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Ozet: B-D-glukan, lektin, linoleik asit ve B-karoten; hayvansal, bitkisel ve bakteriyel
kaynaklarda bulunan, biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Glokom, diinya genelinde
korliige neden olma bakimindan Kkatarakttan sonra ikinci sirada gelen bir
hastaliktir. Karbonik anhidraz (CA) inhibitérleri uzun yillardir glokom tedavisinde
kullanilmaktadir. Ancak, inhibitor ajanlarin yan etkileri azimsanmayacak derecede
coktur. Yeni CA inhibitorlerinin gelistirilmesi iizerine cesitli arastirma gruplari
calismalar yapmaktadirlar. Dogal kaynakli bilesiklerin CA inhibitérii olarak
kullaniminin arastirilmasi da son yillarda popiilerlik kazanmistir. Bu ¢alismada, 3-
D-glukan, lektin, linoleik asit ve [-karoten bilesiklerinin, insan eritrosit CA
izoenzimleri olan hCA I ve hCA II iizerine etkileri in vitro kosullarda arastirilmistir.
Bilesiklerin Ki degerleri hCA Ii¢in 0.45+0.09 uM - 37.02+£17.85 pM araliginda, hCA
Iligin 3.1241.38 pM - 61.23+25.46 uM araligindadir.

Investigation of the Effects of Compounds, 3-D-Glucan, Lectin, Linoleic Acid and f3-
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Abstract: (-D-glucan, lectin, linoleic acid and (-carotene are biologically active
compounds and they are found in animal, herbal and bacterial sources. Glaucoma
is the second most common cause of blindness worldwide after cataract. Carbonic
anhydrase (CA) inhibitors have been used in the treatment of glaucoma for years.
However, inhibitory agents have a lot of side effects. Research groups have been
working on the development of new CA inhibitors. Research into the use of
compounds of natural origin as CA inhibitors has also gained popularity in recent
years. In this study, the inhibitory effects of 3-D-glucan, lectin, linoleic acid and f-
carotene on human erythrocyte carbonic anhydrase isoenzymes, hCA I and hCA 1],
have been studied in vitro. The Kivalues of the compounds were in the range of
0.45+0.09 uM - 37.02+17.85 uM for hCA [, and 3.12+1.38 uM - 61.23+25.46 uM for
hCA L

1. Giris

molekiillere geri doniisimlii olarak baglanma
yetenekleri, lektinlerin baslica 6zelligidir. Bitki

B-D-glukan, lektin, linoleik asit ve 3-karoten, dogada
pek ¢ok canli tiiriinde karsimiza ¢ikan biyomolekiil-
lerdir. B-D-glukan, B(1,3) ve B(1,4) glikozidik
baglariyla birbirine baglanmis glukoz birimlerinden
olusan bir polisakkarittir [1, 2]. B-D-glukanin,
koroner kalp rahatsizliklar1 ve kardiyovaskiiler
rahatsizlik risklerini azalttigi, serum kolesterol
seviyesini disturdigiit ve kan glukoz seviyesini
diizenledigi yapilan ¢alismalar ile gésterilmistir [2, 3].
Lektinler, yasayan biitiin canl tiirlerinde bulunan ve

karbohidrat baglayial olarak tanimlanan
proteinlerdir. Spesifik  monosakkaritleri  ve
oligosakkaritleri segici olarak tanima ve bu
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yasami icin temel molekiiller olan lektinler, hiicre-
hiicre  iletisiminde, gelisme ve  savunma
stratejilerinde onemli roller istlenirler [4]. Lektin
proteinlerinin antibakteriyel, mitojenik, bagisiklig:
giiclendirici, anti-proliferatif ve antitiimor aktiviteleri
vardir [5, 6]. Terpen yapisinda olan (-karoten ise
retinol ve retinoidlerin Oncilidiir. B-karotenin
antikanser aktivitesi olmakla birlikte kardiyovaskiiler
rahatsizliklara karsi da koruma saglamaktadir [7, 8].
Esansiyel bir yag asidi olan linoleik asit, iltihaplanma
ve adipogenezi indiikleme ve endokannabinoid
sistem regiilasyonunda rol oynayan arasidonik aside
doniistiriiliir [9]. Linoleik asidin interlokin-6 ve
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interlokin-13 salinimini azaltarak antiinflamatuar
etki gosterdigi bildirilmistir [10].

