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OZET

7,8-Dihidroksiflavonun Insan Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimleri Uzerine

Etkisinin in vitro Arastirilmasi

Karbonik anhidraz (CA) karbondioksidin  hidrasyonunu saglayan bir
metaloenzimdir. Memelilerde 16 izoenzimi kesfedilen CA’larin 15’1 insanda da bulunur.
Insan karbonik anhidraz I (hCAI) ve II (hCAII) eritrosit izoenzimleri olarak bilinirler. Bu
iki izoenzim kan pH’im1 diizenlenmesinde, sivi elektrolit dengesinin saglanmasinda,
solunum ve sindirimde de rol alirlar. Asetazolamid (AZM) basta olmak iizere siilfonamid
siifi ilaglar CA inhibitorleridir ve glokom tedavisi i¢in kullanilmaktadir. CA’lar igin

izoenzim se¢ici inhibitdr ve aktivator arayisi stirmektedir.

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler ¢ok zengin bir sinifa sahiptir. Antioksidan,
antidiyaretik, antialerjik, antimikrobiyal, antispazmotik, antiviral, antitromboz ve
antihipertansif gibi etkiler gosterebilirler. 7,8-Dihidroksiflavon (7,8-DHF) fenolik
bilesiklerin flavonoid alt smifinin bir iiyesidir. Bu bilesik Tropomiyosin reseptor kinaz

B’nin agonistidir. CA iizerinde etkisi daha once arastirilmamastir.

Bu tez ¢alismasinda, esteraz aktivitesi yontemini kullanarak 7,8-DHF’nin hCAI ve
hCAII izoenzimleri iizerine in vitro etkileri arastirildi. Pozitif kontrol olarak AZM
kullanildi. Suda ¢o6ziiniirliigii diisik olan 7,8-DHF’nin, %17°lik DMSO (Dimetil
stilfoksit)’da 0-3 mM arasinda farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. 7,8-DHF
icin belirtilen konsantrasyonlar arasinda hCAI ve hCAII izoenzimleri %50 ve daha altinda
inhibisyon gozlenmedi. 7,8-dihidroksiflavonun hCAI ve hCAII igin ICso degerleri
hesaplanmadi. 3 mM olan maksimum 7,8-DHF konsantrasyonunda hCAIl ve hCAIlI

izoenzimleri i¢in sirasiyla %14.1 ve %14.7 oraninda inhibisyon gozlendi.

Sonu¢ olarak 7,8-DHF’nin hCAIl ve hCAIl izoenzimlerinin esteraz aktivitesi

tizerine anlamli bir inhibisyon etkisinin olmadig1 goriildii.

Anahtar Sozciikler: BDNF, Enzim Kinetigi, Esteraz Aktivitesi, Fenolik Bilesik, TrkB
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ABSTRACT

in vitro Investigation of the Effect of 7,8-Dihydroxyflavone on Human Carbonic
Anhydrase | and Il Isoenzymes

Carbonic anhydrase (CA) is a metalloenzyme that provides hydration of carbon
dioxide. Of the 16 isoenzymes discovered in mammals, 15 of the CAs are also found in
humans. Human carbonic anhydrase | (hCAI) and Il (hCAIl) are known as erythrocyte
isoenzymes. These two isoenzymes are also involved in the regulation of blood pH, fluid
electrolyte balance, respiration and digestion. Sulfonamide class drugs, especially
acetazolamide (AZM), are CA inhibitors and are used for the treatment of glaucoma. The
search for isoenzyme-selective inhibitors and activators for CAs continues.

Phenolic compounds found in plants have a very rich class. They can show effects
such as antioxidant, antidiarrheal, antiallergic, antimicrobial, antispasmodic, antiviral,
antithrombosis and antihypertensive. 7,8-Dihydroxyflavone (7,8-DHF) is a member of the
flavonoid subclass of phenolic compounds. This compound is an agonist of Tropomyosin
receptor kinase B. Its effect on CA has not been investigated previously.

In this thesis, we investigated the in vitro effects of 7,8-DHF on hCAI and hCAIlI
isoenzymes using the esterase activity method. AZM was used as a positive control.
Solutions of 7,8-DHF, which has low water solubility, were prepared in 17% DMSO
(Dimethyl sulfoxide) at different concentrations between 0-3 mM. Among the
concentrations indicated for 7,8-DHF, no inhibition of hCAI and hCAIl isoenzymes of
50% or less was observed. Therefore, IC50 values for hCAIl and hCAIl of 7,8-
dihydroxyflavone were not calculated. It showed inhibition of 14.1% and 14.7% for hCAI
and hCAII isoenzymes, respectively, at a maximum concentration of 7.8-DHF of 3 mM.

As a result, 7,8-DHF had no significant inhibition effect on the esterase activity of
hCAI and hCAII isoenzymes.

Keywords: BDNF, Enzyme Kinetics, Esterase Activity, Phenolic Compound, TrkB

Xiv



1. GIRIS ve AMAC

Karbondioksit (CO2) molekiilii neredeyse biitiin canli dokularda farkli metabolik
siireclerde iiretilen, ayrica karboksilasyon gibi bazi reaksiyonlarda ise substrat olarak
kullanilan bir molekiildiir. Bu dengenin saglanmasi i¢in intra- ve ekstra-seliiler sivilarda
karbondioksit konsantrasyonu belli bir oranda bulunur. Karbondioksit konsantrasyonunun
homeostaz siirmin altinda veya iistiinde olmasi toksik etki yaratabilir. Bu nedenle canlilar

bu ve benzer elzem durumlar igin farkli mekanizmalar gelistirmistir (1-3).

Karbonik anhidraz karbondioksitin bikarbonata doniisiimiinii iki yonlii katalizleyen
bir metaloenzimdir. Tek hiicreli canlilardan ¢ok hiicreli canlilara kadar ¢ok genis
yelpazedeki canli gruplarinda bulunabilir. Bu kadar ¢esitli canli gruplarinda kesfedilmis
olmast onun farkli sekillerde siniflandirilmasini saglamistir. Baz1 canlilarda karbonik
anhidrazin birden fazla alt sinifi bulunabilir fakat memelilerde simdiye kadar sadece alfa
siifi karbonik anhidrazlar (a—CA’lar) bulunmustur. Bu sinifta bulunan 16 izoenzimin 15’1
insanda da kesfedilmistir. Insanda ¢ok farkli dokularda degisken oranda bulunan bu
izoenzimler bulunduklar1 dokularda 6nemli roller tistlenmektedir (4). Karbonik anhidrazin
ilk kesfedilen izoenzimlerinden ikisi olan insan karbonik anhidrazi I ve II (hCAI ve hCAII)
eritrositlerde bol miktarda bulunan sitozolik izoenzimlerdir (5, 6). hCAIl nispeten
hCAIl’den daha fazla miktarda bulunsa da hCAII’nin katalitik aktivitesi ¢ok daha
yuksektir. Eritrositlerin toplam karbonik anhidraz aktivitesini neredeyse esit oranda
paylasmaktadirlar (7). hCAI eksikliginin fizyolojik olarak 6nemli etkileri bulunmasa bile
hCAII eksikligi ciddi sorunlar teskil etmektedir (8). Bunun haricinde karbonik anhidrazin
bazi hastaliklar ile iligkisi gostermistir (9, 10).

Enzim inhibisyonuna dayali tasarlanmis bazi ilaglar tipta uzun yillardir
kullanilmaktadir (11-19). Asetazolamid [N-(5-Sulfamoyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)acetamide]
(PubChem CID: 1986), dorzolamid (PubChem CID: 5284549) gibi siilfonamid sinifi bazi
ilaglar karbonik anhidrazin inhibisyonunu saglayarak diiiretik ve antiglokom olarak
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (20). Siilfonamidler diginda daha farkli kimyasal
yapiya sahip CA inhibitorleri de kesfedilmistir (21). Fakat bunlarin birgogunun hem yan
etkilerinin bulunmasi (22, 23) hem de karbonik anhidrazin birg¢ok izoenzimi igin birbirine
yakin diizeylerde afinite gostermesi ila¢ olarak kullanilmasi i¢in bir engel olugturmaktadir.
Bunun igin CA izoenzim segici inhibitorlerin kesfi ile ilgili ¢alismalar giin gegtikce
artmaktadir. (24).



Karbonik anhidrazin sadece inhibisyonu degil aktivasyonu da son zamanlarda 6nem
kazanmistir.  Ozellikle merkezi sinir sistemi/ndronlarda bol miktarda bulunan
izoenzimlerinin kesfi ile, bu hiicrelerin sagkalimi veya yenilenmesi i¢in homeostazinin
saglanmasinda CA izoenzimlerinin o6nemli rollerinin oldugu disiinilmektedir. CA
izoenzimlerinin aktivasyonunun arastirilmasi 6zellikle nérodejeneratif hastaliklar gibi bazi
hastaliklar i¢in heyecan verici bir arastirma konusu olmustur. Yine bu ¢aligma alani i¢inde
cok zengin bir sinifa sahip olan karbonik anhidrazin izoenzim segici aktivatorleri daha da

onem arz etmektedir (25-31).

Bitkilerin daha ¢ok savunma amaciyla sentezledikleri fenolik yapili bilesiklerin
tipta tedavi amaciyla kullanilmasi igin ¢alismalar devam etmektedir. Genel olarak anti-
oksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser, anti-obezite etkileri ve daha bir¢ok patolojide bu
bilesiklerin faydali etkileri bildirilmistir (32—34). Cok fazla sayida ve gesitte bulunan
fenolik bilesikler farkli sekillerde siiflandirilsa da flavonoidler fenolik bilesiklerin 6nemli
bir kismini olusturmaktadir. Bir flavonoid olan 7,8-dihidroksiflavon (7,8-DHF) TrkB
(Tropomiyosin reseptdr kinaz B) agonisti olmasindan dolay1 arastirmalar ¢cogunlukla bu

konuda yogunlasmistir (35).

Fenolik bilesiklerin CA izoenzimleri iizerinde inhibisyon etkilerinin gdstermis
olmast ayrica ¢ok farkli kimyasal yapiya sahip molekiiller iceriyor olmasi karbonik
anhidrazlar i¢in hedeflenen izozim segici inhibit6r/aktivator igin bu bilesikleri iyi bir hedef
yapmaktadir. Yaptigimiz literatiir arastirmasinda 7,8-DHF’nin karbonik anhidraz aktivitesi
izerine etkisini gosteren herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda 7,8-
DHF’nin hCAI ve hCAII izoenzimlerinin esteraz aktivitesi iizerine etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enzimler

Tim organizmalar canliligini/soyunu devam ettirmek i¢in sindirim, bosaltim,
savunma, iireme ve daha birgok sistem gelistirmislerdir. Bu sistemlerde kesfedilmis ve hala
da caligilan sayisiz biyokimyasal reaksiyon gergeklesmektedir. Bunlarin 6nemli bir kismi
kendiliginden gergeklesebilse de ¢ogu zaman organizmanin ihtiyacini karsilayabilecek hiza
ulagsamamaktadir. Bunun i¢inde “biyolojik katalizorler” olarak da bilinen “enzimler”,
reaksiyonda herhangi bir degisiklik yapmadan yiiksek verimlilikle organizmanin ihtiyacina
gore reaksiyonu hizlandirmaktadir (11, 12, 36). Enzimin katalizledigi molekiillere substrat,

bunun sonucunda olusan molekiillere de iiriin denilmektedir.

