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OZET

Bergamottinin Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Arastirillmasi

Karbonik anhidraz (CA) enzimleri, karbondioksitin (CO;) hidrasyonunu
katalizleyerek fizyolojik pH dengesi, solunum, elektrolit tasinimi gibi temel biyolojik
stireclerde onemli roller iistlenmektedir. CA izoenzimlerinin anormal aktivitesi; kanser,
obezite, epilepsi gibi c¢esitli patolojilerle iliskilendirilmekte olup, bu izoenzimlere 6zgii

yeni inhibitorlerin gelistirilmesine yonelik arastirmalar giincelligini korumaktadir.

Bu tez caligmasinda, dogal bir furanokumarin tiirevi olan bergamottinin (BGM),
insan karbonik anhidraz I (hCA I) ve II (hCA II) izoenzimleri {izerindeki olas1 etkileri
esteraz ve hidrataz aktivite tayin yontemleri ile in vitro olarak degerlendirildi; ayrica
molekiiler kenetleme (docking) analizleriyle enzim-bilesik etkilesimleri incelendi.
Karsilagtirma amaciyla asetazolamid (AZM) ve L-Histidin (HIS) pozitif kontrol olarak
kullanildi. BGM’nin 0-500 uM araliginda hazirlanan farkli konsantrasyonlartyla yapilan
Olctimlerde, her iki enzim izoformunun aktivitesinde anlamli azalma go6zlendi. Esteraz
aktivitesi sonuglarina gére, BGM nin hCA I ve hCA II i¢in ICsy degerleri sirasiyla 742.5
uM ve 49.09 uM olarak hesaplandi. Hidrataz aktivite tayininde ise hCA II i¢in ICsy degeri
140 uM olarak belirlenirken hCA 1 iizerinde inhibitor etki gozlenmesine ragmen ICs
degeri hesaplanamadi. Molekiiler kenetleme analizleri sonucunda, BGM’nin CA T ve II
enzimlerine sirasityla -7.6 kcal/mol ve -8.2 kcal/mol baglanma skoru ile yiiksek afinite

gosterdigi belirlendi.

Elde edilen in vitro ve in silico veriler birlikte degerlendirildiginde, bergamottinin
hCA I ve Il izoenzimlerinin aktivitesini inhibe edebilen potansiyel bir dogal inhibitér aday1

olabilecegi sonucuna varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Aktivator, Bergamottin, Enzim kinetigi, inhibitdr, Karbonik anhidraz,

Molekiiler kenetleme
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Bergamotin on the Activity of Carbonic Anhydrase I and

II Isoenzymes

Carbonic Anhydrase (CA) enzymes play crucial roles in essential biological
processes such as physiological pH balance, respiration, and electrolyte transport by
catalyzing the hydration of carbon dioxide (CO;). Abnormal activity of CA isoenzymes has
been associated with various pathologies such as cancer, obesity, and epilepsy, and
research into the development of new inhibitors specific to these isoenzymes remains

ongoing.

In this thesis, the potential effects of bergamottin (BGM), a natural furanocoumarin
derivative, on human carbonic anhydrase I (hCA I) and II (hCA II) isoenzymes were
evaluated in vitro using esterase and hydrase activity assays; additionally, enzyme-ligand
interactions were investigated via molecular docking analyses. For comparison,

acetazolamide (AZM) and L-Histidine (HIS) were used as positive controls.

The measurements conducted with various concentrations of BGM (ranging from 0
to 500 uM) showed a significant decrease in the activity of both enzyme isoforms.
According to the esterase activity results, the ICsy values of BGM for hCA I and hCA 11
were calculated to be 742.5 uM and 49.09 uM, respectively. In the hydrase activity assay,
an ICsy value of 140 uM was determined for hCA II, while no ICsy value could be
calculated for hCA I despite the inhibitory effect being observed. Molecular docking
analysis revealed that BGM showed high affinity for both CA I and CA II enzymes, with

binding score of -7.6 kcal/mol and -8.2 kcal/mol, respectively.

When the in vitro and in silico data were considered together, it was concluded that
bergamottin could be a potential natural inhibitor capable of inhibiting the activity of both

hCA I and II isoenzymes.

Keywords: Activator, Bergamottin, Carbonic Anhydrase, Enzyme kinetics, Inhibitor,

Molecular docking
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1. GIRIS ve AMAC

Canli organizmalarda, yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in her giin trilyonlarca kimyasal
reaksiyon meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlarin biiylik bir kismi, biyolojik katalizorler
olan enzimler araciligiyla kontrol edilmekte ve hizlandirilmaktadir (1, 2). Enzimler, aktif
bolgeleri araciligiyla substratlarina yiiksek 0Ozgiilliik gostererek baglanir ve bu sayede

biyokimyasal siireglerin verimli ve diizenli bir sekilde ilerlemesini saglarlar (1).

Karbonik anhidraz (CA) enzimleri, karbondioksitin (CO;) bikarbonat (HCOj3') ve
protona (H") doniisiimiinii katalizleyen ¢inko igeren metaloenzimlerdir. Genetik olarak
sekiz farklt CA ailesi tanimlanmis olup, insanlarda a-CA ailesi liyeleri gorev yapmaktadir
(3). Su ana kadar insan dokularinda farkli lokalizasyonlara sahip 15 CA izoenzimi
tanimlanmis ve bu enzimlerin fizyolojik stireclerde kritik roller tistlendigi gosterilmistir (4,
5). Ozellikle CA I ve CA II izoenzimleri sitozolik yerlesimli olup; pH homeostazi,
solunum, iyon dengesi, kemik rezorpsiyonu ve metabolizma gibi islevlerde yer
almaktadirlar. insan CA I izoenzimi baslica eritrositlerde, gdzde, gastrointestinal sistemde,
edilmekte olup; retinal ve serebral 6dem gibi ¢esitli patolojilerle iliskilendirilmistir. Insan
CA II izoenzimi ise eritrositlerin yanm sira goz, bobrek, akciger, testis, osteoklastlar ve
beyinde yaygin sekilde bulunmakta; yiiksek irtifa hastaligi, epilepsi, glokom kanser gibi
pek cok hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin
aktivitesini hedef alan ilaglar, bazi1 hastaliklarin tedavisinde hali hazirda klinik kullanimda
olup; glokom, epilepsi ve 6dem gibi durumlarda CA inhibitorlerinden faydalanilmaktadir
(3-7). Mevcut CA inhibitorlerinin biiylik ¢ogunlugu siilfanamid tiirevi olup asetazolamid,
dorzolamid, metazolamid, zonisamid ve brinzolamid gibi ilaglar1 igermektedir. Ancak bu
inhibitorlerin genellikle tiim izoenzimler Ttzerinde etkili olmasi, segicilik eksikligi
nedeniyle ¢esitli yan etkilere yol agmaktadir (3). Bu durum, izoforma 6zgii ve daha az yan
etkiye sahip yeni inhibitorlerin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Diger yandan, CA
aktivasyonunun da bazi fizyopatolojik durumlarda rol oynadigi bilinmekle birlikte,

giiniimiizde klinik kullanima sunulmus bir CA aktivatorii bulunmamaktadir (7).

Dogal bilesikler, diisiik toksisite potansiyelleri ve ¢ok yonlii biyolojik aktiviteleri
nedeniyle ilag gelistirme ¢aligsmalarinda giderek daha fazla ilgi gérmektedir. Kumarinler,
poliaminler ve fenoller gibi bitki kokenli bilesiklerin CA izoenzimleri {izerindeki etkileri
arastirllmis ve bu bilesiklerin farkli inhibisyon mekanizmalarina sahip oldugu

gosterilmistir (8, 9). Literatiirde, dogal iirlinlerin antioksidan, antiinflamatuvar,



hepatoprotektif, kardiyoprotektif ve antikanser etkileri oldugu gosterilmis olup, bu
bilesiklerin enzimatik hedefler iizerindeki segici etkileri, yeni nesil terapdtik ajanlarin

gelistirilmesinde umut vadetmektedir (3).

Bu tez caligmasimnin amaci, dogal bir furanokumarin olan bergamottinin insan
karbonik anhidraz 1 (hCA I) ve II (hCA II) izoenzimleri iizerindeki olas1 etkilerinin
belirlenmesidir. Bu kapsamda, BGM’nin CA I ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine
etkisi esteraz ve hidrataz aktivitesi tayin yontemleriyle belirlendi. Enzim-bilesik

etkilesimlerinin yapisal 6zellikleri ise molekiiler kenetleme analizleri ile incelendi.

Calismanin 6zgiin hipotezi, bergamottinin hCA I ve II izoenzimleri ile etkilesime
girerek bu enzimlerin aktivitesini anlamli bi¢cimde degistirebilecegi ve bu yoOniiyle
potansiyel bir inhibitdr ya da aktivator aday bilesik olabilecegidir. Bu c¢alismanin
sonuglarinin, hem CA enzimleriyle iligkili hastaliklarin tedavisinde yeni farmakolojik
hedeflerin gelistirilmesine katki saglamasi hem de dogal iiriinlerin biyolojik etkilerine dair

literatiire 6zgiin bir katki sunmasi beklenmektedir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Enzimler

Enzimler tiim canli hiicrelerde biyolojik reaksiyonlarin denge sabitini
degistirmeden reaksiyonun aktivasyon enerjisini diigiirerek hizlarmin artmasini saglayan
katalizorlerdir (1, 10, 11). Enzimler birkag istisna disinda protein yapisindadir. Enzimler
katalitik aktivite gosterebilmeleri i¢in protein yapisinda olmayan kofaktor adi verilen
bilesenlere ihtiya¢ duymaktadir. Enzimlerin kofaktér igermeyen protein kisimlari
apoenzim, kofaktdr iceren aktif sekilleri ise haloenzim olarak adlandirilmaktadir.
Kofaktorler Zn (II) gibi metal iyonlarindan, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ve
flavin adenin diniikleotid (FAD) gibi organik molekiillerden biri olabilmektedir. Kofaktor
yapisindaki metal iyonlar1 ya katalitik merkez olusturabilmekte ya da enzim ve substrat
etkilesimini saglayabilmektedir (1, 11). Katalitik merkez yani aktif bolge katalize edilen
kimyasal reaksiyonu kolaylastirmak i¢in bir substratin baglandigi, enzim iizerindeki bir
oyuk veya yariktir. Enzimlerin aktif bolgesinde bulunan amino asit rezidiileri, substratin
spesifik olarak baglanmasini ve enzimlerin substratlarina spesifik olmasini saglamaktadir
(1). Ayrica enzimler belirli bir fonksiyonel gruba (metil vb.), belirli bir kimyasal bag
tirine (C-C) 6zgi aktivite de gosterebilmektedir (11). Enzimlerin substratlarina anahtar
kilit modeli veya uyum olusturma modeli ile iki farkli mekanizma ile baglanabilmektedir
(1, 10, 11). Reaksiyon sirasinda ilk olarak enzim substratina baglanarak enzim-substrat
kompleksi olusturur (Sekil 1). Daha sonra subsrat iiriine doniisiir ve enzimden ayrilir.

Enzim bdylece reaksiyondan degismeden ayrilir ve tekrar tekrar kullanilabilir (12).

Q&
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Enzim Substrat Enzim — Substrat Enzim Uriin
Kompleksi

Sekil 1. Bir enzimatik reaksiyonun sematik gosterimi (Blanco’dan, 12)



2.1.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzim biliminin baslangicin1 temsil eden diastaz (a-amilaz), 1833 yilinda izole
edilerek saflagtirilan ilk enzim olmustur. Daha sonra yeni kesfedilen enzimler genellikle
kataliz ettikleri reaksiyona gore sonuna ‘“az” son eki getirilerek isimlendirilmeye
baslanmigtir (13, 14). Bu durum yillar i¢inde enzimlerin sayilarindaki artig sebebi ile
karigikliga yol agmis ve enzimlerin isimlendirilmesi sorunu ortaya c¢ikmistir. Boylece
ilerleyen yillarda Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Isimlendirme
Komitesi’nin (NC-IUBMB) Enzim Komisyonu’'ndan (EC) uzmanlar tarafindan bilinen
enzimlerin adlandirilip yeni kesfedilen enzimlerin smiflandirilabilecegi bir adlandirma
sistemi gelistirilmigdir. Bu adlandirma sisteminde enzimler bir EC numarasiyla kodlanarak
tanimlanmaktadir. Bu EC kodu 4 numarali bir koddur. Ilk numara katalize edilen ana
reaksiyonu belirtmektedir. 2. ve 3. numaralar reaksiyonun alt siniflarin1 belirtmektedir. 4.
numara ise kendi ait oldugu siniftaki seri numarasidir ve substrat spesifikligini
gostermektedir (11, 13). Enzimler oksiderediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,
izomerazlar, ligazlar ve translokazlar olmak iizere 7 ana simifa ayrilmaktadir (15).
Oksiderediiktazlar oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalize ederler, transferazlar
amin, karboksil, karbonil, metil, acil, glikozil ve fosforil gibi fonksiyonel gruplarin
bilesikler arasinda transferini gergeklestirmektedir. Hidrolazlar su araciligi ile C—O, C—N,
C—S ve O—P baglarinin hidrolizini katalizlemektedir. Liyazlar bir substrattaki C—C, C—S
ve C—N baglarinin (peptit baglar1 hari¢) hidrolitik veya oksidayon disinda farkli sekilde
yikilmasm saglarlar. Izomerazlar bir molekiil igindeki degisiklikleri katalize etmekte
bdylece izomerlerin birbirine doniisiimiinii saglamaktadir. Ligazlar bir niikleozit trifosfatin
hidrolizi ile iki molekiil arasinda C—C, C—S, C—0O veya C—N baglarinin olusumunu
katalizlemektedir (11-13). Translokazlar en son tanimlanan enzim sinifidir ve iyonlarin

veya molekiillerin zarlar boyunca transferini diizenlemektedir (14, 16).
2.1.2. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesi enzim tarafindan bir dakikada iirline doOniistiiriilen substratin
mikromol cinsinden miktar1 olarak tanimlanabilir ve enzim tarafindan gerceklestirilen
reaksiyonun hizim1  gostermektedir (17). Enzim aktivitesini enzim ve subsrat

konsantrasyonu, sicaklik ve pH gibi ¢esitli faktorler etkileyebilmektedir (12, 18).



Enzim konstantrasyonu doygun substrat varliinda ve reaksiyon ortamindaki diger sartlar
sabit tutuldugunda reaksiyon hizi ile iligkilendirilmektedir. Sekil 2’de gorildigu gibi

enzim aktivitesi ile enzim konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir.
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Enzim konsantrasyonu

Sekil 2. Enzim konsantrasyonunu bir enzimin reaksiyon hizi veya aktivitesi lizerindeki
etkisi (Blanco’dan, 12)

Substrat konsantrasyonu enzim konsantrasyonu ve reaksiyon ortamindaki diger
sartlar sabit tutuldugunda substrat konsantrasyonu ve enzim aktivitesi arasindaki iliski
Sekil 3’te goriildigi gibi hiperbolik egri ile grafik iizerinde gosterilebilir. Substrat ve
aktivite arasindaki iliski Michaelis ve Menten tarafindan 20. yiizyihn baslarinda

tanimlanmistir (12).

Enzimatik Aktivite

Km
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—
Substrat konsantrasyonu

Sekil 3. Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerindeki etkisi (Blanco’dan, 12)



Reaksiyonun baglangicinda substrat konsantrasyonunun arttirilmasi, enzimatik
reaksiyon hizinda artisga neden olmaktadir. Belirli bir noktadan sonra ortamda substrat
konsantrasyonu artsa bile enzimin hizi degismez. Ciinkii enzim artitk maksimum hiza
(Vmax) ulagmustir. Yart maksimum hizdaki substrat konsantrasyonu ise (Vmax/2) Michaelis
sabiti (K,) olarak tanimlanmakta ve enzimin subsratina olan ilgisini yansitmaktadir.
Reaksiyon hizi ile substrat konsantrasyonu arasindaki iliski Michaelis-Menten denklemi ile

tanimlanmaktadir (12, 17).

V = JmaxS Esitlik 1
Km+S

llerleyen yillarda Michaelis-Menten denklemi Hans Lineweaver ve Dean Burk
tarafindan dogrusal bir grafik sekline doniistiiriilmistir. Boylece enzim kinetik
parametreleri V., ve Kp, hesaplamasi daha kolaylagmistir (12, 17, 19).