Karbonik anhidrazlar (CA, E.C. 4.2.1.1), Kkatalitik
merkezinde Zn?* iyonu bulunduran, basit, ancak
onemli bir fizyolojik olay olan karbon dioksitin (CO2)
bikarbonat (HCOs-) ve protona (H*) doniisimli
hidrasyonu reaksiyonunu katalizleyen, yedi farkli gen
ailesi (o, B, v, 6, (¢, m, 0) tarafindan kodlanan
metaloenzimlerdir [11-13]. a- gen ailesi tarafindan
insanlarda kodlanan on bes farkli CA izoenzimi tespit
edilmistir [11]. CA izoenzimleri; pH dengesi, elektrolit
salinimi, solunum, CO:z ve iyon tasinimi, bazi
biyosentez reaksiyonlar1 (glukoneogenez, lipogenez
vb.) ve tiimor olusumu gibi birgok 6nemli fizyolojik
stirecte aktif rol oynarlar[14-16]. Go6z dokusunda
bulunan sitozolik CA izoenzimi olan hCA II, goz ici
swvisinin (akéz humor) olusumunda goérev alir [17].
Glokom, goz ici basincindaki (IOP) yiikselmeye bagh
olarak kademeli gérme alani kaybu ile karakterize bir
hastaliktir [18, 19]. CA inhibitorleri akéz humor
olusumunu yavaslatarak, goz ici basincini dusiiriirler.
Glokomun tedavisi i¢in, goz i¢i sivisinin olusumunda
rol alan CA izoenzimleri terapotik hedef
konumundadirlar [20, 21].

Son yillarda, hastaliklarin tedavisi veya onlenmesi
amaciyla sentetik bilesiklerin yerine, olasi yan
etkilerinin daha az olmasi nedeniyle, dogal
bilesiklerin kullaniminda artis meydana gelmistir. Bu
baglamda, kuersetin, gallik asit, kafeik asit, ellajik asit,
resveratol ve katesin gibi polifenoller ile spermin ve
spermidin gibi bazi dogal bilesiklerin CA inhibisyon
calismalan gesitli gruplar tarafindan yapilmistir [15,
16, 22-24]. Ancak B-D-glukan, lektin, linoleik asit ve
B-karoten bilesiklerinin CA izoenzimleri iizerindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢alisma literatiirde mevcut
degildir.

Bu ¢alismada, insan karbonik anhidraz izoenzimleri
olan hCA I ve hCA II insan eritrositlerinden afinite
kromatografisi ile saflastirilmis ve $-D-glukan, lektin,

linoleik asit ve [-karoten bilesiklerinin bu
izoenzimlerin iizerindeki etkileri in vitro olarak
incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Arastirma kapsaminda kullanilan $-D-glukan (arpa),
lektin (fistik), linoleik asit ve B-karoten bilesikleri ve
diger tim kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan
temin edilmistir. Eritrosit hiicre membranlarinin

hemolizattan uzaklastirllmasi sogutmali santirfij
(SIGMA 3K30) kullanilarak saglanmistir. Afinite
kromatografisi  esnasinda  peristaltik  pompa

(ISMATEC REGLO Digital MS-2/6) kullanilmistir.
izoenzimlerin esteraz aktiviteleri ve bilesiklerin
esteraz  inhibisyon  potansiyelleri =~ UV-Visible
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spektrofotometre (SHIMADZU UV1700 PharmaSpec)
kullanilarak belirlenmistir.

