77
300 141.2 0.84
500 242 1.1

Tablo 9. Hidrataz ve esteraz aktivite 6l¢iim deneylerinde uygulanan hCA II izoenzimi
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen aktivite degerleri

Yontem Esteraz Hidrataz
[CA II] (nM) EA (U/L) EA (EU/mL)
2 1.9 0.03

4 2.2 0.06

6 2.9 0.09

8 3.6 0.12

10 4.2 0.14

15 6.2 0.24

20 7.2 0.25

30 10 0.54

40 13 0.63

50 17.3 1.1
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Sekil 18. Insan CA I ve II izoenzimlerinin aktivite 6l¢iimii deneylerinde kullanilan ¢alisma
konsantrasyon araligin1 belirlemek i¢in ¢izilen konsantrasyon-aktivite grafigi (A)
hCA T’in esteraz aktivitesi ol¢limii (B) hCA I’in hidrataz aktivitesi olgtimii (C)
hCA II’in esteraz aktivitesi 6l¢timii (D) hCA II’nin hidrataz aktivitesi 6l¢iimii

4.1.2. Karbonik Anhidraz 1 ve Il Izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine Substrat
Konsantrasyonunun Etkisi

Insan CA I ve II aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisini belirlemek
icin enzim konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCA I: 100 nM; hCA II: 15 nM) p-NPA i¢in
0.05-1.5 mM arasinda degisen on farkli substrat konsantrasyonunda reaksiyon karigimlari
hazirland1 ve esteraz aktivitesi belirlendi. Benzer sekilde enzim konsantrasyonlari sabit
tutularak (hCA I: 100 nM; hCA II: 15 nM) CO; i¢in 11.4-19 mM arasinda degisen bes
farkli substrat konsantrasyonunda reaksiyon karisimlar1 hazirlandi ve hidrataz aktivitesi
belirlendi. Elde edilen bulgular Tablo 10 ve 11°de, bu bulgular kullanilarak ¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi Sekil 19°da verilmistir. Grafiklere ait egim denklem kullanilarak

Vinax ve Ky degerleri hesaplandi (Tablo 12).
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Tablo 10. p-Nitrofenil asetat substratinin farkli konsantrasyonlarinda hCA I ve hCA 1II
izoenzimlerine ait esteraz aktivite degerleri

Enzim hCA 1 hCA II
[p-NPA] (mM) EA (U/L) EA(U/L)
0.05 2.5 0.9
0.125 4.2 1.3
0.25 7.7 2
0.375 10.5 2.4
0.5 13.4 53
0.625 19.5 5.6
0.75 20.2 6.5

1 30.3 9.1
1.25 34.6 11.1
1.5 36.2 13.5

Tablo 11. CO;’nin farkli konsantrasyonlarinda hCA I ve hCA II izoenzimlerine ait
hidrataz aktivite degerleri

Enzim hCA 1 hCA 11
[CO;] (mM) EA (EU/mL) EA (EU/mL)
11.4 0.02 0.08
13.3 0.07 0.12
15.2 0.12 0.16
17.1 0.16 0.18

19 0.19 0.24
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Sekil 19. insan karbonik anhidraz 1 ve II izoenzimlerinin aktivitesi {izerine substrat
konsantrasyonunun etkisini belirlemek i¢in kullanilan Lineweaver-Burk
grafikleri (A) hCA D’in esteraz aktvitesi 6l¢iimii sonucu (B) hCA I’in hidrataz
aktivitesi 0l¢iimii sonucu (C) hCA II’'nin esteraz aktivitesi 0l¢iimii sonucu (D)
hCA II’nin hidrataz aktivitesi 6l¢limii sonucu

Tablo 12. insan karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri icin belirlenen V.. ve Ky degerleri

Yontem Esteraz Hidrataz

Enzim (nM) hCA1(100) hCATI (15) hCA T (100) hCATI (15)
Vinax 32.25U/L 29.4 U/L 0.204 EU/mL 0.259 EU/mL
Ky 0.64 mM 2.9 mM 27.59 mM 31.67 mM

4.1.3. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine Asetazolamidin

Etkisinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi {izerine AZM nin etkisinin
belirlenmesinde enzim konsantrasyonlari sabit tutularak (hCA I: 100 nM; hCA II: 15 nM)
nihai (0,1 pM; 1 uM; 5 uM; 10 uM; 40 pM; 80 uM; 120 uM; 160 uM ve 200 uM ) AZM
konsantrasyonlar1 kullanildi ve aktivite olgiimleri gerceklestirildi. Elde edilen bulgular

Tablo 13-15’te ve bu bulgular kullamilarak ¢izilen AZM konsantrasyonu-% Aktivite
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grafikleri Sekil 20’de verilmistir. Grafiklere ait egim denklemi kullanilarak IC50 degerleri
hesapland. Inhibitér yoklugunda CA aktivitesi %100 aktivite olarak belirlendi.