1 _ Knm 1
14 VmaxS Vmax

Esitlik 2

Lineweaver-Burk grafigi hem Vp. ve K., degerlerini daha kolay bir sekilde
hesaplamak hem de farkli enzim inhibitorlerinin etkisini incelemek i¢in yaygin kullanilan

bir hesaplamadir (12, 19). Sekil 4’te Lineweaver- Burk grafigi goriilmektedir (12).
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Sekil 4. Lineweaver-Burk grafigi (Blanco’dan, 12)

Enzim aktivitesini etkileyen bir diger faktor de sicakliktir. Sicaklik artis1 sistemdeki
kinetik enerji artisin1 saglayarak reaksiyonun hizlanmasimi saglamaktadir. Ancak her

enzimin calisabilmesi icin optimal sicaklik degerine ihtiya¢ vardir. Ciinkii enzimlerin



yapisinda hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 gibi non-kovalent
etkilesimler bulunmaktadir. Bu etkilesimler yliksek sicaklik tarafindan bozulmaktadir. Eger
cok siddetli bir bozulma olursa bu olay protein denatiirasyonu olarak adlandirilir ve geri
doniistimsiiz bir olaydir. Sicakkanli memeliler i¢in ideal sicaklik 37 °C’dir ve bu sicaklik
disinda enzim aktivitesi olumsuz etkilenmektedir. Sekil 5’te enzim aktivitesi iizerine

sicakligin etkisi goriilmektedir (12, 19).
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Sekil 5. Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi (Blanco’dan, 12)

Enzim aktivitesini etkileyen faktorlerden bir digeri de pH’dir. Reaksiyon
ortamindaki diger degiskenler sabit tutuldugunda pH degisimleri enzim aktivitesi lizerinde
etkileri acik bir sekilde fark edilmektedir. pH degisimi enzimde bulunan elektrostatik
etkilesimleri bozarak enzim yapisini etkilemekte bdylece enzim ve substrat iizerindeki
yiiklerin iyonlagma durumu degismesine neden olarak enzim-substrat kompleksi
olusumunu engellemektedir. Sicaklikta oldugu gibi enzimlerin aktivite gdsterebilmesi i¢in
belirli pH degerleri bulunmaktadir. Istisna enzimler bulunmakla beraber ¢ogu enzim igin
optimum pH aralig1 6-8 arasindadir (11, 12, 19). Sekil 6’da enzim aktivitesi {izerinde pH
degisiminin etkisi goriilebilmektedir (12).
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Sekil 6. pH degisiminin enzim aktivitesi lizerine etkisi (Blanco’dan, 12)

Kimyasal bilesikler de enzim aktivitesini etkilemektedir. Enzim aktivitesi icin
cesitli koenzimler, kofaktorler gerekmekte ve cesitli kimyasal bilesikler enzimin aktif
bolgesine veya farkli bir bolgesine baglanarak enzim aktivitesini azaltabilmekte veya
inhibe etmektedir (11, 13). Enzimleri geri doniismlii ve geri doniislimsiiz inhibisyon olmak
tizere iki farkli sekilde inhibe etmektedir. Ayrica geri doniisiimlii inhibitorler yarismali,

yarigmasiz ve karisik inhibisyon olmak {izere kendi i¢inde iice ayrilmaktadir (11).

Geri Doniisiimlii inhibisyon

Yarismali Inhibisyon

Yarigmal1 inihibisyon gosteren bilesikler c¢ogunlukla yapisal olarak substrata
benzemekte ve bu sebeple enzim i¢in substrat ile aralarinda rekabet olugsmaktadir. Bu tip
inhibisyon geri doniisiimlii bir inhibisyondur. Ortamda yeterli substrat oldugunda inhibitor
etki gosteren bilesik yerine substrat baglanabilir. Ortamda inihibor bilesik oldugu zaman
enzimin substrata olan ilgisi azalmakta yani K, degerinde artis goriiliir, Vmax degerinde ise

degisim goriilmez (17, 20).
Yarismasuz inhibisyon

Yarismasiz inhibisyon gosteren bilesikler yapisal olarak substrat ile iliskili degildir
ve enzimin aktif bolge disinda bir yerine baglanma gostermektedir. Bu durumda substrat
ile inhibitér enzime ayni anda baglanabilir. Fakat inhibitér enzime baglandigi zaman
enzimin aktif bolgesinde konfarmasyonel bir degisiklik goriilebilir bu durumda Vi
degerinde bir azalmaya sebep olur ancak enzimin substrata olan ilgisi yani K,, degerinde

bir degisiklik gézlenmez (17, 20).



Yari yarismali inhibisyon

Bu inhibisyon mekanizmasinda bilesikler enzim ile degil de enzim-substrat
kompleksi ile etkilesime girerler. Bu tip inhibisyonda Vi.x ve K, degerinde degisim

gozlenmektedir (12, 20).

Yarismali inhibisyon Yar1 yarismali inhibisyon
E+S==ES—=—E+P E+S==ES—~E+P
+ K_q K_4y +
! [

El ESI

Yarismasiz inhibisyon
E+S==ES—~E+P
+ K-1 +

| |
El + S ==ES|
Sekil 7. Farkli inhibisyon mekanizmalarinin sematik gosterimi; K; inhibisyon sabiti, I

inhibitor (Narva'ez’den, 11)

Geri Doniisiimsiiz inhibisyon

Bu inhibisyon mekanizmasinda bilesikler enzim iizerindeki gruplara kovalent
olarak baglanarak enzimi geri doniislimsiiz olarak inhibe edebilmektedir. Baz1 bilesikler ise
enzimin aktif bolgesine baglanarak inhibisyon gdsterebilmektedir. Bu tip inhibitorlere
intihar inhibitorleri denilmektedir. Geri doniisiimsiiz inhibisyonda yarismasiz inhibitérlerde

oldugu gibi K;,, degeri degismezken V.« degerinde azalma goriilmektedir (12, 17, 19).
2.2. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz enzimi (E.C.4.2.1.1) bakteriler, arkea, mantarlar, hayvanlar,
insanlar da olmak iizere tiim canlilarda bulunan, yapisinda Zn, Fe, Co, Kd gibi metalleri
bulundurabilen liyaz sinifina ait bir metalloenzimdir (5). Karbonik anhidraz enzimi ilk defa
Meldrum ve Roughton tarafindan 1933 yilinda yapilan ¢alismada sigir eritrositlerinden
izole edilmistir (21). Karbonik anhidraz enzimi a, B, vy, 9, , n, 8 ve 1 olmak iizere 8 farkl
gen tarafindan kodlanir (5). Insan karbonik anhidraz enzimi o-CA smifina aittir (9). Insan

CA’lar1 260 ile 459 arasinda amino asit rezidiisli igermektedir (22).



2.2.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Yapisi ve Katalitik Ozellikleri

Alfa karbonik anhidrazlarin aktif bolgesi, 15 A derinlifinde koni seklinde bir
bosluktur ve bir tarafi hidrofobik diger tarafi hidrofilik olmak iizere iki kisimdan olusur
(22, 23). Aktif bélgesinde Zn>* iyonu bulunur ve Zn** iyonu, bir OH iyonu ve ii¢ histidin
rezidiisii (His 94, 97, 119) ile tetrahedral bir geometri (Sekil 8) olusturur (22, 24). Ayrica
aktif bolgede His64 ve Tyr127 rezidiileri de proton alicis1 olarak bulunur. Bu yapi biitiin o-
CA izoformlarinda benzerlik gosterir. Hidrofilik kisimda bulunan Thr199 ve Glul06
rezidiileri ile Zn*" iyonuna bagli OH™ anyonu arasinda olusan hidrojen bagi, enzimin
katalitik fonksiyonunu arttirir. Ayrica His94, GIn92 ile hidrojen bagi olustururken His119
ise Glul17, His107, Tyr194, Ser29 ve Trp209 gibi ¢esitli gdmiilii rezidiiler ile hidrojen bag1
olusturabilir (22).
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Sekil 8. a-Karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesi (DeGrado’dan, 24)

Canli hiicrelerde karbondioksit (CO;) ve bikarbonat (HCO;") bir denge halinde
bulunur. Karbondioksitin hiicre i¢inde ¢Oziintirliigli bikorbonata gore daha fazladir ve
hiicre icine veya disina kolaylikla difiize olabilir. Bikorbonat ise lipit membranlarinda
¢oziinmedigi i¢in hiicre disina tasinmasi gerekir. Canlilarda CO,:HCO;3; doniisiimii
karbonik anhidraz enzimi ile gerceklesir (22). Karbonik anhidraz enzimi CO;’nin
hidrasyonu ve HCOj5 1n dehidrasyonu reaksiyonunu katalizler. Bu reaksiyon déniisiimlii bir
reaksiyondur ve iki asamali olarak ping-pong mekanizmasiyla gerceklesir (Reaksiyon
denklemi 1 ve 2) (23). Reaksiyonun ilk adiminda OH™ iyonun CO, molekiiliine niikleofilik
saldiris1 en son H,O’ya doniisiir. Tkinci adimda ise proton transferi gerceklesir ve H,O

molekiilii proton kaybeder. Bu proton ise His64 gibi proton tutuculara aktarilir (25). Bu
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reaksiyon ile CO, ve protonlar, hiicre i¢inde, hiicre disinda ve hiicreler arasinda biyolojik

membranlar boyunca tasinabilir (22).
EZn?* — OH™ + CO, & EZn?' — HCO3 « EZn?* — OH, + HCO3; (Esitlik 3)
EZn?* — OH, & EZn?* — OH™ + H* (Esitlik 4)

Zn*" iyonuna H,O molekiilii bagl hali enzimin inaktif formunu olusturur (Sekil 9
D). Reaksiyonda ilk olarak (Sekil 9 A) H,O molekiilii bir proton kaybederek enzimin
hidroksillenmis halini olusturur. Enzim aktif formuna déniigiir. Zn*" iyonuna baglhh OH"
iyonunun CO, molekiiline (Sekil 9 B) niikleofilik saldirisi sonucu Zn®* iyonuna bagh
HCOj5 olusur (Sekil 9 C). Daha sonra ise HCO3™ H,O tarafindan uzaklastirilir ve enzimin
aktif olmayan asit formu olusur (Sekil 9 D). Boylece katalitik dongii tekrar baslamis olur.
H,0O molekiiliinden ¢evreye proton mekigi reaksiyonun hiz sinirlayict adimini olusturur ve
His64 rezidiisii tarafindan (6zellikle hCA 1, II, TV, V, VII ve IX’da) gergeklestirilir. His
aminoasidinin pKa degerinin 7 civarinda olmasi, imidazol grubu igermesi ve bazik 6zellik

gostermesi sebebiyle proton mekigi gibi davranmaktadir (23).

Hydrophobic pocket
Val121

Val143

Leu198

= TH N
znt +C0, znt
/ \
Hisgy ) Hisq1a B S Hisgy Hisyyg
Hisgg Hisgg
A B

A u

C|)H2 H_ )J\

() o
Zntt HO \ /
B TE— Znt
/
Hisgy _ Hisyg -HCOy Hisoq Higy1g
Hises Hisgg
D c

Sekil 9. Karbonik anhidraz enziminin katalitik dongiisii. (A) H;O molekiiliiniin
hidroksillenmis bir tiire doniismesi. (B) OH™ iyonun CO;’ye saldirmasi (C)
HCO;3 1 ¢inko iyonuna koordine oldugu tiirlerin olusmasi. (D) Enzimin inaktif
durumunun yeniden olugmasi (Poggetti’den, 23)
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2.2.2.Karbonik Anhidraz izoenzimleri ve izoenzimlerinin Fizyolojik Fonksiyonlar1

Karbonik anhidraz enziminin temel gorevi asit—baz dengesinin korunmasi olmakla
beraber CA viicudumuzda farkli islevlere de sahiptir (Sekil 10). Glukoneogenez, lipogenez
gibi biyosentetik reaksiyonlarda, akdz humor ve tat algisi olusumu gibi siireclerde de

fonksiyon gosterebilmektedir (5).

Bilissel

N> Motor beceri
. Serobraspinal sivi olusumu

Noronal sinyal 1letimi

| Ak6z humor olusumu

Karsmogenez siireglerinin
gelisimi

Glukoneogenez
Urogenez
Lipogenez

Insiilin sekresyonu

N

\ Karbondioksit uzaklastirilmasi
ia 55
t

Kemik rezorpsiyonu ‘

sekresyonu

Gastrik asit ve bikarbonat }

Sperm hareketliligi

Sekil 10. Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik fonksiyonlar1 (Aspatwar’dan, 5)

Memelilerde bulunan o-CA smifina ait su zamana kadar 16 izoenzim
tanimlanmistir. Bu izoenzimlerden CAXYV, insanlarda bulunmamaktadir. Bu izoenzimler
hiicresel lokalizasyonlarina gore sitozolik (CA I, CA 1I, CA III, CA VII, CA XII),
membrana bagli (CA 1V, CA IX, CA XII, CA XIV), salgisal (CA VI) ve mitokondriyal (CA
VA ve CA VB) olmak iizere dort sekilde siniflandirilabilir (5, 26). Sekil 11°de hiicresel
konumlar1 gosterilmektedir (26). Karbonik anhidraz izoenzimlerinden CAVIIL, CAX ve
CAXI, ise Zn*" iyonunun stabilizasyonunu saglayan His rezidiilerinden yoksun olmasindan
dolay1 katalitik olarak aktif degildir ve karbonik anhidraz ile iligkili proteinler (CARP)
olarak da isimlendirilmektedir (22). Karbonik anhidraz izoenzimlerinin o&zellikleri

fonksiyonlar1 Tablo 1’de 6zetlenmektedir.
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CAVI

Salgisal CA CEKIRDEK

CAIL 1,
X

CA VI, X, XI
Mitokondriyal CA

CA IV

Sitozolik

CO, ./ HCOy , COy 5/

03'.:“' COsz COJm

Membrana bagh CA

CAIX

CAXII

Sekil 11. insan karbonik anhidraz izoenzimlerinin hiicresel lokalizasyonalar1 ve goreceli
katalitik aktiviteleri (Zamanova’dan, 26)
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Tablo 1. insan karbonik anhidraz izoenzimleri ve izoenzimlerinin 6zellikleri

CA izoenzimi Ekspresyon bolgeleri Fonksiyonu iliskili Hastaliklar
Eritrositler, goz, gastrointestinal sistem, ter bezleri, COz/HCO% . grasmd? ki dengenm. kqm nmasi, pH Retinal/serebral 6dem, bipolar
CAI adipoz doku (22, 26, 27) hemoastazisinin saglanmasi, antireflii savunmasi, bozukluk, glokom (27, 28)
p T CO,’nin akcigerlere tasinmast (26) '8 ’
CO,/HCO;3™ arasindaki dengenin korunmasi, pH Yiksek irtifa hastaligi, kanser, 6dem,
Eritrositler, géz, gastrointestinal sistem, bobrekler, hemoastazisinin saglanmasi, kemik rezorpsiyonu, akéz glokom, epilepsi, makula
CAIl akcigerler, testisler, kemik osteoklastlart ve beyin humdr tretimi, sperm hareketliligi, idrar asitlesmesi, dejenerasyonu, alzheimer hastaligy,
(27, 28) BOS sekresyonu, CO,’ye karst nazal kemosensitivite uyku apnesi, pulmoner hipertansiyon,
ve antireflii savunmasi (22, 27) KOAH, psddotiimér serebri (27, 28)
) Kaslarda CO,/HCOj; arasindaki dengenin korunmasi,
CATII Iskelet kaslari, adipositler, rahim, prostat, pH hemoastazisinin saglanmasi, antireflii savunmasi, Myastenia gravis, oksidatif stres (27,
akcigerler, bobrekler, kolon, testis, eritrositler (27)  oksidatif strese kargi koruma, yag asidi metabolizmasi  28)
ve okiiler s1vi taginmasi (22, 26)
Beyin kilcal damarlari, géz, kalp kasi, bobrekler, CO»/HCO; arasmdalg . dengemn "korunmash CO, ¢
. . . . kars1 nazal kemosentivite, antirefli savunma, HCO; . .
akcigerler, pankreas, gastrointestinal sistem, ; o + ...~ Glokom, inme, makula dejenerasyonu,
CAIV e LS .. . . geri emilimi, NH,; ¢ikisi, pH hemoastazisinin e .
endotel, tiikiiriikk bezleri, insan lireme sistemi (22, 9 . c T retinitis pigmentosa, KOAH (27, 28)
saglanmasi, okiiler sivi iiretimi ve serebral kan akisi
26, 27)
(22,206)
Karaciger, bobrek, pankreas beta hiicreleri, beyin A.dlposnle.rde Ve glukoneogenez, llpogeqez g}b; Alzheimer, obezite, diyabetik
CA VA (22, 27) biyosentetik reaksiyonlarda piruvat karboksilaz gibi serabsovaskiler hastalik (27, 25)
’ mitokondriyal enzimlere HCO; saglanmasi (22, 26) ’
Gastrointestinal sistem, kalp veya iskelet kaslari, Adipositlerde ve glukoneogenez, lipogenez gibi
CAVB bobrekler, pankreas, omurilik, tiikiirik bezleri, biyosentetik reaksiyonlarda mitokondriyal enzimlere Obezite, Alzheimer (27, 28)
omurilik, beyin (22, 26, 27) HCO; saglanmasi (22, 26)
Tikiiriik, gozyasi ve siitiin ana bileseni, nazal, pH diizenlemesi, antireflii savunmasi, kanserojenlerden
CAVI lakrimal, von Ebner’s ve meme bezleri (22, 27) koruma, tat fonksiyonu (22) Karyogenez (27, 28)
Esas olarak merkezi sinir sisteminde, ayrica Merkezi sinir sistemi ve diger dokularda CO,/HCO; Epilensi. néropatik agri. oksidatif stres
CAVII karaciger, iskelet kaslar, mide, duodenum, kolon arasindaki dengenin korunmasi, beyin omurilik sivisi (2p7 2p8)’ P gl
(22,26, 27) iretimi (22, 26) ’
CA VIII Beyincik purkinje hiicreleri (22) Katalitik olarak aktif degil (22) - (28)




