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OZET

GLUKOZAMIN VE GLUKOZAMIN TUREVLERININ
KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMi
UZERINE ETKISININ INCELENMESI

KOC, Aysenur
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Metin BULBUL
Agustos, 2020, 75 sayfa

Karbonik anhidraz, (E.C. 4.2.1.1) merkezinde Zn*? iyonu bulunan bir enzimdir.
Omurgalilarda COz2, karbonik anhidraz enziminin substratidir. Karbonik anhidraz enzimi
in vitro daki bikarbonat tampon sistemi ve CO hidrasyonunu saglayan onemli bir
enzimdir. Reaksiyon ¢ift yonliidiir. Denge reaksiyonudur. Karbonik anhidrazin ¢ok ¢esitli
gorevleri vardir. Bu goérevler arasinda lipitlerin sentezi, gozdeki elektrolitlerin salinimu,

kalsifikasyon ve viicuda alinan maddelerin detoksifikasyonu sayilabilir.

Glukozamin, eklemlerdeki kikirdagin bir bileseni olan amino sekerdir.
Glukozamin viicudumuz igin hayati bir 6neme sahiptir. Hekzoamin olarak da bilinen
glukozaminin formiilii CeH13NOs’dir. Glukozamin yetiskinler tarafindan kullanilan en iyi
eklem iltihabi takviyelerinden biridir. Destek madde olarak kullanilan glukozaminin,
glukozamin siilfat formunda alinmasi daha yararhidir. Cilinki siilfat viicudumuzda
kikirdak olusumuna yardimct olmaktadir. Ayrica glukozamin kondroitin ile de kombine

seklinde kullanilabilir. Cilinkii kondroit eklem kikirdaginin su tutmasini saglar.

Bu calismada glukozamin ve tiirevlerinin karbonik anhidraz enzimi {izerine
inhibisyon etkileri ve glokom tedavisinde kullanilabilirligi arastirilmstir. Ilk olarak, insan
eritrositlerinden (hCA I ve hCA 1) elde edilen CA izoenzimleri afinite kromatografisi ile

birbirinden ayrilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen verilere gore glukozamin ve tiirevleri (bitkisel
glukozamin, glukozamin siilfat, glukozamin kontroitin MSM) CA enzimleri {izerine
aktivasyon etkisi vardir. Bu yiizden glukozamin ve tlirevlerinin glokom tedavisi i¢in

kullanilmaya aday olmadig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Karbonik ~ Anhidraz, Inhibisyon, Afinite  Kromatografisi,

Glukozamin, Enzim Aktivitesi



Vi
ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF GLUCOSAMINE AND
GLUCOSAMINE DERIVATIVES ON
CARBONIC ANHYDRASE ENZYME

KOC, Aysenur
Master Thesis, Deparment of Biochemistry
Thesis Surervisor: Prof Dr. Metin BULBUL
August, 2020, 75 pages

Carbonic anhydrase (E.C. 4.2.1.1) is an enzyme with Zn*? at its center. In
vertebrates, COz is the substrate for the carbonic anhydrase enzyme. Carbonic anhydrase
enzyme is an important enzyme that provides bicarbonate buffer system and CO:
hydration in vitro. The reaction is bi-directional. It is a balance reaction. Carbonic
anhydrase has a wide variety of functions. These tasks include the synthesis of lipids, the
release of electrolytes in the eye, calcification, and detoxification of substances taken into
the body.

Glucosamine is an amino sugar that is a component of cartilage in joints.
Glucosamine is vital to our body. The formula of glucosamine, also known as hexoamine,
is CeH13NOs. Glucosamine is one of the best arthritis supplements used by adults. It is
more beneficial to take glucosamine, which is used as a supplement, in the form of
glucosamine sulphate. Because sulfate helps the formation of cartilage in our body. In
addition, glucosamine can be used in combination with chondroitin. Because chondroit

allows joint cartilage to retain water.

In this study, inhibition effects of glucosamine and its derivatives on carbonic
anhydrase enzyme and its usability in glaucoma treatment were investigated. First, CA
isoenzymes obtained from human erythrocytes (hCA I and hCA I1) were separated from
each other by affinity chromatography.

According to the data obtained in this study, glucosamine and its derivatives
(vegetable glucosamine, glucosamine sulfate, glucosamine controlroitin MSM) have an
activation effect on CA enzymes. Therefore, it has been determined that glucosamine and

its derivatives are not candidates for glaucoma treatment.

Keywords: Carbonic Anhydrase, inhibition, Affinity Chromatography, Glucosamine,
Enzyme Activity
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1. GIRIS

Enzimler hiicrenin metabolizmasini olusturan binlerce kimyasal reaksiyonu idare
eden, ileri seviyede organize olmus protein yapisindaki biyolojik katalizérlerdir.
Enzimler proteinler arasinda 6zel bir diizeni olan molekiillerdir ama her protein enzim
degildir. Baz1 grup katalitik RNA molekiiliinli saymazsak enzimlerin tamami protein
yapisindadir. Enzimler 6zellesmis biiylik protein molekiilleridir. Enzimde yer alan
aminoasitlerin siralanig1, enzimin belirli konformasyon ve ii¢ boyutlu sekil olusmasinda
o6nemli rol oynamaktadir. Enzimin konformasyonu sadece biyolojik aktivite i¢in degil
metabolik olaylarda proteinin gorevinin belirlenmesi i¢in de ¢ok 6nemlidir (Cengiz ve
Cengiz, 1994; Palmer, 1981).

1.1. Enzimler

Hayat, spesifik ve giiclii katalizorler olan enzimlerin varligina baglidir. Canli
sistemlerinde binlerce enzim bulunur ve canlilar igin enzimler 6nemlidir. Enzimler
inorganik katalizorlere oranla aktivasyon enerjisini iyi bir sekilde diistirtirler. Enzimler
metabolik reaksiyonlart muhtesem bir sekilde hizlandirir. Basamakli reaksiyonlarin
yiizlercesini katalizler, besin molekiillerini pargalar, kimyasal enerjiyi korurlar ve
tirlinlerden biyolojik makromolekiiller olustururlar. Bazi enzimlerin aktive olmast i¢in
bagka kimyasal gruba ihtiyaci yoktur. Bazilar1 ise aktive olmak i¢in kofaktoér denilen
kimyasal bilesiklere (Fe*2, Mg*?, Mn*2, Zn*?) ihtiyag duyarlar. Enzimde kimyasal bilesik
degil de organik bir grup baglh ise buna koenzim adi verilir. Enzimlerde diyaliz
edilemeyen ve 1s1ya dayanikli olmayan protein kismina apoenzim, enzim ile koenzim

kompleksine ise holoenzim denir (Baban, 1980).

Bir koenzim veya metal iyonu enzim proteinine gii¢lii baglardan biri olan kovalent
bag ile baglandiginda prostetik grup olarak adlandirilir. Metabolizma i¢in gerekli olan
reaksiyon enzimin aktif bolge dedigimiz i¢ kisminda gerceklesmektedir. Aktif bolgeye
baglanan ve enzimin etki ettigi maddeye substrat denir. Hiicre metabolizmasinin
diizenlenmesi olduk¢a zor ve ugrastirict bir olaydir. Insanda gergeklesen biitiin
biyokimyasal reaksiyonlarin tiimiine metabolizma denir. Metabolizma reaksiyonlarini
hizlandiran biyokatalizorler enzimlerdir. Bir enzimin {iriinii diger bir enzimin substrati

olmakla birlikte hiicrede biitiin ara metabolitlerin belli Konsantrasyonda tutulmasi



saglanmalidir. Enzimler bir bakima da homeostaziyi (i¢ denge) saglar. Enzimlerin

birbirleriyle etkilesimi metabolizmanin diizenlenmesi i¢in dnemlidir.

Basit bir enzimatik tepkime;

E+S =——— BES == EP =—= E+P

seklinde ifade edilebilir.

Burada E, S ve P sirasiyla enzim, substrat ve {iriinii gosterir. ES ve EP enzimin
substrat ve {irlinle yapmis oldugu gegis kompleksleridir. Kataliz reaksiyonunu anlamak
icin Once reaksiyon dengesi ve reaksiyon hizi arasindaki farki anlamak gerekir. Enzimin
gorevi biyokatalizor olduguna gore sadece reaksiyonu hizlandirir. Enzimler reaksiyonun

dengesini etkilemez (Buker, Boriack-Sjodin ve Copeland, 2019).

1.1.1. Enzimlerin Ozellikleri
Biyokimyasal reaksiyonlar1  katalizleyen  enzimlerin  birgok  Ozelligi
bulunmaktadir. Bunlar;

1- Enzimler diger reaksiyonlara gore reaksiyon hizlarmni daha fazla arttirirlar. (10°-10%

kat fazla)
2- Enzim reaksiyonlarinda verim %100’diir. Higbir sekilde yan metabolit olusmaz.

3- Enzimler canl1 hiicrelerce biyolojik sartlarda, genetik bilgi sayesinde sentezlenir. Fakat
aktivite gdstermek icin sadece hiicre igcinde bulunmalar gerekmez. /n vitro ortamda da

yani hiicre disinda da aktivite gosterirler.
4- Enzimler substratina gore biiyiik molekiillerdir.

5- Enzimlerin katalitik aktivite gostermeleri i¢in uygun ii¢ boyutlu yap1 kazanmalari
gerekir. Bu yiizden enzimler proteinlerin en komleks yapilaridir. Her enzim 6zellesmis

gruplar ihtiva eder.
6- Protein yapisinda olmayan enzimler de vardir.
7- Enzim reaksiyonlari ¢ift yonlii 6zelliktedir. Yani denge reaksiyonudur.

8- Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 ¢ok az enerji ile viicut sicakliginda

gerceklestirirler.
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9- 11k olarak genetik bilgi ile saf protein sentezlenir. Ama protein sentezlendikten sonra
katlanarak {i¢ boyutlu yap1 kazanir ve yapilarina gesitli kofaktorler eklenir. Enzimin ii¢

boyutlu yapisi bozulursa aktivite gostermez. Bu olaya enzim denatiirasyonu denir (Cengiz

ve Cengiz, 1994).

Bu ylizden enzim deneyleri dikkatli ¢alisilmalidir.

1.1.2. Enzim Kinetigi

Enzim katalizli reaksiyonlarin canli sistemler i¢in Onemi biiyiiktiir. Enzimler
reaksiyon hizlarina etki eder. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapist 6nemli bilgiler verir.
Enzimler ile hizlanan biyokimyasal tepkimelerin tiimiine enzim hizi denir. Enzim hiz1
tepkimelerinde enzim hizi olglilmektedir. Ortam sartlarinin ve tepkime kosullarinin
degistirilmesiyle reaksiyonunun nasil etkilenecegi arastirilir. Enzimin katalitik isleyisini
anlamak i¢in enzim kinetigi, enzimin metabolizmadaki gorevi, aktivitesinin nasil
ayarlanmasi gerektigi ve ilag ya da baska bir maddenin enzimi nasil inhibe ettigi ya da
aktive ettigi incelenir (Cleland, 2009).

1.1.2.1. Enzim Hizina Etki Eden Faktorler

1.1.2.1.1. Sicakhk

Her enzim belli sicaklikta daha iyi bir hiz ile ¢alisir. Tiim enzimler 6zeldir ve her
enzim i¢in uygun olan sicaklik farklidir. Enzimin en iyi etki ettigi sicaklik degerine
optimum sicaklik degeri denir. Genelde hayvansal organizmalarda enzimin, optimum
sicaklik degeri yani en verimli oldugu sicaklik 36-37 °C’dir. Bitkilerde ise bu sicaklik 50-
55 °C’lere kadar yiikselebilir. Ortam uygun sicaklik iizerine ¢ikarsa enzim sicaklik
artistyla denatiire olur ve aktivite gostermez. Ayrica bazi enzimler 60 °C iistiinde denatiire

olurlar (Aguiar, Yamashita ve Gut, 2012).



Sekil 1.1: Reaksiyon Hizi- Sicaklik Grafigi

Reaksiyon Hizi
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1.1.2.1.2. pH

Enzimler degisik pH’ larda farkli hizlarla reaksiyonlar1 katalizler. Her enzimin
kendisine 6zel ve en iyi ¢alistig1 bir pH degeri bulunur. pH derecesine enzimin optimum
pH’s1 denir. Enzimin optimal pH’sinin iizerinde de altinda da enzimin aktivitesi azalir.
Enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin  yan gruplart ortamm pH’sindan
etkilenebilmektedir (Cleland, 2009).

Sekil 1.2: pH-Tepkime Hiz1 Grafigi

Tepkime Hizi
M
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1.1.2.1.3. Enzim Konsantrasyonu

Enzim tepkimesinin hizi bulundugu yerdeki enzim oraniyla birlikte artar.