Neredeyse tiim enzimlerin yapisini temel olarak proteinden olusturur (RNA
metabolizmasinda rol alan bazi katalizdrler hari¢). Enzimler sadece protein yapisinda
olabilecegi gibi reaksiyonu gerceklestirmek i¢in proteine ilaveten koenzim (organik bir
molekiil) veya bazi metal iyonlarina da ihtiya¢ duyulabilir. Kofaktor (Sekil 1) olarak
bilinen bu molekiil/iyonlar enzimin aktivitesinde ¢ok 6nemli rol oynar. Bu kofaktorler

proteine ¢ok siki baglar ile baglandiginda “prostetik grup” olarak bilinir (11, 36-38).

I Aktif enzim |

inaktif Enzim (Apoenzim) + Ko-faktér

Enzimler

Ko-faktor

Metal iyonu

Sekil 1. Enzimlerin yapisi

2.1.1. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzim kesifleri ve enzimler ile ilgili ¢aligmalarin artmasi sonucunda ITUBMB
(Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi)’de bulunan bir komisyon
tarafindan enzimler smiflandirilmistir. Bu siniflandirma enzimlerin katalizledikleri
reaksiyona gore 6 ana smifa daha sonrasinda ise her biri farkli alt gruplara ayrilmistir
(Tablo 1). Her enzim noktalar ile ayrilmis 4 farkli sayidan olusmaktadir. Bu sayilardan ilki
6 ana smiftan bunu takip eden diger sayilar ise yine enzimi tanimlayan alt siniflart belirtir
(11, 38). Ornegin katalitik olarak en aktif enzimlerden biri olan Karbonik Anhidraz enzimi

EC 4.2.1.1 enzim koduna sahiptir. Buna gore 4. (Liyazlar) ana sinifina, bunlardan da C-O



baglarini katalizleyen ve dehidratazlarin dahil oldugu 2. alt gruptadir. Diger iki say1 ise
enzimi tanimlayict alt grup numaralaridir. Enzim komisyonu tarafindan kabul edilen

enzimler TUBMB tarafindan olusturulan “www.enzyme-database.org/” web sitesinde

kaynaklar1 ile bulunmaktadir (39).

Tablo 1. IUBMB Enzim komisyonunun (EC) enzim smiflandirmast ve Katalizledigi
reaksiyonlar (Palmer ve Bonner’den, 36; Keha ve Kiifrevioglu’ndan, 38)

EC No Enzim Sinifi Katalizledigi Reaksiyonlar

EC1 Oksidorediiktazlar Yiikseltgenme/indirgenme (redoks) tepkimeleri

EC?2 Transferazlar Fonksiyonel gruplarin (6rn. bir metil grubu) transferi

EC3 Hidrolazlar Cesitli baglarin hidrolizi

EC4 Liyazlar Substrattan ~ farkli  gruplarin  ayrilmasi/baglarin
kesilmesi

ECS5 Izomerazlar [zomerasyon reaksiyonlar

EC6 Ligazlar (Sentetazlar) Enerji kullanarak yeni baglarin sentezi

2.2. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz, [UBMB’nin (Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birliginin) enzim veri tabaninda EC 4.2.1.1 enzim koduna ile tanimlanmistir. Karbonat
dehidrataz, karbonat anhidraz, karbonik asit anhidraz, karboksianhidraz, karbonik anhidraz
A, karbonat hidroliyaz gibi farkli sekillerde isimlendirilebilecegi gibi en sik “Karbonik
Anhidraz” kullanilmaktadir. Karbonik anhidrazin sistematik isimlendirmesi “Karbonik asit

hidroliyaz” seklindedir (40).

Karbonik anhidraz temel olarak canli organizmalarda CO2/HCO3" déniisiimiinii yani
geri donligiimlii olarak karbondioksitin hidrasyonunu, bikarbonatin ise dehidrasyonunu
katalizler. Karbondioksitin hidrasyonu veya bikarbonatin dehidrasyonu non-enzimatik
olarak kendiliginden gergeklesebilir. Bunun hizi yaklasik olarak 5x1072 s Ydir fakat ¢ok
yavas oldugundan organizmanin ihtiyacin1 karsilayabilecek diizeyde degildir. Bundan
dolay1 farkli canlilar farkli siifta Karbonik anhidraz enzimlerini kullanarak bu reaksiyonu

¢ok daha hizli ve islevsel kilarlar. Ornegin insan eritrositlerinde bulunan hCAII (insan


http://www.enzyme-database.org/

karbonik anhidrazi1 II) izoenzimi CO> hidrasyon turnover sayisin1 1.6x10° s™a yiikseltir

(28, 41).

Hidrasyon yoniinde reaksiyon, bikarbonatin salinmasi ve protonun salinmasi
seklinde iki asamada gergeklestigi kabul edilmektedir. Bunlardan ilk asama enzimin aktif
bolgesinde bulunan Zn?* {izerinden gergeklesir. Cinkoya bagli hidroksitin CO2'ye
niikleofilik saldirisi sonucunda bikarbonatin zayif bir sekilde baglandigi Enzim-Zn-HCOgz
kompleksi olusur. Elde dilen bu kompleks bir su molekiiliiniin atagi ile bikarbonat iyonu
serbest kalir ve Enzim-Zn-H2O kompleksi olusur. Ikinci asamada Enzim-Zn-H.O bir
protonu vererek Enzim-Zn-OH" ‘i tekrar kullanilmak {iizere olusur. Proton, bir proton
alicisina veya enzimin kendi yapisinda bulunan bir kalintiya (B) aktarilabilir (42, 43). Bu
proton alicisinin hCAII izoenzimi i¢in Hises’deki imidazol halkasi oldugu diisiiniilmektedir

(44).
CO,+ EZnOH™ = EZnHCO3 = EZnH,0 + HCO; =
EZnH,0 + B = EZnOH™ + BH* (Esitlik 1)

Olusan bikarbonat iyonu CI//HCO3 veya Na*/HCOs™ gibi farkli tasiyicilarla gesitli

fizyolojik gereksinimleri karsilamak iizere kullanilir (21).

: =
Zn*? - e
His ' His : i . Hi
a4 4. 119 Hisqy ' Hisygg
His - His

Sekil 2. Karbonik anhidrazin hidrasyon mekanizmasi



Genel olarak insanlarda bulunan ¢ogu CA (karbonik anhidraz) izoformu (CAVI, IX
ve XII harig), yedi sag el yoniinde a-heliks ve 10 p-tabaka (iki paralel ve sekiz anti-paralel)
olusan bir biikiilmiis p-tabakasindan olusan monomerik formlarda bulunur (45, 46).
Birgogu fosfat veya seker gruplari ve disiilfid baglar1 igermezler (22). Ayrica CA’nin aktif
bolgesinde, bazi istisnalar1 olmakla birlikte, genellikle Zn?* bulunur (42). insanlarda da
bulunan a-CA’larin 16 izoenzimlerinin ¢gogunun aktif alaninda bulunan ti¢ His kalintis1 ve
bir H,0 molekiilii/OH" iyonu ile tetrahedral olarak Zn?* ile koordine edilmistir. Aktivitesini
de bu Zn?" iyonu iizerinden gergeklestirdiginden metaloenzim ailesinin bir iiyesidir (Sekil
3) (47, 48).

Kirmizi a-heliks Mavi Su
Mavi B-tabaka Kirmizi Zn?*
Siyah Zn? Hisga
Hisos
Mor His119

Sekil 3. A) hCAII’nin yapis1 B) hCAII'nin aktif bolgesinde Zn?* ‘nin koordinasyonu [PDB
(Protein Data Bank): 1CA2 (49, 50), Discovery Studio Visualizer v21.1.0.20298
programu ile ¢izilmistir]



Omegin bu tez calismasinda kullanilacak olan hCAII (a smifi CA) izoformu,
merkezi konumdaki ¢inko Hises, HiSes Ve His11g rezidiileri ve bir su/hidroksit ile tetrahedral
yapiy1 olusturur (Sekil 3B). Bu izoenzimin aktif bolgesinin bulundugu bosluk/cep yaklasik
15 A capinda ve merkeze dogru uzanan bir koni seklinde tanimlanabilir. Bu bosluk iki
farkli ortama boliinmiistiir. Cinkonun bir tarafinda, enzimin merkezine yakin bdlgede, bir
grup hidrofobik aminoasit (yani Valiz1, Valiss, Leuiss, Thrige-CHs, Valzo7 ve Trp-200)
bulunurken ¢inkonun diger tarafinda, merkezden daha uzak tarafta, hidrofilik amino
asitlerle (yani Tyrz, Asnez, Hises, Asne7, Thrigo-Oyl ve Thra-Oy1) kaphdir. Bu iki zit
rezidiilerin bulunmasi enzimin substratin1 veya {riiniinii yonlendirerek reaksiyonun hizini

etkilemektedir (42, 51).
2.2.1. Karbonik Anhidrazlarim Simiflandirilmasi

Karbonik anhidrazin varligina dair daha Oncesinde bazi ipuglart kesfedilmis
olmasina ragmen (5, 52), bu enzim ilk kez Meldrum, N.U. ve , Roughton F.J.W. tarafindan
1933 yilinda eritrositlerden saflastirilmistir. Bu enzimin aktif bdlgesinde bir Zn?* icerdigi
ve yaklagik 30 kDa (kiloDalton) molekiil agirliginda oldugu belirlenmistir (53). Ardindan
biri sigir (1960°da) olmak tizere birkag memeli izoenzimi karakterize edilmistir (52, 54).
CA’lar memeliler disinda daha sonra birgok bitki ve Okaryotik alglerde de bulunmustur
(46). Boylece, CA izoenzimlerinin hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda bulunabilecegi
kesfedilmistir (45). Tanimlanan iki CA sinifi (B- ve y-CA) ile ii¢ ana CA sinifinin amino
asit dizileri ve kristal yapilarinin karsilastirilmasi sonucunda farkli oldugunu ve bagimsiz
olarak evrimlestigi ileri stiriilmiistiir (47). Bu ¢ alt smifin kesfinden sonra farkli alt
smiflarda  kesfedilerek sekiz farkli alt smif (o-, B-, y-, 6-, -, -, 6- ve 1 -CA)
tanimlanmustir.(55, 56). Bir¢ok enzimde oldugu gibi CA’nin smiflandirilmasi birinci
(primer), ikinci (sekonder), tiglincii (tersiyer) ve dordiincii (kuarterner) yapilari, aktif

bolgenin yapist ve katalitik 6zellikleri esas alinarak yapilmistir (57).

Bazi CA sinifi enzimler bazi canli alemlerine atfedilmis olsa da artik bu genel
olarak kabul edilmemektedir. Ornegin o-CA’nin hayvanlara, B-CA’nin bitkilere ve
Obakterilere, ayrica y-CA'nin yalnizca arkebakterilere 6zgili oldugu genel fikri 6ziimsenmis
olsa da artik bu goriis kabul gormemektedir. Clinkii baz1 bitkilerde a-CA ve y-CA’lar, bazi
hayvanlarda B-CA, E. Coli’de hem B- hem de y-CA sinifi bulunmaktadir. Ayrica birkag
organizmada birden fazla CA tipinin varlig1 da gozlenmistir (47). Ilging bir sekilde simdiye

kadar memelilerde sadece a-CA sinifi bulunmustur (46).