Tablo 13. Esteraz yontemiyle AZM’nin farkli konsantrasyonlari igin hCA 1 ve II
izoenzimlerinin % aktivite tablosu

Enzim hCA 1 hCA II

[AZM] (MM) EA (U/L) % Aktivite EA (U/L) % Aktivite
0 36.3 100 13.5 100
0.1 27.6 76 6.8 50
1 7.4 20 6.4 47
5 4.6 13 6.2 46
10 4.1 11 5.9 44
40 33 9 5.6 41
80 1.5 4 52 38
120 1 3 5.2 38
160 0.8 2 53 39
200 53 39

Tablo 14. Hidrataz yontemiyle AZM’nin farkli konsantrasyonlar i¢in hCA I izoenziminin
% aktivite tablosu

Enzim hCA I

[AZM] (MM) EA (EU/mL) % Aktivite
0 0.39 100
0.1 0.35 89
1 0.33 85
5 0.32 82
10 0.27 70
20 0.25 65
40 0.23 59
80 0.19 49
120 0.13 34
160 0.11 29
200 0.07 19
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Tablo 15. Hidrataz yontemiyle AZM’nin farkli konsantrasyonlari i¢in hCA II izoenziminin
% aktivite tablosu

Enzim hCA 11
[AZM] (uM) EA (EU/mL) % Aktivite
0 0.29 100
0.1 0.26 92
2 0.22 76
4 0.18 62
8 0.10 37
12 0.07 26
16 0.05 19
20 0.05 19
24 0.03 11
28 0.04 14
32 0.02 8
36 0.04 14
40 0.02 7
44 0.02 9
52 0.01 5
60 0.01 6
A B
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Sekil 20. Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine AZM’nin etkisi (A)
hCA TI’in esteraz aktivitesi ol¢limii (B) hCA D’in esteraz aktivitesi ol¢timii (C)
hCA II'nin esteraz aktivitesi dl¢limii (D) hCA II’nin hidrataz aktivitesi 6l¢timii
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4.1.4. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine L-Histidinin
Etkisinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine HIS’nin etkisinin
belirlenmesinde enzim konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCAI: 40 nM; hCAILl: 6 nM)
nihai (0,2 uM; 2 pM; 20 pM; 200 pM; 400 uM; 800 uM ve 1000 puM ) HIS
konsantrasyonlart kullanildi ve aktivite ol¢iimleri gergeklestirildi. Elde edilen bulgular
Tablo 16 ve 17°de ve bu bulgular kullanilarak cizilen HIS konsantrasyonu-% aktivite
grafigi Sekil 21°de verilmistir. Grafiklere ait egim denklemi kullanilarak ACsy degerleri
hesaplandi. Aktivator yoklugunda CA aktivitesi %100 aktivite olarak belirlendi.

Tablo 16. Esteraz yontemiyle HIS’nin farkli konsantrasyonlart i¢in hCA [ ve II
izoenzimlerinin % aktivite tablosu

Enzim hCA 1 hCA I
[HIS] (nM) EA (U/L) % Aktivite EA (U/L) % Aktivite
0 6.9 100 2 100
0.2 7 101 23 115
2 7.7 111 2.6 130
20 7.9 114 35 175
200 8.1 117 8.1 405
400 12.1 175 13.5 675
800 21.1 306 26.1 1305
1000 25.2 365 31.9 1595

Tablo 17. Hidrataz yontemiyle HIS’nin farkli konsantrasyonlari icin hCA I ve II
izoenzimlerinin % aktivite tablosu

Enzim hCA1 hCA 1

[HIS] (nM) EA (EU/mL) % Aktivite EA (EU/mL) % Aktivite
0 0.05 100 0.02 100
0.002 0.06 135 0.02 114
0.02 0.08 161 0.05 260
0,2 0.09 175 0.09 433
2 0.09 190 0.32 1501
20 0.11 231 0.35 1635
200 0.12 249 0.37 1709
400 0.13 258

800 0.13 268
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Sekil 21. Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine HIS nin etkisi (A)
hCA T’in esteraz aktivitesi 6l¢iimii (B) hCA I’in esteraz aktivitesi ol¢iimii (C)
hCA II'nin esteraz aktivitesi dl¢limii (D) hCA II’nin hidrataz aktivitesi 6l¢tiimii