Sekil 1.3: Enzim Konsantrasyonu-Reaksiyon Hizi Grafigi
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1.1.2.1.4. Substrat Konsantrasyonu

Belli orandaki enzimin tepkime hiz ilk olarak substrat derisimine gore artar. Ilk
olarak bu iliskinin grafigi lineer giderken bir siire sonra hiperbolik bir hal almistir. Lineer
giden enzimatik tepkime bu sekilde birincil degerde hizlanmisken ikinci degerde ise sabit
hiza ulagsmakta ve reaksiyon hizi degismemis, sabit devam etmektedir. Bdylece sifirincil
degerde hiz1 vardir. Hiz, substrat derisiminin artmasiyla en yiiksek hiza ulagmistir buna
maksimal hiz (Vmax) denir. Fakat maksimal hiza ulastiktan sonra enzim artik substrati ile
doygunluga ulagmistir. Bu noktadan sonra substrat miktar1 artsa bile enzime yani

reaksiyon hizina etki etmeyecektir. Grafik sabit devam etmektedir (Baban, 1980).
Substrat konsantrasyonunun hiza etkisi;

Sekil 1.4: Vo- Substrat Derisimi Grafigi
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Enzimatik reaksiyon hiz1 maksimum iken enzimin yarisina bagl olarak substrat
derisimine Michealis-Menten sabiti denir. Bu deger Ky ile gosterilir. Km proteinin bir
karekteristik 6zelligidir. Km enzimin substrata ilgisi ile ilgilidir (Leow ve Chan, 2019;
Menten ve Michaelis, 1913).

Enzim ¢ok diisiik Km’e sahipse substrata karsi ilgisi fazladir. Bir enzim yiiksek

Km’e sahipse substrata kars1 ilgisi azdir.

Km = Vmax/ 2’dir.

Her enzimin her bir substrati i¢in farkli bir Km degeri vardir.

1.1.2.1.5. Substrat yiizey alani

Enzim reaksiyonunda substratin yiizey alani arttik¢a tepkime hizi da artar (Buker
ve digerleri, 2019).

Sekil 1.5: Substrat Yiizeyi-Tepkime Hizi Grafigi

Tepkime Hizi
'
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S

L4

1.1.2.1.6. Zaman

Enzimin katalitik aktivitesi kaybolmadikga substrat ile etkileserek iirtin olusumu
zamanla dogru orantili olarak artar.
1.1.2.1.7. Reaksiyon iiriinleri

Metabolitlerin hiicre ortaminda birikimi enzimlerin aktivitesini azaltmaktadir. Bu

nedenle metabolitlerin hizlica ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Eger uzaklastirilmaz ise



bazi metabolitler substrata benzerliginden dolay1r enzim ile tekrar kompleks
olusturabilmektedir. Sonug olarak iki yonlii reaksiyonun ters yonde ilerlemesine neden

olurlar (Chance, 1957).

Sekil 1.6: Enzim-Substrat iliskisi
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1.1.2.1.8. Fiziksel etkenler

Enzimler bazi fiziksel etkenler yiizinden denatiire olabilmektedir. Enzim
¢ozeltisini bazi 1smlar (UV), hizhi ¢alkalama, fazla 1s1, asit-baz eklemesi, kimyasal
¢ozeltiler (guanidin kloriir, sodyum dodesil siilfat, aseton, alkol gibi ¢oziiciiler) kotii

etkilemektedir. Bu yiizden enzim aktivitesi azalmaktadir.

1.1.2.1.9. Hormonlar

Bazi hormonlar enzim aktivitesi lizerine inhibitér olarak etki eder. Yapilan
aragtirmalarda, demir eksikliginde 5- deiodinaz enzim aktivitesinin azalmasi tiroid

bezlerinden salgilanan TSH hormonu ile ilgili oldugu bilgisine saptanmaistir.

1.1.2.1.10. inhibitorler

Inhibitdrlerin enzime oldukca énemli etkileri vardir. Enzim aktivitesini ortadan
kaldiran ya da enzimin aktivitesini yavaglatan maddelere inhibitor denir. Antibiyotikler,
ilaclar, zehirler enzim f{izerine inhibitor etki gosterirler (Cer, Mudunuri, Stephens ve
Lebeda, 2009).



Sekil 1.7: Enzim-Substrat ve Enzim-inhibitor iliskisi Gosterilmistir.

1.1.2.1.11. Iyonik Siddet

Enzimlerin protein kismindaki yan gruplar asidik, bazik, pozitif yiikli ya da

negatif yiiklii olabilmekte ve iyonik siddetten etkilenmektedir.

1.1.2.1.12. Aktivatorler
Enzim reaksiyonlarinin hizini arttiran maddelere aktivator denir. Kofaktorler
genellikle aktivator gorevi gérmektedir. Clinkii kofaktorler 1s1iya dayaniklidir.

Sekil 1.8: Aktivator-Tepkime Hizi Grafigi

Tepkime Hizi
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1.1.3. Enzim aktivitesi bulma metotlar1

Enzim aktivitesi, bir ¢ozelti veya doku, kan ekstrakt1 igindeki enzim miktarinin
bulunmasidir. Enzimin Katalitik aktivitesinden faydalanarak bulunur. Enzim aktivitesi
birimi EU’dir. Enzim {initesi, standart kosullarda ve 25 °C’de 1 umol substrat1 1 dk’da

tirline ¢eviren enzim miktaridir.

Turnover sayisi, kullanilan enzimin 1 sn’de tepkime firiiniine doniistiiren
substratin mol sayisidir. Yani enzim ile ilgili dontisiim sayisidir. Kisaca kcat sembolii ile
gosterilir. Yiiksek turnovera sahip biyolojik molekiiller CA ve Katalaz enzimidir
(Cleland, 2009; Lehninger, Nelson, Cox ve Elgin, 2016).

1.1.3.1. Spektrofotometrik metot

Enzimin etki ettigi madde veya tepkime iiriinii UV 1s1kta fazlasiyla optik yogunluk
gosterebilir. Bu 6nemli bir 6zelliktir. Bu yontemde substratin diisiik ¢ikmasi veya tepkime
tirlinliniin yiiksek ¢ikmasi gibi farkliliklar kullanilabilir. Spektrofotometrik metot, diger
yontemlere gore karmagik degildir ve hassas o6l¢iim yapilmaktadir. Optik yogunluk
farkliligi, belli derisimdeki enzim {nitesini verir. Cogu enzimin aktivitesi bu metot ile

bulunabilir. Enzimler 280 nm dalga boyunda tayin edilmektedir.

1.1.3.2. Monometrik metot

Yapisi gaz olan enzimlerin aktivite gosterdigini bulmak i¢in yararlanilan tekniktir.
Ornegin; oksidaz enzimi ile Oz alimis1 ve dekarboksilaz enzimi ile CO, salinisinda

kullanilabilmektedir.

1.1.3.3. Thunberg metot

Fazla dehidrogenaz (dhg) enziminin aktivitesi igin bu yontemden yararlanilir.
Metilen mavisi elektron (e”) alicisidir. Bilesigin yiikseltgenmis hali renkli, indirgenmis
hali ise renksizdir. Enzimin etki ettigini bulmak i¢in tepkimenin oldugu yere belirli
oranda metilen mavisi eklenir. Renk yok oluncaya kadar gegen siire not alinir. Deneme

O 2’ siz bir ortam olusturmak i¢in bir tiipiin i¢inde yapilmaktadir.
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1.1.3.4. Elektrot metot

pH metrelerin elektrotlariyla yapilan enzim tepkimesinde olusan maddelerin

degerlendirilmesine dayanir.

1.1.3.5. Polimerik metot

Pek ¢ok enzimin etki ettigi madde optik izomeriye sahiptir. Eger tepkime ile
olusan maddede optik degisme olursa bu yontemden yararlanilabilir. Fakat substrat ve

tirtin optik izomeriye sahip degilse bu metodun yapilmasi dogru olmaz.

1.1.3.6. Kromatografik metot

Enzim-substrat karistmindan 1 sn’de bir numuneler secilir. Bu metotta, enzim

substrati ve tiriinii gok fazla kromatografi gesitleri ile ayrilabilir.

1.1.3.7. Kimyasal tayin metot

Karisimdan 6rnek alinip, dakikada bir tepkime basladiktan sonra substrat ve

tirtiniin bu metot ile oran1 analiz edilebilir (Liddle, Seegmiller ve Laster, 1959)
Enzim Aktivitesini Bulmak I¢in Gerekli Olan Bilgiler

e Enzim reaksiyonunun net denklemi

e Enzimin kofaktore sahip olup olmadig:
e Substrat ve kofaktoriin Km degeri

e Optimal pH’s1

e Optimal sicaklig

e Substratin azalis1 veya iirliniin artisini takip edebilmek i¢in analitik bir metot.

Eger bir enzim denatiire olursa yani enzimi olusturan amino asitlere parcalanirsa
katalitik aktivitesi her zaman kaybolur. Bu yiizden enzim proteinlerinin primer, sekonder,

tersiyer ve kuaterner yapilar1 enzimin aktivitesinin kaybolmamasi i¢in ¢ok 6nemlidir.
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1.1.4. Enzim inhibisyonu

Enzim aktivitesinin baz1 maddeler ile azaltilmasi ya da tamamen durdurulmasi
olaymna enzim inhibisyonu denir. Bu olay hem in vivo hemde in vitro ortamda
gerceklesebilir. Inhibisyona neden olan maddelere de inhhibitdr (baskilayici) denir.
Enzim inhibitorleri enzimle etkileserek reaksiyonu yavaslatan molekiillerdir. Enzim
inhibitorleri genelde farmasotik maddelerden olusur. ICso degeri, enzimi %50 oraninda
inhibe eden inhibitdr konsantrasyonudur. Inhibisyon calismalarinda kullanilan bir
parametredir. Inhibisyon grafiklerinde ICso degeri bulunmasi énemlidir (Lehninger ve
digerleri, 2016).

Ornegin; aspirin (asetilsalisilat) prostaglandin olusumundaki birinci adimi
hizlandiran siklooksijenaz enzimin etkisini azaltir ve reaksiyonu durdurur (Vane ve
Botting, 1997). Prostaglandinler agr1 olusumu ile iliskilidir. Enzimin inhibe olusu agriy1

kesmektedir. Iki tiirlii inhibisyon vardar:

1.1.4.1. Déniisiimlii inhibisyon

Bu tip inhibisyonlar da reaksiyon geri dondiirtilebilir. Enzimin kaybolan aktivitesi

yeniden kazanilabilir (Lehninger ve digerleri, 2016).

1.1.4.1.1. Yarismah Inhibisyon

Yarismali inhibitor enzim aktif bdlgesi substrat ile miicadele eder. Inhibitdr (I)
aktif olan yere tutunarak maddenin enzime tutunmasini ortadan kaldirir. Bu inhibitorlerin
yapisi genel olarak substrata benzer bundan dolayr hemen enzime baglanarak EI
kompleksi olusur ve bu kisa birlesmeler enzimin etkinligini azaltmaktadir. Bu sekilde
enzime baglanan inhibitdr sayesinde substrat yapis1 hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Bu

inhibisyon sadece daha fazla substrat eklenerek bozulabilir.



12

Sekil 1.9: Yarismali inhibisyon Mekanizmasi

c\

/“

1.1.4.1.2. Lineer Kanisik Tip Inhibisyon

Inhibitér, enzime tutunamaz. inhibitér ES molekiiliine tutunur ve iiriin olusumu

engellenir.

Sekil 1.10: Yari-Yarismali Inhbisyon Mekanizmasi

1.1.4.1.3. Yarismasiz inhibisyon

ES kompleksi olustuktan sonra substratin baglandigi aktif bolgeye degil, ES
kompleksinin baska bdlgesine baglanir. Enzimde yapisal degisiklik meydana gelir.

Substrat konsantrasyonu arttirilirsa inhibisyon ortadan kalkmaz.
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Sekil 1.11: Yarismasiz Inhibisyon Mekanizmasi

1.1.4.2. Déniisiimsiiz Inhibisyon

Tepkime sartlar1 degistirilmesine ragmen enzim tekrar aktivite kazanamiyorsa
buna doniisiimsiiz inhibisyon denir. Oksitleyici maddeler, agir metal iyonlar1 gibi enzim
yapisinda degisiklik yapan maddeler enzim aktivitesinde geri dénemeyen inhibisyon

gosterirler (Lehninger ve digerleri, 2016).

