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1. GIRIS VE AMAC

PPAR (Peroksizom Proliferatorleri ile Aktive Reseptorler) Nukleer hormon
reseptor stper ailesine ait hticre ici transkripsiyon faktorleridir(1). Fizyolojik ya da
farmakolojik ligandlarla aktivasyonlari sonucu 6zel DNA dizilerine baglanarak gen
ekspresyonunu dizenlerler. PPAR nin g tipi bilinmektedir. Bunlar o, y ve B dir.
PPAR vy ciglitazone reseptoridir. Yag ve glukoz metabolizmasinm diizenlenmesinde
rol alir. Diabet tedavisinde bir¢ok instilin hassasiyetini artiran ilag PPAR v “y1 hedef
alip, pakreasta insllin sekresyonunu artirmadan serum glukoz dtizeyini distrir(2).
PPAR v, obezite, diabet, ateroskleroz ve kanser gibi bir ¢cok hastaligin patolojisi ile
iliskilidir(3).

Karbonik Anhidrazlar (CA, E.C 4.2.1.1,Karbonat hidroliyaz) aktif bolgesinde
Zn*? iyonu ihtiva eden monomerik bir protein olup, mikroorganizmalardan yiiksek

yapil1 hayvanlara kadar dagilimi olan bir enzimdir. Organizmada birgok 6nemli
rollere sahiptir. Temel olarak CO2'nin katalitik hidrasyonu ve HCO3 nin
dehidrasyonundan sorumludur(4). Bugtine kadar omurgalilarin farkli organ ve
dokularinda 16 izoenzimi belirlenmistir(5). Bu izoenzimler membranlarda iyon
transportu, beyin omurilik sivisinin sentez ve reabsorpsiyonu, gastrik mukoza
hiicrelerinden HCI salgilanmas, akdz himoér ( gbz svisi) salgilanmasi, asit-baz
dengesinin saglanmasi, kardiyovaskiler tonusun regilasyonu, sindirim gibi

fizyolojik ve patolojik olaylardarol airlar(30).

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PD) (D-glukoz-6-fosfat; NADP+
oksidorediktaz, E.C. 1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kontrol
enzimidir(6). G-6-PD cogunlukla sitoplazmada ayrica peroksizom, endoplazmik

retikulum, lizozom, kloroplast ve mitokondri gibi cesitli organellerde de



bulunmaktadir . Hiicrede RNA, DNA ve nikleotid sentezi icin gerekli riboz-5-fosfat
ve reduktif biyosentezlerde indirgeyici giic olan NADPH’larn sentezlemek gibi
baslica iki fonksiyonu vardir(7). Elde edilen indirgen gug ile eritrosit membran
yapist ve diger proteinlerin oksidasyonun engellenmesinde kullanimaktadir.
Eritrosit fonksiyonlarimn devamliliginda 6nemli yeri olan G-6-PD inhibisyonu

yapan bir gok maddenin anemiye sebep oldugu gosterilmistir(8).

Ciglitazone (5-[4-(1-methylcyclohexylmethoxy) benzyl]-thiazolidine-2,4-
dione) thiazolidinedione sanifina ait hipoglisemik bir bilesiktir(9). Selektif ve etkili
bir PPAR vy ligandicir. Gucli antidiabetik etkilerine ragmen anemiye sebep
olmasindan dolayr ilag olarak kullanimamaktadir(10). Anemi olusturma
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir. Ciglitazone'un enzim aktiviteleri
Uzerine etkisini gosteren calismalar sinirlidir. . Bu calismada ciglitazone' un eritrosit
fonksiyonlarinin ve bitinl Gguinuin stirddrtilmesinde énemli olan G-6-PD ve karbonik

anhidraz Il enzim aktivitelerine olan etkileri in vitro olarak incelenecektir.



2.GENEL BILGIiLER

2.1. PPARs (Peroksizom Proliferatorlerince Aktive edilen Reseptorler)

Ik olarak 1990 yilinda rodentlerde kesfedilmis olan PPAR'lar nikleer reseptor
ailesinin bir Uyesidir ve ligand baglanmasina yanit olarak gen ekspresyonunu
diizenlerler(1). Bircok yag asidi ve prostoglandinler PPAR icin endojen ligand gorevi
yapar. PPAR ler lipoprotein ve lipid metabolizmasimn dizenlenmesinde, inflamatuvar
cevapta glukoz metabolizmasinin dizenlenmesinde ve hicre farklilasmasinda goérev
airlar. PPAR’larin tammlanmus d¢ grubu vardir. Bunlar PPAR o, PPAR B ve PPAR y
"dir. PPAR o karaciger bobrek, iskelet kas, kalp ve damar duvar hicrelerinde agirlikl
olarak bulunur. PPAR ¢y asil olarak yag dokusunda bulunur. Ancak pankreatik beta
hiicreleri, vaskiler endotel ve makrofgjlarda da bulundugu gosterilmistir. PPAR o' nin
yogun olarak bulundugu dokularda distk diizeyde bulunur. PPAR B genel bir dagilima
sahiptir ve tim dokularda bulunur(2).

2.1.1. PPAR y ve Thiazolidindiyon’lar

PPAR y’nin PPARy1 ve PPAR y2 olmak Uzereiki izoformu vardir. PPAR y1 en
cok yag dokusunda bulunmakla beraber pankreas ve makrofajlar gibi diger
dokulardada bulunur. PPAR v2 ise sadece yag dokusunda sentez edilen bir proteindir.
PPAR vy reseptérleri retinoid X reseptorleri (RXR) ile heterodimer olustururlar(2). Bu
heterodimer hedef gen bolgesinde bulunan promotordeki PPAR cevap elementine
baglanir. Ligand yokken PPAR ve RXR bir multiproptein koreprésorle baskilanmustir.
Bu korepresor histon deasetilasyon aktivitesini baskilayarak gen ekspesyonunu
baskilamaktadir. Uygun bir ligand restptore baglandiginda koreprésor kompleksten
ayrilir ve histon deasetilasyonu baslayarak gen ekspresyonu baslar(3).
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Sekil 1. PPAR-y’min gen ekspresyonunu diizenleme mekanizmas.

PPAR vy yag asitleri, protaglandin J ve sentetik ligand1 olan thiazolidinediyonlar
(TZD) tarafindan aktive edilir. PPAR y yag asidi alimmi ve depolanmasiyla birlikte
adiposit diferansiyasyonu ve proliferasyonu icin gereklidir(11). Thiazolidinediyonlar
kicuk adipositleri ve subkutan yag dokusu kitlesini artirdigi hayvan modellerinde
gosterilmistir. PPAR vy nin metabolik etkileri Sekil 2’ de 6zetlenmistir.



PPAR-y aktivasyonu

'

Yag dokusu
Adiposit diferansiasyonu

+ Daha kiiiik ve insiline
hassas adipositler

se oranla artis

+ Subkiitan adipogenezis-
te visseral adipogenezi-

i

Y

iskelet kasi

Glikoz aliminda

'

Y
iskelet kasi TNFo
Glikoz alimi olugumunda

Y

Y

Lipoliz serbest yag asidi

Karaciger

Glikoz olusumunda

Sekil 2. PPAR-y aktivasyonu ve etkileri.

Thiazolidinedion’lar yeni simif oral hipoglisemik agjanlardir(12). TZD’lerin
hipoglisemik etkisi
kullanimini arttirmak yoluyla olmaktadir. Etki mekanizmas tam olarak anlasilmasa da
genel olarak kabul goéren hipotez; TZD’lerin PPAR y’ya baglanarak insilin
duyarliligini degistirdigi seklindedir. Adipoz dokuda serbest yag asidi depolanmasin
artirarak karaciger, iskelet kasi ve pankreatik beta hiicrelerini lipotoksiteden korurlar.
Diger yandan adipoz dokulardan adiponektin salimmini artirarak karacigerde indirekt
olarak insllin duyarlastirici etki gosterirler. TZD’ler klinik olarak tip 2 DM olan
hastalarda insulin hassasiyetini diizeltmek amaciyla kullanilmaktadir (13). Metabolik

instlin  sensitivitesini

etkileri asagida Ozetlenmistir.

artirarak periferik dokularin glukoz




1) Glukoz kontrolii: Aclik ve tokluk plazma glukozunu dustrdikleri birgok
calismada gosterilmis olup HbAlc seviyelerini %0,5-1,5 oraminda azaltmaktadirlar
(14,15).

