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Oz

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda oliimlerin o6nde gelen nedenidir. Son
villarda karbonik anhidraz inhibitorleri ile ateroskleroz arasindaki iligki dikkat
cekmektedir. Bu c¢alismada, sik kullanmilan sovi kardiyak ilaglarin insan karbonik
anhidraz (hCA) I ve Il iizerine in vitro etkilerini belirlemeyi amacladik. Ilaclarin hCA I
ve hCA II iizerindeki inhibitor etkileri hidrataz aktivitesi ile belirlendi. Test edilen
kardiyak ilaglarimin tamami hCA [ ve Il izozimlerini inhibine etmistir. En giiclii
inhibitériin Atropin Siilfat (hCA I: 5,86 mM ve hCA II: 6,59 mM) oldugunu saptadik.
Heparin Sodyum ve Dopamin HCI de gii¢lii inhibitorlerdir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyak ilaglar, karbonik anhidraz, enzim inhibisyonu

Effects of liquid cardiac drugs on carbonic anhydrase | and Il
150Zymes

Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide. In recent years, the
relationship between atherosclerosis and carbonic anhydrase inhibitors has attracted
attention. In this study, we aimed to determine the in vitro effects of commonly used
liquid cardiac drugs on human carbonic anhydrase (hCA) I and Il. The inhibitory
effects of drugs on hCA | and hCA 11 were determined by hydratase activity. All tested
cardiac drugs inhibited hCA | and Il isozymes. We found that the strongest inhibitor
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was Atropine sulfate (hCA I: 5.86 mM and hCA II: 6.59 mM). Heparin Sodium and
Dopamine HCI are also potent inhibitors.

Keywords: Cardiac drugs, carbonic anhydrase, enzyme inhibition

1. Giris

Karbonik anhidrazlar (CA), karbondioksitin bikarbonata doniisiimiinii katalize eden bir
grup enzimdir. CA enzimi liyazlar sinifina girmektedir (EC 4.2.1.1, CA). 15 adet insan
karbonik anhidraz (hCA) izoformu vardir ve bunlar hiicresel/doku lokalizasyonu ve
kinetik Ozellikleri bakimindan farklilik gosterir [1]. Farkli ilaglarin CA ailesindeki
enzimler iizerine inhibitdr etkilerinin analizleri insan sagligi i¢cin dnem arzetmektedir.
Bu enzimlerin sitozolik formlar1 CA-l, CA-ll ve CA-III'tir. hCA I ve hCA Il izozimleri
solunum ve asit-baz homeostazinda rol oynar [2]. pH ve bikarbonat homeostazi,
solunum, kemik metabolizmasini1 ve tiimor olusumunu igeren bir¢cok fizyolojik siireg
CA'larin karbondioksit hidrasyon katalizi ile ilgilidir.

Son yillarda, CA ve ateroskleroz arasindaki iliski dikkati ¢ekmektedir. Aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastaliklar diinya capinda o©nde gelen Olim nedenidir [3].
Aterosklerotik lezyonlar koroner arter hastalifi, inme ve periferik arter hastaligina
neden olur. Koroner aterosklerotik plakla iliskili trombotik tikanma akut miyokard
enfarktiisii ile sonu¢lanmaktadir. Kalsiyum birikimi, aterosklerozda ¢ok Onemli bir
basamaktir ve koroner arter hastaligina bagli yiiksek o6liim riski ile iliskilidir [4-7].
Ancak, kalp hastalig1 ile iligkili CA inhibisyonunun potansiyel rolii kardiyak ilaclarda
yeterince arastirilmamistir. Ayrica, ilag-enzim etkilesim ¢aligmalar1 son zamanlarda
biiyiik ilgi gormektedir. Ilag yan etkileri, CA izoenzimlerinin inhibisyonundan
kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle CA diinya capinda bilim insanlar1 tarafindan
giderek daha fazla calisilmaktadir [8-11]. Calismamizda siv1 kardiyak ilaglarinin neden
oldugu hCA T ve II aktivitesindeki olast degisiklikleri belirlemeyi ve karsilagtirmay1
amagladik.

2. Deneysel boliim

2.1 Materyaller

Sepharose 4B, L-tirozin, protein analiz reaktifleri, fenol kirmizisi ve elektroforez igin
kimyasallar Sigma-Aldrich Sti’den temin edildi. Analitik smifta olan diger tiim
kimyasallar Sigma-Aldrich ya da Merck’den elde edildi. Calisma yerel etik kurul
tarafindan (Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirma Etik Kurulu, Balikesir,
Tiirkiye, Karar No. 2021 /190 ve Tarih: 08.09.2021) onaylandi.