Boyle inhibitorler kinetik olarak incelenmez. Eklenecek substratin bu inhibisyon

tizerine etkisi olmayacaktir. Deneylerde enzim aktivitesini durdurma da gorev alabilirler.
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2. KARBONIK ANHIDRAZ ENZIiMi (CA: karbonat hidroliyaz, EC 4.2.1.1)

2.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Solunumdaki Onemi

Karbonik anhidraz izoenzimleri viicudumuzun farkli yerinde bulunur fakat CA
enzimi insan eritrositlerinde daha fazla (alyuvar) bulunmaktadir. CO> katalizi karbonik
anhidraz aktivitesine baglidir. Bu nedenle viicuttaki CO, seviyesini diizenler, bdylece
oksijen tasinmadan sorumludur. Karbonik anhidrazlar, hiicre homeostazini diizenlemede
onemli rol oynayan ¢inko enzimlerdir. Enzimin aktif bolgesinde ¢inko bulunur. Hiicre ici
pH, sivi salinimi, iyon tasinmasi ve biyosentetik reaksiyonlarin katalizlenmesi ve
bikarbonat iyonuna (HCO3) geri doniisiimlii karbondioksit (CO2) hidrasyonunu ters yonlii
olarak hizlandiran Zn*? metal iyonu bulunduran ¢ok miihim bir enzimdir (Geers ve Gros,
2000).

—_— T A

H,0 +CO, == H,CO; =—— HCO; +H"

CO2’in ¢ogu kanda bikarbonat iyonlar1 halinde yer degistirir. Akcigere ulastiginda
bikarbonat anyonlar1 plazmadan tekrar eritrositlere girer. Oksijen molekiiliiniin fazla
oldugu alveollerde hemoglobin proteini, protonu serbest birakir. Hemoglobinden
uzaklasan proton bikarbonat anyonlari ile bag yaparak karbonik asidi meydana getirir.
(Hemoglobin, kana kirmizi rengini veren ve oksijen tasinmasinda gorevli olan bir
proteindir.) Karbonik asit tekrar karbonik anhidraz enzimi sayesinde su ve karbondioksite
pargalanir. Karbondioksit 6nce plazmaya sonra da difiizyon gegisi ile alveollere gelir ve

nefes verme sonucunda disari atilmaktadir (Tomashefski, Chinn ve Clark, 1954).

Karbonik anhidraz enziminin gorevleri ¢ok cesitlidir. Bunlar; fizyolojik
reaksiyonlar sirasinda, glukoz gibi bir¢ok hayati biyomolekiiliin sentezi, lipitlerin sentezi,
gaz degisimi ve pH dengesi, asit-baz diizenleme, elektrolitlerin salgilanmasi gibi 6nemli
hiicresel tepkiler, kalsifikasyon, biyosentetik reaksiyonlar, piriivat karboksilasyonu,

glukoneogenez, viicuttaki maddelerin detoksifikasyonudur.

Insanlarda hCA enzimlerinin 16 farkli izoenzimi tespit edilmistir. Bu izoenzimler
arasinda, hCA I, 111, VII ve XIlII, sitoplazma sivisinda tanimlanirken, hCA 1V, IX, XII ve
XIV, hiicre zarina bagl enzimler olarak tanimlanmistir. hCA VA ve hCA VB
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mitokondride, hCA VI siit ve tiikiirikte bulunur. hCA Il iskeletin kirmizi liflerinde fazla
miktarlarda bulunurken, kas ve bobrekte mevcut degildir. Bu hCA izoenzimleri gesitli
inhibitorler, afinite, subseliiler lokalizasyon, doku dagilimi ve katalitik aktivite gibi

islemler ile bulunabilir (Poli ve digerleri, 2020).

2.2. Terapotik Hedef Olarak Karbonik Anhidraz

hCA izoenzimleri; glokom gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde, inhibe
edilmeye yatkin terapotik hedefler olarak gorev alma gibi gorevleri vardir. Ayrica
obezite, kanser, epilepsi, artrit, néropatik agr1 ve osteoporoz gibi hastaliklarin tedavisi
icin kullanilabilir (Stewart, 1997). Glokom, halk arasinda “karasu’’diye bilinen diger
adiyla gbz tansiyonu genellikle belirti vermeden sinsice ilerleyen hastaliktir. Tedavi
edilemezse ciddi anlamda gorme yetersizligine yol acar. Glokomda géziin i¢indeki su
basinci goz sinirine zarar verecek derecede yliksektir. Her yasta goriilebilir. Ancak 40 yas
lizeri insanlarda goriilme ihtimali daha fazladir. Glokom ile gérme kayb1 olustuktan sonra
geri dontisti yoktur. Bu yiizden erken tan1 koymak dnemlidir. Glokom géz muayenesi ile

teshis edilir. Doktor hastanin g6z i¢i basincint Tonometre denilen bir cihazla dlger.

hCA Il izoenzimi viicudun bazi bolgelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.
Insanda bulunan en aktif izoenzim hCA II’dir. CA II en sik gdz, bobrek, merkezi sinir

sisteminde bulunur (C. Supuran, 2007).

Bu enzim, ditiretikler gibi ilaglar i¢in bir hedeftir. Buna ek olarak klinik olarak
kullanilan antiglokom ve antikonviilsanlar (epilepsi i¢in kullanilan ilag grubu) ve
silfonamidler (R-SO2NH3) 6nemli bir kimyasal grubu temsil eder. Bu bilesikler, ¢inko
(Zn) arasindaki katalitik etkilesim ile CA'larin aktif bolgelerine baglanir. Siilfonamid
grubunun ayristirilmis azotu CA'y1 inhibe eder. hCA 11, farkli patolojik olarak rol oynayan
hCA izoenzimlerini bile inhibe eder. Anti-enflamatuar, antioksidan, noéroprotektif,
antidepresan ve antikanser amagh tedavide kullanilir (Zinad, Mahal, Mohapatra, Sarangi
ve Pratama, 2020).

2.3. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

CA enziminin inhibisyonu glokom, 6dem, epilepsi, tiimorler, noropatik agri
tedavilerinde kullanilmaktadir. Siilfonamid tip hCA inhibitorlerinin hCA izoenzimi

seciciligi, molekiiler bolgeler ile ilgilidir. hCA'nin hidrofobik veya hidrofilik alt gruplar



16

ile etkilesime girebilen bilesikler; asetazolamid, dorzolamid, brinzolamid, metazolamid,
etokszolamid ve pazopanib klinik olarak énemli CA inhibitorleridir. CA inhibitorleri, 13
aktif izoenzime kars1 in vitro segicilik farkliliklara sahiptir. Ancak bunlar in vivo veya
klinik olarak se¢icidir (De Simone, Alterio ve Supuran, 2013; Moi ve digerleri, 2019).
Boylece, ortak yan etkileri olabilir. Tat degisiklikleri, depresyon, kilo kaybi, bulanik
gorme, goziin yanmasi gibi. Sasirtict bir sekilde CA’nin yapisina giren CA proteinleri de
vardir. izoenzimlerin hepsinde o-, B- ve y- CA'lar vardir. Ozellikle Pirazolin halkasi,
kimyada genis spektrumundan dolay1 ayricalikli bir yapidir (Nocentini ve digerleri,

2018).

Pirazolin halkasi, kimyada genis spektrumundan dolay1 ayricalikli bir yapidir Bu
halkanin 6nemi biiyiiktiir. Farmakolojik faaliyetler, anti bakteriyellerde bircok pirazolin
tiirevi bulunmustur. Inhibisyon istenmeyen yan etkilere de neden olabilir (Nocentini ve
digerleri, 2018). CA inhibitorleri kiimelenebilir ¢inko baglayicilarin enzim aktif
bolgesine baglanma yerlerine baglanan birkag farkli grup ilacin tasarimi igin

kullanilabilir.

Bu alt kiime icinde siilfonamidler, kendine 6zgii etkilesimlerden dolay1 ideal bir
¢inko baglayict grup olarak bilinir. In vitro enzim calismalarinda benzimidazolyum

tuzlarinin da hCA enzimini inhibe ettigi gézlenmistir (Behget ve digerleri, 2018).

Ayrica yapilan arastirmalarda tiim fenolik bilesikler insan CA izoenzimlerini
(hCA T, 11, IX, XII) gii¢lii olarak inhibe ettigi gdzlenmistir. Fenolik tiirevlerden; 4-metil
katekol ve 3-metoksi katekol bilesikleri, tiimor ile ilgili transmembran CA
izoenzimlerinin (hCA IX ve hCA XII) inhibitorleri olarak giiglii aktivasyon gostermistir
(C. T. Supuran, Scozzafava ve Casini, 2003). Bazi1 arastirmalarda, bu tarz fenol bilesikleri
karbonik anhidraz inhibitorlerinin (hCA 1) ila¢ tasarimi i¢in kullanilmasinin ise
yarayacagl belirtilmistir. Ayrica Pirazolin siilfonamidler, hCA inhibitdrleri ve AChE
inhibitorleri olarak bilinmektedir. CA enzim sinifi sayis1 yunanca harflerle belirtilmistir

(Wu ve digerleri, 2019).
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2.3.1. Alfa/a sinifi karbonik anhidrazlar

Alfa CA'lan ilk olarak CA eritrositlerden izole edilmistir. Bitkiler, yesil algler,
diatomlar (suda yasayan fotosentez yapan tek hiicreli) siyanobakteriler ve hayvanlarda
bulunur. Hem protein yapist hem de amino asit dizisindeki diger CA smiflart a-CA'larin
protein yapisina, yedi periferik a-heliksle ¢evrili 10-f iplikten olusan B tabaka hakimdir.
Bu B tabaka a-CA'nin aktif bolgesini barindirir. Cinkonun koordinasyonu ti¢ histidin alt

grubu ve bir su molekiiliine sahiptir.

Tarihsel olarak a-CA multimer olusturmayan tek CA smifi olarak kabul edilir.
Fakat bazi1 yeni c¢alismalarda a-CA monomerlerinin dimerizasyonu bildirilmistir
(Takeuchi, Supuran, Onishi ve Nishimori, 2008).

2.3.2. Beta/p siifi karbonik anhidrazlar

Beta sinifi CA’lar alglerde ve siyanobakterilerde bulunur. Bitkilerde bulunmaz.
Alfa CA’lardan farkli olarak sadece o heliks yapidan olusur. B-CA monomerler iki sistein
kalintisi, bir histidin alt grubu ile koordine edilen ¢inko atomu ve bir su molekiilii ile
oligomerize olabilir. iki aktif bélge olusturmak iizere dimerler haline gelir. Bu dimerler

tetramer olusturmak i¢in daha fazla etkilesime girebilir.

2.3.3. Gama/y smnifi karbonik anhidrazlar

Bitkiler ve fotosentetik bakterilerde bulunur. Son arastirmalarda Methanosarcina
thermophila‘dan elde edilen CA- y yapisi belirlenmistir. Hayvanlarda bulunmaz. Arkeler,
bakteriyel y-CA koordineli bir ¢inko aktifligine sahiptir. Ug histidin alt grubu ve bir su
molekiilii bir yap1 olusturmak igin CA’nin aktif bolgesi 1 monomer, 2 ¢inko koordine
edici histidinler saglar. Histidin alt gruplari ikinci monomer ise ligiincii ¢inko koordinatini

saglar. y-CA toplamda ii¢ monomer ile etkilesime girer.
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Sekil 2.12: CO; Taginimi
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2.4. Alfa Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Okaryotik algler, bitkiler, diyatomlar ve yesil alglerin cogunda ¢ok sayida hCA
izoenzimleri bulunur. Omurgalilar, bitkiler ve bakterilerden izole edilen karbonik
anhidrazlarin molekiiler agirliklar1 30 000 ve katlar1 olabilir. Enzim ¢inko atomu igerir.

Asetazolamid ve amin tiirevleri ile inhibe edilir.

Memelilerde bulunan izoenzimler, amino asit bilesimleri, (serin aminoasitindeki
degisiklik) fiziksel 6zellikleri (izoelektrik pH, iyon degisim reginelerine tutunma) olarak
birbirinden gok ayridir. izoenzimlerin hizlari da farklidir. Omurgalilarin fazla aktivitesi
olan izoenzimleri iyon tastyan epitelde bulunur, fakat gérevleri daha belli degildir. Mide
ve bobrek gibi asit bulunan epitelde ve kalin bagirsak gibi bikarbonat tasiyan epitel de
varhigim gosterir. Bununla birlikte, hCA izoenzimi ile bikarbonat salgilanmasi arasinda
bir baglanti vardir. Bunun igin, pankreas ve ileumun dokularinda daha az karbonik
anhidraz vardir. Viicudumuzun ¢ok farkli bolgelerinde karbonik anhidrazin

izoenzimlerine rastlanir.

Literatiirde; spesifik CA | ve CA Il korneal endotelyumda bulundugu rapor
edilmistir. Ayrica CA-VII izoenzimi sinir sisteminde gorev almaktadir (Carter, 1972).

