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OZET

AFINITE KROMATOGRAFIiSi YONTEMIYLE SIGIR AKCiGERINDEN
SAFLASTIRILAN ANJIOTENSIN KONVERTING ENZIM (ACE EC 3.4.15.1)
UZERINE HIPERTANSIiYONU ONLEYIiCi BAZI ETKEN MADDELERIN iV

VITRO ETKIiSININ ARASTIRILMASI

KARAHAN, Fatih
Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Vedat Tiirkoglu
Ocak 2019, 109 sayfa

Endotel hiicreleri tarafindan sentez edilen ve kan basincinin diizenlenmesinden
sorumlu olan anjiotensin konverting enzim (ACE EC 3.4.15.1), sigir akcigerinden
afinite kromatografisi yontemi ile saflastirildi ve sigir akcigeri anjiotensin konverting
enziminin saflastirma oran1 1748 kat olarak hesaplandi. Saflagtirilan ACE i¢in optimum
sicaklik ve pH sirasiyla 35-40 °C ve 7.6 olarak bulundu. SDS-PAGE ile ACE’in 57
kDa, 66 kDa ve 190 kDa molekiil agirliginda {i¢ alt birime sahip oldugu goriildii. Daha
sonra jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile enzimin molekiil agirligi belirlendi ve
ACE’in molekiil agirlig1 303 kDa olarak hesapland.

ACE inhibitorleri lisinopril, kaptopril, fosinopril, beta blokerer atenolol,
propranolol, diiiretikler triamteren, spironolakton ve indapamidin ACE aktivitesi
tizerine etkileri arastirildi. Ancak spironolakton ve indapamid saf su iginde
¢coziinmediginden dolayr ¢alisilamadi. ACE inhibitorleri lisinopril, kaptopril, fosinopril
ve ditiretik olan triamteren, ACE aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosterirken beta
blokerleri herhangi bir etki gostermedi. Lisinopril, kaptopril, fosinopril ve triamterenin
gibi etken maddeler ACE aktivitesi lizerine yarismasiz inhibisyon gosterdi ve grafikleri
cizildi. Grafik denkleminden bu bilesiklerin 1Csy degerleri hesaplandi. Sigir akcigeri
ACE aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren bu etken maddelerin ICsy degerleri,
sirastyla 4.085 nM, 0.835 nM, 1.159 uM ve 227 uM olarak hesaplandi. Ayn1 zamanda
lisinopril, kaptopril, fosinopril ve triamteren i¢in Ki sabitleri, sirasiyla 6.449 nM, 1.057
nM, 1.675 uM ve 419.5 uM olarak hesaplandi. Kaptopril, 0.835 nM ICsq degeri ile en
yiiksek inhibitor aktivitesini gosterdi.



Anahtar kelimeler: Anjiotensin konverting enzim, ACE inhibitorleri, Beta

blokerler, Diiiretikler. Saflastirma.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IN VITRO EFFECT OF SOME ACTIVE
SUBSTANCE THAT PREVENT HYPERTENSION ON ANGIOTENSIN
CONVERTING ENZYME (ACE EC 3.4.15.1) PURIFIED FROM BOVINE
LUNG BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY METHOD

KARAHAN, Fatih
Ph. D., Thesis Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Vedat TURKOGLU
January 2019, 109 pages

Angiotensin converting enzyme (ACE EC 3.4.15.1) synthesized by endothelial
cells and responsible for the regulation of blood pressure was purified from the bovine
lung by affinity chromatography method and purification rate of angiotensin converting
enzyme of bovine lung was calculated as 1748 fold. Optimum temperature and pH for
the purified ACE were found to be 35-40 °C and 7.6, respectively. By means of SDS-
PAGE was seen to have three subunits at 57 kDa, 66 kDa and 190 kDa molecular
weight of ACE. Then, the molecular weight of the enzyme was then determined by gel
filtration chromatography and the molecular weight of ACE was calculated as 303 kDa.

The effects of ACE inhibitors lisinopril, captopril, fosinopril, Beta-blocker
atenolol, propranolol, diuretics triamterene, spironolactone and indapamide on ACE
activity were investigated. However, spironolactone and indapamide could not be
studied due to dissolution in pure water. While ACE inhibitors lisinopril, captopril,
fosinopril and diuretic, triamterene showed an inhibitory effect on ACE activity, B-
blockers showed no effect. Active substance such as lisinopril, captopril, fosinopril and
triamterenin were noncompetitive effect on ACE activity and graphs were drawn. 1Csg
values of these compounds were calculated from the graphical equation. ICsy values of
these active substances showing inhibition effect on bovine lung ACE activity were
calculated as 4.085 nM, 0.835 nM, 1.159 uM and 227 pM, respectively. Ki constants
for lisinopril, captopril, fosinopril and triamterene were also calculated as 6.449 nM,
1.057 nM, 1.675 uM and 419.5 uM, respectively. Captopril showed the highest
inhibitory activity with an 1Csy value of 0.835 nM.



Keywords: Angiotensin converting enzyme, ACE inhibitors, Beta blockers,

Diuretics, Purification.
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1. GIRIS

Anjiotensin  konverting enzim (ACE EC 3.4.151) kan basincinin
diizenlenmesinde goérev alan kloriire bagimli hidrolaz sinifina ait bir enzimdir (Bunning
ve Rioordan, 1985). Anjiotensin konverting enzim ayrica gii¢lii bir damar genisletici
volan bradikininin yok edilmesinden sorumlu enzimlerden biridir (Ng ve Vane, 1967).
Anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitorlerinin ACE’yi inhibe ederek anjiotensin
P’in anjiotensin II’ye doniisiimiinii Onlemektedir. Aynm1 zamanda kan damarlarim
genigleterek kan basincini diisiirmekte ve bdylece yiiksek tansiyonun dengelenmesine
yardimci olmaktadir (Abrams, 1985; DiBianco, 1985; Sokolow ve Mcllroy, 1986).
Anjiotensin konverting enzim inhibitorlerin viicudun su ve elektrolit dengesinin
saglanmasina 6nemli dl¢iide katki sagladigi goriilmistiir. Anjiotensin konverting enzim
inhibitdrii olan kaptopril kalp yetmezligi durumunda kanda asir1 derecede biriken azotun
ve sodyumun dengelenmesini saglamaktadir ve serum Keratin diizeyini diisiirmektedir
(Braunwald, 1984; Abrams, 1985; Packer ve ark., 1985; Levine ve ark., 1986; Nelson,
1986;). ACE inhibitorleri, B-blokerler, diuretikler gibi antihipertansif ilaglar yiiksek
tansiyonun ve daha spesifik olarak birincil ve ikincil hipertansiyonun tedavisinde
kullanilmaktadir (Zisaki ve ark., 2015).

Hipertansiyon (yiiksek kan basinci) pek ¢ok avrupa iilkesinde yaygin olarak
goriilen kronik bir hastaliktir. Amerika’da, ulusal kalp derneginin agiklamis oldugu
verilerde yaklasgik olarak 35-40 milyon insanin hipertansiyon hastast oldugu
belirlenmistir. Hipertansiyondan etkilenen kisi sayisinin fazla olmasi nedeniyle bu
hastalig1 tedavi etmek icin biiyilk miktarda saglik harcamasi1 yapilmaktadir.
Hipertansiyon kalp krizi, kalp carpintis1 gibi saglik sorunlarina neden oldugu igin
bobrek, kalp, goz, kan damarlart gibi organlara zarar vermektedir. Bu nedenle kan
basincin1 diigiirmek i¢in gerekli tedbirler alinmalidir. Uzun zamandir yiiksek kan
basincini diisiirmek i¢in biiyiik bir ilerleme kaydedilmektedir. Ciinkii tedavi edilmemis
yiiksek tansiyon hem fiziksel hem de saglik acisindan olumsuz sonuglar dogurabilir, bu
yiizden erken tedavi ve tedbirleri almak 6nemlidir, ancak yiiksek kan basincina sahip
olup ve hala hastalif1 teshis edilmemis c¢ok fazla insan bulunmaktadir. Yiksek kan
basincini tedavi etmek igin anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitorleri tizerine

yapilan ¢aligmalar giin gectik¢e artmaktadir (Moser ve ark., 1992).



1.1. Renin Anjiotensin Sistemi

Renin-anjiotensin  aldosteron sistemi (RAAS), arteryel basincin, doku
perfiizyonunun ve hiicre disi hacminin homeostatik kontroliinde onemli bir rol
oynamaktadir. Renin hormonu bir asirdan 6nce kesfedilmis olmasina ragmen, bu
sistemi bloke edebilen spesifik farmakolojik ajanlarin varligi nedeniyle son 30 yilda
kabul goérmistiir. Tigerstedt ve Bergmann, 1898'de, tavsan renal korteksinin ham
ekstraktlarinda arteriyel basingta siirekli bir artisa neden olan ve 1s1ya dayaniksiz bir
maddenin varligint aragtirmiglardir. Daha sonra bobrek tarafindan salgilanan bu madde
“renin” olarak adlandirilmistir (Piepho ve Beal, 2000; Atlas, 2007).

Bir asit proteazi olan renin, proreninden renal kallikrein etkisi ile bobregin
jukstaglomeriiler hiicrelerinde (JG) sentezlenir (Onat ve ark., 2006). Renin-anjiotensin
sistemi kan basinci ve elektrolit metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev almaktadir.
Bobregin  kan basincinda ve kan hacminde azalma meydana gelmesi renin
salgilanmasini uyarmaktadir. Bobrek kan basincinda azalma jukstaglomeriiler aparatta
bulunan baroreseptorlerle hissedilmekte ve hemen renin salgilanmaktadir. Kanama ve
postiir (durus) degisikligi ise kalbe gelen kanin azalmasina, bdylece kalbin atrial
(kulak¢iga ait) duvarindaki baroreseptorlerin uyarilmasina neden olur. Bu uyari kraniyal
sinirler ile medulla oblongatadaki (omurilik sogan1) vazomotor merkeze ve oradan da 3-
adrenerjik sinirlerle jukstaglomeriiler hiicrelere ulasarak renin salgilanmasi gergeklesir
(Giirdol ve Ademoglu, 2010).

Renin anjiotensin sistemi (RAS) kan basincini diizenleyen karmasik zincirdeki
bilesenlerden biridir (Rigatto ve ark., 2004). Renin, 386 amino asitten olusmus inaktif
onciil bir peptid olan pro-renin enziminin etkisiyle olusur. Renin, molekiil agirlig
42.000 Da olan 343 amino asitlik bir enzimdir. Karacigerde sentezlenen ve plazmada
az-globulin fraksiyonunda bulunan anjiotensinojen reninin substratidir (Guyton ve Hall,
2006). RAS'!n hipertansiyon patofizyolojisinde oynadigi rol, bu sistemde yer alan
proteinlerin ekspresyonunu diizenleyen genlerde oldugu gibi, kapsamli bir sekilde
calisilmistir. Renin anjiotensin sisteminin tuz, su ve vaskiiler tonus homeostazisine etki
ettigi belirlenmistir (Rigatto ve ark., 2004). Renin anjiotensin sistemi (RAS), renin
(REN), anjiotensinojen (AGT), anjiotensin konverting enzim (ACE) ve anjiotensin Il

reseptorleri (AIl) gibi dort ana protein grubundan olugmaktadir. Tim RAS bilesenleri
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kalp, beyin, bobrek, bobrekiistii bezleri, kan damarlar1 ve iireme organlar1 dokularinda
bulunmustur (Rigatto ve ark., 2004; Santos ve ark., 2006).

Renin, karacigerde olusan anjiotensinojen (AGT) iizerine etki etmektedir ve
anjiotensin I (AI) 'nin olusumuna yardimci olmaktadir. Anjiotensin konverting enzim,
Anjiotensin I’i, dogrudan bir vasokonstriktor olan All'ye ¢evirmektedir. Anjiotensin II
(AIl) merkezi sinir sistemi, sempatik sinir sistemi ve aldosteron sekresyonu ile dolayl
olarak etkilesime giren gii¢lii bir bilesiktir (Rigatto ve ark., 2004).

AlI nin diizenleyici etkileri, G proteini ile efektorlere, fosforilaz C'ye ve adenil
siklaza baglanan hiicre yiizeyi reseptorleri tarafindan yonlendirilmektedir (Bergsma ve
ark., 1992). Anjiotensin reseptorlerinin farmakolojik olarak dort ayirt edici smifi, AT,
AT2, AT4 ve AT tip 1 olarak belirlenmistir (Rigatto ve ark., 2004; Santos ve ark.,
2006). Reninin birgok tiirii sadece bir gen tarafindan kodlanmaktadir. insanda, REN
geni 1q32 bolgesinde bulunur. Haberci RNA (mRNA), aktif renin olusuncaya kadar 401
aminoasit kalintis1 ile 6n prorenin adi verilen aktif olmayan bir forma donistiiriiliir.
Anjiotensinojen (AGT) 1g42-43 kromozomunda AGT geni tarafindan kodlanir ve
anjiotensin | veya anjiotensin II'yi dogrudan iiretmek i¢in farkli enzimlerle ayrilabilir.
Anjiotensin konvertin enzim (ACE), kromozom 17g23'te bulunan ACE-geni tarafindan
kodlanmaktadir. ACE, damar genisletici ve natriiiretik olan All iiretiminin artmasina ek
olarak, ayni zamanda bradikinin degradasyonundan da sorumludur (Santos ve ark.,
2006). RAS" kodlayan bir takim genlerin hipertansiyon, koroner hastalik, mitral kapak
prolapsusu sendromu, kalp hipertrofisi, obstriiktif uyku apnesi ve Alzheimer

etyopatogenezinde rol oynadigi goriilmistiir (Lima ve ark., 2007).
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1.2. Anjiotensin Konverting (Doniistiiriicii) Enzim

Anjiotensin konverting enzim (ACE, EC 3.4.15.1 peptidil-dipeptidaz A, peptidil-
dipeptidaz 1, dipeptidil karboksipeptidaz 1 (DCP1), peptidildipeptidaz I, kininaz II,
peptidaz P, karboksi katepsin) ilk olarak renin-anjiotensin sisteminin 6nemli bir bileseni
olarak tanimlanmistir (Corvol ve ark., 1995). ACE, anjiotensin-I'in giigli bir
vazokonstriiktér olan anjiotensin-II'ye doniisiimiinii saglarken ayni zamanda da
vazodilator bradikinini inaktive etmektedir. Bu giiclii vazokonstriiktoér olan anjiotensin
I, Na-tutucu bir steroidin salinmasinda rol oynayarak kan basincini arttirmaktadir (Li
ve ark., 2004). ACE, kan basincinin ve elektrolit dengesinin korunmasindan sorumlu
olan homeostatik mekanizmanin bir pargas1 olarak goriilmektedir. Iki spesifik ACE
inhibitori olan lisinopril ve kaptopril ACE’yi inhibe ederek anjiotensin I’in anjiotensin
I’ye doniistimiinii engellemektedir (Corvol ve ark., 1995).

ACE yiiksek molekiil kiitleli bir glikozil integral mebran proteini olup genellikle
hiicre mebranlarinin ylizeyinde bulunur. ACE membrana bagli bir enzim olup
dokularda, biyolojik sivilarda, plazmada, menide, bagirsak epitel hiicrelerinde, beyinde,
testisde, akcigerde bulunur (Hopper, 1991). Aktif merkezinde ¢inko bulunan ACE
bobregin mikrozomal kisminda konsantre edilmis ve plazmadan saflastirilmistir
(Fyhrequist ve ark., 1984).

Anjiotensin konverting enzim (EC. 3.4.15.1) ilk olarak at kanindan izole
edilmistir (Skegg ve ark., 1956). Ayn1 zamanda ACE’nin bobrek ve diger dokularda da
mevcut oldugu goriilmiistiir. Ozellikle ACE yiiksek derecede vaskiilarize edilmis
akcigerler ve testislerde bol miktarda bulunmaktadir. Aktif N ve C bolgelerinden olusan
insan somatik anjiotensin konverting enzim (SACE), 26 eksondan olusan bir gen
tarafindan sifrelenmektedir. Sadece yetiskin testisinde (tACE) bulunan ACE’nin kii¢iik
bir formu ayn1 gen tarafindan kodlanmaktadir (Hubert ve ark., 1991).

Ureme sisteminde ACE’nin  fizyolojik  fonksiyonlar1 tam  olarak
belirlenememesine ragmen tiremede rol aldigina dair kanitlarin var oldugu goériilmiistiir.
Erkek farelerin liremesindeki bozukluklarda hem somatik hemde testikiiler ACE’nin
biiyiik 6l¢tide azaldigi belirlenmistir (Krege ve ark., 1995; Esther ve ark., 1997). Atlarin
spermatozoanin (sperm hiicresi) periakrozomal plazma membranindan 70 kDa molekiil

agirh@na sahip bir protein izole edilmistir. Spermatozoanin periakrozomal plazma
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membrani, spermin epitelyal hiicrelere ve zona pellucida (memelilerde yumurta zarini
cevreleyen jelimsi ortii) 'ya baglanmasinda rol oynadigi belirtilmistir (Dobrinski ve ark.,
1997).

Anjiotensin I, renal kan akisindaki bozukluk, tuz tiikenmesi ve [-adrenerjik
stimiilasyon gibi uyaricilara tepki olarak bobrek tarafindan salgilanan bir enzim olan
renin tarafindan pargalanir. Anjiotensin I Oncii bir protein olan anjiotensinojenden
meydana gelmektedir. ACE tarafindan aktive edilen anjiotensin I’in sadece vaskiiler diiz
kas hicreleri tizerindeki AT1 reseptorleri ile anjiotensin II'nin etkilesimiyle
vazokonstriksiyona neden olur. Ayni zamanda anjiotensin I bilesiginin siv1 ve elektrolit
homeostazini diizenleyen aldosteron {iretimini de uyardigi goriilmiistiir (Sturrock ve
ark., 2004).

Bradikinin bilesiginin, kallikrein proteazinin aktive edilmesi ile olusan
kininojenden meydana geldigi ve ayn1 zamanda kininaz I ve kininaz II tarafindan da
inaktive edildigi goriilmustiir. Bradikinin bilesiginin vasodilator 6zelliklerinin yaninda
koruyucu nitrik oksit olusumunu tesvik ettigi icin kardiyoprotektif 6zelliklere sahip

oldugu da belirlenmistir (Henriksen ve Jacob, 2003).

1.3. Hipertansiyon

Hipertansiyon, diinya niifusunun % 25'inden fazlasini etkileyen kiiresel bir
saglik sorunudur (Kearney ve ark., 2005). Hipertansiyon genellikle belirli bir esik
degerinin {izerine ¢ikan sistemik arter basincinin yiikselmesi olarak tanimlanmaktadir
(Giles ve ark., 2009). Hipertansiyon veya yiiksek tansiyon, bircok saglik problemine yol
agabilen veya komplike olabilen ¢ok yaygin ve ciddi bir durumdur. inme, anjina, kalp
yetmezligi, bobrek yetmezligi veya kardiyovaskiiler nedenlerden kaynaklanan erken
Olim risklerinin dogrudan kan basmct (BP) ile iliskili oldugu belirtilmistir.
Hipertansiyon genellikle "sessiz Kkatil" olarak adlandirilmaktadir. Ciinkii ciddi
komplikasyonlar gelisene kadar genellikle hicbir semptom gostermemektedir (Siyad,
2011).

Temel ya da primer hipertansiyon, viicutta bilinen bir nedeni olmadigi zaman
ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu hipertansiyon tiirline sahip hastalarin tedavi ile
iyilesmesi ¢ok zordur, ancak bu hipertansiyon tiirii sadece kontrol altina

alinabilmektedir. Hipertansiyonu olan bireylerin % 90'indan fazlas1 esansiyel
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hipertansiyona sahiptir. Genetik faktorlerin, esansiyel hipertansiyonun ilerlemesinde
onemli bir role sahip olacagi belirtilmistir (Siyad, 2011).

Hipertansiyon viicutta bagka bir durumdan veya hastalik siirecinden
kaynaklandiginda bu sekonder hipertansiyon olarak adlandirilmaktadir. Hastalarin %
10'undan daha az1 sekonder hipertansiyona sahip oldugu goriilmistiir. Sekonder
hipertansiyona genelde komorbid bir hastalik veya ilaglarin sorumlu oldugu
belirtilmistir. Bu vakalarin ¢ogunda agir kronik bobrek hastalifi veya renovaskiiler
hastaliktan kaynaklanan bobrek fonksiyon bozuklugu en sik goriilen ikincil neden
olarak goriilmektedir (Siyad, 2011).

ABD'de 25,000'den fazla hasta, hipertansiyondan kaynaklanan bobrek hasari igin
diyalize baslamaktadir. Kan basincini kontrol etmek karmasik bir siiregtir, ¢iinkii kan
basinci regiilasyonuna dogrudan veya dolayli olarak bir¢ok farkli sistem katkida
bulunmaktadir. Bobrek, tuz ve su atiliminmi diizenleyerek arteral kan basincini kontrol
etmede Onemli bir role sahiptir. Ayrica g¢esitli nérohormonal mekanizmalar yoluyla
periferik vaskiiler tonunun kontrol edilmesini saglar. Sistemik kan basmcinin yani
hipertansiyonun hem akut hemde kronik kronik bobrek hastaliklari olan hastalarda

gecici olsa bile yiikselmekte oldugu goriilmiistiir (Josephson ve ark., 1992).

1.4. Anjiotensin Konverting Enzim inhibitorleri (ACE inhibitérleri)

Anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibisyonunun, hipertansiyon tedavisinde
yararli bir tedavi yaklasimi oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, yiiksek tansiyonu
kontrol etmek i¢cin ACE’yi inhibe eden ilaglarin gelistirilmesi biiyiikk bir 6nem
kazanmustir. Insanlarda esansiyel hipertansiyon ve kalp yetmezliginin tedavisinde halen
kullanilan kaptopril, enalapril, alasepril ve lisinopril gibi ACE inhibitorlerinin sentezi
ile ilgili birgok ¢alisma yapilmigtir (Ondetti, 1977).

Anjiotensin  konverting enzim inhibitérleri (ACE inhibitorleri), viicutta
anjiotensin II {retimini inhibe eden ilaglardir. Anjiotensin II, kanda dolasan ve
kardiyovaskiiler sistem tiizerinde bir¢ok etkiye sahip olan bir hormondur ve ayni
zamanda kan damarlarinin da daralmasina neden olmaktadir. Kan damarlarindaki
daralma sonucunda kalbin daha hizl1 ¢aligarak viicudun ana arterlerine kan pompalamasi
artmakta ve yiiksek tansiyona neden olmaktadir. Kalbin ¢ok hizli ¢aligmasi neticesinde

kalp kasinin zayiflayarak kalp yetmezligi ve kalp krizine neden olabilecegi goriilmiistiir.
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ACE inhibitorleri anjiotensin II iiretimini bloke ederek kan damarlarinin daralmasini
Onler ve boylece tansiyonu diisiiriir. ACE inhibitorlerin kan damarlarinin daralmasini
Onlemesiyle kalbin kan pompalama anindaki enerji miktarin1 azalttigi belirlenmistir.
Birgok kardiyovaskiiler hastalikta, ¢cok yliksek miktarlarda anjiotensin II bulundugu
goriilmiistiir. Yiiksek seviyelerde anjiotensin II'nin neden oldugu hasari azaltmanin
onemi gittikge daha fazla 6nem kazanmaktadir. Anjiotensin I, arterleri daraltma ve kan
basincini yiikseltmede oynadigi roliin yan1 sira, ¢esitli kardiyovaskiiler yapilarin boyut
ve kalinliklarinda artisa neden olarak, negatif bir sekilde biliylimeyi saglamaktadir.
Dolasimda yiiksek seviyelerdeki anjiotensin Il, hipertrofi (kalbin kalinlasmasi) olarak
bilinen bir duruma yol acar. Kalp hipertrofisi, uzun zamandir kalp hastaliginin neden
oldugu yiiksek oliim riski i¢in bir belirteg olarak kabul edilmistir. Yiiksek seviyelerde
anjiotensin II varliginda, kan damarlarinin duvarlari da daha kalin ve daha sert hale gelir
ve boylece arterlerdeki kolesterol birikimlerine ve tikanikliklara yol agarak kalp
krizlerine ve felglere neden olabilecegi diistiniilmektedir. Bu yiizden ACE
inhibitorlerinin, anjiotensin II iiretimini inhibe ederek kalp ve damar duvarlarinin
hipertrofisini, kalbin ¢ok hizli bir sekilde ¢alismasini ve kan damarlarinin daralmasini
onledigi ve yiiksek tansiyonu disiirdiigii goriilmiistiir (Sweitzer, 2003).

Anjiotensin konverting inhibitorlerinin, ditiretiklere, beta blokerlere ve diger
sempatolitik ilaglara gore hemodinamik etkilerinin 6zelligi ve yan etkilerinin az olmasi
bakimindan {stiinliikleri vardir. ACE inhibitorleri kardiyovaskiller hemodinamigin
diizenlenmesine katkida bulunan lokal ve refleks mekanizmalari bozmazlar, hatta
diizeltirler. Kan basincinin baroreseptdr (Kan basimcini diizenleyen mekanizma) kontrol
mekanizmasinin duyarliligint olumlu sekilde ayarlamaktadirlar. Bu ylizden ACE
inhibitérlerinin yaptig1 kan basinci diismesi, tasikardi (kalp ritim bozuklugu) ve plazma
noradrenalin diizeyinde artma gibi sonuglara neden olmazlar. Diger ilaglarin bazilarinda
olusan uyusukluk, zihinsel depresyon, glukoz ve lipid metabolizmasinin bozulmasi,
ekzersiz kapasitesinde azalma, hipovolemi (kan hacim disiikliigii) gibi yan etkiler
olusturmazlar. Ayrica erkeklerde seksiiel fonksiyon iizerinde bozucu etkileri yoktur.
Hipokalemi (potasyum eksikligi) olusturmazlar ve aldosteron diizeylerini diisiirdiikleri
i¢in toplayici tiibiillerde Na'/K®™ degis tokusunu azaltmaktadirlar. Hipertansiyonun

bobrek lizerindeki olumsuz etkilerine karst bobregi koruyabilirler. Diyabetik
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nefropatililerde ve deneysel diyabette gelisen proteiniiriyi (idrarda protein varligi)
azaltirlar (Kayaalp, 2005).

1.4.1. Kaptopril

Anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitorleri sinifina ait olan kaptopril (1 -
[(2S) -3-merkapto-2-metilpropiyonil] -L-prolin), yaygin olarak arteriyel hipertansiyon
tedavisinde kullanilirken aym1 zamanda diyabetik nefropati ve konjestif kalp
yetmezliginde de kullanilmaktadir. Kaptopril, bir dipeptit ile olan benzerliginden dolay1
ACE ile etkilesmekte ve ayni zamanda kaptoprilin siilfidril grubu da anjiotensin
konverting enziminin aktif bolgesinde bulunan ¢inko atomuna kovalent olarak
baglanmaktadir (Rang ve ark., 2000; Page ve ark., 2002; Katzung, 2004; Schmidt ve
ark., 2009). Kaptopril suda serbestge ¢oziinebilen ve molekiil yapisinda pK;’i 3.7 olan
karboksil grubu ve pKj;’ si 9.8 olan tiyol grubu igeren bir bilesiktir (Ravazzi ve ark.,
2018).

Antihipertansif sinifinin bir temsilcisi olan kaptopril (CPL) {izerine bir¢ok sayida
calisma yapilmistir. Kaptopril {lizerine yapilan caligmalarin fazla sayida olmasinin
birinci nedeni, antihipertansif smifinin en yaygin olarak kullanilan ilaglarindan biri
olmasidir. Ikinci nedeni ise COOH, C = O, SH ve prolin azotu gibi polar gruplarin

bulunmasindan dolay1 suda ¢oziinebilir olmasidir (Bartosz ve ark., 1997).

CH,

O
@]
A
OH
Sekil 1.2. Kaptopril'in molekiil yapisi, 1 - [(2S) -3-merkapto-2-metilpropiyonil] -L-
prolin.

HS

1.4.2. Fosinopril

Fosinopril (4-sikloheksil-1- [2 - [(2-metil-1-propanoiloksi-propoksi) - (4-
fenilbiitil) fosforil] asetil] -pirrolidin-2-karboksilik asit), anjiotensin konverting enzim
(ACE) inhibitoriiniin fosfor igeren bir ester 6n ilacidir. Gastrointestinal mukoza ve

karacigerindeki aktif diasit, essiz farmakolojik 6zelliklere sahip fosinoprilat ile hidrolize
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edilir. Diger ACE inhibitdrlerinin aktif kistmlarinin ¢ogunlugu idrarla atilir. Ote yandan,
fosinoprilat hem idrarda hem safrada (temokaprilat, zofenoprilat ve spiraprilatta oldugu
gibi) atilir. Bu ilag kan basincinda veya diger olumsuz etkilerde asir1 bir diisiis
olasiligin1 azaltmak igin, orta ve siddetli bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda
uygun dozajlarda kullanilmaktadir (Shionoiri ve ark., 1997).

