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UZERINDE INHIBISYON ETKILERININ ARASTIRILMASI

Rabia AKKAS
Kimya, Yiiksek Lisans Tezi,
2010 Tez Danismani: Dog. Dr. Metin BULBUL

OZET

Karbonik anhidraz (EC.4.2.1.1), ilk defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan,
¢inko iyonlu bir metaloenzimdir. Karbonik anhidraz CO,’in, HCO;3™ ve H iyonlarma iki
basamakta doniisiimlii hidratasyonunu katalizler. Insan goziinde CA-II ve CA-IV izoenzimleri
bulunur. Karbonik anhidraz inhibitorleri, akdéz humorun salgilanmasiyla olusan yiiksek goz ici

basincini (IOP) diisiirdiikleri i¢in, glokom hastaliginin tedavisinde etkili olarak kullanilirlar.

Yapilan arastirmalarda mantarlarin kan sekerini ve kolesterolii diisiiriicii, antioksidan,
antitumor ve goz hastaliklarini tedavi edici etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Calismamizda en
cok kullanilan tibbi mantarlarin 6nemli bilesenleri olan beta D- glukan, lektin, linoleik asit ve

beta karotenin karbonik anhidraz enzimi iizerinde inhibisyon etkileri incelenmistir.

Once insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimleri afinite jeli kullanilarak
(Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonilamid) saflastirilmis ve daha sonra bu enzimlerle kinetik
caligmalar yapilmistir. Temin edilen beta D- glukan, lektin, linoleik asit ve beta karotenin insan
eritrosit HCA I ve HCA 1I enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir. Calismalarda
karbonik anhidraz aktivitesinin belirlenmesinde hidrataz ve esteraz aktivitelerinden
faydalanilmistir. HCA’nin esteraz aktivitesi iizerinde lektin, linoleik asit ve beta karoten
bilesiklerinin inhibisyon etkisi, beta D- glukanin ise aktivasyon etkisi belirlenmistir. Inhibisyon
etkisi gosteren maddeler igin % aktivite-[I] grafikleri gizilerek Isy degerleri bulunmustur. CO,-
Hidrataz aktivitesine gore inhibisyon gosteren lektin ve linoleik asit bilesiklerinin Isy degerleri;
HCA 1 i¢in 2,41 ve 2,3 UM ve HCA 1I igin 2,52 ve 1,48 [OM arasinda bulundu. Esteraz
aktivitesine gore ise; HCA I icin 4,9, 0,17 ve 1,45 OOM ile HCA 1l i¢in 2,7, 1,2 ve 0,92 [IM 15

degerleri bulundu.

Anahtar Kelimeler: Glokom, Karbonik Anhidraz Inhibitérleri, (Beta D-Glukan,
Lektin, Linoleik Asit, Beta Karoten ), Mantar.
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SUMMARY

Carbonic anhydrases (E.C. 4.2.1.1.) are family of zinc metalloenzymes that first
purified from mamalian erythrocyte. Carbonic anhydrases catalyze the reversible hydration of
carbon dioxide in a two-step reaction to yield bicarbonate and proton. The isoenzymes of human
eye are CAIl and CA-IV. Carbonic anhydrase inhibitors, which reduce aqueous production with
a corresponding decrease in intraocular pressure (IOP), have been used as ocular hypotensive

agents for the treatment of glaucoma.

In a study of fungies have effect reduce blood sugar and cholestrol, antioxidant, the
treating eye diseases, antitumor. We studied the inhibition effect of medicinal mushrooms,

beta-D-glucan, lectin, linoleic acid and beta carotene on the carbonic anhydrase.

Before, carbonic anhydrase enzymes from human erythrocyte were purifed using
affinity gel and all of the investigations were carried out with these enzymes. Later, the obtained
beta D-glucan, lectin, linoleic acid and beta carotene on the inhibition effect on human
erythrocyte HCA Iand HCA II enzymes were studied. In these studies, it was taken advantage of
hydrates and esterase activites for determining of carbonic anhydrase activitates. HCA on
esterase activity, lectin, linoleic acid, and beta carotene compounds showed inhibitory effect on
the activation effect of beta D- glucan was determined. 15, values were determined by drawing
% activity-[I] graphs for drugs showing inhibition effects. For CO,-hydratase activity of
compound lectin to Linoleic acid inhibition effect ranged from 2,41 to 2,3 M for HCA I and
2,52 to 1,48 OOM with Iso for HCA II. As for esterase activity of, compounds lectin, linoleic acid
to beta carotene had inhibition ranged from 4,9, 0,17 to 1,45 UM for HCA I and 2,7, 1,2 to 0 92
M for HCA II with Is,.

Key Words: Glaucoma, Carbonic Anhydrase Inhibitors, (Beta D- Glucan, lectin,

linoleic acid, beta carotene), mushroom.
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1. GIRiS

Eski zamanlardan beri mantarlar giinliik beslenmenin yani sira, giizel aromalar1 ve
tatlar ile insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Ayrica mantarlarin tedavi edici amagla kullanimi
da gilinden giline artmaktadir. Dogal {irlinler arasinda yer alan mantarlar klinik ¢alismalarda da

sik¢a kullanilmaktadir [1].

Mantarlar1 Whittaker’in 1969°da 6nerdigi 5°li sisteme kadar bitkiler alemi iginde ve
tohumsuz bitkiler ile beraber bir boliim (Mycophyta) olarak ele alinmaktadir. Whittaker ise
kendi diigiincesini gelistirirken; yiiz yirmi bes bin civarinda bir tiir gesitliligi gosteren tiim
mantarlarin, ayr1 bir canlilar alemi olusturdugunu kabul edip Regnum: Myceteae (Fungi) adin1
verdigi aleme yerlestirmistir [2,3]. Ayn1 zamanda mantarlar, ¢ok hiicreli ve tek hiicreli olabilen

Okaryotik bir canli alemidir.

Mantar ismi sapkali mantarlarin tlimiine halk arasinda verilen genel bir isimdir. Halk
arasinda kiif, pas, rastik, maya, sapkali mantar gibi ¢esitli isimlerle anilan biitiin mantarlar,
mantarlar alemi igersinde incelenirler. Diinyanin her yerinde bulunurlar. Nemli yerlerde daha
cok goriilmektedirler. Yeryliziinde 1,5 milyon kadar mantar tiirii oldugu diisiiniilmekte
giiniimiizde sadece 69.000 kadar tiirii bilinmektedir. Makro mantarlar klorofil icermeyen, tireme
organlar1 ve esas biinyeleri iplik gibi, "hif" denilen kiicliik borucuklardan ibaret canlilardir.
Yasama modelleri ve belirgin sekilleri ile bagimsiz canli alemidirler. Bu canlilar hem eseyli

hem de eseysiz olarak, sporlar olusturarak tirerler.

% Su Protein Yag Karbonhidrat | Mineraller | Kalori

MANTAR | 92 3.5 0.3 4.5 1.0 25

Cizelge 1. 100 gr mantardaki besin degerleri.

Klorofil igcermediklerinden bagimsiz olarak seker, yag ve nisasta gibi organik maddeler
olusturamazlar ve bu nedenle diger canlilara ihtiya¢ duyarlar. Makromantarlar; ¢ayirlarda, yol
kenarlarinda, ormanlarda, aga¢ altlarinda yetisirler. Cok degisik renk ve sekillere sahiptirler.
Yenilebilir mantarlar, yukardaki tabloda da goriildiigii gibi % 92 O&lgiide su icermekte ve

aromasi nedeniyle bazi insanlar tarafindan biiyiik ilgi gérmektedir.



Mineral Madde Miktar1 (mg) Mineral Madde Miktar1 (mg)
Kalsiyum 25 Bakir 80

Fosfor 130 Klor 20

Potasyum 400 Sodyum 0.28

Demir 1 Cinko 0.6

Mangan 0.65 Brom 0.2

Cizelge 2.Mantarlardaki mineral miktar

Protein ve mineral tuzlar agisindan oldukca zengin yapidadirlar. Kalsiyum, potasyum,
fosfor ve demir igerirler. Mantarlar C vitamini agisindan fakirdirler. Buna karsilik, B grubu

vitaminleri, K ve D, vitaminleri agisindan zengin mantar tiirleri de vardir.

Mantar proteinlerinin sindirilme yiizdeleri % 72 — 83 arasindadir. Meyve ve sebzelerle
kiyaslandiginda, iyi bir lisin, arginin, histidin ve treonin kaynagidirlar. insan beslenmesi i¢in
gerekli tiim aminoasitleri icermekte olup, buna ragmen triptofan seviyeleri kismen diisiiktiir.
Ayrica mantarlar sodyum, klor, bakir, demir, potasyum, brom, mangan, ¢inko, fosfor, kalsiyum,
riboflavin, nikotinik asit gibi mineral ve vitaminler acisindan da zengindirler [4]. Mantarlar
milkemmel bir folik asit kaynagidirlar. Folik asit yetersizliginden ileri gelen aneminin
tedavisinde mantar iceren diyetler etkili olmaktadir. Mantarlarda yapilan arastirmalar sonucunda

mantarlarin kandaki seker seviyesini ve kolesterolii de diisiirdiigii gériilmektedir [5].

Medikal mantarlarin ortaya ¢ikis tarihi geleneksel dogu terapilerine kadar uzanmakta
olup dogu kiiltiiriinde uzun yillardir ¢ay ve besleyici gida olarak kullanilmaktadir. Bunun
baslica nedeni kendilerine has kokular1 ve yumusak yapilaridir [6]. Modern klinik
uygulamalarinda Japonya, Cin, Kore ve diger Asya iilkelerinde kurutulmus mantar
materyallerine giinlimiizde de rastlanmaktadir. Tath ve besleyici bir gida olarak degerlendirilen
bir¢ok yabani mantar tiirii, diinya genelinde farkli milletler tarafindan diizenli olarak toplanir ve

sonra direkt olarak ana besin kaynagi olarak kullanilir ya da yemege katilir.

Antik Romalilara gore; mantarlar tanrilarin yiyecekleriydi. Misirlilar; mantarlari tanr
Osiris’ten bir hediye olarak nitelendirirken, Cinliler de; mantarlari hayatin iksiri olarak
diisiinmiiglerdir. Bu kavimler, deneme yanilma yoluyla yenilebilen ve yenilemeyen zehirli

mantarlar hakkinda bilgi edinmislerdir [7].



Mantarin tibbi éneminden ilk olarak bahseden, M.0.400- 470 yillarinda yasamis olan
Hipokrat’ tir. Birgok iilkede ozellikle Cin ve Japonya gibi Uzak Asya filkelerinde bazi
makrofunguslarin ¢esitli hastaliklara karsi halk ilaci olarak kullanildigi bilinmektedir.
Gunlimiizde ise funguslardan degisik ortamlarda elde edilen maddelerin saflastiriimasi ile
baslayan calismalar neticesinde funguslarin  bagisiklig:  gii¢lendirici,  hipoglisemik,
hipolipidemik, karacigeri koruyucu ve antimikrobiyal etki mekanizmalarinin, immunostimulant
ve benzer biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri nedeni ile arastirilmaya baglanmig ayrica kimya
ve kozmetik endiistrisinde de boy goOstermeye baglamustir. Terfezia sp. (keme) mantarinin
Oziinlin gdziin iltihabi hastaliklar i¢in kullanildiklar1 bilimektedir. Cinliler Agaricus bisporus
(Kiiltiir Mantar1)’u sindirim bozukluklarinin tedavisinde kullanilmiglardir. Ayrica antitlimoral
etkileri olan bir¢ok mantarin iizerinde ¢alismalar devam etmektedir. Meksika gibi bazi Orta ve
Giliney Amerika iilkelerinde ise bazi makrofunguslarin heykelleri yapilmistir. Hatta yine bu
ilkelerde Panaelous sp. ve Psilocybe sp. cinsine ait tiirler i¢erdikleri psilosibin ve psilosin
maddelerinin LSD (D-Liserjik Asid Dietilamid)’ye benzer bir etki gostermelerinden dolay1 tarih

boyunca keyif verici olarak ve bazi dini térenlerde kullanilmislardir.

