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1.GIRIS VE AMAC

Siprofibrat, fibrat grubu bir ilactir. Fibratlar amfipatik karboksilik asit sinifi,
genis spektrumlu lipid diisiiriicii ilaglar olup hiperlipidemi basta olmak tizere ¢esitli
metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar. Plazma trigliserid ve LDL
kolesterol diizeyini azaltirken, HDL kolesterol diizeyini artirirlar. Fibratlarin stirekli
kullanim1 karin agrisi, bas agrisi, bas donmesi, miyopati (kreatin kinaz yiikselmesi

nedeniyle kas agrisi), sa¢ dokiilmesi ve az da olsa anemiye sebep olmaktadir.

Fibratlarin lipid disiiriicii etkilerine PPARa aracilik eder. Fibratlarin
baglanmasiyla aktif duruma gegcen bu reseptorler lipid metabolizmasinda rol alan
enzimlerin ekspresyonlarini1 diizenleyerek hipolipidemik etkiye yol acarlar (1).
PPARa(alfa); karaciger, bobrek, kalp, cizgili kas ve yag dokusunda bulunan
peroksizom proliferatorleri ile aktiflestirilen reseptorler (PPAR) siiper ailesine ait
hiicre i¢i transkripsiyon faktoriidiir. PPAR’ler fizyolojik ya da farmakolojik
ligandlarla aktivasyonlar1 sonucu 6zel DNA dizilerine baglanarak gen
ekspresyonunu diizenler. PPAR’nin ii¢ tipi bilinmektedir. Bunlar PPARa, PPARy
ve PPARGS (veya B)’dir (2).

Bu calismada, insan eritrositlerinin iki 6nemli enzimi karbonik anhidraz II ve
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktiviteleri lizerine siprofibratin etkisi arastirilmistir.
Karbonik anhidraz (CA, E.C 4.2.1.1, karbonat hidroliyaz) aktif bolgesinde Zn"
iyonu ihtiva eden bir metaloprotein olup, mikroorganizmalardan yiiksek yapili

hayvanlara kadar genis dagilimi olan bir enzimdir. Bugiine kadar omurgalilarin



farkl1 organ ve dokularinda 16 izoenzimi belirlenmistir (CA I,CA XVI). Temel
olarak CO; ’nin katalitik hidrasyonu ve HCOj;™ nin dehidrasyonundan sorumludur.
Bu vyolla metabolik bir arttk olan CO, ’nin ortamdan uzaklastirilmasi
gerceklestirilirken asit-baz dengesi de saglanmis olur. CA II, maksimum CO,
hidrasyonu turnover sayisina sahip olan (1.10° s™), en genis dagilimli, hemen
hemen her doku ve organdaki bazi hiicre tiplerinin sitozoliinde yer alan bir
1zoenzimdir. Karbonik anhidraz enziminin membranlarda iyon transportu, beyin
omurilik sivisinin sentez ve reabsorpsiyonu, gastrik mukoza hiicrelerinden HCI
salgilanmasi, akéz hiimor ( goz sivis1) salgilanmasi, sindirim gibi fizyolojik
olaylarda da fonksiyonlar1 vardir (3,4). Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi ise
(G6-PD) (D-glukoz-6-fosfat: NADP" oksidorediiktaz, E.C. 1.1.1.49) pentoz fosfat
metabolik yolunun ilk ve kontrol enzimidir. G6-PD bir sitoplazma enzimi olup,
bitkilerde peroksizom ve kloroplastlarda izoformlar1 bulunmaktadir. Pentoz fosfat
yolunun RNA, DNA ve niikleotid sentezi i¢in gerekli riboz-5-fosfat ve biyosentez
reaksiyonlarinda indirgeyici giic olan NADPH’lar1 sentezlemek gibi baslica iki
fonksiyonu vardir (5,6).

Hiperlipidemi tedavisinde kullanilan fibratlarin peroksizom proliferatorleri
ile aktiflestirilen reseptdr alfa’nin ligandlar1 oldugu ve siirekli alim1 sonucu muhtelif
yan etkiler olusturdugu yukarida ifade edilmisti. Eritrositlerin fonksiyonunun viicut
icin vazgecilmez 6nemde oldugu asikardir. Bundan dolayi, bu hiicrelerin oksijen
tasima Ozelliklerinin, membran biitiinliiglinlin ve kanin asit-baz dengesine
katkilarinin devam etmesi gerekir. Karbonik anhidraz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enzimleri eritrositlerin bu 6zellikleri ile ilgili basta gelen iki enzimdir.
Fibratlarin dogrudan enzim aktiviteleri {izerine olan etkileri ile ilgili ¢alismalar
sinirlidir ve literatiirde bu iki enzimle ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.
Bu calismada PPARo(alfa) ligandi olan siprofibratin, insan eritrosit karbonik
anhidraz II ve G6-PD enzimlerinin aktivitelerine in vitro etkilerinin incelemesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siprofibrat (Ciprofibrate)

Siprofibrat, fibrat grubu bir ilactir. Fibratlar, amfipatik karboksilik asit
gruplu ilaclar smifindandir. Hiperlipidemi basta olmak iizere c¢esitli metabolik
hastaliklarin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu lipid diisiiriicii ilaclardir.
Plazma trigliserid ve LDL kolesterol diizeyini azaltirken, HDL kolesterol diizeyini
artirirlar. Yiiksek yogunluklu lipoproteinin ana unsurlari1 olan apolipoprotein Al ve
A2 ekspresyonu ile lipoprotein lipaz ekspresyonunu artirirlar; apoC III, fibrinojen
ve plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) ekspresyonlarini ise azaltirlar. Fibrat
etkisiyle lipoliz artar, karacigerde trigliserit yapimi azalir, HDL yapimi artar. En

onemli etkilerinden biri de dolasimdaki LDL miktarin1 azaltmalaridir (7,8).

Antiinflamatuvar ve antitrombotik 0zelliklerinin yan1 sira fibratlarin
"pleotropic" etkileri de vardir (9). Gemfibrozil hari¢ diger fibratlar plazma
fibrinojen diizeyini azaltirlar. Gemfibrozil trombosit agregasyonunu artirdigi i¢in
protrombotik etkiye sahiptir ve bu nedenle aspirinle birlikte kullanilmasi tavsiye
edilmektedir. Gemfibrozilin koagiilasyon {izerine olumlu etkisi de vardir,

plazminojen aktivator inhibitor-1 diizeyini diisiirerek fibrinolizise yardim eder.

2.1.1. Fibratlarin Etki Mekanizmasi

Fibratlar, etkilerini lipoprotein metabolizmasin1 kontrol eden genlerin

ekspresyonunda degisiklikler yaparak gosterirler. Bu etkide Peroksizom
Proliferatorleri ile Aktiflestirilen Reseptorler " (PPAR) olarak isimlendirilen niikleer
hormon reseptorleri aracilik eder. PPAR'ler ¢evreden aldiklar1 sinyalleri genoma

tasiyan transkripsiyon faktorleridir. Niikleer reseptorler DNA'y1 tanir ve DNA'da



"response element" (RE) olarak isimlendirilen spesifik yerlere baglanir. Fibrat
etkisiyle aktive olan PPAR'ler diger bir niikleer reseptorle (retinoik asit -x- reseptor)
heterojen bir sekilde birleserek "peroksizom proliferatdr response element" olarak
adlandirilan spesifik RE'ye baglanir ve hedef genin transkripsiyon hizin1 degistirir.

Fibratlarin lipoproteinler {izerine etkisi PPARa araciligiyladir (2).
2.1.2. Fibratlarin Yan Etkileri

Cogu fibratlar hafif mide bozuklugu, karin agrisi, bas agrisi, bas donmesi,
miyopati (kreatin kinaz yiikselmesi nedeniyle kas agrisi), sa¢ dokiilmesi ve az da
olsa anemiye sebep olmaktadir Statin sinifi ilaglarla beraber kullanilinca fibratlar
rabdomyelit (kas dokusunun hasar gormesi sonucu olusan bobrek yetmezligi)
riskini artirir. Kuvvetli bir statin ilact olan cervastatin (Lipobay ) bu komplikasyon
nedeniyle piyasadan c¢ekilmistir. Daha az lipofilik olan statinlerin bdyle bir
reaksiyona yol agma olasili§i daha disiiktiir ve fibratlarla kullanilmaya daha

miisaittirler.
2.1.3.PPAR(Peroksizom Proliferatorleri ile Aktiflestirilen Reseptorler)
2.1.3.1. Dagilin ve Fizyolojik Onemi

PPAR (Peroksizom Proliferatorleri ile Aktiflestirilen Reseptorler) niikleer
hormon reseptdr siiper ailesine ait hiicre ici transkripsiyon faktorleridir. Fizyolojik
ya da farmakolojik ligandlarla aktivasyonlar1 sonucu 6zel DNA dizilerine
baglanarak gen ekspresyonunu diizenlerler. PPAR’nin ii¢ tipi bilinmektedir. Bunlar
PPARa, PPARy ve PPARS (veya B)’dir. PPARa(alfa); karaciger, bobrek, kalp,
cizgili kas ve yag dokusunda, PPARS (veya B) bircok dokuda bulunmakla birlikte
belirgin olarak beyin, yag dokusu ve deride, PPARY ise yag dokusu, kalp, bobrek,
pankreas, kolon ve bagirsakta bulunmaktadir. Fibratlar 06zellikle bezafibrat,
gemfibrozil, siprofibrat ve fenofibratlar peroksizom proliferatorleri ile aktiflestirilen

reseptor alfa’nin ligandlaridir ve PPARa(alfa)’y1 aktive ederler (1).