Fosinopril, viicutta karaciger ve bdbrekler tarafindan temizlenmektedir.
Fosinopril, esansiyel hipertansiyonu olan hastalar1 tedavi etmek i¢in kullanilan ACE
inhibitoriidiir. Fosinopril su an mevcut olan ACE inhibitorleri arasinda benzersiz oldugu
goriilmiistiir. Fosinopril glinde bir kez verilen ve 10 ile 40 mg arasinda etki gosteren
antihipertansif bir ajandir. Normotensif deneklerde, 10 ile 640 mg dozlarda oral olarak
alman fosinoprilin 1 saat sonra plazma ACE aktivitesini tamamen inhibe ettigi
belirtilmistir. Oral uygulamadan sonra, fosinopril yavas yavas emilir, ancak daha sonra
hizli bir sekilde aktif diasit, fosinoprilat, gastrointestinal mukoza ve karacigerde

esterazlara donistiiriiliir (Murdoch ve Tavish, 1992).
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Sekil 1.3. Fosinopril’in molekiil yapisi, 4-sikloheksil-I- [2 - [(2-metil-1-propanoiloksi-
propoksi) - (4-fenilbiitil) fosforil] asetil] -pirrolidin-2-karboksilik asit.

1.4.3. Lisinopril

Lisinopril (S)-1-[N2-(1-karboksi-3-fenilpropil)-lizil-prolin)dihidrat), anjiotensin
konverting enzim (ACE) inhibitorii olan enalapril'in, aktif metaboliti olan enalaprilatin
bir lisin tiirevidir. Lisinopril, giinde bir kez 20 ile 80 mg'lik dozajlarda, esansiyel
hipertansiyonun tiim derecelerinde kan basincini diistirmede etkili olan ve oral olarak
alinan aktif bir anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitoriidiir. Ayrica lisinoprilin,
esansiyel hipertansiyonun ve konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde umut veren bir

ACE inhibitori oldugu belirlenmistir. Lisinopril, anjiotensin Il ve aldosteronun plazma
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konsantrasyonlarini azaltig1 ve ayrica plazma renin aktivitesinide arttirdigi goriilmiistiir.
Konjestif kalp yetmezligi olan konvansiyonel tedaviye direngli hastalarda, glinde bir kez
2.5 ile 20 mg lisinopril, kardiyak fonksiyon indeksini iyilestirmis ve kontrollii bir
calismada kaptoprilden daha fazla yarar sagladigi goriilmiistiir. Lisinoprilin faydali
hemodinamik etkilerinin ACE’yi iyi bir sekilde inhibe etmesinden kaynaklandigi
belirlenmistir. ACE’nin inhibe olmasi dogrudan ya da dolayli olarak periferik
damarlarin dilatasyonuna (genislemesine) ayn1 zamanda azalmig vaskiiler dirence neden
olan anjiotensin II iiretiminin azalmasina neden oldugu i¢in faydali bir ACE inhibitori
oldugu goriilmistiir. Lisinopril viicutta cok iyi tolere edilen ACE inhibitoriidiir.
Lisinopril, insanlarda belirgin bir sekilde metabolize edilmez ve emilen ilag temel
olarak idrarla degismeden atilir. Ayrica lisinoprilin polifazik eliminasyon kinetigine
sahip oldugu gortilmustiir (Lancaster ve Todd, 1988).

Lisinopril'in pleiotropik (bir genin birden fazla 6zellige etki etmesi) farmakolojik
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Anti-hipertansif tedavilerin kan basincini diisiiriicii
etkileri tlizerinde, lisinoprilin yardimci etkilerinin bulundugu belirlenmistir. Ayni
zamanda lisinopril, anjiotensin II'nin etkisini azaltarak antienflamatuar etkiye aracilik

ettigi gozlemlenmistir (Amoghimath ve Suresha, 2018).

MH2

O COOH
o

Sekil 1. 4. Lisinoprilin molekiil yapisi, (S)-1-[N2-(1-karboksi-3-fenilpropil)-lizil-
prolin)dihidrat.

1.5. Beta Blokerler (B-blokerler)

Beta blokerler (B-blokerler), yaklasik 40 yildir idiopatik (nedeni belli olmayan)
arteriyel hipertansiyon tedavisinde yaygmn bir sekilde kullanilan ilaglar olarak
goriilmiistiir (Lindholm ve ark., 2005; Bradley ve ark., 2006). Beta-blokerlerin
kardiyovaskiiler mortaliteyi (6liim orani) azalttigi ve ayni zamanda hipertansiyonun
tedavi edilmesine yardimci olarak saglikli bir yasam siiresi sundugu belirtilmistir

(Wikstrand ve ark., 1988). Hipertansiyonu 6nlemekte kullanilan beta blokerler {izerine
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pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda atenolol kullanildigi
belirlenmistir (Tsalta ve ark., 2008). Atenolol, metoprolol ve propranolol gibi
geleneksel beta blokerler, oncelikle kronotropik (kalp hizini degistiren) ve inotropik
(kasilma giictinii degistiren) inhibitér mekanizmalarla kardiyak outputun (kalp debisi)
azaltilmasi yoluyla kan basincini azaltmaktadir. Disiik kardiyak output, kan basincini
korumak i¢in kompansatuar periferik vazokonstriiksiyonu indiikler ve bdylece kronik
hipertansiyonun ayirt edici 6zelligi olan periferik direnci arttirir (Messerli ve Grossman,
2004).

100'den fazla beta blokerinin gelistirilmis oldugu ancak klinik kullanim igin
yaklagik olarak 30 tanesinin kullanildigi belirtilmistir (Frishman ve Charlap, 2003).
Suda ¢oziinen beta blokerler (Atenolol, Nadolol) daha uzun yar1 dmre sahip olma
egiliminde olmakla birlikte bobrek yoluyla elimine edilmektedirler. Yagda ¢6ziinen beta
blokerler (metoprolol, propranolol) karacigerde metabolize edilmekte ve ayn1 zamanda
bu beta blokerlerin daha kisa bir yar1 dmre sahip oldugu da belirtilmistir (Koch-Weser
ve Frishman, 1981). Beta blokdrler {izerine yapilan ¢alismalarinin ¢gogunda, beta bloker
kullaniminin kronik kalp hastalarinda mortalitede % 30, hastanede yatiglarinda % 40
azalma oldugu goriilmiis ayn1 zamanda ani Olimlerde de % 38 azalma oldugu
belirlenmistir (Teerlink ve Massie, 2000; Foody ve ark., 2002).

Beta blokerler kalbin atis hizinda, atis hacminde, kalp debisinde azalma
meydana getiriler. Bununla beraber kismen refleks sonucunda ve kismende damar
yataklarinda sempatoadrenal tonusunun maske edilmis vazodilator (damar genisletici)
komponentinin ortadan kalkmasi sonucu total preferik damar rezistans1 (TPDR) artar.
Bu durum kalp debisindeki azalmadan beklenen artiyel kan basinct azalmasini onler
veya bu azalmanin beklenenden daha az olmasina neden olur. Beta blokerlerin devamli
kullanimiyla birlikte preferik damar rezistansi diiser ve bodylece artiyel kan basinci
belirgin bir sekilde azalir. Beta blokerler, sistolik kan basincini, diyastolik kan
basincindan daha fazla disiiriirler. Fiziksel ekzersiz esnasinda kan basincinda fizyolojik
olarak meydana gelen artmay1 azaltirlar. Beta blokerler diger antihipertansif ilaglarin
cogunun yaptigindan farkli olarak, kan basincindaki diisme hem ayakta hemde yatar
durumda daha belirgindir. Uzun siire kullanildiklart zaman hipotansif (tansiyon
diistikliigli) etki gelismemektedir. Beta blokerler esansiyel hipertansiyon yaninda renal

kaynakli sekonder hipertansiyon olgularinda da etkilidirler (Kayaalp, 2005).
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1.5.1. Atenolol

Atenolol (4 - (2- hidroksi - 3 - [(1- metiletil) amino] propoksi), benzenasetamid
kardiyoselektif bir B-blokerdir. Atenolol, molekiil agirligi 266.34 olan bir p-bloker
ajandir. 37 'C’de 26.5 mg/mL suda ¢Sziiniirligii olan nispeten polar bir hidrofilik
bilesiktir. Yagda ¢6ziinmeyen hidrofilik bilesikler (atenolol, sotalol, nadolol) sadece
bobrekler tarafindan atilmakta ve ayrica bu bilesiklerin diisiik beyin penetrasyonuna da
sahip oldugu belirlenmistir. Atenolol’in  membran stabilize edici ve intrinsik
sempatomimetik (Sempatik sinir sistemini uyarici ilag) aktivitelerinin olmadig
goriilmiistiir. Atenolol klinik olarak en ¢ok kullanilan B-blokerlerinden biri olmasinin
yant sira, hipertansiyonun randomize kontrollii ¢caligmalarinda siklikla referas ilag olarak
kullanilmistir (Wander ve ark., 2009).

Atenololiin viicutta yaklasik olarak % 50’si emilmektedir, ancak emilen dozun
¢ogunlugunun sistemik dolasima katildigi ve kan seviyelerindeki en iist seviyeye
yemekten iki veya dort saat sonra ulastig1 belirtilmistir. Propranolol veya metoprololiin
aksine, atenololiin karacigerden ¢ok az metabolizmaya gectigi ve absorbe edilen kismin
ise bobrek tarafindan uzaklastirildig belirtilmistir. intravendz (damar igi) verilen dozun
% 85'inden fazlasi, oral olarak alinan dozun ise % 50’si 24 saat i¢inde idrarla atildig
gozlemlenmistir. Atenololiin, intravendz dozun uygulanmasindan sonra 5 dakika icinde
en yiiksek plazma seviyelerine ulastigi goriilmiistiir. Ayrica atenololiin eliminasyon yar1
Oomriiniin 6 ile 7 saat oldugu belirtilmistir (Wander ve ark., 2009).

Atenololiin hipertansif hastalarda bobrek vaskiiler direncini azalttig1 goriilmiistiir
(Dreslinski ve ark., 1982). Segici olmayan B-blokorlerinin aksine atenolol, kreatinin
klirensi, glomertiler filtrasyon hizi veya renal kan akisi lizerinde herhangi bir etkiye
sahip olmadig1 gozlemlenmistir (Wander ve ark., 2009). Diger p-bloker ajanlar gibi,
atenolol da renin salinimini inhibe ettigi (Dreslinski ve ark., 1982), lipolizi inhibe ettigi
(Smith, 1980; Weidmann ve ark., 1985) ve artan plazma trigliserit seviyelerinde ayni
zamanda HDL konsantrasyonunda diisiise neden oldugu goriilmiistiir (Wander ve ark.,
2009).
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Sekil 1.5. Atenolol molekiil yapist (4-(2-hidroksi-3-[(1-metiletil)amino]propoksi)
benzenasetamid.

1.5.2. Propranolol

Secici olmayan beta adrenoreseptér bloke edici bir ajan olan propranolol,
ozellikle kardiyak hastaliklar ve hipertansiyonun tedavisinde klinik tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir (Oppenheim, 1983). Propranolol, kardiyak ¢ikisin bastirilmast ile renin
saliiminin inhibisyonu ile beyindeki vazomotor merkezinden tonik sempatik ¢ikis
akiminin azalmasi ve presinaptik p-reseptorlerinin inhibisyonu ile kan basincim
diistirdiigii belirlenmistir (Bhagat, 1979). Ayrica propranolol hipertansiyon tedavisinin
yaninda, feokromositoma (bobrekiistii bezlerinde olusan bir tiimér), miyokard
enfarktiisii (kalp krizi), kardiyak aritmiler (kalp ritminin diizensizlesmesi), angina
pektoris (gogiis agrisi), hipertrofik kardiyomiyopati (kalp kasi hastaligi), hipertiroidizm
(troit hastalig1), anksiyete bozukluklar1 gibi hastaliklarinin tedavisinde de kullanildigi
belirtilmistir (Al-Majed ve ark., 2017). Bir pi»-adrenoreseptdr antagonisti olan
propranololiin, katekolaminlerle reseptor seviyesinde rekabet ettigi ve ortosepatik
etkileri bloke ettigi gozlemlenmistir (Black ve ark., 1964).

Propranolol, kan-beyin bariyerini hizla gegen ve ¢ok yiiksek beyin
konsantrasyonlarina sahip olan oldukca lipofilik bir bilesiktir (Oppenheim, 1983).
Propranololiin oral olarak uygulandiktan sonra tamamen emildigi belirtilmistir.
Propranololiin hem epinefrin hem de katekolaminlerin etkisini inhibe ettigi ve kandaki
ve merkezi sinir sistemindeki (CNS) seviyelerini azaltigi belirlenmistir. Boylece kan
basincinin  diismesini ve kardiyak aritmilerin 6nlenmesini sagladigi goriilmiistiir

(Haddad ve Winchester, 1990).
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Sekil 1.6. Propranolol molekiil yapisi, 1- (izopropilamino) -3- (1-naftiloksi) -2-propano.
1.6. Diiiretikler

Diinyada en yaygin kullanilan ila¢ kategorilerinden birini temsil eden diiiretikler,
viicuttan sodyum ve suyun renal atilimini arttirabilen ajanlar oldugu belirtilmistir.
Ditiretiklerin klinik uygulamalari modern tibbin en 6nemli ilerlemelerinden biri oldugu
on goriilmiistiir. Ditiretiklerin ana hedef organi olan bobrekler, nefron boyunca sodyum
geri emilimini diizenleyerek, hiicre dig1 sivi hacmini korumaktadirlar. Glomerulus
tarafindan siiziilen sodyum ve suyun biiyiik bir ¢ogunlugu (% 99) luminal (idrar tarafi)
ve bazolateral (kan tarafi) membranlarinda spesifik iyon tastyicilarina sahip olan bir dizi
benzersiz polarize epitel hiicresi tarafindan yeniden emilir (Breyer ve Jacobson, 1990).

Diiiretikler nefronun farkli bolgelerinde sodyum kloriir reabsorpsiyonunu
azaltarak idrardan sodyum ve dolayisiyla su kaybini arttirdigi gorilmistiir (Wile, 2012).
Hipertansiyon, kalp yetmezligi, bobrek yetmezligi, nefrotik sendrom ve siroz gibi gesitli
Klinik durumlarda negatif sivi ve sodyum dengesini indiiklemek i¢in kullanildiklari
gozlemlenmistir (Reddy ve Mooradian, 2009).

Diiiretikler iyon transport inhibitorleridir ve nefronun c¢esitli bolgelerinden
sodyum geri emilimini engellerler. Bunun sonucunda sodyum ile beraber klor gibi diger
iyonlar normalden daha yiiksek miktarda idrara gecerler ve ozmotik dengeyi
koruyabilmek i¢in su da bu iyonlarla beraber pasif olarak idrarla atilir. Boylece
ditiretikler idrar miktarini arttirilar ve idrar ve kanin iyon igerigi ile beraber idrar
pH’sim1 da degistirirler. Farkli grup diiiretiklerin etkinlikleride farklidir; potasyum
tutucu zayif diiiretikler ile sodyum atilimi % 2’nin altindayken, henle kulbuna etkili
giiclii ditiretikler de bu oran % 20’nin istiindedir. Temel kullanim alanlar1 asir1 sivi
tutulumunun (6dem) tedavisi veya diiiretik etkileriyle kan hacmini azalttiklarindan

dolay1 hipertansiyon tedavisinde kullanilmalaridir (Mycek ve ark., 1997).
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Ditiretikler hipervolemiyi (viicutta dolasan kan hacminde artis) diizeltip kalbin
art yiikiinii (kalbin yenmesi gereken gii¢) azaltirlar, vaskiiler konjestiyonu (viicudun bir
alaninda asir1 miktarda kan bulunmasi) ve solunum zorlugunu diizeltirler. Ancak asirt
dozlarda ve ¢ok sik verilmemelidirler. Bu takdir de dolasan kan hacmini fazla azaltarak
zaten varolan kalp debisi ve bobrek kan akimi azalmasini daha da azaltirlar ve boylece
azotemiyi (kanda asir1 azot bulunmasi) arttirilar ve sendromun diger belirtilerini
siddetlendirebilirler (Kayaalp, 2005).

Ditiretiklerin hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak kullanilmalarinin baslica
nedenleri; antihipertansif etkinlikleri 1958’den beri denenmis ve tedavideki temel ilag
olarak énemlerinden bir sey kaybetmemis olmalari, giinde birkez verilmeleri, uzun siire
kullanilmalar1 sonucunda hipertansiyonun ilerlemesini yavaslattiklari ve inme, konjestif
kalp yetmezligi ve bobrek yetmezligi gibi komplikasyonlarin insidensini azaltmalari

epidemiyolojik incelemelerle kanitlanmistir (Kayaalp, 2005).

1.6.1. indapamid

Indapamid (3- (aminosiilfonil) -4-kloro-N- (2,3-dihidro-2-metil-1-H-indol-1-il)
benzamid) , esansiyel arteriyel hipertansiyonun tedavsinde oral olarak giinde 2,5 mg
dozunda kullamlan antihipertansif bir diiiretiktir. Indapamid hafif ve orta
hipertansiyonlu vakalarin yaklasik % 65'inde kan basmcint etkili bir sekilde kontrol
ettigi goriilmistiir (Reyes ve Leary, 1983).

Indapamid pKa’s1 8.3 sahip zayif bir asittir. Indapamid bir polar klorosiilfamoil
benzamid bileseni ve polar olmayan metil indolin bilesiginin bir kombinasyonundan
olusmaktadir (Campbell ve ark., 1977). indamamidin kan basinicinda devamli bir
azalmay1 sagladigr ve ayni zamanda hipokalemi ve hiperglisemi insidansininda c¢ok
diisiik oldugu belirtilmistir (Ambrosioni ve ark., 1998). Ayni1 zamanda indapamid sol
ventrikiil hipertrofisini enalapril veya atenolol monoterapisinden daha biiylik oranda
azalttig1 goriilmiistiir (Gosse ve ark., 2000; Luca ve ark., 2004; Dahlof ve ark., 2005).
Ayrica indapamid diyabet ve hipertansiyonlu hastalarda mikroalbuminiirinin
azaltilmasinda etkili oldugu belirtilmistir (Puig ve ark., 2007).

Indapamidin yagda ¢oziiniirliigii yiiksek oldugu igin diiiretiklerin gogundan

farkli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda indapamidin idrarla ¢ok azi atilmakta ve bu
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yiizden diisiik bir diiiretik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Campbell ve Moore,
1981).

Insanlara oral yoldan verilen indapamidin, maksimum 140 ng/mL'lik bir kan
konsantrasyonunda 1 saat i¢inde hizla ve tamamen emildigi goézlemlenmistir.
Indapamid, plazma proteinlerine (% 79) baglanmakta ve iyi bir sekilde metabolize
edilmektedir. Ayrica indapamidin dokularda ¢ok iyi bir dagilima sahip oldugu da
belirlenmistir (Marmo ve ark., 1985).
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Sekil 1.7. Indapamid molekiil yapisi, (3- (aminosiilfonil) -4-kloro-N- (2,3-dihidro-2-
metil-1-H-indol-1-il) benzamid).

1.6.2. Triamteren

Triamterenin (2, 4, 7-triamino-6-fenil-pteridin) 1961'den beri potasyum tutucu
bir diiiretik olarak kullanildigi gézlemlenmistir. Triamteren hipertansiyonun kontrol
altina alinmasi i¢in bir antihipertansiyon ajani olarak kullanilmis ve ayni zamanda
interstisyel s1v1 birikiminin (6dem) tedavisi i¢in kullanildig: belirtilmistir. Diger diiiretik
siniflarinin aksine, potasyum tutucu diiiretikler idrarda kayda deger miktarda potasyum
kayb1 olmadan diiirez (idrar atilim1) gergeklestigi gdzlemlenmistir. Triamteren, ABD'de
hastalarin tedavi edilmesi i¢in antihipertansif ila¢ olarak kullanimi Onerilmistir
(Chobanian ve ark., 2003). Ancak triamterenin ABD'de antihipertansiyon ilaci olarak
kullanim miktari, kullanilan hipertansiyon ilaglarimin yaklasik olarak % 3’lni
olusturdugu belirtilmigtir. Potasyum tutucu diiiretik smifinin  diger iyeleri,
spironolakton ve amilorid, baz1 6nemli agilardan triamterenden kimyasal olarak farkli
oldugu goriilmiistiir (Wang ve ark., 2007; Gu ve ark., 2012).

Triamteren molekiil agirligi 253.26 (O’Neil, 2006) olan folik asitin zayif bir
antagonisti ve 1s18a duyarli bir ilag oldugu belirtilmistir (NTP, 1993; Vargas ve ark.,
1998). Triamteren bobrek igindeki toplama tiipiiniin liimen tarafindaki epitelyal sodyum

kanalin1 bloke eden bir potasyum tutucu ditiretiktir. Triamterenin fizyolojik 6zelligi,
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sodyum iyonlarinin tasinmasini engellemesi ve ayni zamanda kan hacmini azaltarak
yiiksek tansiyonu dengelemesi olarak goriilmistiir (Busch ve ark., 1996).

Triamteren, sodyumun geri emilimini baskilamak, potasyum ve hidrojen
atilmin1 azaltmak igin dogrudan distal tiibiil iizerine etki etmektedir. Triamteren,
kopekler ve kedilerde nadiren kullanilmakta ve ayni zamanda triamterenin neredeyse
higbir zaman tek bir diiiretik ajan olarak kullanilmadigi goriilmistiir. Hipokalemi
gelisen bir hastada potasyum atilimini azaltmak igin genellikle diger ditiretiklerin,

furosemid ile kombinasyon halinde uygulandig belirtilmistir (Maddison ve ark., 2008).
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Sekil 1.8. Triamteren molekiil yapisi, 2,4,7-triamino-6-fenil-pteridin.
1.6.3. Spironolakton

Spironolakton (70, 17a) -7- (Asetiltio) -17-hidroksi-3-oksopregn-4-en-21-
karboksilik asit, y-lakton), temel olarak hipertansiyon ve ddem tedavisinde kullanilan
potasyum tutucu bir diiiretiktir. Ozellikle hipertansiyona neden olan primer
hiperaldosteronizm (aldosteron hormon fazlaligi), kalp yetmezligi, hepatik siroz,
nefrotik sendrom tedavisinde kullanildig1 belirtilmistir. Triamteren veya amiloride gore
daha yavas bir sekilde etki gosterdigi goriilmiistiir. Ancak spironolaktonun natritiretik
etkisinin uzun siireli tedavi sirasinda daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Spironolakton,
aldosteronun distal konvoliisyon (sarmal) tiibiil iizerinde sodyum-tutucu etkilerini bloke
ettigi ve 6dem iiretiminden sorumlu mekanizmalarin etkisini azalttig1 goriilmiistiir. Ayni
zamanda spironolaktonun da sadece aldosteron varliginda etkili oldugu belirlenmistir.
Nispeten zayif bir diiiretik olan spironolakton genellikle diazetikler, tiyazidler gibi
diiiretiklere yardimci olarak kullanildig belirtilmistir. Spironolakton diger diiiretiklerle
kombine olarak kullanildiginda sodyum atilimini arttirdigi ve ayni1 zamanda potasyum
atilimini da azaltig1 gozlemlenmistir (Gennaro, 1995; Hardman ve ark., 1996).

Spironolakton zayif bir natriliretik ajan olup renin anjiotensin-aldosteron

sistemini bloke ettigi ve boylece kan basincini diisiirdiigii goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
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maksimum hipotansif etkilerinide yaklasik olarak 3 yada 4 hafta icinde gosterdigi
belirlenmistir (Sica, 2005).

Spironolakton, sitoplazmik aldosteron reseptorii i¢in rekabet eden sentetik bir
steroiddir. Su ve sodyum salgisimi arttirdigi  gézlemlenmistir. Ayni zamanda
spironolakton nefronun distal tiibiiliinde aldosterona duyarli Na*/K" kanali i¢in rekabet
ederek potasyum (K%) atilimmi azaltigi belirlenmistir. Bunun yani sira filtrelenmis
sodyumun (Na") da yaklasik % S5'nin idrarla atildig1 gdzlemlenmistir (Volz ve Felker,
2009).

Spironolakton, ¢ocuklarda plazma gonadotropin seviyesini yiikseltmek ve hedef
doku diizeyinde antiandrojen olarak hareket etmek icin hem gonadal hem de adrenal
steroidogenezi etkiledigi belirlenmistir (Loriaux ve ark., 1976). Spironolakton, birgok
hastaligin patolojisinde yer alan gesitli sitokinlerin {iretimini engellemekle kalmaz, ayni
zamanda spironolaktonun modern anti-enflamatuar ajanlara ekonomik olarak cazip bir

alternatif oldugu diisiiniilmistiir (Bendtzen ve ark., 2003).

Sekil 1.9. Spironolakton molekiil yapisi, (7a, 17a) -7- (Asetiltio) -17-hidroksi-3-
oksopregn-4-en-21-karboksilik asit, y-lakton.

1.7. Enzimler

Enzimler biyolojik sistemlerde olusan tepkimelerde etkili olan biyolojik
katalizorler olarak tanimlanmaktadir. Bazi RNA yapisindaki enzim benzeri maddeler
(ribozimler) disinda enzimlerin timii protein yapisindadirlar. Bu nedenle proteinlere ait
tiim yapisal 6zellikleri gostermektedirler. Enzimler bir tepkimeyi katalize etmesi ve bir
veya birka¢ substrata Ozgiillik gostermesi enzimlerin en Onemli 6zelliklerinden
birisidir. Genel olarak enzimler bir substrat molekiiliiniin en azindan bir kismina kars1
mutlaka optik spesifite gostermektedirler. Ornek olarak etkisini a-glukozidler iizerinde

gosteren maltaz enzimi, B-glukozidlere etki etmemektedir (Onat ve ark., 2002).
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Bir enzim sadece belirli bir kimyasal grup tizerine etkilidir. Glukozidazlar
glukozidlere, alkol dehidrogenaz enzimi sadece alkol iizerine etki etmekte, pepsin ve
tripsin enzimi ise peptid baglarinin par¢alanmasini katalize etmektedirler. Bazi enzimler
ise daha ileri grup oOzgilligii gostermektedirler. Peptid baglarmin hidrolitilik
parcalanmasinda gorevli olan kimotripsin sadece aromatik amino asitlerin olusturdugu
peptid baglarin1 pargalamaktadirlar. Benzer sekilde karboksi peptidaz, proteinin
karboksil ucuna yakin olan, aminopeptidazlar ise amino ucuna yakin olan peptid
baglarinin yikilimini katalize etmektedirler. Bazi enzimlerin aktiviteleri i¢in protein
olmayan kofaktorlere gereksinimleri bulunmaktadir. Bir metal iyonu (Zn*? gibi) veya
koenzim olarak bilinen bir organik molekiil kofaktér olabilmektedir. Koenzimler
genellikle suda ¢oziinen vitamin tiirevi bilesiklerdir (NAD®, FAD, Koenzim A). Eger
enzim-kofaktor baglanmasi ¢ok gevsek ise kofaktore koenzim adi verilmektedir (Onat
ve ark., 2002).

Enzimlerin ¢ogu protein yapisinda Kkatalizorlerdir. Baslica hiicre iginde
bulunurlar ve az miktarlardadilar. Pihtilagma faktorleri ve sindirim enzimleri gibi bazi
enzimler ise hiicre disina salgilandiktan sonra fonksiyon gosterirler. Bununla beraber
tanisal agidan 6nemli enzimlerin ¢ogu sentezlendikleri hiicre i¢inde aktiflerdir. Ayrica
molekiil kiitleleri de fazla oldugu i¢in hiicre zarlarindan kolayca gegemezler. Bu
nedenlerden dolayi hiicre i¢i enzimleri ¢ok az miktarda kana veya diger viicut sivilarina
gegerler. Hiicre disina ¢ikan enzimlerin miktar1 ¢ok az oldugundan dolay1 enzim kiitlesi
olgiilememektedir. Ancak aktiviteleri 6l¢iilerek izlenebilir (Laker, 1998).

Enzimatik ¢alismalar biiyiik 6neme sahiptir. Cilinkii baz1 hastaliklarda, 6zellikle
kalitimsal genetik bozukluklarda bir ya da daha fazla enzimin eksikligi veya tamamen
yoklugu s6z konusu olabilmektedir. Bagka bir grup hastaliga da enzimin asir1 aktivitesi
neden olabilir. Eritrositlerde, kan plazmasinda, ya da doku orneklerinde enzimlerin
aktivitelerinin 6l¢timii belli hastaliklarin teshisinde biiylik bir 6neme sahiptir. Bir¢cok
ilag biyolojik etkilerini enzimlerle etkileserek ortaya ¢ikarmaktadir. Enzimler sadece
tipta degil, ayn1 zamanda kimya endiistrinde, yiyecek hazirlanmasinda ve ziraatte de

uygulanan 6nemli maddelerdir (Nelson ve Cox, 2000).
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1.8. Enzim Inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzimatik bir tepkimenin hizinin inhibitér adi verilen bazi
maddeler tarafindan azaltilmasi veya tamamen durdurulmasidir (Onat ve ark., 2002).
Enzim inhibisyonu, dogal ve deneysel olarak enzim aktivitesinin diizenlenme
sekillerinden biridir. Bir¢ok ilag, spesifik bir enzimi inhibe ederek etki gosterir. Yine
canlilarda, koagiilasyon, fibrinoliz, kompleman aktivasyonu, inflamasyon reaksiyonlar1
gibi birgok siire¢ enzim inhibisyonu ile diizenlenmektedir (Giird6l ve Ademoglu, 2010;
Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzim inhibisyonlari; geri doniisiimlii inhibisyon ve geri doniisiimsiiz inhibisyon
olarak iki temel grupta incelenmektedir. Geri doniisiimlii inhibisyonda, inhibitor
ortamdan uzaklastirildiginda enzim aktivitesi yeniden kazanilabilmektedir. Geri
doniisiimsiiz inhibisyonda ise enzim inhibitdr tarafindan geriye doniisiimsiiz olarak
inaktif duruma gelmektedir (Nelson ve Cox, 2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzim inhibisyonu c¢ok kompleks inhibisyonlar karigimi olmakla birlikte,
kompetitif (yarismali), nonkompetitif (yarismasiz), unkompetitif (yar1 yarigmali)

inhibisyon olmak iizere {i¢ ana grupta incelenmektedir.

