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ABSTRACT

MS. Thesis
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In the present study, some flavonoids such as morin and rutinwere evaluated for
possible antioxidant and radical scavenging activity. It is aimed in this study to
design new affinity gelfor bovine liver carbonic anhydrase Il different from which
have been used so far. Cellulose has been used as matrix,benzoilchloride as spacer
arm and sulfonamide as ligand. Also the inhibitory effects of these flavonoids
acetycholinesterase andcattle liver carbonic anhydrase izoenzyme Il were
investigated.In order to evaluate radical scavenging activity of flavonoids, hydrogen
peroxide activity is studied. Also quercetin is used as referance antioxidant since its
flavonoid structure. The flavonoids which are used in this study exposed high
antioxidant activity.
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1. GIRIS

1.1. Flavonoidler

Flavonoidler bitki kaynakli bilesikler olup dogada yaygin olarak bulunurlar. 1936
yilinda limon kabugundatesbit edilen flavon bilesiklerinin, P-vitamini adi altinda,
kilcal damar gegirgenligini ve kirllganligini azaltmada kullanilmasi, flavonoidlere
verilen 6nemi artirmistir. Bu nedenle 1940’11 yillardan sonra flavonoidlere karsi ilgi
artmaya baglamistir. 1970’lerde flavonoidlerle ilgili daha kapsanli arastirmalar
yapilmistir. Giliniimiizde bitkilerden 4000°den fazla flavonoid izole edilmis ve
yapilar1 aydinlatilmistir(Bilaloglu and Harmandar 2002). Birkilerde flavonoid
bilesikler antioksidan aktivite, enzim inhibitorii ve ayrica zararli 1isilardan koruma
gibi bir dizi dzelliklere sahiptir(Harborne and Mabry 1982).

Son yirmi yilda, geleneksel tipta flavonoid bilesiklere karsi ilgi artmis ve yapilan
arastirmalar sonucu, flavonoid bilesiklerin ¢ok yonli biyokimyasal ve farmakolojik
aktiviteler gosterdigi saptanmistir. Ornegin, flavonoid bilesiklerin antioksidatif,
antiinflamatuar,  antimikrobiyal,  antimutajenik,  antillserojen,  antiviral,
hepatoprotektif ve hipolidemik etkiye sahip olduklar1 agiklanmistir. Quercetin ve
kaempferolun in vitro ve in vivo denemelerde antimutajenik ve antikarsinojenik

etkiler gosterdikleride gozlemlenmistir(Bors and Saran 1987).

1.1.1. Flavonoidlerin yap1 6zellikleri ve simiflandirilmasi

Bitkilerin sekonder metabolitleri olan flavonoid bilesikler énemli bir smifi teskil
eder. Flavonoid bilesiklerin karbon iskeletleri, iki fenil grubunun propan zinciri ile
baglanmas1 sonucuolusur. Bu bilesikler 15 karbon atomundan meydana gelir ve

difenilpropan (Ce¢ - Cs - Cs) yapisindadir. Flavonoid bilesikler fenil gruplarinin



propan zincirine degisik pozisyonlarda baglanmasi sonucunda farklialt siniflara

meydana gelir.

Sistematik bir siniflandirma yapilirken flavan ve flavon bilesiklerin yapilarindaki
aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C ile gosterilir. A ve C halkalarinin
yapisinda (benzopiran ¢ekirdeginde) karbon atomlar1 oksijen atomundan baslayarak
numaralandirma yapilir. B halkasinda olan atomlar ise, ussi ( ' ) rakamlarla

numaralandirilir.

Propan zincirine fenil gruplarinin 1,2- pozisyonlarindan eklemlenmesi ile 1,2-
difenilpropan yapis1 olusur. Bu yapida propan zincirinin ugtaki karbon atomunun
(C-3) oksijen atomu tzerinden aromatik halka ile halkalagsmasiyla olusan hetero

halka iceren {i¢ halkali yapiya izoflavan denir.

Difenilpropan yapisi igeren dogal maddeler, fenil gruplarinin propan zincirine
baglanma pozisyonlarina gore flavonoid, izoflavonoid ve neoflavonoidler olmak
lizere, li¢ ana gruba ayrilirlar. Bu gruplarin her biri de kendi iclerinde gesitli alt
siniflara ayrilirlar. Flavonoid yapilarinda Cs- sisteminin olusturdugu heteroatom
iceren halka, degisik yiikseltgenme derecelerinde bulunabilirler. Hetero halkanin
yiikseltgenme derecesi flavonoidlerin alt smiflarmi belirleyen bir gostergedir. Cs-
sisteminin ylikseltgenme derecesine bagli olarak, bilinen flavonoid smiflar1 ve
bitkilerde yaygin olan 6rnekleri Cizelgel.1.’de verilmistir (Bilaloglu and Harmandar
2002).



Cizelge 1. 1. Flavonoidlerin hetero halkadaki /- C3 -/ yapisina gore siniflandiriimasi

Flavonoid siniflar /-Cg-/ Yapisi Ornekler | A ve B halka
hidroksillerinin
pozisyonlari

FLAVONLAR Apigenin 57,4

e Luteolin 5734
""‘]r-*-f"h.‘ fﬁ",#
i
(o]
FLAVONOLLER I r Quercetin 57,3
R
,.IVIC " Myricetin 5734
\‘J""'
FLAVONONLAR < m/l Naringenin 574
H[f' S
-~ ""-llv'
0
FLAVANONOLLER 2 L Fussin 7,34
~ e __/‘_\._}
/\[[““ L‘:‘-H
i
FLAVAN-3-OLLER o Katekin 5,7,3' 4
(Katekinler) “‘]“r’[
Sl s
FLAVAN-3,4- = Leucocyanidin 57,34
DIOLLER "
g 0 R
0
ANTOSIYANIDINLER — Cyanidin 57,345




1.1.2. Flavonoid simiflar:

Tum monomerik flavonoidler iki aromatik halkanin {i¢ karbon atomlu zincir /-Csz-/
tizerinden birlesmesiyle olusan C15 iskeleti igerirler. Difenilpropan yapisindaki
propan zincirinin ¢esitli yollarla degisiklige ugramasindan farkli flavonoid simiflari

ve alt siniflar1 olusur.

Ug karbonlu zincirin oksijen iizerinden aril halkasi ile sikliklesmesinden trisiklik
sistem olusur. Alt1 T{yeli heterosiklik halkanin olusmasiyla flavonoid ve
izoflavonoidler, bes iiyeli halkanin olusmasiyla ise auronoidler meydana gelir.
izoflavonoid iskeletinin oksijen iizerinden yeniden sikliklesmesi, tetrasiklik bir
sistem olan pterokarpanoidleri olusturur. Boyle trisiklik veya tetrasiklik sisteme
sahip olmayan, aromatik halkalar arasinda asiklik sistem igeren ise kalkonoidler

denir (Bilaloglu and Harmandar 2002).

1.1.2.1. Flavonlar

Flavonlar, flavonoidlerin bitkilerde yaygin olarak bulunan bir sinifidir. Flavonlarin
cekirdek iskeleti sekil 9 da verilmistir. Bu bilesiklerin hetero halkasinda C-2 ve C-3
atomlar1 arasinda ¢ift bagin bulunmasi karakteristiktir. Flavonlar, flavononlarin 2,3-
dehidro tirevleridir. Bitkilerdeki bulunma sekli hem glikozitleri, hem de serbest
(aglikon) halindedir. Giiniimiizde bitkilerden 300’lin istiinde flavon aglikon izole

edilmistir.

Flavon bilesiklerinin en basit (yeleri, halkalarinda metoksil ve/veya hidroksil
gruplar1 bulundurantiirevleridir. Yapilarinda sadece oksijen fonksiyonu (-OH ve/veya
—OCHs3 gruplari) igermelerinedeni ile bu tiir maddelere oksijenli veya O-substitue

flavonlar da denir. Flavonlarin O-substitue tiirevleri dogada yaygindir. Flavonlar



yapilarinda bulunan, O- substituentlerin (hidroksi ve/veya metoksil gruplarinin)

sayisina bagli olarak gruplandirilabilirler(Bilaloglu and Harmandar 2002).

Flavan Flavon

Sekil 1. 1. Flavan ve flavonlarin ¢ekirdek iskeleti.

1.1.2.2. Flavonoller

Flavonoller, C halkasinin en fazla yiikseltgendigi flavonoid siifidir. Bunlar C-3
pozisyonunda hidroksil grubu iceren 2-fenilbenzo-Y- piran ¢ekirdegi icerirler. Bu
nedenle, flavonollere 3-hidroksiflavonlar da denilebilir. Bitkilerde flavonol
bilesikler, flavonoidlerin yap1 c¢esitliligi en fazla olan ve en cok bulunan
smifidir.Flavonoller, kristalimsi veya amorf nitelikli olup, flavonlara benzer sekilde
acik sar1 veya sar1 renklidirler. Bu bilesikler genellikle flavonlara kiyasla oksijenli

ortamda daha dayaniksizdirlar.

Flavonolun farkli pozisyonlarda hidroksil ve/veya metoksil gruplari igeren tiirevleri
bitki aleminde daha yaygindir. Giiniimiize kadar bitkilerden 400’iin iistiinde flavonol

aglikon izole edilmistir.

Flavonolbilesiklerde, flavonlar gibi, yapilarinda bulunan -OH ve/veya -OCHs
gruplarinin  sayisina bagli olarak gruplandirilabilirler. Flavonol c¢ekirdeginde

hidroksil grubu bulundugundan, boyle bir siniflandirmada, C-3 pozisyonundaki
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hidroksil grubu dikkate alinmaz. Bitkilerden elde edilen ve farkli pozisyonlarda
hidroksil tasiyan flavonollerden bazilar1 Cizelgel.2.” de verilmistir (Broussalis et al
1998;Marco et al 1990).

Cizelge 1.2. Dogal Hidroksiflavonoller

Hidroksil gruplarinin pozisyonlari Elde
Adlar c-|cCc-|¢Cc-|C-| C- edilme
€5 C6 ) C7 ) CB 2 3 4 5 6 |kaynaklar:
5,7-diOH .
flavonol OH - OH - - - - - - A(;Tgcrgﬂ;ne
(Galangin)
5,6,7,3'4'-
pentaOH Eriocaul on
flavonol OH | OH | OH - - OH | OH - -
L.
(Quercegeta
getin)
57,3'4"'5'"-
pentaOH 1 5|~ 1 on| - | - |OH|OH |OH | - | Hamame
flavonol lidaceae
(Myricetin)

Flavonoller kendi aralarinda Mono- O-substitue flavonoller, Di- O-substitue
flavonoller, Tri- O-substitue flavonoller, Tetra- O- substitue flavonoller, Penta- O-

substitue flavonoller olmak tizere alt gruplarina ayrilirlar.

Tetrahidroksiflavanollerin dogada en fazla yaygin olan {iyelerinden biri de
quercetindir. (5,7,3°,4’-tetrahidroksiflavonol). Quercetinin farklt pozisyonlarda
mono- ve dimetoksi tlrleri genellikle Asteraceae familyasinin tiirlerinde yaygindir
(Bilaloglu and Harmandar 2002).



OH
OH

HO o)

OH
OH O

Sekil 1. 2. Quercetin’in yapist.

1.1.2.3. Flavanonlar

Flavanonlarin g¢ekirdek iskeletini dayaniksiz dihidro-Y-piron halkasi tesekkiil eder.
Bu sebeple flavanonlar asitler veya bazlarin etkileri ile kolaylikla ayrisarak
uygunhalkon yapilarini olusturur. Flavanon yapisinda bir asimetrik karbon atomu (C-
2) bulunur. Flavanonlar genellikle halkonlarla birlikte bulunurlar ve cogunlukla
glikozillenmis tiirevleri hainde rastlanirlar. Bu giine kadar 50°den fazla flavanon

bitkilerden izole edilerek teshis edilmistir(Bilaloglu and Harmandar 2002).

