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0z: Solunum, pH homeostazisi, elektrolit salinimi, kemik resorpsiyonu ve bazi biyo-
sentez reaksiyonlarinda 6nemli roller iistlenen karbonik anhidrazlar (CA’lar), uzun
yulardir farmakolojik acidan 6nemli hedefler arasinda yer almaktadirlar. Giiniimtize
kadar basta siilfonamitler olmak iizere pek ¢ok CA inhibitdrii rapor edilmistir. Ancak
bu alandaki temel sorun, CA izoenzimleri arasinda yiiksek segicilige sahip olan inhi-
bitérlerin rapor edildigi calismalarin nispeten az sayida olmasidir. Ozellikle, retina
ve beyin 6demi basta olmak iizere birtakim hastaliklarla iliskisi ortaya konulmus
olan hCA I izoenzimine karsi segici olan inhibitorlerin rapor edildigi calisma sayisi
yok denilecek kadar azdir. Calismamizda, dogal kaynakl antidiyabetik ajanlar olan
andrografolid, vildagliptin ve buformin bilesiklerinin hCA I ve hCA II izoenzimleri-
nin esteraz aktiviteleri tizerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak incelenmistir.
Bilesiklerin tamami sadece hCA I izoenzimini inhibe etmis, hCA II tizerinde hig¢bir
etki gostermemistir. Elde ettigimiz sonuglar, dogal kaynakli ve izoenzim secici CA
inhibitorlerinin kesfi acisindan kayda degerdir.
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Abstract: Carbonic anhydrases (CAs), which play important roles in respiration, pH
homeostasis, electrolyte secretion, bone resorption and some biosynthesis reac-
tions, have been among the pharmacologically important targets for many years. To
date, many CA inhibitors, especially sulfonamides, have been reported. However, the
main problem in this field is the relatively small number of studies reporting inhib-
itors with high selectivity between CA isoenzymes. In particular, the number of stud-
ies reporting inhibitors that are selective against the hCA I isoenzyme, which has
been shown to be associated with some diseases, especially retinal and brain edema,
is almost non-existent. In our study, the inhibition effects of andrographolide,
vildagliptin and buformin compounds, which are natural antidiabetic agents, on the
esterase activities of hCA I and hCA Il isoenzymes were examined in vitro. All of the
compounds inhibited only the hCA I isoenzyme and had no effect on hCA II. Our re-
sults are noteworthy for the discovery of natural origin and isoenzyme selective CA
inhibitors.

1. Giris

reaksiyonunu Kkatalize ederler. Dolayisiyla, hiicresel
pH homeostazisinin temel diizenleyicileri arasinda yer

Hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda yaygin ola-
rak bulunan bir metaloprotein olan karbonik anhidraz
(CA, EC 4.2.1.1) enzimleri, bikarbonat anyonu ve pro-
ton liretimi ile sonuglanan temel bir biyokimyasal re-
aksiyon olan karbon dioksitin déniisiimli hidrasyon

alirlar [1]. Bu enzimler ayrica, solunum, bikarbonat
iyonlariin ve karbon dioksitin tasinmasi, elektrolit
salinimyi, iire olusumu, kemik rezorpsiyonun, lipoge-
nez, glukoneogenez ve daha pek ¢ok 6nemli biyolojik
siirecte rol alirlar [2-5]. Simdiye kadar memelilerde
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her biri farkli doku dagilimina, hiicre i¢i lokalizasyona
ve katalitik aktiviteye sahip 16 CA izoenzimi kesfedil-
mistir. Katalitik aktiviteye sahip olan memeli CA’lar1
aktif bolgesinde Zn(II) iyonu bulundururlar [6, 7].
CA’lar glokom (hCA I, II, IV ve XII), kanser (hCA IX ve
XII), epilepsi, néropatik agri, idiyopatik intrakraniyal
hipertansiyon (hCA I, II, ve VII), 6dem (hCA II, IV, XII
ve XIV), obezite (hCA VA ve VB) ve osteoporoz (hCA IV
ve XIV), gibi hastaliklarda anormal veya diizensiz bir
ekspresyon seviyesi ile iliskilendirilmistir [8-10]. Son
zamanlarda hCA I izoenzimi ile iligkisi kesfedilen bazi
hastaliklar mevcuttur. Bir klinik ¢alismada, ankilozan
spondilit hastalarinin sinovyumunda hCA I'in asir1 ifa-
delendigi bulunmustur. Bu bulgu, hCA I'in kemik olu-
sumunda iki 6nemli siire¢ olan kalsiyum tiretimini ve
kemik emilimini hizlandirabilecegini diisiindiirmekte-
dir [11, 12]. Ote yandan, meme kanseri hastalarindan
alinan dokularda ve kan érneklerinde hCA I protein se-
viyelerinin arttig1 bulunmustur [13]. hCA I protein se-
viyelerinin ve hCA I aracili kalsifikasyonun, ateroskle-
rozlu bir fare modelinde ateroskleroz gelisimi ile
onemli 6l¢iide iliskili oldugu gosterilmistir [14]. Ayrica
hCA I izoenziminin diyabetik retinopatili hastalarda
retinal damar sizintisini artirarak intraretinal 6deme
neden oldugu tespit edilmistir. Benzer bir mekanizma
ile hCA I'in serebral vaskiiler gecirgenligi indiikleye-
rek norovaskiiler 6dem ile iliskili olabilecegi belirtil-
mistir [15].

