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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
INSAN ERITROSITLERINDEN SAFLASTIRILAN KARBONIK ANHIDRAZ I VE II
IZOENZIMLERININ AKTiVITELERI UZERINE ANTIULSER, GLUKOKORTIKOID VE
UROLOJIK ILACLARIN ETKILERININ INCELENMESI

Ugur GULLER
Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. O. Irfan KUFREVIOGLU

Bu ¢alismada hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin insan eritrositlerinden saflastirilmasi ve bazi
antidlser, glukokortikoid ve iirolojik sinifi ilaglarin enzimlerin hidrataz ve esteraz aktiviteleri
tizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu amagla hemolizat hazirlanarak Sepharose 4B
L-tirozin siilfanilamid afinite kolonu kullanilarak hCA-I ve II aynmi kolondan tek basamakta
saflastirildi. Insan eritrositlerinden CA I izoenzimi 2531,65 EU/mg protein spesifik aktivite,
353,58 kat ve %41,94 verimle, CA 11 izoenzimi 4927,01 EU/mg protein spesifik aktivite, 688,13
kat ve %56,62 verimle elde edildi. Daha sonra SDS-PAGE yontemi ile saflagtirilan
izoenzimlerin saflig1 kontrol edilerek inhibisyon ¢alismalar1 yapildi. izoenzimlerin aktiviteleri
tizerinde inhibisyon etkisi gosteren ilaglar igin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek 1Csy degerleri
hesaplandi. Famotidin, hiyosin-N-butil bromiir, nizatidin, omeprazol sodyum, pantoprazol
sodyum, ranitidin HCI ve esomeprazol sodyum antiiilser ilaglarin hCA [I’in hidrataz
aktivitesinde 1Csy degerleri sirasiyla 0,09; 3,15; 1,85; 0,65; 0,24; 2,02 ve 1,125 mM olarak hCA
II’nin ise famotidin 0,292; nizatidin 4,17; ranitidin HCI 3,15 ve esomeprazol sodyum 2,26 mM
olarak bulundu. Hiyosin-N-butil bromiir, omeprazol sodyum ve pantoprazol sodyumun ise
hidrataz aktivitesinde hCA II iizerine inhibisyon etkisi olmadig1 belirlendi. Hidrataz metodunda
glukokortikoidlerin hCA 1 i¢in ICsy degerleri budesonid 0,08; deksametazon sodyum fosfat
0,344; metilprednizolon sodyum siiksinat 0,998 ve prednizolon 3,24 mM olarak bulunmasina
karsin flutikazon propiyonat ve metilprednizolon asetata diizenli inhibisyon gostermedigi
gozlendi. hCA 1I i¢in sadece metilprednizolon sodyum siiksinatin 1,82 mM ICs, degerine sahip
oldugu, diger glukokortikoidlerin ise diizenli inhibisyonu olmadigi belirlendi. Urolojik
ilaglardan levofloksasinin hidrataz metodunda hCA I ve hCA II i¢in sirastyla 0,52 ve 0,886 mM
ICso degerine sahip oldugu, neostigmin metil siilfatin ise ne hidrataz nede esteraz metodunda
diizenli inhibisyonu olmadig1 belirlendi. Esteraz aktivitesinde antiiilser ilaglardan famotidinin ve
hiyosin N-butil bromiiriin hCA I i¢in ICsy degeri 0,29 ve 7,7 mM ve K; degerleri 0,177+£0,04 ve
2,19+0,302 mM olarak ve hCA 1I igin famotidinin ICso degeri 0,93 mM ve K; 0,431+0,10 mM
olarak bulundu. Esomeprazol sodyumun esteraz metodunda her iki enzimi de aktive ettigi diger
antiiilserlerin ise diizenli inhibisyonu olmadig1 tespit edildi. Inhibisyon gésteren antiiilserlerin
inhibisyon tiirleri ise yarismali olarak belirlendi. Glukokortikoidlerden budesonid, flutikazon
propiyonat ve metilprednizolon sodyum siiksinatin hCA I i¢in ICsy degerleri sirasiyla 0,133;
0,03 ve 1,22 mM ve K; degerleri 0,09340,022; 0,0365+0,016 ve 1,149+0,35 mM olarak ve hCA
IT i¢in ICsy degerleri 0,155; 0,054 ve 18,73 mM ve K; degerleri 0,295+0,04; 0,054+0,018 ve
11,09+5,02 mM olarak bulundu. Deksametazon sodyum fosfatin ise her iki enzimide aktive
ettigi diger glukokortikoidlerin ise diizenli inhibisyonu olmadig1 tespit edildi. Inhibisyon tiirleri
ise budesonidin yarigmasiz, metilprednizolon sodyum siiksinatin yarismali ve flutikazon
propiyonatin hCA I’e yarigmali hCA II’ye yarigsmasiz olarak belirlendi.

2011, 83 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis
INVESTIGATION OF ANTIULCER, GLUCOCORTICOIDS AND UROLOGICAL DRUGS’
EFFECTS ON ACTIVITY OF CARBONIC ANHYDRASE I AND CARBONIC
ANHYDRASE II PURIFIED FROM HUMAN ERYTROCITES

Ugur GULLER

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied sciences
Deparment of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr.Q.irfan KUFREVIOGLU

In this study purification of hCA I and hCA 1II isozymes and investigation effects of some
antiulcer, glucocorticoids and urological drugs on hydrates and esterase activity of these
isozymes were aimed. For this purpose hemolysate was prepared, hCA I and hCA II were
purified together on single step by using Sepharose 4B L-tyrosine sulfanylamide affinity
chromatography. hCA 1 was obtained 353.58 fold with specific activity of 2531.65 EU/mg
protein and 41.94% yield, hCA II was obtained 688.13 fold with a specific activity of 4927.01
EU/mg protein and 56.62% yield. Afterwards purity of isozymes was controlled by SDS-PAGE
and inhibition studies were performed. For drugs, which inhibited activities of enzymes %
Activity-[inhibitor] graphs were drawn and I5, values were calculated. For hCA I hydrates
activity Isp values of famotidine, hyoscine N-butyl bromide, nizatidine, omeprazole sodium,
pantoprazole sodium, ranitidine HCl and esomeprazole sodium drugs were obtained as; 0.09;
3.15; 1.85; 0.65; 0.24; 2.02 and 1.125 mM and for hCA II hydrates activity I5, values of
famotidine 0.292, nizatidine 4.17, ranitidine HCI 3.15 and esomeprazole sodium 2.26 mM had
found respectively. It was determined that hyoscine N-butyl bromide, omeprazole sodium and
pantoprazole sodium did not show inhibition effects on hydrates activity of hCA II. By hydrates
activity, Iso values on hCA I of glucocorticoids were found as 0.08 for budesonide, 0.344 for
dexametazon sodium phosphate, 0.998 for metylprednisolon sodium suksinate, and 3.24 mM for
prednisolone. But fluticasone propionate and metilprednisolone acetate did not show regular
inhibition. It was determined that for hCA II only metilprednisolone acetate had Is, as 1.82 mM
and other glucocorticoids did not have regular inhibition effects too. It was seen that in
urological drugs levofloxacine had Iso as 0.52 for hCA 1 and 0.86 mM for hCA II and
neostigmine methyl sulphate did not show any inhibition effect on isozymes. It was found that
Iso values of antiulcer drugs famotidine and hyoscine N-butyl bromide on esterase activity for
CA I were 0.29 and 7.7 mM, K; values were 0.177+0.04 mM and 2.19+0.302 mM, for hCA 1I
Isp was 0.93 mM and K; was 0.431+0.10 mM. esomeprazole sodium activated two enzyme in
esterase activity and other antiulcers did not have inhibition. Inhibition types of antiulcers were
determined as competitive. Budesonide, fluticasone propionat and metylprednisolone sodium
suksinat had Iso values for hCA 1 0.133, 0.03 and 1.22 mM, K, values 0.093+0.022,
0.0365+0.016 and 1.149+0.35 mM and for hCA 1I Isy values 0.155, 0.054 and 18.73 mM, K;
values 0.295+0.04, 0.054+0.018 and 11.09+5.02 mM. It was found that dexametazon sodium
phosphate activated both isozymes and other glucucorticoids did not have regular inhibition.
Inhibition type of budesonide was uncompetitive, methylprednisolone sodium siiksinat was
competitive and fluticasone propionat was competitive for hCA I and uncompetitive for hCA II.
2011, 83 pages

Keywords: hCA I, hCA II purification, antiulcer, glucocorticoids, urological, inhibition
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Yasam i¢in gerekli kosullardan biride organizmanin yeterli ve segici olarak kimyasal
tepkimeleri katalizleme yeteneginde olmasidir. Bilindigi gibi canli sistemler g¢evredeki
enerjiyi kullanirlar. Ornegin: Oksijen varhiginda sukrozun CO, ve H,O ya déniisiimii
oldukca ekzergonik bir siirectir, salinan serbest enerjiyi goérme, tatma, hareket ve
diisinmede kullanilabilir. Bununla birlikte bir torba seker, CO, ve H,O ya higbir
doniisiim olmaksizin yillarca saklanabilir. Bu kimyasal siire¢ termodinamik olarak
tercih edilir olmasina karsin ¢ok yavastir. Fakat sukroz insanlar tarafindan tiiketildigi
zaman saniyeler icerisinde kimyasal enerjiyi saglar. Fark katalizdir. Kataliz olmasaydi,
yasamin devam etmesi i¢in gerekli olan kimyasal tepkimeler uygun zaman araliginda

meydana gelmeyebilirdi (Lehninger et al. 2005).

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iiriin
olmasina firsat vermeden %100’liik bir {iriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimer) kii¢iik bir grubu hari¢ olmak iizere, biitiin
enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en biiyilk ve en ¢ok 0Ozellesmis grubunu

teskil ederler (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Bir hiicredeki tiim kimyasal olaylar enzimler aracilifiyla gergeklesir. Biyomolekiillerin
kararlilig1 su 6nemli sonucu saglamaktadir; hiicre i¢inde enzimi olmayan bir reaksiyon
hemen hemen vuku bulmaz, kendiliginden reaksiyonlar meydana gelmezler. Bunun
anlami, enzimler protein yapisinda oldugu ve DNA tarafindan sifrelendigi icin, bir
hiicredeki tiim olaylar DNA seviyesinde diizenlenip, kontrol edilmektedir demektir.
Buradan, enzimleri sadece katalizor 6zelligi ile nitelemenin eksik bir tanimlama olacagi
anlagilmaktadir. Gergekten, bu molekiiller, bir hiicreyi digerlerinden farkli kilan
ozelliklerine ait bilgilerin DNA’dan aktarilmasinin en 6nemli araglaridir (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).



Enzimler, en dikkate deger ve oldukca Ozellikli proteinlerdir. Enzimler ¢ogu kez
sentetik ve inorganik katalizorlerden ¢ok daha 6nemli olaganiistii katalitik giice sahiptir.
Substratlart i¢in yliksek 6zgiilliige sahiptirler, kimyasal tepkimeleri miithis derecede
hizlandirirlar ve pH ve sicakligin optimum oldugu kosullarda sivi c¢ozeltilerde islev
goriirler. Biyolojik olmayan katalizorlerin ¢ok azi bu o6zelliklerin hepsine sahiptir.
Enzimler diizenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel molekiillerin
pargalandig1 tepkime basamaklarinin yiizlercesini katalizlerler, bdylece kimyasal
enerjiyi korur, doniistiiriir ve basit Olciilerden biyolojik makromolekiiller {iretilir

(Lehninger et al. 2005).

Baz1 enzimler, enzimatik reaksiyonu icin gerekli olan, bir protein olmayan kofaktorlerle
birlesirler. Siklikla karsilasilan kofaktorler arasinda Zn®" ve Fe** gibi metal iyonlar1 ve
koenzim olarak B12 vitamini gibi vitaminler ya da genellikle vitamin tiirevi olan
organik molekiiller yer alir. Ornegin NAD' koenzimi niyasin, FAD" koenzimi
riboflavin igerir. Holoenzim, enzimle birlikte koenzimi, apoenzim ise holoenzimin
protein kismini ifade eder. Uygun kofaktdr yoksa apoenzim biyolojik aktivite
gostermez. Prostetik grup ise enzimden ayrilmayan enzimin yapisina siki bagl bir
koenzimdir. Ornegin; Karboksilaz enziminin ii¢ boyutlu yapisina bagl biyotin gibi.
Enzimlerin {izerine etki ettikleri ve iiriine doniistiirdiikleri bilesiklere substrat denir.
Enzimler genelde belirli bir substratla etkilesirler, sadece tek tip kimyasal reaksiyon
katalizlerler ve bu yonleriyle oldukca spesifiktirler. Bir¢ok enzim hiicre i¢inde farkl
kisimlarda eksprese olmaktadirlar. Boylece bir reaksiyonun substrati ve iriini diger
reaksiyonlardan izole olur, reaksiyon i¢in uygun ortam saglanmis olur ve hiicredeki

binlerce enzim amaca uygun olarak organize edilmis olur (Harvey et al. 2007).

Enzim molekiillerinde aktif bolge denilen 6zel bir cep ya da yuva bulunur. Aktif bolge
substrata komplementer olan {i¢ boyutlu bir yiizey olusturan aminoasit yan zincirleri
igerir. Aktif bolge substrati baglayarak bir enzim-substrat (ES) kompleksi meydana
getirir. ES, sonradan enzim ve lriine pargalanan enzim-iiriine (EP) doniisiir (Harvey et

al. 2007).



Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin cogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 10° ila 10°
kere daha hizli olarak oldukca etkindir. Tipik olarak, her enzim molekiilii saniyede 100
ila 1000 substrat molekiiliinii iiriine ¢evirme yetenegine sahiptir. Enzim bagina diisen

tirtine ¢evrilmis substrat sayisina ‘turnover sayis1’ denir (Harvey et al. 2007).

Bir kisim enzimler substrat adinin sonuna ‘-az’ son eki getirilerek adlandirilirken
(6rnegin lireaz) bazilar1 da ilk bulucularin ortaya attiklari isimlerle taninir (6rnegin
tripsin). Ancak bu isimlerin ¢ogu enzimlerin fonksiyonlart hakkinda eksik bilgi
verdiginden Uluslararast Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir
siniflandirma yapilmistir. Ayrica her enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi

ongorilmistiir (Lehninger et al. 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve mekanizmalarina gore su sekilde
siiflandirilmstir;

1. Oksidorediiktazlar: iki substrat arasinda redoks reaksiyonlarin1 katalizleyen
enzimlerdir.

2. Transferazlar: Iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrid, C-halojeniir veya P-N baglarinin
bir su katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.

4. Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizmayla substratlardan gruplarin uzaklastirilip
cift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir.

6. Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmast sonucu ortaya g¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzim aktivitesi diizenlenebilir, yani enzimler iirin olusum hizi ve hiicrenin ihtiyacini

karsilayacak sekilde aktive veya inhibe edilebilirler (Harvey et al. 2007).



1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk
basamaginda bir ES olusmasindan ve enzimlerin doygunluk 6zelliginden yola ¢ikarak,
bir model gelistirdiler (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu modelde, enzim substratiyla geri
doniistimlii olarak baglanarak sonradan enzimi serbest olarak birakarak iirline yikilan bir

ES kompleksi meydana getirir. Bir substrat molekiiliinii kapsayan model asagida

gosterilmistir.
k, ks
E+S —/—ES —>E+P
k,
E: Enzim
S: Substrat

ES: Enzim-Substrat kompleksi
P: Uriin
ki, ko, k3: hiz sabitleri

Michaeles Menten denklemi reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuyla nasil

degistigini gostermektedir.