Flavanonlarin farkli pozisyonlarda oksijenlenmis tiirevleri bitkilerden izole
edilmistir. Flavanonlarin basit {iyeleri, aromatik halkalar1 farklt pozisyonlarda
oksijenlenmis (hidroksillenmis ve/veya metoksillenmis) bilesiklerdir. Oksijenlenmis
flavanonlarin en basit yapili tiirevi, A halkast monohidroksi grubu igeren, 7-
hidroksiflavanon Ceratiolaericoides tiiriinden izole edilmistir(Tanrisever et al 1987).
Dihidroksiflavanonlardan ~ 5,7-  dihidroksiflavanon  (pinocembirin)  Populus
nigra(Egger and Tissut 1968) ve 7.4’-dihidroksiflavanonona (liquiritigenin),
G.Uralensis (Wang et al 1991), Pterocarpus macrocarpus (Verma et al 1986) ve
baska bitki tiirlerinde rastlanir. Bauhinia manca bitkisinden liquiritigenin ile birlikte,

7-ve 4’-metil eterleri de izole edilmistir(Achenbach et al 1988).



5,7,4’-Trihidroksiflavanon ~ (naringenin)  flavanonlarin  ¢ok  yaygin  olan
tiyelerindendir. Bu bilesik Asteraceae familyasinin Artemisia campestris(Pascual et
al 1986), Grossheimia macrophylla, , Madia sativa (Mericli et al1986), Viguirea
tirlerinden (Bohm et al 1992); Fabaceae familyasinin Glycyrrhiza glabra(Achenbach
et al 1988), Pterocarpus marsupium(Batirov et al 1987), Vigna angularis(Tripathi
and Joshi 1988); Rosaceae familyasinin Cerasus tianschanika(Abe et al
1987),Rrunus cerasoides(Sapko et al 1988), P. Persica(Bahaguna and Jangwan
1987); Rutaceae familyasinin Citrus callus cultures(Chandra and Sastry 1988) ve
baska familyalara ait tiirlerden de izole edilmistir. Naringenin mono- Ve
dimetoksilenmis  tiirevleri  bitki  aleminde yaygindir. 7,4 -dihidroksi-5-
metoksiflavanon Asteraceae familyasinin Achyroline alata, A.flaccida(Barthe et al
1987),  5.4’dihidroksi-7-metoksiflavanon  Cistus incanus, C. laurifolius
(Cistaceae)(Broussalis et al 1988), Encelia canescens, E. lasiniata, tlrlerinden elde

edilmistir.

OH

HO S

OH O
Sekil 1. 3. Naringenin’in yapist.

Caffeic acid dogada ¢esitli bitkilerde bulunan yapisal olarak sinnamik asite benzeyen
fakat sinnamik asitten farkli olarak iki hidroksil grubu bulunduran, karsinojenik bir
inhibitor olan fenolik bir bilesiktir. Kuvvetli bir antioksidandir ve kardiyovaskiiler

hastaliklarin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir.



OH

OH
Sekil 1. 4. Kafeik asit’in yapisi.

1.1.3. Flavonoidlerin tibbi ve biyolojik 6zellikleri

Bazi flavonoidlerin biyolojik aktivite gostermesinden dolayi, flavonoidlere kars ilgi
1940’11 yillardan itibaren artmaya baglamistir. Bu ilginin baslica nedenlerinden biri,
1936 yilinda limon kabuklarindan elde edilen flavonoidli bir preparatin P-vitamin

aktivitesi gostermesi olmustur.

Flavonoidlerle yapilan ilk biyolojik aktivitelerde kilcal damar duvarlarina olumlu
etki gosterdigi belirlenmistir(Ruzsnyak and Szent 1936). Bu maddelerin kilcal
damara pozitif etkisi, genellikle kan sizdirmanin engellenmesinde, gegirgenligin ve

kirilganlhigin ortadan kalkmasi yoniinde etki gostermistir(Jeney and Uri 1954).

Flavonoid maddelerin kan olustruran bilesenler Uzerindeki etkisi de agiklanmustir.
Ornegin; Hedusarum L.Bitkisinin total flavonodilerinin eritropoezi tesvik ettigi ve
kanda lI0kositlerin miktarinin arttirdigi belirtilmistir(Rus and Kulikov 1971). 3-
Metilflavonoidlerin kanin forumlu elementlerine (bu elementler kan hiicrelerinin
sedimantasyonunu ve agregasyonunu engellerler) etki gosterdikleri  de
belirlenmistir(Robbins 1973).

Flavonoidler damarlara etkileri ile beraber, zayif kardiyotonik (kalp kuvvetlendirici)

maddelerdirler. Baska bir arastirmaya gore kuersetin, rutin ve flavonoller nabzi
9



normallestirme ve zayif olarakta (hipodinamik) kalbi kuvvetlendirme Ozelliklerine
sahiptirler(Jeney and Uri 1954).

Flavonoid maddelerin en kiymetli 6zelliklerinden biri de, karaciger fonksiyonuna
pozitif etkileridir. Flavonoid maddelerin karacigerin barbiturat ve arsenik gibi
bilesiklere karsi zehirsizlertitilmesi ve safra salgilanmasini hizlandiricietki ettikleri
belirtilmistir(Xadjay  1972; Davidovic and Klosterman 1954).Flavonoid
maddelerinzehirsizlestirme etkisinin nedenlerinden birinin, idrar soktlrici 6zellikleri
oldugu belirtilmistir(Borkowski et al 1960).

1970’11 yillarda flavonoidlerin pratik kullanimidaha da hizlanmistir. Yapilan bir¢ok
genis ¢apli arastirma sonucunda flavonoidlerin farklifarmakolojik ve biyokimyasal
aktivitelere sahip olduklar1 tesbit edilmistir. Flavonoidlerin antioksidan (Bors and
Saran 1987), antimikrobiyal(Pratt and Hudson 1990), antitilserojenik, antiviral,
hepatoprotectiv, hipolidemik (Wagner et al 1991; Hikino H. and Kiso 1988), ve
iltihap Onleyici(Moroney et al 1988; Vlaskouska et al 1990)etkiye sahip olduklari
farkli ¢alismalarla gosterilmistir. Ayricaflavonoidlerden kuersetin ve kaempferolun
antimutajenik ve antikarsinojenik etkilergosterdigiin vitro ve in vivo sartlarda tebit
edilmistir (Kato et al 1983; Huang et al 1983; Verma et al 1988; Deschner et al
1991).

1.1.3.1. Flavonoidlerin antioksidan etkileri

Antioksidan maddeler, diisiik derisimlerde bile organik bilesiklerin enzimatik
olmayan serbest radikal mekanizmali oksidasyonunu engelleyen bilesiklerdir. Son
yillarda besin kimyasi ve koruyucu tibbin bitkilerden elde edilen dogal antioksidan
maddelere karsi ilgisi artmaktadir. Bu ilginin nedeni, sentetik antioksidan maddelerin
(butilhidroksianizol: BHA ve butilhidroksitoluen: BHT gibi) kanserojen etkilerinin

oldugunun diisiiniilmesidir. Dogal antioksidanlar ise, insan organizmasi igin
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genellikle zararsiz olup yan etki gostermezler. Dogal antioksidanlar gida sanayinde
besinlerin bozunmasimi Onlemek, lipidlerin ve vitaminlerin pargalanmasini, besin
rengini korumak i¢in kullanilan ©Onemli katki maddeleridir. Flavonoidlerin
antioksidatif 6zelliklerinden dolay1 onlara kars1 ilgi gittikge artmaktadir (Javanovic et
al 1994; Fraga et al 1987; Negre-Salvayre et al 1991).

Son zamanlarda yur{tilen bu amaca yonelik arastirmalar, bazi flavonoidlerin siiper
oksit ve hidroksil radikallerini ortadan kaldirdigini; lipid peroksit radikallerini
indirgedigini Ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur (Bors and
Saran 1987; Tsujimoto et al 1993; Yuting et al 1990; Zhov and Zheng 1991; Cottele
et al 1992; Hanasaki et al 1994)

Model sistem olarak unilamellar lipozomlar icren fosfolipid bilayerlerde serbest
radikal olusturucu olarak, suda ¢Oziinen azo bilesik kullanarak, katekinlerin
antioksidatif aktiviteleri arastirilmistir. Bu amagla ¢ay katekinleri (-)-epikatekin, (-)-
epikatekingallat ve bitki kaynakli besinlerde yaygin olan flavonoid olarak quercetin
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, bu bilesiklerin sulu ortamda oksijen
radikallerinin etkisiyle baslatilan membran lipidlerinin peroksidasyonunu a-
tokoferole gore daha aktif olarak Onleyen lipofilik antioksidanlar oldugunu

gostermistir(Terao et al 1994).

Polugonum hidropiper bitkisinden elde edilen sulfatlanmis flavonoidlerin, (quercetin
3-sulfat, rhamnetin 3,7-disulfat ve tamarixetin 3- O-p-glukozit-7-sulfatin), lipidlerin
peroksitlenmesine ve siiper oksit anyonlarinin olusumuna etkilerini arastiran
aragtirmacilar bu bilesiklerin her birinin, dogal antioksidan a-tokoferole goére, daha

yuksek antioksidan aktivite gosterdigini agiklamiglardir(Yagi et al 1994).

Flavonoid radikallerinin indirgenme potansiyelleri alkil peroksil ve superoksit

radikallerinin indirgeme potansiyellerine gore daha diisiiktiir. Bu yiizden flavonoidler
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bu oksit turlerini deaktive eder ve reaksiyonlarin verebilecegi zararli sonuglar

onlerler(Wardman 1989; Javanovic et al 1992).

Flavonollerin yapisinda bulunan hidroksil gruplarinin pozisyonlar1 ile antioksidatif
aktivite arasindaki iliski arastirtlmistir. Quercetinin de morin, kaempferol ve luteolin

gibi etkili antioksidan oldugu gosterilmistir(Pratt and Hudson 1990).

1.1.3.2. Flavonoidlerin antikarsinojenik etkileri

Kanser olusumunda beslenmenin ¢ok 6nemli bir faktér oldugu anlasilmasi iizerine;
besinlerle alinan sebze ve meyvelerin bazi kanser tiirlerine karsi koruyucu etki
gosterdigi ile ilgili calismalar artis gOstermistir. Bu koruyucu etkinin, besinlerde
bulunan antioksidan Ozellikli bilesiklerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Son
yillarda yapilan caligmalarda bitkilerden elde edilen polifenolik bilesiklerin
antioksidan etki veya farkli bir mekanizma ile antikanserojen etki gdsterdikleri ileri
siiriilmektedir. Ozellikle, i¢ilen sarap ve caym in vitro ve in vivo kosullarda
antioksidatif etki gosterdigi agiklanmistir (Hertog et al 1993; Ruch et al 1989;
Namiki et al 1990; Renaud and De Lorgeril 1992; Frankel et al 1993; Durak et al
2004).

Flavonoidlerden quercetinin, karakteristik bir karsinojen bilesik olan, poliniikleer
aromatik hidrokarbon benz[a]pirenin (BP) mutajenik aktivitesini inhibe ettigi
belirlenmistir (Ogawa et al 1985; Nune et al 1984).

1.2. Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (EC 3.1.1.7) (AChE, Asetilhidrolaz), ndrotransmitter asetilkolini
hidrolizleyen hidrolaz grubundan bir enzimdir. AChE baslica néromuskular kavsakta

ve sinaptik iletimi sonlandirdig1 kolinerjik beyin sinapslarinda bulunur. Enzimlerin
12



karboksilesteraz ailesine aittir. Bu enzim sinir gazlar1 ve pestisitler gibi organofosfor

bilesikler tarafindan inhibisyon igin birincil hedeftir.

