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oz

Karbonik anhidraz (CA, EC.4.2.1.1), CO.’in, HCO; ve H* iyonlarina iki basamakta doniisiimli
hidratasyonunu katalizleyen, ¢inko (Zn2+) iyonlu metallo enzimlerden biridir. Fizyolojik ve patolojik
bir¢ok proseste 6nemli rol oynar. Bu ¢aligmanin amaci, Alzhaimer hastaliginin tedavisinde kullanilan
baz1 ilag etken maddelerinin insan eritrosit CA I ve II izoenzimleri lizerine in vitro etkilerini
arastirmaktir. Insan kanmdan CA-I ve II izoenzimleri Sefaroz-4B-L-tirozin-siilfamid afinite
kromotografisi yontemi ile saflastirildi. CA 1 izoenzimi: yaklasik % 61.7 verimle 122.2 kat; CA II
izoenzimi: % 60 verimle 807.5 kat saflagtirnlmistir. CA I igin rivastigmin yarismali inhibisyon,
galantamin ise yarigmasiz inhibisyon gosterdi. CA II igin ise her iki etken madde de yarigmasiz
inhibisyon gosterdi. K; degerleri ise rivastigmin icin CA I: 0.79 uM; CA II: 1.08 uM, galantamin igin CA
I: 0.41uM; CA II: 0.40 uM olarak hesaplandi. Elde edilen sonuclara bakildiginda en kuvvetli inhibitér

galantamin olarak tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Rivastigmin, Galantamin, Inhibisyon, Karbonik anhidraz.

Investigation in vitro Effects of Rivastigmine and Galantamine Used to
Treatment of Alzheimer's Disease on CA Isozymes I and II

ABSTRACT

The carbonic anhydrases (CA, EC. 4.2.1.1) are an expanding family of zinc-containing enzymes
catalyzing the reversible hydration of CO, in a two-step reaction to yield HCO5;-and H*. These enzymes
play important roles in several physiological/pathological processes. The aim of this study is to evaluate
in vitro the effects of these drug active substances which use which use for treatment of Alzheimer
disease on CA I and II isoenzyme. CA I and II isoenzymes from human blood have been purified using
Sepharose-4B-1-tyrosine-sulfanilamide affinity chromatography method. The CA I isoenzyme was
purified ~122.2-fold with a yield of 61.7%. The CA II isoenzyme was purified ~807.5-fold with a yield of
60%. rivastigmine was showed competitive inhibition and galantamine was showed uncompetitive
inhibition for CAI. Both of these drug active substances were showed uncompetitive inhibition for CAII.

Ki values were determined for rivastigmine CA I: 0.79 uM; CA II: 1.08 uM and for galantamine CA I:
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0.41uM; CA II: 0.40 uM. The results obtained in this study galantamine was identified as the most potent

inhibitor.

Keywords: Rivastigmine, Galantamine, Inhibition, Carbonic anhydrases

1. Giris
Canh organizmalar biyolojik
fonksiyonlarim birgok biyokimyasal

reaksiyonlar sayesinde gerceklestirirler. Bu
hizh bir sekilde
biyolojik  katalizorler

reaksiyonlarin

gerceklesebilmesi,
olarak bilinen enzimler sayesinde olur.
Enzimleri diger proteinlerden ayiran ozelligi
ise reaksiyonlar1 katalizleme ozelligidir.
Katalizorliik yaparken her hangi bir yan iiriin
iiretmeyerek biiyilk bir avantaj saglar
(Telefoncu, 1986 ). Canlilarda gerceklesen
biri de
karbondioksitin (CO.) hidrasyonudur. Yavag

temel enzimatik olaylardan

bir reaksiyon olan karbondioksitin (CO.)