4.1.5. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine DL-
Homosisteinin Etkisinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine DL-Hcy’nin etkisinin
belirlenmesinde enzim konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCA I: 40 nM; hCA II: 6 nM)
nihai (5 uM; 10 puM; 20 uM; 25 pM; 50 uM; 100 pM; 200 uM; 250 uM; 500 uM; 1000
uM; 2000 uM; 3000 uM ve 4000 uM ) DL-Hcy konsantrasyonlar1 kullanild1 ve aktivite
Olctimleri gergeklestirildi. Elde edilen bulgular Tablo 18-21’de ve bu bulgular kullanilarak
cizilen DL-Hcy konsantrasyonu-% Aktivite grafigi Sekil 22°de verilmistir. Grafiklere ait
egim denklemi kullanilarak ACsy degerleri hesaplandi. DL-Homosistein yoklugunda CA

aktivitesi %100 aktivite olarak belirlendi.
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Tablo 18. Esteraz yontemiyle DL-Hcy’nin farkli

1izoenziminin % aktivite tablosu

konsantrasyonlar1 i¢gin hCA 1

Enzim hCA 1

[DL-Hcy] (uM) EA (U/L) % Aktivite
0 6.9 100
5 7.2 104
10 7.9 114
20 8.5 123
25 8.9 129
50 10.1 146
100 14.1 204
200 23.6 342
250 29.4 426
500 54.9 796
1000 104 1507
2000 193.3 2801
3000 270.3 3917
4000 333.8 4838

Tablo 19. Esteraz yontemiyle DL-Hcy’nin farkli

izoenziminin % aktivite tablosu

konsantrasyonlar1 i¢in hCA 1I

Enzim hCA 11

[DL-Hey] (M) EA (U/L) % Aktivite
0 2.8 100
5 3.7 132
10 42 152
20 4.7 168
25 7.9 285
50 9.4 337
100 22.1 790
200 255 912
250 56.9 2034
500 105.1 3753
1000 202.1 7219
2000 285.4 10193
3000 357.2 12758
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Tablo 20. Hidrataz yontemiyle DL-Hcy’nin farkli konsantrasyonlar1 icin hCA 1
izoenziminin % aktivite tablosu

Enzim hCA 1

[DL-Hey] (uM) EA (EU/mL) % Aktivite

0 0.32 100

2.5 0.35 107

5 0.44 137

10 0.5 154

20 0.5 171

100 0.6 178

Table 21. Hidrataz yontemiyle DL-Hcy’nin farkli konsantrasyonlar

1izoenziminin % aktivite tablosu

icin hCA 1II

Enzim hCA 11

[DL-Hcey] (uM) EA (EU/mL) % Aktivite
0 0.13 100
5 0.13 100
10 0.13 100
20 0.15 116
25 0.15 116
50 0.28 222
100 0.42 326
200 0.45 355
250 0.52 404
500 0.54 422
1000 0.57 442
2000 0.66 511
3000 0.66 511
4000 0.69 537
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Sekil 22. Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine DL-Hcy nin etkisi
(A) hCA T’in esteraz aktivitesi 6l¢iimii (B) hCA I’in esteraz aktivitesi dlglimii
(C) hCA II'nin esteraz aktivitesi Sl¢limii (D) hCA II'nin hidrataz aktivitesi
olgtimii

4.2. Karbonik Anhidraz I izoenziminin Asetazolamid, L-Histidin ve DL-Homosistein

ile Molekiiler Kenetleme Analiz Sonuclari

Asetazolamidin CA I (2FQY) ile en iyi baglanma afinitesi -6.3 kcal/mol, baglanma
afinite aralig1 -6.3 ile -4.6 kcal/mol ve ilk 3 en iyi poz; -6.3, -5.8, -5.8 kcal/mol oldugu
gorilmistir (Sekil 23).

L-Histidinin CA I (2FOY) ile en iyi baglanma afinitesi -5.8 kcal/mol, baglanma
afinite aralig1 -5.8 ile -4.5 kcal/mol ve ilk 3 en iyi poz; -5.8, -5.3, -5.1 kcal/mol oldugu
goriilmiistiir (Sekil 23).

Molekiiler kenetleme c¢alismalarinda DL-Hcy, test edilen bilesikler arasinda en
diisiik baglanma afinitesini gostermistir (Sekil 23). Karbonik anhidraz I i¢in -4.7 kcal/mol

baglanma skoru degerleri, standart CA inhibitorlerinden (CA I: -7.4 kcal/mol, CA II: -9.0
kcal/mol) oldukga diisiik bir baglanma potansiyeline isaret etmektedir (Tablo 22).
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[ - Pi-Katyon Etkilesimi

[71 - Pi-Kiikiirt Etkilesimi
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Karbonik anhidraz I izoenziminin inhibit6r, asetazolamid, L-histidin ve DL-

homosistein ile etkilesimlerine ait 3D ve 2D goriintiileri A) CA I-inhibitor B)
CA I-Asetazolamid C) CA I-L-Histidin D) CA I-DL-Homosistein
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Tablo 22. Karbonik anhidraz 1 ve II i¢in molekiiler kenetleme analizi ile belirlenen
inhibitdr ligandin ve DL-Hcy’nin baglanma skorlari

Baglanma Skoru (kcal/mol)

Ligand

CAI 2FOY) CAII 2FOU)
CA inhibitor* -7.4 -9.0
DL-Hcy -4.7 -4.4

Degerler, molekiiler docking simiilasyonlar1 ile hesaplanan en yiiksek baglanma afinite skorlarini
gostermektedir. Daha negatif degerler, daha giiclii baglanma afinitesini gosterir. *her protein i¢in kendi
XRAY yapst icindeki inhibitor tercih edilmistir.