1200 yillarda mantar suyunun mikrobik g6z hastaliklarimi tedavi ettigi de
belirtilmistir. Mantar suyunun kirpikleri kuvvetlendirdigi, goziin gorme duyusunu
giiclendirdigi, gz hararetine iyi geldigi, g6z nezlesini giderdigi ve goz iltihabinada iyi geldigi

bilinmektedir.

Birgok fungusun biyoaktif bilesenlerinin incelenmesinde epeyce yol alinmigtir. Ornegin,
Wolfiporia sp. fungusu genel bir yatistirici olarak merkezi sinir sistemine etki ederek kalp
carpmtilarinin kontroliinde kullanilir. Klinik ¢alismalarda bu mantardan elde edilen bilesikler
farelerde stresin neden oldugu ilsere karsi koruma saglamistir. Mantar idrar soktiiriicii ve deri
iltihaplarim1 Onleyici olarak da kullanilmaktadir. Cinliler mantar1 meme ve rahim kanserlerini

tedavi etmek i¢in kullanmaktadir [8].

Funguslardan da bircok ilag ve penisilin, griseofulvin gibi antibiyotikler, ergot alkoloidi
ve cyclosporin elde edilmektedir. Son yillarda yapilan aragtirmalarda ise funguslarin ve
onlardan elde edilen metabolitlerin insan bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklarda pozitif
sonuglar verdikleri goriilmistiir. Bugiinlerde yapilan ¢aligmalarda ise funguslarin kanser, AIDS

(HIV), hepatit ve bagisiklik sistemi hastaliklarina karsi etkileri arastirilmaktadir.

Mantarlarin tibbi &zellikleri arasinda; antimikrobiyal etkileri, antioksidan etkileri,

hepatoprotektif etkileri ( karaciger koruyucu etkileri ), antidiyabetik etkileri, bagigiklik sistemini



diizenleyici ozelligi, antitiimor etkileri, kolesterol disiiriicii 6zelligi, seker diisiiriicii 6zelligi

bulunmaktadir.
En 6nemli tibbi mantarlar ve bu mantarlarin insan sagligina etkileri
1. Ganoderma lucidum,Ling Zhi ,Reishi (Oliimsiizliik Mantari)

2. Lentinula edodes (shiitake) Mese Mantart

3. Maitake (Grifola frondosa)

Ganoderma Lucidium (reishi) Lentinula Edodes (shiitake)

Grifola Frondosa (maiteka) Pleurotus Ostreatus

1.1. Ganoderma Lucidum:

Son zamanlarda klinik yonden oldukca ilgi ¢eken bu mantarin belli bir tedavi edici dozu

kalp hastaliklarim1 kontrol etmek icin kullanilmaktadir. Deneysel calismalarda mantarin



hipolipidemik bir madde igerdigi ve serum kolesteroliinii diisiirdiigii ortaya ¢ikmustir [8].
Ganoderonlar olarak adlandirilan glikopeptid bilesikleri kan sekerini diisiirdiigiinii ve mantarin
antidiyabetik olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Mantarin ayrica radyasyon
zararlarina kars1 koruyucu etkisi vardir. Mantarlarin klinik testlerde timor biiylimesini 6nleyen
karbonhidratlar igerdigi de tespit edilmistir [9]. Hipertansiyon, kronik bronsiyal astim,
duyodenal iilser gibi bir¢ok hastalik i¢in tedavi edici olarak kullanilmaktadir [7].

G. lucidum un biyolojik etki spektrumundaki genislik yapisinda bulunan alkoloidler,
aminoasitler, peptitler, inorganik elementler, steroidler, yag asitleri ve organik asitlerin
cesitliligine baglanabilir. En 6nemli bilesenleri, 6nemli farmakolojik etkiler gostermelerinden

dolayi, triterpenler ve polisakkaridlerdir [10]. En bilinen polisakkarit de beta D-glukandir.

» Viicudun toksinlerden ve fazla yaglardan arindirilmasina kullanilir.

» Viicudun bagisiklik sistemini diizeltir.

» Solunum yollart problemlerinin ¢oziiciisii olarak tanmir. Karaciger bozukluklarina,
hipertansiyona iyi gelir.

» Antialerjik, antibakterial ve antioksidan (yaslanmay1 geciktirici) etkilidir.

» Kalp damar rahatsizliklarina, mideye, uykusuzluga, bas donmesine, Oksiiriige,
istahsizliga, strese iyi gelir.

» Giizellik ajan1 olarak kullanilir. Aknelerin ve diger cilt problemlerinin giderilmesine,

kirigiklari giderilmesine ve cilt lekelerinin agilmasina iyi gelir.

Sekeri ve astimi1 tedavi edicidir.

Sag¢ dokiilmelerinin 6nlenmesinde,

Kan akigini kolaylastirarak, kalbin kan basincinin azaltilmasina,

Osteoporoz gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Y V VYV VYV V

Mantardan elde edilen kompleks bir glikoprotein, antibadilerin {iretimini artirarak

kansere kars1 etkli olur (mide, yemek borusu ve akciger kanserleri).

1.2.Lentinula Edodes (Shiitake) Mese Mantari:

Cin basta olmak {izere Japonya, Orta Dogu, Asya, Avrupa ve Amerika’da iiretimi hizla

yayginlagan L. edodes taze ve kurutularak tiiketilmektedir.

Bilimsel olarak yapilan ¢ok sayida aragtirmada shiitakenin kan dolasimini diizenlemesi,
beyin kanamalarinin, damar sertliginin, bobrek yetmezliginin, yliksek tansiyonun 6énlenmesinde

etkili oldugu, antibakteriyal, antiviral 6zelliklerinin yaninda ayrica romatizma, soguk alginligi,



mide ve bas agrisini, hepatit B hastaligim tedavi ettigi, halsizligi ortadan kaldirarak
uykusuzlugu giderdigi, bagisiklik sistemini giiglendirdigi bildirilmektedir.

Baz1 onemli bilesenleri, biyoaktif polisakkarit (lentinan), eritadenin, vitamin D, B2,
B12, yag asitleri ve minerallerdir. Shiitake mantarlarinin bilegenlerinin, baz1 saglik
problemlerinde tedavi amagli kullanildig1 bilinmektedir. Birincil bileseni kolesterolii diistiren
eritadenindir. Eritadenin, kolesteroliin diisiiriilmesini hizlandirmaktadir. [11]. Bu mantarlarin
suda coziinebilen lifli kisimlarindan hem homojen hem de heterojen polisakkaritler/glukan ve
glukoprotein kompleksleri izole edilmistir [12]. Suda ¢oziinebilen homojen polisakkariti (B-

glukan) lentinandir [13].

Ayrica Sarcoma 180 tipi tiimorler ve metilkloranten igeren birkag tip tiimore karsi
antitimor aktivitesinin oldugu bilinmektedir [14]. Diger icerdigi faydali bilesikler, glukanlar ve
glukoprotein kompleksleri bugiine kadar tam olarak belirlenememistir. Mantarlarin dogal
antibiyotik kaynaklar1 oldugu bilindiginden dolayi, Shiitake ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktiviteleri de arastirllmistir [15]. Shiitake’nin bir diger bileseni de miselyumundan ekstrakte
edilen LEM (Lentinula edodes miselyum ekstrakti)’dir. LEM’in insan hiicresinde olugsan HIV
viriisiinii inhibe ettigi, kronik hepatit B’ye karsilik antiviral etkisinin oldugu ve karaciger

fonksiyonlarini diizelttigi kanitlanmistir [16].
1.3. Maitake (Grifola frondosa):

Mantarlarin krali veya dans eden mantar olarak adlandirilir. Asya, Avrupa ve Kuzey

Amerika’da 1iliman bolge ormanlarinda yetisir.

Mantarin antitimor, antikanser ve AIDS’e karsi etkisi klinik calismalarla tespit
edilmistir. Maitekenin fraksiyonlar1 akciger, kolon, karaciger, prostat, beyin tiimdrlerinde

biiylimeyi yavaslatan bir potansiyel olarak goriiliiyor.

Giliniimiize kadar yapilan arastirmalarda, maitake mantarinin 6zellikle T hiicrelerini,
makrofajlar1 harekete gecirerek viicudun dogal bagisikligini 6ne ¢ikarabilmektedir. Diabet,
kolesterol, hipertansiyon, immun sistem uyaricisi olarak ve kilo kaybma karsi kullanimi

onerilmektedir. Etken maddesi polisakkritler ve beta D- glukan yani lentinandir.
T1bbi mantarlarin yapisinda bulunan maddelerden bazilari:

1. Beta D- Glukan (Lentinan)
Lektin
Linoleik Asit

v

Beta Karoten



1.4. Beta D- Glukan (Lentinan):

Lentinan, mantarindan ekstrakte edilen, suda ¢oziinebilen bir polisakkarittir. Lentinan,

antitlimor etkisinin oldugu bilinen B-glukandan izole edilmektedir [17].

Lentinus edodes’in meyve kismindan ekstrakte edilen a- ve B-glukanlar’dan (1-6) yan
dallanmig {iiniteleri bulunan B-(1-3)-D-glukan suda ¢oziiniirken, ana bilesen olan aymi yan
dallanmaya sahip a-(1-3)-D glukan suda ¢éziinmemektedir. a-glukanin suda ¢éziinmeme nedeni
olarakta yapisindaki molekiil i¢i kuvvetli hidrojen baglar gosterilmektedir. Bununla birlikte a-
1-3-D glukanin olusturdugu heliks yapist 1limh alkali ¢ozeltilerde bozunmakta ve polisakkarit

tamamen ¢oziinmektedir.

CH,0H

OH OH

Beta-1,3- 1,6-glucan OH

Sekil 1. Beta 1,3-1,6 glukan

Lentinanin molekiiler formiili (C¢H,0Os), ve molekiiler kiitlesi yaklagik 500 kDa’dur.
Lentinanin mafsaldaki habis tiimorlerini azalttigi ve makrofaj fonksiyonlarinin aktivitesine karsi
bagisiklik kazanma etkisinin oldugu kanitlanmistir [17]. Ayrica fare derisindeki Sarcoma 180
tiimor hiicrelerine karst kuvvetli antitiimor aktivitesinin oldugu bilinmektedir [18]. Beyin
kanamalar1, damar sertligi, viriis fonksiyonlar1 ve bir¢ok hastaliklar {izerinde yavaslatict ve
onleyici etkileride bulunmaktadir. Lentinan, T yardimc1 hiicrelerini ve makrofajlar1 aktif hale
getirerek ve ayrica beyaz kan hiicrelerini sararak, bakteri ve parazitlerin veya viriislerin sebep
oldugu enfeksiyonlara karsi bagisiklik sistemini uyarir. Bagisiklik sistemi rahatsizliklarinda,

kanser ¢esitlerinde ve AIDS gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [19].



CH,OH H OH
H
Kol KEs
H H o)
H OH CH,OH

Sekil 2. Lentinan (1 6): (1 3)-8-D-glukan

1.4.1. Glukann islevleri:

1. Immiin Sistem Regiilasyonu: Beta-glukanin en &nemli biyolojik aktivitesi, immiin
sistemi diizenleme yetenegidir. Glukanin immiinoregiilatér aktiviteleri, immiin sistem
kontroliinde veya makrofaj fagositozunu ayarlamada yer alan sitokinlerin makrofajlardan
salinimin1 uyarma veya engelleme yetenegiyle iligkilidir. Makrofajlar, beta glukanlar taniyan
ve onlara baglanan reseptorlere sahiptirler. Makrofajlar beta-glukanlarin etkilerine aracilik

ederler.

2. Kanserle Iliskili Aktiviteleri: Beta-glukanin 6nemli biyolojik aktivitelerinden biri de
onun kanser hiicre biliylimesi ve tiimor gelisimi iizerindeki etkisidir ki bu aktivitesini immiin
sistemi uyarabilme yetenegi sayesinde yapar. Beta- 1,3-glukanin kanser tedavisindeki faydali
rolii 1975°de Peter W.Mansell ve arkadaslar1 tarafindan agiga g¢ikartilmistir. Dokuz hastada
malignant deri kanseri nodiillerine beta—1,3-glukan enjekte edilmistir. Kanser lezyonlarinin
ebatlar1 5 giin gibi kisa bir zaman periyodunda c¢arpicit bicimde azalmistir. Ayrica kimyasal
olarak uyarilmis farelerin karacigerlerindeki sarkoma ve melanomalarda yapilan klinik
gozlemler ve deneyler suda ¢oziinen ve ¢oziinmeyen (1-3) D-glukanlarin antitimér ve

antimetastatik etkilerini agiga ¢cikarmistir. Beta-glukan ayrica tiimor metastazini engeller.