bikarbonat (HCO;) ve protona (H*)
doniisiimiinii katalizleyen enzim ise karbonik
anhidraz enzimidir (CA). CA enzimi

sayesinde yavas gerceklesen bu reaksiyonun
hiz1 saniyede 104-10° kat arttirllmaktadir. CA
aktif

bolgesinde c¢inko (Zn2*) iyonu bulunduran

(Karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1),
metalloenzim ailesinin bir {iyesi olup kirmizi

kan  hiicrelerinde, hayvanlarin  diger
kisimlarinda ve bitkilerde bulunur. Enzimin
30 kDa

civarinda oldugu cesitli calismalarda tespit

memelilerdeki molekiil kiitlesi

edilmistir (Bayram vd., 2008; Coban vd.,

1984;
Krungkrai vd., 2001; Beydemir vd., 2002)

2009; Feldstein ve Silverman

Enzimler viicuda digsardan alinan ya da viicut

icerisinde olusan herhangi bir maddeyle

etkilesebilmektedirler. Bu etkilesim sonucu
baz bilesikler enzimin aktivitesinde azalmaya
neden olurken bazilar da aktivitesinde artisa
neden olabilmektedirler. Enzimlerin baz
bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in
vitro olarak aktivitelerinin azaltilmasi ve
hatta yok edilmesi olayina inhibisyon adi
verilir.

inhibitor

Buna sebep olan bilesiklere de

denilir. Inhibitorler, genellikle
kiiciik molekiil agirhigina sahip bilesikler veya
aktivitenin
bash

basma bir kontrol mekanizmasi olusturur.

iyonlardir. Enzimatik

inhibisyonu, biyolojik sistemlerde
Bircok ilag ve zehirli bilesik, etkilerini bu yolla
gerceklestirirler (Keha ve Kiifrevioglu, 2014).
Inhibitorler; hem enzim etki
mekanizmalarinin, hem de metabolik yollarin
(Keha ve
Kiifrevioglu, 2014). Tedavi amach viicuda
etki

tetkikler

aydinlatilmasinda  6nemlidir

alinan ilaglarin mekanizmalarini

belirlemek ve ileri icin yarar
saglamak adina bugiine kadar bir¢ok enzimin
farkli ilaglarla olan inhibisyon calismalar:
rapor edilmistir (Sarikaya vd., 2014; Cankaya
vd., 2012; Dilek ve Caglar, 2015; Dilek ve
Polat, 2016; Ciftci vd., 2000). Ayni1 zamanda
bir farkl

etkilesimleri de rapor edilmistir. Ornegin; CA

maddenin enzimlerle olan
I ve II izoenzimlerini farkh oranlarda inhibe
eden molekiiller bulunmustur (Gocer vd.,
2015; Gocer vd., 2016; Ozgeris vd., 2016;
Scozzafava vd., 2015). Alzheimer hastalig
kullanilan

tedavisinde rivastigmin  ve
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galantamin ilac etken maddelerinin CA I ve II
izoenzimleri ile etkilesime girebilecegini
diisiindiik ve bu izoenzimler {izerindeki

inhibisyon etkilerini arastirdik.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kimyasallar
Sefaroz 4B, protein analizi reaktifleri ve 4-
nitrofenilasetat Sigma-AldrichCo.’dan temin
edildi. Diger tiim kimyasallar ise Merck’den

temin edilmistir.

2.2. Insan Kamindan Karbonik
Anhidraz Izoenzimlerinin
Saflastirilmast

Deneyde kullanilan insan kani Erzincan

Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma
Hastanesinden temin edildi. Kullanilacak
kan, antikoagulantli kan torbalarina

alindiktan sonra 4°C’de muhafaza edildi.

Daha oOnceki c¢alismalarda uygulanan
prosediirler uyguland1 (Bayram vd., 2008;
Coban vd., 2009). Sirasiyla insan kanindan
eritrositler ayrildi ve soguk saf su ile hemoliz
edildi.

hemolizat 4°C’de 20.000 rpm’de yarim saat

Hiicre zarlarinin ayrilmasi igin
siireyle santrifiij edildi. Hiicre zarlarindan
ayrilan hemolizatin pH’s1 kat1 Tris ile 8.7ye
getirildi. Boylece hemolizat kolona tatbik
edilecek duruma geldi.