Bitki, hayvan ve diger alemlerde bulunan CA'lar farkli siniflarda olsalar bile benzer
molekiiler 6zelliklere sahiptir (43). Bu izoenzimler fonksiyonel olarak 06zdes
biyokatalizorlerdir. CA ailesinin fonksiyonel benzerliginin nedeni aktif Zn?* merkezinden
4 A kadar olan aminoasit dizilerindeki benzerlik oldugu, enzimler arasindaki aktivite

farkinin aktif bolgeden uzakta bulunan kalintilardan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir (47).
2.2.1.1. Alfa- Karbonik Anhidrazlar (a-CA’lar)

Memelilerde simdiye kadar sadece a-CA’lar bildirilmistir. a-CA’1n da alt sinifinda
16 izoenzim bulunmaktadir. Bunlar Romen rakamlariyla sirasiyla I[-XV arasinda
isimlendirilmistir. Mitokondriyal iki CA izoformu kesfedilmis ve bunlar CAVA ve CAVB
diye isimlendirilmistir. Bu 16 izoenzimin CAXV hari¢ 15’1 insanda bulunur ve bunlar
Insan Karbonik Anhidrazi (hCA, human Carbonic Anhydrase) seklinde tanimlanirken
CAXYV izoformu insanda bulunmayip sadece farede bulunur bundan dolay1 fare Karbonik

Anhidrazi (mCAXV, mouse Carbonic Anhydrase XV) seklinde siniflandirilmistir (21, 57).

Insanda kodlanan bu 15 CA’in 12’si aktif merkezinde ¢inko icererek katalitik
aktivite gosterir (58, 59). Bunlardan bes tanesi (CAI, II, III, VII ve XIII) sitozolik, dort
tanesi (CAIV, CAIX, CAXII ve CAXIV) membrana bagl, ikisi (CAVA ve CAVB)
mitokondriyal, CAVT ise salgilanabilen izoformdur (21, 57). Bunlar disinda kalan 3 tanesi
(CAVIII, CAX ve CAXI) enzim aktivitesi gostermemektedir. Bundan dolay1 Karbonik
Anhidraz ile iligkili protein (CARPVIII, CARPX ve CARPXI) seklinde de tanimlanmakta

ve sitoplazmada bulunmaktadirlar (52, 60).

Karbonik Anhidraz 11 (CAII)

Karbonik anhidrazin ilk tanimlandig: yillarda CAIL, CA B olarak tanimlandigi gibi
CAIll ise CA C olarak bilinmekteydi. Fakat giinimiizde CA ailesinin kesfinin
genislemesiyle artitk bu tanimlama tercih edilmemektedir (61, 62). CAIl hem ilk
tanimlanan CA izoenzimlerinden biri oldugu i¢in hem de ¢ok yiiksek aktiviteye sahip
oldugundan aksi belirtilmedik¢e karbonik anhidraz denildiginde ilk akla gelen izoenzimdir.

CAII, o kadar fazla ¢alisilmistir ki CA ailesini temsil edebilecek diizeydedir (63).

Kirmiz1 kan hiicrelerinde 1933 (53) yilinda karbonik anhidrazin varligi tespit
edilmis olsa da, 1961 yilinda insan CAII izoenzimi saflastirilmigtir (64) ve 1972 yilinda ise
yapisi tammlanmstir. Yaklasik 41x41x47 A3 boyutlarinda (diger ¢alismada ise 42 x 39 x
55 A3 (49), 50 x 40 x 40 A3 (65)) elips seklinde olup 29,3 kDa molekiil agirligna sahip



monomerik bir enzimdir. Diger izoenzimlerde de oldugu gibi molekiiliin disindan igine
dogru yonelen, merkezinde Zn?* iyonu bulunan koni seklinde bir aktif boslugu
bulunmaktadir (66). Toplam 260 rezidiisii bulunan CAlI, tek bir polipeptit zincirinden
olusur. Ilk yillarda farkli goriisler olsa da herhangi bir disiilfit bag1 icermemektedir (62).
Polipeptit zinciri 10 B-tabakasiyla ile ikiye boliinmiistir (Sekil 3A). PB-tabakasina bir
tarafinda neredeyse dik uzanan alt1 adet polipeptit zinciri ve COOH™ ucu bulunur. Bu alt1
segment birbiriyle anti-paraleldir. B-tabakasinin diger tarafinda ise molekiiliin N-terminal
ucu ve aktif bolgesi bulunur. hCAII'nin aktif bdlgesi yiizeyinde yaklasik 15 A genisliginde
ve molekiiliin ortasina dogru 15 A (baska bir ¢alismada ise 8 A olarak dl¢iilmiistiir (67))
daralarak uzanan koni sekline benzer bir bosluktan olusur. Bu hayali koninin en ucunda,
molekiildeki iki p-tabakanin yapisinda bulunan ii¢ histidil kalintis1 ile koordine olan Zn?*
iyonu bulunur. Zn?* iyonu fizyolojik pH’ta tetrahedral yapisin1 korumak igin dordiincii
koordinasyonunu ise OH/H>0 ile yapar (Sekil 3B) (49, 66). Aktif bolgesini olusturan
hayali koninin yaklasik yarisin1 hidrofobik diger yarisi ise hidrofiliktir. 91, 121, 131, 135,
141, 143, 198, 202, 204, 207 ve 209 konumlarinda bulunan kalintilar hidrofobik bdlgeyi
olustururken; 62, 64, 67 ve 92 konumlarindakiler ise hidrofilik bélgeyi olusturur (65).
Hidrofobik rezidiilerden biri olan Hises’lin enzim katalizinde 6nemli rolii olan proton
katalizinde rol aldig1 diisiintilmekteydi. Hatta CAI ve CAIl’ye gore olduke¢a diislik turnover
sayisina sahip olan CAII’iin bu konumunda Lyses bulunmasi bu fikri destekler
nitelikteydi(65). Fakat CAII’de Hises’e yOnelik yapilan bazi mutasyon c¢alismalari
sonucunda kataliz hiz1 ¢ok az degigmesi bu fikrin dogrulugunu tartigmali hale getirmistir
(49). Enzim aktif bolgesinin CAI’de oldugu gibi hidrofilik ve hidrofobik iki zit yapidan
olugmas1 substratin enzimle daha kolay birlesmesi yani katalitik hizin1 arttirdigy

diistindiirmektedir (67).

hCAII, diger sitozolik izoformlar olan hCAI, hCAIIl, hCAVII ve hCAXIII ile
strastyla %60, %58, %56 ve %60 oraninda yiiksek bir dizi benzerligine sahiptir. Bu

benzerligin disinda enzimin katalitik aktivitesi i¢in 6nemli olan yapilar1 da korunmustur
(65).

CAIl; insan eritrositleri (68), insan trombositleri (69), rhesus maymunu (Macaca
Mulata), sigir (Bos taurus) eritrositleri (70, 71),koyun karacigeri (72), kedinin bazi
dokular1 (73) ve eritrositleri (Felis domesticus) (71), kopek (Canis familiaris) (71, 74), at

(Equus ferus caballus) (71, 75), tavsan (76), Gine domuzu (Cavia porcellus) ve gelincik



(Mustela furo) (71) gibi memelilerin eritrositleri ve daha bir¢ok canli ve dokuda
bulunmustur. CAII insanda eritrositler disinda gastrointestinal sistemde (77—79); parotis ve
submandibuler bezleri, yemek borusu, mide, duodenum ve kolon, safra kanallari, safra
kesesi, pankreas kanallar1 ve 6zofagus epitellerinde, merkezi sinir sisteminde (80-83),
gozde (84), nefronlarin birgok segmentinde (proksimal tiibiil, inen ince kol, ¢ikan kalin kol
ve toplama kanalinda) (85), kemik dokusunda (86), karaciger (7, 87), spermatozoa (88),
duktus deferens epiteli, seminal vezikiil (89) ve plasenta (90) gibi ¢ok ¢esitli doku ve

sistemlerde bulunur.

CAll’nin temel rolii, birgok dokuda pH'1 ve sivi-elektrolit dengesini saglamak,
farkli mekanizmalar i¢in bikarbonat ve H' ihtiyacim1 karsilamaktir (81). CO2/HCOs
tiretildigi dokulardan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Hiicrelerde olusan CO2, kan
dolasimina oradan da eritrositlere yayilir. Hizli izoform olan CAII basta olmak {izere
eritrositlerde bulunan karbonik anhidrazlar tarafindan hidratlanir. Ortaya ¢ikan HCOs",
membrani gecemediginden eritrositin hiicre zarinda bulunan anyon tasiyicilarla (AE1) CI
anyonu karsiliginda plazmaya transfer edilir. Bikarbonat plazmada dolasimla birlikte
akcigerlere kadar tasinir. CO2 olarak alveolleri gecmesi i¢in siire¢ tekrar tersine doner.
Anyon tasiyicilarla eritrositlere tasinir dehidrate olur boylece olusan CO: eritrosit
membrant ve pulmoner kilcal damarlar1 gecerek alveollere difiizyonla tasinmis olur.
Boylece kanda tasimman CO2 miktar1 artmis olur. Ekspirasyonla akcigerlerdeki CO2 disari
atilir (65, 91, 92). CAII disinda CAI de eritrositlerde bulunur. Miktar olarak CAII daha az
bulunsa da CAT’in aktivitesi CAIl ye gore daha disiiktiir. CAI yavas izoform olarak
bilinirken CAII hizli izoform olarak bilinir (65).

Seminifer tiibiillerde karmagsik siirecler sonucu spermatogenez ile spermatozoa
olusur. Burada olusan spermatozoa hareketsiz oldugu i¢in ddllenme siirecine katilmasi
miimkiin goriilmemektedir. Spermatozoa tiibiiler epidimise gecer ve burada bir ay kalabilir.
Olgunlasma evresinde buradaki epitel hiicrelerin salgilarindan 6zellikle pH’tan ¢ok
etkilenir. Epidimiste intraseliiller HCO3™ konsantrasyonu diisiik ve pH yaklasik 6,8 yani
asidik oldugundan spermler hala hareketsizdir. Ejekulasyondan sonra seminal plazmada
HCO3s" konsantrasyonunun artisiyla alkali (pH>7.00) oldugundan, sperm sitoplazmasinin
pH’mnin artmasiyla (alkalilesmesiyle) sperm hiicresinde hareketlilik artar. Boylece g¢evre
doku ve sividaki pH degisikligi spermin hareketliligini etkiler. Sperm hiicresi hareketlilik

kazanmis olsa da ciftlesme esnasinda vajinal ortam asidiktir. Bu ortamda sperm hareketinin
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azaltilmast  beklenir fakat seminal vezikiiller sekresyonu esnasinda yliksek
konsantrasyonda HCOs3™ iyonu salgilayarak vajinal asitligi notralize eder (93, 94). Boylece
dollenme icin gerekli olan sperm hareketliligini korumus olur. Erkek iireme kanalinin
bircok yerinde bikarbonat sekresyonu ve pH diizenlenmesi CA’lar tarafindan saglanir.
Bobrekte de oldugu gibi epitel hiicrelerin membrani ve spermatozoada bulunan bazi iyon
tagtyict molekiillerle birlikte sitozolde CAII izoformu, hiicre disinda ise membrana bagl
olarak CAIV izoformu bikarbonat/CO, dontisiimiinii saglayarak hiicre igi/hiicre dis1 pH ve
HCOs  konsantrasyonunu diizenleyerek sperm hareketliligine biiylik o6lciide katkida
bulunur (89, 95-97).

