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OZET

Yuksek Lisans Tezi

BAZI DOGAL MADDELERIN INSAN KARBONIK ANHIiDRAZ I VE 11
iZOENZIMLERIi UZERINDEKI INHIiBIiTOR ETKILERININ
INCELENMESI

Tunay CELIK
Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisi
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Dr.Ogr.Uyesi Kadriye URUC PARLAK

Karbonik anhidrazlar (CA’lar), karbondioksit ve su arasindaki reaksiyonu
katalize eden metaloenzimlerdir. Bu ¢alismadaki amacimiz belirli dogal
maddelerin insan kirmizi kan hiicrelerinden saflastirilmis CA | ve Il enzimleri
uzerindeki etkilerini belirlemektir. Bu amacla 6ncelikle CA izoenzimleri insan
taze kanindan Sefaroz-4B-L-tirozin sudlfanilamid kolon kromatografisi
vasitasiyla elde edildi. Karbonik anhidrazlar sirasiyla 98,92 ve 438,85 kat
saflastirild1 ve %69,6, %44,12 verimle elde edildi. Daha sonra ICso degerlerini
bulmak i¢in esteraz aktivitesi kullanilarak dogal maddelerin tiirevlerinin insan
karbonik anhidraz izoenzimi I ve II iizerine inhibisyon etkileri arastirild1 ve (%)

Aktivite grafikleri gizildi.

Elde edilen grafiklerden yararlanilarak, 1-5 numarali dogal maddelerin hCA | ve
hCA 11 igin ICso degerleri hesaplandi. hCA I-1l igin ICso degerleri sirasiyla
0,0955-1,055 uM ve 0,1566-0,760 UM olarak tespit edildi.
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ABSTRACT
Master Thesis

INVESTIGATION OF THE iNHIBITORY EFFECTS OF SOME
NATURAL SUBSTANCES ON HUMAN CARBONIC ANHYDRASE |
AND Il ISOENZYMES

Tunay CELIK
Agr1 Ibrahim Cegen University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Asist. Prof.Dr. Kadriye URUC PARLAK

Carbonic anhydrases (CAs) are metaloenzymes that catalyze the reaction
between carbon dioxide and water. In this our aim was to examine the effects
ofcertain natural substances on the purified derivates of human carbonic
anhydrase 1 and 2 that were collected from human red blood cells. For this
purpose firstly carbonic anhydrase isoenzymes were isolated from fresh blood
using Sepharose-4B-L-tyrosine sulfanilamide colon chromatography. Carbonic
anhydrases were purified 98.92 and 438.85 fold and obtained with a yield of
%69.6 and %44.12 respectively. Subsequently, the inhibitory effects of
derivatives of natural compounds on human carbonic anhydrase isoenzymes
were investigated using esterase activity to find 1Cso values, and (%) activity
graphics were plotted.

Using the data obtained from the graphics, the 1Cso values for hCA | and hCA 11
of natural substances 1-5 were calculated. The ICso values for hCA | and Il are
in the range of 0.0955-1.055 uM and 0.1566-0.760 UM, respectively.
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1.GIRIS

1.1. Enzimler

Giliniimiizde biyokimya alaninda en fazla ¢alisilan konulardan bir tanesi de
enzimlerdir. Endistriden, saglik temelli ¢esitli alanlara kadar enzimler ¢ok fazla
uygulama alanina sahiptirler (Gong et al. 2017; Lehninger et al. 2005). Enzimler,
reaksiyonla tuketilmeksizin kimyasal reaksiyonlari hizlandiran katalizérler veya
kimyasal maddelerdir (Reece et al. 2010).

Enzimler viicudumuzdaki biitiin reaksiyonlarin yiiriitiilmesinde Onemli bir
role sahiptirler. Cogu enzim, kimyasal reaksiyonlarda aktivasyon enerjisini
azaltmaya yarayan proteinlerdir (Petersen and Anderson 2005). Enzimler substrat
denilen reaktanlar iizerinde calisirlar. Enzim substratlar ile etkilesir ve enzim
substrat1 iiriine doniistiirdiikten sonra enzim etkilenmeden kalir (Reece et al. 2010).
Enzim aktivitesi baz1 ¢evresel faktorlerden etkilenebilir (Petersen and Anderson
2005). Sicaklik, enzim aktivitesini etkileyebilen ¢evresel bir faktordiir (Conant
2012). Enzimleri etkileyen diger bir faktor ise pH'dir (Petersen and Anderson 2005).
Enzimler hem iiriine doniistiirdiikleri substratlara karst hem de katalizledikleri
reaksiyon tiplerine karst son derece spesifiktirler. Genel olarak ayni tip benzer
reaksiyonlar1 veya tek bir kimyasal reaksiyonlari katalizler (Berg et al. 2006).

Enzimlerin genel yapisina bakildiginda katalitik bolge, katalizde rol oynayan
aminoasit kalintilar1 ve aktif bolge denilen 6zel bir yuva veya cep oldugu
gozlemlenir (Engelking 2015). Enzim yapilar1 aminoasit sekanslarindan miitesekkil
olup bu sekanslarin olusturdugu bir veya daha fazla polipeptit yapidan olusur.
Enzimler aktivitelerine gore isimlendirilirler. Gosterdikleri aktiviteyi ifade eden
terimin sonuna "az" eki getirilerek enzim adi meydana getirilir. Ornek vermek
gerekirse substrat olarak treyi kullanan enzim isimlendirilirken sonuna "az" eki
eklenmis ve lireaz olarak isimlendirmistir (Perales et al. 2016).

Enzimlerin biiylik bir boliimii aktive olabilmek i¢in protein yapiya sahip
olmayan bir kofaktore gereksinim duyarlar. Kofaktor, koenzim ismi verilen organik
bir bilesik ya da metal iyonu olabilir. Enzim, kofaktori ile birlikte bulunuyor ise
holoenzim denir. Apoenzimler, enzimlerin proteinden meydana gelen kisimlaridir.

Kofakintor gerektiren enzimlerde; uygun kofaktér yoksa apoenzimin biyolojik



aktivitesi yoktur. Bazi enzim-kofaktor baglanmalar1 kovalent yapida veya diyalizle
uzaklastirilamayacak kadar sikidir. Boyle kofaktorlere “prostetik grup” adi verilir
(Ergen 2015).

Koenzimler, aldehitler ve agil gruplar1 gibi 6zgiil islevsel gruplarin gegici
tastyicisi olarak gorev yaparlar. Koenzimler ¢cogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda
alinan organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson and Cox 2005).

Metaloenzim kofaktdr olarak metal iyonu kullanan enzimlere denir. Metal
iyonlar1 ya kovalent Kkataliz ya da asit-baz katalizi yapar veya enzimin
konformasyonunda degisiklik meydana getirerek substratin  baglanmasini
kolaylastirir (Inan ve Gl 2001).

Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denir. Enzimler hakkinda yapilmig
olan ilk ¢alismalarda, enzimin etkilemis oldugu substrat isminin sonuna —az ekKi
getirilerek (Or; dreaz, lipaz v.b.) veya genel isimleri (Or; pepsin, tripsin v.b.)
adlandirilirken, gliniimiizde Uluslararasi1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan yapilan
sistematik siniflandirmaya gore adlandirilmistir. Yapilmis olan bu siiflandirmada
her enzim dort rakamli bir kod numarasi ile tanimlanmistir (E.C. 4.2.1.1). Bundan
dolay1 enzimler katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve reaksiyon mekanizmalarina
gore alt1 sinifa ayrilmigtir (Keller et al. 2015).

Oksidoreduktazlar: Redoks tepkimesini katalizleyerek iki substrat arasinda
(elektron transferi) tepkimesini gergeklestirirler. Oksidorediiktazlara 6rnek vermek
gerekirse rediktazlar, oksidazlar, oksijenazlar, peroksidazlar, dehidrogenazlar
sayilabilir.

Transferazlar: Bu enzimler substratlar arasinda hidrojen dis1 grup transferini
saglarlar.

Hidrolazlar: Ester, eter, anhidrit, glikozit, peptid baglarinin pargalanmasinda
rol oynarlar. Bu reaksiyonu gerceklestirirken su molekiilii kullanilarak baglar
parcalandigindan yani hidroliz reaksiyonu gerceklestirdiginden hidrolaz olarak
adlandirilmiglardir. Bu gurubun iiyeleri arasinda glikozidaz, lipaz, fosfataz, esteraz
ve niikleaz gibi enzimler sayilabilir. Proteolitik enzimlerin tamami bu grubun
uyesidir.

Liyazlar: Bu enzimler gift bag olusumu ve belirli gruplarin substratlardan

uzaklagtirilmas: gorevini istlenirler. Burada kullanilan mekanizma hidroliz ve



oksidasyon reaksiyonlarindan daha farklidir. Bu gruba o6rnek vermek gerekirse
hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimler sayilabilir.

Izomerazlar: Yapisal, geometrik veya izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Bu gruba Ornek olarak mutaz ve epimeraz enzimleri
sayilabilir.

Ligazlar: Molekiillerin birbirlerine baglanmasini katalizleyen enzimlerdir.
Bu reaksiyonu gerceklestirirken yiiksek enerjili baglarin kopmasiyla ortaya cikan
enerji kullanilir (Kuzucu 2011).

Genetik miihendisligi tekniklerinin gelismeye baslamasi 6zellikle yirminci
yuzyilin ikinci yarisinda enzim calismalarinin ivmelenmesine yardimci olmustur.
Teknolojik olarak gelinen noktada organizmalarin enzimlerini saf halleri ile ve bol
miktarda elde etmek miimkiin hale gelmistir. Laboratuvar ortaminda gerceklesmesi
¢ok uzun suren ve bir¢cok basamaga ihtiya¢ duyan, bazen de yiiksek basing, yiiksek
sicaklik, asirt asidik ve bazik ortam gerektiren reaksiyonlarin enzimler sayesinde
hiicre i¢i sartlarda birka¢ saniye gibi ¢cok kisa bir zamanda tamamlanmasini saglarlar
(Haertle 2016).

Baz bilesikler enzimlerin aktivitelerini azaltabilir veya tiimiiyle yok edebilir;
bu olaya “inhibisyon” ad1 verilir. Bu bilesiklere ise “inhibitér” denilir. Inhibitérler
kiigiik molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya iyonlardir. Biyolojik mekanizmalarin
kontrollinde inhibitor maddeler 6nemli rollere sahiptir. Bunun yanisira bazi ilaglar ve
zehirli bilesikler inhibitor madde 6zelligi tasir. inhibitorlerin incelenmesi enzim etki
mekanizmalarimin anlasilmasina ve bu enzimlerin faaliyet gdsterdigi metabolik
yollarin incelenmesinde yardimcidir (Kuzucu 2011; Keha ve Kiifrevioglu 2010).

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarina etki eden faktorler:
1. pH
2. lyonik siddet
3. Substrat konsantrasyonu
4. Sicaklik
5. Inhibitdr ve aktivator konsantrasyonu

6. Kofaktor konsantrasyonu



Bunlara ek olarak inhibitorler, aktivatorler substrat olarak organik ¢ozuculer,

metal-niikleotit kompleksleri, tamponlar ve basing gibi faktorlerden de s6z etmek

gerekir (Purich 2010).

Enzimlerin miktar1 aktiviteleri esas alinarak belirlendikten sonra enzim

unitesi (EU) cinsinden verilir. Yaygin bir enzim {nitesi tarifi olmamasina ragmen

genel olarak 25°C’de ve optimal sartlarda 1 mikromol substrati 1 dakikada {iriine

doniistiiren enzim miktari, 1 enzim {initesi olarak kabul edilmistir. Spesifik aktivite, 1

mg protein bagina diisen enzim {initesi olarak tanimlanir ve bu da enzimin safliginin

bir 6lgustdur (Smith and Ferry 2000).

1.

2.

3.

7.

Genel olarak enzimlerin 6zellikleri su sekilde siralanabilir:
Enzimlerin biiyiik bir kismi1 protein yapisindadirlar.

Aynm1  tir  reaksiyonlar  enzimler  tarafindan  defalarca

gerceklestirilebilir.

Bir tane enzim her zaman bir gesit ya da ayni tip benzer reaksiyonlari

katalizler.
Katalizlemis olduklar1 reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini indirirler.

Enzimler  gerceklesecek  reaksiyonun daha  kisa  siirede

dengelenmesini saglarlar.

Enzimler canli ortamda oldugu gibi cansiz ortamda da islev gosterir.

Inhibisyonlar; reversible (déniisiimlii) veya irreversible (doniisiimsiiz) olabilir

(Keha ve Kiifrevioglu 2009). Doniisiimlii inhibisyonda, enzimin inhibitor ile

etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii inhibisyon ii¢ baglik

altinda incelenir;

1. Yarismali (kompetitif) inhibisyon

2. Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyon

3. Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon

Doniigiimlii inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif) inhibisyondur.

Yarigmali inhibitdr; yapi itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine



baglanir. Boylece substratin enzime baglanmasi Onlenmis olur. Fakat substrat
konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin Vmax
degeri degismez. Yarismali inhibitor belli bir substrat i¢in belirlenmis Kwm’i
(Michaelis sabiti) yiikseltir. Yarismali bir inhibitor varliginda 1/2 Vmax’a erismek icin
daha fazla substrat gerekecegi anlamina gelir.