Fenolik bilesikler ve asitler CA I ve CA II enzimleri i¢in inhibitor olarak gérev
almistir. Bu sinif bilesikler, tibbi olarak ilgili CA'lardan birkagini hedefleyen izoform

secici inhibitorlere yol acabilir. Ayrica fenolik antioksidan bilesikler ve karbonik
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anhidraz izoenzimlerinin inhibitoridiir. Yapilan aragtirmalarda CA I, mukoza epitelinde
ve pankreas Langerhans adaciklarinin A hiicrelerinde bulunur (Gulcin ve Beydemir,
2013). Beslenme kanalinin epitelinde yaygin goriilen izoenzim olarak CA II’nin ve
tiikkiirtige salgilanan CA VI'nin, 6zofagus, mide ve bagirsak mukozasini giiclii asitlikten
koruyan izoenzimler oldugu bilinmektedir. CA I, 1, 111 sitoplazmadaki izoenzimlerdir (S
Parkkila, Parkkila, Juvonen ve Rajaniemi, 1994). CA 1V, akciger ve bobrekte hiicre

membranlariyla ilgili bir glikoproteindir. CA-V ise mitokondride yer alir.

CA VI izoenzimi tiikiirtikte salgilanir. Mide dokusunun hiicrelerinde CA 11, gizgili
kasta CA I11, akciger ve bobrekte CA 1V izoenzimleri bulunur (Christie, Thomson, Xue,
Lucocq ve Hopwood, 1997). Ek olarak, tiimorlerde pH diizenleyici bir enzim olarak CA

IX kanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedeftir.

2.5. Karbonik Anhidraz Aktivatorleri

16 tane izoenzimi olan memeli karbonik anhidrazlarin fizyolojik olarak goérevleri
vardir. Yapilan arastirmalarda hCA XIII izoenzimini aktive eden maddeler aminoasitler
(histamin, DOPA, triptofan) ve serotonindir. Literatiirde; timor tedavisinde hCA 1X ve
hCA XII izoenzimlerini heterosiklik aminler, aminoasitler aktive ettigi bilinmektedir.
Insan karbonik anhidraz (hCA) izoenzimlerinden hCA 1l (sitozolik) ve hCA IV'iin
(membran) amino asitler ve aromatik / heterosiklik aminler aktive etmektedir. En iyi hCA
IV aktivatorleri, 4-amino-fenilalanin, serotonin ve 2-amino etildir (Seppo Parkkila ve
digerleri, 2006).

En iyi hCA III aktivatorleri de D-Histamin, serotonin, piridil-alkil aminler ve
amino etil piperazinlerdir. Yapilan arastirmalarda hCA 11l ve hCA IV zoenzimlerinin
aktivite grafikleri aminler ile etkilesimi i¢in simdiye kadar yapilan tiim arastirmalarda
diger memeli CA izoenzimlerinden ¢ok farklidir. Yapilan ¢alismalarda; AE-1, polifenol
oksidaz enzimi saflastirildiktan sonra esterlesme reaksiyonu sonucu sentezlenen
eterlerdendir. AE-1’in karboksil ucunda bulunan DADD sekansimi bulunduran
tetrapeptidler, hCA Il izoenzimini aktive etmekte hem de bikarbonat iyonu tastyicisidir.
Baska c¢alismalarda ise farkli aminoasitlerin birlesmesi sonucu hCA izoenzimlerinin

aktivatorleride sentezlenmektedir (Scozzafava ve Supuran, 20023, s. 1).

In vitro deneylerde, yeni aktivatdrleri insan eritrositleri ile ortamda beklettikten

sonra hCA aktivitesinin kuvvetli sekilde arttig1 gézlenmistir. Olusan yeni hCA aktivator
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grubu, CA eksikligi sonucu olusan hastaliklarin tedavisi i¢in ilaglarin gelistrilmesinde,
hafizanin iyilestirilmesinde katki saglar. Bununla Alzheimer tedavisi i¢in yeni bir fikir

olusabilir (Scozzafava ve Supuran, 2002b).

L-Adrenalin, hCA II izoenziminin zayif aktivatoriiyken izoenzim CA I’in giiglii
aktivatoridiir. Bir ¢alismada da D ve L Triptofanin hCA | ve hCA XIV izoenzimleri
tizerine aktivasyon etkisi goriilmistiir (Temperini, Innocenti, Scozzafava, Mastrolorenzo

ve Supuran, 2007).

hCA Il izoenzimlerinin aktivasyonuna yardimci olanlar ise, protein kinazlar ve
cAMP varliginda fosforilasyondur (Temperini, Scozzafava ve Supuran, 2008). Ayrica
patolojik ve ciddi fizyolojik bozukluklarin tedavisi iginde hCA izoenzilerinin
aktivatorleri gereklidir. Bu bilgiler ilag tasarimi i¢in hedef olarak gosterilen aktivatorlerin
gelismesinde onemli gorevleri vardir (Temperini, Innocenti, Scozzafava ve Supuran,
2008).

2.6. Karbonik Anhidrazin Inhibitorler ile Etkilesimi

Hidrasyonda ilk adim Zn*? bagli hidroksit iyonunun CO2 iizerine niikleofilik
saldirisidir. Sonucunda HCOg3™ olusur sonra aktif bolgeden bir su molekiili ile yer
degistirir. H aligverisi olmaktadir. Protondan ayrilmis siilfonamidin CA izoenzimlerinin
Zn*? iyonuna baglanir ve NH bdliimiiniin 199. Aminoasit olan Treonin ile hidrojen bagina
eklenir. Siilfonamid boliimiiniin oksijen atomlarindan biri de Treoninin 7 omurga N-H
boliimii ile hidrojen bagi kurdu. Bu baglanma hCA enzimi ile Siilfonamidin spesifik

baglanmasinin kanitidir (Akbaba ve digerleri, 2014).

0 His - 119
” S 2+
R—S — N — Zn - His - 96
O H His - 94
Enzim - Zn*" - OH, +1 =  Enzim-Zn* -1+H,0

Ayrica a CA’nin (I, II, VA, IX, XIlI, XIV) ve Mycobacterium ’'dan sentezlenen
CA’larin inhibisyonu dopamin baglh siilfonamidlerle tiiberkiilloz tedavisi igin

arastirilmistir. Literatiirde; obezite tedavileri iginde bazi antiobezite ajanlar1 ya da CA
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inhibitorleri gelistirilmeye calisilmistir (Aksu ve digerleri, 2013). Calismalarda gii¢lii CA
inhibitdr 6zelligi olan bir antiepileptik ilag olan topiramat maddesi kullanildi. Caligmalar
sonucunda, topiramatin birkag CA izoziminin (CA II ve CA V dahil) kuvvetli bir in vitro
inhibitdrii oldugu anlasildi. Onceden yapilan deneylerde siilfonamid CA inhibitorleri ile
ayni sekilde yag hiicrelerinde lipogenezi inhibe ettigi saptanmistir (C. T. Supuran, 2003).
Arastirmalarda dipeptid siilfonamid konjugatlar1 da CA Il ve CA XII izoenzimlere karsi
inhibisyon aktivite gostermistir (Kiiclikbay ve digerleri, 2019).

Literatiir arastirmalarinda, 2-Amino-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-6,7-diol hidro
bromiir ve 2-amino-1,2,3,4-tetrahidro naftalin-5,6-diol hidrobromiiriin hCA izoenzimleri

tizerine inhibisyon 6zelligi kanitlanmistir (Sentiirk, Ekinci, Goksu ve Supuran, 2012).

Ornegin; CA I, goziin retina ve lens gibi hiicresel bolgeleri, regiilasyonunda daha
belirgin bir rol oynar. Enzimin bu izoformu ayrica beyin, bobrek, mide mukozasi,
osteoklastlar, iskelet kasi, pankreas, testislerde bulunur. CA Il inhibitérleri,
stlfonamidler; asetazolamidler, diklorfenamidler, metazolamidler anti glokom

tedavisinde sistemik olarak kullanilabilmektedir (Ghorai ve digerleri, 2020).

Enzim-inhibitor kompleksleri CA’larin farmakolojik uygulamalari olabilir. CA'
larin katalitik mekanizmasini1 daha iyi anlamak i¢in bu enzimlerin a-CA'lara benzer
sekilde hareket edip etmediklerini gérmek gerekir. Proton tasiyan bilesiklerin
aktivasyonu patojenik bakterilerden alinan CA’lar ile anlagilmasi miimkiindiir. Ayrica
enzim- inhibitor kompleksleri olugsmasi igin CA’lar ile etkilesime giren asetazolamid,
stilfonamid, biyojenik aminler, amino asit tiirevleri, aminler, heterosiklik amino asitlerin
olmast gerekir. Yapilan arastirmalarda birgok patojenik bakteri, mantarlar veya
protozoalar potansiyel olarak ¢esitli nigleri vardir. Ayrica bu canlilar amin ve amino asit

tipinin inhibitorleri bakimindan da zengindir (C. T. Supuran, 2012).

2.7. Karbonik Anhidrazin Aktivatorler ile Etkilesimi

Aragtirmalarda insan beyni CA’larin (I, II, IV, VA, VII ve XIV) D ve L formlu
fenilalanin ile aktive edilir. L-fenilalanin hCA izoenzimleri (I, II, XIV) i¢in giiglii
aktivatorlerdir (Sentiirk ve digerleri, 2012). D ve L fenilalanin alt gruplarindan Histidin-
64, Triptofan-5, Treonin-200, Pro-2 enzimin aktif bolgesinde fazla bag kurarak veya
hidrofobik etkilesime katilir. hCA Il izoenzimi aktif bolgesine aktivatorler farkli
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yerlerden baglanabilir. Ayn1 zamanda enzimin katalitik aktivitesi i¢in proton degisimi
onemli bir olaydir. Baz1 aktivatorlerinde hCA izoenzimleri ile iligkili proton yer
degisikligi aktivasyon verimliligini saglamaktadir (Temperini, Scozzafava, Vullo ve
Supuran, 2006).

CA aktivatorlerinin etkinliginin arttirtlmasi1 farmakolojik agidan ilag tasarimi
calismalarina yardimci olur. CA aktivatdrleri; Alzheimer, yaslanma, hafiza tedavileri igin
kullanilmaktadir. Yapilan baska ¢alismalarda da dopamin tiirevi bilesikler hCA (I, 11, VI)
izoenzimlerini aktive ettigi bilinmektedir (Sentiirk ve digerleri, 2012). Baz1 ¢alismalarda
ise, B-amino selenidler ve PB-aminotelliiridler aktivator gorevi gostermislerdir. Ayrica
giiclii bir antioksidandir. Genel olarak CA aktivatdrlerinin uygulamasi hafiza tedavisi ve

CA eksikligi sendromlari i¢indir (Tanini, Capperucci, Supuran ve Angeli, 2019).

L-Karnosin (alanin ve L-histidin) imidazol halkasindaki N-metillenmis formu,
histidin igeren peptidler, karboksil ucu degistirilmis tiirevler, N-asetil tiirevleri hCA
izoenzimlerine (I, 11, VA, IX) kars1 aktivator 6zelligi de arastirilmistir. Bu izoenzimlerin
yapisi oldukca karmasiktir. Bu aktivatorler yapay doku miihendisligi calismalarinda da

kullanilabilir (Vistoli ve digerleri, 2020).
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3. GLUKOZAMIN

3.1. Glukozaminin Ozellikleri

Glukozaminin formiilii; CeH13NOs, molar kiitlesi, 179,17 g/mol’diir. Erime

noktas1,150 °C. Yogunlugu, 1,56 g/cm3. Siniflandirma olarak hekzoaminler grubundadir.

Sekil 3.1: Glukozamin Yapisi

CH,OH

H NH,

Glukozamin bir bilesendir. Eklemlerimizdeki kikirdak yapilarinda bulunmaktadir.
Proteinlerin ve seker zincirlerinin birlesmesi sonucu olusur. Glukozamin bag dokusunun
ana bilesenlerindendir.  Glukozamin, yetiskinlerin ¢ok tercih ettigi gida
takviyelerindendir. 1lag degildir. Kas yapmak isteyenler ve yaslilar en c¢ok
kullanmaktadir. Glukozamin takviyeleri genelde denizde yasayan canlilardan elde

edilmeye ¢alismislardir (Yan ve digerleri, 2007).

Glukozamin ile ilgili ¢alismalarin geneli, insan bedeninde yer alan dogal madde
olan glukozamin siilfat ile iliskilidir. Bu konu ile ilgilenen ¢alismalarda, glukozamin
tiirevlerinin kullanilabilir ya da bu maddenin kemik suyu ¢orbasi gibi dogal olarak tedarik
etmesinin, eklemin zarar gérmesini engellemeye, agriy1 gecirmeye faydali olmakta ayrica

epifiz plaginin onarimi ve eklem sivist oranini arttirabilmektedir.

Glukozamin, agrekan ve proteoglikanlar gibi bilesikler kikirdagin yapisina
girebilen birer amino sakkaritlerdir. Eklem yapisinin bozulmasi ve kikirdak zedelenmesi,
kireglenme belirtileridir. Glukozamin bu tiir hastaliklara iyi gelmektedir. Kire¢clenme
insan yasami boyunca eklemlerdeki hasarin meydana gelmesi ile siirekli olan agrilar ile

boy gosteren bir hastaliktir (Zhang, Roytrakul ve Sutheerawattananonda, 2017).