2) Insiilin direnci/hiperinsiilinemi: Plazma glukozunu dustirmeleri yaninda,
TZD’ler aym1 zamanda dolasimdaki instilin seviyesini disUrir ya da glisemik kontrol
icin gerekli olan insiilin seviyelerini azaltir. Insilin rezistansindaki azalma periferik
dokularin glikoz kullammni arttirir ve bazi 6zel durumlarda karaciger bazal glikoz
Uretimini azaltir (16,17).

3) Dislipidemi: TZD’ler ile yapilan birgcok calismada bu ilaglarin HDL
seviyelerini % 5 ile % 15 oramnda arttirdiklart ancak bu artisin sadece HDL3
subfraksiyonunda oldugu goértlmustir. Genel olarak TZD’ler dolasimdaki serbest yag
asitlerini azaltirlar ve bu etkinin instilin rezistansimt kirmaya yonelik mekanizmaya
katkida bulundugu distnil mektedir (18).

4) Hipertansiyon: TZD sinifi ilaglar kullamilarak yapilan birgok ¢alismada gerek
hipertansif gerekse normotansif tip 2 diyabetiklerde kan basincinda disme
gozlemlenmistir. Bu dusis 3 mmHg ile 9 mmHg ortaama arteryel basing
diizeylerindedir (19).

5) Mikroalbiiminiiri: TZD simifi ilaglar kullamlarak yapilan ¢alismalarda, tip 2
diyabeti ve mikroalbumintrisi olanlarda triner mikroalbtmin/kreatinin oranlarinda
%60 lara varan dususler gorilmis olup bu etkinin plazma glukoz seviyelerinden ve

kan basinci etkisinden bagimsiz olustugu distntlmektedir (20,21).

6) Yag dokusu daghmr TZD simfi ilaglar kullanilarak yapilan cesitli
calismalarda bu gjamin selektif olarak visera yag dokusunu azaltip, periferik subkutan
yag dokusunu arttircigi ve bu sayede total yag dokusunu arttirchgr gosterilmistir
(22,23).



7) Pankreas beta hiicrelerinin insiilin salgilamasi: Bozulmus aclik glukozu ve
tip 2 diyabeti olan hastalarda TZD kullanimiyla beta hiicre sekresyon kapasitesinde
hem kisa hem de uzun vadede artis olduguna iliskin artan sayida kanitlar
bulunmaktadir. Mekanizmas: tam olarak anlasilamams olmakla birlikte, son
dénemlerde yapilan bir ¢alismada insiilin adacik hticrelerinde PPAR vy reseptorlerinin
cok sayida eksprese edildigi gosterilmistir(24).

Yukarida bahsedilen etkilerinin yam sira, TZD’lerin ciddi yan etkileri de
bulunmaktadir. 1997 yilinda piyasaya sirulen tiroglitazon 2000 yilinda hepatotoksik
etkilerinden dolay1 piyasadan cekilmistir. 1999 yilinda iki yeni PPAR agonisti,
resiglitazon ve pioglitazon Amerika Birlesik Devletlerinde piyasaya strdlmustir. Bu
ilaglarin daha dustk hepatotoksik etkilerine ragmen homodiltisyon, anemi, kilo alma,
O0dem ve artmis kalp yetmezligi riski gibi yan etkileri vardir. Son olarak, 2007 yilinda,
Food and Drug Administiration (FDA) tip 2 diyabet tedavisinde resiglitazon
kullaniminda palecebo, metmorfin veya silfonilure kullammina gore daha ytksek

oranda miyokardial iskemi riski oldugunu bildirmistir (25).
2.1.2. Ciglitazone

Ciglitazone (5-[4-(1-methylcyclohexylmethoxy) benzyl]-thiazolidine-2,4-dione)
thiazolidinedione sinifina ait antidiabetik bir gandir(9). PPAR y’'min ligand baglayici
bolgesine baglanan etkili ve selektif bir bilesiktir. 1982 yilinda Takada Ltd tarafindan
hipolipidemik ilagc gelistirme calismalan sirasinda hipoglisemik etkisi bulunmustur.
KK tipi farelerde 100 mg/kg dozda 4 giin sire ile verilmesi glukoz seviyelerinde %43
[Uk bir azalmaya sebep olmustur. Ciglitazonun kimyasal yapisi referans alinarak c¢esitli
ve daha guiclU antidiadetik ilaclar gelistirilmistir. Ozellikle molekiiltin kuyruk kisimlar
degistirilerek yeni molekiller olusturulmustur. Ciglitazone ilk kesfedilen TZD
olmasina ragmen yan etkileri ve antidiabetik etkinliginini daha sonradan gelistirilen

TZD lerden distk olmasi sebebiyle ticari olarak kullanima girmemistir. Ancak, TZD



grubu ilaglarin etkinliginin incelenmesinde ve degerlendirilmesinde referans olarak
bircok arastirmada kullamlmstir. Son donemlerde, Ozellikle kanser hicrelerinde
apoptosisi uyararak sitotoksik etki gostermesi ile ilgili ¢caligmalar devam etmektedir
(26).

O

O 3//<

NH

Sekil 3. Ciglitazone nun molekdl yapisi.

2.2. Karbonik Anhidraz

2.2.1. Dagilm ve Fizyolojik Onemi

IIk defa memelilerin eritrositlerinden 1933 yilinda (30) saflastirilan, karbonik
anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) CO, ’in hidrasyonu ve HCO3"1n dehidrasyonundan sorumlu
olan bir enzimdir(4). Asagidaki reaksiyonu dontstimlt olarak katalizlemektedir.

Karbonik _
Anhidraz

CO, + H,0 HCO; + H'

Bu reaksiyonla beraber; CO, tasinmasi, HCO3; dokular ve akcigerler arasinda
metabolize olmasinda, pH homeostazisinde, doku ve organlardaki elektrolit



sekresyonu, bircok biyosentez reaksiyonunda (glukoneogenez, lipogenez, tre dongusi
vs.), kalsifikasyon, timdr olusumu, idrar asidifikasyonu, ve daha bircok fizyolojik ve
patolojik durumlardarol almaktadir (27,28).

CA yukaridaki reaksiyonun disinda karboksilik, stilfonik, karbonik ve fosforik
esterlerin, aldehitlerin ve piruvatin hidrolizini de katalizler. Ancak, bunlarin fizyolojik
Onemi buglne kadar gosterilememistir (27).

CA’lar birbirinden bagimsiz dort gen ailes tarafindan kodlanan ve c¢inko
(Zn*") iceren monomerik yapili metaloenzimlerdir. Bugiine kadar dort farkli cesidi
karakterize edilmistir. Bunlar a-CA (omurgalilar, bakteriler, algler ve yesil bitkilerin
sitoplazmasinda), B-CA (cogunlukla bakteriler, agler, tek ve cift ¢cenekli bitkilerin
kloroplastlarinda), y-CA (temel olarak archealarda), 6-CA ise (bazi deniz
diatomlarinda) bulunur(29).

Memelilerde doku dagilimi ve hiicre ici yerlesimi farkli olan onalti ayr1 o-CA
izoenzimi ve CA benzeri protein (CARP) bulunmustur. (Tablo 1).