2.2 Hemolizatin hazirlanmasi ve izoenzimlerin saflastirilmast

Kan ornekleri, 4°C' de 15000 rpm'de 20 dakika santrifiij edildi ve siipernatan ayrildi.
Paketlenmis eritrositler, {i¢ kez % 0,9 NaCl ile yikand1 ve ardindan soguk suda hemoliz
edildi. Hemolizatin pH'1 kat1 Tris bazi ile 8,5'e ayarlandi. 25 ml hemolizati1 Sefaroz 4B-
etilen diamin-4-izotiyosiyanat benzensiilfonamid igeren bir afinite kolonuna tatbik
edildi [12]. CA izoenzimleri daha sonra 0,1 M NaCl /25 mM Na2HPO04 (pH 6,3) ve 0,1
M CH3COONa/ 0,5 M NaClOg4 (pH 5,6) ile sirasiyla hCA I ve II elue edildi.
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2.3 Hidrataz Aktivite Analizi

CA aktivitesi, CO2 hidrasyonundan dolayr pH’in 10 dan 7,4’e diismesi i¢in gereken
siirenin belirlenmesini temel alan Maren methoduyla 6l¢iildii [13]. Deney ¢ozeltisi, 0,5
M NaxC0s / 0,1 M NaHCOz (pH 10,0) ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisi ilave
edildi. Karbon dioksit-hidrataz aktivitesi asagidaki denklemle enzim {initesi (EU)
hesaplandi: t0 - tc / tc, burada t0 ve tc, sirasiyla enzimatik olmayan ve enzimatik
reaksiyonlarin pH degisimi zamanlaridir. Enzim aktivitesi belirleme ortamina, toplam
hacmi 4,2 ml olan farkli ilag konsantrasyonlar1 eklendi. Cozelti iginde kirmizidan
sartya renk degisiminin siiresi (saniye cinsinden) 1 cm capinda 10 ml'lik bir cam tiip
icinde 6lciildii. Inhibitér yoklugunda kontrol kiivet aktivitesi % 100'e ayarlandi. Tiim
bilesikler, kullanilan her konsantrasyonda ii¢ kez test edildi. Her inhibitor i¢in bir %
aktivite-[inhibitor] grafigi ¢izildi. Grafiklerden %50'ye kadar inhibisyona (ICso) neden
olan inhibitdr konsantrasyonu belirlendi. DMSO'nun test edilen konsantrasyonlarin
hi¢birinde enzim aktiviteleri iizerinde etkisi olmadig1 belirlendi.

3. Sonuglar ve tartisma

Bu ¢alismada, siklikla kullanilan sivi kardiyak ilaglarin insan eritrosit CA-l ve CA-II
tizerindeki in vitro etkileri arastirildi.  Afinite kromatografisi hCA 1 ve hCA 1I
saflagtirmak icin kullanildi. Enzimlerin safligin1 belirlemek icin SDS-PAGE yapild:
(Sekil 1). TIlaglarmn hCA I ve hCA I {izerindeki inhibitdr etkileri hidrataz yontemiyle
belirlendi (Sekil 2). ICso degerleri, % aktivite - [I] grafiklerinden hesaplandi ve Tablo
1'de gosterildi. Ortamda ilag yok iken, CA aktivitesi % 100 aktivite olarak kabul edildi.
En giiglii inhibitériin Atropin Siilfat (hCA I: 5,86 mM ve hCA II: 6,59 mM) oldugu
saptandi. Dopamin HCI (hCA I: 13,17 mM ve hCA II: 18,66 mM) ve Heparin Sodyum
(hCA I: 5,98 mM ve hCA II: 24,01 mM) da gii¢lii inhibitdrlerdir. Norepinefrin Tartrat
(hCA I: 460 mM ve hCA II: 844,45 mM) ise bu ilaglar iginde en diigiik inhibisyon
etkisine sahip oldugu saptandi.

1 2 3
116.0 ——1
662 —— i
450
350 ——
S Bad
250 — .
18.4 —— .
14.4 —

Sekil 1. hCA-I ve hCA-I11 izoenzimlerinin SDS-PAGE elektroforezi. (1: Standart protein
marker, 2: hCA-I, 3: hCA-II).
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Sekil 2. Ilaglarin hCA I ve hCA I iizerindeki inhibisyon grafikleri (a: Dopamin
HCI, b: Enoksaparin Sodyum, c: Dobutamin HCL, d: Norepinefrin Tartrat,
e: Adrenalin, f: Atropin Siilfat, g: Tirofiban HCI, h: Heparin Sodyum)
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Tablo 1. Kardiyolojik siv1 ilaglarin hCA I ve CA Il {izerine inhibisyon etkisi

ICs0 (MM) 1Cs0 (MM)
No Bilesikler (Hidrataz) (Hidrataz)
hCA I hCA Il
1 Dopamin HCI 13,17 18,66
2 Enoksaparin Sodyum 56,88 70,47
3 Dobutamin HCL 29,65 25,25
4 Norepinefrin Tartrat 460 844,45
5 Adrenalin 106,75 122
6 Atropin Siilfat 5,86 6,59
7 Tirofiban HCI 246 289,75
8 Heparin Sodyum 5,98 24,01

CA'lar ila¢ hedefli enzimlerdir.