3. Patojen iliskili Aktiviteleri: Beta-glukanin énemli biyolojik aktivitelerinden biri de,

bakteriyel infeksiyonu 6nlemeye yardim etme yetenegidir.

4. Beta glukan ayrica viicut saghgini destekleyen birkag ek biyolojik aktiviteye sahiptir.
Ornegin; maya tiirevli glukan fiberinin besin eki olarak verilmesi insanda kan kolesteroliinii

disiiriicii etki gostermistir.

5. Beta—1,3-glukanin radyasyon koruyucu etkisi 1985’de Dr. Patchen ve arkadaglari

tarafindan gosterilmistir.



6. Deneysel veriler glukanlarin etkin bir serbest radikal siipiiriici olarak gorev
yapabilecegini ortaya koymustur. Serbest radikallerin yaslanmay1 hizlandirmasi, kansere neden
olmas1 ve diger dejeneratif etkileri ile ilgili olarak sahip oldugu potansiyel hakkindaki
bilgilerimizin 15181 altinda beta—1,3-glukanin serbest oksijen siipiiriicii (antioksidan) etkisi

ozellikle ¢ok biiylik nem tagimaktadir.
1.5. Lektin

Lektin terimi, Goldstein’in Onerisi {lizerine 1981 yilinda “bagisiklik sisteminden
kaynaklanmayan, birden fazla seker baglama bdlgesine sahip, hiicreleri veya karbonhidrat
iceren bilesikleri kiimelestirerek ¢oktiiren, protein veya glikoprotein yapisindaki molekiiller”
tanimlamas1 Uluslararas1 Biyokimya Birligi Adlandirma Komitesi tarafindan yapilmistir

[20,21].

Giliniimiize kadar aglutinin, fitoaglutinin, hemaglutinin, fitohemaglutinin ve prolektin
gibi degisik isimlerle anilan bilimsel lektinler, yapilan ilk ¢aligmalarda baslica Leguminoseae
familyas1 olmak {izere bitkilerden izole edildikleri i¢in sadece bitkilere 6zgii bilesikler olarak
disiiniilmiistiir [22]. Yapilan arastirmalarla lektinlerin dogada sadece bitkilerle sinirli kalmayip
degisik biyolojik sistemlerde (bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal orjinli) yaygm olarak
bulundugu anlagilmigtir [23,24].

Lektinler genellikle 2 ile 4 birimden olusurken Triticum vulgaris’de (WGA) oldugu gibi
18 farkli polipeptit zincirinden olusan lektinlere de rastlanmaktadir. Her bir birim, bir
karbonhidrat artifina zayif nitelikli hidrojen kopriisii ile baglanma 6zelligindedir. Baglandiklari
karbonhidratlarin ~ yapilarint  degistiren glikozidazlar ve glikoziltransferazlarin aksine
baglandiklar1 karbonhidratlarda yapisal degisiklige neden olmamalari ile enzimlerden farklilik
gosterirler. Lektinler iiretimlerinin antijen uyarilmasiyla degil genler tarafindan kontrol

edilmesiyle de antikorlardan farklidirlar [25].

Glikoprotein yapisindaki lektinlerin karbohidrat birimlerinde en ¢ok mannoz,
glukozamin, galaktozamin, N-asetilglukozamin ve N-asetilgalaktozamin bulunur. Az miktarda
ise ksiloz, arabinoz ve fukoza rastlanilir. Protein kismindaki total aminoasit iceriklerinin % 30
kadarini aspartik asit, serin ve treonin olusturur. Biyolojik aktiviteleri i¢in yapilarindaki Ca** ve
Mn*" iyonlarmna ihtiyag duyarlar [26]. Molekiil agirliklari ise 26 000 ile 400 000 dalton arasinda
degismektedir [24].

Lektinlerin biyolojik 6zelliklerinden biri de insan ve hayvanlarda eritrositlerin ve gesitli

hiicre tiplerinin kiimeler halinde ¢6kmelerine neden olmalaridir. Bu olay aglutinasyon olarak
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tamimlanmakta olup lektinler glikokonjugatlarin karbohidrat birimleri arasinda anahtar kilit
prensibi esasmna gore sekillenir. Aglutinasyon lektinlerin protein kisimlarinin  kendi
reseptorlerinin yapisindaki karbohidrat zincirlerinden en az iki karbohidrat yapisina baglanmasi

olayina dayanir [27].

Lektinlerin tedavi amacgli kullanilabileceklerine iliskin bir¢ok arastirma yapilmistir.
Isaretli lektin kullamilarak gesitli metabolik faaliyetlerin ve hastaliklarin teshisi saglanmistir.
Ornegin kanser teshisinde lektin reseptorlerinin normal hiicrelerde dagmik halde bulundugu,
kanserli hiicrelerde ise birarada bulundugu bilinmektedir [28,29]. Giil, Anadolu ve arkadaslari

deri kanserinin teshisinde isaretli lektin kullanmislardir.
s diaming benzidin
Avidin

hictin

e |20

prem—likoprotein

metnkran

Sekil 3. Lektinin yapisi.

Metastazin sekillenmesinde, metastaz yapan hiicrenin karbohidrat artiklar1 hedef
dokunun lektinlerine tutunmaktadir. Beuth ve arkadaslar1 1988’de yaptiklari in vitro
caligmalarda birgok insan tiimor hiicresinin hepatositlere adezyonlarinin galaktoz veya
arabinogalaktan kullanimu ile engellendigini rapor etmisglerdir [30]. Birgok lektinin in vitro ve
in vivo antitimor Ozelligi gosterdigi bilinmektedir. Lektinler, 6zellikle kanserli hiicrelerin
zarlarina veya reseptorlerine baglanarak sitotoksisite, apoptoz ve tiimor gelismesini engelleyen
tedavi edici ajanlar olarak kullanilmaktadirlar [31]. Bugiin kullanilmakta olan kemoterapotik
ilaglarin normal viicut hiicreleri tizerine oldukga fazla yan etkileri bulunmaktadir. Hiicreler igin
toksik olan ilaglar (metotreksat, 5'-dezoksifloruridin, filotoksin etoposid vs.) eger timorlii
dokular i¢in spesifik olan bir karbohidrat {initesi ile baglandiktan sonra viicuda verilirse toksik
madde tiimor hiicrelerinde lokalize olacak ve bunun normal somatik hiicrelerdeki etkisini

minimuma indirilecektir.
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Spesifik karbohidrat baglama o&zelliklerinden dolay1 lektinler, kompleks hiicre
ekstraktlarindan glikoproteinlerin ve enzimlerin saflastirilmasi, glikoprotein ve polisakkaritlerin
izolasyonu, sodyum dodesil siilfatli poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
glikoproteinlerin saptanmasi, kanser arastirmalart ve hiicre tiplemesi gibi yaygin arastirma

alanlarinda giiglii vasitalar olarak kullanilmaktadir.
1.6. Linoleik Asit

Birden fazla ¢ift bag iceren yag asitleri ise ¢oklu doymamis yag asitleri veya polienoik
yag asitleri olarak isimlendirilir. Linoleik (C18:2), linolenik (C18:3), arasidonik (C20:4),
eikosapentaenoik (C22:5) ve dokosahexaenoik (C22:6) asitler ¢oklu doymamis yag asitlerinin

en onemlileridir [32].

X

HO

Sekil 4. Linoleik asitin yapisi

Linoleik asit, mantarin tadina katkida bulunan ve mantarlarda en yaygin olarak bulunan
aromatik bilesiklerden mantar alkolii olan I-oktan ve 3-ol varliginin kaniti olabilecegi

diistinilmektedir.

Bilindigi gibi, linoleik asit, linolenik asit ve oleik asit doymamus asitlerden bazilaridir.
Bu tiir doymamis yag asitleri memeli hiicrelerinde sentezlenemez ve bu yiizden beslenmeyle
almmalidir. Doymamuis yag asitlerinin eksikligi insan viicudunda zararli ve anormal degisimlere

neden olur.

Linoleik asidin az alinmasi ile gogiis kanseri vakalarinin sik goriilmesi arasinda ¢ok net
bir iligki vardir. Linoleik asit tibbi uzmanlar tarafindan kandaki kolesterol seviyesini diisiirdiigii
icin tavsiye edilmektedir. Linoleik asit kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi kadar, kan
pthtilagsmasi, inflamatuar ve immunolojik reaksiyonlar gibi normal psikolojik proseslerin yer

aldig1 hiicre membranlarinda da yer alirlar.
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Pariza ve arkadaslar1 tarafindan 1987°de tesadiifen antikanserojen etkisinin
kesfedilmesinden sonra linoleik asitin dnem kazanmasi ve o tarihten giiniimiize kadar sagliga

faydalar1 ve pek ¢ok etkisi bulunmusur [33].

Bu faydali etkilerinin baglicalari: Viicut yag miktarini azaltir. Diabetes mellitus
(DM)’ta artmis insiiliin miktarin1 azaltir.  Antikanserojenik etki gosterir.  Immiiniteyi
giiclendirir.  Inflamasyonu azaltic1 etkisi vardir. Kan lipidlerini diisiiriicii etkisi vardur.
Antiaterosklerotik etki gosterir. Metabolik hizi artiric1 etkisi vardir. Kemik olusumu ve kas

kitlesini arttirici etkisi vardir.
1.7. Beta Karoten

Gidalarda bulunan karotenoidler, sekiz tane bes karbonlu izoprenoid biriminin biraraya
gelmesiyle olusan 40 karbonlu polienlerdir. Dogada 670’ten fazla karotenoid bulunmakta ve
bunlarin ¢ogu antioksidatif aktivite gdstermektedir. Gidalarda bulunan en énemli karotenoidler
B-karoten, o-karoten, likopen, lutein ve B-kriptoksantindir. B-Karoten viicutta A vitaminine
donistiirilmektedir. Sar1 turuncu renkli meyve ve sebzeler, koyu yesil renkli sebzeler
karotenoid kaynag1 gidalar olarak gosterilmektedir. C40 yapisindaki terpenlerdir. Karotenoidler

en onemli tetraterpenlerdir. Asiklik, mono ve bisiklik tetraterpenler de bulunmaktadir [34].

CH3
CH3 CH3 CH3
NSRS
H
’ CHs CHs CHs
CHs

Sekil 5. Beta karotenin yapisi

A vitamininin yapi tasidir. Viicutta A vitamini haline donistiiriliir. Ispanak, lahana gibi
yesil yaprakli sebzeler, kavun, seftali, kayist gibi meyveler ve havug en énemli kaynaklaridir.
Yiiksek dozda alinmasinin yararlart1 konusunda caligmalar halen siirmekle birlikte, kanser,

damar sertligi ve katarakt gibi hastaliklar1 6nledigi yolunda 6nemli bulgular elde edilmistir.

Beta karoten viicutta kullanima hazir bir yapida degildir. Bu nedenle 6n vitamin A

denmektedir. Yagda erir. Ozellikle ¢ok zararl etkilere sahip serbest kimyasal kokleri notralize
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eder ve giiclii bir antioksidandir. Bu ozellikleri ile kanserden ve infeksiyon hastaliklardan

korunmada 6nemli bir yer tutar.

Yapilmakta olan bilimsel calismalar beta karotenin tek oksijenli serbest radikallerin
ortadan kaldirilmasit ve yaslanma olayinin yavaglatilmasi iizerinde yogunlasti. Bu serbest
radikallerin ortadan kaldirilmasi ile kanserlesmelerin engellendigi diisiiniilmektedir. Amerikan
Kanser Derneginin agiklamalarina gore agiz bolgesinde bulunabilen kanserlesme odaklari, beta
karoten alanlarda %53 oraninda azaliyor. Beta karotenin etkisinin kollesterolun oksitlenmesini

durdurmasi ile ortaya ¢ikan antioksidan aktiviteden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Niki ve arkadaslari, organizmalarin hemen hemen tamami serbest radikallerin
zararlarina karsi1 stiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi oksidatif enzimlerle yada a-

tokoferol, askorbik asid, karotenoidler, polifenoller ve glutatyon ile iyi korunmaktadirlar.