Tablo 1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri, sulfonamidlere

olanilgileri ve hiicreici yerlesimleri(b).
izoenzim Katalitik aktivite Siilfonamide | Hiicre I¢i Yerlesim
(hidrataz) Ilgisi
CAl Dusiik Orta Sitozol
CAll Y Uksek Cok yuksek Sitozol
CA llI Cok dustik Cok duistik Sitozol
CA IV Y Uksek Y Uksek Membrana bagli
CA VA Dusiik/Orta dereceli” Y tiksek Mitokondri
CA VB Y Uksek Y Uksek Mitokondri
CA VI Orta dereceli* Y Uksek Tukruk ve siitte
CA VII Y Uksek Cok yuksek Sitozol
CARPVIII Y ok *x Sitozol
CAIX Y Uksek Y Uksek Plazma membrarn
CARP X Yok *x Salgilamr
CARP XI Yok *x Salgilamr
CA XII Dustk Cok yuksek Plazma membrarn
CA XII Orta dereceli Orta-Y uksek Sitozol
CA XIV Orta dereceli Y Uksek Plazma membrarn
CA XV Dustk Bilinmiyor Membrana bagli

*pH 7,4'de disuk, pH : 8,2 ve Uzerinde orta dereceli

""Dogal CARP ( CA related protein) izozimleri Zn 2* icermemektedir. Bu nedenle sulfonamidiere olan

afiniteleri 6lculmemistir.

2.2.2.Karbonik Anhidraz IT (CA II)

CA 11, hemen hemen organizmadaki tUm htcre tiplerinin sitozoltinde bulunan,

maksimum CO, hidrasyonu turnover sayisina sahip olan (1.10° s*) ve en genis doku
dagilimli izoenzimdir (29). CA 1I'nin katalizledigi genel reaksiyon mekanizmasi Sekil

4’ de gOsterilmistir.
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Sekil 4. CA 1I'nin katalizledigi CO, hidrasyon reaksiyonunun mekanizmasi (29).

CA Il kemikte osteoklastlarda, beyinde, oligodendrositter ve beyin
epitelyumunda, gbzde lender ve retina miller hiicrelerinde, karacigerde, bobrekte, salgi
bezlerindeki asiner hiicrelerde, pankreatik kanal hlicrelerinde, gastrik parietal hiicrelerde,
uterusun endometriumunda, endotel hicrelerde, spermatozoada, eritrostlerde,
trombositlerde bulunur. Bu hticre tiplerinde CA 11I'nin fiziksel rolt donisUmlUdir. Bazi
hiicrelerde CA 11 asit-baz homeostazi icin temel rol oynar. Uriner asidifikasyon tretimi
icin H* salgilayan renal tubuler, gastrik parietal hiicreler tarafindan H* salgisina katkida
bulunur (30). CA 11 pankreas sivisi icin HCOs katkisi yapan pankreatik kanal hiicrelerine
HCO;™ temin eder. Ak6z humorun salgilanmasinda da CA 1l enziminin uyarici etkis
vardir(31). CA Il aym zamanda boObrekte, eritrostlerde ve karacigerde proksimal
tublllerde CO, degisimine katkida bulunur (32). Memeli karbonik anhidraz 11 (CA I1)

izoenziminin doku dagilimi ve bu dokulardaki islevi Tablo 2’ de gosterilmistir .
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Tablo 2. Memeli karbonik anhidraz I1 (CA 11) izoenziminin doku dagilimi ve bu

dokulardaki islevi (33).

Doku dagilimi

islevsel rolleri

% Yemek borusu (6zefagus) ve larinks epiteli

% Kemik osteoklast hiicreleri
% Goz

% Tedtis

% Bobrek

% Beyin

% Akciger

¢ Eritrositler

% Gastrointestinal epiteli

\/
0.0

Mideden yemek borusu ve daha
yukan bolgelere bash asiditeyi
engeller

Kemik resorpsiyonu

Ak6z himorin dretimi

Sperm hareketliligi

Idrar asidifikasyonu

BOS sagis

Gaz degisimi

Gaz degisimi

H" salgis, HCO5 sdgisi

2.2.3. Karbonik Anhidraz inhibitorleri (CAT)

CA, aktif bolgesinde bulunan c¢inko iyonuna baglanan iyon ve molekiller

tarafindan inhibe edilmektedir. Stlfonamid turevleri olan asetazolamid, klorozamid,

dorzolamid ve brinzolamidler CA’min kendine 6zgl guclt inhibitorleridir. (34).

Halojendrler,siyanir ve tiyosiyanur gibi mononegatif c¢oOzlciler ise daha gevsek

baglanarak zayif bir inhibisyon olusmasni saglarlar. Bu inhibitorlere en dayanikl
izoenzim CA-lII'dir. CAI iki degisik formu vardir.(35). Sistematik etkili olanlar,
epileps tedavisinde kullanilan asetalozamid gibi. Topikal etkili olanlar, glokom

tedavisinde kullanilan dorzolamid ve brinzolamid gibi sistemik yan etkileri daha aza

olan inhibitorlerdir (36).
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2.3. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz

Glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz  (G-6-PD)  (D-glukoz-6-fosfat; NADP?
oksidorediktaz, E.C. 1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kontrol
enzimidir(6). G6PD cogunlukla sitoplazmada ayrica peroksizom, endoplazmik
retikulum, lizozom, Kkloroplast ve mitokondri gibi c¢esitli organellerde de
bulunmaktadir (44). Birgok mikroorganizma, bitki ve hayvan hicrelerinde bulunan
G6PD enzimi asagidaki tepkimeyi katalizler .

Glukoz-6-fosfat + NADP* —  6-fosfoglukono- -1akton + NADPH + H*

Enzimin dogal substrati1 glukoz-6-fosfattir (G-6-P). Ancak 2-deoksiglukoz-6-
fosfat, 2-deoksi-2-floroglukoz6-fosfat, 2-deoksi-2-kloroglukoz-6-fosfat, mannoz-
6fosfat, 3-oksiglukoz-6-fosfat gibi substrat analoglarimt da belli oranlarda
kullanabilmektedir. G6PD ile katalizlenen reaksiyon termodinamik agidan geri
dontstmlt olmasina ragmen, DG6P oksidasyonunun Urtint olan D-glukonolaktonun
hizl1 bir sekilde hidroliziyle geri dontstimstiz hale gel mektedir(39).

Pentoz fosfat yolunun hiicrede, nikleotid sentezi icin gerekli riboz-5-fosfat ve
rediktif biyosentezlerde indirgeyici gic olan NADPH'lar1 sentezlemek gibi baslicaiki
fonksiyonu vardir(37). Ayrica bu yolla, aromatik aminoasit ve vitamin sentezinde
gerekli eritroz 4-fosfat, bakteri hiicre duvarinin bir bileseni sedoheptul oz-7-fosfat gibi
fosforile karbonhidratlar sentezlenmektedir(38). Pentoz fosfat metabolik yolu ve diger

sentez yollar: ile baglantisi Sekil 5’ de gosterilmistir.
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Sekil 5. Pentoz fosfat metabolik yolu (39).

NADPH hicrede yag asidi, kolesterol, L-askorbik asit, nitrik oksit biyosentezi,

glutatyonun indirgenmesi, ilag ve ksenobiyotik detoksifikasyonu ve peroksitlerin

indirgenmesinde gorev alir (40). Eritrositlerde pentoz fosfat yolu okside glutatyonun
indirgenmesi icin gerekli NADPH'y1 saglar. Redikte glutatyon (GSH) ve GSH

bagimli enzimler hiicreyi i¢c ve dis kaynakli toksik bilesiklerden ve reaktif oksjen

trlerinden (ROS) korur (41). Fagositlerde oksijen tiketimi ve H,O, olusumu fazla

oldugundan pentoz fosfat yolunun aktivitesi de yuksektir . Ksenobiyotikler, glutatyon

peroksidaz, sitokrom p450 detoksifikasyon sistemleri ile NADPH kullanilarak

metabolize edilir (42).