25

Glukozamin, insanin yedigine dikkat etmesi ve hareket etmesi ile eklem iltihabini
ve hasarmi gegirmede doktorlar tarafindan yan etkisi bulunmayan en dogal gida

takviyelerinden biridir.

Kireglenme arastirmalari, kikirdak yapinin bozulmasi zaman gegtikce kemiklerin
birbirine siirtiinerek zarar vermesi agr1 ve acilara sebep olmakta ayrica insanin yasam
kalitesini en aza indirmektedir (Zhang ve digerleri, 2017). Giinde 800 ile 1.500 mg
glukozamin kullanmanin kemik hastaliklarindan yakinan milyonlarca insanda; genellikle
dirsek, kalga ve diz gibi ¢ok etkilenen eklemlerin daha fazla zarar gormesini

engellemektedir.

3.2. Glukozaminin Onemi

Eklem sagligini korur. Eklem agrisini azaltir.
Bagirsak astarini onarma ve inflamatuar bagirsak sorunlarini hafifletir.
Diistik iltihaplanma ve immiin reaksiyonlari tersine ¢evirmeye yardimeidir.

Kiriklara ve yaralanmalara iyi gelir.

NI NI NERN

Osteoartrit, zamanla artan eklem yapisinin bozulmasi sonucu yiiriimeyi kogsmay1
zorlastirir ve eklemler ac1 verebilmektedir.

Glukozamin osteoartrite de iyi gelmektedir.

Daha saglam kemiklerin olusumunu saglar.

Eklemlerde kayganlastirici gorevi vardir.

D N N NN

Sindirime faydas1 vardir.

Glukozamin, ayn1 zamanda insan sindirim sistemini kolaylastirmak ve Gl

(gastrointestinal) sisteminin mukoza yapisinin stabil kalmasi igin kullanilabilir.

Glukozamin, hayvan deneylerinde bile etkili bagirsak yardimcist oldugu

arastirilmagstir.

Gl sisteminde yabanci maddeler (gluten, toksinler ve mikroplar) kana karismistir. Bu
maddeler genellikle iltihap olusumuna neden olur. Boylece bazi maddelere alerji

reaksiyonu baglar. Bu da bagisiklik sistemi hastaliklarinin meydana gelmesini saglar.

Aragtirmalar, glukozamin ve tiirevlerinin veya dogal bulunan glukozamince
zengin kemik suyu ¢orbanin; eklemlerin onarimi ve fazla agrili gecen iltihapli bagirsak

hastaligina (IBD) iyi geldigi bilinmektedir (Figueroba ve digerleri, 2020).
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Insan kafatasinda bulunan Temporal mandibular eklem iltihaplanmus ise, kisi
siddetli agr1 c¢eker. Bu yiizden kisi konusmakta zorluk c¢ekmektedir. Yapilan
arastirmalarda glukozamin, TMJ belirtilerini azaltmistir. TMJ, c¢enedeki temporal
mandibular eklemin iltihab1 sonucu olusan bir tiir hastaliktir. Genellikle yas1 ilerlemis

insanlarda goriilmektedir.

TMJ, insan anatomisinde g¢eneyi kafatasina bagli kilan eklemdir. Kafatasinin
sorunsuz aci gekmeden saga sola dondiiriilmesine yardimci olur. Bu hastalik da genellikle
¢ene acis1 Ve Uyuyamama gibi belirtiler goriiliir. 4 ya da 5 ay siiresince giinliik olarak 500
ile 1500 mg glukozamin kullanmak; ¢enedeki aciy1 azaltir ve daha rahat uyumaniza ayrica

yemekleri dislerimizle 6gtlitmeye kolaylik saglar (Figueroba ve digerleri, 2020).

Yapilan bir arastirmada oral glukozamin alinmasinda kan, idrar veya fekal
parametreler tizerinde olumsuz bir etkisi olmamustir. Yan etkileri, steroid olmayan veya
anti-enflamatuar ilaglardan onemli derecede daha azdir. Glukozamin i¢in ciddi veya
oliimciil bir yan etki bildirilmemistir. Sonug olarak, glukozamin uygun kullanim kosullar1
altinda giivenlidir. Ayrica glikoz metabolizmasini etkilememektedir (Figueroba ve
digerleri, 2020).

Birgok ¢alisma, glukozaminin, hiicre 6limi (apoptoz) hiicre g¢ogalmasi ve
anjiyogenezde (var olan damardan tomurcuklanma olayiyla yeni damar olusumu) yer alan
biyolojik yolaklar iizerinde anti-kanser aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Buna
gore, glukozamin anti-kanser molekiillerin olusumuna destek olur (Cahlin ve Dahlstrom,
2011).

3.3. Glukozaminin Uygulama Alanlar:

Glukozamin, tek kullanildiginda ya da kondroitinle birlesik kullanildiginda,
herkese fayda saglamamaktadir. Fakat calismalarda genellikle eklem iltihabina iyi geldigi

goriilmektedir.

Ezilmis veya kapsiil goriiniisiinde olan glukozaminler genel olarak her giin 1500-
2000 mg igilir ve bu miktarin i¢imi giin i¢inde boliintir. Genelde insanlar glukozamini
giin i¢inde yalniz veya siilfat, omega-3, MSM maddelerin birlesimi seklinde 500-1500
mg i¢mektedir (Vasiliadis ve Tsikopoulos, 2017).

Glukozaminin yararimi fazlalastirmak amaciyla kondroitin siilfat da kullanilir.

Glukozamin siilfat, glukozamin hidrokloriir ve N-asetil glukozaminden daha ¢ok yarari
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vardir. Ciinkii siilfat viicudun kikirdak {retmesine yardimci olmaktadir. Etkisinin
anlasilmasi ac¢isindan Glukozamin alirken Glukozamin-Kondroitin birlesimi iiriin tercihi

yapilmalidir.

Glukozamin bilesiklerinin cilt veya cilt hiicreleri lizerinde birgok yararl etkisinin
oldugu rapor edilmistir. Hyaluronik asit sentezini uyarmasindan dolayi, glukozaminin
yara iyilesmesini hizlandirdigi, cildin neminin saglanmasinda ve kirisikliklari azalttigi da
bilinmektedir. Ek olarak, bir tirozinaz aktivasyonunun bir inhibit6rii olarak glukozamin
melanin tretimini inhibe eder. Hiper pigmentasyon (ciltte koyulasma) bozukluklarinin

tedavisinde de kullanilir.

Diger gozlemlere dayanarak, migren, bas agrilar1 ve viral enfeksiyonlarda dahil
ek klinik kullanimlar igin glukozamin onerilmistir (Sibbritt, Adams, Lui, Broom ve
Wardle, 2012).

3.4. Glukozamini Kimler i¢meli, I¢ebilir?

Yalnizca romatizma veya eklem acist hissedenler degil de eklem yapisina iyi
bakmak isteyenler igebilirler. Her yas i¢in kullanima elverislidir. Ancak hamile ve

diyabet hastalarina tavsiye edilmemektedir.

Deniz canlilarina alerjik reaksiyon verenler, diyabet olanlar ve idrar soktiiriicii
icenlere onerilmez. Deniz canlilarina alerjik reaksiyon verenler, vejetaryen formundaki

glukozamini igebilirler (Winitz, Birnbaum ve Greenstein, 1957).

3.5. Glukozaminin Baska Ilaclar ile Etkilesimi

Glukozamin takviyesi genellikle giivenlidir. Fakat belli kan sulandirici haplara ve
kanser ilaglarina tepki verebilir. Aldigimiz tiim gida takviyelerinden doktorunuzun haberi

olmalidir. Boylece olasi riskler engellenmis olur.

3.6. Glukozaminin Dogal Besinlerden Temini

Glukozamin takviyelerinin yapimi i¢in gerekli maddeler dogada bulunur. Genelde
karides, yengeg¢ ve 1stakoz kabuk bulunduran deniz canlilarinda yer alan kitinden elde

edilir. Kitin, polisakkaritlerden biri olan biiyiik molekiildiir. Insanlar deniz canlilarmnin
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kabuklar1 sert yani tiiketemedikleri igin insanlar beslenme seklinde glukozaminin

faydasin1 géremezler (Wang ve digerleri, 2020).

Gorsel 3.2: Glukozaminin Insan Uzerindeki Etki Noktas1

W

\/\
3

3.7. Glukozaminin Formlar

Glukozamin siilfat, insanlar tarafindan en ¢ok kullanilan formdur. Glukozamin
hidrokloriir pek kullanilmaz. Glukozamin genellikle kondroitin ile birlesik olarak bulunur

ve bu birlesimin yalniz glukozamin siilfat gibi yan etkisi olmadigi anlasilmistir.

3.7.1 Glukozamin Kondroitin

Kondroitin, kikirdak yapisina suyun baglamasi icin gerekli olan miithim bir

maddedir. Insan viicudunda kendiliginden iiretilir.

Ticari amagla kullanim i¢in hayvanlarin kikirdak yapilarindan elde edilmekte
veya laboratuvar caligmalariyla yapilabilir. Glukozamin kondroitin, glukozamin
formlarinin kombinasyonudur. Yapilan arastirmalarda kondroit siilfat ise; sigir, kiimes
hayvanlari, kopek balig1 kikirdagindan elde edilebilmektedir. Kopekbalig1 kikirdag: esas
olarak 6. pozisyonda mono siilfatlanmis disakkaritlerden olusur. Sigir ve domuz kikirdagi
esas olarak 4. pozisyonda mono siilfatlanmis disakkarit birimlerinden meydana gelir (Sim

ve digerleri, 2007).

Kondrositler ile sentez ve klevaj enzimlerini inhibe ederek kikirdak
dejenerasyonunu geciktirir. Glikoz amino glikanlar ise, biiyiik dogrusal hetero
polisakkaritlerdir. Bir amino seker N-asetil glukozamin, glukozamin, N-asetil
galaktozamin, iduronik asit veya galaktoz fizyolojik siirecte temel rolleri vardir. Ayrica

tim gliko amino glikanlarin proteine kovalent olarak bagl oldugu ve proteoglikanlari



29

olusturdugu bulunmustur. Bunlar hiicre disi matris ve hiicre ylizeylerinde bulunur.

Dogada proteoglikanlar mantarda bulunmaktadir (Sim ve digerleri, 2007).

Siilfonamidler, CA inhibitorleri olarak kullanilirlar. Glukozamin de bir amin
tirevidir. Bu 6zelliginden dolay1 CA inhibitorii olarak kullanilmas1 miimkiin olabilir. Bu
calisma ile glukozaminin Glokom tedavisinde kullanilip kullanilamayacagini ortaya

koymak tizere yapilmis bir ¢aligmadir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda siyaniir bromiirle aktiflestirilmis Sefaroz 4B, p-nitrofenil asetat,
N,N,N'N'-Tetrametil etilendiamin(TEMED), L-tirozin, tris(hidroksimetil)amino metan
(Tris) sodyum sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyum kloriir, sodyum siilfat, sodyum perklorat,
sodyum asetat, sodyum fosfat, hidroklorik asit, fosforik asit, aseton, etanol, stlfiirik asit,
akrilamid, tiyonil kloriir, piridin, N,N metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-

250 ve R-250 E, sodyum hidroksit ve CO2 gazi ilgili firmalardan saglanmistir.

4.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar
Deneyler sirasinda asagida yazili olan alet ve cihazlar kullanilmigtir. Kullanilan
aletler ve cihazlar DPU, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyokimya Béliimiinde bulunmaktadir.
Santrifiij: Niive NF800
Sogutmal1 santrifiij: Sigma K30
Spektrofotometre: SHIMADZU UV 1700 Pharmaspec
pH metre: Schott Instruments/Lab850
Peristaltik pompa: Ismatec MS-4/8 Reglo digital 4 kanall1 8 tekerli
Karistirict: Vortex- Genie, Heidolp
Hassas terazi: Ohaus- Adventurer
Kronometre: Hanhard, Electronische Digital- Stoppuhr Germany
Otomatik Pipetler: Biohit Proline
Magnetik karistirici: Heidolp hR 3001

Calkalayici: GFL
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4.3. Biyokimyasal Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal deneylerde hazirlanmasi1 gereken ¢ozeltilerin kullanim yerleri ve

hazirlanmasi asagida gosterilmistir.