Sl

Tablo 1. (Devam)

Hipoksik tiimdrler, gastrointestinal sistem, erkek

Dokularda CO,/HCOj arasindaki dengenin korunmasi,
pH  diizenlenmesi,  hiicre = adezyonu,  hiicre

CAIX ?zozsalztgnz ;<)anah, pankreas, merkezi sinir sistemi proliferasyonu ve farklilasmasi, iyon transportu (22, Kanser, artrit (27, 28)
b b 26)
CAX Beyin, merkezi sinir sistemi (22) Katalitik olarak aktif degil (22) - (28)
CAXI Beyin, merkezi sinir sistemi, omurilik, tiroid (22) Katalitik olarak aktif degil (22) - (28)
HipﬁfSik tﬁntl)é.ilrt}eri(f( olon,brektum, ye(rinek bc?rusu, Hiicrelerde CO,/HCO; arasindaki dengenin
CA XII parrln :te;sljlklar 0 rgerie(?eki etyelrn’ b:ﬁeﬁgneﬁgggé korunmasi, pH diizenlenmesi, Artirt, kanser, glokom (27, 28)
yu u > Z ] . e . . - ey . +
epitelyumu, aktiflestirilmis lenfositler, akciger, Ak(?z humér Gretimi, HCO, emlhm,l’ H sal'gllanmasg
g6z, erkek bosaltim kanallart (22, 26, 27) testis sivisinin konsantrasyonu ve asitlenmesi (22, 26)
Beyin, bagirsak, bobrekler, akcigerler ve tireme Hucrelerde ?O2/HCO3 & rasnlldakl deggenm -
CAXIII sistemi, timiis, dalak (22, 26, 27) korunmasi, bobrek, gastrointestinal ve iireme Sterilite (27)
’ ’ > organlarinda pH diizenlenmesi (22, 26)
Merkezi sinir sisteminin bazi kisimlari, karaciger, Hiicrelerde CO,/HCO5 arasindaki dengenin
CAXIV kalp, ince bagirsak, kolon, bébrek, mesane, iskelet  korunmasi, kronik hipoksiye yamit olarak kaslarda, Epilepsi, retinopati (27, 28)

kaslari, beyin, retina, akcigerler (22, 26, 27)

retinada ve diger dokularda pH diizenlenmesi (22, 26)




2.2.3. Karbonik Anhidraz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Insanlarda CA enzimi, pH hemoastazisinin diizlenmesinden kalsifikasyona kadar
cesitli fizyolojik olaylarda yer almaktadir. Karbonik anhidraz, fizyolojik fonksiyonlariin
yani sira glokom, epilepsi, obezite, kanser gibi ¢esitli patolojilerle de iligskilendirilmektedir.
Bu sebeple CA enziminin aktivasyonu veya inhibisyonu, ¢esitli patolojilerde tedavi

secenegi olarak diisiiniilmektedir (6).
2.2.3.1. Karbonik Anhidraz Inhibisyonu

Karbonik anhidraz inhibitorleri (CA;) uzun wyillardir 6zellikle 6dem, glokom,

obezite, kanser, epilepsi ve osteoporozis tedavisinde kullanilmaktadir (23).

Bilinen bes farkli karbonik anhidraz inhisyon mekanizmasi bulunmaktadir. Bu

mekanizmalar sunlardir:

1. Cinko iyonuna baglanan inhibitorler (Siilfonamidler ve onlarin izosterleri,
ditiyokarbamat ve onlarin izosterleri, hidroksilatlar, karboksilatlar, gogu anyon)

2. Cinko iyonuna koordine OH" iyonu veya H,O molekiiliine baglanan inhibitorler
(fenoller, stilfokumarinler, poliaminler, tiyoksokumarinler, karboksilatlar)

3. Aktif bolgenin girisini kapatan bilesikler (kumarinler ve onlarin izosterleri)

4. Aktif bolgenin digina baglanan bilesikler (2-(benzilsiilfonil)-benzoik asit)

5. Inhibisyon mekanizmasi bilinmeyen bilesikler (ikincil/iigiinciil siilfonamidler,

imatinib, nilotinib) (29).

Cinko ivonuna Baglanan CA inhibitorleri

Cinko iyonuna baglanan CA inhibitdrleri, Zn>" iyonuna bagli dordiincii ligand olan
H,0 molekiiliiniin veya OH™ iyonunun yerini alarak inhibisyon gosterir. Ayrica Glu106 ve
Thr199 rezidiileri ile giiclii etkilesimler kurmaktadirlar (7, 29). Inhibisyon mekanizmasi

Sekil 12°de gosterilmektedir (29).
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of active site

Sekil 12. Cinko iyonuna baglanan CA inhibitorlerinin inhibisyon mekanizmast (
Supuran’dan, 29)

Stilfonamidler ¢inko iyonuna baglanan CA sinifindadir ve CA; sinifinin en 6nemli
kismini olusturur. Siilfonamidlerin CA {izerine inhibisyon etkileri 1940 yilinda Mann ve
Keilin tarafindan bulunmustur (29, 30). Asetazolamid 1, metazolamid 2, etokszolamid 3,
sultiam 4, diklorofenamid 5, dorzolamid 6, brinzolamid 7, siilpirid 8, zonisamid 9,
topiramat 10, sakarin 11, selekoksib 12, klorotiyazid/highceilling tip diiiretikleri 13-19 gibi
stilfonamid tiirevleri diiiretik olarak, glokom ve epilepsi tedavisinde uzun yillardir klinikte
kullanilmaktadir (29). SLC-0111 20 ise antitiimor/antimetastatik ajan olarak faz -1 klinik

calismasi1 devam eden se¢ici CAIX inhibitoriidiir (29, 31).
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Sekil 13. Klinikte kullanimda olan CA; ve Faz-1 klinik ¢alismasi devam eden 20 SLC-0111
(Supuran’dan, 29).

Asetozalamid gibi siilfonamid tiirevi inhibitorler giicli ve secici olmayan
CAy’leridir. Katalitik olarak aktif CA izoenzimlerinin tiimiinii (CA I-VA, VB, VI, VII, IX,
XII-XIV) inhibe ederler. Boylece hedef disi CA izoenzimlerinin inhibisyonu ¢esitli yan
etkilere sebep olabilmektedir (30). Bu yan etkiler Tablo 2’de 6zetlenmektedir.
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Tablo 2. Klinikte kullanimda olan karbonik anhidraz inhibitorleri

Ila¢ etken maddesi Kullanim alam Goriilen yan etkiler

Kasint1, dokiintii, Stevens-Johnson sendromu,
1s18a duyarlilik, kemik iligi depresyonu ve kan
diskrazileri, hiperkloremik metabolik asidoz,
bobrek tasi, hipokalemi, parestezi, kulak
¢mlamasi, istah kaybi, tat alma duyusunda

Ditiretik, epilepsi, glokom, akut
Asetozalamid (7, 29, 32,  dag hastaligi, konjestif kalp
33) yetmezligi bagli 6dem (7, 33-

40) degisiklik, depresyon, gastrointestinal
semptomlar (34-38)
. Disguzi (agizda hos olmayan bir tat), ylizeysel
D lamid (7, 32, 41-
orzo am:B)( T Diiietik, Glokom (7, 34, 38, 41- punktat keratit, gozde yanma, batma ve yabanci
43) cisim hissi ve sulanma, parestezi, anestezi, bas
donmesi (34, 38, 42, 43)
Zonisamid (7, 32, 35) Epilepsi (7, 32, 33, 35) Bas agrisi, mide bulantisi, uyku hali, bas

donmesi ve kilo kaybi (33, 35)

Bag donmesi, sinirlilik, anksiyete ve depresyon,
konfiizyon, koordinasyon anormalligi, istah
kaybi, duyusal carpiklik, bilissel bozukluk,
parestezi, bobrek tasi (33, 35)

Topiramat (7, 32, 33, 35) Epilepsi (7, 32, 33, 35)

Deri dokiintiisii, parestezi, bas déonmesi, kasinti,
Glokom (32, 38, 44) istahta azalma, diyare, tat degisiklikleri, karin
krampi (44)

Disguzi, alerjik konjonktivit, gastrointestinal
semptomlar (41, 42, 43)

Tat almada degisiklik, el ve ayak parmaklarinda
uyusma ve karincalanma, bulanik gérme, kulak
¢mlamasi, bas donmesi, isitme kaybi, poliiiri,
bulanti, diyare, yorgunluk ve bas agrisi,
anafilaksi, dokintli, eritema multiforme ve
Stevens Johnson sendromu gibi alerjik
reaksiyonlar, gecici miyopi (37, 41, 46, 47)

Diklorfenamit (7, 32, 42,
43)

Brinzolamid (7, 33, 38,

AL 42) Glokom (7, 38, 41- 43)

Metazolamid (7, 32-34, Glokom, diiiretik (7, 34, 32, 37,
41, 41)

Ishal, parestezi, yorgunluk, halsizlik, bacak
Etokszolamid (7, 32, 40) Glokom, ditiretik (7, 32, 40, 45) kramplar1, karin kramplari, kas kramplari, bas
donmesi, yaygin dokiintii (45)

Siilfonamidler disinda  siilfonamid izosterleri  (siilfamatlar, stilfamidler),
karboksilatlar, hidroksamatlar, ditiyokarbamatlar ve onlarin izosterleri, fosfatlar, format ve
tiyosinat gibi anyonlar, benzoksaborroller ve selenollerde Zn*" iyonuna baglanarak CA

tizerinde inhibisyon etki gosterirler (30, 28, 48).

Cinko Iyonuna Koordine OH™ iyonu veya H,O Molekiiliine Baglanan Inhibitorler

Cinko iyonuna koordine OH™ iyonu veya H,O molekiiline baglanarak CA
inhibisyonu gosteren ilk madde fenoldiir. Fenoliin inhibisyonunun gosterilmesinden sonra

spremin gibi poliaminler, sililfokumarinler gibi bilesiklerinde ayn1 mekanizma ile
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inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur Bu bilesikler ayrica Thr 199, Glu 106 rezidiileri
ile hidrojen bag1 (Sekil 14) olustururlar (9, 28-30).

Trp209 Leu198

Val143

Thr199 )
' 0.

D~ val121
;H *\_‘H F-
ot O
Glu106 { ‘:
o i
el 1.
N
Vs S
His96 ” NANH F
(“/ His94

His119

Sekil 14. hCA II aktif bolgesi igindeki fenoliin baglanma modunun sematik gosterimi
(Karioti’den, 9)

Aktif Bolgenin Girisini Kapatan Bilesikler

Bu inhibisyon mekanizmasinda bilesikler Zn®* iyonundan daha uzaga aktif
bolgenin girisine baglanarak aktif bolgeyi kapatirlar (Sekil 15). Bu inhibisyon
mekanizmas1 gosteren bilesikler aromatik, heterosiklik veya alifatik olabilen yapilar
icerirler. Bu mekanizma ilk olarak kumarinlerde gosterilmistir (28, 29). Daha sonra

laktonlar, tiyolaktonlar, kinolinonlarinda benzer mekanizma gosterdigi bulunmustur (29).

Hydrophilic
part of active site TAIL

o

Glu 106 l‘? 8G SCAFFOLD
N
N
.
o}
IN bl OH; Hydrophobic part

Thr 199 | of active site

2+

Zn
i \ His 119
9% His 96

Sekil 15. CA’larin aktif bolgeye girisini kapatarak inhibe eden bilesikler (Supuran’dan, 29)
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Aktif Bolgenin Disina Baglanan Bilesikler

Bu mekanizma ise bir benzioik asit tiirevi olan 2-(benzilsiilfonil)-benzoik asit’te
gosterilmistir (Sekil 16). Diger inhibitorlerden farkli bir mekanizma ile aktif bdlgenin
disina  baglanmakta ve His64 rezidislniin proton mekigini inhibe ederek etki

gostermektedir (28-30).

Hydrophilic INHIBITOR
part of active site

0
Glu 106 /1,
N 0,
S i
0 |
0
IN’H“"- OH, Hydrophabic part
Thr 199 | of active site
anl
e dh \ His 119
5% His g6

Sekil 16. Aktif bolgenin disinda CA inhibisyon mekanizmasi (Supuran’dan, 29)

inhibisyon Mekanizmasi Bilinmeyen Bilesikler

Bazi ikincil/iigiinciil stilfonamidleri ve bazi protein tirozin kinaz inhibitorleri (6rn.
imatinib, nilotinib) heniiz inhibisyon ag¢iklanamamis bir mekanizma ile inhibisyon etkisi

gosterirmektedir (28, 29).
2.2.3.2. Karbonik Anhidraz Aktivasyonu

Histamin gibi aminler, amino asitler ve peptitlerin CA enziminin aktivitesini
arttiricr etkileri 1940’1 yillarin basinda gosterilmistir. Fakat bu etkiler enzimde bulunan
agir metaller gibi farkli durumlara ithaf edilerek kabul gormemistir. Tartismali siireclerden
sonra 1997 yilinda hCA II izoenzimi iizerine histaminin aktivator etkisinin x-11n1
kristalografisi ile gdsterilmesi sonucu aktivator mekanizmasi aydinlatilmis ve tartismali
stire¢ sona ermigtir. Daha sonra L/D-Histidin gibi amino asitlerin ve diger aminlerin

aktivasyon etkileri de x-151n1 kristalografisi ile gosterilmistir (49, 50). Incelenen x-1gmi

21



kristalografilerinde ~D-Triptofanin diger bilesiklerden farkli bir yere baglandig
gosterilmistir. D-Triptofan disindaki bilesikler His-64 reziidiisiiniin karsist A bdlgesine
baglanirken D-Triptofan B bolgesine baglanmistir. Sekil 17°de hCA 11 izoenzimine ¢esitli
aktivatorlerin baglanmalar1 gosterilmektedir (50). Karbonik anhidraz enzimi aktivatorleri
(CAA) His 64 rezidisiiniin proton mekigi etkisine katkida bulunarak enzimin OH’
tirlerinin olusumunun artmasi enzimin aktivitesini arttirmaktadir (49, 50). Bu katkiyi
Asn62, Asn67 ve GIn92’nin yan zincirleri ile H baglar1 kurarak aktif bolgedeki H bagi
aginin yeniden diizenlenmesine yol agarak yapmakta ve. boylece ek proton mekigi gorevi

gormektedir (22).

Sekil 17. X-1s1n1  kristalografisi ile belirlenen insan karbonik anhidraz II-aktivator
komplekslerinin gosterimi. Enzim omurgast yesil renkle gosterilmistir, Zn(Il)
tyonu ii¢ His ligandiyla (94, 96 ve 119 numarali kalintilar) mor kiiredir. His64,
proton mekigi kalintist kirmizi renktedir (yalmizea ‘in’ konformasyonu
gosterilmistir). Aktivatorler sunlardir: pembe renkte histamin; L-His, altin rengi;
D-His, gok mavisi; L-Phe, macenta renginde; Sar1 renkte D-Phe ve gri renkte D-
Trp (Supuran’dan, 50).

