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OZET

C vitamini (Askorbik asit); insanlarda sentezlenemyindirgeyici ajan olarak gérev
yapan, antioksidan 0zelli gosteren ve suda ¢ozinen bir vitamindir. Bunupiléikte insan

gozinde bulunan akoz sivida belirli konsantrasydalaskorbik asit oldiu bilinmektedir.

Karbonik anhidraz (CA), karbondioksitin bikarbonatddongimlt hidratasyon
reaksiyonunu katalizleyen, Zniyonu iceren bir metaloenzimdir. CA I, CA Il ve CN
izoenzimleri insan g6z dokusunda bulunmaktadir. kGho, yiksek g6z ici basinci ile
karakterize edilen ve sonunda kd@dliyol acan bir gbz hastgidir. Humor akézin fazla
salgilanmasiyla okan yiksek g6z ici basincini girmelerinden dolay! karbonik anhidraz

inhibitorleri, glokom hastaginin tedavisinde kullaniimaktadirlar.

Bu calsmada; C vitamininin karbonik anhidraz izoenzimletan hCA | ve hCA I
Uzerindeki inhibisyon etkisi agariimistir. Bu amacla 6nce afinite kromatografisi ile insa
eritrositlerinden hCA | ve hCA Il izoenzimleri ayayri saflatirildi ve SDS-PAGE elektroforezi
ile enzimlerin saflfi kontrol edildi. Daha sonra C vitamininin farkliemimlerdeki
¢cozeltilerinin hCA | ve hCA Il izoenzimleri Gzerie#fi inhibisyon etkileri incelendi. C
vitamininin inhibisyon etkisini belirlemek icin kiaonik anhidraz enziminin hidrataz ve esteraz
aktiviteleri 6lguldi. Elde edilen sonuclara goreARtivite-[1] grafikleri gizildi ve 1Csq degerleri

belirlendi. Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek;ksabitleri hesaplandi.

Son olarak, farkh degimlerdeki C vitamini c¢ozeltilerinin, hCA | ve hCAI I
izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri Gzerinde iblgyon etkisi gostermegii ancak esteraz
aktiviteleri Uzerinde inhibisyon etkisi gostegdtespit edildi. Esteraz g degerleri hCA | igin
0,96:10°-0,0%10° uM arasinda, hCA Il icin ise 0,230°-0,06:10° uM arasinda bulundu. ;K
degerleri hCA 1 igin 0,9%107-0,4%10° uM arasinda, hCA I icin ise 1x20%-0,36<10° uM

arasinda bulundu.

Anahtar Kelimeler: C Vitamini, Karbonik Anhidrazinhibisyon, IG, Degerleri.
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SUMMARY

Vitamin C (ascorbic acid); in humans are unableytothesize, serving as a reducing
agent, showing antioxidant properties and that sem&oluble vitamin. However, the specific

concentrations of the ascorbic acid are known ureags fluid of human eye.

Carbonic anhydrase (CA) is a metalloenzyme thatasos zinc ion. It catalyses that the
reversible hydration of carbon dioxide to yield drlmonate. Human eye tissue contains CA |,
CA Il and CA IV isoenzymes. Glaucoma is an eye aisewhich characterized by high
intraocular pressure that causes eventually blisgln€@arbonic anhydrase inhibitors have been
used for treatment of glaucoma, because of tharedse higher intraocular pressure which

occurs with excessive secretion of aqueous humor.

In this study, the inhibitory effect of vitamin Gi@arbonic anhydrase isoenzymes that
is hCA | and hCA Il were investigated. First of,aiCA | and hCA Il isoenzymes were
respectively purified from human erythrocytes wéiffinity chromatography and purity of the
enzymes was checked with SDS-PAGE electrophorésiter, the inhibitory effects of the
different concentrations of vitamin C solutions bhCA | and hCA Il isoenzymes were
determined. To determine inhibitory effect of viian€, the hydratase and esterase activities of
carbonic anhydrase enzyme were measured. Accotdirige results, %Activity-[I] graphics
were drawn and the kg values were calculated. The Konstants were calculated from

Lineweaver-Burk graphics.

Finally, Any inhibitory effects of the different noentrations of vitamin C solutions
were not showed on hydratase activities of hCAd B@A Il isoenzymes. But these solutions
were showed inhibitory effects on the esteraseitie of hCA | and hCA 1l isoenzymes. The
ICso values of compounds for esterase activity are ¥1060,0%10° uM for hCA | and
0,23%10%-0,06:10° uM for hCA I, respectively. The Kvalues of these inhibitors are 0xa0%
0,4%10° uM for hCA | and 1,210%-0,36:10° uM for hCA I, respectively.

Keywords: Vitamin C, Carbonic Anhydrase, Inhibition, J&/alues.
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1. GIRIS

Normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktaigzeroksit radikali (&), hidrojen
peroksit (HO,) ve hidroksil radikali (OH-) gibi reaktif oksijetiirleri (ROS) meydana gelir.
ROS fizyolojik ve patolojik kesullarda olgabilir. Hicresel metabolizmanin hizlagdizorlu
egzersiz gibi durumlarda, inflamatuar hicrelerirliganda (kronik inflamatuar hastaliklar,
alerjik hastaliklar, infeksiyonlar), sigara dumahgva Kkirliligi, radyasyon, yiksek oksijen
basincl, insektisid, pestisid, ila¢c ve bazi toksitddelerle maruziyetlerde, iskemi-reperfiizyon

gibi durumlarda ve yganma surecinde ROS uretimi artmaktadir (Percit298).

Metabolik olaylar sonucu meydana gelen reaktif jekstiirleri hiicrelerde zararli etkiler
meydana getirmektedirler (Pellegrini ve ark., 200Rgaktif oksijen turlerinin neden olgu
oksidasyonlari dnleyen, reaktif oksijen tirlerirakglama ve stabilize etme yetgime sahip
maddeler antioksidanlar olarak bilinirler (Eliot999). Antioksidanlar; onarici, toplayici,
bastirict ve zincir kirict olmak zere dort awekilde etki goOsterirler. Serbest oksijen
radikallerinin hidrojen aktararak etkisini azaltaeya yok eden vitaminler ve flavonoidler
bastirici etki gosterirler (Aklg) 1995).

C vitamini, sulu fazda ROS’nin en 6nemli supurUdilgen biridir. Suda eriyen bir
vitamin olan C vitamini (Askorbik asit) hidrojen nosit, stiperoksit ve hidroksil radikali ile

reaksiyona girerek inaktif hale gelmelerinde énawllioynar (Podsedek, 2007).

C vitamini insanlar igin esansiyel (diyetle alinab)r vitamin olup onemli bir
antioksidandir. Ayrica C vitamini lipidler, DNA veroteinler gibi makromolekillerin oksidatif
hasarina yol acan reaktif oksijen tirlerinin olumsitkilerini azaltir bysekilde kardiyovaskiler
hastaliklar, kanser, felg, nérodejeneratif hasliadie katarakt olgumu gibi kronik hastaliklarin

olusumunu da azaltir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Askorbik asit organizmada bir¢cok hidroksilasyon ksgonlarinda indirgeyici ajan

olarak gorev yapar (Igbal ve ark., 2004).

Askorbik asit viicut proteinlerinin yaldé Ucte birini olgturan kollagenin sentezinde

onemli bir rol oynar (Akhilender ve Naidu, 2003).



2. C VITAM iNi (ASKORBIK ASIT)

2.1 Yapisi, Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

C vitamini, molekul formuli €HgOg olan bir ketolaktondur ve molekigligl 176,12
g/mol olan suda ¢6ziinen bir vitamindir (Robertsaxe, 1997). Kimyasal olarak 2-okso-L-treo-
heksano-1,4-lakton-2,3-enedigkklinde isimlendirilir. Askorbik asitin L-enantiomeformu
biyolojik olarak aktiftir ve L-askorbik asit olarakimlendirilir, D-askorbik asit ise inaktiftir. C
vitamini denildginde biyolojik olarak aktif olan L-askorbik asit lagilir (Sekil 2.1) (Goldman
ve ark., 1981).

.n\\\\\o

OH
HO OH

Sekil 2.1 Askorbik asit (C vitamini).

L-askorbik asit, L-gulonik asidin enediol laktonudi$ekil 2.2). C vitamininin asidik
karakteri 1. karbon atomuna gha—COOH grubundan ¢d, 3. karbon atomuna g enolik
hidrojenden ileri gelir.

o—=C o—=C
HO——C——H HO——C
o—=CC 0] HO—C 0]
H C H C
HO—C—H HO—C—H
CH,OH CH,OH
(a) (b)

Sekil 2.2 (a) L-askorbik asidin ketgekli ve (b) L-askorbik asidin engékli.



C vitamini, indirgeyici 0zellge sahip olup, bu 6zellik 2. ve 3. karbon atomlaibaz
hidroksil (OH) gruplarindaki hidrojenlerin serbdstle ge¢gmesinden kaynaklanir (Bayve

Sozbilir Bayu, 2008). Konjuge olmukarbonil ve enediol sistemi tzerinderelektronlarinin
delokalizasyonu ile askorbik asit stabilize oluaies, 1992).

e

C vitamininin asidik formu olan askorbik asit iyegdbilen iki hidroksil grubuna
sahiptir. Askorbik asit birinci Hiyonunu kaybettiinde kismen zayif asittir (pK4,25) ve ikinci
H* iyonunu kaybettiinde cok zayif asittir (pi 11,79) Sekil 2.3).
H

HO HO
: 0 E 0 E
- (0] z 0 z O
OH ol
HO OH > ol OH S o
(a) (b) (©
Sekil 2.3 (a)-Askorbik asit, (b)-Askorbat, (c)-Askorbat dyem.

Askorbik asit glcli bir indirgendir ve reversibelsinir) olarak dehidroaskorbik aside
oksitlenir. Askorbik asidin dehidroaskorbik asidé&siolasyonu iki elektronlu bir redoks
etkilidir.

reaksiyonudur §ekil 2.4). Biyolojik sistemlerde yiikseltgenme-ingknme reaksiyonlarinda

o—=C o—=C
HO—C 0—=C
HO—C 0 m/——> O0—C O +2H +2¢
H—C H—C
HO——C——H HO——C——H
CH,OH CH,OH
(a)

(b)

Sekil 2.4 (a)-Askorbik asit ve (b)-Dehidroaskorbik asit.



2. ve 3. karbon atomlarindaki enediol gruplari d&solur, iki hidrojen atomu verip
diketo sekline dongerek dehidroaskorbik aside yikseltgenir ve bu rngaks tersinir
oldugundan uygun kgaullar altinda dehidroaskorbik asidin rediksiyoramasiyla yeniden
askorbik asit olgur. Bundan dolayi askorbik asit ve dehidroaskorédit viicut sivilarinda
denge halinde bulunurlar. Her ikekilde de fizyolojik olarak aktiftir. (Packer ve €us, 1997;
Kayaalp, 1989).

2.2 Sentezi

C vitamini, bitkilerde ve hayvanlard#ékil 2.5) glukozdan sentezlenimsanlarda,
kobaylarda (hint domuzu) ve insan benzeri primd#amaymun) L-gulonolakton oksidaz (E.C
1.1.3.8) enziminin bulunmamasi sebebiyle C vitaminsentezleyemezler. Bu enzimin
eksikliginden dolay! insanlar C vitaminini diyetle almakraodadirlar (Nishikimi ve Yagi,
1991; Nishikimi ve Yagi, 1996).



CH,0PO;?
0) UTP PP;
H H
H LA» H
H OPOy>
UDP-Glukoz
H OH Pirofosforilaz H () O—P-UMP
(A)
UDP-Glukoz |~ ZNAD'+H0
dehidrogenaz "
2NADH + 3H
HC=0
CoOr
H?—OH P, H,0 UMP H,0 H
HO—?H < * 'S S
H?—OH Fosfataz Niikleotid
H?— OH pirofosfataz
COOr

)

NADPH Glukuronat

rediiktaz
COoOr O0=C— 0=C—
HO—CH MO  po—dn 0 |
—I | 0 2 H202 HO_I(lj 0
HO—CH —\L> HO—?H HO—C
Gulono L-Gulonolakton |
—_C— H—C— —_—C—
H (|: OH laktonaz I oksidaz H ?
HO—?H HO—(EH HO—CH
CH,OH CH,OH CH,OH

©) (H) (I
Sekil 2.5 Hayvanlarda C vitamini sentezinin metabolik yolu.
(A) Glukoz-6-P, (B) Glukoz-1-P, (C) UDP-Glukoz, (WDP-Glukuronat,
(E) D-Glukuronat-1-P, (F) D-Glukuronat, (G) L-Gukin (H) L-Gulono-1,4-lakton,

() L-Askorbik asit. (Smirnoff, 2001).

L-Askorbik asit suriingenlerde, amfibialarda ve démetik kylarin bazi tirlerinde

bobrekte sentezlenirken, insanlar, kobaylar ve nindzenzeri primatlar ginda kalan

memelilerde ise karagerde gulukuronik asit yolu ile sentezlenir (Stevensl974).



2.3 Biyokimyasal Fonksiyonlari
Askorbik asidin vicutta bazi biyokimyasal fonksijenm vardir.

* Redoks sistemi olarak hidrojen/elektron transfezind

» Kollagen sentezinde prolin ve lizin hidroksilasyoda,

e Karnitin ve Tirozin biyosentezinde,

« Katekolamin olgum metabolizmasinda,

* Antibakteriyel ve immunolojik aktivitede,

» Histamin birikiminin énlenmesinde,

* Demir metabolizmasi ve demir absorpsiyonunda,

« E vitamini yenilenmesinde,

« Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) zararli etkileridarsi korumada C vitamininin

onemli fonksiyonlari vardir (Ottoway, 1993).

Redoks sistemi olarak hidrojen/elektron transfezkadjdrevi:

Askorbik asit guclu bir indirgeyici ajandir ve ddhpaskorbik asit ile bir redoks sistemi
olustururlar. Standartartlarda indirgen ve ylkseltgen kapasigitken fizyolojik sartlarda bu
esitlik saglanmaz. Bu nedenle fizyolojikartlarda askorbik asit elektron vericisi olarak eyor
yapar ve bu Ozelli sayesinde biyolojik sistemlerde askorbik asitrbjen tgiyicisi olarak

onemli rol oynar (Asard ve ark., 2004; Combs, 1998)

Kollagen sentezinde prolin ve lizin hidroksilasyodaki gérevi:

Askorbik asit vicut proteinlerinin yaldik Ucte birini olgturan kollagenin sentezinde
onemli bir rol oynar (Akhilender ve Naidu, 2003).olkagen sentezinde prolin ve lizinin
hidroksilasyonu icin gereklidir. Hidroksilasyon ksaonunu katalizleyen prolin ve lizin
hidroksilaz enzimleri F& iyonu iceren dioksigenaz tipi enzimlerdir ve aksleri icin askorbik

aside ihtiya¢ duyarlar.

Karnitin ve Tirozin biyosentezindeki gorevi:

Askorbik asit, tirozinden norepinefrin sentezindgpdmin p-hidroksilaz basangnda
ve lizinden karnitin sentezinin hidroksilasyon basginda kofaktor olarak etkilidir (Aksoy ve
ark., 2005).



Katekolamin olsgumundaki gérevi:

Katekolamin sentezinde dopamifrmonooksijenaz reaksiyonunda kofaktor olarak
gorev alir (Aksoy ve ark., 2005).

Antibakteriyel ve immiuinolojik aktivitedeki gorevi:

Askorbik asidin enfeksiyon hastaliklarina g@organizmanin direncini artirici roli
vardir. Bu nedenle bu vitamin antienfeksiy6z vitarolarak da isimlendirilmgtir. C vitamininin
antienfeksiyoz etkisiyle antikorlarin yapimi ve d¢@kitlerin bakterileri fagosit etme yeteinein

arttinlmasi sonucunda toksinlerin zararl etkisadan kalkar (Igbal ve ark., 2004).

Histamin birikiminin 6nlenmesindeki gorevi:

Askorbik asit antihistaminik role sahiptir. Bu wmén ya d@rudan histamin
detoksifikasyonunda gorev alir yada histamin mdtatmasindan sorumlu olan enzimlerin

seviyelerinin ayarlanmasinda etkilidir (Nakamatcavk., 1984).

Demir metabolizmasi ve demir absorpsiyonundakiyjore

Askorbik asit prooksidan gorevi gorerek ‘i Fe'”

ye indirger. Busekilde fenton
reaksiyonunda da gorev alir ve proteinglbéerri demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen

peroksitle (HO,) etkilesmeye uygun hale getirir (Paolini ve ark., 1999).

Midede ferri demiri ferro demire indirgeyerek alysgiyonunu kolaylstirir. (Igbal ve
ark., 2004).

E vitamini yenilenmesindeki gérevi:

E vitamini gucli bir antioksidan olmasinin yaniashiicre membran fosfolipitlerinde
bulunan coklu doymamiyag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan Bamvunma
elemanidir. E vitamini singlet oksijen, stperoksitlroksil ve lipid peroksil radikallerini ve
diger radikalleri etkisiz hale getirir. Lipid peroksitadikallerinin neden oldiu lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksidasyzinair reaksiyonlargeklinde gercekligr, E
vitamini zincir kirici bir antioksidan olmasi nedge bu etkiyi ortadan kaldirir (Halliwell,
1995). E vitamininin hidrofobik kismina hidrojenikolaylikla verebilen —OH grubu padir ve
lipid peroksidasyonu sirasinda g lipid peroksil radikalleri y& asidi yerinea-tokoferolle

birleserek reaksiyon zinciri kirilrgiolur.

LOO" + a-Tokoferol-OH —» LOOH + a-Tokoferol-O



Olusan tokoferoksil radikalinin la&a bir ya asidiyle birleme aktivitesi dgiktir. Bu

a-Tokoferol-O° + Askorbik asit ———m»= o-Tokoferol + Dehidroaskorbik asit

C vitamini yetersiz oldgunda olgan tokoferoksil radikalleri GSH (Glutatyon) ile

ve ark., 2002; Singh ve Jialal, 2004).