1.8.1. Yarismah (kompetitif) inhibisyon

Yarigmal1 inhibisyonda, inhibitér enzimin aktif bdlgesine baglanmak icin
substrat ile yarisir. Yapilar1 substrata benzeyen bu bilesikler, aktif bolgeye kolayca
baglanmakta, ancak {iriine doniisememektedir. Inhibitdr aktif bolgeyi isgal ettigi igin
substratin enzime baglanmasi engellenir (Giirdol ve Ademoglu, 2010).

Stiksinik aside yapisal olarak c¢ok benzeyen malonik asit, siiksinat
dehidrogenazin kompetitif inhibitoriidiir. Bu tiir inhibisyonda enzimin substrata olan
ilgisini azaltan inhibitér madde, Ky degerinin biiyiimesine yol agmaktadir. inhibitér ile
substrat arasindaki kompleksin olusumana iliskin K; sabit degeri biiyilidiikce EI gevsek
bagli olmakta ve K’y degeri Ky degerine yaklagmakta, tersine K degeri kiiciildiikge EI
kompleksi siki bagli olmakta ve K’y degeri artmaktadir (Onat ve ark., 2002). Sonug
olarak Ky artarken, Vmax degismemektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).
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1.8.2. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda substrat ile inhibitor madde kimyasal yapi yoniinden
benzerlik gostermemektedir. Enzime baglanmada aralarinda herhangi bir yaris yoktur.
Inhibitér madde enzim iizerinde substratin baglandig1 bolge disindaki baska bir bolgeye
tersinir olarak baglanmaktadir. ESI kompleksi iiriin vermek tizere ES kompleksinden
daha yavas pargalandigi i¢in tepkimenin hiz1 yavaslamamaktadir. Enzimatik tepkimede
bu tiir inhibisyon ile tepkimenin Vmax degeri azalmakta, Ky degeri degismemektedir
(Onat ve ark., 2002).

1.8.3. Yar1 yarismah (unkompetitif ) inhibisyon

Yar:1 yarismali inhibisyonda inhibitér sadece ES kompleksine baglanir. Bu
inhibisyon ¢esidi tek substratli reaksiyonlara kiyasla iki substrathi ve ¢ift yer
degistirmeli reaksiyonlarda daha sik goriilmektedir. Yar1 yarigmali inhibisyona 6rnek
olarak intestinal alkalen fosfatazin L-fenilalanin ile inhibisyonudur. Yari yarigsmali
inhibisyonda inhibitor varliginda ortamdan ES kompleksi siirekli uzaklagacagi igin Ky
degeri azalir. Ayrica ortamda ESI kompleksi siirekli bulunacagindan Vs degeri de
azalmaktadir. Boylece yar1 yarismali inhibisyonda hem Ky hem de V.« degeri azalir

(Giirdol ve Ademoglu, 2010; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

1.9. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, belirli bir molekiiliin veya kompleks karisimlarindaki bir
grup molekiiliin saflagtirilmas: i¢in kullanilan en giiclii kromatografik yontemlerden
biridir. Enzim-substrat, reseptor- ligand veya antikor-antijen gibi iki molekiil arasindaki
biyokimyasal etkilesimlerin spesifikliginden yararlanilarak birbirinden ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Tersinir olan bu etkilesimler, hedef molekiiliin hareketli fazda iken sabit
bir faz olusturmak {izere bir afinite ligand1 olarak adlandirilan etkilesimli molekiillerden
birinin bir kat1 matriks iizerine yerlestirilmesiyle gergeklesir (Urh ve ark., 2009).

Afinite kromatografisi yonteminde, kolona yiiklenen ¢apraz bagli bir polimer
veya jele enzimin spesifik bir inhibitérii kovalent olarak baglanir ve daha sonra
saflastirilacak enzim bu kolondan gecirilir. Kolona baglanmis inhibitor i¢in 6nemli bir

afinitesi olmayan biitiin proteinler dogrudan kolondan gecgerek hareket ederken
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inhibitorii taniyan proteinler afinite sabiti ile orantili olarak kolondan geger (Cuatrecasas
ve ark., 1968).

Afinite kolonu, uygun pH ve iyonik siddet sahip yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan
sonra inhibitore baglanmig olan proteinler ligand kompleks ayrigsmasina uygun bir
¢oziici ile eliie edilir. Afinite kromatografisinde proteinlerin afinite ligandina spesifik
ve glclii bir sekilde baglanmalarindan dolay1 genellikle proteinler tek yada iki
basamakta saflastirilabilmektedirler (Varady ve ark., 1993; Hage ve ark., 1998). Afinite
kromatografisi ile yapilan calismalarda, hem duragan faz hem de destek malzemesi
olarak islev gbren ¢oziinmeyen materyaller kullanilir. Cilinkii bunlarin giiglii bir ayirim
kapasitesi oldugu belirlenmistir. Ornegin, Starkenstein tarafindan kullanilan ¢dziinmez
nisasta, hem bir destek malzemesi hem de amilaz i¢in bir substrat olarak kullanilmis ve
boylece bu enzimin baglanmasi ve tutulmasi saglanmistir. Benzer sekilde diger
arastirmacilar tarafindan 1920'lerde ve 1940'larda nisasta ve amilaz ile c¢alismalar
yapilmistir (Ambard, 1921; Hockenhull ve Herbert, 1945). Bu calismalardan birinde
enzimin 300 kat saflastirildig1 goriilmiistiir (Hockenhull ve Herbert, 1945). Ayni1 zaman
da afinite kromatografisi ile bir kristalin protein olan edestin kullanim1 yoluyla pepsin
enzimi saflagtirilmistir  (Northrup, 1934). Yapilan baska bir c¢alismada afinite
kromatografisi yontemiyle insan plazmasindan antitrombin III (kan pihtist olusumunu
engelleyen, kandaki bir protein) proteini saflastirilmistir (Andersson ve ark., 1974).
Yatohgo ve ark’larinin yapmis oldugu calismada insan plazmasindan vitronektinin
(Hicre dist matrikste bulunan ve yapismayr saglayan bir protein) proteini
saflastirilmistir (Yatohgo ve ark., 1988). Ayrica afinite kromatografisi yontemi ile insan
plazmasindan plazminojen saflastinlmistir (Deutsch ve Mertz, 1970). Diger bir
calismada ise insan eritropoietin, siklik peptit ligandlar1 kullanilarak afinite
kromatografisi ile saflagtirllmistir (Kish ve ark., 2018). Bitkilerden calmodulinin (hiicre
ici diizenleyici protein) afinite kromatografisi ile saflastirilmistir (Charbonneau ve
Cormier, 1979). Ay1 zamanda afinite kromatografisi ile insan karacigerinden glutatyon
S-transferaz enzimi de saflastirilmistir (Simons ve Vander, 1977).

Biyomolekiillerin ayrilmasi ve saflastirilmasi ¢cok yakin zamana kadar, modern
biyoteknolojinin daha ampirik (deneysel) yonlerinden biri olarak sabit kalmistir. Ancak
daha sonra ¢esitli adsorpsiyon kromatografilerinden biri olan afinite kromatografisi

yontemi ile yapilan c¢alismalar neticesinde biyomolekiillerin etkili bir sekilde


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yatohgo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2460263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kish%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29625371
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X79919314#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X79919314#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vander%20Jagt%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=907137
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saflagtirilabilmesi i¢in uygun bir yontem oldugu goriilmiistiir. Bu yontemde izole
edilecek maddelerin iyi bir saflik derecesinde etkili bir sekilde saflastirildig
belirlenmistir (Roque ve Lowe, 2008). Giiniimiizde bu alanlarin disinda birgok enzim

afinite kromatografisi yontemiyle saflastiriimaktadir.

1.10. Jel filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi, proteinlerin molekiiler agirligini belirlemek icin
kullanilan en giiclii ve en basit yontemlerden biridir. Bu yontem ile elde edilen
numuneler enzimatik, immiinolojik gibi proteinlere 6zgii analizlerde kullanilmasindan
dolayr numune safligimin ¢ok yiiksek olmasi gerekmemektedir. Jel filtrasyon
kromatografisi, proteinin Kimyasal ve fiziksel yapsini bozmamasi, hizli olmasi
nedeniyle son derece hassas yontemdir (Ackers, 1970). Jel filtrasyon kromatografisi
ayrica proteinin SDS jel elektroforezi gibi denatiire edici kosullar altinda elde edilen alt
birimlerinin stokiyometrisinin belirlenmesinde de yararli olabildigi goriilmistiir
(Ackers, 1970). Jel filtrasyon kolonlari, ¢apraz bagh poliakrilamid, agaroz, dekstran ve
bunlarin herhangi birinin bir kombinasyonu olan kolon dolgu maddelerinden olusur.
Proteinler ve polimerler gibi biiyiik molekiiller porlara giremez ancak kiigiik molekiillii
proteinlerden daha 6nce kolondan ¢ikarlar (Scopes, 1993).

Jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile molekiil agirligi bilinmeyen bir
proteinin molekiil agirligin1 belirleyebilmek i¢in proteinin eliisyon hacmi ile molekiil
agirligr bilinen gesitli protein standartlarinin kiyaslanmasi ile bulunur (Rhodes ve ark.,
2009). Jel filtrasyon kromatografisi proteinlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde
cok tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemde proteinler kolona yiiklenir ve proteinlerin
kolondan geldigini gosteren 280 nm’deki absorbansina karsilik gelen eliisyon hacmi ile
proteinin molekiil agirhig1 arasinda bir iliski vardir. Oncelikle molekiil agirligi bilinen
proteinler kolondan gegirilir ve standart bir grafik elde edilir. Bu grafik 280 nm ‘de en
yiiksek absorbansin elde edildigi tiip sayisina karst molekiil agirliginin logaritmasin
cizilmesi ile hazirlanir. Daha sonra molekiil agirligi bilinmeyen proteinin kaginci
tiiplerde geldigi belirlenir ve grafik denkleminden molekiil agirligi hesaplanir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2012).
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1.11. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Elektroforezi

Elektroforez, protein karisimlarini ayirmak, proteinlerin alt birimlerini
arastirmak ve protein Orneklerinin homojenligini dogrulamak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Ayni zamanda proteinleri saflagtirmakta da kullanilmaktadir. Proteinler bir
poliakrilamid jel matrisinde gozenekler araciligryla bir elektrik alanina tepki olarak go¢
ederler. Gozenek boyutu, artan akrilamid konsantrasyonu ile azalmaktadir. Gozenek
biiytikliigi, protein yiikii, boyutu ve sekli proteinin gog¢ hizini belirler (Gallagher, 2006).

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
biyoteknoloji, biyokimya, molekiiler biyoloji, adli bilimler ve diger yasam bilimleri
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan bir elektroforetik teknik olarak
bilinmektedir. SDS-PAGE'de, proteinler, molekiiler agirligina dayali olarak bir
paliakrilamid jeli iginde ayrilmaktadir. Proteinler amfoterik molekiillerdir, yani hem
pozitif hem de negatif yiiklere sahiptirler. Proteinleri tek bir yonde hareket ettirmek igin,
tizerlerinde diizgiin bir negatif yiik olusturulmaktadir. Proteinler SDS ile
karistirildiginda, negatif yiikle yiiklenirler. SDS negatif yiiklii bir deterjandir ve bu
nedenle anyonik bir deterjan olarak bilinmektedir. SDS, kovalent olmayan kuvvetleri
bozarak dogal proteinleri denatiire eder. Kovalent olmayan kuvvetler hidrojen
baglamay1 icermektedir. Ayrica kovalent olmayan kuvvetler, bir dogal proteinin {i¢
boyutlu yapisindan sorumlu olan hidrojen baglama, hidrofobik ve iyonik etkilesimleri
igerir. SDS, protein molekiillerine esit bir net negatif yiik vermektedir. Denatiire olmus
dogrusal protein molekiilleri, akrilamid monomerlerinin polimerize edilmesiyle yapilan
poliakrilamid jeli (PAGE) iizerine yiiklenir. PAGE, akrilamid, bisakrilamid, TEMED,
amonyum persiilfat ve Tris-HCI tamponu kullanilarak hazirlanir. PAGE, yigma jeli ve
ayirma jeli olmak iizere iki faza sahiptir. Uygulanan bir elektrik alan altinda, yigma jeli
SDS yiiklii dogrusal protein molekiillerini yogunlastirirken, ayirma jeli proteinleri
molekiiler agirligina gore ayirir. Daha sonra, PAGE jeli Coomassie Brilliant Blue R250
boya c¢ozeltisine birka¢ saat boyunca boyama i¢in yerlestirilir ve ayrilan protein
molekiillerini bantlar halinde ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (Saraswathy ve Ramalingam,
2011).

Bu yontem, karakterize edilmis polipeptidler ve molekiil agirlig: bilinen standart

proteinlerin jelde yiiriitiilmesi ile yapilmaktadir. Polipeptidlerin molekiil agirliginin


https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Gallagher%2C+Sean+R
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logma degeri ve Ry degeri arasinda bir lineer baglant1 bulunur. On tarafi boyanmis jelin
iistlindeki mesafe ile ayrilan polipeptid jelinin iist mesafesinden standart proteinlerin Rt
degerleri olgiilerek egim belirlenir ve karakterize edilen proteinin de R¢ degeri aym
sekilde belirlenmektedir. logua Ve Rf degerleri ile grafik ¢izilir ve bu grafikten elde
edilen egride verilen denklem kullanilarak istenilen proteinin molekil agirlig

hesaplanabilir (Davis, B. J., 1964; Shapiro ve ark., 1967; Laemmli, 1970).

1.12. Nativ (Tabii) Elektroforez

Proteinlerin biyolojik aktiviteye sahip olduklari, fonksiyonel olarak aktif
durumlarina nativ formlar1 denmektedir. Enzimatik aktiviteye sahip, suda ¢oziinebilen
ve agragat olusturmayan proteinlerin fonksiyon c¢aligmalar1 i¢in nativ elektroforez
yapilmasi onerilmektedir. Nativ elektroforez ile proteinler jelde biyolojik aktivitelerini
korurlar. Nativ elektroforez ¢alismlalarinda, jellerin hazirlanmasi, yiiriitilmesi ve
boyanmalari agsamasinda dikkat edilecek en 6nemli noktalar, proteinlerin yapisini ve
yiikiinii bozacak herhangi bir denatiire edici ajanlar kullanilmamalidir. Genelde
kullanilmamasi gereken denatiire ajanlar, SDS, iire, tiyoiire, iyonik deterjanlar, yiiksek
sicaklik, kaynatma, 2-merkaptoetanol veya DTT’dir. Bu yapilarin disinda genel
uygulama teknigi nativ ve denatiire sistemler ig¢in aynmidir (Bollag ve ark., 1996; Kamp
ve ark., 1997; Kellner ve ark., 1999).

Tabii kosullarda proteinlerin ayrilmasi boyut, sekil ve tabi yiik gibi birgok
faktore baglidir. Nativ jel elektroforezinde SDS ve SDS-PAGE standartlari olan
indirgeyici ajanlar (DTT) kullanilmamaktadir. Jel ve elektroforez ¢ozeltileri SDS
kullanilmadan hazirlanmas1 gerekmektedir.

Nativ ya da non denatiire jel elektroforezi SDS olmadan ¢alistirilir. SDS ile
elektroforezde proteinlerin elektroforetik hareketliligi Oncelikle molekiiler kiitlesine
bagli iken nativ elektroforezde hareketlilik hem protein yiikiine hem de hidrodinamik
boyutuna gore degisir. Elektrik yiikii ile ¢alisan elektroforez, yliriitme tampon pH’sinda
protein tizerindeki i¢ yiikle yonetilir. Protein katlanmis yapisini korudugu igin jel
tizerindeki hidrodinamik boyut ve hareketlilik bu konformasyonun dogasi ile
degisecektir. Eger nativ elektroforez asit ve alkalin denatiirasyonundan kaginmak igin

notral pH’da gerceklestirilirse proteinin kendi kendine birlesmesini, agregatlanma ve
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diger protein ya da bilesiklerin baglanmasi gibi caligmalar i¢in kullanilabilmektedir

(Laemmli, 1970; Studier, 1973; Deyl, 1979; Hames, 1990).






2. KAYNAK BILDIRISLERI

Anjiotensin konverting enzim rat akcigerinde cogunlukla membrandz subseliiler
pargaciklarla birlikte bulunmaktadir. Anjiotensin konverting enzim, sodyum deoksikolat
ile ¢oktiiriilerek rat akcigerinin pargacikli bir franksiyondan ¢oziindiiriilmiis ve daha
sonra DEAE-seliiloz ve Sephadex G-200 kromatografisi ile saflagtirilmistir. Sephadex
G-200 kromatografisinden elde edilen anjiotensin konverting enzim aktivitesine sahip
olan fraksiyonun, jel filtrasyonu ile molekiil agirhiginin yaklasik 270.000 Da oldugu
goriilmiistiir. Preparatin analitik disk jel elektroforezi ile tek bir bant gdsterdigi
gozlemlenmistir. Saflastirilan preparatin  spesifik anjiotensin konverting enzim
aktivitesi, substrat olarak (hippurilhistidillosin) kullanilarak dakikada mg basma 17.6
umol/dk/mg oldugu goézlemlenirken, anjiotensin 1 kullanilarak ise ile dakikada mg
basina 1.8 pumol/dk/mg oldugu goriilmiistiir. Bu da subseliiler parcaciklarin aktivitesinin
100 kattan daha fazla saflagtirilmis oldugu gostermistir (Lanzillo ve Fanburg, 1974).

Anjiotensin konverting enzim [EC 3.4.15.1], insan bobrek korteksinin membran
fraksiyonundan tripsin kullanilarak ¢oziindiiriilmiistir. Daha sonra anjiotensin
konverting enzim DEAE-Sephadex A-50 kolon kromatografisi, preparatif izoelektrik
odaklama ve Sephadex G-200 jel filtrasyonu ile saflagtirilmistir. Enzimin veriminin %
13.9 oldugu belirlenmistir. Enzimin molekiil agirlig1 sedimantasyon denge metodu ile
199.000 Da olarak tahmin edilmistir. Enzimin sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak denatiire edilmesi ve indirgenmesiyle elde
edilen molekiil agirligimin 170.000 Da oldugu belirlenmistir.  Saflagtirilan enzimin
spesifik aktivitesinin 96.0 umol /dak/mg protein oldugu goriilmiis ve substrat olarak da
(hippurilhistidillosin) kullanilmistir. Hippurilhistidilldsin substrati i¢in enzimin Km ve
Kiat degeri ayrica hidrolitik katsayisi (Kyai/Km) sirasiyla 2.0 mM, 545 stve 273 mM™,
s olarak belirlenmistir (Takada ve ark., 1981).

Insan ve fare derisindeki anjiotensin konverting enzimin (ACE) kimyasal 6zellikleri
karakterize edilmistir. insan ve fare derisindeki ACE’in hem ¢oziinebilir hem de patikiil
formlar1 mevcuttur. Bu nedenle insan ve fare derisinden 50 mM Tris tamponu ile bir
siipernatant ve Triton-X 100 ile bir pellet olusturulmustur. Jel filtrasyon ile
stipernatanttaki ACE’in molekiil agirligi 330.000 Da olarak hesaplanmistir. Ancak
Triton X-100 ile ¢oziinen ACE’in molekiil agirhigi 430.000 Da olarak bulunmustur.


http://jb.oxfordjournals.org/search?author1=Yasuharu+TAKADA&sortspec=date&submit=Submit
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Elektroforez islemi ile iki enzim fraksiyonunun yiik farki gosterdigi belirlenmistir.
Enzimler i¢in optimum pH 8.1 ve 7.7 ve HHL ve anjiotensin I i¢in Ky degerleri
sirastyla 2.6 mM ve 0.11 mM olarak bulunmustur. Sonuglarda insan ve fare
enzimlerinin kimyasal 6zelliklerinin benzer oldugunu goriilmistiir (Hara ve ark., 1982).

Afinite kromatografisi yontemiyle anjiotensin konverting enzim tek basamakta
tavsan ve insan plazmasindan saflagtirilmistir. Tavsan akcigerinden saflagtirma oraninin
1000 kat oldugu goriilirken, insan plazmasindaki saflagtirma oraniin ise 100.000
oldugu goriilmiistiir. Giiglii bir anjiotensin konverting enzim inhibitorii olan lisinopril
saflastirma isleminde kullanilmistir (Bull ve ark., 1985).

Yapilan bir c¢alismada peptidil-dipeptidaz A (anjiotensin konverting enzim,
ACE, EC 3.4.15.1), afinite kromatografisi yontemiyle lisinopril inhibitorii (ligand)
kullanilarak domuz bobregi ve striatumundan (beyin diigiimii)) saflagtirilmistir. Afinite
kromatografisi kolonunda kullanilan 2.8 nm'lik bir uzanti kolu daha onceki ¢alismada
kullanilan 1.4 nm'lik uzanti kolu ile karsilagtirildiginda verimi daha da artirdigi
goriilmiistiir. Sitriatal ACE’ nin iki formu (Mr 180000 ve 170000) mevcuttur, fakat
bobrekteki anjiotensin enzimin sadece tek formu (Mr 180000) prosediirde belirtildigi
gibi saflagtirilmistir. Sitriatal ve bdobrekteki anjiotensin enzimi arasinda substrat
spesifikligi ve inhibitér duyarliligi bakimindan biiyiik bir fark tespit edilmemistir.
Ozelikle amidatlanmis néropeptid ve P maddesi her iki preparat i¢in ayn1 sekilde
hidrolizlenmis ve tachykinin (takikinin) noérokinin A ve nérokinin B peptidlerinin
hidroliziyle arasinda Onemli bir fark tespit edilmemistir. Domuz beynindeKi
belirlenebilir ACE formlar1 birbirinin izoenzimleri degildir fakat beyindeki hiicre
tiplerin farkli glikosilasyondan meydana gelmektedir (Hooper ve Turner, 1987).

Anjiotensin konverting enzim domuz bdbreginden dort farkli yontemden biri ile
membrandan ¢oziindiiriildiikten sonra afinite kromatografisi yontemi ile saflagtirilmistir.
Triton X-100, tripsin ya da enzimin iretilen tiim hidrofilik formlarmin mikrovillar
membranlardaki endojen aktivitesi ile ¢oziindliirme Triton X-114 i¢inde faz ayrimi ile
degerlendirilmistir olup lipozom ig¢ine dahil edilememistir. Sadece ¢oOziindiirme ve
saflagtirma islemi, enzimin {retilebilen amfipatik formu (membran ya da m-formu)
EDTA (10 mM) varliginda Triton X-100 ile etkilenmistir. Sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile membran formunun molekiil agirliginin
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(yaklasik 180.000 Da), hidrofilik formunun molekiil agirligindan (yaklasik 170.000 Da)
daha biiyiik oldugu goriilmiistiir (Hooper ve ark., 1987).

Insan kalbinden anjiotensin konverting enzim afinite kromatografisi yontemi ile
saflagtirnlmistir. Bu yontemde immobilize N-[1(S)karboksi-5-aminopentil]-Gly-Gly
kullanilmistir. Anjiotensin konverting enzim 1660 kat saflastirilmis ve enzimin spesifik
aktivitesi 38 iinit/mg protein olarak belirlenmistir. SDS elektroforezi ile molekiil agirhigi
150.000 Da olarak bulunmustur. insan kalbi ACE’i SQ 20.881 inhibitérii (IC5o=40 nM)
ile inhibe edilir. Insan kalbindeki anjiotensin konverting enzim crt varliginda NaCl,
CaCl, ve Na,SOy ile aktive edilirken CH;COONa ve NaNOs; ACE’in aktivitesi tizerine
hicbir etki gostermemistir (Sakharov ve ark., 1987).

Anjiotensin konverting enzim [ACE (peptidil-dipeptidaz A, EC 3.4.15.1)] fare
bagirsak mukozasinin toplam hiicre membran fraksiyonundan saflastirilmistir.
Anjiotensin konverting enzim jel filtrasyon ve lisinopril-Sepharose afinite kolon
kromatografisi ile 4500 kat saflastirilmistir. Molekiil agirligi 160,000 olan enzimin
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile homojen oldugu
belirlenmistir. Saflastirilmis olan protein % 12 N-baghi karbonhidrat igeren bir
glikoenzim oldugu goriilmiistiir. Saflagtirilan ACE’nin spesifik aktivitesi benzoil-Gly-
His-Leu substrati kullanilarak 65 U/mg protein olarak hesaplanmigtir. Yapilan kinetik
analizler sonucunda, enzimin COOH-terminal ucunda prolin igeren substratlar ile
maksimum hiza ulastigini gdstermistir. Inhibitér calismalar1 esnasinda enzimin bir
metaloprotein oldugu goriilmiistiir (Erickson ve ark., 1992).

Yapilan baska bir ¢alismada ise, theromyzon tessulatum siiliigiinde anjiotensin
konverting enziminin membran ve ¢dziinebilir formlarinin mevcut oldugu goriilmiistiir.
Bu enzim theromyzon tessulatum  siiligiinden kaptopril-sepharose-afinite
kromatografisi, iyon - degisim kromatografisi ve jel gecirgenlik kromatografisi ve ters-
faz HPCL yontemiyle dort asamada saflastirilmistir. Peptidil dipeptidaz, anjiotensin I’in
fenil ve histidin bagmin hidrolizlenmesiyle olusan glikolize bir enzimdir. Cozlinen
anjiotensin enzimi yiiksek bir katalitik aktivite gosterse de Ky ve spesifik aktivite de
aynt etkiyi gostermistir. Bu hidroliz, ACE inhibitorii kaptopril tarafindan inhibe
edilmistir. Ayrica anti-ACE immiinostokimya anjiotensin enziminin iki formunun
varligint gostermistir. Bu materyaller glia (beyin hiicrelerini besleyen) ve noronlarda

bulunmaktadir. Omurgasiz hayvanin merkezi sinir sisteminde anjiotensin enziminin
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hiicresel lokalizasyonu ve biyokimyasal karakterizasyonu ilk kez bu calismayla
belirlenmistir. Boylece bu ¢alisma siiliik beyninde bu enzimleri ¢alisabilmek i¢in basit
bir model olusturmustur (Vandenbulcke ve ark., 1997).

Anjiotensin konverting enzimi afinite kromatografisi yontemi ile birkag
basamakta domuz serumundan yiiksek verimle (% 40) saflastirilmis ve bu saflagtirma
isleminde  epoxy-activated sepharose 6B  kullanilmistir. Anyon  degisim
kromatografisinin iki basamagi farkli pH’larda (pH 9.0 ve pH 6.0) yapilmistir. Substrat
olarak FAPGG (N- [3- (2-furil) akriloil] L-fenilalanil glisil glisin) kullanilmigtir. Ayrica
biyolojik sivilarda anjiotensin konverting (ACE) aktivitesini dogru, hassas bir sekilde
belirlemek icin gelistirilen ters-faz HPLC metodu ile ayirma yontemi ve substrat olarak
kullanilan FAPGG’nin (N- [3- (2-furil) akriloil] L-fenilalanil glisil glisin) hidrolizine
dayanmaktadir. Bu metotda bazi kinetik parametreler belirlenmistir. FAPGG igin Ky
ve Kyq degerlerinin sirasiyla 0.793+0.052 mM ve 5830 s™ oldugu belirlenmistir. Ayrica
iki spesifik ACE inhibitorii olan lisinopril ve kaptoprilin Isy degerlerinin de sirasiyla
5.7+£0.67 nM ve 1,0 = 0.29 nM oldugu hesaplanmistir (Quassinti, 1998).

Immobilize anjiotensin konverting enzim insan serumundan dogal olarak olusan
bir ACE baglayici proteinin izole edilmesi igin bir afinite ligandi olarak kullanilmistir.
ACE, lisinopril afinite kromatografisi kullanilarak ¢Ozilinebilir sigir akciger
membranindan saflastirilmistir. Saflastirilan bu enzimin molekil agirligr 180.000 Da
olarak hesaplanmistir ve immunoblot i¢inde tavsan testikiiler ACE’i i¢in anti ACE
antikoru ile ayirt edilmistir. ACE hem affi-jel 15 iizerine hem de epoxy sepharose
lizerine immobilize edilmistir. Affi-Jel 15 iizerine immobilize edilmis ACE (0.176
U/mL)’nin, epoxy sepharose iizerine immobilize edilimis ACE enzimi (0.00005 U/mL)
ile karsilagtirildiginda daha yiiksek katalitik aktivite sahip oldugu gorilmiistiir.
(Thevananther ve Brecher, 1999).