PPARa(alfa) aktivasyonu ile;



1. Insan monositlerinde doku faktdr salmimi ve aktivitesinin inhibisyonu,
2. Yag asidi B oksidasyon enzim genlerinin transkripsiyonel regiilasyonu,
3. VSMC Aktivasyonunun inhibisyonu,

4. Inflamatuar sitokin {iretiminin azaltilmas,

5. Vaskiiler duvarda inflamasyon inhibisyonu,

6. Yag asidi katabolizmasinin uyarilmasi,

7. HDL-K artis1,

8. Trombin ile indiiklenen ET-1 biyosentezinin inhibisyonu,

9. Akut faz proteinlerinin sentezinin baskilanmasi,

10. Glukoz homeostazi,

11. NF-kB transkripsiyonunun inhibisyonu saglanir.

2.2. Eritrositler

Eritrositler, sulu ortamda hareket halinde 6zellesmis hiicrelerden olusan kan
dokusunda bulunurlar ve ilk olarak 1665 yilinda Malphigi tarafindan
tanimlanmiglardir. 1673 yilinda Leeuwenhock, kana kirmizi rengini eritrositlerin
verdigini tesbit etmistir. Insan eritrositleri ¢ekirdeksiz, bikonkav disk seklindedir ve
yapisinda % 34 hemoglobin ve Fe'* molekiilii bulunmaktadir. En 6nemli gorevleri
yapilarinda bulunan hemoglobin ile dokulara O,’yi tasimaktir. Bu gorevlerinin

yanisira viicut i¢in tampon gorevi de listlenmektedir (10).
2.2.1. Eritrosit Metabolizmasi

Eritrositlerde hemoglobin yapisindaki Fe'? seklinin korunmasi, diisiik [Na']

ve yiiksek [K'] ile diisik [Ca™] diizeyinin siirdiirilmesi, hemoglobin ve diger



proteinlerdeki tiyol gruplarmin oksidasyonunun Onlenmesi, eritrosit membran ve
iskeletinin biitiinliigiinlin korunmas1 i¢in enerji ve antioksidan gii¢ gerekmektedir.
Eritrositlerde niikleus, mitokondri, ribozom, lizozom, endoplazmik retikulum, golgi
aygit1 gibi organeller bulunmadigindan protein ve niikleik asit sentezi yapilamaz,
yaglar yakit olarak kullanilamaz. Eritrositler varliklarini korumak ve siirdiirmek i¢in
gerekli enerjiyi glukozdan saglarlar. Glukozdan anaerobik glikoliz yoluyla
eritrositlerin enerji ihtiyaci karsilanir; pentoz fosfat yoluyla da antoksidan gii¢
olarak NADPH firetip tasidig1 oksijenden gelen oksidatif ortamin etkisini bertaraf
eder. Eritrositlerde en bol bulunan enzimler karbonik anhidraz, katalaz, peptidaz,

kolinesteraz, anaerobik glikoliz yolu ve pentoz fosfat yolu enzimleridir (11).

Eritrositlerde karbonik anhidraz enziminin CA I ve CA II izoenzimleri
bulunur ve toplam miktarlari hemoglobinin yaklasik % 1’1 kadardir. Bu enzimin
basta gelen fizyolojik fonksiyonu dokularda olusan CO,’in ihtiya¢ duyulan hizda
uzaklastirilmasini saglarken, asit-baz dengesine de katki vermektir. G6-PD enzimi
ise eritrositlerdeki pentoz fosfat yolunun ilk ve kontrol enzimidir. Bu yol ile RNA,
DNA ve niikleotid sentezi i¢in gerekli riboz-5-fosfat ve rediiktif biyosentezlerde
indirgeyici giic olan NADPH sentezlenmektedir. Tabii ki eritrositlerde riboz-5-
fosfat kullanilmay1p, oksidatif olmayan pentoz fosfat yolu reaksiyonlariyla glikoliz
yolu ara bilesiklerine doniistiiriiliir. Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz klinik yonden de
¢ok onemli bir enzimdir. Eksikliginde eritrositlerin hemoliz oldugu bir genetik

anemi hastalig1 goriiliir (6).
2.3. Karbonik Anhidraz
2.3.1. Dagilimu ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (CA, E.C4.2.1.1, karbonat  hidroliyaz)
mikroorganizmalardan bitkilere, boceklerden hayvanlara kadar ¢ok genis dagilimi
olan bir enzimdir. Yaklasik 260 amino asitten olusur ve 30 kDa agirligindadir.
Aktif bolgesinde Zn™? iyonu ihtiva eden monomerik bir protein olup, organizmada
¢ok onemli rollere sahiptir. Canlilarda 5 farkli bilinen yapisal CA ailesi vardir.

Bunlar; a-CA (omurgalilar, bakteriler, algler ve yesil bitkilerin sitoplazmasinda),



B-CA (¢ogunlukla bakteriler, algler, tek ve cift cenekli bitkilerin kloroplastlarinda),
v-CA (temel olarak archealarda ve baz1 bakterilerde), 6-CA (bazi deniz

diatomlarinda) ve yakin zamanda bulunan ¢ tiirleridir.

Bunlardan en fazla bilineni alfa ailesidir (12). Memelilerde bulunan alfa tipi
CA’larin doku dagilimi, hiicre i¢i yerlesimleri ve kinetik 6zellikleri farkli on alti
ayr1 (CA I-XVI) izoenzimi tarif edilmistir. Bunlardan CA 1, II, III, VII ve XIII
sitoplazmada, IV, IX, XII, XIV ve XV’ler membran bagimli, V mitokondride, VI
tikriik salgisinda, digerleri 3 CA iligkili proteinler olan (CARP), VIII, X ve XI’de
sitozolde yer alir. Uzerinde en ¢ok calisma yapilan izoenzimlerden biri karbonik
anhidraz II (CA II )’dir. CA 1II, bobrek tubulus hiicrelerinde, gdzde processus
siliariste, eritrositlerde, mide mukozasinda, beyin v.s gibi bircok doku veya organin
sitozoliinde lokalizedir. CA ilk kez 1933 yilinda memeli eritrositlerinden

saflagtirilmistir.

CA’nm temel fizyolojik fonksiyonu CO,’nin hidrasyonu veya bikarbonatin

dehidrasyon reaksiyonlarini doniisiimlii olarak katalizlemesidir (12).

Karbonik

— HCO;  + H'
Anhidraz

co, + H,O0

Bu reaksiyonla beraber; CO, tasinmasi, bikarbonatin dokular ve akcigerler
arasinda metabolize olmasinda, pH homeostazisinde, doku ve organlardaki
elektrolit sekresyonu, bir¢cok biyosentez reaksiyonunda, kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon, timor olusumu, idrar asidifikasyonu, hiicre proliferasyonuve
farklilagsmasi ve daha bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rol almaktadir (13,14).
Karbonik anhidraz karboksilik, siilfonik, karbonik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin
ve pirtivatin hidrolizini de katalizlemektedir. Ancak, bugiine kadar bunlarin

fizyolojik 6nemi lizerinde durulmamistir (15).



2.3.2. Karbonik Anhidraz I1

CA 11, alfa siifi CA ailesinin maksimum CO, hidrasyonu turnover sayisina
sahip, katalitik aktivitesi en yiiksek olan {iyesidir. Katalitik etkisi, aktif bolgesindeki
¢inko iyonlarinin 3 histidin reziidiisiiyle koordinasyonuyla gergeklesir (16). Kataliz

sirasinda ¢inko iyonlar1 niikleofilik lewis asidi gibi gorev yaparlar.

CA 11, bobrek tubulus hiicrelerinde, gézde processus siliariste, eritrositlerde,
mide mukozasinda, beyinde, karacigerde, pankreatik kanal ve endotel hiicrelerinde,
trombositlerde ve spermatozoada bulunur. CA II, ayrica safra kesesinin epitel
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Baz1 hiicrelerde CA II asit-baz dengesi icin
temel rol oynar. Uriner asidifikasyon i¢in H' salgilayan renal tubuler ve H'
salgilayan gastrik parietal hiicrelerinde etkindir. CA II, pankreas sivist igin
pankreatik kanal hiicrelerine HCO;™ temin eder. Doniisiimsiiz korliige sebep olan
glakomda CA 1II enziminin 6énemli rolii vardir. Glakom anormal derecede yiiksek
g0z i¢i basinciyla ortaya ¢ikmaktadir. Diinyada on milyonu askin kisinin yiiksek
g0z i¢i basincina sahip oldugu tahmin edilmektedir. Akéz humor goz i¢i basincinin
saglanmasinda biiyiik rol oynamaktadir (17). Akdz humorun salgilanmasinda da CA
IT enziminin uyarici etkisi vardir. CA II ayn1 zamanda bobrekte, eritrositlerde ve

karacigerde proksimal tubiillerde CO, degisimine katkida bulunur (18).

Tablo 1. Memeli karbonik anhidraz II (CA II) izoenziminin doku dagilimi ve
bu dokulardaki islevi (14).