15

2.3.1. G6PD’1n Klinik Onemi

G6-PD eksikligi yaygin olarak Afrika ve Asya nin tropikal ve subtropikal
bolgeleri, Orta Dogu ve Akdenizin bazi bolgelerinde gorilen yaklasik olarak 400
milyondan fazla sayida insani etkileyen bir enzim hastaligidir (43). G6-PD eksikligi,
kesfinden sonraki ilk 10 yilda daha cok klinik olarak incelenmis, daha sonraki yillarda
ise enzimin gesitli varyantlart arastinlmaya baslanmistir. Son 10 yilda ise enzim
eksikligine neden olan gesitli mutasyonlar DNA diizeyinde incelenmektedir (45).

G6-PD enzimini kodlayan gen 13 ekzon ve 12 intron bolgesinden olusur.
Simdiye kadar yapilan calismalarda bu gen bolgesinde 100 farkli nokta mutasyonu
tammlanmisg ve 400 den fazla anormal varyant klinik olarak saptanmustir (46,47). Bu
mutasyonlar gcogunlukla enzimin substrat baglanma bolgesinde yer alan aminoasitleri
etkilemekte ve enzimin aktivite gostermes icin gereken protein katlanmalarina ve
dimerizasyonuna engel olmaktadir(48). G6-PD eksikliginin en onemli belirtileri
neonatal sarilik, favizm ve hemolitik anemidir. Enzimin siddetli eksikliginde ise

kronik nonsferositik anemi gorilmektedir (47).
2.3.2. G6PD Enzim Eksikliginin Diger Etkileri

G6-PD eksikliginin hicrede oksidatif stresin artmasina, aym zamanda NO
dretiminin azalmasina neden olarak hipertansiyon, diabetes mellitus ve ateroskleroz
gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu bildirilmistir (49). Hicrede
oksidatif hasarlarin neden oldugu yaslanma ve kanser gibi hastaliklar da G6-PD
eksikliginin bir sonucu olarak dustuntlmektedir (50). Enzim eksikligi gorilen
hastalarda kalp ameliyatlarindan sonra daha uzun ventilasyon siiresi, siddetli “hipoksi,
artan hemoliz gbzlenmekte ve daha fazla kan nakline ihtiyac duyulmaktadir(51).
Bakteriyel ve viral infeksiyonlar oksidatif metabolitleri Gretmesinden dolay: hemolize
neden olmaktadir. Hepatit A ve hepatit E'li hastalarda enzim eksikliginin siddetli
hemoliz meydana getirdi gi belirtilmistir(52).
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2.3.4. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz inhibitoleri

G6-PD ile yapilan kinetik calismalarda enzim aktivitesini etkiledigi bazi ara
bilesiklerden, metal iyonlarindan ve bazi ilaglardan etkilendigi tesbit edilmistir.
Kadminyum ve kadminyum klorlrin yapilan ¢calismalarda G6-PD aktivitesini inhibe
ettigi bulunmustur. Insan eritrosit G6-PD enzim aktivites izerine amoksisilin sodyum,
penisilin G sodyum ve bu tir antibiyotikler UGzerine in vitro etkisi arastirilmis
inhibisyon yapici olduklart gosterilmistir. Ayrica cesitli antipiretik ve analjezik
maddelerde G6PD enzim aktivitesini inhibe etmektedir. Sigir eritrositlerinden
saflastinlan G6-PD enzimi Uzerine ATP, ADP, NADPH ve NADH'in etkileri
incelenmis sonug olarak ADP, NADPH ve NADH yarismal1 inhibisyon, ATP'nin ise
yarismasiz inhibisyon yaptigi gosterilmistir (53).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu calismasinda kullamlan cihazlar, laboratuvar alet ve malzemeleri Ureticileri
ile Tablo 3'telistelenmistir.

Tablo 3. Tez calismasinda kullarilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin
ozelikleri
Kullanilan Cihaz, Alet ve

Malzemeler Marka / Model

Derin dondurucu Vestel, Arcelik, Bosch

Saf su cihazi Aquatron 4AD

Etiiv Gallenkamp

Calkalayic1 Nive, SL 350

Hassas analitik terazi Oertling NA 164

Manyetik karistirici Ikamag RH

Otomatik pipet, 0.5-10 pL Eppendorf

Otomatik pipet, 10-100 pL Eppendorf

Otomatik pipet, 50-200 pL Eppendorf

Otomatik pipet, 100-1000 pL Eppendorf

Otomatik pipet, 1-5 mL Eppendorf

pH-metre Hanna Instruments, HI 9321
Santrifiij Heraeus, Labofuge 200
Sogutucu Philco FRT 152 D
Spektrofotometre Beckman Coulter DU530, UV /VIS

Vorteks Nive, NM 110
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler, dretici firmalar, rin kodlar1 ve

bazilarinin saflik diizeyleri Tablo 4’ te verilmistir.

Tablo 4. Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin satin alindiklar: firmalar

ve Ozellikleri

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Safligi

Asetazolamid
Glukoz 6-Fosfat (G6P)

Magnezyum kloriir (MgCl..6H20)

Nikotinamid Adenin Diniikleotit
(NADP)

Dimetil siilfoksit (DMSO)
Tris(hidroksimetilaminometan)
p-nitrofenil aseatat

HEPES

Karbondioksit gaz1 (COz)

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz
(G6PD)

Siilfiirik asit (H,SOy)
Sodyum hidroksit (NaOH)
Hidroklorik asit (HCI)
Ciglitazone

Vancomycin

Sodyum kloriir (NaCl)

Insan Karbonik Anhidraz IT (CA 1I)

Sigma, A6011

Sigma, Lot 67h7005
Sigma, Uriin kodu: M 9272
Sigma, Lot 18H7040
Sigma

Merck, K3528987

Sigma, Lot 023K2604
Sigma, Uriin kodu: A 5888
Ticari olarak elde edilmistir.
Eritrositlerden saflastirilmisg

Carlo-Erba %96, (d=1.84 g/ml) no: 306657
Merck, > % 99 (6462)

Carlo Erba, % 37, d=1.186 (7647-01-0)
Sigma, Lot 035K1026 > =% 99

Sigma
Merck, % 99.5-100.5 (1.06400.1000)
Sigma, Lot 078K6276  Eritrositlerden

saflasgtirilmig
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Deneylerde kullamlan cozeltiler ve bunlarin hazirlanislariyla ve hangi amacla
kullanildiklar: liste halinde Tablo 5'te gosterilmistir.

Tablo 5. Deneylerde kullarilan ¢cozeltiler ve hazirlanmiglan

Cozelti Hazrlamsi ve Kullamildig: Yer
1 M NaOH 19 g NaOH saf suda ¢ozilerek 250 mL'ye tamamlandi. Tampon
¢ozdtilerin pH’ larinin ayarlanmas nda kullanil di.
13M stok HClI’den 7,7 mL aindi 80 mL saf suda biraz
1 M HCI karistirildiktan sonra son hacim 100 mL tamamlandi. Tampon
¢ozdtilerin pH’ larinin ayarlanmas nda kullanil di.
18M stok H.SOsden 55 mL aindt 80 mL saf suda biraz
1M H:SOq4 karistirilldiktan sonra son hacim 100 mL tamamlandi. Tampon
¢Ozdtilerin pH’ larinin ayarlanmas nda kullanil di.
931 mg glukoz 6 fosfat kolay oksitlendigi igin hizl1 bir sekilde
33 mM G6P tartihip 100 mL saf suda ¢ozuldi. G6-PD aktivide tayininde

kullamldh.

0,63 mM MgCl,

1,28 g MgCl,.6H,0 tartilip ve 100 mL saf suda ¢ozuldu. G6-PD
aktivide tayininde kullanildi.

0,5 M Tris-HCI

6,05 g Tris baz: tartilip 80 mL saf suda ¢ozildi ve pH=7,5 olana
kadar HCIl ilave edildi son hacim 100 mL'ye saf su ile

tamponu tamamlands. G6-PD aktivide tayininde kullarn|di.