Saglikli ve orta diizeyde hipertansif etkiye sahip tedavi edilmemis hastalarda
anjiotensin konverting enzim (ACE)’nin idrardaki izoformlar1 incelenmistir. Saglikli
bireylerde ACE‘nin en yiiksek ve en diisiik molekiil agirligi (170 ve 65 kDa) olup tedavi
edilmemis orta diizeyde hipertansive etkiye sahip hastalarda ise ACE’nin sadece diisiik
molekiil agirliginin (90 ve 65 kDa) oldugu goriilmiistiir. ACE ile yapilan bir ¢alismanin
amacini, prenatal (dogum oOncesi) gelisimi sirasinda ACE ‘nin N-terminal domaini

belirlemek, prematiire ve gelisimini tamamlamis bebeklerin idrarindan ACE’nin
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izoformlarimi karakterize etmek ve saflastirmak oldugu belirtilmistir. Gelisme ve
gebeligin 36. haftasina kadar tamamlanmayan nefrogenesiz prematiire bebeklerin renal
tubiileri (bobrek tiibiilleri) tam olgunlagmamistir. Prematiire ve gelisimini tamamlamis
bebeklerden alinan idrar amicon konsantrasyonunda konsantre edilmis, 150 mmol/L
NaCl ig¢eren Tris-HCI tampon ¢ozeltisi S0 mmol/L kars1 ayni ekipmanla diyaliz edilerek
ve ayni taponla dengelenen jel filtrasyon kolonuna verilmistir. Bu durumda iki pik
meydana gelmistir. (prematiire bebekler i¢cin (Pl ve P2; gelisimini tamamlamisg
bebekler icin TP1 VE TP2) hippuryl-His-Leu (Km, 3 mmol/L) substrati ile ACE
aktivitesi belirlenmistir. Prematiire bebeklerde hippuryl-His-Leu substrati ile 6lgiilen P1
aktivitesi P2 aktivitesinden 12 kat daha diisiik oldugu goriilmiistiir, fakat gelisimini
tamamlamis bebeklerde TP1 ve TP2 arasindaki farkin yaklasik olarak 1,6 kat oldugu
goriilmistiir. Bu sonuglar, ACE’nin aktivitesinin prematiire bebeklerin idrarinda
bulunan ACE’nin yanisira N-domain ACE ‘nin renal gelisimle ilgisi oldugunu
gostermistir (Hattori ve ark., 2000).

Yapilan bir arastirmada afrika go¢men ¢ekirgesi olan locusta migratoria
testislerinde yiiksek miktarda ACE aktivitesi saptanmis ayrica midgut (orta bagirsak) ve
hemolenfinde (viicut sivis1) de diisiik miktarda ACE aktivitesi gézlenmistir. Cekirge
testislerinde bulunun anjiotensin konverting enzim anyon degisimi ve jel gecirgenlik
kromatografisi yontemi ile iki asamada saflagtirilmistir. Anjiotensin konverting enzimin
molekiil agirlhigr yaklasik olarak 80 kDa olarak bulunmus ve ayni zamanda hem
omurgalt hem de omurgasizlarda ACE’nin énemli bir aminoasit dizisi belirlenmigstir ve
bu aminoasit dizisi cDNA klonlamasi ile teyit edilmistir (Macours ve ark., 2003).

Anjiotensin konverting enzim kurbaga yumurtaliklarindan afinite kromatografisi
yontemiyle saflastirilmigtir. Kolon dolgu maddesi olarak Sepharose 6B ve ligand olarak
lisinopril kullanilmigtir. Kurbaga yumurtasi deterjan ve tripsin ile ekstrakte edilerek tek
basamakta saflastirilmistir. Hem deterjanla ekstrakte edilen hem de tripsin ile ekstrakte
edilen enzim i¢in molekiil agirligr 150 kDa olarak bulunmustur. Deterjan ve tripsin ile
ekstrakte edilen enzimler igin ACE’nin spesifik aktivitesi sirasiyla 294 U mg™ ve 326 U
mg™ olarak hesaplanmistir. Optimum pH araligi 7-8.5 ve optimum sicaklik 50 °C olarak
hesaplanmistir. Optimum kloriir konsantrasyonunun, sentetik substrat FAPGG (N- [3-
(2-furil) akriloil] L-fenilalanil glisil glisin) ve anjiotensin I igin yaklasik (200 mM) ve
bradikinin i¢in (10 mM) oldugu goriilmiistiir. FAPGG i¢in Ky ve Kyg degerleri sirasiyla
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0.608+0.07 mM ve 249 s olarak bulunmustur. ACE’nin iki spesifik inhibitorii olan
kaptopril ve lisinoprilin ICsy degerleri sirasiyla 68+12.55 nM ve 6.763+0.66 nM olarak
hesaplanmistir (Miano ve ark., 2003).

Anjiotensin I konverting enzim, anjiotensin I’in vazokonstriktor anjiotensin II’ye
doniistimiinti katalizleyerek kan basincinin diizenlenmesinde biiyiikk bir rol oynar.
Anjiotensin konverting enzim Concanavalin-A Sepharose 4B ve Lisinopril Sepharose
6B afinite kromatografisi kullanilarak iki basamakta domuz akcigerinden
saflastirilmistir. Ayni saflastirma semasi, enzimin aktif bolgesinde bulunan ¢inko (Zn+2)
iyonunun kobalt iyonu (Cobalt-ACE) ile yer degistirmesini saglamak i¢in kullanilmistir.
Cobalt-ACE goriiniir spektrumu 500 nm’den 600 nm’ye karakteristik genis bir pik
gostermektedir. Bu piklerin sekil ve maksimum absorptivitesi, katalitik bolgeye bagh
olan ACE inhibitorleri ile degismektedir (Andtjar Sanchez ve ark., 2003).

Tavsan akcigerinden anjiotensin konverting enzim kismi olarak 3 adimda
saflastirilmistir. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme, jel filtrasyon kromatografi (sephadex G-
75) ve iyon degisim kromatografisi (CM- sephadex). Enzimin aktivitesi, anjiotensin
konverting enzim vasitasiyla hippuril-L-histidin-L-16sin hidrolizi ile hippurik asit
tiretim hizinin monitérden izlenmesiyle tayin edilmistir. Enzim CM-sephadex kolonu
tizerinde % 21 verimle 6.25 kat saflastirilmistir. Tavsan akcigerinden saflastirilan
anjiotensin konverting enzim i¢in optimum pH aralig1 8.0-8.3 ve optimum sicaklik ise
37 °C olarak hesaplanmistir. Hippuril-L-histidin-L-16sinin  kinetik ~sabitlerinin
belirlenmesi i¢in yapilan baslangi¢ hiz1 ¢alismalarinda Km ve Vmax degerleri sirasiyla
1.8 ve 0.4 pmol dak™ oldugu goriilmiistiir. Ayrica anjiotensin konverting enzim
aktivitesini EDTA inhibe ederken, Mg?*, Ca®*, Na* va K* iyonlar1 enzim aktivitesini
etkilememistir (Abdulazeez Mansurah ve ark., 2013).

Bu c¢alismada, kan basincinin diizenlenmesinden sorumlu olan anjiotensin -
konverting enzim (ACE, peptidildipeptidaz A, EC 3.4.15.1) insan plazmasindan NHS-
activated Sepharose 4 Fast Flow kolon dolgu maddesi kullanilarak afinite kolonu ile tek
basamakta saflastirllmistir. Enzim afinite kromatografisi yontemiyle 12.860 kat
saflastirilmis ve ayn1 zamanda enzimin spesifik aktivitesi 5080 EU / mg protein olarak
hesaplanmistir. Enzim i¢in optimum sicaklik 35-40 °C iken optimum pH 7.4-7.5 olarak
belirlenmistir. ACE'nin safligi SDS-PAGE ile belirlenmis ve enzimin jel iizerinde 60 ve
70 kDa'da iki bant gosterdigi goriilmiistiir. ACE'nin nativ molekiiler agirligi, jel
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filtrasyon kromatografisi ile 260 kDa olarak bulunmustur. Nigella sativa bitkisinin
(Ranunculaceae) dogal yag asitleri kolon kromatografisi ile izole edilmistir. Bu
bilesiklerin yapilari, NMR ve GC-MS kullanilarak belirlenmistir. Sonuclar, yliksek
linoleik, oleik ve palmitik asit konsantrasyonlarinin bitkiden izole edildigini
gostermistir. ACE aktivitesi tlizerine alti fraksiyonun (Fr 1-6) etkisi incelenmistir.
Fraksiyon 3, ACE aktivitesini arttirirken, diger fraksiyonlarin enzim aktivitesini azaltigi
gozlemlenmistir. Enzimin aktivitesini inhibe eden fraksiyonlarin konsantrasyonlar
Lineweaver — Burk grafigi kullanilarak Frl i¢in 1.597 mg / mL, Fr2 i¢in 0.053 mg / mL,
Fr4 icin 0.527 mg / mL, Fr5 i¢in 0.044 mg / mL ve Fr6 i¢in 0.136 mg / mL olarak
hesaplanmustir (Basi ve Turkoglu, 2018).

Hafif ile orta dereceli esansiyel hipertansiyona sahip olan 10 hastada, anjiotensin
konverting enzim inhibitorii olan fosinioprilin kardiyovaskiiler hastalik iizerine etkileri
incelenmistir. Bu hastalara oral yoldan 10 mg fosinopril dozunun uygulanmasi periferik
direngte % 24'liik bir diisiise neden olmus ve bu da ortalama arter basincini
disiirmiistiir. Kisa stireli tedavi (12 hafta) boyunca toplam periferik direng¢ (p< 0.01)
azalmis ve bdylece ortalama arter basincindaki (p< 0.05) azalmaninda devam ettigi
goriilmiistiir. Ayrica bobrek kan akimi, glomeriiler filtrasyon hizi ve filtrasyon
fraksiyonu degismeden kalirken renal vaskiiler direncin azaldigi goriilmiistiir (p<0.05).
Sol ventrikiil kiitlesinin % 11 azaldigr gorilirken (p<0.01), miyokardiyal
kontraktilitenin degismedigi belirlenmistir. Boylece, fosinopril tarafindan arteriyel
basing diisiiriilmesi, bobrek hemodinamigi ve azalmis sol ventrikiil kiitlesi ile iliskili
oldugu goriilmiistiir (Oren ve ark., 1991).

Baska bir ¢alismada apolipoprotein (Apo E) eksikligi olan farelerde
anjiotensin konverting enzim inhibit6rii olan fosinoprilin antiaterosklerotik (kalp ve
damar sistemini koruyucu ve onarici) etki mekanizmalar1 aragtirilmistir. Apo E eksikligi
olan 8 haftalik bir fareye, igme suyuna plasebo ya da yiiksek dozda (25 mg/kg/d)
fosinopril ilave edilerek verilmistir. 12 haftalik bir tedaviden sonra fosinopril, plasebo
grubu ile karsilastirildiginda aort lezyon boyutunun (hacminin) % 70 oraninda azaldig
gorilmiistiir ( p<0.005). Bu dozdaki fosinopril, tedaviden 6nce 93 + 2 mm Hg olan kan
basincini tedavinin sonlarina dogru 70+2 mm Hg kadar diislirmiistiir. Fosinopril ayrica
bakir siilfat (CuSO,4) kaynakli LDL (koti kolesterol)’e karsi farelerin direncini

arttirirken malondialdehit igerikli LDL diizeyini de % 90 oraninda azaltmistir.
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Fosinopril LDL oksidasyonunun baglamasi i¢in gerekli olan zamani da plasebo ile
tedavi edilmis farelerde 100 dakika, fosinopril ile tedavi edilmis farelerde ise 240
dakikadan fazla bir siire geciktirmistir (p<0.001). Fosinopril ile tedavi edilen fareler,
plasebo ile tedavi edilen farelere gore bakir siilfat oksidasyon kaynakli LDL’ nin
etkisini inhibe etmis ve lipid peroksitler ve hidroperoksi-kolesteril linoleat igerikli LDL’
nin etkisini de % 18 ve % 37 oraninda azaltmistir (p<0.01). Diisiik dozdaki fosinopril
(5/mg/kg/d) plazma ACE’nin aktivitesini ve LDL egilimini azaltmak i¢in yeterli iken
yiiksek kan basincini diigiirmek icin ise yeterli olmadigi goriilmiistiir. Bu diisiik doz
ayrica Apo E eksikligi olan farelerde aort lezyon boyutunu (hacmini) % 40 oraninda
azaltmistir. Sonug¢ olarak Apo E eksikligi olan farelerde fosinoprilin antiaterojenik
etkilerinin, sadece kan basmcimi disiirmekle kalmadigt ayni zamanda LDL
oksidasyonunun inhibisyonu ile iligkili olan anjiotensin II bagimli inhibisyon etkisinide
azaltig1 belirlenmistir (Hayek ve ark., 1999).

Bobrek fonksiyonu normal olan esansiyel hipertansif hastalarda anjiotensin
konverting enzim inhibitorii olan fosinopril ile anjiotensin reseptdr blokeri irbesartanin
eritropoez (eritrosit olusumu)  lizerine etkisi karsilastirilmistir. Yas ortalamasi
(57.4£11.5) ya da (65.2+8.7) olan 30 hasta {izerinde yapilan ¢alismada 12 hafta boyunca
hastalara giinde bir kez 20 mg fosinopril veya 150 mg irbesartan rastgele verilmistir.
Plazma eritropoietin, hemoglobin (Hb) ve hematokrit (Hc) diizeyleri tedaviye
baslandiktan sonra giinliik ve aylik olarak Ol¢iilmiistiir. Calisma sonucunda irbesartan
eritropoietin diizeyleri baslangigtaki (20.7+1.3 vs 18.1£3.7 mU / ml, p=0.019) degerlere
gore azalmis ancak fosinoprilin baslangic degerleri (18.8+£1.3 vs. 18.6£1.6 mU/ml)
degismemistir. Hemoglobin (Hb) degerleri irbesartan grubunda baslangigtaki (13.8 +
1.2 vs. 13.5£1.1 g/dl, p = 0.029) degerlere gore diismiistiir, fakat fosinopril ile tedavi
edilen hastalarda degismemistir (14.6£1.3 vs 14.5+1.3 g/dl). Hematokrit (Hc) baslangig
degerleri irbesartan grubunda (40.9+3.7 vs. 40.8£3.3 %) ve fosinopril grubunda
(14.6£1.3 vs. 14.5£1.3 %) herhangi bir degisiklik gdstermemistir. Irbesartan esansiyel
hipertansif hastalarda eritropoietin salgis1 ve hemoglobin diizeylerini diiglirmiistiir.
Fosinoprilin ise eritropoietin sekresyonunu etkilemedigi ve hemoglobin diizeylerini
diistirmedigi goriilmiistiir (Robles ve ark., 2003).

Esansiyel hipertansiyonu olan dokuz hastada, sinirsiz sodyum alimi (n=8) ve

diisiik sodyum diyetinde (n=1) anjiotensin konverting enzimin kaptopril ile akut
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inhibisyonunun, renal hemodinami {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. Kaptoprilin 60
dakika icerisinde, maksimum olan arter basincinda hizli ve anlamli bir diisiise neden
oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda etkin renal plazma akisinin (ERPF) arttigi,
glomeriiler filtrasyon hizinin (GFR) degismedigi ve kaptoprilden sonra filtrasyon
fraksiyonunun (FF) azaldig1 goriilmiistiir. Sodyum atiliminda bir degisiklik olmadigi ve
idrarla atilan potasyumunda bir azalma meydana gelmedigi de belirlenmistir. Diisiik
sodyum diyeti olan hastada, kaptopril GFR ve ERPF'de ¢arpici artislara neden olmustur
(swrastyla % 64 ve % 106). Bu calisma sonucunda esansiyel hipertansiyonu olan
hastalarda, anjiotensinin, efferent arteriolar (kilcal damarlara kan dagitan bobrek kan
damarlar1) seviyesinde renal vaskiiler tonusun korunmasinda aktif olarak rol oynadigini
gorilmiistir (Mimran ve ark., 1979).

Anjiotensin konverting enzim inhibitorii olan kaptopril, 13 hipertansif hastaya
ortalama 9 haftalik bir siire boyunca giinde iki kez uygulanmistir. Ayakta tedavi edilen
hastalarda siirekli kan basinci kontrollii bir sekilde ol¢tilmiistiir. Bununla beraber,
diizenli bobrek fonksiyonuna sahip olan sekiz hastada kaptoprilin sabah verilen dozu
alinmadan oOnce plazma konverting enzim aktivitesinin normal diizeyde oldugu
goriilmiistiir. Sadece bobrek yetmezligi olan bes hastada 12 saatten daha fazla bir siire
boyunca plazma anjiotensin konverting enzimin bloke oldugu gériilmiistiir. Olgiilen
plazma anjiotensin konverting enzim aktivitesi pulmoner vaskiiler yatakta doniisiim ve
anjiotensin 1 dontsiimiinii gostermektedir. Plazma anjiotensin  konverting enzim
aktivitesinin plazma aldosteron seviyelerindeki degisiklikler ile paralel oldugu
belirlenmistir. Kaptoprilin alinmasi ile birlikte plazma epinefrin veya norepinefrin
diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir. Anjiotensin konverting
enzimin normal aktivitesi karsisinda kan basincindaki diisme, kaptoprilin spesifik renine
bagl (kaynakli) etkisi ya da spesifik olmayan etkilerinden oldugu diistiniilmektedir.
Cilinki bu etkinin uyarilmis hormonlarin atardamarlarda cevapsiz bir ruhsal duruma yol
actig1 gdzlemlenmistir (Waeber ve ark., 1980).

Yapilan bir bagka calismada, oral yoldan alinan anjiotensin konverting enzimin
aktif bir inhibitorii olan kaptopril'in (SQ 14.225), primer hipertansiyon {izerine olan
etkileri arastirilmistir. 32 hastaya dort hafta boyunca kaptopril verilmis ve bdylece
26/16 mm Hg supin (sirt iistii yatma) ve 30/16 mm Hg ayakta iken kan basinci 6l¢iilmiis

ve ortalama kan basincinda (BP) azalma oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu siirecte ciddi
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bir yan etkinin gézlenmedigi belirtilmistir. Kan basimcinin (BP) distiriicii etkisinin,
tedavi Oncesi plazma renin aktivitesi 1ile iliskili oldugu ve diisik renin
hipertansiyonunda daha az oldugu belirlenmistir (p<0.05'ten az). Kaptoprilin idrar
kallikrein ekskresyonunun yani sira anjiotensin II (0.05'ten az), plazma (p=0.005'ten az)
ve idrar aldosteronu (p<0.001'in altinda) azalttigr goriilmistiir (p=0.005'ten az).
Kaptoprilin, 6zellikle renin-anjiotensin-aldosteron sistemi (RAAS) aktive edildiginde,
hipertansiyonu diisiiren giiclii bir antihipertansif etkiye sahip oldugu belirtilmistir
(Ohman ve ark., 1981).

Alkalaz enzimin etkilesimiyle hazirlanan soya proteinindeki ACE inhibitor
peptidlerinin spontan hipertansif ratlar (SHR) {izerindeki hipotensif etkisi test edilmistir.
Bir ACE inhibitorii olan kaptopril hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak
kullanilanilmaktadir. Kaptopril uygulanan grup, ACE inhibitér peptidleri uygulanan
grup ve kontrol grubu karsilastirilmistir. Soya ACE inhibitor peptidleri ti¢ farkli doz
seviyelerinde (100, 500, ve 1000 mg/viicut agirhigi/giin kg) oral olarak alindiginda
spontan hipertansif ratlarin (SHR) sistolik kan basincinda anlamli bir azalma oldugu
gozlemlenmesine ragmen (p<0.05), en yiiksek dozlarda bile normotansif ratlarin kan
basincinda ¢ok az bir degisiklik meydana geldigi goriilmiistiir. Bir ay siiren
beslenmeden sonra spontan hipertansif ratlarin (SHR) ol¢iilen kan basinci degeri en
diisiik dozda baslangic seviyesinden 38 mm Hg kadar diistiigii gézlemlenmistir. Ayrica
soya ACE inhibitor peptidleri uygulanan gruplarda sabit ve devamli hipotansif etkinin
mevcut oldugu goriilmiistiir. Kaptopril her ne kadar gii¢lii bir hipotansif etkiye sahip
olsa da acik bir dalgalanma ancak ii¢lincii haftada gozlemlenmistir. Soya ACE inhibitor
peptidleri uygulanan kontrol grubunda serum, aort, akciger ve serum lipit igeriginin
ACE aktivitesinde biiyiik bir farklilik goriilmemis, kaptopril grubunda ise serum ACE
aktivitesi artmig, aort ACE aktivitesi de Onemli 6lgiide azalmistir (p<0.05). Peptid
uygulanan grup ve kaptopril uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki
grupta serum Na* konsantrasyonunda &nemli 6lciide diisiis gozlenirken, serum Ca* ve
serum K* konsantrasyonlarinda herhangi bir diisiis gozlenmemistir. Bu sonuglar soya
proteininden elde edilen ACE inhibitor peptitlerinin, hipotansif etkiye ve kismen de
tuz/su dengesi lizerinde bir etkiye sahip olabilecegi gostermistir (Wu ve Ding, 2001).

Lisinoprilin antihipertansif etkinligi ve giivenligi, on iki haftalik bir ¢aligmada

ortalama yas1 75 olan 60 hastada degerlendirilmistir. On iki haftalik tedaviden sonra bu
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hastalarda oturma sirasinda kan basincinin, 190/106+3.3 / 1.8 mm Hg'den 162/89+3.2 /
1.6 mm Hg'ye diistiigii gortilmistiir (p <0.001). Ayn1 zamanda Kalp hizinda da anlaml
bir degisiklik olmadigi ve postural hipertansiyonunda olugmadigi gdzlemlenmistir.
Baslangigta ortalama glomertiler filtrasyon orani1 61.6+3.4 mL/dakika iken 12 haftalik
tedaviden sonra degismedigi ve 62.2+3.0 mL/dakika oldugu belirtilmistir. On dort
hastaya ise bir yil siireyle lisinopril verilmeye devam edilmistir. Bu siire boyunca kan
basincinin kontrol altinda kaldigi ve kalp hizininda degismeden kaldig1 belirlenmistir.
Ayrica bu siire icinde ortalama arteriyel basingta 128.8+1.9 mm Hg ile 105.1+1.5 mm
Hg arasinda anlamli bir azalma oldugu gériilmiistiir (p<0.001). Lisinopril ile uzun siireli
tedaviyi takiben renal kan akiminda belirgin bir artis oldugu (p<0.025) ve renovaskiiler
direncte ise (p<0.001) bir azalma oldugu gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak, lisinopril
genellikle iyi tolere edilmistir ve yaslt hipertansif hastalarda kan basincini diisiirmede
oldukga etkili oldugu goriilmiis ayn1 zamanda bobrek fonksiyonunu da olumsuz yonde
etkilemedigi belirtilmistir (Laher ve ark., 1988).

Siklosporin A kaynakli hipertansiyonda, sodyum ve hacim retansiyonunun
meydana gelebildigi belirtilmistir. Bu yiizden alt1 hafta boyunca lisinoprilin (gilinde
birkez 10-20 mg) ve nitrendipinin (giinde iki kez 10-20 mg) ofis (bir saglik merkezinde
Olglilen) kan basinci ve 24 saatlik ambulatuar (ayakta) kan basinct {izerine
antihipertansif etkileri incelenmistir. Ayn1 zamanda kalp kalp transplantasyonu sonrasi
bu ilaglarin sol ventrikiil fonksiyonu iizerine etkileri degerlendirilmistir. Nitrendipin ve
lisinoprilin, ofis ve ambulatuar sistolik ve diyastolik kan basinglarin1 diisiirmede esit
derecede etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica sodyum atiliminin lisinopril ile tedavi
sirasinda belirgin bir sekilde arttigi, ancak nitrendipin sirasinda sadece hafif bir artig
gosterdigi gbzlemlenmistir. Bdylece anjiotensin konverting enzim inhibisyonunun
siklosporin A ile iliskili hipertansiyonu onleyebilecegi ve kalp transplantasyonda
alicilarinin sodyum tutma durumunu iyilestirebilecegi gorilmiistiir (Hartmann ve ark.,
1993).

Yapilan baska bir ¢alisma, lisinoprilin, yan etkilere neden olmadan istenmeyen
reaksiyonlart indiikleyen diger antihipertansif ilaglarin yerini alma yetenegini
incelemistir. Bu ¢aligmada 88 hastaya diiiretikler, beta-blokerler, metildopa, klonidin,
vazodilatatorler ve kalsiyum antagonistleri dahil olmak {izere ila¢ kombinasyonlarini

verilmistir. Daha sonra kan basinci baglangi¢ seviyesine esit yada daha diisiik olana
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kadar giinde en fazla 40 mg’a kadar olmak sartiyla ilk doz olarak 10 mg lisinopril
verilmistir. Kan basinci iki haftada bir 6lgiilmiis ve yasam kalitesi, tedaviye baslamadan
once ve tedavi siiresince degerlendirilmistir. Lisinopril tedavisinin kan basincinda
Oonemli bir diisiise neden oldugu goriilmistiir. Ortalama sistolik kan basincinin
tedaviden once 167+19 mm Hg iken tedaviden sonra 147+14 mm Hg'ya distiigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda diyastolik kan basincininda ortalama 1016 mm Hg’dan
89+8 mm Hg 'ya distiigii gozlemlenmistir. Ortalama kalp hizinin da lisinopril
tedavisinden once ve sonra degismeden kaldig1 goriilmiistiir. Ayrica hi¢bir hastada ilag
tolerans1 gelismedigi ve ortostaza (ayaga kalkinca ani basing diismesi) veya tasikardi
(aritmi) gozlenmedigi belirtilmistir. Lisinopril tedavisinden sonra énemli bir yan etki
olusmadig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda daha Onceki tedaviler sirasinda olusan bacak
O0demi, kizarma, uyku bozukluklari, agiz kurulugu, bas agris1 ve iktidarsizlik gibi yan
etkilerin lisinopril tedavisinden sonra olusma sikliginin azaldigi gézlemlenmistir. Bu
calisma neticesinde lisinoprilin yasam kalitesini artirabilecek kadar giivenli ve etkili bir
ila¢ oldugu belirtilmistir (Rosenthal ve ark., 1995).

Kardiyoselektif bir B-adrenerjik bloke edici ajan olan atenolol, farkli derecelerde
siddetli hipertansiyona sahip 20 hastaya 8-12 hafta boyunca tek hipotansif ila¢ olarak
verilmistir. Hastalarin baslangigtaki sistolik kan basinc1 162-238 mm Hg (ortalama+
SEM 1964+5.5 mm Hg) ve diyastolik kan basinct 105-145 mm Hg (1184+2.5 mm Hg)
arasinda oldugu belirlenmistir. Hastalarin tigiinde hizlannmis hipertansiyon, alt1 hastada
efor dispnesi (eforla birlikte ortaya ¢ikan nefes darligi) ve kardiyomegali (kalp
biliylimesi) goriilmiis ve ayrica hastalarin tgiiniin diyabetik oldugu belirtilmistir.
Atenolol, giinde bir kez 100-300 mg dozlarinda hastalara verilmis ve bu hastalarin hem
sirt Uisti hem de ayakta kan basincimi kontrol edilmistir. Atenolol ile yapilan tedavi
sonrast 17 hastanin kan basinglarinda 20/10 mm Hg'den daha fazla kan basincinin
diistiigii gdzlemlenmistir (ibrahim ve Mossallam, 1981).

Atenololun klinik olarak en ¢ok kullanilan beta blokerlerden biri oldugu ve
siklikla hipertansiyonun randomize kontrollii c¢alismalarinda referans ilag olarak
kullanildig1 belirtilmistir. Bu ¢alismada atenololiin primer hipertansif hastalarda
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite iizerindeki etkisini sistematik olarak
degerlendirilmistir. Atenolol ile plasebo grubunun kiyaslanmasi ve ayrica diger

antihipertansif ilaglarin atenolol ile kiyaslanmasi yapilmistir. Atenolol ve plasebo
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gruplar arasinda kan basinicini diistirmede 6nemli farkliliklarin olmadig1 goriilmiistiir.
Ayrica atenololiin diger antihipertansiflerle karsilastirildiginda da tedavi kollar1 arasinda
kan basincinda diisme 6nemli bir farklilik gostermedigi goriilmiistiir. Bununla birlikte,
inme riski, atenololda plasebo grubuna gore daha diisiik olma egiliminde oldugu
gozemlenmistir. Ortalama 4-6 yil boyunca 6825 hastada kardiyovaskiiler mortalite veya
miyokardiyal enfarktiis takip edilmistir. Kardiyovaskiiler mortalite, atenolol tedavisi ile
diger antihipertansif tedavi karsilastirildiginda atenolol ile tedavi edilen grupta daha
yiiksek olma egiliminde oldugu belirlenmistir (Carlberg ve ark., 2004).

Hafif esansiyel hipertansiyonu olan 450 hastada, tek basina propranolol (P),
propranolol art1 hidroklorotiyazid (P+T), propranolol arti hidralazin (P+H), propranolol
art1 hidroklorotiyazit art1 hidralazin (P +T+H) ve reserpine art1 hidroklorotiazitin (R+T)
etkileri karsilastirilmistir. Hipertansiyona olan bu hastalara alti aylik bir tedavi
uygulanmistir. Bu hastalarin baslangigtaki diyastolik kan basinglar1 (BP) 90 mm Hg
olarak dikkate alinmistir. Alt1 aylik bir tedaviden sonra P +T+H verilen hastalarin %
92'sinde, R+T verilen hastalarin % 88'inde, P+T verilen hastalarin % 81'inde, P+H
verilen hastalarin % 72'sinde ve sadece P verilen hastalarin % 52'sinde kan basinglarinin
anlamli bir derecede diistligli gozlemlenmistir. Ayrica yapilan bu ¢alismada P+T ve P +
T+H ilaglar1 verilen hastalarin kan basincindaki diisiisiin P ve P+H ilaglar1 verilen
hastalarinkine gore daha etkili oldugu belirlenmistir (VACSG, 1967).