Ky + [S]
Vo= ilk hiz
Vimax= maksimum hiz
Kyv= Michealis-Menten sabiti= (k;+k;)/k;

[S]= substrat konsantrasyonu

Michaeles Menten hiz denklemi kurulurken asagidaki varsayimlar kabul edilmistir:

i. E ve S’in goreceli konsantrasyonlari: Sustrat konsantrasyonu [S], enzim
konsantrasyonundan [E], cok daha fazladir, bdylece herhangi bir zamanda enzim

tarafindan baglanan substrat miktar1 kiigtiktir.



ii. Denge durumu varsayimi: [ES] zamanla degismez (denge-denge varsayimi), yani ES
olusum hizi, ES yikim hizina (E+S ve E+P) esittir. Genel bir kural olarak, bir reaksiyon
serisindeki bir ara iriiniin sentez hizi, yikim hizina esitse bu ara iirliniin denge

durumunda oldugu sdylenir.

iii. Ik hiz: Enzim reaksiyonu analizlerinde sadece ilk hizlar kullanilir, yani reaksiyonun
hiz1 enzim ve substrat karistirilir karistirllmaz 6lgiiliir. Bu esnada {iriin konsantrasyonu
kiictiktiir ve bu yiizden P’den S’ye geri donen reaksiyon hizi ihmal edilebilir (Lehninger

et al. 2005).

Enzimlerin Ky degerleri ¢ok farklilik gsterir. Bir¢ok enzim i¢in bu deger 107 ile 10
M arasindadir. Ky degeri enzim konsantrasyonuna bagli degildir. Substratin yapisi, pH,
sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde, her

substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri vardir.

Ky degerinin iki anlami vardir. Birincisi; Ky, enzimin aktif bdlgelerinin yarisinin

doldugu substrat konsantrasyonudur. ikincisi; Ky degerinin

E+S —=ES —>E+P
2

denklemiyle gosterilen katalizleme mekanizmasi basamaklarinin hiz sabitleriyle iligkisi

vardir. Yukarida Ky= (kytks)/k; esitligini gdsterilmistir.

ko>>k; oldugu zaman Ky, ES’nin ayrigma sabitine esittir. Bu durumda Ky, ES
kompleksinin bir saglamlik o6lgiisiidiir. Yiiksek Ky zayif baglanmayi, diisiik bir Ky

kuvvetli baglanmayi ifade eder.



Vmax €nzimin Katalitik aktivitesinin bir ifadesidir. V., teriminin birimi tiriine ¢evrilen
substratin mol sayisi/birim zaman’dir. Enzimlerin V., degerleri de birbirlerinden ¢ok
farklidir. Aym1 zamanda substratlarin yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle de
degisirler.

Enzimlerin hem “in vivo” hem de “in vitro” aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan
azaltilmast hatta yok edilmesi olayina “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere “inhibitor” denir. Inhibitdrler genellikle kiiciik molekiil kiitlesine sahip
bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik aktiviteyi kontrol eden en kii¢ilk molekiiller
biyolojik sistemler iizerinde biiylik 6l¢iide kontrol sagladiklari i¢in 6nemlidirler. Birgok
kimyasal madde ila¢ ve zehirli bilesikler de fonksiyonlarin1 bu yolla gerceklestirirler.
Enzimatik inhibisyon, doniisimlii ve doniisiimsiiz olmak tiizere baslica iki sekilde

smiflandirilir.

Doniisiimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir.
Inhibitdr, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. Vo, (enzimatik
reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, Ky (enzimin substrata ilgisini
gosteren sabit) degismeden kalir. DOniisiimsiiz inhibisyonun aksine dontisiimlii

inhibisyonda enzim ile inhibitor etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir.

Doniisiimlii inhibisyon ii¢ grupta incelenir, bunlar;

. Yarigmali (kompetitif) inhibisyon
. Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyon
. Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon

Doniistimlii inhibisyonun en basit tipi yarigsmali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali
inhibitdr yapi itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece
substratin enzime baglanmasi dnlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin V. degeri degismezken, Ky

degeri artar.



Yine doniistimlii tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér ve substrat
enzim molekiiliine ayn1 anda baglanabilir. Yarismasiz bir inhibitdr, etkisini; bir enzimin
turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve
inhibitor arasinda yarisma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Bu durum baglanmanin enzimin ayni1 bdlgesine
olmadigini gosterir. Enzimin V. degeri azalirken, Ky sabit kalir. Substrat ve inhibitor,

farkli bolgelere baglanabildiginden enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana gelir.

Bir bagka doniigiimlii inhibisyon tipi de yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime baglanamaz. Sadece enzim-substrat (ES)
kompleksine baglanir. Tek substratli sistemlerde yari1 yarigmali inhibisyona nadir
rastlanir. Daha cok birden fazla substratli enzimler ic¢in gecerlidir. Enzim—substrat
inhibitor (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yar1 yarigsmali inhibitoriin varliginda
Vmax azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla S kompleksi ortamdan stirekli
cekileceginden enzim ve substrattan ES kompleksinin olusumu dengesini daha fazla

saga kaydirir ve Ky degeri kiigtiliir.

Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 06zel bir c¢esidi olan lineer karisik tip
inhibisyon doniisiimlii inhibisyon cesitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda enzim,
substrat ve inhibitoriin baglanma denge sabitleri farklilasmaktadir. Bircok multienzim
sistemi net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu sistemlerin
cogunda seri reaksiyonlarin son iiriinii belirli bir konsantrasyona eristiginde sistemin ilk
enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere ‘“allosterik
enzimler” denir ve bu olaya da “feed—back” inhibisyonu adi verilir. Birden fazla
polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitorlerin enzime baglanmasiyla
degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesimlerle allosterik
inhibisyon olay1 meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere “modiilator”

denir. Allosterik enzimlerin kinetigi Michaelis—Menten kinetiginden farklilik gosterir.

Inhibisyon cesidinin ve K; sabitinin belirlenmesi icin en ¢ok kullanilan ydntem,

Lineweaver—Burk grafikleridir (Sekil 1.1). Bu yontemde 1/V—1/[S] grafikleri sabit



inhibitér ve bes farkli substrat konsantrasyonunda ¢izilir. Kesim noktalarinda

degerlendirmeler yapilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1/vV
Egim=Ky\/V ..

1/‘]max

1/[S]

'I/KM

Sekil 1.1. Lineweaver-Burk Grafigi (Keha ve Kiifrevioglu 2009)

1.2.Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz enzimi tiim memelilerde, alglerde ve bitkilerde bulunur. (Hewett-

Emmett and Tashian 1996).

CA_ .
CO+H,0 === H*+HCO;

Bu reaksiyon karbonik anhidraz yoklugunda onemli oranda gerg¢eklesmesine ragmen
katalizlenmeyen reaksiyon hizi ¢ok yavastir (Henry 1996). Ciinkii reaktanlari ve
tiriinleri bir¢ok fizyolojik ve biyolojik silire¢ i¢in hayati 6neme sahiptir, karbonik
anhidraz bir¢ok hiicre tiirlerinde ve dokuda bulunur ve asit-baz dengesi, iyon ve CO,
taginmasi, kemik absorbsiyonu, solunum, glukoneogenez ve iirogenez gibi fizyolojik ve
biyolojik aktivitelerde rol oynar (Sly and Hu 1995; Henry 1996). Bu karbonik

anhidrazin bir¢ok hastaligin patalojik siirecinde 6nemli rol oynadig:1 anlamina gelir.



Karbondioksit, sulu c¢ozeltilerde yiiksek ¢oziiniirliik gostermez ve bikarbonata
cevrilmezse dokularda ve kanda CO, kabarciklar1 olusacaktir. Denklemden de
goriildiigii gibi CO,’in hidrasyonu dokulardaki H" derisiminde artisa neden olur.
Oksijenin hemoglobin tarafindan baglanmasi biiyiik dlgiide pH ve CO, derisiminden
etkilenir, boylece CO, ve bikarbonat arasindaki doniisiimiin oksijenin baglanmasi ve
kana salmmmasinda biiyiik énemi vardir. Hemoglobin dokularda olusan total H' ve
COy’nin %20’sini akcigerlere ve bobreklere tasir. HW ve CO, baglanmasi oksijen
baglanmasiyla ters orantilidir. Periferik dokularin goreceli diisiik pH ve yiiksek CO,
derisimlerinde H" ve CO, baglandig1 i¢in hemoglobinin oksijene ilgisi azalir ve O,
dokulara verilir. Tersine akciger kapillerlerinde CO, atildig1 ve sonug olarak kan pH’s1
yiikseldigi i¢cin hemoglobinin oksijene ilgisi artar ve periferik dokulara tagimak iizere
protein daha fazla O, baglar. pH ve CO, derisiminin oksijenin hemoglobin tarafindan
baglanmasina ve salinmasina olan bu etkisi Bohr etkisi olarak adlandirilir; Danimarkali
fizyolog Christian Bohr tarafindan 1904’te kesfedilmistir. Bu da hemoglobinin O,
doygunlugunun H" derisiminden etkilendigini gostermektedir. Hem O, hem de H'
hemoglobin tarafindan ters ilgiyle baglanir. Oksijen derisimi akcigerlerde oldugu gibi
ylksek oldugunda hemoglobin O;’yi baglar ve protonlar1 serbest birakir. Oksijen
derisimi periferik dokularda oldugu gibi diisiik oldugunda, H"’y1 baglar ve O,’yi serbest
birakir. Karbondioksit derisimi periferik dokularda oldugu gibi yiiksek oldugunda,
COy’in bir kism1 hemoglobine baglanir ve O,’ye ilgi azalir, salinmasi saglanir. Bir
polipeptid altbiriminden digerine ligant baglama bilgi aktarim kapasitesi, hemoglobin
molekiiliinii eritrositlerle O,, CO, ve H' tasinmasiyla biitiinlesmeye cok giizel bir

sekilde uyumlu bir hale getirir (Lehninger et al. 2005).

Hemoglobin hiicrelerin gereksindigi yaklasik biitiin oksijeni akcigerlerden dokulara
tasinmasinin yani sira, hiicresel solunumun iki son iiriinii olan H" ve CO,’yi de
dokulardan onlarin atilacagi yere, akcigerlere ve bobreklere tasir. Mitokondride organik
yakitlarin oksitlenmesiyle meydana gelen CO, bikarbonat olusturmak tizere hidrate

edilir (Sekil 1.2).
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Katabolik
reaksiyonlardan
l Arteryal sistem
CO, Disari
solunan

Doku
kapillerlerindeki
eritrosit

havaya

CO,

H,O0+CO;

Karbonik
Anhidraz

H,O0+CO,
Karbonik
Anhidraz

H,CO; Akcigere H,CO;
HbO, HbO,
CA l/ CA
ClI" HCO;+HHb+Q, HCO5;+HHb+0,
Cl

cr O HCO, | Akeer
Oksidatif Cr kapillerlerinde- 9,
- sidati . . .
AkI‘{“C (1)2 reaksiyonlar ki eritrosit Solunan
clgerere icin hiicrelere havadan
taginmasi i¢in kan

plazmasina gecer

Vendz doniis

Sekil 1.2. Karbonik anhidraz enziminin solunum olayindaki 6énemi (Montgomery et al.
2000)

Canli organizmalarda anahtar bir metabolit olan CO,’nin ¢evresel konsantrasyonu
nadiren yliksektir. Ek olarak CO,, HCOj; ile denge halindedir. Bikarbonat negatif
yiiklidiir ve sulu ¢ozeltilerde iyi ¢ozilinlir fakat lipitlerde az ¢oziiniirken CO; hem sulu
cozeltilerde hem de lipitlerde yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir. Bu yiizden CO, hiicre igine
ve disina kolayca ge¢mesine ragmen HCOs “lin hiicre membranlarindan taginmasi
gereklidir (Sekil 1.3). pH 6,3’{in iistiinde her iki tiir arasindaki denge HCO;™ tarafina
kayar ve bdylece hiicre i¢inde ihtiya¢ duyulan CO, ve HCOj; konsantrasyonlarinin

stirdiiriilmesinde problem olusur. Bu durumda karbonik anhidraz devreye girerek bu
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problem giderilir. Ciinkii fizyolojik pH da CO, ve HCO;’{in birbirine doniisiimii ¢ok
yavagtir ve bu durumda enzimatik kataliz sarttir. CO,’nin HCO3 e doniisiimii CO;’nin
hiicre i¢inde tutulmasi i¢in 6nemli olabilirken HCO;’iin CO;’ye doniisiimii HCO;5’lin
hiicre i¢inde taginmasini kolaylastirabilir. Yani CO;’nin HCO; e enzimatik doniistimii
sadece hiicrenin CO,’yi hiicresel enzimler i¢in gerekli olan seviyeye konsantre etmesini
saglamaz ayni1 zamanda hiicrenin, hiicresel islemler sonucunda olusan CO, ve HCO5’iin
uygun seviyede tutulmasina yardim eder. Karbonik anhidraz CO;’nin HCO;’e

déniisiimiinii katalizleyen ve Zn®" igeren bir enzimdir (Smith and Ferry 2000).

Katabolizma Bikarbonat kan
sonucu iiretilen plaz‘.m?smda
karbondioksit ¢ozunur

eritrosit igine
girer

Akciger dokusu

Kloriir-bikarbonat
degistirici protein

HO + CO2

Solunum yapan doku @ Korbondioksit
eritrositlerden
Bikarbonat kan cikar ve
plazmasindan nefesle atilir
eritrositlere girer

Sekil 1.3. Karbondioksit ve bikarbonatin dokulardaki tasinmasi ve ikisi arasindaki
dengenin gosterilmesi

Karbonik anhidrazin hiicre i¢i konumu, katalitik aktivitesi ve farkli inhibitorlere karsi
duyarliligina gére 16 izoenzimi tanimlanmistir. Bu izoenzimlerden CA I, CA 11, CA 111,

CA VII ve CA XIII stozolde, CA 1V, CA IX, CA XII ve CA XIV membrana bagli, CA
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VA ve CA VB mitokondride ve CA VI ise tiikiiriikte bulunur. CA XV insanlarda ya da
diger primatlarda exprese olmamaktadir. Ama kemirgenlerde ve yliksek bitkilerde
boldur (Hilvo et al. 2005). CA bagl proteinler olarak adlandirilan {i¢ tane akatalitik
formu da vardir (CARP VIII, CARP X ve CARP XI) (Supuran 2004).

Karbonik anhidraz enzimlerinin {i¢ boyutlu yapilar1 a-CA, B-CA ve y-CA olmak iizere
tic farkli familyada incelenmistir. Farkli familyalarla gosterilen homolog enzimlerin
hepsinde Zn®>" iyonu vardir. Bundan dolay: bu familyalarn hepsi, katalitik fonksiyonu

yerine getirmeleri yoniinden birbirine benzer yapilardadir (Hewett-Emmett 2000).

Enzimin aktif bolgesi oyuk seklindedir ve genis bir alana yerlesmistir. Koni bigimindeki
bu oyuk neredeyse molekiiliin merkezine kadar uzanir. Cinko iyonu bu oyugun alt
kismina bitisik durumdadir. Dort ligand gibi H,O veya OH ile bir tetrahedral
geometride His-94, His-96 ve His-119 ’daki li¢ azot atomuyla koordine edilmistir.
Ligandlar protein formundaki bir indirekt ligandin hidrojen bagi ile diger gruplara

baglanmasiyla olusurlar (Lesburg and Christianson 1995).

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir. Daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, si¢an eritrositleri, si¢an tiikriigii, sigir kemigi, sigir
l16kositleri, ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve birgok kaynaktan
karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda
oldugu bulunmustur (Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Demir et al.
2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin 2004).

Insan eritrositlerinde karbonik anhidraz izoenzimlerinin (hCA 1 ve hCA 1II) aktivite
seviyesinin, belirli patalojik ve fizyolojik sartlar altinda 6nemli degisiklikler gosterdigi
belirlenmistir. CA aktivitesindeki degisiklikler diabet ve hipertansiyon gibi metabolik
hastaliklarla iligkilidir (Parui et al. 1991, 1992). CA inhibisyonunun proksimat tiibiil
liimenindeki proton salinimina zararli oldugu ve HCOj;™ geri absorbsiyonunu azalttig

tespit edilmistir. Ayn1 zamanda karbonik anhidrazin inhibisyonu idrar asitligi oranini,
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alkali idrar iiretimini ve metabolik asitligi azalttig1 da tespit edilmistir (Hannedoeche et

al. 1991).

Birgok kaynaktan saflastirilan CA enzimlerinin c¢esitli bilesikler tarafindan inhibe
oldugu tespit edilmistir. Asetazolamid, agir metaller ve siilfonamidler kuvvetli CA
inhibitorleridir (Vitale et al. 1999). Ek olarak bazi in vitro ve in vivo ¢alismalar
streptomisin  siilfat, sodyum dipiron, magnezyum siilfat, seftizoksim sodyum,
sefuroksim sodyum, sefoperazon sodyum, stroptomisin siilfat ve metilmisin siilfat gibi
antibiyotikler, baz1 kimyasallar ve baz1 pestisitlerin de CA enziminin aktivitesini biiyiik

6l¢iide inhibe ettigini gostermistir (Beydemir et al. 2000, 2002).