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B-L-
Tirozin ile etkilestirildi. 100 mL 0.2 M
NaHCo3 (pH 8.80) tamponu ile yikandiktan
sonra kolon materyali ayn1 tamponun 40 mL
si icine alindi. Diazolanmig bulunan
siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna ilave edildi. Hazirlanan jel

dengeleme tamponu (Tris-HCl, pH=7.8) icine

almarak siispanse edildi. Siispanse edilmis
jel, 1x10 em’lik kapali sistemden olusan
sogutmali kolona paketlendi ve dengeleme
tamponu ile yikand.

Kat1 Tris ile pH’s1 8.7'ye ayarlanmis olan
hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon 400
ml 25 mM Tris-HCl/22 mM Na2SO4 (pH:8.7)
¢ozeltisi ile yikand1. Boylece CA enzimi kolona
tutunmus ve diger safsizhiklar uzaklagtirilmig
oldu. Sonra 1 M NaCl / 25 mM Na2HPO4
(pH: 6.3) tamponu tatbik edilerek CA I enzimi
daha sonra 0.1 M NaCH3COO / 0.5 M NaClO
(pH:5.6) cozeltisi kolona tatbik edilip CA II
elie edildi.

yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere

enzimi Fraksiyon toplayici
alind1 ve her bir tiip icin protein miktar1 ve
aktivite degerlerine bakildi. Aktivite gosteren
tipler Dbirlestirilerek kinetik c¢alismalar1
yapmak iizere 4°C’de muhafaza edildi
2008; Coban vd.,

(Bayram vd., 20009;

Sarikaya vd., 2011).

2.3. Esteraz aktivitesi tayini

Prensip olarak CA, substrat olarak kullanilan
p-nitrofenil asetati1 p-nitrofenole hidroliz
etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyon
vermektedir (¢ 348= 5x10-3 M-1 cm-1)
1967).
enzimlerinin esteraz aktivitesine sahip olmasi

(Verpoorte vd., Bu yontem CA
esasina dayanmaktadir. Kuvartz Kkiivetlere
tamponlanmis enzim c¢ozeltisi (0.05 M Tris-
SO4pH=7.4
(+inhibitor) konulmasindan 3 dakika sonra

icinde) ve 1.5 ml substrat

25°C’da 348 nm’de absorbans degeri kore

kars1 okundu.
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2.4. Bradford yontemi ile protein
tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim
cozeltileri ve hemolizattaki protein miktarlarn
bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine
brillant  blue

dayanur.

coomassie G-250’nin

baglanmasi  esasina Olusan
kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug

arasindadir (Bradford, 1976).

2.5. SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi ile enzim safbigimin
kontrolii

Enzim saflastirldiktan sonra %3-8 kesikli
sodyum dodesilsiilfat
(SDS-PAGE)

metoduna gore yapilarak enzimin saflik

poliakrilamid jel
elektroforezi Laemmli

derecesi kontrol edildi (Laemmli, 1970).

2.6. Ila¢ Etken Maddelerinin CA I Ve
CA II enzimlerinin esteraz aktivitesi
tizerinde inhibisyon etkisinin in vitro
olarak incelenmesi

Insan eritrositlerinde saflastirilan CA I ve CA
IT enzimlerinin esteraz aktiviteleri iizerinde
bilesiklerin inhibisyon etkileri; glokom
hastalig1 tedavisi icin klinikte lokal olarak
kullanilan miktar olan % 1'lik-¢ozeltileri
hazirlanarak, enzim {izerine tatbik edildigi
farkh inhibitor
konsantrasyonu igin esteraz aktivite ol¢timii
yapildi. Her bir bilesik icin % Aktivite-[I]
grafikleri cizilerek. IC50 degerleri hesaplandi.
Bu tablo ve grafiklerdeki [1] degerleri, aktivite

deneylerde bes

Olciim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir

(toplam hacim 3 mL).