Karbonik anhidraz aktivatorlerinin farmakolojik olarak kullanilabilecegi alanlardan
biri CA izoenzimlerinin genetik eksikligi sonucu goriilen patolojilerdir (50). CA 1I
izoenziminin genetik eksikligi sonucu gelisen osteopetroz, serebral kalsifikasyon, renal
tiibiiler asidoz Ornek olarak verilebilir. Ayrica CA IV, XII gibi farkli izoenzimlerinin
eksikligi de c¢esitli patolojilerle iliskilendirilmektedir (5, 50). Karbonik anhidraz
aktivatorlerinin kullanilabilecegi bir diger alan sinaptik etkinlik, uzamsal 6grenme ve
hafizanin farmakolojik olarak giliglendirilmesidir. Ayrica Alzheimer, demans gibi norolojik

bozukluklarda hafiza giiclendirilmesi icin kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Hafizanin
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giiclendirilmesi disinda obsesif kompulsif bozukluk, yaygin anksiyete bozuklugu, fobiler,
travma sonrast stres bozuklugu gibi durumlarda da olumlu etkilere sahip olabilecegi
diistiniilmektedir (49-52). Karbonik anhidraz aktivatorlerinin kullanilabilecegi baska bir
alanda kemik mineralizasyon siiregleridir (50, 51). Karbonik anhidraz aktivatorleri
inorganik tuzlarin (kalsiyum karbonat gibi) olusumunu arttirdig1 yakin zamanda yapilan
caligmalarda gosterilmektedir. Boylece yapay kemik fragmanlari elde edilmesinde doku
miithendisligi alani i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (7, 50). Bu olumlu etkiler heniiz
arastirilma asamasindadir ve klinik kullanimda veya gelistirilmekte olan pek ¢ok farkli
ilacin bulundugu CAi’lerden farkli olarak, su anda klinik kullanimda olan herhangi bir

CAA bulunmamaktadir (7).
2.2.4. Karbonik Anhidraz I izoenzimi

Insan CA I izoenziminin sekanslanmas1 1970°li yillarda yapilmistir. CA 1 izoenzimi
260 rezidii icerir ve molekiil agirligr yaklasik olarak 30 kDa’dur (53-55). Sekil 18’de hCA
I’in iigiinciil yapis1 gosterilmektedir. Insanlarda CA I izoenzimi Tablo 1°de belirtildigi gibi
eritrositler, gastrointestinal sistem, adipoz doku gibi dokularda bol bulunmaktadir (9, 26,
27). Karbonik anhidraz I eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir (22,
26). Karbonik anhidraz II’den yaklasik bes ila alt1 kat fazla miktarda olmasina ragmen CA
II’nin katalitik aktivitesinin %15°1 kadar aktivite gostermektedir (22, 26, 57).

Sekil 18. hCA’in tigiinciil yapis1 (Lago’dan, 57)

Karbonik anhidraz 1 izoenzimi H hemoastazisinin saglanmasi, CQO,’nin
b p g 9 2

akcigerlere taginmasi gibi fizyolojik siireclerde yer alir (58). Karbonik anhidraz I izoenzimi
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aktivitesindeki degisim anemi, kronik asidoz, proliferatif diyabetik retinopati ve diyabetik
makiiler ve vazojenik ddemler gibi patolojik siireclerle iliskilendirilmektedir (58, 59).
Ayrica CA 1 izoenziminin kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri, prostat kanseri, eritrosit
farklilasmasi, diyabetik nefropati, amyotrofik lateral skleroz (ALS), ankilozan spondilit
gibi patalojilerde biyobelirteg olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir (26, 58-60).

2.2.5. Karbonik Anhidraz II izoenzimi

Insan karbonik anhidraz izoenzimleri arasinda Kkatalitik aktivitesi en yiiksek
izoenzim CA II izoenzimidir. Viicutta hemen hemen her doku veya organda bulunmaktadir
(22, 26, 53, 61). Karbonik anhidraz II’nin kristal yapisi ilk kez 1972 yilinda tanimlanmigtir
(62). Karbonik anhidraz II 259 rezidii icerir ve molekiil agirlig1 yaklasik olarak 29 kDa’dur
(22, 63). Karbonik anhidraz II'nin ii¢iinciil yapisi Sekil 19’da goriilmektedir.

Sekil 19. hCA II’nin {igiinciil yapis1 (Lago’dan, 57)

Karbonik anhidraz II viicudumuzda en bol bulunan izoenzim olmasi sebebiyle en
cok arastirilan CA izoenzimidir (5, 61). Karbonik anhidraz II izoenzimi CO,/HCOj5
arasindaki dengenin korunmasi, pH hemoastazisinin saglanmasi, kemik rezorpsiyonu, akoz
humor tretimi, sperm hareketliligi, idrar asitlesmesi gibi fizyolojik olaylarda rol almaktadir
(22, 27). Karbonik anhidraz II izoenziminin fizyolojik Onemi sonucu seviyesindeki
dengesizlik Tablo 1°de gdsterildigi gibi epilepsi, glokom, yiiksek irtifa hastalig1 gibi cesitli
patolojilerle iligkilendirilmektedir (27, 28). Karbonik anhidraz II inhibitorleri bu
patolojilerde terapdtik hedef olarak kullanilmaktadir (61). Karbonik anhidraz II'nin
ateroskleroz, gastrointestinal stromal tiimorler gibi ¢esitli patolojilerde biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi de diistiniilmektedir (26). Ayrica CA II geninde goriilen mutasyonlarda
cesitli patolojilerle iliskilendirilmektedir. Karbonik anhidraz II izoenzimi geninde ilk

mutasyon 1983 yilinda Sly ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir. Bu mutasyonda
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bireylerde osteopetroz, renal tiibiiler asidoz ve serebral kalsifikasyon gorilmektedir.
flerleyen calismalarda bu bulgulara gelisimsel gecikme, zeka geriligi, boy kisalig1 ve
hastalar ergenlige ulasmadan once ¢oklu kemik kiriklar1 da eklenmistir. Bu durum CA II

eksikligi sendromu olarak adlandirilmaktadir (5, 26).
2.3. Furanokumarinler

Furanokumarinler, kumarinin bir furan halkas1 ile kondenzasyonu sonucu olusan,
bitkileri mantar, bakteri ve bocek saldirilarina karst korumak ig¢in iiretilen dogal
pestisitlerdir (64, 65). Furanokumarinlerin yiiksek bitkilerde tanimlanmasina ragmen
Apiaceae, Moraceae, Fabaceae ve Rutaceae olmak iizere 4 ana familyaya ayrilabilir (66).
Kumarin ana yapisina furan halkasinin baglanmasina gore agisal (angelicin, pimpinellin,
sphondin, isobergapten vb.) ve dogrusal furanokumarinler (psoralen, bergapten,
ksantotoksin, triokssalen, izopimpinellin, bergamottin vb.) seklinde siniflandirilabilir (65,
67, 68). Psoralen dogrusal, angelicin ise agisal izomerlerin Onciisii olan temel
furanokumarinlerdir (65, 67). Yapilan c¢esitli calismalar, furanokumarinlerin antioksidan,
antiinflamatuar, antibakteriyal, antikanser gibi ¢esitli olumlu etkilere sahip oldugunu

gostermistir (65, 67).

Gidalardaki furaonokumarinlerin igerigi degisebilmektedir. En fazla Apiacae
familyasina ait bitkilerde bulunmaktadir. Rutaceae familyasinda ise miktar1 diisiiktiir (68,
69). Ornegin greyfurt sularindaki bergamottin konsantrasyonu sadece yaklasik 6 pg g™*dir
(68). Yenilebilir sebze ve meyveler igerisinde en yiiksek furonokumarin igerigi 145 pg g'1
ile yaban havucunda (Pastinaca Sativa) bulunmaktadir (68, 69). Ayrica furanokumarinler
bitkilerin yapraklarinda ve diger yesil kisimlarda meyve ve koklere oranla daha fazla
miktarda bulunmaktadir. Mekanik hasar, bocek veya mantar saldirisi ve elverigsiz iklim,
depolama kosullar1 gibi ¢esitli stres faktorlerinin etkisi ile furonakumarin igerigi
artabilmektedir. Isitya dayanikli yapilar ile pisirme sirasinda bitkilerdeki furanokumarin
igcerigi degismemektedir. Cesitli besin hazirlama islemleri sirasinda ise bitkilerde meydana
gelen hasar sebebi ile furanokumarin igerigi artabilmektedir. Bitkilerin soyulmasi

furanokumarinleri azaltmanin en iyi yollarindan biridir (68, 70).

Rutaceae familyasi, Avustralasya, Amerika ve Giiney Afrika’nin tropikal ve 1liman
bolgelerinde yaygin bir dagilima sahiptir ve bazi tiirleri geleneksel halk ilaci olarak
kullanilmaktadir. Rutaceae familyasi terpenoidler, flavonoidler, kumarinler gibi dogal ve

biyoaktif bilesikler agisindan zengin bir igerige sahiptir ve antimikrobiyal, antiviral, anti-
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proliferatif gibi saglik i¢in olumlu etkiler gostermektedir (71). Rutaceae familyas1 en ¢ok
yenilebilir meyveleri (portakal, limon, mandalina ve greyfurt) nedeniyle diinya ¢apinda
yaygin olarak yetistirilen Asya kokenli 6zel bir cins olan Citrus L. ile taninir (72). Rutaceae
familyas1 tiirlerinde furanokumarinler narenciye kabugunun karakteristik bilesenleridir
(69). Narenciyelerde bulunan ana furanokumarin ise bergamottindir (68). Bu tiirler
arasinda yapilan arastirma sonucunda narenciyeler arasinda en yiiksek furanokumarin
igerigine sahip olan meyve greyfurt (Citrus Paradisi) olmustur ve greyfurt suyu etkisi
olarak adlandirilan etkiye sebep olmaktadirlar (69). Greyfurt suyunda bulunan ana
furanokumarinler bergaptol, bergamottin ve 6',7'-dihidroksi bergamottindir (73). Bu
furanokumarinlerden bergamottin ve 6°,7’-dihidroksibergamottin greyfurt suyu etkisinden

sorumlu tutulmaktadir (74).
2.3.1. Bergamottin

Bergamottin ilk olarak Citrus bergamia yaginda tespit edilmistir ve ismi de buradan
gelmektedir  (74).  Bergamottinin  kimyasal adi  4-[(2E)-3,7-dimetilokta-2,6-
dienoksi]furo[3,2-g]kromen-7-on’dur (75). Bergamottinin molekiil formiilii C,;H,04’tlir
ve molekiil agirlig ise 338.4 g/mol’diir (74). Sekil 20’de bergamottinin kimyasal yapist

goriilmektedir.

- Kumarin

Sekil 20. BGM’nin kimyasal yapis1 (Luo’dan, 76)

Bergamottin  umbelliferoneden  sentezlenir.  Sentezin  ilk  basamaginda
umbelliferonun  alkilasyonu yoluyla olusan demetilsuberosin  olusur.  Olusan
demetilsuberosin Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ve O, varliginda

marmesine doniistliriiliir. Marmesin daha sonra NADPH ve O, varliginda psoralen sentaz
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tarafindan psoralene doniistiiriiliir. Olusan psoralen 5 monooksijenaz tarafindan psoralen
bergaptole donustiiriiliir. Ardindan bergaptoliin S-adenozil metiyonin ile metillenmesi
sonucu bergapten olusur. Sentezin son adiminda ise bergaptene bir geranil pirofosfat

eklenmesi ile bergamottin olusur (74). Sekil 21’de BGM biyosentezi gosterilmektedir.

nHm“

Umbelliferone

l &-Pranyitransforase e @
oM : o
I
Seoe: oy
Demethylsuberosin Bergamottin
o i GPP T
NAD?PH l Marmesin synthase
2]
4]
. ooy
Marmesin Bergapten
AT l Proralen synthase SAM T Bergaptol O-methyitransferase
Q.! =]
o. o MADPH m
—_—
Froralen S-mongaxigensse N
P 1
soralen Bergaptol

Sekil 21. BGM’nin biyosentez yolu (Ko’dan, 74)

Bergamottinin sitokrom P450 (CYP) sistemi tarafindan metabolizmast sonucu
olusan reaktif ara iirlinler P450 enzimlerinin inhibisyonuna sebep olmaktadir (74).
Bergamottin CYP3A4’lin geri donilisiimlii inhibisyona sebep olmaktadir (77). Ayrica
CYPI1A1, CYP1A2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6, 2EI1 aktivelerini de baskilayabilmektedir (74,
78).

Bergamottinin yapilan ¢aligmalarda akciger kanseri, cilt kanseri, multipl miyelom,
l6semi, meme kanseri, prostat kanseri, kolon kanseri gibi ¢esitli kanserlerde koruyucu
etkileri oldugu gosterilmistir (74, 79-82). Bergamottinin antikanser etkisine ek olarak
antiviral, antioksidatif, antiinflamatuar, antidiyabetik, hepatoprotektif, antiobezite etkileri

de bulunmaktadir (74, 83-85).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Cihazlar, Ekipmanlar ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, ekipmanlar ve malzemelerin marka ve

modelleri Tablo 3’te detayli olarak sunulmustur.

Tablo 3. 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
Kanistirica (Vorteks) IKA Vorteks Genius 3

Isiticih Manyetik Karistiric IKA RH BASIC 2

Manyetik karistiric Ikamag RH

Yari-otomatik pipet (1-20 pL) 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
CO, Tiip

Mikroplate Okuyucu VersaMax

Cam Deney Tiipleri SH&GLASS

3.2. Deneylerde Kullamilan Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallarin ve ¢ozeltilerin isimleri, {iriin kodlar ile

iiretici firmalarina iliskin bilgiler Tablo 4’te sunulmustur.
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Tablo 4. Deneylerde kullanilan kimyasallarin isimleri, iretici firmalar1 ve {iriin kodlar

Kullamlan Kimyasallar Uretici Firmalar ve Uriin Kodlar
insan eritrosit karbonik anhidraz I Sigma-Aldrich, C4396-5 mg

insan eritrosit karbonik anhidraz II Sigma-Aldrich, C6165-5 mg

Tris (hydroxymethyl) aminomethane Sigma-Aldrich, T1503-1 kg
Hidroklorik asit Carlo Erba, 7647-01-0, % 37
p-Nitrofenil Asetat Sigma-Aldrich, N8130-10 g
Asetazolamid Sigma-Aldrich, A-6011

DMSO (Dimetil siilfoksit) Sigma-Aldrich, D8418

NaOH (Sodyum hidroksit) Sigma-Aldrich, 415413

H,SO, (Siilfiirik asit) Sigma-Aldrich, 258105

Aseton Sigma-Aldrich, 650501

HEPES (Sodium 2-(4-(2- BLDpharm- Cat. No.BD17232-100g
hydroxyethyl)piperazin-1-yl)ethanesulfonate)

Bergamottin BLDpharm- Cat. No. BD116395
L-Histidin Sigma-Aldrich, H8125-5g

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tez calismasinda kullanilan c¢ozeltilerin  hazirlanma yontemi ve hazirlanan
cozeltilerin saklanmasi/kullanilmas1 hakkindaki 6neriler asagida belirtilmektedir. Farkli bir
kullanim sekli onerisi olmadikg¢a ¢ozeltiler kullanilana kadar +4 °C’de saklandi. Esteraz
aktivitesi deneyleri oda sicaklifinda, hidrataz aktivite deneyleri ise buz soguklugunda
gerceklestirildi. Calismada kullanilan CA, BGM, AZM ve L-Histidin (HIS) ¢ozeltileri
hidrataz aktivitesi 6l¢iimii i¢in HEPES tamponunda, esteraz aktivitesi 6l¢iimii i¢in ise Tris-

SO4 tamponunda hazirlandi.

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

tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.

1 M HCI: Yogunlugu 1.18 g/mL olan %37’lik stok HCI’den 8.16 mL alinip bir
miktar saf suya eklendi, hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamland1 ve tampon ¢ozeltilerin

pH’larinin ayarlanmasinda kullanildu.

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

cozeltilerin pH’larin ayarlanmasinda kullanildi.
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0.05 M Tris-SO4 (pH = 7.4) tampon c¢ozeltisi: 6.05 g tris (hidroksimetil)-
aminometan 900 mL saf suda ¢oziildii, ¢ozeltinin pH’s1t 1 M H,SOy ile 7.4’ ayarlandiktan
sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi ve Esteraz Aktivitesi Tayini (EAT) 6lgiimlerinde

tampon ¢ozelti 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 yavasca damla damla
ilave edilerek hazirlandi. EAT olgiimleri i¢in substrat olarak kullanilan bu ¢6zelti giinliik

olarak deneyden hemen 6nce hazirlanarak ol¢iim yapildi.

25 mM HEPES c¢ozeltisi (pH = 8.9): 6.64 g HEPES 800 mL saf suda ¢oziiliip,
cozeltinin pH’s1 8.8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi. Hidrataz
Aktivitesi Tayini (HAT) deneylerinde tampon olarak kullanilacak olan bu ¢ozelti giinliik

olarak deneyden hemen 6nce hazirlandu.

hCA T ¢ozeltisi: 34.48 uM (1000 mg/mL) stok hCAI ¢ozeltisinden esteraz aktivitesi
icin Tris-SO4 tamponu ile hidrataz aktivitesi i¢cin HEPES tamponu ile seyreltilerek 20-500

nM konsantrasyona sahip hCA I enzim ¢6zeltisi hazirlandi.

hCA 1II ¢ozeltisi: 34.48 uM (1000 mg/mL) stok hCA II ¢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; c¢ozeltisi: 250 mL saf sudan (buz soguklugunda) 40-45 dakika
boyunca CO, gaz1 gegirilerek hazirlandi.