Biyokimyasal deneylerde hazirlanmasi gereken ¢ozeltilerin kullanim yerleri ve
hazirlanmas1 6nemlidir. Esteraz aktivitesi 6l¢iimii ve diyalizde kullanilan tampon 0,05 M
Tris-SO4, pH=7,4: 6,055 g (0,05 mol) Tris, 950 mL destile suda ¢6ziildii. 1 N H2SO4 ile
pH=7,4"e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.
Sefaroz 4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken kullanilan tampon 0,2 M NaHCO3,
pH=8,8: 16,8 g (0,02 mol) NaHCO3, 950 mL destile suda ¢oziildi. 1 N NaOH ile
pH=8,8’e titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi. Ardindan
0,0025 M Veronal tamponu: 5,15 g sodyum barbitalin 900 mL suda ¢oziiliip, pH=8,2’ye
kadar 0,1 M HCI ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlandi. Afinite
jelinin dengelenmesi i¢in kullanilan tampon 25 mM Tris-HCI /0,1 M Na2S04, pH=8,7:
3,0275 g (25 mmol) Tris ve 14,2 g (0,1 mol) Na2SO4, 950 mL destile suda ¢oziildi. 1 N
HCI ile pH=8,7°ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.
Hemolizatin kolona aktarilmasindan sonra afinite jelinin yikanmasinda kullanilan tampon
25 mM Tris-HCI / 22 mM Na2S04, pH= 8,7: 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 3.124 g (22
mmol) Na2S04, 950 mL destile suda ¢oziiliip, 1 N HCI ile pH=8,7’ye getirildikten sonra

hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.

Kolona baglanmis hCA I izoenzimi ve hCA II izoenziminin eliisyonu i¢in
kullanilan tampon ¢d6zelti: 0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClO4, pH=5,6: 9,187 g 0,075
mol NaClO4 ve 2,09 g (0,15 mol) NaCH3COO.H20, 120 mL destile su ile ¢oziildi.
Sonrasinda 1 N HCl ile pH’s1 5,6’ya getirildikten sonra, hacim destile su ile 150 mL’ye
tamamlandi. CO2 hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti CO2 ¢ozeltisi: 0 oC’de yarim
Saat saf suyun i¢cine CO2 gazi basilarak hazirlandi. Proteinlerin kantitatif tayinde
kullanilan ¢6zelti Coomasie Brillant Blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomasie Brillant Blue
G-250, 50 mL %95’lik etanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye %95°lik 100 mL fosforik asit ilave
edildi. Cozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi. Jelin boyanmasi i¢in hazirlanan
¢ozelti boyama ¢ozelti: 0,1 g Coomasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik

asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

Jelin yikanmasi i¢in hazirlanan ¢ézelti yikama ¢ozeltisi: %10 asetik asit olacak

sekilde metanol ve su karistirilarak belli oranlarda kullanildi. Sonra Jeldeki proteinlerin
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sabitlestirilmesi i¢in hazirlanan ¢ozelti sabitlestirme cozeltisi: %50 izopropanol, %10
TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi. Inhibitér stok ¢ozeltileri: CA
inhibitori olan bilesiklerin %1°lik ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in; her bir bilesikten 5’er mg
alinip 1 mL etil alkolde ¢oziildiikten sonra, hacimleri 5’er mL’ye tamamlandi. Bu islemler

sonunda biyokimyasal ¢aligma i¢in kullanilacak ¢dzeltiler hazirlanmis oldu.

4.4. Metotlar
4.4.1. Protein tespiti

4.4.1.1. Nitel Protein Tespiti

Kromotografik isler sonucunda ayni hacimde toplanan tiim kalintilarda nitel
protein tespiti gerceklestirildi. Bu tespitin nedeni; 280 nm’de proteinlerin igerisinde yer
alan triptofan ve tirozin aminoasidinin en fazla optik yogunluk vermesi ile ilgilidir.
Kalintilar kuvartz kiivetlere koyularak, optik yogunluklari spektrofotometrede kore (ilgili

tampon ¢ozeltiye) karsilik sonuca bakildi.

4.4.1.2. Bradford (coomasie blue) metodu ile nicel protein tespiti

Bu metotla, afinite kromatografi ile elde edilen protein ¢ozeltisinde ve enzim
bulunan ¢ozeltide protein tespiti gerceklestirildi. Metot coomasie brillant blue G-250’nin
fosforik asidin oldugu kisimda enzimlere tutunmasia baglidir. Tutunmasiyla ortaya
¢ikan biiyiik molekiillii yapi, 595 nm’de maksimum optik yogunluk verir. Proteine
boyanin tutunmast hemen gergeklesir. (2 dk). Metodun, en ince noktasina kadar

algilamasi 1-100 pg arasindadir.

Tespit islerinde bir mL’sinde bir mg protein yer almas: normal olarak enzim
bulunan ¢ozeltiden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL koyuldu ve saf su
ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye kadar getirildi. 5 mL coomasie reaktifi tiiplere koyuldu
ve vorteks ile karigtirildi. 10 dk sonra 595 nm’de {i¢ mL’lik kiivetlere kore karsilik optik
yogunluk verilerine bakildi. Kor olarak 0,1 mL aym1 tampon ve bes mL Coomasie
maddesi bulunan ¢ozelti kullanildi. Optik yogunluk verilerine gére mikrogram protein

verileri normal grafik seklinde olusturuldu (Pierce ve Suelter, 1977).
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4.4.2. Karbonik anhidraz aktivitesi tespiti

4.4.2.1. CO2- Hidrataz aktivitesi tespiti

Aktivite tespiti Wilbur Anderson yotemi ile gergeklestirildi. Bu metotta; CO2’in
hidrasyonu ile olusan H* nedeniyle pH’in 8,2’den 6,3’e azalmasi ile siirenin ilerlemesi,
pH-stat yontemi ile ol¢iildii. Tampon i¢in pH’s1 10 karbonat tamponundan (0,15 M
Na2COs" 0,1 M NaHCQ3) yararlanildi. Enzim ise; enzimsiz CO> hidratasyon saniyesi (to)

ile enzimli tepkime saniyesi (tc) degisimi, tc’ye boliinmesiyle belirlendi.

Deneyde tiipe ilk olarak 1 mL Veronal tamponu, 0,6 mL su, 0,1 mL enzim ve 2,5
mL CO; ¢ozeltileri eklendi. pH metreden pH’in 6,3’e azalmasi ile stirenin ilerlemesi
kronometre ile bulundu (tc). Benzer adimlar tiim analiz edilecek maddenin deneyinden
once, enzim degil de saf su koyularak tamamlandi. (to) Inhibitor olan deneylerde; saf
suyun hacmi, elindeki inhibitor hacmi gibi disiiriilerek ona karsilik inhibitér koyuldu.
Boylelikle aktivite degerlendirme yerinin hacmi ayni kalmis oldu (4,2 mL). Metoda gore,
CA enziminin hiz1 bir enzim {nitesi (EU), enzimsiz gerceklesen CO2 hidrasyonu siiresini

%350 oraninda azaltir buna enzim orani denir.

Sonug olarak, EU= (to-t¢) / tc denkleminde yer alan enzim ¢6zeltisi hacmi ile EU

bulunmustur.

4.4.2.2. Esteraz aktivitesi tespiti

Inhibitérlerin  CA enzimini nasil etkiledigini bulmak amaciyla bu metot
uygulandi. Metot, karbonik anhidraz enziminin esteraz hizi mevcuttur. Metodun 6nemli
kismi ise karbonik anhidrazin, substrati igin p-nitro fenil asetat, 348 nm’de optik

yogunluk gosteren p-nitro fenol veya p-nitro fenolat’a par¢alanmaktadir.

348 nm’de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat bu maddelerin ikiside esit optik
yogunluk vermektedir. Bundandir ki fenol kiimesindeki proton ayrilip ayrilmamasi degeri
degistirmemektedir. Dalga boyundaki p-nitro fenil asetat’in da az optik yogunlugu var
oldugu icin kor olarak gorev almaktadir. Tespit adimlarinda kuvartz kiivetlere 1 mL
substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve 0,1 mL enzim eklenmesinden 3 dk gegince 25
°C’de 348 nm’de optik yogunluk not alindi. Spektrofotometre, Gncesinde enzim
koymayip 0,1 mL tampon koyularak, ¢ozeltinin 3 dk gecince optik yogunluk sifirlandh.

Bunun i¢in 3 dk da esterin miidahale etmeden suyla tepkimeye giren kismi, p-nitro fenil
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asetatin optik yogunluk icin diizenlendi. inhibitdr bulunan deneylerde ise suyun hacmi
distiriilerek, su koymayarak, su orani kadar inhibitor koyularak aktivite tespiti

yapilmistir.

Deneyde yer alan p-nitro fenil asetat substrat ¢6zeltisi, yeni ortaya kondu. Bunun
icin 27,2 mg ester, 1 mL asetonda ¢oziildii ve hemen eklenen 49 mL saf suya azar azar
koyuldu. Bu ¢ozelti 3 mM’lik ve yogunlugu fazla olani ortaya g¢ikarmak esterin
¢ozinlirligl az oldugu i¢in pek kolay degildir. Aseton ise baska ¢oziiciilere gore hidroliz
tepkimesinin hizina ¢ok az etki ettigi icin kullanildi. Enzim ¢d6zeltisinin pH
degisikliklerine direnci 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4) ¢6zeltisi ile yapilmistir. Pek ¢ok enzim
substrati, tiriinii ya da kullanilan koenzim UV boélgede absorbans verir. Substratin {iriine

dontigsmesi ile absorbansta degisiklik gozlenir. Bu nicel olarak izlenebilir.

Bu yontemde absorbans (OD) degisimi belli miktardaki enzimin varliini gosterir.
Bu sayede enzim iinitesi belirlenir. Enzim iinitesi, 1 dk’da 1 pumol substrati iirline

doniistiiren enzim miktaridir.

Esteraz aktivitesi i¢in;

p-nitro fenol miktar = “2/% x 3= A(OD)/5 (umol/dk)

4.4.3. Afinite jelinin olusturulmasi

4.4.3.1. Sefaroz 4B matriks iizerine afinite jelinin olusumu

Jel, Sefaroz 4B matriksi tizerine olusturuldu. Sefaroz 4B’nin CNBr ile
aktiflestirilmesinden sonra, tirozin aminoasidi kovalent bagla baglandi. Sonra siilfanamid
grubu diazonlanarak, tirozin aminoasidine tutundu. Bu ortamda tirozin aminoasidi; jelin
uzanti dalini, siilfanilamid, enzimi 6zel olarak tutan bolimidiir. Silfanilamid grubu
karbonik anhidrazin 6zel inhibitoriidir. Stlfonamid jelin igerigine karisarak CA

enziminin dahafazla miktarda jelden ayrilmasi miimkiin olmaktadir.
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Sekil 4.1: Sefaroz 4B’ye Tirozin Baglanma Reaksiyonu
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4.4.3.2. Sefaroz 4B’nin aktiflestirilmesi ve tirozin baglanmasi

Siyaniir bromiirle aktiflestirilmis Sefaroz 4B pH’s1 10 olan 250 mL 0,2 M
NaHCO3z tamponuyla bulandi. Bir beher igerisine eklendi. Benzer tamponun 20
mL’sinde, 80 mg tirozin aminoasidi ¢6ziildii; behere eklenerek calkalandi. Siispansiyon
4 °C’de 2 saat calkaland1 ve 16 saat degismeyen sicaklikta durduruldu. Siire bittikten
sonra jel, yitkama suyu 280 nm’de optik yogunluk degeri ¢itkmayana dek fazla suyla bagka
yere aktarildi. Dolayisiyla tepkimeye dahil olmayan tirozin aminoasidi, ¢ozeltiden
biitiiniiyle ayrilmis oldu. Yikama islevi 100 mL 0,2 M NaHCOs tamponu ile (pH=8,8)

yine yikandi ve tirozin baglanmis jel, tamponun 40 mL’si i¢ine koyuldu.

4.4.3.3. Siilfanilamid tutundurulmasi

25 mg-siilfanilamid, 0 °C de 10 mL HCI ile karigtirildi. 75 mg NaNO- igeren 0
°C’deki 5 mL ¢0zelti, siilfanilamid grubu iceren ¢ozeltiye 10 dk da azar azar eklendi.
Diazonlanmis seklindeki siilfanilamid, 40 mL Sefaroz 4B L-tirozin siispansiyonuna ilave
edildi. pH, 1 M NaOH ile 9,5’e yiikseltilerek ayni kalmasi saglandi. 3 saat oda 25 °C’de
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azar azar ¢alkalandi. Sonra 1 L saf su ve 200 mL 0,005 M tris-SO4 (pH=7,4) tamponuyla

durulandi. Sonrasinda benzer tampon i¢inde korundu.

Sekil 4.2: Afinite Jelinin Sentez Reaksiyonu

Sefaroz
Sefaroz 4B Imidokarbonat
H  CNBr  HBr O-C=N 0\
C=NH
H OH O/
SO,NH, g nTTTmmmm——— =
-y . "\ T HN NH, &
. SO,NH . / . : SN— : .
DiaZOIe : : .\IIIIIIIII--IIII’:
M siilfanilamid :
IRIH S =C\ E NCS E 1;] H
O_C_HN NH \iIlI IIII" O—C—HN NH')
OH OH
Tiyoiire ido Benzen Siilfonamid 4-Izotiyosiyanat Benzen Siilfonamit

4.4.3.4. Afinite Kromatografisi

Baglanma afinitesine dayali bir yontemdir. Kolondaki afinite jeli (ligand-protein
gibi) bir makromolekiile kovalent baglanan siilfonamid gibi bir grup icerir. Bir protein
karisimi kolona eklendiginde, bu liganda ilgisi (afinite) olan CA (enzim) jele tutunur.
Boylece enzimin kolon boyunca gogii gecikir. Baglanmayan proteinlerin kolondan
atilmalarini takiben, baglanan protein pH'lart farkli tampon c¢ozeltiler ile ayrimi

yapilabilir (Williams ve digerleri, 2009).