Doniistimlii bir tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitor ve
substrat, enzim molekiillerine ayn1 anda baglanabilir. Bu baglanmanin enzimin ayni1
bolgesine olmadigini gosterir. Yarismasiz bir inhibitor etkisini, enzimin turnover
sayisini yani katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor
arasinda yarisma s0z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla
inhibisyon kaldirilmaz. Enzimin Vmax degeri azalirken, Km sabit kalir (Kurbanoglu et
al. 2016).

Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon ¢esidinde, inhibitdr serbest enzime
baglanamaz, ES kompleksine baglanir. Birden fazla substratli enzimlerde bu
inhibisyon tipine daha sik rastlanir. Yari1 yarismali inhibitor varliginda substrat
konsantrasyonunun yikseltilmesi ile inhibisyon artabilir. Yari yarismali inhibitor
varliginda Vmax Ve Km degeri azalir.

Doniigiimsiiz  inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir veya zor
ayrisabilen bir kompleks olusturur. Doniistimsiiz inhibisyonda Vmax azalir, Km ise
degismeden kalir. Inhibitorleri ¢ok defa yarismali ve yarismasiz olmak iizere kesin
siirlarla birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Gergekte inhibisyon genellikle
karigiktir (Keha ve Kiifrevioglu 2015).

Afinite kromotografisi ilk defa 1910 yilinda amilazin ¢oziinmeyen nisastaya
adsorpsiyonun izolasyonunda kullanilmistir. Fakat kovalent olarak ligandlarin
baglanabilecegi dayanikli matrikslerin bulunmayigindan bu teknigin yaygin halde
uygulanmas1 1967°den sonra ger¢eklesebilmistir. Bu tarihte, primer amino grubuna
sahip bilesiklerin siyano bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmis polisakkarit matriks
tizerine kovalent baglanabilecegi gosterilmistir. Ayrica litaratiirde, afinite jelleri igin
kullanilan matrikslerin aktivasyonu i¢in oksiran aktiflestirilmesi, karbodiimid
aktiflestirilmesi gibi degisik aktiflestirme yontemleri de kullamilmistir. Bu kesiften
sonra afinite kromotografisinden yararlanarak, biyospesifik ligandlarla antikorlar,



baz1 tasiyici proteinler, enzimler, niikleik asitler ve hatta birtakim hiicrelerde ¢ok saf

halde elde edilmeye baslanmistir (Cizelge 1.1) (Arslan 1994).

Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinde en sik kullanilan biyolojik sistemler (Arslan
1994).

Saflastirilacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viris, hlcre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hicre ylzey
reseptori

Nukleik asit Komplementer baz dizisi, histon, nikleik asit
polimeraz, baglayici protein

Hormon, vitamin Reseptor, tasiyici protein

Hucre Hiicre yuzeyi spesifik proteini, lektin

1.2. Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz; E.C.4.2.1.1) enzimi bitin
canlilarda mevcuttur. Aktif bolgesinde Zn*2 iyonu igeren metaloenzimin bir ¢esididir
(Gal vd 2016). Karbondioksit, bikarbonat ve proton filogenetik aga¢ igindeki tim
yasayan organizmalarda (bakteri ve 6karyot) bircok onemli fizyolojik islemde esasi
molekiiller/iyonlar  olduklarindan ve bu organizmalarin farkli doku/hiicre
kompartmanlarinda bagil olarak yiiksek miktarlarda bulunduklarindan dolay1, CA’lar
yedi gen ailesi tarafindan eksprese edilir, bunlar ; a-, -, y-, 6-, (-, n- ve 0-CA’lardir
(Kikutani et al. 2016; Gulcin et al. 2016).

Sigir eritrositlerinden ilk defa kesfedilmis olan karbonik anhidraz (CA),
canlilarda karbon dioksitin hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu

reaksiyonlarin1 doniisiimlii olarak katalizleyen son derece Onemli bir enzimdir

(Gulcin et al. 2016).



CA enzimi eritrositleri de igine alan ¢ogu dokuda pH diizenleyici enzim
olarak karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak uzere bircok metabolik
olayda rol oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger arasindaki COgz/bikarbonatin
respirasyonu ve transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda pH ve CO:
homeostazinda, elektrolit sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda
(glukoneogenez, lipogenez ve lre sentezi), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timaor
olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda gorev alir (Goksu et al.
2014).

Memeli eritrositlerden izole edilen karbonik anhidraz enzimi ilerleyen
yillarda balik eritrositleri, enzim, sigan eritrositleri, sigir kemigi, sigir lokositleri,
sigir kemik iligi cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis olup ayni
zamanda bircok kaynaktan da karakterize edilmistir. Son olarak enzimin
memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda oldugu tespit edilmistir. Bazi
bakteriler, bocekler, baliklarin salgi organlarinda ve solungaglarinda, kabuklu
hayvanlarin kabuk yapiminda ve alglerde enzimin farkli rolleri oldugu ayrica
ispatlanmistir (Beydemir and Gulcin 2004; Bursal 2009).

Karbonik anhidrazin katalizlemis oldugu sureclere dahil olan kimyasallar
CO2, HCO3 ve H"lardir. Filogenetik agagtaki organizmalarin ¢ogu fizyolojik
streclerinde bu molekiil ve iyonlarin temelini olusturmaktadir. Sonug olarak bu
proteinler hiicre ve doku bdlmelerinde yuksek miktarda bulunur (Supuran 2010;
Alterio et al. 2012).

1.2.1. Karbonik anhidraz izoenzimleri

Bir enzimin aminoasit dizisi bakimindan ¢ok az farkli olan ayn1 veya farklh
genler tarafindan kodlanan fakat katalizledikleri (hizlandirdiklar1) kimyasal
reaksiyon ayni olan tlrlerinin her birine verilen isimdir. Enzim izoenzimlerinin
kofaktdrlerine, substratlarina ve inhibitorlerine karsi ilgileri degisiktir. izoenzimlerin
baglica 6zellikleri arasinda izoelektrik pH degerinin farkli olmasi, aminoasit say1 ve
sirasiin farkli olmasi, elektroforetik hareketliliklerinin farkli olmasi ve her bir alt
{initenin ayr1 gen tarafindan eksprese edilmesi sayilabilir. izoenzimler bir hiicrenin
subselliiler fraksiyonlarina yerlesebildigi gibi farkli dokularda lokalize olabilir (Keha
ve Kiifrevioglu 2015).



Simdiye kadar farkli kinetik ve molekiiler 6zellikleri, ekspresyon seviyeleri
ve oligomerik yeniden diizenlemeleri olan ¢esitli dokularda ve organlarda 16 farkli
a-CA izoenzimi tamimlanmistir. Bilinen hiicresel lokalizasyona gore bazilar
sitoplazmik olup (CA L II, III, VII ve XIII), bazt CA izoenzimleri membrana bagli
(CA 1V, IX, Xl ve XIV), CA'lardan ikisi mitokondriyal (CA VA ve VB) ve
CA'lardan biri salgisaldir (CA VI). insanlarda bulunan farkli izoenzimlerin gen
yapist belirlendikten sonra bu izoenzimlerin hayati fonksiyonlarinin doku ile
organlara gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir (De Simone et al. 2014).

Eritrositlerden elde edilen CA’nin en 6nemli fonksiyonu doku kilcallarinda
metabolizma Urtnd olan CO2, H,COs”’e akciger pulmoner kapilerde ise H2COz’in
CO2’¢ doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayinda da yer alirlar
(Rahman et al. 2010).

CA, bobrek, mide mukozasi, gz mercegi, tiikkriik bezleri, beyin, sinir miyelin
kilifi, pankreas, prostat ve rahim iginde aktif Gzelliklere sahiptir (Arabaci et al.
2014). CA izoformlar gesitli onemli biyolojik siireglere katilir ve gesitli dokularda
bulunurlar. Calismalar g¢esitli fizyolojik sureclerde CA'larin 6nemli rollerini
gostermistir ve bu enzimlerin olaganiistii diizeylerinin veya aktivitelerinin siklikla
farkl1 insan hastaliklari ile iliskili oldugunu gostermistir (Gocer et al. 2014).

CA 1III ilk olarak 1974’te erkek sicanlarin karaciger homojenatinda
bulunmustur. CA TII ¢ok diisiik aktiviteli bir izoenzim olup CO2 hidrasyonu igin
aktivitesi yalmizca CA II’ninkinin %1°i kadardir (Sly and Hu 1995). Iskelet kasinda
CA enzimi olarak hCA 1II izoenzimi bulunmus ve laktik asit-laktat dengesinde ¢ok
onemli bir role sahip oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir. Kirmizi kas
dokusuna CA III enzimi zayif bagl olup, doku kapilerine CO2’nin difiizyonunu
kolaylastirict bir gorev yapmaktadir (Lynch et al. 1993). Disiik aktiviteli bir
izoenzimdir ve bu enzimin turnover sayis1 8x10% s'dir. Kirmiz1 kas dokusuna zayif
bagli oldugundan biiyiik oranda ¢oziinebilir bir proteindir. Ayni1 zamanda bu
izoenzimden yag dokusunda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. hCA | ve hCA
Il izoenzimleri gibi hCA 111 de p-nitrofenil asetat hidrolizi aktivitesine sahiptir. Diger
yandan hCA 11l izoenziminin fosfataz aktivitesi de vardir (Engberg 1985).

hCA IV ve hCA VI ise iki sinyal sekans izoenzimleri olup sinyallerin hedef

doku ve organlara ulagmasini saglarlar. hCA IV izoenzimi membrana bagli bir



enzimdir ve bobreklerin membranma bagli olarak bulundugu gibi, bazi epitel
hiicrelerin membranlarina bagl olarak ve akcigerde kapiler hiicrelerinin plazma
yiizeylerine yerlesmis olarak bulunur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, siilfonamid
inhibitorlerinin iire sentezini azalttigi gosterilmistir. Bu durum mitokondriyal CA
enzimi olan hCA IV’in, sitrulin sentezi i¢in gerekli olan HCO3™ iyonunu, sitrik asit
devrinden gelen CO.’den saglayarak, iire devrinin ilerlemesinde biiyiik role sahip
olmasiyla agiklanmaktadir (Okuyama et al. 1995).

hCA V izoenzimi de, bazi1 dokularin mitokondri matrikslerine yerlesmis
olarak bulunur. Bu izoenzimin lipojenez olayinda da etkili oldugu bildirilmistir
(Hazen et al. 1996).

Tikrik bezinde CA enzimi olarak hCA VI ve hCA VII izoenzimi vardir.
hCA VI izoenzimi, tiikriik bezlerinden salgilanan bir enzimdir. insan tiikriigiinden
izole edilmis olup, tiikriigin pH dengesini sagladigina inanilmaktadir. hCA VII
izoenzimi ise, tiikriikkte bikarbonat salgilanmasi i¢in katkida bulunmaktadir (Lakkis et
al. 1996).

CA VIII enzimi de sican beyninden elde edilen bir cDNA kiitliiphanesinde
kesfedilmistir. insan cDNA homologlarinin aminoasit dizilisleri de tespit edilmistir
(Sjoblom et al. 1996; Supuran and Scozzafava 2007).

CA IX ilk olarak tiimdre bagli yeni bir antijen olarak tanimlanmis, insan
serviks kanser hiicrelerinde ekspresyonu yapilmustir.

Katalitik izoenzim CA X’ beyin, bobrek, serebral korteks, hippokampus,
talamus, yumurtalik ve hipofiz bezinde eksprese oldugu belirlenmistir.

CA XI, ilk olarak 36 kDa molekiil agirlikli koyun beyin cDNA
kiitliphanesinde agiklamistir. Proteinin gii¢lii bir sinyal sekansa, cesitli potansiyel
fosforilasyon bolgeleri ve baglama motiflerine sahip oldugu ve sinyal uyumunda rol
oynadig1 onerilmektedir. Beyinde kuvvetli bir sekilde eksprese oldugu gosterilmistir.
Insan pankreasi, bobrek, karaciger, tiikriikk bezi ve spinal kortta tespit edilmistir.
Normal pankreasa gore pankreatik kanser hiicresinde daha gii¢lii sinyal gériilmiistiir.

CA XIII, tiikriik bezleri, bobrek, ince bagirsak, kolon, uterus ve testisi de
igeren cesitli dokularda eksprese olmus bir enzimdir. CA XIII proteinini modelleme
caligmalar1 globiiler bir molekiil oldugunu ve CA I, Il ve Il sitozolik enzimleriyle

yiiksek derecede (%60) 6zdeslik gosterdigi belirtilmistir. Yapilan gen ekspresyon



calismalarinda insan dokularinda; timus, ince bagirsak, dalak, prostat, yumurtalik,
kolon ve testiste, farede; dalak, akciger, bobrek, kalp, beyin, iskelet kasi ve
testislerde pozitif sinyal elde edilmistir. Esas olarak hipoksik tiimdérlerde bulunan iki
CA izoenzimidir ve kanser tedavisi icin cekici hedeflerdir (Gul vd 2017; Gokce
2009).

CA XIV ilk olarak fare bobreginde; en c¢ok eksprese oldugu proksimal
caprasik tiibiillerde tanimlanmistir. Fare dokularindaki Northern Blot analizleri CA
XIV mRNA ekspresyonunun en bol bobrek ve kalpte, daha sonra iskelet kasi, beyin
ve karacigerde oldugunu gostermistir.