15 mM asetazolamid: 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 ¢ozeltileri HEPES/Tris-SO4 tamponu ile seyreltilerek giinliik olarak hazirlandu.

15 mM L-Histidin c¢ozeltisi: 4.7256 mg histidin tartilarak HEPES/Tris-SO4
tamponunda ¢6ziildii ve tizeri HEPES/Tris-SO4 tamponu ile 2 mL’ye tamamlandi. Histidin
ana stok ¢ozeltisi kullanilarak reaksiyon ortaminda son konsantrasyon 0-1000 uM olacak

sekilde histidin ara stok ¢ozeltileri HEPES/Tris-SO4 tamponu ile seyreltilerek hazirlanda.

Bergamottin ¢ozeltisi: Bergamottin Stok Cozeltisi (1 mM): 0.3384 mg BGM
tartildi, %5°1lik 0.1 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 0.9 mL Tris-SO4 ¢ozeltisi ile ¢oziildii.
BGM’nin dozlar1 6nceki ¢alismalara dayali olarak secildi. BGM stok ¢ozeltisi kullanilarak
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0, 10, 50, 100, 500, 750 ve 1000 uM konsantrasyonda BGM ¢dzeltileri Tris-SO4 tamponu

ile seyreltilerek hazirlandi.
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 Anhidrazin Esteraz Aktivitesi Tayini

Esteraz aktivitesi tayin yonteminin prensibi, CA enziminin ortamda bulunan ester
bilesiklerini hidroliz etme yetenegine dayanmaktadir. Sekil 22°de verilen reaksiyona gore,
CA substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetat1 348 nm’de absorbans veren p-nitrofenol’e

ve asetik aside hidroliz etmektedir (55).

0)

[l CA
NOzOOCCH3 + H,0 NOZO—OH + CH3COOH

p-nitrofenil asetat su p-nitrofenol asetik asit

Sekil 22. p-nitrofenol asetatin CA tarafindan p-nitrofenol ve asetik aside doniistiiriilme
reaksiyonu

Esteraz aktivitesi tayini ¢alismasinda, her bir Ol¢lim ii¢ kez tekrarlanip ortalama

degerler alinarak Esitlik 5’e gore enzim aktivitesi hesaplandi. Tiim deneyler sabit sicaklikta

gergeklestirildi.
V106 , 106
EA (H) = AAV10T _ 44000 = AA.1000 pmol.dk='. L1
L Exbxtxv 5:10°>-M~t-cm~*-1cm-3 dk - 20 uL

= AA.1000/L (Esitlik 5)

EA= Enzim aktivitesi (U/L)

AA= 3 dakika sonundaki absorbans degisimi
J=Toplam hacim (300 pL)

= Molar absorpsiyon katsayisi (5.10° M~ cm™)
b= Isik yolu (1 cm)

= zaman (3 dk)

v=Ornek hacmi (20 uL)

U= Unite
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3.4.1.1. insan Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Tayin

Yontemiyle Uygun Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Uygun konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla mikroplate 130 pL tampon
(Tris-SO4 tamponu (0.05 M; pH: 7.4)); 20 uL CA 1(20-500 nM araliginda) veya CA 1II (2-
50 nM araliginda) enzim ¢ozeltisi ve 150 uL substrat bilesigi (3 mM p-nitrofenilasetat)
eklendi ve mikroplate okuyucu kullanilarak 348 nm dalga boyunda 20 saniye araliklarla 10
dakika boyunca kinetik okuma yapildi. Calismamizda 2.40’1inc1 saniyedeki absorbans
degerleri birinci okuma ve 5.40’mc1 dakikadaki absorbans degerleri ikinci okuma olarak
kullanildi. EAT konsantrasyon belirleme deneylerinde kullanilacak ¢ozeltiler ve miktarlart
Tablo 5’te gosterilmistir. Her bir ol¢lim ii¢ kez tekrarlanip ortalama degerler alinarak

Esitlik 5’e gore enzim aktivitesi hesaplandi. Tiim deneyler sabit sicaklikta gerceklestirildi.

Tablo 5. 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
Insan CA I veya II Enzim Céozeltisi (6 nM) - 20 uL
p-nitrofenilasetat (3 mM) 150 uL 150 uL
UV spektrofotometre kullanilarak 348 nm dalga boyunda birinci okuma A
UV spektrofotometre kullanilarak 348 nm dalga boyunda ikinci okuma A

3.4.1.2. Insan Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Tayin

Yontemiyle Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Kinetik sabitlerin (K, ve Viax) saptanmasi amaci ile optimum sartlarda CA 1 ve 11
izoenzimlerinin (konsatrasyon sabit tutularak CA I i¢in 100 nM, CA II i¢in 15 nM),
substratin  (baslangic p-nitrofenilasetat konsantrasyonu 0.05-1.5 mM) on farkli
konsantrasyonunda enzim aktivitesi Ol¢iimii yapildi ve aktivite degerleri hesaplandi.
Aktivite Ol¢limiinde kullanilan ¢o6zelti miktarlar1 ve konsantrasyonlar1 Tablo 6’da
verilmektedir. Reaksiyon hizi- substrat konsantrasyonu Michaelis-Menten grafigi ¢izilerek

Vimax ve Ky, degerleri belirlendi (Sekil 23).
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Reaksivon hiz
=

Substrat konsarfrasyonu

Sekil 23. Calismada, farkli baslangic substrat konsantrasyonlarinda Slgiilen hiz (aktivite)
degerlerine dayanarak olusturulan Michaelis-Menten grafigi drnegi

Tablo 6. Insan CA 1 ve II izoenzimlerinin kinetik sabitlerinin (Km ve Vinax) belirlenmesi
icin kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve konsantrasyonu

Eklenme Sirasi 1 2 3

p-nitriggllasetat V tamp’;].l;;l - Ill;;azllln? éiiléfl[t&islil nitrofell’l-ilasetat

Konsantrasyon Hacim
1 1.5 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
2 1.25 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
3 1 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
4 0.75 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
5 0.625 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
6 0.5 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
7 0.375 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
8 0.25 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
9 0.125 Mm 130 uL 20 uL 150 uL
10 0.5Mm 130 uL 20 uL 150 uL
K 1.5 Mm 150 uL 150 uL

3.4.1.3. Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Uzerinde

Asetazolamid, L-Histidin ve Bergamottinin Etkisinin Belirlenmesi

Bergamottinin CA I ve II esteraz aktivitesi lizerine etkisini incelemek icin deney
tiplerine Tablo 7’de belirtildigi hacimlerde pipetlemeler yapildiktan sonra aktivite
Ol¢timleri gergeklestirildi. Her bir dl¢lim ti¢ kez tekrarlanip ortalama degerler hesaplandi.
Elde edilen sonuglarla BGM icin [BGM] - % bagil aktivite grafigi ¢izildi. [BGM] - % bagil
aktivite grafigine gore aktivitenin %50 azaldigt BGM konsantrasyonu ICsy degeri olarak

(Sekil 24 A) belirlendi. Ayn1 6l¢timler inhibitor etkisini dogrulamak i¢in AZM kullanilarak
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Tablo 7°de belirtilen hacimlerde pipetlemeler yapilarak tekrarlandi. Elde edilecek 6l¢iim
sonuglar1 kullanilarak hesaplamalar yapildi. AZM ig¢in ICso (Sekil 24A), L-histidin i¢in
ACsq (Sekil 24B) degerleri belirlendi.

konsantrasyon
ACa [ yon]

100

[
=
(=]

-~
o
1
-
]
o
]

ICs0

&n
=

125 4

% Badl Aktivite
% Bagdil Aktivite
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en
1

100 —

[konsantrasyon)

Sekil 24. A) Enzim aktivitesi lizerine inhibitor etkisinin belirlenecegi 6rnek grafik (ICs),
B) Enzim aktivitesi iizerine aktivator etkisinin belirlenecegi 6rnek grafik (ACsy).

Tablo 7. insan CA I ve II izoenzimlerinin AZM, HIS ve BGM’ nin etkisinin belirlenmesi
icin kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve konsantrasyonu

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

Son
konsantrasyon AZM® 0 0 0.1 1 5 10 40 80 120 160 200
(LM)

L-Histidin" 0 0 0.2 2 20 200 400 800 1000

BGM * 0 0 0.0002 0.002 0.02 0.2 2 20 50 100 200
Tris-SO4 tamponu (nL) 150 130 110 110 110 110 110 110 110 110 110
hCA I veya II (uL) - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Miktar (uL) AZM - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20

L-Histidin - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20

BGM - - 20 20 20 20 20 20 20 20 20
p-nitrofenil asetat (uL) 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
Toplam hacim (uL) 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
Absorbans” Ao Ay Ap Az Auw As Ais A A Ap Ao
Absorbans® Ag A, A, A, Ay As Ay A Ag Ay Ay

7 (86); " (87); "(88, 89)
" Reaksiyon tiipleri substrat eklenmeden énce 15 dakika oda sicakliginda tutulacaktir.
%348 nm dalga boyu; A;: 0. dakika absorbansi; A,:3. dakika absorbansi.
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3.4.2. Karbonik Anhidrazin Hidrataz Aktivitesi Tayini

Insan CA hidrataz aktivitesi baz1 degisiklikler yapilan Wilbur-Anderson yontemine
gore Olclilecektir. Bu yontemin esas1 ortamda substrat olarak bulunan CO,’in hidrasyonu
sonucu ortaya ¢ikan H' iyonunun ortamin pH’smi 8.2’den 7.0’a diisiirmesi igin gecen

stirenin Ol¢lilmesine dayanmaktadir (90).

Insan CA 1 ve II (insan eritrositlerinden saflastirilmistir; Sigma, St Louis, MO,
ABD) tarafindan katalize edilen CO, hidrasyon hizi, buz soguklugunda pH’daki diisiis
hizinin gozlemlenmesiyle elektrometrik olarak belirlendi. Hidrataz aktivite tayini
deneylerinde kullanilacak c¢ozeltiler ve miktarlar1 Tablo 8’de gosterilmistir. Her bir 6l¢iim
tic kez tekrarlanip ortalama degerler hesaplandi. CO, kagisint 6nlemek amaciyla reaksiyon
tipiine yerlestirilen pH elektrodunun st kismi kaucuk bir bilezikle cevrelendi.
Katalizlenmemis (enzimsiz) CO, hidrasyon degerleri, enzim Kkatalizli olanlardan

cikarilarak korleme yapildi.

CO; hidrataz aktivitesi birimi (EU), EU=(to-t.)/t. denklemi kullanilarak hesaplandi;
burada t, ve t,, sirasiyla enzimatik olmayan (kontrol) ve enzimatik (numune)

reaksiyonlarin pH degisimi siirelerini temsil eder.

Tablo 8. Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesinin tayini i¢in reaksiyon karigimi

Reaktifler Kontrol Numune
HEPES Tamponu (son konsantrasyon 25 mM; pH: 8.9) 2500 uL 2400 uL
Insan CA 1 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 diisme siiresi (saniye) to t

3.4.2.1 insan Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Tayin

Yontemiyle Uygun Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Toplam 2.5 mL’lik nihai hacim elde etmek icin HEPES’e (son konsantrasyonu 12.5
mM; pH = 8.8) 100 uL hCA I veya II ilave edildi. Reaksiyon, %100 CO, gaz ile
doyurulmus 2.5 mL buz soguklugunda deiyonize suyun eklenmesiyle baslatildi. Reaksiyon

tiipi soguk bir ortam saglamak icin buz banyosunda tutuldu ve pH’nin 8.2’den 7.0’a
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diisme siiresi, bir dijital pH metreye baglanan bir cam pH elektrodu ile siirekli olarak

izlendi ve gegen siire 6l¢iildii.

3.4.2.2. insan Karbonik Anhidraz I ve II izoenzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Tayin

Yontemiyle Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Kinetik sabitlerin (K, ve Vnax) saptanmast amaci ile optimum sartlarda CA T ve 11
izoenzimlerinin konsatrasyon sabit tutularak (CA I i¢in 100 nM, CA 1II igin ise 15 nM),
substratin %100 CO; ile doyuruldugu 2.5 mL buz soguklugunda deiyonize su (baslangi¢
CO;, konsantrasyonu=38 mM) kullanarak 5 farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi
Olciimii yapildi. Substrat konsantrasyonu %100 CO, ile doyurulmus buz soguklugunda
deiyonize suyun hacmi azaltilarak ayarlandi ve azaltilan miktar kadar deiyonize su ilave
edilerek son substrat hacmi olan 2.5 mL hacim tamamlandi. Elde edilecek oOl¢iimler
kullanilarak aktivite degerleri hesaplandi. Reaksiyon hizi-substrat konsantrasyonu
Michaelis-Menten grafigi cizilerek V¢ ve Ky, degerleri belirlendi (Sekil 23). Bu degerler

bize deney prosediiriiniin dogru ¢aligtigin1 gosterdi.

Tablo 9. insan CA I ve CA II izoenziminin kinetik sabitlerinin (K ve Vimayx) belirlenmesi
icin kullanilacak ¢ozeltilerin miktarlar1 ve konsantrasyonlari

Eklenme

Sirasi 1 2 3 4
. . . : : 0
insan CA I/CA 11 Enzim Deiyonize Sy~ Delyonize Su (%100
HEPES e . CO, gaziile
Cozeltisi (Belirlenen (buz
Tamponu K ¢ sukluzund doyurulmus, buz
onsantrasyon) soguklugunda) soguklugunda)
Kontrol 2500 uL - - 2500 uL
1 2400 pL 100 uL 2500 pL -
2 2400 uL 100 uL 2000 puL 500 uL
3 2400 uL 100 uL 1500 puL 1000 uL
4 2400 pL 100 uL 1250 pL 1250 L.
5 2400 uL 100 uL 1000 pL 1500 uL
6 2400 uL 100 uL 750 uL 1750 uL
7 2400 pL 100 uL 500 puL 2000 uL
8 2400 uL 100 uL 250 uL 2250 uL
9 2400 uL 100 uL - 2500 uL
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3.4.2.3. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Uzerine Asetazolamid, L-Histidin ve

Bergamottinin Etkisinin Belirlenmesi

Bergamottinin CA I ve II hidrataz aktivitesi lizerine etkisini incelemek i¢in deney
tiiplerine Tablo 10°da belirtilen hacimlerde pipetlemeler yapildiktan sonra o&lgiim
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglarla BGM i¢in [BGM]-% bagil aktivite grafigi ¢izildi.
BGM i¢in aktivitenin %50 azaldigt BGM konsantrasyonu ICsy degeri olarak belirlendi
(Sekil 24A). Aym Olglimler inhibitér etkisini dogrulamak i¢in AZM i¢in Tablo 10°da
belirtilen hacimlerde pipetlemeler yapilarak tekrarlandi. Elde edilecek 6lgiim sonuglar
kullanilarak hesaplamalar yapildi. AZM igin ICsy (Sekil 24A) ve L-Histidin i¢in ACsg
(Sekil 24B) degerleri belirlendi. Her bir 6l¢iim {i¢ kez tekrarlanip ortalama degerler
hesaplandi.

Tablo 10. Karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerine AZM, HIS
ve BGM etkisinin tayini i¢in reaksiyon karigimlari

Tiipler”
Tampon/Reaktifler
Kontrol 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Son AZM® 0 0.001 0.01 0.05 0.1 1 10 100 1000
konsantrasyon L-Histidin" 0 0.001 0.01 0.05 0.1 1 10 100 1000

(M) BGM *
HEPES tamponu (mL)
hCA T veya hCATI (uL)

0 10 50 100 200 400 600 800 1000
5 24 23 23 23 23 23 23 23 23
100 100 100 100 100 100 100 100 100

Njo|o|o

AZM - - 100 100 100 100 100 100 100 100
Miktar (uL) L-Histidin - - 100 100 100 100 100 100 100 100

BGM - 0 100 100 100 100 100 100 100 100
%100 CO, (mL) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Toplam hacim (mL) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Siire (saniye)* tok ter ter te3 tea tes tes ter teg teo

©(86): " (87); (88, 89)
" Reaksiyon tiipleri substrat eklenmeden énce 15 dakika buz banyosunda tutuldu.
*pH’nin 8.2°den 7.0’a diigme siiresi.