Uzun yillardir bir¢ok CA inhibitoéri, CA iliskili hastalik-
larin tedavisi icin kullanilmaktadir. Siilfonamitler, fe-
noller, stilfamatlar, siilfamidler, kumarinler, poliamin-
ler, ditiyokarbamatlar, ksantatlar, benzoksaboroller,
fosfonamidatlar ve ninhidrinler giiniimiize kadar CA
inhibitori olarak rapor edilen bilesik siniflaridir [16].
Ancak klinik kullanimdaki inhibitérlerin ¢ogunun izo-
form secicilikleri zayif olduklarindan yan etkileri
azimsanmayacak derecede fazladir. Bu nedenle yeni
ve izoform segici CA inhibitorlerinin gelistirilmesi i¢in
calismalar devam etmektedir. In vitro olarak bazi izo-
form secici inhibitorler gelistirilmis olsa da heniiz kli-
nik kullanim basarisinin elde edilememis olmasi yeni
inhibitorlere olan ihtiyaci artirmaktadir.

Andrografolid, antik Cin'de ve dogu Asya'nin diger bol-
gelerinde kanser, romatoid artrit, ishal, {ist solunum
yolu enfeksiyonu ve larenjit gibi bir dizi rahatsizl1g1 te-
davi etmek icin kullanilan, geleneksel bir bitki olan
Andrographis panikulata'dan ekstrakte edilen bir bile-
siktir ve ¢ok uzun bir ge¢mise sahiptir [17-20]. Vildag-
liptin, tip 4 dipeptidilpeptidaz (DPP-4) enzimini segici
olarak inhibe eden ve pankreatik a ve f§ hiicrelerinin
glukoz duyarhligini artiran, pankreas adacik uyarici-
lar1 sinifinin bir lyesidir. Vildagliptin, instlin:gluka-
gon oranini arttirarak hepatik glukoz iiretimini azaltir
ve bu da plazma glukoz seviyesinde bir azalmaya yol
acar [21]. Tip 2 diyabetli hastalarda vildagliptin, gliko-
zillenmis hemoglobin (HbA1c) seviyesini de azaltmak-
tadir [22]. Diyabetik sicanlarda, iki haftalik vildaglip-
tin tedavisinin oksidatif stres olusumunu azalttig1 ve
torasik aortta inflamatuar, fibrotik ve trombojenik gen
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ekspresyonunu baskiladig1 rapor edilmistir [23]. Bu-
formin (biitilbiguanid), bilesigi de insiiline bagiml ol-
mayan (tip 2) diyabet tedavisinde kullanilan bir anti-
diyabetik ajandir. Biguanidler sinifina dahil olan bu-
formin, oral anti-hiperglisemik bir ajandir [24]. 2015
yilinda tip 2 diyabetli hastalarda kanser insidansim
azaltmak icin biguanidlerin kullanilabilecegi 6neril-
mistir. Biguanidler, AMPK'yi aktive ederek, mTOR yo-
lunu inhibe ederek ve endometriyal kanser, yumurta-
lik kanseri ve meme kanseri gibi tiimoérlerde hiicre
dongiisii durmasini indiikleyerek tiimorijenik aktivi-
teyi inhibe edebilir [25]. Sekil 1 de andrografolid, vil-
dagliptin ve buformin bilesiklerinin molekiil yapilari
verilmistir.
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Sekil 1. Andrografolid, vildagliptin ve buformin bilesikleri-
nin molekdl yapilari.