Doku dagilim Islevsel rolleri

% Kemik osteoklast hiicreleri % Kemik resorpsiyonu

% Goz % AkOz hiimdriin tiretimi
% Testis % Sperm haraketliligi

% Bobrek % ldrar asidifikasyonu

% Beyin % BOS salgist

% Akciger % Gaz degisimi

¢ Eritrositler % Gaz degigimi

% Gastrointestinal epiteli % H salgis1, HCO; salgisi




2.3.3. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Metodlari

Karbonik anhidraz aktivitesi, enzimin CO, hidratasyonu, HCO;’in
dehidratasyonu ve bazi esterleri hidrolizi gibi 06zelliklerinden yararlanilarak
belirlenebilir. Katalizledigi reaksiyona bakildiginda, ortama gére CO, gazi ¢ikmakta
veya harcanmaktadir. Ayn1 zamanda H' konsantrasyonu artmakta veya
azalmaktadir. Acgiga c¢ikan veya azalan CO, gaz1, kantitatif olarak monomerik yolla
tespit edilebilir ancak monomerik metodun, reaksiyon pH'sinin degisken olmasi,
COy’nin suda sinirli ¢éziilmesi ve uzun zaman almasi gibi dezavantajlar vardir
(19). ikinci olarak, H" konsantrasyonu, pH'nin diismesi veya yiikselmesi gibi gegen
siire potansiyometrik yolla veya indikatorle belirlenebilir. Fakat bu metodun kisa
zaman almasi1 gibi avantajinin yani sira reaksiyon sirasinda pH'nin degisken olmasi,
COy’nin suda smirli ¢oziilmesi ve kullanilan indikatoriin inhibisyon etkisi gibi
olumsuz sonuglart da vardir (20, 21). Bu dezavantajlar1 en az diizeye indirmek i¢in
sabit pH'da titrasyon veya 0.02-0.05 birimlik pH diisiistiniin indikatorlii ortamda,
spektrofotometre ile Ol¢lim yapildigr hizli akis reaksiyonu gibi metodlar aktivite

tayininde kullanilmaktadir.

Enzimin saflagtirma basamaginda aktivite Olc¢limleri genellikle biitiin
arastirmacilar tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde,
CO, hidratasyonunda pH'nin 8,2’den 6,3’¢ diisiisii i¢in gegen siire, bromtimol
mavisi indikatori kullanilarak bulunmakta ve enzim birimi, enzimsiz CO,
hidratasyonu siiresi(ty)) ile enzimli reaksiyon siiresi(t;) arasindaki farkin t.’ye

boliinmesi ile belirlenmektedir (22).

Karbonik anhidrazin ester hidrolizleyici 06zelliginden faydalanilarak da
aktivitesi belirlenebilir. Kullanilan esterin birim zamanda hidrolizlenen miktari
spektrofotometrik olarak takip edilir ve enzimin aktivitesi bulunur. Bu amacla en
cok kullanilan ester p-nitrofenil asetattir. p-nitrofenil asetatin hidrolizi ile olusan p-
nitrofenol ve p-nitrofenolat iyonunun 348 nm’de verdigi absorbansin 6l¢iimiiyle

aktivite tayin edilmektedir (23, 24).
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2.3.4. Karbonik Anhidraz Esteraz ve Hidrataz Mekanizmalari

2.3.4.1. Karbonik Anhidraz Esteraz Mekanizmasi

. Fa
b = OO0 MHig™ =+ =+ En + =« Hig!E

(b) R O

™ s o s Ty - o fijpg 1™

(c) R

Hl"?"-. - I!n... "Hl‘I“

Fag®

Sekil 1. Karbonik Anhidraz II’nin Katalizledigi Esteraz Mekanizmasi

Birinci basamakta Zn'* iyonuna bagli (-OH) grubundaki bag yapmayan

N

[
elektron ¢iftinin, R-C-OR(ester) molekiiliine niikleofilik atak yaparak, karbon-oksijen
bagi olusturmasi esnasinda (b) II-bagi agilmaktadir (c). Daha sonraki basamakta,

negatif yiiklii oksijen atomunun proton abstrakti ile R-OH ayrilmaktadir (25).
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2.3.4.2. Karbonik Anhidraz CO, _Hidrataz Mekanizmasi

Karbonik anhidrazin katalizledigi CO, _ Hidrataz mekanizmasi basitce sekil
2°de verilmistir. Birinci basamakta Zn™ iyonuna bagh (—OH) grubundaki bag
yapmayan elektron ciftinin, CO, molekiiliine niikleofilik atak yaparak, karbon-
oksijen bagi olusturmasi esnasinda (b) II-bagi acilmaktadir (c¢). Daha sonraki
basamakta, negatif yiiklii oksijen atomunun proton abstrakti(d) ve su girisi ile
HCOj5™ iyonu ayrilmaktadir. Son olarak (e) nolu bilesik bir H' iyonu kaybederek

yeniden 1 nolu bilesige doniismektedir.

o)
w H"
’in wo c*ﬂ /Lo H D\: /j\c:- 0
The19g O o The1es O 0 ;ﬂ Thr-199 oo /#:L:D
0.~ . 0.~ v/ o.” \ ¥
l\_u Zn+ — I\_D Zn2+ p— L\_D Zn2+
A T"’x A T"'\ A T\
His-94 His-119 His-94 His-119 His-94 His-119
. y i Glu-106 His-96
Glu-106 (b) Glu=106 His-98 Ll g (d)
N\ © “
\\ / - H;0
,.—')\\‘ ?
CO; \ HCO;
_ L
7og O ---H 0---H_H
The1ge b o Theetes o
0. Y —= 0. '
)\_‘--r .El'l!"' Lﬂ' ?_"2+
PARS .o ) A A%
) His-54 T His-119 O :!;jﬁi‘:i}r":gﬁ;mﬂ’g“’h His-94 | His-119
Glu-106 His-96 Glu-106 His-86

(@)

Sekil 2. Karbonik anhidraz II’nin katalizledigi CO,-hidrasyon reaksiyonunun

mekanizmasi (12).
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Bu enzimatik mekanizmada hiz belirleyici basamak protonun aktif bolgeden
uzaklastirilmasi safhasidir. Bu nedenle aktif bolgedeki proton tasima kapasitesine

sahip aminoasit birimleri aktivitede dnemlidirler (Sekil 3).

Thr-199 Thr:139
H(?>_ H‘.}_
P HoH
e g g Ve = e g g
\_$ z+n2+ Z+n2+

His-64 PR His-64 1IN
His-94 | His-119 His-94? His-119

His-96 His-96

Sekil 3. Aktif bolgeden protonun bir tasiyici birim (his-64) aracilifiyla
uzaklastirilmasi. Cinkonun ii¢ bolgesine bagli ve dordiincii bélgenin yakininda olan

ligandlar olan amino asit birimleri gosterilmektedir (12).
2.3.5. Karbonik Anhidraz inhibitor ve Aktivatorleri
2.3.5.1. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz, aktif bolgesinde bulunan Zn™ iyonuna baglanan bircok
iyon ve molekiil tarafindan inhibe edilmektedir. Siilfonamid tiirevleri (asetazolamid,
klorozamid, dorzalamid, brinzolamid) CA’m spesifik ve giiclii inhibitorleridir.
Halojeniirler, CN", SCN" gibi mononegatif ¢oziiciiler ise daha gevsek baglanarak
zayif bir inhibisyon olusmasini saglarlar. Bu inhibitorlere en dayanikli izoenzim

CA-IIdiir (26).
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S
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AT Vi
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" ﬁj’z'i“‘Hls 118 /;r‘{“‘*His 119

His 86 "% isoe

Siilfonamid Tiyosiyonat

Sekil 4. Siilfonamid ve anyonik inhibitorlerin karbonik anhidraz inhibisyon

mekanizmasi (26).

Karbonik anhidraz inhibitorleri(KAl) g6z ic¢i basincimi diisiirmek igin
kullanilan en gii¢lii ajanlardandir. Karbonik anhidraz inhibitorlerinin iki formu
vardir. Asetozolamid, bu inhibitorlerin sistemik formu olup 1954’ten beri
kullanilmaktadir. Asetazolamid merkezi sinir sitemindeki bazi fonksiyon
bozukluklarmin (epilepsi gibi) tedavisinde yardimei olarak islev goriir. 1lk topikal
KAl olan dorzolamidin kullanima girmesi, glokom tedavisinde ©6nemli bir
gelismedir. Dorzolamid glintimiizde kullanilan topikal karbonik anhidraz
inhibitorlerinden olup, kornea gecirgenligi yiiksek, selektif karbonik anhidraz-II
izoenzim inhibitoriidiir. Bu yoniiyle sistemik yan etkileri yiiksek olan asetozolamide
alternatif olarak kullanilmaktadir. ikinci topikal KAI olan brinzolamid 1998’den
beri oftalmolojide kullanilmaktadir. Dorzolamid ve brinzolamid gibi topikal
KATI’lerinin baslica avantaji oral ajanlara bagli gelisen sistemik yan etkilerde
belirgin azalmadir. Bununla birlikte baz1 hastalarda ciddi yan etkilerde goriilebilir

(26)
2.3.5.2. Karbonik Anhidraz Aktivatorleri

Karbonik anhidrazlar, aminler ve bazi aminoasitler tarafindan aktive

edilirler. Bugiline kadar 16 memeli izoenziminin bu molekiillerle iligkisi
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incelenmigtir. CA aktivatorleri, Alzheimer hastaligimin tedavisi ve hafizanin
gelisiminde giiclii bir ajan olarak kullanilmaktadir. CA aktivasyon mekanizmasi ilk
olarak histaminle birlikte CA II izoenziminin X-1s1n1 kristal yapisinin rapor edilmesi
ile anlasilmistir. Bunu takiben kinetik ve X-1smm1 kristallografik c¢alismalari,
aktivatorlerin aktif bolge girisine inhibitor ve substratlardan farkli bolgeye

baglandigin1 gostermektedir.

