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OZET

ANJIOTENSIN KONVERTING ENZIMIN (ACE, E.C.3.4.15.1) AFINITE
KROMATOGRAFIiSi YONTEMiIYLE KOYUN AKCiGERINDEN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

AYDIN, Fatih
Yiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Tez Danigmani: Prof. Dr. Vedat TURKOGLU
Ocak 2021, 82 sayfa

Anjiotensin konverting enzim (ACE; EC 3.4.15.1), renin-anjiotensin sisteminin
diizenlenmesiyle kan basincinin  korunmasma yardimer olan bir dipeptidil
karboksipeptidaz enzimidir. ACE, inaktif dekapeptid anjiotensin I'i, etkili bir
vazokonstriktor olan aktif bir oktapeptit anjiotensin II'ye doniistiiriir ve bdylece kan
basincini diizenler. Aynit zamanda bu enzim; kinin-kallikrein sistemindeki vazodilator
kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar icin en Onemli risk faktorlerinden
biridir. Bu nedenle son yillarda ACE enzimine ilgi artmis ve bu enzimle ilgili ¢alismalar
cogalmistir. Hipertansiyon ACE enziminin inhibisyonu ile tedavi edilebilir. Enzim
inhibisyonu ¢aligsabilmek i¢in saf enzim ile ¢alismak ¢ok daha dogru sonuglar verir.

Bu c¢alisgmada ACE, koyun akcigerinden homojenizasyon ve santrifiij
basamaklarindan sonra afinite kromatografisi yontemi ile tek basamakta saflagtiriimigtir
ve karakterize edilmistir. Enzimin saflastirma oran1 6405 kat ve spesifik aktivite 16871
EU/mg protein olarak hesaplanmistir. ACE enziminin safligi ve molekiil agirligi SDS-
PAGE ile belirlenmistir. SDS-PAGE ile ACE enziminin 60 kDa ve 70 kDa molekiil
agirhginda iki alt birime sahip oldugu bulunmustur. Saflastirilan ACE enziminin
optimum sicaklik ve optimum pH degerleri belirlenmistir. Saf ACE i¢in optimum
sicaklik ve optimum pH degerleri sirasiyla 40 °C ve 7.4’ diir.

Anahtar kelimeler:  Anjiotensin  konverting enzim, Karakterizasyon,

Saflastirma.






ABSTRACT

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ANGIOTENSIN
CONVERTING ENZYME (ACE, E.C.3.4.15.1) FROM SHEEP
LUNG BY AFINITY CHROMATOGRAPHY METHOD

AYDIN, Fatih
M. Sc., Thesis Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Vedat TURKOGLU
January 2021, 82 pages
Angiotensin converting enzyme (ACE; EC 3.4.15.1) is a dipeptidyl
carboxypeptidase enzyme that helps maintain blood pressure by regulation of the renin-
angiotensin system. ACE converts the inactive decapeptide angiotensin | into an active
octapeptide angiotensin I, which is an effective vasoconstrictor, thereby regulating
blood pressure. At the same time, ACE inactivates the vasodilator bradykinin in the
kinin-kallikrein system. Hypertension is one of the most important risk factors for
cardiovascular diseases such as stroke, coronary heart disease, atherosclerosis and heart
failure. For this reason, interest in ACE enzyme has increased in recent years and
studies on this enzyme have increased. Hypertension can be treated by inhibition of the
ACE enzyme. Working with pure enzyme gives much more accurate results in order to
work on enzyme inhibition.

In this study, ACE was purified and characterized in one step by affinity
chromatography method after homogenization and centrifugation steps from sheep
lungs. The purification rate of the enzyme was 6405-fold and the specific activity was
calculated to be 16871 EU/mg protein. The purity and molecular weight of the ACE
enzyme was determined by SDS-PAGE. Optimum temperature and optimum pH values
of the purified ACE enzyme were determined. Optimum temperature and optimum pH
values for pure ACE were found as 40 °C and 7.4, respectively.

Keywords: Angiotensin converting enzyme, Characterization, Purification.
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1. GIRIS

Hipertansiyon, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan diinya ¢apinda morbidite
ve mortalite i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biri olarak tanimlanmistir ve yilda
yaklasik dokuz milyon insanin dliimiinden sorumludur. Yiiksek tansiyon sadece yasl
eriskinlerde gelismez. 2015 yilinda Ingiltere'de 45 yasmn altindaki 2.1 milyondan fazla
insanin  yliksek tansiyona sahip oldugu belirlenmistir. Bu Onemlidir, ¢linkii
hipertansiyon tedavisi sonraki kardiyovaskiiler hastalik riskinde 6nemli azalmalar ile
sonuclanir. Bu tiir tedaviler i¢in giiclii kanitlara ragmen, calismalar bir¢cok insanin
yetersiz kontrol edildigini gostermektedir. Bu nedenle, toplumdaki yiiksek tansiyonun
taranmasi, saptanmasi ve kontroliiniin iyilestirilmesi i¢in yeni teknolojiler de dahil
olmak iizere yeni yaklagimlara ihtiyag vardir (Collins ve ark., 1990; Kitt ve ark., 2019).