4.3. Karbonik Anhidraz II izoenziminin Asetazolamid, L-Histidin ve DL-Homosistein

ile Molekiiler Kenetleme Analiz Sonuglari

Asetazolamidin CA II (2FOU) ile en iyi baglanma afinitesi -6.8 kcal/mol; baglanma
afinite aralig1 -6.8 ile -4.8 kcal/mol ve ilk 3 en iyi poz -6.8, -5.9, -5.8 kcal/mol oldugu
goriilmistiir (Sekil 24). Elde edilen sonuglarda AZM zayif-orta diizeyde baglanma afinitesi
gostermektedir (-6.8 kcal/mol zayif bir baglanma degeri). Karbonik anhidraz II'ye CA I’e
gore biraz daha giiglii baglanmaktadir, ancak bu fark dnemli diizeyde degildir. Genel olarak

baglanma degerleri optimal etkilesim i¢in yetersiz oldugu goriilmiistiir.

L-Histidinin CA II (2FOU) ile en iyi baglanma afinitesi -5.4 kcal/mol, baglanma
afinite aralig1 -5.4 ile -4.4 kcal/mol ve ilk 3 en iyi poz; -5.4, -5.4, -5.2 kcal/mol oldugu
gorilmistiir (Sekil 24). Elde edilen sonuglarda HIS, her iki enzimle de oldukg¢a zayif
baglanma afinitesi gostermektedir. Baglanma degerlerinin (-5.4 ile -5.8 kcal/mol) etkili bir
etkilesim i¢in ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Her iki enzimle de benzer diizeyde zayif

etkilesim sergilemistir.

Hem AZM hem de HIS enzimlerle optimal olmayan etkilesimler gostermektedir.
Asetazolamid gorece daha iyi baglanma gosterse de degerler giiclii bir inhibitor etkisi i¢in
yetersizdir. ~ L-Histidinin ~ baglanma  degerleri, etkili  bir  ligand  olarak
degerlendirilemeyecegini gostermektedir. Her iki bilesik i¢in de daha giiclii baglanma
afinitesine sahip alternatif molekiiller arastirilmalidir. Mevcut baglanma degerleri, bu

bilesiklerin terapdtik kullanimi i¢in uygun olmayabilecegini diisiindiirmektedir.

L-Histidin ve AZM’nin CA I ve CA II i¢in en iyi baglanma afiniteleri Tablo 23’te
verilmigstir. Elde edilen sonuglar, her iki bilesigin de CA izoformlariyla yeterince giiclii
etkilesimler gdsteremedigini ortaya koymaktadir. Daha etkili inhibitdrler i¢in yapisal

modifikasyonlar veya tamamen farkli molekiiler yapilarin arastirilmasi 6nerilmektedir.
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Molekiiler kenetleme c¢alismalarinda DL-Hcy, test edilen bilesikler arasinda en
diisiik baglanma afinitesini gostermistir (Sekil 24). Karbonik anhidraz II igin -4.4
kcal/mol’luk baglanma skoru degeri, standart CA inhibitorlerinden (CA I: -7.4 kcal/mol,
CA II: -9.0 kcal/mol) olduke¢a diisiik bir baglanma potansiyeline isaret etmektedir (Tablo
22).

Tablo 23. Karbonik anhidraz I ve II i¢cin molekiiler kenetleme analizi ile belirlenen HIS ve
AZM’nin en iyi baglanma skorlari

Protein Ligand En iyi Baglanma Skoru (kcal/mol)
CAI1I (2FOU) AZM -6.8
CAI1I (2FOU) HIS -5.4
CAI(2FOY) AZM -6.3
CAI1(2FOY) HIS -5.8
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Sekil 24. Karbonik anhidraz II izoenziminin inhibit6r, asetazolamid, L-histidin ve DL-
homosistein ile etkilesimlerine ait 3D ve 2D goriintiileri A) CAll-inhibitor B)
CA II-Asetazolamid C) CA II-L-Histidin D) CA II-DL-Homosistein