En iyi bilinen karbonik anhidraz aktivatorleri L-Histidin, D-Histidin, L-
Triptofan, D-Triptofan, L-Fenilalanin, D-Fenilalanin amino asitlerinin yani sira

histamin, dopamin, serotonin gibi aminler tarafindan da aktive edilirler (27,28).

Tablo 2. a-CA izoenzimleri, hidrataz aktivitesi, siilfonamid inhibitorleri i¢in

afinite ve hiicre ici yerlesimleri (14).

Izoenzim | Katalitik aktivite Siilffonamidler Hiicre i¢i yerlesim
(CO; hidrataz) icin afinite

CA-1 Orta dereceli Orta dereceli Sitozol

CA-1I Yiiksek Cok ytiksek Sitozol

CA-III Cok diisiik Cok diigiik Sitozol

CA-1V Yiiksek Yiiksek Membrana-baglh

CA-VA Diisiik-orta dereceli* Yiiksek Mitokondri

CA-VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri

CA-VI Orta dereceli Yiiksek Tiikriik/slit iginde

CA-VII Yiiksek Cok yiiksek Sitozol

CARP-VIII | Yok # Sitozol

CA-IX Orta dereceli-yiiksek Yiksek Transmembran

CARP-X Yok # Salgilanir

CARP-XI Yok # Salgilanir

CA-XII Diisiik Cok yiiksek Transmembran

CA-XIII Orta dereceli Orta dereceli- yiiksek | Sitozol

CA-XIV Orta dereceli Yiiksek Transmembran

CA-XV Diisiik Bilinmiyor Membrana bagli
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2.4. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz
2.4.1. Dagilim ve Fizyolojik Onemi:

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi (G6-PD) (D-glukoz-6-fosfat; NADP+
oksidorediiktaz E.C. 1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kontrol
enzimidir (29). Pentoz fosfat metabolik yolunun hiicrede, RNA, DNA ve niikleotid
sentezi i¢in gerekli riboz-5-fosfat ve rediiktif biyosentezlerde indirgeyici gili¢c olan
NADPH’lar1 sentezlemek gibi baslica iki fonksiyonu vardir (30). Bunun yaninda
bakteri hiicre duvarinin bir bileseni olan sedoheptuloz-7-fosfat gibi fosforile
karbonhidratlar ile aromatik aminoasit ve vitamin sentezinde gerekli eritroz-4-
fosfat sentezlenmektedir (31). Pentoz fosfat yolu oksidatif ve nonoksidatif olmak

tizere iki kisima ayrilir.

Pentoz fosfat metabolik yolu ve diger sentez yollar1 ile baglantis1 Sekil 5’te

gosterilmektedir (32).
mr ROM Youy
Glukoz e Sorbitel — Fruktoz
NADPH ~ NADP+ NAD+
ATP. NADPH BPG
; NA[ZV
Yag) asidi sentezi
o / Oksidatif faz . NADP+ 29 asidi sem EII,
Glikojen —= G1p " s GEP ‘\_.-"' Kolesterol sentezi
f ! v Steroid hormon sentezi
I ‘ — . .
Fep Pentoz fosfat yolu l NADPH gedu:t:flutatvon sentezi
N | stoksifikasyon
'\\ !,.' \- o,
\ FPB Nonoksidatif faz /
A /
EP4 = /Ij,u 5P <> Riboz &-P
o STP L s |-A
— :
GAP Dksiluloz 5-P pPRibP
;/ "'\.
NAD", NADP+ / Y
/ \
Salvagg yolu  De novo yolu
Piirin ve pirimidin sentezi
RNA sentezi DMA sentezi

Sekil 5. Pentoz fosfat metabolik yolu
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NADPH hiicrede ilag ve ksenobiyotik detoksifikasyonu yag asidi, kolesterol,
L-askorbik asit, nitrik oksit biyosentezi, glutatyonun indirgenmesi ve peroksitlerin
indirgenmesinde gorev alir (31,33). Eritrositlerde pentoz fosfat yolu okside
glutatyonun indirgenmesi i¢in gerekli NADPH’y1 saglar. Rediikte glutatyon (GSH)
ve GSH bagimli enzimler hiicreyi i¢ ve dis kaynakli toksik bilesiklerden ve reaktif
oksijen tiirlerinden (ROS) korur (34). Fagositlerde oksijen tiiketimi ve H,O,
olusumu fazla oldugundan pentoz fosfat yolunun aktivitesi de yiiksektir (35).
Ksenobiyotikler, glutatyon peroksidaz, sitokrom p450 detoksifikasyon sistemleri ile
NADPH kullanilarak metabolize edilir (36). NADPH’nin damar diiz kas
hiicrelerinde iyon kanallarinin aktivitesini kontrol ettigi One siiriilmistiir.
NADPH’nin azalmasi1 ozellikle V-tipi potasyum K kanallarmm agilmasina ve

vazodilatasyona neden olur (37).

G6-PD enzimi tiim memeli dokularinda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda
bulunur, hayvan hiicrelerinin mitokondri ve sitoplazmasinda yer alirken, yesil
bitkilerin kloroplast ve sitozoliinde yer alir. Bu enzim ilk kez Yoshida ve Huang
tarafindan insan eritrositlerinden izole edilmistir (38,39). Bircok mikroorganizma,

bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunan enzim, asagidaki tepkimeyi katalizler (40).

Glukoz-6-fosfat + NAD(P)" ———  6-fosfoglukono-8-lakton + NAD(P)H +
H+

G6-PD ile katalizlenen reaksiyon termodinamik acidan geri doniisimli
olmasina ragmen, D G-6-P oksidasyonunun iiriinii olan D-glukonolaktonun hizli bir
sekilde hidroliziyle geri doniisiimsiiz hale gelmektedir. Bu hidroliz pH bagimlidir,
pH 6,4 ve 28°C’de laktonun yar1 omri 24 dakika, pH 7,4’te ise yaklasik 1.5
dakikadir (41).

G6-PD  aktivites1  beslenme, hormonlar ve 0Ozellikle NADPH
konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir (42). Beslenmenin ve hormonlarin
enzim lizerinde uzun siireli etkisi kaba kontrol, NADP'/ NADPH orani ile kontrol

1se kisa stireli ince kontroldiir (43,44)
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G6-PD, yaklagik 515 aminoasitten olugan, molekiil agirligit memeli tiirlerinde
58-67 kDa, mikrobiyal tiirlerde ise 50-60 kDa arasinda degisen bir enzimdir. Enzim
genellikle aktif olarak dimerik yapi1 gosterir. Enzimin dimerik ya da tetramerik
formunu sicaklik, enzim, NADP', NADPH konsantrasyonu gibi ¢esitli faktorler
etkilemektedir. Yiiksek pH ve iyonik kuvvet dimer, diisiikk pH ve iyonik kuvvet ise

tetramer olusumuna neden olur (44).

Enzimin dogal substrati glukoz-6-fosfattir (G-6-P). Ancak 2-deoksi glukoz-
6-fosfat, 2-deoksi-2-floroglukoz-6-fosfat, 2-deoksi-2-kloroglukoz-6-fosfat, mannoz-
6-fosfat, 3-deoksiglukoz-6-fosfat gibi substrat analoglarimida belli oranlarda
kullanabilmektedir (45).

2.4.2. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Aktivator ve Inhibitorleri

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ile yapilan kinetik c¢alismalar sonucunda
enzim aktivitesinin bazi ara bilesikler, metal iyonlari, ATP, ADP, NADPH, bazi ilag

ve kimyasal maddeler tarafindan etkilendigi tesbit edilmistir.