1.2.1. Asetilkolinesterazin yapis1 ve mekanizmasi

AChE oldukca ylksek bir aktiviteye sahiptir, her bir molekil enzim saniyede
yaklasik olarak 25000 asetilkolin (ACh) parcalar. Enzimin aktif bolgesi anyonik alt
birim ve katyonik alt birim olnak tizere iki alt birimden olusur. AChE'm yapisi ve

reaksiyon mekanizmasi enzimin kristal yapisi ile agiklanmistir (Susman et al 1991).

Sekil 1. 5. Asetilkolinesterazin ii¢ boyutlu yapist.

Enzimin mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi i¢in 6nemli bir nérotrasmitter madde

ve enzimin substrati olan asetilkolinin kimyasal yapis1 asagidaki sekilde verilmistir.
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Sekil 1. 6. Asetilkolinin yapisi.

Asagida enzimin kataliz reaksiyonu gosterilmektedir. Uriin olarak asetat ve kolin

olusur.
g | ssetilkolinester 0 P
® Asetilkolinesteraz ®
N— : »- o) N—
A 0 N Ao HO™ ™)

Sekil 1. 7. Asetilkolinesterazin kataliz reaksiyonu.

Enzimdeki anyonik alt birim asetilkolinin pozitif kuaterner amini ile baglanir. Ayrica
bu bolgeye diger katyonik substratlar ve inhibitérler de baglanir. Katyonik
substratlar, aktif bolgeye giden aralikta siralanan 14 aromatik amino asit ile
etkilesimden baska anyonik bolgede negatif yiiklii amino asitlerle baglanmazlar
(Ariel et al 1995). Aromatik araliktaki bu 14 amino asit oldukga yiksek bir
korumaya sahiptir (Ordentlich et al 1993). Aromatik asitler arasinda triptofan 84
kritik Oneme sahiptir ve bu amino asitin alaninle yer degistirmesi enzimin
reaktifligini 300 kat azaltir (Tougu 2001). Aktif bolgeye giden bu aralik yaklasik
olarak 20 angstrom uzunluga sahiptir. Aktif bolge enzimin alt kismindan 4 angstrom

yukarida bir konuma sahiptir (Harel et al 1993).

Asetilkolinin asetat ve koline hidrolizlendigi esteratik alt birim katalitik ti¢lii; serin
200, histidin 440, glutamat 327amino asitlerinden olusmustur. Bu {i¢lii amino asit

grubu, 3. amino asitin olmas1 gereken aspartat yerine glutamat gelmesi disinda serin
14



proteazlarla benzer dizilime sahiptir (Tripathi 2008). Karboksil esterin hidroliz
reaksiyonu agil-enzim ve serbest kolinin olusumuna neden olur. Daha sonra agil-
enzim su (H20) molekiilii tarafindan niikleofilik ataga ugrar ve histidin 440 amino

asitinin yardimiyla asetik asiti serbest birakilir ve tekrar serbest enzim olusur

(Pohanka 2011).

1.2.2. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu

Norotransmisyon sirasinda ACh sinir hiicresinden sinaptik bosluga salinir ve post-
sinaptik membrandaki ACh reseptorlerine baglanir. Bdylece bir sinyal olusur. Ayni1
sekilde post-sinaptik membranda konumlu AChE enzimi asetilkolini hidrolize ederek
sinyal iletimini durdurur. Serbest kalan kolin 6nceki sinaptik sinir hiicresi tarafindan
tekrar alinir ve kolin asetiltransferaz enzimi tarafindan asetil-CoA ile reaksiyonundan
tekrar asetilkolin sentezlenir (Whittaker 1990). Asagidaki sekilde mekanizma

gosterilmistir:
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Sekil 1. 8. Asetilkolinesterazin biyolojik fonksiyonu.

1.2.3. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

Bir asetilkolinesteraz inhibitorii AChE enzimini inhibe ederek asetilkolinin yikiminm
engeller. Boylece nérotransmitter asetilkolinin konsantrasyonunu ve islev siiresini
arttirtr. AChE inhibitorleri geri dontigiimlii, yar1 geri doniistimlii ve geri doniisiimsiiz

olarak etki ederler (Pohanka 2012).

Yarigmali ve yarismasiz geri donlisimlii AChE inhibitorleri ¢ogunlukla tedavi amaclh
kullanilir. Bu inhibitorlere karbamatlar, fizostigmin, neostigmin, pyridostigmine,

ambenonium, demekaryum, rivastigmin, fenantren tirevleri, galantamin, kafein

16



(yarigsmasiz), piperidinler, donepezil, takrin (tetrahidroaminokridin, THA),
edrofonyum, Huperzin A, ladostigil, ungeremine, lactucopicrin 0Ornek olarak

verilebilir.

Yari-geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz AChE inhibitorleri daha ¢ok kimyasal
silahlar ve pestisitlerin yapiminda kullanilir. Bu inhibitorlere organofosfatlar,
ekotiofat, sarin, diazinon, ethiofencarb, propamocarb, diizopropilfluorofosfat,
malathion, soman, galantamin, cadusafos, klorprifos, pinmicarb, oxamyl, siklosarin,
diklorvos, dimethoat, tabun, parathion, aldicarb, bendiocarb, phenmedipham,
bufencarb, pirimicarb, huperzine A, karbaril, karbendazim, propoxur, karbetamit,
karbofuran, karbosulfan, chlorbufam, chlorpropham, formetanate, methiocarb,

methomyl, propham, onchidal ve kumarinler 6rnek olarak verilebilir.

1.2.4. AChOE enziminin inhibitorlerinin kullanim alanlari

AChE enzimi inhibitorleri bir¢ok alanda kullanilir. Bu alanlar asagida siralanmastir.

e Dogal olarak bitkisel ve hayvansal kaynakli zehirler AChE enzimini inhibe

edebilirler.
e Sinir gazlar1 kimyasal silah olarak kullanilabilir.
e Insektisitlerde bulunurlar (Colovic et al 2013).

e Tibbi amaglh olarak, myasthenia gravis tedavisinde, glaucoma tedavisinde,
antikolinerjik zehirlenmeye kars1 antidot olarak, non-depolarlayici kas gevseticilerin
etkisini tersine ¢evirmek icin, Alzheimer gibi hastaliklarin ndoropsikiyatrik
semptomlarinin tedavisinde 6zellikle tepkisizlige karsi, Lewy Body Dementia ve

Parkinson Hastaliklarinin tedavisinde kullanilir (Taylor et al 2012).

Asetilkolinesterazin inhibisyon mekanizmasini gosteren sekil asagida verilmistir:

17



normal

anyonik
boze etk

tersinir inhibitor

hgh higroie
[mikrozaniysier)

Yavas
hdrolzidakkalar)

tersinmez nhibtor

ACHhE inhibitorien

hiorolzisaatier, zinler)

Sekil 1. 9. Asetilkolinesteraz inhibisyon mekanizmasi.
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1.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin meydana gelmesini engelleyerek veya ortamda
bulunan radikalleri nétralize ederek hiicrenin zarar gérmesini 6nleyen ve yapisinda
genellikle fenolik fonksiyonel grup tasiyan molekiillerdir (Kahkoénen et al. 1999;
Nagai et al. 2005).

Antioksidanlar serbest radikalleri giderme yetenekleri nedeniyle son yillarda insan
beslenmesinde incelenen 6nemli arastirma konularindan birisi olmustur. Ayrica besin
teknolojisinde, besinlerin uzun siire bozunmadan saklanabilmesi icin sentetik ve
dogal antioksidanlarla muamele edilmesi standart bir islem olarak uygulanmaktadir.
Besinlere ilave edilen antioksidan 6zellikli bilesikler sentetik (biitil hidroksitoluen ve
biitil hidroksianisol gibi) olabilecegi gibi genellikle bitkilerden elde edilen dogal
antioksidan bilesikler (rutin ve katekol gibi) de olabilir. Bu bilesiklerin hem besin
koruma ozellikleri hem de metabolizmaya girdikten sonra antioksidan olarak
davranip hiicreyi oksitleyici maddelere karst koruma o6zellikleri bilinmektedir

(Yavaser 2011).

Antioksidan maddeler viicudumuz tarafindan {retildikleri (glutatyon v.b.) gibi,
gidalar yoluyla da disaridan alinabilmektedir. Gidalarda bulunan ve viicudumuzu
zararl serbest radikallerekarsi koruyan baslica dogal antioksidanlar, vitaminler (A, C
ve E vitaminleri), karotenoidler, flavonoidler ve polifenollerdir. Arastirmalerin
cogunda sebze ve meyve tiketimi ile kalp hastaliklariin ve belirli kanser tlrlerinin
olusumu arasinda ters orantili bir iliski oldugu belirlenmistir. En énemli antioksidan
gruplardan biri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Oksidatif sistemde antioksidan
bilesikler farkl sekillerde davranmaktadirlar. Ornegin; singlet oksijeni séniimleyerek
oksijen  derisimini  azaltmakta,  birincil  radikallerden  olan  hidroksil
radikallerinitutarak zincir reaksiyonlarinin baglamasini engellemekte ve metal iyon

katalizorlerini baglamaktadirlar (Giiglii et al. 2009).
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Giiniimiizde kullanilan antioksidan maddelerin biiyiik bir cogunlugu sentetik olarak
elde edilmektedir. Gidalarda yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar
batilhidroksianisol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT), tersiyerbdtilhidrokinon
(TBHQ) ve etoksiguindir. Bu antioksidanlar, yiiksek kararlilifa sahip olup etkili ve
ucuzdurlar. Fakat zehirlilii ve yan etki yaratmalar1 konusunda bazi siipheler vardir

(Chen et al. 1992).

1.3.1. Antioksidanlarin saghk acisindan 6nemi

Genel sagliga olumlu etkileri nedeniyle antioksidanlara verilen énem glin gectikge
artmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore antioksidan maddeler, kanser ve
kalp rahatsizliklar1 gibi hastaliklara yakalanma riskini azaltan,genel yasam siiresini
uzatan, yaslanma etkilerini geciktiren etkileriyle bilinmektedirler. Antioksidan
maddelerin ilerleyen yaglarda viicudun savunma Sistemini gii¢lendirdigi,
yaslanmayla ilgili saglik problemlerinden korunmayayardimei oldugu,ayrica cildi ve
saclart da besledigi yapilan incelemelerde ortaya konulmustur (Eréztirk 2000; Eken
2007).

Antioksidan meddelerin en belirgin 06zellikleri serbest radikalleri yakalama
yetenekleridir. Cesitli biyolojik sistemlerde yiiksek reaktiviteye sahip serbest
radikaller ve oksijen cesitleri vardir. Bu radikaller lipitleri, proteinleri ve nukleik
asitleri oksitleyebilmekte ve dejeneratif hastaliklari baglatmaktadirlar. Fenolik asitler,
polifenoller ve flavonoidler gibi antioksidanlar serbest radikalleri (peroksit,
hidroperoksit veya lipit peroksil gibi)oksidatif mekanizmay1 engellemek sureti ile
hastalik olusumunu engeller(Miller et al. 2000).

Antioksidan maddelerin insan saglig tizerindeki kiymetini ortaya ¢ikaran en énemli
faktorler  cozunurlikleri, yapi-aktivite iligskileri ve dogal kaynaklardan

almabilmeleridir (Kaur and Kapoor 2001).
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1.3.2. Antioksidanlarin etki mekanizmalari

Antioksidan maddeler, kimyasal 6zellikleri ve etki mekanizmalar1 a¢isindan farkli bir
smifta yer almaktadirlar. Antioksidanlarin en 6nemli etki mekanizmasi lipid serbest
radikalleri ile tepkimeye girerek, radikal 6zelligi sonlandirmalridir. Bu bilesiklerin
etki mekanizmasi kisaca Sekil 1.11°de gosterilmistir. Burada antioksidan maddelerin
islevi, oksidatif zincirden substrata hidrojen iyonlarini aktararak aktif radikallerin
giderilmesi, reaktif olmayan yapiya g¢evrilmesi ve bu bilesiklerin daha sonraki
adimda molekiiler rezonans yoluyla Kkararlibir yapiya donistiriilmesidir. Bu
basamaklar esnasinda antioksidan madde de aktifligini yitirmakte ve sonug olarak
gucu git gide azalarak sontimlenmektedir (Pokorny and Korczak 2001; Bayrak 2006;
Venkatesh and Sood 2011).