Mau ve ark., Simic hemen hemen tiim organizmalar antioksidan kdkenli savunma ve
tamir sistemine sahip olmasma ragmen bunlarin oksidatif zarara karst koruyuculuklari
yaslanmayla etkisini yitirerek zarara karsi koruyuculugu etkisiz hale gelir [35,36,37]. Sonucta
kanser, kalp-damar hastaliklari, bagisiklik sistemi zayifliklari, beyin fonksiyonlar1 bozukluklar

ve katarakt gibi viicudu dejenere eden hastaliklar bas gosterir [38].
1.7.1. Beta Karoten ve Kanser

Tibbi denemelerde sentetik B-Karoten kullaniminda akciger ve prostat kanseri oraninin
arttigl ve bu artisin sigara igenlerde 6lim oranini artirdigi gosterilmistir. Bu sonuglar beta
karoten takviyeleri i¢in goriilmiis, iginde dogal olarak beta karoten bulunduran yiyeceklerde

goriilmemistir.

Britanya kanser orgiitii Cancer Research Campaign, beta-karoten takviye ambalajlarinda
sigara i¢enlere bu takviyelerin akciger kanser riskini artiracagina dair ikaz etiketleri konmasi

gerektigini One siirmiistiir [39].

The New England Journal of Medicine dergisi giinliik E vitamini (alfa tokoferol) ve
beta karoten gida takviyesinin akciger kanserine etki {izerine bir makale yaymlamistir [40]. Bu
caligma vitamin takviyeleri lizerine yapilmis ve arastirmacilar karotenoidli meyve ve sebzelerin
tilketimi ile akciger kanser oranlarinin azalmasi arasinda bir baglanti oldugu bilinmektedir.
Ancak bu arastirmada B-Karoten takviyesi alanlarda akciger kanseri oraninda bir azalma

bulamadiklar1 gibi, bu gida takviyelerinin zararl etkileri oldugunu buldular.
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ABD Milli Kanser Dernegi'nin (NCI) dergisinde 1996'da yayinlanan bir yayinda, A
vitamini (retinil palmitat olarak) ve B-Karotenin kanser koruyucu bir etkisi olup olmadigi
hakkinda bir denemenin sonuglar1 verilmis olup sentetik beta-karoten gida takviyesi kullanan
katilimeilarda akciger kanser riskinde bir artis bulunmustur [41]. Bilimsel literatiirdeki tiim
randomize kontrollii ¢aligmalarin bir degerlendirmesinde B-Karotenin 6liim oranini %5 artirdigt

bulunmustur [42].
1.7.2. Beta Karotenin Faydalar

B-Karoten serbest radikallerin noétralize edilmesine yardimci olan giicli  bir
antioksidandir. Bagisiklik sistemini destekleyerek viicudun enfeksiyonlara karsi miicadele
etmesini saglar. Kansere karsi koruyucu etkisi vardir. Agiz, gogiis, mide, kalin bagirsak, serviks,
yemek borusu gibi kanser tiirlerinin goriilme sikliginin yetersiz beta karoten alimiyla iligkisinin
oldugunu tespit eden arastirmalar vardir. Kalp damar hastaliklarini 6nleyici etkisi vardir. Damar
sertligini ve kalp krizi riskini azaltir. Katarakt olusumunu engelleyebilecegi yine yapilan bazi

arastirmalarda goriilmiistiir.
1.8. Enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlari hizlandiran ve higbir yan {iriin olusturmadan %100 iiriin verimi saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Enzimlerin, ilizerinde etkili olduklar1 ve firiine doniistiirdiikleri bilesiklere

“Substrat’denir.

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin ¢ogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gére 10" ile
10% kat daha hizhidir. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede 100 ile 1000 substrat
molekiiliinii {irline ¢cevirme yetenegine sahiptir. Birim zamanda bir mol enzim tarafindan iiriine
doniistlirilen substratin mol sayisina turnover sayisi denir. Karbonik anhidraz, enzimler
arasinda en yiiksek turnover sayisina sahip olanlar1 arasindadir (600.000 s'). Yani bir karbonik

anhidraz molekiili CO, + H,O

H,CO, tarafindan reaksiyonu

1/600.000 saniyede, yani 1,7 mikro saniye de gergeklestirilmektedir [44].

Enzimlerin biiylik bir kisminin etki gdsterebilmesi i¢in protein yapili olmayan bir
kofaktore gereksinimi vardir. Kofaktor, koenzim adi verilen organik bir bilesik veya metal
iyonu olabilir. Enzim, kofaktdrii ile beraber bulunuyor ise #oloenzim, holoenzimin kofaktorsiiz
protein kismina apoenzim denir. Kofaktor gerektiren enzimlerde; uygun kofaktér yoksa
apoenzimin biyolojik aktivitesi yoktur [45]. Bazi enzim-kofaktor baglanmalar kovalent yapida

veya diyalizle uzaklastirilamayacak kadar sikidir. Boyle kofaktorlere “prostetik grup” adi
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verilir [46]. Kofaktor olarak metal iyonu kullanan enzimlere metaloenzim denir. Metal iyonlar1
ya asit-baz katalizi, ya kovalent kataliz yapar, yada enzimin konformasyonunda degisiklik

yaparak sustratin baglanmasini kolaylagtirir [45].

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin baz1 bilesikler tarafindan
azaltilmasi hatta yok edilmesi olayma “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan bilesiklere
“inhibitor” denilir. Inhibitorler genellikle kii¢iik molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya

iyonlardir.

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol
mekanizmasi olusturdugundan, o6nemli bir olaydir. Birgok ilaglar ve zehirli bilesikler de
etkilerini bu yolla gosterir. Inhibitdrler hem enzim etki mekanizmalarinin, hem de metabolik

yolarin aydimlatilmasinda 6nemlidir [43].

Bir enzimin katalitik etkisi bir¢ok yollarla degistirilebilir. Bir protein olan enzim
molekiilii denatiire edilirse ii¢ boyutlu yapist bozulur ve bunun sunucu enzimin katalitik etkisi
kaybolur. Enzimin aktif bdlgesini olusturan fonksiyonel gruplari bloke eden herhangi bir
reaksiyon, enzim aktivitesini degistirir veya yok eder. Bu tip bir inhibitér enzime katilinca

enzimin orijinal aktivitesi tekrar kazanilmayacak bir sekilde degisiklige ugrar.
Inhibisyonlar; doniisiimlii (reversible) veya doniisiimsiiz (irreversible) olabilir [45].
1.9. Karbonik Anhidraz
1.9.1. Dagihmu ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (CA) genel olarak metabolik CO, transportunun saglamanin yant
sira, bir cok dokularda, H ve HCOs 1n birikiminde de rol almaktadir. Bu dokular arasinda
bobrek, gastrit mukoza ve goz lensini sayabiliriz. Bunlardan bagka histokimyasal metodlarla,
tikkriikk bezleri, kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda da

CA’ya rastlanmis ve bunlarin bazilar saflastirilararak, biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Eritrosit CA’sinin en 6nemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda, metabolizma
irini olan CO;’i H,COj’e, akciger pulmoner kapilerde ise H,CO;’i CO,’e doniismesi

reaksiyonunu katalizleyerek, solunum olayinda yer almaktadir.

H,O + CO, H,CO4 HCO;5; + H*

Karbonik anhidrazin bulundugu canli dokularin da bilinen veya muhtemel olan

fizyolojik rolleri Maren ve Carter tarafindan genis bir sekilde anlatilmigtir [47,48].
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Son olarak, karbonik anhidrazin CO,, HCO; ve H,O arasindaki doniisiimleri

gercgeklestirmesi ile birgok dokularda hayati 6neme sahip oldugunu sdylemek miimkiin.
1.9.2. Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik Ozellikleri

Son on yildan beri karbonik anhidraz, enzimatik katalizin prensiplerinin
aydinlatilmasinda, 6nemli bir rol oynamaktadir. CA, metabolizmada son derece énemli rol
oynamasinin yani sira, ¢ézelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kayip

olmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir [49].

Karbonik anhidraz, CO, ve H,CO; veya ortamin pH’sina gore HCO; ve CO; iyonlari
arasinda doniisiimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir molekiil olan CO,’in farkli agilara

sahip piramidal yapida H,CO;’e kendiliginden doniigiimii olduk¢a yavastir.

O——=0
O—=0
O——=0

——
[—

A ANREAS

HO OH o) OH

——
[—

H,0

+

Karbonik anhidrazin bilinen on alt1 izoenziminden ii¢ii olan CA I, CA II ve CA III
kristallendirilmis ve yapilari hakkinda detayli bilgiler elde edilmistir. Ug izoenzim de
sitoplazmada ¢oziinmiis halde bulunur. Molekiil agirliklart 28000 dalton olup, 259 veya 260
amino asitten ibaret tek bir polipeptid zincir halindedir. Her bir enzim molekiiliiniin aktif
bolgesi, yaklasik tetrahadral geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii
ile koordine olmus Zn"™ iyonu ihtiva etmektedir. Zn™ iyonun kataliz olaymndaki fonksiyonu
vazgecilmez olup, uzaklastirulmasiyla elde edilen apo-CA’lar tam manasiyla aktiveden

yoksundurlar [50, 51].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin izoelektrik pH’lar1 tiirden tiire farklilik gostermekte ve
aktivitesi ile bir korelasyona rastlanmamaktadir. Amino asit bilesimleri yoniinden benzerlik
gosteren memeli, bakteri ve balik CA’lar1 ise bunlara nispeten daha yiiksek seviyede sisitein

tagirlar [52, 53].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin, CO,, HCOs; ve H,O arasindaki doniisiim

reaksiyonlarinin katalizlemesinin yan sira, elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklari igeren,
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bazi reaksiyonlarida katalizledigi bilinmektedir. Bu reaksiyonlar, aldehit, piruvat ve alkil
piruvatlarin hidratasyonu, ayrica piruvik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizini iceren
doniigtimlerdir [54]. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu o6zelligi ile
organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir [55]. Ayrica tavsan CA

IIT izoenzimin ise hem asit hem de alkalen fosfataz etkisi oldugu bildirilmistir [56].
1.9.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 60 yildir yapilan ¢aligmalarin neticesinde aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Buna gore
CA enzimi, metabolizma i¢in son derece dnemli olmasinin yani sira, ¢ézelti ortaminda kararh
olmas1 ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajl

ozelliklere sahiptir [49].

HO, Thr-199 Glu-117

~ /
\NH/\N \ His-119
/
N
His-96
Asn-244 (j
His-94 N
H\
Gln-92

Sekil 6. Insan CA II’deki metal merkezin “dogrudan” ve “dolayli” ligandlar1

gbsteren sematik goriniimil.
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Katalitik olarak bu form inaktiftir. Tekrar temel A formunu olusturmak igin aktif

bolgeden gevresine proton transferi olur [57]. Islem sematik olarak sdyle gdsterilebilir

EZn"?-OH" + CO, EZn*2—HCO; EZn"?—0H, + HCO; 0
EZn"2-0H, EZn"?-OH" + H @)
o
AN
SN
OH OH ©
+ CO,
zZn?* - 2+
H|594 \ ] Hlsllg Hi394/ \\Hislgg
Hisge Hisgg
A B
[
-BH* || B
H
+ @)
OH, \O\C/
) + H,O l /
Zn * — - Zn2+
Hng4/ \ His;;9 - HCO3 Hng4/ \\O
Hi896 HngG HISllg
D C

Sekil 7. Karbonik anhidrazin katalizledigi CO,- hidrataz reaksiyonu mekanizmasinin

gosterilisi.

Katalizdek hiz1 sinirlayan basamak ikinci reaksiyondur. CA II, CA IV, CA V, CA VII
ve CA IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif olan izoenzimlerde, bu islem aktif bolgede yerlesmis
histidin (His-64) rezidiisii yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer islemi gerceklestirilir [58].