1.3. inhibisyon Calismalarinda Kullamlan flaclar

Ilaglarin belirli bir organi veya dokuyu etkiyebilmeleri icin o dokuya belirli bir
konsantrasyon esigini asacak miktarda ulagmalar1 gerekir. Etki yerine ulagsmasinin ilk
kademesini ilacin, viicuda uygulandigi yerden absorpsiyonu yani emilmesi, ikinci
kademesini ise ilacin dolasan kandan dokulara dagilimi olusturur. Farmakolojideki
anlami ile absorpsiyon, ilaglarin uygulandiklar1 yerlerden kan dolasimina gegmeleri
seklinde tanimlanabilir. Absorpsiyon ve dagilim, esas itibariyle ilaclarin ¢esitli hiicre

tabakalarini ve bunlarla ilgili biyolojik membranlar1 gegmesi olayidir (Kayaalp 2002).

Ilaglar viicutta, uygulandiklar1 andan itibaren gesitli enzimlerin etkisine maruz kalirlar.
Ilaglarin  enzimlerin etkisi ile viicutta kimyasal degisikliklere ugramasina
biyotransformasyon (ilacin metabolize edilmesi veya metabolizlenmesi) denilir.
Biyotransformasyon sonucu ilaglar genellikle daha az etkili veya etkisiz bilesikler haline
getirilirler. Bu nedenle biyotransformasyon, etkinlie yansimasi bakimindan bir
biyoinaktivasyon olayidir. Biyotransformasyona detoksikasyon (zehirsizlenme) adi da
verilir; fakat bu terimin sozciik anlaminda ifade ettigi durum her zaman meydana
gelmez. Bazen ilaglar biyotransformasyon sonucu daha etkili ve/veya daha toksik

bilesiklere doniisiirler yani biyoaktivasyon olur (6rnegin kodein’in morfin’e ve
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difenoksilat’in difenoksin’e doniisiimiinde oldugu gibi). Bu olay sonucu ilaglarin fazla
toksik bilesiklere doniistiiriilmesinin 6rnekleri ise metil alkoliin formaldehid ve formik
aside, asetaminofen’in N-asetil-p-benzokinonimin’e, kloroform’un fosgen’e ve

izoniazidin asetilhidrazine doniisiimiidiir (Kayaalp 2002).

[laglarin belirli bir biyolojik yapidaki etkisinin nasil olustugunun bilinmesi, insanda o
etkiyi elde etmek i¢in ilacin hekim tarafindan rasyonel ve bilingli bir sekilde
kullanilmasina olanak verir. Etki mekanizmasi sirastyla sistem, organ, doku, hiicre ve
subseliiler yap1 diizeylerinde ve nihayet hiicrelerdeki fonksiyonel molekiiller (enzimler
gibi) diizeyinde olmak iizere degisik derinlikte incelenebilir. Ilaglarm pek ¢ogunun
hiicre diizeyine kadar olan yerlerle ilgili ve ‘makro’ diizeyde diye nitelendirilebilen etki
mekanizmalar1 iyice aydmlatilmistir. Fakat subseliiler yapilar ve 6zellikle biyolojik
molekiiller diizeyindeki ilag etkisinin mekanizmasinin aydinlatilmasi halen kisith
sayidaki ilag veya ila¢ gruplari i¢cin miimkiin olmustur. Bununla beraber giderek artan
bir sekilde uygulamaya giren molekiiler biyoloji yoOntemleri ile ilaclarin etki
mekanizmalarma iligkin bilgilerin derinligi giderek artmaktadir. Boylece ilaglarin etki
mekanizmalara iligkin bazi hipotetik kavramlar, somut ve 6l¢iilebilir nesneler haline

dontismektedir (Kayaalp 2002).

1.3.1. Glukokortikoid ilaclar

Glukokortikoid ilaglar basta antiinflamatuvar ve antialerjik etkileri olmak iizere gesitli
etkileri nedeniyle sik kullanilan ilaglardir. Kullanildiklar1 hastaliklarda gii¢lii terapotik
etkinlik gosterirler. Kullanilis yerleri; yerine koyma tedavisi (replasman) seklinde
kullanildiklar1 adrenal fonksiyon bozukluklari ve adrenal veya baska bir endokrin
bozukluk s6z konusu olmayan durumlar diye iki ana gruba ayrilir. Ayrica hipotalamus-
hipofiz-adrenal korteks ekseninin bozukluklarinda teshis araci olarak da kullanilirlar

(Kayaalp 2002).
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Yeni sentetik streoidler agizdan alindiklarinda mide-barsak kanalindan genellikle tam
olarak absorbe edilirler. Maksimum kan diizeylerine, alindiktan 2-8 saat sonra ulasirlar.
Plazmada eliminasyon yarilanma omiirleri genellikle 90-180 dakika arasindadir. Dogal
kortikosteroidler gibi ve onlara benzer bir sekilde, karacigerde metabolizma edilirler.
Bir¢ogunun metabolizmasinda (deksametazon, prednizon, prednizolon ve tiirevleri gibi)
CYP3A4 enzimi rol oynar. Karaciger hastaliklar1 bu organda énemli dlclide zedelenme
yapmugsa glukokortikoidlerin eliminasyon yarilanma omrii belirgin sekilde uzar.
Metabolitler ve degismeden kalan genellikle ufak miktardaki ilag, bobreklerden itrah
edilir. Kortizol ve onun farmakoloji yoniinden benzeri olan sentetik glukokortikoidler,
asagida belirtilen ¢esitli etki tlirlerini meydana getirirler. Bu etkiler genellikle ‘permisif’
ozelliktedir. Yani s6z konusu hormon ve ilaclar kendi basina bir etki baslatmaktan
ziyade, diger hormonlarin gesitli yapilarda baslatmis olduklari etkinlikleri artirirlar,
bunlarin daha fazla meydana gelmesini saglarlar. Bazi yerlerde ise bu etkinlikleri inhibe

ederler.

Glukoz metabolizmasi: Glukokortikoidler, insiiline zit yonde etki yaparlar.
Karacigerde glukoneogenezi artirirlar; bu olay, yiiksek olasilikla glukoneogenezde rol
oynayan fosfoenolpiruvat karboksilaz, fruktoz-1,6-difosfataz ve glukoz-6-fosfataz1 ve
ayrica amino asitleri piruvata doniistiiren transamilazlar1 indiiklemelerine, hiicrelerde
protein sentezini inhibe etmelerine ve proteolizi artirmalar1 sonucu, glukoz substrati
olan amino asitleri artirmalarma baghdir. Glukokortikoidler, yag dokusu hiicrelerine,
fibroblastlara ve timositlere glukoz girisini (uptake’ini) azaltirlar. Glukoneogenezin
artmasi ve glukoz kullaniminin azalmasi, gliseminin yiikselmesine neden olur. Ayrica,
olasilikla glikojen sentazi indiikliyerek karacigerde glikojen iiretimini ve depolanmasini
ve daha hafif derecede olmak iizere ¢izgili kaslarda da glikojen {iretimini artirirlar; bu

olaylar i¢in ortamda insiilin bulunmasi gerekir.

Protein metabolizmasi: Glukokortikoidler karaciger hari¢, diger dokularda protein
sentezini inhibe ederler (antianabolik etki); ¢izgili kaslar ve bag dokusu basta olmak
tizere ¢esitli yerlerde proteolizi artirarak protein yikimini artirirlar (katabolik etki).

Cizgili kaslara ve diger dokularin hiicrelerine (karaciger hari¢) amino asit girisini
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azaltirlar; antianabolik etkilerinde ve plazmada amino asit diizeyini yiikseltmelerinde bu
olay rol oynar. Boylece dokulardan karacigere, amino asitlerin transferinin ve karaciger
hiicrelerine giriginin artirilmasi, onlarin karacigerde deamine edilerek bir yandan
glukoza doniismelerini ve bir yandan glikojen yapimini, 6te yandan ilire ve amonyak
olusumunu fazlalastirarak idrarla azot kaybini artirir, azot bilangosunu negatiflestirir;
ayrica hepatositlerde protein sentezini artirir. Asirt glukokortikoid etkinlik, protein
kayb1 nedeniyle ciltte incelme ve kemik matriksinde azalma yapar. Cizgili kaslarda ufak
dozdaki glukokortikoidlerin protein sentezini artirdiklari ileri siiriilmiisse de bu konu
tartismalidir. Yiiksek dozda uzun siire verilirlerse biiyiime hormonu salgilanmasini

inhibe ederler ve ¢ocuklarda biiylimeyi durdururlar.

Yag metabolizmasi: Glukokortikoidler, yag hiicresine glukoz girisini azaltirlar;
lipolitik hormonlarin yaptig1 lipolizi kolaylastirirlar. Insiilinin lipoliz olusturan etkisine
kars1t c¢ikarlar ve yiiksek dozda verildiklerinde lipolizi hizlandirirlar. Adipositlerden
serbest yag asidi ve gliserol ¢ikisini artirirlar. Glukokortikoidler, agir1 salgilanmalari
veya ilag olarak yiiksek dozda verilmeleri durumlarinda insiilin diizeyini ytikseltmeleri
ve istahi artirmalar1 nedeniyle lipojenik etki de yaparlar. Lipolitik ve lipojenik etkiler
sonucu yagin viicutta dagilimi degisir ve Cushing sendromu ve benzeri durumlarda yag
enseye supraklavikiiler bolgeye birikir (buffalo horgiicii). Ayni sekilde yiizde cilt alt1
yag dokusu artar. Yagin govdeye birikmesine de neden olurlar. Buna karsilik

ekstremitelerde cilt alt1 yag dokusunu ve kaslart eritirler.

Bobrekler: Glukokortikoidlerden bazilari, mineralokortikoidler kadar degilse bile,
insanda toplayici kanal hiicrelerinin aldosteron reseptorlerini aktive ederek Na' ve
onunla birlikte su reabsorpsiyonunu artirirlar. Ayrica ayni1 yerde K* ve H' kaybim
artirirlar. Odem ve hipokalemik alkaloz yaparlar. Bazi memeli tiirlerinde distal tiibiil
hiicreleri de aldosteron reseptorii igerirler. Kortizol ve benzeri glukokortikoidler serbest
su klerensinin ve viicuttaki su dengesinin diizenlenmesinde de rol oynar. Kortizol
yetersizliginde glomeriiler filtrasyon hizi diiser ve antidiliretik hormon salgilanmasi

artar. Boylece bobreklerden su atma kapasitesi diiser ve hemodiliisyon gelisir. Kortizol
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bu durumu tersine gevirir. Kalsiyum itrahin1 artirirlar. Urik asit itrahin1 kolaylastirirlar.

Bazi hiperkalsemi tiirlerinin tedavisinde kullanilabilirler.

Kardiyovaskiiler etkiler: Primer aldosteronizm gibi plazma aldosteron diizeyinin
arttigl ya da Cushing sendromu gibi, bu hormonla birlikte, zayif mineralokortikoid
etkisi olan Kortizol diizeyinin arttifi durumlarda hipertansiyon gelisir. Bu olay
bobrekler {iizerindeki yukarida belirtilen su ve tuz tutucu etkiye baghdir.
Mineralokortikoid etkinligi c¢ok zayif olan veya hi¢ bulunmayan yeni sentetik
glukokortikoidlerle, uzun siiren tedavi sirasinda genellikle hipertansiyon olusmaz

(Kayaalp 2002).

1.3.2. Antiiilser ilaclar

Mide mukozasinda epitel tabakasinin eldiven parmagi seklinde mukoza igine
sokulmasiyla olusan milyonlarca tubuler bezin ¢eperinde bulunan hiicreler, farkli
histolojik ve fizyolojik Ozellikler gosterirler. Bunlar, bezin boyun kisminda yerlesmis
olan hiicreler mukus salgilarlar, midenin fundus bolgesindeki bezlerde daha derinde
bulunan paryetal hiicreler H' ve CI” (hidroklorik asit) salgilarlar. Paryetal hiicrelerin
arasina serpilmis olan esas hiicreler pepsinojen salgilarlar, pepsinojen mide lumenindeki

asit ortamda pepsine doniigerek aktive edilir (Kayaalp 2002).

Paryetal hiicrelerde H'; karbonik anhidraz tarafindan su ve karbondioksitin birlesmesi
suretiyle bobrek tubuslarinda oldugu gibi yapilir. H paryetal hiicrenin apikal yiiziinde
yerlesmis bir aktif transport mekanizmasi ile hiicreden limene atilir ve karsiliginda
liimenden K alinir; proton pompasi denilen bu mekanizmanin esastm H', K™a bagh
ATPaz olusturur. Cl" iyonu paryetal hiicre i¢ine bazolateral membran i¢inden gecirmek
suretiyle ¢evresindeki interstisyel sividan alinir ve karsiliginda HCOj3™ iyonu interstisyel
stviya ve oradan kapiler dolasima verilir. Bu nedenle gastrik venlerden dénen kanin
pH’st biraz yiiksektir ve yemek sirasinda oldugu gibi asit olusumunun (karbonik

anhidraz reaksiyonunun) hizlandig1 sirada dénen kanin pH’s1 daha da yiikselir; hatta
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postprandial sistemik gecici alkolaza neden olabilir. Paryetal hiicre i¢cinden Cl “de aktif

transport sistemiyle liimene atilir.

Midede asit salgisini azaltan ilaglar; omeprazol ve benzeri benzomidazol tiirevleri
(lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol ve esomeprazol), histamin H,-reseptor blokorleri
(simetidin, ranitidin, famotidin ve nizatidin) ve antimuskarinik (antikolinerjik)
ilaglardir. Bunlardan en etkili olan1 omeprazol ve benzeri proton pompasi
inhibitorleridir. Histamin Hj-reseptor blokorlerinin  efikasitesi proton pompasi
inhibitorlerininkinden daha az, fakat antimuskarinik ilaglarinkinden yiiksektir.
Efikasiteleri yeterli olan ve uzun siireden beri yeterli derecede denenmis olan histamin
Hj-reseptor blokdrleri halen peptik iilser tedavisinde en tercih edilen ve en fazla

kullanilan ilaglardir.

Hy-reseptor blokdrlerinin klinik bakimdan en dnemli etkileri, histaminin midedeki asit
salgilatic1 etkisini giiclii bir sekilde bloke etmeleridir. Histaminin bu etkisi klasik
antihistaminiklere rezistandir. Histaminin tiikiirik ve diger dis salgi bezleri lizerindeki
salgilatic1 etkisi tizerinde pek etkili degildirler. Onun deney hayvanlart veya in vitro
preparatlarda belirginlesen kalpteki pozitif kronotrop etkisini, diger bazi kardiyak
etkilerine ve sican uterusu {iizerindeki gevsetici etkisine de karsi ¢ikarlar. Sadece
disaridan verilen histaminin yaptig1 asit salgilanmasini degil gastrin, yemek, vagus
stimiilasyonu, kafein, insiilin enjeksiyonu ve psisik refleks gibi biitiin etkenlerin yaptigi
asit salgilanmasimni inhibe ederler. Salginin hem hacmini ve hemde asit

konsantrasyonunu azaltirlar (Kayaalp 2002).

Proton pompasi inhibitorleri mide asit salgisin1 en gii¢lii sekilde bloke eden
benzomidazol tiirevi ilaglardir. Paryetal hiicrelerin apikal membraninda ve hiicre igine
sokulmus durumdaki sekretuvar kanalikiilleri kaplayan tiibiilovezikiillerde yerlesmis
olan K', H™ -ATPaz enzimini giiglii bir sekilde inhibe ederler. Proton pompasi adi da
verilen ve K" ile stimiile edilen adi gecen ATPaz, hiicre iginde karbonik anhidraz
reaksiyonu sonucu meydana gelen H’y1 mide lumenine pompalar. Omeprazol ve diger

benzoimidazol tiirevi ilaglar zayif baz niteliginde maddelerdir. Paryetal hiicre sekretuvar
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kanalikiillerinin diisiik pH’l1 ortaminda, iyon tuzagi mekanizmasiyla konsantre olurlar

(Kayaalp 2002).