Bircok c¢alismada c¢esitli kimyasal maddelerin G6-PD aktivitesi lizerine
etkileri incelenmistir (46, 47, 48, 49). Bunlarin bir kismi inhibisyon olustururken
bazilarinda inhibisyona rastlanmamustir (50). Kadmiyum ve kadmiyum kloriiriin
erkek albino sicanlara 4 hafta siireyle verilerek G6-PD enzim aktivitesi lizerine
etkisi arastirllmis ve her ikisininde G6-PD enzim aktivitesini Onemli derecede
azalttig1 bulunmustur (51). Klorpromazin ve haloperidoliin in vitro kosullarda insan
eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi {izerine etkileri belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismada her ikisininde glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin
aktivitesini in vitro olarak gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (52). Lipid
peroksidasyonunun major {riinii  4-hidroksi-2-nonenal (HNE), glutatyon
yoklugunda belirli konsantrasyonlarda pentoz fosfat yolunun hiz kisitlayici
enzimlerini inhibe etmektedir (53). Memelilerdeki G6-PD’ m 17- ve 20-
ketosteroidlerle yarigmasiz olarak inhibe edilmektedir. Rat eritrositlerinde yapilan
bir caligma ile epiandrosteron G6-PD enzimini yarigsmasiz olarak inhibe etmektedir

(54). Insan eritrosit G6-PD enzim aktivitesi iizerine amoksisilin sodyum, penisilin-
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G sodyum, seftriakson disodyum trisesquihidrat antibiyotiklerinin in vitro etkisi
arastirilmis, bu antibiyotiklerin enzim iizerine inhibisyon yapici etki gosterdigi
tespit edilmistir (55). Sigir eritrositlerinden saflastirilan G6-PD enzim aktivitesi
tizerine ATP, ADP, NADPH ve NADH’ 1 etkileri arastirilmis ve ADP, NADPH ve
NADH vyarismali inhibisyon gosterirken, ATP yarismasiz bir inhibisyona sebep
olmaktadir (56).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullamlan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Tablo 3. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve laboratuar malzemelerinin

ozellikleri.

Kullanilan cihaz, alet ve

malzemeler

Marka / model

Derin dondurucu

Hassas analitik terazi
Calkalayici

Vorteks karistirici
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre

Etuv

Manyetik karistirici

Saf su cithazi

Otomatik pipet, 10-100 pLL
Otomatik pipet,100-1000 pnL
Otomatik pipet,1-5 pL
Otomatik pipet, 1-5 ml
pH-metre

Santrifiij

Vestel, Argelik, Bosch
Oertling NA 164

Niive, SL 350

Niive, NM 110

Heraeus, Sepatech
Beckman Coulter DU530,UV/VIS
Gallenkamp

Ikamag RH

Aguatron 4AD

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Hanna Instruments, HI 9321
Heraeus, Labofuge 200




3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
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Calismada kullanilan kimyasal maddeler, {iretici firmalar, liriin kodlar1 ve

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler tiretici firmalar ve tirtin kodlar1

bazilarinin saflik diizeyleri Tablo 4. da verilmistir.

Kullamilan kimyasal
maddeler

Satin alinan firma, kodu ve safhig

Tris(hidroksimetil) amino
metan

Merk , Uriin kodu:616K2239987

4-nitrofenilasetat

Sigma, Lot 023K2604

Stilfiirik asit (H,SO,) Carlo Erba, %96 (d=1,84 g/mL) No:300057
Sodyum hidroksit (NaOH) | Merck, >%99 (6462)

Hidroklorik asit (HCI) Carlo Erba, %37 (d=1,25 g/mL) (7647-01-0)
Potasyum klortiir (KCI) Merck, %99-100 (711 TA299855)
Magnezyum kloriir Sigma, Uriin kodu: M 9272

(MgCl,).6H,0

HEPES [4-(2- Sigma, Uriin kodu: A 5888

hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic
acid]

CO, gaz1

Ticari olarak temin edilmistir.

Asetazolamid (N-(5-
sulfamoyl-1, 3.,4-
thiadiazol-2-yl)acetamide)

Sigma, A6011

NADP’

Sigma, Lot 18H7040

G-6-P Sigma, Lot 67H7005
Ciprofibrate(Ciprofibrate, | Sigma, Lot 094K4056
2-[4-(2,2-

dichlorocyclopropyl)

phenoxy]-2-

methylpropanoic acid)

Insan eritrosit karbonik
anhidraz I1

Sigma, Lot 078K 6276
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Kullanilan ¢ozeltiler ve bazilarinin hazirlanislariyla yararlanildig: yerler liste

halinde Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. Kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanislar

Cozelti Kullanildig1 Yer ve Hazirlanisi
1 M NaOH 10 g NaOH saf suda ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. Tampon
cozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.
I M HCL Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.

0.05M Tris-SO4
Tamponu (pH=7,4)

(Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi Olgiimiinde kullanilan
tampon) 6,055 g (0,05 mol) Tris, 950 mL distile suda ¢6ziildii
IM H,SO4 ile pH=7,4’e kadar titre edildi. Daha sonra toplam
hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

3mM p-nitrofenil aseatz
¢Ozeltisi

(Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi tayininde kullanilan
substrat) 27,2 mg p-nitrofenil asetat, ImL asetonda ¢6ziildii ve
hizlica karigtirilan 49 mL distile suya, yavas yavas ilave edildi.
Calisma giinii taze olarak hazirlandi.

0.1M asetazolamid
Cozeltisi

1.11 g asetazolamid, 13 mL 1 M NaOH’te ¢oziildii ve 0.05 M
Tris-siilfat (pH=7,4) tamponu ile hacim 50mL'ye tamamlandi.

Serum karbonik anhidraz esteraz aktivitesini inhibe etmek icin
kullanildi.

HEPES Tamponu

(Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi tayininde kullanilan
tampon)6,51 g HEPES bir miktar deiyonize suda ¢oziildi. 1
M’lik HCI ile pH=8,8 olacak sekilde titre edildi. Deiyonize su ile
hacmi 1000 mL’ye tamamlanda.

Asetazolamid ¢ozeltisi

0,011g asetazolamid, % 10’luk 7,5 mL DMSO’da ¢oziildii ve son
hacim 50 mL olacak sekilde hepesle tamamlandi

34, 5mM
Siprofibrat(Ciprofibrate)
¢Ozeltisi

Siprofibrat stok ¢dozeltisi 34500um (34,5mM )’dir. (Stok
ciprofibrat; 10 mg ciprofibrat, ImL % 100’lik DMSO’da
coziilerek hazirlandi.) Stoktan farkli hacimlerde alinarak
denemelerde kullanilacak ¢ozeltiler hazirlandi.

0,5 M Tris (pH =7,4)

(G6-PD enzim aktivitesi 6l¢glimiinde kullanilan tampon) 6,05 g
Tris (0,05 mol) alinarak bir miktar (70-80 mL) distile suda
¢ozildi. 1M HCl ile pH metre yardimiyla pH’s1 titre edilerek 7,5’
e ayarlandi. Daha sonra ¢6zeltinin hacmi distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

0,63 M MgCl,

(G6-PD enzim aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan aktivator ¢cozelti)
1,28 g MgCl,.6H,0 bir miktar distile suda ¢6ziildii. Distile su ile
hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
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33 mM G6P (G6-PD enzim  aktivitesi Olglimiinde kullanilan  substrat
cozeltisi) 0,093 g G6P bir miktar distile suda ¢oziildii. Distile su
ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3,8 mM NADP" (G6-PD enzim aktivitesi dlgiimiinde kullanilan ¢ozelti) 0,0725 g
NADP" bir miktar distile suda ¢6ziildii. Distile su ile hacmi 25
mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan tiim ¢ozeltiler kullanilana kadar +4 °C’de saklandi.

3.2. METODLAR

Calismamizda kullanilan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi Atatiirk
Universitesi Kimya béliimiinde insan eritrositlerinden saflastirilmis ve saf halde
temin edilmistir. Insan eritrosit karbonik anhidraz II enzimi ise Sigma’dan saf halde

temin edilmistir.
3.2.1. CA (Karbonik Anhidraz) Aktivite Tayini
3.2.1.1. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Tayini

CA hidrataz aktivitesi, modifiye Wilbur-Anderson metoduna gore ol¢iildii.
Metodun prensibi, CO, hidratasyonunda pH’nin 8,2’den 7,0’ye diisiisli i¢cin gegen
siire potansiyometrik olarak bulunmakta ve enzim birimi, enzimsiz CO, hidratasyon
stiresi (tp) ile enzimli reaksiyon siiresi (t;) arasindaki farkin (t.)’e boliinmesi ile

belirlenmektedir (19).

Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesinin tayininde, dlgiilen CO, hidratasyon
aktivitesinin kendiliginden bir reaksiyonla mi, veya, enzim katalizli mi oldugunu
ayirt etmek icin CA’1n inhibitdrii olan asetazolamid kullanildi. Boylelikle enzimin
etkinligi bilinen inhibitorii ile test edilmis oldu. Ortamin pH’smin ayarlanmasinda
HEPES tamponu ( pH=8,8) ve substrat c¢ozeltisi olarak da buz banyosunda saf
suyun i¢erisinden 45 dakika siireyle CO, gecirilmesiyle elde edilmis olan doygun

CO, cozeltisi kullanildi. Denemeler sirasinda CO, konsantrasyonunu doygun
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seviyede tutmak i¢in ¢ozelti igerisinden CO, gaz1 diisiik hizda gegirilmeye devam
edildi. Denemelerde kullanilacak siprofibrat, ImL %100’liik DMSO ile ¢6ziildi,
daha sonra uygun hacimde ve konsantrasyonlarda hazirlanarak c¢alismamizda

kullanildi.

CA hidrataz aktivitesi tayin islemlerinde su prosediir uygulandi; oncelikle
deney tiiplerine 2,6 mL HEPES tamponu, 0,1 mL enzim ¢6zeltisi ve 0,1 mL %10’luk
DMSO ilave edildikten sonra iyice karistirildi. Daha sonra iizerine 2,2 mL CO,
cozeltisi ilave edildi ve pH metre yardimiyla pH’ nin 8,3’ten 7,0’ye diislisii icin gecen
stire kronometre ile belirlendi (tc). Ayni islemler 0,1 mL enzim ¢ozeltisi koyulmadan
2,9 mL HEPES tamponu, 0,1 mL %10’luk DMSO ve 2,0 mL CO, ¢6zeltisi koyularak
yapildi, pH’nin 8,3’ten 7,0’ye diislisii i¢in gecen siire kronometre ile belirlendi (ty).