Reaktif oksijen turlerinin (ROS) zararl etkilerikarsi korumadaki gorevi:

Reaktif oksijen turlerinin neden olgu oksidasyonlari dnleyen, reaktif oksijen turlerini
yakalama ve stabilize etme yetgme sahip maddeler antioksidanlar olarak bilinir{&tiot,
1999). Antioksidanlar; onarici, toplayici, bastine zincir kirict olmak tzere dort ayekilde
etki goOsterirler. Serbest oksijen radikallerinimitmjen aktararak etkisini azaltan veya yok eden

vitaminler ve flavonoidler bastirici etki gosteeirl(Akkus, 1995).

ROS seviyelerini azaltan enzimatik ve non-enzimatiktioksidanlar mevcuttur.
Enzimatik antioksidanlara 6rnek olarak; Stuperokédmutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon rediktaz (GSH-Brximleri verilebilir. Non-enzimatik
antioksidanlara 6rnek olarak; C vitamini, E vitamire redikte glutatyon (GSH) verilebilir
(Halliwell, 1996).

C vitamini, reaktif oksijen (Superoksit, hidrojererpksit, singlet oksijen, peroksil,
hidroksil radikalleri), reaktif azot (Peroksinitriazot dioksit, azot oksit radikali) ve reaktif klo
(hipoklorik asit) tdrlerinin zararli etkilerini cmtlan kaldirarak @er substratlari oksidatif

stresten korur (Halliwell, 1996).

Saslikli bir yetiskinde oksidatif stres ve antioksidan savunma mekaalar: arasinda
bir denge s6z konusudugdkil 2.6) (Wratten ve ark., 2000). Hiicresel antioka seviyesinin,
reaktif oksijen tdrlerinin seviyelerine karyetersiz kalmasi sonucunda toksik etkiye neden
olmasi “oksidatif stres” olarak ifade edilir (Deatoe Marlin, 2003). Oksidatif stres, reaktif
oksijen tdrlerinin olgumu ve antioksidan savunma sistemleri tarafindan tbderin
inaktivasyonu arasindaki dengesiati bir sonucu olarak meydana gelmektedir (Guptanke,
2004).



Reaktif oksijen tiirleri - »  Antioksidan Savunma

(ROS) Sistemleri

0, SOD

H,0, CAT

Ol I:c-l:oklg)_fl’(ero%t
skorbik asi

MDA GSH

NO GSH-Px

GSSG GSH-Rx

Sekil 2.6 ROS ve Antioksidan Savunma sistemleri arasindekgd sisteminigematik

gosterimi.

Kaynak: Deaton ve Marlin, 2003.

Oksidatif stres DNA mutasyon ve Kkiriklarina, lippieroksidasyonuna, protein

oksidasyonuna ve sinyal iletilerinde bozulmalarbagabilir (Percival, 1998).

C vitamini lipidler, DNA ve proteinler gibi makrontekillerin oksidatif hasarina yol
acan reaktif oksijen turlerinin olumsuz etkileramaltir busekilde kardiyovaskuler hastaliklar,
kanser, felg, nérodejeneratif hastaliklar ve katiaodusumu gibi kronik hastaliklarin ojumunu
da azaltir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Antioksidan ve pro-oksidan 6zdlligdsteren C vitamini, fizyolojik kqullarda askorbat
(Asc) seklinde bulunur. Askorbat molekili proton kayhgtide semi-dehidroaskorbat radikali
(Asc) olusurken, semi-dehidroaskorbat radikali tekrardangutaindginda ilk triin olan okside
askorbat meydana gelir (Halliwell ve Gutteridge99p Askorbat radikali dehidroaskorbik asite
donislr (Schorah ve ark., 1996). Dehidroaskorbik asiukta kararsizdir ve hizli bjekilde
bozunur, bozunma sonucunda meydana gelen Urintadilolasit ve treonik asittirSekil 2.7)
(Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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+e, +H'
0 OH 0"’ 0
Askorbat (Asc) Semi-dehidroaskorbat radikali (Asc™)
s | &
O= C—OH
HO
0=C H,0 Z
| B O 0
0] =C|3
H(lj —OH ;
HO—(|JH OH
CH,OH

o 0]
2,3-diketogulonik asit

Dehidroaskorbik asit (DHA)

O=C—OH

O0—C—OH
0=C—0H HC—OH
Okzalik asit HO—CH
CH,OH
Treonik asit

Sekil 2.7 Askorbat bozunma mekanizmasi.

2.4 Kaynaklari ve Gunluk Gereksinimi

Tipik diyetle C vitamininin %90’ meyve ve sebzalen alinir, turuncgiller, domates,
domates suyu ve patates bunlariglibalaridir (Sinha ve ark., 1993). g&ir kaynaklar arasinda
briksel lahanasi, karnabahar, brokoli, lahana, arayz, 1spanak ve cilek sayilabilir. Cizelge
2.1'de caitli C vitamini kaynaklari ve miktarlari belirtilngiir. C vitamini bazi slenmis
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kaynaklara antioksidan olarak eklenir. Gidalarmit@mini igerigi, yetisme sartlarina, mevsime,

olgunluk evresine, yetigi bolgeye, pirme ve saklama kaollarina bgli olarak deisir
(Erdman ve Klein, 1982).

Cizelge 2.1Bazi meyve ve sebzelerdeki C vitamini igerikleri.

Gida C vitamini miktari (mg)
Muz 8-16
Elma 3-30
Ananas 15-25
Kiraz 15-30
Meyve Portakal 30-50
Greyfurt 30-70
Limon 40-50
Cilek 40-70
Frenk Gzima 50-200
Kusburnu 250-800
Sasan 10-15
Domates 10-20
Turp 25
Ispanak 35-40
Lahana 30-70
Sebze Karnabahar 50-70
Brokoli 80-90
Briksel lahanasi 100-120
Tath Biber 150-200
Maydanoz 200-300
Patates 10-12

Kaynak: Johnson ve ark., 1998.

Suda ¢o6zlnen bir vitamin olan C vitamini vicut ferdan kolaylikla emilir ancak
vicutta depo edilmez. Yekinlerde (>19 yg) gunlik ortalama alinmasi gereken askorbik asit
miktari kadinlarda 75 mg/gun, erkeklerde ise 90gig/olarak yeterli bulunmtur (Frei ve
Traber 2001). Saikli bireylerde viicut havuzlarini (notrofiller, kOsitler ve dger dokular)
doyurmak icin ginde 100 mg askorbik asit ttketimipeterli oldgu belirlenmgtir. Klinik ve
epidemiyolojik calgmalara dayanarak, 100 mg/gin askorbik asit alimmadalp hastaliklari,
felc ve kanserden 6lum oranlarini azgitileri strdimtar (Carr ve Frei, 1999). Ancak stres,
sigara, alkol, ateve viral enfeksiyonlar kan-askorbik asit seviyegirhizli bir dgise neden
olur (Naidu, 2003).
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2.5 Eksikligi

Askorbik asidi sentezleyemeyen canlilarda, askoaisik eksiklgine bal olarak c¢aitli
belirtiler gorilmektedir. Bu vitaminin eksiinde en sik gorulen belirtiler anemi, gogklik
sisteminde zayiflik, infeksiyonlar, dietlerinde kanamalar, yara iyleelerinde gecikmeler,
kaslarda dejenerasyonlar, norolojik bozukluklar sk®rbit hastafiidir. Skorbit hastagn, C
vitamini eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktir ve bunglbalarak kollagen sentezinde de
aksaklik meydana gelir. Skorbit hastalderide kahverengi lekelere, siingerimsi elierine ve
tim mukoza zarlarinda kanamalara neden olur. Deniglg@ana gelen lekeler daha ¢ok uyluk ve
bacaklarda gorulir. Skorbit hastalarinda halsizlgpresyon ve uyukluk gibi belirtiler vardir.
Hastalgl ilerleyen vakalarda habis iltihapl yaralar,s dkaybi goérilir ve hatta olimle

sonuclanabilir (Igbal ve ark., 2004; MedlinePlusiriopedia).
2.6 Akdz Sivi Uzerindeki Etkisi

Reaktif oksijen turlerinin hasarina karkoruyucu katalaz, suUperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, E ve C vitamini gibi enzirkate non-enzimatik antioksidanlar goze ait
dokularda da mevcuttur (Hull, 1990). Askorbik asidnsan géziinde bulunan akéz sividaki
konsantrasyonu 1.4 mmol/litredir. Plazmadaki askodsit konsantrasyonu 0.06 mmol/litredir
ve akoz sividaki askorbik asit konsantrasyonu,méadaki askorbik asit konsantrasyonundan 20
kat fazladir (Taylor ve ark., 1991). Akdz sividalgkorbik asit konsantrasyonu diyet ile alinan
askorbik asit miktariyla dgu orantili olarak belli bir seviyeye kadar artmaakt. Oral yolla
150-250 mg/gun civari alinginda hem akdz sivi hem de plazma sivilar doydianlu
ulasmaktadir (Taylor ve ark., 1997). Askorbik asidialsividaki temel fonksiyonunun gigne
Isiginin  etkisiyle olgan reaktif oksijen tirlerinin meydana getfiidihasara kat g6z ici

dokularini korumak oldtuna inaniimaktadir (Williams ve Paterson, 1986).
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3. ENZIMLER

Canli sistemlerde biyokimyasal reaksiyonlarin hernemen tamamina yakini temelde
protein yapili olan ve enzimler olarak bilinen Iseri biyolojik katalizorler aracgiyla

gerceklgir (Voet ve ark., 1999).

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reakslgonhizlandiran ve hicbir yan trin
olusumuna firsat vermeden %100'luk Grin verimi glaggan protein yapili biyolojik
katalizérlerdir (Keha ve Kifrevigu, 2009).

Enzimler protein yapisindaki 6zel katalizorlerdiEnzimatik katalizorler, dier

katalizorlerden farkli ¢ 6nemli 6zedl sahiptirler. Bunlar;

1. Enzimler son derece hizh catlar. Ornein; asetilkolinesteraz enzimi bir dakikada
1.500.000 molekuld, karbonik anhidraz c ise birikiatta 36.000.000 molekuld drtine gevirir.

2. Katalizorlerin ¢cgu c¢eitli kimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak gorev

yapmalarina rgmen, enzimler genellikle tek tip reaksiyonu sp&siliarak katalize ederler.

3. Katalizorler kimyasal reaksiyonu g@mazlar, sadece o6lglilemeyecek derecedesyava
meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin hizini attirr Enzimler, inorganik katalizérlere
oranla aktivasyon enerijisini etkili bir bicimde diierek reaksiyonlarin dahaglik sicaklikta ve

daha az enerjiyle yurimelerinigarlar (Bayu ve Sozbilir Bayu, 2008).

Enzimlerin bir kismi substrat adinin sonuna ‘-aXi getirilerek adlandirilirken
(6rnezin; Ureaz, fosfataz) bazilari da o enzimleri ilddukisilerin verdikleri isimlerle taninir
(6rnezin; tripsin, pepsin). Ancak bu isimlerin go enzimlerin fonksiyonlari hakkinda eksik
bilgi verdiginden ve enzim sayisinin artmasindan dolay! Ulastar Biyokimya Birlgi (IUB)
tarafindan sistematik bir siniflandirma yapgim Bu siniflandirmaya gore enzimler alti ana
sinifa (oksidoreduktazlar, transferazlar, hidraazliyazlar, izomerazlar ve ligazlar) ve bunlar
da kendi icinde alt ve alt alt gruplara ayrghardir. Ayrica her enzime dort rakamli bir enzim
kod numarasi (E.C.) verilgtir. Bu calsmada kullanilan karbonik anhidraz enziminin kod
numarasi E.C.4.2.1.1 olup sistematik adi karboitibliyazdir (Lehninger ve ark., 2005; Keha
ve Kuifrevigslu, 2009).

Metabolik aktivitenin regilasyonunda izoenzimlegigev alir. Protein yapilar farkli,
fakat katalizledikleri kimyasal reaksiyon ayni okamzimler izoenzimler olarak bilinirler (Bsy
ve Sozbilir Bagu, 2008). izoenzimlere ©rnek olarak karbonik anhidraz (CA)ilebilir.

Karbonik anhidraz enziminin 16 izoenzimi belirlegtmi (Keha ve Kifreviglu, 2009).
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1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, erizimeaksiyonlarin ilk
basamainda bir ES kompleksinin odmasindan ve enzimlerin doygunluk 6zaéhiden yola
cikarak, bir model gefiirdiler. Bu modele gore, enzim substratla terswmlrak bglanir ve
sonradan enzim serbest hale gecerek trtne yikil&Sokompleksi meydana getirir. Bu model
ile bircok enzimin kinetik 6zelfi aciklanabilmgtir. Bir substrat molekulini kapsayan model

asagida gosterilmitir (Keha ve Kifreviglu, 2009).

k ks
E+S =——= ES — E+P
ky

Bu kimyasal reaksiyona gore Michaelis-Mentattliggi asagidaki sekildedir:

Vinax[S]
K +[S]

Michaelis-Menten gtli gi

Bir enzimin kinetik 06zellikleri hakkinda en faydalbilgiler, Michaelis-Menten
esitli gindeki Ky sabiti (enzimin aktif bolgesinin yarisinin dofglusubstrat konsantrasyonu) ve
Vmax (€nzimin substrata doydu andaki hiz) dgerlerinden elde edilir. Bu iki ger deneysel

olarak bulunur.

Michaelis-Menten gtli ginden yola ¢ikilarak y ekseninde hiz (V), x ekseeisubstrat
konsantrasyonu ([S]) olacakkilde Michaelis-Menten grafi cizilir ve bu grafik hiperbolik bir
egri verir. Bu eriden ekstrapolasyonlan)y ve Ky deserleri s&likli bir bicimde belirlenemez.
Bu nedenle Michaelis-Mentersi#h gi ters cevrilerek Lineweaver-Burksidi gi elde edilir. Bu
esitlikten yararlanilarak cizilen Lineweaver-Burk @& dogrusal bir grafiktir Sekil 3.1). Bu
sayede I, ve Vinax degerleri dgru bir sekilde belirlenebilir (Keha ve Kifrevigu, 2009; Voet
ve ark., 2003; Lehninger ve ark., 2005).

I Ky 1+1

max [S] Vmax

Lineweaver-Burk gitli gi
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Sekil 3.1 Lineweaver-Burk grafi.

Kaynak: Keha ve Kifreviglu, 2009.

Bir cozelti veya doku ekstraktli icerisindeki enzimiktari, enzimin Kkatalitik
aktivitesinden yararlanarak bulunur. Enzim aktisiteenzim nitesi” cinsinden verilir. 25°C’da
ve optimalsartlarda 1 mikromol (1® mol) substrati bir dakikada uriine ceviren enzirktanina
“1 enzim Unitesi (EU)” denir. Ancak uluslararascidlsistemine gére zaman birimi saniye,
madde miktari birimi mol olarak alineindan enzim aktivite birimine “katal” denilmektedir
Spesifik aktivite ise, 1mg protein $aa digen enzim Unitesi (EU/mg protein) olarak tanimlanir
ve bu enzim saffgnin bir Olgisudir. Enzim aktivitesine etki ederkt@aler; substrat
konsantrasyonu, pH, sicaklik, enzim miktari, iyogiddet, varsa kofaktér konsantrasyonu,
inhibitor ve aktivator konsantrasyonlari olarakigayilir (Keha ve Kifreviglu, 2009).

Enzim molekdllerinde aktif bolge adi verilen 0zel lbep yada yuva bulunur. Bir
enzimin aktif bolgesi substrata komplementer (tafagmi) olan ve ¢ boyutlu bir yizey
olusturan aminoasit yan zincirleri icerir. Aktif bolgeubstrati b@layarak ES kompleksi

meydana getirir (Harvey ve ark., 2007).

Enzim inhibisyonu, enzimler Gzerine galan 6nemli konulardan biridir. Enzimlerin
hemin vivo hem dein vitro aktivitelerinin bazi maddeler tarafindan azaltgémgada tamamen

ortadan kaldiriimasi olay! enzim inhibisyoseklinde tanimlanir. Enzim inhibisyonuna neden
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olan bu maddelere inhibitor adi verilinhibitorler genellikle kiiciik molekulgarligina sahip
bilesikler veya iyonlardir. Birgok ila¢c ve toksik madammzimleri inhibe ederek etki gdsterir
(Keha ve Kifreviglu, 2009). Buna 6rnek olarak; karbonik anhidrazimnmhibitorleri olan ve
halen daha gliinimuzde ila¢ olarak kullanilan sUtgngirevleri verilebilir.

inhibisyon ise yagmali (kompetitif), yagmasiz (nonkompetitif), yari yamali (unkompetitif)
ve Lineer kagik (kompetitif-nonkompetitif) olmak tzere dort sgiir (Keha ve Kufreviglu,
2009).

Donlsimsiz inhibisyon:

Donlsuimsiz inhibisyonda inhibitdr enzime ya kovalentraka b&lanir yada zor
ayrisabilen bir kompleks okturur §ekil 3.2) (Keha ve Kufrevigiu, 2009).

Donsimsiz inhibisyonda K deseri sabit kalirken, Va.x deseri azalir. Bu nedenle

doénslmsiz inhibisyon, yagmasiz inhibisyona benzemektedir (Segel, 1976).

E+S ~——ES—>®»E+P
+
1

:

EI

Sekil 3.2 Dontsumsuz inhibisyonun reaksiyon halinde gosterimi.

Donsimsiz inhibisyona 6rnek olarak sinir uyarilarinietiminde gorevli olan

asetilkolin esteraz enziminin sinir gazi zehirlearafindan inhibisyonu verilebilir (Keha ve
Kifrevioglu, 2009).

Dondsimli inhibisyon:

Do6ntsimlU inhibisyonda, enzim ile inhibitér arasindakiikesim bir denge reaksiyonu
seklindedir.

1. Yarigmali (kompetitif) inhibisyon:

Yarigmali inhibisyonda, inhibitdr yapi bakimindan sulé&trbenzer ve enzimin aktif

bolgesine bglanir. Boylece substratin enzime glenmasi onlenirinhibitér konsantrasyonu
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arttirildikga gim de artar dolayisiyla K degeri artar, Vnax degismez. Bu da yiksek substrat
konsantrasyonlarinda inhibisyonun ortadan kgiktigosterir. Clnki substrat ve inhibitér aktif
bblgeye balanmak icin yagma halindedir ve substrat konsantrasyonu yuksekgalia aktif
bdlgenin tamami substrat ile dol&ekil 3.3) (Keha ve Kifrevigiu, 2009).

E+S ~<~—FES—®» E+P

+
I

|

EI

Sekil 3.3 Yarismali inhibisyonun reaksiyon halinde gosterimi.

2. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon:

Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitdr ve substrat enzimenlagnda bglanabilir. Bu,
baglanmanin enzimin ayni bélgesine olmadin kanitidir. Enzimin V.« deseri azalirken, I
yarismasiz inhibitérden etkilenmez. Yamasiz inhibisyon, substrat konsantrasyonunu
arttirmakla ortadan kaldirlamaz. Substrat ve iibibfarkli bdlgelere bglanabildiginden
enzimin iki ¢ait inaktif kompleksi meydana gelir: El ve ESigkil 3.4) (Keha ve Kifreviglu,
2009).

E+S S~—=FES—» E+P

+ +
I I

Voo

El + S =— ESI

Sekil 3.4 Yarigsmasiz inhibisyonun reaksiyon halinde gdsterimi.

3. Yarn yarsmali (unkompetitif) inhibisyon:

Yari yargmall inhibisyonda, inhibitdr serbest enzimeglaamaz, direkt olarak ES
kompleksine bganir (Sekil 3.5). Inhibitér varlginda ortamdan surekli ES kompleksi

uzaklgtigl icin Ky azalir ve ortamda ESI kompleksi surekligalogzindan V.. da diger.
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E+S =—ES—>» E+ P
+
1

I

ESI

Sekil 3.5 Yari yarsmali inhibisyonun reaksiyon halinde gdsterimi.

Yari yargmali inhibisyon bir substratl reaksiyonlarda nadigéralir, buna gmen iki

substrath reaksiyonlarda yaygindir.

Inhibitérleri yarsmali ve yargmasiz olacakekilde kesin sinirlarla birbirinden ayirmak
mumkun dgildir. Esasen inhibisyon genellikle kauktir (Keha ve Kufreviglu, 2009).

4. Lineer Kargik Tip Inhibisyon:

Lineer karsik tip inhibisyon yagmasiz inhibisyonun 6zel bir tiradir. Bu inhibisyon,
substrat El kompleksine ve inhibitér ES kompleksoaglandigi durumda gercekig. Her iki
durumda da katalitik olarak inaktif olan ESI komjeolusur. Ancak burada El kompleksinin
substrata ilgisi serbest enzime gbére daha azdsigAy 2003).

3.1 Karbonik Anhidraz Enzimi (E.C.4.2.1.1)

Karbonik anhidraz (CA), karbondioksitin bikarbonateeversibl (d6ngiimli)

hidratasyon reaksiyonunu katalizleyen; Ziyonu iceren bir metaloenzimdir.

CA
C02 + H2O = HCO3- + H+

Karbonik anhidraz enziminin katalizlegli bu reaksiyonun ¢li biyokimyasal ve
fizyolojik fonksiyonlari vardir. Pek cok farkli dokla bulunan bu enzim kemik elumu,
kalsifikasyon, CQ@ve iyon tginimi, asit-baz dengesi gibi farkli fizyolojik peslerde gorev alir
(Gilmour ve Perry, 2009).

Karbonik anhidraz enzimi ilk olarak insan eritteginde kafedilmistir (Meldrum ve
Roughton, 1933) hemen hemen tim memeli doku veehtijgerinde ilerleyen yillarda bir ok
izoenzimi bulunmsgtur. Solunum, doku ve akggrler arasindaki C{HCO; tasinimi, pH
reglilasyonu, iyon tanimi, kalsifikasyon, timoér gelmi ve biyosentetik reaksiyonlar

(glukoneogenez, lipogenez ve lre sentezi) gibiolizyk proseslere katiimaktadir (Supuran,
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2008). CA bitkilerde ve mavi-ygé alglerde bol miktarda bulunur, fotosentetik £fiksasyonu
icin gereklidir (Badger ve Price, 1994).

CA izoenzimlerinin bir ¢gu 6nemli terapotik ajanlardir. Bu enzim inhibitgrlédem,

glokom, obezite, kanser, epilepsi ve osteoporozlgitdizi bozuklgun tedavisinde kullanilir.

CA, prokaryot ve Okaryotlarda birbirindengmsiz dort gen ailesi tarafindan kodlanir.
Bunlardan; a-CA’lar omurgalilar, bakteri, alg ve y# bitkilerin sitoplazmasindap-CA’lar
agirlikh olarak bakteri, alg, monokotiledon ve diketon bitkilerin kloroplastlarinda;-CA’lar
Ozellikle arkeler ve bazi bakterilerde weCA’lar deniz flagellatlarinda bulunur (Supuran,
2008).

a-, v-, 6-CA’larin aktif bélgelerinde ¢inko iyonu ile Uc¢ higdin rezidisl koordinasyon
halindedir, halbukip-CA’larin aktif boélgelerinde c¢inko iyonu ile bir tidin ve iki sistein

rezidisu koordinasyon yapgrdurumdadir (Cox ve ark., 2000).
3.1.1a-Karbonik anhidrazlar ( a-CA)

Memelilerde hicre igindeki yegeni ve dokulardaki dgihmina gore farkli katalitik
aktiviteye sahip 16 farklou-CA izoenzimi ve CA bglantili protein (CARP) tanimlansgtir.
Bunlardan bgtanesi sitozolik (CA I, CA I, CA lll, CA VII ve @ XIII), bes tanesi membrana
bagli (CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV ve CA XV), iki tanesi mitokondriyal (CA ¥ ve CA
V) ve bir tanesi salgisal (CA VI) geriye kalan Ugdai ise hon-katalitiktir (CA VIII, CA IX ve
CA X) (Supuran, 2008). CA VIIl, CA X ve CA Xl izoemmleri CA bglantilh proteinler
(CARP) olup, cinko iyonu ile g@antili bir yada daha fazla histidin rezidistindesksun
olmalari nedeniyle katalitik aktiviteye sahip gildirler (Kato, 1990; Hewett-Emmett ve
Tashian, 1996; Lovejoy ve ark., 1998).

Sitozolik enzimlerden CA | (K: 2.0x10s"), CA Il (K¢ 1,4x10s?) ve CA Il (Keat
1,3x1ds‘1) izoenzimlerinin K, degerleri kiyaslanacak olursa; CA | izoenzimi, CA I
izoenziminin katalitik aktivitesinin yakiek %10’una sahipken, CA lll izoenzimi ise sadece
%2’ine sahiptir (Hilvo ve ark., 2008; ve Supur2f08).

CA | izoenzimi; plasenta ile fetal membranlardasriea endotelinde, g6z meppede,
ter bezlerinde, adipoz dokuda, notrofillerde veeadi kortekste bulunan zona glomerulosa
bolgesinde bulunur (Venta ve ark., 1987; Parkkitaark., 1993; Campbell ve ark., 1994;
Muhlhauser ve ark., 1994; Sly ve Hu, 1995).



20

CA 1l son derece aktif bir enzimdir ve CA izoenzemlarasinda en genalana sahiptir.

Bundan dolayi, ¢#tli fizyolojik reaksiyonlarda dnemli bir rol oynag distnulmektedir.

Midede bulunan ylzey epitel hicreleri ve paryetatrblerinde bol miktarda CA I
izoenzimi bulunur. Paryetal hiicrelerinde CA |l enzigastrik asit icin proton Uretir ve daha
fazla asit sindiriminden yiuzey epitel ve paryetétielerini korumak igin bikarbonat gar.
(Davenport, 1939; Parkkila ve ark., 1994). CA lbénzimi ayni zamanda duodenum, kolon,
karacper, safra kesesi, pankreas ve beyinde bulunmak{dtharen, 1967; Parkkila ve ark.,

1994; Kumpulainen ve Korhonen, 1982).

Insanlarda CA 1l enzimi eksikli osteopetrozis, renal tibiler asidoz, mental
retardasyon, serebral kalsifikasyon ve blylumeigeglbi sendromlara yol agabilir (Sly ve ark.,
1983; Sly ve ark., 1985).

CA Il izoenzimi diger CA izoenzimleri arasinda, gik katalitik aktiviteye sahip
olmasi, sulfonamid tlrevi olan asetazolamid inbitdérine kagl diren¢ géstermesi ve dokularda
nadiren gorulen bir dalima sahip olmasi gibi benzersiz 6zelliklere s#hifCabiscol ve
Levine, 1995).

CA IV izoenzimi jejenum, ileum ve kolon epitel hatrinin apikal ytizeyleri tzerinde
bulunur. Buna ek olarak, yapilan immun sistemsgadari safra kesesinde de bu enzimin

bulundwgunu gosternstir (Fleming ve ark., 1995).

Mitokondriyal izoenzimlerden CA Y insan karag@erine 6zgudur, CA Y ise kalp,
iskelet kasli, pankreas, bobrek, tukurik bezi, oikugibi diger dokularda bulunur (Fujikawa-
Adachi ve ark., 1999).

Insanlarda tek salgisal CA izoenzimi olan CA VI, itiik ve meme bezlerinde
bulunmaktadir (Karhumaa ve ark., 2001; Kivela Je,ar997).

3.1.2p-Karbonik anhidrazlar ( g-CA)

B-CA enzimleri, a-CA enzimlerine gbére daha az kapsamli @ldubilinmektedir.
B-CA'lar bitkiler, algler, arke ve eubakteriler, fginalemindenSaccharomyces cerevisiflaira
mayasl) veSchizosaccharomyces pomfsyon mayasi) tirlerinde bulunmaktadir (Hewett-
Emmett ve Tashian, 1996; Smith ve Ferry, 1999; Getark., 1999).

Simbiyotik alg tlri olarfCoccomyxala ve yuksek bitkilerin sitozol ve kloroplastladan
dap-CA mevcuttur (Fett ve Coleman, 1994; Hiltonen vie,a1998).
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B-CA’'larda ¢inko ligandlarin koordinasyonu;CA’lara gore oldukca farkhidir. Xsini
absorpsiyon spektroskopisi (EXAFS) yontemiyle ispaile yapilan ¢agmalardap-CA’larin
aktif bolgelerindeki ¢inko iyonu ile bir histidineviki sistein rezidiisiiniin koordinasyon halinde
olma olasilginin oldyunu gostermstir (Rowlett ve ark., 1994; Bracey ve ark.,1994pnS
zamanlarda yapilan cainalar sonucunda kirmizi al@grphyridium purpureumve vyssil
bezelye Pisum sativuniden B-CA izoenzimi saflgtinimistir (Mitsuhashi ve ark., 2000;
Kimber ve Pai, 2000).

3.1.3y-Karbonik anhidrazlar ( y-CA)

v-CA, arkebakteri tiri olaMethanosarcina thermophilda kafedilmistir (Alber ve
Ferry, 1994)y-CA, Methanosarcina thermophildan saflgtirilarak, yapisi aydinlatilirgtir. Bu
yap! a-CA ve B-CA’nin yapisindan c¢arpici bicimde bir farklihk gférir. Her bir monomerin
yapisina sol gb-heliks yapisi hakimdir.

v-CA, o-CA’nin yapisinda oldgu gibi aktif bolgedeki ¢inko iyonu ile Ug¢ histidin
rezidusu tarafindan koordine edikrdurumdadirM. thermophilada ¢inko iyonunu koordine
eden histidin rezidulerinin ikisi (His 81 ve His 2)2bir monomere ait iken, gieri ise (His117)
bir baska monomere aittir. Buna gmen aktif bolge monomerlerin yizeyindedir, bundatagh

v-CA'nin aktif bélgesinin yapisai-CA'nin yapisina benzemektedir (Kisker ve ark.,1996

Bazi y-CA'lar cinko iyonu bulundururken, bazilari ise stitile-kobalt bulundururlar.
Cinko iyonu bulunduran-CA’lar da koordinasyon geometrisi Ucgen bipiraikén, sibstitlie-

kobalt bulunduran-CA’da koordinasyon geometrisi oktahedraldir (h@rwve ark., 2000).
3.1.48-Karbonik anhidrazlar ( 6-CA)

Son zamanlarda bir flagellat olarhalassiosira weissflogide bir karbonik anhidraz
enzimi oldgu belirlenmitir (Roberts ve ark., 1997). Yapilan gatada,T. weissflogiden CA
enzimi izole edilmj ve saflatirilan proteinlerden kismi bir aminoasit sekarideedilmitir. Bu
sekans bilgisi kullanilarak, PCR yontemiyle bir DNitagmenti amplifiye edilmi ve bu
fragment cDNA kitlphanelerinde tarama yapiimasicayie kullaniimstir. Sonucta varsayilan
karbonik anhidraz cDNA'sinin bilinen ¢ karbonik hégiraz gen ailesinden hicbirine ait

olmadgi tespit edilmgtir.

Morel ve grubu, kadmiyum g CA'nin, ¢inko bali CA’nin yerini alip alamayaga
Uzerine bir cakma yapmglardir. Bu calgmaya goreT. weissflogiidistik seviyede ¢inko iceren
ancak kadmiyum bulunan bir ortama birakilarak CAivitlkesi izlenmitir. Buna goreT.

weissflogiinin ortamda sinirli oranda ¢inko bulurigdunda, kadmiyum kg CA sentezledii ve
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faaliyetlerini surdurdgu anlgilmistir. Bu farkliliklardan dolay! bu tip karbonik amhazlar
8-CA seklinde siniflandiriimaktadir (Lane ve Morel, 2000)

3.1.5 Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

Bugiine kadar incelenen tum-CA enzimlerinin aktif bélgelerinde yer alan Zn
iyonunun kataliz i¢in gerekli oldiw saptanmtir. X-ray kristalografi verileri, t¢ histidin
rezidusu (His94, His96 ve His119) ve bir su moléKiidroksit iyonu tarafindan koordine

edilen bu iyonun aktif bélge yannin 15A derinlginde oldgunu gostermir (Sekil 3.6).

Hs

Hisg6
His64, Jri; % .
Hf‘_—??" = /) Hism2

Sekil 3.6 CA 1l enziminin aktif bélgesi (Pembe renk ile gésten kire).

Kaynak: Supuran, 2008.

Glul06 rezidusunin karboksilat kismi ile képrisalumus olan Thr199 rezidisinin
hidroksil grubu ile ¢inko iyonuyla koordinasyon imaleki su molekdlinin hidroksil grubu
arasinda hidrojen avardir Sekil 3.7). Bu etkilgimler ¢inko ile koordinasyon halindeki su
molekulinin ndkleofilitesini arttirir ve substraiCO,) nikleofilik saldiri icin elvesli bir

konuma yonlendirir (Supuran, 2008).
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Sekil 3.7 Zn"? ile koordinasyon halindeki su molekiiliiniin hidrokgubuyla Thr199 ve Glu106

reziduleri arasindaki etkigamin sematik gésterimi.

Kaynak: Supuran ve Scozzafava, 2007.

Zn*? iyonuna hidroksitin bganmasiyla enzimin aktif formu ojur (Sekil 3.8.a).
Enzimin aktif formu, gucli nukleofilik yapisiyla GOmolekilune saldirir, @anma aktif
bolgeye komau hidrofobik cep sinirlarinda gercefile(Sekil 3.8.b). {nsan CA Il izoenziminde
substrat bganma bdolgeleri Vall21, Vall43 ve Leul98 rezidilekapsamaktadir.) Neticede
Zn*?iyonu ile koordine olmgibikarbonat olgur (Sekil 3.8.c). Daha sonra bikarbonat iyonu, su
molekilii ile yer dgistirir ve cozeltiye gecer, su molekili ile Zriyonu koordine olur ve
enzimin asit formu olgur, enzim bu formda katalitik olarak inaktif duruasir Sekil 3.8.d)
(Supuran, 2008).
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Sekil 3.8 CA enziminin katalizledii CO,-hidratasyon reaksiyonunun mekanizmasgematik

gosterimi.

Kaynak: Supuran, 2008.

Enzim, aktif bolgesindeki His64 rezidusiu (His64idési CA 1, I, IV, VI, VII, IX ve
XII-XIV izoenzimlerinde proton meli gibi davranir.) veya ortamda bulunan tamponlar
aracilglyla gevresine proton transferi gercekikerek aktif formu yeniden kazanir. Bu sireg

ve 2 reaksiyonlariylgematik olarak gosterilngiir (Supuran, 2008).
H20 2+
1 EZn™-OH" +C0, =——== EZn*— HCO; ~——= EZn*— OH, + HCOy’

2 EZn**—OH, =——= EZn’*— OH +H"
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3.2 Karbonik Anhidraz inhibitérleri

Karbonik anhidraz enziminin en gucll inhibitérlérinaromatik ve heterosiklik
sulfonamidler oldgu bilinmektedir. Stlfonamidler, stbstitie olmarir —-SQNH, veya bir —
SONH(OH) grubu bulunduran inhibitérlerdir. Salfonart@dn kolaylikla iyonik yapi
kazanmalari en carpici dzelliklerinden biridir.

R—SO,NH, —== R—SO,NH +H"

Bu 0zelligi nedeniyle silfonamidler, karbonik anhidraz enzimiibisyonu Uzerinde
onemli role sahiptir (Roughton ve Booth, 1946).

Sulfonamidler, yaklgk 50 yildan beri ditretikler ve sistemik antiglakoilaclarinin

yapisinda klinik olarak kullaniimaktadir (Supur@g10).

Sulfonamid yapisindaki karbonik anhidraz inhibigdrl genellikle didretik olarak
kullanilirlar.  Ayrica glokom, epilepsi, mide-pasak Ulseri, kalp yetmezfi norolojik
hastaliklar ve osteoporoz gibi hastaliklarin tediade kullanilir (Supuran ve Scozzafava,
2000). Bu inhibitorlerin birgok timérin gginini engelleyen gucliu inhibitorler olgu
belirlenmitir (Sugrue, 2000; Supuran ve Scozzafava, 2000).

Karbonik anhidraz inhibitorleri sistemik ve topikalinak tzere siniflandirilir. Sistemik
karbonik anhidraz inhibitorleri; asetazolamid, nzetamid ve diklorfenamiddir. Topikal

karbonik anhidraz inhibitorleri; dorzolamid ve kxalamiddir.

Asetazolamid oral dilretik olarak antihipertangtiavide kullaniimaya BEndiktan
sonra g0z i¢i basincini da @iidigti anlgilmistir. G6z ici basincini diiirtict etkisi ditretik
etkisi ile alakall dgildir. Humor ak6z yapimini azaltarak etki gostesér metabolik asidoza yol
acar. Metabolik asidoz, optik sinir kan akimini tiearak glokomlu hastalarda gérme
fonksiyonunu korumaktadir. Baagrisi, isitme azalmasi, el ve ayaklarda gma, depresyon,
agizda aci tat hissi, idrar giaolusumu, bulanti, libido kaybi ve kan diskrazisi gitaryetkilere
neden olmaktadir (Shields, 1998).