RO + AH — ROH + A
ROO + AH ——» ROOH + A
RO + A _____, ROA
ROO + A ——» ROOA

Sekil 1.10. Antioksidan maddelerin etki mekanizmasi.

Antioksidan maddeler oksidatif stresin hasarverdigi dokularin onarimi ve
yenilenmesi gibi farkli etki mekanizmalarindan bir veya birkagini sergilemektedir.
Biyolojik sistemlerde oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge, hiicre ve
dokunun biyolojik biitiinliigliniin siirdiiriilmesinde onemlidir. Antioksidan ajanlar
oksidan molekiillere karsi etkilerini dort yolla gostermektedirler (Krinsky 1992;
Pinchuk and Lichtenberg 2002; Klouche et al. 2004). Bunlar:
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1. SUpuricu etki: Radikal olusumunu engelleme ve olusmus olan radikali molekul
daha zararsiz bir formadoniistirme islemidir. Antioksidan enzimler bu yolla etki

gosterirler.

2. Bastiria etki: Oksidan maddelerle etkilesip, onlara bir hidrojen transfer ederek

aktivitelerini diisliren yada onlar1 inaktif halegeviren etkiye denir.

3. Zincir kiria etki: Serbest radikal maddeleri kendilerine baglayarak zincirlerini

karip islevlerini onleyici etkiye zincir kirici etki denir.

4. Onaric etki: Bu grupta DNA tamir enzimleri ve metiyonin sulfoksit redlktaz yer

almaktadir.

Antioksidan maddelerin temelini fenolik yapilar olusturur.Rezonans hibritleri ile
diisiik enerjili serbest radikalleri olusturur. Sekil 1.12’de verilen mekanizma, fenolik
yapidaki sentetik bir antioksidan olan BHA’nin antioksidatif etkisini ve rezonans

kararliligim1 gostermektedir (Venkatesh and Sood 2011).

OH O
C(CH,), C(CH,),
Re,RO+,ROO* + RH.ROH veya
e ROOH
OMe OMe
(H) 0 O
. C(CH), I _cicny, ._C(CH,),
-— -~ || | P
OMe OMe OMe

Sekil 1.11. BHA nin etki mekanizmasi.
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En az iki antioksidanintek tek gosterdigi etkinin toplamindan fazlasini bir arada
kullanilarak daha kuvvetli bir etki gostermesine sinerjistik etki denir. S6z konusu etki
iki antioksidan arasinda olusabilecegi gibi, bir antioksidan ile antioksidan niteligi
olmayan diger bir madde arasinda da gergeklesebilmektedir (Altug 2001; Oner et al.
2004; Venkatesh and Sood 2011).

1.3.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar1 birgok kategoride simiflandirmak miimkiindiir. Antioksidanlar
yapilarina gore; enzimatik ve enzimatik olmayan, c¢ozlndrliklerine gore; suda
¢Oziinenler ve yagda c¢oziinenler, yerlesimlerine gore; hiicre i¢i ve hiicre disi,
kaynaklarma gore endojen ve eksojen olarak siniflandirilabilmektedirler. Ayrica,
antioksidanlar dogal ve sentetik antioksidanlar olmak Uzere iki temel grupta da
simiflandirilmaktadirlar. Dogal antioksidanlar da kendi aralarinda enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ayrilmaktadirlar. Sekil 1.3’de
antioksidanlarin siniflandirilmas1 sematik olarak verilmistir (Nawar 1985; Altug
2001).
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ANTIOKSIDANLAR

DOGAL ‘ SENTETIK
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
BHA, BHT, TBHQ, Gallatlar

| (PG, OG, DG), Troloks ve
Cesitli $elat Olusturucu Sentetik

Enzimatik Enzimatik Maddeler
SOD Olmayan
Katalaz {
Glutatyon peroksidaz —_—
Glutatyon rediiktaz . Endojen Eksojen
qum;-on.s-uansfaaz Glutatyon E Vitamini
L\ . Sertiloplazmin B-Karoten
Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidier
} Laktoferrin
| Urik Asit
: Haptoglobinler
| Albumin

Sekil 1.12. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

1.3.3.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar hemen hemen tiim bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hatta hayvansal dokularda dahi bulunmakta
olup c¢ogunlukla polifenolik yapidaki maddelerden olusmaktadirlar. Baslicalari
tokoferoller, karnosik asit, flavonoidler, sesamol, rosmarinik asit, sesamolin,
karotenoidler ve askorbik asittir. Dogal antioksidan maddeler izole etmek amaci ile
pek cok bitki turinde (nar kabugu, adacayi, kekik, yesil ¢ay, biberiye vb.) yapilan
incelemelerneticesinde yeni antioksidanlar tesbit edilmistir. incelemeler sonucunda
bu maddelerin lipit oksidasyonu tizerine etkili oldugu tebit edilmistir (Saito and
Nakamura 1990; Vareltzis et al. 1997; Serdaroglu and Felekoglu 2005; Dimitrios
2006; Pokorny 2007; Yasin and Abou-Taleb 2007; Selmi and Sadok 2008; Sikora et
al. 2008; Silva and Santana 2008; Al-Bandak et al. 2009).
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1.4. Karbonik Anhidraz

1.4.1. Fizyolojik fonksiyonlar:

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz; E.C.4.2.1.1) enzimi biitiin canlilarda
bulunur.Aktif blgesinde Zn*? iyonu ihtiva eden bir metaloenzim ¢esididir. Prokaryot
ve Okaryotlarda bulunup, dagilimi genis ve birbirinden bagimsiz dort gen ailesi
tarafindan kodlanmis olan bir metaloenzimlerdir. ilk defa sigir eritrositlerinde
kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda karbon dioksitin hidratasyonu ve
bikarbonatin dehidratasyonu reaksiyonlarimi doniisiimlii olarak katalizleyen son

derece 6nemli bir enzimdir (Supuran 2008).

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir, daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sigan tiikriigii, sigir kemigi,
sigir 1okositleri, sigir kemik iligi ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflagtirllmis ve birgok kaynaktan karakterize edilmistir. Son olarak Enzimin
memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda oldugu tespit edilmistir

(Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Demirdag et al. 2013).

Bu reaksiyon ve urunleri ile metabolizmada, asit-baz dengesinin saglanmasi, CO2’nin
taginmasi, elektrolit sekresyonu, iiregenez, lipogenez ve glukoneogenez gibi
biyosentetik reaksiyonlarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu ve
daha bir cok fizyolojik ve patolojik proseslerde gorev almaktadir (Sly 1995).

Karbonik anhidraz yukaridaki reaksiyonun disinda karboksilik, siilfonik, karbonik ve
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fosforik esterlerin, aldehitlerin ve piruvatin hidrolizini de katalizler. Ancak, bunlarin

fizyolojik 6nemi bugiine kadar gosterilememistir (Lindskog 1997).

Yesil bitkiler, fotosentetik hiicre kloraplastlar1 vasitasiyla, giin 15181 varliginda
fotosentez yapabilmek i¢in atmosferden karbondioksit kullanilir. Gaz halindeki
karbondioksit, bitkinin yapraklarinda bikarbonat iyonlar1 halinde taginir. Hem kara
hem de su bitkilerindeki CA enzimi, bikarbonat iyonlarinin tekrar karbondiokside

doniligsmesini saglar (Arslan 1994 ).

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece dénemli bir fizyolojik fonksiyonu
yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarini pargcalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endistriyel organik sentezlerde

kullanimini giindeme getirmistir (Arslan 1994).

CA enzimi eritrositleri de icine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak (zere bircok metabolik olayda
rol oynamaktadir. Doku / organlar ile akciger arasindaki CO2 / 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, tamaor
olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda goérev alir (Chegwidden et al.
2000).
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Sekil 1.13. Eritrosit membraninin kloriir-bikarbonat degistiricisi. Bu kotransport sistemi,
transmembran elektriksel potansiyelde herhangi bir degisiklik yapmadan HCOz,m giris ve
¢ikigini saglar. Gorevi kanin CO> tagima kapasitesini artirmaktir (Lehninger 2005).

1.4.2. Karbonik anhidraz izoenzimleri

Ayni canl tiirlinde ayn1 reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. Izoenzimlerin substratlarina,
kofaktdrlerine ve inhibitorlerine karsi ilgileri farkhidir. izoenzimlerin baslica
Ozellikleri arasinda amino asit say1r ve sirasinin farkli olmasi, izoelektrik pH
degerinin farkli olmasi, her bir alt {initenin ayri geninin olmasi ve elektroforetik
hareketliliklerinin farkli olmas1 sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize

olabildigi gibi, bir hiicrenin subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Devlin
2002).
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Sekil 1.14. Baz1 CA izoenzimleri iginde katalitik olarak aktif CA izozimlerinin sematik
olarak hiicredeki yerlesimleri.

Hayvanlar aleminde karbonik anhidraz’in 16 izoenzimi vardir. Bunlarin bes tanesi
sitoplazmik (CA I, 11, 111, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir
tanesi salgisal (CA VI), dort tanesi membrana bagh (CA 1V, IX, XII ve XIV), ii¢
tanesi nonkatalitiktir (V1I1, X, XI) (Supuran et al. 2004; Supuran 2008). CA- XV’in
ise katalitik aktivitesinin diislik oldugu ve CA-IV ile benzer 6zelliklere sahip oldugu
belirlenmigstir. CA VIII, IX ve XII izozimlerinin tiimoérojen oldugu belirlenmistir

(Nishimoiri, 2004; Hilvo et al. 2005).

Insanda farkli izoenzimlerin gen yapisi belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarmin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular
arasinda; akciger, bobrek, gastrik mukoza, g6z lensi, tiikriik bezleri, kaslar, sinir
miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve
bunlarin ¢ogundan CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye

calistlmistir (Hewett and Emmett 2000; Sugrue 2000).
28



Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu izoenzimler ortaya
cikarilmigtir. CA-l, insan eritrosit hicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan
kanindan saflastirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir.
Eritrositlerde CA-I izoenzimi yaninda CA-II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu
izoenzimlerin en 6nemli fonksiyonlar ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma
urinu olan CO2’i, HCOs’a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO3z’in CO2’e
doniligmesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum olaymnda yer almasidir (Sekil 1.2).
CA-I izoenziminin turnover sayist 2,5 x 105 s-1 ’dir. Bu izoenzimin fizyolojik
fonksiyonu CA-II kadar agik degildir. CA-I eksikligi sendromu belirlenmis fakat
herhangi bir klinik semptomla ilgisi bulunamamistir (Ren and Lindskog 1992; Sly
and Hu 1995; Supuran and Scozzafava 2001).

CA-II izoenzimi karbonik anhidrazin en c¢ok calisilan formudur. Bu izoenzimin
turnover sayist 250C’de 106 s-1 olarak bulunmustur. insan eritrosit hiicrelerinden
saflastirilan CA-II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir ve bu

deger CA-I’e kiyasla daha azdir.