2.2. hCAIve hCA Il izoenzimlerinin saflastirilmasi

Antikoagiilanth tiiplere alinan kan ornekleri 1500
rpm devirde 20 dk santrifiijlendi ve plazma ayrild.
Eritrositler izotonik ¢ozelti (%0.9 NaCl) ile birkag kez
yikand1 ve hacimlerinin 1.5 kat1 buzlu su ile hemoliz
edildi. Hiicre membranlari, hemolizatin 4 °C
sicaklikta, 20000 rpm devirde 30 dk. siireyle santrifij
edilmesi suretiyle ortamdan uzaklastirildi.
Hemolizatin pH’1 kat1 TRIS (tris(hidroksimetil)amino
metan) kullanilarak 8.7 degerine ayarlandi ve daha
onceden 25.0 mM TRIS-HC1/100 mM Na2SO4 (pH 8.7)
cozeltisi ile  dengelenmis afinite  kolonuna
(Sepharose®4B-L-tirozin-p-aminobenzensiilfonamit)
yiliklendi. 25.0 mM TRIS-HCI/22.0 mM Na2SO4 (pH
8.7) ¢ozeltisi ile yapilan yikama islemi sonrasinda,
hCA I izoenzimi 1000 mM NaCl/25.0 mM NazHPOa
(pH 6.3) c¢ozeltisi kullanilarak, hCA Il izoenzimi ise
100 mM NaCH3CO0/500 mM NaClOs+ (pH 5.6)
cozeltisi ile afinite kolonundan eliie edildi [25].
Protein miktar1 Bradford metoduna gore belirlendi
[26]. Izoenzimlerin saflik kontrolleri SDS-PAGE ile
yapildi [27].

2.3. Saflastirllan enzimlerin hidrataz ve esteraz
aktivitelerinin belirlenmesi

hCA I ve hCA II' nin CO: hidrataz aktivitesi pH-stat
yontemi ile belirlendi. Bu yontemin prensibi, CO:
bilesiginin H20 ile reaksiyonu sonucu ag¢iga ¢ikan H*
iyonundan kaynakl olarak, pH’ in 8.15 den 6.15 e
diismesi icin gecen siirenin pH metre ve kronometre
kullanilarak belirlenmesine dayanir. [28, 29].

Enzim aktivitesi, ((to - t)/ tc) esitligi kullamlarak
hesaplandi. Burada tpenzimsiz COz hidrasyon siiresi,
tc enzimli COz hidrasyon siiresidir.

Esteraz aktivitesi, substrat olarak kullanilan 4-
nitrofenilasetat bilesiginin, CA izoenzimleri
katalizorliigiinde, 4-nitrofenol(at) bilesigine hidrolizi
esnasinda meydana gelen absorbans degisiminin 348
nm de 6lgiilmesi ile belirlenmistir. Olciimler 25 °C
sicaklikta, 3 dakika siireyle yapilmistir [30].
2.4. Calismada kullanilan bilesiklerin ICso
degerlerinin ve Ki sabitlerinin belirlenmesi

Bilesiklerin ICso degerlerinin belirlenmesi i¢in, farkl
inhibitéor konsantrasyonlarinda, hCA I ve hCA 1I
izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri,
“Kesim 2.3” de tarif edildigi sekilde olciildii.
Inhibitorsiiz ortamdaki élciimlerde enzim aktivitesi
%100 kabul edilerek, %Aktivite-[Inhibitér] egrileri
¢izildi ve egrinin denklemi yardimiyla bilesiklerin
ICso degerleri belirlendi [17].
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inhibisyon sabiti (Ki), izoenzimlerin esteraz aktivitesi
esas alinarak belirlendi. Ki degerlerinin belirlenmesi
icin, enzimli reaksiyon hizint %30, %50 ve %70

oraninda yavaslatan ¢ farkl inhibitor
konsantrasyonu secildi ve her bir inhibitor
konsantrasyonu  igin  bes farkh substrat

konsantrasyonunda (0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ve 0.7 mM) CA
enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Ayni 6l¢timler inhibitorsiiz
ortamda da tekrarland1 ve Lineweaver-Burk egrileri
cizilerek Ki sabiti belirlendi [31].

3. Bulgular
3.1. hCA I ve hCA Il izoenzimlerinin saflastirilmasi

hCA I ve hCA 1], Sepharose®4B-L-tirozin-p-aminoben-
zensiilffonamit afinite  kolonundan saflastirildi.
Eltiatlarda kalitatif protein analizi, kantitatif protein

miktar analizi ve hidrataz aktivitesi Ol¢imi
gerceklestirildi (Sekil 1, Sekil 2)
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Sekil 1. hCA I ve hCA II eliatlarinda yapilan Kkalitatif
protein analizi ve hidrataz aktivitesi 6lgtimii (1. - 30.
fraksiyon hCA I, 31. - 45. fraksiyon hCA Il i¢indir).
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Sekil 2. Bradford metoduna gore olusturulan standart egri.