Bu calisma kapsaminda, hCA I izoenziminin se¢imli
olarak inhibe edilmesinin, retina ve beyin 6demi basta
olmak iizere birgok fizyolojik bozuklugun tedavisinde
o6nemli olabileceginden hareketle, andrografolid, vil-
dagliptin ve buformin bilesiklerinin hCA I ve hCA II
izoenzimleri lizerindeki etkileri in vitro olarak ince-
lendi ve izoenzim secicilikleri kiyaslandi.

2. Materyal ve Metot

Calismada kullanilan inhibitérler olan andrografolid
ve buformin Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo,
Japan) firmasindan, vildagliptin ise abcr GmbH (Karls-
ruhe, Germany) firmasindan temin edildi. Enzim akti-
vite 6l¢limlerinde kullanilan 4-nitrofenil asetat subst-
rat1 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA) firmasindan te-
min edildi. Aktivite tamponu hazirlamak i¢in kullani-
lan TRIS ve H2S04 sirasiyla Merck KGaA (Darmstadt,
Germany) ve Fluka (Seelze, Germany) firmalarindan,
inhibitor ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in kullanilan DMSO
ise Carlo Erba Reagents GmbH (Emmendingen, Ger-
many) firmasindan temin edildi. Esteraz aktivitesi 61-
climleri SHIMADZU Uv-1700 PharmaSpec
(SHIMADZU Corp. Kyoto, Japan) spektrofotometre
kullanilarak gergeklestirildi. pH 6l¢iimleri ise Mettler
Toledo SevenDirect SD-20 Kit (Mettler-Toledo GmbH
Greifensee, Switzerland) pH metre ile yapildi.

2.1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin esteraz
aktivitelerinin dlciilmesi



R. Al-Nuaimi vd. / Dogal Antidiyabetiklerin Insan Karbonik Anhidraz izoenzimleri Uzerine Etkilerinin Aragtirilmasi

Calismada kullanilan hCA I ve hCA II izoenzimleri in-
san eritrosit hiicrelerinden Sepharose®4B-L-tirozin-p-
aminobenzen stlfonamit afinite kromatografisi kulla-
nilarak, tek basamakta yiiksek saflikta elde edildi. hCA
I ve hCA II nin safliklar1 SDS-PAGE ile kontrol edildi.
Saflastirma basamaklarinin detaylar1 énceki ¢alisma-
larimizda agiklandigi sekildedir [26-30].

Esteraz aktivitesi, 4-nitrofenil asetat bilesiginin hidro-
lizi sonucu olusan 4-nitrofenol miktarinin 348 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi ile
belirlendi. Reaksiyon ortami, toplam hacim 3 mL ola-
cak sekilde pH 7,4 TRIS-SO4 tamponu, 4-nitrofenil ase-
tat substrati, saf su ve hCA I / hCA II izoenziminin ka-
ristirilmasi ile hazirlandi ve 3 dk. stire ile absorbans-
taki degisim incelendi. Ayni 6l¢iim enzimsiz ortamda
da tekrarlanip substratin otohidrolizi sonucu olusan
4-nitrofenol miktari belirlenerek CA aktivitesi i¢in dii-
zeltme yapildi [26-28, 31].

2.2, Dogal antidiyabetiklerin karbonik anhidraz
inhibitor 6zelliklerinin incelenmesi

Andrografolid, vildagliptin ve buformin bilesiklerinin
inhibitér ozelliklerinin incelenmesi i¢in ilk olarak
DMSO igerisinde %0,1 lik stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Daha sonra farkl konsantrasyonlardaki inhibitor var-
liginda, hCA I ve hCA II nin esteraz aktiviteleri yuka-
rida aciklandig sekilde dlciildii. inhibitorsiiz ortam-
daki enzim aktivitesi %100 kabul edilerek inhibitérlii
ortamdaki bagil enzim aktiviteleri hesaplandi. Micro-
soft Excel 2016 paket programi yardimiyla %Bagil ak-
tivite - [Inhibitér] egrileri cizilerek, yeterli oranda in-
hibisyon etkisi gosteren bilesikler i¢cin 1Cso degerleri
hesaplandi [26-28].

2.3. istatistik analiz

Sunulan tiim veriler ili¢ bagimsiz deney ile dogrulandi
ve ortalama * standart sapma olarak ifade edildi. Veri-
ler, SPSS paket programi yardimiyla (SPSS 13.0, SPSS
Inc., Chicago, IL) ¢oklu karsilastirmalar i¢in tek yonli
varyans analizi kullanilarak analiz edildi. p<0,0001 is-
tatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

3. Bulgular

Calismamizda ticari olarak temin edilen andrografolid,
vildagliptin ve buformin bilesiklerinin majér CA en-
zimleri olan hCA I ve hCA Il izoenzimlerinin esteraz ak-
tiviteleri tizerindeki etkileri in vitro olarak incelendi
(Sekil 2 - 7).
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Cizilen egrilerin denklemleri yardimiyla hesaplanan
ICso degerleri Tablo 1 de verilmistir.
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Tablo 1. Andrografolid, vildagliptin ve buformin bilesikleri-
nin ICso degerleri.