Bobreklerin de asit-baz dengesini saglamada onemli rolleri oldugu bilinir. Bu asit
baz homeostazisini iki farkli yolla korudugu diisiiniilmektedir. Bunlardan biri 6zellikle
diyetle alina protein metabolizmasinin son iiriinlerinin asidik olmasi ve yine diyet {iriinii
olan bazi iceriklerin bazik olmasi kan pH’in1 etkilemektedir. Fakat bobrekte hiicre ici ve
hiicre disinda bulunan tampon sistemleri ile asit-baz dengesi korunur. Bu dengeyi korumak
icin yeni bikarbonatlara ihtiya¢ vardir. Homeostazisi saglamak igin ihtiyag duyulan
bikarbonatin neredeyse hepsi bobrek epitel hiicreleriyle geri emilir (98). Glomeriillerden
siizilen kanin hepsi proksimal tiibil kanalina aktarilir. Transepitelyal bikarbonat
taginmasinda proksimal tiibiil esas hiicrelerinde bulunan NHE3 (Na*/H* Degistirici 3) veya
H*-ATPaz tasiyicilariyla proton limene aktarilir. H® ve HCOs iyonlari, karbonik
anhidrazin membrana bagli izoenzimlerinden biri olan CAIV (apikal CA) enzimiyle
katalizlenerek CO2 ve H20 molekiilleri olusur. CO2 difiizyonla tekrar proksimal tiibiil
hiicrelerine alinir. Sitozolik izoform olan CAll ile tekrar hidratlanarak Tekrar bikarbonat
ve proton olusturur. Boylece olusan proton tasiyicilarla tekrar liimene tasinabilir. Olusan
HCOs iyonu ve Na" iyonu NBCel (Electrogenic Na* Bicarbonate Cotransporter) tastyici
proteinle kana geri verilir. Liimende bulunan bikarbonatin bir kismu da NBCn2
(Electroneutral Na*/HCOs™ cotransporter) tasiyicit proteini ile hiicreye ardindan yine
NBCel ile kana tagmabilir (Sekil 4). Boylece bikarbonatin geri emilimi saglanmis olur.
Bikarbonatin %70-85’1 bu sekilde proksimal tiibiilden, geri kalan1 da Henle kulpunun ¢ikan
kalin kolundan geri emilir (99, 100). CAIV izoenzimi de aktivite gostermesine ragmen

nefronlardaki toplam CA aktivitesinin %95°i CAll tarafindan saglanir (85).
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Sekil 4. Baz1 karbonik anhidrazlarin nefronlardaki rolleri (Wagner’den, 99)

NHE1 (Na*/H" Degistirici 1) ile sitozolik izoform CAII etkilesim i¢indedirler. Bu
etkilesim fosforilasyon ile diizenlenir. Mitojenik sinyallesme ile diizenlenen bu etkilesim
CAll'nin tastyiciya baglanmasini kolaylastirarak NHE1 aktivitesini en azindan kismen

arttirir (85).

Sindirim sitemi kanalinin apikal yiizeyinde Na*, CI gibi iyonlar ve kisa zincirli yag
asitlerinin emilimi esnasinda hiicre i¢i bikarbonat iyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha
once anlatildigr gibi HNE, AE vb gibi tasiyicilarla tasmman bu iyon ve molekiiler
karsiliginda sindirim kanalina bikarbonat iyonu salgilarlar. Bu hiicreler hiicre ici ve hiicre
dis1 pH’1 korumak ayrica absorpsiyonun devamliligini saglamak amaciyla membrana bagl
CA izoenzimleriyle HCO3 ve H™ 1 CO2 ve H2O’ya Kkatalizler. Olusan CO2 molekiilii
difiizyonla hiicre zarin1 kolayca katetebilir. Boylece ozellikle CAIIl basta olmak iizere
sitoplazmik izoformlar tarafindan reaksiyonun tersi katalizlenerek pH dengesi, bikarbonat

ve proton iyonlari ihtiyaci karsilanmis olur (101).

CAII izoformu basta olmak tlizere karbonik anhidrazin bilinen bir diger 6nemli rolii
ise bikarbonat/karbondioksit kullanan karboksilasyon reaksiyonlarinin substrat ihtiyacim
karsilamaktir. Asagida kisaca belirlenen reaksiyonlari katalizleyen Piruvat Karboksilaz
(EC 6.4.1.1), Asetil-CoA Karboksilaz (EC 6.4.1.2), Karbamil Fosfat Sentetaz | (EC
6.3.4.16), Fosfoenol Piruvat Karboksilaz (EC 4.1.1.31), Karbamil Fosfat Sentetaz Il (EC
6.3.5.5), Ribuloz-1,5-Bisfosfat Karboksilaz (EC4.1.1.39) gibi enzimler bikarbonata ihtiyag
duyarlar (39, 102). Boylece CAII ve digerler izoenzimler karbohidrat, protein, lipit, iire ve
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niikleotit metabolizmasi1 gibi bir¢ok metabolik siirece substrat saglayarak veya agiga ¢ikan

metabolik iirliniin tamponlanmasinda rol alir (4, 101, 103, 104).

Neredeyse biitiin proteinlerde oldugu gibi CAIl enziminde de mutasyonlar
bulunmustur. ilk mutasyon 1983 yilinda Sly ve arkadaslar1 (105) tarafindan osteoporoz,
renal tiibliler asidoz ve serebral kalsifikasyon bulgular1 belirlenen bir ailede yapilan
aragtirmalar sonucunda CAIl bulunmamasiyla tanimlanmistir. Bu duruma karbonik
anhidraz Eksikligi Sendromu denilmistir. Cok kisa bir siire sonra 1985 (106) yilinda
Almanya-italya, Belcika, Amerika Birlesik Devletleri, Suudi Arabistan, Fransa, Kuveyt,
asillt 12 ailede CAII eksikligi belirlenmistir. Bunlar disinda Tiirkiye, Cin ve Japonya’daki
bazi ailelerde de CAII eksikligi bulunmaktadir (107, 108). Zamanla daha ayrintili yapilan
incelemeler dogrultusunda bu hastalarda osteoporoz, renal tiibiiler asidoz ve serebral
kalsifikasyon en belirgin bulgular olsa da bunlar disinda kraniyal sinir sikismasi, zeka
geriligi, psikomotor gerilik, ergenlik doneminde iskelet kiriklari, gelisim geriligi, boy
kisaligi, yiiz sekil bozuklugu (belirgin alin, belirgin yanaklar, mikrognati, dis dizilim
bozuklugu), ovalositozlu anemi, parmaklarin kollar ve bacaklara gére kisa olmasi, retinal
degisiklikler gibi belirtilerden biri veya birkac1 birlikte goriilebilir. Bu belirtiler dogum ile
goriilen belirtiler degildir. Bireyin bebeklik doneminden sonra ¢ocukluk ve yetiskinlik
doneminde gelisen belirtilerdir (86, 105-107, 109-117). 2017 yilina kadar belirlenen
mutasyonlar The Human Gene Mutation Database (HGMD) (118)’de bulunmaktadir. Bu
mutasyonlarin bulundugu kisilerin ebeveynlerinin yakin akraba olmasi bir¢ok genetik
hastalikta oldugu gibi akraba evliliginin bu mutasyonlarin genetik olarak tasinmasinda

onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (106, 108, 119, 120).
2.2.2. Karbonik Anhidraz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Karbonik anhidrazin tanimlanmasi, saflagtirilmasi ve yapisinin aydinlatilmasiyla
birlikte inhibisyon c¢alismalar1 da baglamistir. Bilinen en yaygin iki CA inhibitdr (CAln)
grubundan ikisi anyonlar ve siilfonamidlerdir. Bu her iki grup substratlarin da baglandig:
aktif bolgedeki Zn?" iyonu ile etkilesime girerek protein-inhibitdr kompleksini olusturur.
Protein-substrat ~ kompleksinin ~ olugmasint  engellendigi  i¢in  enzim  aktivite
gostermemektedir. Aktif bolgedeki bazi diger kalintilar da hidrojen bagi olusturarak bu
yapiya destek saglamaktadir (63, 121). Bunlar disinda pirazolin/pirazol, selenol,
purin/pirimidin, ftalazin, imidazol, oksadiazol, kinazolin, indol/izatin, amino ve dipeptit

bazli CA inhibitorleri de bulunmaktadir (21).
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80 yildan fazla bir siire dnce kesfedilen bir CA inhibitorii (20) olan siilfonamidler
(R-SO2NH2) klinikte 60 yildan fazla bir siiredir diiiretik ve antiglokom olarak
kullanilmaktadir. Bunlar disinda son zamanlarda antikonviilsan, antiobezite, antikanser,
analjezik ve antienfektif (antifungal, antibakteriyel ve antiprotozoan) etkileri de
bulunmaktadir (4, 24, 58, 122, 123). Klinikte ve CA arastirmalarinda kullanilan, CA
Inhibitérleri arasinda arasinda ilk akla gelen Asetazolamid [N-(5-Sulfamoyl-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)acetamide] (PubChem CID: 1986) klinikte kullanim i¢in FDA (U.S. Food
and Drug Administration/Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi) onaylidir (124
126). Asctazolamid disinda Methazolamid, Dorzolamid, Brinzolamid, Diclofenamid,
Ethoxazolamid, @ Zonisamid, Indisulam  bilesikleri  klinikte  kullanilan = CA
inhibitorlerindendir (21). Insanda bulunan 13 aktif izoform ¢ok farkli dokuda dagilim

gosterdigi i¢in izoform se¢ici ve yan etkisi daha az olan inhibitor arayis1 artmaktadir (24).

Karbonik anhidraz aktivatorleri (CAA) inhibitorleri kadar arastirma konusu
olmayip simdiye kadar klinikte rutin olarak kullanilmamaktadir. Fakat CA izoformlarinin
yapisinin aydimnlatilmast ve teknolojik gelismeler sonucunda ilgi odagi olmus ve son
yillarda karbonik anhidrazin aktivator ¢alismalar1 hiz kazanmistir. CA i¢in ilk kesfedilen
aktivatorlerden biri histamindir (Hsn) (127). “Yavas” sitozolik izoform olan CATI’e 2.1 uM
aktivasyon sabitiyle (Ka) yiiksek afinite gosterirken “hizli” izoforma (CAII) ise daha diisiik
afinite (125 puM) gosterir. Histamin ve histidinin (D- ve L-) modifiye edilerek farkli
aktivatorler de gelistirilmistir (5, 60, 128-130). CA aktivatorlerinin klinikte kullanim
amaglarindan biri CA eksikligi (6rnegin hCAIIl eksikligi) bulunan ve ciddi saglik
problemlere sahip bireylerin tedavisidir. Bu sorunlardan etkilenen birey sayisinin az olmasi
ve tedavi maliyetlerin yiiksek olmasindan dolay1 bu konudaki aragtirmalar kisith kalmistir

(28, 131).