Molekiiler dinamik simiilasyonlarda, DL-Hcy-CA I kompleksi 100 ns boyunca
protein yapisinda minimal konformasyonel degisiklikler gdstermis ve protein yapisinin
kompaktligi korunmustur. RMSD (kdk ortalama kare sapmasi) profili, protein yapisinin
cogunlukla kararli oldugunu, yiizey dongiilerinde beklenen esnekligi gosterdigini ortaya
koymustur. Jirasyon yarigapt analizi, kompleksin yapisal kompaktlik seviyesini yaklagik

1.75 nm’de korudugunu gostermistir (Sekil 25).
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Sekil 25. Karbonik anhidraz I ile DL-Hcy etkilesimi (A) CA I izoenziminin iki farkli
ligand varliginda protein yapisinin kararliligi (B) Ligandlarin baglanma
bolgesindeki RMSD degisimleri (C) Protein-ligand komplekslerinin jirasyon
yarigap1 analizi (D) Protein yapisinin amino asit bazinda esnekligini gosteren
RMSF profili

Karbonik anhidraz II ile etkilesiminde ise 6nemli farkliliklar gbzlenmistir. Protein
RMSD degerleri diger ligandlara kiyasla daha yiiksek (0.3 nm) seyretmis ve ligand
RMSD’si 3 nm’ye kadar yiikselmistir. Bu yiiksek RMSD degeri, DL-Hcy nin simiilasyon
siiresi icinde baglanma cebinden ayrildigini gostermektedir. Protein yapisinda zamanla
artan bir genisleme (jirasyon yaricapi 1.80 nm’ye kadar) gozlenmistir. Kok ortalama kare
dalgalanma (RMSF) profili, baz1 spesifik bolgelerde diger ligandlara kiyasla daha yiiksek
amino asit esnekligi oldugunu gostermistir. Bu bulgular, DL-Hcy’nin 6zellikle CA 1I
enzimi i¢in zayif bir inhibitor adayr oldugunu ve baglanma kararliliginin diisiik oldugunu

ortaya koymaktadir (Sekil 26).
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Sekil 26. Karbonik anhidraz II ile DL-Hcy etkilesimi (A) CA I izoenziminin iki farkli
ligand varliginda protein yapisinin kararliligi (B) Ligandlarin baglanma
bolgesindeki RMSD degisimleri (C) Protein-ligand komplekslerinin jirasyon
yarigapt analizi (D) Protein yapisinin amino asit bazinda esnekligini gosteren
RMSF profili
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5. TARTISMA ve SONUC

Homosistein, Met’in hiicre i¢i demetilasyonu sirasinda olusan ve yapisinda siilfidril
grubu iceren esansiyel olmayan bir amino asittir (1, 2). Homosistein metabolizmasi,
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli biyokimyasal adimlar olan ¢esitli molekiillerin
iiretilmesi ve cok sayida enzim, kofaktor ve diizenleyici mekanizma igeren karmasik
biyokimyasal yollara dayanmaktadir. Bu sistem, Met kullanilabilirligini, protein
homeostazini ve DNA-metilasyonunu diizenlemek i¢in ¢ok 6nemlidir, bu nedenle post-

genomik ve epigenetik diizenleme mekanizmalarinda anahtar yollar sunar (3, 21, 103).

Bu sistemin bozulmasi ve Hcy’nin toksik birikimi (HHcy), mitokondriyal
disfonksiyona, hiicresel hipometilasyona, inflamasyonun indiiklenmesine, pro-apoptotik
faktorlerin aktivasyonuna, oksidatif stresin artmasina, ROS ve RNS olusumuna, ardindan
protein, niikleik asit ve karbohidrat oksidasyonuna ve sitotoksisitede rol oynadigi bilinen
lipid peroksidasyon iiriinlerinde artisa yol agar (3, 6, 9, 104, 105). Bu nedenle Hcy, ¢esitli
hastalik durumlarinin baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Yapilan
calismalar HHcy nin, noéral tiip defektleri, KVH, atriyal fibrilasyon, AH, kanser, multipl
skleroz, glokom, anemi, osteoporoz, migren, epilepsi, gelisimsel bozukluklar ve major
depresif bozukluk gibi ¢esitli hastaliklarla iliskili oldugu ve bir¢ok hastaligin gelisimi ve
ilerlemesinde bir risk faktorii oldugu belirtilmistir (2, 4, 7-10, 106, 107).