Goz lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, CA-Il ve CA-IV izoenzimleri bol
miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan CA-Il izoenziminin 6énemi, glaucoma
hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir. (Renzi et al.
2000). Bobrek korteksinde ise membrana yapisik halde olan CA-I1 izoenzimi ile Na+
ve H2O’nun geri emilimi saglanmaktadir. CA-Il izoenzimi ile ilgili olarak CA-II
eksikligi sendromu belirlenmistir. Bunun da; kemiklerin kire¢lenmesi, bobrek tasi
olusumu ve beyinde kireclenme ile ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da CA-lI
izoenziminin kemik, bobrek ve beyin dokulari i¢in ne derece 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir (Maren et al. 1997).
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Cizelge 1.3. Karbonik Anhidraz izoenzimleri (Lindskog 1997)

[ZOENZIM KATALITIK AKTIVITE BULUNDUGU BOLGE
CAI Disuk Sitozol
CAll Y uksek Sitozol
CA I Cok disuk Sitozol
CA IV Yuksek Membrana bagl
CAV Orta-yuksek Mitokondri
CA VI Orta Tukurukte gizli
CA VI Yuksek Sitozol
CA-RP VIII Akatalitik Muhtamelen sitozolik
CAIX Yuksek Membrana bagl
CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor
CA-RP XI Akatalitik Membrana bagh
CA Xl Disuk Membrana bagl
CA Xl Muhtemelen yiksek Bilinmiyor
CA XIV Disuk Membrana bagl

1.4.3. Karbonik anhidraz enzimlerinin ¢ boyutlu yapilar

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin Ui¢ boyutlu yapilarinda biiylik farkliliklar
gozlenmektedir. izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarindaki farkin ¢ok belirgin
olmasima karsin, aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi
dikkat cekicidir. Sekil 1.20°de gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bolgesi,
yaklasik tetrahedral geometriye sahip, li¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii
koordine olmustur. Zn*? iyonun kataliz olayindaki fonksiyonu vazgecilmez olup,

uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, tam anlamiyla aktiviteden
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yoksundurlar (Lindskog 1997; Mohanty and Kannan 1998; Lindskog and Coleman
1973; Lowe et al. 1991).

Karbonik anhidrazin sozii edilen ii¢ izoenzimi, yapilar1 yoniinden ¢ok benzemesine
ragmen, aktiviteleri agisindan faklililk gostermektedir. CA-1l izoenzimi CA-I
izoenziminden 60 ile 100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda katalitik
aktivitesi en yiiksek olanidir. CA-Ill ise, en az aktif olan izoenzimdir ve COy
hidrataz aktivitesi CA-I izoenziminin %5 kadardir (Wistrand 1980; Ryon et al. 1982).

Thr199
His 119

Thr200 % <. .

; His 94

His 96

His 64

Sekil 1.15. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His 96, His 119)
(Buyuk kire Zn*? iyonunu, etrafindaki kiigiik kiireler de kristal yapida immobilize olmus su
molekllerini belirtmektedir.) (Lindskog 1997).
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a -CA, B -CA ve y-CA olarak adlandirilan, evrimsel agidan iligkisiz ii¢ farkll
familyada varlig1 tespit edilen CA’lar, sasirtict yeni buluslardan biridir. Farkli
familyalarla gosterilen homolog enzimler arasinda 6nemli bir fark yoktur, aksine
onlarin hepsinde ¢inko iyonu vardir. Bundan dolay1 bu familyalarin hepsi, katalitik
fonksiyonu yerine getirmeleri yoniinden birbirine benzer yapidalardir (Hewett and

Emmett 2000).

1.4.3.1. a-Karbonik anhidrazlar

Insan CA-1 ve CA-II izoenziminin kristal yapisi ile sigir CA-IIL, yass1 formlu bir
sican CA-V’i ve E. coli’de bulunan CA formu bu yapidaki enzim tipidir. Bu
izoenzim formlariin genel yapilari ¢ok benzerdir. Molekiiller neredeyse kiiremsi,
yaklasik boyutlar1 ise 5x4x4 nm ’tiir. Molekiiliin kalan kismina gevsek sekilde bagh
olan amino terminal bdlge haricinde (yaklasik 24 aminoasit), bu a-CA’lar tek etki

alanli proteinler olarak diisiiniilebilir (Lesburg and Christianson 1995).

Molekilun geri kalan kismina zayif¢a baglanan amino terminal bolgesinin disinda,
a-CA bir bolge proteini olarak diisiiniilebilir. Yapinin ikinci bdlgesi on iplik¢ik ve
molekiilii iki esit pargaya bolen sarilmis bir B seridinden olusmustur. Paralel
iplikciklerin iki pargasi disinda, diger B seritleri antiparalel olarak uzanmislardir.
Digerlerine nispetle daha kisa olan heliksler, molekiiliin yilizeyine yerlesmislerdir

(Boriack-Sjodin et al. 1995).

Aktivite bolgesi, neredeyse molekilin merkezine uzanan buyik, koni bigimli bir
oyukta bulunur. Cinko iyonu bu oyugun tabanina yakindir. Dérdiincii ligandin H20
veya OH" oldugu tetrahedral geometrideki His-94, His-96 ve His-119’dan ii¢ azot
atomuna baghdir. Ligandlar proteindeki diger gruplara hidrojen baglariyla tutunmus

ve bir “dolayl ligand” kabugu olusturmustur (Lesburg and Christianson 1995).
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Metal iyonlu ligandlar ve dolayli ligandlarin a-CA amino asit dizilisleri sabittir.
Dogrudan ve dolayli ¢inko ligandlarina ek olarak, sirali biitiin o-CA’larda 17
aminoasit rezidiisii kesin sekilde korunur. Bu rezidiilerden bazilar katalitik aktivite
acisindan onem tasirken, digerleri protein yapisinin kararliliginda rol oynar. Esasen
bilinen, butln o -CA ailesi ve a-CA ile iliskili proteinler iginde, sadece 10 aminoasit
rezidlisu tamamen sabittir. Bu rezidiilerden bazilarinin insan CA II’nin kararlilig:

acisindan 6nemi, bolgeye 6zel mutajenez ile test edilmistir.

1.4.3.2. B-Karbonik anhidrazlar

Hentiz hichir P-CA yapis1 belirlenmemistir. Dogal ve mutant bezelye kloroplast
CA’s1 capraz bag caligsmalari, enzimin belirlenen bir alt birimin oktamer yapisinda
oldugunu kuvvetle savunur. Mutasyonlar ve X-ray spektroskopisi absorbsiyon
sonuglart; 1spanaktaki Zn (II) iyonu, a-CA’dakinin aksine bir Cys-His-Cys-H>O

grubuyla koordine olmus bir kiire seklinde oldugunu gostermektedir.

1.4.3.3. y-Karbonik anhidrazlar

Son arastirmalarda M. thermophila’dan elde edilen bir yap1 olarak y-CA’nin yapisi
ortaya konmustur. Bu trimetrik molekil a-CA’lardan tamamen farkli katlanmalara
sahip olup ve bu boélge kalitsal bolgeyi vurgulamaktadir. Her bir iinite, her doniis
basina ¢ kisa iplikcik bulunan sol el P-heliks yapisinin yedi doniisii ile olmaktadir.
Bunun sonucunda birbirinin yaninda ii¢ tane yassi1 P-seridi meydana gelir. Heliksin

karsilikl1 bolmeleri de tiggen yapisindadir.

Cinko iyonlari ise alt {initeler arasinda bulunur ve bir alt {initeden His-81 ve His-

122’ye ve bitisik bir alt birimden His-117 ile ligand olusturmustur. Varsayilan bir su

molekiilii biikiilmeyi saglayarak, tetrahedral yapinin olusumunu tamamlar. M.

thermophila CA’sindaki ve insan CA-II’deki metal merkezli bu pozisyon 6nemli
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benzerlikler gosterir ve bu durumda katalitik fonksiyonlarin yakin olmast da ¢inko

bagli bolgelerin benzer olmasindan ileri gelmektedir (Kisker et al. 1996).

1.4.4. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO2 molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yanisira, siyanatin
karbamik aside veya 0renin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu
reaksiyonlarimi1 da katalizlemektedir. Karboksilik, sulfonik ve fosforik asit
esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA
enziminin hidrataz aktivitesi disinda asagidaki tablodan da goriildiigii iizere
elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklar1 igeren, aldehit, piriivat ve alkil
piriivatlarin hidratasyonu, pirtivik sulfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi
reaksiyonlarmi da katalizledigi bilinmektedir. Karbonik anhidrazin esteraz
aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadigi

hendz bilinmemektedir (Kaiser 1969; Jabusch 1989).
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Cizelge 1.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyon Turleri (Ozensoy 2002)

(1) 0=C=0 + H. O¥=——=HCO: + H~

(2) 0=C=NH + H,0 ¥=—= H,NCOOH

(3) HN=C=NH + H,O¥== H,NCONH,

4) RCHO + H,O ¥ RCH(OH),

(5) RCOOAr + H,0 ¥=====RCOOH + ArOH

(6) RSO;Ar + H,O¥=—==RSO;H + ArOH

(7) ATOPO;” + H,0 ¥=——=HPO;~ + ArOH

(8) ArF + H.O ¥=——=HF + ArOH (Ar=2.4 dinitrofenil)
9) PhCH-OCOC! + H,0 ¥==PhLCH,OH+CO,+HCl
(10) RSO2Cl+ H,O ¥=—=RSO0:H + HCl (R=Me;Ph)

1.4.5. Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

Son 20 wyildir CA enzimini katalitik mekanizmasin1 aydinlatmayr amaclayan
calismalar yapilmistir (Lindskog ve Silverman, 2000). Bu calismalarla elde edilen
sonuglara gore, CA enziminin, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar
altinda aktivitesini kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi avantajli 6zelliklere
sahip oldugu anlasilmistir. CA enzimi aktif bolgesinde Zn*2 iyonu ve ona bagli bir
hidroksil grubu igermektedir. Aktif bolge yakinindaki aminoasitler, H* verici ve H*

gradienti olusturacak bicimde diizenlenmistir (Lindskog and Silverman 2000).

CA enziminin reaksiyonlar1 katalizinde, Zn*? iyonunun biiyiik nemi vardir. Yapilan
X-ray kristalografi sonuglari, metal iyonunun bir H>O veya OH" iyonu ve Ug histidin
rezidisu (His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine edilen, aktif bolgedeki 15 A°
derinligindeki bir yarigin tabaninda yer alandigin1 gostermektedir. Cinko bagli H20,
Glul06’nin karboksilat grubuna sirasiyla koprii olusturan Thr199’un hidroksil
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grubuyla, hidrojen bag:i etkilesimleri sonucu tutunmaktadir.Bu etkilesimler, ¢inko
bagli su molekiiliiniin niikleofilik karakterini arttirmakta ve molekiil niikleofilik atak
icin uygun yerdeki CO2’ ye dogru hareket etmektedir (Arslan 1994). Zn*? iyonuna
hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur (Sekil 1.19-A).
Enzimin aktif formu, gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO2 molekiiliine saldirir (Sekil
1.19-B). Bu da, Zn*? iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasini saglar
(Sekil 1.19-C). Daha sonra, HCO3 iyonu bir su molekiilityle yer degistirir ve
cozeltiye geger. Bunun sonucunda, Zn*2 iyonuna su molekiilii baglanir ve bu da Sekil

1.19-D’de goriildiigii gibi enzimin asit formuna doniismesini saglar (Lindskog 1997).

Hidrofobik cep
o Val 121
il B Val 143
i
O Leu 198
s \C '.‘.
\ \
\\() |\
“OH “OH /
+CO, | 4
7Zn2* - Zn-
~
94His” | THk119 04 His™ | His 119
His 96 His 96
B |[- BH*
/
s (u) '—'_—A/\
OH» |l O
l " - HCOy - Tn;‘
n> — = 04 His “His 119
94 His™ | THis119 +H,0 His 96

Sekil 1.16. CA Enziminin COzhidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasiin sematik
gosterilisi (Lindskog 1997).
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Sekil 1.17. CAIl aktif kismi. Zn(Il) iyonu(merkez) ve 3 histidin ligant1 (His94, His 96,
His119) goriilmektedir. Anyon degis-tokusunun karboksiterminal kisminda gerceklemektedir
(Supuran and Scozzafava 2001).