2.3. Fenolik Bilesikler

Fitokimyasal bilesiklerin bugiine kadar tahillar, meyve, sebze, tohum, bazi bitkiler
ve bunlarin endiistriyel iiriinlerinden toplam binden fazla tiiri kesfedilmistir. Bu bilesikler
antioksidan, antidiyaretik, antialerjik, antimikrobiyal, antispazmotik, antiviral, antitromboz
ve antihipertansif aktivite gosterebilirler (132, 133). Cesitli sayilarda aromatik halka/fenol
grubu iceren fitokimyasallar fenolik bilesikler olarak gruplandirilir. Fenolik bilesikler
yapisinda en az bir hidroksil ve aromatik halka (fenol) igeren organik bilesiklerdir (134).
Bu bilesikler tiiketilebilen ve tiiketilemeyen bir¢ok besin/bitkinin yapisinda bulunabilir. Bu
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bilesikler bitkilerde ¢cogalma, savunma gibi mekanizmalarda rol alirlar. Ayrica, fenolik
bilesik bulunduran bazi besinlerin tiiketilmesiyle birlikte insanlarda da onemli yararh
etkiler saglanir. Fenolik bilesikler kimyasal yapisina, tiiketim durumuna, igerdigi fenol
sayisina, biyolojik etkilerine, ¢6ziinebilirligine, bulundugu besin/bitkilerin ¢esidine gore
farkli sekillerde siiflandirilabilir (135). Fenolik bilesiklerin en biiyiikk grubunu olusturan
flavonoidler ve digerleri (non-flavonoidler) seklinde siniflandirma yapmakta miimkiindiir.

Non-flavonoidler; fenolik asit, stilben, lignan, kumarin, tanen gruplarindan olugmaktadir

(Sekil 5) (136, 137).

'+ Fenolik Asitler |
« Stilbenler '

'+ Lignanlar
» Kumarinler
e Tanenler

Non-flavonoidler
1

- Flavonlar
i« Izoflavonlar

Fenolik Bilesikler
|

i » Flavonoller
i» Flavanoller
» Flavanonlar
i = Antosiyanidinler

Flavonoidler
1

Sekil 5. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

2.3.1. Flavonoidler

Fenolik bilesiklerin 6nemli bir boliimiinii olusturan flavonoidler biyoflavonoidler
olarak da bilinirler. Genel olarak flavon, izoflavon, flavonol, flavanol, flavanon ve
antosiyanidin olarak siniflandirilabilir (Sekil 5) ve bulunduklari bitkilere renk kazandirirlar
(136, 137). Flavonoidler tipik olarak Ce—C3—Cs karbon iskeletine sahip A-, B- ve C-
halkalarindan olusmaktadir (Sekil 6) (134). Daha spesifik olarak bir benzopiran (kromen,

A-C) pargasina bagli aromatik bir halka flavonoidlerin temel yapisini olusturur (135).

15



Sekil 6. Flavonoidlerin iskelet yapisi

Flavonoidler anti-inflamatuar, anti-oksidan 6zellikleri igerdikleri aromatik halkalar
ve hidroksil grubu sayisina gore degismektedir. Serbest radikallere karst kararli bir durum
sergilemesi sonucunda elektron vererek etki gostermektedirler (133). Bunlar disinda kan
glukoz seviyesinin diizenlenmesinde de rol alarak anti-diyabetik ve anti-obezite etkisi de
gosterebilmektedirler (138). Ayrica tiiketilen besinlere katki maddesi olarak eklenerek

olusturulan fonksiyonel besinlerden de benzer faydalar saglanabilmektedir (139).

Flavonoidlerin her bir alt grubu farkli sekillerde anti-inflamatuar/anti-kanser etki
gosterse de, genel olarak cesitli nedenlerle (sitokinler, oksidatif stres, radyasyon, tiitiin
kullanim1 vb.) inflamasyon siirecini baglatan NF-kB (Niikleer Faktor Kappa B) yolunun
inhibisyonunu saglayarak transkripsiyon diizeyinde etki etmektedirler. Bu sekilde etki
gosteren flavonoidlerin bazilar1 sunlardir: luteolin, apigenin, Chrysin, quercetin, mirisetin,

naringenin, genistein, equol gibi (140).

Yapilan ¢aligmalarda luteolin (3',4',5,7-Tetrahidroksiflavon) ve diosmetin (3',5,7-
trihidroksi-4'-metoksiflavon) disinda diger bazi fenolik bilesiklerin hCAl ve hCAII
izoenzimleri tizerine 2.02-11.38 uM (mikromolar) arasindaki ICsp (yari inhibisyon
konsantrasyonu) degerleri ile inhibisyon yaptiklari gosterilmistir (22). Flavonoidlerin
hCAI ve hCAII izoenzimlerine esteraz aktivitesine farkli diizeylerdeki inhibisyonlar1 Tablo

2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Baz1 flavonoid veya non-flavonoidlerin hCAI ve hCAIIl enzimleri igin K;
degerleri (Esteraz aktivitesi i¢in)

Bilesik hCAI (Ki- pM) hCAII (Ki- pM) Referans
Kuersetin 3.6 2.4

Katesin 6.8 6.2

Apigenin 4.1 2.7

Luteolin 2.2 0,74 (141)
Morin 12.8 4.4

Fenol 17.3 7.4

Katekol 4014 114

Tirozol 9.17 14.21

Hidroksitirosol 4.66 12.75

Luteolin 1.82 5.16

Diosmetin 3.25 5.02 (22)
Kafeik asit 5.92 5.65

Luteolin 7-O-glikozit 1.66 1.49

Apigenin 7-O-glikozit 2.74 2.83

Resveratrol 4.47 2.86

Silimarin 7.12 6.93 (142)
Dobutamin 9.25 7.21

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda yine bir flavonoid olan 7,8-DHF’nin karbonik

anhidraz aktivitesi lizerine etkisini arastiran bir ¢alisma yapilmamastir.
2.3.1.1. 7,8-Dihidroksiflavon (7,8-DHF)

Tropoflavin olarak da bilinen 7,8-dihidroksiflavon (7,8-DHF) Godmania
aesculifolia, Tridax procumbens ve guha ¢igegi yapraklarinda dogal olarak bulunmaktadir

(143). Isminden de anlasilabilecegi gibi yapisinda iki hidroksil grubu igeren flavonol
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grubuna dahil bir flavonoiddir. Suda sinirh oranda ¢oziilen 7,8-DHF glikozilasyon ve
metilasyon gibi farkli islemlerle c¢oziiniirligli degistirilebilir, fakat bu islemlerin
biyoyararliliga nasil etki ettigi yeterince arastirilmamistir (144). Etanol, DMSO (Dimetil
stilfoksit) ve DMF (Dimetilformamid) gibi ¢oziiciilerde daha iyi ¢6ziinmektedir (145).
Tedavi edici etkisini arastirmak amaciyla yiiksek konsantrasyonda bu c¢oziiciilerde

¢oziilmesi hiicre canliligini olumsuz etkileyebilmektedir (146).

Tablo 3. 7,8-DHF nin baz1 dzellikleri

0 Tropoflavin
7,8-dihidroksiflavon
7,8-dihidroksi-2-fenil-4H-kromen-4-on

7,8-dihidroksi -2-fenil-4H-1-benzopiran-4-on

PubChem CID 1880

Molekiiler Formiil Ci5H1004

Molekiiler Agirhk  254.24 g/mol
(www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Fiziksel Ozellik Soluk sar1 (toz)

7,8-DHF TrkB (Tropomiyosin reseptor kinaz B)’nin agonisti ve onu aktive eden
BDNF (Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor)’in de mimetigidir (35, 147). Norotrofinler
noronlarin gelisimi, farklilasmasi ve sag kaliminda gorev alan bir protein ailesidir. CNS
(Merkezi Sinir Sistemi)’de en yaygin bulunan norotrofin BDNF’dir. Aksonal ve dentritik
biiyiimede rol alir (148). BDNF, TrkB bulunan hiicrelerde ekstraseliiler alandan bu
reseptore baglanarak reseptor dimerizasyonu ve ardinda oto-fosforilasyon sonugcta hiicre ici
bir dizi sinyal iletimini baglatir. Bu sinyallesmenin baslamasiyla fosfatidilinositol-3-kinaz
(PI3K) yolu, PLCy (Fosfolipaz C Gama) yolu ve MAPK (Mitojenle Aktive Olan Protein
Kinaz) yolunu aktive edilerek hiicre i¢in 6nemli sinyaller tetiklenmis olur (149). Bu sinyal
yollarinin etkilenmesi sonucu sinir hiicreleri biiyiir, olgunlasir ve ndronlar arasi ag

olusturma yetenekleri artar (150). Noronlarda bu siireglerin gergeklesiyor olmasi BDNF ve
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TrkB sinyal yolunun 6grenme, hafiza, duygu diizenleme ve diger bilissel islevler gibi
bircok beyin fonksiyonunda Onemini ortaya koymaktadir. Alzheimer ve Parkinson gibi

norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in bu molekiil ve yolak ilgi ¢ekici bir alandir (151).

BDNF/TrkB sinyal yolaginin AD ve diger norodejeneratif hastaliklari ile iliskisinin
bulunmasi, TrkB agonisti olan 7,8-DHF molekiiliiniin bu siireclerle olan iliskisine dair
meraklart artirmigtir. 7,8-DHF’nin BDNF’ye gore boyutunun daha kii¢iik olup uzun
yarilanma Omriine sahip olmasi ve kan-beyin bariyerini gegebiliyor olmast onu klinik
uygulamalarda da kullanilabilmesi i¢in destekler niteliktedir (149). AD ig¢in yapilan
calismalarda 7,8-DHF noronal sag kalima destek oldugu ve hafiza diisiisiinii engellemekte
onemli olabilecegi bulunmustur (152). Baska bir ¢alismada AD hastaligi gelisiminde
onemli bir rolii olan kortikal AP (Beta Amyloid) plak birikimini azalttigi bulunmustur
(153).

7,8-DHF benzer sekilde olumlu etkileri olsa da oral alimda absorpsiyonun sinirl
olmasi sebebiyle genellikle invaziv yollarla uygulanmaktadir. Per-oral biyoyararliligini
arttirmak ve farmakokinetik 6zelliklerini arttirmak amaciyla pro-ilag ¢aligmalar1 yapilmisg

ve olumlu sonuglar elde edilmistir (154).

7,8-DHF sadece norodejeneratif hastaliklarda degil noron hasari, depresyon gibi
diger beyin-sinir hastaliklarinda da olumlu sonuglar vermektedir. Ornegin travmatik beyin
hasarinda davranigsal ve molekiiler islev bozuklugunu azaltir ve hasar sonrasi bilig
diizeyinde olumlu sonuglar verir (155). Baska bir ¢alismada 7,8-DHF olusturulan hafif
kronik stres modelinde antidepresan etkiler gostermistir (156). Iskemik inmede glukoz ve
oksijen yoklugu sonucu gelisen noronal hasarda 7,8-DHF tedavisi TrkB/Akt (Protein
Kinaz B)sinyal yolunu aktif ederek noronlarda koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (157).

Ayrica giiglii antioksidan aktivitesi ile noroprotektif etki saglamaktadir (146).

7,8-DHF sinir sistemi disinda da olumlu etkileri vardir. Kafeterya diyeti ile
indiiklenmis bir metabolik sendrom modelinde 7,8-DHF insiilin duyarhiligini artirdigi,
metabolik anormallikleri iyilestirdigi, karaciger ve pankreasta endoplazmik retikulum
stresini azalttig1, apoptozu hafiflettigi (158) ve aymi diyetle indiiklenen obezitede renal
oksidatif stresi de azalttigi bulunmustur (159). Bir diger ¢alismada yash farelerde MDA
(malondialdehid) seviyesini diisiiriip SOD (Stiperoksit Dismutaz) konsantrasyonlarini
arttirarak karacigerde oksidan stresi azaltmistir. Saglikli yaslanma i¢in yararli bir ajan

olarak onerilmistir (160).
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Sonug olarak gerek TrkB agonisti olmasindan dolayr ndrodejeneratif hastaliklar
tedavi etmesi amaciyla trend olan, gerek diger bir¢ok flavonoid gibi antioksidan etki
gostermis olmasindan dolayi, tez ¢alismasinda son zamanlarda ilgi odagi olan 7,8-DHF’nin

hCAI ve hCAII aktivitesi  tizerine etkisini  arastirmayr  amagladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Cihazlar, EKipmanlar ve Malzemeler

Tez ¢alismamizda kullandigimiz cihaz, ekipman ve malzemelerin marka/modelleri

Tablo 4’te belirtilmistir.