1.9.4. Karbonik Anhidraz Aktivitesi

Enzimin CO,’i hidratasyonu bikarbonatin dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi gibi

Ozelliklerinden yararlanilarak belirlenir.
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H,0 + CO, H,CO; HCO; +H*

Yukaridaki reaksiyonda gorildiigii gibi, ortama goére CO, gazi c¢ikmakta veya
harcanmaktadir. Ayni zamanda H' konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Agiga ¢ikan
veya azalan CO, gazi, kantitatif olarak manometrik metodun reaksiyon pH’smin degisken

olmasi, CO;’in suda sinirli ¢6zlinmesi ve uzun zaman almasi gibi dezavantajlari vardir [59].

Ikinci olarak, ortamdaki H™ konsantrasyonu; pH’nin yiikselmesi veya diismesi igin
gecen siire potansiyometrik yolla inhibitorle belirlenebilir. Fakat bu metodun kisa zaman almast
gibi bir avantajinin yani sira, reaksiyon sirasinda pH’nin degisken olmasi CO,’in suda
¢ozlinmesi ve kullanilan indikatdriiniin inhibisyon etkisi gibi olumsuz sonuglar1 da vardir. Bu
dezavantajlar1 en az diizeye indirmek i¢in sabit pH’da titrasyon veya 0,02-0,05 birimlik pH
diististiniin indikatorlii ortamda, spektrofotometre ile dl¢iim yapildigi hizl akis reaksiyonu gibi

metotlar aktivite tayininde kullanilmaktadir [58,60].

Enzimin saflagtirma basamaginda aktivite Ol¢limleri, genellikle biitiin arastirmacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde; CO, hidratasyonunda
pH’nin 8,2’den 6,3’e diismesi icin gegen siire, pH-stat metodu kullanilarak bulunmaktadir.
Enzim birimi ise, enzimsiz CO,-hidratasyon siire (t,) ile enzimli reaksiyon siiresi (t.) arasindaki
farkin, t’’ye boliinmesi ile belirlenmektedir. Buna gore enzim {initesi, enzimsiz reaksiyon

stiresini yariya diisiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir [59].

Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetatin hidrolizi ile agiga ¢ikan p-nitro fenol

miktarimin 348 nm’de spektrofotometrik dlglimii ile tayin edilmektedir [59,61].
1.9.5. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Yapilan ¢aligmalarda karbonik anhidraz enziminin en giiglii organik inhibitdriiniin
aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla
iyonik yap1 kazanmalari en ¢arpici 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap1 asagidaki reaksiyonda

goriilmektedir.

R_SOZNHZ R_S()2NH_ + H+

Siilffonamidin bu 6zelligi karbonik anhidraz enzimi {izerindeki inhibisyon i¢in son

derece onemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarak kullanilmaktadir [62,63].

Silfonamidler, siibstitiie olmamis bir —SO,NH, grubu veya bir —SO,NH(OH)

grubu iceren etkin inhibitorlerdir. Siilfonamid grubunun azot atomu araciligiyla ilk olarak;
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enzimin aktif bolgesindeki metal iyonuna anyonlar seklinde (R -SO,NH~ veya

R-SO,N—-OH") iyonik olarak baglamrlar. Ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle

inhibitoriin enzime baglanmasi tamamlanmis olur.  Siilfonamidlerin, karbonik anhidraz

enzimine giiclil bir sekilde baglanmasi; bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur [64,65].

Karbonik anhidraz inhibitdrlerini yapilarmma ve etki mekanizmalarina gore ayirmak
miimkiindiir. Stilfonamitlerden elde edilen bu ilaglar sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri ve

topikal karbonik anhidraz inhibitorleri olarak iki sinifta incelenir.
1.9.6. Goz bozukluklari i¢in ilaglar olarak karbonik anhidraz inhibitorleri

2002 yilina kadar diinyada glokom hastasi sayisi yetmis milyona ulasmistir. Glokom,
¢ok sayida hastalig1 igine alan bir terimdir. Bununla birlikte agik halka glokom hastaligi,
simdiye kadar en yaygin hastalik tiirii olarak bilinmektedir. Gd&z hastaliklari iginde korliige en
fazla glokom neden olur (% 15-20). ABD’de korlerin % 10—11 bu hastaliktan dolay1 gdzlerini
kaybetmiglerdir. Yine ayni iilkede beyazlarda en fazla korliik nedeni olan iic¢lincii hastalik

olarak belirtilmisitr [66,67].

Glokom hastalig1, yiiksek goz i¢i basinciyla (intro ocular pressura, IOP) ortaya g¢ikarak,
donisiimsiiz korliige sebep olmaktadir. Hastaligin en belirgin risk faktorii goz i¢i basincinin
yiikselmesidir. Diger risk faktorleri miyopi, diabet, yetersiz kan dolasimi, yas, yiiksek goz
tansiyonu, sistemik hipertansiyon ve kalitim yolu ile aktarilmasi siralanabilir. Fakat goz igi
basinct 22 mm Hg’dan daha diisiik (yani normal) hastalarin % 20’sinde de glokom hastaliga
rastlanmaktadir. Glokom’u en iyi tanimlayanlar, géorme belgesi ile ilgili bastaki sinirleri

karakterize eden optik ndropati uzmanlaridir.

GOz i¢i basincinin kontroliinde ¢ok dnemli rolii olan karbonik anhidrazin inhibisyon
yolu ile glokomlu hastalarin géz i¢i basinci disiiriilmektedir. Karbonik anhidrazin gii¢li

inhibitorleri olan siilfonamidleri 1940 yilinda Mann ve Keilin sentezlemistir.

Glokom tedavisinde uzun zamandan beri 4 ¢esit sistemik bilesikler kullanilmaktadir.

Bu bilesikler asetozolamid, metazolamid, etokzolamid ve diklorfenamid bilesiklerdir [68,69].

GOz damlasi olarak kullanilan suda ¢oziilen sulfonami CA’larin gelistirilmesi 1990’li
yillarda basladi ve 1995 yilinda bu tiir ilk farmakolojik etmen olan dorzolamid Trusopt
markasiyla piyasaya cikti. Yapisal olarak benzer baska bir bilesen olan brinzolamid glokomanin

topikal tedavisi i¢in (Alcon tarafindan Azopt markasiyla) onaylanmustir.
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Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri

(e}
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Asetazolamid Metazolamid
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Topikal karbonik anhidraz inhibitérleri
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Dorzolamid Brinzolamid

Dorzolamid ve brinzolamide suda ¢oziilen giiclii CA inhibitorleridir ve korneaya niifuz

etmek i¢in yagda yeterince ¢oziilebilirler ve sirasiyla hidroklorik asit tuzu (5.5 pH degerinde)

yada serbest baz (free base) topikal olarak uygulanabilirler. Bu iki ilag IOP’nin azaltilmasinda

etkilidir ve sistematik olarak kullanilan ilaglarla karsilastirildiginda daha az yan etki gosterirler.

Dorzolamid g6z damlasi solusyonlarinin asidik pH diizeyinden kaynaklanan géziin batmasi,

yanmast ve kizarmasi, bulanik gérmek ve prurit (kasint1) gibi gozlemlenmis yan etkilere

sahiptirler. Dolayisiyla dogal antiglokom ilaglarin bulunmasi biiyiik 6nem kazanmistir. Bu

yiizden bu ¢aligmada mantar etken maddelerinin antiglokom etkisi incelenmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caligmalarimizda kullanilan  Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat, N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), L-tirozin, trihidroksi metil aminometan (Tris), siyanojen bromiir, sodyum
sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyum kloriir, sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, sodyum
fosfat, hidroklorik asit, fosforik asit, aseton, etanol, siilfiirik asit, akrilamid, tiyonil kloriir, piridin,
N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250 ve R-250 E., sodyum hidroksit ve

karbondioksit gazi piyasadan saglanmustir.

2.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Caligmalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir. Kullanilan aletler ve

cihazlar DPU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimiinde bulunmaktadir.
Santrifiij: Niive NF800
Sogutmali santrifiij: Sigma K30
Spektrofotometre: UV-1700 Mod. Shimatzu Mar. + AKS
pH metre: Schott Instruments / Lab850
Peristaltik pompa: Ismater MS-4/8 Reglo digital 4 kanalli 8 tekerli
Karstirict: Vortex-Genie, Heidolp
Hassas terazi: Ohaus — Adventurer
Kronometre: Hanhard, Electronische Digital-Stoppuhr Germany
Otomatik Pipetler: Biohit Proline
Magnetik kanstirict: Heidolp MR 3001
Calkalayici: GFL
2.3. Biyokimyasal Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal c¢aligmalarda kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

8)

9)

23

0,05 M Tris-S04, pH=7,4 (Esteraz aktivitesi dl¢limil ve diyalizde kullanilan tampon): 6,055 g
(0,05 mol) Tris, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N H,S0,4 ile pH=7,4'e kadar titre edildi.

Daha sonra toplam hacim 1 litreye destile su ile tamamlanda.

0,2 M NaHCO;, pH=8,8 (Sepharose - 4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon): 16,8 g (0,02 mol) NaHCOs;, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1 N
NaOH ile pH=8,8'e titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

0,0025 M Veronal tamponu; 5,15 g sodyum barbitalin 900 mL suda ¢66ziiliip, pH=8,2'ye

kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlandh.

25 mM Tris-HCI / 0,1 M Na,SO,4, pH=8,7 (afinite jelinin dengelenmesi i¢in kullanilan
tampon): 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 14,2 g (0,1 mol) Na,SO,, 950 mL destile suda
¢0ziildi. 1 N HCl ile pH=8,7'ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

25 mM Tris — HC1 / 22 mM Na,SO,, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasinda kullanilan tampon): 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 3,124 g ( 22
mmol) Na,SO4, 950 mL destile suda ¢oziiliip, | N HCl ile pH= 8,7'ye getirildikten sonra

hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.

0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClO,4, pH=5,6 (kolona tutunmus HCA-II izoenzimi ve CA
enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 9,187 g (0,075 mol) NaClO, ve 2,09 g
(0,15 mol) NaCH;COO.H,0O, 120 mL destile su ile ¢oziildii. 1 N HCI ile pH's1 5,6'va

getirildikten sonra, hacim destile su ile 150 mL'ye tamamlandi.

CO, gozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0 °C'de yarim saat siireyle saf

suyun igerisinden CO, gazi1 gegirilerek hazirlandi.

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti):
100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95'lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye

9%095'lik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Czeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.

Boyama ¢ozeltisi (jelin boyanmasi igin kullanilan ¢ozelti): 0,1 g Coomassie Brillant Blue R-

250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

10) Yikama ¢ozeltisi (jelin yikanmasi icin kullanilan ¢ozelti): %10 asetik asit olacak sekilde

metanol ve su karistirilarak yeterli miktarda hazirlandi.

11) Sabitlestirme ¢ozeltisi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi igin kullanilan ¢ozelti): %50

izoproponal, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.
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12) Inhibitér stok ¢ozeltileri: CA inhibitdrii olarak temin edilen bilesiklerin % 1'lik ¢ozeltilerini
hazirlamak i¢in; her bir bilesikten S'er mg alinip 1 mL etil alkolde ¢oziildiikten sonra,

hacimleri 5'er mL'ye tamamlandi.
2.5 Yontemler

2.5.1 Protein tayini

2.5.2. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein
tayini yapildi. Bu metodun esast; 280 mm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gostermesine dayanmaktadir.  Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak,

absorbanslar1 spektrofotometrede kore (ilgili tampon ¢ozeltiye) kars1 okundu.

2.5.3. Bradford (coomassie blue) yontemi ile protein tayini

Bu yontemle, afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢dzeltisinde ve hemolizatta protein
tayini yapildi. Bu yontem, coomassie brillant blue G-250'nin fosforik asitli ortamda proteinlere
baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks, 595 nm’de maksimum absorbans gosterir.
Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg
arasindadir. [70]

Tayin iglemlerinde; 1 mL'sinde 1 mg protein ihtiva eden standart hemolizattan tiiplere 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL alind1 ve saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mL'ye tamamlandi.
5 mL coomassie reaktifi tiiplere ilave edildi ve vorteks ile karigtirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de
3 mL'lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL ayni1 tampon ve 5
mL Coomassie reaktifinden olusan karigim kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram

protein degerleri standart grafik halinde verildi.