Inme egilimli spontan hipertansif ratlarda (SHRSP) beyin arteriolleri {izerine
anjiotensin konverting enzim inhibitérii olan perindopril ve bir B-blokeri olan
propranololun etkisi aragtirilmistir. Tedavi edilmemis ya da 3 ay boyunca giinde 2
mg/kg ve 0.3 mg/kg perindopril, 250 mg/kg propranolol tek basina veya perindoprilin
diisiik dozdaki kombinasyonu ile tedavi uygulanmis Wistar-Kyoto ratlar1 (WKY) ve
Spontan hipertansif ratlarinin (SHRSP)  beyin arteriollerin yapisi ve mekanigi
incelenmistir. Maksimum bir sekilde genisletilmis (EDTA ile) beyin arteriollerindeki
damar duvarlarinin enine kesit alani, dis ¢apt ve basinct Ol¢iilmiistiir. Spontan
hipertansif ratlara perindopril'in yiiksek dozu ya da propranolol kombinasyonu ve
perindoprilin ~ diisik  dozlu tedavisi uygulanmistir. Beyin  damarlarindaki
normallestirilmis ortalama basing degerleri ise Wistar-Kyoto ratlarinda 50+1 mm Hg’ye
kars1 50+1 ve 4342 mm Hg ve tedavi edilmemis spontan hipertansif ratlarda ise 9443

mm Hg olarak olgtilmistiir (P<0.05). Nabiz basinc1 Wistar-Kyoto ratlarinda 13+1 mm
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Hg’ye kars1 15+1,16+1 mm Hg ve tedavi edilmemis spontan hipertansif ratlarda 35+1
mm Hg olarak Sl¢iilmiistiir (P<0.05). Ayrica damar duvarlarinin enine kesit alan1 (CSA)
Wistar-Kyoto ratlarinda 1057+49 pm?’ye karsi 1103+53 pm? iken tedavi edilmemis
spontan hipertansif ratlarda 1281+62 p,mz’ye karst 1099+51 umz olarak olgiilmiistiir
(P<0.05). Buna karsilik, spontan hipertansif ratlarda perindopril veya propranolol diisiik
dozlari ile uygulanan tedavi tek basina arterioler nabiz basincini (24+1 ve 21+1 mm Hg)
normal degere getirememistir ve damar duvarlarinin enine kesit alanindaki (CSA) artist
da (1282+77 ve 1267+94 um?) énleyemedigi goriilmiistiir. Perindopril, propranolol ve
perindopril kombinasyonu ile yapilan tedavi belirgin bir sekilde spontan hipertansif
ratlarin (SHRSP) beyin damarlarinin dis ¢apmi arttirdigi (99+3, 103+£2) ve tedavi
edilmemis spontan hipertansif ratlarda ise 87+2 pum?® ye karsi 9843 pm? artis oldugu
goriilmistir (P<0.05). Ancak propranolol tek basina beyin damarlarinin dis ¢apini
arttirmadigr goriilmistiir (94+£3 mm; P>0.05). Bu bulgular spontan hipertansif ratlarin
(SHRSP) beyin damarinda hipertrofi (hacimsel olarak asir1 biiylime) iizerine anjiotensin
konverting enzim inhibitorlerinin etkisi, Ozellikle nabiz basinct ve damar basinci
etkisine bagli olmasma ragmen beyin damarlarindaki dis ¢apin azalmasi ile olusan
yeniden yapilanmanin basingtan bagimsiz olabilecegi gorilmiistir (Chillon ve
Baumbach, 1999).

Yapilan bir ¢alismada, giinde bir kez alinan 50 mg triamteren dozu, 25 mg
hidroklorotiyazid, 5 mg amilorid ve 50 mg hidroklorotiyazid etkileri randomize olarak
karsilagtirilmistir. Hafif ile orta siddette hipertansiyonu sahip olan ve diyastolik kan
basinclar1 90-115 mm Hg olan 84 eriskin hasta iizerinde calisilmistir. Ug haftalik
plasebo giris siiresinden sonra, alti haftalik tedavi periyodu ile birlikte toplam dokuz
hafta tedavi uygulanmistir. Triamteren-hidroklorotiyazid ve amilorid-hidroklorotiyazid
ilaclart uygulanan hastalarda, bu ilaglarin tedavinin son haftalarinda antihipertansif
etkileri karsilastirilmigtir. Bu iki ilag kombinasyonu kullanan hastlarda ortalama supin
sistolik ve diyastolik kan basinglar1 6nemli Olclide azaldigi goriilmiistiir. Triamteren-
hidroklorotiyazid alan 41 hastanin 24'inde kan basinct % 59 oraninda diiserken,
amilorid-hidroklorotiyazid alan 43 hastanin 29'unda ise kan basinci % 67 oraninda
diistiigli gozlemlenmistir (Maxwell ve ark., 1985).

Triamteren, hipertansiyon tedavisinde siklikla tiyazid ditiretiklerle birlikte

kullanilan potasyum tutucu bir diiiretiktir. Triamteren kortikal toplama kanalindaki
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epitelyal sodyum kanalin1 (ENaC) inhibe ederek, potasyum sekresyonunu azaltigi ve
boylece hipokalemi (kandaki potasyum disiikliigii) riskini distirdiigii belirlenmistir.
Triamterenin kan basinct (BP) tizerine bir etkisi olup olmadigi hakkinda fazla ¢alisma
olmadig1 belirlenmistir. Bu yiizden, hidroklorotiyazid (HCTZ) ile tedavi edilen
hipertansiyonlu hastalarda ek olarak triamteren kullaniminin kan basincinin (BP)
diisiiriilmesine etki saglayip saglamadigini belirlemek i¢in bu ¢alisma yapilmistir. Bu
calismaya 2004-2012 yillar1 arasinda hipertansiyon tanist konmus 17.291 hastanin
katildigr  belirtilmistir.  Hipertansiyon tanist  konmus hastalara triamteren+
hidroklorotiyazid (HCTZ ) karisimi ve tek basina hidroklorotiyazid (HCTZ ) ilaglar
verilmis ve bu hastalarin kan basinglar1 degerlendirilmistir.  Triamteren+
hidroklorotiyazid (HCTZ ) karisimi verilen hastalarin kan basincindaki diisiis tek basina
HCTZ verilen hastalara gore 3.8 mm Hg daha diisik oldugu goézlemlenmistir
(p<0.0001). Bu ¢alisma neticesinde triamterenin, hidroklorotiyazid (HCTZ )'nin kan
basincini diisirmeye olan etkisini arttirdigi bulunmustur. Ayni1 zamanda triamterenin
potasyum tutucu etkisine ek olarak, hipertansiyon tedavisinde kan basincini diisiirmede
etkili oldugu belirlenmistir (Tu ve ark., 2015).

Esansiyel hipertansiyona sahip ortalama yasi 50 olan yirmi alt1 hasta tek bagina
veya baska ilaglarla kombinasyon halinde, giinde 4 kez 2.5 mg indapamid ile tedavi
edilmistir. Tedaviden Once hastalarin ortalama kan basinglarmin 208/128 mm Hg
oldugu belirtilmistir. Esansiyel hipertansiyona sahip alti hastaya tek bagsina
hidroklorotiyazid, onbir hastaya rezerpin, veya dokuz hastaya metildopa, hidralazin,
propranolol, metoprolol veya guanethidin ile en az 6 aylik bir tedavi uygulandig:
belirtilmistir. Tedavi sirasinda indapamid hidroklorotiazidin yerini almak igin regete
edilmis ve antihipertansif ilaglar1 alan hastalar aynen tedaviye devam ettigi goriilmiistiir.
Sirt {istii Slgiilen ortalama kan basinci, dort haftalik tedavi sirasinda 148/93 mm Hg'den
hidroklorotiyazid ile 143/92 mm Hg'ye diiserken indapamid ile 135/86 mmHg'ye
distiigii goriilmiistiir. Boylece indapamidin, hidroklorotiyazide gore kan basincini
disirmede daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Calisma sonucunda esansiyel
hipertansiyona sahip hastalar indapamid ile tedavi sirasinda kendilerini ¢cok daha iyi
hissettiklerini sdyledikleri belirtilmistir (Lemieux ve Homme, 1983).

Distal renal tiibiiller tizerinde etkili oldugu disiiniilen bir metilindolin diiiretik

olan indapamidin, vaskiiler diiz kas vazopresor reaktivitesini diisiirdiigii ve muhtemelen
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bir kalsiyum-antagonist etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. Bir takim avrupali
arastirmacinin 1973'ten beri, hipertansiyona sahip 301 hastanin indapamid ile tedavi
edilmesine yonelik on altt calisma gergeklestirdikleri belirlenmistir. Yapilan bu
caligmalarda hafif hipertansiyona sahip hastalarin yaklasik % 53'inde, orta derecede
hipertansiyona sahip olan hastalarin ise yaklasik % 43'inde diastolik kan basincinda
tatmin edici bir diisiis oldugu gériilmiistir (90 mm'den diisiik Hg). Indapamidin
hipertansiyon tedavisinde geleneksel diiiretik ajanlarla karsilastiran klinik ¢aligmalarda
yapilmigtir. Yapilan kirk haftalik bir ¢alismada, hafif ve orta siddette sahip
hipertansiyon hastaliginin tedavisinde giinliik 50 mg olan hidroklorotiyazid ile giinliik
2.5 mg ve 5 mg'lik indapamidin antihipertansif etkileri karsilastirilmistir. Tedavi 6ncesi
hastalarin diyastolik kan basinglarinin ortalama 101 mm Hg oldugu belirtilmistir.
Tedavi siiresinde giinliik olarak 2.5 mg indapamid uygulanan hastalarda diyastolik
basing kan basmcinda 15 mm Hg'lik bir disiis, giinlik 5 mg indapamid uygulanan
hastalarda 16 mm Hg'lik bir diisiis oldugu gorilmistir. Ayn1 zamanda 50 mg
hidroklorotiyazid uygulanan hastalarin diyastolik basing kan basincinda ise 15 mm Hg
diisiis oldugu gozlemlenmistir. Hipertansiyona sahip hastalarda, giinlik 2.5 mg
indapamid alan hastalarin kan basinglarinda yaklasik % 75, 5 mg indapamid alan
hastalarin kan basincinda ise yaklasitk % 88 azalma oldugu goriilmiistir. Calisma
sonucunda indapamid, hafif veya orta dereceli hipertansiyonun tedavi edilmesinde iyi
bir toleransa sahip olan antihipertansif bir ajan, giiclii bir vazodilatatér ve kalsiyum-
antagonist dzelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Morledge, 1983).

Oligo-anurik hemodiyaliz hastalarinda spironolaktonun kan basinci ve renin-
anjiotensin-aldosteron sistemine etkisini degerlendirmek i¢in randomize, ¢ift Kor,
plasebo kontrollii, ¢apraz bir calisma gergeklestirilmistir. Sekiz hemodiyaliz hastasina 2
hafta boyunca giinde iki kez 50 mg spironolakton ve plasebo oral olarak uygulanmaistir.
Daha sonra 3 haflalik bir arinma peryodu uygulanmis ve hastalar 2 hafta daha tedavi
gormiistlir. Spironolaktonun 2 hafta siireyle uygulanmasi, hastalarin prediyaliz sistolik
kan basmcini 142.0+19.6'dan 131.4+18.2 mm Hg'ye dislrdiigi gozlemlenmistir
(P<0.05). Spironolakton plasebo ile karsilastirildiginda, iki haftalik tedavi sonrasinda
prediyaliz ve postdiyaliz plazma potasyum veya aldosteron konsantrasyonlar iizerinde
hicbir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda renin aktivitesi lizerine de higbir

etki gdstermemistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, spironolaktonun prediyaliz sistolik kan
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basincinmi diistirdiigli ayn1 zamanda oligo-anurik hemodiyaliz hastalarinda hiperkalemiye
neden olmadigi belirlenmistir (Gross ve ark., 2005).

Spironolaktonun 1960'lardan beri yiiksek tansiyonu tedavi etmek icin kullanilan
bir ila¢ oldugu belirtilmistir. Bu ¢alisma, spironolaktonun kan basincint disiiriip
diisirmedigini, spironolaktonun olumsuz etki profilini ve hipertansiyon igin
kullaniminin klinik etkisini aragtirmak i¢in yapilmistir. Aragtirmada, hem spironolakton,
hem de plasebo rastgele bir sirayla alinan toplam 137 hasta ile 5 ¢apraz deneme
yapimistir. Ayrica diger bir denemede 42 hastaya ve bu hastalarin 22’sine
spironolakton verilirken 20’sine de plasebo verilmistir. Bu calismalarda giinliik olarak
kullanilan spironolakton dozlar1 giinliik 25-500 mg arasinda degistigi belirtilmistir.
Caligmalardaki bu hastalara 4 ile 8 haftalik bir tedavi uygulandigi belirtilmistir.
Spironolaktonun klinik etkisi incelendiginde, ¢alismalarin higbirinde spironolaktonun
kalp krizlerine ve felglere neden oldugu hakkinda olumsuz bir rapor goriilmemistir.
Ayrica yapilan meta-analizler sonucun da spironolaktonun sistolik ve diyastolik kan
basincin1t plaseboya kiyasla yaklasik 20/7 mm Hg azalttigi gorilmiistiir. Boylece
hipertansiyon hastalarinda sprionolakton kullaniminin etkili olabilecegi belirtilmistir
(Batterink ve ark., 2010).

Flavan-3-ols ve prosiyanidinlerin anjiotensin | konverting enzim (ACE)
aktivitesi lizerinde bir inhibitor etkisine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu inhibitdr etkisinin
prosiyanidin olusturan epika¢in birimlerinin sayisina bagli oldugu belirlenmistir.
Flavan-3-ols ve prosiyanidinlerin inhibisyonunun, N-hippuril-L-histidil-L-16sin(HHL)
ve N-[3-(2-furil)akriloil]-L-fenilalanilglisilglisin (FAPGG) substratlar1 kullanilarak
yarismali oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda tetramer ve hekzamer franksiyonlarin
giiclii bir inhibitdr oOzelligine sahip oldugu belirlenirken bu franksiyonlarin K;
degerlerinin ise sirastyla 5.6 ve 4.7 uM oldugu belirlenmistir. Anjiotensin konverting
enzim (ACE) bir membran proteini olup flavanollerin ve prosiyanidinlerin ACE ile
etkilesiminin, membran ylizeyinde absorblanma kapasitesini belirleyen prosiyanidinler
tizerindeki hidroksil gruplarimin sayisiyla iligkili olabilecegini gostermistir (Actis-
Goretta ve ark., 2003).

Fermente istiridye sosun’dan (FOS) anjiotensin konverting enzim (ACE)
inhibitorii, SP-Sephadex C-25 iyon degisimi kromatografisi, Sephadex G-50 jel

kromatografisi, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak
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saflastirilmugtir. Istiridye 6 ay boyunca 20 °C sicaklikta agirlik¢a % 25 NaClI (w/w) ile
fermente edilmistir. Fermente istiridye sosu (FOS) 40 gozenekli bir elekten gegirildikten
sonra, elektrodiyalizler kullanilarak tuzu giderilmis ve liyofilize edilmistir. Daha sonra
fermente istiridye sosun’dan saflastirilan inhibitériin ICso degerinin 0.0874 mg/mL
oldugu hesaplanmistir. Ayrica saflastirilan inhibit6riin, anjiotensin konverting enzim
(ACE) aktivitesi 1lizerine yarigmali inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
Saflagtirilan inhibitor oral yoldan spontan hipertansif ratlara (SHRs) uygulanarak
antihipertansif etkisi degerlendirilmistir. Inhibitdr enjeksiyonundan sonra ratlarin kan
basincinin dnemli 6l¢iide azaldigi goriilmistiir (Je ve ark., 2005).

Yapilan bagka bir ¢alismada, keci siitiinden yapilan ticari bir kefirde gii¢li bir
anjiotensin  konverting enzim (ACE) inhibitér aktivitesi oldugu Dbelirlenmistir.
Fermantasyon sirasinda kazeinlerden salinan diisiik molekiil kiitleli peptidlerin esas
olarak bu aktiviteden sorumlu oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda HPLC-tandem Kkiitle
spektrometresi ile on alt1 peptid tanimlanmistir. Tanimlanan bu peptidlerden ikisi
PYVRYL ve LVYPFTGPIPN peptidleri gii¢lii bir ACE inhibitor 6zelligi géstermistir.
Ayn1 zamanda kefir peptidlerinin ACE inhibitor aktivitesi {lizerine gastrointestinal
sindirimin etkisi degerlendirilmistir. Bu peptidlerden bazilari, Corolase PP ile
hidrolizini takip eden pepsin inkiibasyonuna kars1 diren¢ gosterdigi belirtilmistir
(Quirds ve ark., 2005).

Yapilan bir c¢alismada brokoli (Brassica oleracea Italica) ekstraktlarindan
anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitorii saflastirilmis ve yapisi tanimlanmigtir.
Brokoli ekstraktlar1 % 50 aseton, etil asetat, n-biitanol ve su kullanilarak hazirlanmstir.
Daha sonra suda ¢oziinen brokoli ekstraktinin % 76.9 ACE inhibitor aktivitesine sahip
oldugu goriiliirtiken, diger organik solvent ekstraktlarinin ise ACE inhibitor
aktivitelerinin diisiik oldugu gézlemlenmistir. ACE inhibitor peptidi, Amberlite XAD-4,
Sephadex LH-20 ve yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemleri kullanilarak
saflagtirillmistir. Saflastirilan ACE inhibitor peptidinin bir tripeptit (Tyr-Pro-Lys) oldugu
belirlenmis ve ICso degerinin 0.5 pg protein/mL oldugu hesaplanmistir (Lee ve ark.,
2006).

Anjiotensin  konverting enzim (ACE) inhibitor peptidi, iyon degistirme
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve ters faz yiliksek performansli sivi

kromatografisi yontemleri kullanilarak karabugdaydan (Fagopyrum esculentum
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Moench) saflastirilmis ve tanimlanmistir. Karabugday proteini ekstresi, 30 dakika
boyunca suda (pH 9.0) karistirilarak hazirlanmistir. Ardindan 20 dakika 15,000 rpm'de
santrifiijleme iglemi yapilmistir. Protein ekstresi daha sonra bir YM-10 membrani
kullanilarak filtrelenmigtir. Daha sonra saflagtirilan ACE inhibitér peptidinin IC50
degeri protein sekanslama sistemi ve elektrosprey-LC-kiitle spektrometrisi ile 6.25 g
protein/ml olarak hesaplanmistir. Ayrica saflastirllan ACE inhibitdr peptidinin bir
tripeptid (Gly-Pro-Pro) oldugu belirlenmistir (Ma ve ark., 2006).

Proteinler, Ozellikle deniz kokenli proteinler, dogal ilaglar ve gida katki
maddelerinin potansiyel kaynaklaridir. Yapilan bu calismada ACE inhibitor peptidleri
kopek baligr eti hidrolizatindan ultrafiltrasyon, jel filtrasyonu ve RP-HPLC yontemleri
kullanilarak saflastirilmis ve tanimlanmistir. Saflatirilan peptidlerinin yiiksek ACE
inhibitér aktivitesine sahip olan 4 yeni peptid oldugu belirlenmistir. Ikincil Iyon Kiitle
Spektrometresi ile belirlenen peptid dizileri Cys-Phe, Glu-Tyr, Met-Phe ve Phe-Glu
olarak tanimlanmistir. Bu peptid dizilerinin tigli (Cys-Phe, Glu-Tyr ve Phe-Glu) yeni
ACE inhibitor peptitleri olarak kabul edilmistir. Tanimlanan ACE inhibitor
peptidelerinin 1Csy degerleri sirasiyla 1.96, 2.68 ve 1.45 uM olarak hesaplanmistir.
Hipertansiyon tedavisinde veya klinik beslenmede bu peptidlerin iyi bir potansiyele

sahip olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Wu ve ark., 2008).






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Mezbahanede yeni kesilmis sigir akcigeri laboratuara getirilerek akcigerin
degisik bolgelerinden 100 g kadar kesilerek alindi. Bu aliman kisim bir bistiiri
yardimiyla kiigiik kiibik parcalara ayrildi. Pargalanan akcigere 500 mL lik hacimde
3.0285 g Tris (50 mM, pH 7.4), tamponu igine ilave edildi. Bu karisim mikser
yardimiyla 3 dakika pargalanmaya maruz birakildi. Bu esnada mikserin etrafina buz
konularak 1smmmasi onlendi. Elde edilen homojenat daha ileri bir parcalanma igin

ultrasonik homojenizatérde 10-15 dakika homojenizasyon islemi uygulandi.

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, HepesNa (2-
[4-(2-hidroksietil) piperazin-1-il] etan siilfonik asit sodyum), FAPGG (N-[3-(2-
Furil)akriloil]-Fenil-Glisil-Glisin), ZnCl, (¢inko kloriir), sodyum tetra borat, serum
albumin, trihidroksimetilaminometan (Tris), B-merkapto etanol, lisinopril, MWGF 1000
jel filtrasyon markir (mavi dekstran, albiimin, alkol dehidrogenaz, -amilaz, karbonik
anhidraz, Apoferritin, Tiroglobulin), Sigma Chemical Comp.’den temin edildi.
N,N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED), akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid,
brom timol mavisi, bromfenol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum
persiilfat, AppliChem GmbH’den temin edildi. Sodyum kloriir, hidroklorik asit,
fosforik asit, sodyum azid, gliserin, etanol, metanol, asetik asit, Coomassie brillant blue
G-250, E. Merck AG’den satin alindi. Elektroforez markir LC5688 Himark Thermo

Fisher Scientific’ten temin edildi.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Spektrofotometre: Shimadzu UV Spectrophotometer UV-1800
Inkiibator: G24 Enviromental Incubatur Shaker

Sogutmali klinik santrifiij: Hettich Zentrifugen Universal 320 R
Klinik santrifiij: Hettich Zentrifugen Universal 320 R

pH metre: Inolab WTW series pH 720

Elektroforez tanki: P8DS Vertical Electrophoresis System (dikey)
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Gii¢ kaynagi: Thermo scientific

Peristaltik pompa: Eyela Micro Tube Pump MP-3

Peristaltik pompa: Easy-load master flex model 7518-10

Karigtiric1 (Vorteks): Mixer VM 20

Hassas terazi: Gec Avery

Hassas terazi: Shimadzu Uni Bloc AUW 220D

Afinite Kromatografisi kolonu: Sigma 1.5 cm x 30 cm

Jel filtrasyon kromatografisi kolonu: 2.25 cm x 55 cm cam kolon

Otomatik pipetler: Eppendorf, Volac (5-50 uL, 10-100 pL, 100-1000 uL)
Homojenizator: Wiggen Hauser 220-240 volt 50-60 Hz

Pargalayici mikser: Warning Commercial Laboratory Blender. Country of origin U.S.A.
Sabit sicaklik sirkiilasyon banyosu: Julabo Labortechnik GMBH D-7633

Sabit sicaklik sirkiilasyon banyosu: Grand Technical. Specification LTD 6G-20 to
100°C

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Biitiin ¢ozeltiler bidistile su kullanilarak hazirlandi.

3.1.3.1. Protein tayininde kullanilan ¢ozeltiler

1.) Coomassie brillant blue G-250 renk reaktifi (Protein tayininde kullanilan stok
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL % 95’lik etanolde ¢6ziildii. Bu
cozeltiye 100 mL % 95’lik ortofosforik asitten yavasca eklendi. Hazirlanan ¢dzeltinin
hacmi bidistile su ile 1 Lye tamamlandi.

2.) Standart serum albumin ¢ozeltisi (Protein tayininde kullanilan standart ¢6zelti): 10
mg sigir serum albumininden alinip bir miktar destile suda kopiirtiilmeden yavasca

¢oziildii ve hacmi bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.2. Aktivite ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler

1.) 50 mM HepesNa / 0.3 M NaCl / 10 uM ZnCl, pH 7.5: 3.254 g HepesNa, 4.38 g
NaCl ve 0.00034 g ZnCl, alinarak 200 mL bidistile suda ¢oziildii. HCI ¢ozeltisi ile pH

7.5’a ayarlandi. Daha sonra toplam hacim bidistile su ile 250 mL’ye tamamland.



51

2.) 1 mM FAPGG ¢ozeltisi: 0.01 g FAPGG alinarak % 5°1lik 1250 uL metanol i¢inde

¢oziildii ve hacmi bidistile su ile 25 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.3. Kolon dolgu maddesi icin kullanilan c¢ozelitler

1) ImM HCI: 0.041 mL HCI alinarak bir miktar bidistile suda ¢6ziildii ve hacmi
bidistile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

2.) 0.2 M NaHCO3;/ 0.5 M NaCl / 5mM Lisinopril pH=8.3 (Kolon dolgu maddesini
ligandla birlestirmek i¢in kullanilan tampon): 0.804 g NAHCO; ve 1.461 g NaCl
alinarak 40 mL bidistile suda ¢oziildii. pH’s1 8.3’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim 50
mL’ye tamamlandi. Cozeltiye 0.1104 g lisinopril eklendi ve ¢ozelti 1 gece 4 °C de
bekletildi.

3.) 0.1 M Tris-HCI pH=8,5 (Kolon dolgu maddesini yikamak i¢in kullanilan tampon):
6.057 g Tris alinarak 450 mL bidistile suda ¢oziildii. HCI ¢ozeltisi ile pH 8.5’a
ayarlandi. Daha sonra toplam hacim bidistile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

4) 0.1 M K-asetat / 0.5 M NaCl pH=4,5 (Kolon dolgu maddesini yikamak igin
kullanilan tampon): 4.907 g K-asetat ve 14.61 g NaCl alinarak 450 mL bidistile suda
¢oziildii. pH 4.5’a ayarlandi. Daha sonra toplam hacim bidistile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

3.1.3.4. Afinite kromatografisi kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1.) 20 mM Tris / 0.3 M NaCl pH=8.0 (Kolonunun paketlenmesi ve dengelenmesi igin
kullanilan tampon): 2.423 g Tris ve 17.532 g NaCl alinarak 950 mL bidistile suda
¢ozildi. pH’s1 8.0’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim bidistile su ile 1L’ye
tamamlandi.

2.) 20 mM Tris / 0.3 M NaCl pH=8.0 (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kromatografisi kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 2.423 g Tris ve 17.532 ¢
NaCl alinarak 950 mL bidistile suda ¢oziildii. pH’s1 8.0’e ayarlandiktan sonra toplam
hacim bidistile su ile 1L’ye tamamlandi.

3.) 50 mM Na;B407.10H,0 (Sodyum borat) pH’s1 9.0 (Afinite jeline tutunmus olan
anjiotensin konverting enzimin eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 1.907 g Sodyum borat
90 mL bidistile suda ¢oziildi. pH 9.0’a ayarlandi ve daha sonra toplam hacim bidistile

su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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4.) % 0.02°’lik NaN3 (Sodyum azid) ¢ozeltisi (Kromatografi kolon meteryallerini
bakterilerden korumak igin): 10 mg NaNj alinarak 50 mL bidistile suda ¢ozildi.

3.1.3.5. SDS-PAGE elektroforez i¢in kullamlan c¢ozeltiler

1.) 1.5 M Tris-HCI (pH= 8.8): 18.17 g Tris (0.1 mol) tartilarak 80 mL bidistile suda
¢ozildi, pH ayar1 yapildiktan sonra hacmi bidistile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.) 0.5 M Tris-HCI (pH= 6.8): 6.057 g Tris (0.1 mol) tartilarak 80 mL bidistile suda
¢ozildi, pH ayar1 yapildiktan sonra hacmi bidistile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.) % 30 Akrilamid - % 2.7 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 14.6 g akrilamid, 0.4 g bisakrilamid
40 mL bidistile suda ¢6ziildii ve hacmi bidistile su ile 50 mL’ye tamamland.

4.) % 10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak bidistile su
ile hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

5.) % 10’Iuk SDS: 1 g SDS tartilarak bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

6.) Yiritme tamponu: 3.028 g Tris ve 14.410 g glisin tartilarak 950 mL bidistile suda
¢ozilildi, % 10’luk SDS’den 10 mL ilave edildi, pH= 8.3’e ayarlandi ve toplam hacim
bidistile su ile 1 L’ye tamamlandi.

7.) Numune tamponu: 1.5 M Tris-HCI (pH= 6.8)’den 2.5 mL, % 10’luk SDS’den 4 mL,
% 100°lik gliserinden 2 mL ve B-merkaptoetanolden 1 mL alinarak hacmi bidistile su
ile 10 mL’ye tamamlandi.

8.) Jel boyama ¢ozeltisi: 40 mL metanol, 7 mL asetik asit ve 0.025 g Coomassie brillant
blue R-250 reaktifinin ¢oziilerek hacim bidistile su ile 100 mL’ye tamamland:

9.) I. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL bidistile su
karigtirilarak elde edildi

10.) II. Jel yikama ¢ozeltisi: 5 mL metanol, 7 mL asetik asit ve 88 mL bidisitle su
karistirilarak elde edildi

11.) Su ile doyurulmus n-biitanol: 10 mL n-biitanol ve 1mL bidistile su karistirildi.

12.) % 0.1’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0.01 g indikator, 1 mL bidistile su icerisinde

¢ozlindii ve toplam hacim bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.6. Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan ¢ozeltiler

1.) 50 mM Tris / 100 mM KCI pH=7.5 (Kolonunun paketlenmesi ve dengelenmesi i¢in
kullanilan tampon): 6.057 g Tris ve 7.455 g KCI alinarak 950 mL bidistile suda ¢6ziildii.
pH’s1 8.0°e ayarlandiktan sonra toplam hacim bidistile su ile 1L ye tamamlandi.