Dorzolamid gunimuzde hala kullanilan topikal kaikoanhidraz inhibitérlerinden
olup, kornea gegcirgergi yuksek, selektif CA 1l inhibitoridar. Bundan dgla sistemik yan
etkileri yuksek olan asetazolamide alternatif dtakallanilir (Preiffer, 1997; Maren ve ark.,
1997). Humor akdz sekresyonunu azaltarak etki etk GOz ici basincini yaldek %18
oraninda azaltsi belirlenmitir. Irritasyon, yanma gibi yan etkileri mevcuttur (Sctieyve ark.,
1999).



26

Glokom hastafiinin tedavisinde kullanilan sistemik ve topikalld@mik anhidraz enzim
inhibitorlerinin neden oldgu yan etkilerden dolay!r ginimizdesigle inhibisyon calsmalari
yapilmaktadir. Bu caimada ise, insan eritrositlerinden sglalan hCA | ve hCA I
izoenzimleri Gzerinde C vitamininim vitro olarak inhibisyon etkisi incelengtir. Yapilan

¢alismalar sonucunda elde edilen verilerden yola ¢ci&Ka€s, ve K degerleri hesaplanrsiir.
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4. GLOKOM

Gozunseklini ve optik 6zelliklerini koruyabilmesi icin yerli ve sirekli bir i¢c basinca
sahip olmasi gerekmektedir. Bunu da silyer cisimsaigilanan ve dn segment icini dolduran
humor akoz olarak adlandirilan siviglsanaktadir. Humor ak6z surekli olarak salgilanarak
yenilenmekte ve hem gozden gikdaki ayarlamalar hem de salinim hizi yoluyla ggiz
basinci dizenlenmekte ve dengelenmektedir (GuytrHall, 1996). Gz ici basinci gin
icerisinde kardiyak ve solunum sistemi faaliyetierigore dgisebilmektedir. Gunlik g6z igi
basinci dgisimi ortalama 3-5 mm Hg arasindadir. Gunlik gozbigsing dgisimi 10 mm Hg
degerinin Uzerinde oldgu kisilerde glokom hastal olusma riski yiksektir (Ziemer, 1996).

Glokom, yiiksek goz ici basinci (IOP) sebebiyle loginir bginda geri dongtimsu
hasara neden olan, ilerlemesi durumunda gérme iigorksnda kayiplara yol acan ve korliikle

sonuglanan kronik, dejeneratif goz hagiablarak tanimlanmaktadir (Supuran, 2008).

21. yuzyilin balarinda dinyada 70 milyongkan glokomlu hasta oldiu saniimaktadir.
Bunlarin yaklaik %53'U primer acik acili glokom (PAAG), %36'siimer kapall acili glokom
(PKAG) ve geri kalan %11'i ise sekonder glokomlustadardir. Ozellikle tedaviye direngli
sekonder glokom tiplerinin vagh nedeniyle gz hastaliklari i¢cinde %15-20 gibi sk bir
oranda korlge en sik neden olan hastaliklardan biri olarakipilUlkemizde yapilan caimalar
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasina gés#licglokom tiplerinin daihmi ve orani
Cizelge 4.1°de gosterilmgir (Turach, 2004).

Cizelge 4.10lkemizde gorilen glokom tipleri ve orant.

Oran (%)
L Primer Acik Acgili Glokom 46.61
Glokom Tipleri Psddoeksfolyatif Glokom 15.6
Normotansif Glokom 10.14
Primer Kapali Acili Glokom 6.06
Neovaskiler Glokom 2.83
Okulerinflamasyondkincil Glokom 2.47
Afakik ve Psddofakik Glokom 3.61
Tedaviye Direncli Lense bah Glokom 1.48
Glokom Tipleri Travmatik Glokom 1.36
Primer Konjenital Glokom 0.92
Pigmenter Glokom 0.91
Gozici Tumorlerine bali Glokom 0.74
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Prostaglandin analoglari, beta blokerlar, alfa bitde ve karbonik anhidraz inhibitorleri
g0z ici basincini diiiren topikal ajanlardir. Ancak bunlardan prostadiamnaloglarinin goz igi
inflamasyonu, beta blokerlar ve alfa blokerlaria kardiyak ve sistemik tansiyon tzerinde yan
etkiler gosterdii bildirilmi stir. Topikal karbonik anhidraz inhibitérlerinin delektrolit
seviyeleri Uzerinde yan etkisi olgw bildirilmistir (Scherer ve ark., 1998; Arici ve ark., 2006;
Schwenn ve ark., 2001; Feist ve ark., 1995).
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5. MATERYAL VE METOD

5.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calsmasi icin kullanilan siyanojen bromdir ile aktifieimis sepharose-4B, p-
nitrofenil asetat, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiami(TEMED), L-tirozin, tris (hidroksimetil)
aminometan, sodyum sulfat, sodyum klorir, sodyusndpén fosfat, sodyum perklorat, sodyum
barbital, sodyum bikarbonat, sodyum asetat, sodhidroksit, hidroklorik asit, fosforik asit,
sulfurik asit, etanol, aseton, akrilamid, N,N’-nteti bisakrilamid, coomassie brillant blue G-
250 ve R-250, karbon dioksit ve L-askorbik asit yifamini) Merck ve Sigma Aldrich

firmalarindan temin edilngtir.
5.2 Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar sirasindasagidaki alet ve cihazlardan yararlaniftm. Kullanilan aletler ve
cihazlar T.C. Dumlupinar Universitesi, Fen-Edebifatkiiltesi, Kimya Bolimii, Biyokimya

Arastirma Laboratuvarinda bulunmaktadir.

Spektrofotometre: Shimadzu UV-1700 Pharma Spec.
Sasutmal Santriftj:  Sigma K30

Santrifdj: Nuve NF800

Peristaltik Pompa: Ismatec MS-4/8 Reglo Digital
pH metre: Schott Instruments Lab. 850
Karistiricl: Vortex-Genie, Heidolph
Magnetik Karstirici:  Heidolph MR 3001

Hassas Terazi: Ohaus-Adventurer
Calkalayici: GFL

Otomatik Pipetler: Biohit Proline
5.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlansi

Biyokimyasal cakmalarda kullanilan c¢ozeltilerin kullanim yerleri \Vieazirlanma

sekilleri asagida belirtilmistir.

1. Esteraz aktivitesi 6lcimu ve diyalizde kullanilampon (0,05 M Tris-S© pH=7,4):
6,055 g Tris, 950 mL saf suda ¢6zildi. 1 p6B, ile pH=7,4 olana dek titre edildikten sonra

hacim saf su ile 1 L'ye tamamlandi.
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2. Sepharose-4B matriksi Uzerinde afinite jeli hammlgen kullanilan tampon (0,2 M
NaHCQ;, pH=8,8): 16,8 g NaHC£950 mL saf suda ¢6zuldi. 1 N NaOH ile pH=8,8 aldek
titre edildikten sonra hacim saf su ile 1 L'ye tamtandi.

3. Hidrataz aktivitesi oOlcimleri sirasinda kullanilaampon (0,0025 M Veronal
tamponu): 5,15 g sodyum barbital, 950 mL saf suiailgli. 0,1 M HCI ile pH=8,2 olana dek
titre edildikten sonra hacim saf su ile 1 L'ye tantandi.

4. Afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan tamp@®mM Tris-HCI/0,1 M NaSQ,,
pH=8,7): 3,0275 g Tris ve 14,2 g }0,, 950 mL saf suda ¢ozuldi. 1 N HCI ile pH=8,7 olana

dek titre edildikten sonra hacim saf su ile 1 Ltgenamlandi.

5. Hemolizatin tatbikinden sonra afinite jelinin yikaasinda kullanilan tampon (25
mM Tris-HCI/22 mM NaSQ,, pH=8,7): 3,0275 g Tris ve 3,124 g 18&y, 950 mL saf suda
¢6zlldi. 1 N. HCI ile pH=8,7 olana dek titre editdin sonra hacim saf su ile 1 L'ye
tamamlandi.

6. 1zoenzimlerin elisyonunda kullanilan c¢ozeltiler;

(a) Kolona tutunmsg olan hCA 1 izoenziminin ellisyonu icin kullanilaanipon (0,025
M Na,HPOy/1 M NaCl, pH=6,3): 8,875 g NHPQO, ve 14,625 g NaCl, 200 mL saf suda
¢6zlldid. 1 N HCI ile pH=6,3 olana dek titre edildik sonra hacim saf su ile 250 mL'ye
tamamlandi.

(b) Kolona tutunmsg olan hCA Il izoenziminin elisyonu icin kullanilaampon (0,1 M
CH;COONa/0,5 M NaClQ pH=5,6): 9,187 g NaClpove 2,09 g NaCECOO.H,0, 120 mL saf
suda ¢ozuldia. 1 N HCI ile pH=5,6 olana dek titrddikten sonra hacim saf su ile 150 mL'ye

tamamlandi.

7. SDS-Elektroforezinde kullanilan numune tampon@50nL 1 M Tris-HCI pH=6,8, 3
mL %21’'lik SDS, 1 mL %2100'luk gliserin ve 1 mL %0]|&K brom timol mavisi kartirilarak,
son hacmin saf su ile 10 mL'ye tamamlanmasi ilarkemi. Bu tampona kullaniimadan hemen

once 95QuL numune tamponunda Q. olacaksekilde merkaptoetanol ilave edildi.

8. SDS-Elektroforezinde kullanilan yiritme tampong: g Tris ve 7,2 g glisin, 50 mL
suda ¢Ozuldu. Daha sonra bunun tGzerine 5 mL %$MIS ilave edilerek hacim saf su ile 500

mL’ye tamamlandi.

9. CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti: 0 °C’dé dk streyle saf su icerisinden

COy(q) gecirilerek hazirlandi.
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10. Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢étiglCoomassie brillant blue G-250
reaktifi): 100 mg Coomassie brillant blue G-250,6D %95’lik etanolde ¢6zildu. Bu ¢ozeltiye

100 mL %95'lik fosforik asit ilave edilerek hacirafssu ile 1 L'ye tamamlandi.

11. SDS-Elektroforezinde jelin boyanmasi icin kullaml boyama co6zeltisi: 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %lQilasesit ve %40 saf su olacalekilde

yeterli miktarda hazirlandi.

12. SDS-Elektroforezinde jelin yikanmasi icin kullamlyikama ¢ozeltisi: %10 asetik

asit olacalgekilde metanol ve su katirilarak yeterli miktarda hazirlandi.

13. SDS-Elektroforezinde jeldeki proteinlerin  sabitielmesi icin kullanilan
sabitlgtirme co6zeltisi: %50 izopropanol, %10 TCA, %40 safolacaksekilde yeterli miktarda

hazirlandi.

14. Hidrataz aktivitesi tayininde kullanilan ¢6zel$60,04'lik brom timol mavisi
¢cozeltisi): 0,1 g indikatér 16 mL 0,01 N NaOH ig@nde ¢ozuldikten sonra, hacmi saf su ile

250 mL'ye tamamlandi.
15. inhibitor stok ¢ozeltileri:

%0,25’lik stok ¢ozelti: 6,25 mg L-askorbik asit, 88 saf suda ¢ozilerek hazirlandi.
%0,5’lik stok ¢ozelti: 12,5 mg L-askorbik asit, 88 saf suda ¢ozilerek hazirlandi.
%1’lik stok ¢ozelti: 25 mg L-askorbik asit, 25 mafsuda ¢ozilerek hazirlandi.
%2’lik stok ¢ozelti: 50 mg L-askorbik asit, 25 mafsuda ¢ozilerek hazirlandi.

%3'luk stok ¢Ozelti: 75 mg L-askorbik asit, 25 maf suda ¢ozilerek hazirlandi.
5.4 Yontemler
5.4.1 Protein tayini

5.4.1.1 Kalitatif protein tayini

Kromatografi slemleri sonunda git hacimde alinan butin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Bu metodun esasi; proteinlgzapisinda bulunan tirozin ve triptofanin
280 nm’'de maksimum absorbans gostermesine dayaachakEraksiyonlar kuvartz kivetlere

alinarak absorbanslari spektrofotometrede kordi dgnpon ¢ozeltiye) kar okundu.
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5.4.1.2 Bradford yontemi ile protein tayini

Bu yontemle, afinite kromatografisi ile saflaulan enzim ¢dzeltisinde ve hemolizatta
protein tayini yapildi. Bu yontem, coomassie bntldlue G-250'nin fosforik asitli ortamda
proteinlere bglanmasi esasina dayanir. §€lo kompleks, 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin @lanmasi ¢ok hizli gafir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-
100pg arasindadir (Bradford, 1976).

Tayin islemlerinde; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden nskart hemolizat
¢cozeltisinden tuplere 10, 20, 30, 40, 50, 60,8M),90, 10QuL alindi ve saf su ile tiim tiplerin
hacmi 0,1 mL'ye tamamlandi. 5 mL coomassie brillaloe G-250 reaktifi tuplere ilave edildi
ve vorteks ile kastirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kilvetlie kdre kayi absorbans
degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL ayni tampon ve & poomassie brillant blue G-250
reaktifinden olgan kargim kullanildi. Absorbans dgerlerine kagilik gelen mikrogram y(g)

protein dgerleri standart grafikeklinde verildi §ekil 6.2).
5.4.2 Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

5.4.2.1 CO-Hidrataz aktivitesi tayini

Karbonik anhidraz enziminin aktivite tayini Wilbdmderson metodu ile yapildi. Bu
yontemde; C@in hidratasyonu sonucu @@ cikan H sebebiyle pH'in 8,2'den 6,3'e ginesi
icin gecen sure pH-stat metodu kullanilarak buluridampon olarak da pH'l 8,2 olan veronal
tamponu kullanildi (Wilbur ve Anderson, 1948; Mar&860). Enzim birimi ise; enzimsiz GO
hidratasyon stresigjtile enzimli reaksiyon siresic(tarasindaki farkin, {{ye bdélinmesiyle

belirlendi.

Deneyde reaksiyon tlptine énce 1 mL veronal tamp@yiumL brom timol ¢ozeltisi,
0,5 mL su, 0,1 mL enzim ve 2,5 mL doygun £@zeltisi konulduindikator olarak kullanilan
brom timoliin mavi renginin sarimsi gl donmesi icin gecen sire 6lculdy).(Ayni islemler
her numunenin callmasindan 6nce, enzim c¢ozeltisi yerine saf su laval yapildi ().
Inhibitorli calsmalarda ise; suyun hacmi, kullanilan inhibitor had&adar azaltilarak yerine
inhibitor eklendi. Boylece aktivite dlgcim ortaminimacmi 4,2 mL'de sabit tutulnguoldu. Bu
yonteme gore CA aktivitesi icin bir enzim Unite&EU), enzimsiz olarak meydana gelen £O
hidratasyon siresini yariya indiren enzim miktdarak tanimlanmaktadir. Yani; EUwt)/t.

formaliine goére, kullanilan enzim ¢ozeltisinin haggm enzim Unitesi hesaplangtir.
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5.4.2.2 Esteraz aktivitesi tayini

Bu yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesisahip olmasi esasina
dayanmaktadir. Prensip olarak, karbonik anhidraingirsubstrati olarak kullanilan p-nitrofenil

asetati, 348 nm’de absorbans veren p-nitrofend yegitrofenolat’a hidroliz etmektedir.

0
I CA
O,N 0-C-CH; + H,0 =——== O,N OH + CH;COOH

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in herskide ayni absorbansi gostermektedir.
Bu nedenle fenol grubundaki“Hyonunun aymip ayrsmamasi Olciimi etkilememektedir
(Armstrong ve ark., 1966; Kandel ve ark., 1970; dalfi ve ark., 1997). Substrat olarak
kullanilan p-nitrofenil asetatin da bu dalga boyaigdk az absorpsiyonu olglundan kor olarak
kullaniimaktadir. Tayinsiemlerinde kuvartz kivetlere 1 mL substrat, 1,3 tatmpon, 0,6 mL
su ve 0,1 mL enzim konulup 25 °C’de 348 nm’'de 3ikkalslresince absorbansdakiggen
kaydedildi. Spektrofotometre, daha dnce enzim yefifl mL tampon konularak, kemin 3
dakika sonraki absorbansi ile sifira ayarlandi. Buetle; 3 dakika icerisinde esterin kendi
kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitrofenil asetatabsorpsiyonunda dizeltme yapildi.
Inhibitorlti calsmalarda ise suyun hacmi azaltilarak, yerine aaaltmiktar kadar inhibitor

eklenerek aktivite tayinleri yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitrofenil asetat yani stdiscozeltisi taze olarak hazirlandi.
Bunun icin 27,2 mg ester, 1 mL aseton icerisindallgii ve hizlica kagtirilan 49 mL saf suya
yava yavag ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha dggini hazirlamak esterin sinirh
¢Ozunarligh nedeniyle mamkin gddir. Aseton ise dier organik ¢ozuculere oranla hidroliz
reaksiyonunu en az inhibe eden ¢ozucu olmasi s@bedgcildi (Armstrong ve ark., 1966). 0,05
M Tris-SQ,, pH=7,4 olan tampon ¢0zeltisi ile enzim ¢ozeliistmamponlanmasi geandi (Kohn
ve Wilchek, 1978).

5.4.3 Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose-4B matriksi tUzerinde haamdi. CNBr ile aktiflgtiriimis olan
Sepharose-4B Uzerine tirozin kovalent olarak taki@bha sonra silfanilamid diazolanarak
tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinuzanti kolunu, silfanilamid ise enzimi spesifik
olarak bglayan kismini olgturmaktadir. Silfanilamid karbonik anhidrazin splesibir
inhibitdrii olup, afinite jelinin yapisina katilarak6z konusu enzimin yitksek oranda
saflagtirllmasinda bgariyla kullaniimaktadir (Kohn ve Wilchek, 1978).
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5.4.3.1 Siyanojen bromdr ile aktiflatiriimi s sepharose-4B lizerine tirozin takilmasi

7,5 g CNBr ile aktiflgtiriimis Sepharose-4B saf su ile iyiggirildi ve saf su dekante
edildi. Daha sonra pH'I 10 olan 250 mL NaH{@mponuna alindi. Ayni tamponun 20
mL’sinde 80 mg tirozin ¢6zildi ve behere ilave edik kargtirildi. Daha sonra stispansiyon 4
°C'de 2 saat sureyle katirildi ve 16 saat bu sicaklikta bekletildi. Bu extin sonunda jel,
yikama suyu 280 nm’'de absorbans vermeyinceye kdbhrsuyla yikandi. Busekilde
reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzskidmis oldu. Yikama glemi 100 mL 0,2 M
NaHCG; tamponu ile (pH=8,8) tekrarlandi ve tirozin takeh ayni tamponun 40 mL’si icerisine
alindi (Arslan ve ark., 1997; Laemmli, 1970).