Biitlin esteraz  aktivitesi deneylerinde
kullanillan ana substrat cozeltisi 3 mM,
aktivite 6l¢iim ortaminin toplam hacmi 3 mL
oldugundan ve 1 mlL substrat c¢ozeltisi
kullanildigindan; ortamdaki substrat
konsantrasyonu 1 mM'dir. Aktivite birimi
soyle hesaplandi: 348 nm'de p-nitrofenol ve
p-nitrofenolat iyonunun molar absorbsiyon
sabiti (¢) 5.4xl03 M-1 cm-1dir. p-Nitrofenil
asetatin ise 0.4xlo03 M-1 cm-1 oldugundan;
348 nm'de oOlciilen absorbans degerinin 5'e
(p-

nitrofenolat) iyon konsantrasyonunu mM

bolimii ile ortamdaki pnitrofenol

cinsinden verir ( Lineweaver ve Burk, 1934).

Sekil 1. Saflastirllmig CA I ve II icin SDS-
PAGE fotografi 1. Bant: Standart proteinler;
Protein B Galaktozidaz (175 kDa), Tavsan
fosfofosforilaz B (97 kDa), Sigir Serum
Albiimin (66 kDa), Sigir Serum Karbonik
Anhidraz (29 kDa),

Insan Karbonik Anhidraz I izoenzimi (30

2. Bant: Saflastirilmig

kDa), 3. Bant: Saflastirllmis Insan Karbonik
Anhidraz II izoenzimi (30 kDa).
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2.7. Ilac Etken Maddelerinin CA Ive CA
II enzimlerinin esteraz aktiviteleri
tizerinde inhibisyon etkilerinin Ki
sabitleriyle bulunmasi

bulmak

afinite

Ki  degerlerini icin;  insan

eritrositlerinden kromotografisi
yontemi kullanilarak saflagtirilan CA I ve CA
IT enzimlerinin esteraz aktiviteleri iizerinde
bilesiklerin inhibisyon etkileri; enzim iizerine
tatbik edildigi deneylerde, inhibitorlii ve
olarak bes farkh

konsantrasyonu

inhibitorsiiz substrat

icin  esteraz  aktivite

Olciimleri yapildi. Lineweaver Burk

grafiklerini ¢izmek icin bu degerler 1/V
degerlerine cevrildi. Ayn1 zamanda bes farkh
[S],

degerlerine

substrat-konsantrasyonlar:
1/[S]
doniistiiriildii. Bu-degerlerden faydalanilarak

her bir inhibitoriin CA I ve CA II enzimleri

grafikte

kullanmak icin

icin ayrn ayr1 Lineweaver Burk grafikleri
elde

KM ve Vmax degerleri

cizildi. Bu grafiklerden edilen
denklemlerden,
bulundu. Bu degerler yarismasiz inhibitorler
icin kullanilan esitlikte yerine konularak Ki
degerleri hesapland1 ( Lineweaver ve Burk,

1934).

Tablo 1. Insan kanindan CA 1 ve II izoenzimlerinin Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid
afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklari.

Toplam . . Spesifik
Ve wm G PO e severm Syt
(ml) g (EU/mg) y
Hemolizat 51 152 19,45 7,81 100,00 1,00
CAI 10,23 468 0,49 955,10 61,76 122,22
CAll 5,45 852 0,135 6311,11 59,90 807,57
3. Bulgular
Insan kanmindan afinite kromotografisi Bu degerler rivastigmin icin CA I: 0.44 uM;

yontemi ile CA I izoenzimi: yaklasik % 61.7
verimle 122.2 kat; CA II izoenzimi: % 60
verimle 807.5 kat saflastirildi (Tablo 1).
Saflagtirllan ~ izoenzimlerin  aktiviteleri
lizerine rivastigmin ve galantamin etken
maddelerinin inhibisyon etkilerine bakildi.
Inhibitér konsantrasyonuna kars1 % aktivite
(% aktivite-[I]) grafikleri cizildi (Sekil 2.).
denkleminden CA I ve 1II

izoenzimleri i¢in IC50 degerleri hesaplandi.