Hiperhomosisteineminin iliskili oldugu kanser, epilepsi, AH, anemi ve glokom ve
major depresif bozukluk gibi bir¢ok hastalik CA’larin aktivitelerinin patolojik diizeylerde
artmast ya da azalmasiyla da iligkilidir (16, 21, 82, 108). Karbonik anhidrazlar
karbondioksitin geri donilisiimlii  hidrasyonunu katalize ederek pH ve elektrolit
homeostazisi, glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi gibi biyosentetik reaksiyonlar,
kemik rezorpsiyonu, kalsifikasyon, sinyal iletimi ve oksidatif strese kars1 hiicresel savunma
gibi bircok islevde yer alir (14-16). Karbonik anhidrazlarin bir¢ok hiicre, doku ve organda
cesitli lokalizasyon ve islevlere sahip ¢ok sayida izoformunun insanlarda mevcut olmasi,
inhibitdrlerinin ve aktivatorlerinin farmakolojik ve klinik uygulamalarinin ¢okluguna yol
agcmistir (18). Bu nedenle CA aktivitelerinin modiilatorleri olan aktivatorler veya
inhibitorler kullanilarak bu enzimlerin aktivitesine miidahale edilmesi, aktivitelerinin
diizensiz oldugu durumlarin veya hastaliklarin yonetimi i¢in farmakolojik olarak

kullanilabilecek dnemli fizyolojik sonuglara sahiptir (55).
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Bu dogrultuda hem Hey’nin hem de hCA’larin gesitli hastaliklar ile iligkili oldugu
ve bu iki etkenin aktivite patolojilerinin ¢ok sayida hastalikta kesistigi goriilmektedir.
Bununla birlikte yapilan literatiir taramalarinda ¢esitli patolojilerde Hcy ve hCA enzim
aktivitelerinin olas1 roliinlin ayr1 ayr1 arastirildigi kayda deger sayida calisma olmasina
ragmen bu iki etkenin birlikte degerlendirildigi herhangi bir ¢aligmaya ulasilamamistir. Bu
nedenle mevcut tez calismasinda, Hcy’nin hCA izoenzimlerinin aktivitesi lizerindeki
etkisinin in vitro analizler (esteraz ve hidrataz aktivitesi tayin yontemi) ve molekiiler

kenetleme analizleri ile belirlenmesi amaglanmuistir.

Homosisteinin  hCA izoenzimlerinin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla hCA izoenzimleri arasindan eritrositlerde énemli miktarlarda bulunan ve bir¢ok
dokuda toplam CA aktivitesinin bilylik bir kismindan sorumlu olmasi nedeniyle hCA II
izoenzimi ve hCA II aktivitesinin yalnizca yaklasik %15’ine sahip olmasina ragmen insan
eritrositlerinde hCA II’den bes ila alt1 kat daha fazla bulunan hCA I izoenzimi se¢ilmistir

(13, 14, 70).

Aktivite 6lglimlerinde kullanilan hCA I ve hCA II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine
enzim konsantrasyonunun etkisini degerlendirmek ve in vitro analizlerde kullanilacak
konsantrasyon araliklar1 belirlenmesi amaciyla esteraz ve hidrataz aktivitesi tayin yontemi
kullanildi. Elde edilen bulgular ve aktivite-konsantrasyon grafikleri incelendiginde
belirtilen sartlar altinda yontemin dogru ¢alistig1 ve hCA 1 i¢in 0-500 nM, hCA II i¢in 0-50

nM enzim konsantrasyonu araliginin uygun olacagi tespit edildi.

Uygun konsantrasyonu araligimin belirlenmesinin ardindan hCA I ve 1I
1izoenzimlerinin aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisini belirlemek i¢in V4
ve K)s degerleri hesaplandi. Hidrataz aktivitesi tayin yonteminde hCA I (100 nM) ve hCA
IT (15 nM) igin V4 degeri sirasiyla 0.204 EU/ml ve 0.259 EU/ml K, degeri ise 27.59 mM
ve 31.67 mM olarak hesaplandi. Esteraz aktivitesi tayin yonteminde hCA I (100 nM) ve
hCA 11 (15 nM) i¢in V4, degeri sirastyla 32.25 U/L ve 29.4 U/L K, degeri ise 0.64 mM ve
2.9 mM olarak hesaplandi. Literatiir incelendiginde, genel olarak CA ile ilgili yapilan
arastirmalarda K, ve V., degerlerinin hesaplanmadig1 goriilmektedir. Bu tez ¢aligmasi, bu

alandaki literatiire 6nemli bir katki saglamaktadir.

Insan CA I ve II izoenzimlerinin konsantrasyonlar: sabit tutularak (hCA I: 100 nM;
hCA II: 15 nM) inhibitor etkisini dogrulamak icin; esteraz aktivitesi tayin yonteminde hCA

I ve hCA II izoenzimleri i¢in 9 farkli konsantrasyon, hidrataz aktivitesi tayin yonteminde
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ise hCA I izoenzimi i¢in 10 farkli konsantrasyon, hCA II izoenzimi i¢in 15 farkl
konsantrasyonda AZM ¢ozeltisi kullanildi ve AZM icin ICsy degerleri belirlendi. Esteraz
aktivitesi tayin yonteminde elde edilen bulgular degerlendirildiginde AZM, hCA 1 igin
0.292 uM ICsg degeri , hCA I igin 0.115 uM ICsy degeri gostermistir. Hidrataz aktivitesi
tayin yonteminde elde edilen bulgular degerlendirildiginde ise AZM, hCA I igin 55.93 uM
ICsp degeri , hCA 11 igin 5.24 uM ICs, degeri gostermistir.