Ikinci asamada farkli konsantrasyonlarda (50,100,150,200uM ) siprofibrat
cozeltileri kullanilarak CA hidrataz aktivitesi tayin edildi. Bu amagla deney tiiplerine
2,6 mL HEPES tamponu, 0,1 mL CA enzim ¢ozeltisi ve 0,1 mL farkh
konsantrasyonlarda siprofibrat c¢ozeltilerinden ilave edildi. Bu karisim enzim-
siprofibrat etkilesiminin tam olarak saglanabilmesi i¢in on dakika inkiibasyona
birakildi. Sonra iizerine 2,2 mL CO, ¢ozeltisi eklenerek, pH’ nin 8,3’ten 7,0’ye diisiisii
icin gecen siire kronometre ile belirlendi (t.). Ayni islemler 0,1 mL enzim ¢dzeltisi
koyulmadan 2,9 mL HEPES tamponu, 0,1 mL siprofibrat ve 2,0 mL CO, ¢ozeltisi
koyularak yapildi. pH’nin 8,3’ten 7,0’ye diislisii icin gecen siire kronometre ile
belirlendi (t)). Her iki asamadaki enzim iinitesi hesaplamalari, farkli siprofibrat
konsantrasyonlar1 i¢in iicer kez tekrarlanarak ve ortalamalar alinarak asagidaki
esitlige gore hesaplandi. Enzim {initeleri kiyaslanarak, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan siprofibrat ¢ozeltilerinin enzim aktivitesi {izerine olan etkisi yorumlandi.

Her 1ki asamada buz icerisinde gerceklestirildi.

Enzim aktivitesi ise Esitlik 3.2’ye gore hesaplandi.

gu =tk Esitlik 3.2

tc
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Burada;
EU : Enzim initesi
to : Enzimsiz denemede 0Sl¢iilen siire

t. : Numune varliginda 6lgiilen siire

3.2.1.2. Karbonik Anhidraz Esteraz Aktivitesi Tayini

Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi tayini Armstrong ve arkadaglar tarafindan
gelistirilen esteraz aktivitesi metodu ile yapildi (57). Metodun prensibi; karbonik
anhidrazin p-nitrofenil asetati; p-nitrofenol ve asetata hidrolizlemesi esasina dayanir.
Olusan p-nitrofenoliin absorbans1 348 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilerek
karbonik anhidraz aktivitesi tayin edilir. Fenol gruplar asidik olduklarindan reaksiyon
ortaminin pH'sina gére degisen oranda fenolat ve H' iyonlarina ayrismaktadir. Fakat
p-nitrofenol ve p-nitrofenolat 348 nm’de ayni1 absorbansi gosterdiklerinden aktivite

tayinini etkilememektedirler (57, 58). Reaksiyon denklemi su sekildedir:

_ 0 A
‘~Ua-®—of{'-m RN E— ‘l’:-.'@ml " CH,COOH

p-nitrofenil asetat p-nitrofenol Asetik asit

CA esteraz aktivitesi tayin islemlerinde su prosediir uygulandi; oncelikle deney
tiiplerine 1,2 mL Tris-SO,4 tamponu, 0,3 mL enzim ¢ozeltisi ve 0,3 mL saf su ilave
edildikten sonra oda sicakliginda iyice karistirildi. Daha sonra iizerine 1,2 mL p-
nitrofenilasetat c¢ozeltisi ilave edildi ve karisim kuartz kiivete alimarak 348 nm’de
spektrofotometrede {i¢ dakika sonra absorbansi okundu. Ayni islemler 0,3 mL enzim
¢ozeltisi koyulmadanl,5 mL Tris-SO4 tamponu, 0,3 mL saf su ve lizerine 1,2 mL p-
nitrofenilasetat ¢ozeltisi ilave edilerek yapildi. (Bu asama ile 3 dakika iginde esterin

kendi kendine hidrolizlenen miktari bulunmus oldu.)
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Tablo 6. Eritrosit CA II Esteraz Aktivite Ol¢iim Kiivet Igerigi

Reaktifler Kontrol Tiipti (mL) Numune Tiipti (pl)
0,05M Tris-SO, (pH=7,4) 1,5 1,2
Saf su 0,3 0,3
Enzim ¢ozeltisi - 0,3
p-nitrofenilasetat 1,2 1,2

Ikinci asamada farkli hacim ve konsantrasyonda siprofibrat cozeltisi
kullanilarak CA esteraz aktivitesi tayin edildi. Bu amagla deney tiiplerine 1.2 mL Tris-
siilfat tamponu, 0,3 mL CA enzim c¢ozeltisi ve (30,60,90,120,300ul) siprofibrat
cozeltilerinden ilave edildi. Bu karisim enzim-siprofibrat etkilesiminin tam olarak
saglanabilmesi i¢in on dakika inkiibasyona birakildi. Sonra tizerine 1,2 mL substrat
¢oOzeltisi konulmasindan {i¢ dakika sonra absorbans okundu. Ayni islemler 0,3 mL
enzim ¢ozeltisi koyulmadan 1,5 mL Tris-SO,4 tamponu, 0,15 mL saf su, 0,15 mL
siprofibrat ve {lizerine 1,2 mL p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi ilave edilerek yapildi ve i¢

dakika sonra absorbans okundu.

Tablo 7. Eritrosit CA 1I Enziminin Esteraz AktivitesI Tayini I¢in Kullanilan

Cozelti Miktarlar1 ve Bunlara Karsilik Gelen Siprofibrat Konsantrasyonlari

0,05M Enzim Distile Siprofibrat Substrat | Toplam | Kiivetteki
Tris-SO4 cozeltisi | su ¢ozeltisi ¢ozeltisi | hacim siprofibrat
(pH=7,4) hacmi hacmi hacmi hacmi konsantrasyonu
(mL)
(mL) (mL) (mL) (uL) (mL) (mM)

1,2 0,3 0,27 30 1,2 3,0 0,0345

1,2 0,3 0,24 60 1,2 3,0 0,069

1,2 0,3 0,21 90 1,2 3,0 0,104

1,2 0,3 0,180 120 1,2 3,0 0,138

1,2 0,3 0 300 1,2 3,0 3,45




26

Birinci asamada bulunan total esteraz aktivitesi degerinden(dl¢iilen absorbans
degerinden) bu asamada bulunan deger ¢ikarilarak total esteraz aktivitesi icindeki CA
IT aktivitesi pay1 absorbans olarak bulunmus oldu. Esteraz aktivitesi olarak bulunan bu
absorbans degerleri enzim {initesine c¢evrilmeden, dogrudan kullanildi. Her 1ki
asamadaki absorbans degerleri farkli siprofibrat konsantrasyonlari i¢in liger kez

tekrarlanarak olctildii. Ortalama degerler ve standart sapmalar hesaplandi.
3.2.2. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesinin Tayini

G6-PD enzim aktivitesi tayini 37°C Beutler —metoduna gore yapildi.

Enzimin katalizledigi reaksiyon su sekildedir.

Glukoz 6-Fosfat + NADP® ————» 6-fosfoglukono-&-lakton+

NADPH+H

Beutler metodu, NADPH’in 340 nm’de maksimum absorbans vermesi
esasina dayanir. Enzim aktivitesi, 37°C’de, NADP" ‘nin indirgenmesi ile olusan
NADPH’in 340nm’deki absorbans artis1 ile ol¢iilmektedir. Reaksiyon boyunca
NADPH’1n olusum oran1 G6-PD aktivitesine bagimlidir (59).

Enzim aktivitesi 6lgmek amaciyla hazirlanan reaksiyon tiipiine konulan

maddeler ve miktarlar1 Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 8. Eritrosit G6-PD Enziminin Aktivite Ol¢iim Kiivet I¢erigi

Reaktifler Kontrol Tiipti (pl) Numune Tiipti (ul)

0,5M Tris (pH=7,4) 100 100

0,63M MgCl, 100 100

3,8 mM NADP" 100 100

Enzim 50 50

Saf su 650 550

37 " C’de 10 dakika inkiibasyon

33 mM G6P -- 100
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Pipetlemenin sonunda tiip icerikleri 1 cm 151k yollu kuartz kiivetlere
konularak spektrofotometrede kontrole karsi numunenin 4 dk boyunca absorbans
degisimi 1 dk da bir kaydedildi. Absorbanslar asagidaki formiilde yerine konularak
litre basina enzim {initesi (U/L) hesaplandi. Tim absorbans ol¢iimleri farkh
siprofibrat konsantrasyonlari i¢in licer kez tekrarlanarak Ol¢iildii. Ortalama degerler ve

standart sapmalar hesaplandh.