Katalizdeki hiz smirlamasi ikinci reaksiyondur. Enzimin hidroksit kisimlarini
rejenere eden proton transferidir (Zimmerman et al. 2007). CAIll, CAIV, CAV,
CAVII ve CAIX gibi kataliz dzellikli ¢ok aktif izoenzimlerde siireg, bir histidin
rezidust (His64)tarafindan, en etkili CA izoenzimi CAII ‘ye yonelik oldukca etkili

proton transferi siirecini takiben aktif kismin girisinde konuslanir.

Bu durum, ayrica CA II” nin, bilinen en aktif enzim oldugunu agiklar ( a kcat/Km =
1,5 x 108 M-1s-1 degeri ile) ve ayn1 zamanda klinik uygulamalari olan inhibitorlerin

dizayni i¢in 6nemli sonuglar veren bir durum olmaktadir (Supuran 2008).
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1.4.6. Karbonik anhidrazin 6nemli inhibitorleri

Cogu tek degerli anyon CA enzimini inhibe eder. Fakat bu iyonlarin
konsantrasyonlar1: (sigir CA-II, pH 7,55’de) birkag mikromolar seviyesinde
inhibisyon gosteren CN™ iyonu ve 1 M’lik iyon konsantrasyonunda inhibisyon

gosteren F iyonunda oldugu gibi biiyiik degisiklik gosterir (Lindskog 1982).

Inhibisyonun pH bagimliligina ve 2 Co®*’nin yer degistirdigi enzimin optik spektrum
tizerindeki etkilerine iliskin calismalar, anyonik inhibitérlerin metal iyonuna
baglandigi ve katalitik CO2 hidrasyonunda 6nemli bir roli olan "OH iyonunun
olusumunu &nledigi sonucuna varilmigtir. 2 Co?* ile ilgili spektrumlar bazi
anyonlarin sadece ¢inko bagli ¢oziicii molekiilii yerinden ederek tetrahedral
koordinasyonu sagladigini, diger anyonlarinsa pentahedral koordinasyon yapisi

olusturdugunu ileri stirmektedir (Lindskog 1982).

Lund Universitesinde Profesér Anders Liljas’in labarotuarinda yapilan insan CA-II
caligmalar1 basta olmak tizere, son kristalografik caligmalar, anyonik inhibitorlerin
cesitli bag bigimlerine yeni bir 151k tutmustur. Aktif bolgenin 6nemli bir 6zelligi
cinkoya bagli H2O veya OH" iyonu iceren Glu-106 ve Thr-199 bulunduran indirekt

liganddaki bir H baglanma sistemidir.

Glu-106 biiyiik olasilikla iyonlasmistir ve bu nedenle, hidrojen bagli Thr-199 ile bir
alic1 gorevi gormelidir. Sonug olarak, Thr-199’un hidroksil grubunun, metal bagh
coziiciiyle baglanmasinda bir H atomu alicist oldugu kabul edilmelidir. Ayrica,
cinkoya baglit H2O veya OH", hidrofobik bir cepte bulunan bir bagka su molekiilii ile
bir hidrojen bag1 olusturur. Hidrojen, Thr-199’un peptit NH’1na baglanir. Bu hidrojen
bag1 etkilesimlerinin, inhibitorlerin bag1 {izerinde belirleyici etkisi oldugunu

gostermektedir (Liljas et al. 1994).
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Protonlanmis bir ligand atomuna sahip olan inhibitorler, tetrahedral koordinasyon
geometrisini bozmaksizin metale bagli ¢oziicli molekiiliin yerini alirlar ve Thr-
199°un OH grubu ile hidrojen baginm1 korurlar. HSO3™ ve HS iyonlar1 buna 6rnek
olarak verilebilir. HSO3™ iyonu derinde olan su molekiilii ile yer degistirirken bir
oksijen atomu Thr-199’un NH gurubu ile hidrojen bagi olusturur. Uglincii oksijen

atomu 0,31 nm mesafeden ¢inkoya dogru yonelir (Mangani and Hakansson 1992).

| ;
N \H
N\ Thr-199 :
Thr-199 H )
\‘ O
\
P Glu-106 O----H—G, //
Gu-106 ..y H/ o, S—o0
./ % H \O/
\O |
| ° o
o O/ PY i N
e
\ B

Sekil 1.18. CA-II ile inhibitorler arasindaki komplekslerin yapilarinin sematik ¢izimleri (A°
inhibe olmayan enzim B bistlfir)

SOy gibi iki degerli anyonlar, CA’y1 inhibe etmez veya ¢ok zayif inhibitdrler gibi
hareket ederler (Simonsson and Lindskogl982). Esasen, pH=6,0’da 24 M
(NH4)2SO4’in varliginda bile, insan CA-II izoenziminin kristal yapisinda siilfat
iyonunun baglandigina dair hi¢bir kanit yoktur. Negatif yUklu iyon Glu-106’nin
baglanmasini 6nlemektedir (Mangani and Hakansson 1992).

Yapilan calismalarda karbonik anhidraz enziminin en giiglii organik inhibitoriiniin

aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin
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kolaylikla iyonik yap1 kazanmalar1 en ¢arpict 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1

asagidaki reaksiyonda goriilmektedir.

R—SO,NH- + H*

Siilfonamidin bu 6zelligi karbonik anhidraz enzimi iizerindeki inhibisyon i¢in son
derece 6nemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarakta kullanilmaktadir (Roughton and

Booth 1946; Tozlu 1997).

CA’nin  en giiclii organik inhibitorleri aromatik veya hetero aromatik
sulfonamidlerdir. Stlfonamidler -SO2NH; fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir.
Siilfon amidlerin genelde CA-1I icin Ki degerleri 10™ ile 10° M arasinda degisir.
Glokom hastalig1 tedavisinde CA’nin giiglii inhibitorlerinden olan asetazolamid
kullanilmaktadir. Oral yoldan verilen bu ilacin oldukga fazla yan etkileri vardir. Bu
yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ilag molekiilii bulmak amaciyla birgok
stilfonamid tiirevi sentezlenmis ve g6z epitelyumunda bulunan CA-Il (zerinde

inhibisyon etkileri arastirilmistir (Biilbiil et al. 2002;Supuran 2008; Isik et al. 2015).
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Sekil 1.19. Bazi Siilfanamidlerin A¢ik Formiilleri

Giliniimiizde stilfonamidler glokom hastalig1 tedavisi disinda diiiretik, antibakteriyel
ve antifungal ila¢ olarak yaygin kullanima sahiptirler. Bu sebepten diinyanin bir ¢ok
yerinde farkli gruplar tarafindan yeni siilfonamid tiirevleri sentezlenmektedir.
Asetazolamid, metazolamid, etazolamid, diklofenamid, dorzolamid ve brinzolamid
gibi baz1 6nemli siilfonamid tiirevleri asagida verilmistir. Stilfonamidler antiglokom
ilact kullantmimin yani sira CA-IX ile kanser dokularmin direk iligkisi olmasi
sebebiyle kanser teshisinde kullanilabilmektedir. Ayrica CA enzimi inhibitorii olan
bu molekiillerin yapilan birgok c¢alisma sonucunda antiobezite, antifungal,

antibakteriyel, diiiretik ila¢ olarakta kullanilabilecegi belirtilmistir (Supuran 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Dogal antioksidan madde kaynaklari; bitki bilesenleri, yaglar ve enzimler olarak
tanimlanabilir (Gokalp 2006).

Onemli antioksidanaktiviteye sahip olan ve endiistride gida katki maddesi olarak
kullanilan soya fasulyesi bitkisel protein agisindan da zengindir. Cesitli kronik
hastaliklar1 tedavisinde ve dnlenmesinde yaygin olarak incelenmistir (Shahidi, 1996).
Soya fasulyesinden elde edilen yagdaki baslica antioksidan maddeler fosfolipitler, a-

Tokoferol, 3-tokoferoller, fitik asit, izoflavonlar, aminoasitler ve peptitlerdir.

Karbonik anhidraz enzimi ise, 1933 yilinda O’Brien ve Stadie ile Meldrum ve
Roughton tarafindan ve es zamanli birsekildebirbirlerinden habersiz olarak
kesfedilmistir. Meldrum ve Roughton (1933) insan eritrosit karbonik anhidraz
enzimini yliksek oranda saflastirmalarina ragmen sigir eritrositlerinden saflagtirmay1
1930’Iu yillarin sonlarinda gergeklestirebilmistir. Keilin ve Martin (1944), karbonik
anhidraz enziminin aktivitesinin Zn®* icerigi ile orantili oldugunu belirlemis

2+

veZn-*’ninkatalizlemede 6zel bir roliiniin oldugunu belirlemislerdir. Daha sonra CA
enzimi, suda yasayan canlilarda da olmak iizere birgok bitki, mantar, bdcek, memeli
dokulari gibi genis bir canli toplulugunda bulunmustur (Burt et al. 1992; Bottcher et

al. 1994; Krungkrai et al. 2001; Yu et al. 2006; Ekinci et al. 2013).

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi belirlenmis ve bu
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklart aragtirilmistir.
Bu konuda g¢alismalar siirdiiriilmektedir (Demirdag et al. 2013). Hall ve Schraer
(1983) gokkusagr alabalik (Salmo gairdneri) eritrositlerinden CA enzimini
klorofrom-etanol ektraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi ve

DEAE Bio-jel iyon degisim kromatografisi kullanarak saflagtirmislardir.
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Yapilan diger bir arastirmada ise hava soluyan baliklardan olan Amia calva’larda
solungag ve hava kesesi CA izoenzimlerinin karakterizasyonu ve hticre igindeki
dagilimlarini incelemislerdir. Solungaclardan elde edilen CA enziminin, diferansiyel
santrifiij ile belirlenen hiicre i¢i fraksiyonlar1 dagiliminin biiyiik bir ¢ogunlugunu
sitoplazmik orjinli oldugu bildirilmistir. Cesitli denemeler sonucunda, solungaglarda
bir tek CA izoenziminin oldugu ve CA-II’ye benzedigi belirlenmistir. Solungaglarda
gbzlenen durumun aksine hava kesesinde bulunan CA’nin membrana baglh

mikrozomal orjinli oldugu bulunmustur (Bulbil et al. 2002).

CA enzimleri, hayvanlarda ve Ozellikle de insan hastaliklarinin bir¢ogunun
tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamit, dorzolamit ve
brinzolamit gibi sulfonamid tlrevleri olan ilaclar karbonik anhidraz izoenzimlerinin
kuvvetli inhibitorleridirler (Bulbul et al. 2002). Ornegin insanlarda glukom
hastaliginda CA inhibitorleri farmakolojik ajan olarak, ayrica 6dem ve epilepsi
tedavilerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte bircok kimyasal
maddeler ve atiklar da bu enzimin aktivitesini énemli 6l¢iide azaltmakta ve hatta
tamamen durdurabilmektedir. Krungkraiet al.(2001), yapmis oldugu c¢aligmada,
kemikli baliklardan olan yilan baliklarinda (Anguilla anguilla) kadmiyumun in vitro
sartlarda, hem solunga¢ hem de barsak CA izoenzimlerinin aktiviteleri (zerine
etkisini aragtirmig, solunga¢ ve barsak homojenatlarinda CA aktivitelerinin 6nemli

oranda inhibe oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan Seliiloz, p-nitrofenil asetat, standart serum albumin ve
bezoilkloriir Sigma Chemical Company’den; siilfanilamit, sodyum hidroksit, sodyum
bikarbonat, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum sulfat, sodyum perklorat,
sodyum asetat, 2-merkaptoetanol, brom timol mavisi, hidroklorik asit, stlfirik asit,
glisin, fosforik asit, metanol, etanol, izoproponal, sodyum barbital, akrilamid, N,N’-
metilen bisakrilamid, G-250, coomassie brillant blue R-250 ve diger kimyasal

maddeler E. Merk AG’den; karbondioksit gazi piyasadan saglanmuistir.