CA XV’in yapisinin CA 1V ile ¢ok benzer oldugu filogenetik calismalarla
belirlenmistir ve katalitik aktivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir.

CA’m degisik izoenzimleri degisik sekillerde dokulara dagilmistir. Bir takim
izoenzimler ayni dokularda bir arada bulundugu gibi (eritrosit CA | ve CA 1), bazi
dokularda ise tek bir izoenzim olarak da bulunmaktadirlar (membrana bagli CA IV
gibi) (Gokce 2009).

16 adet CA izoenzimi ¢ok cesitli fizyolojik islemlerde yer almaktadir.
Sonugta bu izoenzimlerin ¢alismamalari veya degismis ekspresyonlart patolojik
durumlar1 baglatabilmektedir. Bir¢ogu aktive veya inhibe edilebilme ihtimalinden
dolay1 gesitli hastaliklarin tedavisinde terapotik hedef olusturmaktadir (Carradori et
al. 2015).

1.2.2. Karbonik anhidraz I (CA 1)

1960'arin basia kadar, CA'nin tek bir bigimde var oldugu diisiiniiliiyordu.
Iki ana eritrosit izoenzimleri CA I ve CA II arasindaki farklar 1976 yilinda gdzden
gecirildi. Eritrosit i¢indeki yiiksek konsantrasyonlu (CA 1) izoenzimin daha diisiik
saylya sahip oldugu hemen anlasildi. CA I, eritrositlerde hemoglobinden sonra en
fazla bulunan protein olup konsantrasyonu 12 mg/(gram hemoglobin)’dir. Insan
eritrositlerinde CA II’den hemen hemen 6 kat fazla bulunan, lakin aktivitesi CA
II’nin %15’ olusturan bir izoenzimdir (Kcat=2.10°s?). Saglikli insan eritrositlerinde
CA | maksimum CA aktivitesinin yaklasik %350’sini olustururlar. CA 1, kalin
bagirsagin epitelyumunda, ter bezlerinde, lenste, kornea epitelyumunda ve adipoz

dokuda bulunur. Insan fetal eritrositlerinde CA I’e rastlanilmaz. Kirmizi kan
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hiicrelerinde hemoglobinden sonra en ¢ok rastlanan protein olmasina ragmen higbir
hematolojik anormallikler onun eksikliliginde ortaya ¢ikmaz. CA | izoenziminin
fizyolojik onemi belli degildir. Diger CA izoenzimlerinin ve baska mekanizmalarin
CA 1 eksikligini telafi edebildigi tahmin edilmektedir (Lehninger et al. 2005).

Cizelge 1.2. Afinite jelleri kullanilarak karbonik anhidraz (EC 4.2.1.1)
izoenzimlerinin izolasyonu (Guler et al. 2016).

Kati destekler veya
Afinite ligandlan . - .
immobilize afinite
ligandlan
Silfanilamid Sefadeks G-150
(P-Aminometilbenzen sulfonamid) Sefaroz-4B
2-Amino-l,3,4-tiadiazol-5 siilfonamid NH2(CH2)10COOH ile sefaroz
P - [(2,4-Diaminofenil) azo] benzen-silfonamid CM-Sefadeks
(Prontosil)

1.2.3. Karbonik anhidraz Il (CA 1)

CA 1II, hemen hemen her doku veya organdaki bazi hiicre tiplerinin
sitozoliinde bulunan maksimum CO2 hidrasyonu turnover sayisina sahip olan (1.106
s'1) ve en genis dagilimli, yiiksek aktiviteli bir izoenzimdir (Alterio et al. 2012).

CA Il kemikte, beyinde, beyin epitelyumunda, bobrekte, karacigerde, salgi
bezlerindeki asiner hicrelerde, gastrik parietal hucrelerde, pankreatik kanal
hicrelerinde, endotel hicrelerde, eritrositlerde ve trombositlerde bulunurlar (Frost
and Mc Kenna 2014; Sly and Hu 1995). Bu hiicre tiplerinde CA II’nin fiziksel roli
dontigimliidiir. Bazi hiicrelerde CA 1l asit-baz homeostaz1 i¢in temel rol oynar.
Uriner asidifikasyon dretimi icin H* salgilayan renal tubuler, gastrik parietal hiicreler
tarafindan H* salgisina katkida bulunur (Sly and Hu 1995).
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Dontigiimsiiz korlige neden olan glokomda CA II enzimi 6nemli bir role
sahiptir. Glokom hastaligi anormal derecede yiiksek g6z i¢i basinciyla ortaya
cikmaktadir. Diinyada on milyondan fazla kisinin yiiksek gz i¢i basincina sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Akdz hiimor goz i¢i basincinin saglanmasinda énemli rol
oynamaktadir. Akdz himorin salgilanmasinda da CA Il enziminin uyarici etkisi
vardir. CA II ayn1 zamanda eritrositlerde, bobrekte ve karacigerde proksimal
tublllerde CO2 degisimine katkida bulunmustur. CA II eksikliginin osteopetrozis,
renal tiibiiler asidoz ve serebral kalsifikasyon hastaliklarina yol acan c¢ok nadir
gorilen otozomal resesif bir hastalik oldugu Nampoothiri ve Anikster tarafindan
2008 yilinda bildirilmistir. Memeli karbonik anhidraz 1l (CA 1) izoenziminin doku
dagilimi ve bu dokulardaki islevi Cizelge 1.3’de gdsterilmistir (Epstein and Grant
1977; Pastarekova et al. 2004).

Cizelge 1.3. Memeli karbonik anhidraz II (CA II) izoenziminin doku dagilimi ve bu
dokulardaki islevi (Pastarekova et al. 2004).

Doku dagilimi Islevsel rolleri

Yemek borusu (6zafagus) ve Mideden yemek borusu ve daha yukari

larinks epiteli bélgelere mide igeriginin geri akimini
engeller

Kemik osteoklast hiicreleri Kemik resorpsiyonu

GOz AkOz himarin Gretimi

Testis Sperm hareketliligi

Bobrek Idrar asidifikasyonu

Beyin BOS salgisi

Akciger Gaz degisimi

Eritrositler Gaz degisimi

Gastrointestinal epiteli H™ salgis1i, HCOs" salgisi

1.2.4. Karbonik anhidrazin ii¢ boyutlu yapisi

Simdiye kadar kesfedilmis olan biitiin CA’lar metaloenzim olup kendi

aralarinda yedi enzim sinifina ayrilmistirlar. Bu enzimlerin siniflandirmasi bu sekil

12



de yapilmakta; a-, B-, y-, 6-, {-, n- ve 0-CA’lardir (Kikutani et al. 2016). Farkli
familyalarla gosterilmis olan homolog enzimler arasinda miihim bir fark bulunmayip,
aksine bunlarin tamaminda c¢inko iyonu bulunmaktadir. Bu sebepten otiiri bu
familyalarin tamami, katalitik fonksiyonlar1 yerine getirmeleri yoniinden birbirine
benzer yapilardadir (Frost and Mc Kenna 2014).

o, P ve 8-CA’larm aktif bolgelerinde Zn*? bulunmaktadir. y-CA’larin aktif
bélgesinde ise muhtemelen Fe*? iyonu vardir. Fakat Co*? ve Zn*? iyonlar1 bagh iken
de aktiflik gosterememektedirler. (-CA’lar ise fizyolojik reaksiyonlarn katalizini

yapmak icin Zn*2 ve Cd*? kullanmaktadirlar (Supuran 2016).

1.2.5. Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

Yillarca CA enziminin katalitik mekanizmasini aydinlatmayir amaclayan
calismalar yapilmistir. Bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore, CA enziminin
metabolizmada son derece dnemli gérevleri olmasi, uygun sartlar altinda aktivitesini
kaybetmeden uzun silire saklanabilmesi ve ¢ozelti ortaminda kararli olmasi gibi
avantajli dzelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Aktif bolgesinde Zn*? iyonu ve ona
bagli bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Aktif bolgenin yanindaki aminoasitler,
proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir.

Bugiine kadar belirlenen tiim CA’lar iki basamakli ping-pong mekanizmasina
aracilik etmek amaciyla metal-hidroksit mekanizmasini kullanirlar (Aggarwal et al.
2013). Zn*? iyonuna hidroksil grubunun baglanmastyla enzimin aktif formu olusur.
Enzimin aktif formu, gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO2 molekiliine atak yapar. Bu
etkilesim, Zn*? iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasini saglar. Daha
sonra, HCO3™ iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve ¢ozeltiye geger. Zn*?
iyonuna su molekiili baglanir. Bu durum enzimin katalitik olarak inaktif asit
formuna dontigmesini saglar. Temel formu elde etmek icin aktif bolgedeki rezidiiler
veya tamponda bulunan iyonlarin etkisi ile aktif bolgeden ¢evreye bir H* transferi
gerceklesir. Enzimin temel hale donmesi hiz belirleyici basamak oldugu ic¢in son
derece 6nemlidir.

Fizyolojik reaksiyonlarin yani sira karbonik anhidrazlar gesitli reaksiyonlar
da katalizler: Ornegin CO2’nin bikarbonata doniistiiriilebilen hidrasyonu (reaksiyon

1, Cizelge 1.4); siyanatin karbamik aside ve siyanamidin iireye hidrasyonu
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(reaksiyon 2, 3); gem-diollere aldehid hidrasyonu (reaksiyon 4); karboksilik veya
stlfonik asit hidrolizi (reaksiyon 5, 6) ve daha az incelenen hidrolitik islemler
(reaksiyon 7 ve 9)’dir (Supuran 2008).

Cizelge 1.4. a-CA’lar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar (Supuran and Scozzafava
2001).

Reaksiyon no Reaksiyonlar

1 0=C=0 + H;0 « HCO3+ H*

2 O=C=NH + H.0 «< H2NCOOH

3 HN=C=NH + H,O <> H>NCONH;

4 RCHO+ H,0 < RCH(OH),

5 RCOOAr + HO < RCOOH + ArOH

6 RSOzAr + H,O < RSOsAr + ArOH

7 ArF + H,0 — HF + ArOH (Ar=2,4-Dinitrofenil)
8 PhCH,OCOCI + H,0O <> PhCH;0OH + CO; + HCI
9 RSO.Cl + H,0 < RSOs3H + HCI (Re=Me; Ph)

1.2.6. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri iki simifta incelenmektedir. Birinci grup
inhibitorler metallerle kompleks yapmis anyonlar ve ikinci grup inhibitdrler ise

enzimin Zn*? iyonuna baglanan molekiillerdir (Arslan 2001).
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Karbonik anhidrazin en giiglii inhibitorleri aromatik ve heteroaromatik
sulfonamidlerdir. Sulfonamidler R-SO.NH. kimyasal yapisina sahiptir. Bu
formildeki R grubu, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka sistemidir.

Bu 6zelligi, CA enzimi iizerine inhibisyon etkisi icin son derece dnemlidir.
Sialfonamidlerin  bu hidrofilik boélgesine ilaveten, aromatik ve heteroaromatik
hidrofobik bolgelere sahiptir. Siilfonamidlerin enzimle etkilesmesi, Oncelikle R-
SO2NH- bilesigindeki N atomunun CA enziminin aktif bolgesinde bulunan Zn*? ile
iyonik baglanmasi ile olurken, ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitorin
enzime baglanmasi ile bu etkilesme tamamlanmis olur (Arslan 1994).

Organik ve inorganik anyonlar karbonik anhidraz inhibitorlerinin dnemli
siiflarindan olup giiniimlzde yeni inhibitor tiplerinin tasarlanmasi amaciyla
tasarlanmistir (De Simone and Supuran 2012).

Goziin ak6z mukoz uretmesinde kilit rol ustlenen karbonik anhidraz enzimin
inhibe edilmesi akdz humoral salginin azalmasina neden olarak gbz i¢i basincinin
diisiiriilmesine katki saglar (Hollo 2015). Birlesik Milletler Gida ve ilag Idaresi
topikal karbonik anhidraz inhibitérii dorzolamidin g6z i¢i basincin tedavisinde
kullanimina 1995 senesinde miisade etmistir (Pfeiffer 1997). Karbonik anhidraz
inhibitord veterinerlikte glokom tedavisi amaciyla kullanilmaktadir (Maslanka 2015).
Akut dag hastalig1 tedavisinde kullanilan asetozalemid etken maddeleri de yine bir
karbonik anhidraz inhibitoriddr (Xiao et al. 2011). Bu enzim inhibitorleri kafa ici
hipertansiyon tedavisi maksadiyla norolojide de kullanilmaktadir (Topal et al. 2017).
Anti-enfektif tedavide karbonik anhidrazlarin kullanimi ile ilgili giderek artan

caligmada giindeme girmistir (Altintop et al. 2017).

1.2.7. Karbonik anhidraz aktivitesi
Enzimin CO’i hidratasyonu bikarbonatin dehidratasyonu ve bazi esterleri
hidrolizi gibi 6zelliklerinden yararlanilarak belirlenir.
CO,+ H,O <& HCO3 + H*;

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigii gibi, CO2 gazi meydana gelmekte veya
harcanmaktadir. Aynm1 zamanda H* konsantrasyonu ¢ogalmakta veya azalmaktadir.