Afinite kolonundan eliie edilen hCA 1 izoenzimi
1345.82 EU.mg protein?! spesifik aktivite ile 184.88
kat, hCA II izoenzimi ise 3928.61 EU.mg protein!
spesifik aktivite ile 539.68 kat saflastirilmistir (Tablo
1). Ayrica izoenzimlerin safliklar1 SDS-PAGE ile
kontrol edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Saﬂatlrllan enzimlerin SDS-PAGE analizi (a:
standart sigir karbonik anhidraz (29 kDa), b, c: saflastirilan
hCA], d, e: saflastirilan hCA II).

3.2. B-D-glukan, lektin, linoleik asit ve 3-karoten
bilesiklerinin ICso degerleri ve K; sabitlerinin
belirlenmesi

Bilesiklerin hidrataz ve esteraz I1Cso degerlerinin
belirlenmesi igin, saflastirilan CA izoenzimlerinin
hidrataz ve esteraz aktiviteleri, farkl
konsantrasyonlardaki -D-glukan, lektin, linoleik asit
ve [-karoten varliginda “Kesim 2.3” de tarif edildigi
sekilde olciil-dii. Her ol¢ciim ii¢ kez tekrarlandi ve
%Aktivite-[inhibitor] egrileri cizilerek bilesiklerin
ICso degerleri hesapland: (Tablo 2).

Tablo 2 de goriildigi iizere, 3-D-glukan bilesigi hCA I
ve hCA II izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz
aktiviteleri iizerinde inhibisyon etkisi gostermemis-
tir. B-karoten bilesigi ise, izoenzimlerin hidrataz
aktivitelerini inhibe etmemis, esteraz aktivitelerini
ise ortalama bir diizeyde inhibe etmistir. Lektin
bilesigi, CA izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz
aktiviteleri iizerinde inhibisyon etkisi gdstermistir.
Linoleik asit bilesigi ise 6zellikle CA izoenzimlerinin
esteraz aktiviteleri lizerinde en giiclii inhibitor etkiye
sahip bilesiktir. Hidrataz ve esteraz ICso degerlerinin
hesaplanmasi icin cizilen egrilere birer 6rnek “Sekil
4” ve “Sekil 5” de gosterilmistir.

Tablo 1. Saflastirilan enzimlerin spesifik aktivite degerleri ve saflastirma verimleri.

Toplam Toplam  Toplam Spesifik
Saflastirma  Aktivite . Protein . . . Aktivite  Verim Saflastirma
Hacim Protein Aktivite
Adimi (EU/mL) (mg/mL) (EU/mg (%) Katsayisi
(mL) mg  ®)

Hemolizat 105.19 50.00 14.45 722.50 5259.50 7.28 100.00 1.00

Afinite (hCAI) 511.41 5.00 0.38 1.90 2557.05 1345.82 48.62 184.88

Afinite (hCAII) 707.15 5.00 0.18 0.90 3535.75 3928.61 67.23 539.68
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Tablo 2. Bilesiklerin hesaplanan ICso degerleri ve Ki sabitleri.

Hidrataz ICso (uM)£SD2b Esteraz ICso (uM)£SD2b Ki (uM)+£SDab
= =
S S
5E 5
Bilesik hCA 1 hCAII hCA 1 hCA Il hCA 1 E a hCAII E a
= =
AAZe 0.39+0.008 0.20+0.005 0.42+0.004 0.31+0.008 0.26+0.003 N 0.14+0.005 N
Lektin 13.43£1.93 20.22+4.33 20.07+3.71 8.31+0.59 8.35+2.89 @ 4.76+1.38 &
Linoleik asit 60.25+18.26 104.5049.53 0.71+0.04 7.09+0.44 0.45+0.09 E% 3.12+1.38 Er
— —
B-karoten - - 161.70+£20.01 100.38+14.48 37.02+17.85 = 61.23+25.46 =
B-D-glukan - - - - - - - -

aj¢ 6lgiim sonucundan elde edilen ortalamatstandart sapma degeri.
bTiim 6l¢timler igin p<0.0001 dir.

cAAZ (asetazolamit) kontrol olarak kullanilmis olup, tablodaki degerler kaynak 17’den alinmistir.