3.1.2. Yaralanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre : Shimadzu, UV-1208

Derin dondurucular (-30 ve -86°C) : Sanyo, Japan

pH metre : Hanna Instrument

Hassas terazi : Scaltec SBA 41

Inkiibator : Elektro-Mag (0-300°C)

Otomatik pipetler : Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
Calkalayici : Nlve SL 350

Vorteks : Fisons, Whirlimixer
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Saf su cihazi : Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Magnetik karigtirict : Stuart Scientific

UV-Spektrofotometre kiveti - 1 cm¥litkk Kuartz Kiivet

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma stiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmigtir.

3.1.3.1. Hidrojen peroksit giderme aktivitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmast (pH: 7,4): 1,38 g NaH2POs, 80 ml
destile suda ¢oziindii, pH metre kullanarak pH’s1 7,4’e ayarland1 ve toplam hacim

destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2. 43 mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %30’luk H202’den 440 pl
alind1 ve 100 ml 0,1 M’lik fosfat tamponunda ¢oziildii.

3.2. Antioksidan Cahismalar

3.2.1. Hidrojen peroksit giderme aktivitesi

Fenolik asitlerin H2O> giderme aktiviteleri Ruch et al.(1989)’a gore yapildi. Bunun
icin pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu kullanilarak 43 mM’lik H202 ¢ozeltisi hazirlandi.
H202 konsantrasyonu spektrofotometrik olarak,’in 240 nm’de absorbans
gostermesiyle belirlendi. Degisik konsantrasyonlarda alinan fenolik bilesikler 4 ml

hacme tampon ¢ozelti kullanilarak tamamlandi. Daha sonra 0,6 mL’lik H2Oz¢6zeltisi
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ilave edildi. 10 dakika sure ile oda sicakliginda bekletildikten sonra HO2°nin azalan
miktart 240 nm’de absorbans degeri olarak kaydedildi. Kér numune olarak kotrol

klvetine tampon ¢ozelti konularak 6l¢tim yapildi.

OH

OH

_________

OH

Benzilseliiloz

SO,NH,

Diazolanmis
stilfanilamid

__________

OH
Benzilseliiloz-siilfanilamid afinite jeli

Sekil 3.1. Benzilseliloz-siilfanilamid afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin
basamaklari
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3.2.2. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH:7,8) icine alinarak jel siispanse
edilerek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Dengeleme tamponu
igerisine alinmis jel, 1x10 cm’lik filtreli cam kolona paketlendi. Jel tamamen

paketlendikten sonra peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikandi.

3.2.3. Afinite kolonuna numune tatbiki ve elisyonu

Kat1 Tris ile pH’s1 8,7’ye ayarlanmis olan sigir karaciger hemojenat1 kolona tatbik
edildi ve kolon 400 ml 25 mM Tris-HCI / 22 mM NaSO4 (pH: 8,7) cozeltisi ile
yikandi. Boylece CA enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis
oldu. Sonra 0,1 M NaCHsCOO / 0,5 M NaClO4 (pH: 5,6) cozeltisi kolona tatbik
edilip bCA Il (sigir CA 1I) enzimi ellie edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar
L’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik

pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20 ml/saat’e ayarlandi.

3.3. CA Enzim aktivitesi tayini

3.3.1. Hidrataz aktivitesi

Bu amagla Oncelikle hidrataz aktivitesi kullanildi (Wilbur and Anderson 1948). Bu
yontem Rickli ve arkadaglari tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemidir (1964). CO2’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen
pH degisiminin brom timol mavisi indikatort ile belirlenip, gegen sirenin olcilmesi

esasina dayanir.

Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiipe 1ml 0.025 M veronal tamponu (pH:8,2), 0,1

ml % 0,04’lik brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO2 ¢Ozeltisi ilave edildi.
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Boylece aktivite olglim ortaminda toplam hacim 4,2 ml oldu. Daha sonra bir
kronometre yardimiyla COz ¢ozeltisi katildigi andan itibaren indikatoriin mavi
renginin sarimsi yesile doniismesi(pH:6,3)i¢in gegen siire belirlendi (to). Numune
tlplne ise sudan 0,05 ml azaltarak bunun yerine enzim cozeltisi ilave ediledive yine
en son olarak CO: ¢ozeltisi ilave edilir edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi

yesile doniismesi(pH:6,3)i¢in gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (tc).

Bu yonteme gore CA aktivitesi icin bir enzim nitesi (EU) enzimsiz olarak meydana
gelen CO: hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.

formiiliine gore kullanilan enzim ¢o6zeltisi hacmi i¢in enzim {initesi hesaplandi
(Maren 1960). Hemolizat, saf enzim ¢ozeltisi ve inhibisyon ¢aligmalarinda aktivite
tayininde aym islemler uygulandi. Kinetik ve inhibisyon g¢alismalar1 icin esteraz

aktivite yontemi uygulandi.

3.3.2. Esteraz aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir. Metodun prensibi kisaca sdyledir; karbonik anhidraz enzimi substrat
olarak kullanilan p-nitrofenilasetat1 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya

p-nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi agsagida verildigi gibidir.
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0]
T CA
OzN4<i—>7O-C-CH3 +HO0 =— ozN@OH * CH,COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrof enol

Sekil 3.2. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayni absorbansi gostermektedir.
Bu vyiizden fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi Olglimii
etkilememektedir (Armstrong et al. 1966). Bu dalga boyunda p-nitrofenilasetatin ¢ok

az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir.

1 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak olgiilen aktivite tayini islemleri igin reaksiyon
karisimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore ise asagidaki prosediir

uygulandz:

Kullanilan Maddeler Kontrol Tupu (Kor) (u)  Numune Tapi

0,05 M Tris-SOg4, pH: 7,5 425 425
p-Nitrofenol asetat 375 375
Saf su 200 190
Enzim ¢ozeltisi - 10
Toplam hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 30 saniyede bir absorbans
miktart okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C de 348 nm’de absorbansi okunarak
absorbans farki alindi. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine saf su konularak

elde edilen karisimin 3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi.
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Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, glnluk olarak
hazirlandi: 27,2 mg ester, 1ml aseton icinde ¢oziilerek hizlica karistirilan 49 ml
destile suya yavas yavas ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini
hazirlamak, esterin sinirli ¢oziiniirliigi dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger
organik cozuculere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢6ziicii oldugu
icin secildi. Kinetik c¢aligmalar esnasindaki aktivite Ol¢iimleri enzimin esteraz

aktivitesi ile gerceklestirildi.

3.4. Protein Tayini

3.4.1. Kalitatif protein tayini

Proteinlerin yapisinda bulunan tirozinin ve triptofan amino asitlerinin280 nm’de
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir (Segel 1968). Bu metot yardimiyla
kromatografi iglemlerinde fraksiyon toplayicist yardimiyla esit hacimde alinan biitiin

eluatlarda kalitatif protein tayini yapildi.

3.4.2. Kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki ve hemolizattaki protein
miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Bu yodntem, proteinlerin Coomassie
Brillant Blue G-250 ile kompleks olusturmasi ve olusturdugu yapmin 595 nm’de
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok
hizli gelisir. Protein-boya kompleksi ¢o6zeltilerde uzun siire kalir. Bradford

yonteminin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir (Bradford 1976).

50



3.5. CA Enzimi I¢in Yapilan Kinetik Cahsmalar

3.5.1. Enzim i¢in Km ve Vmax de@erlerinin bulunmasi ile ilgili calismalar

Insan kanindan saflastirilan CA enziminin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in
en az 5 farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite dl¢iimii
yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Kmn ve Vmax degerleri

hesaplandi.

3.6. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safligimin Kontrolii

Enzimin saflagtirllmasindan sonra Laemmli tarafindan anlatildigi gibi SDS-PAGE
teknigi ile enzimin saflik derecesi kontrol edildi (1970). Ornekler jele yiiklenmeden
once %1 SDS ve %]10’luk 2-merkaptoetanol ile muamele edilerek daha sonra 5
dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numunenin % 20 ayirma jelinde

elektroforezinden sonra boyama yapilarak bantlar tespit edildi.

3.7. bCA 11 Enzim Aktivitesi Uzerine Fenolik Asitlerin Etkilerinin Belirlenmesi

Morin ve rutin flavonoidlerinin yeni afinite jeli ile saflagtirilanbCA 1l izoenzimi ve
eeAChE (electrical eel) enzimi iizerindeki etkisi arastirild1. Olgiimler esteraz aktivite

yontemleriyle yapildi. Daha sonra ICso degerleri belirlendi.
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3.8.  Ellman yontemine gore AChE inhibitor etkisi 6lgtilmesi

AChE spektrofotometrik olarak Ellman yontemine gore tayin edilecektir. Ellman
yonteminde, substrat olarak oksi ester olan asetilkolin yerine tiyol ester olan
asetiltiyokolin kullanilir. Ellman metodunun prensibine gore asetiltiyokolin,
asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz edilir ve hidroliz sonucu agiga ¢ikan tiyokolin,
Ellman reaktifi olan DTNB [5,5’-ditiyo-bis-(2-mtrobenzoik asit)] ile reaksiyona
girer. Reaksiyon sonucunda sar1 renkli kromofor TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit)
olusur. Reaksiyon sonunda olusan bu sari renkli bilesigin olusum hiz1 (rengin
siddeti), 412 nm de absorbans Ol¢iimii yapilarak belirlenir. Bu sar1 rengin siddeti,

ACHhE aktivitesi ile dogru orantilidir.
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Sekil 3. 3. Ellman reaktifi ile asetiltiyokolinden AChE enzimi varliginda tiyokolin olusum
reaksiyonu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antioksidan Arastirma Bulgulari

4.1.1. Hidrojen peroksit giderme aktivitesi bulgulari

10 pg/ml konsantrasyonunda ki fenolik asit ¢cozeltilerinin H2O2 giderme aktivitesinin
birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi Sekil 4.1°de

verildi.

Kullanilan konsantrasyonda (10 pg/ml) hidrojen peroksiti giderme aktiviteleri ise
tablo seklinde verildi (Cizelge 4.1).

100 /.

90 -
80 -
70 -
60 -
50 - M

40 - Kuersetin Ruti
30 -~
20 A

Sekil 4.1. Flavonoidlerin 10 pg/ml konsantrasyonunda H»O, giderme aktivitelerinin birer
standart antioksidan olan kuersetin ile karsilastirmasi.
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Cizelge 4.1. Flavonoidlerin hidrojen peroksit giderme aktivitelerinin ICso degerlerinin birer
standart antioksidan olan kuersetin ile karsilastirmasi

Standart ve flavonoidler H202Giderme (pg/ml)
Kuersetin 28,45
Morin 37,80
Rutin 26,83

Flavonoidler ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiylasu sekilde

hidrojen peroksit giderme aktivitesi sergilediler:rutin> kuersetin >morin.