4.4.4. Insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimlerinin ayrilmas

4.4.4.1. Hemolizat eldesi

Kan, hastaneden temin edilen antikoagulantli 400 mL’lik kan torbasina alindi.

Kanin yapisinin bozulmamasi i¢in 4 °C’de saklandi. Ayrica kanin 2 giin iginde
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kullanilmas: gerekmektedir. Alinan kanin eritrositlerini ayrigtirmak amaciyla 10 ml’lik
tiiplere yerlestirildi ve 20 dk santrifiij islemi uygulandi. Ardindan tiiplerin yukarida kalan
faz1 plazma ve 16kosit kiimesi boliindii 6zenle ayristirildi. Daha sonra asagida yer alan
eritrositler %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile 2-3 kere durulandi ve yukarida kalan bdlmeler
¢ope atild1. Eritrositler hacimlerinin 1,5 misli soguk saf su ile pargalandi. Parga parca olan
eritrositler birlestirilerek pargalanmanin tamamen olmasi igin tam yarim Saat ¢alkalandi.
Hiicre zarlarinin da ortamdan uzaklagmasi iyi olur bu yiizden hemolizat 4 °C’de 20.000
rpm’de 30 dk santrifiij islemi uygulandi. Ardindan tiiplerin dibinde goriilen hiicre zarlari
ayiklandi yukaridaki kisim 6zenle ayrildi. Hiicre zarlarindan ayiklanan ig¢inde enzim
bulunan ¢ozeltinin pH’s1 kat1 Tris ile 8,7’ye ayarlandi. Bu sekilde sorun olmadan

hemolizat kolona aktarilacak hale geldi (Blackwell ve Huang, 1965).

4.4.4.2. Hemolizatin afinite kolonuna aktarilmasi ve enzimin ayrilmasi

Islemlerden gegen hemolizat kolona tatbik edilir. Kanin kolona yiiklenme islemi
bittikten sonra yikama tamponu ilave edilir. Yikama islemi kanin kirmizi rengi kolondan
tamamen gidinceye kadar ve yikama tamponuna karsi 280 nm’de 0,05 degerine
ulagincaya kadar siirdiiriilir. Bu degere ulasildiginda sirasiyla hCA | ve hCA 1l
enzimlerinin eliisyon ¢dzeltileri kolondan gegirilir. Eliisyon her tiip i¢in 5 ml seklindedir.
Eliisyondan alinan her tiiplin 280 nm’de absorbansina bakilir. Son olarak elde edilen

enzimlere diyaliz islemi uygulanir.

Sekil 4.3: Hemolizatin Kolona Tatbik Edilmesi
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4.4.4.3. Diyaliz islemi

Diyaliz, biiyiikk molekiillerin gruplandirilmasi igin ve seyreltik ¢ozeltideki
molekiillerin biiyiikliikleri g6z 6niine alinarak yapilir. Boylece diyaliz torbasinin porlar
molekiil kiitlesi, 10 000’den yiiksek kiitleye sahip olan biiyiik molekiillerin gegmesini
engeller. Dolayisiyla, diyaliz torbasindaki kiiciik maddeler, diyaliz suyuna karisirken,
torbada protein molekiiliiniin yogun ¢6zeltisi bulunur. Ufak maddelerin ¢ikmasi torbadaki
yogunluk ile diyaliz tamponundaki yogunluk ayni olana kadar siirer. Dengeye ulasmak
icin genellikle 4-6 saatlik siirenin gegmesi gerekmektedir. Esitlendikten sonra, diyaliz
tamponu yeni diyaliz tamponuyla degisir. Sonra diyaliz tekrar siirer. Boylelikle, esit olana

kadar diyaliz siiresi bir iki giin uzatilabilir.

Diyalizde gerekli olan kismi gegirgen zarlar farkli maddelerden (seliiloz) olusmus
araglardir. Por ¢ap1 zar gegisinde maddelerin iriligi ¢ok Onemlidir. Diyaliz metodu,
cogunlukla ¢ozeltideki sodyum, potasyum tuzlari ve ufak maddeleri bulundugu yerden
gotiirmektedir. Ayr1 olarak, biyolojik molekiillere ¢ok az baglanan ufak anyonlar,

katyonlar bu sekilde istenmeyen durumdan kurtarilabilir.

Sekil 4.4: Diyaliz isleminin Uygulanmasi

Saflastirilan enzim ¢ozeltisi diyaliz torbasina koyulmus ve buz dolabina kurulan
bir diizenekle diyaliz tamponu sayesinde diyaliz gergeklestirildi. 1 giin siirecektir. Ayrica
her sekiz saatte diyaliz tamponu yenilenmistir. Diyaliz bittiginde saflastirilan enzim kismi
saf halini almistir. Saflastirilan enzim ¢ozeltisi, diger ¢alismalarda, hidrataz veya esteraz
aktivite calismalarinda ise yarayacagi i¢in iicer mililitrelik tiiplerde agzi kapatilarak

dondurucuda saklanmistir (Deloach ve Ihler, 1977).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Kandan saflastirilan hemolizatlar beklemeden kolona aktarildi. Jelin kolona
yerlestirilmesi, tamponla dengelenmesi ve yikama isleminden sonra hCA |, 0,025 M
Na;HPO4/ 1 M NacCl, (pH=6,3) tamponu ile hCA II; 0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClO4
(pH=5,6) tamponuyla ayrildi. Ayrilanlar bes mL’lik tiipler seklinde ayrilarak, biitiin
tiiplerdeki enzim igin 280 nm’de nitel protein tespiti yapildi. Optik yogunluk var olan
tiiplerde CO»- hidrataz aktivitesi ¢aligilir.

5.1. Insan Eritrositlerinden Saflastiriimasi Sonucu hCA | ve hCA 11
izoenzimlerinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclari

Elektroforez ¢alismasi, uygun pH’da ve belirli elektrik ortamda pozitif, negatif
pargaciklarin hizlarin degisik olmasiyla ayristirilmasidir. Alanin pH’1 tampon ¢ozelti
ile belli amperdeki akim ise, gii¢ kaynagindan gelir. Elektroforezde ayrim, kiitle ile ters
ve yiikle dogru orantilidir. Bu yilizden proteinler farkli yiik ve kiitlelere sahip
olduklarindan elektroforezle ayrilabilir. Bu yontemin dstiinligii proteinlerin gozle
goriilebilir hale gelmesidir. Elektroforez ayni zamanda izoelektrik nokta, yaklasik

molekiil kiitlesi gibi bir proteinin 6nemli 6zelliklerinin bulunmasini da saglar.
Poliakrilamid jel ii¢ farkli sekilde hazirlanabilir.

1. Jelin hazirlandig1 yere gore: Slab jel, disk jel
2. Sartlara gore: Tabii sartlar, denatiire edici sartlar

3. Jelde akrilamit konsantresine gore: Kesiksiz jel, kesikli jel
Slab Jel: Iki katman araligindaki jele denir.
Disk Jel: Deney tiiplerinde olur.

Uygun kosullar: Ortam kosullar1 uygun sekle getirilerek proteinin yapisi
muhafaza edilir. Bu kosullarda elektroforez, buz gibi ortamda yapilir ve protein denatiire

edici biitiin sartlardan korunur.

Elektroforezde, izoenzim deneyleri de gergeklesebilir. Izoenzimle deney
yaparken, proteinler dagilinca ardindan jel proteine sonra substratin baglanmasi saglanir.

Enzimin oldugu bolgeler renkli diiz bantlar seklinde goriiliir.
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Safligin ve molekiil kiitlesinin belirlenmesinde yararlanilan ydntem olan
elektroforezde deterjan (Sodyum dodesil siilfat) kullanilir. Denatiire edici sartlarda ise,
ortama SDS katarak ve de B-merkapto etanol ile B- siilfit baglar1 bolerek, proteinin yapisi
bozulur. Ayn1 zamanda SDS, protein katlanmalarinin kismen a¢ilmasini saglayarak
proteinlerin benzer sekilde olmasini saglar. Sonug olarak ayrim; yiikle alakali degil,
molekiil biiylikligiiyle alakalidir. Bu yilizden SDS, poli peptit bagi yerine bir SDS
molekiilii tutunacak halde oldugundan, proteinler hep SDS ile elektrik alanda hareket
edecek hale gelmistir. SDS, yiikiin farklihgini yok eder. Proteinlerin ne kadar
ayristirildigini ortaya koymak SDS PAGE elektroforezi sayesinde olur.

Kesiksiz jelde, jelin uzandigi kismi kadar akrilamid yogunlugu aynidir. Kesikli
jelin, yukar1 bolimiine yigma jeli, asagi bolimiine ayirma jeli denir. Kesikli jelin

kullanilabilirligi fazladir. Bantlar belirgindir.

Jelin tistiinde enzim yiriidiikten sonra, nerde oldugunu gérmek i¢cin Coomassie
brillant blue R-250 bulunduran bir ¢ozelti i¢inde iki saat karistirilir. Coomassie brillant
blue R-250, proteinleri goriiniir kilar. Bu sirada hem protein olan yerler hem de zemin
renklenir. Daha sonra jel renksizlestirme ¢ozeltisi i¢cine konarak (CH3COOH, CH3OH,
H20) karisimi, uzun siire ¢alkalanir. Bu sirada zeminin rengi agilir, proteinlerin oldugu
yerlerde bantlar olusur. Asetik asit, metanol ve su karisimi boyali iken; aktif karbondan

gecirildiginde maviyi tutar. Yeniden ¢ozelti elde edilebilir.

SDS-PAGE jel elektroforezi uygulanarak sonug olarak yalniz bandin goriilmesi,

enzimin yabanci maddelerden ayristirilmis hali olduguna isarettir.

Ayn1 zamanda tanimlanmamis bir protein molekiil kiitlesi bilinen molekiil
kiitlesine sahip diger proteinlerin jel iizerindeki konumlariyla kiyaslanarak yaklasik
olarak hesaplanabilir. Eger proteinin iki ya da daha fazla alt birimi varsa bu alt birimler

SDS ile karistiktan sonra ayrilmistir, bdylece her bir alt birim i¢in ayr1 bir bant gozlenir.

Bu elektroforezde afinite kolonundan izole edilen karbonik anhidraz
izoenzimlerinin safligin1 gormek i¢in SDS-poliakrilamid jel elektroforezi uygulandi. Bu
amag icin olusturulan SDS- poliakrilamid jel elektroforezine, insan kanindan saflastirilan

izoenzimler aktarildi. Zamanla olusan enzimin ¢izgileri asagida belirtilmistir.
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Gorsel 5.1: Afinite Kromatografisi ile Saflastirilan Karbonik Anhidraz Izoenzimlerinin
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Fotografi

1. standart hCA 1, 2. saflastirilan hCA 1, 3. standart hCA 11, 4. ve 5. saflastirilan
hCA 1l

5.2. Glukozamin ve Tiirevlerinin insan Eritrosit hCA | Enzimleri Uzerine
Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak incelenmesi

5.2.1. Bitkisel glukozaminin insan eritrosit hCA | enziminin hidrataz aktiviteleri
iizerine inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Kirmizi kan hiicresi CA | enzimlerinin hidrataz aktiviteleri, bitkisel glukozaminin
inhibisyon etkileri enzim tizerinde ¢alisilarak bulundu. Sonuca ulagsmak amaciyla kandan
saflagtirllan CA | enzimleri i¢in uygun inhibitér konsantrasyonunda hidrataz aktivitesi
Olctimii yapildi. %1°lik glukozamin ¢dzeltisinin konsantrasyonlar: arttirilarak enzimin
reaksiyon hizi belirlenerek aktivite-inhibitor grafigi ve tablosu olusturuldu. %1°lik
bitkisel glukozaminin CA enzimi iizerine aktivasyon etkisinin oldugu goriildii. Bu sonug

asagida grafikte verilmistir.
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Tablo 5.2: Bitkisel Glukozaminin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi

Aktivite
(1] (uM) %)
0 100
50 117,29
100 140,35
200 172,63
250 140,35
350 172,63
400 172,63

Grafik 5.3: Bitkisel Glukozaminin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi
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5.2.2. Glukozamin siilfatin insan eritrosit hCA | enziminin hidrataz aktiviteleri
iizerine inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Kirmiz1 kan hiicresi CA | enzimlerinin hidrataz aktiviteleri, glukozamin siilfatin
inhibisyon etkileri enzim tizerinde ¢alisilarak bulundu. Sonuca ulasmak amaciyla kandan
ayrilan CA I enzimleri i¢in uygun inhibit6r konsantrasyonunda hidrataz aktivitesi 6l¢timii
yapildi. %1’lik glukozamin siilfat ¢ozeltisinin Konsantrasyonlar: arttirilarak enzimin

reaksiyon hizi belirlenerek aktivite-inhibitor grafigi ¢izildi ve tablosu olusturuldu. %1°lik
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glukozamin siilfatin CA enzimi tlizerine akivasyon etkisinin oldugu goriildii. Bu sonug

asagida grafikte verilmistir.