1.3.3. Urolojik ilaglar

Levofloksasin oral ve intravendz uygulamaya mahsus, sentetik, florokinolon tiirevi,
genis spektrumlu bir antibakteriyeldir. Bir florokinolon antibakteriyel ila¢ olarak
levofloksasin DNA-DNA giraz kompleksi ve topoizomeraz IV iizerine etkir. Oral
uygulamadan sonra serum doruk konsantrasyonlarina ortalama 1 saat i¢cinde ulasilir.
Mutlak biyoyararlanim yaklasik %100°diir. Levofloksasin serum proteinlerine yaklasik
%30-%40 oraninda baglanir. Oral veya intravendz yolla uygulanan levofloksasinin
serum yari-Omrii 6-8 saat arasinda bulunmustur. Levofloksasin ¢ok az oranda
metabolize olur. Atilim esas olarak bobrekler yoluyla (%85) gergeklesir. Bobrek
yetersizligi durumunda eliminasyonu gecikir. Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi
eksikligi olan hastalarda kinolon grubu antibakteriyellerle hemolitik reaksiyonlar

bildirildiginden bu hastalarda levofloksasin dikkatle kullanilmalidir (Farmalist 2008).

Neostigmin bir parasempatomimetiktir, Ozellikle geri doniisimlii kolin esteraz

baskilayicidir. Boylelikle pargalanmayan asetilkolin, nikotinik ve muskarinik

reseptorleri uyarir (Farmalist 2008).

Sekil 1.4, Sekil 1.5 ve Sekil 1.6 da inhibisyon etkisi arastirilan ilaglarin agik yapilar

gosterilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi, 1933 yilinda Meldrum and Roughton ile Stadie and O’Brien
tarafindan ve birbirlerinden habersiz olarak kesfedilmistir. Meldrum and Roughton
(1933) insan eritrosit karbonik anhidraz enzimini yiliksek oranda saflastirmalarina
ragmen  sigir  eritrositlerinden  saflagtirmayr  1930°’lu  yillarin  sonlarinda
gerceklestirebilmistir. Keilin and Martin (1944), CA aktivitesinin ¢inko igerigi ile
orantilt oldugunu bularak ¢inkonun katalizlemede spesifik rolii oldugunu

bildirmiglerdir. Béylece CA enzimi tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe ge¢mistir.

Karbonik anhidraz izoenzimleri insan eritrositleri (Beydemir and Giilgin 2004), balik
solungaclar1 (Bone et al. 1995), balik eritrositleri (Arena 2002), si¢an tikirigi ve
eritrositleri (Feldstein and Silverman 1984), Plasmodium falciparum (Krungkrai et al.
2001), bocekler (Burt et al. 1992), sigir kemik (Sender et al. 1999) ve 16kositlerini
(Gervais and Tufts 1999) kapsayan bir¢ok kaynaktan saflastirilmis, karakterize edilmis
ve kinetik ozellikleri incelenmistir. Ayrica CA’nin bitki, maya ve bakterilerden de

karakterize edildigi belirtilmistir (Krungkrai et al. 2001).

CA-I yaklagik 30 kDa molekiil kiitleli diisiik aktiviteli sitoplazmik bir enzimdir (Bundy
1977; Lindskog et al. 1984). Kapiler ve korneal endotelyum, goz lensi, plasenta ve
memeli fetal membranlarinda bol miktarda bulundugu tespit edilmistir (Lonnerholm et
al. 1985; Venta et al. 1987; Sasaki et al. 1993; Miihlhauser et al. 1994). CA-I geni insan
genomik cDNA kiitiiphanesinden klonlanmistir (Tashian 1989).

Fizyolojik kosullarda 1,3-1,9x10° s™" turnover sayisina sahip CA-II izoenzimi bilinen en
verimli enzimlerden biridir (Khalifah 1971; Sanyal and Maren 1981; Wistrand 1981).
Insan CA-II geni, CA-I ve CA-III genleri gibi kromozom 8§ iizerindedir (Nakai et al.
1987; Tashian 1989). Hemen hemen tiim insan doku ve organlarinda bulunan CA-II

karbonik anhidraz gen familyasinda en fazla dagilmis izoenzimdir (Tashian 1992). ilk
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olarak CO;’nin hidratasyonunda yer aldig1 eritrositlerde bulunmustur (Meldrum and

Roughton 1933; Wistrand 1981).

CA I ve CA 1I izoenzimlerinin aktiviteleri lizerine gerek ilaglar gerekse sentezlenen
kimyasallar ve siilfonamid tiirevleri ile birgok inhibisyon c¢aligsmalari

gerceklestirilmistir.

CA inhibitorleri 0zellikle aromatik ve hetorosiklik siilfonilamidler klinikte glukoma,
asit-baz dengesizligi, gastrik ve duodenal iilser gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde uzun
yillardir kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak inhibitorler antitiimér ajanlar olarak da

uygulanmaktadir (Biilbiil et al. 2002; Supuran et al. 2003; Supuran 2003).

Beydemir et al. (2000) hCA T ve hCA II enzimleri lizerine hidrataz aktivitesi ile bazi
antibiyotiklerin inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Caligma sonucunda; sodyum
amfisilinin hCA I’i inhibe ettigini, sodyum dipirinonun aktive ettigini fakat MgSO,’iin
higbir etki gostermedigini bulmuglardir. hCA II’yi ise sodyum amfisilin ve MgSO4

inhibe ederken sodyum dipirionun aktive ettigini tespit etmislerdir.

Chazalette et al. (2004) siilfonilamidlere indan pargalari katilmasiyla olusturulan
stilfonilamid tiirevlerinin hCA 1 ve hCA II izoenzimleri {izerine inhibisyonunu
incelemiglerdir. Asetamido, 4-kloro-benzoil, valproil, tetra ve penta floro benzoil
metabolitlerinin katildig: siilfonilamidler hCA 1 ve hCA 1I izoenzimlerinin giiglii birer
inhibitorii gibi davranmiglardir (hCA 1 icin K; degeri 1,6-8,5 nM ve hCA 1I i¢in K;
degeri 2,3-12 nM arasindadir). Fakat bu stilfonilamidler metazolamid gibi diger CA
inhibitorii  siilfonilamidlerle kiyaslandiginda daha disiik antiepileptik aktivite

gostermiglerdir.

Yapilan baska bir calismada gokkusagi alabaligi diisiik molekiil kiitleli plazma
inhibitoriiniin insan CA II enzimi iizerine etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada oncelikle

7750 EU/mg protein spesifik aktiviteye sahip enzim 646 kat ve % 71 verimle
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saflagtirilmistir. RT plazma inhibitoriiniin 1Csy degeri 0,37 mg/ml olarak bulunmustur

(Hisar et al. 2004).

Coban et al. (2007) insan eritrositlerinden %66,95 verim, 745,1 kat, 3892,3 EU/mg
protein spesifik aktiviteyle saflastirdiklart hCA I ve %62,82 verim, 2232,6 kat 116632
EU/mg protein spesifik aktiviteyle saflastirdiklar1 hCA 1I enzimleri iizerine morfinin
inhibisyon etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda; enzimin hidrataz aktivitesiyle
hCA T igin ICsy degeri 4,5)(10'5 M ve hCA 1I icin ICsy degeri 9,23)(10'5 M olarak
bulunmustur. Ayrica ayni ¢alisma kapsaminda in vivo olarak sigan eritrositlerinde

yapilan ¢alismada her iki enziminde morfin tarafindan inhibe edildigi bulunmustur.

Ekinci et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Karbonik Anhidraz I ve II
izoenzimleri sepharose-4B L-tyrosine afinite kromatografisiyle sirasiyla 104 ve 900 kat
saflastirilmstir. %30 ve %40 verimle saflastirilan 920 ve 8000 EU/mg protein spesifik
aktivitesine sahip CA I ve CA II izoenzimlerinin aktiviteleri iizerine ceftriaxone
sodyum, imipenem ve ornidazol ilaglarinin in vitro etkileri incelenmistir. hCA I’in
hidrataz aktivitesi icin sirastyla ICsy degerleri 0,864 mM, 0,00354 mM ve 0,131 mM,
esteraz aktivitesi i¢in 1,9 mM, 0,0081 mM ve 0,318 mM olarak bulunmustur. hCA
II’nin hidrataz aktivitesi i¢in sirasiyla ICsy degerleri 1,118 mM 0,0214 mM ve 0,263
mM, esteraz aktivitesi i¢in 2,542 mM 0,0258 mM ve 0,343 mM olarak bulunmustur.

Bayram et al. (2008), salisilik asit tiirevlerinin esteraz aktivitesi ile insan eritrosit CA I
ve CA II enzimleri {izerine etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda, hCA 1 ig¢in;
salisilik asit, 4-aminosalisilik asit, 4,6-dinitro salisilik asit, 3-metil salisilik asit,
diflunisal, sulfasalazin ve asetil salisilik asitin yarigsmasiz, 4-sulfosalisilik asit ve 5-
klorosalisilik asitin yariyarigsmali, 5-sulfosalisilik asitin ise yarigmali olarak inhibisyon
etkisi gosterdigini tespit etmiglerdir. hCA 1II i¢in ise; hCA I’den farkli olarak 4-
sulfosalisilik asitin yarigmali, 5-sulfosalisilik asitin yarismasiz, 3-metil salisilik asitin

yartyarigsmali olarak inhibisyon gosterdigini tespit etmislerdir.
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Sinan et al. (2009) hCA I ve hCA II enzimleri iizerine sprofloksasin, kloritromisin,
rifamisin SV, gentamisin siilfat, klindamisin fosfat, klorafenikol, sodyum ampicilin ve
sefazolin sodyum antibiyotiklerinin in vitro etkilerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda hCA I ve hCA 1II i¢in en etkili inhibitoriin sirastyla 0,00163 mM ve 0,00114
mM ICsy degeri ile sodyum ampicilin oldugu bulunmustur. En az etkiyi ise hCA I ve
hCA 1I igin sirasiyla 0,00358 mM ve 0,00308 mM ICsq degeri ile sefazolin sodyumun

gosterdigi bulunmustur.

Bir baska calismada ise kemoterapide siklikla kullanilan bleomisin siilfat, tratuzumab,
ifosfamide, bevacizumab, fludarabin, kalsiyum folinat, vinkristin siilfat, sitarabin ve
rituksimab ilaglarinin hCA-I ve hCA-II iizerine inhibisyon etkileri incelenmis. Bu
amacla oncelikle hCA-I ve hCA-II izoenzimleri taze insan kanindan Sepharose-4B-L-
tirozin sulfanilamid afinite kolon kromatografisi ile saflastirilmis. hCA-I ve hCA-II
izoenzimleri sirastyla 93,52 ve 661,90 kat ve %54,00, %56,46 verimle elde edilmis.
Daha sonra ICsy degerlerini bulmak i¢in, hidrataz aktivitesi kullanilarak bu ilaglarin
karbonik anhidraz izoenzimi I ve II ilizerine inhibisyon etkileri arastirilmis ve
%Aktivite-[Inhibitdr] grafikleri ¢izilmis. Bu grafiklerden bleomisin siilfat, tratuzumab,
ifosfamide, bevacizumab, fludarabin, kalsiyum folinat, vinkristin siilfat, sitarabin ve
rituksimab kemoterapi ilaglarinin hCA 1 i¢in ICso degerleri sirasi ile 0,196, 0,001, 4,034,
0,006, 3,408, 0,759, 0,050, 2,399 ve 0,002 uM ve hCA II i¢in ICsy degerleri sirasi ile
0,324, 0,002, 2,519, 0,007, 5,034, 0,816, 0,060, 3,467 ve 0,003 uM olarak bulunmus. K;
degerlerinin bulunmasi i¢in esteraz aktivitesi ile ilaglarin inhibisyon etkilerine bakilmus,
fakat en yliksek konsantrasyonda bile bu ilaglarin esteraz aktivitesinde hCA-I ve hCA-II

izoenzimleri iizerinde herhangi bir inhibisyon etkisi gdzlenmemistir (Topal 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat, standart serum albumin,
N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED), diyaliz torbast ve L-tirozin Sigma
Chemical Comp.’den; siilfanilamid, sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat,
trithidroksimetilaminometan (Tris), sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-
merkaptoetanol, brom timol mavisi, hidroklorik asit, siilfirik asit, glisin, fosforik asit,
metanol, aseton, etanol, izoproponal, sodyum barbital, akrilamid, N,N’- metilen
bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250 ve R-250 ve diger kimyasal maddeler E.

Merk AG’den; karbondioksit gaz1 piyasadan saglanmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

UV/Vis spectrophotometer
Sogutmali santrifiij

Derin dondurucu

: Beckman Coulter's DU700 series
: Hermle Z 323 K(Germany)

: Sanyo, Japan

pH-metre : Schott pH-Meter CG840

Hassas terazi : Gecavery (UK)

Kar makinesi :Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Otomatik pipetler : Eppendorf

Calkalayici : Niive SL 350

Vorteks : Fisons whirli-mixer

Saf su cithazi

Magnetik karistirict
UV-Spektrofotometre kiiveti
Peristaltik pompa

: Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
: Stuart Scientific
- 1 em™’liik Kuartz Kiivet

: ismatec
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Elektroforez tanki : Bio Rad (dikey)
Gii¢ kaynagi : Bio Rad Power Pac 3000

3.1.3. Kullamilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma boyunca kullanilan ¢o6zeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida anlatildig: gibidir.

3.1.3.a. Enzimin hidrataz aktivitesinin 6lciilmesinde kullanilan cozeltiler

1. Veronal tamponu 0,025 M, pH 8,2 (Hidrataz aktivitesinde kullanilan tampon ¢ozelti):
0,025 mol sodyum barbitalin 900 ml destile suda ¢oziiliip pH 8,2’ye kadar 0,1 M HCI

ile titrasyonundan sonra destile su ile hacminin 1 litreye tamamlanmasiyla hazirlandi.

2. 9%0,04’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatériin 16 ml 0,01 N NaOH
icerisinde c¢oziildiikten sonra hacminin destile su ile 250 ml’ye tamamlanmasiyla

hazirlandi.

3. CO, ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0°C’de yarim saat

stireyle destile suyun icerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlandi.

3.1.3.b. Enzimin esteraz aktivitesinin ol¢iilmesinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,05 M Tris-SO4 p:7,4 (Esteraz aktivitesi Ol¢iimii ve diyalizde kullanilan tampon
cozelti) : 6,055 g Tris 950 ml saf su icerisinde ¢oziilerek, 0,1 N H,SOy ile pH’s1 7,4’e
kadar titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlanmasiyla

hazirlandi.
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2. p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi: 27,2 mg p-nitrofenilasetat alinarak 1 ml aseton igerisinde

¢oziindiikten sonra 49 ml saf suya azar azar katilarak hazirlandu.

3.1.3.c. Afinite jeli hazirlanirken kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,2 M NaHCO; ¢ozeltisi pH:8,8 (Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon c¢ozelti): 16,8 g NaHCOs;, 950 ml destile suda
coziilerek, 0,1N NaOH ile pH:8,8’¢ titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1

litreye tamamlandi.

2. 0,2 M NaHCO; cozeltisi pH:10 (Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon c¢ozelti): 16,8 g NaHCOs;, 950 ml destile suda
coziilerek, 0,1N NaOH ile pH: 10’a titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1

litreye tamamlandi.

3. Siilfanilamid ¢o6zeltisi (afinite jeli hazirlanirken kullanilan ¢o6zelti): 25 mg
stilfanilamid 0°C civarinda 10 ml 1M HCI icinde ¢oziildiikten sonra 75 mg NaNO,
ihtiva eden 0°C’daki 5 ml c¢ozelti, siilfanilamid ¢ozeltisine damla damla katilarak

hazirlandi.

3.1.3.d. Enzimin saflastirilmasinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 25 mM Tris-HC1/0,1 M Na,SO4 ¢ozeltisi pH:8,7 (Afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon ¢ozelti): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na;SO4, 950 ml destile suda
coziilerek 0,1 N HCl ile pH 8,7’ye titre edildi. Daha sonra destile su ile hacim 1 litreye

tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCl/22 mM Na,SO4 ¢ozeltisi pH:8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra
afinite jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 3,0275 g Tris ve 3,124 g
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Na;SOq4, 950 ml destile suda ¢oziildi. 0,1 N HCl ile pH:8,7’ye getirildikten sonra hacmi

1 litreye tamamlandi.