Egrilerin

CA II: 0.54 uM ve galantamin i¢in CA I: 0.14
uM; CA II: 0.21 uM olarak hesapland: (Tablo
2).

Calismada kullanilan etken maddelerin Ki
degerlerini belirlemek amaciyla, 5 farkh
substrat konsantrasyonuna karsi belirlenen
ti¢ sabit inhibitor konsantrasyonunda aktivite
degerlerine bakildi1 ve her bir inhibitor icin
Lineweaver-Burk grafikleri cizildi (Sekil 3.)

(Lineweaver ve Burk, 1934).
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C D

Sekil 2. Rivastigmin ve galantamin etken maddelerinin CA I izoenzimine karsi (A ve B), CA II

izoenzimine karsi (C ve D) %Aktivite-[I] grafikleri

60 4
+ Kontrol + Kontrol
®m0.25 uyM 50 A W0.10 ph
4040 pM 40 A 40,15 pM
. 0,60 uM . [= 0.20 puh
= = 30 =

-7 -2 3 g8 -5 -3 -1 1 3 5 7
1/[S] mM2 1/[S] mM?

A B

+ Kontrol

m0,12 uM

4045 udM
1.04 ud

v

-2 0 2 4 6 g8 22 0 2 4 6 8
1/ [S] mM? 1/[S] mM?

-

C D
Sekil 3. Rivastigmin ve galantamin etken maddelerinin CA I izoenzimine karsi (A ve B), CA II

izoenzimine karsi (C ve D) Lineweaver-Burk grafikleri
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Tablo 2. Rivastigmin ve galantamin ilag

etken maddelerinin CA I ve II izoenzimlerine

kars1 IC;o degerleri.
. IC5o degeri (UM)
inhibitér so CEBETL A
CA1 CAII
Rivastigmin 0.44 0.54
0.14 0.20

Galantamin

Bu grafikler yardimiyla inhibisyon tipleri ve
Ki degerleri belirlendi. CA I i¢in rivastigmin
yarismali  inhibisyon, galantamin ise
yarigmasiz inhibisyon gosterdi. CA II i¢in ise
her iki etken madde de yarigmasiz inhibisyon
gosterdi. Ki degerleri ise rivastigmin i¢in CA
I: 0.79 uM; CA II: 1.08 uM, galantamin ic¢in
CA I. 041uM; CA II: 0.40 uM olarak

hesaplandi (Tablo 3).

Tablo 3. Rivastigmin ve galantamin ila¢ etken maddelerinin CA I ve II izoenzimlerine kars: K;

degerleri ve inhibisyon tipleri.

. K; degeri (uM) Inhibisyon tipi
Inhibitor
CAl CAII CA1 CAIl
Rivastigmin 0.79 1.08 Yarigsmali inhib. Yarigsmasiz inhib.
Galantamin 0.41 0.40 Yarigsmasiz inhib. Yarigsmasiz inhib.
4. Tartisma

Bu calismada insan eritrosit karbonik
anhidraz izoenzimleri (CA I ve II) afinite
kromatografisi ile saflastirildi. Alzhaimer
hastaliginin tedavisinde kullanilan
rivastigmin ve galantamin ilaclarimin etken
maddelerinin bu izoenzimler {izerindeki
inhibisyon etkileri in vitro olarak belirlendi.

Alzhaimer hastaliginin tedavisinde kullanilan
ilaclar genel olarak AChE enziminin spesifik
inhibitorleridir. Bu ¢alismada kullanilan ilag
etken maddelerinin de bu enzimin
inhibitorleri oldugu bilinmektedir (Colovic
vd., 2013). Yapilan baz1 ¢calismalarda AChE
CA

iizerinde de inhibisyon etkisi gosterdigi

enzim inhibitorlerinin izoenzimleri
bulunmustur (Gocer vd., 2015; Gocer vd.,

2016; Ozgeris vd., 2016; Scozzafava vd.,

2015). Bu calismada da gordiik ki; rivastigmin
ve galantamin ilaclarinin etken maddeleri
onemli ol¢lide CA I ve II izoenzimleri inhibe
etmektedirler.