Insan CA I ve II izoenzimlerinin konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCA I: 40 nM;
hCAII: 6 nM) aktivator etkisini dogrulamak icin; esteraz aktivitesi tayin yonteminde hCA 1
ve hCA II izoenzimleri i¢in 7 farkli konsantrasyon, hidrataz aktivitesi tayin yonteminde ise
hCA I ve hCA II izoenzimleri i¢in 8 farkli konsantrasyonda HIS ¢ozeltisi kullanildi ve HIS
icin ACsp degerleri belirlendi. Esteraz aktivitesi tayin yonteminde elde edilen bulgular
degerlendirildiginde HIS, hCA I i¢in 209.8 uM ACs, degeri , hCA 1II i¢in 22.9 uM ACs
degeri goOstermistir. Hidrataz aktivitesi tayin yonteminde elde edilen bulgular
degerlendirildiginde ise HIS, hCA I i¢in 0.237 uM ACsy degeri , hCA II i¢in 0.005 uM
ACs degeri gostermistir.

Insan CA I ve II izoenzimlerinin konsantrasyonlar sabit tutularak (hCA I: 40 nM;
hCA II: 6 nM) DL-Hcy’nin belirtilen izoenzimlerin aktivitesi tizerindeki etkisini
belirlenmek i¢in; esteraz aktivitesi tayin yonteminde hCA I ve hCA 1II izoenzimleri igin 13
farkli konsantrasyon, hidrataz aktivitesi tayin yonteminde ise hCA I izoenzimi i¢in 5 farkh
konsantrasyon, hCA II izoenzimi i¢in 13 farkli konsantrasyonda DL-Hcy c¢ozeltisi
kullanild1. Her iki aktivite tayin yonteminden elde edilen bulgular DL-Hcy’nin hCA T ve
hCA 1II izoenzimlerinin aktivitesini arttirdi@in1 gostermistir. Esteraz aktivitesi tayin
yonteminde elde edilen bulgular degerlendirildiginde DL-Hcy, hCA I i¢in 16.65 uM ACsg
degeri , hCA 1II i¢in 23.32 uM ACsy degeri gostermistir. Hidrataz aktivitesi tayin
yonteminde elde edilen bulgular degerlendirildiginde ise DL-Hcy, hCA I i¢in 8.95 uM
ACsy degeri , hCA 1l i¢in 55.91 uM ACs degeri gostermistir. DL-Homosisteinin hCA 1 ve
hCA 1I izoenzimleri i¢cin ACsy degerleri kendi i¢inde degerlendirildiginde hem esteraz hem
de hidrataz aktivitesi tayin yonteminde DL-Hcy’ nin hCA II izoenzimine kiyasla hCA I
izoenzimi i¢in daha giiglii aktivator etkisi gostermistir. Ayrica DL-Hcy, esteraz aktivitesi
tayin yonteminde HIS ile yapilan aktivite ¢calismalarindan elde edilen bulgulara kiyasla da

hCA I i¢in daha giiclii aktivator etkisi gostermistir.
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Molekiiler kenetleme analizinde ise Protein Data Bank’tan alinan CA I ve CA 11
izoenzimlerinin kristal yapilar1 (CA I: 2foy, CA II: 2fou) ile DL-Hcy, HIS ve AZM’nin
baglanma simiilasyonlar1 gergeklestirildi ve bu ligandlarin en iyi baglanma afiniteleri

belirlendi.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde CA 1 ve CA II izoenzimleri ile AZM
zayif-orta diizeyde baglanma afinitesi gostermistir. Asetazolamidin, CA I (2FOY) ile en iyi
baglanma afinitesinin -6.3 kcal/mol ve CA II (2FOU) ile en iyi baglanma afinitesinin -6.8
kcal/mol oldugu goriilmiistiir. Asetazolamidin, CA I (2FOY) ve CA II (2FOU) izoenzimleri
ile en iyi baglanma afiniteleri kendi i¢inde degerlendirildiginde AZM, CA I’e kiyasla CA
II’ye daha gii¢lii baglanmaktadir, ancak bu fark énemli diizeyde degildir ve genel olarak

baglanma degerlerinin optimal etkilesim i¢in yetersiz oldugu goriilmiistiir.