Cizelge 4. 2. Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen ICso degerleri

Inhibitor bCA 11 igin 1Cso(UM)
Morin 0,0636
Rutin 0,0290
Asetazolamid 0,012 (hCA 1)
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Sekil 4. 2. Morin icin % aktivite-[1] grafigi

% Aktivite
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Sekil 4. 3. Rutin icin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4. 4.bCA Il enzimi iginAktivite-[S] grafigi.
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Sekil 4. 5.eeAChE enzimi icin morininKigrafigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Mevcut caligmada morin ve rutinin antioksidan ozellikleri ile ilgili yapilan
calismalarda, aktif oksijen turli olan hidrojen peroksit giderme aktivitesi gibi
birbiyoanalitik metot kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ayri ayri belirlendi.
Kullanilan antioksidan yontemde bulunan aktiviteler kuersetin gibi dogal bir standart
antioksidan ile kiyaslamalar1 yapildi. Dogal antioksidanlarin aktiviteleri, onlarin
biyofonksiyonlariyla yakindan ilgilidir. Kronik hastaliklarin, DNA hasarlarinin,
mutasyonlarin, karsinogenezin azaltilmasi, patojenik bakteriyel gelisiminin
inhibisyonu gibi istenilmeyen prosesler biyolojik sistemlerde serbest radikal

gelisiminin sonlandirilmasiyla yakindan ilgili oldugu bilinmektedir (Zhu et al. 2002).

Biyolojik sistemler hidrojen peroksidi iiretebilirler. Ayrica, polifenol igerik
bakimindan zengin olan gida ve iceceklerden daha rahat iiretilebilir. Aktive edilmis
fagositler tarafindan hidrojen peroksit liretimi bazi bakteri ve fungal tiirlerini
oldiirmede dnemli rol aldig1 bilinmektedir. /n vivo olarak da siiperoksit dismutaz,
gibi enzimler tarafindan da iiretildigi bildirilmistir. Hidrojen peroksidin giiclii bir
oksitleyici ajan oldugu da diisliniilmektedir. Hiicre membranindan kolaylikla difiize
olabilmekte ve bircok bilesigi yavas yavas oksitleyebilmektedir. Hidrojen peroksit
hiicre membraninda bir uctan diger uca diflize olarak birgok bilesigi oksitleyebilir.
Cok reaktif degildir, fakat hiicre icerisinde serbest radikallerin miktarinin artmasina
yol agtigindan zamanla hiicre igin toksik olabilir. Hicre kultirinde H20- ilavesiyle
gecis metal iyonlarinin ortamda olmasi oksidatif DNA hasarlarina sebep olan
hidroksi iyonlarinin olugmasinit saglar. Bircok hiicrede 20-50 mg’in Uzerinde
oldugunda toksik etki gosterebilir. Bltin bu durumlardan dolay1 farmasétik ve gida
sistemlerinde oksidatif hasar1 engellemek i¢in bu sistemlerden H2Oz’i uzaklastirmak

oldukca 6nemlidir.
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Bu anlamda ¢alismada kullandigimiz flavonoidlerin hidrojen peroksit giderme
kapasiteleri arastirildi. Hidrojen peroksit giderme kapasiteleri i¢in hesaplanan 1Csg
degerler 26,83-37,8 pg/ml arasinda degismektedir (Cizelge 4.1). En kuvvetli hidrojen

peroksit giderme aktivitesi rutin’de gézlendi.

Antioksidan bilesiklerin radikal giderme aktiviteleri, biyolojik sistemlerde, gida ve
farmasotik sanayilerinde serbest radikallerin sagliga olan zararli etkilerini gidermek
acisindan oldukg¢a 6nemlidir. Bu sistemlerde serbest radikaller meydana gelmekte ve
dolayisiyla farmasotik ve gida sanayinde lipit peroksidasyonunu hizlandirmakta ve

tirtinlin kalitesini diistirmektedir (Supuran 2008).

Karbonik anhidraz (CA) (Karbonat hidroliyaz E.C 4.2.1.1) enzimi ise eritrosit igeren
cogu dokuda iyi karakterize edilmis pH diizenleyici bir enzimdir. Karbon dioksitin
bikarbonat ve protona doniisiimiinii katalizler. Bu olduk¢a hizli bir reaksiyondur.
Karbonik anhidraz bu reaksiyonun hizi ileri derecede arttirarak saniyede 10%-10°

reaksiyon hizina ulastirir (Supuran 2008).

Bu ¢alismada sigir karacigerinden karbonik anhidraz 1l izoenzimi (bCA 1) afinite
kromatografisi ile saflagtirilarak dogal falvonoid bilesiklerin bu enzim (zerindeki
inhibisyon etkileri, ayrica antioksidan etkisi ve AChE enzimi iizerindeki inhibisyon

etkileride incelendi.

Karbonik anhidraz enzimi, afinite jeli hazirlanarak, sigir karacigerinden saflastirildi.
Calismada Seliilloz matriksi {izerinde hazirlanan afinite jeli kullanildi. Afinite
kromatografisinde kullanilan jel, ii¢c ayr1 reaksiyon sonucu sentezlenmektedir. Once
matriks olarak secilen Seliiloz, CH2Cl; igerisine alinarak benzoilkloriir uzanti kolu
olarak takilir. Sonra, siilfanilamid diazolanarak benzil grubuna kenetlendirilir.
Siilfanilamid enzimin spesifik bir inhibitorii oldugundan afinite jelinde ligant olarak

kullanilir.
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Benzil grubu ise enzimin ligantla daha iyi etkilesmesini saglamak i¢in uzantt kolu
olarak secilir. Zira karbonik anhidrazin aktif bolgesi enzimin globiiler yapisinin 12-
15 A° derinliginde oldugu X 1sinlar1 kristallografisi ile belirlenmistir (Cuatracases
1970). Bu durumda hazirlanan afinite jeline belirtilen derinlige erisebilmek igin
istenilen uzunlukta bir uzant1 kolu baglanmas1 gerekmektedir. iste benzil grubu bu

amacla kullanilir.

Jele adsorbe olan bCA Il izoenziminin eliisyonlar1 i¢in, 0,1 M CHsCOONa/ 0,5 M
NaClOs4 (pH: 5,6) tampon ¢ozeltileri kullanildi. Saflagtirilan izoenzimin safliklarinin

kontrolu igin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi uygulandi.

Afinite kromatografisi ile karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirilmasi sirasinda
eluatlarin protein muhtevalar1 280 nm de absorbanslar1 Olgiilerek belirlendi. Bu
sekilde yapilan kalitatif protein tayini, proteinin yapisinda bulunan tirozin ve
tiriptofan amino asitlerinin s6z konusu dalga boyunda maksimum absorbans vermesi

esasina dayanir (Segel 1968).

Kantitatif protein tayinleri Coomassie-Blue yontemi ile belirlendi. Bu yontemin diger
protein tayinlerinden istiin tarafi, cok kisa siirede uygulanabilirligi, bozucu
faktorlerin pek olmamasi, protein-boya kompleksinin cozeltilerde uzun sire

kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).

Enzim aktivitesi tayini i¢in iki yontem kullanildi. Birincisi; Maren ve arkadaslarinin
modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yontemi olarak bilinen CO> hidrataz aktivitesidir
(1960). Bu yontemle CO2’nin H20 ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen
H>COsiin H* ve HCOg3™ iyonlarma ayrisarak ortamin pH’sini1 degistirme siiresinin
Olciilmesine dayanmaktadir. Bu yontem saflastirma islemlerinde eliiatlardaki

aktivitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda bu
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aktivite, CA izoenzimlerinin fizyolojik fonksiyonu oldugundan, fenolik asitlerin CA

izoenzimleri lizerindeki etkisini arastirmak amaciyla da kullanilmistir.

Calismada kullanilan ikinci aktivite yontemi ise esteraz aktivitesidir. Amstrong ve
arkadaslar1 tarafindan degistirilen bu yontemin esasi, karbonik anhidrazin ester
baglarinin parcalanmasina dayanmaktadir (1966). Karbonik anhidraz enzimi p-
nitrofenil asetati p-nitrofenole hidroliz etmekte ve olusan bu {irlin ise 348 nm’de
absorbsiyon vermektedir. Bunun segilis sebebi Wilbur-Anderson metoduna gore
daha hassas olmasidir. Ancak hidrataz aktivitesinin dl¢iimii fizyolojik olarak daha
fazla deger tasir. p-Nitrofenil asetat, suda ¢oziinmedigi i¢in Once az miktarda
asetonda ¢oziildii, daha sonra su ile seyreltilerek sulu ¢ozeltileri hazirlandi. Coziicii
olarak asetonu secilmesinin sebebi ise asetonun hidroliz reaksiyonunu en az inhibe

eden ¢oziicii olarak kullanilmasidir (Armstrong et al. 1966; Verportee et al. 1967).

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini belirlemesinde 1Cso degerleri kullanilmaktadir.
Sigir CA enziminin hidrataz aktiviteleri Gzerinde inhibisyon etkilerini belirlemek igin
fenolik asitlerin konsantrasyonlart 1 mg/ml olacak sekilde ¢ozeltileri hazirland1 ve
enzim iizerindeki etkileri arastirildi. Bunun i¢in sigir kanindan saflastirilan CA
izoenzimleri igin yedi farkli uygun inhibitér konsantrasyonunda hidrataz aktivite
olgiimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan fenolik asitlerin Aktivite (%)-[I] grafikleri
cizildi ve 1Cso degerleri bunlara bagh olarak hesaplandi. Bu ¢aligmalar sonucunda
cizilen Aktivite (%)-[1] grafiklerinden bulunan ICso degerleri Cizelge 4.2°de
gosterildi.

Bilindigi gibi glukoma hastaligindan dolayr CA 1II {izerine yogun bir sekilde
inhibisyon ¢aligmalar1 devam etmektedir. Fenolik maddelerin de CA izoenzimlerinin
dogal inhibitorii oldugu bilinmektedir. Dogal kaynakli fenolik maddelerin 6zellikle
glukoma hastalig1 icin yeni ilaclarin sentez ve dizayninda 6nemli rol oynayacagi

stiphesizdir.
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Fenollerin ve fenolik maddelerin, CA inhibitorleri olarak arastirmanin temel nedeni,
basit fenollerin (PhOH) CA’nin asil izoformu yani hCA-II si basta olmak {iizere
substrat olarak CO2 ye karsi tek yarismali inhibitér oldugunun ispatlanmasindan

dolayidir.

Son zamanlarda yapilan, Christianson ve grubu tarafindan yapilan bir ¢alismada

HCA-II ile fenollerin etkilesimini gosteren X-ray kristal yapis1 aydinlatildi (1994).

Bu calismada enzimin aktif bolgesinde bulunan Zn?* ile fenollerin fonksiyonel —-OH
gurubunun baglandigin1 gostermislerdir.Katalitik bolge icin olduk¢a Onemli bir
aminoasit olan Thr 199’un NH amidinin bir hidrojen baginin yani sira ikinci bir
hidrojen bag1 vasitasiyla —OH’in1 enzim aktif bolgesinin ¢inko bagli su/hidroksit
iyonuna baglayarak bu fenol bilesiklerinin CA ya baglandigini ispatladilar (Sentiirk
et al. 2009).

Leu 198

Val 143

Thr 199

0 g
7/
;
7’
1
II
:

H H Val 121

£n+2

His 94

His 119
His 96

Sekil 5.1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bélgesinde bulunan Zn?* iyonuna
inhibitdrlerin baglanma modeli (Bayram et al. 2008)
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Son zamanlarda grubumuz tarafindan fenol ve fenoliin yerini alan tiirevlerden
bazilarinin tiim memeli izozimlerle etkilesimlerini arastirdilar. Aslinda, ¢esitli
izozimlerin bu ajan smifiyla olan inhibisyon profili, bircok basit fenol icin
milimolardan submikromolar arasinda degisen inhibisyon sabitlerine sahip, oldukca
degisken bir profildir. Bu nedenle, bu aragtirmada gida katki maddeleri olarak klinik
ve antioksidan uygulamalart1 olan ve antioksidan etkiye sahip olduklar
mekanizmalar1 ile tez kapsaminda degerlendirilen fenolik asitlerin CA ile ilgili

arastirmaya dahil edilmesi ¢alismayi orijinal hale getirdi.
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