0,29 g NADP (sodyum tuzlu) tartilip ve 100 mL saf suda ¢ozuldu.
3,8 mM NADP G6-PD aktivide tayininde kullanilds,
Doygun CO; 100 mL saf su iceren bir erlen CO2 gazi ile 30 dk boyunca

Substrat ¢ozeltisi

doyurularak hazirlandi. Karbonik anhidrazin aktivite 6lgimu igin
kullanldi.

HEPES Tamponu

6,51 g HEPES tartilip 850 mL saf suda ¢ozuldi. pH=8,8 olana
kadar 1 M HCl iletitre edildi ve son hacim 1000 mL tamamlandi.
Karbonik anhidrazin aktivitesi icin kullanildi.

Ciglitazone (15 mM)

5 mg'lik stok ciglitazone 1 mL %100'luk DMSO’'da ¢ozildl.
Seyreltmeler % 10 luk DM SO ile yapildi.

0,05 M Tris-SO4
Tamponu

6,0579g Tris yaklasik 900 mL deiyonize suda ¢ozilerek 1M H,SO,
ile pH=7,00" a ayarlandi. Karbonik anhidraz aktivites tayininde
kullanildh.

3 mM p-nitrofenil
aseatat cozeltisi

27,2 mg p-nitrofenil aseatat 1mL asetonda cozlldikten sonra
karismakta olan 49 mL deiyonize suya eklendi. Karbonik anhidraz
aktivites tayininde substrat olarak kullarilch ve ¢alisma gunt taze
olarak hazirlandi.

1mM asetazolamid
cozeltisi

0,0111 g asetazolamid tartildi 7,5mL %10’ luk DM SO ile ¢ozildi
ve tamponla beraber son hacim 50 mL tamamlandi. CA |l
aktivitesini inhibe etmek icin kullanldi.

0,07 mM Vancomycin

10 mg vancomycin %10 DM SO iceren TrissHCI de ¢ozuldu.
G6-PD inhibe etmek icin kullanildi.
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3.2. METOD

3.2.1. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Tayini

Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitess Wilbur-Anderson metodu ile
olculdi (34). 2,6 mL HEPES tamponunun (pH=8,80) Uzerine 0,1 mL enzim ve kor
olarak 0,1 mL %10’ luk DM SO (Ciglitazone DM SO da ¢ozuldugi icin) konuldu. Daha
sonra substrat olarak doygun haldeki CO, c¢ozeltisinden 2,2 mL ilave edildi. Olusan
CO, hidratasyonunda pH'min 8,20'den 7,00'e dusust pH metre ile takip edildi ve
gegen sire olcildi. Her bir dlgim Uc defa tekrarlamip ortalama degerler bulundu.
Enzim birimi, enzimsiz CO, hidratasyonu siresi (to) ile enzimli reaksiyon sires (t)
arasindaki farkin t;' ye bolinmesi ile belirlendi.

Wilbur-Anderson Unit (E.U) = (to-tc)/ tc
Burada;

EU : Enzim Unites

fo : Enzimsiz denemede dlcilen siire

t. : Enzimvarliginda dlctlen siire

3.2.1.1. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Uzerine Ciglitazone EtKisi

Ciglitazonun CA |l hidrataz aktivites (zerine etkis inceemek icin deney
tlplerine 2,6 mL HEPES tamponu (pH=8,80), 0,1 mL CA Il ve 0,1 mL 0,04 mM, 0,02
mM, ve 0,01 mM ciglitazone ilave edildi. On dakika inklbasyondan sonra tizerine 2,2
mL substrat ¢ozeltis (doygun CO, ) eklendi. pH’nin 8,20 den 7,00 distst pH metre ile
takip edilidi ve gegen slre dlguldu. Ayni islemler CA 11 inhibitort olan asetazolamid



21

icinde uygulandi. Sirasiyla deney tiplerine 2,6 mL HEPES tamponu, 0,1 mL CA Il ve
0,010mM , 0,001mM , 0,0001mM asetazolamidden 0,1 er ml ilave edildi ve 10 dakika
inktbasyondan sonra lizerine 2,2 mL substrat ¢ozeltis (doygun CO, ) eklendi. pH’nin
8,20 den 7,00 dusUst pH metre ile takip edilidi ve gegen stire dlculdi. Her bir 6lcim 3
kez tekraraland: ve ortlama degerler hesaplandi. Enzim Unites yukarda verilen formul
yarchimiyla bulundu. ilk asamada bulunan hidrataz  aktivitesinden sonraki asamada
bulunan hidrataz aktivites degerleri ¢ikarilarak inhibisyonlar bulundu. Hidrataz aktivites
icin gerekli reaktifler ve hacimleri Tablo 6’ daverilmistir.

Tablo 6 . Karbonik anhidraz hidrataz aktivites 6lgiimiinde kullanilan reaktiflerin

ve inhibitorlerin konsantrasyon ve hacimleri

Reaktifler E Kor E+CZ CZ+kior E+Ast Ast+Kor
HEPES tamponu (mL) 2,6 2,7 2,6 2,7 2,6 2,7
%10'luk DMSO (mL) 01 0,1 - - - -
Ciglitazone (mL) _ - 0,1 0,1 - -

CA Il (mL) 0,1 - 01 - 0,1 B
Asetazolamid (mL) - - - - 0,1 0,1
Doygun CO2(mL) 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2

Toplam Hacim (mL) 5 5 5 5 5 5
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3.2.2. Karbonik Anhidraz Esteraz Aktivitesi Tayini

CA esteraz aktivites Armstrong ve arkadaslar tarafindan gelistirilen karbonik
anhidrazin p-nitrofenil asetat: p-nitrofenol ve asetata hidrolizlemes esasina dayan metod
ile olclldi(37). Olusan p-nitrofenoliin absorbans: 348 nm’'de spektrof otometrik olarak
Olcllerek CA aktivites tayin edildi. Reaksiyon denklemi su sekildedir:

Karbonik Anhidraz‘

p-nitrofenilasetat + H,O p-nitrofenol + asetik asit

CA Il aktivites tayin islemleri icin; once, her bir CA Il toplam esteraz aktivites
tayin edildi. Bu amacla, deney tlplerine 1,2 mL Tris-SO, tamponu, 0,3 mL CA 1l ve 0,3
mL su konularak oda sicakliginda iyice karistirildi. Daha sonra Uzerine 1,2 mL p-
nitrofenilasetat ¢ozeltis ilave edildi ve karisim 3mL hacimli spektrofotometre kiivetine
alinarak hemen 348 nm'de 3 dakika boyunca absorbansi okundu. Baslangicta ve 3
dakika sonunda okunan absorbandar arasi fark esteraz aktivites olarak belirlendi. Her bir

deney Uc kez tekrarland.
3.2.2.1. Karbonik Anhidrazin Esteraz Aktivitesi Uzerine Ciglitazonun Etkisi

Ciglitazonun CA |l esteraz aktivites Uzerine etkis incelemek icin, deney
tlplerine 1.2 mL Tris-stlfa tamponu, 0,3 mL CA Il ve 10uL 0,05 mM, 0,025 mM ve
0,0125 mM ciglitazone ilave edildi. Bu karisim on dakika inktbasyona birakildi. Sonra
Uzerine 1,2 mL substrat ¢ozeltis eklendi ve kivet hacmi 3 ml olana kadar saf su ilave
edilerek hemen 348 nm'de 3 dakika absorbandari okundu. Ayni deneyler CA Il
inhibitdrd olan asetalozamid iginde uygulandi. 1,2 mL Tris-stlfat tamponuna, 0,3 mL
CA Il ve 10uL, 0,0033 mM, 0,0016 mM ve 0,0008 mM asetazolamid ilave edilerek
aktivite olcimleri yapildi. Her bir 6lgim 3 defa tekrarlandi. Ilk asamada bulunan
esteraz aktivites degerinden ikinci asamada bulunan deger cikarilarak inhibisyon
miktarlar1 belirlendi. Esteraz aktivites icin gerekli resktifler ve hacimleri Tablo 7 de

verilmistir.
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Tablo 7. Karbonik anhidraz esteraz aktivites 6lciimtnde kullanilan reaktiflerin ve

inhibitorlerin konsantrasyon ve hacimleri.