AO.D Vo

6,22 VE

A = Litre basina enzim tinitesi (EU/L)
AO.D = 340nm’de optik dansitenin degisimi

Vr =Toplam kiivet hacmi
Vi - Enzim ¢ozeltisinin hacmi
6,22= lcm’ lik kiivet yolunda 1mM NADPH’1n olusturdugu absorbans

degeri(milimolar ekstinksiyon katsayisi)

3.2.2.1. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Uzerine
Siprofibratin in Vitro Etkisinin Incelenmesi

Siprofibratin glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi tizerine etkisinin
incelenmesi i¢in ilacin miimkiin olan en yiiksek konsantrasyonu hazirlandi ve bir
on deneyle arastirildi. Bu arastirma sonucuna gore ilacimizin enzim aktivitesi

tizerine herhangi bir etkisi olmadigi anlasildi. Kullanilan ilacin farkh
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konsantrasyonlarini olusturmak i¢in stok ¢ozelti seyreltildi. Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz aktivitesi Boliim 3.2.2.’de anlatildig1 gibi hesaplandi. Tiim absorbans
Olctimleri farkli siprofibrat konsantrasyonlar1 i¢in iicer kez tekrarlandi ve enzim
aktiviteleri ortalama alinarak hesaplandi. Aktivite dl¢iimiinde kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve buna gore kiivetteki siprofibrat konsantrasyonlar1 asagidaki tabloda

gosterilmistir.

Tablo 9. Eritrosit G6-PD Enzimi I¢in Siprofibrat ilaci ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Cozelti Miktarlar1  ve Bunlara Karsilik Gelen  Siprofibrat

Konsantrasyonlar1
Saf | 0,5M Tris | 0,63M | 3,8mM | Enzim | 33mM | Toplam | Siprofibrat | Kiivetteki
su (pH=7,4) | MgCl, | NADP" | hacmi | G6P hacim hacmi siprofibrat
konsantrasyonu
(D | (ul) (u) (u) (u) (uh) | (ul) (uD)
(mM)
560 | 100 100 100 30 100 1000 10 0,035
560 | 100 100 100 30 100 1000 10 0,0863
560 | 100 100 100 30 100 1000 10 0,173
560 | 100 100 100 30 100 1000 10 0, 345




4. BULGULAR

4.1. Siprofibrat’m Karbonik Anhidraz II Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Karbonik anhidraz enzim aktivitesi, enzimin hidrataz ve esteraz
aktivitelerinden yararlanilarak belirlenir. Bu calismada siprofibrat bilesiginin

enzimin her iki aktivitesi lizerine olan etkileri belirlenmistir.

4.1.1 CA 11 Hidrataz Aktivitesi Sonuclari

Siprofibrat’in CA 1II hidrataz aktivitesi iizerine in vitro etkisi farkh
konsantrasyonlarda siprofibrat ¢ozeltisinin belirli bir enzim konsantrasyonundaki
cozeltiye 1ilavesi ile belirlendi. Sonuglar Sekil 6’daki Aktivite-[Siprofibrat]
grafiginde gosterildi. Burada siprofibratin enzim aktivitesini artirtigi, dolayisiyla,

aktivator gibi davrandig gozlenmektedir.
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Sekil 6. Siprofibrat’in CA 1II hidrataz aktivitesi iizerine etkisiyle ilgili sonuglar

Ayrica, ilave edilen siprofibrat miktarlarina gore elde edilen % aktiflesme dereceleri

Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. Siprofibrat’in CA II hidrataz aktivitesi lizerine etki dereceleri

[SiprofibratjmM Enzim Unitesi(EU) % Aktiflesme Derecesi
(n=3)
0 2,85+0,90 0
0.05 355+ 1.10 25
0,10 425+ 1,55 49
0,15 4,67 +1,67 64
0,20 6,47 £ 2,20 127
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4.1.2. CA 1l Esteraz Aktivitesi Sonuclari

CA 1I Esteraz aktivitesi lizerine siprofibratin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ¢o6zeltilerinin etkisi ile ilgili sonuglar Sekil 7°de  Absorbans(348nm)-
[Siprofibrat] grafiginde gosterilmistir. Buradan bu ilacin CA 1II esteraz aktivitesini

etkilemedigi goriilmektedir.

0,5 -
0,45 3
04
0,35 1
0,3
0,25 1
0,2
0,15 -
0,1
0,05 1

ABSORBANS(348nm)

0 0,1 0,2 0,3 0,4
[SIPROFIBRATImM

Sekil 7. Siprofibrat’in CA II esteraz aktivitesi tizerine etkisiyle ilgili sonuglar

Tablo 11°de ilave edilen siprofibrat miktarlarina gore elde edilen % aktivite degisimi

gosterilmistir.

Tablo 11. Siprofibrat’in CA II esteraz aktivitesi tlizerine etki dereceleri

[ SiprofibratimM Absorbans(348nm)(n=3) % Aktivite Degisimi
0 0,465 + 0,21 0
0,0345 0,372+ 0,17 -20
0,069 0,464 + 0,22 -1
0,104 0,429 + 0,21 -8
0,138 0,437 £0,22 -6
0,345 0,424 + 0,20 -7
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4.2.2.Siprofibrat’mm Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Uzerine

Etkisi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine siprofibratin farkl

konsantrasyonlarda hazirlanan c¢ozeltilerinin etkisi ile ilgili sonuglar Sekil 8’de

Aktivite-[Siprofibrat] grafiginde gosterilmistir. Buradan bu ilacin glukoz-6-fosfat

dehidrogenaz enzim aktivitesini etkilemedigi goriilmektedir.

250

200

150

100

AKTIVITE (EU/L)
4]
o

Sekil 8.

L *

] * . .

0 10 20 30 40
[STPROFIBRAT] mM

Siprofibrat’in G6-PD aktivitesi lizerine etkisiyle ilgili sonuglar

Ilave edilen siprofibrat miktarlarina gore elde edilen % aktivite degisimi Tablo 12°de

gosterilmisgtir.



Tablo 12. Siprofibrat’in G6-PD aktivitesi lizerine etki dereceleri
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[SiprofibratimM Enzim Aktivitesi(EU/L) % Aktivite Degisimi
(n=3)
0 220 + 2,081 0
0,0345 212 +£4,04 -4
0,086 201 £5,51 -9
0,18 215+5,0 -3
0,345 213 +3,79 -3




5. TARTISMA

Siprofibrat, hiperlipidemi basta olmak tiizere ¢esitli metabolik hastaliklarin
tedavisinde kullanilan lipid diistirticii fibrat grubu bir ilagtir. Fibratlarin lipid diisiiriicti
etkilerine PPAR« aracilik eder. PPARa(alfa); karaciger, bobrek, kalp, ¢izgili kas ve
yag dokusunda bulunan peroksizom proliferatorleri ile aktiflestirilen reseptorler
(PPAR) siiper ailesine ait hiicre i¢i transkripsiyon faktoriidiir. PPAR’ler fizyolojik
ya da farmakolojik ligandlarla aktivasyonlar1 sonucu 6zel DNA dizilerine
baglanarak gen ekspresyonunu diizenler. PPAR’nin {i¢ tipi bilinmektedir. Bunlar

PPARa, PPARy ve PPARS (veya B)dir (1).

Fibratlar etkilerini lipoprotein metabolizmasin1 kontrol eden genlerin
ekspresyonunda degisiklikler yaparak gosterirler. Bu etkide "Peroksizom
Proliferatorleri ile Aktiflestirilen Reseptorler " (PPAR) olarak isimlendirilen niikleer
hormon reseptorleri aracilik eder. Fibratlarin baglanmasi ile aktif duruma gecen bu
reseptorler diger niikleer reseptorle (retinoik asit -x- reseptor) heterojen bir sekilde
birleserek "peroksizom proliferator response element" olarak adlandirilan spesifik
RE'ye baglanir ve hedef genin 6zel promoter bolgesine baglanarak transkripsiyon

hizini degistirir (2).

Fibratlarin gen ekspresyonundan bagimsiz olarak dogrudan enzim aktivitesi
tizerine etkileriyle ilgili literatiirde sinirli ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada,
eritrositlerin iki O6nemli enzimi karbonik anhidraz 11 ve glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz aktiviteleri tlizerine siprofibratin in vitro etkisi incelenmistir.
Eritrositlerde yer alan bu iki enzim eritrositlerin canliligi i¢in hayati 6neme sahip

olmalarindan dolay1 se¢ilmistir. Bu hiicrelerin oksijen tasima o6zelliklerinin,
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membran biitiinliiglinlin ve kanm asit-baz dengesine katkilarinin devam etmesi
gerekir. Karbonik anhidraz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimleri eritrositlerin

bu 6zellikleri ile ilgili basta gelen iki enzimdir (6).

Bu calismada kullanilan CA II izoenzimi ve G6-PD enzimleri insan
eritrositlerine ait olup, piyasadan saf halde temin edilmistir. Siprofibratin CA 1I
enziminin hem hidrataz, hem de, esteraz aktivitelerine olan etkileri ayr1 ayr
belirlenmistir. Her ne kadar CA II’nin fizyolojik fonksiyonu CO,’nin hidratasyonu
1se de, esteraz aktivitesi CA’larin in vitro olarak katalitik miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Fizyolojik 6nemi olmamasina ragmen bu enzimle
ilgili kinetik calismalarda tercih edilmektedir. Bu tercihin baslica sebebi 6l¢iimiin
spektrofotometrik olmasi1 ve hidrataz aktivitesi belirlenmesinde kullanilan
potansiyometrik yonteme gore daha dogru ve kesin sonuglar vermesidir. Ancak, her
iki katalitik aktivitenin mekanizmasinda gorev alan enzim iizerindeki gruplarda az
da olsa, baz1 farkliliklarin olmasi siprofibrat etkisinin her iki aktivite lizerinde de
Olclilmesini gerektirmistir. Elde edilen sonuglar da bu Ongoriimiizii hakh

¢ikarmuistir.