R Esteraz ICso (uM)2P
Bilesik hCA T hCATI
AAZc 0.42+0.004 0.31+0.008
Andrografolid 231.0+7.0 -
Vildagliptin 346.5+10.4 -
Buformin 693.0+12.6 -

a0rtalama#standart sapma degeri (n = 3).
bp<0,0001

cAAZ (Asetazolamid) kontrol bilesigi olup, ICso deger-
leri referans 27 den alinmistir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Elde edilen sonuglar bizlere iki CA izoformundan sa-
dece hCA I'in inhibe edildigini, hCA II'nin ise androgra-
folid, vildagliptin ve buformin bilesikleri tarafindan in-
hibe veya aktive edilmedigini gostermektedir. Bu iki
izoformun amino asit sekanslar1 birbirine ¢ok yakin
olmakla birlikte, aktif bolgelerindeki bazi amino asit
kalintilar1 arasinda farkliliklar vardir (Tablo 2).

Tablo 2. hCA I ve hCA Il izoformlarinin aktif bélge amino asit
kalintilan [32].

Kalinti Numaras1 hCAI hCA I
62 Val Asn
65 Ser Ala
67 His Asn
69 Asn Glu
91 Phe Ile
121 Ala Val
131 Leu Phe
135 Ala Val
200 His Thr
204 Tyr Leu

hCA I ve hCA II nin amino asit kalintilar1 arasindaki
farkliliklar (Tablo 2), bu iki izoformun yap1 olarak bir-
birine ¢ok benzer olmalarina ragmen, farmakolojik
ajanlardan farkli sekilde etkilenmesinin potansiyel ol-
dugunu gostermektedir [32].

Calismamizda kullanilan antidiyabetiklerden androg-
rafolid bilesigi, yapisinda hem polar hidroksil gruplari
hem de kondanse halkali bir karbon iskeleti bulundu-
rur. Suda ¢oziiniirliigi zayif olan bu bilesigin aktif bol-
genin hidrofobik kalintilari ile etkilesmesi potansiyel-
dir. Ozellikle hCA I de apolar olan 62 nolu kalint1 ve
yine hCA I de daha hacimli olan 91 nolu kalint1 bu hid-
rofobik etkilesimde rol oynamis olabilir. Ayrica aktif
bolgede birbirine komsu diger hidrofobik kalintilar
olan Ala121, Leu131 ve Ala135 de mevcut hidrofobik
etkilesimlerin daha gii¢lii olmasina katki saglamis ola-
bilir. Bu kalintilarin hCA II deki karsiliklarina gore
daha kiiciik hacimli olmasi, sterik engeli azaltmada
fayda saglayabilir. ICso degerlerinden de anlasilacagi
iizere, en giiclii inhibitor etkinin andrografolid bilesi-
ginde gozlemlenmis olmasi 6nermis oldugumuz ¢oklu
hidrofobik etkilesimi destekler niteliktedir. Vildaglip-
tin bilesigi ise andrografolid bilesigine gore daha az
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hacimli ve nispeten daha polar bir bilesiktir [33,34].
Bu bilesikteki apolar karbon halkas1 daha kiiciiktiir.
Dolayisiyla vildagliptin bilesiginin aktif bélge girisinde
birbirine komsu konumunda olan Ser65, His67, Asn69
ve Phe91 kalintilari ile etkilesmis olmas1 muhtemeldir.
Inhibitér etki bakimindan andrografolid bilesiginden
sonra ikinci sirada gelmektedir. Bu durum daha az sa-
yida amino asit kalintisi ile etkilesimden ya da daha za-
yif baglanmadan kaynakli olabilir. Biguanid sinifina
dahil olan buformin bilesigi ise calismamiz kapsa-
minda CA inhibisyon potansiyelini degerlendirdigimiz
en polar ve en az hacimli bilesiktir [35]. Hidrofobik
karbon zinciri ¢ok kisa oldugundan aktif bolge girisin-
deki hidrofobik amino asit kalintilari ile etkilesme ih-
timali ¢cok zayiftir. CA izoformlarinda proton transferi-
nin saglandigi hidrojen bag1 aginin son basamagi aktif
bolge girisindeki Tyr7, mekik goérevi géren His64 ve
200 nolu amino asit kalintisidir. hCA II izoformunda
200 nolu kalint1 Thr iken, hCA I izoformunda bu ka-
lint1 His’dir. Buformin bilesiginin sadece hCA I izofor-
munu inhibe etmesi, Thr200 kalintisina gore daha ha-
cimli olan His200 kalintisi ile etkilesime girmesinin so-
nucu olabilir. Ayrica buformin, yapisindaki ardisik -
NH gruplari nedeniyle proton transfer agina dahil olup
dolayli yoldan inhibitér etki gostermis olabilir. Bufor-
min bilesiginin hCA I inhibitér etkisinin ¢ok zayif ol-
masi, hCA I - buformin etkilesiminin zayif olabilece-
gini gostermektedir. Bu kisimda ifade edilen yap1 - ak-
tivite iligkilerinin, bilesiklerin molekiiler yapilar1 ve
enzimlerin aktif bélge amino asit kalintilar1 dikkate
alinarak yorumlandiginin, kesin ifadeler i¢in moleki-
ler kenetlenme ¢alismalarinin yapilmasi ve enzim - in-
hibitor kristal yapilarinin sentezlenip, yapinin aydin-
latilmasi gerektiginin belirtilmesinde fayda vardir.