Reaktifler E Kor E+CZ CZ+Kor Ast+E Ast+Kor
Tris-stilfat (mL) 1,2 1,5 1,2 15 1,2 15
CA Il (mL) 0,3 _ 0,3 - 0,3 -

Saf su (pL) 290 290 290 290 290 290
Ciglitazone (ul) - - 10 10 - -
DMSO (uL) 10 10 - - - -
p-nitrofenil asetat (mL) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Asetazolamid (uL) - - - - 10 10
Toplam Hacim (mL) 3 3 3 3 3 3
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3.2.3. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Aktivitesi Tayini

G6-PD enzim aktivites Beutler yontemine goére Olclldi(54). Y ontem, glukoz 6
fosfatin G6-PD varliginda 6-fosfoglukolaktona donismesi ve bu dontsim sirasinda
indirgenen NADP nin 340nm’deki absorbans degisikliginin 37°C’de belirli bir sire
(4 dak) takip edilmesi esasina dayanmaktadir. Olclim icin gerekli reaktifler ve
Inhibitorler hacimleri ile birlikte Tablo 8 de verilmistir. Burada kullanlan ciglitazone
stoktan (15 mM) yola cikilarak %10 DMSO iceren Tris tamponu ile 100 kat
seyreltilerek hazirlandi(0,15mM). Ug farkli konsantrasyonda calisildi. Bunlar sirasiyla
0,15 mM, 0,075 mM ve 0,0375 mM olarak belirlendi. Ayt islemler G6-PD inhibitori
olan vancomycin ile 0,07 mM, 0,035 mM ve 0,017 mM konsantrasyonunda da

gerceklestirildi ve asagidaki formul kullanilarak enzim aktivites: (U/L) hesapland:.
A= AA[622x V1l Vg
A = Litre basinaenzim Unitesi(EU/L)
OD = 340 nm’ de optik dansitenin degisimi
V1 =Toplam kivet hacmi
Ve = Enzim ¢Ozeltisinin hacmi

6,22= 1 cm’'lik kivet yolunda Im M NADPH’in olusturdugu absorbans
degeri(milimolar ekstinksiyon katsay1si)

Her bir 6lcim 3 kez tekrar edildi ve ilk inhibitorsiiz ortamda elde edilen
aktivitelerden inhibitor varliginda 6lcllen aktiviteler gikarilarak inhibisyon miktarlar:
belirlendi.
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Tablo 8. G6-PD aktivites olciimtnde kullailan reaktiflerin ve inhibitorlerin
konsantrasyon ve hacimleri

Reaktifler E Kor CZ+E CZ+Kor Van-+E Van + Kor
Saf su (uL) 540 590 540 590 540 590
%10 DMSO (uL) 10 10 _ ] _ ]
0,63 mM MgCl2 (uL) 100 100 100 100 100 100
05M TrisHCI (ulL) 100 100 100 100 100 100
3,8 mM NADP (uL) 100 100 100 100 100 100
33mM G6P (uL) 100 100 100 100 100 100
G6-PD (L) 50 _ 50 B 50 _
Ciglitazone (uL) - - 10 10 - -
Vancomicyne (ulL) - - - - 10 10
Toplam hacim (mL) 1 1 1 1 1 1




4. BULGULAR

4.1. CA II Hidrataz Aktivitesi sonuclari

Ciglitazone ve asetazolamidin CA |1 hidrataz aktivitesi Uzerine in vitro etkis
farkli konsantrasyonlarda inhibitor c¢oOzeltisinin kullanilarak belirlendi. Yapilan
deneyler sonugunda, ciglitazonun hidrataz aktivitesini inhibe ettigi gobzlendi.
Deneylerin  dogrulugunu test etmek icin kullanilan asetazolamidle mukayese
edildi ginde ciglitazonun daha zay1f bir inhibisyona sebep oldugu gbzlendi. Elde edilen
inhibisyon grafikleri ve 1Cs, degerleri  Sekil 6 ve Sekil 77 de, oranlar1 Tablo 9 ve
Tablo 10'da verilmistir.
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Sekil 6. Ciglitazone konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA hidrataz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik (1Cso = 0,0063 mM ).
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Tablo 9. Ciglitazonun CA Il hidrataz aktivitesi inhibisyon oranlari.

Ciglitazone (mM) Enzim Unitesi(EU) n=3 % Aktivite
0 3,6 0,158 100
0,01 1,58 £ 0,092 43,8
0,02 0,54 + 0,031 15
0,04 0,44 + 0,021 12
100 ¢
% i
&) 4
70 A
o P
3 =)
w0
° 4
3) 4
201 @
10 -
2
0] \ ‘ ‘ ‘ :
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Asetazolamid (mM)

Sekil 7. Asetazolamid konsantrasyonundaki artisa bagh olarak CA hidrataz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik ( 1Cso=0,00044 mM ).

Tablo 10. Asetazolamidin CA Il hidrataz aktivites inhibisyon oranlar

Asetazolamid (mM) Enzim Unitesi(EU) n=3 % Aktivite
0 3,6 0,129 100
0,0001 1,28 + 0,079 36
0,001 0,714 £ 0,054 19,8

0,01 0,20 + 0,012 5,6
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4.2. CA 1II Esteraz Aktivitesi sonuclar

Ciglitazonun CA Il esteraz aktivitess Uzerine in vitro etkis farkh
konsantrasyonlarda ciglitazone cozeltisinin belirli hacimlerinde ilave edilmesiyle
belirlendi. Ciglitazonun esteraz aktivitesini hidrataz aktivitesine oranla daha az inhibe
ettigi gozlendi. Sonuglar, Sekil 8 ve Sekil 9 daki % Aktivite-[Ciglitazone] grafiginde
ve inhibisyon oranlari olarak Tablo 11 ve Tablo 12 de gosterilmistir.

100 ¢

0 |

80 L 2
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£
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20 |
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0 T T . . .
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Ciglitazone (mM)
Sekil 8. Ciglitazone konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA esteraz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik (1Cso = 0,047 mM).

Tablo 11. Ciglitazonun CA Il esteraz aktivitesi inhibisyon oranlari.

Ciglitazone (mM) Absorbans(348nm) n=3 % Aktivite
0 0,378 + 0,002 100
0,0125 0,306 + 0,005 81
0,025 0,257 + 0,007 68

0,05 0,181 + 0,002 48
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% Aktivite

*

(¢} 00005 0001 00015 0002 00025 0003 00035
Asetazolamid (mM)

Sekil 9. Asetazolamid konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA esteraz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik ( 1Cso = 0,00064 mM).

Tablo 12. Asetazolamidin CA Il esteraz aktivites inhibisyon oranlari

Asetazolamid (mM) Absorbans (348nm) n=3 % Aktivite
0 0,378 + 0,005 100
0,0008 0,128 + 0,003 35,8
0,0016 0,089 £ 0,0026 22,6

0,0033 0,020 + 0,0014 5,2
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4.3. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Sonuclari

Ciglitazonun G6-PD enzim aktivites Uzerine in vitro etkiss farkli
konsantrasyonlarda ciglitazone ¢ozeltisinin belirli hacimlerinde deney ortamina ilave
edilmesiyle belirlendi. Daha 6nceki calismalarda enzimi inhibe ettigi gosterilen
vancomycin kontrol olarak ve ciglitazone' nin etkinligini mukayese etmek icin
kullanildi. Elde edilen sonuclardan ciglitazone nin vancomycin’den daha zayif bir
inhibisyon olusturdugu gozlendi. Sekil 10 ve Sekil 11’ de aktivasyon grafikleri, Tablo
13 ve Tablo 14’ de inhibisyon oranlari verilmistir.