100
y= 100e-0-011x

80 - R%?=0.9783
3
2 601
-
=
b 40

20 -

0 T T r r r

0 40 80 120 160 200 240
(1] nM

Sekil 4. Linoleik asit bilesiginin hCA 1 hidrataz ICso
degerinin belirlenmesi i¢in ¢izilen grafik.

100
y = 100e-0-007x

80 A R?=0.997
3
£ 60
-
E:
< 40 A

20 1
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(1] M

Sekil 5. 3-karoten bilesiginin hCA II esteraz ICso degerinin
belirlenmesi igin cizilen grafik.

Bilesiklerin Kidegerleri ise, esteraz aktivitesi 6l¢iimii
esas alinarak “Kesim 2.4” de tarif edildigi sekilde
hesaplandi. Ug farkhi inhibitér konsantrasyonunun
her biri icin bes farkli substrat konsantrasyonunda
yapilan esteraz aktivitesi oOl¢limleri ticer kez
tekrarlandi ve elde edilen ortalama degerler
kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
yardimiyla Ki sabitleri hesaplandi (Tablo 2). Ayrica
cizilen grafikler yardimiyla inhibisyonun tiiri de
belirlendi.

Tablo 2 deki degerler incelendiginde, o6zellikle
linoleik asit bilesiginin hCA 1 Ki sabitinin, referans
bilesik olan AAZ bilesiginin Ki sabitine yakin bir
degerde olmasi kayda deger bir durumdur. hCA I ve
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hCA II izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri tizerinde
inhibisyon gosteren tiim bilesiklerin, inhibisyon
mekanizmalarinin yarismasiz mekanizma iizerinden
yuriidigi belirlenmistir. Calisma kapsaminda cizilen
Lineweaver-Burk grafiklerine bir érnek “Sekil 6” da
gosterilmistir.

* kontrol ® %30 inhibisyon
018 7 49450 inhibisyon ® %70 inhibisyon
0.16 A
i y = 7E-05x + 0.0292
R%=0.9968
0.14 A
- y = 6E-05x + 0.0259
=z R*=0.9967
) 0.12 A
S~
° y = 5E-05x + 0.0222
2 _
5 01 R?=0.9978
Z
- y = 4E-05x + 0.0162
0.08 A R*=0.9958
0.06 A
0.04 A
0.0
-600 -100 400 900 1400 1900
1/[8] (M)

Sekil 6. Linoleik asit bilesiginin hCA 1 K; sabitinin ve
inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi i¢in ¢izilen grafik

4. Tartisma ve Sonug

Karbonik anhidrazlar (CA); tasima ve homeostaz,
glukoneogenez, lipogenez ve {irogenez gibi
biyosentez reaksiyonlari, solunum, kalsifikasyon,
tlimor olusumu, ¢esitli organ ve dokulardan elektrolit
salimmi ve kemik resorpsiyonu gibi kritik
patofizyolojik stireclerle iligkili olan CO2/HCO3
dontsimiinii katalizleyen metaloenzimlerdir [32]. Bu
calismada insan eritrositlerinden hCA I ve hCA 1],
Sepharose®4B-L-tirozin-p-aminobenzensiilfonamit

afinite  kromatografisi ile saflastirlldi. hCA I
izoenziminin 1345.82 EU.mg proteinl spesifik
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aktivite ile 184.88 kat, hCA Il izoenziminin ise
3928.61 EU.mg protein! spesifik aktivite ile 539.68
kat saflastirildig1 belirlendi (Tablo 1). Standart sigir
karbonik anhidrazi (29 kDa) kullanilarak yapilan
SDS-PAGE analizi, hCA I ve hCA II izoenzimlerinin
afinite kolonundan saf bir sekilde eliie edildigini
gostermektedir (Sekil 3).

CA izoenzimlerinin aktif bolgesi, genisligi 12 A,
derinligi 13 A olan konik bir bosluk seklindedir. Aktif
bolge boslugu, bir tarafi hidrofobik amino asitlerden,
diger tarafi ise hidrofilik amino asitlerden olusan iki
kisma bolinmiis durumdadir ($Sekil 7) [11]. Bu
durum enzimin genis bir bilesik sinifi tarafindan
inhibe edilmesini saglamaktadir.