Literatiirde giiniimtiize kadar sentetik, dogal ya da hib-
rit olmak iizere bir¢ok CA inhibitdri rapor edilmistir.
Bunlardan bazilar tiimér iliskili CA IX ve CA XII i¢in
secici iken, bazilar1 da basta glokom, epilepsi ve yiik-
sek irtifa hastalig: ile iliskili CA II olmak ilizere baska
hastaliklarla iliskili diger CA izoformlari i¢in segicidir.
Gliniimiize kadar sadece hCA I i¢in secici olan inhibi-
torlerin rapor edildigi ¢cok az sayida ¢alisma mevcut-
tur. Tetraaminomono(4-florobenzil)spiro(N/N)siklot-
rifosfazen ve tetraaminobis(4-florobenzil) spiro(N/N)
siklotrifosfazen tiirevlerinin sentezlendigi ve CA izo-
formlarina etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, bile-
siklerin hCA I izoenzimini inhibe ettikleri, hCA II izo-
enzimi lizerinde herhangi bir etki géstermedikleri be-
lirlenmigtir. Bilesiklerin hCA I icin esteraz ICso deger-
leri 10,97 pM ve 14,62 pM olarak hesaplanmistir [27].
N-aminosakarin tiirevlerinin sentezlenip hCA I, hCA ],
hCA IV ve hCA VII izerindeki inhibisyon etkilerinin in-
celendigi bir calismada, bilesiklerin tamaminin AAZ
bilesiginden zayif inhibitér olduklari, ancak 6zellikle
N-aminosakarin bilesiginin hCA I i¢in yiiksek secicilik
gosterdigi ve COz hidrataz aktivitesi igin ICso degerinin
8,8 uM oldugu rapor edilmistir [36]. Yeni siilfamid bi-
lesiklerinin sentezlenip hCA I, hCA II, hCA IV ve hCA IX
izoformlar tizerindeki inhibisyon etkilerinin incelen-
digi bir calismada ise bilesiklerin cogunlugunun hCA I
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icin secici oldugu, en giiclii hCA I inhibitori olan meta-
siilfamid flor siibstitiie tiirevinin ise COz hidrataz akti-
vitesi i¢in Ki degerinin 45.8 nM oldugu belirtilmistir
[37].

hCA Ive hCA II esteraz aktiviteleri tizerindeki inhibis-
yon etkileri incelenen dogal kaynakli antidiyabetikler
olan andrografolid, vildagliptin ve buformin bilesikle-
rinin inhibisyon etkilerinin, kontrol bilesigi olan AAZ
den ¢ok daha zayif oldugu goriilmektedir. Ancak bile-
siklerin dogal kaynakli ve sadece hCA I i¢in secici inhi-
bitér olmalari, antidiyabetik o6zelliklerinin disinda
baska farmakolojik potansiyellerinin olabilecegini or-
taya koymustur. Bu bilesiklerin molekil yapilarinda
yapilabilecek kiiciik modifikasyonlarla hem izoform
secici hem de giiclii inhibitor 6zellik gosteren ajanlarin
literatiire kazandirilmasi olasidir.
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