2.5.4. Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

2.5.4.1. CO,-Hidrataz aktivitesi tayini

Aktivite tayini Wilbur Anderson metodu ile yapildi. Bu yontemde; CO,'in hidratasyonu
sonucu agia ¢ikan H' sebebiyle pH'min 8,2'den 6,3'e diismesi icin gecen siire, pH-stat metodu
kullanilarak bulundu. Tampon olarak da, pH's1 10 olan karbonat tamponundan (0,15 M Na,CO;+ 0,1
M NaHCQ3) yararlanildi. Enzim birimi ise; enzimsiz CO, hidratasyon siiresi (¢)) ile enzimli reaksiyon

stiresi (7.) arasindaki farkin, ¢, 'ye boliinmesi ile belirlendi.
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Deneyde reaksiyon tiipline 6nce 1 mL veronal tamponu, 0,6 mL su, 0,1 mL enzim ve 2,5
mL doygun CO, ¢ozeltileri konuldu. pH’ metreden pH’mn 6,3 civarina diismesi i¢in gegen siire
kronometre ile belirlendi (). Ayni islemler her numunenin galisilmasindan 6nce, enzim ¢ozeltisi
yerine saf su konularak yapild1 (z,). Inhibitorlii calismalarda ise; suyun hacmi, kullanilan inhibitdr
hacmi, kadar azaltilarak yerine inhibitor eklendi. Bdylece aktivite 6lgiim ortaminin hacmi sabit
tutulmus oldu (4,2 mL). Bu yonteme gore CA aktivitesi igin bir enzim tinitesi (EU), enzimsiz
olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini, yariya indiren enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.
Yani; EU = (ty-t /1,
formiiliine gére kullanmilan enzim ¢dzeltisi hacmi igin, enzim {initesi hesaplanmustir.

2.5.4.2. Esteraz aktivitesi tayini

Inhibitdrlerin CA enzimi {izerindeki etkisini arastirmak icin bu yontem kullamildi. Bu yontem,
karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Prensip olarak karbonik
anhidraz, substrat olarak kullamlan p-nitro fenil asetati, 348 nm’de absorbans veren p-nitro fenol veya

p-nitro fenolat'a hidroliz etmektedir.

o CA
O,N O-C—-CH; + H,0 O,N OH + CH3COOH

348 nm'de p-nitro fenol ve p-nitro fenolatin her ikisi de aym absorbansi

gostermektedir.  Bu yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayrisip ayrismamasi dlgiimii
etkilememektedir [50, 71]. Bu dalga bovundaki p-nitro fenil asetatin da g¢ok az absorbsiyonu
oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir. Tayin islemlerinde kuvartz kiivetlere 1 mL substrat, 1,3 mL
tampon, 0,6 mL su ve 0,1 mL enzim konulmasindan 3 dakika sonra 25°C’de 348 nm'de absorbansi
okundu. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine 0,1 mL tampon konularak, karigimin 3 dakika
sonraki absorbansi ile sifira ayarlandi. Bu suretle; 3 dakika iginde esterin kendi kendine hidrolizlenen
kismu ve p-nitro fenil asetatin absorbsiyonu icin diizeltme yapildi. Inhibitorlii ¢alismalarda ise suyun

hacmi azaltilarak, yerine o miktarda inhibitor eklenerek aktivite tayinleri yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitro fenil asetat substrat ¢ozeltisi, taze olarak hazirlandi. Bunun
icin 27,2 mg ester, 1 mL aseton iginde ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 mL destile suya yavas yavas
eklendi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak esterin sinirh ¢oziiniirliigii sebebiyle

miimkiin degildir. Aseton ise diger organik ¢oziiciilere oranla hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden
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¢oziicii oldugu i¢in segildi [72]. Enzim ¢ozeltisinin tamponlanmast 0,05 M Tris-S0, (pH=7,4) ¢dzeltisiyle
yapildi [73].

2.5.5. insan eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirilmasi

2.5.5.1. Sepharose - 4B matriksi iizerinde afinite jelinin hazirlanisi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi lizerinde hazirlandi. Sepharose-4B'nin CNBr ile
aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid diazolanarak,
tirozine kenetlendi. Burada tirozin; afinite jelinin uzant1 kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik
baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamid karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup,
afinite jelinin yapisina girerek soz konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasinda basarryla

kullanilmaktadir [73].

2. 6. Sentezlenen Bilesiklerin Insan Eritrosit CA I Ve CA II Enzimleri Uzerindeki
Inhibisyon Etkilerinin incelenmesi

2.6. 1. Sentezlenen bilesiklerin insan Eritrosit CA I Ve CA II enzimlerinin hidrataz
aktiviteleri iizerinde inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrositlerinde elde edilen CA I ve CA II enzimlerinin hidrataz aktiviteleri {izerinde
bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastalif1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan
miktar olan % 1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi.
Bunun i¢in insan kanindan elde edilen CA 1 ve CA II enzimleri igin bes farkli uygun inhibitor
konsantrasyonunda hidrataz aktivite l¢iimii yapildi. inhibisyon etkisi olan bilesiklerin % aktivite-[I]
grafikleri gizilerek, /5, degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite dl¢iim
ortami i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 4,2 mL).

2. 6. 2. Sentezlenen bilesiklerin CA I Ve CA II enzimlerinin esteraz aktivitesi
iizerinde inhibisyon etkisinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrositlerinde saflastirilan CA 1 ve CA Il enzimlerinin esteraz aktiviteleri {izerinde
bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan miktar
olan % 1'lik-¢ozeltileri hazirlanarak, enzim fizerine tatbik edildigi deneylerde bes farkli inhibitor
konsantrasyonu i¢in esteraz aktivite dlglimii yapildi. Her bir bilesik igin % Aktivite-[I] grafikleri
cizilerek. Isy degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite 6lglim ortami i¢in
hesaplanan degerlerdir (toplam hacim 3 mL).

Biitiin esteraz aktivitesi deneylerinde kullanilan ana substrat ¢ozeltisi 3 mM, aktivite 6l¢iim

ortaminin toplam hacmi 3 mL oldugundan ve 1 mL substrat ¢ozeltisi kullanildigindan; ortamdaki
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substrat konsantrasyonu 1 mM'dir. Aktivite birimi $dyle hesaplandi: 348 nm'de p-nitrofenol ve p-
nitrofenolat iyonunun molar absorbsiyon sabiti (g) 5.4x10° M cmdir. p-Nitrofenil asetatin ise
0,4x10° M cm™ oldugundan; 348 nm'de Slgiilen absorbans degerinin 5'e béliimil ile ortamdaki p-

nitrofenol (p-nitrofenolat) iyon konsantrasyonunu mM cinsinden verir [74].
p-Nitrofenol konsantrasyonu= A (0. D)/5 x 10° M
p-Nitrofenol konsantrasyonu = A (O. D)/5 mM

Bulunan bu deger 3 dakika i¢in olduguna gore; 1 dakikada olusan p-nitrofenol miktarini
bulmak icin 3'e boliiniir. Toplam hacim 3 mL oldugundan
A(OD)/5

p-Nitrofenol miktar = ———— x 3 = A(OD)/5 (umol/dakika)
3 bulunur.

2. 6. 3. Sentezlenen bilesiklerin CA I ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri
iizerinde inhibisyon etkilerinin K; sabitleriyle bulunmasi

K degerlerini bulmak igin; insan eritrositlerinden afinite kromotografisi yontemi kullailarak
saflagtirilan CA 1 ve CA II enzimlerinin esteraz aktiviteleri iizerinde bilesiklerin inhibisyon etkileri;
enzim tizerine tatbik edildigi deneylerde, inhibitorlii ve inhibitdrsiiz olarak bes farkli substrat
konsantrasyonu igin esteraz aktivite 6lgtimleri yapildi. Esteraz aktivitesi i¢in yukarda belirtildigi gibi;

A(OD)/5
p-Nitrofenol miktar = T x 3 = A(OD)/5 (umol/dakika)
degeri, V (hiz) degeri olarak alindi. Lineweaver Burk grafiklerini ¢izmek icin bu degerler 1/V
degerlerine gevrildi. Aym zamanda bes farkli substrat-konsantrasyonlar /S/, grafikte kullanmak i¢in
1/[S] degerlerine doniistiiriildii. Bu-degerlerden faydalanilarak her bir inhibitériin CA 1 ve CA 11
enzimleri i¢in ayrn ayri Lineweaver Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden elde edilen
denklemlerden, Ky ve Vi degerleri bulundu. Bu degerler yarismasiz inhibitorler i¢in kullanilan

esitlikte yerine konularak K; degerleri hesaplandi.

Vmax

max

1+[1]/K;
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3. 1. CA Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi Sonuclari

Jelin kolona yerlestirilmesi, tamponla dengelenmesi sonra insan kanindan elde edilen
hemolizat kat1 trisle pH’s1 8,7’ye getirildi. Hemolizat kolona direk olarak tatbik edildi. Tatbik etme
islemi bittikten sonra kolon yikama tamponundan gegirildi. Yikama iglemi kanin rengi gidinceye ve
kore (yikama tamponuna) karst 280 nm’de 0,08 A veya 0,05 A degerine kadar devam etti. Bu degere
ulasildiginda CA I i¢in hazirlanan tampon (pH=6,3) ile eliie edildi. Eliiatlar 5 mL'lik fraksiyonlar
halinde toplanarak, her tiipteki numune i¢in 280 nm’de kalitatif protein tayini yapildi. Elisyon
degerlerinin absorbansi belli bir ylikselme ve diisme gergeklestikten sonra kesildi. Absorbans gdsteren

tiiplerde CO,-hidrataz aktivitesine bakild1.

Insan eritrositlerinden saflastirilan CA I ve CA 11 enzimleri icin Bradford (coomassie blue)
yontemiyle protein tayini ve hidrataz aktivitesi tayini yapildi. Enzimlerin aktivite dl¢imii 1 mM
substrat konsantrasyonunda ve 100 pL enzim ¢o6zeltisi ile yapilmistir. Protein tayinleri ise, 100 pL
enzim ¢ozeltisi i¢in Ol¢iilmiistiir. Hemolizatlarda ise aktivite ve protein miktar1 dl¢iimiinde; her bir

hemolizattan 1 mL alinip, 10 mL'ye seyreltilmis ve bundan 100 pL alinarak 6l¢iimler yapilmustir.

Insan kanindan hazirlanan hemolizat igin protein miktart 95 mg/mL ve hidrataz aktivitesi

1437 EU/mL bulundu ve buradan spesifik aktivite,

(SA)=2200/135=16,29 olarak bulundu.

Saflagtirilan CA I ve CA 1I i¢in Comassie blue yontemi kullanilarak protein miktar1 ve

hidratz aktiviteleri hesaplandi..
HCA T i¢in protein miktar1 0,54 mg/ml ~ hidrataz aktivitesi 265 EU
HCA II i¢in protein miktar1 0,35 mg /ml  hidrataz aktivitesi 243 EU

Saf enzimlerin aktivite 6l¢iimiinde 100 kat seyreltme yapildigindan aktivitesi CA I i¢in 26500
EU/mL, CA Il i¢in 24300 EU/mL olarak bulundu.

Buna gore;
HCA T igin spesifik aktivite (SA) = 26500/0,54 = 49074

HCA 1I i¢in spesifik aktivite (SA) = 24300/0,35 = 69428
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Bu degerlere gore, hemolizatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucu;
CA 1 49074/16,29 = 3012,5 kat saflastirilmis oldu.

CA Il 69428/16,29 = 4262 kat saflastirilmis oldu.

Kantitatif protein tayini Bradford yontemi ile yapildi. Bu ydntem i¢in 6nceden ¢aligiimig
standart bir egriden yararlanildi. Hemolizatta ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki protein
miktarlar1 bu egriye gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen
absorbans degerlerinden faydalanarak, olgiilen absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein

miktarlar1 bulundu.

1,6

1,2 4

0,8 -

Absorbans (595 nm)

0,4

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Hg protein

Sekil 8.  Bradford yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan standart grafik.