5.4.3.2 Silfanilamid kenetlendiriimesi

25 mg sulfanilamid, yakkk 0 °C’de 10 mL 1 M HCI icerisinde ¢dzuldi. 75 mg
NaNG, ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢o6zelti, sUlfanilamidzgltisine 10 dakikada damla damla
ilave edildi. Daha sonra diazolanmplan suilfanilamid, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin
suspansiyonuna eklendi. 1 M NaOH ile pH=9,5atee ayarlanarak sabit tutuldu. Oda
sicaklginda 3 saat sureyle yavgavg karstirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL 0,05 M
Tris-SQ, (pH=7,4) tamponuyla yikandi ve ayni tampon i¢cadsi muhafaza edildi (Cuatracases,
1970). Afinite jelinin hazirlanmasi sirasinda gé&tegen reaksiyonlar Sekil 5.1'de
gOsterilmitir.
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O\ H, (4 °C, pH=10)
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TH —COOH
CH,
HO (ﬁ
N=N |sl—NH2
OH O

Afinite jelinin son durumu

Sekil 5.1 Afinite jelinin hazirlanmasi sirasinda gercakle reaksiyonlar.
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5.4.4insan eritrositlerinden karbonik anhidraz izoenzimleri olan hCA | ve hCA I

enzimlerinin saflastiriimasi

5.4.4.1 Hemolizat eldesi

Kan, antikoagulanth kan torbasina alindiktan sehf&€’de muhafaza edildi ve en fazla
2 gun icerisinde tuketildi. Eritrositleri ayirmagim kan 10 mL’lik tiplere alinarak, 2500 rpm’de
15 dk santrifj edildi. Daha sonra tuplerin Gstkusdaki plazma ve 16kosit tabakasi birbirinden
dikkatli bir bicimde ayrildi. Sonra altta kalantewsitler % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile birkag defa
yikanip, 2500 rpm’de 15 dk santrifijlenerek tstdak kisimlar atildi. Eritrositler hacimlerinin
1,5 kati 0 °C’deki saf su ile hemoliz edildi. Hemzatdilen eritrositler toplanarak hemolizin tam
olarak gerceklgebilmesi icin 30 dk sureyle katirildi. Hicre zarlarinin ayrilmasi igin
hemolizat 4 °C’de 20.000 rpm’de 30 dk santriflijléidiDaha sonra tuplerin dibine ¢oken hucre
zarlarl atilarak Ustteki hemolizat dikkatlice alinHlcre zarlarindan ayrilan hemolizatin pH’i
kati Tris ile 8,7'ye ayarlandi. Boylece hemolizatidna tatbik edilecek hale geldi (Rickli ve
ark., 1964).

5.4.4.2 Hemolizatin afinite kolonuna tatbiki ve enmin eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1,5 cfa 50 cm ebatlarindaki bir kolona paketlenerek 25 mM
Tris-HCI/0,1 M NaSQO, (pH=8,7) cOzeltisi ile dengelendi. Daha sonra thazan hemolizat
kolona tatbik edildi. Kolondan 25 mM Tris-HCI/25 mMaSQO, (pH=8,7) yikama cb6zeltisi
gecirildi. Yikama §lemine 280 nm’de kore (yilkama tamponu) sked,05 absorbans gerine
ulasincaya kadar devam edildi. Bsidm sonucunda kolona tutunmolan karbonik anhidraz
izoenzimleri dgindaki safsizliklar giderilmioldu. Yikama glemi tamamlandiktan sonra hCA |
ve hCA 1l izoenzimlerinin elisyonu icin sirasiyla &b'aM NgHPQO,/1 M NaCl (pH=6,3) ve 0,1
M CH;COONa/0,5 M NaClIQ@ (pH=5,6) cozeltileri kolondan gegirildi (Rickli vark., 1964).
Eluatlar beer mL'lik fraksiyonlar halinde tuplere alindS€kil 6.1). EltUatlarda 280 nm'de
protein tayini ve C@hidrataz aktivitesi tayini yapildi. Aktivite gostn fraksiyonlara diyaliz

islemi uygulandi.

5.4.4.3 Diyaliz §lemi

Biyolojik molekillerin ayriminda kullanilan ve seytik bir ¢cozeltideki molekillerin
boyutlarina gére ayrilmasi temeline dayanan birtglir. Bu teknikte kullanilan diyaliz
torbasinin porlari genellikle 10.000 Da'dan dahdaalan makro molekillerin gegmne izin
vermeyecek kadar kiguktir. Bu nedenle, diyaliz tijpuicindeki kiigtk iyonlar dari ¢cikarken,

iceride ayrimi istenen molekulin konsantre bir dtisiekalir. Kicik molekdllerin ¢ilg tipin
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ici ile distaki tamponun konsantrasyonlagiteoluncaya kadar devam eder. Géén hacme
bagl olarak 4-6 saat slirede dengeyestiia Dengeye ulgtiktan sonra, daridaki ¢cozelti taze
tamponla dgistirilir ve diyalize devam edilir. Boylece, ayirinarhamlanincaya kadar diyaliz

islemi 1-2 gun sardurdlebilir (Temizkan ve Arda, 2D04

Diyaliz isleminde kullanilan yari gecirgen zarlar (diyalipliéri veya torbalari) Gitli
materyallerden (selofan, sellloz) yapgmalzemelerdir. Por ¢capl zardan gececek molekilleri
molekdlleri ortamdan uzaldarmak ve konsantre etmek icin ucuz ve etkili biintemdir.
Ayrica, biyolojik molekullere zayifsekilde ba&l olan kicuk iyonlar ve molekdlleri de bu

yontemle ortamdan uzaktamak mimkindir (Temizkan ve Arda, 2004).

Calsmamizda kolondan eliie edilen enzim ¢ozeltileri lizygorbalarina doldurulup, 4
°C'de diyaliz tamponu kullanilarak diyalizlémi yapiimstir. 24 saat boyuncaléme devam
edilip, her 4 saatte bir diyaliz tamponuggdgirilmi stir. Diyaliz islemleri sonunda elde edilen
enzim c¢ozeltisi artik kismen saf hale getirdtini Yapilan tim glemler sonunda elde edilen
enzim c¢ozeltisi,in vitro inhibisyon cagmalarinda kullanilmak Uzere Ucer ml'lik tiplere

konularak, -20 °C’de derin dondurucuda depolgitimi

5.4.4.4 SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enin safliginin kontroli

Enzimlerin saflatirimasindan sonra %3-10 kesikli, sodyum dodesillfas
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemntdirafindan agiklangi sekilde (Laemmli,

1970) yapilarak safttirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol edildi.

Bunun icin elektroforez plakalari dnce su, sonrkolaile iyice yikandi. Plakalari
birlestiren aralik koyuculara vazelin ince bir tabakairtdg siruldu.iki cam plaka birbiri
Uzerine yerlgtirildi ve kiskaclarla tutturularak jel hazirlaméazina konuldu. Cam plakalarin
alti, kaynama sicalgdina getirilerek ¢ozinmesi gandi ve daha sonra 40-50 °C’'yezatulmus
agar dokulerek kapatildi. Ayirma jeli hazirlanaggkkalar arasina enjektor vasitasiyla ilave
edildi. Hava almamasina dikkat edildi. Jel ylzayidiizgtin olmasi icin %1’lik SDS ile ince bir
tabaka olgturuldu. Katilgincaya kadar 30 dk bekletildi. Daha sonrgnya jeli, st dizeye
kadar ilave edildi. Uzerine tarak dikkatlice yatlgldi. Taragin iizerine nemli siizgec fall
konularak bir gece bekletildi. Ertesi gin tarak kdittice cikarilarak plakalar elektroforez
tankina yerlgtirildi. Olusan kuyular garetlenerek jelin Ustil 6nce saf su, daha sonratmyéri

tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt & Kismina yiritme tamponu konuldu.
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Numuneler kuyularin her birinde 2@ protein olacakekilde hazirlandi. Toplam hacim
100puL olacaksekilde 1:1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dinka su banyosunda inkiibe
edildi. Numuneler sgutularak, jeldeki kuyulara bir enjektor vasitasiybik edildi. Tank
kapaz kapatilarak alt taraftan (+)-kablo (anot), tst{eRkablo (katot) yerlgtirildi. Once 80
voltta 30 dk bekletildi. Daha sonra 150 volta agadrak 4-5 saat oda sicakhda tatbik edildi.
Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel sakiitlme ¢ozeltisinde (%50 izopropanol + %10
TCA + %40 saf su) 30-40 dk bekletildi. Daha soriksd c¢ozeltisinden cikartilan jel, 6zel
kabina konularak boyama c¢ozeltisi tGstini tamamemérkadar ilave edildi. 1,5-2 saat kadar
calkalayici tzerinde birakildi. Daha sonra boyageeltisinden cikarilarak, yikama ¢dzeltisine
alindi. Belirli zaman periyotlarinda glgtiriime suretiyle jelin zemin rengi acildi ve prote
bantlar belirginlginceye kadar 1-2 gin bu ¢ozelti icerisinde calkdiaMavi renge boyanan
renksizlatirme c¢ozeltisi, aktif karbon Uzerinden geciriletiekrar kullanildi. Jel renksizlérme

¢ozeltisinden gikarildiktan sonra f@tafi cekildi Sekil 6.3).

Ayirma jeli hazirlanmasi igin; 15 mL 1 M. Tris-H@pH=8,8), 10,66 mL %30’luk
akrilamid-%0,8'lik bisakrilamid, 0,61 mL %1’lik SD0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametil etilendiamin) ve 11,94 mL su kamildi. Bu kargimin (izerine en son olarak 0,8 mL
%1,5'lik amonyum persilfat ((NBLS;Os) ilave edildi. Amonyum persiilfat kullaniimadan

hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

Yigma jeli hazirlanmasi sirasinda; 1,24 mL 1 M’iksFHCI (pH=6,8), 1mL %30’luk
akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid, 0,1 mL %1’lik SDS),1 mL %5’lik TEMED ve 7,36 mL saf
su alinarak kastirildi. Son olarak yine taze hazirlargm®,2 mL %1,5’lik (NH),S,0g eklendi.

5.4.5 C vitamininin insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri Gzerindeki inhibisyon

etkilerinin incelenmesi

5.4.5.1 C vitamininin eritrosit hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri

uzerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enzimlerinin hidrataz aktivitélézerinde C vitamininin inhibisyon
etkisi glokom hastall tedavisi igin klinikte lokal olarak kullanilan kiar olan %1’lik ¢ozeltisi
ve buna ilaveten %0,25, %0,5, %2 ve %3'luk cOzsitihazirlanarak enzim Uzerine tatbik
edilmek suretiyle agturildi. Bunun icin insan kanindan elde edilen h@Ave hCA I
izoenzimleri icin be farkll uygun inhibitér konsantrasyonu icin hidrataktivite dlctimleri
yapildi ve %Aktivite-[I] grafikleri cizildi. [I] deerleri aktivite 6lcim ortami igin hesaplanan

degerlerdir (toplam hacim 4,2 mL).
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5.4.5.2 C vitamininin eritrosit hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uzerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enzimlerinin esteraz aktivitelézerinde C vitamininin inhibisyon
etkisi glokom hasta# tedavisi igin klinikte lokal olarak kullanilan kiar olan %1'lik ¢ozeltisi
ve buna ilaveten %0,25, %0,5, %2 ve %3'luk cOozmsitihazirlanarak, enzim Uzerine tatbik
edilmek suretiyle agturildi. Bunun icin insan kanindan elde edilen h@Ave hCA I
izoenzimleri icin be farkli uygun inhibitér konsantrasyonu icin esteralivite olcimleri
yapildi ve %Aktivite-[I] grafikleri gizilerek IG, degerleri hesaplandi. Tablo ve grafiklerdeki [I]

degerleri aktivite 6lgiim ortami igin hesaplanargederdir (toplam hacim 3 mL).

5.4.5.3 C vitamininin eritrosit hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uzerindeki inhibisyon etkilerinden K; sabitlerinin bulunmasi

K; degerlerini bulmak igin eritrosit hCA | ve hCA Il izoeimlerinin esteraz aktiviteleri
Uzerinde C vitamininin inhibisyon etkileri; enzinzdrine tatbik edilmek suretiyle ataildi.
Inhibitorli ve inhibitorsiiz olarak darkli substrat konsantrasyonu icin esteraz aktiglcimu
yapildi. %0,25, %0,5, %1, %2 ve %3'luk C vitamikizeltilerinin her birinin, hCA | ve hCA I
izoenzimleri Gzerindeki inhibisyon etkilerini goste Lineweaver-Burk grafikleri ayri ayri
cizildi. Bu grafiklerden elde edilen denklemlerdéfy, ve Vy.x deserleri belirlendi. Bu

degerlerden faydalanilarak;ldeserleri hesaplandi.
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6. ARASTIRMA BULGULARI

6.1 hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi Sonuclari

Afinite kolonuna jelin yerlgtiriimesi, tamponla dengelenmesi, insan kanindate el
edilen hemolizatin kolona tatbik edilmesi ve yikaiglamlerinden sonra hCA | izoenzimi 0,025
M Na,HPQY/1 M NaCl (pH=6,3) tamponu ile, hCA Il izoenzimilOM CH;COONa/0,5 M
NaClQ, (pH=5,6) tamponu ile kolondan elie edildi. Eluatiaser mL'lik fraksiyonlar halinde
toplanarak her tupteki numune icin 280 nm’de kéfifarotein tayini yapildi §ekil 6.1).
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Sekil 6.1 Afinite kromatografisi ile eritrosit hCA | ve hCRAizoenzimlerinin saflgtirilmasina
ili skin eltisyon grafii.

Elte edilen hCA | ve hCA 1l enzimlerinden aktivig@steren tuplerde Ghidrataz ve
esteraz aktivitesi tayinleri yapildi. Buna ek olarBradford metoduyla protein tayini yapildi.
Protein tayini ise; 10QuL enzim c¢ozeltisi icin Olgulmgiir. Hemolizatta aktivite tayini ve
protein miktar tayini ise; her bir hemolizattan L ainip 10 mL'ye seyreltilng ve bundan 100

pL alinarak dlguimler yapilngtir.
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Bradford metoduyla yapilan kantitatif protein tapige standart @i referans alinarak,
hemolizatta ve saffarilan enzim ¢ozeltilerindeki protein miktarlaru esriye gore belirlendi.
Standart grafikten yararlanarak, Olgulen absorbdagerlerine kagihk gelen pg protein

miktarlari belirlendi §ekil 6.2).
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Sekil 6.2 Bradford metoduyla protein tayini icin kullanilatandart grafik.

6.2 insan Eritrositlerinden Elde Edilen hCA | ve hCA 1l izoenzimlerinin SDS-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonugclari

Afinite kolonundan ellie edilen hCA | ve hCA Il izzgmlerinin saflgini kontrol etmek
amaclyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapilé&lektroforez glemi 5.4.4.4’de anlatilgh
sekilde uygulandi. Belirginken protein bantlarinin fogoafi cekildi Sekil 6.3).

Sekil 6.3 Afinite kromatografisi ile saflgirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin SDS-PAGE
analiz fot@grafi. (hCA | (a) ve (b) kanali, hCA 1l (c) ve (dakalr).
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6.3 C vitamininin Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz Enzimleri (hCA | v e hCA II)

Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak incelenmesi

6.3.1 C vitamininin insan eritrosit karbonik anhidraz enzimlerinin hidrataz aktiviteleri

Uzerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enzimlerinin hidrataz aktivitélézerinde C vitamininin inhibisyon
etkisi glokom hastahl tedavisi igin klinikte lokal olarak kullanilan kiar olan %1’lik ¢ozeltisi
ve buna ilaveten %0,25, %0,5, %2 ve %3'luk ¢cOozmsitihazirlanarak enzim Uzerine tatbik
edilmek suretiyle asgturildi. Bunun icin insan kanindan elde edilen h@Ave hCA I
izoenzimleri igin be farkli uygun inhibitér konsantrasyonu icin hidrataktivite olcimleri
yapildi. Yapilan deneylerde, hazirlanan C vitangidzeltilerinin tamaminin hCA | ve hCA I
izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri Uzerinde ibkiyon etkisi godstermedikleri sonucuna

varimistir.