Bu enzimlerin inhibitorleri, yeni terapotik ajanlari

kesfetmek ve enzim-ilag etkilesimlerini molekiiler diizeyde ayrintili olarak anlamak i¢in
onemli arz etmektedir. Ayrica CA ile ateroskleroz arasindaki iligski son yillarda dikkat
¢ekmektedir.

Ateroskleroz, aort ve 6zellikle koroner arterler gibi aortun dallarimi etkileyen dinamik
bir siirectir. Aterosklerotik plaklar; kolesterol, hidroksiapatit, lifli bag dokusu birikimi
ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu sonucu intima tabakasinin lokal kalinlagsmasinin
bir sonucudur. Ateroskleroz damarlarda tikanmaya ve plak yirtilmasma bagli olarak
embolilere ve kalp krizlerine neden olmaktadir.

Aterosklerozun belirleyici asamasi; kolesterol, kalsiyum karbonat, trigliserit,
lipoprotein, hidroksiapatit ve kalmodiilini plak i¢inde hapseden kalsiyum ¢okelmesidir
[4]. Kalsifiye aterosklerotik plak histomorfolojik olarak kemik dokusundan ayirt
edilemez [14-16]. Kemiklerde olusum ve yikim arasindaki denge, osteoblastlar ve
osteoklastlar tarafindan saglanir [17]. Osteoklastlar kemigi rezorbe eder ve rezorbsiyon
sirasinda asidik bir mikro gevre olusturma yetenegine sahiptir. Aterosklerozun olustugu
arterlerde, kemik olusumunda rol oynayan ana hiicre tiplerinin, osteoblastlar ve
osteoklastlar ile benzer fenotip sergileyen hiicreler oldugu anlasilmistir; ancak arterlerde
benzer mekanizmalarin isleyip islemedigi net bilinmemektedir. CA'lar osteoklastlar
tarafindan {iretilir [18]. CA enzimi CO%nin hidrasyonunu geri doniisiimlii olarak
katalize ederek HCO?® olusturur, bu da kalsiyum iyonlaria hizla baglanarak kalsiyum
karbonat olusumuna neden olmaktadir. Bu olusum osteoklast fonksiyonu ve kemik
rezorpsiyonu ig¢in bir 6n kosuldur. Bu mekanizma hem CA-l1 hem de CA-II'nin,
aterosklerozun bir bileseni olan vaskiiler kalsifikasyon etiyolojisinde 6nemli bir rol
oynamasiyla iliskilidir [19].

Oksala ve arkadaslarimin c¢alismasinda, CA-Il, ileri aterosklerozlu hastalarda

aterosklerotik plaklarinda yiiksek oranda eksprese edilmistir [20]. Ayari ve arkadaslari,
karsilagtirmali bir genom mikrodizi ekspresyon analizinde, ayn1 hastadan alinan saglikli
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arter dokusu ile karsilastirildiginda aterom plaklarinda CA-II'nin 1,7 kat daha fazla
eksprese edildigi bulunmustur [21]. Yuan ve arkadaglari, aterosklerotik bir sigan
modelinde CA'nin ateroskleroz tizerindeki etkilerini ve ayrica ateroskleroz iliskili insan
aort diseksiyonu ve anevrizmasi vakalarini incelemistir. Hem insan hem de hayvan
aterosklerotik dokularinda 6nemli o6lgiide daha yiiksek CA-lI seviyeleri ile
karsilagsmiglardir. Bu sonuglar, daha yiiksek CA-I seviyelerinin vaskiiler kalsifikasyon
ile iligkili oldugunu ve CA-I' in aterosklerozun ilerlemesinde 6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir [19].

Calismamizda CA inhibisyonu gosteren en kuvvetli sivi kardiyak ilag olarak Atropin
Siilfat saptandi. Atropin, muskarinik reseptor antagonistlerinin prototipidir [22]. Akut
semptomatik bradikardi tedavisinde ilk secenek ilag olmaya devam etmektedir.
Intravaskiiler uygulanan atropin, kalp hizini arttirmakta ve bradikardi ile iligkili belirti
ve semptomlari iyilestirmektedir [23].