3. 2. Sentezlenen Bilesiklerin insan Eritrosit CA Enzimleri Uzerinde inhibisyon
Etkilerinin in vitro Olarak incelenmesi

3. 2. 1 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA enziminin hidrataz aktiviteleri
iizerinde inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi.

Insan eritrosit CA 1 ve CA 1I enzimlerinin hidrataz aktiviteleri {izerinde bilesiklerin
inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan
%1°lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek suretiyle arastirildi. Bunun igin
insan kanindan elde edilen CA 1 ve CA II enzimleri i¢in bes farkli uygun inhibitor
konsantrasyonunda hidrataz aktivite ol¢iimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin %
Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek. Is, degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri,

aktivite 6l¢iim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir ( toplam hacim 4.2 mL ).
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Cizelge 1. HCA-I enziminin hidrataz aktivitesi lizerine Glukan, Lektin, Linoleik Asit, Beta
Karoten bilesiklerinin in vitro inhibisyon etkilerini incelemek iizere yapilan islemler ve elde

edilen sonuglar.

inhibiter Veronal | Brom | Enzim | Inhibitor | Destile | Doygun "
Tamponu | Timol su CO, %
Cozeltisi | Aktivite M
(mL) (uL) (uL) (uL) (uh (mL)
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 450 2,5
Glukan 1 100 100 > 400 2,5 T
100 ’ 81,25 | 0,506
1 100 100 150 450 2,5 100 0750
1 100 100 200 400 2,5 100 1012
1 100 100 250 350 2,5 8125 | 1265
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 - 480 2,5 4787 | 039
Lektin 1 100 100 S0 450 2,5 7567 | 0992
1 100 100 100 400 2,5 7567 | 1,984
1 100 100 200 300 2,5 5945 | 3.968
1 100 100 300 250 2,5 5945 | 5,952
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
o 1 100 100 0 480 2,5 53,06 0.16
Ilglslﬁ)lelk 1 100 100 50 450 2,5 4523 0.42
1 100 100 100 400 2,5 4523 0.84
1 100 100 150 350 2,5 30,15 127
1 100 100 300 200 2,5 416 2,54
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 100 100 0 480 2,5 7321 0,088
Eztri - 1 100 100 S0 450 2,5 100 0.22
1 100 100 100 400 2,5 100 0,44
1 100 100 150 350 2,5 100 0.6
1 100 100 200 300 2,5 100 0.88
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Sekil 9. insan Eritrosit CA I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine glukan bilesiginin
etkisi

80 -

60 -
y=1,6208% - 24,277x+ 99,164

R?=0,9963

% Aktivite

40 1

20 -

Sekil 10.  insan Eritrosit CA I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine lektin
bilesiginin etkisi
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Sekil 11. Insan Eritrosit CA I enziminin hidrataz aktivitesi iizerine linoleik asit

bilesiginin etkisi

y=-19,282x° + 17,744x + 98,958
N R R?=0,7392
100 ¢rerg—™ ¢ <
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80 |
p=
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=<
=
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40
20 |
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Sekil 12. insan Eritrosit CA I enziminin hidrataz aktivitesi {izerine beta karoten

bilesiginin etkisi.
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Cizelge 2.HCA-II enziminin hidrataz aktivitesi iizerine Glucan, Lektin, Linoleik Asit, Beta

Karoten bilesiklerinin in vitro inhibisyon etkilerini incelemek {izere yapilan islemler ve elde

edilen sonuglar

inhibifér Veronal | Brom | Enzim | Inhibitér | Destile | Doygun "
Tamponu | Timol su CO, %
Cozeltisi | Aktivite |
(mL) (L) | (uL) (ML) (uD) (mL)
1 100 - - 600 2,5 - -
1 100 100 - 500 2,5 100 0
1 1 1 4 2

Glukan 1 122 122 > 4(5)2 272 SO B
100 ’ 153,4 0,50
1 100 100 150 450 25 3136 0.75
1 100 100 200 400 25 153.4 Lol
1 100 100 550 350 2,5 153.4 126

1 100 - - 600 2,5 - -

1 100 100 - 500 25 100 0
1 100 100 20 480 25 615 0.39
Lektin 1 100 100 50 450 2,5 §7.5 0.99
1 100 100 100 400 2,5 100 1.98
1 100 100 200 300 25 87.5 3,96
1 100 100 250 250 25 87.5 496

1 100 - - 600 2,5 - -

1 100 100 - 500 2,5 100 0
o 1 100 100 <0 450 25 100 042
I/;lsfiﬁlelk 1 100 100 100 400 25 100 0.84
1 100 100 150 350 2,5 100 127
1 100 100 200 3000 2,5 153.4 169
1 100 100 250 250 2,5 153.4 212

1 100 - - 600 25 - -

1 100 100 - 500 25 100 0
1 100 100 20 480 2,5 731 0,088
ﬁztri o 1 100 100 50 450 2,5 100 0.2
1 100 100 100 400 25 100 0,44
1 100 100 150 350 25 100 0.6
1 100 100 200 300 2,5 100 0.88

33
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Sekil 13. Insan Eritrosit CA II enziminin hidrataz aktivitesi {izerine glukan bilesiginin
etkisi
100 4
80 |
2
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4
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Sekil 14.  insan Eritrosit CA II enziminin hidrataz aktivitesi {izerine lektin bilesiginin

etkisi
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Sekil 15. Insan Eritrosit CA II enziminin hidrataz aktivitesi iizerine linoleik asit
bilesiginin etkisi

Insan Eritrosit CA II enziminin hidrataz aktivitesi iizerine beta karoten bilesiginin etkisi
olmadig1 gozlendi.

4. 3. 2 Sentezlenen bilesiklerin insan eritrosit CA I ve CA II enzimlerinin esteraz

aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisinin in Vitro olarak incelenmesi

CA I ve CA II'nin esteraz aktivitesi iizerinde bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom
hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal olarak kullanilan miktar olan % I’lik ¢ozeltileri hazirlanarak,
enzim tlizerine tatbik edilmistir. Bu amagcla insan kanindan elde edilen CA 1 ve CA II enzimleri
icin bes farkli inhibitér konsantrasyonunda esteraz aktivite 6l¢iimii yapilmistir. Her bir bilesik
icin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek, sy degerleri hesaplanmigtir. Bu tablo ve grafiklerdeki [I]

degerleri, aktivite 6l¢lim ortami igin hesaplanan degerlerdir.



36

Cizelge 3. HCA-I enziminin esteraz aktivitesi {izerine Glucan, Lektin, Linoleik Asit, Beta

Karoten bilesiklerinin in vitro inhibisyon etkilerini incelemek {izere yapilan islemler ve elde

edilen sonuglar.

— Substrat | SO, | Enzim | Inhibitér Destile su % 1Y
Tris-
Tampon
(mL) | (mL) | (mL) | (uL) "] At | o
1 13 0.1 i 600 100 0
1 1,3 0,1 20 80| 15172 | 014
Glukan 1 13 0.1 50 330 | 21724 | 035
1 13 0,1 100 001 23103 | 070
1 13 0.1 150 40| 18620 | 1,06
1 1,3 0,1 200 4001 93103 | 141
1 13 0.1 i 600 100 0
1 1,3 0,1 50 330 89,71 | 138
R T B o
) > 200 57,71 15,55
1 13 0,1 300 300 53,14 | 833
1 L3 ] ol 400 2000 | 2742 |11n
1 13 0.1 i 600 100 0
1 1.3 0.1 5 395 86,56 | 0,059
Linoleik ! - ! 10 >0 73,15 | 0118
Asit 1 1,3 0,1 15 585 53,73 0,178
1 1.3 0,1 20 >80 37,31 | 0232
1 13 0,1 25 475 29.85 | 0,297
i 13 0.1 i 600 100 0
1 1,3 0,1 50 530 86,48 | 0310
Beta ! 1.3 0.1 100 305 68,91 | 0,620
Karoten ! 1.3 0,1 150 450 64,86 | 0,931
1 1.3 0.1 200 400 51,35 | 1241
1 13| 0l 300 300 | 4720 | 1862
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Sekil 16. Insan Eritrosit CA I enziminin esteraz aktivitesi iizerine glukan bilesiginin

etkisi

y =0,5102x2 - 12,653x + 100,2

R? = 0,9896
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
1] pM
Sekil 17. Insan Eritrosit CA I enziminin esteraz aktivitesi {izerine lektin bilesiginin

etkisi
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Sekil 18. Insan Eritrosit CA I enziminin esteraz aktivitesi iizerine linoleik asit

bilesiginin etkisi

80 -

60 -
23
=
2
:‘2 L4
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Sekil 19. insan Eritrosit CA I enziminin esteraz aktivitesi iizerine beta karoten

bilesiginin etkisi
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Cizelge 4. HCA-II enziminin esteraz aktivitesi iizerine Glucan, Lektin, Linoleik Asit, Beta

Karoten bilesiklerinin in vitro inhibisyon etkilerini incelemek tlizere yapilan islemler ve elde

edilen sonuglar

Inhibitor Substrat 50 Enzim | Inhibitor Destile su " t
Tris-
Tampon
(mL) (mL) (mL) (uL) (L) Aktivite | (uM)
1 13 0.1 i 600 100 0
! 1.3 0.1 20 B0 1 11400 | 0,141
Glukan ! 1.3 0.1 50 30| 111,05 | 0354
! L3 0,1 100 00| 14530 | 0,708
! L3 0,1 150 450 1442 | 1,062
! 1.3 0.1 200 4001 3365 | 1417
1 13 0.1 § 600 100 0
! 1.3 0.1 20 >80 8333 | 055
- e
’ ’ 100 5370 | 277
! L3 0,1 120 480 4629 | 333
! L3 0,1 150 450 2962 | 4,166
1 13 0.1 i 600 100 0
! 1.3 0.1 20 >80 7432 | 0237
Linoleik ! 1.3 0.1 50 330 69.81 | 0,594
Asit i 13 0.1 100 500 5855 | Liss
! 1.3 0.1 150 450 5135 | 1,782
! L3 0,1 200 400 3648 | 2377
1 13 0.1 § 600 100 0
! 1.3 0.1 50 330 8024 | 0310
Beta ! 1,3 0.1 80 520 66,04 | 0496
Karoten 1 1,3 0,1 120 480 61,72 0,74
! 1.3 0.1 150 450 5432 | 093
! 1.3 0.1 200 400 459 | 1241
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Sekil 20. Insan Eritrosit CA II enziminin esteraz aktivitesi {izerine glukan
bilesiginin etkisi
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Sekil 21.insan Eritrosit CA 11 enziminin esteraz aktivitesi iizerine lektin bilesiginin etkisi



41

100 4
80 |
60 |
D
=
2
5
-
464
R

20 1 y =8,7487x2 - BT ,
R? = 0,9899
0 : : : : : : : ‘
0 05 1 15 2 2,5 3 35 4
(1] pM

Sekil 22. insan Eritrosit CA II enziminin esteraz aktivitesi iizerine linoleik asit
bilesiginin etkisi

100 ¢
80 -
*
60 -
D
= 03
=
=
-
464
X
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Sekil 23. insan Eritrosit CA II enziminin esteraz aktivitesi iizerine beta karoten
bilesiginin etkisi
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Bilesiklerin eritrosit CA I ve CA Il enzimlerinin CO, hidrataz aktiviteleri tizerinde
inhibisyon etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglardan Sekil
5.4,5.5,5.6,57,5.8,5.9,5.10, 5.11°deki grafiklerden hesaplanan Iso degerleri toplu olarak
cizelge 17°de verilmistir.

Cizelge 5. Bilesiklerin CA I ve CA II enzimlerinin in vitro CO,-hidrataz aktivitesi lizerinde
inhibisyon etkisi sonuglari

Iso (M)

Inhibitor CAl CAll
Beta D- Glukan Aktive ediyor Aktive Ediyor
Lektin 241 2,52
Linoleik Asit 23 1.48

Beta Karoten ) )

Bilesiklerin eritrosit CA I ve CA 1l enzimlerinin esteraz aktiviteleri iizerinde inhibisyon
etkisinin aragtirtlmasina yonelik yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglardan Sekil 5. 12, 5. 13,
5.14,5.15,5.16,5.17, 5.18, 5.19’daki grafiklerden hesaplanan Is, degerleri toplu olarak cizelge

18’de verilmistir.