3.4.3. Sonuclarin ifade Edilmesi ve Karsilastirma

Tim kosullarda yapilan aktivite Olglimleri 3 teknik tekrar olarak yapildi ve
ortalamalar1 alindi. Enzim aktivite tayinleri iki farkli testle yapilacagi i¢in bagimsiz

tekrarlar (farkli giinlerde, kosullarda) yapilmayacaktir. BGM i¢in bulunan ICsy veya ACsg
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konsantrasyon degeri, inhibitér icin AZM ve aktivatdr i¢in L-Histidin degerleriyle

karsilastirild1 ve yorumlandi.
3.5. Molekiiler Kenetleme Analizi

Calismamizda, karbonik anhidraz izoenzimleri CA I (PDB: 2FOY) ve CA 11 (PDB:
2FOU) yapilart RCSB veritabanindan alindi (91, 92). Bergamottin molekiiliiniin
(PubChem: 5471349) ii¢ boyutlu koordinatlar1 PubChem’den temin edildi (93). Molekiiler
etkilesim simiilasyonlari, PyRx platformunda AutoDock Vina araci kullanilarak yiiriitiildii.
Simiilasyon parametreleri optimize edilerek grid boyutlar1 15x15x15 A olarak belirlendi
ve aktif bolge merkezli konumlandirma yapildi (94, 95). Exhaustiveness degeri 8, enerji

araligi 3 kcal/mol ve maksimum konformasyon sayisi 9 olarak ayarlandi.
3.6. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Protein-ligand komplekslerinin dinamik davraniglar1 GROMACS 2024.4 ile
incelendi (96). Baglangi¢ yapilar1 UCSF Chimera ile hazirland1 ve PDBFixer kullanilarak
optimize edildi. Proteinler AMBER99SB-ILDN ve s1v1 faz TIP3P ile modellendi (97-100).
Bergamottin molekiili ACPYPE araciligiyla AM1-BCC yiikk hesaplamalari ve GAFF

parametrizasyonu ile hazirlandi (101-103).

Sistemler rombik dodekahedron kutuda, fizyolojik tuz konsantrasyonunda (150 mM
NaCl) hazirlandi. Enerji minimizasyonunu takiben, dengeleme asamasinda once 300 ps
NVT toplulugu (Berendsen termostati, 310 K), ardindan 1 ns NPT toplulugu (V-rescale

termostat ve Berendsen barostat, 310 K, 1 bar) uygulandi.

100 ns’lik iiretim simiilasyonu 2 fs zaman adimiyla gergeklestirildi. Sicaklik ve
basing kontrolii V-rescale termostati ve Parrinello-Rahman barostati ile saglandi. LINCS
algoritmas1 hidrojen baglarin1 sabitlemek icin kullanildi. PME metodu ile elektrostatik
hesaplamalar (kesim=1.2 nm) ve van der Waals etkilesimleri (kesim=1.2 nm, switch=1.0

nm) hesaplandi. Koordinatlar 100 ps araliklarla kaydedildi.

Yapisal analizler GROMACS araglart ile gergeklestirilip GraphPad Prism ile
gorsellestirildi.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan ve elde edilen hacim ve konsantrasyonlar reaksiyon
ortamindaki nihai degerlerdir. Esteraz aktivitesi Ol¢limii deneyleri oda sicakliginda,

hidrataz aktivitesi 6l¢limii deneyleri ise buz soguklugunda gerceklestirildi.

4.1. Aktivite Olciimiinde Kullamlan Karbonik Anhidraz I ve II Enzim

Konsantrasyonu Arah@inin Belirlenmesi

Insan eritrositlerinden saflastirilan ticari olarak satin alman hCA I ve hCA II
izoenzimlerinin aktivitesi tlizerine enzim konsantrasyonunun etkisini degerlendirmek
amaciyla esteraz ve hidrataz yontemi kullanildi. Esteraz aktivitesi ol¢limii deneylerinde
kullanilan enzim konsantrasyonu araligin1 belirlemek i¢in 1.5 mM substrat
konsantrasyonunda (p-NPA) reaksiyon karigimindaki enzim konsantrasyonu hCAI i¢in 0-
500 nM, hCAII i¢in 0-50 nM olacak sekilde esteraz aktivitesi tayini yapildi. Hidrataz
aktivitesi 6l¢timil deneylerinde kullanilacak enzim konsantrasyonu araligini belirlemek icin
ise 19 mM substrat konsantrasyonunda (CO, ile doymus saf su) reaksiyon karisimindaki
enzim konsantrasyonu hCAI i¢in 0-500 nM, hCAII i¢in 0-50 nM olacak sekilde hidrataz
aktivitesi tayini yapildi. Elde edilen sonuclar CA I i¢in Tablo 11°de, CA II i¢in Tablo 12°de
sunulmustur. Bu sonuglara kullanilarak ¢izilen aktivite-konsantrasyon grafigi ise Sekil
25’de sunulmaktadir. Sonuglar ve aktivite-konsantrasyon grafikleri incelendiginde
belirtilen sartlar altinda yontemin dogru calistigi ve hCAI i¢in 0-500 nM, hCAII i¢in 0-50

nM enzim konsantrasyonu araliginin uygun olacagi tespit edildi.

Tablo 11. Hidrataz ve esteraz aktivite 6l¢lim deneylerinde uygulanan hCA I izoenzimi
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen aktivite degerleri

Konsantrasyon Esteraz Aktivitesi Hidrataz Aktivitesi
[CAT] (nM) EA (U/L) EA (EU/mL)
20 1.4 0,04

40 6.2 0,10

60 16.2 0,16

80 27.5 0,19

100 38.6 0,3

120 47.5 0,34

140 61.2 0,4

160 74.2 0,5

180 82.8 0,7

200 96.5 0,8

300 149.1 0,9

500 209.8 1,2
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Tablo 12. Hidrataz ve esteraz aktivite ol¢lim deneylerinde uygulanan hCA II izoenzimi
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen aktivite degerleri

Konsantrasyon Esteraz Aktivitesi Hidrataz Aktivitesi
[CAII] (nM) EA (U/L) EA (EU/mL)
2 0.8 0.03
4 1 0.06
6 1.7 0.09
8 23 0.12
10 2.5 0.15
15 3.5 0.25
20 4 0.26
30 6.7 0.55
40 9.1 0.6
50 10.6 1.2
A B
210 1.4
_ 180 - 12
_% 150 L0
% g 120 % g 0.8+
5 = 90 g3 06
2 60 £ 04
= -
30 RZ — 0.9995 0.2 R?=10.9779
0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
[RCAIL] (nM) [RCAL] (nM)
C D
12.5+
L4n
'z 10.04 5 L2
z | 10
2 g 7.5 1“3: E 05
§ = S 52 06
;: 2.5+ £ 04
R*-0,9952 = 02 R2=0,0838
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
[hCATI] (nM) [hCAII] (nM)

Sekil 25. Karbonik anhidraz I ve II izoenzimi aktivitesi dl¢imii deneylerinde kullanilan

caligma konsantrasyon araligini belirlemek i¢in c¢izilen konsantrasyon-aktivite
grafigi (A) hCA I’in esteraz aktivitesi 6l¢iimii (B) hCA I’in hidrataz aktivitesi
Olciimii (C) hCA II'in esteraz aktivitesi Ol¢iimii (D) hCA II'nin hidrataz
aktivitesi 0l¢timii
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4.2. Karbonik Anhidraz I ve IT Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Karbonik anhidraz I ve II aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisini
belirlemek i¢in enzim konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCAI:100 nM; hCAIIL:15 nM) p-
nitrofenil asetat i¢in 0.05-1.5 mM arasinda degisen dokuz farkli substrat
konsantrasyonunda reaksiyon karisimlari hazirlandi ve esteraz aktivitesi belirlendi. Elde
edilen sonuglar Tablo 13’de sunulmaktadir. Benzer sekilde enzim konsantrasyonlari sabit
tutularak (hCAI:100 nM; hCAII:15 nM) CO; igin 11.4-19 mM arasinda degisen bes farkl
substrat konsantrasyonunda reaksiyon karisimlart hazirlandi ve hidrataz aktivitesi
belirlendi. Elde edilen sonuglar Tablo 14’de sunulmaktadir. Elde edilen degerler
kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 26). Grafiklere ait egim denklemi
kullanilarak V. ve Ky, degerleri hesaplandi (Tablo 15).

Tablo 13. p-Nitrofenil asetat substratinin farkli konsantrasyonlarinda hCA I ve hCA 1I
izoenzimlerine ait esteraz aktivite degerleri

Konsantrasyon CAl CAll
[p-NPA] (mM) EA (U/L) EA (U/L)
0.05 0.9 0.7
0.125 1.3 1.3
0.25 5.2 2
0.375 7.8 23
0.5 10.8 3.8
0.625 18 5.2
0.75 19.6 6.1

1 32.7 7.2
1.25 33.8 8.7
1.5 37 14.7

Tablo 14. CO;’nin farkli konsantrasyonlarinda hCA 1 ve hCA II izoenzimlerine ait
hidrataz aktivitesi degerleri

Konsantrasyon CAIl CAll
[CO2] (mM) Aktivite (EU/ml) Aktivite (EU/ml)
11.4 0.03 0.08

13.3 0.08 0.12

15.2 0.12 0.16

17.1 0.15 0.18

19 0.18 0.26
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Sekil 26. Karbonik anhidraz I ve II enzim aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun
etkisini belirlemek icin kullanilan Lineweaver-Burk grafikleri (A) hCA I’in
esteraz aktvitesi ol¢iimii sonucu (B) hCA I’in hidrataz aktivitesi 6l¢limii sonucu
(C) hCA II'nin esteraz aktivitesi Ol¢iimii sonucu (D) hCA II’'nin hidrataz
aktivitesi Ol¢limii sonucu

Tablo 15. insan karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri i¢in belirlenen Vax ve Kiy degerleri

Yontem Esteraz Hidrataz

Enzim (nM) hCAI (100) hCAII (15) hCAI (100) hCAII (15)
V max 42.7U/L 8.4 U/L 0.09 EU/mL 0.10 EU/mL
K 2.4 Mm 0.58 mM 27.4 mM 25.7 mM

4.3. Karbonik Anhidraz I ve II Aktivitesi Uzerine Asetazolamidin Etkisinin

Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve II enziminin aktivitesi iizerine asetazolamid’in etkisinin
belirlenmesinde enzim konsantrasyonlari sabit tutularak (hCAIL:100 nM; hCAIL:15 nM)
cesitli asetazolamid konsantrasyonlarinda aktivite Olgiimleri gerceklestirildi. Esteraz

aktivitesi Ol¢iim yontemi ile elde edilen sonuglar Tablo 16 ve Tablo 17°de; hidrataz
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aktivitesi 6l¢iim yontemi ile elde edilen sonuglar Tablo 18 ve Tablo 19’da sunulmustur. Bu

sonuclar kullanilarak Asetazolamid konsantrasyonu-% Aktivite grafikleri ¢izildi (Sekil 27).

Grafiklere ait egim denklemi kullanilarak ICsy degerleri hesaplandi.

A
1009 Insan CAI (100 nM)
- 3 insan CAI (100 nM) ~ :
£ 1C5: 0,236 1M £ 75
5 R 09929 < :
g """"""""""""""""""""""""" E 50~ .............................................
; E TCsq: 55,63 uM
g _EE 257 R*: 09668
a , * hd [] [ ] =
- X ALORS T PR S 0 L T T T T T 1
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o D ) o
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- 500 0,016 uM 4
; ] R%: 0,9830 % 137
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S 2
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Sekil 27. Karbonik anhidraz I ve II aktivitesi lizerine AZM nin etkisi (A) hCA I'in esteraz
aktivitesi 6l¢timii (B) hCA I’in esteraz aktivitesi 6l¢limii (C) hCA II’'nin esteraz
aktivitesi 6l¢limii (D) hCA II’nin hidrataz aktivitesi 6l¢iimii

Tablo 16. Esteraz yontemiyle AZM’ nin farkli konsantrasyonlar: i¢in hCA I izoenziminin
% aktivite degerleri

[AZM] (MM) EA (U/L) % Aktivite
0 36.1 100
0.1 26.3 72.9

1 7.8 21.6

5 4.7 13

10 4.3 11.9

40 3.7 10.2

80 1.6 4.4
120 1.1 3

160 0.8 2.2
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Tablo 17. Esteraz yontemiyle AZM nin farkli konsantrasyonlari i¢in hCA II izoenziminin
% aktivite degerleri

[AZM] (MM) EA (U/L) % Aktivite
0 14.7 100
0.1 6.8 46.3
1 6.2 422
10 6.3 42.9
20 5.9 40.1
40 5.6 38.1
80 5.2 35.4
120 5.2 35.4
160 53 36
200 53 36.1

Tablo 18. Hidrataz yontemiyle AZM nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hCA I izoenziminin
% aktivite degerleri

[AZM] (MM) Aktivite (EU/ml) % Aktivite
0 0.41 100
0.1 0.35 85.1
1 0.34 81.9
5 0.32 78.8
10 0.28 67.7
20 0.26 62.8
40 0.23 56.3
80 0.19 46.9
120 0.13 32.4
160 0.11 27.8
200 0.08 18.2
300 0.04 9.5
400 0.02 6
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Tablo 19. Hidrataz yontemiyle AZM’nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hCA II izoenzimin
% aktivite degerleri

[AZM] (uM) Aktivite (EU/ml) % Aktivite
0 0.27 100
0.1 0.24 88.2
2 0.2 71.7
4 0.16 583
8 0.09 32.8
12 0.06 215
16 0.04 14.5
20 0.04 14.5
24 0.01 6.6
28 0.03 9.4
32 0.01 4
36 0.03 9.4
40 0.009 3.1
44 0.01 4.8
52 0.002 0.76

4.4. Karbonik Anhidraz I ve II Aktivitesi Uzerine L-Histidinin Etkisinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve II enziminin aktivitesi iizerine L-Histidinin etkisinin
belirlenmesinde enzim konsantrasyonlar1 sabit tutularak (hCAI: 40 nM; hCAIL: 6 nM)
cesitli L-Histidin konsantrasyonlar1 kullanilarak ve aktivite 6l¢limleri gergeklestirildi. Elde
edilen sonuglar EAT i¢in Tablo 20 ve Tablo 21°de; HAT igin ise Tablo 22 ve Tablo 23’te
gosterilmektedir. Bu sonuglar kullanilarak L-Histidin konsantrasyonu-% Aktivite grafigi

cizildi (Sekil 28). Grafiklere ait egim denklemi kullanilarak ACsy degerleri hesaplandi.
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Sekil 28. Karbonik anhidraz I ve II aktivitesi lizerine HIS nin etkisi (A) hCA I’in esteraz
aktivitesi 6l¢iimii (B) hCA TI’in esteraz aktivitesi 6l¢imii (C) hCA II’nin esteraz
aktivitesi 6l¢limii (D) hCA II’nin hidrataz aktivitesi 6l¢limii

Tablo 20. Esteraz yontemiyle HIS nin farkli konsantrasyonlari i¢in hCA I izoenziminin %
aktivite degerleri

[HIS] (uM) EA (U/L) % Aktivite
0 6.7 100

0.2 72 107.5

2 7.8 116.4
20 8.2 122.4
200 8.5 126.9
400 12.4 185.1
800 22 328.4
1000 244 364.2
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Tablo 21. Esteraz yontemiyle HIS’ nin farkli konsantrasyonlari i¢in hCA II izoenziminin
% aktivite degerleri

[HIS] (nM) EA (U/L) % Aktivite
0 1.7 100

0.2 1.9 111.8

2 2.4 141.2
20 3.2 188.2
200 7.4 435.3
400 14.5 852.9
800 25.4 1 494.1
1000 32.4 1 905.9

Tablo 22. Hidrataz yontemiyle HIS nin farkli konsantrasyonlari i¢in hCA I izoenziminin

% aktivite degerleri

[HIS] (nM) Aktivite (EU/ml) % Aktivite
0 0.06 100
0.002 0.07 115.8
0.02 0.09 138.8
0.2 0.1 164.4

2 0.12 181.9
20 0.1 189.2
200 0.13 200.7
400 0.13 204.6
800 0.14 216.8

Tablo 23. Hidrataz yontemiyle HIS nin farkli konsantrasyonlari i¢in hCA II izoenziminin

% aktivite degerleri

[HIS] (uM) Aktivite (EU/ml) % Aktivite
0 0.02 100
0.002 0.06 268.8
0.02 0.09 404.3
0.2 0.1 453.4

2 0.4 18273
20 0.4 18273
200 0.42 1 869.2
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4.5. Karbonik Anhidraz I ve II Aktivitesi Uzerine Bergamottinin Etkisinin

Belirlenmesi

Karbonik anhidraz I ve II enzim aktivitesi iizerine bergamottinin etkisinin
belirlenmesinde enzim konsantrasyonlari sabit tutularak (hCAI: 100 nM; hCAIIL: 100 nM)
cesitli Bergamottin konsantrasyonlar1 kullanilarak aktivite 6l¢iimleri gergeklestirildi. Elde
edilen EAT i¢in Tablo 24 ve 25’de; HAT i¢in ise Tablo 26 ve Tablo 27’°de gosterilmistir. Bu
sonuclar kullanilarak Bergamottin konsantrasyon-%Aktivite grafigi cizildi (Sekil 29).