3. 25 mM Na,HPO4 /1 M NaCl ¢ozeltisi pH:6,3 (kolona tutunmus HCA-I izoenziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,2 g Na,HPO4 ve 14,625 g NaCl alinip, pH

6,3’e titre edildikten sonra toplam hacim 250 ml’ye destile su ile tamamlandi.

4. 0,1 M CH3;COONa/0,5 M NaClOy4 ¢ozeltisi pH:5,6 (kolona tutunmus HCA-II
izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 9,187 g NaClOs ve 2,04 g
CH3;COONa.3H,0, 120 ml destile su igerisinde ¢oziildii. 0,1 N HCI ile pH’s1 5,6 ya

kadar titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 150 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.e. Kantitatif protein tayininde kullanilan ¢ozelti

1. Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250
reaktifi 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave
edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti karanlik

ortamda muhafaza edildi.

3.1.3.f. SDS-Poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) icin kullanilan ¢ozeltiler

1. 1 M Tris-HCI pH:8,8; 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii, pH ayari

yapildiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI pH:6,8; 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii, pH ayar1

yapildiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve

34,6 g saf su karistirilarak ¢ozlilmesiyle hazirlandi.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak saf su ile

hacmi 10 ml’ye tamamlandi.

5.%10’luk SDS: 1 g SDS 9 g saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

6. Yiirlitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartilarak 450 ml saf suda ¢oziildii.
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH 8,3’e ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 500

ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI1 (pH:8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%100’k gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf suyla
10 ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50

ul olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jelde yliriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
cozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su olacak sekilde karistirilarak

hazirlandi.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml saf su igerisinde 0,1 g

Coommassie Brillant Blue R-250 reaktifinin ¢éziilmesiyle hazirlandi.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml saf su karistirilarak

elde edildi.
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3.1.4. Deneyde kullanmilan kanin temini

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezi’nden saglikli insan kani taze

olarak temin edildi. Deneylerde kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid
diazollanarak tirozine kenetlendi (Sekil 3.1.). Burada tirozin afinite jelinin uzanti
kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir.
Siilfanilamid, karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina
girerek s6z konusu enzimin yliksek oranda saflastirilmasi amaciyla kullanildi (Arslan et

al. 1996; Soyiit 2006). Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandr:

=N L-Tirozin
/ e
OH 0 H,N-C~C~OH
Siyanat ara tiriini imid okarbonat H, OH O
¢=0 g
HN—qH—C—OH
CH,
OH

N=N—-Cl
OH _
. N_N—@so NH. OH
0=C e Sepharose-4B-
HC—CH, Ol ‘ L-tirozin

O—C—NH SOZNH2

Diazolanmis siilf anilamid
Sepharose-4 B-L-tirozin-siilfanilamid afinite jeli

Sekil 3.1. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin siilfanilamid afinite jeli hazirlanirken meydana
gelen reaksiyonlarin agik gdsterimi
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a) CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi: CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO; tamponu (pH:10) ile
yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin ¢dziinmiis
soguk cozelti behere ilave edilerek karigtirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve
bagetle karistirmanin, 90 saniyeden az bir siirede tamamlandig1 gozlendi ve bundan
sonra siispansiyon, 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karigtirildi. Daha sonra
16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen
uzaklastirildi. Yikama, 100 ml, 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak

tirozin takili jel, 40 ml’lik ayni tampona aktarildi.

b) Siilfanilamid kenetlendirilmesi: 25 mg siilfanilamid, 0°C civarinda 10 ml 1 M HCI
icinde ¢6ziildii ve igerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢6zelti, siilfanilamid
cOzeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
stilfanilamid 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin slispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile
pH 9,5’a cikarilip sabit tutularak 3 saat silireyle oda sicaklifinda yavasca karistirildi.
Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05 M Tris-SO4 (pH:7,4) tamponuyla yikandi. Sonra
da {izerine bir miktar daha ayn1 tampondan konularak saklandi (Arslan et al. 1996).

Tim basamaktaki reaksiyonlarin agik formiilleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

3.2.1.a. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH:7,8) i¢ine alinarak jel siispanse edildi
ve su trompu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik
kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik
pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis
oldugu eliiat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden

anlasildi.
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3.2.2. Enzim saflastirma ¢alismalari

3.2.2.a. Hemolizatin hazirlanmasi

Alman taze kan santrifiij tliplerine doldurularak 15 dakika boyunca +4°C’de 2500xg’de
santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplerin {ist kisminda kalan plazma ve 16kosit
tabakas1 damlalikla dikkatli bir sekilde alindi ve tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti
0,154 M NaCl ¢ozeltisi (izotonik) ile ii¢ defa yikandi. Her defasinda +4°C’de 2500xg’de
15 dakika santrifiij edildi ve lstte kalan kisim damlalik kullanilarak uzaklastirildi. Elde
edilen eritrositler hacimlerinin yaklasik 5 kati1 kadar buzlu destile su ile karistirilarak
hemoliz edildi. Hemolizat igerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarini1 uzaklastirmak i¢in
+4°Cde 20.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki hemolizat damlalikla
dikkatli bir sekilde alind1 ve sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza

edildi (Hunaiti and Soud 2000; Coban et al. 2008).

3.2.2.b. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kat1 Tris ile pH’s1 8,7 ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon 400
ml 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO4 (pH:8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece CA enzimi
kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 1 M NaCl/25 mM
Na,HPO4 (pH:6,3) tamponu kullanilarak hCA-I enzimi daha sonra 0,1 M
NaCH;COO0/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) cozeltisi kullanilarak hCA-IT enzimi eliie edildi.
Eltiatlar 1,5’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Bu

islemler sirasinda peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi.
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3.3. Enzim Aktivitesi Tayini

3.3.1. Hidrataz aktivitesi

Bu yontem Rickli ve arkadaglar tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemidir (Wilbur and Anderson 1948). CO,’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H"
iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatori ile belirlenip, gecen

siirenin Ol¢lilmesi esasina dayanir.

Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiipe 1 ml veronal tamponu (pH:8,2), 0,1 ml %0,04’liik
brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO, ¢ozeltisi ilave edildi. Boylece aktivite
Olclim ortaminda toplam hacim 4,2 ml oldu. Daha sonra kronometre yardimiyla CO,
cozeltisi katildig1 andan itibaren indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi
(pH:6,3) i¢in gegen siire belirlendi (t,). Numune tiipline ise sudan 0,010 ml azaltarak
bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave edildi ve yine en son olarak CO, ¢ozeltisi ilave edilir
edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi (pH:6,3) icin gecen siire
bir kronometre vasitasiyla belirlendi (t;). Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim
tinitesi (EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidratasyonu siiresini yartya indiren
enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Enzimin aktivitesi; enzimsiz CO, hidratasyon
stiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siiresi (t;) arasindaki farkin t.’ye bdliinmesi ile

belirlendi.

Formiiliine gore kullanilan enzim ¢dzeltisi hacmi i¢in enzim {initesi hesaplandi (Maren
1960). Hemolizat, saf enzim ¢ozeltisi ve inhibisyon ¢alismalarinda aktivite tayininde

ayni islemler uygulandi.
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3.3.2. Esteraz aktivitesi

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

nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.2. de verildigi gibidir.

O
I CA
OZNOO-C—CH3 +H0 === OZN—@OH + CH;COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.2. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayni1 absorbansi gostermektedir. Bu
yilizden fenol grubundaki H iyonunun ayrisip ayrismamasi Ol¢iimii etkilememektedir
(Armstrong et al. 1966; Verpoorte et al. 1967). Bu dalga boyunda p-nitrofenilasetatin

cok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir.

3 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak olgiilen aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon
karisimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore Cizelge 3.1°deki prosediir

uygulandi.

Cizelge 3.1. 3 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak 6l¢iilen aktivite tayini iglemleri igin
reaksiyon karisimini olusturan maddelerin miktarlari

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (Kor, pL) Numune Tiipii

Tris-SO4(0,05M, pH:7,4) 1400 1400
p-Nitrofenol asetat 1000 1000
Saf su 600 500
Enzim ¢ozeltisi - 100

Toplam hacim 3000 3000




36

I ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak Olgiilen aktivite tayini islemleri icin reaksiyon
karisimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore ise Cizelge 3.2.°deki

prosediir uygulandi.

Cizelge 3.2. 1 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak Ol¢iilen aktivite tayini iglemleri igin
reaksiyon karisimini olusturan maddelerin miktarlari

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (Kor, pLL) Numune Tiipii

Tris-SO4(0,05M, pH:7,4) 467 467
p-Nitrofenol asetat 333 333
Saf su 200 167
Enzim ¢ozeltisi - 33

Toplam hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 15 saniyede bir absorbans miktari

okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C de 348 nm’de absorbansi okunarak absorbans farki
alind1. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine saf su konularak elde edilen karigimin

3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi.

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat c¢ozeltisi, gilinlilk olarak
hazirlandi; 27,2 mg ester, 1ml aseton i¢inde ¢oziilerek hizlica karistirilan 49 ml destile
suya yavas bir sekilde ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini
hazirlamak, esterin sinirli ¢oziiniirliigli dolayisiyla mimkiin degildir. Aseton, diger
organik ¢oziiclilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii oldugu i¢in
secildi (Verpoorte et al. 1967). Kinetik ¢alismalar esnasindaki aktivite Ol¢iimleri

enzimin esteraz aktivitesi ile ger¢eklestirildi.



37

3.4. Protein Tayini

3.4.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip tirozin
ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans gdstermesi esasina
dayanan Warburg metodu olarak bilinen yolla gerceklestirildi (Segel 1968). Sepharose
4B-L-tirozin siilfanilamid afinite kromatografisi islemlerinden sonra esit hacimde
alinmis olan biitiin eliisyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Kuvarz kiivetler

kullanilarak spektrofotometrede absorbanslar1 280 nm’de kore karst okundu.

3.4.2. Kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltisindeki, hemolizattaki protein
miktarlart bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine Coomassie Brillant Blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasit ¢ok hizli geligir. Protein-boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir serum alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul
alindi. Destile su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlanarak 4900 pl renklendirme
reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik

kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu.

Kor olarak 100 pl destile su ve 4900 pl renklendirme reaktifinden olusan karisim

kullanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
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haline getirildi. Protein tayini yapilacak numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve

standart grafikten miktar tayini yapildu.

3.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Sepharose 4B-L-tirozin afinite kolonu ile saflastirilan hCA I ve II izoenzimlerinin saflik
kontrolii %3-8 kesikli sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemmli (1970), tarafindan agiklandig1 gibi yapilarak saflagtirilan enzimlerin
safliklar1 kontrol edildi.

Bunun i¢in elektroforez plakalari dnce su, sonra alkol ile iyice yikandi. Cam plakalari
birlestiren mikalara (spacer) ince bir tabaka halinde vazelin siiriildii. iki cam plaka
birbiri istiine konuldu ve 6zel naylon kaplarina yerlestirilerek jel hazirlama cihazina
konuldu. Daha sonra cam plakalar aralik olusturucu mikalarin bulundugu kisimlardan
kiskaclarla dikkatlice sikistirildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektorle
dokiildii. Ortamda hava olmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 i¢in
%0,1’lik SDS ile ince bir tabaka olusturuldu. Katilagincaya kadar (yaklasik yarim saat)
beklendi. Katilastiktan sonra tistiindeki %0,1°lik SDS alindi. Daha sonra plakalarin {ist
kismina tarak yerlestirildi ve yigma jel taragin yanindan iist ylizeye kadar ilave edildi.
Jelin donmasi i¢in oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ayirma jeli sdyle hazirlandi: 15
ml IM Tris-HCI (pH:8,8), 10,66 ml %30’luk akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid, 0,61 ml
%1°1lik SDS, 0,4 ml %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin) ve 11,94 ml su
karistirildi. Bu karigimin iizerine en son olarak 0,8 ml %1,5’luk amonyum persiilfat
(NH4)2S,05 (PER) ilave edildi. Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen 6nce taze
olarak hazirlandi. Yigma jeli hazirlanmasi sirasinda 1M’lik Tris-HCI (pH:6,8)’den 1,24
ml, %30’luk akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid’den 1ml, %1’lik SDS’den 0,1 ml, %5’lik
TEMED’den 0,1 ml ve saf sudan 7,36 ml alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis %1,5’luk PER’den 0,2 ml ilave edildi.
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Ertesi giin tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan
bosluklar isaretlenerek jelin iistii 6nce saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile yikandi.
Elektroforez tankinin alt ve iist kismima yliriitme tamponu konuldu. Numuneler her
birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1/1
oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
Numuneler sogutularak, jel kuyularina ¢ok ince bir enjektor yardimiyla uygulandi. Tank
kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (Anot), iistten (-) kablo (Katot) yerlestirildi.
Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra akim 120 volta ayarlanarak 2-3 saat
oda sicakliginda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi. Bu yiiriitme tamponu tekrar kullanilmak iizere saklandi ve jel sabitlestirme
cozeltisinde (%50 izopropanol + %10 TCA + %40 saf su) 15 dakika bekletildi. Daha
sonra sabitlestirme cozeltisinden c¢ikarilan jel 6zel kabma konularak, renklendirme
¢Ozeltisi Ustiinii Ortlinceye kadar eklendi. 45 dakika kadar calkalayici {izerinde birakildi.
Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak, yikama ¢ozeltisine alindi. Belirli
araliklarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilip, protein bantlar
belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozeltide ¢alkalandi. Yikama ¢ozeltisi, aktif karbon
tizerinden gegirilerek tekrar tekrar kullanildi. Jel yikama c¢ozeltisinden c¢ikarildiktan

sonra fotografi ¢ekildi.

3.6. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Aktiviteleri Uzerine Baz Antiiilser,

Glukokortikoid ve Urolojik Simifindaki ilaclarin Etkilerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda kullanilan ilaglarin, insan kanindan saflastirilan CA izoenzimleri
tizerindeki etkileri in vitro olarak arastirildi. Olciimler hidrataz aktivitesi ve esteraz
aktivitelerinin ikisi de kullanilarak yapildi. Enzimler iizerine inhibisyon etkisi gdsteren
antiiilser, glukokortikoid ve {irolojik ilaglar i¢in ICsy ve K; degerleri ayr1 ayr
hesaplandi. Bu amagla oncelikle en az 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda hem
hidrataz hem de esteraz aktivite 6l¢lim yontemleriyle enzim aktivitesine bakildi. Daha
sonra elde edilen veriler kullanilarak %Aktivite-[Inhibitér] grafikleri ¢izilerek bu
grafiklerden inhibisyon gosteren ilaglar icin aktiviteyi yariya diisiiren inhibitor

konsantrasyonlar1 (ICsp) degerleri hesaplandi. Sonrasinda, hCA 1 ve hCA 1I
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izoenzimlerinin  inhibitérsiiz  ve  inhibitorli ortamda bes farkli  substrat
konsantrasyonunda aktivite dl¢iimii yapildi. Inhibisyon gdsteren ilaglar icin ii¢ farkl
sabit inhibitor konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda elde edilen
aktivite degerleri kullanilarak; 1/V-1/S degerleri bulundu. Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek, K; degerleri hesaplandi ve inhibisyon tiirleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde Coomassie Brillant Blue yontemi kullanildi (Bradford
1976). Coomassie Brillant Blue yéntemi i¢in énce bir standart egri hazirlandi. Insan
kaniyla hazirlanan hemolizat ve saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktar1 bu
egriye gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

Absorbans (595 nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
BSA (ug)

Sekil 4.1. Coomassie Brillant Blue G-250 yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan
standart grafik

4.2. insan Eritrosit CA-I ve CA-II izoenzimlerinin Afinite Kolonu Kullanarak

Saflastirilmasi Sonug¢lari

Insan eritrositlerinden hCA-I ve hCA-II izoenzimleri saflastirilmas1 ayr1 ayr1 yapildi.
Kat1 Tris ile pH’st 8,7°’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona direkt tatbik edildi.
Kolondan 6nce 1 M NaCl/25 mM Na,HPO, (pH:6,3) tamponu gegirilerek hCA-I enzimi
daha sonra 0,1 M CH3;COONa/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi gegirilerek hCA-II
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enzimi eliie edildi. Eldatlar 1,5’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki
absorbanslarina bakildi. Daha sonra yiiksek absorbans gosteren tiipler birlestirilerek

diyaliz islemi yapildu.