Yine Dopamin HCI (hCA I. 13,17 mM ve hCA II: 18,66 mM) ve Heparin Sodyum
(hCA I: 5,86 mM ve hCA 1II: 24,01 mM) da gii¢lii CA’y1 inhibe eden ilaglardir.

Dopamin, dopaminerjik reseptorlerin yani sira alfa ve beta reseptorlere de baglanarak
doza bagimli olarak etki eden norepinefrin ve epinefrinin bir Onciilidiir. Diisiik
dozlarda dopaminerjik reseptorlere etki ederek renal arter vazodilatasyonunu aktive
eder.  5-15 mikrogram/kg/dk dozlarinda, alfa ve beta-adrenerjik reseptorlerin
aktivasyonu ile kalp hizini, kardiyak kontraktiliteyi ve outputu artirir. 15
mikrogram/kg/dk’dan daha yiiksek dozlarda, ana etkiler alfa reseptorler lizerindedir
[24], bu durum vasokonstriiksiyon ve tansiyon degerlerinde yiikselme ile sonuglanir.
Sentiitk M ve arkadaglarinin ¢alismasinda Dopamin bilesiginin, CA izoenzimleri
tizerine etkisi 348 nm’ de Esteraz aktivitesi (p-nitrofenil asetat substrati ile) ile
calisilmis ve Ki degerleri CA-I 13,5 uM, CA-II 9,2 uM, CA-VI 21 uM bulunmustur
[25]. Bizim ¢alismamizda ise Dopamin HCI bilesiginin ICso degerleri hidrataz aktivitesi
ile ¢alistlmistir. (CO2 hidrasyonundan dolayr pH’ i 10 dan 7,4’e diismesi i¢in gereken
stirenin belirlenmesini temel alan Maren methodu kulanilarak). ICso degerleri CA-I
13,17 mM, CA-II 18,66 mM bulunmustur. Bu ¢alismada ¢alismamizdan farkli aktivite
yontemleri kullanilmistir.

Dobutamin organik kalp hastaligi veya kalp yetersizligine bagh gelisen azalmig
kardiyak kontraktiliteye bagli hipotansiyonu diizeltmek i¢in kullanilan parenteral
inotropik bir ajandir [26]. Sentirk M ve arkadaslarinin g¢alismasinda Dobutamin
bilesiginin CA izoenzimleri iizerine etkisi 348 nm’de Esteraz aktivitesi (p-nitrofenil
asetat substrati ile) ile ¢alisilmis olup ICso degerleri CA-1 5,34 uM, CA-II 4,72 uM
saptanmistir [27]. Bizim calismamizda ise Dobutamin HCI bilesiginin ICso degerleri
hidrataz aktivitesi ile ¢alisilmistir (Maren methodu kullanilarak). Bu c¢alismadan farkl
sonuclar elde edilmesinin nedeni farkli aktivite yontemlerinin kullanilmasidir.

Bir glikozaminoglikan olan heparin, antitrombin III’e baglanarak trombin, faktor X ve
diger pihtilasma faktorlerinin inhibisyonunu hizlandirarak kan pihtilagsmasini giiglii bir
sekilde inhibe eder [28]. Koroner arter hastalarinda periferik embolizmin ve kalp
krizine bagl dlimlerin 6nlenmesinde etkilidir ve uzun yillardir kullanilmaktadir [29].
Akut iskemik inme hastalarinda sag kalimu iyilestirdigi gosterilmistir [30].
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Diger taraftan Norepinefrin Tartrat degerlendirdigimiz ilaglar i¢inde en zayif inhibisyon
etkisine sahip ila¢ olarak saptadik. Norepinefrin Tartrat sempatomimetik etkili bir
ajandir. Etkisini arterlerde vasokonstriiksiyonun neden oldugu kan basincini arttirarak
gostermektedir [31].

Bir¢ok ila¢ molekiilii, molekiiller aras1 etkilesimler yoluyla hedeflerine geri doniistimlii
veya geri donlisiimsiiz olarak baglanan enzim inhibitorleridir. Bu nedenle enzim
inhibisyon ¢alismalari, ila¢ tasarimi ve biyokimyasal uygulamalar i¢in Snemli bir
konudur [32-34]. Mevcut calismanin bulgulari, inhibitérler veya karbonik anhidraz
enzimleri hakkinda biiyliyen literatiire katki saglamaktadir. Bu ¢alismada, siv1 kardiyak
ilaglarn  CA-l ve CA-Il izoenzimleri {izerindeki in vitro inhibisyon etkileri
arastirilmistir.  Sonug olarak, ilaglar in vitro olarak hCA 1 ve II iizerinde farkh
derecelerde inhibitdr etkisi gostermistir.
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