Aciga cikan veya azalmis olan CO2 gazi, kantitatif olarak manometrik metodun
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reaksiyon pH’smin degisken olmasi, CO2’in suda sinirlt ¢éziinmesi ve uzun zaman
almasi gibi dezavantajlar1 vardir (Gocer et al. 2016).

Ikinci olarak, ortamdaki H* konsantrasyonu; pH’ nin yiikselmesi veya diismesi
icin gecen sire potansiyometrik yolla inhibitorle belirlenebilir. Fakat bu metodun
kisa siirede olugmasi gibi bir avantajinin yani sira, reaksiyon sirasinda pH’nin
degisken olmasi CO2’in suda ¢oziinmesi ve kullanilan indikatoriiniin inhibisyon
etkisi gibi olumsuz sonuglarinin olmasi da vardir. Bu dezavantajlar1 en az diizeye
indirmek icin sabit pH’da titrasyon veya 0,02-0,05 birimlik pH disisinin
indikatorlii ortamda, spektrofotometre ile 6l¢iim yapildigi hizli akis reaksiyonu gibi
metotlar aktivite tayininde kullanilmaktadir (Ahmed et al. 2001).

Enzimin saflastirma basamaginda aktivite Olgtimleri, genellikle bitin
arastirmacilar tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde;
COz hidratasyonunda pH’nin 8,2’den 6,3’¢ diismesi i¢in gegen slire, pH-stat metodu
kullanilarak bulunmaktadir. Enzim birimi ise, enzimsiz CO>" hidratasyon siiresi (to)
ile enzimli reaksiyon slresi (t) arasindaki farkin, t’ye bdlinmesi ile
belirlenmektedir. Buna gore enzim (nitesi, enzimsiz reaksiyon siiresini yariya
diisiiren enzim miktari olarak tanimlanmaktadir.

Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetatin hidrolizi ile a¢iga ¢ikan p-
nitro fenol miktarinin 348 nm’de spektrofotometrik Sl¢iimii ile tayin edilmektedir
(Ahmed et al. 2001).

1.2.8. Karbonik anhidraz enzimin afinite kromotografisi ile saflagtirilmasi

Afinite kromatografisi karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in en
fazla uygulanan yontemdir. Bu yontem sayesinde hedeflenmis olan protein tek
basamakta, yiliksek verimle ve kisa siirede saflastirilarak elde edilmektedir (Landolfi
et al. 1998). Karbonik anhidraz enziminin afinite kromatografisi ilk kez 1972 yilinda
Falkbring ve arkadaslan tarafindan gercgeklestirilmistir. Bu teknige yonelik yapilan
calismalar; 1974 yilinda Whitney, 1975 yilinda Wistrand ile arkadaslari, 1976 yilinda
Chanpagnol ve ayni yili takiben Jolensen, 1977 yilinda Kalfa ve arkadaslari, 1980
yilinda Wistrand ve ayni yil Beha’nin arastirmalari, 1995 yilinda Arslan ile
arkadaglari, 2000 yilinda ise Demir ile arkadaslarinin arastirmalariyla devam etmistir

(Cuatracasas 1970). Chanpagnol ligant olarak hetero aromatik stilffonamid bilesigi
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olan asetozolamidi kullanmis olup Chanpagnol haricindeki diger arastirmacilar
ligand olarak benzen stlfonamid tirevlerini kullanmiglardir. Chanpagnol ise bir bitki
CA enzimi disinda ligand olarak benzen sUlfonamid tiirevlerini kullanilmistir. Bunun
sebebi bitki CA enziminin benzen sillfonamidler tarafindan fazla inhibe
edilmemesiyle agiklanmistir. Bunu uzanti koluna sahip afinite jellerinin yiiksek bir
kapasiteye sahip olduklar1 ile agiklamislar. Ayrica matrikse takmis olan uzanti
kollarinin farklilign da kolon verimi {izerindeki farkli sonuglar1 beraberinde

getirmektedir (Arslan 1994).

1.3. Baz1 dogal inhibitorler

Dogal iirinlerden izole edilerek elde edilen kumarinler, farmakoloji bilimi
icin oldukca dnemli biyoaktif maddelerdir (Gomez-Verjan et al. 2015). Kumarinler
ilk defa 1820 yilinda izole edilip, farmasotik endustrisinde antikoagulan ilag
sentezinde 6n madde olarak kullanilmistir. Kumarinler bir g¢esit K-vitamini
antagonistidirler ve bir¢cok Ulkede warfarin, asenokumarol ve fenprokumon
isimleriyle kullanilmaktadir (Matos et al. 2015).

Kumarinlerin temel kimyasal yapilar1 (1,2-benzopiron ya da 2H-Ibenzopiron-
2-0n) dogada fazla miktarda bulunan benzopiron iskeletine sahiptirler (Venugopala
et al. 2013).

En ¢ok vanilyaya benzeyen kokusuyla taninir ve yeni bicilmis ¢imlerin hos
kokmasimin sebebi yapisinda yer alan kumarin bilesigidir. Tonka fasiilyesi,
sartyonca, akasya, lavanta, kayisi, ¢ilek, kiraz, lovage (yaban kerevizi) ve targini
kapsayan pek c¢ok bitkinin meyve, kabuk, gévde, yaprak ve dallarinda ve yesil ¢ayda
bulunan dogal bir {iriindiir. Kapali formiilii CoHeO2, molekiil agirligr 146,15 g/mol
olan kumarin, parlak, beyaz kristal yapili bir maddedir. Erime noktas1 68-70°C ve
kaynama noktast 297-299°C’dir. Kumarin kloroformda ¢6ziindiigiinde UV’de 272
nm'de maksimum absorpsiyon gosterir. Etanol, kloroform, dietileter ve yaglarda
kolay ¢6ziintr, kaynar suda az, 20°C’deki suda ¢ok az ¢ozunmektedir (Sethna and
Shah 1945). Kumarin ilk defa 1822 yilinda Tonka fasiilyesinden izole edilmekle
beraber, 1868 yilindan bu yana laboratuarlarda sentezlenmekte ve pek ¢ok amag icin

kullanilmaktadir (Maggi et al. 2011).
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Kumarinlerin yillarca farmakolojik ozellikleri ve antioksidan ozellikleri
incelenmistir. Kumarinlerin bitki biyokimyasi ve fizyololojisinde, antioksidan gibi
hareket etme, enzim inhibitorl, toksik maddeleri 6nleme gibi énemli etkileri
gozlenmistir. Kumarinler, anti-iltihap, antioksidant, antialerjik, antitrombotik, anti-
viral, karaciger koruyucu ve anti-kanserojen aktivite gosterme Ozellikleriyle
tanimlanmaktadirlar. Bu ylizden ilag endiistrisinde iyi bir potansiyel gostermektedir.

Hidrokumarinler tipik fenolik bilesiklerdir. Gli¢lii metal kelat ve serbest
radikal toplayicilar gibi hareket ederler. Bunlar gii¢lii zincir kirici antioksidanlardir
(Kostova 2006).

Fenolik bilesikler arasindaki baskin siniflardan biri olan flavonoidler édnemli
bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Xu et al. 2007). Flavonoidler, sekiz bini dogal
olarak meydana gelen fenolik bilesigin %50’sinden fazlasini iceren en biiyiik bitki
fenolik bilesikleri grubunu temsil eder. Bir milyar yildir bitkiler aleminde var
olduklari sanilir (Middleton et al. 2000; Ren et al. 2003). Flavanon bilesikleri yaygin
olarak kullanilan antioksidan maddelerdir. Naringenin bir flavanon bilesigidir ve
dogada tip, gida kimyasi ve biyokimyanin c¢esitli alanlarinda bitki caylar1 olarak
kullanilan bitki yapraklarinda, ¢igeklerinde ve govdelerinde bulunabilirler (Karadag
ve Bohmer 2001). Dogal bir flavanon olarak naringenin (4’,5,7-trihidroksi-flavanon-
7-ramnoglikozit), narenciye, domates, meyve, cilek, greyfurt ve kakaoda zengin
miktarlarda bulunur. Naringenin antioksidan, antitimér, anti-inflamatuar ve
hepatoprotektif etkileri izerinde ¢ok fazla arastirma vardir. Naringenin, farmakolojik
olarak potansiyel bir antioksidan olarak kabul edilir ve naringeninle ilgili
antikarkinojenik, antiaterojenik, hepatoprotektif, nefroprotektif ve antimutagenik
aktiviteler bildirilmistir (Huyut et al. 2016). Flavonoidler disik yogunluklu
oksidasyonunu azaltarak lipoproteinler, kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu
rol oynarlar (Pietta and Na 2000). Son zamanlarda yapilan birkag ¢alisma fenolik ve
flavonoid molekullerin karbonik anhidrazlara karsi inhibisyon etkisi oldugunu
gostermistir (Gocer et al. 2016; Rahman et al. 2015; Huyut et al. 2016). Limon
kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavon bilesiklerinin, P-vitamini adi altinda,
kilcal damar gecirgenligi ve kirilganligim1 diistirmede kullanilmasi, flavonoidlere
verilen onemi arttirmistir. Bu nedenle flavonoidlere karsi ilgi 1940’lardan itibaren

artmaya baglamigtir. Bu sinif 8000’den daha fazla flavonoid bilesikleri igerir (Rice -
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Evans and Packer 2003). Flavonidler gicekli bitkilere renk veren maddelerdir (Kumar
and Sinha 2004). Flavonoidler birkac¢ bitkisel olmayan kaynaga da sahiptirler.
Satyridae, Lycaenidae ve Papilionidae familyalarinda ki kelebeklerin kanat ve
govdelerindeki renkleri olustururlar (Watson and Preedy 2004). Flavonoidler ayni
zamanda insan saglig1 lizerinde 6nem teskil eden bilesenlerin en yaygin gruplarindan
birisidir (Kumar and Sinha 2004). Tip alaninda; iltihap Onleyici, antialerjik, timor
olusumunu oOnleyici, antiviral, seker hastaligin1 Onleyici, damar koruyucu,
antioksidan, antimikrobiyal ve enzim inhibe edici olarak kullanilmaktadir (Forgacs
and Cserhati 2002). Flavonoidler yapilarinda 4 pozisyonunda bir karbonil (C=0) ve
5 ya da 3 pozisyonunda bir hidroksil (OH) grubu igerdiginden metallerle kompleks
yapma yeteneklerine sahiptirler. Metal iyonlari ile flavonoidlerin etkilesimi biyolojik
olarak onemli bir asamadir (Hajji et al. 2006). Bu etkilesim flavonoidlerin bazi
biyolojik ve antioksidan 6zelliklerini degistirebilir (De Souza and De Giovani 2005).
Flavonoidler, glikozidler gibi canli hiicrelerde ortaya ¢ikarak sicak asit ve enzimler
ile aglikon ve sekere pargalanabilirler (Burak ve Cimen 1999).

Jervin Veratrum tirlerinde major olarak bulunan steroidal alkoloitlerden
birisidir. Kalp hastaliklar1 ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan jervin, Hedgehog
sinyal yolununun inhibisyonuna sebep oldugu i¢in gii¢lii bir teratojen olarak da
bilinmektedir (Chen et al. 2002). Antitiimor aktivitesinin oldugu tespit edilmis olan
jervin, muhim bir steroidal alkaloit olan siklopamin bilesiginin de analogudur (Sekil
1.1) (Lee et al. 2007; Heretsch et al. 2010; Tang 2008). Bu 6zelliginden o6tiirti jervin
ve Veratrum tiirlerinden elde edilen steroidal alkoloitlerce zengin ekstrelerin, bazi
kanser hiicrelerine karsi test edilmis olup antikanser ozelliklerinin oldugu tespit
edilmistir (Vachalkova et al. 1998). Epeyce toksik bilesik olan jervin siklopamin
bilesiginin biyosenteziyle meydana gelebilmektedirler (Heretsch et al. 2010).
Siklopamin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinda 6nemli Hedgehog sinyal yolunun giiglii
bir antagonisti ve blokeridir (Jimeno et al. 2009; Growdon et al. 2009). Bu
ozelliginden otiirii siklopamin literatiirde safra kesesi kanseri, gogiis kanseri, prostat
kanseri, sedef hastaligi, deri kanseri, pankreas kanseri, sedef hastaligi ve daha bir¢cok
kanser hastaliginin tedavisinde oldukga etkili bir ajan oldugu tespit edilmistir (Wu et
al. 2011; Kim et al. 2012).
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Sekil 1.1. Jervine sematik gosterimi

Ilag endiistrisinde, diosgenin birkag sentetik steroidal ilacin iiretiminde
baslica oncii bilesiktir (Chen et al. 2015). Ayni1 zamanda c¢esitli biyolojik 6zellikler
sergileyen umut verici bir biyoaktif biyomolekili temsil eder; Bunlar hipolipidemik,
hipoglisemik, antioksidan, antiinflamatuar ve antiproliferatif aktiviteleri icerir (Jesus
et al. 2016). Bu nedenle diosgenin son yillarda farmasotik, fonksiyonel gida ve
kozmetik endiistrilerinde biiyiik ilgi ¢ekmistir (Hua et al. 2016 ). Bu yiizden sentetik
ve farmakolojik ¢alismalarda saf diosgenin olduk¢a degerli bir maddedir (Sekil 1.2)
(Son et al. 2007; Wang et al. 2011). Ornegin diosgenin dogum kontrol hap1 gibi
bircok 6nemli ilaglarin sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullanilmaktadir. Bir
fitotosteroid saponin olan diosgenin, Costus speciosus, Smilax menispermoidea,
Trigonella foenum, Paris tirleri, Aletris, Trigonella ve Trillium gibi bircok bitki
tirinde ve bircok Dioscorea turunde ylksek dizeyde bulunur (Patel et al. 2013,;
Quilez et al. 2004). Dioscorea tirleri Meksika, Gliney Amerika ve Asya’da
yetismektedir ve rizomlar1 diosgenin maddesi bakimindan zengin olup “yabani yam”
veya “wild yam” olarak bilinir (Chiang et al. 2007). Bu tir maddelerin antikan,
serantiviral, antifungal, antiobezite ve antitimor etkilere sahip olduklari rapor
edilmistir (Indrayanto et al. 2001).