Sekil 7. CA izoenzimlerinin aktif bolgesinin sematik
gosterimi.

CA inhibitorleri dogrudan ¢inkoya baglanarak, ¢inko
iyonuna bagh hidroksit iyonuna baglanarak, aktif
bolge girisindeki amino asitlerle etkilesip aktif bolge
girisini kapatarak ya da aktif bélgenin disina disina
baglanip konformasyonu degistirerek etki gosterirler
[33].

Calismada kullanilan bilesikler olan (-D-glukan,
lektin, linoleik asit ve B-karoten bilesiklerinin hCA I
ve hCA II’ nin hidrataz aktiviteleri lizerindeki etkileri
incelendiginde, B-D-glukan ve B-karoten bilesikleri-
nin inhibisyon etkisi gostermedigi, lektin ve linoleik
asit bilesiklerinin ise hidrataz aktivitesini inhibe

ettikleri goriilmektedir. B-D-glukan molekiliiniin
yapist incelendiginde bir polisakkarit oldugu
goriilmektedir ~ (Sekil 8).  Yapisindaki -OH

gruplarindan dolayi, $-D-glukan molekiiliiniin, fenolik
bilesiklerin CA inhibisyon mekanizmasi olan ¢inko
iyonuna bagh hidroksit iyonuna baglanarak hCA I ve
hCA 1I izoenzimlerinin hidrataz aktivitelerini inhibe
etmesi beklenirdi. inhibisyon gdzlenmemesi B-D-
glukan molekiiliiniin sterik etkisi ile aciklanabilir.

H OH

fi-D-glukan

e D
[ﬁfw Tl Py H}a’ﬁw\[f*fﬁj"%ﬁfﬁ‘ﬁf
-~
"'\-\.4-"‘-\.\"\-\.

E-karoten

Sekil 8. 3-D-glukan ve 3-karoten molekiillerinin yapilarr.
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B-karoten molekiiliiniin, aktif boélgedeki hidrofobik
amino asitlerle etkilestigi, ancak bu etkilesimin hCA I
ve hCA II izoenzimlerinin hidrataz aktivitelerini
inhibe edebilecek diizeyde olmadigi tahmin
edilmektedir. hCA I ve hCA II izoenzimlerinin esteraz
aktivitelerini inhibe etmesinden dolay1 [-karoten
bilesiginin enzim ile etkilesmedigini soyleyemeyiz.

Calismada kullanilan lektin molekiili (fistik), dogal
hali 100.8 kDa molekiil agirliginda olan tetramerik
yapidaki bir proteindir. Calismamizda kullanilan sekli
ise 25.2 kDa agriligindaki monomeridir (Sekil 9). hCA
I ve hCA Il izoenzimlerinin hidrataz aktivitelerini
inhibe eden lektin molekiiliiniin, bu izoenzimlerinin
aktif bolge girisini kapatarak inhibisyon etkisi
gosterdigi diisiiniilmektedir. Kontrol bilesigi olan
AAZ bilesigine gore zayif inhibisyon gostermekle
beraber, lektin molekiilii kayda deger bir inhibisyon
etkisine sahiptir.

(6}

Ao

Sekil 9. Lektin (PDB: 2PEL) ve linoleik asit molekiil-lerinin
yapilari.

linoleik asit

Linoleik asit bilesigi de lektin molekiiliine gore zayif
olmakla beraber, hCA I ve hCA II izoenzimlerinin
hidrataz aktivitelerini inhibe etmistir. Linoleik asidin
hCA I ve hCA 1I ile etkilesme seklinin, —COOH
grubunun ¢inko iyonuna bagh hidroksit grubu ile
etkilesip, hidrofobik kuyrugunun ise aktif bolgedeki
hidrofobik amino asitlerle etkileserek veya -COOH
grubunun aktif bolgenin hidrofilik kismindaki amino
asitlerle etkilesip, hidrofobik kuyrugunun ise aktif
bolgedeki hidrofobik amino asitlerle etkilesmek
suretiyle oldugu tahmin edilmektedir.