Absorbans gosteren fraksiyonlar igin CO, hidrataz aktivitesine bakildi. Cok sayida

yapilan saflastirma islemlerinden birisinin sonuglar1 Sekil 4.2°de gosterildi.

37 r 120
—— Absorbans
—e— Aktivite (EU/ml)
2,5 1 r 100
2 A r 80
-~ ~
g E
=) 1,5 T r 60 ;D
® =
Q <
8 2
-E 1 40 £
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=
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0 0
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Tiip Sayis1

Sekil 4.2. insan eritrosit CA I ve Il izoenzimlerinin Sepharose 4B-L-tirozin siilfanilamid
afinite kromatografisi ile saflastirilmasina ait eliisyon grafigi

4.2.1. insan eritrosit CA-I ve CA-II izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile

saflastirma basamaklari

Insan kanindan elde edilen hemolizattan ve saf enzimden 1’er ml numune alinarak

hidrataz aktivitesi ve Coomassie Brillant Blue G-250 yontemi ile protein tayini yapildi.
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Bulunan degerlere gore hemolizatin Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite

kolonuna uygulanmasi1 ve diyaliz edilmesi sonucu ka¢ kat saflastirma yapildigi

hesaplandi ve sonuglar Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. Insan eritrositlerinden elde edilen hemolizattan afinite kromatografisi ile
CA-I ve CA-II izoenzimlerinin saflastirma sonuglari

] ~ ] ~
<) = L= = = @ 2 O Bh £ 3z X
£f EE 2T 5% E55 E2s EEF :E <
£ 5E£ 32 Ep E:ZE iz 5o g £
= g g <8 &E £&aY €3 G518 =3 5
n = N >
Hemolizat 100 4769  66.6 6660 47690 7.16 1 100
hCA-I 10 2000 0.79 7.9 20000 2531,65 353,58 41,94
hCA-II 6 4500 0.91 548 27000 492701 688,13 56,62

4.2.2. SDS-PAGE sonuglan

Kromatografik islemler sonucu insan kanindan elde edilen hemolizattan saflastirilan

CA-I ve CA-II izoenzimlerinin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel

elektroforezi boliim 3.7.’de anlatildig: gibi yapildi. Standart olarak molekiil kiitlesi belli

olan standart proteinler kullanildi (Domuz miyosin; 200 kDa, E.coli-p-galoksidaz; 116

kDa, tavsan kas1 fosforilaz b.; 97 kDa, sigir serum albumin; 66 kDa, ovalbumin; 45

kDa, sigir eritrosit CA; 29 kDa). SDS-poliakrilamid jel elektroferezine saflastirilan

izoenzimler tatbik edildi. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi fotografi

*1 ve 4 hCA-I, 2 ve 5 hCA-II, 3 standartlar: domuz miyosin; 200 kDa, E.coli-B-galoksidaz; 116 kDa,
tavsan kasi fosforilaz b.; 97 kDa, sigir serum albumin; 66 kDa, ovalbumin; 45 kDa, sigir eritrosit CA; 29
kDa.

4.3. Insan Eritrosit CA-I ve CA-II izoenzimleri ile ilgili Yapilan Kinetik

Calismalarin Sonuclar:

4.3.1. hCA-1 ve hCA-II izoenzimlerinin aktiviteleri iizerine antiiilser ilaclarin

etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarin sonuglari

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit CA-I ve CA Il izoenzimleri igin
famotidin, hiyosin-N-butil bromiir, nizatidin, omeprazol sodyum, pantoprazol sodyum,
ranitidin HCI ve esomeprazol sodyumdan olusan 7 farkli antiiilser ilacin inhibisyon

etkisi arastirildi.



4.3.1.a. hCA-I ve hCA-II
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izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri

kullanilarak antiiilser ilaglarin ICsy degerlerinin belirlenmesi ile ilgili calismalarin

sonuclari

Her bir antiiilser ilag¢ icin (%) Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.4 — Sekil 4.17).

Daha sonra bu grafiklerden inhibisyon gozlenenlerde %50 inhibisyona sebep olan ilag

konsantrasyonlar1 (ICsy degerleri) hesaplandi.

120 4

100 4

80 1

60 1

% Aktivite

40 A

20 1

a [Famotidin] mM

120 4

100 4

80 1

60 1

% Aktivite

40 A

20 1

[Famotidin] mM

Sekil 4.4. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in c¢izilen

(%) Aktivite-[Famotidin] grafigi

120 1

100 1

80 A R

% Aktivite
o
o

a [Famotidin] mM

120 1§

100 9

% Aktivite

80 1

60 1

40 A

20 A

*

[Famotidin] mM

Sekil 4.5. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Famotidin] grafigi
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100 4
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0 2 3 4 5 6 0 05 1 15 2 25 3 35
a [Hiyosin-N-Butil bromiir] mM b [Hiyosin-N-Butil bromiir] mM

Sekil 4.6. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Hiyosin-N-butil bromiir] grafigi

120 4 120 4
100 1 100 4\
2 80 2 80 ¢
2 B *
Z 60 - g 60
< <
N
TR ¢ S 40 -
20 A 20 4
0 T T T T 0
0 4 6 8 10 12 14 16 0 5 10 15 20
a [Hiyosin-N-Butil bromiir] mM b [Hiyosin-N-Butil bromiir] mM

Sekil 4.7. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Hiyosin-N-butil bromiir] grafigi
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% Aktivite
% Aktivite

o o5 1 15 2 25 3 35
b

a [Nizatidin] mM [Nizatidin] mM

Sekil 4.8. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Nizatidin] grafigi

120 4 120 4 .
100 100 1 ¢
+
*
2 80 1 . o 80 L\.
£
Sal . .
] 2 e
<" ‘ 2
E X 40 1
20 1 20 1
0 T T T 1 0 T T T 1
0 5 10 15 20 b 0 5 10 15 20
a s Lo
[Nizatidin] mM [Nizatidin] mM

Sekil 4.9. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Nizatidin] grafigi
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a [Omeprazol sodyum] mM b [Omeprazol sodyum] mM

Sekil 4.10. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Omeprazol sodyum] grafigi

140 120 7
120 1 ¢ * 100 + +
’__.'__4__4____'_—————' *
2 1001 ¢ 2 80
2 80 A £
R ~ 60
< 60 <
BN x 10 1
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0 T T T T T ! 0 T T T T T T 1
0 05 1 L5 2 25 35 0 05 1 15 2 25 3 35
a [Omeprazol sodyum] mM b [Omeprazol sodyum] mM

Sekil 4.11. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Omeprazol sodyum] grafigi
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% Aktivite

0,15 02
[Pantoprazol sodyum] mM
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[Pantoprazol sodyum] mM
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Sekil 4.12. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Pantoprazol sodyum] grafigi

120 - 140 -
w0 120 . ;
100 4
Eaq o 2
2 ¢ N i
< <60 A
= 40 1 s
40 4
20 1 20
0 0.2 04 06 08 1 12 14 16 0 02 04 06 08 1 12 14 16
a [Pantoprazol sodyum] mM b [Pantoprazol sodyum] mM

Sekil 4.13. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Pantoprazol sodyum] grafigi
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Sekil 4.14. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Ranitidin] grafigi
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S & S S

o

0 05 1 15 2 25 3 35
[Ranitidin] mM
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% Aktivite
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40 A
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[Ranitidin] mM

Sekil 4.15. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Ranitidin] grafigi
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100 +
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% Aktivite

% Aktivite
N
o

0 05 ! L 2 2 3 o o5 1 15 2 25 3 35
a [Esomeprazol sodyum] mM b [Esomeprazol sodyum] mM

Sekil 4.16. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Esomeprazol sodyum] grafigi

500 - 300 1
400 A ¢ 250 1 A
g g 200 A *
2 300 1 B
hv] -
jé ft 150
200 A < :
100 1
100 50 |
0 T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
a [Esomeprazol sodyum] mM b [Esomeprazol sodyum] mM

Sekil 4.17. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Esomeprazol sodyum] grafigi

4.3.1.b. hCA I ve hCA 1I izoenzimleri iizerine inhibisyon etkisi gosteren antiiilser

ilaclarin K; sabitlerinin ve inhibisyon tiirlerinin belirlenmesine yonelik

calismalarin sonuclan

hCA T ve hCA II enzimlerinin inhibitorsiiz ve inhibitorlii ortamda bes farkli substrat
konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii yapildi. Daha sonra, kullanilan antiiilser ilaglar igin
tic farkli sabit inhibitér konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda elde
edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V-1/S degerleri bulundu. Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izilerek, K; degerleri hesaplandi ve inhibisyon tiirleri belirlendi (Sekil 4.18,
Sekil 4.19, Sekil 4.20).



+ Kontrol 35 -
B(,178 mM 30 4
40,356 mM
®0,534mM 25
20 -
; 15 - . .
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1/ [P-Nitrofenil Asetat] mM

Sekil 4.18. hCA-I enziminin ii¢ farkli sabit famotidin konsantrasyonu ve bes farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

¢ Kontrol 18 -
®(,356 mM 16 |
40,950 mM
®1,187mM 14
12 A
10 A
2
— 8 -
6 -
4 -
5 ]
2 0 2 4 6 8
1/ [P-Nitrofenil Asetat] mM

Sekil 4.19. hCA-II izoenziminin {i¢ farkli sabit famotidin konsantrasyonu ve bes farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20. hCA-I izoenziminin {i¢ farkli sabit hiyosin-N-butil bromiir konsantrasyonu ve bes
farkli substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi

4.3.2. hCA-I ve hCA-II izoenzimleri aktiviteleri iizerine glukokortikoid ila¢larin

etkilerinin belirlenmesi i¢cin yapilan ¢alismalarin sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit CA-I ve CA II izoenzimleri igin
budesonid, deksametazon sodyum fosfat, flutikazon propiyonat, metilprednizolon
asetat, metilprednizolon sodyum siiksinat ve prednizolondan olusan 6 farkl

glukokortikoid ilacin inhibisyon etkisi arastirildi.

4.3.2.a. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri
kullanilarak glukokortikoid ilaclarin ICsy degerlerinin belirlenmesi ile ilgili

calismalarin sonuclari

Her bir glukokortikoid ilag i¢in (%) Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu
grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan ila¢ konsantrasyonlar1 (ICso degerleri)

hesaplandi (Sekil 4.21-Sekil 4.30).
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Sekil 4.21. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Budesonid] grafigi
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03

a [Budesonid] mM

0,35

% AKktivite

0,1 02 03 0,4 05 06
[Budesonid] mM

0,7

Sekil 4.22. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Budesonid] grafigi
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Sekil 4.23. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Deksametazon sodyum fosfat] grafigi
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Sekil 4.24. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Deksametazon sodyum fosfat] grafigi
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Sekil 4.25. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Flutikazon propiyonat] grafigi
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Sekil 4.26. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Flutikazon propiyonat] grafigi
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Sekil 4.27. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Metilprednizolon asetat] grafigi
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Sekil 4.28. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Prednizolon] grafigi
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Sekil 4.29. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Metilprednizolon sodyum siiksinat] grafigi
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Sekil 4.30. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Metilprednizolon sodyum siiksinat] grafigi

4.3.2.b. hCA I ve hCA II izoenzimleri iizerine inhibisyon etkisi gosteren

glukokortikoid ilaclarin K; sabitlerinin ve inhibisyon tiirlerinin belirlenmesine

yonelik ¢calismalarin sonuclar

hCA T ve hCA II enzimlerinin inhibitorsiiz ve inhibitorlii ortamda bes farkli substrat
konsantrasyonunda aktivite Ol¢iimii yapildi. Daha sonra, kullanilan glukokortikoid
ilaglar icin 1i¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu ve bes farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V-1/S degerleri
bulundu. Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek, K; degerleri hesaplandi ve inhibisyon

tiirleri belirlendi (Sekil 4.31-Sekil 4.36).
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Sekil 4.31. hCA-I izoenziminin ¢ farkli sabit metilprednizolon sodyum  siiksinat
konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri
kullanilarak c¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.32. hCA-Il izoenziminin T{i¢ farkli sabit metilprednizolon sodyum siiksinat
konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri
kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.33. hCA-I enziminin ii¢ farkli sabit budesonid konsantrasyonu ve bes farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.34. hCA-II enziminin ii¢ farkli sabit budesonid konsantrasyonu ve bes farkli substrat
konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.35. hCA-I enziminin ti¢ farkli sabit flutikason propionat konsantrasyonu ve bes farkli
substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.36. hCA-II enziminin ii¢ farkli sabit flutikason propionat konsantrasyonu ve bes farkli
substrat konsantrasyonunda elde edilen aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi

4.3.3. hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri aktiviteleri iizerine iirolojik ila¢larin

etkilerinin belirlenmesi icin yapilan calismalarin sonuclari

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit CA-I ve CA II izoenzimleri igin
neostigmin metil siilfat ve levofloksasinden olusan 2 farkli iirolojik ilacin inhibisyon

etkisi arastirildi.



4.3.3.a.

hCA-1 ve hCA-II
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izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri

kullanilarak iirolojik ilaclarin ICsy degerlerinin belirlenmesi ile ilgili ¢calismalarin

sonuclari

Her bir iirolojik ilag i¢in (%) Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu grafiklerden

%50 inhibisyona sebep olan ila¢ konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi (Sekil
4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39).
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Sekil 4.37. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen

(%) Aktivite-[Neostigmin metil siilfat] grafigi
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Sekil 4.38. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin esteraz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Neostigmin metil siilfat] grafigi
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Sekil 4.39. hCA-I (a) ve hCA-II (b) izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu i¢in ¢izilen
(%) Aktivite-[Levofloksasin] grafigi

4.4. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Hidrataz ve Esteraz Aktivitesi Uzerinde
Inhibisyon Etkisi Gosteren Antiiilser, Glukokortikoid ve Urolojik Tlaclarmin ICs,

ve K; Degerlerinin Belirlenmesi ile Tlgili Toplam Sonuclar

% Aktivite-[I] grafikleri ¢izilen ve inhibisyon gosteren her bir ilacin daha sonra bu
grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan ila¢ konsantrasyonlar1 (ICsy degerleri), K;
degerleri ve inhibisyon tiirleri belirlendi. Daha sonra tiim verilerin daha iyi

karsilastirilabilmesi i¢in bu degerler bir ¢izelge halinde gosterildi (Cizelge 4.2 ve 4.3).