Tablo 4. Deneylerde kullanilan cihaz, ekipman ve malzemelerin marka ve modelleri

Cihaz, Ekipman ve Malzeme

Marka/Model

Saf su cihazi

ELGA PURELAB® Classic

Sogutucu dolap

Hotpoint Ariston NMTL 1928 FW

Hassas terazi

METTLER TOLEDO AB204-S Analitik Terazi

Karistirict (Vorteks)

IKA Vorteks Genius 3

Isiticili Manyetik Karistirict

IKA RH BASIC 2

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601
Manyetik karigtirict Ikamag RH
Yari-otomatik pipet (1-20 uL) Eppendorf
Yari-otomatik pipet (20-200 pL) Eppendorf
Yari-otomatik pipet (100-1000 pL) Eppendorf
Yari-otomatik pipet (1-5 mL) Eppendorf

pH-metre

HANNA Instruments HI 2211 pH/ORP Meter

Kuvartz Spektrofotometre Kiiveti

Agilent Technologies
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3.2. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar

Tez galismamiz da Tablo 5’te belirtilen kimyasallar ve ¢ozeltiler kullanilmistir.

Bunlarin iiretici firmalari ve tiriin kodlar1 belirtilmistir.

Tablo 5. Deneylerde kullanilan kimyasallarin iiretici firmalari ve tiriin kodlar

Kullamlan Kimyasallar

Uretici Firmalar ve Uriin Kodlar:

Insan eritrosit karbonik anhidraz I

Sigma-Aldrich C4396-1MG

[nsan eritrosit karbonik anhidraz II

Sigma-Aldrich C6165-5MG

Tris (hydroxymethyl) aminomethane

Sigma-Aldrich T1503-1KG

p-Nitrofenil Asetat

Sigma-Aldrich N8130

Asetazolamid Sigma-A-6011
DMSO (Dimetil stilfoksit) Sigma
NaOH (Sodyum hidroksit) Sigma
H2S0q (Siilfiirik asit) Sigma

PBS (Phosphate Buffer Saline)

Thermo Scientific Oxoid BR0014G

Aseton

Sigma, 650501

7,8-Dihydroxyflavone

Cayman Chemical — 16946

3.3. Deneyde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tez ¢alismamizda kullandigimiz ¢ozeltilerin nasil hazirlandigi ve bunlar hakkinda

saklanmasi/kullanilmas1 gereken Oneriler asagida belirtildigi gibidir. Aksi belirtilmedikge

cozeltiler kullanilana kadar +4 °C’de saklandi. Deneyler oda sicakliginda gergeklestirildi.

Kullanilan biitiin ¢6zeltiler deneylerden hemen 6nce oda sicakligina getirildi.



50 mL, 1 N NaOH Cozeltisi: 2 g NaOH yaklasik 40-45 mL saf suda ¢oziildii daha
sonrasinda balon joje ile 50 mL’ye tamamlandi. Tampon ¢ozeltilerin pH’larin1 ayarlamak

ve asetazolamid ¢6zeltisi hazirlamak icin kullanildi.

50 mL, 1 M H2SO4 Cozeltisi: Yogunlugu 1.84 g/mL olan %98°lik stok H2SO4’den
2.7 mL almip yaklasik 40-45 mL saf suya eklendi. Sonrasinda balon joje ile iistii 50 mL’ye

tamamlandi. Tampon ¢ozeltilerinin pH’larini ayarlamak igin kullanildu.

500 mL, pH = 7.4 olan 0.05 M Tris-SO4 Tampon Cozeltisi: 3.03 g Tris yaklasik
400-450 mL saf suda ¢ozildi. 1 M H2SOs c¢ozeltisi ile pH’S1 7.4 olarak ayarlandi.
Sonrasinda hacmi 500 mL’ye tamamlandi. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi
Olciimlerinde tampon ¢oOzelti olarak kullanildi. Stok karbonik anhidraz ¢dozeltilerini

seyreltmek ve asetazolamid ¢ozeltisi hazirlamak i¢in de kullanildi.

50 mL, 3 mM p-Nitrofenil Asetat (p-NPA) Cozeltisi: 27.2 mg p-nitrofenil asetat
tartilip 1 mL asetonda ¢oziildii. 49 mL saf su opak bir erlenmeyerde manyetik karistiricinin
tizerine karistirilirken hazirlanan aseton ve p-nitrofenil asetat c¢ozeltisi yavasca suya
damlatilip ¢oziilmesi beklendi. Bu ¢ozelti giinliik olarak deneyden hemen 6nce hazirlandi.

Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi i¢in substrat olarak kullanildi.

167 pg/mL hCAIl Cézeltisi: 1 000 pg/mL (100-500 Wilbur-Anderson Unite/mg
protein ) (161) stok hCAI ¢ozeltisinden 1:5 oraninda Tris-SO4 tamponu ile seyreltildi.

100 pg/mL hCAII Cozeltisi: 1 000 pug/mL (3 713 Wilbur-Anderson Unite/mg
protein) (162) bulunan stok hCAII ¢6zeltisi 1:9 oraninda Tris-SO4 tamponu ile seyreltildi.

0,01M pH = 7.4 PBS: Bir tablet PBS 100 mL saf suda ¢6ziildii. NaOH ile pH’1
7.4’e ayarladi.

%17’lik DMSO (V/V) Cozeltisi: 1.7 mL saf DMSO 8.3 mL PBS ile karistirildi.
7,8-DHF ’nin CA aktivitesine etkisini olgerken kor olarak kullanildi. Ayrica stok 7,8-

DHF’nin daha seyreltik konsantrasyonlarini hazirlamak i¢in de kullanildi.

47.2 mM Stok 7,8-DHF Cozeltisi: 24 mg 7,8-DHF 2 mL saf DMSO’da ¢oziildii.
Daha seyreltik 7,8-DHF ¢ozeltileri hazirlamak i¢in stok ¢6zelti hazirlandi.

5 mM 7,8-DHF Cozeltisi (%17’lik DMSO’da Coziilmiis, 3 mL): 317 uL stok (12
mg/mL) 7,8-DHF ¢ozeltisi, 193 uLL saf DMSO ve 2 490 uL PBS ¢ozeltisi karistirildi. 7,8-

DHF’nin karbonik anhidraz aktivitesine etkisini arastirmak icin kullanildi. Ayrica daha
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diisiik konsantrasyonda 7,8-DHF c¢ozeltisi hazirlanilmasi i¢in kullanildi. 5 mM 7,8-DHF
¢ozeltisinden %17’lik DMSO ¢ozeltisi kullanilarak 3, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 mM ve
daha diislik konsantrasyonlarda 7,8-DHF ¢ozeltileri hazirlandi.

Asetazolamid Korii Cozeltisi: 0.1 mL 1 N NaOH c¢ozeltisi ve 4.9 mL Tris-SOg4

¢oOzeltisi karistirildi. Asetazolamid korii olarak kullanildi.

Asetazolamid Cozeltileri: 111 mg asetazolamid 1 mL 1 N NaOH ’da ¢oziildii. Tris-
SO4 tamponu ile son hacmi 50 mL’ye tamamland1 (0.01 M). Asetazolamid korii ¢ozeltisi

kullanilarak seri diliisyonlarla daha seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi.
3.4. Karbonik Anhidrazin Esteraz Aktivitesi Tayini

Karbonik anhidrazin aktivitesini belirlemek i¢in en sik kullanilan iki aktivite tayin
yontemi vardir bunlardan biri hidrataz aktivitesi tayini iken digeri esteraz aktivitesi
tayinidir (163). Bu calismada kinetik 6l¢iimlerde daha ¢ok tercih edilen Verpoorte ve
arkadaglarinin (164) gelistirdigi esteraz aktivitesi tayini yontemi kullanilmistir. Bu
yontemin prensibi; karbonik anhidrazin bir substrati ve neredeyse renksiz olan p-nitrofenil
asetatt (p-NPA) renkli olan p-nitrofenol (p-NP) ve asetata hidrolizi (Sekil 7) sonucunda
olusan renk farkinin spektrofotometrik olarak olgiilmesidir. Olusan p-nitrofenolden
kaynakli renk farki 348 nm dalga boyunda 3 dakika siire ile absorbans degisimi olarak
takip edilir. Reaksiyon sonucunda p-nitrofenol ve p-nitrofenolat olusabilir. Her iki
molekiilde 348 nm’de ayni absorbansi verirler. Fenol gruplar ise asidik olduklarindan
deney ortaminin pH’mna gore fenolat ve H' iyonlarina ayrisabilse de yine olglimiin
yapildig1 dalga boyunda absorbansi etkilemez. Boylece bu degisiklikler karbonik
anhidrazin esteraz aktivitesi Ol¢limiinde herhangi interferans olusturmaz. p-Nitrofenil

asetatin hidroliz reaksiyonu su sekildedir;

24



0
| CA i
ON 0—C—CH; + H,0 === ON OHgy CH,COOH

p-Nitrofenil Asetat p-Nitrofenol Asetik Asit
€34= 0.4x10*M1 cm! €245= 5.4x103M1 cm?

( J
Y

A&445= 5X103M cm?

Sekil 7. p-Nitrofenil asetatin karbonik anhidraz tarafindan hidrolizi

Lambert-Beer Kanuna gore spektrofotometrede okunan absorpsiyon su sekilde

tanmimlanir (165):
A=¢b.c (Esitlik 2)

A: Absorbans
&: Molar absorpsiyon (sdniimlenme veya ekstinksiyon) katsayis1 (M cm™)
c¢: Konsantrasyon (M)
b: Isik yolu (cm)

p-nitrofenil asetat ile p-nitrofenol arasindaki molar absorpsiyon katsayisi farki
(e=5.4x10% — 0.4x10% = 5x10° Mt cm™) (164) ve kullanilan kiivetin 151k yolu (1cm) sabit
oldugundan dolay1 3 dakika boyunca gdzlemlenen absorbans degisim (AA) hiz1 ¢ozeltide

bulunan substrat konsantrasyonu (¢) ile dogru orantilidir. Gézlemlenen absorbans degisimi

(AA) karbonik anhidrazin aktivitesi ile dogru orantilidir.