Saponin bitkisi diosgeninin safrasal kolesterol miktarinin artmasinda etkili
olup; bunu da toplam safra tuz ¢ikisini degistirmeden, 3 kat ya da fazla bir faktorle,

safranin kolesterol/fosfolipid oranini artirarak gerceklestirirle
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Sekil 1.2. Diosgenin sematik gosterimi

Kolesterol, genel olarak steroller olarak adlandirilan ve biitiin hayvansal ve
bitkisel dokularda yer alan bilesiklerden birisidir. Hayvansal dokularda bulunan en
onemli sterol, kolesteroldiir. Hayvanlardaki bir bagka sterol ise yiin yagmnin
(lanoline) sabunlastirilmayan kisminin temel bileseni olan lanosterol’diir. Hayvan
dokular1 kolesterole ilaveten kii¢iik miktarlarda 7-dehidrokolesterol icerir. Bu madde
ultraviyole 151k altinda vitamin D3’e (kolekalsiferol) déniisiir. Bitkisel dokulardaki
en Onemli bitki steroli ise beta-sitosteroldir. Hayvansal dokularda yer alan
sterollerin insan saghig tizerindeki olumsuz etkisini, bitkilerde bulunan steroller
diisirmektedir ve bu nedenle bitki sterolleri {lizerinde giderek daha fazla
durulmaktadir (Kris-Etherton et al. 1999; Gylling and Miettinen 2000). Bitki
sterollerinin  plazma kolesteroliinii  diigiiriicti ~ ozellikleri  1950’lerden  beri
bilinmektedir (Pollack 1953; Gould et al. 1995). Bitki sterollerinin kolesterol azaltict
potansiyelleri hakkinda yapilan ilk caligmalarda giinliik 25 g sterol kati (kristal)
formda tiiketilmistir. Bununla birlikte daha sonraki yillarda sterollerin yaglarda
¢oziinen formlarinin kan kolesterol seviyesini azaltmada kristal formundan daha

etkili oldugu gosterilmistir (Moreau et al. 2002).

Insanlarda, diyetle ve endojen sentezi kolesterol alimi yaklasik olarak toplam
1-2 g/giindiir. Olusan bu kolesterolii viicut, safra sekresyonu ile dengeler; bunun
yaklasik olarak yarisi, serbest kolesterol olarak salgilanirken diger yarisi ise safra
tuzlart halinde diskiyla disart atilir (Carey et al. 1994). Dolayisiyla hepatosit
kanalikuler membrani, kolesterol homeostazisinde énemli bir rol oynar. Safraya,
safra asitleri ve kolesterolii salgilayan etkili bir hepatik mekanizmadan yoksun olan

insanoglu, arterosklerotik harap etkisine maruz kalirlar.
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Kolesterol, hiicresel plazma zarlarinda belirli hiicre i¢i organellerde ve ayrica
plazma lipoproteinlerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan tim memeli hicreleri
icin bir lipiddir. Beslenmedeki kolesterol, mezenterik lenf yoluyla dolasima aktaran
enterositler tarafindan emilmekte ve ardindan, karaciger tarafindan kalintinin bir
bileseni olarak ele gecirilmektedir. Yillarca kolesterol diisiiriicii madde olarak hizmet
etmek i¢in farkli gida matrislerine bitki sterolleri eklenmistir (Ikonen 2008; Maxfield
and Van Meer 2010).

Kolesterol, suda hemen hemen hi¢ ¢6ziinmez. Dolayisiyla fosfatidilkolin ve
safra asitleriyle kombine halde, safra asit-fosfolipid-kolesterol misellerini
olusturmasi, kolesteroliin sudaki ¢oziiniirliigiinii belirgin bir sekilde artirir. Kolesterol
¢Oziiniirliiglinlin sekonder bir olay olarak kaldig1 safradaki kolesterol transportu i¢in
primer mekanizmanin ise vezikiiller oldugu onerilmistir (Cohen et al. 1989). Ayrica
kolesterol, fosfatidilkolin ile sekresyonun yoklugunda, luminal safra asitleri
tarafindan kanalikuler membrandan ekstrakte de edilebilir (Sekil 1.3) (Rigotti et al.
1993).

HO

Sekil 1.3. Kolestrol sematik gosterimi

Fitosteroller olarak bilinen bitki sterolleri, bitki hiicre zarlarimin ayrilmaz
dogal bilesenleri olup omurgalilarda kolesterol ile yapisal ve islevsel olarak
benzerdirler. Bitki sterolleri, bitki kaynakli tiim besin maddelerinde bulunabilir.
Insan saghg: igin birgok biyo-aktif &zellige sahip olduklari bilinmektedir. Serum
kolesterol diisiiriicii etkisi en iyi olanidir. Bitki sterolleri, bitki kaynakli tiim besin
maddelerinde bulunabilir. Insan saglig i¢in bir¢ok biyo-aktif 6zellige sahip olduklari
bilinmektedir. Bilinen diger ozellikler arasinda en etkili olan serum kolesterol

diistiriicii etkisi bagirsaklart inhibe eder. Kolesteroliin emilmesi, toplam plazma
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kolesterolii ve LDL (diisik yogunluklu lipoprotein) seviyelerini diigiirme ile
sonuglanir (Ryan et al. 2007). Bitki sterolleri kolon kanseri gelisimi i¢in de inhibitor
etkiye sahip olabilir. Ana bitki sterol, B-sitosterol, insan kanser hicresi buyimesini
inhibe ettigi, epitel hiicre proliferasyonu iizerine doza bagl bir etkiye sahip oldugu
ve ayrica kolonda gelisen tiimor sayisinda azalma meydana getirmistir. S6z konusu
etkilere ek olarak, bitki sterollerinin antifungal, antibakteriyel, anti-enflamatuar, anti-
laseratif, anti-oksidatif ve anti-anflamatuar aktivitelere sahip oldugu anlasilmistir
(Kavite et al. 2014; Mbambo et al. 2012). Bu nedenle, fitosterollerin insan sagligi
tizerindeki etkileri, gesitli hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde Onemli rol
oynarlar ve klinik diizeyde veya model sistemlerde fitosterollerle ilgili calismalar, bu
bilesiklerin bu cesitlilikteki islevinin arkasindaki molekiiler mekanizmay1 anlamak
icin ¢cok Onemlidir. Literatiirde ¢esitli sterofiziksel ve yapisal teknikler kullanilarak
bitki sterollerinin membran bilesenleriyle ve ozellikle lipitlerle etkilesimi hakkinda
bir dizi ¢alisma mevcuttur (Halling and Slotte 2004). Sitosterollerin vicuttaki
kolesterolii diisiirmede rol oynadigi disiiniilmektedir. Soya yagi, stigmasterol,
tecaviiz tohumu, kalaba fasulyesi ve kakao yagi gibi bitki yaglarinda olusan
doymamus bir bitki steroliidur. Estrojen ve adet dongislniin luteal fazinin neden
oldugu viicuda yapilan degisiklikleri diizenli hale getirmek ve yeniden olusturmak
icin onemli fizyolojik bir rol oynayan bir kadin seks hormonu olan sentetik
progesteron iiretiminde baslangic malzemesi olarak kullanilir. Menstriiel dongusu
sirasinda seviyeleri degisir. Buna ek olarak, progesteron, androjenlerin, dstrojenlerin
ve kortikoidlerin biyosentezinde bir ara madde olarak kullanilir. Progesteronlu
sentetik bilesikler, menstriiel bozukluklarin tedavisinde diisiik yapmaktan kacinmak
icin kullanilir. D2 provitamin olarak da adlandirilan ergosterol, sabunlastirilamaz bir
lipid olup ergot, maya ve diger mantarlarda bulunur. Suda ¢6ziinmeyen ve organik
coziiciiler icinde ¢oziinen beyaz kristalin bir bilesiktir. Ultraviyole 15181 veya
elektronik bombardiman yoluyla i1sinlama iizerine ergokalsiferol (D2 vitamini) haline
doniistiiriilir. Bununla birlikte, kolkalsiferol normalde ciltte ultraviyole 1s18inin
bilesik 7-dehidrokolesterolii aktive ettigi yerde sentezlenir. D2 ve D3 vitamini, tum
memelilerde yaklasik olarak esittir. D vitamininin eksikligi, cocuklarda rasitizm ve

erigkinlerde osteomalazi ile sonuglanabilir. Ancak fazla seviyeler de yenmesi,
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hiperkalsemi, kemikten kalsiyumun harekete gecirilmesi ve bobrek fonksiyon
bozukluguna neden olabilir (Sekil 1.4).

HO

Sekil 1.4. B-stigmasterol sematik gosterimi

B-sitosterol yaklasik olarak her bitki tiirinde bulunan yaygin bir steroiddir.
Omegin, Elaphoglossum spathulatum, Tephrosia strigosa, Plantago ovata Forsk,
Lilium longiflorum, Ajuga macrosperma, Heliotropium indicum, Brillantaisia
palisatii, Parahancornia amapa, Conyza bonariensis, Tulipa gesneriana,
Atractylodes chinenese, Zhongguo zhongyao, Atractylodes chinenese, Hygrophila
spinosa, Ageratrum conyzoides, Eulophia epidendraea ve Hypericum hyssopifolium
bunlardan bazilaridir (Maridass and Ramesh 2010; Kamboj et al. 2011). B-sitosterol
3-O-B-D-glukopiranozit bilesiginin ise Eulophia epidendraea, Tribulus terrestris,
Ocimum sanctum L, Dioscorea zingiberensis C.H. Wright bitkilerinde bulundugu
tespit edilmistir (Rahman et al. 2009). Bitkilerde yaygin olarak bulunan bu steroller
farkli farmakolojik etkilere sahip bilesiklerdir. Literatiirde bu iki metabolitin kolon
kanserini tedavi edici etkilerinin yan1 sira antitimor, antipiretik ve antikompleman
aktivitelerinin oldugu, kolesterolii ve kan sekeri diislirdiikleri, kanda periferik
lenfositleri ¢ogalttiklar1 ve immiinomodiilator ajan olduklart bildirilmistir (Bouic et
al. 2002; Ju et al. 2004). Bu farmakolojik 6zelliklerinin yani sira B-sitosterol’in,
Ostrojeni etkiledigi ve prostat biliylimesini tedavi ettigi, antiartritik, insiilini
hafiflettigi ve antitilser 6zelliginin oldugu, spermatogenezi inhibe ettigi, antioksidan
Ozellik gosterdigi ve kanser riskini distirdiigi, karaciger aktivitesini gelistirdigi de

tespit edilmistir (Sekil 1.5) (Ye et al. 2010; Donald et al. 1997).
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Sekil 1.5. B-sitosterol sematik gosterimi
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum, Roughton ile Stadie ve
O’Brien tarafindan ve birbirlerinden habersiz olarak kesfedilmistir (Meldrum and
Roughton 1933). Insan eritrosit karbonik anhidraz enzimini yiiksek oranda
saflagtirmalarmma ragmen sigir eritrositlerinden saflagtirmayr 1930’lu  yillarin
sonlarinda gergeklestirebilmistir (Bone et al. 1995).

Karbonik anhidraz izoenzimleri insan eritrositleri, balik solungaglari, balik
eritrositleri, sigan tiikiirigli ve eritrositleri, bocekler, sigir kemik ve lokositlerini
kapsayan bircok kaynaktan saflastirilmig, karakterize edilmis ve kinetik Ozellikleri
incelenmistir. Ayrica CA’nin bitki, maya ve bakterilerden de karakterize edildigi
belirtilmistir (Bursal 2009).

CA inhibitorleri 0zellikle aromatik ve heterosiklik sulfonilamidler klinikte
asit-baz dengesizligi, glukoma ve gastrik gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde uzun
yillardir kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak inhibitorler antitiimdr ajanlar olarak da
uygulanmaktadir (BUlbdl et al. 2002; Supuran 2003).

CA 1 yaklasik 30 kDa molekiil kiitleli diisiik aktiviteli sitoplazmik bir
enzimdir. Kapiler ve korneal endotelyum, plasenta ve memeli fetal membranlarinda
bol miktarda bulundugu tespit edilmistir (Miihlhauser et al. 1994). CA | geni insan
genomik cDNA kiitiiphanesinden klonlanmistir (Tashian 1989).