2.) % 5 Gliserin ¢ozeltisi: 500 pL gliserin 2mL 50 mM Tris / 100 mM KCI tamponunda
¢ozildi ve toplam hacim 10 mL’ye 50 mM Tris / 100 mM KCI tamponu ile
tamamlandi.

3.) Mavi dekstran ¢ozeltisi (bosluk hacminin belirlenmesi igin): 4 mg mavi (blue)
dekstran (2 mg/mL) 2 mL % 5 gliserin igeren dengeleme tamponunda ¢oziildi.

4.) Standart protein ¢ozeltileri: Albumin 20 mg (10 mg/mL), Alkol dehidrogenaz 10 mg
(5 mg/mL), B-Amilaz 8 mg (4 mg/mL) Karbonik anhidraz 6 mg (3 mg/mL) Apoferritin
20 mg (10 mg/mL), Tiroglobulin 16 mg (8 mg/mL)tartilarak her bir protein 2 mL % 5

gliserin iceren dengeleme tamponunda ¢oziildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Protein tayini
3.2.1.1. Kalitatif protein tayini

Afinite kolonundan elde edilen fraksiyonlarin her birinin Kalitatif protein
tayinleri yapildi. 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans goOstermesi esasina dayanilarak kalitatif protein tayini
yapilmaktadir (Carlberg ve Mannervik, 1981). Sigir akcigerinden elde edilen enzim
numunelerinde kalitatif protein tayini bu yonteme gore belirlendi. Fraksiyonlar kuvarts
kiivetlere alinarak absorbanslar1 kore karsi okundu. Kor olarak eliisyon tamponu

kullanildi.

3.2.1.2. Bradford yontemiyle kantitatif protein tayini

Afinite kolonundan elde edilen fraksiyonlarin her birinin kantitatif protein
tayinleri yapildi. Bu yontemde o-fosforik asitli ortamda proteinler Coomassie Brillant
Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmakta ve bu kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gostermektedir. Negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250

bu yontemde boya olarak kullanilir ve protein tizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin
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kirmizi (maksimum dalga boyu 465 nm) ve mavi (maksimum dalga boyu 596 nm)
formu mevcuttur. Proteinin boya lizerindeki negatif yiike baglanmasiyla kirmizi form
mavi forma dontisiir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelismektedir (ortalama 2
dk.). Protein-boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-
100 pg dir. Reaksiyon ¢ok fazla tekrarlanabilir ve hizli bir sekilde olusur. Reaksiyon
yaklasik olarak iki dakikada tamamlanir. Renk stabilitesi yaklasik iki saatin tizerinde
devam etmektedir. Renk olusumunda proteinin amino asit bilesiminin (6zellikle arginin
gibi bazik aminoasitler ile aromatik amino asitler) reaksiyon iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. (Bradford, 1976).

Olgiim su sekilde yapildi; 1 mL’sinde 1mg protein iceren standart sigir albumin
¢ozeltisinde tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL alindi. Tiim tiiplerin
hacmi bidistile su ile 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250
reaktifi tiiplere ilave edilerek vorteks mikser ile karistirildi. 10 dk inkubasyondan sonra
595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0.1
ml ayni tampon ve 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinden olusan ¢ozelti
kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri kullanilarak
standart grafik ¢izildi.

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden (her bir fraksiyondan) ayr1 ayr1 0.1 mL alind1.
5 mL Coomassie reaktifi ilave edildi ve vorteks ile karigtirilarak 10 dk inkiibasyona
birakildi. Yine kor olarak 0.1 mL ayni tampon ve 5 mL Coomassie reaktifinden olusan
cozelti kullanilarak 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir fraksiyon igin

bulunan absorbans degerleri standart grafikten pg.protein degerine ¢evrildi.

3.2.2. Afinite kolonunun hazirlanmasi

Onceden aktive edilmis kolon dolgu maddesine biyospesifik ligandlart
baglayarak afinite kromatografisinin kullanim1 ve hazirlanmas1 bagarili ve iyi
belgelenmis teknikle yaygin sekilde kullanilmaktadir. NHS-activated Sepharose 4 Fast
Flow mevcut kimyasallarla birlestirme seceneklerini artiran, 6nceden aktive edilmis bir
agaroz matriksdir. NHS (N-hidroksisiiksinimid) primer amino gruplar1 igeren
ligandlarla kimyasal olarak amid bagli formlar1 birlestirmektedir. NHS-activated
Sepharose 4 Fast Flow bir bosluk kolu saglar ve o6zellikle kiiciik protein ve peptid

baglar1 i¢in uygundur. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow; 6-amino hekzanoik asit
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aralayici kol ve sepharose 4 fast flow maddesinin birlestirilmesi ile hazirlanmis yiiksek
derecede c¢apraz bagh (boncuk sekillendirilmis) bir pre-aktif matrikstir. Terminal
karboksil grup N- hidroksisiiksinimid ile esterleserek aktive edilmistir. Primer amino
grubu igeren ligandlar kimyasal agidan ¢ok kararli bir amid bagi olusturmak i¢in bu
aktif maddeye dogrudan baglanmaktadir. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow yiiksek
aktivitesini korumak i¢in kullanilmadan o6nce uzaklastirilmasi gereken % 100
izopropanol iginde bir siispansiyon olarak temin edilir. Kolon dolgu maddesinden
izopropanoliin uzaklastirilmasi i¢in talimatlar ve ligand ile birlestirmek i¢in asagidaki
islemler yapildi. Birlestirme basamagindan Once On-aktive edilmis kolon dolgu
maddesinin baglanma kapasitesini maksimum seviyede tutmak i¢in ¢ozelitler sogukta
(0°C’den 4°C’ye) kullanildi, tiim yikama basamaklarinin zaman araligi azaltildi ve
ligandla birlestirilmeden once tiim ¢ozeltiler hazirlandi.

NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow (25 mL) oénce 1 mM soguk HCI ile
yikandi. Daha sonra kolon dolgu maddesinin iizerine birlestirme tamponu (0.2 M
NaHCO3/0.5 M, NaCl/5 mM Lisinopril) eklendi. Birlestirme normal olarak oda
sicakliginda ¢ok hizli gergeklesir. Bu yiizden ligandin biyolojik aktivtesini siirdlirmesi
icin birlestime zamanm optimize etmek c¢ok ©nemlidir. Reaksiyon 4 °C’de
gergeklestirildi ve bir gece 4 °C’de bekletildi. Birlestirme tamamlandiktan sonra kolon
dolgu maddesi {izerindeki herhangi tepki vermeyen gruplarin (non-reeacted)
engellenmesi igin 0.1 M Tris-HCI (pH 8.5) ¢ozeltisi iginde birkag saat bekletildi.
Birlestirmeden sonra kolon dolgu maddesi iki farkli tampon (sirasiyla yiiksek ve diisiik
pH) degistirilerek yikandi. 0.1 M Tris-HCI tamponu (pH 8.5) ve 0.1 M asetat tamponu
(pH 4.5) kullanildi ve bu doniisiim 3-6 kez tekrarlandi. Bu islemlerden sonra NHS-
activated Sepharose 4 Fast Flow iizerine dengeleme tamponu (20 mM Tris/0.3 M NacCl,
pH=8.0) eklenerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel 2.25cm x 55 cm kapali
sistemden olusan sogutmali kolona yerlestirilerek paketlendi. Kolona eklenen jel
coktiikten sonra peristaltik pompa kullanilarak dengeleme tamponu ile 3 giin boyunca
dengelendi. Eluat ile dengeleme tamponunun 280 nm’de absorbanslarinin birbirine
esitlenmesinden kolonun dengelenmis oldugu belirlendi. Bu sekilde afinite kolonu

saflagtirma yapmak i¢in hazir hale getirilmis oldu.
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3.2.3. Sigir akcigeri anjiotensin konverting enziminin saflastirilmasi
3.2.3.1. Sigir akcigeri eldesi

Mezbahanede yeni kesilmis taze sigir akcigeri laboratuara getirildi. Akigerin
degisik bolgelerinden 100 g kadar kesilerek alindi. Bu alinan kisim bir bistiiri
yardimuiyla kiiciik kiibik parcalara ayrildi. Pargalanan akciger 500 ml lik hacimde 3.0285
g Tris (50 mM, pH 7.4), tamponu i¢ine eklendi. Bu karigim mikser yardimiyla 3 dakika
par¢alanmaya maruz birakildi. Bu esnada mikserin etrafina buz konularak i1sinmasi
onlendi. Elde edilen homojenat daha ileri bir pargalanma ig¢in ultrasonik
homojenizatorde 10-15 dakika uygulandi.

Karistirma sirasinda beherin etrafina buz birakildi ve daha sonra beherdeki
karisim santrifiij tliplerine konup sogutmali santrifiij cthazinda 8000 devirde +4 C’de
santrifiij edildi. Bu islem birka¢ kez yapildi. Santrifiijden sonra tiipiin ist kismindaki

stvi alinarak saflagtirma isleminde kullanilmak iizere derin dondurucuda saklandi.

3.2.3.2. Sigir akcigerinin afinite kolonuna uygulanmasi ve enzim eliisyonu

2.25cm x 55 cm boyutlarindaki afinite kolonuna NHS-activated Sepharose 4
Fast Flow kolon dolgu maddesi Tris tamponu ile yiiklendi. Sigir akcigeri Tris tamponu
ile dengelenmis olan NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow afinite kolonuna peristaltik
pompa kullanilarak uygulandi. Akciger ¢ozeltisinin tamami kolondan gectikten sonra
kirmiz1 renk tamamen yok oluncaya kadar dengeleme tamponu gecirilmeye devam edildi
ve bu sekilde kolonun yikanmasi saglandi. Daha sonra kolondan 20 mM Tris/0.3 M
NaCl (pH=8.0) gegirilerek yikandi. Bu yikama, spektrofotometrede takip edilerek
kolona giren ve kolondan ¢ikan tamponun absorbans degerleri esit oluncaya kadar
devam edildi. Kolon yikandiktan sonra eliisyon tamponu (50 mM Na;B;07.10H,0, pH=
9.0) ile eliie edildi. Bu yontem Pantaliano metodundan modifiye edilmistir (Pantaliano,
1984; Sabeur ve ark., 2001).

Sigir akcigerinden Saflastirilan ACE ile galigilirken literatiirde kullanilan optimal
sartlar uygulandi. Eliisyonlar 3’er mL olacak sekilde tiiplere alindi, her birinde aktivite
degerleri okundu. Yiiksek enzim aktivitesi gosteren tiipler birlestirildi. Birlestirilen bu

tiiplerden olusan stok enzim ¢dzeltisinin son aktivitesi belirlendi. Tiipler daha sonra
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gerek kinetik calismalar ve gerekse enzim karakterizasyon calismalarinda kullanilmak

tizere kiiclik porsiyonlar halinde derin dondurucuda saklandi.

3.2.4. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ACE’in safliinin

kontrolii

ACE saflastirildiktan sonra % 4-10 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilarak enzimin saflik derecesi kontrol
edildi (Laemmli, 1970). Oncelikle elektroforez plakalar1 su ile ve daha sonra alkol ile
iyice yikandi. Plakalarin her iki kenarinda aralik olusturucu gubuklar kullanilarak
plakalar iist tiste getirildi ve kiskaglarla tutturuldu. Plakalar sabitlestirildikten sonra
icerisinde sizdirmay1 engelleyen siinger iceren jel hazirlama kabinine konuldu. Once
ayirma jeli hazirland1 ve enjektorle plakalarin arasina iist kesimde 0.3 cm kalincaya
kadar dolduruldu. Bu jelin donmasi beklenirken iizerine ince bir n-biitanol tabakasi
dokiilerek jelin piiriizsiiz olmasi saglandi (dokme islemi yana egilerek yapilir). Bir saat
ayirma jelinin donmasi beklenip ayirma jelinin katilastigi belirlendikten sonra yigma
jeli hazirlandi. Hazirlanan yi1gma jeli, ayirma jelinin iist kismindaki bosluga dolduruldu
ve numune kuyucuklarini olusturmak igin tarak jelin igine dikkatli bir sekilde
yerlestirildi. Tarak uglarinda hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi (hava kabarcigi
olusur ise oksijen, polimerizasyonu inhibe edecek ve kuyucuklarin alt tarafindaki jel
yiizeyinde bozukluga neden olacaktir). Yigma jelinin katilagmasi beklenirken 1slatilmis
slizgeg kagidi sistemin tizerine kapatildi ve jelin iist kismimnin ¢ok kurumasi engellendi.
Yigma jelinin katilastigi belirlendikten sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak
numune kuyulari belirlendi. Her bir kuyucuk saf su ile yikandi, daha sonra kuyucuklar
yiirlitme tamponu ile dolduruldu ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiirlitme tamponu dolduruldu.
Enzim o6rneklerine numune tamponu eklendikten sonra iizerine takip boyasi olarak %
0.1 bromtimol mavisi damlatildi. Toplam hacim 200 pL olacak sekilde 1/1 oraninda
numune tamponu eklendi ve bu karisim 65 °C’de su banyosunda 90 saniye bekletildi.
Her bir kuyucuga 20, 30, 40 ve 50 uL enzim Ornegi ilave edildi. Numuneler ince bir
enjektor ile jeldeki kuyulara enjekte edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan
(+) anot, ist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 60 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve

ornekler ayirma jeline kadar gelerek burada birikti. Sonra akim 80 volt’a ¢ikartilarak
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numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitme islemine devam edildi. Numune
tamponuna katilan brom timol mavisi ile numune bantlar takip edildi ve takip boyasi
asagiya ulastiginda akim kesildi. Yiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar
arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve jel boyama c¢ozeltisine birakildi ve
calkalayic1 lizerinde 2 saat bekletilerek boyanmasi saglandi. Jel boyandiktan sonra
¢ozeltiden ¢ikarilarak |. yikama ¢ozeltisine birakildi. Daha sonra bantlarin daha iyi
belirginlesmesi i¢in jel II. yikama c¢ozeltisine birakildi. Jelin rengi agilip, protein
bantlar1 belirginlesene kadar c¢alkalayici ilizerinde yikanan jel cikarilarak fotografi
cekildi (Sekil 4.5).

Ayirma jeli: 5 mL 1.5 M Tris-HCI (pH= 8.8), 6.6 mL % 30 akrilamid-% 2.7
bisakrilamid, 0.2 mL % 10’luk SDS, 6.6 uL TEMED, 100 puL % 10’luk amonyum
persiilfat (APS) ve 8 mL bidistile su karistirildi.

Yigma jeli: 2.5 mL 0.5 M Tris-HCI (pH= 6.8), 1.33 mL %30 akrilamid % 2.7
bisakrilamid, 0.1 mL % 10’luk SDS, 5 uL. TEMED, 50 pL % 10’luk APS ve 6.1 mL
bidistile su karigtirildi. APS ¢ozeltisi taze hazirlandi ve jel ¢6zetisi karistirilirken hemen
APS eklendi.

Cizelge 3.1. SDS-PAGE elektroforezi i¢in ayirma jeli ve yigma jeli konsantrasyonlari

Avirma Jeli Yigma Jeli

Tris-HCI (pH= 8.8) 5mL -
Tris-HCI (pH= 6.8) - 2.5mL
% 30 akrilamid-% 2.7 bisakrilamid 6.6 mL 1.33mL
% 10’luk SDS 0.2mL 0.1 mL
TEMED 6.6 uL 5ul

% 10’luk APS 100 uL 50 uL
Bidistile su 8 mL 6.1 mL

3.2.5. Sigir akcigeri ACE’in alt birimlerinin SDS-PAGE ile molekiil agirhklarimin
belirlenmesi
Sigir akcigeri ACE enziminin alt birimlerinin molekiil agirligini belirlemek igin
sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. SDS proteinleri denatiire
ederek alt birimlerine ayirir. Elektroforez resminde gozlenen bant toplam molekiil
kiitlesi degil, alt birimlerinin molekiil agirhigidir. Bu amagla yapilan elektroforez
3.2.4’te anlatildig1 gibi yapildi. Enzimin alt birimlerinin molekiil agirligin1 belirlemek

igin standart protein karigimi (protein markiri)’dan da yiritiilmesi gereklidir. Bu
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nedenle molekiil agirliklar1 40 kDa ile 500 kDa araliginda degisen standart
proteinlerden olusan ticari kit LC5688 Himark Thermo Fisher kullanildi. Jel hazirlanip
elektroforez tankina yerlestirildikten sonra kuyulardan birine 5 pL standartlari igeren
cozelti yiiklendi. Diger kuyulara ise enzim numuneleri tatbik edilerek yiiritiildii.
Yiriitme islemi bittikten sonra jel boyama ve yikama isleminden sonra jelin fotografi
cekildi. Enzim ve standartlarin R degerleri Rf = enzimin yiirlime mesafesi/boyanin
yiiriime mesafesi formiiliinden hesaplanarak Ri=log Ma standart grafigi olusturuldu. Bu
grafikten ve grafigin denkleminden yararlanarak R; degeri hesaplanan sigir akcigeri

anjiotensin konverting enzimin molekiil agirlig1 hesaplandi (Sekil 4.6) (Laemmli, 1970).

3.2.6. Sigir akcigeri ACE’in jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhgimin
belirlenmesi

Jel filtrasyon kromatografisi proteinlerin boyutu ve molekiil agirligini belirlemek
icin kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde protein ¢ozeltisi kolona verilirken biiyiik
proteinler porlara giremez ama kiigiik proteinlerden daha hizli kolondan ¢ikarak akarlar.
Bu protein molekiilleri molekiil agirligr biiyilikten kiigiige dogru azalarak kolondan eliie
edilir. Bilinmeyen proteinlerin molekiil agirliginin belirlenmesi, molekiil agirlig: bilinen
protein standartlarinin Ve/V, degeri ile bilinmeyen proteinin V¢/V, orani kiyaslanarak
bulunur (Ve eliisyon hacmi ve V, bosluk hacmidir) verilen kolonun V, degeri mavi
dekstran gibi biiyiik bir molekiiliin (molekiil agirligi ~2000 kDa) eliisyonu i¢in istenen
akig (artik) hacmine dayanir. Protein standartlarmin bilinen molekiil agirliklarinin
isaretli logaritmalar1 onlarin kendi V¢/V, degerlerine karsi bir lineer kalibrasyon egimi
tiretir (Whitaker, 1963; Andrews, 1965).

V/V, aslinda kolon biiyiikliigli ve protein konsantrasyonundan bagimsizdir ama
bazi1 proteinler i¢in sicaklii bagl olabilir. Eger protein jel ile kompleks olusturuyorsa,
bliyiik miktarda karbohidrat igeriyorsa, biiyiik kompleksler agregat olusturuyorsa veya
kullanilan kosullar altinda alt birimlere ayrisiyorsa giivenilir olmayan molekiil
agirliklar elde edilebilir. Saf olmayan bir proteinin molekiiler agirlig1 eger protein i¢in
spesifik bir tanima (algilama) metodu mevcut ise jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak belirlenebilir (Whitaker, 1963; Andrews, 1965).
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Jel filtrasyon kromatografisi ile ACE’nin molekiil agirliginin belirlenmesi igin
15 g Sephadeks G-100 (40 mL yatak hacmi elde etmek i¢in) 250 mL saf su i¢ine alind.
Bir gece oda sicakliginda ve karanlikta bekletilerek polimer materyal (Sephadeks G-
100) sisirildi. Daha sonra sisirilmis materyalin igindeki hava, su trompu ile
vakumlanarak uzaklastirildi. Polimer materyal pH 7,5 100 mM KCl i¢eren 50 mM Tris-
HCI tamponuyla dolu 2.25 cm x 55 cm boyutlarindaki 219 mL hacimli kolona verildi ve
kolonun i¢inde hava kabarcigi kalmasimi engelleyecek sekilde paketlenerek ayni
tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini belirlemek igin, iistten
eklenen tamponla alttan alinan tamponun 280 nm’de absorbans degerleri belirli
araliklarla 6l¢iildii ve bu absorbans degerleri ayni oluncaya kadar dengeleme islemi
stirdiiriildi. Kolonun akis hizi 3 mL/h olarak ayarlandi ve kolona mavi dekstran
cozeltisi verilerek bosluk hacmi belirlendi. Sigir akcigeri anjiotensin konverting
enzimin molekiil agirligimin belirlenmesinde kullanilacak olan standart grafigi elde
etmek i¢in 6nce kolona standart proteinler verildi. Standart olarak, mavi (blue) dekstran
(2 mg/mL); 2 000 kDa ve standart protein ¢ozelitleri; Albumin 66 kDa (10 mg/mL),
Alkol dehidrogenaz 150 kDa (5 mg/mL), B-Amilaz 200 kDa (4 mg/mL), Karbonik
anhidraz 29 kDa (3 mg/mL), Apoferritin 443 kDa (2 mg/mL), Tiroglobulin 669 kDa (8
mg/mL ayr1 ayri kolona uygulandi (Whitaker, 1963; Andrews, 1965).

Bosluk hacmini belirlenmesi i¢in 2 mg/mL konsantrasyonda % 5 gliserol igeren
dengeleme tamponunda (50 mm Tris/100 mM KCI, pH=7.5) mavi dekstran (blue
dextran) kolona verildi. Mavi dekstran konsantrasyonu pik fraksiyonu yaklasik ~1
olacak sekilde 280 nm’de absorbans alindi ve bosluk hacmi (V) belirlendi. Eliisyon
hacmi i¢in dengelenen kolonun, jel {izerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine indirildi.
Kolona her bir protein ¢ozeltisinden 2 mL uygulandi. Kolona uygulanan protein
cozeltisi jel tarafindan tamamen absorplandiktan sonra iizerine birka¢ mL eliisyon
tamponu (pH’st 7,5 100 mM KCI igeren 50 mM Tris-HCI) eklenerek tekrar jele
yedirildi. Daha sonra kolonun {istiine eliisyon tamponu eklenerek, eliiatlar 1’er mL
olacak sekilde tiiplere alindi. Kor olarak eliisyon tamponu kullanildi ve toplanan
eliatlarin 280 nm’de absorbanslar1 o6lgiildii. Daha sonra bu absorbans degerleri
kaydedildi. 280 nm’deki absorbans degerleri 0 oluncaya kadar eliisyon islemine devam
edildi. ACE eliie edilirken alinan tiiplerin spektrofotometrede 345 nm’de aktiviteleri

Olctildii. 280 nm’de kalitatif 6l¢iim icin alinan absorbans degerleri tiip sayisina karsi
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grafige gecirildi. Daha sonra ACE’in molekiil agirhigini belirlemek amaci ile her bir
protein icin ayr1 ayr1 Ky degerleri ve Log Ma degerleri hesaplandi. Log Ma-K,, grafigi
cizildi. Sigir akcigeri anjiotensin konverting enziminin K,, degeri belirlenerek grafik
denkleminden enzimin dogal halinin molekiil agirligi hesaplandi. Asagidaki formiil
kullanilarak Kg, degeri hesaplandi. Bu degerler ve molekiil agirligi bilinen standart
proteinlerin Log Ma degeri ile Log Ma-Ka, grafigi ¢izildi ve bu grafikten ACE’in
molekiil agirhigr hesaplandi (Whitaker, 1963; Andrews, 1965; Keha ve Kiifrevioglu,
2012) (Sekil 4.7).

Ve - Vo
Vt - Vo

Vo= Bosluk (void) hacmi, V= eliisyon, V= kolon yatak hacmi

Kav =

(3.1)

3.2.7. Enzim aktivitesinin 6l¢iimii

Aktivite Ol¢limii i¢in; kontrol (kor) ve numunu olmak iizere iki tiip alindi ve
tiiplerin her birine 100 pL uygun saf enzim eklendi. Daha sonra Kontrol tiipiine 900 pL
HEPES tamponu eklendi ve karistirildi. Spektrofotometre kontrol kiiveti ile sifirlandi.
Numune tiiptine ise 700 uL 50 mM (pH 7.5) HEPES tamponu ve 200 mL 1 mM’lik
substrat (FAPGG) eklendi ve karistirildi ve 345 nm’de absorbans 6l¢iildii. Numune tiipii
30 dakika 35°C’de inkiibasyona birakildi. 30 dakika sonra tiiplerin 345 nm’deki

absorbanslar1 tekrar ol¢iilerek absorbanslarindaki azalis miktar1 bulundu.
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ACE
FAPGG » FAP + GG
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Yukaridaki reaksiyonda reaksiyona giren FAPGG 345 nm’de maksimum

absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamina katilan ACE enzimi

FAPGG’nin

azalmasina sebep olmaktadir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 345 nm’de takip

edilmektedir. Bu yontem Holmquist metodundan modifiye edilmistir (Holmquist ve
ark., 1979; Andujar Sanchez ve ark., 2003).

Enzim iinitesi hesaplamalarinda asagidaki formiil kullanildu.

AOD Vc
=——X—X
0.517 Ve

A: mL basina enzim tinitesi (EU/mL)

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

V.. Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

Ve: Olgiimiin yapildig: kiivete eklenen enzim numunesinin hacmi

f: Seyreltme faktorii

(3.2)
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0.517 mM™* cm™: Ekstinksiyon katsay1st

3.2.8. Etken Madde Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismamizda kaptopril, lisinopril, fosinopril, atenolol, propranolol, triamteren,
indapamid, spironolakton etken maddeleri kullanildi.
Kaptopril; 0.5 mikrogram kaptopril bilesigi tartilarak alindi, bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Lisinopril; 10.5 mikrogram lisinopril bilesigi tartilarak alindi daha sonra bir miktar saf
suda c¢oziindiikten sonra saf suyla hacmi 100 mL’ye tamamlanda.
Fosinopril; 21 miligram fosinopril bilesigi tartilarak alindi ve bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Triamteren; 3 mg triamteren bilesigi tartilarak alindi daha sonra bir miktar saf suda
¢ozlindiikten sonra hacmi saf su ile hacmi 5 mL’ye tamamlandi.
Atenolol; 5 mg atenolol bilesigi tartilarak alindi ve bir miktar saf suda ¢oziindiikten
sonra hacmi saf su ile hacmi 3 mL’ye tamamland.
Propranolol; 5 mg propranolol bilesigi tartilarak alindi ve bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra hacmi saf su ile hacmi 3 mL’ye tamamlandi.
Indapamid; 25 mg indapamid bilesigi onceli olarak bir miktar saf su igerisinde
¢ozdiiriilmeye c¢aligildi ancak indapamid suda ¢oziinmedi daha sonra 1 mL metanolde
¢Ozdiikten sonra iizerine saf su koyunca ¢okme gergeklesti.
Spironolakton; 5 mg spironolakton bilesigi tartilarak alindi daha sonra 3 mL saf su, 1
mL metanol i¢inde ¢ozdiiriilmeye calisildi ancak spironolakton saf suda ve metanolde

¢Oziinmedi.

3.2.9. ACE ile yapilan kinetik ¢calismalar
3.2.9.1. Sigir akcigeri ACE aktivitesi iizerine sicakhigin etkisi

Sigir akcigerinden saflagtirllan ACE’in optimum sicakligi, sabit sicaklik
sirkiilasyon banyosu kullanilarak belirlendi. Aktivite 6lg¢limii ig¢in kullanilacak olan
HEPES tamponu, ACE ve FAPGG substrati kiivet igerisine eklendi, bir vorteks yardimi
ile karistirild1 ve spektrofotometrede ilk absorbans alindi. Daha sonra numune sicakligi

ayarlanan sabit sicaklik sirkiilasyon banyosuna birakildi. Otuz dakika sonunda tekrar
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sabit sicaklik sirkiilasyon banyosundan ¢ikarilip spektrofotometrede son absorbans

okundu. 20-55 °C arasinda 5’er °C araliklarla aktivite dlgtimleri yapildi.

3.2.9.2. Sigir akcigeri ACE aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Sigir akcigerinden saflastirilan ACE’in optimum pH’smi1 belirlemek i¢in pH’s1
5.8, 6.0, 6.2, 6.4, 6.6 olan sodyum fosfat (NaH,PO,) tamponlar1 ve 6.8, 7.0, 7.2, 7.4,
7.6, 7.8, 8.0, 8.2 olan HEPES tamponlar1 hazirlandi. Bu pH’daki tamponlar kullanilarak
tek tek ACE aktiviteleri ol¢iildii. Aktivite dl¢limii i¢in ayn1 yontem uygulandi. Aktivite
Olgtimii 0.2 birim aralikta olmak {izere 5.8-8.2 pH degerleri arasinda gergeklestirildi.

5.8-8.2 pH degerleri arasinda 0.2 birim araliklarla 6l¢tim yapildu.

3.2.10. Sigir akcigeri ACE aktivitesi iizerine etken maddelerin etkilerinin
belirlenmesi

Sigir akcigerinden saflastirilan anjiotensin konverting enzim aktivitesi iizerine
etken maddelerin etkilerini belirlemek i¢in Once etken madddelerin stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltisi Ol¢iimde kullanilarak en uygun konsantrasyon aralif
belirlendi. Konsantrasyon araligini belirlemek icin stok ¢ozelti bir ya da birka¢ kez
seyreltilerek enzim aktivitesi Ol¢iildii. Enzim aktivitesi Olglimii normal prosediir
uygulanarak yapildi. Ancak 6lgiim kiivetine konulacak etken maddeler kiivetin toplam
hacmini (1 mL) agsmayacak sekilde tampon miktarindan ayn1 hacim diisiilerek eklendi.
Biitiin kinetik ¢alismalarda bu islem uygulanda.