100 ¢

% Altivite
8 8 8§ & 8

o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12 0,14 0,16
Ciglitazone (mM)

Sekil 10. Ciglitazone konsantrasyonundaki artisa baglh olarak G6-PD
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik ( 1Cso= 0,067 mM).



Tablo 13. Ciglitazonun G6-PD aktivites inhibisyon oranlar
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Ciglitazone (mM) Enzim Aktivitesi(EU/L) n=3 % Aktivite
0 220 £ 5,541 100
0,0375 201 + 7,402 96,2
0,075 155 + 5,495 70
0,15 20+ 2,270 98
100 @
% 4
80 2
70 -
g 7
P .
® 407
%07 .
20 4
10 4
0]

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
Vancomicyne (miM)

Sekil 11. Vancomycin konsantrasyonundaki artisa bagl olarak G6-PD
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik (ICso = 0,037 mM).

Tablo 14. Vancomycinin G6-PD aktivites inhibisyon oranlari

Vancomicyn (mM) Enzim Aktivitesi(EU/L)n=3 % Aktivite
0 220+ 4,11 100
0,07 175 + 3,09 79,5
0,035 103+ 1,84 46,8

0,017 61+0,78 27,7




5. TARTISMA

TZD grubu ilaglar hipoglisemik etkilerinden dolay: insulin direnci ve tip 2 DM
teadavisinde kullanilan bilesiklerdir. Etki mekanizmalari tam anlasilmanmis olmakla
birlikte etkinliklerini PPAR vy Uzerinden cesitli enzimlerin gen ekspresyonlarin
diizenleyerek gerceklestirdikleri bilinmektedir. Bu ilaglarin piyasa surilmes ile
birlikte insan saglig1 Gzerindeki olumsuz yan etkileri bildirilmis ve ticari olarak piyasa
surdlen ilk TZD olan tiroglitazon hepatotoksit etkisinden dolay: piyasadan ¢ekilmistir.
Pioglitazon ve resiglitazon gibi yeni nesil TZD ler diabet tedavisinde kullanimakla
beraber, daha yiksek oranda miyokardial iskemi olusturma riski oldugu FDA
tarafindan bildirilmistir. Bilinen bu yan etkinin yam1 sira bu grup ilaglarin
homaodiltsyon, anemi, kilo ama, 6dem gibi yan etkileri de vardir (2,3,25).

CZ, 1982 yilinda Takada Ltd tarafindan hipolipidemik ila¢c arastirmalari
sirasinda tesadiifen hipoglisemik etkisi bulunmus bir bilesiktir. CZ ilk kesfedilen TZD
olmasina ragmen yan etkileri ve antidiabetik etkinliginini daha sonradan gelistirilen
TZD lerden dusik olmas sebebiyle ticari olarak kullanima girmemistir. Ancak, TZD
grubu ilaglarin etkinliginin incelenmesinde ve degerlendirilmesinde referans olarak
birgok arastirmada kullanlmistir (25).

CZ nin anemi yapici 6zeliklerinin arastirilmasinda, 6zellikle kemik iliginde kan
Uretiminin gen seviyesinde baskilanmasini inceleyen calismalar yapilnus ancak bu
ilaglarin kemik iligi Uzerine etkiligini gbsteren bir sonuca ulasilamamustir. Y apilan
calismalar TZD lerin gen ekpresyonunu etkileyerek degistirebilecegi metabolik
surecler Uzerine yogunlasmis ancak, bugine kadar bu ilaclarin kendi kimyasal
yapilarina 6zgu enzim inhibisyon yada aktivasyon calismalart yapilmamistir. CZ ve
prostaglandin J nin eritrosit 6limi  (eryptosis) Uzerine etkilerini inceleyen bir

arastirmada, CZ uygulanan grupta eritrosit ici Ca?* miktarinin artig1 ve bununda hiicre
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Olumuna tetikledigi bildirilmistir. Ancak, bu hiicrelerde gekirdek olmadig igin eritrosit
bitinlGigtinde 6nemli bazi metabolik yollarin CZ tarafindan PP AR y bagimsiz olarak
etkilendigi ileri strdlmistir (55). Eritrositler gekirdeklerinin olmamasindan dolay
bulunduklar1 ortamdaki degisikliklere gen seviyesinde cevap veremezler. Enzim
aktivitelerini etkileyen bilesikler eritrositlerin fonksiyonlarini yerine getirmesinde ve
hiicre bitinlUginin korunmasinda problemlere sebep olurlar. Bu tez calismasinda
eritrosit yapr ve fonksiyonlarinin korunmasinda énemli olan CA 1l ve G6PD enzimleri
Uzerine bir TZD olan CZ nin etkileri incelenmistir. Eritrositlerde yer olan bu iki enzim,
eritrositlerin  canliligimn strdurdlmes igin hayati 6neme sahip olduklan icin
secilmistir.

Bilesiklerin inhibisyon etkisini tespit etmek icin Ki ve ICs, degerlerinden
yararlamlmaktadir. Ki degeri daha hassas olmakla beraber, 1C5y degeri
hesaplamasindaki kolayliktan dolay: inhibisyon etkinliginin karsilastirilmasinda
pratikte daha sik kullanilmaktadir. CZ nin insan eritrositlerinden saflastirilmis CA I
nin hem esteraz hem de hidrataz aktivitelerini Uzerine olan etkisi Sekil 6, Sekil 8 ve
Tablo 9, Tablo 11 gosterilmistir. CZ her iki aktiviteyi de inhibe etmistir. Hidrataz
aktivites Uzerine olan inhibisyonu ( ICsg = 0,0063 mM) esteraz aktivitesi Uizerine olan
inhibisyonundan  ( 1Csg = 0,047 mM) daha kuvvetlidir. CA inhibisyon calismalarin
cogunda inhibitorlerin etkinlikleri gucli bir CA inhibitéri olan astazolamid ile
karsilastirilmaktadir. CZ asetazolmid ile karsilastinldiginda CA 1l nin hidrataz
aktivitesi inhibisyonu icin 10 kat (asetazolamid icin 1Cs= 0,00044 mM), esteraz
aktivites inhibisyonu icin ise yaklasik 100 kat (asetazolamid icin ICso= 0,00064 mM)
daha dus Uk oldugu gozlenmistir( Sekil 7 ve Sekil 9). CA min bugtine kadar tamimlanan
fonksiyonlarimn tamami hidrataz aktivites ile ilgilidir. Dolayisiylay CZ nin yaptig

inhibisyon CA Il nin fonksiyonlarim degerlendirilmesinde 6nemli olabilir. CA I

eritrositlerde CO, in  HCO; dniisiip tasinmas: ve akcigerlerde atilmasinin yan sira
cesiti  membran proteinleri ile birleserek yaptigi metabalonlarla eritrosit
membranlarindan iyon gegisini ve asit-baz dengesini duzenlemektedir (28). Bu

fonksiyonlarin inhibe olmas eritrositlerin fonksiyonlarin yerine getirilmesini ve hiicre



butlnlGgund bozar. Ayrica, Asetazolamidin alveolar ventilasyonu bozulmus olanlarda,
pulmoner tikanmas ya da amfizemi olan hastalarda ciddi anlamda metabolik asidozu
agrlastirchgr bilinmektedir. Elde ettigimiz bu sonuclar dogrultusunda CZ nin de dahil
oldugu TZD grubu ilaglarin bu hastalarda kullamminda ya da sistematik olarak
asetazolamid kullammu (diUretik olarak) sirasinda bu ilagla birlikte kullaniminda
metabolik asidoz bakimindan dikkatli olunmalidir. Ancak, CA inhibisyonuna sebep
olan bircok bilesigin hiicre membranlarindan difiizyonu arasinda ciddi farkliliklar
bulunmaktadir (36). Her ne kadar CZ, CA Il inhibisyonuna sebep oluyorsa da, bu
bilesigin eritrosit membranlarindan difflizyon yetenegini ve tedavi dozunun CA 1l
inhibisyonu Uzerideki etkinligini arastiran calismalarla elde ettigimiz sonuglar
desteklenmelidir.