Karbonik anhidraz aktivite 6l¢iimii i¢in ImL’lik kuvartz kiivete oncelikle 467 pL
Tris-SO4 tamponu ve 33 uL enzim (hCAI veya hCAII) eklendi. Bu karisim 5 dk boyunca
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonrasinda 500 pLL 3 mM p-NPA c¢ozeltisi
eklenerek hemen spektrofotometre ile 348’ nm de okundu (Tablo 6). Absorbans degisim
farki 3 dakika boyunca takip edildi. Her bir 6rnek igin ii¢ kere dlglim yapildi elde edilen

verilerin ortalamalar1 alindi. Enzimin aktivitesi su formiil kullanilarak hesaplandi:

25



AAxVx10° AA .1000 pL x 10°
EA (U/L) = = TV RS p——
exbxtxv 5x 105M~tcm™1x 1 cm x 3 dk x 33 pL

= AAx 2020 pmol/dk/L = AAx 2020U/L (Esitlik 3)

EA: Enzim Aktivitesi (U/L)

AA: 3 dakika sonundaki absorbans degisimi

V: Toplam hacim (uL)

&: Molar absorpsiyon (soniimlenme veya ekstinksiyon) katsayisi1 (5x10° M cm™)

b: Isik yolu (1 cm)

t: Siire (3 dk)

v: Ornek hacmi

U: Unite

3.5. 7,8-DHF ve AZM’nin Karbonik Anhidraz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi
Karbonik anhidraz aktivitesinin 6l¢iildiigii ayn1 1 mL’lik kiivetlere 433 pL Tris-SO4

tamponu, 33 pL enzim (hCAI veya hCAIIl) ve 33 pL numune (7,8-DHF ¢ozeltisi, AZM

cozeltisi veya bu ¢ozeltilerin korleri) eklenip 5 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Daha

sonrasinda biitiin 6l¢timler i¢in esit olarak 500 uL. 3 mM p-NPA ¢ozeltisi eklenerek (Tablo

6) hemen spektrofotometre ile absorbans degisimi okundu. 7,8-DHF ve AZM’nin farkli

konsantrasyonlari kullanildi. Her bir konsantrasyon i¢in olgiilen deger kendi koriinden

cikartilarak elde edilen fark enzim aktivitesini belirlemek i¢in kullanildi. Hem 7,8-DHF

hem de AZM c¢ozeltilerin korlerinin  aktiviteleri %100 kabul edilerek diger

konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler bunlarla karsilastirilarak aktiviteleri yiizde olarak

belirlenmis oldu.

7,8-DHF’nin hem hCAI hem de hCAII izoenzimlerin aktivitesini belirlemek igin
yuksek 7,8-DHF konsantrasyonlarinda okuma yaparken yliksek absorbanslarda degerler
cikabilmektedir. Esit kosullarda deneyin siirdiiriilmesi amaciyla biitiin  7,8-DHF
konsantrasyonlari i¢in okuma yaparken her bir numune i¢in kor okunurken reaksiyon

baslatildiktan hemen sonra spektrofotometre sifirlandi ve 3 dakika sonra farki alindi.
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Tablo 6. Esteraz aktivitesi i¢in kullanilan ¢ozelti miktarlar: (1 mL)

Kullanilan  Tris-SO4 Enzim (nL) AZM  7,8- p-NPA  Toplam (nL)
Cozelti Tamponu (hCAI/hCAI) (nL) DHF (nL)
(nL) (nL)

Enzim 500 - - - 500 1000
Korii

Enzim 467 33 - - 500 1 000
AZM Korii 467 - 33 - 500 1 000
AZM 434 58 33 - 500 1000
7,8-DHF 467 - - 33 500 1000
Korii

7,8-DHF 434 33 - 33 500 1 000

3.6. 7,8-DHF ve AZM’nin hCAI ve hCAII izoenzimleri i(;in ICs0/ACs0 Degerlerinin

Hesaplanmasi

ICs0/ACsp (yar1 inhibisyon/aktivasyon konsantrasyonu), herhangi bir molekiiliin bir
enzimin aktivitesini %50 oraninda azaltan/arttiran inhibitdr/aktivatér konsantrasyonunu
tanimlamak ic¢in kullanila bir ifadedir. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler
GraphPad Prism 8.0.2 Windows uygulamas: kullanilarak ‘“Analyze/Nonlinear
Regression/[inhibitdr] vs response” yoluyla hem grafikler (aktivite/konsantrasyon)
olusturuldu hem de ICso degeri hesaplandi. Bu grafik ve ICso degerleri her bir bilesik igin

ayr1 ayr1 olusturuldu ve hesaplanda.
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4. BULGULAR

4.1.7,8-DHF’nin hCAI izoenzimi Uzerine Etkisi

7,8-DHF’nin hCAI izoenzimi tizerine in Vvitro etkisini gosteren bulgular Tablo 7 ve
Sekil 8’de gosterilmistir. 0-3 mM arasinda 6 farkli 7,8-DHF konsantrasyonuyla yapilan
Olgiimlerde 0-1 mM arasindaki 7,8-DHF konsantrasyonlarinda anlamli bir degisiklik
goriillmezken 3 mM 7,8-DHF konsantrasyonunda %214.1 oraninda bir inhibisyon

gbzlemlenmistir. %50 ve daha fazla oranda bir inhibisyon 6l¢iilmedigi icin ICso degeri

hesaplanamamustir.

Tablo 7. 7,8-DHF’nin farkli konsantrasyonlari i¢in hCAIl izoenziminin yiizde aktivite

tablosu

[7,8-DHF] (mM)  Enzim Aktivitesi (U/L) % Aktivite
0 85.85 100
0.001 90.90 105.9
0.01 84.84 98.8
0.1 86.86 101.2

1 87.87 102.4
3 73.73 85.9
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Sekil 8. 7,8-DHF-hCAI izoenzimi i¢in yiizde aktivite grafigi

4.2. AZM’nin hCAI izoenzimi Uzerine Etkisi

7,8-DHF’nin hCAI izoenzimi iizerine in vitro etkisini belirlemek igin pozitif
kontrol olarak en ¢ok kullanilan inhibitérlerden biri olan asetazolamid tercih edilmistir. 0-
10 mM araliginda 8 farkli asetazolamid konsantrasyonuyla hCAI ’in aktivitesine etkisi
Olglildii (Tablo 8 ve Sekil 9). Bu olglimler dogrultusunda 2 mM ve daha yiiksek
asetazolamid konsantrasyonlarinda hCAI neredeyse aktivite gosterememistir (%98.4
inhibisyon). Elde edilen verilerle yapilan hesaplamalar sonucunda ICso degeri 0.304 uM

olarak hesaplanmistir.
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Tablo 8. AZM nin farkl1 konsantrasyonlar1 icin hCAI izoenziminin yiizde aktivite tablosu

[AZM] (mM)  Enzim Aktivitesi (U/L) % Aktivite

0 123.22 100

0.0001 80.80 65.6

0.001 50.50 41

0.01 43.43 35.2

0.1 10.1 8.2

2 2.02 1.6

5* 2.02 1.6

10* 2.02 1.6

* 1Cso hesaplanirken hesaba katilmadi
100-¢

o 75—
= [ J
=
X 50-
< ®
=S °

254 -

®
0 | | | | 7/ [ 7 / I
0 2 4 6 8 10 100 2000

[AZM] (uM)

Sekil 9. AZM-hCAI izoenzimi igin yiizde aktivite grafigi (ICs:0.304 uM)
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4.3. 7,8-DHF’nin hCAII izoenzimi Uzerine Etkisi

7,8-DHF’nin hCAII izoenzimi tizerine in vitro etkisini gosteren bulgular Tablo 9 ve
Sekil 10°da gosterilmistir. 0-3 mM arasinda 7 farkli 7,8-DHF konsantrasyonuyla yapilan
Olctimlerde 0-0.1 mM arasindaki 7,8-DHF konsantrasyonlarinda anlamli bir degisiklik
goriilmezken 1-3 mM 7,8-DHF konsantrasyonlarinda %17.1-14.8 oraninda inhibisyon
gbozlemlenmistir. %50 ve daha yiiksek oranda inhibisyon Olg¢lilmedigi i¢in ICsp degeri

hesaplanamamustir.

Tablo 9. 7,8-DHF’nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hCAIl izoenziminin yiizde aktivite
tablosu

[7,8-DHF] (mM) Enzim Aktivitesi (U/L) % Aktivite

0 285.83 100
0.0001 312.09 109.2
0.001 300.98 105.3
0.01 300.98 105.3
0.1 288.86 101.1
1 236.95 82.9
3 243.81 85.3
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Sekil 10. 7,8-DHF-hCAII izoenzimi i¢in yiizde aktivite grafigi

4.4. AZM’nin hCAII izoenzimi Uzerine Etkisi

7,8-DHF’nin hCAI izoenzimi iizerine in vitro etkisini belirlemek igin pozitif
kontrol olarak en ¢ok kullanilan inhibitérlerden biri olan asetazolamid tercih edilmistir. 0-
10 mM araliginda 10 farkli asetazolamid konsantrasyonuyla hCAII’nin aktivitesine etkisi
Ol¢iildii (Tablo 10 ve Sekil 11). Bu olgiimler dogrultusunda 0.1 mM ve daha yiiksek
asetazolamid konsantrasyonlarinda hCAII neredeyse aktivite gosterememistir (%99.1
inhibisyon). Elde edilen verilerle yapilan hesaplamalar sonucunda ICso degeri 0.132 uM

olarak hesaplanmustir.
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Tablo 10. AZM’nin farkli konsantrasyonlari i¢cin hCAIl izoenziminin yilizde aktivite
tablosu

[AZM] (mM)  Enzim Aktivitesi (U/L)  %Aktivite

0 232.3 100
0.000001 1515 65.2
0.00001 135.34 58.3
0.0001 107.06 46.1
0.001 65.65 28.3
0.005 22.22 9.6
0.01 14.14 6.1
0.1 2.02 0.9
1* 2.02 0.9
10* 2.02 0.9

* 1Cso hesaplanirken hesaba katilmadi
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=
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% Aktivite

*
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[ ]
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Sekil 11. AZM-hCAII izoenzimi igin yiizde aktivite grafigi (ICso: 0.132uM)
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5. TARTISMA ve SONUC

Enzimler canlilarda hayati idame etmesi i¢in biyokimyasal reaksiyonlarin
hizlandirilmasinda kritik rol oynayan, elzem olarak bulunan molekiillerdir. Enzimlerin
dogru sekilde diizenlenmesi, metabolik siireclerin kontroliinde ve hiicresel homeostazin
stirdliriilmesinde kritik 6neme sahiptir. Memelilerde de bulunan bu molekiillerin neredeyse
hepsi protein yapisinda olup substratlara 0zgii spesifik aktivitelere sahiptirler. Bu
baglamda, enzim inhibisyonu/aktivasyonu, hiicresel islevleri diizenlemede ve terapotik

miidahalelerde 6nemli bir strateji haline gelmistir (11).

Bu enzimlerden biri olan karbonik anhidraz uzun yillar 6nce kesfedilmistir ve her
bir hiicrenin islev-sag kalimi ile yakinda iliskili olan karbondioksidin geri doniistimlii
hidrasyonunu saglar. Neredeyse biitiin canli gruplarinda bulunur ve simdiye kadar sekiz
farkli alt smifi (a-, B-, y-, 0-, C-, -, 6- ve 1) eski Yunan harfleri kullanilarak
siniflandirilmistir(55, 56). Insanlarda dahil olmak iizere memelilerde sadece a-CA smifi

kesfedilmis ve on besi insanda da olmak {izere on alt1 izoenzimi bulunur (46).