Sigir akcigerinden saflastirilan ACE aktivitesi tizerine etken maddelerin etkilerini
belirlemek icin lisinopril, kaptopril, fosinopril, atenolol, propranolol, triamteren,
indapamid, spironolakton etken maddeleri ¢alisildi. Bu etken maddelerden elde edilen
sonuclar cizelge 4.4-4.7 ile Sekil 4.8-4.15’te gosterildi.
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Cizelge 3.2. Sigir akcigeri ACE’inin etken madde igeren aktivite 6lgiim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
50 mM HepesNa / 0.3 900 uL 700 uL
M NaCl / 10 uM
ZnCl,
1 mM FAPGG - 200 L.
Sig1ir akcigeri 100 pL 100 pL
Etken madde Degisken Degisken

35 °C’de 30 dakika inkiibasyon

3.2.11. Sigir akcigeri ACE aktivitesi iizerine etkisi incelenen etken maddelerin K;
degerleri, inhibisyon tiirii ve 1Csy degerlerinin belirlenmesine yoénelik
calismalar
Etken maddelerin degisik konsantrasyonlarda kiivet igerigine eklenerek ACE

aktiviteleri olgtildii. Bu aktivitelerden % Aktivite — [I] degeri ile grafikler ¢izildi. Elde

edilen grafik denklemlerinden ICs degerleri hesaplandi.

Etken maddelerin inhibisyon tirinii belirlemek igin sigir akcigerinden
saflagtirllan ACE aktivitesini yartya disiiren etken madde konsantrasyonu ile bu degerin
altinda ve dUstiinde 3 sabit etken madde konsantrasyonlarinda uygun 5 substrat
konsatrasyonu ile aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitor i¢in
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerden inhibisyon tiirii belirlendi. Sonuglar

cizelge 4.8°da verildi.






4. BULGULAR

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Hazirlanan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Ydntemle tayin
yapabilmek i¢in onceden standart bir grafik hazirlandi. Bu grafik bilgisayar ortaminda
MICROSOFT EXCEL 2010 programi kullanilarak gizildi. 10-100 pg protein/mL
konsantrasyon araligindaki protein ¢ozeltileri ile bu ¢ozeltilerin 595 nm’deki
absorbanslar arasinda ¢izilen bu standart grafik ¢izildi. Bu standart grafik yardimiyla
hem homojenat hem de saf enzim ¢ozeltilerindeki protein miktar1 belirlendi.

Standart grafik ¢iziminde kullanilan protein c¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 ve

bu konsantrasyonlara karsilik gelen 595 nm’deki absorbans degerleri sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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2
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Sekil 4.1. Bradford yontemi ile proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
standart grafik.

4.2. Sigir Akcigeri Anjiotensin Konverting Enziminin Afinite Kromatografisi ile
Saflastiriimasi Sonuglari

Yapilan ¢alismada sigir akcigeri afinite kromatografisi ile saflastirilan anjiotensin

konverting enzim numuneleri i¢in elde edilen sonuglar sekil 4.2’de verilmistir.
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4.2.1. Sigir akcigeri anjiotensin konverting enzimi i¢in saflastirma sonuclar

Akciger homojenati i¢in mL’deki enzim tinitesi 48.36 EU/mL, mL’deki protein
miktart da 11.965 mg protein/mL olarak bulundu.

Akciger homojenati i¢in spesifik aktivite asagida gosterildigi gibi hesaplandi.

EU/mL 4836
mg protein /mL  11.965

=4.041 (4.1)

Sigir akcigerinden saflagtirilan enzim ¢ozeltisinin de Bradford yontemi ile
kantitatif protein tayini yapildi. Ayrica enzimin aktivitesi tayin edilerek enzim tnitesi
EU/mL cinsinden hesaplandi. Anjiotensin konverting enzimin enzim initesi hem
homojenatta hem de saflagtirma sonucunda elde edilen eliisyonlarda belirlendi. Sigir
akcigerinden saflastirilan enzim ¢6zeltisi igin mL’deki enzim tnitesi 73.50 EU/mL,
mL’deki protein miktar: da 0.0104 mg/mL olarak hesaplandi.

Saflagtirilan akciger anjiotensin konverting icin spesifik aktivite asagidaki gibi

bulunmustur.

EU/mL _ 7350 _ 7067 4.2)
mg protein /mL  0.0104
Saflastirma oran ise;
Spesifik Aktivitel _ 7067 _ 1748 (4.3)

Spesifik Aktivite2  4.041
olarak hesaplandi.
Bu degere gére homojenatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucunda
enzim homojenattan 1748 kat saflastirildi.
Saflastirilan fraksiyonlardaki protein miktar1 595 nm’de verilen standart egrinin
regrasyon denkleminden her bir fraksiyon i¢in pg/mL protein miktarlar1 belirlendi.
Grafikten de anlasilacag: lizere yaklasik 7-12 nolu fraksiyonlarin hem yiiksek protein

miktar1 ve hemde yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Afinite kolonundan alinan sigir akcigeri franksiyonlarinin kalitatif protein
tayinleri ve aktivite degerleri.

Cizelge 4.1. Sigir akcigeri ACE’in saflagtirma basamaklari

Salastirma Aktivite(EU/mL)  Toplam Protein Toplam Toplam  Spesifik ~ Verim  Saflastirma
Basamaklarn Hacim (mg/mL)  Protein Aktivite  Aktivite (%) Katsayisi
(mL) (mg) (EV) (EU/mg)

Sigir akcigeri 48.36 100 11965 1196.5 4836 4.041 100 1.0
NHS-

Activated

Sepharose 4 73.50 40 0.0104 0.416 2940 7067 40 1748
Fast Flow

Kromatografisi

4.3. Sigir Akceigeri ACE’in Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi Sonuclari

Sigir akcigeri ACE’ inin optimum sicakligini belirlemek iizere optimum pH’ya
sahip tampon ¢6zelti kullanildi. 20 °C ile 55 °C arasinda her 5 °C’de bir olmak {izere
bolim 3.2.9.1°de anlatildigr gibi aktivite 6lglimleri yapildi. Elde edilen degerler ¢izelge
4.2 ve sekil 4.3’te gosterildi.
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Cizelge 4.2. Sigir akcigeri ACE’in sicaklik, aktivite ve % aktivite degerleri

(°C) 20 25 30 35 40 45 50 55
EU 21.27 3481 4384 6963 7221 7027 65.76 5545
%Akt. 2945 4820 60.71 96.42 100 97.31 91.06 76.79

120 -

100 -

80

60 -

% Aktivite

40 -

20 T T T T 1
10 20 30 40 50 60

Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. Sigir akcigeri ACE’in Sicaklik - % Aktivite grafigi.

4.4. Sigir Akcigeri ACE’in Aktivitesi Uzerine pH nmin Etkisi Sonuclar

Sigir akcigeri ACE’ in optimum pH’sini belirlemek i¢in bolim 3.2.9.2°de

anlatildig1 gibi pH degeri 5.8 ile 8.2 arasinda degisen tamponda Ol¢iim yapildi. Bu

amacla tamponun pH’s1 her seferinde 0.2 birim degistirilerek 5.8 - 8.2 degerleri arasinda

13 farklh pH’da aktivite olgilimleri yapilarak elde edilen degerler ¢izelge 4.3 ve sekil

4.4°de gosterildi.
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Cizelge 4.3. Sigir akcigeri ACE’in pH, aktivite ve % aktivite degerleri
pH 58 60 62 64 66 68 70 72 74 16 78 80 82

EU 11.60 1289 1418 16.12 1741 21.92 2450 4449 4836 6512 46.42 4191 27.08

%Akt. 1781 1979 2177 2475 2673 3366 37.62 6832 7426 100 7128 6436 41.58

115 -

95 A

75 A

55 4

% Aktivite

35 A

15 T T T T T 1
5.6 6.1 6.6 7.1 7.6 8.1 8.6

pH

Sekil 4.4. Sigir akcigeri ACE’in pH - % Aktivite grafigi.
4.5. Sigir Akcigeri ACE’in SDS-PAGE ile Safliginin Kontrolii

Sigir akcigerinden afinite kromatografisi ile saflastirilan enzimin (ACE) safligin
kontrol etmek ve molekiil agirligini belirlemek i¢in SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu
amacla % 4-10 kesikli dikey SDS-PAGE elektroforez sistemi uygulanarak birkag
kuyucuga saf enzim, en ugtaki iki kuyucugada protein markir1 doldurularak proteinler

yiiriitiildii. Elektroforez jeli iizerinde elde edilen bantlar1 gdsteren fotograf sekil 4.5°te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Sigir akcigerinden saflastirilan ACE’in SDS-PAGE bantlari.

4.6. Sigir Akcigeri ACE’in Alt Birimlerinin SDS-PAGE ile Molekiil Agirhginin
Belirlenmesine Ait Sonuclar

Sigir akcigeri ACE’in alt birimlerinin molekiil agirliklarinin belirlenmesi boliim
3.2.4’te anlatildigr gibi yapildi. Enzim numuneleri SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Elde
edilen bantlarin fotograflar1 ¢ekildi. Yiriitiilen standartlarin ve enzimlerin R¢ degerleri
dl¢iiliip hesaplanarak Goreceli Gog (R) — log Ma standart grafigi ¢izildi. Insan plazmasi
anjiotensin konverting enzimin alt birimlerinden birinin molekiil agirligi 57 kDa, 66
kDa ve digerinin 190 kDa olarak belirlendi.
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Sekil 4.6. Sigir akcigeri anjiotensin konverting enziminin SDS-PAGE ile alt
birimlerinin molekiil agirliklarnin belirlenmesinde kullanilan standart
grafik.

47. Sigir Akcigeri ACE’in  Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Molekiil
Agirhginin Belirlenmesine Ait Sonuclar

Sigir akcigeri ACE’in molekiil agirhgmin belirlenmesi bolim 3.2.6°da

anlatildig1 gibi yapildi. Bu yontemde 6nce molekiil agirligi bilinen proteinler kolondan

gecirildi. Daha sonra saflastirilan ACE kolona verildi. Yiiriitiilen standartlarin degerleri

Olgiiliip hesaplanarak Kg-log Ma standart grafigi ¢izildi. Elde edilen degerler sekil

4.7°de gosterildi. Sigir akcigeri anjiotensin konverting enzimin molekiil agirhig: grafik

denkleminden 303 kDa olarak belirlendi.
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Sekil 4.7. Sigir akcigeri ACE’in jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhigmimn
belirlenmesinde kullanilan standart grafik.

4.8. Sigir Akcigeri ACE Aktivitesi Uzerine Etken Maddelerin Etkilerinin
Belirlenmesine Ait Calisma Sonuglar:

Sigir akcigerinden saflastirilan ACE aktivitesi tizerine etken maddelerin
etkilerini belirlemek i¢in lisinopril, kaptopril, fosinopril, atenolol, propranolol,
triamteren, indapamid, spironolakton etken maddeleri ¢alisildi. Bu etken maddelerden

elde edilen sonuglar gizelge 4.4-4.7 ile sekil 4.8-4.15’te gosterildi.

Cizelge 4.4. Sigir akcigerindeki ACE’in kaptopril konsantrasyonuyla degisen aktivite ve
% aktivite degerleri

I(nM) 0 0.23 0.46 0.69 0.92 1.15
EU 64.47 5286 4384 36.75 29.66 21.92
%Akt. 100 82 68 57 46 34
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Sekil 4.8. Sigir akcigerindeki ACE {izerine kaptopril bilesiginin etkisi.

Cizelge 4.5. Sigir akcigerindeki ACE’in fosinopril konsantrasyonuyla degisen aktivite
ve % aktivite degerleri

I(uM) 0 0372 0558 0.744 0.93 1.116
EU 64.47 5480 5093 4578  37.40 32.88
%AKkt. 100 85 79 71 58.01 51
120 +

y =-44.466x + 101.57
R*=0.9879

100

80
2
=
E 60
-,
=
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0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
(1] pM

Sekil 4.9. Sigir akcigerindeki ACE iizerine fosinopril bilesiginin etkisi
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Cizelge 4.6. Sigir akcigerindeki ACE’in lisinopril konsantrasyonuyla degisen aktivite
ve % aktivite degerleri

I(nM) 0 129 258 387 516 645
EU 6447 56.09 4513 30.95 2321 14.83
%AKt. 100 87 70 48 36 23
120

100 =-12.403x+ 100.67
R2=10.9922
80 -
2
Z 60 -
-
-
£ 40 -
20
0 I ' ‘ '
0 2 4 6 8
[1] nM

Sekil 4.10. Sigir akcigerindeki ACE {izerine lisinopril bilesiginin etkisi.

Cizelge 4.7. Sigir akcigerindeki ACE’in triamteren konsantrasyonuyla degisen aktivite
ve % aktivite degerleri

(M) 0 708 944 118 1416
EU 64.47 5544 5158 4835 43.83
%Akt. 100 86 80 75 68
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Sekil 4.11. Sigir akcigerindeki ACE {izerine triamteren bilesiginin etkisi.

Cizelge 4.8. Sigir akcigeri ACE i¢in bulunan ICs ve K; degerleri ve inhibisyon tiirii

Inhibitor ICso Ki Inhibisyon tiirii
Kaptopril 0.835nM 1.057 nM Yarigmasiz
Fosinopril 1.159 uM 1.675 uM Yarismasiz
Lisinopril 4.085 nM 6.449 nM Yarigsmasiz
Triamteren 227 uM 419.55 uM Yarigmasiz
Atenolol - - -
Propranolol - - -
Indapamid - - -

Spironolakton - - -

4.9. Sizir Akcigeri ACE Aktivitesi Uzerine inhibitér Etkisi Gosteren Etken
Maddelerin Inhibisyon Tiiriiniin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclari

Sigir akcigerinden saflastirilan anjiotensin konverting enzim aktivitesi iizerine

inhibisyon etkisi gosteren kaptopril, fosinopril, lisinopril, triamteren bilesiklerinin

inhibisyon tiiriinii belirlemek i¢in boliim 3.2.11°de anlatildig1 gibi ayni1 etken maddenin

3 uygun inhibitér konsantrasyonu ve 5 substrat konsantrasyonu belirlenerek aktivite

degerleri 6l¢iildii. Bu degerlerden Lineweaver-Burk grafiklari ¢izildi. x ekseni iizerinde
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kesisen dogrularin olusturdugu grafigi veren etken maddelerin inhibisyon tiirii

yarismasiz inhibisyon olarak belirlendi.

@ Kontrol 0.1 1
#0,23 0M y = 0.0082x+ 0.0019 -
20,69 M 0.0 | ¥ = 0-0061x+0.0018
y = 0.0046x + 0.0016
W1,150M y = 0.0035x + 0.0011
0.06 -
Z
0.04 -
0.02 -
I Gl T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12

1/FAPGG [mM-]

Sekil 4.12. Sigir akcigeri ACE aktivitesi lizerine kaptopril bilesiginin etkisi.

®Kontrol 0.1 4
v = 0,0088x + 0,0030
¢0.372 1M v = 0.0073x + 0.0026
40,744 uM 0.08 | y=0.0053x+0.0022
v = 0.0042x + 0.0018
N1,116 pM
0.06 -
>
= 0.04 -
0.02 -
T \nlj T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12

1/ FAPGG [mM™]

Sekil 4.13. Sigir akcigeri ACE aktivitesi tizerine fosinopril bilesiginin etkisi.



79

0.12 -
© Kontrol ¥ = 0,009x + 0,0045
*129nM oq |Y=0:0078x+0,0035
1 4y =0,0071x+ 0,0029
A2,58nM v = 0,0061x+ 0,0025
m3,87 nM
0.08
0.06
z
0.04
0.02
) U‘-& T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12
1/FAPGG [mM]
Sekil 4.14. Sigir akcigeri ACE aktivitesi tizerine lisinopril bilesiginin etkisi.
0.04 -
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Sekil 4.15. Sigir akcigeri ACE aktivitesi lizerine triamteren bilesiginin etkisi.







5. TARTISMA VE SONUC

Anjiotensin konverting enzim [ACE (peptidil-dipeptidaz A, EC 3.4.15.1)], hem
arteryel kan basincini hem de viicudun tuz ve su dengesini diizenler ayn1 zamanda renin
anjiotensin sisteminde de 6nemli fizyolojik bir rol oynar (Laragh ve ark., 1972). ACE,
anjiotensin I’i bir oktapeptit olan anjiotensin II'ye doniistiiriir. Anjiotensin I, kan
basincina dogrudan etki ederek kan basincimi yiikseltir. Ayrica ACE, vazodilatasyon
(damar genisletici) etkisi gosteren bradikinin'i de yok eder. Bu nedenle ACE’nin inhibe
olmasi, anjiotensin II olusumunu azaltarak hipertansiyon olusumunu Onlemektedir
(Laragh ve ark., 1972; Takenaka, 2011).

ACE, kan basimci regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Giliniimiizde giderek
artmakta olan hipertansiyon hastaligit bircok bozukluga yol acabilmektedir.
Hipertansiyon, miyokard enfarktiisii (MI), serebrovaskiiler olaylar, konjestif kalp
yetmezligi, periferik arter yetmezligi gibi bir ¢cok hastaliga neden olmaktadir (Levy ve
ark., 1996). Hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir ¢ok yontem olmasina ragmen,
hipertansiyonun tedavisinde tercih edilen ilk segenek anjiotensin konverting enzim
(ACE) inhibitorleri olmustur (Bicket, 2002; Lonn ve ark., 2003). ACE inhibitorlerinin
angiotensin Ang (1)’in Ang (Il)'ye doniisiimiinii ve kinin hidrolizini inhibe ederek
hipertansiyonun 6nlenmesine etki ettigine bilinmektedir (Brooks ve Robinson, 1997).

ACE bir¢ok farkli kaynaklardan saflagtirilmistir. Saf ACE aktivitesi {izerine
bircok sentetik ve bitkisel kaynakli bilesiklerin inhibitoér etkileri incelenmistir.
Anjiotensin konverting enzim, kurbaga yumurtaliklarindan (Miano ve ark., 2003),
theromyzon tessulatum siiliigiinden (Vandenbulcke ve ark., 1997), domuz bobreginden
(Hoper ve ark., 1987), locusta migratoria testislerinden (Macours ve ark., 2003), tavsan
akcigerinden (Abdulazeez Mansurah ve ark., 2013), fare derisinden (Hara ve ark.,
1982), kopek testisinden (Sabeur ve ark., 2001), insan bobrek korteksinden (Takada ve
ark., 1981) bobrek ve striatumundan (Hooper ve Turner, 1987), seminal plazmadan
(Lanzillo ve ark., 1985), insan akcigerinden (Friedland ve ark., 1981) saflagtirilmistir.

Yaptigimiz bu ¢alismada ACE, sigir akcigerinden saflastirildi ve karakterize
edildi. Hipertansiyonu 6nleyen etken maddeler lisinopril, kaptopril, fosinopril, atenolol,

propranolol, triamteren, indapamid ve spironolaktonun ACE iizerine etkileri incelendi.
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ACE sigir akcigerinden afinite kromatografisi yontemi ile saflastirildi. Bu
yontemde NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow kolon dolgu maddesi kullanildi. NHS-
activated Sepharose 4 Fast Flow mevcut kimyasallarla birlestirme segeneklerini artiran,
onceden aktive edilmis O6nemli bir agaroz matriksdir. NHS (N-hidroksisiiksinimid)
primer amino gruplart igeren ligandlarla kimyasal olarak amid bagli formlar
birlestirmektedir. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow bir bosluk kolu saglamakta ve
ozellikle kiigiik protein ve peptid baglari i¢in uygundur. NHS-activated Sepharose 4
Fast Flow; 6-amino hekzanoik asit aralayici kol ve sepharose 4 fast flow maddesinin
birlestirilmesi ile hazirlanan yiiksek derecede g¢apraz bagl bir pre-aktif matrikstir.
Terminal karboksil grup N-hidroksisiiksinimid ile esterleserek aktive edilmistir. Primer
amino grubu igeren ligandlar kimyasal agidan ¢ok kararli bir amid bag1 olusturmak icin
bu aktif esere dogrudan baglanmaktadir. Birlestirme basamagindan once On-aktive
edilmis kolon dolgu maddesinin baglanma kapasitesini en yiiksek seviyede tutmak i¢in
¢ozeltiler sogukta (0'C’den 4 C’ye) kullanildi, tiim yikama basamaklarinin zaman aralig
azaltilarak ligandla birlestirilmeden once tiim ¢6zeltiler hazirland.

Bu ¢alismada sigir akcigeri ACE’in biyokimyasal karakterizasyonu belirlendi.
Sigir akcigerinden ACE enzimini saflagtirmak i¢in lisinopril afinite kolonu kullanildi.
ACE’nin kismi saflastirilmasi farkli ligandlar ile denenmis ve basarili olunmustur. Daha
onceki calismalarda kolon dolgu maddesi olarak epoxy-activated sepharose 4B
kullanilmis ve ayni zamanda eliisyon tamponu olarak HEPES kullanilmistir. Eliisyon
tamponuna lisinopril inhibitorii eklenerek enzim geri alindigr icin diyalize gerek
duyulmustur (Bull ve ark., 1985). Cok asamali protokoller, giiclii doniistiiriicii enzim
inhibitori olan lisinopril ile bir afinite jeli kullanilarak daha basit ve daha az zahmetli
olan protokolle degistirilmistir. Bu c¢alismada ise kolon dolgu maddesi olarak NHS-
activated Sepharose 4 Fast Flow kullanildi ve sodyum tetraborat (pH 9) eliisyon
tamponuna lisinopril inhibitord ilave edilmeden saflastirilan enzim eliie edildi. Eliisyon
tamponunda inhibitér kullanilmadig i¢in diyaliz islemi yapilmadi. Bu da kullandigimiz
bu yontemin en 6nemli {istlinliigiiydi.

Cekirge testislerinde bulunun anjiotensin konverting enzim anyon degisimi ve
jel gecirgenlik kromatografisi yontemi ile iki asamada saflagtirilmistir. Anjiotensin

konverting enzimin molekiil agirhigi yaklasik olarak 80 kDa olarak bulunmustur
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(Macours ve ark., 2003). Anjiotensin konverting enzim kurbaga yumurtaliklarindan
afinite kromatografisi yontemiyle saflagtirilmistir. Kolon dolgu maddesi olarak
Sepharose 6B ve ligand olarak lisinopril kullanilmistir. Hem deterjanla ekstrakte edilen
hem de tripsin ile ekstrakte edilen enzim ic¢in molekiil agirligt 150 kDa olarak
bulunmustur. Deterjan ve tripsin ile ekstrakte edilen enzimler i¢in ACE’nin spesifik
aktivitesi sirasiyla 294 U mg™ ve 326 U mg™ olarak hesaplanmistir. Optimum pH
araligi 7-8.5 ve optimum sicaklik ise 50 'C olarak hesaplanmistir (Miano ve ark., 2003).

Bu calismamizda daha once higbir kismi saflastirma adimi kullanmadan ligand
bagli afinite kromatografisi yontemiyle tek adimla sigir akcigerinden saflastirilan
ACE’in saflagtirma oran1 1748 kat olarak bulunmustur. Sigir akcigeri ACE’in spesifik
aktivitesi 7067 EU/mg protein olarak hesaplanmustir.

Anjiotensin konverting enzim [ACE (peptidil-dipeptidaz A, EC 3.4.15.1)] fare
bagirsak mukozasinin toplam hiicre membran fraksiyonundan saflastirilmistir.
Anjiotensin konverting enzim jel filtrasyon ve lisinopril-Sepharose afinite kolon
kromatografisi ile 4500 kat saflastirilmustir (Erickson ve ark., 1992), Insan kalbinden
1660 kat (Sakharov ve ark., 1987), insan akcigerinden 2660 kat (Friedland ve ark.,
1981), tavsan akcigerinden 1000 kat (Bull ve ark., 1985), insan serumundan 130.000 kat
(Harris ve ark., 1981), insan plazmasindan 12,860 (Basi ve Turkoglu, 2018)
saflagtirilmistir.

Saflastirma sirasinda eliiatlarin protein igerikleri belirlemek i¢in 280 nm’de
absorbans olgtimleri gergeklestirildi. Yapilan kalitatif tayin, protein yapisinda bulunan
fenil alanin, tirozin ve triptofan amino asitlerinin bu dalga boyunda absorbans vermesi
esasina dayanmaktadir. Bradford yontemiylede kantitatif protein tayinleri
gerceklestirildi. Bu yontemde fosforik asitli ortamda, proteinler coomassie brillant blue
G-250 reaktifi ile kompleks olustururlar. Negatif yiikli bir gruba sahip olan coomassie
brillant blue G-250 protein iizerindeki pozitif yiikli grubla baglanmaktadir. Boyanin
kirmizi (maksimum dalga boyu 465 nm) ve mavi (maksimum dalga boyu 596 nm)
olmak iizere iki formu bulunmaktadir. Boya {izerindeki negatif yiike proteinin
baglanmasi ile kirmizi form mavi forma doniismektedir. Bu yontem, ¢ok kisa siirede
yapilmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltide uzun siire kalmasi sebebiyle protein

tayin yontemleri arasinda en ¢ok tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemin hassasiyeti 1-
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100 pg arasinda degismektedir. Reaksiyon tekrarlanabilir ve hizli bir sekilde meydana
gelmektedir. Reaksiyon yaklagik olarak iki dakikada gergeklesir. Renk stabilitesi
yaklasik iki saatin iizerinde devam etmektedir. Bu yonteminin hassasiyeti daha da
artirtlabilmektedir (5-100 pg protein.mL™). Renk olusumunda proteinin amino asit
bilesiminin reaksiyon tizerinde etkili oldugu gézlemlenmistir (Bradford, 1976).

Sigir akcigerinden saflastirilan anjiotensin konverting enziminin aktivitesinin en
yiiksek oldugu optimum sicaklik ve optimum pH araligi belirlendi. Yapilan ¢alismada
sigir akcigerinden saflagtirilan ACE i¢in optimum pH 7.4-7.6 ve optimum sicaklik 35-
40 °C arasinda bulundu. Miano ve ark’larinn yaptigi bir ¢alismada kurbaga
yumurtaliklarinda (Rana esculenta) bulunan anjiotensin konverting enzim (ACE)
saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Optimum pH araligi 7-8.5 ve optimum sicaklik
ise 50 °C olarak hesaplanmustir. Bagka bir calismada ise insan ve fare derisindeki
anjiotensin konverting enzimin (ACE) kimyasal 6zellikleri karakterize edilmistir ve
optimum pH aralig1 7.7-8.1 olarak belirlenmistir. Yapilan baska bir ¢caligmada ise tavsan
akcigerinden saflastirilan ACE i¢in optimum pH 8.0-8.3 ve optimum sicaklik 37 °C
olarak belirlenmistir (Abdulazeez Mansurah ve ark., 2013).

Caligmamizda enzimin safligin1 kontrol etmek ve molekiil agirligint belirlemek
icin SDS-PAGE yapildi. SDS-PAGE elektroforez jel fotografinda saflastirdigimiz
enzimin 57 kDa, 66 kDa ve 190 kDa molekiil agirligina sahip ii¢ bant verdigi goriildii
(sekil 4.5). Elde edilen molekiil agirligi enzimin alt birimine ait molekiil agirliklaridir.
Ciinkii SDS-PAGE elektroforezinde oligomerik enzimler denatiire olarak alt birimlere
ayrilmaktadirlar. Enzimin denatiire olmamis halinin molekiil agirligt daha sonra
uyguladigimiz jel filtrasyon kromatografisi ile belirlenmistir.

Saglikli ve orta diizeyde hipertansive etkiye sahip tedavi edilmemis hastalarda
anjiotensin konverting enzim (ACE)’nin idrardaki izoformlar1 incelenmistir. Saglikli
bireylerde ACE‘nin en yiiksek ve en diisiik molekiil agirligi 170 ve 65 kDa olup tedavi
edilmemis orta diizeyde hipertansive etkiye sahip hastalarda ise ACE’nin sadece diisiik
molekiil agirligr 90 ve 65 kDa oldugu goriilmistiir (Hattori ve ark., 2000).

Anjiotensin konverting enzim insan plazmasindan afinite kromatografisi

yontemi kullanilarak saflastirilmistir. ACE'nin safligit SDS-PAGE ile belirlenmis ve jel
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tizerinde 60 kDa ve 70 kDa olmak flizere iki bant goriildigi belirlenmistir (Basi ve
Turkoglu, 2018).

ACE; testis, kan plazmasi gibi bir ¢cok dokudan jel filtrasyon veya hidoksilapatit
kromatografisi kullanilarak iki basamakli basit bir yontemle saflastirilmistir. Testisteki
ACE enziminin hem 90 kDa hem de 140 kDa’luk iki alt birimden olustugu
gozlemlenmistir (Lanzillo ve ark., 1985).

Saflagtirdigimiz ACE’in monomerlerinin sayisint ve tabii molekiil agirligini
belirlemek igin jel-filtrasyon kromatografisi yapildi. Ciinkii protein jel ile kompleks
olusturuyorsa, fazla miktarda karbohidrat ihtiva ediyorsa, biiyiikk kompleksler agregat
meydana getiriyorsa veya alt birimlere ayrisiyorsa giivenilir olmayan molekiil agirliklart
elde edilebilmektedir.