L-Histidin i¢in elde edilen bulgular degerlendirildiginde ise ligand her iki enzimle
de oldukca zayif baglanma afinitesi gostermistir. L-Histidinin CA I (2FOY) ile en iyi
baglanma afinitesinin -5.8 kcal/mol ve CA II (2FOU) ile en iyi baglanma afinitesinin -5.4
kcal/mol oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde HIS, her
iki enzimle de oldukca zayif baglanma afinitesi gostermektedir. Baglanma degerlerinin
etkili bir etkilesim i¢in ¢ok diislik oldugu goriilmiistiir. Ligand, her iki enzimle de benzer

diizeyde zay1f etkilesim sergilemistir.

Karbonik anhidraz 1 ve 1II izoenzimleri 1ile her 1iki ligand birlikte
degerlendirildiginde hem AZM hem de HIS enzimlerle optimal olmayan etkilesimler
gostermektedir. Asetazolamid gorece daha iyi baglanma gosterse de degerlerin giiclii bir
inhibitor etkisi i¢in yetersiz oldugu sonucuna varilmistir. L-Histidinin baglanma degerleri,

etkili bir ligand olarak degerlendirilemeyecegini gostermektedir.

Molekiiler kenetleme calismalarinda DL-Hcy, test edilen bilesikler arasinda en
diisiik baglanma afinitesini gostermistir. CA I izoenzimi i¢in -4.7 kcal/mol ve CA 1I
1zoenzimi i¢in -4.4 kcal/mol’luk baglanma skoru degerleri, standart CA inhibitoriinden (CA
I: -7.4 kcal/mol, CA II: -9.0 kcal/mol) oldukc¢a diisiik bir baglanma potansiyeline isaret

etmektedir.

Kok ortalama kare sapmasi, baglangi¢ yapisina kiyasla protein kararliligini tahmin
etmek i¢in kullanilan temel faktorlerden biridir. Simiilasyon sirasinda bilesiklerin ortalama
dalgalanmalarin1 degerlendirmek i¢in kok ortalama kare dalgalanma analizi de yapilmistir

(109). Molekiiler dinamik simiilasyonlarda, DL-Hcy-CA I kompleksi 100 ns boyunca
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protein yapisinda minimal konformasyonel degisiklikler gdstermis ve protein yapisinin
kompaktlig1 korunmustur. Kok ortalama kare sapmasi profili, protein yapisinin ¢ogunlukla
kararli oldugunu, yiizey dongiilerinde beklenen esnekligi gosterdigini ortaya koymustur.
Jirasyon yaricapi analizi, kompleksin yapisal kompaktlik seviyesini yaklasik 1.75 nm’de

korudugunu gostermistir.

Karbonik anhidraz 11 izoenzimi ile etkilesiminde ise ©nemli farkliliklar
gozlenmistir. Protein RMSD degerleri diger ligandlara kiyasla daha yiiksek (0.3 nm)
seyretmis ve ligand RMSD’si 3 nm’ye kadar yiikselmistir. Bu yiiksek RMSD degeri, DL-
Hcy’nin simiilasyon siiresi i¢inde baglanma cebinden ayrildigin1 gostermektedir. Protein
yapisinda zamanla artan bir genisleme (jirasyon yarigap1 1.80 nm’ye kadar) gozlenmistir.
Kok ortalama kare dalgalanma profili, baz1 spesifik bolgelerde diger ligandlara kiyasla
daha yiiksek amino asit esnekligi oldugunu gostermistir. Bu bulgular, DL-Hcy’nin 6zellikle
CA 1II enzimi i¢in zayif bir inhibitor adayr oldugunu ve baglanma kararliligmin diisiik
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle DL-Hcy’nin ozellikle CA 1II izoenzimi i¢in
oldukg¢a zay1f bir inhibitér aday1 oldugu diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak in vitro analizlerden elde edilen bulgular DL-Hcy’nin CA II
izoenzimine kiyasla ozellikle CA I izoenzimi i¢in daha giiclii aktivatdr adayr oldugunu
gostermektedir. Molekiiler kenetleme analizlerinden elde edilen bulgular ise DL-Hcy, CA 1
ve Il izoenzimleri i¢in sirasiya -4.7 ve -4.4 baglanma skoru degerleri ile AZM ve HIS ye
gore nispeten daha diisiik bir baglanma skoru degeri gostermistir. Elde edilen veriler,
Hcy’nin her iki izoenzimin aktivitesini artirdigini gostermistir. Ancak bu ¢aligma hasta
orneklerine dayanmamaktadir. Bu nedenle, Hcy'nin CA izoenzim aktivitesi iizerindeki
etkisinin klinik baglamda degerlendirilmesi ve hastalik siirecleriyle olan iligkilerinin daha
net ortaya konmasi amaciyla ileri diizey hiicre kiiltiirli, hayvan modeli ve hasta 6rnegi
temelli aragtirmalara ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica, CA inhibitdrlerinin siirhiliklart goz
oniinde bulunduruldugunda, Hcy diizeylerinin kontrol altina alinmasi yeni bir terapdtik

yaklagim olarak degerlendirilebilir.
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