6.3.2 C vitamininin insan eritrosit karbonik anhidr az enzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uzerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Insan eritrosit CA enzimlerinin esteraz aktivitelégerinde C vitamininin inhibisyon
etkisi glokom hastahl tedavisi igin klinikte lokal olarak kullanilan kiar olan %1’lik ¢ozeltisi
ve buna ilaveten %0,25, %0,5, %2 ve %3'luk cOasitihazirlanarak enzim Uzerine tatbik
edilmek suretiyle agturildi. Bunun icin insan kanindan elde edilen h@Ave hCA I
izoenzimleri icin be farkli uygun inhibitér konsantrasyonu icin esteralivite olcimleri
yapildi ve %Aktivite-[I] grafikleri gizilerek IG, degerleri hesaplandi. Tablo ve grafiklerdeki [I]

degerleri aktivite 6lciim ortami igin hesaplanargederdir (toplam hacim 3 mL).
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Cizelge 6.1hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerine %@IR C vitamini ¢ozeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

Inhibitor Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitér | Saf | %Aktivite | [I] x10°
stok (uL) Tamponu (pL) (pL) Su (LM)
cozeltisi (%) (uL) (uL)

1000 1300 100 - 600 100 0

1000 1300 100 50 550 95,9 0,94

1000 1300 100 90 510 92,8 1,7

%0,25 1000 1300 100 140 460 89,5 2,65

1000 1300 100 180 420 86,6 3,4

1000 1300 100 210 390 83,9 3,98

1000 1300 100 240 360 79,5 4,54

60 -

% Aktivite

40

20 A

100 ‘\V\P\‘\‘\‘\
80 4

2

3

(1] x10° uM

Sekil 6.4 hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerine ¥@IjR C vitamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.2hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi Gzerine %lK5C vitamini ¢dzeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitdr | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitér | Saf | %Aktivite | [I] x10°
stok (uL) Tamponu (pL) (pL) Su (nM)
cOzeltisi (nL) (nL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 50 550 94 0,94
1000 1300 100 70 530 89,8 1,3
%0,5 1000 1300 100 120 48(Q 82 2,27
1000 1300 100 170 430 70 3,2
1000 1300 100 200 400 59,8 3,74
1000 1300 100 230 370 49 4,35
100 ¢
80 -
o
S e
£
<
S 0l
20 4
0 T T T T \
0 1 2 3 4 5
[1] x107 pM

Sekil 6.5hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerine %Ik5C vitamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.3hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerine %K'IC vitamini ¢ozeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| %Aktivite | [I] x10°
stok (ML) | Tamponu | (uL) (HL) (HL) (UM)
cOzeltisi (uL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 40 560 82 0,76
1000 1300 100 60 540 70,7 1,14
%1 1000 1300 100 80 520 60,9 1,51
1000 1300 100 100 500 50,4 19
1000 1300 100 130 470 30 2,46
1000 1300 100 150 450 17,3 2,84
100 ¢
80 -
()
*;' 60 -
g
<
2
40 |
20 4
0 T T T T T \
0 0,5 1 15 2 2,5 3
[1] x10° pM

Sekil 6.6 hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi tzerine AT vitamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.4hCA | izoenziminin aktivitesi Gzerine %2’lik C @mini ¢dzeltisinin inhibisyon

etkisinin incelenmesi amaciyla yapilgtemler ve elde edilen sonuclar.

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitér | Saf | %Aktivite | [I] x10°
stok (uL) Tamponu (pL) (pL) Su (nM)
cOzeltisi (nL) (nL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 20 580 70 0,38
1000 1300 100 30 570 58,5 0,57
%2 1000 1300 100 40 560 49,9 0,76
1000 1300 100 50 550 39,1 0,95
1000 1300 100 60 54( 30,2 1,14
1000 1300 100 70 530 23,8 1,32
100 ¢
80 -
:’% 601
£
<
S 0l
20
0 T T T T |
0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
(1] x10% uM

Sekil 6.7 hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi tzerine %RT vitamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.5hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi tUzerine %&IC vitamini ¢dzeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| %Aktivite | [I] x10°
stok (ML) | Tamponu | (uL) (HL) (HL) (UM)
cOzeltisi (uL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 10 590 83,8 0,19
1000 1300 100 20 580 70,2 0,38
%3 1000 1300 100 35 565 50,6 0,66
1000 1300 100 50 550 39,7 0,95
1000 1300 100 60 540 34 1,14
1000 1300 100 70 530 30 1,32
100 ¢
80 -
()
*;' 60
<
<
2
40 |
20 4
0 T T T T T \
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,2 1,4

[1] x10° pM

Sekil 6.8 hCA | izoenziminin aktivitesi tizerine %3’k C ainini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.6hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerine @B|ik C vitamini ¢Ozeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| %Aktivite | [I] x10°
stok (ML) | Tamponu | (uL) (HL) (HL) (UM)
cOzeltisi (uL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 40 560 97,9 0,76
1000 1300 100 70 530 89,6 1,32
90,25 1000 1300 100 100 500 76,8 1,89
1000 1300 100 110 490 70 2,08
1000 1300 100 130 470 57,2 2,46
1000 1300 100 140 460 49,9 2,65
100 ¢
80 -
()
*;' 60
<
<
2
40 |
20 4
0 T T T T T \
0 0,5 1 15 2 2,5 3
[1] x10° pM

Sekil 6.9 hCA 1l izoenziminin aktivitesi Gizerine %0,25’lik @tamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.7hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi tzerine @Ok C vitamini ¢dzeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| %Aktivite | [I] x10°
stok (ML) | Tamponu | (uL) (HL) (HL) (UM)
¢cOzeltisi (uL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 30 570 96,4 0,57
1000 1300 100 70 530 90,2 1,32
%0,5 1000 1300 100 100 500 82,6 1,89
1000 1300 100 140 460 70,2 2,65
1000 1300 100 170 430 61 3,21
1000 1300 100 200 400 50 3,79
100 ¢
80 -
()
*;' 60
g
<
2
40 |
20 4
0 T T T \
0 1 2 3 4
[1] x107 pM

Sekil 6.10hCA Il izoenziminin aktivitesi Uzerine %0,5’lik @tamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.8hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi lUzerine dd’'C vitamini ¢Ozeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| %Aktivite | [I] x10°
stok (ML) | Tamponu | (uL) (HL) (HL) (UM)
cOzeltisi (uL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 40 560 84 0,76
1000 1300 100 70 530 70,3 1,32
%1 1000 1300 100 90 510 58,9 1,7
1000 1300 100 110 490 48,9 2,08
1000 1300 100 140 460 31,2 2,65
1000 1300 100 150 450 24,6 2,84
100 ¢
80 -
()
*;' 60
g
<
2
40 |
20 4
0 T T T T T \
0 0,5 1 15 2 2,5 3
[1] x10° pM

Sekil 6.11hCA 1l izoenziminin aktivitesi tizerine %21’lik C tamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.9hCA Il izoenziminin esteraz aktivitesi lzerine R2’'C vitamini ¢Ozeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| %Aktivite | [I] x10°
stok (ML) | Tamponu | (uL) (HL) (HL) (UM)
cOzeltisi (uL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 20 580 78,2 0,38
1000 1300 100 30 570 70 0,57
%2 1000 1300 100 40 560 60,9 0,76
1000 1300 100 50 550 51,8 0,95
1000 1300 100 65 535 40,1 1,23
1000 1300 100 80 520 29,4 1,51
100 ¢
80 -
()
*;' 60
<
<
2
40 |
20 4
0 T T T \
0 0,4 0,8 1,2 1,6
[1] x10° pM

Sekil 6.12hCA 1l izoenziminin aktivitesi tizerine %2’lik C tamini ¢ozeltisinin etkisi.
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Cizelge 6.10hCA 1l izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerine %& C vitamini ¢Ozeltisinin

inhibisyon etkisinin incelenmesi amaciyla yapilglarnler ve elde edilen sonuclar.

inhibitor | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| %Aktivite | [I] x10°
stok (ML) | Tamponu | (uL) (HL) (HL) (UM)
cOzeltisi (uL)
(%)
1000 1300 100 - 600 100 0
1000 1300 100 10 590 85 0,19
1000 1300 100 20 580 70 0,38
%3 1000 1300 100 30 570 56,8 0,57
1000 1300 100 35 565 50,5 0,66
1000 1300 100 40 560 43,6 0,76
1000 1300 100 50 550 32,3 0,95
100 ¢
80 -
()
*;' 60
<
<
2
40 |
20 4
0 T T T T \
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[1] x10° pM

Sekil 6.13hCA Il izoenziminin aktivitesi Uzerine %3’lik Ctaimini ¢dzeltisinin etkisi.

Hazirlanan C vitamini ¢ozeltilerinin hCA | ve hCAikoenzimlerinin esteraz aktivitesi
Uzerindeki inhibisyon etkisinin incelenmesine dajapilan cakmalardan elde edilen
grafiklerden gekil 6.4 —Sekil 6.13) hesaplanan igdeserleri Cizelge 6.11'de verilrgiir.
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Cizelge 6.11Farkh dergsimlerde hazirlanan C vitamini ¢ozeltilerinin estet@s, deserleri

Esteraz ICsq (uM)
inhibitor %0,25 %0,5 %1 %2 %3
hCA | 0,96¢10° 0,41x10° 0,1&10° 0,07%10° 0,0%10°
hCA Il 0,2%10° 0,3&10° 0,2x10° 0,09%10° 0,06610°

6.3.3 C vitamininin insan eritrosit karbonik anhidr az enzimlerinin esteraz aktiviteleri

Uizerindeki inhibisyon etkilerinden K; sabitlerinin bulunmasi

Ki degerlerini belirlemek amaciyla eritrosit hCA | ve hARAizoenzimlerinin esteraz
aktiviteleri Uzerine farkli degimlerde hazirlanan C vitamini ¢ozeltilerinin inhslgon etkileri;
enzim uzerine tatbik edilgi deneylerde, inhibitdrli ve inhibitorsiiz olarakskfarkli substrat
konsantrasyonu igin esteraz aktivite 6lgiimleri japk bulundu. Bu amagcla bolim 5.4.2.2'de
anlatildgl sekilde hazirlanan p-nitrofenil asetat ¢oOzeltisindétenilen konsantrasyonu
sgilayacak bicimde kuvars kivetlere sbéarkli miktarda eklendi. Daha sonra Tris-50
tamponundan 1,3 mL ve enzim ¢ozeltisinden 0,1 mlerek. Toplam hacim 3 mL olacak
sekilde saf su ilave edildi, inhibitorli catnalarda ise saf suyun hacmi eklenen inhibitér mikta
kadar azaltilarak hacim 3 mL’de sabit tutuldu. Blemler bittikten sonra 348 nm’'de 3 dk
boyunca absorbans glgimi kaydedildi. Kullanilan ¢ozelti miktarlari ve ha kasilik gelen
substrat konsantrasyonlari ile eklenen inhibitoktaeriari gagidaki gizelgelerde verilmektedir.
Olciilen absorbans gerlerinden faydalanarak aktivite birimleri (reaksiyhizlari)umol/dakika
cinsinden hesaplandi. BUtin inhibitorler icin Ugkfasabit inhibitér konsantrasyonu ve sbe
farkll substrat konsantrasyonunda elde edilen i&toeserlerinden yararlanilarak 1/V ve 1/[S]

degerleri hesaplandi. Lineweaver-Burk grafikleri gizgk K degerleri hesaplandi.
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Cizelge 6.12%21'lik C vitamini ¢ozeltisinin hCA | izoenzimi Uzereki K; sabitinin

belirlenmesi amaciyla yapilagiemler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitér | Saf Su| 1/[S] 1V
stok (uL) Tamponu | (uL) (uL) (uL) (MY | (umol/dk)™
coOzeltisi (uL)
(%)
600 1300 100 - 10000 1,68x1( 0,028
600 1300 100 60 940 1,68xX10 0,056
600 1300 100 100 900 1,68x10 0,085
600 1300 100 130 870 1,68%10 0,111
800 1300 100 - 800 1,26x( 0,022
800 1300 100 60 740 1,26xX10 0,044
800 1300 100 100 700 1,26X10 0,065
800 1300 100 130 670 1,26X10 0,085
1000 1300 100 - 600 1,00x1( 0,019
%1 1000 1300 100 60 540 1,00x10 0,035
1000 1300 100 100 500 1,00X10 0,053
1000 1300 100 130 470 1,00x10 0,068
1200 1300 100 - 400 0,84x10 0,017
1200 1300 100 60 340 0,84X10 0,031
1200 1300 100 100 300 0,84X10 0,045
1200 1300 100 130 270 0,84X10 0,059
1400 1300 100 - 200 0,72x10 0,015
1400 1300 100 60 140 0,72X10 0,026
1400 1300 100 100 100 0,72X1p 0,038
1400 1300 100 130 70 0,72%10 0,052

0,12

4 kontrol

B %30 inhibisyon
A %50 inhibisyon
©® %70 inhibisyon

1/V(molidk)™*

0,2 03 08 13 18
1/[SKk10°M*

Sekil 6.14hCA | izoenzimi Gzerinde %1’'lik C vitamini ¢ozedinin inhibisyon etkisine igkin

Lineweaver-Burk grafi.
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Cizelge 6.13.%2'lik C vitamini c¢Ozeltisinin hCA | izoenzimi Uzeweki K; sabitinin

belirlenmesi amaciyla yapilagiemler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| 1/[S] 1V
stok (uL) | Tamponu | (L) (uL) (uL) (MY | (umol/dk)™
coOzeltisi (nL)

(%)
600 1300 100 - 1000 1,68X10p 0,012
600 1300 100 20 980 1,68x1p 0,021
600 1300 100 40 960 1,68xX10 0,030
600 1300 100 60 940 1,68x1p 0,040
800 1300 100 - 800 1,26x10 0,009
800 1300 100 20 780 1,26X10 0,017
800 1300 100 40 760 1,26X1p 0,024
800 1300 100 60 740 1,26x1p 0,031
1000 1300 100 - 600 1,000 0,008

%2 1000 1300 100 20 580 1,00x10 0,014
1000 1300 100 40 560 1,00X10 0,019
1000 1300 100 60 540 1,00810 0,026
1200 1300 100 - 400 0,84x10 0,007
1200 1300 100 20 380 0,84%10 0,011
1200 1300 100 40 360 0,84%10 0,017
1200 1300 100 60 340 0,84xX10 0,022
1400 1300 100 - 200 0,72x10 0,006
1400 1300 100 20 180 0,72¥X10 0,010
1400 1300 100 40 160 0,72%10 0,015
1400 1300 100 60 140 0,72%10 0,019

0,05

& kontrol

B %30 inhibisyon
A %50 inhibisyon
@ %70 inhibisyon

1/V(molidk)™®

02 03 08 13 18
1/[SKx10°m™

Sekil 6.15hCA | izoenzimi Gzerinde %2’'lik C vitamini ¢ozedinin inhibisyon etkisine igkin

Lineweaver-Burk grafi.
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Cizelge 6.14%3'luk C vitamini ¢Ozeltisinin hCA | izoenzimi Uzedeki K; sabitinin

belirlenmesi amaciyla yapilagiemler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| 1/[S] 1V
stok (uL) | Tamponu | (L) (uL) (uL) (MY | (umol/dk)™
coOzeltisi (nL)

(%)
600 1300 100 - 1000 1,68X10p 0,011
600 1300 100 20 980 1,68x1p 0,021
600 1300 100 35 965 1,68xX10 0,030
600 1300 100 70 930 1,68X1p 0,041
800 1300 100 - 800 1,26x10 0,009
800 1300 100 20 780 1,26X10 0,016
800 1300 100 35 765 1,26X1p 0,023
800 1300 100 70 730 1,26x1p 0,031
1000 1300 100 - 600 1,000 0,008

%3 1000 1300 100 20 580 1,00X10 0,013
1000 1300 100 35 565 1,00X10 0,019
1000 1300 100 70 530 1,00810 0,025
1200 1300 100 - 400 0,84x10 0,007
1200 1300 100 20 380 0,84%10 0,011
1200 1300 100 35 365 0,84%10 0,016
1200 1300 100 70 330 0,84xX10 0,022
1400 1300 100 - 200 0,72x10 0,006
1400 1300 100 20 180 0,72¥X10 0,010
1400 1300 100 35 165 0,72%10 0,014
1400 1300 100 70 130 0,72%10 0,019

0,05

& kontrol

W %30 inhibisyon
A %50 inhibisyon
@ %70 inhibisyon

1/V(mol/dk)™

02 03 08 13 18
1/[SKx10°m™

Sekil 6.16 hCA | izoenzimi tzerinde %3’luk C vitamini ¢Ozalitnin inhibisyon etkisine ikin

Lineweaver-Burk grafii.



57

Cizelge 6.15%1’lik C vitamini ¢Ozeltisinin hCA Il izoenzimi Uzendeki K; sabitinin

belirlenmesi amaciyla yapilagiemler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | inhibitér | Saf Su| 1/[S] 1V
stok (uL) Tampon | (uL) (uL) (uL) (MY | (umol/dk)™
coOzeltisi u (pL)

(%)
600 1300 100 - 10000 1,68x1( 0,012
600 1300 100 70 930 1,68x10 0,021
600 1300 100 110 890 1,68%10 0,030
600 1300 100 140 860 1,68%10 0,041
800 1300 100 - 800 1,26x( 0,009
800 1300 100 70 730 1,26xX10 0,016
800 1300 100 110 690 1,26X10 0,023
800 1300 100 140 660 1,26X10 0,031
1000 1300 100 - 600 1,00x1( 0,008

%1 1000 1300 100 70 530 1,00x10 0,013
1000 1300 100 110 490 1,00X10 0,019
1000 1300 100 140 460 1,00x10 0,026
1200 1300 100 - 400 0,84x10 0,007
1200 1300 100 70 330 0,84X10 0,011
1200 1300 100 110 290 0,84X10 0,016
1200 1300 100 140 260 0,84X10 0,023
1400 1300 100 - 200 0,72x10 0,006
1400 1300 100 70 130 0,72X10 0,010
1400 1300 100 110 90 0,72%10 0,014
1400 1300 100 140 60 0,72%10 0,019

0,05

4 kontrol

B %30 inhibisyon|
A %50 inhibisyon|
@ %70 inhibisyon|

1/V(mol/dk)™®

02 03 08 13 18
1/[SKk10°M*

Sekil 6.17hCA 1l izoenzimi Gizerinde %1'lik C vitamini ¢ozedinin inhibisyon etkisine ifkin

Lineweaver-Burk grafi.
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Cizelge 6.16 %2’lik C vitamini ¢Ozeltisinin hCA Il izoenzimi Uzendeki K; sabitinin

belirlenmesi amaciyla yapilagiemler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| 1/[S] 1V
stok (uL) | Tamponu | (L) (uL) (uL) (MY | (umol/dk)™
coOzeltisi (nL)

(%)
600 1300 100 - 1000 1,68X10 0,045
600 1300 100 30 970/ 1,68x1p 0,086
600 1300 100 50 950 1,68x1p 0,128
600 1300 100 80 920 1,68x1p 0,172
800 1300 100 - 800 1,26x10 0,034
800 1300 100 30 770 1,26X10 0,064
800 1300 100 50 750 1,26x1p 0,098
800 1300 100 80 720 1,26x1p 0,132
1000 1300 100 - 600 1,000 0,031

%2 1000 1300 100 30 570 1,00x10 0,054
1000 1300 100 50 550 1,00X10 0,081
1000 1300 100 80 520 1,00810 0,109
1200 1300 100 - 400 0,84x10 0,027
1200 1300 100 30 370 0,84X10 0,046
1200 1300 100 50 350 0,84X10 0,069
1200 1300 100 80 320 0,84xX10 0,093
1400 1300 100 - 200 0,72xX10 0,024
1400 1300 100 30 170 0,72¥X10 0,043
1400 1300 100 50 150 0,72%10 0,060
1400 1300 100 80 120 0,72%10 0,082

02

& kontrol

W %30 inhibisyon
A %50 inhibisyon
@ %70 inhibisyon

1/V(molidk)™

02 03 08 13 18
1/[Sx10°m ™

Sekil 6.18hCA 1l izoenzimi Gzerinde %2’lik C vitamini ¢ozedinin inhibisyon etkisine ifkin

Lineweaver-Burk grafi.
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Cizelge 6.17 %3'luk C vitamini ¢ozeltisinin hCA 1l izoenzimi Uzedeki K; sabitinin

belirlenmesi amaciyla yapilagiemler ve elde edilen sonuclar.

inhibitér | Substrat | Tris-SO, | Enzim | Inhibitér | Saf Su| 1/[S] 1V
stok (uL) | Tamponu | (L) (uL) (uL) (MY | (umol/dk)™
coOzeltisi (nL)

(%)
600 1300 100 - 1000 1,68X10 0,026
600 1300 100 20 980 1,68x1p 0,045
600 1300 100 35 965 1,68xX10 0,068
600 1300 100 50 950 1,68x1p 0,093
800 1300 100 - 800 1,26x10 0,020
800 1300 100 20 780 1,26X10 0,035
800 1300 100 35 765 1,26X1p 0,053
800 1300 100 50 750 1,26x1p 0,071
1000 1300 100 - 600 1,000 0,018

%3 1000 1300 100 20 580 1,00X10 0,029
1000 1300 100 35 565 1,00X10 0,043
1000 1300 100 50 550 1,0010 0,058
1200 1300 100 - 400 0,84x10 0,015
1200 1300 100 20 380 0,84%10 0,025
1200 1300 100 35 365 0,84%10 0,036
1200 1300 100 50 350 0,84x10 0,049
1400 1300 100 - 200 0,72xX10 0,014
1400 1300 100 20 180 0,72¥X10 0,022
1400 1300 100 35 165 0,72%10 0,032
1400 1300 100 50 150 0,72%10 0,043

4 kontrol

W %30 inhibisyon
A %50 inhibisyon
@ %70 inhibisyon

1/V(molidk)™®

02 03 08 13 18
1/[SKx10°M™*

Sekil 6.19hCA Il izoenzimi Uzerinde %3'lUk C vitamini ¢ozisinin inhibisyon etkisine ifkin

Lineweaver-Burk grafi.
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Cizelge 6.18Farkli dergimlerdeki C vitamini ¢ozeltilerinin hCA | izoenzintizerine inhibisyon

etkisi ¢algmalarindan elde edilen sonuglagddtusunda hesaplanan #&serleri.