Grafiklere ait egim denklemi kullanilarak ICsy degerleri hesaplandi.

Tablo 24. Esteraz yontemiyle BGM’nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hCA I izoenziminin
% aktivite degerleri

[BGM] (uM) EA (U/L) % Aktivite
CAI1 (100 nM) 36.7

CA1 (100 nM) + DMSO(Derisik) 22.8 100
0.2 22.7 99.8
2 22 96.7
20 19.9 87.3
50 12.9 56.7
100 12.6 55.2
200 12.6 55.4
300 12.9 56.5
400 11.9 523
500 11.5 50.3

Tablo 25. Esteraz yontemiyle BGM nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hCA II izoenziminin
% aktivite degerleri

[BGM] (uM) EA (U/L) % Aktivite
CA I (100 nM) 42

CA II (100 nM) + DMSO(Derisik) 38.8 100
0.2 38.2 98.5
2 37.6 96.9
20 27.5 70.9
50 19.6 50.5
100 12.1 31.2
200 8.9 22.9
300 6.4 16.5
400 5.6 14.4
500 43 11.1
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Tablo 26. Hidrataz yontemiyle BGM nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hCA I izoenziminin

% aktivite degerleri

[BGM] (uM) Aktivite (EU/ml) % Aktivite
CAI1 (100 nM)

CA 1 (100 nM)+DMSO(Derisik) 0.2 100
0.0002 0.2 102
0.002 0.18 90.5
0.02 0.25 124.8
0.2 0.21 104.1
2 0.19 94.2
20 0.2 96.1
50 0.2 98
100 0.27 129.9
200 0.18 90.5

Tablo 27. Hidrataz yontemiyle BGM’nin farkli konsantrasyonlart i¢in hCA
izoenziminin % aktivite degerleri

II

[BGM] (unM) Aktivite (EU/ml) % Aktivite
0 0.45 100
0.2 0.37 82.5
2 0.34 75.2
20 0.3 68.7
50 0.28 62.9
100 0.26 57.7
150 0.23 50.7
200 0.18 40.9
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Sekil 29. Karbonik anhidraz I ve II aktivitesi lizerine BGM’nin etkisi (A) hCA I esteraz
aktivitesi lizerine BGM’nin etkisi (B) hCA D’in hidrataz aktivitesi iizerine
BGM’nin etkisi (C) hCA II esteraz aktivitesi lizerine BGM nin etkisi (D)hCA
II’nin hidrataz aktivitesi tizerine BGM nin etkisi

4.6. Molekiiler Kenetleme Calismasi

4.6.1. Karbonik Anhidraz I’in Asetazolamid, L-Histidin ve Bergamottin ile Molekiiler

Kenetleme Analiz Sonuclari

Molekiiler Kenetleme analiz sonucuna gére AZM’nin CA I (2FOY) ile en iyi
baglanma afinitesi -6.3 kcal/mol, baglanma afinite aralig1 -6.3 kcal/mol ile -4.6 kcal/mol,
ilk en iyt poz -6.3, -5.8 ve -5.8 kcal/mol olarak bulundu. Asetazolamidin CA I ile
etkilesimi Sekil 30°da goriilmektedir.

L Histidin ile CA I (2FOY) en iyi baglanma afinitesi degerlendirildiginde ise -5.8
kcal/mol, baglanma afinite aralig1 -5.8 kcal/mol ile -4.5 kcal/mol ve ilk en iyi poz -5.8
kcal/mol, -5.3 kcal/mol, -5.1 kcal/mol olarak hesaplandi. L-Histidinin CA I ile etkilesimi
Sekil 30’da goriilmektedir.
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inhibitéor, AZM, HIS ve BGM ile

etkilesimlerine ait 3D ve 2D goriintiileri (A) CAl-inhibitér, (B) CA I-
Asetazolamid, (C) CA I-L-Histidin ve (D) CA I-Bergamottin

Bergamottinin CA 1 ile etkilesimini degerlendirdigimizde ise en iyi baglanma

afinitesi -7.6 kcal/mol olarak bulundu (Tablo 28). Bergamottinin CA II ile etkilesimi Sekil

30°da goriilmektedir.
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Tablo 28. CA I ve CA II i¢in molekiiler kenetleme analizi ile belirlenen inhibit6r ligandin
ve bergamottinin baglanma skorlar1

Baglanma Skorlar1 (kcal/mol)

Ligand

CAI(2FOY) CAII(2FOU)
CA inhibitor* -7.4 -9.0
Bergamottin -7.6 -8.2

Degerler, molekiiler docking simiilasyonlar1 ile hesaplanan en yiiksek baglanma afinite skorlarim
gostermektedir. Daha negatif degerler, daha giiglii baglanma afinitesini gosterir. *her protein i¢in kendi
XRAY yapst i¢indeki inhibitdr tercih edilmistir.

4.6.2. Karbonik Anhidraz I’nin Asetazolamid, L Histidin ve Bergamottin ile

Molekiiler Kenetleme Analiz Sonuclari

Asetazolamidin CA II (2FOU) ile en iyi baglanma afinitesi ise -6.8 kcal/mol,
baglanma afinite aralig1 -6.8 kcal/mol ile - 4.8 kcal/mol, ilk en iyi poz -6.8 kcal/mol, -5.9
kcal/mol ve -5.8 kcal/mol olarak bulundu. Asctazolamid ile CA II etkilesimi Sekil 31°de

goriilebilmektedir.

L-Histidin ile CA II etkilesim sonucuna gore ise en iyi baglanma afinitesi -5.4
kcal/mol, baglanma afinite araligi -5.4 kcal/mol ile -4.4 kcal/mol, ilk en iyi poz -5.4
kcal/mol, -5.4 kcal/mol, -5.2 kcal/mol olarak hesaplandi. L-Histidinin CA II ile etkilesimi
Sekil 31°de goriilmektedir.

Bergamottinin CA Il ile etkilesimini degerlendirdigimizde en iyi baglanma afinitesi
-8.2 kcal/mol olarak bulundu (Tablo 28). Bergamottinin CA II ile etkilesimi Sekil 31°de

gorilmektedir.
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Sekil 31. Karbonik anhidraz II izoenziminin inhibitér, AZM, HIS ve BGM ile
etkilesimlerine ait 3D ve 2D goriintiileri (A) CAll-inhibitor, (B) CA II-
Asetazolamid, (C) CA II-L-Histidin ve (D) CA II-Bergamottin

4.6.3. Karbonik Anhidraz I ve II’nin Bergamottin ile Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Sonuclarn

Molekiiler dinamik simiilasyonlarda, bergamottin-CA 1 kompleksinin 100 ns
boyunca 0.1-0.2 nm kok ortalama kare sapmast (RMSD) degerleri araliginda stabil bir
davranig sergiledigi goriildii. Baglanma cebinde diger ligandlara kiyasla daha yiiksek
konformasyonel esneklik gdstermesine ragmen, protein yapisinin kompaktligi (jirasyon

yaricapt ~1.75 nm) korundu. Amino asit rezidiilerinin dalgalanmalarin1 gosteren kok
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ortalama kare dalgalanmasi (RMSF) profili, protein yapisinin ¢ogunlukla kararlt oldugunu,

ancak belirli bolgelerde (6zellikle yiizey dongiilerinde) beklendigi gibi daha yiiksek

esneklik gosterdigini ortaya koydu.
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Sekil 32. CA I ile bergamottin etkilesimi (A) CA I izoenziminin iki farkli ligand
varliginda protein yapisinin kararlilign (B) Ligandlarin baglanma bdlgesindeki
RMSD degisimleri (C) Protein-ligand komplekslerinin jirasyon yarigap: analizi
(D) Protein yapisinin amino asit bazinda esnekligini gosteren RMSF profili.

Karbonik anhidraz II ile etkilesiminde ise, protein yapist 0.2 nm RMSD degerinde

stabilize olurken, ligand RMSD’si 1 nm civarinda seyretti ve baglanma cebinde kararl bir

konformasyonel davranis sergiledi. Jirasyon yarigap: analizi, protein kompaktlhigmin 1.75-

1.77 nm araliginda korundugunu gosterdi. Ortalama kare dalgalanmasi profili, protein

yapisinda benzer amino asit dalgalanma paternleri sergiledigini ortaya koydu. Bu bulgular,

Bergamottin’in her iki enzim i¢in de potansiyel bir inhibitér adayr olabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 33. CA 1I ile bergamottin etkilesimi (A) CA II izoenziminin iki farkli ligand
varliginda protein yapisinin kararliligi (B) Ligandlarin baglanma bdlgesindeki
RMSD degisimleri (C) Protein-ligand komplekslerinin jirasyon yarigapi analizi
(D) Protein yapisinin amino asit bazinda esnekligini gosteren RMSF profili.
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5. TARTISMA ve SONUC

Enzimler, canlilarda biyokimyasal reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diigiirerek
reaksiyonlarin daha hizli gergeklesmesini saglayan biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin
katalitik aktiviteleri devir hizi, devir sayisi olarak da bilinen k. degeri ile ifade
edilmektedir. Bu deger birim zamanda bir enzim molekiilii tarafindan tirline donistiiriilen
substrat miktarin1 gostermektedir. Katalitik aktivitesi en yiliksek enzimlerden biri olan

karbonik anhidraz enzimi, CO,:HCOj3™ doniisiimiinii katalize etmektedir (2).

Karbonik anhidraz enzimi yapisinda Zn, Fe gibi metalleri igeren bir metaloenzim
ailesinden olusur. Bu enzim ailesi yapisal olarak su ana kadar bilinen 8 farkli sinifa
ayrilmaktadir ve insanlarda ise a karbonik anhidraz sinifi bulunmaktadir. insanlarda o
karbonik anhidrazin 15 farkli izoenzimi bulunur ve bu izoenzimlerin hiicresel

lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlar: farklilik gostermektedir (5).

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin farkli dokularda ve hiicresel lokalizasyonlarda
bulunuyor olmalar1 sebebiyle viicudumuzda pek c¢ok farkli igleve sahiptirtir. Karbonik
anhidrazlar, CO, ve HCOj; arasindaki doniisiim reaksiyonu katalizlemesi yaninda
glukoneogenez, Tlreagenez ve lipogenez gibi biyosentetik siireclerde, mide asidi
tiretiminde, elektrolit salgilanmasinda, kemik rezorpsiyonunda, kalsifikasyon ve timor
olusumu gibi siireclerde de yer almaktadir. Karbonik anhidrazlar, fizyolojik etkilerinin yani
sira kanser, alzheimer, glokom, epilepsi gibi patolojik durumlarla da iliskilendirilmektedir
(5, 28). Bu sebeple hCA enziminin aktivasyonu ve inbisyonu farmakolojik hedef olarak
diistiniilmekte ve aragtirmalar yapilmaktadir. Caligmalar sonucunda giiniimiizde klinikte
anti-glokom, antiditiretik, anti-epileptik ajan olarak kullanilan karbonik anhidraz

inhibitorleri bulunmaktadir (104).

Klinikte kullanimda olan CA; siilfonamid tiirevi inhibit6rlerdir ve bunlar, hCA’in
biitlin izoenzimlerini inhibe ettigi icin c¢esitli yan etkilere sebep olmaktadir (30).
Asetozolamid epilepsi, glokom, akut dag hastalifi gibi hastaliklarda kullanilan bir
siilfonamid tiirevi CA;’dir. Bu hastaliklarda kullaniminda kasinti, dokiintii, Stevens-
Johnson sendromu, metabolik asidoz gibi ciddi yan etkiler goriilmektedir. Dorzolamid de
glokom tedavisinde kullanilan bir bagka siilfonamid tiirevi CA;’dir ve kullaniminda
disguzi, gozde yanma, batma, bas donmesi gibi yan etkiler goriilmektedir. Zonisamid ve
topiramat ise epilepsi tedavisinde kullanilan siilfonamid tirevi CAj’leridir. Diger

inhiborlerde oldugu gibi kullaniminda bag donmesi, depresyon, biligsel bozukluk ve bobrek
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tagi olusumu ciddi yan etkilere sebep olmaktadir. Glokom tedavisinde kullanilan
diklorfenamit, brinzolamid, metazolamid, etokszolamid gibi stilfonamid tiirevi CA;’lerin de
kullaniminda ciddi yan etkiler goriilmektedir (7, 29, 33-47). Ayrica CA izoformlari, farkl
hiicresel lokalizayonlara ve doku dagilimlarina sahip olmalar1 nedeniyle farkli patolojilerle
iliskilendirilmistir. Ornegin hCA IX ve XII izoformlar1 kanser ile iliskilendirilirken hCA 1,
I, IV ve XIV izoformlar1 retinopatilerle; hCA II ve VII noropatik agr ile
iliskilendirilmektedir (105). Bu sebeple yeni ve yan etkileri ¢ok az olan ya da hi¢ olmayan

izforma 6zgii se¢ici CA inhibitorler 6nem kazanmakta ve arastirilmaktadir (106).

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle CA enzimi
tizerinde kumarinler, poliaminler ve fenoller gibi ¢esitli bitki bilesenlerinin etkileri
arastirilmaktadir. Bununla birlikte bitkiler ve bitkisel iirlinlerin, hem yiyecek ve igecek
seklinde tiiketimi hem de tibbi tedavi amaciyla kullaniminin diinya capinda giderek
artmaktadir (9, 107). Bu kapsamda yapilan calismalarda bazi bitki kokenli bilesiklerin
farkl1 inhibisyon mekanizmalar1 gostermeleri sonucu, izoenzime 0zgli CA;’lerin
olusturulmasinda ve cesitli istenmeyen yan etkilerden yoksun yeni ila¢ kategorilerinin

kesfinde bitki kokenli bilesenlerin yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir (8, 9).

Yeni ilag kategorilerinin kesfinde Bilgisayar Destekli Ilag Tasarmmi (Computer
Aided Drug Design, CADD) yeni terapotik ajanlarin kesfi, tasarimi ve gelistirilmesi i¢in
kullanilan bir yontemdir. Bu yontem daha hizli, ekonomik ve daha verimli bir ilag¢ kesfi
saglamaktadir. Geleneksel ilag kesfi yontemleri 10 yildan fazla siiren bir asamayi igerirken
CADD ise bu siirece katki saglayarak siireci kisaltmaya yardimci oldugu igin tercih
edilmekte ve su ana kadar CADD araciligiyla gelistirilen ilaglar bulunmaktadir. Bunlara
antihipertansif ajan olarak kaptoril, karbonik anhidraz inhibitérii olan dorzalamid 6rnek

verilebilir (109).

Bilgisayar Destekli Ilag Tasarimi yapi tabanli ve ligand temelli olarak ikiye
ayrilabilir (109, 110). Molekiiler (Docking) Kenetleme Yontemi de yapi tabanli bir
yontemdir. Bu yontem molekiiller arasindaki etkilesimlerin tahmini ve baglanma afinitesi
bize gostermektedir. Bu analizleri yapabilmek icin gelistirilen c¢esitli yazilimlar

bulunmaktadir ve Auto- Dock Vina da bu yazilimlardan biridir (109, 111).

Bu dogrultuda, bir furanokumarin olan bergamottinin hCA I ve hCA II izoenzimleri
tizerindeki etkileri in vitro deneysel yontemler (hidrataz ve esteraz aktivitesi Ol¢limii) ve

molekiiler docking analizleri ile belirlenmesi amaglanmistir. Bergamottinin hCA
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izoenzimlerinin aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla hCA izoenzimleri
arasindan hCA 1 izoenzimi, hemoglobinden sonra eritrositlerde en fazla bulunan ikinci
protein olmasi nedeniyle; hCA II izoenzimi ise bir¢ok dokuda toplam karbonik anhidraz

aktivitesinin biiyiik bir kismindan sorumlu olmasi nedeniyle ¢aligmada tercih edilmistir.

Aktivite 6l¢iimlerinde kullanilan hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin konsantrasyon
araliklarin belirlenmesi ve deney prosediiriiniin test edilmesi amaciyla esteraz ve hidrataz
aktivitesi Ol¢timleri yapildi. Elde edilen bulgular ve aktivite-konsantrasyon grafiklerine
gore belirtilen sartlar altinda yontemin dogru calistigi ve hCA I i¢in 0-500 nM, hCA II i¢in
0-50 nM enzim konsantrasyonu araliginin uygun olacag tespit edildi. Sonrasinda her iki
izoenzim i¢inde substrat konsantrasyonun etkisini belirlemek igin Ky, ve V. degerleri
hesaplandi. Esteraz aktivitesi Slglimiinde hCA 1 (100 nM) i¢in V.« degeri 42.7 U/L ve
hCA II (15 nM) i¢in ise 8.4 U/L olarak hesaplandi. Aralarindaki bu fark V.. degerinin
enzim konsantrasyonuna bagli olmasindan kaynaklanabilir. Insan karbonik anhidraz I i¢in
K degeri ise 2.4 mM ve hCA 1l i¢in de 0.58 mM olarak hesaplandi. Konsantrasyon farkina
ragmen hCA II'nin daha diisiik K, degerine sahip olmas1 katalitik aktivitesinin hCA I’e
kiyasla daha yiiksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Hidrataz aktivitesi dl¢timiinde hCA I (100 nM) ve hCA II (15nM) igin Vi, degeri
sirastyla 0.09 EU/ml ve 0.10 EU/ml K, degerleri ise 27.4 mM ve 25.7 mM olarak
hesaplandi. Bu sonugclar esteraz aktivite sonuclari ile benzer sekilde konsantrasyon farkina
ragmen sonuglarin yakin ¢ikmast hCA II'nin katalitik aktivitesinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Literatiire bakildig1 zaman genel olarak CA; ile ilgili aragtirmalarda K, ve
Vmax degerlerinin hesaplanmadigir goriilmektedir. Bu tez ¢alismasi bu konuda literatiire

katki saglamaktadir.