Fizyolojik kosullarda 1,3-1,9x106 s™turnover sayisma sahip CA Il izoenzimi
bilinen en verimli enzimlerden bir tanesidir (Supuran 2003). insan CA 11 geni, CA |
ve CA 11 genleri gibi kromozom 8 Uzerindedir (Nakai et al. 1987). Hemen hemen
tim insan doku ve organlarinda bulunan CA II karbonik anhidraz gen familyasinda
en fazla dagilim gosteren izoenzimdir (Tashian 1992). Ilk olarak CO2’nin
hidratasyonunda yer aldig: eritrositlerde bulunmustur (Wistrand 1980).

Metaloenzim olan karbonik anhidrazin 12 memeli izoformlarinin fenol
serisiyle inhibisyonu arastirilmistir. Bu CA’larin fenol serisiyle inhibisyonunun
stilfanilamidlerden farkli oldugu bildirilmistir. Fenoliin 2-, 3- ve 4- konumlarina
hidroksi, siyan, flor, amino, karboksil ve asetoamit gruplarinin baglamasiyla olusan
seri, CA enzim aktiveteleri iizerine diisiik konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi

gosterdigi belirtilmistir (Innocenti et al. 2008).
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hCA I ve hCA 1II enzimleri ilizerine hidrataz aktivitesi ile bazi antibiyotiklerin
inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda; sodyum amfisilinin hCA I’
inhibe ettigini, sodyum dipirinonun aktive ettigini fakat MgSOg4’lin hi¢cbir etki
gostermedigini bulmuslardir. hCA II’yi ise sodyum amfisilin ve MgSO4 inhibe
ederken sodyum dipirionun aktive ettigini tespit etmislerdir (Beydemir et al. 2000).

Insan eritrositlerinden %66,95 verim, 745,1 kat, 3892,3 EU/mg protein
spesifik aktiviteyle saflastirdiklart hCA | ve %62,82 verim, 2232,6 kat 116632
EU/mg protein spesifik aktiviteyle saflastirdiklar1t hCA II enzimleri iizerine morfinin
inhibisyon etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda; enzimin hidrataz
aktivitesiyle hCA 1 igin 1Cso degeri 4,5x10° M ve hCA 1l igin ICso degeri 9,23x107
M olarak bulunmustur. Ayrica ayni g¢alisma kapsaminda in vivo olarak sigan
eritrositlerinde yapilan ¢alismada her iki enziminde morfin tarafindan inhibe edildigi
bulunmustur (Hisar et al. 2005).

Bitkiler daha ayrintili bir sekilde incelendigi zaman igeriklerinde ¢ok farkli
maddelerin oldugu gorullr (Sajfrtova 2012). Bitkilerin icindeki maddeler genellikle
fenolik bilesiklerden olusur. Bu sebeple bitkiler incelenirken icerisindeki ucucu
yaglara bakilarak yorumlar yapilabilmektedir (Filly 2014).

Albayrak ve ark. (2009) Tiirkiye’de Helichrysum tdrlerinin tamaminin
kompozisyonlarina bakarak antioksidan ve antibiyotik faaliyetlerini incelemislerdir.

Genistein, norokoruyucu etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica
Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilir (Matsuda et al.
2015). Dogal olarak soya igerisinde bulunur ve fitoostrojenleri olusturur. Bununla
birlikte diger fitodstrojenlerle de karsilastirildiginda Ostrojen reseptorlerine daha
yiiksek bir afiniteyle baglanir (Kohara et al. 2015).

Tangeretin, turuncgillerin icerisinde bulunur. Ayni zamanda metoksi gruplari
iceren bir flavondur. Tangeretin, antioksidan etkisinden dolayr bir¢cok farmakolojik
ozellige sahiptir (Lakshmi et al. 2014).

Formononetin, "Astragalus membranaceus" tarafindan iretilen bir
fitoOstrojendir. Kan artiricist ve diizenleyici olarak kullanilir (Huh et al. 2011).

Delphinidin,  petunidin,  peonidin, pelargonidin, malvinidin  gibi
antosiyanidinler, farmakolojik aktivitelerde genis Olgiide kullanilir. Delphinidin,

cicegin ve meyvenin epidermal dokusunda temelde mevcut olup, Gnemli bir
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antosiyanidindir. Delphinidin; antioksidan, antimutajenik, anti-enflamatuar ve anti-
anjiyojenik gibi ¢esitli farmakolojik aktiviteler gosterir (Patel et al. 2013).

Ekinci et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada; karbonik anhidraz | ve
Il izoenzimleri sepharose-4B L-tyrosine afinite kromatografisiyle sirasiyla 104 ve
900 kat saflastirilmistir. %30 ve %40 verimle saflastirilan 920 ve 8000 EU/mg
protein spesifik aktivitesine sahip CA | ve CA Il izoenzimlerinin aktiviteleri Gizerine
seftriakson sodyum, imipenem ve ornidazol ilaglarinin in vitro etkileri incelenmistir.
hCA T’in hidrataz aktivitesi i¢in sirasiyla ICsg degerleri 0,864 mM, 0,00354 mM ve
0,131 mM, esteraz aktivitesi i¢cin 1,9 mM, 0,0081 mM ve 0,318 mM olarak
bulunmustur. hCA II'nin hidrataz aktivitesi icin sirasiyla ICso degerleri 1,118 mM
0,0214 mM ve 0,263 mM, esteraz aktivitesi icin 2,542 mM 0,0258 mM ve 0,343 mM
olarak bulunmustur (Ekinci et al. 2007).

Innocenti (2010) bir dizi (poli) fenol ile memeli CA izoformlarmnin (CA | ve
CA XIV) ayrintili bir inhibisyon g¢alismasini gergeklestirmistir. P-hidroksibenzoik
asit, p-kumarin asit, kafeik asit, ferulik asit, galik asit, sirinjik asit, kersetin ve elajik
asit gibi gesitli fenolik asitler ve fenol dogal iirlinleri ile bu enzimler Uzerindeki
inhibe edici etkisi arastirilmistir. Tim memeli izozimleri; hCA 1, XII, XIII ve XIV
diisiik mikromolar veya submikromolar aralikta bu (poli) fenoller ile inhibe
edilmistir. Burada arastirilan fenoller, klinik olarak kullanilan
stlfonamidlerin/siilfamadlarin veya kumarinkilerden farkli olan bir CA inhibisyon
mekanizmasina sahiptir. Katalitik ¢inko iyonuna baglanan siilfonamidlerin aksine
fenoller, Zn(Il) koordinathi su molekiiliine baglanir ve aktif bolge boslugunda daha
disa baglanarak cesitli aminoasit kalintilariyla temas eder. Memelilerde bulunan
birgok CA izoenzimi arasinda en degiskenlige sahip bolge oldugundan bu bilesik
smifi tibbi agidan ilgili CA’larin yalnizca birisini veya birkagin1 hedef alan izoform
secici inhibitorlere yol agabilecegi belirtilmistir.

Ozdemir (2014) yeni aromatik/neteroaromatik propansilfonilhidrazon
bilesiklerinin sentezi, fiziksel 0zellikleri ve karbonik anhidraz I (CA II) enzimine
karsi inhibisyon c¢alismasinda bu izoformun en iyi aromatik/heteroaromatik
propansulfonilhidrazon inhibitorleri, 0-aminobenzaldehid, propanstlfonilhidrazon ve
aymt  ICsp (0,55 mM) degerine sahip olan tiofenkarboksialdehit

propansiilfonilhidrazon oldugu belirtilmistir.
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hCA I ve hCA 1l enzimleri Uzerine sprofloksasin, kKloritromisin, rifamisin SV,
gentamisin sulfat, klindamisin fosfat, klorafenikol, sodyum ampicilin ve sefazolin
sodyum antibiyotiklerinin in vitro etkilerini incelemislerdir (Xu et al. 2008). Calisma
sonucunda hCA T ve hCA 1I i¢in en etkili inhibit6riin sirasiyla 0,00163 mM ve
0,00114 mM ICsp degeri ile sodyum ampicilin oldugu bulunmustur. En az etkiyi ise
hCA I ve hCA II i¢in sirastyla 0,00358 mM ve 0,00308 mM ICsg degeri ile sefazolin
sodyumun gosterdigi bulunmustur.

Yapilan baska bir calismada ise kemoterapide sik sik kullanilan bleomisin
stlfat, sitarabin bevacizumab tratuzumab, fludarabin, kalsiyum folinat, vinkristin
stilfat ve rituksimab ilaglarinin hCA | ve hCA |l Gzerine inhibisyon etkileri
incelenmis. Bu amacla dncelikle hCA | ve hCA 1I izoenzimleri taze insan kanindan
Sefaroz-4B-L-Tirozin sllfanilamid afinite kolon kromatografisi ile saflastiriimus.
hCA | ve hCA II izoenzimleri sirasiyla 93,52 ve 661,90 kat ve %54, %56,46 verimle
elde edilmis. Ki degerlerinin bulunmasi i¢in esteraz aktivitesi ile ilaglarin inhibisyon
etkilerine bakilmis, fakat en yiiksek konsantrasyonda bile bu ilaglarin esteraz
aktivitesinde hCA | ve hCA 11 izoenzimleri zerinde herhangi bir inhibisyon etkisi

gozlenmemistir (Topal 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilan trietanolamin, serum
albiimin diyaliz torbalari, Sepharose 4B, N, N, N, N’-tetrametil etilendiamin,
benzamidin Sigma Chemical Comp.’den; trihidroksi metil amino metan (Tris),
sodyum hidroksit, hidroklorik asit, sodyum asetat, etanol, glisin, kolesterol, sodyum
azitir Co Merck’de; gliserin, metanol, sodyum asetat, fosforik asit, asetik asit,
akrilamid, kolestrol, N, N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250,
amonyum persulfat ise E.Merk’ten AG’den temin edildi. Jervin, diosgenin, sitosterol
ve beta-stigmasterol ise Agri Ibrahim Cegen Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dr.
Ogr. Uyesi Tuba AYDIN’dan alinmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda asagida belirtilen alet ve cihazlardan

yararlanilmistir.

Cihaz
Karistirict (Vorteks)

Hassas Terazi

Buzdolaplar1

Spektrofotometre

Elektroforez Tanki
Gli¢ kaynagi

pH Metre

Saf Su Cihaz1
Otomatik Pipet
Magnetik Karistiric

Marka
WiseMix VM-10

OHAUS Pioneer

Arcelik

Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible
Spectrophotometer

Bio Rad (Dikey)

Consort EV265 Elektrophoresis Power Supply

Crison MM41 Multimeter

Barnstead Easy Pure UV/U

ISOLAB Seti

Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
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Peristaltik pompa Gilson Minipuls 3
Santrifij Thermo Scientific

Derin dondurucu (-20) Arcelik Dikey Derin Dondurucu

3.1.3. Cozeltilerin hazirlanmalari

Calisma kapsaminda hazirlanan ¢ozeltilerde kullanilan su, deiyonize veya saf

sudur. Baz1 karisimlarda kullanmig oldugumuz su ise steril hale getirildi.

1. 0,2 M NaHCOs ¢ozeltisi, pH 8,8 (sefaroz-4B matriksi Gzerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon ¢ozelti): 16,8 g NaHCOs, 950 ml distile suda
¢oziilerek 0,1 N NaOH ile pH 8,8’¢ titre edildikten sonra toplam hacim distile su ile

1 litreye tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCI/0,1 M NazSOs c¢ozeltisi, pH 8,7 (afinite jelinin
dengelenmesinde kullanilan tampon ¢ozelti): 950 ml distile suda 3,0275 g Tris ve
14,2 g NaxSOs goziilerek 0,1 N HCI ile pH 8,7’ye titre edildi. Daha sonra distile su

ile hacim 1 litreye tamamlandi.

3. 25 mM Na;HPO4/1 M NaCl ¢ozeltisi, pH 6,3 (kolona tutunmus hCA 1
izoenziminin ellisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,2 g NaoHPO4 ve 14,625 g
NaCl alinip, pH 6,3’e titre edildikten sonra toplam hacim 250 ml’ye distile su ile

tamamlandi

4. %0,9’luk NaCl (homojenatin yikanmasi i¢in kullanilmis olan ¢ozelti): 4,5 g

NaCl alind1. Karigimin hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

5. 0,05 M Tris-SO4, pH 7,4 (esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
cozelti): 950 ml distile su icerisinde 6,055 g Tris ¢ozilerek, 1 N H2SO4 ile pH’s1

7,4’e getirildikten sonra distile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

6. %0,02°lik NaN3s ¢Ozeltisi (afinite kolonunun bakterilerden korunmasi igin
kullanilmis olan ¢ozelti): 20 mg NaNs alindi. Karisimin hacmi saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
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7. p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi: 1 ml aseton igerisinde 27,2 mg p-

nitrofenilasetat ¢oziindiikten sonra 49 ml saf suya azar azar katilarak hazirlandi.

8. Kullanilan inhibitér ¢ozeltilerinin hazilanmasi: 1mg/ml olacak sekilde
hassas terazide kati halde tarttimi yapilan maddeler dimetilsiilfoksit (DMSO)
kullanilarak ¢oziildii. Sonrasinda inhibisyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere 100,

1000 veya 10000 kat safsu ile seyreltme islemleri gergeklestirildi (Kaplan 2014).