Inhibitor stok cozeltisi (%) | [I] (uM) |K ; (uM) | Ortalama K; (uM) | Inhibisyon Tiirii
0,11x10° | 0,08&10°
%1 0,1%10° | 0,11x10° 0,9%10° Yarismasiz
0,2%10° | 0,1x10°
0,3&10 | 0,2%1(0°
%2 0,76&10 | 0,410 0,3&10° Yarismasiz
1,1410 | 0,4%10°
0,3%10° | 0,3X10°
%3 0,66¢10° | 0,3%10° 0,4%10° Yarismasiz
1,3X10 | 0,5&10°

Cizelge 6.19 Farkli dersimlerdeki C vitamini c¢ozeltilerinin hCA Il izoenzimUlzerine

inhibisyon etkisi calmalarindan elde edilen sonuclagddtusunda hesaplanan éeserleri.

Inhibitor stok ¢ozeltisi (%) | [I] (UM) |K ; (uM) | Ortalama K; (uM) | Inhibisyon Tiirii
1,3%1C | 0,1x10°
%1 0,21x10° | 0,1%10° 1,210 Yarismasiz
0,2%10° | 0,1X10°
0,5%10° | 0,4X10°
%2 0,9%10° | 0,5X1(° 0,5X10° Yarismasiz
1,510 | 0,61x10°
0,3%10° | 0,26:10°
%3 0,66¢10° | 0,4x10° 0,3&10° Yarismasiz
0,9%10 | 0,4%10°
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7. SONUCLAR VE TARTI SMA

C vitamini (Askorbik asit) insanlar icin esansiy@iyetle alinan) bir vitamin olup
onemli bir antioksidandir (Halliwell ve Gutteridg&999). Ayrica C vitamini lipidler, DNA ve
proteinler gibi makromolekdllerin oksidatif hasaxiyol agan reaktif turlerin olumsuz etkilerini
azaltir bu sekilde kardiyovaskiler hastaliklar, kanser, fel@radejeneratif hastaliklar ve
katarakt olgumu gibi kronik hastaliklarin ofumunu da azaltir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
Askorbik asidin insan gézinde bulunan akéz sividakisantrasyonu 1.4 mmol/litredir. Akoz
sividaki askorbik asit konsantrasyonu diyet ilenah askorbik asit miktariyla dou orantili
olarak belli bir seviyeye kadar artmaktadir. Orally 150-250 mg/gun civari alinginda hem

akoz sivi hem de plazma sivilarl doyg@alwlgmaktadir (Taylor ve ark., 1997).

ilk olarak insan eritrositlerinde kedilen (Meldrum ve Roughton, 1933) karbonik
anhidraz enzimi (CA), karbondioksitin bikarbonataversibl hidratasyon reaksiyonunu
katalizleyen ve Zif iyonu iceren bir metaloenzimdir (Gilmour ve Perr2p09). CA
izoenzimlerinin bir ¢cgu onemli terapoétik ajanlardir. Bu enzim inhibitgrlédem, glokom,

obezite, kanser, epilepsi ve osteoporoz gibi lar lbzukligun tedavisinde kullanilir.

Glokom, yuksek g6z ici basinci (IOP) sebebiyle loginir bainda geri dongiimsi
hasara neden olan, ilerlemesi durumunda gérme ifgorkenda kayiplara yol acan ve koérlikle
sonuglanan kronik, dejeneratif goz hagiablarak tanimlanmaktadir (Supuran, 2008). Glokom

hastalginin tedavisinde karbonik anhidraz enzimi inhildedryillardan beri kullaniimaktadir.

Karbonik anhidraz inhibitorleri sistemik ve topikalimak tzere siniflandirilir. Sistemik
karbonik anhidraz inhibitorleri; asetazolamid, nzefamid ve diklorfenamiddir. Topikal
karbonik anhidraz inhibitorleri; dorzolamid ve hrolamiddir. Sistemik karbonik anhidraz
inhibitorleri gbz epitelyumunda bulunan hCA Il v€A IV izoenzimlerini inhibe eder ve buna
bagli olarak humor akdz sekresyonunu azaltir bundanaydo glokom tedavisinde
kullaniimaktadir. Topikal karbonik anhidraz inhitniteri de humor akdz sekresyonunu azaltarak
etki eder ancak lokal olarak uygulagehdan dolayi sistemik inhibitorlere alternatif alfr
kullaniimaktadir (Supuran ve Scozzafava, 2000)te8i&k inhibitorler; ba agrisi, isitme
azalmasi, el ve ayaklarda yyoa, depresyon,gazda aci tat hissi, idrar gaolusumu, bulanti,
libido kaybi ve kan diskrazisi gibi yan etkilere dem olurken (Shields, 1998), topikal

inhibitorler; irritasyon, yanma gibi yan etkileriancuttur (Schnyder ve ark., 1999).
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Glokom hastafiinin tedavisinde kullanilan sistemik ve topikalld@mik anhidraz enzim
inhibitorlerinin neden oldgu yan etkilerden dolayr glinimuzdesigle inhibisyon ¢alsmalari

yapilmaktadir.

Bu calsmada ise, insan eritrositlerinden sstflalan hCA | ve hCA Il izoenzimleri
Uzerinde C vitamininirin vitro olarak inhibisyon etkisi incelendi. Ayrica C vitarimin insan
g6zindeki akoz sivida belirli miktarlarda bulunmésl calgmada yol gdsteren bir unsur

olmustur.

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisinin belirlenmesiadlCs, deserleri kullaniimaktadir.
Insan eritrositlerinden saffarilan hCA | ve hCA |l izoenzimlerinin hidrataz takteleri
uzerinde C vitamininin inhibisyon etkisi glokom sadsinde klinikte lokal olarak kullanilan
miktar olan %1'lik coOzeltisi ve buna ilaveten 9%0,2%0,5, %2 ve %3'lik cozeltileri
hazirlanarak enzim Uzerine tatbik edilmek suretargtirildi. Yapilan deneylerde, hazirlanan C
vitamini ¢6zeltilerinin tamaminin hCA | ve hCA kaenzimlerinin hidrataz aktiviteleri Gzerinde

inhibisyon etkisi géstermedikleri sonucuna varildi.

Insan eritrosit hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin este aktiviteleri tizerinde C
vitamininin inhibisyon etkisi glokom tedavisindeirkkte lokal olarak kullanilan miktar olan
%1’lik ¢cozeltisi ve buna ilaveten %0,25, %0,5, %2 %3’lik c¢ozeltileri hazirlanarak enzim
Uzerine tatbik edilmek suretiyle atmuldi. Yapilan deneylerde, hazirlanan C vitamini
cozeltilerinin hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin estz aktivitesi tUzerinde inhibisyon etkisi

gosterdgi tespit edildi ve 1G, deserleri hesaplandi.

K; deserlerinin belirlenmesinde ise péarkl substrat konsantrasyonunun her biri igin
Ucer farkli inhibitér konsantrasyonunda esteraiviaksi dlctimleri yapildi ve Lineweaver-Burk
grafikleri cizildi. Bu grafiklerden yola c¢ikilarak; sabitleri bulundu. Aagidaki tablolarda
%0,25, %0,5, %1, %2 ve %3’luk C vitamini ¢ozeltikn hCA | ve hCA Il izoenzimi
Uzerindeki esteraz kg ve %1, %2 ve %3'lik C vitamini ¢ozeltilerinin hCAve hCA I

izoenzimi igin K degerleri verilmistir.

Cizelge 7.1yapilan inhibisyon ¢cadmalarindan elde edilen esterazJ@eserleri.

Esteraz ICsc (uM)
Inhibitor hCA | hCA II
%0,25 0,96:10° 0,2%10°
%0,5 0,41x10° 0,3&10°
%1 0,1&10° 0,21x10°
%2 0,07%10° 0,09%10°
%3 0,0%10° 0,066&10°
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Cizelge 7.2Yapilan inhibisyon ¢admalarindan elde edilen; eserleri.

K; degerleri (uM)
Inhibitor hCA | hCA II
%1 0,9%10° 1,210°
%2 0,3&10° 0,5X10°
%3 0,4%10° 0,3&10°

Asetazolamidin hCA | ve hCA Il icin esterazieserleri sirasiyla 4,210 ve 3,122,
Asetazolamidin hCA | ve hCA Il icin Kdezerleri sirasiyla 3,102 ve 2,201, Sudlfanilamidin hCA
I ve hCA Il igin 1G5, deserleri sirasiyla 6,120 ve 5,201, Silfanilamidin hCv¥e hCA Il icin K
degerleri sirasiyla 4,603 ve 3,802'dir. Yukaridaki £€lge 7.1 — Cizelge 7.2) verilengsler,
karbonik anhidraz inhibitorleri olarak kullanilapegazolamit ve silfanilamit ile kiyaslayanacak
olursa; klinikte lokal olarak kullanilan miktar %ik C vitamini ¢c6zeltisi ve buna ilaveten %2
ve %3'luk C vitamini ¢ozeltilerinin asetazolamid \ailfanilamidden daha az inhibisyon
gosterdgi anlasilmaktadir. Ancak tablodaki gerler kendi aralarinda derlendirildiginde
%0,25 ve %0,5’lik C vitamini ¢Ozeltilerine gore %%2 ve %3’luk dgerlerin daha iyi
inhibisyon sonuglar vergi anlasiimaktadir. Yani, C vitamini degimi arttikga (%1-%2-%3),
hCA | ve hCA Il izoenzimleri Gzerindeki inhibisyomtkisinin arttg1 soylenebilir. Insan
viicudunda pek coklevi olan C vitamininin fazla alinimi toksisiteyelsep olmaz ancak yiksek
dersimlerde kullaniimasi yukarida da bahsedildgibi bazi enzimler Uzerinde inhibisyon

etkisine neden olabilegebu ¢alsma neticesinde argdmistir.



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]
[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

64

KAYNAKLAR D 1ZiNi

Akbas, H., 2008. Pirazol karboksilik asitlerin amigee drtnlerinin giir CA’si
(Karbonik anhidraz enzimi) tuzerindeki inhibisyorkisinin incelenmesi, Yuksek lisans
tezi, Dumlupinar Universitesi Fen Bilimleri Enssti} 74s.

Akkus, I., 1995. Serbest radikaller ve fizyopatolojik etki] Mimoza Yayinlari, Konya,
157 s.

Akhilender, K. and Naidu, K., 2003. Vitamin C inrhan health and disease is still a
mystery? An overview. Nutr. J., 2; 7-16.

Aksoy, N., Vural, H., Sabuncu, T., Arslan, O., Aksd., 2005. Benefical effect of
vitamins C and E against oxidative stres in diabetis. Nutr. Res., 25; 625-630.

Alber, B.E. and Ferry, J.G., 1994. A carbonic anmhgd from the archaeon
Methanosarcina thermophil@roceedings of the National Academy of Scienté&A.,
91; 6909-6913.

Arici, M.K., Erdgan, H., Toker, 1., Vural, A., Topalkara, A., 200Bhe effect of
latanoprost, bimatoprost, and travoprost on intésrcpressure after cataract surgery. J.
Ocul. Pharmacol. Ther. 22; 33-34.

Armstrong, J., Mc, D., Myers, D.V., Verpoorte, Ja&nd Edsall, J.T., 1966. Purification
and properties of human erythrocyte carbonic ardsglrJ.Biol. Chem., 214; 5137.

Arslan, O., 2003. Biyomolekiller Teori ve Uygulamayla. Balikesir, 275s.

Arslan, O., Nalbantglu, B., Demir, N., Ozdemir, H. and Kifreilm, OlI., 1997. A new
method for the purification of carbonic anhydraseziymes by affinity chromatography.
Tr. J. of Med. Sci., 27; 559.

Asard, H., May, J.M., Smirnoff, N., 2004. Vitamin Bunction and Biochemistry in
animals and plants. Free Radical Bio. Med., 173-220

Baysu, N., Sozbilir Bayu, N., 2008. Biyokimya, GURg€T1p Kitapevleri,istanbul, 632 s.

Badger, M.R. and Price, G.D., 1994. The role oboaic anhydrase in photosynthesis.
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 45; 3892.

Bracey, M.H., Christiansen, J., Tovar, P., Crar8elP,. and Bartlett, S.G., 1994. Spinach
carbonic anhydrase: Investigation of the zinc-bigdiligands by site-directed
mutagenesis, elemental analysis and EXAFS. Biocsteyni33; 13126-13131.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive mettiodthe quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle ofqtein-dye binding, Anal. Biochem., 72;
248.

Cabiscol, E. and Levine, R.L., 1995. Carbonic amaye 1ll. Oxidative modification in
vivo and loss of phosphatase activity during agihgBiol. Chem., 270; 24: 14742-
14747.

Campbell, A.R., Andress, D.L. and Swenson, E.R.9419 Identification and
characterization of human neutrophil carbonic anasel. J. Leukoc. Biol., 55; 343-348.

Carr, A.C. and Frei, B., 1999. Does vitamin C astpao-oxidant under physiological
conditions? FASEB, J., 13; 1007-1024.



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]
[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

65

KAYNAKLAR D iZiNi (devam)

Chao, J.C., Huang, C.H., Wu, S.J., Yang, S.C., ghirC., Shieh, M.J., Lo, P.N., 2002.
Effects of beta-carotene, vitamin C and E on aid@amxt status in hyperlipidemic
smokers. J. Nutr. Biochem., 13; 427-434.

Combs, G.F., 1998. Vitamin C: Fundamental aspectwiirition and health. Academic
Press, New York, 245-275.

Cox, E.H., McLendon, G.L., Morel, F.M., Lane, T.\WWrince, R.C., Pickering, 1.J. and
George, G.N., 2000. The active site structure o#éldssiosira weissflogii carbonic
anhydrase. 1. Biochemistry, 39; 12128-12130.

Cuatracases, P., 1970. Protein purification byn#§fichromatography. Derivatizations
of agarose and polyacrylamide beads. J. Biol. Ch2a#s; 3059.

Davenport, H.W., 1939. Gastric carbonic anhydrasBhysiol., 97; 32-43.

Davies, M.B., 1992. Reactions of L-Ascorbic acidthwiransition metal complexes.
Polyhedron, 11; 285-321.

Deaton, C.M., Marlin, D.J., 2003. Exercise-ass@datoxidative-stress, Clinical
Techniques in Equine Practice, 2; 278-291.

Eliot, J.G., 1999. Application of antioxidant vitam in foods and beverages. Food
Tech., 53(2); 46-48.

Erdman, J.W., Jr., Klein, B.P. 1982. The influermle harvesting, processing, and
cooking on vitamin C in foods. In: Seib, P.A., Teth B.M., eds. Ascorbic acid:
Chemistry, Metabolism and Uses. Washington, DC: Acae Chemical Society., 499-
532.

Feist, R.M., Palmer, D.J., Fiscella, R., Ernedi,,Jripathi, R., Torczynski, E., Farber,
M., 1995. Effectiveness of apraclonidine and aadtamide in preventing postoperative
intraocular pressure spike after extracapsularraetteextraction. J. Cataract Refract.
Surg., 21; 191-195.

Fett, J.P. and Coleman, J.R., 1994. Charactenrzatiod expression of 2 cDNAs
encoding carbonic anhydrase in Arabidopsis thaliBfent Physiol., 105; 707-713.

Fleming, R.E., Parkkila, S., Parkkila, A.K., Rajami, H., Waheed, A. and Sly,
W.S.,1995. Carbonic anhydrase IV expression inarat human gastrointestinal tract
regional, cellular and subcellular localizationClin. invest., 96; 6: 2907-2913.

Frei, B. and Traber, M., 2001. The new US dietafemrence for vitamins C and E.
Redox Rep., 6; 5-9.