Cizelge 4.2. hCA-I ve Il izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri iizerinde inhibisyon
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etkisi gosteren ilaglarmin %50 inhibisyona sebep olan ilag¢ konsantrasyonlar1 (ICs, degerleri)

flaclar Hidrataz ICsy (mM) Esteraz ICsy (mM)
CA-1 CA-II CA-1 CA-II
Antiiilserler
Famotidin 0,09 0,296 0,29 0,93
Hiyosin-N-Butil bromiir 3,15 Inhibisyon 7,7 Inhibisyon
yok yok
Nizatidin .85 4,17 Inhibisyon Inhibisyon
yok yok
Inhibisyon  Inhibisyon Inhibisyon
Omeprazol sodyum 0,65 yok yok yok
Inhibisyon  Inhibisyon Inhibisyon
Pantoprazol sodyum 0,24 yok yok yok
Ranitidin HCI 2,02 3,05 Inhibisyon  Inhibisyon
yok yok
Esomeprazol sodyum 1,125 2,26 Aktivasyon  Aktivasyon
Glukokortikoidler
Budesonid 0,08 Inhibisyon 0,133 0,155
yok
Deksametazon sodyum 0.344 Inhibisyon Aktivasyon  Aktivasyon
fosfat yok
. . Inhibisyon  Inhibisyon
Flutikazon propiyonat yok yok 0,03 0,054
Metilprednizolon asetat Inhibisyon  Inhibisyon -- --
yok yok
Metilprednizolon 0,998 1,82 1,22 18,73
sodyum siiksinat
Prednizolon 3,24 Inhibisyon -- --
yok
Urolojikler
Levofloksasin 0,52 0,886 -- --
Neostigmin metilsiilfat Inhibisyon  Inhibisyon  Inhibisyon Inhibisyon
yok yok yok yok
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Cizelge 4.3. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin esteraz aktivitesi ilizerinde inhibisyon etkisi
gosteren antiiilser ve glukokortikoid ilaglarin K; degerleri ve inhibisyon tiirleri

Mlaclar K; (mM)
Antiiilserler CA-1 CA-1I
Famotidin 0,177+0,04 (yarigmali) 0,431+0,10 (yarigmal)

Hiyosin-N-butil bromiir

2,19+0,302 (yarigmal1)

Glukokortikoidler
Budesonid 0,093+0,022 (yarismasiz) 0,295+0,04 (yarigmasiz)
Flutikazon propiyonat 0,0365+0,016 (yarigmali))  0,054+0,018 (yarismasiz)

Metilprednizolon sodyum
stiksinat

1,149+0,35 (yarigmali)

11,09£5,02 (yarigmali)
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5. TARTISMA ve SONUC

Canli organizmalarda anahtar bir metabolit olan CO;’in c¢evresel konsantrasyonu
nadiren yiiksektir ve CO, HCOj™ ile denge halindedir. Bikarbonat negatif yiiklidiir ve
sulu ¢ozeltilerde iyi ¢oziiniir fakat lipitlerde az ¢oziinlirken CO; hem sulu ¢ozeltilerde
hem de lipitlerde yliksek ¢oziiniirliige sahiptir. Bu yiizden CO, hiicre igine ve disina
kolayca gegmesine ragmen HCOs “in hiicre membranlarindan tasinmasi gereklidir. pH
6,3’ln Ustlinde her iki tiir arasindaki denge HCOs™ tarafina kayar ve bdylece hiicre
icinde ihtiya¢ duyulan CO, ve HCOs™ konsantrasyonlariin siirdiiriilmesinde problem
olusur. Bu durumda karbonik anhidraz devreye girerek bu problemi ¢ozer. Ciinkii
fizyolojik pH da CO, ve HCOs”’in birbirine doniisiimii ¢ok yavastir ve bu durumda
enzimatik kataliz sarttir. CO, nin HCO3’a doniisiimii CO;’in hiicre i¢inde tutulmasi igin
onemli olabilirken HCO;”in CO,’e doniisiimii HCO;’lin hiicre i¢inde taginmasini
kolaylastirabilir. Yani CO;’nin HCO; ‘e enzimatik doniisiimii sadece hiicrenin CO;’i
hiicresel enzimler i¢in gerekli olan seviyeye konsantre etmesini saglamaz ayni zamanda
hiicrenin, hiicresel islemler sonucunda olusan CO, ve HCO;’in uygun seviyede
tutulmasina yardim eder. Karbonik anhidraz CO;’in HCO;’a doniisiimiinii katalizleyen

ve Zn*" igeren bir enzimdir (Smith and Ferry 2000).

Insan eritrositlerinde karbonik anhidraz izoenzimlerinin (hCA 1 ve hCA 1II) aktivite
seviyesinin, belirli patalojik ve fizyolojik sartlar altinda 6nemli degisiklikler gosterdigi
belirlenmistir. CA aktivitesindeki degisiklikler diabet ve hipertansiyon gibi metabolik
hastaliklarla iligkilidir (Parui et al. 1991, 1992). CA inhibisyonunun proksimat tiibiil
liimenindeki proton salinimina zararli oldugu ve HCOj;™ geri absorbsiyonunu azalttig
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda karbonik anhidrazin inhibisyonu idrar asitligi oranini,
alkali idrar iiretimini ve metabolik asitligi azalttig1 da tespit edilmistir (Hannedoeche et

al. 1991).

Birgok kaynaktan saflastirilan CA enzimlerinin c¢esitli bilesikler tarafindan inhibe

oldugu tespit edilmistir. Asetazolamid, agir metaller ve siilfonilamidlerin kuvvetli CA
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inhibitori oldugu bulunmustur (Vitale et al. 1999). Ek olarak bazi in vitro ve in vivo
calismalar streptomisin siilfat, sodyum dipiron, magnezyum siilfat, seftizoksim sodyum,
sefuroksim sodyum, sefoperazon sodyum, stroptomisin siilfat ve metilmisin stilfat gibi
antibiyotikler, baz1 kimyasallar ve baz1 pestisitlerin de CA enziminin aktivitesini biiyiik

6l¢iide inhibe ettigini gostermistir (Beydemir et al. 2000, 2002).

Ilaglarin belirli bir organi veya dokuyu etkiyebilmeleri i¢in o etki yerine belirli bir
konsantrasyon esigini asacak miktarda ulagsmalar1 gerekir. Etki yerine ulagmasinin ilk
kademesini ilacin, viicuda uygulandig1 yerden emilmesi, ikinci kademesini ise ilacin
dolasan kandan dokulara dagilimi olusturur. Ilaglar viicutta, uygulandiklar1 andan
itibaren cesitli enzimlerin etkisine maruz kalirlar. Biyotransformasyon sonucu ilaglar

genellikle daha az etkili veya etkisiz bilesikler haline getirilirler.

Ilaglarin etkileri ve etki mekanizmalar1 in Vivo veya in vitro olarak incelenir. In vitro
yontemlerde izole organ ya da dokudan, hiicre homojenatlar1 veya bu homojenatlardan
kismen ya da tamamen izole edilmis enzimler kullanilir. Organ diizeyinde ilaglarin
etkisi in vivo deneylerde ve in vitro deneylerde farkli bulunabilir. Bunun baslica nedeni
in vivo durumda organ, fizyolojik sinirsel ve/veya hormonal diizenleme
mekanizmalarmin etkisi altindadir ve ilacin olusturdugu direkt etki, bu mekanizmalari
aktive veya deaktive ederek ikincil etkilerin dogmasina ve primer etkinin modifiye
edilmesine ya da maskelenmesine neden olabilir. In vitro durumda homeostatik
mekanizmalarla kontrol s6z konusu degildir ve ilacin direkt etkisi, bozulmaksizin ortaya
¢ikar. Bu iki durumda ilaca kars1 organin davranigi farkli olabilir (Kayaalp 2002). Bu
yiizden sadece in vivo ¢alismalar degil ayn1 zamanda in vitro ¢alismalarda ¢ok 6nemli
ve degerli ¢aligmalardir. Ciinkii bir hastaliktan ya da herhangi bir dig etkiden dolay1 in
vivo kosullardaki degisiklik durumunda kullanilacak ilacin ya da tedavinin, nasil bir etki
gosterecegini anlamak sadece in vitro kosullardaki calismalar vasitasiyla tahmin

edilebilir.

Beydemir et al. (2000) yaptig1 bir ¢aligmada insan eritrosit CA I ve CA 1II izoenzimleri

tizerine hidrataz aktivitesi ile bazi antibiyotiklerin inhibisyon etkileri incelemistir.
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Calisma sonucunda; sodyum amfisilinin hCA I’i inhibe ettigini, sodyum dipirinonun
aktive ettigini fakat MgSO,’iin hicbir etki gostermedigini bulmuslardir. hCA II’yi ise
sodyum amfisilin ve MgSO, inhibe ederken sodyum dipirionun aktive ettigini tespit
etmislerdir. Bizim ¢aligmamizda ise hidrataz aktivitesiyle antiiilser ilaglardan famotidin,
hiyosin-N-butil bromiir, nizatidin, omeprazol sodyum, pantoprazol sodyum, ranitidin
HCI ve esomeprazol sodyum ilaglarinin tiimii hCA I’e inhibisyon etkisi gosterirken,
hCA II’ye ise sadece famotidin, nizatidin, ranitidin HCI ve esomeprazol sodyum ilaglari
inhibisyon etkisi gostermistir. Yine hidrataz aktivitesinde glukokortikoid ilaglardan
budesonid, deksametazon sodyum fosfat, metilprednizolon sodyum siiksinat ve
prednizolon hCA I’e inhibisyon etkisi gdsterirken, hCA II'ye sadece metilprednizolon
sodyum siiksinat inhibisyon etkisi gostermistir, flutikazon propiyonat ve
metilprednizolon asetat ise iki enzim {izerine de diizenli bir inhibisyon etkisi
gostermemislerdir. Yine hidrataz metodunda iirolojik ilaglardan levofloksasin hem hCA
I’e hem de hCA II’ye inhibisyon etkisi gdsterirken neostigmin metil siilfat diizenli bir

inhibisyon etkisi gdstermemistir.

Chazalette et al. (2004) siilfonilamidlere indan pargalart katilmasiyla olusturulan
stilfonilamid tiirevlerinin hCA 1 ve hCA II izoenzimleri {izerine inhibisyonunu
incelemislerdir. Asetamido, 4-kloro-benzoil, valproil, tetra ve penta floro benzoil
metabolitlerinin katildig: stilfonilamidler hCA T ve hCA II izoenzimlerinin gii¢lii birer
inhibitorii gibi davranmiglardir (hCA 1 icin K; degeri 1,6-8,5 nM ve hCA II i¢in K;
degeri 2,3-12 nM arasinda bulunmustur). Fakat bu siilfonilamidler metazolamid gibi
diger CA inhibitorii siilfonilamidlerle kiyaslandiginda daha diisiik antiepileptik aktivite
gosterdigi gozlemlenmistir. Bizim calismamizda da yapisinda siilfonilamid bulunan
famotidin, hidroksil bulunan hiyosin N-butil bromiir, kiikiirt ve flor bulunan flutikazon
propiyonat ve asetat bulunan metilprednizolon sodyum siiksinat ilaglari Chazalette nin
calismasindaki molekiillere gore daha zayif olarak enzim aktivitesi lizerine inhibisyon

etkisi gdstermislerdir.

Coban et al. (2007) insan eritrositlerinden %66,95 verim, 745,1 kat ve 3892,3 EU/mg
protein spesifik aktiviteyle saflastirdiklart hCA 1 ve %62,82 verim, 2232,6 kat ve
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116632 EU/mg protein spesifik aktiviteyle saflastirdiklar1 hCA 1I enzimleri iizerine
morfinin inhibisyon etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda; enzimin hidrataz
aktivitesiyle hCA I i¢in ICsy degeri 4,5)(10'5 M ve hCA 1II i¢in ICsy degeri 9,23)(10'5 M
olarak bulunmustur. Ayrica ayni c¢aligma kapsaminda in vivo olarak sigan
eritrositlerinde yapilan ¢alismada morfinin her iki enzim {izerine inhibisyon etkisi
gosterdigi bulunmustur. Ekinci et al. (2007) tarafindan yapilan bir caligmada; hCA I ve
hCA 1II izoenzimleri sirastyla 104 ve 900 kat saflagtirilmistir. %30 ve %40 verimle
saflastirilan 920 ve 8000 EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip hCA I ve hCA 11
izoenzimlerinin aktiviteleri {izerine ceftriaxone sodyum, imipenem ve ornidazol
ilaglarinin in vitro etkileri incelenmistir. hCA I’in hidrataz aktivitesi i¢in sirasiyla ICs
degerleri 0,864 mM, 0,00354 mM ve 0,131 mM, esteraz aktivitesi i¢in 1,9 mM, 0,0081
mM ve 0,318 mM olarak bulunmustur. hCA II'nin hidrataz aktivitesi i¢in ICsy degerleri
sirastyla 1,118 mM, 0,0214 mM ve 0,263 mM, esteraz aktivitesi i¢in 2,542 mM, 0,0258
mM ve 0,343 mM olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise 2531,65 EU/mg protein
spesifik aktivite, 353,58 kat ve %41,94 verimle saflastirilan hCA 1 ve 4927,01 EU/mg
protein spesifik aktivite, 688,13 kat ve %56,62 verimle saflagtirllan hCA 1II
izoenzimlerinin {izerine bazi antiiilser, glukokortikoid ve iirolojik ilaglarin etkileri hem
hidrataz hem de esteraz metotlartyla incelenmistir. Calisma sonucunda hidrataz
aktivitesinde hCA 1 i¢in ICsy degerleri 0,08-3,24 mM arasinda ve hCA 1I i¢in 0,296-
4,17 mM arasinda daha zayif inhibisyonlar bulunmustur. Esteraz aktivitesinde ise hCA I
icin 0,03-7,7 mM arasinda ve hCA 1I i¢in 0,054-18,73 mM arasinda yine daha zayif

inhibisyonlar bulunmustur.

Bayram et al. (2008) salisilik asit tiirevlerinin esteraz aktivitesi ile insan eritrosit CA I
ve CA II izoenzimleri iizerine etkilerini incelemiglerdir. Caligma sonucunda, hCA 1 i¢in;
salisilik asit, 4-aminosalisilik asit, 4,6-dinitro salisilik asit, 3-metil salisilik asit,
diflunisal, sulfasalazin ve asetil salisilik asitin yarigsmasiz, 4-sulfosalisilik asit ve 5-
klorosalisilik asitin yariyarigsmali, 5-sulfosalisilik asitin ise yarigmali olarak inhibisyon
etkisi gosterdigini tespit etmiglerdir. hCA 1II i¢in ise; hCA I’den farkli olarak 4-
sulfosalisilik asitin yarigmali, 5-sulfosalisilik asitin yarismasiz, 3-metil salisilik asitin

yartyarigsmali olarak inhibisyon gosterdigini tespit etmislerdir. Sentiirk et al. (2009)
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hCA I ve hCA 1II izoenzimleri iizerine antioksidan fenollerin etkisini incelemislerdir.
Inhibitér olarak 2,6 dimetilfenol, 2,6 diizopropilfenol, 2,6 ditersiyerbiitil fenol, biitirat
hidroksi toluen, biitilat hidroksiyanizol, vanilin guayakol ve asetazolamin gibi
antioksidanlarin kullanildig1 ¢alismanin sonunda tiim fenollerin yarigsmasiz inhibisyon
etkisi gosterdigini bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda ise hCA 1 {iizerine yarismali
inhibisyon gosteren flutikazon propiyonat hCA II {izerine yarismasiz inhibisyon
gostermis, hiyosin N-butil bromiir hCA I {izerine yarigmali inhibisyon gosterirken hCA
IT iizerine inhibisyon etkisi gostermemistir. Famotidin ve metil prednizolon sodyum
siiksinat sOzii edilen her iki enzime de yarigmali olarak inhibisyon gosterirken

budesonid her iki enzimede yarismasiz olarak inhibisyon etkisi gdstermistir.

Sinan et al. (2009) hCA I ve hCA 1I enzimleri iizerine sprofloksasin, kloritromisin,
rifamisin SV, gentamisin stilfat, klindamisin fosfat, klorafenikol, sodyum ampicilin ve
sefazolin sodyum antibiyotiklerinin in vitro etkilerini incelemisler. Calisma sonucunda
hCA I ve hCA 1I i¢in en etkili inhibitdriin sirasiyla 0,00163 mM ve 0,00114 mM ICsg
degeri ile sodyum ampicilin oldugunu bulmuslardir. En az etkiyi ise hCA I ve hCA 11
icin sirastyla 0,00358 mM ve 0,00308 mM ICsy degeri ile sefazolin sodyumun
gosterdigini bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda ise hCA I ve hCA 1II i¢in en etkili
inhibitorler sirastyla 0,08 mM ve 0,292 mM ICsy degeri ile budesonid ve famotidin iken
en etkisiz inhibitorler sirasiyla 3,24 mM ve 4,17 mM ICs, degeri ile prednizolon ve

nizatidindir.