Bilesiklerin hCA I ve hCA Il esteraz aktiviteleri

tizerindeki etkileri incelendiginde, {-D-glukan
molekiiliiniin  inhibisyon  etkisi  gostermedigi
goriilmektedir. Bu durumun hidrataz aktivitesi

inhibisyonuna benzer sekilde, sterik etkilerden
kaynaklandigr tahmin edilmektedir. Linoleik asit
bilesigi ise, hCA I ve hCA II esteraz aktivitesi lizerinde
onemli derecede inhibitor etki gostermistir. Tablo 2
incelendiginde, linoleik asidin hCA 1 iizerindeki
inhibisyon etkisinin, AAZ bilesiginin inhibisyon
etkisine yakin bir diizeyde oldugu goriilmektedir.
Lektin molekiilunin, hCA I ve hCA II izoenzimlerinin
esteraz aktiviteleri lizerindeki inhibisyon siddetinin,
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ayni izoenzimlerin hidrataz aktiviteleri iizerinde
gosterdigi  inhibisyon siddetine yakin oldugu
goriilmektedir. B-karoten bilesigi ise, hCA I ve hCA II
izoenzimlerinin  hidrataz  aktivitelerini  inhibe
etmedigi halde, esteraz aktivitelerini inhibe etmistir.
B-karoten molekiiliiniin hidrofobik yapisindan dolay,
hCA I ve hCA II izoenzimlerinin aktif bolgelerindeki
hidrofobik amino asitlerle etkilesime girdigi ve bu
etkilesimin, izoenzimlerin esteraz aktivitelerini
yavaslatici yonde etki gosterdigi diistintilmektedir.

Bilesiklerin Ki inhibisyon sabitlerinin belirlenmesi
icin yapilan inhibisyon ¢alismalari sonucunda, hCA I
ve hCA Il esteraz aktiviteleri Uzerinde inhibisyon
etkisi gosteren tiim bilesiklerin yarismasiz inhibisyon
mekanizmasi lizerinden etki gosterdigi belirlenmistir.
Diger arastirma gruplarl tarafindan, bazi dogal
bilesiklerin CA izoenzimlerine etkilerinin incelendigi
¢alismalar mevcuttur. p-kumarik asit, kafeik asit,
gallik asit, kuersetin, ellajik asit, kurkumin ve
silmarin gibi fenolik bilesiklerin inhibisyon
etkilerinin incelendigi ¢alismalarda bu molekiillerin
Ki degerlerinin ortalama 2.0 pM civarinda seyrettigi
goriilmektedir [23, 34, 35]. Kumarin bilesiginin CA
izoenzimleri tizerine inhibisyon etkisinin arastirildigi
baska bir ¢alismada, bu bilesigin hCA [ i¢in K;
degerinin 3.1 pM, hCA II icin Ki degerinin 9.2 pM
oldugu belirlenmistir [36]. Carta vd. [37] tarafindan,
dogal kaynakli poliamin bilesikleri olan spermin ve
spermidin bilesiklerinin CA izoenzimleri tlizerindeki
inhibisyon etkilerinin incelendigi bir g¢alismada
spermin bilesiginin zayif inhibisyon etkisi gosterdigi,
spermidin bilesiginin ise hCA I i¢in Ki degerinin 1.40
uM, hCA 1l i¢in Ki degerinin 1.11 pM oldugu
bulunmustur. Bir flavonoid tiirevi olan taksifolin
(dihidrokuersetin)  bilesiginin  ise  kuersetin
bilesiginden ¢ok daha giicli CA inhibitorii oldugu
bulunmustur [38].

Mevcut c¢alisma kapsaminda, hCA I ve hCA I
izoenzimleri iizerinde etkisi incelenen molekiillerin
inhibisyon potansiyellerinin, daha once c¢alisiimis
olan ve bir kismu yukarida o6zetlenen bilesiklerin
biiyiik ¢ogunlugunun inhibisyon potansiyelleri ile
kiyaslanabilir biiyiikliikte oldugu gériilmektedir. Ote
yandan bu c¢alismada gozlemlenen inhibisyon
potansiyelleri pek cok sentetik bilesigin inhibisyon
potansiyeli ile yakin seviyededir. Dolayisiyla bu
calisma kapsamindaki bilesiklerin, glokom tedavisi
arastirmalarinda daha ileri ¢alismalar olan in vivo
calismalarda kullanilabilecek potansiyelde olduklari
acikca ortadadir.
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