Cizelge 6. Bilesiklerin CA I ve CA II enzimlerinin in vitro esteraz aktivitesi lizerinde inhibisyon

etkisi sonuglari

Iso (uM)

Inhibitor CAl CAll
Beta D- Glukan Aktive ediyor Aktive Ediyor
Lektin 4,9 2,7
Linoleik Asit 0,17 1,2
Beta Karoten 1,45 0,92
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5. 4 Bilesiklerin Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimlerinin Esteraz

Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkisi Calismalarindan K; Sabitlerinin Bulunmasi

Inhibitér calismalar i¢in Beta D- glukan, lektin, linoleik asit, beta karoten bilesikleri
kullanildi. Bunun igin inhibitorsiiz ve inhibitorlii ortamda bes farkli substrat konsantrasyonunda
aktiviteler belirlendi. Bu amagla 4. 5. 2 ve 4. 5. 3 boliimlerinde anlatildig1 sekilde hazirlanan 3
mM’lik p-nitrofenilasetat ¢ozeltisinden istenilen konsantrasyonu saglayacak sekilde tiiplere 5
farkli miktarda ilave edildi. Biitiin tiiplerin toplam hacmi 1,9 mL olacak sekilde saf su veya
inhibitor ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra her tiipe 1 mL 0,05 M Tris-SO,4 (pH=7,4) ve 0.1 mL
enzim ilave edilip, 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 348 nm’de kore karsi
absorbans degeri Olgiildii. Kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat ve
inhibitér konsantrasyonlar: gizelgede verilmektedir. Inhibitdrlii ve inhibitorsiiz ortamlarda
degisik subsrat konsantrasyonlarinda 348 nm’de Ol¢iilen absorbans degerleri, kullanilan aktivite
birimi (reaksiyon hizi) pmol/dakika cinsinden bolim 4. 5. 2°de belirtildigi sekilde bulundu.
Biitiin inhibitorler igin ii¢ farkli sabit inhibitor konsantrasyonu ve 5 farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullamilarak; 1/V-1/S degerleri hesaplandi.

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K; degerleri hesaplandi.



Ki CA-I

0,12 -

/v

-0,5 0 0,5 1 15 2
1/[S]x10°M™

Sekil 24.  Insan Eritrosit CA I enzimi iizerinde Lektin bilesiginin Lineweaver-Burk
grafigi

Ki CA-II

v

kontrol

-0,3 0,2 0,7 1,2 1,7 2,2

1/[S]x10°M™

Sekil 25.  insan Eritrosit CA II enzimi iizerinde Lektin bilesiginin Lineweaver-Burk
grafigi
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Ki CA-I

02 -
(]
[l2]
(1]

kontrol

| VAY

-0,3 0,2 0,7 1,2 1,7 2,2

1/[S]x10°M"

Sekil 26. Insan Eritrosit CA I enzimi iizerinde Linoleik Asit bilesiginin Lineweaver-Burk
grafigi

Ki CA-II

0,2 -

0,15 -
[13]

(1]
[11]

kontrol

v

-0,2 0,3 0,8 1,3 18

1/[S]x10° M

Sekil 27. insan Eritrosit CA II enzimi iizerinde Linoleik Asit bilesiginin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 28. Insan Eritrosit CA I enzimi iizerinde Beta Karoten bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Ki CA-II

0,2

0,15 -

[1s]
[I2]
1]

kontrol

v

-0,5 0 0,5 1 1,5 2
1/[S]x10° M

Sekil 29. insan Eritrosit CA II enzimi {izerinde Beta Karoten bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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Cizelge 7. Bilesiklerin eritrosit CA I enziminin esteraz aktivitesi iizerinde yapilan  in
vitro inhibisyon g¢aligmalari toplu sonuglari

Eo Ortalama Inhibisyon
Inhibitor 1] (nM) K; (unM) L
K;(uM) Tiirii
3.10° 6,18.10°
Lektin 9.10° 9,8410° 8,25.10° | Yarismasiz
12.10°° 8,7510°
128107 | 264,107
Linoleik Asit 1,92.10 7 2,11.107 2,20.10 7 Yarigmasiz
2.56.10 7 1,87. 10 -7
026.10° | (55 10
Beta Karoten | 1.00. 10 1.10.10°¢ | 1,039.10° | Yarismasiz
2.01.10° 1,47. 10 ¢

Cizelge 8. Sentezlenen bilesiklerin eritrosit CA Il enziminin esteraz aktivitesi

tizerinde yapilan in vitro inhibisyon ¢aligsmalari toplu sonuglari

inhibitir (1] (M) K, (uM) Ortalama Inhl]iTle’OH
Ki(uM) Tiiri

1,38.10 ° 2,76.10°

Lektin 2.77.10 2,41.10° 2,49.10° Yarigmasiz
416,10 2,31.10°
0.59. 10 1,18.10°

Linoleik Asit 1,78.10 1,55.10° 1,57.10° Yarismasiz
3,56.10 3,56.10°
0,49.10° 0,98.10°

Beta Karoten | 0,931.10° 0,80.10° | 0,94.10° | Yarismasiz
1,86.10 1,03.10°
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz E. C. 4. 2. 1. 1) eritrositleri de i¢ine alan
pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilen Zn™ iyonlu bir
metaloenzimdir [44]. Ilk defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz
(CA); canlilarda CO;'in hidratasyon ve HCO;’in dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir
olarak katalizleyen bir enzimdir.Karbonik anhidrazin en gii¢lii organik inhibitorleri ise,

aromatik ve heteroaromatik stilfonamidlerdir.

Bu c¢alismada bazi hastaliklarin ve g6z hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
mantarlarin en bilinenlerinden; Ganoderma lucidum(Reishi), Lentinula edodes (shiitake),
Maitake (Grifola frondosa) mantarlarinin etken maddesi olan beta D-glucan, lektin, linoleik
asit, beta karotenin glokom tedavisinde kullanilmaya aday olarak karbonik anhidraz
inhibitdrlerinin insan karbonik anhidraz enzimi (CA I ve CA II) iizerinde inhibisyon

etkileri incelenmistir.

Calismalarda kullanilan karbonik anhidraz enzimi, afinite jeli hazirlanarak,
eritrositlerden saflastirilmistir. Afinite kromatografisi ile karbonik anhidraz enzimlerinin
saflastirilmas1 sirasinda eluatlarin protein muhtevalart 280 nm de absorbanslari
Olciilerek belirlendi. Bu sekilde yapilan kalitatif tayin, proteinin yapisinda bulunan
tirozin ve tiriptofan amino asitlerinin s6z konusu dalga boyunda maksimum absorbans
vermesi esasina dayanir. Kantitatif protein tayinleri Coomassie-blue yontemi ile belirlendi.
Bu yontemin diger protein tayinlerinden {istiin tarafi, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu
faktorlerin pek olmamasi, protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir.
Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Enzim aktivitesi tayini i¢in hidrataz ve

esteraz aktiviteleri 6lctildi.

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini belirlemede I5o degerleri kullanilmaktadir. CA 1
ve CA II enzimlerinin hidrataz aktiviteleri lizerinde beta D- glucan, lektin, linoleik asit ve
beta karoten bilesiklerinin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte lokal
olarak kullanilan miktar olan % 1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak, enzim iizerine tatbik edilmek
suretiyle arastirildi. Bunun i¢in insan kanindan elde edilen CA I ve CA II enzimleri i¢in bes
farkli uygun inhibitdr konsantrasyonunda hidrataz aktivite 6l¢iimii yapildi. Inhibisyon etkisi

olan bilesiklerin %Aktivite-[I] grafikleri cizilerek, Iso degerleri hesaplandi.

Beta D- glukan, lektin, linoleik asit ve beta karoten bilesiklerinin CA 1 ve CA 1I

enzimleri lizerindeki inhibisyon etkisi hidrataz aktivite Ol¢iimleri yapilarak belirlendi. Bu
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caligmalar sonucunda ¢izilen % Aktivite-[I] M grafiklerinden bulunan I5, degerleri (¢gizelge 9)

gosterilmistir.

Cizelge 9. CA 1 ve CA II enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi hidrataz aktivite

Olctimleri sonucu % Aktivite-[I] M grafiklerinden bulunan Is, degerleri

Iso (M)

Inhibitor CAl CA Il
Beta D- Glucan Aktive ediyor Aktive Ediyor
Lektin 2,41 2,52

Linoleik Asit 2.3 1,48

Beta Karoten

CA 1 ve CA II enzimlerinin esteraz aktivitesi lizerinde Beta D- glucan, lektin, linoleik

asit ve beta karoten bilesiklerinin inhibisyon etkileri; glokom hastalig1 tedavisi i¢in klinikte

lokal olarak kullanilan miktar olan %1'lik ¢dzeltileri hazirlanarak, enzim lizerine tatbik edildi.

Daha sonra inhibisyon gosteren bilesikler i¢in; insan kanindan saflastirilan eritrosit CA I ve

CA 1I enzimleri i¢in, beg farkli inhibitér konsantrasyonunda esteraz aktivite dl¢iimii yapildu.

Her bir bilesik igin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek, Is, degerleri hesaplandi.

Bilesiklerin CA I ve CA II izoenzimleri tizerindeki inhibisyon etkisi in vitro esteraz

aktivite Ol¢limleri sonucu cizilen %Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen Is, degerleri

(cizelge 10) 6zetlenmistir.

Cizelge 10. CA I ve CA II enzimleri {izerindeki inhibisyon etkisi esteraz aktivite

Olciimleri sonucu % Aktivite-[I] M grafiklerinden bulunan Is, degerleri

Iso (uM)

Inhibitor CAl CAll
Beta D- Glucan Aktive ediyor Aktive Ediyor
Lektin 49 2,7
Linoleik Asit 0,17 1,2
Beta Karoten 1,45 0,92
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Bunun sonucunda lektin ve linoleik asit bilesiklerinin HCA I ve HCA II hidrataz
aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisini veren Isy degerleri (sirasiyla 2,41 ,2,30 ve 2,52,
1,480M) olarak bulunmustur. Insan CA-II enzimi iizerinde lektin ve linoleik asit
bilesiklerinin iyi inhibisyon etkilerinin bulunmas1 bu bilesiklerin glokom hastalig1 tedavisinde

kullanilabilecek aday inhibitdrler oldugunu teyid etmektedir.

Bunun sonucunda lektin, linoleik asit ve beta karoten bilesiklerinin HCA I ve HCA 11
esteraz aktivitesi ilizerindeki inhibisyon etkisini gosteren Iso degerleri (sirasiyla 4,9, 0,17, 1,45
ve 2,7, 1,2, 0,92 [IM) olarak bulunmustur. insan CA-II enzimi iizerinde lektin, linoleik asit ve
beta karoten bilesiklerinin iyi inhibisyon etkisi gdstermesi, bu bilesiklerin glokom hastaligi

tedavisinde kullanilabilecek aday inhibitorler oldugunu teyid etmektedir.

Beta D- glucan, lektin, linoleik asit ve beta karoten bilesiklerinin ¢izelge 13 ve 14’daki
sonuglara géore HCA 1 iizerindeki inhibisyon etkisi incelendiginde, lektin bilesigi i¢in, (K=
8,25.10 ), linoleik asit bilesigi i¢in, (Ki= 2,20. 10 ) ve beta karoten bilesigi igin,
(K=1,039.10 ° ) mM ve HCA II i¢in. Lektin bilesigi i¢in, (K= 2,49.10 ©.), Linoleik asit
bilesigi igin, (K;= 1,57.10 ° ) ve beta karoten bilesigi icin, (Ki=0,94. 10 ° ) mM Bu K
sabitlerine sahip olmalarindan dolay1 iyi inhibitor 6zelligi gosteren bilesiklerdir. Bu sonuglar Iso

degerleri sonuglariyla ortiismektedir.

Beta D- Glukan ise aktive etmektedir. CA aktivitasyonunun Alzhemeimer hastaliginin

tedavisinde ve antitimor olarak kullanilabilir.
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