3.1.4. Deneyde kullanilan kanin temini ve hemolizat hazirlanmasi

Agr1 Devlet Hastanesi Kan Merkezinden taze olarak insan kani temin
edilmistir. Alinan taze insan kan1 EDTA iceren tupler icerisinde +4°C ortam sartiyla
laboratuvar ortamina getirildi. Getirilen kanlar giinliik olarak kullanildi1 (Hunaiti and
Soud 2000).

3.2. Metodlar
3.2.1. Karbonik anhidraz enziminin aktivite tayin yontemleri

Esteraz Aktivitesi

Esteraz aktivitesi enzimin kinetik ¢alismalarinda kullanilan yontemdir. Bu
yontem, karbonik anhidrazin bir substrat olarak hidroliz p-nitrofenilasetata
reaksiyonunun p-nitrofenol veya p-nitrofinolat mekanizmasina esteraz etkinligine
dayanmaktadir. Bu metodun prensibine gore; CA enzimi substrat olarak kullanilmis
olan p-nitroasetatt 348 nm dalga boyunda absorbsiyon vererek p-nitrofenol veya p-
nitrofenolat’a hidroliz etmektedir (Sekil 3.1) (Verpoorte et al. 1967).

Q CA
OZNOO—C—CHg, s HO —— OZNOOH + CHCOOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.1. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi.
Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢dzeltisi ve hemolizattaki protein

miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Kullanilan bu yontem Coomassie Brillant Blue G-
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250 organik olan boyasinin asidik ve bazik gruplarin etkilegsmesiyle mavi renk
olugmasi esas alinmistir. Protein’in aminoasitle birlesmesiyle mavi rengin meydana
gelisinde Onemli bir yere sahiptir. Coomassie Brillant Blue G-250 maksimum
absorbansi normal sartlarda 465 nm’de verirken proteine baglandigi zaman

maksimum absorbans1 595 nm’de verir (Bradford 1976).

Afinite kromatografisi jelinin hazirlanmasi

Bir tlr adsorbsiyon kromatografisi olan afinite kromatografisi, saflastirilmak
istenen maddenin, matriks olarak adlandirilan polimer bir maddeye kovalent olarak
baglanan bir koplementer maddeye (ligand) spesifik ve geri doniisiimlii baglanmanin
oldugu bir yontem kullanilmaktadir. Matriks olarak biyojel, sephadeks ve sefaroz
v.b. degisik polimerler kullanilmaktadir. Kullanilacak ligand saflastirilmasi
diistiniilen maddeye spesifik ve geri doniisiimlii bir sekilde baglanma afinitesine

sahiptir.

Afinite kolonunun paketlenmesi

Afinite jeli dengelenmesi icin Tris-HCI, pH:7,8 tamponu igerisine alind1 ve
bdylece jel siispanse edilmis oldu. Siispanse edilen afinite jeli su trompu yardimu ile
vakumlanarak gozenekleri arasinda kalan hava kabarciklar1 uzaklastirildi. Havasi
alman jel, 1x10 cm’lik sogutmali kapali sistem cam kolona dolduruldu. Jel
doldurulduktan sonra peristaltik pompa kullanilarak dengeleme ¢ozeltisi kullanilarak
yikama islemi yapildi. Afinite jelinin dengelenip dengelenmedigi alttan alinan eluat
ile iistten ilave edilen dengeleme ¢ozeltisinin 280 nm’de gosterdigi absorbans ve pH

degerlerinin esit ¢cikmasi ile belirlendi.
CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

Afinite jeli Sefaroz-4B matriksi {izerinde hazirlandi. L-tirozin kolon
materyaline kovalent olarak takildiktan sonra diazollenmis siilfanilamid tirozine
kenetlendi. S6z konusu siilfanilamid enzimi spesifik olarak baglayan kismini, tirozin
ise afinite jelinin uzanti kolunu olusturmaktadir. Karbonik anhidraza 6zgii bir
inhibitdr olan siilfanilamid, afinite jelinin yapisina girerek CA’nin yiiksek oranda

saflastirilmasinda basari bir sekilde kullanilmaktadir (Kohn and Wilchek 1978).
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Siilfanilamid Baglanmasi

0,050 g siilfanilamid, yaklasik 0°C’deki 10 ml 1 N HCI igerisinde ¢ozildii ve
icinde 0,150 g NaNO; olan 0°C’deki 5 ml karisim, hazirlanan bu siilfanilamid
cozeltisi icerisine azar azar ilave edildi. Yaklastk 10 dk igerisinde diazolama
reaksiyonu tamamlanan sulfanilamid 40 ml Sepharose-4B-tirozin karisimina eklendi.
pH’s1, 1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak 9,5a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat kadar
oda sicakliginda yavasca karistirildi. Sonrasinda 1 litre saf su ve 200 ml 0,05 M Tris-
SO4 (pH: 7,4) tamponu kulanilarak yikandi. Yikandiktan sonra hazirlanan jel aym
tampondan 20 ml kadar eklenerek buzdolabinda +4°C’ye konularak kullanilincaya

kadar saklandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Bradford yontemiyle, elde ettigimiz enzim ¢6zeltilerindeki kantitatif protein
tayini yapildi. Oncelikle standart grafik hazirlandi. Daha sonra hazirlanan standart

grafikten faydalanilarak protein miktarlari hesaplandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini icin kullanilan standart

grafik.

4.2. hCA I ve hCA Il izoenzimlerinin baz1 dogal maddelerle inhibisyon tiirevlerinin

etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarin sonuglari

Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA | izoenzimi icin diosgenin, jervin,
kolestrol, p-Stigmasterol ve B-sitosterol bilesiklerinin etkisi arastirildi. Olgiimler,
esteraz aktivitesi tayini yontemiyle yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren her bir madde
icin (%) aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu grafiklerden yararlanilarak %50
enzim inhibisyonuna sebep olan maddelerin konsantrasyonlari (ICso degerleri)

hesaplandi.

35



120
100
80 <
60

% Aktivite

40

20

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
[Jervin] (uUM)

Sekil 4.2. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile jervinin farkli

konsantrasyonlarinda ICso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[Jervin]

grafigi.
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Sekil 4.3. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile diosgeninin farkli

konsantrasyonlarinda ICso degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[Diosgenin]

grafigi.
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Sekil 4.4. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile kolestroliin farkli

konsantrasyonlarinda ICso degerinin bulunmasi igin gizilen % Aktivite-[Kolesterol]

grafigi
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Sekil 4.5. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile B-stigmasteroliin farkli

konsantrasyonlarinda 1Csp degerinin bulunmasi

stigmasterol] grafigi.
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Sekil 4.6. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile B-sitosteroliin farkli

konsantrasyonlarinda ICso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[B-sitosterol]

grafigi.

Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 11 izoenzimi igin diosgenin, jervin,
kolestrol, B-stigmasterol ve B-sitosterol bilesiklerinin etkisi arastirildi. Olgiimler,
esteraz aktivite tayin ydntemiyle yapildi. inhibisyon etkisi gdsteren her bir madde
icin (%) aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu grafiklerden yararlanilarak %50

enzim inhibisyonuna sebep olan dogal maddelerin konsantrasyonlari (ICsp degerleri)

hesaplandi.
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Sekil 4.7. hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile jervinin farkli

konsantrasyonlarinda ICso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[Jervin]

grafigi.
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Sekil 4.8. hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile diosgeninin farkli

konsantrasyonlarinda ICso degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[Diosgenin]

grafigi.
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Sekil 4.9. hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile kolesterolin farkli

konsantrasyonlarinda ICsg degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[Kolesterol]

grafigi.
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Sekil 4.10. hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile B-stigmasterolln farkli
konsantrasyonlarinda ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-[B-

stigmasterol] grafigi.
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Sekil 4.11. hCA 1l izoenziminin esteraz aktivitesi yontemi ile B-sitosterol farkli

konsantrasyonlarinda ICso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Aktivite-[B-sitosterol]

grafigi.

4.3. hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon
Etkisi Gosteren Baz1 Dogal Maddelerle inhibisyon Tiirevlerinin Etkilerinin 1Cso

Degerlerinin Belirlenmesi ile Tlgili Sonuclar

Calisilan dogal bilesiklerine ait %Aktivite-[I] grafikleri cizildikten sonra bu
grafiklerden faydalanilarak %350 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonlari
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(ICs0 degerleri) hesaplandi. Elde edilen tiim verilerin daha iyi karsilastirilabilmesi

icin bu degerler bir tablo halinde gosterildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. hCA I ve hCA Il izoenzimlerinin esteraz aktivitesi ile inhibisyon etkisi

belirlenen dogal maddeler icin ICso degerleri.

Inhibitér hCA 1 igin ICso degerleri | hCA 11 igin 1Cso degerleri
(M) (M)

Jervin 0,2069 0,1896

Diosgenin 0,1413 0,1652

Kolesterol 1,055 0,76

B-stigmasterol 0,1515 0,4063

[-sitosterol 0,0955 0,1566

4.4. insan Eritrosit CA I-11 Enzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirma

Basamaklar: Sonuglar:

Insan kanindan elde edilen hemolizatin, Sefaroz-4B-L-tirozin sulfonilamid

kolonuna uygulanmasi sonucu elde edilen sonuglar Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Insan eritrositlerinden hCA I-1l izoenzimlerinin Sefaroz-4B-L-tirozin

stilfonilamid afinite kromotografisi kullanilarak saflagtirilmasi1 basamaklari.

Saflasgtirma  Toplam  Protein  Aktivite Toplam Toplam Spesifik Verim Saflastirma
basamaklar1  hacim (mg/mL) (EU/mL) protein aktivite aktivite (%) katsayis1

(mL) (mg) (EU)  (EU/mg)
Homogenat 10 14,92 102 149,2 1020 6,836 100 1
hCA | 5 0,21 142 1,05 710 676,2 69,60 98,92
hCA I 3 0,05 150 0,15 450 3000 44,12 438,85
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5. SONUC VE TARTISMA

Binlerce yildir bitkiler insanlar tarafindan c¢esitli faydalari nedeniyle
kullanmilmistir. Sadece tedavi icin bir milyona yakin farkli bitki ¢esidinden
faydalandigi bildirilmistir. Tum dinyada son doénemde giderek artan bitkisel
tedaviler Ulkemizde de giderek artmaya baslamistir. Bilingsiz kullanim saglik
acisindan tehlikeli oldugundan dolay1 bitkilerin etki ve yan etkilerinin tespiti toplum
saglig1 icin 6nem tegkil etmektedir.

Tez kapsaminda yapilan c¢alismada bitki kaynakli ekstrelerin ve kimyasal
denemelerin karbonik anhidraz enzimleri Gzerine inhibitor etkilerini inceledik. Elde
ettigimiz sonuglar bitkilerden iirettigimiz bilesenlerin konstrasyonlarinin artmasiyla
karbonik anhidraz iizerindeki inhibitér etkilerinin arttigini gosterdi.

Farmasotik bilimlerde de karbonik anhidraz arastirmalar1 osteoporozdan
kansere genis bir yelpazede birgok hastaliginin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir.
Karbonik anhidraz inhibisyonundan faydalanilarak gelistirilen ilaglar arasinda
antiobezite ilaglari, glokom ilaclari, antiinfekfif ilaclar sayilabilir (Supuran 2003).

Teknoloji sayesinde yasam siireleri uzamis ve yasam kalitesinin artirilmasi
icin ¢esitli arayislara gidilmistir. Bu ¢ercevede giinimiizde egilim kimyasal
tirtinlerden uzak durma ve dogal {irlinlere yonelme seklindedir (Carlsen et al. 2010).

Gunumuzde ham madde olarak kozmetik, gida ve ilag sanayinde tibbi ve
aromatik bitkilerin 6nem kazanmasi ile birlikte bitkilere olan ilgi daha da artmasina
neden olmustur. Ozellikle tibbi ilaglarda sentetik maddelerin olusturdugu olumsuz
sonuglar ve yiiksek maliyet dogal {iriinlere olan ilgi ve ihtiyacin giin gectikge
artmasina neden olmustur.

Yirminci ylizyildan itibaren tedavi edici etkisi belirlenen bitkilerin
sentezledikleri etken maddelerin saflagtirilmasi kimyasal yapilarin belirlenmesine
yonelik c¢alismalar baslamistir. Bununla birlikte dogal iiriin olarak saflagtirilan
maddelerin sentetik {iretimide 6nem kazanmustir. Bitki izalosyonu ve sentetik ilag
tiretiminin hiz kazandig1 bu donemlerde saf etken maddeler endiistriyel ila¢ olarak
kullanilmistir (Koger et al. 2012). Ginlimuzde kimyasal maddelerden kaynaklanan
olumsuz sonuglar ve bu kimyasal maddelerin ortaya c¢ikardigi yeni hastaliklar
bitkilerin ve bitkisel ilaglarin kullanimini 6n plana ¢ikarip bitkisel kaynaklara ciddi

bltceler ayrilmasina neden olmustur (Aggarwal et al. 2015).
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Oldukga zengin bir floraya sahip olan iilkemizde yetistirilen tibbi ve aromatik
bitkilerin bilinmeyen yeni ve ekonomik degeri yiiksek farmokolojik aktivitelerin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in bilimsel ¢alismalar yapilmakta ve giin gegtikge bu calismalar
daha fazla tesvik edilmektedir.