Enzim inhibisyonunun tedavi amach uzun yillardan beri kullanim orneklerinden
biri de karbonik anhidraz inhibisyonudur. Basta glokom olmak iizere idiyopatik
intrakranial hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, irtifa hastaligi, felg ve epilepsi
hastaliklarin tedavisinde, Asetazolamid, methazolamid ve dorzolamid gibi siilfonamidler
karbonik anhidrazin inhibisyonunu saglayan molekiiller kullanilmaktadir. Inhibitorler
icerisinde en yaygin kullanimi olan bilesik asetazolamidtir. Ayrica karbonik anhidrazin
deneysel c¢alismalarinda da pozitif kontrol olarak en ¢ok tercih edilen molekiil

asetazolamidtir (124-126).

Karbonik anhidrazin sadece inhibisyonu degil aktivasyonunun da saglik {izerine
onemli etkilerinin oldugu ifade edilmektedir. Ozellikle bilis, hafiza ve 6grenmede karbonik
anhidraz aktivasyonunu Onemli olabilecegi ifade edilmistir. Heniliz karbonik anhidrazin
aktivasyonunun klinik olarak bir kullanim alan1 olmasa da arastirmalar devam etmektedir.
[k kesfedilen aktivatér Histamindir. Bazi aminoasitler (L-His, D-His, L-Phe, D-Phe, D-
Trp, L-Trp ve L-Tyr), L-Adrenaline ve DOPA (3,4-Dihidroksi-L-Fenilalanin) gibi
bilesiklerde karbonik anhidraz aktivatorlerdir (60, 166).

Bilis, hafiza ve 6grenme {izerine bir diger ¢alisma alani ise TrkB sinyal yolaginin
aktivasyonudur. Bu aktivasyon ile transkripsiyon diizeyinde noronal sagkalim, yenilenme,

olgunlasma ve dentrit ag olusumunu saglayip bilig, hafiza ve O0grenme diizeylerinin
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iyilestirilir. BDNF, TrkB’nin aktivasyonunu saglayarak bu siiregleri baglatir (149, 150).
BDNF’nin mimetigi boylece TrkB’nin agonisti olan ayni zamanda kan-beyin bariyerini
gecebilen flavonoidlerden biri 7,8-dihidroksiflavondur. 7,8-DHF Alzheimer ve Parkinson
gibi norodejeneratif hastaliklar basta olmak iizere hafiza ve 6grenme ile iliskilendirilmistir
(35, 147). Sadece bu konuda degil ayn1 zamanda bir fenolik bilesik de oldugu igin
antioksidan, antihipertansif, antiepileptik gibi diger konularda da ¢aligsmalar yirttiilmiistiir

(167-169).

Boliimiimiizde fareler iizerine yapilan c¢aligmalarda 7,8-DHF kullanimima baglh
olarak ozellikle yash farelerin kas dokusunda karbonik anhidraz aktivitesinin (hidrataz
aktivitesi) anlamli seviyede artigimi tespit edilmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak 7,8-
DHF’nin insanda bulunan sitozolik karbonik anhidrazlardan ikisi olan hCAI ve hCAlII
tizerine etkilerini arastirmak igin in vitro bir ¢alisma yiiriitmeyi amagladik. Enzim kinetigi
caligmalarinda spektrofotometrik yontemler siklikla tercih edilir (170). Karbonik
anhidrazin aktivitesini 6lgmek i¢in bir spektrofotometrik yontem olan esteraz aktivitesi

yontemi kullanilmistir (163).

hCALI iizerine in vitro etkisini belirlemek i¢in 6 farkli konsantrasyonda 7,8-DHF
cozeltisi kullanildi. Bu ¢ozeltilerin hepsi esit olarak %17’lik DMSO’da ¢oziilmiistiir. 7,8-
DHF’nin simirlt ¢6ziintirligiinden dolay1 7,8-DHF’nin maksimum 3 mM konsantrasyonu
deneylerde kullanilabildi. Bu olglimler sonucunda kullanilan maksimum 7,8-DHF
konsantrasyonunda bile sadece %14.1 oraninda inhibisyon saglanmistir. Bu oran ICso
degerini hesaplayabilmek i¢in yeterli degildir. Belirtilen bu konsantrasyona kadar 7,8-DHF
hCAI iizerine 6nemli diizeyde inhibisyon sergilememistir (ICs0>3mM). Karsilastirma
yapmak amaciyla ayn1 konsantrasyonda (0.1 mM) asetazolamid kullanildiginda %91.8

inhibisyon gozlemlenirken ve 7,8-DHF neredeyse hic etki etmemistir (%1.2 aktivasyon).

Fenolik bilesiklerin karbonik anhidrazin esteraz  aktivitesi {izerine yapilan
calismalarda resveratroliin (142) (trans-3,5,4'-trihidroksistilben) (PubChem CID: 445154)
hCAI i¢in ICso degeri 2.25 uM olarak bulunmustur. Ayni ¢alismada silimarin (PubChem
CID: 5213) 4.62 uM, dobutamin (PubChem CID: 36811) 5.34 uM, kurkumin
(diferuloilmetan) (PubChem CID: 969516) ise 5.63 uM olarak hesaplanmistir. Gocer ve
ark. (171) vyaptigt c¢alismada ise bir flavonoid olan taksifolin (3,3'4',5,7-
pentahidroksiflavan-4-on, PubChem CID: 439533) bilesiginin hCAI’e 27.7 nM 1Cso degeri
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ile ¢ok yiiksek bir inhibisyon gosterdigini bulmuslardir. Bu bulgu dogrultusunda taksifolin

neredeyse Karbonik anhidraz i¢in asetazolamid kadar gii¢lii bir inhibitordiir.

Dilek ve ark. (172) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise birer fenolik bilesik olan
osajin (PubChem CID: 95168) ve pomiferinin (PubChem CID: 4871) ICso degerleri
sirasiyla 87.2 uM ve 471 uM olarak bulunmustur. Fenolik bilesiklerden 7,8-DHF’ye daha
yakin kimyasal yapiya sahip olan bilesikler incelendiginde Aggul ve ark. (22) luteolin
(3',4',5,7-tetrahydroxyflavone, PubChem CID: 5280445) ve diosmetin (3',5,7-Trihydroxy-
4'-methoxyflavone, PubChem CID: 5281612) hCAl’e etkisine bakildiginda sirastyla 2.62
uM ve 3.69 uM ICso degeri gostermislerdir. Fenolik bilesikler ve daha da sinirlandiracak
olursak flavonoidler farkli diizeyde de olsa hCAI izoenzimi i¢in farkli derecelerde

inhibisyon profilleri sergilemektedirler.

7,8-DHF ’nin hCAII izoenzimi {izerine etkisini arastirildiginda, %17’lik DMSO’da
¢Oziilmis 0-3 mM arasinda 7 farkli konsantrasyonda 7,8-DHF c¢ozeltisi kullanilarak
yapilan deneylerde hCAI’e benzer sekilde hCAII icin de yeterli inhibisyon saglanamadigi
icin  ICso degeri hesaplanamamistir  (ICso> 3mM). Fakat disik 7,8-DHF
konsantrasyonunda hCAII aktivitesinde artis gozlemlenirken (%9.2) 7,8-DHF
konsantrasyonu arttikga hCAII’ye karsi inhibisyon gozlemlenmistir. 3 mM 7,8-DHF
konsantrasyonunda %14.7 inhibisyon gozlemlenmis olmasina ragmen hem inhibisyon
orani disiik oldugundan dolayr hem de yiiksek konsantrasyonundan dolay1 in vivo

aragtirmalar i¢in uygulanabilir seviyelere ulagilamamuistir.

Birer fenolik bilesik olan resveratrol, silimarin, dobutamin ve kurkumin esteraz
yontemi kullanilarak hCAIl’ye etkisini arastirmak i¢in yapilan bir arastirmada (142)
sirastyla 1.68 uM, 4.26 uM, 4.72 uM ve 4.81 uM ICsxp ile inhibisyon sergilemislerdir. Yine
fenolik bilesikler olan osajin ve pomiferin ise sirastyla 83.1 uM ve 235.7 uM ICsp degerleri
ile gliclii bir inhibitdr olan asetazolamite kiyasla ¢ok diisiik bir inhibisyon sergilemislerdir
(172). 7,8-DHF’nin da iiyesi oldugu fenolik bilesiklerin en biiyiik alt gruplarindan biri
flavonoidlerdir. Birer flavonoid olan luteolin, diosmetin ve taksifolin sirasiyla 3.43 pM,

2.82 uM ve 43.3 nM ICso degerleri ile hCAII’nin inhibisyonunu saglamislardir (22, 171).

Balboni ve ark. (173) flavonlar ve yapisal olarak benzer olan kromononlarin hCAI
ve hCAII iizerine etkisini arastirmak ic¢in hidrataz yontemini kullanarak yaptiklar1 bir
calismada ayni iskelet yapisini bulunduran fakat yapisal olarak ¢ok kiiciik farkliliklara

sahip molekiiller ¢ok farkli inhibisyon oranlar1 gosterebildiklerini ifade etmislerdir. Ayrica
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15 dk ve 12 saatlik enzim-bilesik (inhibitdr) inkiibasyonlarmin da sonuglar tizerinde

onemli sayilabilecek bir fark yaratmadigini géstermislerdir.

Fenolik bilesiklerin bazilar1 insan/memeli karbonik anhidraz izoenzimlerine ¢ok
diisiik oranda (350 uM ve daha fazla) afinite gosterirken bunlara kiyasla B-CA ailesi
izoenzimlerine yiiksek (0.9-10 uM) bir ilgi gosterebilmektedirler (174). Yine fenolik
bilesikler (175) ve kumarinlerin (176) bazilar1 biitiin insan/memeli CA izoenzimlerine
benzer oranda inhibisyon gosterebilecegi gibi ayni gruptaki diger bazi bilesikler ise
izoenzimler arasinda ¢ok farkli inhibisyon sergileyebilir. Ornegin esteraz yontemi ile
yapilan bir olglimde katekol (benzen-1,2-diol, PubChem CID: 289) hCAI, hCAIX ve
hCAXII izoenzimlerine 247.5- 516 uM K; ile inhibisyon sergilerken, hCAII’ye kars1 5.51
uM’lik K; inhibisyon gosterebilmektedir (23).

Sonug olarak, 7,8-DHF’nin hCAIl ve hCAIl izoenzimlerinin esteraz aktivitesi
lizerine in vitro etkisini arastirmayir amagladigimiz bu calismamizda yapilan Sl¢iimler
sonucunda 7,8-DHF karbonik anhidrazin bu iki izoenzimi lizerine anlamli bir inhibisyon
veya aktivasyon gosterememistir. Genel olarak fenolik bilesiklerin bir kisminin karbonik
anhidraz inhibitori olarak bilinse de (23), bu grupta hem ¢ok fakli kimyasal yapiya sahip
bilesiklerin olmasi, hem de gesitlilik agisindan ¢ok zengin bilesiklerin bulunmasi enzim
inhibisyonlari i¢in genel bir ifade kullanmay1 zorlastirmaktadir. Ayrica ayni bilesik hem
karbonik anhidrazin alt siniflarinda hem de izoenzimleri arasinda farkli etkilesimler
gosterebilmektedir. Bu zengin grubun iiyelerinin kendileri veya farkli yollarla sentezlenen
tiirevleri ile izoenzim segici inhibitorler kesfedilebilir. Bu amacla organizmanin neredeyse
her dokusuna dagilmis olan karbonik anhidrazin farkli izoenzimlerinin inhibisyonu veya
aktivasyonu ile hedefe yonelik tedavi i¢in daha genis arastirmalarin yapilabilmesi igin

fenolik bilesikler hala etkileyici bir gruptur.
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