Rivastigmin; AChE enzimini zayif, secici ve
geri doniistimlii olarak inhibe eder. Hafif ve
orta derecedeki Alzhaimer hastaliginin
tedavisinde kullanilir (Desai ve Grossberg,
2005). Galantamin ise; Galanthus woronowii
bitkisinden izole edilen bir alkoloiddir. Orta
derecedeki Alzhaimer hastaliginin
tedavisinde kullanihir. AChE enzimini giicli,
secici ve geri doniistimlii olarak inhibe eder.
Inhibisyon etkisini yarismal olarak gosterir
(Bartolucci vd., 2001; Pilger vd., 2001;
Kitisripanya vd., 2011). Diger Alzhaimer
ilaclan ile karsilastirnldiginda daha az tolere
edilebilir oldugu bilinmektedir (Birks ve

Cholinesterase, 2006).
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Alzhaimer hastaliginin tedavisi i¢in Onerilen
bu ila¢ etken maddelerinin insanlar tizerinde
etkileri de biiyiik onem kazanmaktadir. AChE
enzimi lizerine inhibisyon etkileri ¢alisilmig
olup CA I ve II izoenzimleri iizerinde bir
calisma mevcut degildir (Bartolucci vd., 2001;
Pilger vd., 2001; Kitisripanya vd., 2011). Bu
amacla literatiire katki saglamak adina bu
etken maddelerin in vitro olarak CA I ve II
izoenzimleri iizerindeki etkilerini incelemeyi
amacladik.

Inhibisyona neden olan etken maddelerin
inhibisyon etkisi Ki ve IC50 olmak tizere iki
farkli degerle verildi. En pratik parametre
ICs50 Cinkii Ki

belirlenmesi icin en az iki sabit inhibitor

degeridir. sabitinin
konsantrasyonunda calismalar yapilmakta ve
her bir sabit inhibitor konsantrasyonunda bes
farkl

degerleri

substrat konsantrasyonu icin hiz

belirlenmektedir. Bu amagla
substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak,
degisik  inhibitor = konsantrasyonlarinda,
yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra
grafik yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan
ila¢ konsantrasyonu hesaplanmaktadir. Fakat
inhibisyon tipinin belirlenebilmesi i¢in Ki
degerinin hesaplanmas1 sarttir. Inhibisyon
¢esidinin ve ilgili Ki sabitinin belirlenmesi
icin en ¢ok bagvurulan yontem Lineweaver-
Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V ye karsi
1/[S] grafigi en az ii¢ farkhi sabit inhibitor
Kesim

konsantrasyonunda gizilir.

noktalarindan  degerlendirmeler  yapilir
(Nelson ve Cox, 2004). Calismamizda etken
maddelerin ne tiir inhibisyon gosterdikleri bu
metotla tespit edildi. Rivastigmin yarismali
galantamin ise

inhibisyon, yarigmasiz

inhibisyon gosterdi. Bu da rivastigminli
ortamda enzimin substrata olan ilgisinin
azaldigin1 (KM < KMI), maksimum hizin ise
VmaxI)

gostermektedir. Galantamin ilave edildigi

degismedigini (Vmax =
ortamda ise enzimin substrata olan ilgisi
degismezken (KM = KMI), maksimum hiz

degeri (Vmax>VmaxI) azalmistir.

5. Sonug
Elde edilen sonuclara bakildiginda uygulanan
ilag etken maddelerinin icinde, ¢ok diisiik
konsantrasyonda aktiviteyi % 50 azaltmasi ile
her iki izoenzim {izerinde de en kuvvetli
inhibitor galantamin (IC50: CA I: 0.14 uM;
CAII: 0.21 uM) olarak tespit edildi. CA enzimi
eritrositleri de igine alan pek cok dokuda
hayati fonksiyonlara sahip bir enzimdir. Bu
calismada elde edilen sonuclar ilaglarin
hastalar iizerinde yapacagi yan etkilerin
sebeplerini arastirirken doktorlara katki
saglayacaktir.
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