Son zamanlarda dogal antioksidanlar yarali etkilerinden dolayi aktif arastirma
konusu olmustur. Dogal antioksidanlar besin olarak alinabildikleri gibi gida katkisi
olarakta wverilebilmektedir. Diinya kamouyunda dogal antioksidan kullaniminin
faydali oldugu kanisi gelistiginden tiiketiciler arasinda bu iriinlere ragbet giderek
artmaktadir. Bu da ekonomik yonden getiri sagladigindan dogal antioksidanlar
lizerine aragtirmalar giderek dnem kazanmustir.

Antioksidanlar organizma veya dokular1 oksidatif strese karst korurlar. Ayni
zamanda gidalarda da oksidasyona karsi korumay1 yine antioksidanlar yaparlar. Bu
durum antioksidanlar1 fizyoloji, farmokoloji, beslenme ve gida endiistrisinde 6nemli
bir calisma alani1 haline getirmistir (Magalhaes Santos et al. 2009). Gida
endiistrisinde antioksidanlarin oksidasyondan dolay1 besinde meydana gelen
bozunmalar1 Onleyici etkileri vardir. Antioksidanlar oksidasyonu iki sekilde
durudurabilir ya da geciktirebilir. Birincisi serbest radikalleri gidererek ki bu tir
bilesikler primer antioksidanlar olarak tanimlanir. Primer antioksidanlar a-
tokoferoller gibi fenolik bilesiklerdir. Sekonder antioksidanlar ise metal iyonlarim
baglama, reaktif oksijen tiirlerini giderme, hidroperoksitleri radikal olmayan tiirlere
dontistirme, UV 1ginlarin1 absorblama ve singlet oksijeni deaktive etme gibi
reaksiyonlar1 gergeklestirirler (Gulcin et al. 2008).

Antioksidan bilesikler antioksidan aktivitelerini metal iyonlarin1 baglama,
peroksitleri pargalama ve radikal giderme gibi birgok farkli mekanizmalar ile ortaya
koyabilirler (Gulcin 2002).

Antioksidan maddeler, yaslanma siireci ve hastaliklarda rolii oldugu bilinen
serbest radikallerin saglik tizerindeki =zararli etkilerini; serbest radikallerin
reaksiyonlarini durdurmak, oksijeni ve metalleri baglayarak oksidasyonun sebep
oldugu zararlar1 engellemek, diisiikk yogunluklu lipoprotein (LDL) ve lipoprotein
oksidasyonunu oOnlemek yoluyla azaltirlar. Bitkisel iirtinlerin antioksidan etkileri
ozellikle flavonoidler basta olmak {izere sinnamik asit tiirevleri, kumarinler gibi

fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Yapilan farkli calismalarda, fenolik
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bilesiklerin; antidiyabetik, antialerjik, antienflamatuar, antipatojenik, antimikrobiyal,
antiviral ve antitrombotik 0Ozellikleri ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
osteoporoz, diyabetes mellitus ve nérodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkileri
gosterilmistir. 2000’11 yillarin basina kadar 8000 fazla fenolik bilesik tanimlanmustir.
Ve bu sayr her gegen giin artmaktadir. Bazi bitki fenolikleri son zamanlarda
antioksidan olarak kabul edilmekte ve ticari olarak tretilmektedir.

Sifal1 bitkiler ve bilesenleri, modern ilag kesif programinda yeni kimyasal
varliklarin kesfedilmesi i¢in ortak bir platform olusturmaya devam etmektedir.
Geleneksel tip sisteminde ¢esitli tibbi bitkiler ve bunlarin formiilasyonlari
hiperglisemi i¢in  kullanilir. Diosgenin  bir anti  hiperkolesterolemi  ve
antihiperglisemik ajan olarak geleneksel tipta kullanilmistir. Bazi raporlar,
diosgeninin proliferasyonu inhibe ettigini ve insan kolon, osteosarkom, losemi,
eritrolosemi, meme ve karacigerin ¢ok ¢esitli tiimor hiicrelerinde apoptosisi
indiikledigini gostermistir. Diosgenin ayrica karsinojenezde rol oynayan ve kanser
kemoterapisi ve tedavisi i¢in 6nemli hedefler olan siklooksijenaz-2 ve lipoksijenazi
da ortadan kaldirir. Bu nedenle, diosgenin kanser kemoterap6tik potansiyeline sahip
olabilir ve bunun aktivitesi ¢coklu hicresel ve molekiiler hedefleri icerir (Li et al.
2010). Prostat kanseri, erkeklerde en sik rastlanan tiimorlerden biridir ve Amerika
Birlesik Devletleri'nde kanser mortalitesinin ikinci ©6nde gelen nedenidir.
Diosgenin'in, hiicre biiylimesini inhibe etmek ve ¢esitli kanser hiicre dizilerinin
apoptozunu induklemesi gibi anti-kanserojenik potansiyellere sahip oldugu
gosterilmistir. Cemen otu tohumu yaygin Hint baharatlarinda kullanilir (Srinivasan et
al. 2009). Cemen (Trigonella foenum Graecum, Leguminosae) Hindistan, Misir ve
Orta Dogu lilkelerinde yaygin olarak yetistirilen bir bitkidir. Tohumlarin 6zi,
Ayurveda (Hint), Unani (Arapga) ve Cin tibbi sistemlerinde diyabet tedavisi igin de
yararli oldugu diistiniilmektedir. Diosgenin, cemen otu (Trigonella foenum graecum)
ve yabani yamunun (Dioscorea villosa) kokleri dahil olmak iizere gesitli bitkilerde
bulunan dogal olarak ortaya ¢ikan bir steroidal saponindir. Cemen otu tohumu gibi
diosgenin agisindan zengin gida kaynaklari, streptozotosin ile baslatilan diyabet
sicanlarinda insulin benzeri bir antihiperglisemik etki sergiler ve ayrica karacigerdeki
glikoz metabolizmas1 seviyelerindeki degisiklikleri tersine c¢evirir (Marles and

Farnsworth 1995; Flammang et al. 2004; Kang et al. 2011). Bu yizden sentetik ve
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farmakolojik ¢alismalarda saf diosgenin oldukg¢a degerli bir maddedir (Denance et al.
2006; Son et al. 2007; Wang et al. 2011).

B-sitosterol yaklasik olarak her bitki tiiriinde bulunan yaygin bir steroittir.
Ornegin, fitosterollerin ¢esitli gida iiriinlerinde uygulanan koroner kalp
hastaliklarinin riskini en aza indirgenmesine katkida bulundugu bilinmektedir.
Ozellikle stigmasterol, D3 vitamini, kortizon, androjenler, éstrojenler ve progesteron
icin bir 6n-madde olarak kullanildigi farmasoétik endiistrisinde yaygin olarak
uygulanmaktadir. Bilinen endiistriyel kullanimlarinin disinda, stigmasterol yakin
zamanda bir¢ok arastirma c¢aligmasinda basarili olarak kullanilmistir. Bu durumun
cesitli kanser hastaliklarinin, yani yumurtalik, prostat ve goglis tiplerinin
onlenmesinde yardimci olabilecegi gosterilmistir (Woyengo et al. 2009; Panda et al.
2009).

pB-sitosterol soz konusu etkilere ek olarak, bitki sterollerinin antibakteriyel,
antifungal, anti-ulseratif, anti-enflamatuar ve anti-oksidatif aktivitelere sahip oldugu
gosterilmisgtir (Maguire et al. 2007). Bu nedenle, fitosterollerin insan sagligi
tizerindeki etkileri, cesitli hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde Onemli rol
oynarlar ve klinik seviyedeki veya model sistemlerdeki fitosterollerle ilgili
caligmalar, bu bilesiklerin bu farkli islevinin arkasindaki molekiiler mekanizmay1
anlamak icin ¢cok onemlidir (Lagarda et al. 2006).

Bu ¢alismada jervine, diosgenin, kolestrol, B-Stigmasterol ve B-sitosterol
bitkilerinin ekstre ve biyolojik aktivite gosterebilecek saf maddelerin 6zellikle
glokom hastaliginin tedavisinde kullanilann ilaglarin hedef enzimi olan CA | ve Il
izoenzimlerine karsi inhibisyon etkileri aragtirilmistir.

Bu calismada insan eritrositlerinden CA 1 ve Il izoenzimleri afinite
kromatografisi ile saflastirarak jervine, diosgenin, kolestrol, p-stigmasterol ve f-
sitosterol bitkilerinin etanol, diklormetan, n-hekzan ve metanol ekstreleri ile major
metaboliti herniarinin bu enzimler Gzerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir.

Insan ve hayvanlarda bircok hastaligm tedavisinde kullanilan ilaglar CA
enzimlerini hedef alirlar. Asetazolamit, dorzolamit ve brinzolamit gibi siilfonamid ve
brinzolamit gibi sulfonamid tirevleri ilaglar karbonik anhidraz izoenzimleri
tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edilirler (Biilbiil et al. 2002). insanlarda

glukom hastaliginin tedavisinde, 6dem ve epilepsi tedavilerinde kullanilan ilaglar CA
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enzimlerini inhibe ederler. CA enzimi eritrosit i¢eren ¢ogu dokuda iyi karakterize
edilmis pH diizenleyici bir enzimdir. Karbon dioksitin bikarbonat ve protona
dontistimiint katalizlerler. Bu olduk¢a hizli bir reaksiyondur. CA bu reaksiyonun
hizli ileri derecede artirarak saniyede 10%-10° reaksiyon hizina ulastirir (Supuran
2008).

Karbonik anhidraz saflagtirmasi afinite kromotografisi yontemi ile
gerceklestirilmistir. Islem esnasinda 280 nm de absorbans 6l¢iimii gergeklestirilerek
eluatlarin protein igerigi belirlenmistir (Segel 1968).

Coomassic-Blue yontemi kantitatif protein tayini amaciyla kullanilmistir.
Kisa silirede uygulanabilmesi az sayida bozucu faktdrden etkilenmesi ve boyanan
proteinlerin ¢dzeltilerde uzun siiretespit edilebilmesi bu yontemin diger tayin
yontemlerine olan {stiinliikkleri arasindadir. Hassasiyet araligit Ug arasindadir
(Bradford 1976).

Calismada enzim aktivite tayinini gergeklestirmek igin iki yontem kullanildi.
Birincisi; Maren ve arkadaslarinin modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yontemi
olarak bilinen CO; hidrataz aktivitesidir (1960). Bu yontemle COgz'nin H2O ile
reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen H>COz™ iyonlarina ayrisarak ortamin
pH'sim1 degistirme siiresinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Bu yontem saflastirma
islemlerinde eliiatlardaki aktivitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Esteraz aktivitesi yontemi kullandigimiz bir bagka yontem olmustur.
Karbonik anhidrazin ester baglarinin pargalanmasi iizerine insa edilmis olup bu
yontem Amstrong ve arkadaslari tarafindan bulunmustur (1966).

Son yillarda artan sekilde dogal fenolik ya da hidroksilli molekillerin CA
izoenzimleri ya da diger 6nemli enzimler iizerindeki etkileri incelenmektedir. Bircok
dogal fenolik maddenin insan karbonik anhidraz izoenzimleri lizerinde sonderece
etili oldukar1 yapilan ¢alismalarda goériilmektedir (Senturk et al. 2011; Ekinci et al.
2013; Guney et al. 2015; Turkoglu et al. 2017).

Celik’in 2017 yilinda yaptig1 tez ¢alismasinda kuersetin, katekin, morin ve
rutin dogal fenolik maddelerinin sigir bobrek CA enzimi {izerinde yaptiklari
incelemede 0,074-0,117 puM arasindaki degerlerde inhibisyon gosterdigi tespit
edilmistir (Celik 2017).
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Literaturde Onemli farmokolojik aktiviteleri rapor edilen ve ginluk

hayatimizda hastaliklarin tedavisinde kullanilan jervine, diosgenin, kolestrol, B-

stigmasterol ve B-sitosterol maddelerine olan ilgilinin bu ¢alisma ile daha da artacagi

imit edilmektedir. Ulkemizde jervine, diosgenin, kolestrol, p-stigmasterol ve B-

sitosterol tedavi edici ve faydali yeni bir 6zelliginin ortaya ¢ikarildigt bu ¢aligmanin,

bitkilerin tiiketimine tesvik edecegi gibi ekonomik degerlerinin artiracagi tahmin

edilmektedir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

Insan kanindan Karbonik anhidrazin 1 ve II izoenzimlerinin

saflastirilmasi gerceklestirilmistir.

Calisma sonucunda CA I enzimi % 69,6 verimle yaklasik 98,92 kat
saflastirilabilmistir. Enzimin saflig1 elektroforezle kontrol edilerek tek

bant gbzlenmistir.

CA II enzimi % 44,12 verimle yaklasik 438,85 kat saflastirilabilmistir.

Enzimin saflig1 elektroforezle kontrol edilerek tek bant gdzlenmistir.

CA 1 ve II izoenzimleri {lizerine bazi dogal maddelerinin inhibisyon
etkileri incelenmistir. Bu amagla jervine, diosgenin, kolestrol, f-
stigmasterol ve [-sitosterol enzim {zerine inhibisyon etkileri

incelenmistir.
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