Bir bagka calismada ise kemoterapide siklikla kullanilan ilaglarinin hCA-I ve hCA-II
izoenzimleri {lizerine inhibisyon etkileri incelenmis, hCA-I ve hCA-II izoenzimleri
strastyla 93,52 ve 661,90 kat ve %54,00, %56,46 verimlerle saflagtirmistir. Daha sonra
ICsy degerlerini bulmak i¢in, hidrataz aktivitesi kullanilarak bu ilaglarin insan eritrosit
karbonik anhidraz izoenzimleri I ve II iizerine inhibisyon etkileri aragtirilmig ve
%Aktivite-[I] grafikleri ¢izilmis. Bu grafiklerden bleomisin siilfat, tratuzumab,
ifosfamide, bevacizumab, fludarabin, kalsiyum folinat, vinkristin siilfat, sitarabin ve
rituksimab kemoterapi ilaglarinin hCA T i¢in ICsy degerleri sirasi ile 0,196 uM, 0,001
uM, 4,034 uM, 0,006 uM, 3,408 uM, 0,759 uM, 0,050 uM, 2,399 uM ve 0,002 uM ve
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hCA 1I icin ICsy degerleri siras1 ile 0,324 uM, 0,002 uM, 2,519 uM, 0,007 uM, 5,034
uM, 0,816 uM, 0,060 uM, 3,467 uM ve 0,003 uM olarak belirlenmistir. K; degerlerinin
bulunmasi i¢in esteraz aktivitesi ile ilaglarin inhibisyon etkilerine bakilmis, fakat en
yiiksek konsantrasyonda bile bu ilaglarin esteraz aktivitesinde hCA-I ve hCA-II
izoenzimleri lizerinde herhangi bir inhibisyon etkisi gostermedigi bulunmustur (Topal
2009). Bizim c¢alismamizda ise hidrataz aktivitesinde inhibisyon gdsteren nizatidin,
omeprazol sodyum, pantoprazol sodyum, ranitidin HCI, esomeprazol sodyum ve
deksametazon sodyum fosfat ilaclar1 esteraz aktivitelerinde inhibisyon etkisi
gostermemistir.  Fulutikazon propiyonat ise hidrataz aktivitesinde inhibisyon

gostermemesine karsin esteraz aktivitesinde inhibisyon gostermistir.

Omeprazol, famotidin ve ranitidin antililser ilaglarinin CA izoenzimleri {izerine
inhibisyon etkilerini incelemek i¢in yapilan bagka bir ¢aligmada in vitro ve in vivo
calisilmis ve bu amagla sigir midesi ve sican eritrositlerinden ¢alisilmistir. Calisma
sonucunda her ii¢ ilacinda hem in vivo hem de in vitro etkileri periferal ve stozolik
CA’lar {lizerine yar1 yarismali oldugu bulunmustur (Demir et al. 2004). Bizim
calismamizda ise famotidin, hiyosin-N-butil bromiir, nizatidin, omeprazol sodyum,
pantoprazol sodyum, ranitidin HCI ve esomeprazol sodyum antiiilser ilaglarinin insan
eritrositlerinden saflastirilan CA 1 ve CA 1II izoenzimlerinin aktiviteleri {lizerine
inhibisyon etkileri hem hidrataz hemde esteraz aktivitesi yontemleri kullanilarak
incelenmistir. Yaptigimiz ¢aligmalar sonucunda famotidinin her iki izoenzimi her iki
aktivite ol¢lim yonteminde de inhibe ettigi ve esteraz aktivitesinde yarismali olarak
inhibe ettigi, omeprazolun sadece hidrataz aktivitesinde hCA I’i inhibe ettigi hCA 11
enzimi i¢inse diizenli bir inhibisyon etkisi gdstermedigi, ranitidinin ise her iki izoenzimi
de hidrataz aktivitesinde inhibe ettigi esteraz aktivitesinde ise inhibisyon etkisi

gostermedigi gozlemlenmistir.

Hiyosin-N-butil bromiir ile ilgili yapilan bir calismada insan nikotik asetilkolin
reseptorlerini inhibe ettigi gézlenmis, ICso degerleri 25,9 +0,6 ve 40,1 £0,4 uM olarak
hesaplanmistir (Weiser and Just 2009). Calismamizda ise bu ilacin hCA I ve hCA 11

izoenzimleri iizerine inhibisyon etkisi incelenmis ve hCA II izoenzimi iizerine diizenli
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inhibisyon gostermedigi, hCA I enzimine ise hem hidrataz hem de esteraz aktivitesinde

inhibisyon gosterdigi ve inhibisyon tiiriiniin yarismali oldugu belirlenmistir.

Son zamanlarda inhibitorlerin CA izoenzimlerine baglanma modelleri ile ilgili yogun
calismalar devam etmektedir. Bu durum glukoma hastaligi i¢in yeni ilaglar dizayninda
oldukca 6nemlidir. Siilfanilamidlerin ve fenolik bilesiklerin CA izoenzimlerinin dogal

inhibitori oldugu bilinmektedir (Sentiirk et al. 2009).

Yapilan ¢ok sayida ¢aligma sonucunda CA inhibitorlerinin dort temel gruba baglandigi

bulunmustur (Sekil 5.1.). Bunlar;

1) siilfonamidler (sulfomatlar, siilfamidler ve benzer tiirevleri gibi stereoizomerleri)
enzimin aktif bolgesinden Zn®" iyonuna tetrahedral veya trigonalbipiramidal
geometrilerle koordine olan metal kompleksi yapan anyonlar (Sekil 5.1 a ve b) (Parkkila
et al. 2004; Nishimori et al. 2004; Silverman and McKenna 2007; Thiry et al. 2007,
Supuran 2008; Schulze et al. 2010; Supuran 2010).

i1) Aktif bolgeden ¢inkoya koordine su molekiiliiniin hidroksil iyonuna iki hidrojen bagi
araciligryla baglanan fenoller (basit fenol gibi C¢HsOH) (Sekil 5.1 ¢) (Nair et al. 1994;
Innocenti et al. 2008a,b,c).

iii) fenollerle farkli bir sekilde baglanan yani Zn*“’ya koordine su molekiiliiniin
hidroksil iyonuna baglanan spermin, spermidin ve benzer sekildeki poliaminler (Sekil
5.1 d) (Carta et al. 2010).

iv) son zamanlarda tamimlanan Zn*“ya bagimli olmayan, aktivatorlerle aym etkin
bolgeye, aktif bolgenin girisine, baglanan inhibisyon mekanizmasina sahip kumarinler,
tiyokumarinler gibi CA inhibitérleri (Sekil. 5.1 ¢) (Maresca et al. 2009, 2010a,b,c;
Temperini et al. 2010).

Olarak siralanabilir.
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Yapilan calisma sonucunda famotidin, hiyosin-N-butil bromiir, nizatidin, omeprazol
sodyum, pantoprazol sodyum, ranitidin HCl ve esomeprazol sodyum antiiilser
ilaclarinin tiimiiniin hCA I’e hidrataz aktivitesinde inhibisyon etkisi gosterdigi
gozlemlenmistir. hCA II’ye ise hidrataz aktivitesinde sadece famotidin, nizatidin,
ranitidin HCI ve esomeprazol sodyum ilaglarinin inhibisyon etkisi gosterdigi diger
ilaglarin ise hidrataz aktivitesinde diizenli bir inhibisyon gostermedigi gézlemlenmistir.
Esteraz aktivitesinde famotidin hem hCA I’e hem de hCA II’ye inhibisyon etkisi
gosterirken hiyosin-N-butil bromiir sadece hCA I’e inhibisyon etkisi gostermistir.
Esomeprazol sodyum ise esteraz aktivitesinde her iki enzimi de diizenli bir sekilde
aktive etmistir. Diger antiiilser ilaclarin ise esteraz aktivitesinde diizenli bir inhibisyon
etkisi gostermedigi bulunmustur. Famotidin ve hiyosin-N-butil bromiiriin inhibisyon
tiirl ise yarigmali olarak belirlenmistir. Doniisiimli inhibisyonun bir tipi olan yarigmali
inhibisyonda yarigmali inhibitoriin yapi itibariyle substrata benzedigi ve enzimin aktif
bolgesine baglandigi bilinmektedir. Boylece substratin enzime baglanmasi onlenmis
olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir.
Yani enzimin V., degeri degismezken, Ky degeri artar. Inhibitor ile substrat aktif
bolgeye baglanmada yaris halindedir. Famotidin i¢in baglanma modeli olarak Sekil
5.1a’da gosterildigi gibi famotidinin siilfonilamid grubundan enzimin aktif bolgesindeki
Thr199’un -OH ve -NH gruplarma ve enzimin merkezindeki Zn*" atomuna baglandig
diistiniilmiistiir. Hiyosin-N-butil bromiir ise Sekil 5.1c’de gosterildigi gibi -OH
grubundan enzimin aktif bolgesindeki Thr199 aminoasitin -NH grubuna ve Zn>"‘ye

bagli -OH’1n oksijenine baglandig1 diistiniilmektedir.

Calismanin diger bir asamasinda glukokortikoid ilaglardan budesonid, deksametazon
sodyum fosfat, metilprednizolon sodyum siiksinat ve prednizolonun hidrataz
aktivitesinde hCA TI’e inhibisyon etkisi gosterdigi flutikazon propiyonat ve
metilprednizolon asetatin ise diizenli bir inhibisyon gostermedigi gézlemlenmistir. hCA
II’ye ise hidrataz aktivitesinde sadece metilprednizolon sodyum siiksinat inhibisyon
etkisi gosterirken budesonid, deksametazon sodyum fosfat, flutikazon propiyonat
metilprednizolon asetat ve prednizolonun diizenli bir inhibisyon gostermedigi

gozlemlenmistir. Esteraz aktivitesinde budesonid, flutikazon propiyonat ve
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metilprednizolon sodyum siiksinat hem hCA I’e hem de hCA II’ye inhibisyon etkisi
gosterirken deksametazon sodyum fosfatin her iki enzimi de diizenli bir sekilde aktive
ettigi bulunmustur. Esteraz aktivitesinde inhibisyon gosteren glukokortikoidlerin
inhibisyon tiirleri ise; budesonid her iki enzimi de yarigmasiz olarak, metilprednizolon
sodyum stiksinat iki enzimi de yarismali olarak ve flutikazon propiyonat hCA I’i
yarigmali hCA II'yi yarismasiz olarak belirlenmistir. Yarigmali tlirde inhibisyon
gosterdigi icin enzimlerin aktif bdlgesine baglanarak inhibisyon etkisi gosterdigi
diisiiniilen metilprednizolon sodyum siiksinat i¢in baglanma sekli olarak Sekil 5.1e de
gosterildigi gibi asetat gurubundaki karbonilin oksijeninden enzimin aktif bolgesindeki
Asn62’nin -NH grubuna, yine asetat grubunun oksijeninden His64’iin hidrojenine ve
besli halkaya bagli -OH grubundan GIn92’nin -NH grubuna baglandig1 diistiniilmiistiir.
hCA T’e yarismali inhibisyon gosteren flutikazon propiyonatin ise baglanma modeli
olarak Sekil 5.1e’dekine benzer olarak S’ye bagli karbonilin oksijeninden GIn62’nin
—NH grubuna baglandigi, ester grubundaki karbonilden Asn62’nin -NH grubuna ve
oksijeninden His64’tin —NH grubuna baglandig1 diigiiniilmiistiir. Doniistimlii tip olan
yarigmasiz inhibisyonda ise inhibitér ve substrat enzim molekiiline ayni anda
baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni bolgesine olmadigini gdésterir. Bu
durumda substrat ve inhibitdr arasinda yarisma s6z konusu degildir. Enzimin Vi
degeri azalirken, Ky sabit kalir. Inhibitér baska bir bolgeye baglanmasina karsin
enzimin konformasyonunu degistirir ve buda inhibisyon goriilmesine sebep olur. Bu
yiizden hCA II’ye yarismasiz olarak inhibisyon gosteren flutikazon propiyonatin ve her
iki enzime de yarismasiz inhibisyon gdsteren budesonidin enzimin hangi bdlgesine

baglandig1 bilinmemektedir.

Calismanin baska bir asamasinda ise {iirolojik ilaglardan levofloksasinin hidrataz
aktivitesinde hCA I ve hCA II’nin ikisine de inhibisyon etkisi gdsterdigi belirlenmistir.
Neostigmin metil stilfatin ise iki aktivite 6l¢tim yonteminde de hCA I ve hCA 11 {izerine

diizenli bir inhibisyon etkisi gdstermedigi belirlenmistir.

Sonuglart daha iyi kiyaslamak i¢in ¢izelge 5.1. ve ¢izelge 5.2. diizenlenmistir.
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Cizelge 5.1. hCA-I ve Il izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri iizerinde inhibisyon
etkisi gosteren ilaglarmin %50 inhibisyona sebep olan ilag¢ konsantrasyonlar1 (ICs, degerleri)

ila(;lar Hidrataz ICsy (mM) Esteraz 1Csy (mM)
CA-1 CA-II CA-1 CA-II
Famotidin 0,09 0,296 0,29 0,93
Hlyos"m-N-Butll 3.15 Inhibisyon 7.7 inhibisyon yok
bromiir yok
5 Nizatidin 1,85 4,17 Inhibisyon yok Inhibisyon yok
2]
5 Omeprazol Inhibisyon ;. . i
= sodyum 0,65 yok Inhibisyon yok Inhibisyon yok
= A
< Pantoprazol Inhibisyon : . ... i
sodyum 0,24 yok Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Ranitidin HCI 2,02 3,05 Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Esomeprazol 1,125 2,26 Aktivasyon Aktivasyon
sodyum
Budesonid 0,08 Inhibisyon 0,133 0,155
yok
Deksametazon 0,344 Inhibisyon Aktivasyon Aktivasyon
g sodyum fosfat yok
D
E Flutlkazon Inhibisyon Inhibisyon 0,03 0,054
= propiyonat yok yok
o
% Metilprednizolon  Inhibisyon Inhibisyon B 3
= asetat yok yok
G Metilprednizol
etrprecnizolon ) gog 1.82 1,22 18,73
sodyum siiksinat
Prednizolon 3,24 Inhibisyon -- --
yok
§ Levofloksasin 0,52 0,886 - --
=
.§ N . . 1 hob. 1 h.b.
=) eostigmin nhibisyon nhibisyon . . . . o
5 metilsiilfat yok yok Inhibisyon yok Inhibisyon yok
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Cizelge 5.2. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin esteraz aktivitesi ilizerinde inhibisyon etkisi
gosteren antiiilser ve glukokortikoid ilaglarin K; degerleri ve inhibisyon tiirleri

Tlaclar K; (mM)

Antiiilserler CA-1 CA-II
Famotidin 0,177+0,04 (yarigmali) 0,431+0,10 (yarigsmali)
Hiyosin-N-butil bromiir 2,1940,302 (yarigmal1) --
Glukokortikoidler

Budesonid 0,093+0,022 (yarigsmasiz) 0,295+0,04 (yarismasiz)
Flutikazon propiyonat 0,0365+0,016 (yarismali))  0,054+0,018 (yarismasiz)

Metilprednizolon sodyum 1,149+0,35 (yarigmali) 11,09+£5,02 (yarigmali)
stiksinat

Sonug¢ olarak; Antiiilser, glukokortikoid ve iirolojik ilaglarin insan eritrositlerinden
afinite kromatografisi ile yaklagik 2532 EU/mg protein spesifik aktivite, 354 kat ve %42
verimle saflastirilan CA-I ve 4927 EU/mg protein spesifik aktivite, 688 kat ve %56
verimle saflastirilan CA-II izoenzimleri lizerine etkileri hem hidrataz hem de esteraz
aktivite metotlariyla incelenmistir. hCA-I ve hCA-II i¢in en etkili inhibitorler sirasiyla
0,08 mM ve 0,292 mM ICsy degeri ile budesonid ve famotidin iken en etkisiz
inhibitorler sirasiyla 3,24 mM ve 4,17 mM ICsy degeri ile prednizolon ve nizatidin
olarak belirlenmistir. Inhibisyon etkisi arastirilan antiiilser ilaclardan famotidinin hCA-I
ve hCA-II’ye yarigmali inhibisyon gosterdigi, hiyosin-N-butil bromiiriin hCA-I’e
yarismali inhibisyon gosterdigi hCA-II’ye ise diizenli inhibisyon etkisi olmadigi
belirlenmistir. Glukokortikoid ilaclardan ise budesonidin hCA-I ve hCA-II iizerine
yarigmasiz inhibisyon gdsterdigi, metilprednizolon sodyum siiksinatin hCA-I ve hCA-II
lizerine yarigmali inhibisyon gosterdigi, flutikazon propiyonatin ise hCA-I’e yarigmali

hCA-II"ye ise yarigmasiz inhibisyon gosterdigi belirlenmistir.
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