CA nin esteraz aktivites 6l¢timu, fizyolojik bir 6nemi olmamasina ragmen, hem
spektrofotometrik bir yontem olmasi hem de tekrarlanabilirliliginin iyi olmas
nedeniyle bir cok kinetik calismada arastirmacilar tarafindan tercih edilen bir yontem
olmustur (33). Bu calismada, CZ nin CA |l nin esteraz aktivitesini inhibe ettigi
gbzlenmistir. Ancak elde edilen 1Cs, degerleri bir birinden yaklagik 10 kat farklichr
(hidrataz aktivites icin ICsy = 0,0063 mM, esteraz aktivites icin 1Csy = 0,047 mM).
Bu sonug her iki aktivitenin de reaksiyon mekanizmalarinin ve subsrat baglama
bolgelerinin farkli olmasina baglanabilir.

CZ nin insan eritrositlerinden saflastirillan G6-PD enzimini Gzerine etkileriyle
ilgili sonucglar Sekil 10 ve Tablo 13'de verilmistir. Bu sonuclara gére CZ, G6-PD
aktivitesini inhibe etmistir. Daha 6nceki calismalarda G6-PD yi inhibe ettigi gosterilen
vancomycin ile ilgili sonuglar Sekil 11 ve Tablo 14 de verilmistir. Vancomycin
(1Cs0 = 0,037 mM) ile mukayese edildiginde CZ nin (1 Csg = 0,067 mM) daha zayif bir
inhibitor oldugu gorulmektedir. G6-PD eksikligi dinya Uzerinde en sik rastlanan
enzim eksikligidir. Bu enzim eksikligine bagli olarak gorilen belirtilerden biride
hemolitik anemidir. G6-PD eritrositlerde indirgen guc olarak kullanilan NADPH 1n tek
kaynagidir. NADPH eritrosit membran biittinl GgUntin ve fonksiyonlarim korunmasinda
oldukca onemlidir. NADPH miktarindaki azalma eritrositleri daha frgil hale



35

getirmekte ve anemiye yatkinlik meydana gelmektedir (51). G6-PD eksikligi olgularin
cogunda mutlak bir enzim eksikligi yerini, belirli bir oranda aktivitesini kaybetmis
mutan enzim vardir. Enzim eksikligi genellikle disaridan alinan yabaci maddelerin
aktivites disik olan enzimi daha da inhibe etmes ile gorilmektedir. Ozellikle
antibiyotikler, anti-malaria ilaglari, antipiretikler ve fava bitkisinin yenilmesi ile G6-
PD eksikligine bagh bulgular ciddi olarak kendini gostermektedir (53). Bu ylzden ilag
olarak kullanilan maddelerin G6PD Uzerine etkilerinin arastirilmasi bu enzim eksikli gi
olan kisilerde ilgili ilaglarin kullammin dizenlenmesinde 6nemlidir. CZ nin G6PD
Uzerine yaptigr inhibisyonun anemi olusturmadaki etkinligi onemli bir bulgu olmakla
beraber daha dnceden bahsettigimiz gibi CZ nin ilag olarak kullamlmiyor olmasi
sonuglarin pratikte uygulanmasi yoninden sikintilidir. Ancak, bu sonuglar TZD grubu
ilaclarin  kullaniminda go6zlenen anemi icin hedef bir enzim ortaya koymasi
bakimindan énemlidir. Piyasada kullanilan farkli TZD lerin G6-PD (zerine inhibisyon
etkileri ve doza bagimli ozmotik frajilite calismalar1 yapilmas ile elde ettigimiz bu
sonuclar desteklenmelidir.

Sonug olarak, CZ nin eritrosit fonksiyon ve bitiinliginden sorumlu olan CA
G6-PD Uzerine inhibe edici bir 6zelliginin olduguna ve TZD grubu ilaglarin
kullaniminda godzlenen aneminin bu enzimlerin inhibisyonuna bagli olabilecegine
ancak,elde edilen bu verilerin eritrositler Uzerinde yapilacak osmatik frgjilite vein vivo

deneylerle desteklenmesi gerektigi kanaatine varildi.



6. SONUCLAR VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Ciglitazone' nun insan karbonik anhidraz Il (CA IlI) enziminin hidrataz ve
esteraz aktiviteleri ile insan eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim aktiviteleri

Uzerine etkisi incelenmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Ciglitazone CA II'nin hidrataz aktivitesini azalttigini, dolayisiyla, bu
enzim Uzerine inhibisyon etki gosterdgi bulunmustur.

2. Ciglitazone hCA 1I'nin esteraz aktivitesini azalttigini, dolayisiyla, bu

enzim Uzerine inhibisyon etki gosterdigi bulunmustur.

3. Ciglitazone insan eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin
aktivitesini azalttigi, dolayisiyla, bu enzim Uzerinde de inhibisyon etki yarattigi

bulunmustur.
6.2.0Oneriler

1. Ciglitazone disindaki diger thiazolidinediyon grubu maddelerin Uzerine

bu enzimlerin etkis incelenebilir.

2. Ciglitazone nun benzer sartlarda in vivo olarak ta etkisi ayrm enzimlerle

arastirilabilir.



7. OZET

Ciglitazonun Glukoz 6-Fosfat Fehidrogenaz ve Karbonik Anhidraz II

enzim aktiviteleri izerine etkilerinin incelenmesi

Ciglitazone (CZ) thiazolidinedione (TZD) sirifina ait hipoglisemik bir
bilesiktir. Diger TZD grubu ilaclar gibi CZ de anemiye sebep olmaktadir. Bu
calismada ciglitazonun eritrosit fonksiyonlarinin ve butinlGguntn strdirilmesinde
onemli olan Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6-PD) ve Karbonik Anhidraz I
(CA 1) enzim aktivitelerine olan etkileri in vitro olarak incelendi.

Aktivite dlclimleri saf olarak temin edilen insan eritrosit karbonik anhidraz |1
ve Glukoz 6 Fosfat dehidrogenaz enzimleri kullamlarak gerceklestirildi. Karbonik
Anhidraz igin hem esteraz hem de hidrataz aktiviteleri 6lguldu

Aktivite dlcimleri sonucunda, CZ nin  CA Il aktivitesini ve G6-PD
aktivitesini inhibe ettigi gozlendi ve bu enzim inhibisyonlarimin CZ nin anemi

olusturma mekanizmal arinda 6nemli olabilecegi kanaatine varildh.

Anahtar Kelimeler:Karbonik Anhidraz |1, Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz,
Ciglitazone, PPAR vy



8. SUMMARY

Investigation of the effects of Ciglitazone on enzyme activities of glucose

6 phosphate dehydrogenase and carbonic anhydrase I1

Ciglitazone is a hypoglycemic compound belonging to thiazolidinediones class.
It also causes anemia like other thiazolidinediones. In this study, effects of ciglitazone
on in vitro activities of carbonic anhydrase and glucose 6 phosphate dehydrogenase
which have significant roles in maintaining the erythrocyte function and integrity were

investigated.

The activity mesurements were performed by using pure human erythrocyte
carbonic anhydrase Il and glucose 6 phosphate dehydrogenase. Both hydratase and

esterase activities were determined for carbonic anhydrase I1.

After the activity mesurements, it was seen that ciglitazone inhibited both
carbonic anhydrase and glucose 6 posphate dehydrogenase activities and it was

concluded these enzyme inhibitions may be important to explain the mechanism of

anemia caused by ciglitazone

Key words. carbonic anhydrase I, glucose 6 posphate dehydrogenase,

ciglitazone, PPAR y
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