Tablo 5.4: Glukozamin Sulfatin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi

[ (uM) | Aktivite(%)

0 100

50 100

100 119,81

150 119,81

200 119,81
250 147,56
300 147,56

Grafik 5.5: Glukozamin Siilfatin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi
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5.2.3. Glukozamin kondroitin MSM’nin insan eritrosit hCA | enziminin hidrataz
aktiviteleri iizerine inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Kirmizi kan hiicresi CA | enzimlerinin hidrataz aktiviteleri, glukozamin
kondroitin MSM’nin inhibisyon etkileri enzim iizerinde galisilarak bulundu. Sonuca
ulagmak amaciyla kandan ayrilan CA I enzimleri i¢in uygun inhibitor konsantrasyonunda

hidrataz aktivitesi Ol¢limii yapildi. %1’lik glukozamin kondroitin MSM c¢dozeltisinin
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konsantrasyonlari arttirilarak enzimin reaksiyon hizi belirlenerek aktivite-inhibitor

grafigi ¢izildi ve tablosu olusturuldu.

%1°1ik glukozamin kondroitin MSM’nin CA enzimi {izerine aktivasyon etkisinin oldugu

goriildi. Bu sonug asagida grafikte verilmistir.

Tablo 5.6: Glukozamin Kondroitin MSM” nin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi

[1] (uM) | Aktivite (%)

0 100

20 117,46
40 117,46
60 117,46
80 117,46

100 100

120 86,41

Grafik 5.7: Glukozamin Kondroitin MSM’ nin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi

y =-0,0087x2 + 0,8007x + 101,71
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5.3. Glukozamin ve Tiirevlerinin insan Eritrosit hCA II Enzimleri Uzerine
Inhibisyon Etkilerinin /n Vitro Olarak incelenmesi

5.3.1. Bitkisel glukozaminin insan eritrosit hCA Il enziminin hidrataz aktiviteleri
iizerine inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Kirmizi kan hiicresi CA Il enzimlerinin hidrataz aktiviteleri, bitkisel
glukozaminin inhibisyon etkileri enzim iizerinde calisilarak bulundu. Sonuca ulagmak
i¢in insan kanindan elde edilen CA Il enzimleri i¢in uygun inhibit6ér konsantrasyonunda
hidrataz aktivitesi Ol¢limii yapildi. %1°lik glukozamin ¢6zeltisinin konsantrasyonlari
arttirllarak enzimin reaksiyon hizi belirlenerek aktivite-inhibitor grafigi ve tablosu
olusturuldu. %1°lik bitkisel glukozaminin CA enzimi tizerine aktivasyon etkisinin oldugu

goriildii. Bu sonug asagida grafikte verilmistir.

Tablo 5.8: Bitkisel Glukozaminin hCA Il Hidrataz Aktivitesine Etkisi

[1] (uM) | Aktivite (%)

0 100

50 100

100 116,94

150 116,94

200 139,53

250 13953

300 171,16

Grafik 5.9: Bitkisel Glukozaminin hCA Il Hidrataz Aktivitesine Etkisi
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5.3.2. Glukozamin Siilfatin insan eritrosit hCA Il enziminin hidrataz aktiviteleri
iizerine inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Kirmizi kan hiicresi CA II enzimlerinin hidrataz aktiviteleri, glukozamin stilfatin
inhibisyon etkileri enzim tiizerinde calisilarak bulundu. Sonuca ulagsmak i¢in insan
kanindan elde edilen CA Il enzimleri igin uygun inhibitor konsantrasyonunda hidrataz
aktivitesi ol¢limii yapildi. %1°lik glukozamin ¢6zeltisinin konsantrasyonlar: arttirilarak
enzimin reaksiyon hizi belirlenerek aktivite-inhibitor grafigi ve tablosu olusturuldu.
%1°lik glukozamin siilfatin CA enzimi lizerine aktivasyon etkisinin oldugu goriildii. Bu

sonug asagida grafikte verilmistir.

Tablo 5.10: Glukozamin Silfatin hCA 1l Hidrataz Aktivitesine Etkisi

[1] (uM) | Aktivite (%)

0 100

50 78,26

100 78,26

150 78,26

200 78,26

250 78,26

300 100

Grafik 5.11: Glukozamin Silfatin hCA 1l Hidrataz Aktivitesine Etkisi

y =0,0014x2 - 0,3587x + 97,412
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5.3.3. Glukozamin Kondrotin MSM’nin insan eritrosit hCA Il enziminin hidrataz
aktiviteleri iizerine inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Kirmizi kan hiicresi CA 1l enzimlerinin hidrataz aktiviteleri, glukozamin
kondroitin MSM’nin inhibisyon etkileri enzim {izerinde ¢alisilarak bulundu. Sonuca
ulagmak i¢in insan kanindan elde edilen CA II enzimleri i¢in uygun inhibitor
konsantrasyonunda hidrataz aktivitesi 6l¢timii yapildi. %1°lik glukozamin ¢6zeltisinin
konsantrasyonlari arttirilarak enzimin reaksiyon hiz1 belirlenerek aktivite-inhibitor
grafigi ve tablosu olusturuldu. %1°lik glukozamin kondroitin MSM nin CA enzimi

tizerine aktivasyon etkisinin oldugu goriildii. Bu sonug asagida grafikte verilmistir.

Tablo 5.12: Glukozamin Kondroitin MSM’nin hCA Il Hidrataz Aktivitesine Etkisi

[1] (uM) Aktivite (%)

0 100

20 113,88
40 131,25
60 183,33
80 153,57

100 225

120 225

Grafik 5.13: Glukozamin Kondroitin MSM’nin hCA |l Hidrataz Aktivitesine Etkisi

y =0,0078x2 - 0,1501x + 93,035
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6. SONUC VE TARTISMA

Karbonik anhidraz enzimleri (E.C. 4.2.1.1) metaloproteinlerdir. Neredeyse tim
canli organizmalarda bulunur. CA enzimatik aktivitesi ilk 6nce hemolize kan 6rnekleri
karbon oraninin belirlenerek hemolizli kandan CO; salinimi ve CO2 olusumuna izin veren
bikarbonatin dehidrasyonunu saglayan biyokatalizorlerdir. Eritrositlerden ekstrakte
edilmistir. Metal grubu, hidroksit tiirii bu enzimlerin aktif bolgesinde dordiincii ligand
olarak bulunur. Giiglii bir niikleofil (fizyolojik pH'da) gibi davranir ve CO2’in koordine
edilmis Zn (ll) ile HCOs;'a doniistiiriilmesi saglamir. Su molekiilii ile reaksiyon
serbestlesmeye baslamistir. Bundandir ki ¢ozeltisindeki HCO3“in asidik bir formu
tiretilir. Bu da karbonik asittir. (H2.COz) Karbonik anhidraz, niikleofillik olusturmak igin
hiz belirleyici bir H(proton) transfer reaksiyonu meydana gelir. Bu oldukg¢a hizli bir

reaksiyondur. Bu katalitik dongii i¢in karbonik anhidraz enzimi metal iyonu kullanir.

Aktivatorler, hCA’nin aktif bolgesine farkli baglanma yerlerine baglanabilir.
Protonun yer degistirmesi enzim aktivitesi i¢in énemlidir. Ayrica Katalitik tepkimenin
daha iyi anlagilmasi i¢in hem de farmakolojik olarak yararli ilaglarin tasarimi igin ilk
adimdir. Alzheimer, glokom tedavisinde, g6z igi basincin azalmasi i¢in prostaglandin
analoglari, beta bloke edici ajanlar ve karbonik anhidraz inhibitorleri kullanilmaktadir.
Glokom tedavisinde CA | ve CA 1l inhibitérleri; dorzolamid, brinzolamid bilesikleri ve
karbonhidratlardir. Lipofiliktir ve secici degildir. Asetazolamid ve metazolamid de anti-
glokom ajanlart olarak kullanilir. Ancak tabletler seklinde oral olarak verilir. Ayrica, CA
Il izoformu kuvvetli inhibisyonu ila¢ tasarimina adaydir. Ciinkii bu enzim kritik bir
enzimdir ve ¢ok dnemlidir. Bu yiizden CA II inhibitorleri glokom tedavisinde ilag olmasi
beklenir. Yani glokom tedavisi i¢gin CA enziminin bazi bilesikler ile inhibe edilmesi
gerekir. Bu ¢alismada inhibisyon grafiklerinde 1Cso degeri yoktur. Ciinkii glukozamin ve

tiirevleri hCA enzimini inhibe etmeyip, aktive etmistir.

Yapilan ¢alismalarda siilfonamidlerin, glokom tedavisi icin kullanilan CA
enziminin en giiglii organik inhibitdrleri oldugu belirtilmistir. Siilfonamidlerin (SO2NH>)
aragtirmacilar tarafindan dikkatini ¢eken en onemli 6zelligi kolay iyonlasabilen bir
organik grup olmalaridir. Siilfonamidler, CA inhibitorleri olarak kullanilirlar.

Glukozamin de bir amin tiirevidir. Bu 06zelliginden dolayr CA inhibitérii olarak
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kullanilmas1 miimkiin olabilir. Bu ¢alisma ile glukozaminin Glokom tedavisinde

kullanilip kullanilamayacagini ortaya koymak tizere yapilmis bir ¢alismadir.

Daha onceki ¢alismalarda asetazolamid, dorzolamid, brinzolamid, metazolamid,
etokszolamid ve pazopanib, siilfonamid gibi bilesikler ¢alisilmistir. Glukozamin ve
tirevleri de bir amin tirevi oldugu i¢in hCA izoenzimleri iizerine etkisi
arastirilabilmektedir. hCA’larin inhbibe olmasiyla tedaviler gelistirilebildigi gibi
enzimlerin aktive olmasiyla da farkli tedaviler gelistirilebilmektedir. hCA enzimini aktive
eden maddeler aminoasitler ( histamin, DOPA, triptofan) ve serotonindir. Literatiirde;
tumor tedavisinde hCA IX ve hCA XIlI izoenzimlerini heterosiklik aminler, aminoasitler
aktive ettigi bilinmektedir. Insan karbonik anhidraz (hCA) izoenzimlerinden hCA III
(sitozolik) ve hCA IV'iin (membran) amino asitler ve aromatik / heterosiklik aminler
aktive etmektedir. En iyi hCA IV aktivatorleri, 4-amino-fenilalanin, serotonin ve 2-amino
etildir. En iyi aktivatorlerden D-Histamin, serotonin, piridil-alkil aminler ve amino etil

piperazinlerdir.

hCA izoenzimleri beyin ve sinir siteminde de bulunur. Gozlerde goz sivisi
salgisint saglayan hCA VII izoenzimi etkilir. Glukozamin ve tirevleri hCA VII
izoenzimini aktive ettigi i¢in goz sivi salinimi artmaktadir. Bu yilizden gézde bir basing
meydana gelir. Bu da gbze ciddi anlamda zarar vermektedir. Dolayisiyla glukozamin ve
tirevleri glokom tedavisinde kullanilmaya aday degildir. Glukozamin ve tiirevleri
glokom tedavisi i¢in Onerilmemekte fakat Alzheimer veya nérolojik bozukluklarin
tedavisinde kullanilmasi ileriki calismalarda CA VII izoenzimi lizerine degerlendirilmesi

mumkin olabilir.

Sonug olarak grafiklerde goriildiigli gibi glukozamin ve tiirevlerinin karbonik
anhidraz enzimi lizerine aktivasyon etkisi oldugu belirlenmistir. Bu yiizden glukozamin
ve tirevleri glokom tedavisi i¢in kullanima aday degildir. Fakat glukozamin ve

tiirevlerinin Alzheimer tedavisinde kullanimi i¢in ¢aligmalar yapilabilir.
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Sekil 6.1: Glukozamin Kondroitin MSM’nin hCA Il Hidrataz Aktivitesine EtKkisi
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Sekil 6.2: Glukozamin Kondroitin MSM’ nin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi
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Sekil 6.3: Glukozamin Siilfatin hCA Il Hidrataz Aktivitesine Etkisi
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Sekil 6.4: Glukozamin Siilfatin hCA | Hidrataz Aktivitesine Etkisi
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Sekil 6.5: Bitkisel glukozaminin hCA I hidrataz aktivitesine etkisi
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Sekil 6.6: Bitkisel Glukozaminin hCA 1l Hidrataz Aktivitesine Etkisi
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