Enzimin dogal yapisinin korundugu gercek molekiil agirligini belirlemek igin
sephadex-G 100 kolon dolgu maddesi kullanilarak jel filtrasyon kromatografisi yapildi
ve grafik ¢izildi. Grafik denkleminden ACE molekiil agirligi 303 kDa olarak belirlendi
(sekil 4.7). Bu sonug¢ SDS-PAGE jel elektroforezi sonuglariyla karsilastirildiginda
enzimin t¢ farkli alt birime (monomere) sahip oldugu ve bu ii¢ alt birimin toplam
molekiil agirliginin jel filtrasyon kromatografisi yontemiyle bulunan molekiil agirligi ile
ortiistiigli belirlendi. Yani enzimin 57 kDa, 66 kDa ve 190 kDa olmak {izere ii¢ alt
birime sahip ve denatiire olmamis halinin molekiil agirliginin da yaklasik 303 kDa
oldugu goriilmiistiir. Bu iki sonug boylelikle birbirini dogrulamis oldu.

ACE’in ¢ozilinebilir ve membran formlarmin katalitik aktivitesi arastirilmistir.
Yiizey aktif madde hidrasyon derecesi (misel boyutu) iizerine iki enzim formunun
katalitik aktivitesi, ¢esitli aktif oligomerik enzim formlarina karsilik gelmektedir. Bu
yiizden ACE’nin ¢0zilinebilir ve membran formlarmin egimleri farkli oldugu
gorilmiistiir.

Anjiotensin konverting enzim rat akcigerinde ¢ogunlukla membrandz subseliiler
parcaciklarla birlikte bulunmaktadir. Anjiotensin konverting enzim, sodyum deoksikolat
coktiirtilerek rat akcigerinin pargacikl bir franksiyondan ¢oziindiiriilmiis ve daha sonra
DEAE-seliilloz ve Sephadex G-200 kromatografisi ile saflagtirilmistir. Daha sonra jel
filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligin 270 000 Da oldugu belirlenmistir
(Lanzillo ve Fanburg, 1974).
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Anjiotensin konverting enzim [ACE (peptidil-dipeptidaz A, EC 3.4.15.1)] fare
bagirsak mukozasinin toplam hiicre membran fraksiyonundan saflastirilmistir. Molekiil
agirhgr 160,000 olan enzimin sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile homojen oldugu belirlenmistir (Erickson ve ark., 1992).

ACE kurbaga yumurtasindan deterjan ve tripsin ile ekstrakte edilerek tek
basamakta saflastirilmigtir. Hem deterjanla ekstrakte edilen hem de tripsin ile ekstrakte
edilen enzim i¢in molekiil agirligi 150 kDa olarak bulunmustur (Miano ve ark., 2003).

ACE rat beyin korpus striatumundan ve akcigerinden izole edilmistir. Beyin
enzimi molekiil agirligi SDS elektroforezi ile 165.000 Da olarak hesaplanirken, akciger
enzimi molekil agirligi 175.000 Da olarak hesaplanmistir (Strittmatter ve ark., 1985).

ACE cekirge testislerinde bulunun anjiotensin konverting enzim anyon degisimi
ve jel gecirgenlik kromatografisi yontemi ile iki agsamada saflastirilmistir. Anjiotensin
konverting enzimin molekiil agirhig1 yaklasik olarak 80 kDa olarak bulunmustur
(Macours ve ark., 2003).

Anjiotensin konverting enzim insan akcigerinden saflastirilmistir. Siikroz
yogunluk gradienti santrifiijleme yontemi ile ACE’in molekiil agirhig: ile 150.000 Da
olarak belirlenmistir. Ayrica yapilan SDS-PAGE yontemiyle ACE’nin 130.000 Da
molekiil agirligina sahip oldugu goriilmiis ve tek bir polipeptid zincirinden olustugu
gotirtilmistir (Friedland ve ark., 1981).

ACE (anjiotensin konverting enzim [EC 3.4.15.1], ilk olarak renin-anjiotensin
sisteminin énemli bir bileseni olarak tanimlanmistir. Ayrica ACE normal kan basinci ve
elektrolit dengesinin korunmasindan sorumlu olan homeostatik mekanizmanin bir
pargasidir (Corvol ve ark., 1995).

Anjiotensin 11, miyokardiyumda sitozolik Ca** konsantrasyonunu arttirma
kabiliyeti ile miyokardiyal inotropiyi artiran giiclii bir dogrudan sistemik ve koroner
vazokonstriktordiir. Bu nedenle miyokardiyal oksijen kaynagi ve talebi arasindaki
dengeyi olumsuz yonde etkilemektedir (Krasney ve ark., 1967; Gavras ve ark., 1971;
Dempsey ve ark., 1971; Dzau, 1992; Lindpainter ve Ganten, 1991; Kiowski ve ark.,
1991).

Anjiotensin II, kanda dolasan ve kardiyovaskiiler sistem iizerinde birgok etkiye

sahip olan bir hormondur ve ayni zamanda kan damarlarinin da daralmasina neden
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olmaktadir. Kan damarlarindaki daralma sonucunda kalbin daha hizli ¢alisarak viicudun
ana arterlerine kan pompalamas1 artmakta ve yliksek tansiyona neden olmaktadir.

ACE inhibitorleri (kaptopril, fosinopril, ramipril, lisinopril, enalapril gibi)
anjiotensin II iiretimini bloke ederek kan damarlarimin daralmasin1 6nler ve bdylece
tansiyonu diistiriir. ACE inhibitorlerin kan damarlarinin daralmasini 6nlemesiyle kalbin
kan pompalama anindaki enerji miktarin1 azalttigt  belirlenmistir. Bir¢ok
kardiyovaskiiler hastalikta, ¢ok yiilksek miktarlarda anjiotensin II bulundugu
goriilmistiir. Bu yiizden ACE inhibitorlerinin, anjiotensin II tiretimini inhibe ederek
kalp ve damar duvarlarinin hipertrofisini, kalbin ¢ok hizli bir sekilde ¢aligmasini ve kan
damarlarinin daralmasin1  6nledigi ve yiiksek tansiyonu diislirdigli gorilmiistiir
(Sweitzer, 2003).

ACE inhibitorlerinin hipertansif hastalarda ortalama, sistolik ve diastolik basinci
etkili bir sekilde diisiirdiigii gozlemlenmistir (Vidt ve ark., 1982; Todd ve Heel, 1986;
Pool ve ark., 1987).

Kalp krizi gegiren kisilerde ACE inhibitorlerinin etkileri arastirilmistir. ACE
inhibitorlerinin kalp hastaligindan kaynaklanan oliimleri engelledigi gosterilmistir.
Yapilan bir caligma, kalp krizi gecirme veya gelismesi i¢in yiiksek risk altindaki
hastalar incelenmistir. Kalp yetmezligi (arterlerde, diyabet veya hipertansiyonda bilinen
tikaniklig olan kisilerde) ACE inhibitoriiyle yapilan tedavinin bu insan gruplarinda kalp
hastaligindan gelecek kalp krizlerini ve Oliimlerini Onledigini goriilmiistiir. ACE
inhibitorleri, diyabetli hastalarda yliksek tansiyon ve kalp krizlerini azaltmak ig¢in
ozellikle etkili ilaclar olarak goriindiigii belirtilmistir. Bu ilaglar diyabet hastalar1 olan
hastalarda bobrek fonksiyonlarmi da koruyabilecegi goriilmiistiir. ACE inhibitorleri
binlerce hasta tarafindan alinan ve ¢ok giivenli ilaglar olarak bilinmektedir (Sweitzer,
2003).

Anjiotensin konvertin enzim (ACE) inhibitorlerinin diger ilaglara gore avantaji,
glomeriiler hipertansiyonun daha i1yi bir sekilde kontroliinii saglamasi ve bdbrek
fonksiyonunu daha iyi bir sekilde korumasi gosterilmistir. ACE inhibitorlerinin ayni
zamanda anjiotensin I’in anjiotensin II’ye doniisiimiinii engellemesi ve boylece giiclii
bir vazokonstriktdr olan anjiotensin Il enzimini inhibe etmesi bu inhibitorlerin bir

avantaji olarak goriilmistiir. ACE inhibitorii olan kaptopril ile yapilan uzun siireli
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tedavide, diyabetik nefropatide bobrek yetmezliginin ilerlemesini yavaslattigi
goriilmistiir. Kaptopril, enalapril, alazepril delapril silazapril ve lisinopril gibi ACE
inhibitorleri, Japonya'da bdbrek hipertansiyonuna odaklanan ¢ok merkezli klinik
calismalarda kan basincimi diisiirmede etkili oldugu gézlemlenmistir (Omata ve ark.,
1996).

Yapilan diger bir ¢alismada ise, bosna-hersek bolgesinde 5 saglik kurumunda
yiriitilen c¢alismalardan {i¢ ardistk tibbi  muayene yapilan 270 hastaya
Lisinopril/hidroklorotiazid kombinasyonu uygulanmistir. Bu hastalardaki analizler
bosna-hersek'teki ¢esitli sehirlerdeki aile hekimleriyle yapilan igbirligi ile toplanan
veriler degerlendirilmistir. Bu analizler sonucunda bu hastalarda ortalama olarak kan
basincindaki toplam azalma sistolik kan basincinda 32.8 mm Hg iken diyastolik kan
basincinda ise 17.1 mm Hg oldugu gorilmistir. Lisinopril/hidroklorotiazid
kombinasyonunun kan basinci iizerindeki etkisinden dolay1 i¢ hastaliklar1 alaninda da
degerli bir terapi oldugu belirtilmistir. Ay1 zamanda bu ilacin hipertansiyon tedavisinde
de etkili oldugu belirtilmistir (Sukalo ve ark., 2016).

Beta blokerler plazmada proteinlere (albiimin, ve ay.glikoproteinlere) degisik
oranlarda baglanirlar. Genellikle lipofilik olanlar proteinlere daha yliksek oranda bagh
bulunurlar (6rnegin propranolol % 93, asebutolol % 84-85). Propranolol ve diger
lipofilik ilaglar esas olarak karacigerde biiyiik olgiide metabolize edilmek suretiyle
inaktive edilirler. Atenolol ise hidrofilik olmasindan dolayr fazla metabolize
edilmemekte ve ayni zamanda biiyilk kismi degismeden bobreklerden atilmaktadir
(Kayaalp, 2005).

Beta blokerler kalbin is yiikiinii B; reseptorlerini bloke ederek azaltirlar. Ayni
zamanda kardiyak debiyi azaltarakta kalbin yiikiinli azaltan ilaglar olarak bilinirler.
Kalbin yiikiinii azaltmalarindan dolayr kalbin ¢ok fazla kan pompalamasini azaltarak
kan basincinin diigmesine yardimci olurlar. Beta blokerler anjinal ataklarin sayisini ve
agirligint azaltmaktadirlar. Beta blokerler kan basincini kardiyak debiyi azaltarak
diigiiriirler. Aym1 zamanda bobrekten renin salgilanmasini azaltarak anjiotensin 1I
olusumunu ve aldosteron salgisim1 azaltirlar. Beta bloker ilaglarlar arasinda hem (4
hemde P, reseptorlerinin her ikisinde de en ¢ok kullanilan ilaglar atenolol ve propranolol

olarak bilinmektedir (Mycek ve ark., 1997).
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Atenololiin primer hipertansif hastalarda kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite
tizerindeki etkisini sistematik olarak degerlendirilmistir. Atenolol ile plasebo grubunun
kiyaslanmas1 ve ayrica diger antihipertansif ilaglarin atenolol ile kiyaslanmasi
yapilmistir. Atenolol ve plasebo gruplari arasinda kan basinicini diisiirmede onemli
farkliliklarin olmadig1 goriilmiistiir. Atenolol tedavisi ile diger antihipertansif tedavi
karsilastirildiginda atenolol ile tedavi edilen grupta daha yiiksek olma egiliminde
oldugu belirlenmistir (Carlberg ve ark., 2004).

1964'ten beri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan beta-adrenerjik reseptor
bloke edici bilesik olan propranolol, ABD'de son zamanlarda hipertansiyon tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir. Propranololun, arteriyel basincin
azaltilmasinda son derece etkili oldugu goriilmiistir. Ayni zamanda propranolol,
vazodilatator ve diiiretik ilaglarin kombinasyonunun, refleksive kardiyak stimiilasyon
olmaksizin, sodyum ve sivi retansiyonunu Onleyerek vaskiiler direncini azaltigi
belirlenmistir (Frohlich, 1977).

Beta-reseptor bloke edici ajan olan atenololiin antihipertansif etkisi, ¢ift-kor bir
caligmada incelenmistir. Bu ¢alismada, esansiyel hipertansiyonlu 45 hasta, plasebo veya
atenolol tedavisine rastgele ayrilmistir. Atenololiin, kan basincinda istatistiksel olarak
ve klinik olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Orta derecede siddete
sahip olan hipertansiyon hastalar1 i¢in optimum giinlik doz 200 mg olarak
belirlenmistir. Atenololun yararli bir antihipertansif etkisinin oldugu ve en azindan
teorik olarak diger beta-adrenerjik bloke edici ajanlara goére avantajlarmin oldugu
gozlemlenmistir (Hansson ve ark., 1976).

Diiiretik ilaglar nefronlarm belirli segmentlerinde Na* ve su reabsorpsiyonunu
inhibe ederek bobreklerden su ve tuz kaybimi arttiran ilaglardir. Konjestif kalp
yetmezligi, hipertansiyon gibi hastaliklar esnasinda olusan su ve tuz tutulmasi ile 6demi
(asir1 sivi yiikii) ortadan kaldirmak veya ortaya ¢ikmasini onlemek amaciyla bu
sendromun tedavisi i¢in diger tiir ilaglarla birlikte sik sik kullanilirlar. Hipervolemiyi
diizeltip kalbin art yiikiinli azaltirlar. Biitlin hipertansiyon sekillerinde gerek sistolik ve
gerekse diyastolik kan basincimi disiiriirler. Hafif hipertansiyon olgularinda tek
baslarina kullanildiklarinda, yaptiklari1 kan basinci diismesi genellikle yeterli derecede

olmakta ve bagka bir antihipertansif ilag kullanilmasina gerek kalmamaktadir. Orta ve
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agir hipertansiyon olgularinda ise genellikle diger bir gruptan antihipertansif ilaglarla
kombine olarak kullanilabilirler. Ditirektiklerin antihipertansif etki yapmalarindaki esas
sebep, su ve tuz kaybina yol agmalar1 ve ekstraselliiler sivi hacminin azalmasina (hacim
deplesyonuna) neden olmalar1 ayni zamanda daha uzun siire vazodilatasyon da rol
oynamalar1 gosterilmektedir (Kayaalp, 2005).

Yapilan bir ¢aligmada spironolaktonun kan basincini diisiiriip diisiirmedigini,
spironolaktonun olumsuz etki profilini ve hipertansiyon i¢in kullaniminin klinik etkisini
arastirilmistir. Arastirmada, hem spironolakton, hem de plasebo gruplari toplam 137
hasta ile 5 ¢apraz deneme yapilarak incelenmistir. Calismalardaki bu hastalara 4 ile 8
haftalik bir tedavi uygulandigi belirtilmistir.  Spironolaktonun  klinik  etkisi
incelendiginde, calismalarin higbirinde spironolaktonun kalp krizlerine ve felglere
neden olmadigi belirlenmistir. Ayrica yapilan meta-analizler sonucun da
spironolaktonun sistolik ve diyastolik kan basincini plaseboya kiyasla yaklasik 20/7 mm
Hg azalttign goriilmiistiir. Boylece hipertansiyon hastalarinda  sprionolakton
kullaniminin etkili olabilecegi belirtilmistir (Batterink ve ark., 2010).

Distal renal tiibiiller iizerinde etkili oldugu diistiniilen bir metilindolin ditiretik
olan indapamidin, vaskiiler diiz kas vazopresor reaktivitesini distirdiigii ve muhtemelen
bir kalsiyum-antagonist etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. Bir takim avrupali
aragtirmacinin 1973'ten beri, hipertansiyona sahip 301 hastanin indapamid ile tedavi
edilmesine yonelik on alti ¢alisma gergeklestirdikleri belirlenmistir. Yapilan bu
caligmalarda hafif hipertansiyona sahip hastalarin yaklagik % 53'inde, orta derecede
hipertansiyona sahip olan hastalarin ise yaklasik % 43'inde diastolik kan basincinda
tatmin edici bir disiis oldugu goriilmistiir. (90 mm'den diisiik Hg). Calisma sonucunda
indapamid, hafif veya orta dereceli hipertansiyonun tedavi edilmesinde iyi bir toleransa
sahip olan antihipertansif bir ajan, gii¢lii bir vazodilatatér ve kalsiyum-antagonist
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Morledge, 1983).

Indapamidin (tek dozda 2.5 mg/giin) kan basinc1 iizerine toleransini
degerlendirmek igin 2497 hipertansif hastada iizerinde bir calisma yapilmustir. Ug aylik
bir siire i¢inde, indapamidin kan basincinda kademeli bir azalma (ortalama 24/14 mmHg
azalma) meydana getirdigi ve baslangigtaki diyastolik basinci ile gbzlemlenen azalma

arasinda dogrudan bir korelasyon oldugunu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda altmis bes
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yasin lizerindeki hastalarin analiz sonuglarina indapamidin etkisi ve toleransinin geng
hastalardakine benzer oldugunu gézlemlenmistir (Wheeley ve ark., 1982).

Iki potasyum tutucu diiiretik spironolakton ve triamterenin arteriyel basing,
intravaskiiler voliim, renin-anjiotensin aldosteron sisteminin yanitlari, serum
elektrolitleri ve bobrek fonksiyonlari tizerine etkileri esansiyel hipertansiyonu olan 13
hastada ¢apraz denemeler yapilarak karsilagtirilmistir. Diiiretik olan spironolakton ve
triamterenin  karsilastiritlmasinda, spironolakton ile indiiklenen sirtiistii ve dik
pozisyonlardaki (tim p <0.005) sistolik, diyastolik ve ortalama arteriyel basinglardaki
diisiis, triamterenden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Boylece her iki diiiretik bilesigin
kan basinci ve artiyel basing lizerinde etkili oldugu goézlemlenmistir (De Carvalho ve
ark., 1980).

Calismamizda saflastirilan ACE aktivitesi iizerine hipertansiyonu énleyen ACE
inhibitorleri kaptopril, fosinopril, lisinopril, p blokerler atenolol ve propranolol ve
ditiretiklerden triamteren, indapamid ve spironolakton etken maddelerinin etkisi
aragtirildi.  Kaptopril, fosinopril, lisinopril ve triamteren etken maddeleri sigir
akcigerinden saflastirdigimiz ACE aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi gosterdi. Ancak
beta bloker olan atenolol ve propranolol ACE aktivitesi {izerine hicbir etki gostermedi.
Diiiretik olan indapamid ve spironolakton suda ¢oziinmediginden dolayr calisilamadi.
Inhibisyon etkisi gosteren bu ACE inhibitorlerinin ve diiiretik etken maddelerin
inhibisyon grafikleri ¢izilerek bu grafiklerden ICsy degerleri hesaplandi. ACE aktivitesi
izerine inhibisyon etkisi gosteren bu maddelerin ICso degerleri sirasiyla 0.835 nM,
1.159 uM, 4.085 nM ve 227 uM olarak hesaplandi. Kaptoprilin 0.835 nM degeri ile en
yiiksek inhibitor aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Ayni1 zamanda inhibisyon etkisi
gosteren etken maddelerin K; degerleri hesaplandi. Bu etken maddelerin K; degerlerinin
sirasiyla 1.057 nM, 1.675 uM, 6.449 nM ve 419.55 pM oldugu belirlendi.

Anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) torakotomide elde edilen insan akciger
dokusundan, Triton X-100 ile ¢6ziindiirme ve sonikasyondan sonra iyon degisimi
DEAE seliiloz kromatografisi ve Sepharose 4B jel filtrasyonu yontemi ile yaklasik
olarak 7000 kat saflagtirilmistir. Saflagtirilan ACE enziminin kaptopril tarafindan inhibe
edildigi gorilmistir. Ayrica kaptoprilin  ICsy degerinin  4.5x10°° mol/l  oldugu
belirlenmistir (Gronhagen-Riska ve Fyhrguist, 1980).
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Yapilan baska bir ¢alismada anjiotensin | konverting enzim (ACE) inhibitori
fermente istiridye sosundan (FOS) izole edilmis ve saflastirilmigtir. Fermente istiridye
sosu'nun (FOS) anjiotensin konverting enzim (ACE) aktivitesi incelenmis ve ICsp
degerinin 2.45 mg /mL oldugu belirlenmistir (Je ve ark., 2005).

Yang ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada anjiotensin I konverting
enzim aktivitesi i¢in inhibitor etkisi gosteren 4 yeni peptit (MRWRD, MRW, LRIPVA
ve IAYKPAG), ispanak rubisco (Ribulozbifosfat karboksilaz/oksigenaz) enziminin
pepsin-pankreatin sindiriminden HPLC yontemi kullanilarak izole edilmistir. Bu
saflastirilan peptitlerin 1Cso degerlerinin sirasiyla 2.1, 0.6, 0.38, ve 4.2 uM oldugu
belirlenmistir (Yang ve ark., 2003).

Dogal olarak olusan anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitdr peptidlerini
arastirmak icin brokoli (Brassica oleracea Italica) ekstraklar1 peptidleri saflastirma ve
tanimlama amaciyla kullanilmistir. ACE inhibitor peptidi Amberlite XAD-4, Sephadex
LH-20 ve yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemleri kullanilarak
saflagtirtlmistir. Saflastirilan inhibitor peptidinin bir tripeptid (Tyr-Pro-Lys) oldugu
tanimlanmis ve 1Csp degerinin 0.5 pg protein/mg olarak hesaplanmistir (Lee ve ark.,
2006).

Calismamizda sonug olarak, sigir akcigerinden ACE enzimi saflasatirildi. ACE
enzimi kan basicmin diizenlenmesinden sorumlu ¢ok &nemli bir enzimdir.
Hipertansiyon hastalarinda bu enzimin aktivitesi yliksek oldugu igin kan basinci
artmakta ve bu hastaligin tedavisinde genellikle ACE inhibitorleri kullanilmaktadir.
Bizim ¢alismamizda, ACE enzimi sigir akcigerinden afinite kromatografisi yontemi ile
saflagtirildi. Saflastirma katsayis1 1748 olarak hesaplandi. Saflagtirdigimiz enzimin saf
oldugu SDS-PAGE elektroforez yontemi belirlendi. SDS-PAGE jel elektroforezinde 40-
500 kDa molekiil agirlikli protein markir ile yiiriittiiglimiiz saf ACE’nin, 57 kDa, 66
kDa ve 190 kDa olmak {iizere ii¢ bant verdigi goriildii. Ayn1 zamanda saflastirdigimiz
enzimin jel filtrasyon kromatografisi ile nativ molekiil agirliginin 303 kDa oldugu
belirlendi.

ACE inhibitorleri, beta blokerler ve diiiretikler glinlimiizde farkl
mekanizmalarla tansiyon iizerine etki ederek tansiyon disiiriicii ilaglarda etken madde

olarak kullanilir. ACE inhibitorleri, anjiotensin konverting I enziminin anjiotensin
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konverting II enzimine donsiimiinii engelleyerek kan basincini dengelemektedir. Beta
blokerler oncelikle kronotropik (kalp hizin1 degistiren) ve inotropik (kasilma giiciinii
degistiren) inhibitér mekanizmalarla kardiyak outputun (kalp debisi) azaltilmasi yoluyla
kan basincini azaltarak tansiyonu dengelemektedir. Diiiretikler ise idrar atilimim
arttirarak asir1 sivi tutulumunun (6dem) veya ditiretik etkileriyle kan hacmini azaltarak
kan basmcini ve bdylece tansiyonu dengelemektedir. Boylece diliretiklerinde, ACE
inhibitorleri gibi ACE’yi inhibe ederek kan basincini diisiirmede etkili oldugu ve ayni
zamanda hipertansiyonun tedavi edilmesine yardimer olarak saglikli bir yasam siiresi
sundugu belirlenmistir. Bu da bize yapmis oldugumuz ¢alismada, saflagtirdigimiz ACE
tizerine, ACE inhibitorleri, beta blokerler ve diiiretik etken maddelerinin inhibisyon
etkilerinden dolay1 ileride yapilacak caligmalara yon vermesi agisindan 6nemli bir
calisma oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, sigir akcigerinden anjiotensin konverting enzimi (ACE)
saflastirmak, saflastirilan enzimin safligin1 ve molekiil agirligini belirlemek, enzimin
optimum sartlarin1 ortaya cikarmak, saf enzim iizerine hipertansiyon hastalarinin
kullandig1 hipertansiyonu onleyici bazi ilaglarin etken maddelerinin, ACE inhibitorleri
(Kaptopril, fosinopril, lisinopril), B blokerler (atenolol, propranolol), ditiretikler
(triamteren, indapamid, spironolakton)’in inhibisyon etkilerini arastirmaktir. Bu amagla
anjiotensin  konverting enzim NHS- activited Sepharose 4 fast flow afinite
kromatografisi kolonuyla tek basamakta basarili bir sekilde 1748 kat saflastirildi.
Saflagtirilan enzimin safligi ve molekiil agirligi once SDS-PAGE ve daha sonra jel
filtrasyon kromatografisi ile dogrulanarak tayin edildi. Bilindigi iizere SDS proteinleri
denatiire edici ajanlardan biridir. SDS-PAGE ile yapilan elektroforezde eger enzim
birden fazla monomere (alt birim) sahipse her bir alt birimin molekiil agirligina gore bir
bant verir. Bu islemde enzimimiz ii¢ farkli bolgede bant verdi. Bu bantlarin molekiil
agirliklan tespit edildiginde; bunlarin 57, 66 ve 190 kDa oldugu goriildii. Daha sonra
yapilan jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile enzimin denatiire olmamis tabi
yapisinin molekiil agirligi 303 kDa olarak belirlendi. Bundanda enzimin ii¢ monomere

sahip yaklasik 313 kDa molekiil agirli§inda bir enzim oldugu tespit edilmis oldu.
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Saf sigir akcigeri ACE ‘nin optimum pH’s1 7.4-7.6 olarak, optimum sicakliin
ise 35-40 °C aralig1 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar farkli kaynaklardan saflastirilan
anjiotensin konverting enzimin optimum sartlartyla drtiismektedir.

Saf enzim {izerine hipertansiyonu Onlemede kullanilan bazi ilaglarin etken
maddelerinin etkilerini arastirmak ig¢in inhibisyon kinetigi c¢alisildi. Bu ilag etken
maddelerinin uygun konsantrasyonda ¢dzeltileri hazirlandi. Inhibisyon grafikleri ¢izildi.
Bu grafiklerden inhibisyon etkisi gosterenlerin ICsp degerleri bulundu. Bu etken
maddelerden P blokerler (propranolol, atenolol) hicbir inhibisyon etkisi gostermedi. Bu
da B blokerlerin farkli bir mekanizma ile hipertansiyonu diiiiriicii etkisinde oldugu ve
ACEFE’ini inhibe etmedigi sonucunu ortaya ¢ikarmis oldu. Diiiretiklerden (spironolakton,
indapamid) ise apolar yapilarindan dolayr higbir sekilde suda ya da metil alkolde
¢oziinmedi. (Cozelti ortamina alinamayan bu maddelerin inhibisyon kinetigi
calisilamadi. Diliretiklerden triamteren ¢ok diisiik diizeyde de olsa inhibisyon etkisi
gosterdi.

ACE inhibitorleri etken maddelerinin (Kaptopril, fosinopril, lisinopril) timii
inhibisyon etkisi gosterdiler. Bunlarin ICsq degerleri sirasiyla 0.835 nM, 1.159 uM ve
4,085 nM dir. Buradanda en etkili inhibisyonun kaptopril tarafindan yapildig:
anlagilmaktadir.

Onemli bir enzim olan anjiotensin konverting enzimi saflastirilarak bu saf
enzimin in vitro kinetigi in vivo caligmalar i¢inde belirleyici bir 6zellik tasimaktadir.
Afinite kromatografisi ile enzim saflastirmak tek adamli ve etkili bir yontemdir.
Yontem uygun bir sekilde oturtulursa basarili sonuglar alinmaktadir. Calismamizda
1748 kat enzim saflastirilarak basarili bir saflastirilma islemi gergeklestirilmistir.
Enzimin safligi ve molekiil agirligit SDS-PAGE jel elektroforezi ve jel filtrasyon
kromatografisi ile etkili bir sekilde belirlenmistir. Bu sonuglarla da literatiirdeki bazi
farkl1 degerlerin daha iyi yorumlanmasina katki saglamistir. Ayrica tedavi amaglh
kullanilan hipertansiyonu onleyici ilaglarin 6nemlilerinden bazilarinin etken maddeleri
bu enzim tizerine etkilerinin ne olacagi arastirilmis ve bu ¢alismayla da inhibisyon etkisi
gosteren bilesiklerin Ki ve 1Csy degerleri belirlenmis ve literatiire 6nemli bir katki

saglamistir.
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Tarih: 31/01/2019

Tez Baghgi / Konusu: Afinite Kromatografisi Yontemiyle Sifir Akcigerinden Saflastirilan Anjiotensin
Konverting Enzim Uzerine Hipertansiyonu Onleyici Bazi Etken Maddelerin in Vitro Etkisinin

Arastirilmasi

Yukarida baghgi’konusu belirlenen tez galiymamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug
bdltimlerinden olusan toplam 122 sayfalik kismina iligkin, 31/01/2019 tarihinde sahsim tarafindan intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmig olan orijinallik raporuna gére, tezimin benzerlik
oram % 2 (iki) dir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir;

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler haric,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

- Tezden g¢ikan yaynlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari harig (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisanstistti Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasina iliskin
Yonergeyi inceledim ve bu ydnergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez galismamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim. )
31/01/2019
Tarih ve imza

Ad1 Soyadi: Fatith KARAHAN
Ogrenci No:12911220086
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