Fujikawa-Adachi, K., Nishimori, I., Taguchi, T. an®nishi, S., 1999. Human
mitochondrial carbonic anhydrase VB. cDNA clonimyRNA expression, subcellular
localization and mapping to chromosome x. J.Bidle@., 274; 30: 21228-21233.

Gilmour, K.M., Perry, S.F., 2009. Carbonic anhyéraad acid-base regulation in fish. J.
Exp. Biol., 212; 1647-1661.

Goldman, H.M., Gould, B.S., Munro, H.N., 1981. Tdr@iscorbutic action of L-ascorbic
acid and Disoascorbic acid (erythorbic acid) ingoeea pig. Am. J. Clin. Nutr., 34; 24-
33.



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

66

KAYNAKLAR D iZiNi (devam)

Gotz, R., Gnann, A. and Zimmermann, F.K., 1999 ebeh of the carbonic anhydrase-
like gene NCE103 of the yeaStaccharomyces cerevisi@auses an oxygen-sensitive
growth defect. Yeast 15; 855-864.

Gupta, P., Narang, M., Banerjee, B.D. and Bas@4. Oxidative stress in term small
for gestational age neonates born to undernourishethers; a case control study.
B.M.C Pediatrics, 4; 14.

Guyton, A.C., Hall, J.E., 1996. Eye. In: Textbodkneedical physiology. Sanders W.B.,
Philadelphia, 632-633.

Halliwell, B., 1995. Oxygen radicals, nitric oxided Human inflammatory joint disease.
Ann. Rheum Dis. 54; 505-510.

Halliwell, B., 1996. Antioxidants in human healthdadisease. Annu. Rev. Nutr., 16; 33-
50.

Halliwell, B., 1996. Vitamin C: antioxidant or paidant in vivo?, Free Radical
Research, 25; 439-454.

Halliwell, B., Gutteridge, J.M.C., 1999. Ascorbici@ In: Free radicals in biology and
medicine. 8 ed. Oxford Press, Oxford. 200-208.

Harvey, R. A., Champe, P. C. and Ferrier, D. RQ7R2@eviri Editori: Engin Ulukaya,
Lippincot Biyokimya, Nobel Tip Kitapevleri, Burs&36 s.

Hewett-Emmett, D. and Tashian, R.E., 1996. Funatiativersity, conservation, and
convergence in the evolution of the, p- and y-carbonic anhydrase gene families.
Molecular Phylogenetics and Evolution, 5; 50-77.

Hiltonen, T., Bjorkbacka, H., Formsan, C., ClarkeK. and Samuelsson, G., 1998.
Intracellular beta-carbonic anhydrase of the uhital green alga Coccomyxa. Plant
Physiol., 117; 1341.

Hilvo, M., Innocenti, A., Monti, S.M., De Simone,.GSupuran C.T. and Parkkila, S.,
2008. Recent advances in research on the most oarbnic anhydrases, CA Xlll and
XV. Curr. Pharm. Des., 14; 672-678.

Hull, D.S., 1990. Oxygen free radicals and correaothelium. Trans Am Ophthalmol
Soc., 88; 463-511.

Igbal, K., Khan, A., Khattak, M.M.A.K., 2004. Bidjical significance of ascorbic acid
(vitamin C) in human health: A review. PakistaiNatr., 3; 5-13.

Iverson, T.M., Alber, B.E., Kisker, C., Ferry, J.&d Rees, D.C., 2000. A closer look at
the active site of-class carbonic anhydrases: High-resolution criggjedphic studies of
the carbonic anhydrase frdvethanosarcina thermophil®8iochem., 39; 9222-9231.

Johnson, C.S., Steinberg, F.M., Rucker, R.B., 1988corbic acid. Handbook of
Vitamins, Third Edition Edited by Rucker, R.B., &t J.W., McCormick, D.B.,
Machlin IJ Marcel Dekker Inc. New York., 529-585.

Kandel, M., Gonall, A.G., Wong, S. and Kondel,.S11970. Some characterictics of
human, bovine and horse carbonic anhydrase asleevieya inactivation studies. J. Biol.
Chem., 245; 2444.



[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

67

KAYNAKLAR D iZiNi (devam)

Karhumaa, P., Leinonen, J., Parkkila, S., KaunistpTapanainen, J. and Rajaniemi, H.,
2001. The identification of secreted carbonic amage VI as a constitutive glycoprotein
of human and rat milk. Proc. Natl. Acad. Sci. US28; 11604-11608.

Kato, K., 1990. Sequence of a novel carbonic ardsgirelated polypeptide and its
exclusive presence in Purkinje cells. FEBS. L&it1; 137-140.

Kayaalp, S. O., 1989. Rasyonel Tedavi Y6nunden iTHaomakoloji. Cilt 3; 4. Baski,
2864s.

Keha, E. E., Kiifreviglu, 0.1., 2009. Biyokimya, Aktif Yayinevi, Erzurum, 645 s.

Kimber, M.S. and Pai, E.F., 2000. The active sitehiéecture of Pisum sativum
B-carbonic anhydrase is a mirror image of that-@arbonic anhydrases. EMBO J., 19;
1407-1418.

Kisker, C., Schindelin, H., Alber, B.E., Ferry, J.&d Rees, D.C., 1996. A left-handed
beta-helix revealed by the crystal structure of abonic structure of a carbonic
anhydrase from the archaeliethanosarcina thermophil&MBO J. 15, 2323-2330.

Kivela, J., Parkkila, S., Waheed, A., Parkkila, A.Bly, W.S. and Rajaniemi, H., 1997.
Secretory carbonic anhydrase isoenzyme (CA VI) umén serum. Clin. Chem., 43;
2318-2322.

Kohn, J. and Wilchek, M.A., 1978. Colorimetric maethfor monitoring activation of
sepharose by cyanogen bromide. Biochem. Biophy. Ras., 7; 14.

Kumpulainen, T. and Korhonen, L.K., 1982. Immuntdgtemical localization of
carbonic anhydrase isoenzyme C in the central amgbhperal nervous system of the
mouse. J. Histochem. Cytochem., 30; 283-292.

Laemmli, D.K., 1970. Cleavage of structural proseituring in assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227; 680.

Landolfi, C., Marchetti, M., Ciocci, G. and MilaresC., 1997. Development and
pharmacological characterization of a modified pchae for the measurement of
carbonic anhydrase activity. J. Pharmacol. Toxigdthods, 38; 169-172.

Lane, T.W. and Morel, F.M.M., 2000. A biologicalnittion for cadmium in marine
diatoms. Proceedings of the National Academy oéigms USA., 97; 4627-4631.

Lehninger, A.L., Nelson, D.L., and Cox, M.M., 200%ehninger Principles of
Biochemistry, 3. baskidan ceviri (Ceviri editorilik, N.), Palme Yayincilik, 1152 s.

Lovejoy, D.A., Hewett-Emmett, D., Porter, C.A., @gpD., Sheffield, A., Vale, W.W.
and Tashian, R.E. 1998. Evolutionarily conservedacatalytic® carbonic
anhydraserelated protein XlI contains a sequencef mpasent in the neuropeptide
sauvagine: the human CA-RP Xl gene (CAll) is embddikttween the secretor gene
cluster and the DBP gene at 19913.3. Genomic&#493.

Maren, C.H., 1960. A simplified micromethod for tldetermination of carbonic
anhydrase and its inhibitors, J. Pharmac. Exp..TB&r130.

Maren, T.H., 1967. Carbonic anhydrase: chemistnysiwlogy, and inhibition. Physiol.
Rev., 47, 595-781.



[66]

[67]
[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]
[81]

68

KAYNAKLAR D iZiNi (devam)

Maren, T.H., Conroy, C.W., Wynns, G.C., Levy, N.$997. Ocular absorption, blood
levels and excretion of dorzolamide, a topicallyivec carbonic anhydrase inhibitor. J.
Ocul. Pharmacol Ther., 13; 23-30.

MedlinePlus Encyclopedia, Ascorbic acid.

Meldrum N.U., Roughton F.J.W., 1933. Carbonic amhgd: its preparation and
properties. Cambridge. J. Physiol., 80; 113-142.

Mitsuhashi, S., Mizushima, T., Yamashita, E., YaratonM., Kumasaka T., Moriyama,
H., Ueki, T., Miyachi, S. and Tsukihara, T., 2000ray structure of beta-carbonic
anhydrase from the red alga, Porphyridium purpureeneals a novel catalytic site for
CGO, hydration. J. Biol. Chem., 275; 5521-5526.

Muhlhauser, J., Crescimanno, C., Rajaniemi, H. kiar, S., Milovanov, A.P.,
Castellucci, M. and Kaufmann, P., 1994. Immunoltiséanistry of carbonic anhydrase
in human placenta and fetal membranes. Histochsmid1; 91-98.

Nakamato, T., McCroskey, M., Mallek, H.M., 1984 eTiole of ascorbic acid deficiency
in human gingivitis- A new hypothesis. Journal diedretical Biology, 108; 163-171.

Nishikimi, M., Yagi, K., 1991. Molecular basis fdhe deficiency in humans of
gulonolactone oxidase, a key enzyme for ascorhbittdosynthesis. Am J Clin Nutr., 54:
1203-1208s.

Nishikimi, M., Yagi, K., 1996. Biochemistry and nezlular biology of ascorbic acid
biosynthesis. Subcell Biochem., 25; 17-39.

Ottoway, P.B., 1993. Stability of vitamins in foolh: The Tecnology of Vitamins in
foods, P.B., Ottoway, ed., 90-113.

Packer, L., Fuchs, J., 1997. Vitamin C in Healtd &isease, Marcel Dekker, Inc., New
York.

Paolini, M., Pozetti, L., Pedulli, G.F., Marchesi,, 1999. The nature of prooxidant
activity of vitamin C. Life Sci., 64(23); 273-278.

Parkkila, A.K., Parkkila, S., Juvonen, T. and Raam, H., 1993. Carbonic anhydrase
isoenzymes Il and | are present in the zona glolmeaucells of the human adrenal
gland. Histochemistry, 99; 37-41.

Parkkila, S., Parkkila, A.K., Juvonen, T. and Ra&am, H. 1994. Distribution of the
carbonic anhydrase isoenzymes |, Il, and VI inithman alimentary tract. Gut., 35; 646-
650.

Pellegrini, N., Miglio, C., Del Rio, D., Salvator§,, Serafini, M., Brighenti, F., 2009.
Effect of domestic cooking methods on the totalcxdant capacity of vegetables. Int.
J. Food Sci. Nutr., 60; 12-22.

Percival, M., 1998. Antioxidants. Clinical Nutritidnsights., 10; 1-4.

Podsedek, A., 2007. Natural antioxidants and aittéox capacity of Brassicavegetables:
A review. L.W.T., 40; 1-11.



[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]
[93]
[94]

[95]

[96]

69

KAYNAKLAR D iZiNi (devam)

Preiffer, N., 1997. Dorzolamide: development anohichl application of a topical
carbonic anhydrase inhibitor. Surv. Opthalmol., 837-151.

Rickli, E.E., Ghazanfar, S.A., Gibbons, B.H., E4salT., 1964. Carbonic anhydrases
from human erythrocytes. Preparation and propedfesvo enzymes. J. Biol. Chem.,
239; 1065-1078.

Roberts, Jr. J.L., Holenberg, J.L., Postma, J.l4971 Chemistry in the Laboratory. 4th
ed. Freeman, 809-820.

Roberts, S.B., Lane, T.W. and Morel, F.M.M., 19@arbonic anhydrase in the marine
diatomThalassiosira weissflog{Bacillariophyceae). J. Phycol., 33; 845-850.

Roughton, F.J.W. and Booth, V.H., 1946. The effdctubstrate concentration, pH and
other factors upon the activity of carbonic anhgdraBiochem. J., 40; 319.

Rowlett, R.S., Chance, M.R., Wirt, M.D., SidelingBxE., Royal, J.R., Woodroffe, M.,
Wang, Y.F.A., Saha, R.P. and Lam, M.G., 1994. Kinahd structural characterization
of spinach carbonic anhydrase. Biochemistry, 336¥313976.

Scherer, W.J., Mielke, D.L., Tidwell, P.E., HaubErA., 1998. Effect of latanoprost on
intraocular pressure following cataract extractidn Cataract Refract. Surg., 24; 964-
967.

Schnyder, C.C., Tran, V.T., Mermoud, A., HerbortPC 1999. Sterile mucoprulent
conjuctivitis associated with the use of dorzolaenel/edrops. Arch. Opthalmol., 117,
1429-1431.

Schorah, C.J., Downing, C., Piripitsi, A., Gallivdn, Al-Hazaa, A.H., Sanderson, M.J.,
Bodenham, A., 1996. Total vitamin C, ascorbic acahd dehydroascorbic acid
concentrations in plasma of critically ill patienggm. J. Clin. Nutr., 63; 760-765.

Schwenn, O., Xia, N., Krummenauer, F., Dick, H.BQO1l. Prevention of early
postoperative increase in intraocular pressure aftacoemulsification. Comparison of
different antiglaucoma drugs. Opthalmol. 98; 938-94

Segel, H.I., 1976, Biochemical Calculations, JohiteWand Sons, USA 441 p.

Shields, B.M., 1998. Carbonic anhydrase inhibitdrextbook of Glaucoma. Williams
and Wilkins, Baltimore., 431-439.

Singh, U., Jialal, I., 2004. Anti-inflammatory efts of alpha-tocopherol. Ann. N. Y.
Acad. Sci., 1031; 195-203.

Sinha, R., Block, G., Taylor, P.R., 1993. Problemith estimating vitamin C intakes.
Am. J. Clin. Nutr., 5; 547-550.

Sly, W.S., Hewett-Emmett, D., Whyte, M.P., Yu, Y.8nd Tashian, R.E., 1983.
Carbonic anhydrase Il deficiency identified as fivémary defect in the autosomal
recessive syndrome of osteopetrosis with renal lambwcidosis and cerebral
calcification. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 80; 2¢3756.



[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

70

KAYNAKLAR D iZiNi (devam)

Sly, W.S., Whyte, M.P., Sundaram, V., Tashian, Rfewett-Emmett, D., Guibaud, P.,
Vainsel, M., Baluarte, H.J., Gruskin, A., Al-Mosawil., Sakati, N. and Ohlsson, A.,
1985. Carbonic anhydrase Il deficiency in 12 fagsiliwith the autosomal recessive
syndrome of osteopetrosis with renal tubular aégdasd cerebral calcification. N. Engl.
J. Med., 313; 139-145.

Sly, W.S. and Hu, P.Y., 1995. Human carbonic anhg®els and carbonic anhydrase
deficiencies. Annu. Rev. Biochem., 64; 375-401.

Smirnoff, N., 2001. L-Ascorbic acid biosynthesistavn. Horm., 61; 241-266.

Smith, K.S. and Ferry, J.G., 1999. A plant-typetdbdass) carbonic anhydrase in the
thermophilic metanoarchaedWethanobacterium thermoautotrophicurd. Bacteriol.,
181; 6247-6253.

Stevenson, N.R., 1974. Active transport of L-abmoacid kinetics in the human ileum.
Gastroenterology, 67(5); 952-956.

Sugrue, M.F., 2000. Pharmacological and Ocular l#ymve Properties of Topical
Carbonic Anhydrase Inhibitors. Progr. Ret. Eye RES;. 87-112.

Supuran, C.T., 2008. Carbonic anhydrases. An oservCurr. Pharm. Desl4; 603-
614.

Supuran, C.T., 2008. Carbonic anhydrases: noveapleeitic applications for inhibitors
and activators. Nature reviews drug discovery B-181.

Supuran, C.T., 2010. Carbonic anhydrase inhibitoBioorganic and medicinal
chemistry letters., 20; 3467-3474.

Supuran, C.T., Scozzafava, A., 2000. Carbonic am@sgdinhibitors and their therapeutic
potential. Exp.Opin.Ther. Patents., 10; 575-600.

Supuran, C.T., Scozzafava, A., 2000. Carbonic amsg inhibitors- part 94. 1,3,4-
thiadiazole-2-sulfonamide derivatives as antituagents. Eur. J. Med. Chem., 35; 867-
874.

Supuran, C.T., Scozzafava, A., 2007. Carbonic amsg$ as targets for medicinal
chemistry. Bioorg. and Med. Chent§5; 4336-4350.

Taylor, A., Jacques, P.F., Nadler, D., Morrow, Bulsky, I.S., Shepard, D., 1991.
Relationship in humans between ascorbic acid copsam and levels of total and
reduced ascorbic acid in lens, aqueous humor aina., 10(8); 751-759.

Taylor, A., Jacques, P.F., Nowell, T., Perrone, BlJumberg, J., Handelman, G., 1997.
Vitamin C in human and guinea pig aqueous, lenspdasima in relation to intake. Curr.
Eye Res., 16; 857-864.

Temizkan, G. ve Arda, N., 2004. Molekiler biyolgi#ullanilan yoéntemler. Nobel Tip
Kitabevleri,istanbul.

Turacli, M.E., 2004. Acik acili glokomlarin epidsmiojisi ve risk faktorleri. Tarkiye
Klinikleri Oftalmoloji Dergisi. 13;1, 1-6.



[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

71

KAYNAKLAR D iZiNi (devam)

Venta, P.J., Montgomery, J.C. and Tashian, R.BB7 1Molecular genetics of carbonic
anhydrase isozymes. Isozymes Curr. Top. Biol. NRek., 14; 59-72.

Voet, Donald., Voet, Judith G., Pratt, Charlotte , WL999. Fundamentals of
Biochemistry. JohnWiley & Sons, Inc., USA.

Voet, Donald., Voet, Judith G., Pratt, Charlotte, @003. Biochemistry. JohnWiley &
Sons, Inc., USA.

Wilbur, K.M. and Anderson, N.G., 1948. Electrometand colorimetric determination
of carbonic anhydrase, J. Biol. Chem., 176; 147-154

Williams, R.N., Paterson, C.A., 1986. A protectivele for ascorbic acid during
inflammatory episodes in the eye. Exp. Eye Res.242-218.

Wratten, M.L., Tetta, C., Ursini, F., Sevanian, 2000. Oxidant stress in hemodialysis:
Prevention and treatment strategies. Kidney &, 126-132.

Ziemer, R.C., 1996. Circadian variations in intnaac pressure. Ritch, R., Shields,
M.B., Krupin, T., The Glaucomas. Vol. 1, Mosby, Isbuis, 429-445.