Siprofibratin CA 1I hidrataz aktivitesi lizerine etkileriyle ilgili sonuglar Sekil
6 ve Tablo 10’ da gosterilmistir. Burada siprofibratin, CA II hidrataz aktivitesini
konsantrasyonu ile orantili olarak arttirdig1 goriilmektedir. Yani, bu bilesik enzimin
bir aktivatorii gibi davranmistir. Bu sonug ¢alismanin baslangicinda 6ngoriillmeyen
bir bulgu olarak siirpriz olmustur. Ciinkii, literatiirde siprofibratin enzim

aktivasyonu ile ilgili bir 6zelligine rastlanmamustir.

Son yillarda yapilan bazi calismalar Alzheimer benzeri noérodejeneratif
hastaliklarin ortaya ¢iktig1 bazi durumlarda noronlardaki CA aktivitesinin azaldigin
gostermistir.  Bundan dolay1 CA  aktivatorlerinin @ bu  azalmayir telafi
edebileceklerinden bu hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi 6nerilmistir. Siprofibrat
her ne kadar hiperlipidemi tedavisinde kullanilsa da, bu hastalarda
norodejenerasyonu bir derece Onleyebilecek ilave bir etkinin bu ilacin kullaniminda

pozitif bir katki olacagi siiphesizdir.
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Ayrica, yapilan bazi ¢aligmalar siprofibratin aldoz rediiktaz enzimini inhibe
ettigini gostermistir (60). Hiperlipidemi gibi metabolik bir hastalik olan diyabette,
ozellikle, goz lensindeki katarakt olusumunda katkis1 olan aldoz rediiktazin
siprofibrat tarafindan inhibisyonunun bu ilacin kullanimina yaptig1 pozitif katki

kadar karbonik anhidraz inhibisyonunun da katki saglayacagi asikardir.

Siprofibratin CA II esteraz aktivitesi lizerine etkileriyle ilgili sonuglar Sekil 7
ve Tablo 11’ da gosterilmistir. Bu sonuglara gore genel egilim olarak siprofibratin
esteraz aktivitesine etki etmedigi diisliniilmektedir. Ancak, diisiik siprofibrat
konsantrasyonunda (0,0345mM) gd6zlenen inhibisyon daha yiliksek miktarlarda
belirlenememistir. Bunun ¢alisma hatasindan kaynaklanma ihtimali de bulunmasina
ragmen, Ol¢climlerin spektrofotometrik yontemle ve tekrarlanarak gerceklestirilmesi
bu sonucun deney hatasi olarak gecistirilemeyecegi kanaatini vermistir. Cesitli
enzimlerin bazi bilesikler tarafindan inhibisyonunun ¢alisildig1 bazi tezlerde benzer
bulgulara rastlanmis ancak aktivite seyrinde diisiik bilesik konsantrasyonunda
gozlenen inhibisyona bir aciklama getirilmeden bilesigin etkisizligi ifade
edilmistir(61). Sonug olarak, siprofibratin CA 1II esteraz aktivitesi {izerinde herhangi
bir etkisi olmadig1 kanaatine varilmistir. Siprofibratin CA II hidrataz aktivitesini
artirirken, esteraz aktivitesini etkilememesi her iki aktivitenin de reaksiyon

mekanizmalarindaki farkliliga baglanabilir.

Siprofibratin G6-PD aktivitesi lizerine etkileriyle ilgili sonuglar Sekil 8 ve
Tablo 12’ de gosterilmistir. Bu sonuglara gore kullanilan siprofibrat miktarlarinda
enzim herhangi bir inhibisyona ugramamaistir. Dolayisiyla bu ilacin glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz enzimi aktivitesini etkilemedigi sonucuna varilmistir. G6-PD ile 1lgili
literatiirde bircok ilag 6zelligi olan bilesiklerin etkilerinin incelendigi ¢alismalar
bulunmaktadir. Elde edilen sonuglara gore bu ilaglarin kullanilma sekilleri
belirlenmistir. Bu enzimi yiliksek derecede inhibe eden bilesikler anemiye yol
acabilirler. Dolayisiyla, anemi sebeplerinden biri olabilecek G6-PD inhibisyonunun

siprofibrat i¢in s6z konusu olmadig1 belirlenmistir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Siprofibratin insan karbonik anhidraz II (hCA II) enziminin hidrataz ve
esteraz aktiviteleri ile insan eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi

lizerine etkisi incelenmis ve su sonuclar elde edilmistir:

1. Siprofibrat hCA II’nin hidrataz aktivitesini artirmistir, yani, bir aktivator
etkisi gostermistir.

2. Siprofibrat hCA I'nin esteraz aktivitesi iizerine kayda deger bir etki
gostermemistir.

3. Siprofibrat insan eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi

tizerine de herhangi bir etki sergilememistir.
6.2. Oneriler

1. Siprofibrat disindaki fibratlarin da calisilan bu enzimler iizerine etkinligi
incelenebilir.

2. Siprofibratin hCA II'nin hidrataz aktivitesini artirmasindan yola ¢ikarak
bu ilac1 kullananlarla ilgili prospektif bir calisma ile ndrodejeneratif hastaliklarla
iliskisi arastirilabilir.

3. Yukaridaki husus hayvan c¢aligsmalariyla da desteklenebilir.

4. Siprofibrat ve fibrat tiirii ilaclarin diger karbonik anhidraz izoenzimleri
icin de aktivator olarak davranip davranmayacagi saf haldeki bu izoenzimlerde

incelenebilir.



7. OZET

SIPROFIiBRATIN iINSAN KARBONIK ANHIDRAZ II VE GLUKOZ 6-
FOSFAT DEHIDROGENAZ ENZIMLERININ AKTiVITELERI UZERINE
ETKILERININ iN VITRO iNCELENMESI

Siprofibrat, fibrat grubu ilaclar smifinda yer alan genis spektrumlu lipid
diistiriicti bir ilag olup, hiperlipidemi basta olmak {izere, c¢esitli metabolik
hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Fibratlar, plazma trigliserid ve LDL kolesterol
diizeyini azaltirken, HDL kolesterol diizeyini artirir. Fibratlarin lipid diistiriicti

etkilerine PPARa aracilik eder.

Fibratlarin gen ekspresyonundan bagimsiz olarak dogrudan enzim aktivitesi
tizerine etkileriyle ilgili sinirh ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada, eritrositlerin
iki 6nemli enzimi karbonik anhidraz II ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktiviteleri

lizerine siprofibratin in vitro etkisi incelenmistir.

Aktivite 6l¢timleri saf halde temin edilen insan eritrosit karbonik anhidraz II
izoenzimi (hCA 1II) ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6-PD) enzimiyle
gerceklestirilmistir. hCA 11 {izerine siprofibrat etkisi enzimin hem hidrataz, hem de

esteraz aktivitelerinden yararlanilarak belirlenmistir.

Aktivite Olgiimleri sonucunda siprofibrat, aktivator gibi davranarak, CA II
hidrataz aktivitesini, konsantrasyonu ile orantili olarak, artirmistir. Fakat, hCA

I’nin esteraz aktivitesi ve G6-PD enzimi aktivitesi lizerine Oonemli bir etkisi
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bulunamamistir. Bu bulgularin 1181 altinda ilag olarak kullanilan siprofibratin insan

saghgi ile ilgili muhtemel ilave etkileri de tartisilmistir.

Anahtar kelimeler: Karbonik anhidraz(CA II), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
(G6-PD), siprofibrat, PPARa..



8.SUMMARY

AN INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CIPROFIBRATE ON HUMAN
CARBONIC ANHYDRASE Il AND GLUCOSE 6- PHOSPHATE
DEHYDROGENASE ENZYMES ACTIVITIES IN VITRO

Ciprofibrate is a lipid decreasing drug which belongs to the class of fibrates,
and used in the treatment of various metabolic diseases, especially, in many
hyperlipidemias. Fibrates decrease TG and LDL levels whereas increasing the HDL

levels. PPARo mediates the lipid decreasing effects of the fibrates.

There are limited number of studies on direct effects of fibrates on the
enzyme activities. In this study, effects of ciprofibrate on in vitro activities of two
significant erythrocyte enzymes, carbonic andyrase Il (CA 1l) and glucose 6-

phosphate dehydrogenase (G6-PD) were investigated.

For activity measurements pure human erythrocyte CA Il isoenzyme (hCA
I1) and G6-PD enzyme which were provided commercially were used. Effects of
ciprofibrate on hCA 11 is determined on both hydratase and esterase activity of the

enzyme.

As the result of the measurements, ciprofibrate, acting as an activator,
increased the CA Il hydratase activity proportional to its concentration. But, no

effects on esterase activity of hCA Il and G6-PD enzyme activity were observed.
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Under the ligth of these results the possible additional effects of ciprofibrate which

is used as a medicine were also discussed.

Key words: Carbonic anhydrase Il (CA IlI), glucose 6-phosphate
dehydrogenase (G6-PD), ciprofibrate, PPARa.
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