Kinetik sabitlerin hesaplanmasindan sonra her iki izoenzim i¢in de esteraz ve

hidrataz aktivitesi dl¢timleri AZM, HIS ve BGM ig¢in gerceklestirildi.

Bergamottinin hCA I izoenziminin (100 nM) hidrataz aktivitesi iizerindeki etkisi 9
farkli konsantrasyonda degerlendirdi. Yapilan in vitro analizlerden elde edilen bulgular
sonucunda BGM’nin inhibitdr etki gosterdigi belirlenmis, ancak ICs aktivitesini gdsteren
deger elde edilemedigi icin hesaplanamamistir. Ayn1 deneysel diizende, AZM hCA I (100
nM) {izerindeki inhibisyon etkisi incelendiginde ICsy degeri 55.63 uM olarak
belirlenmistir. Enzimin esteraz aktivitesine yonelik dl¢limler sonucunda ise AZM i¢in ICsg

degeri 0.236 puM, BGM icin ise 742.5 uM olarak hesaplanmisti. Bu bulgular
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dogrultusunda, her iki aktivite Ol¢iimiinde de BGM’nin hCA 1 izoenzimi iizerindeki

inhibitor etkisinin AZM’ye kiyasla belirgin sekilde daha zayif oldugu sonucuna varilmaigstir.

Bergamottinin hCA II (100 nM) izoenziminin hidrataz aktivitesi tizerine etkisini 6
farkli konsantrasyonda degerlendirildi. Deney sonucunda BGM hCA 1 izoenzimi iizerine
etkisiyle benzer sekilde hCA II izoenzimi i¢in de inhibitor etkisi gosterdi. Hidrataz

aktivitesi 6l¢limii sonuglaria gore ICsy 140 uM olarak hesaplandi.

Enzimin esteraz aktivitesi ol¢iimii ise 9 farkli konsantrasyonda gerceklestirildi.
Deney sonucuna gore ICsy 49.09 uM olarak belirlenmistir. Asetozolamid ile
karsilastirildiginda, her iki aktivite 6l¢iimiinde de daha zayif bir inhibitoér oldugunu ve hCA
I (100 nM) izoenzimine kiyasla hCA II (100 nM) izoenzimi iizerinde daha etkili oldugu

belirlendi.

Molekiiler kenetleme c¢alismasinda ise hCA 1 ve II izoenzimleri {izerine
bergamottinin etkisini gosterebilmek amaciyla Auto-Dock Vina yazilimini kullandi. hCA I
ve hCA II'nin yapilart icin RCSB veritabani, bergamottin i¢in ise PubChem veritabani
kullanildi. Daha sonra protein-ligand komplekslerin davranislarin1 incelemek i¢in
GROMACS kullanarak yapisal analizlerini yapildi ve gorsellestirilmesini GraphPad Prism
ile gergeklestirildi.

Molekiiler kenetleme c¢alismasinda ilk olarak hCA I ve hCA 1I ile L-Histidin ve
asetozolamidin etkilesimi degerlendirildi. Asetazolamid izoformalar ile zayif-orta diizeyde
baglanma afinite skoru (-6.8 kcal/mol) gosterdi. Karbonik anhidraz II’ye (-6.8 kcal/mol)
CA T’e gore (-6.3 kcal/mol) biraz daha giiglii baglandig1 ancak bu farkin 6nemli diizeyde
olmadig1 goriilmistiir. Genel olarak degerlendirdigimizde baglanma degerleri optimal
etkilesim icin yetersiz oldugu bulunmustur. L-Histidin her iki izoform i¢in oldukca zayif
baglanma afinitesi gostermistir. Baglanma degerleri -5.4 ile -5.8 kcal/mol olarak
bulunmustur ve bu degerler zayif bir etkilesim oldugunu gostermektedir. Sonug olarak her
iki bilesik de enzimlerle optimal olmayan etkilesimler gdstermektedir. Asetazolamid
gorece daha 1yi baglanma gdsterse de degerler gii¢lii bir inhibitor etkisi i¢in yetersiz oldugu
bulunmustur.  L-Histidinin =~ baglanma  degerleri, etkili  bir ligand olarak
degerlendirilemeyecegini gostermistir. Bu durum her iki bilesigin de karbonik anhidraz
izoformlariyla yeterince giiclii etkilesimler gosteremedigini ve daha etkili inhibitorler igin
yapisal modifikasyonlar veya tamamen farkli molekiiler yapilarin arastirilmasi gerektigini

gostermektedir.
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Bergamottinin etkileri degerlendirildiginde ise CA I i¢in -7.6 kcal/mol ve CA I igin
-8.2 kcal/mol degerinde baglanma skoru hesaplandi. Karbonik anhidraz I i¢in standart
inhibitorden (-7.4 kcal/mol) daha yiiksek bir afinite; CA II i¢in ise (-9.0 kcal/mol) yine de
giiclii ama standart inhibitore kiyasla daha diisiik bir baglanma afinitesi gosterdi.
Molekiiler dinamik similasyonlarda Bergamottin-CA I kompleksi 100 ns boyunca 0.1- 0.2
nm RMSD degerleri araliginda, CA II-Bergamottin kompleksi de 0.2 nm RMSD degerinde
stabilize olmustur. Bergamottin CA II i¢in kararli bir konfarmasyonel bir davranis
sergilerken CA I i¢in daha esnek bir korfarmasyonel davranis sergilemistir fakat protein
yapisinin kompaktligi korunmustur. Kok ortalama kare dalgalanmasi (RMSF) profili,
protein yapisinda benzer amino asit dalgalanma paternleri sergiledigini ortaya koymustur.
Bu bulgular bergamottinin her iki izoenzim i¢in de potansiyel bir inhibitér adayi

olabilecegini gostermektedir.

Calisma sonuglarima gore in vitro analizlerden ve molekiiler kenetleme
analizlerinden elde edilen bulgular birbirini desteklemektedir. Bergamottin iki ¢alismada
da benzer sekilde hCA I ve hCA 1I i¢in inhibitor etkisi gostermistir. Bu kapsamda, bitki
kokenli bilesikler izoenzime 6zgli CA;’lerin olusturulmasinda ve ¢esitli istenmeyen yan
etkilerden yoksun yeni ila¢ kategorilerinin kesfi i¢in arastirllmaktadir. Literatiir
incelendiginde bu tez caligmasi ile benzer sekilde bitki kdkenli bir¢ok bilesigin CA I ve CA

IT izoenzimleri tizerine aktivitesinin arastirildig goriilmektedir.

Aggul ve arkadaslar1 tarafindan gercgeklestirilen calismada, mevcut karbonik
anhidraz inhibitorlerinin yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle, daha etkili ve dogal
kaynakli potansiyel CA inhibitorlerinin arastirllmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda,
zeytinyaginda (Olea europaea L.) bulunan biyoaktif bilesiklerden Oleuropein ve
Verbascoside’in, CA 1 ve CA 1II izoenzimleri tlizerindeki etkileri, enzimin esteraz
aktivitesine dayali Ol¢iim yontemine gore degerlendirilmisti. Calisma sonucunda,
Oleuropein ve Verbascoside’in CA I izoenzimi i¢in ICsy degerleri sirasiyla 1.57 uM ve
1.73 uM; CA 1I izoenzimi i¢in ise 2.23 uM ve 1.90 uM olarak hesaplanmistir. Elde edilen
bulgular dogrultusunda, her iki bilesigin de CA I ve II iizerinde inhibitor etki gosterdigi,
ancak AZM ile karsilastirildiginda daha zayif inhibitor o6zelliklere sahip olduklari
belirlenmistir. Ayrica, Oleuropein’in inhibisyon etkinliginin Verbascoside’e kiyasla daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir (112).
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Sentiirk ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitilen c¢alismada ise, CA I ve CA 1I
izoenzimleri lizerinde bazi fenolik bilesiklerin inhibitoér etkilerinin olup olmadigi
arastirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, resveratrol, katesin, silimarin ve kurkumin i¢in ICs
degerleri sirasiyla CA I izoenzimi i¢in 2.25, 4.29, 4.62 ve 5.63 uM; CA II izoenzimi igin
ise 1.68, 4.03, 4.26 ve 4.81 uM olarak rapor edilmistir. Elde edilen bulgular, bu bilesiklerin
her iki izoenzim {izerinde de inhibitdr etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Ancak, bu
inhibitor etkinin, bu ¢alismada oldugu gibi, klasik siilfonamid tiirevi inhibitorlere kiyasla

daha zayif oldugu sonucuna varilmistir (113).

Koksal ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ise karnosik asit tiirevlerinin asetil ve
biitirilkolinesterazlara (AChE, BChE) ve karbonik anhidrazlara karsi inhibitor aktiviteleri
acisindan degerlendirilmistir. Yaptiklar1 calisma sonucunda karnosik asit, 12-metoksi-
karnosik asit, karnosol, rosmanol, 7-metoksi-rosmanol, izorosmanol icin sirasiyla ICsg
degerleri CA I igin 3.10, 2.64, 2.40, 0.21, 4.81, 1.63 nM; CA Il i¢cin 3.77, 2.64, 5.47, 4.18,
4.81, 5.78 nM olarak hesaplanmistir. Bu bulgular referans ilag olan AZM (CA I i¢in 98.35
nM; CA I i¢in 104,67 nM) ile karsilastirilmistir. Sonuglara gore karnosik asit tiirevlerinin
AZM kayasla giiglii bir inhibitor etki sergilediklerini bulunmustur. Ayrica en giiclii etkiyi
gosteren rasmanoliin, CA I iizerine CA II enzimine kiyasla daha giiclii bir etki gostermistir.

Boylece rasmanoliin potansiyel bir terapotik ajan olabilecegi gosterilmistir (114).

Aggiil ve arkadaglarinin Oleuropein ve Verbascoside’nin CA 1 (PBM kodu: 4WR?7)
ve CA II (PBM kodu: 3HS4) izoenzimleri iizerine etkilerini in vitro olarak arastirdiklari
calismadan daha Once bahsedilmisti. Mevcut tez calismasi ile benzer sekilde in vitro
caligmalarina ek olarak arastirdiklar1 bilesenlerin molekiiler kenetleme yontemi ile
izoenzimler lizerine baglanma afinitelerini incelenmistir. Oleuropein CA I i¢in -7.77
kcal/mol, CA II i¢in -8.58 kcal/mol; Verbascoside CA I i¢in -6.18 kcal/mol, CA II i¢in ise -
10.58 kcal/mol bulunmugstur. Baglanma skorlarina gére CA I ile oleuropein CA II ile de
verbascoside daha giiglii etkilesimler kurmaktadir. Bu sonuglar in vitro deneyler ile uyumlu
olarak bu bilesenlerin CA I ve CA 1II i¢in inhibitér potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir (112).

Koksal ve arkadaglar1 tarafindan mevcut tez calismasiyla benzer sekilde in vitro
deneysel calismalarima ek olarak molekiiler kenetleme yontemi de kullanilmistir.

Rosmanoliin asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve CA I (PDM Kodu: 1CZM) ve CA 11
(PDM Kodu: 1A42) i¢in molekiiler mekanik genellestirilmis dogmus ylizey alan1 (MM-
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GBSA) CA I ve CA I igin sirasiyla -63.24 kcal/mol, -43.27 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar in vitro deneyler ile uyumlu sekilde rosmanoliin potansiyel bir

inhibitor olacagini gostermektedir (114).

Aggul ve arkadaglar1 tarafindan yapilan diger bir calismada ise tirosol,
hidroksitirosol, kafeik asit, luteolin, diosmetin, luteolin 7- O - glikozit ve apigenin 7- O —
glikozitin CA I ve CA II izoformlari lizerindeki inhibitor etkilerini incelenmistir. Karbonik
anhidraz I i¢in ICsy degerini sirasiyla 6.8 uM, 11.38 uM, 5.73 uM, 2.62 uM, 3.68 uM, 2.02
uM, 3.23 uM ve AZM igin 1.01 uM, CA II igin ise ICsy degerini sirasiyla 9.05 uM, 6.27
uM, 5.50 uM, 3.43 uM, 2.82 uM, 2.26 uM, 2.23 uM ve AZM i¢in de 0.22 uM olarak
hesaplamigtir. Bu sonuglari gore bu bilesiklerin inhibitor etkisi gosterdiklerini fakat
AZM’den daha zay1f bir etkileri olduklarin1 bulunmustur. Daha sonrasinda bu bilesiklerin
etkilerini molekiiler kenetleme yontemi ile incelenmis. Karbonik anhidraz I (PBM
kodu:4WR?7) igin baglanma afinite skorlar1 sirasiyla -4.487 kcal/mol, -5.332 kcal/mol, -
7.706 kcal/mol, -6.911 kcal/mol, -5.365 kcal/mol, -9.205 kcal/mol, -8.248 kcal/mol ve
AZM i¢in — 6.167 kcal/mol olarak bulunmustur. Karbonik anhidraz II (PBM kodu: SAML)
icin ise sirastyla -4.175 kcal/mol, -5.538 kcal/mol, -8.429 kcal/mol, -6.183 kcal/mol, -7.111
kcal/mol, -8.343 kcal/mol, -8.698 kcal/mol ve AZM icin -5.601 kcal /mol olarak
hesaplanmistir. Bu calisma sonucuna gore luteolin 7- O- glikozid, diger bilesiklerle
karsilastirildiginda hCA T ve II izozimlerine karsi en iy1 gii¢lii inhibitor etkiye (sirasiyla
ICso = 2.02 ve 2.26 uM) sahiptir. Deneysel inhibisyon sonuglar ile serbest baglanma
enerjisi skorlar1 arasinda gii¢lii bir uyumlu bulunmustur. Bu, luteolin 7- O -glikozidin hem
4WR7 hem de SAML ile distik enerjili giiglii bir etkilesimini dogrulamistir. Yerlestirme
sonuglari, bilesigin pozitif kontrol bilesigi olan asetazolamidden daha iyi bir yerlestirme
skoruna ve daha diisiik serbest baglanma enerjisine sahip oldugunu gdstermistir. Bu
durumun, luteolin 7- O -glikozidin her iki izozim iizerindeki yiiksek inhibitor etkisinin

nedeni olabilecegi sonucuna varilmistir (4).

Sonu¢ olarak, mevcut tez calismasinda BGM’nin CA 1 ve CAII izoenzimlerinin
aktivitesi lizerine etkisi in vitro ve in silico yontemleriyle degerlendirildi. Elde edilen
bulgular her iki izoenzim i¢inde BGM’nin potansiyel bir inhibitér adayr oldugunu
gostermektedir. Karbonik anhidraz I ve Il izoenzimlerinin ekspresyonunun glokom, akut
dag hastalig1 gibi patolojik durumlarda arttig1 bilinmektedir. Giiniimiizde klinikte mevcut

olarak bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan silfanamid tiirevi inhibit6érler, Steven
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Johnson sendromu, depresyon gibi ciddi yan etkilere sebep olmaktadir. Bununla birlikte
literatiir incelendiginde bitki kokenli bilesenlerinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalardaki
artiglarin hiz kazandig1 goriilmektedir. Mevcut tez calismasi bu dogrultuda yapilan ve
literatiir taramalar1 sonucu bildigimiz kadariyla bir furonokumarin bilesiginin hCA I ve II
izoenzimleri iizerine etkisinin degerlendirildigi ilk ¢aligmadir. Calisma sonucunda elde
edilen bulgular gore BGM’nin, klasik siilfanamid tiirevi inhibitorlerine kiyasla daha
giivenli bir potansiyel farmakolojik ajan olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bununla
birlikte BGM’nin bu hastaliklar iizerindeki terapotik etkisinin belirlenmesi ve belirtilen
izoenzimlere spesifik olup olmadigmin tespiti i¢in daha fazla arastirma yapilmasi ve bu

sonuglarin in vivo olarak da aragtirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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