Yiiksek tansiyon, ozellikle erken evrelerde biiyiik Olciide asemptomatiktir ve
'sessiz katil' olarak tanimlanmasina yol acar. Hastalik yiikii ile birlikte hipertansiyonun
asemptomatik dogasi, rutin kan basinci taramasini gerektirir. Birlesik Krallik'ta, Ulusal
Saglik ve Bakim Miikemmellik Enstitiisii (NICE) kilavuzlari normotansif yetiskinler
arasinda en az yilda bir kez kan basmci olglimii yapilmasimi onermektedir. Yeni
teknolojiler kullanilarak hekim tabanli olmayan kan basinct dl¢limlerindeki gelismeler,
hipertansiyonun daha fazla saptanmasi igin bir firsat saglayabilir (Wolf-Maier, 2004,
Law ve ark., 2009; Kitt ve ark., 2019).

Hipertansiyon, diinya c¢apinda yaklasik bir milyar insani etkileyen, diinyadaki
kronik saglik sorunlarindan biridir. ACE inhibitorleri, hipertansiyon tedavisi igin tibbi
ilaclar olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kritik bir dipeptidil karboksipeptidaz
olan anjiotensin konverting (donistiiriici) enzim (ACE), kan basincinin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. ACE tarafindan anjiotensin I'in boliinmesi, kan
basincini artiran aktif bir vazokonstriktor olan anjiotensin II bilesigini olusturur.
Bununla birlikte, ACE aktivitesinin inhibisyonu, anjiotensin II {iretimini inhibe eder ve
sonu¢ olarak vazodilatasyona ve kan basincinin diismesine neden olur (Khong ve

Adeyeye, 2019; Singer, 2019).
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1.1. Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi

Klasik renin anjiotensin aldosteron sisteminin (RAAS) aktivasyonu, renal
afferent arterioliin jukstaglomeriiler (JG) hiicreleri tarafindan bir glikoprotein olan renin
sentezinden kaynaklanir. JG hiicrelerinde preprorenin, prorenin ve daha sonra
dolasimda salgilanan aktif renin ig¢in islenir. Renal renin salinimi; diisiik hacimli
durumlar, distal tiibiillerde yiiksek tuz igerigi, renal sempatik sinir aktivitesi ve azalmis
renal perflizyon ile uyarilir. Kanda, bir aspartil proteaz olan renin, dekapeptid
anjiotensin I'i olugturmak i¢in karaciger kaynakli anjiotensinojeni ayirir. Anjiotensin
dontistiiriiciic enzim (ACE), etkin olmayan anjiotensin I'i biyolojik olarak aktif
oktapeptid anjiotensin II'ye hidrolize eder. ACE esas olarak endotelyal hiicrelerde
(6zellikle pulmoner endotelyum) bulunur. Anjiotensin I'in par¢alanmasina ek olarak,
ACE bir vazodilator olan bradikinini (BK), inaktif BK-(1-7) 'ye metabolize eder. Bu
nedenle ACE, vaskiilator olan bradikinin pargalanirken giiclii bir vazokonstriktér olan
anjiotensin II'nin liretimini tesvik ettigi icin damar sisteminde ikili bir role sahiptir
(Carey ve Siragy, 2003; Heeneman ve ark., 2007).

Renin-anjiotensin sistemi (RAS) kan basincit ve hacim homeostazinin fizyolojik
diizenlenmesinde ve hipertansiyon ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde
kritik rol oynar. RAS"In farmakolojik inhibisyonu, halen hipertansiyonu yonetmek ve
kardiyovaskiiler olay risklerini azaltmak i¢in kullanilan 6nemli bir terapotik stratejidir.
1890'larda kesfinden bu yana, RAS, dolagimdaki bobrekten tiiretilen reninin, hedef
dokulardaki reseptorlerine anjiotensin II baglanmasi ile kardiyovaskiiler fonksiyonu
diizenleyen bir endokrin sistemi olarak tanimlanmistir. Yakin zamana kadar bu sistem
geleneksel RAS olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, bobregin renin iiretiminin tek
kaynag1 olmadigi ve kan basincindan bagimsiz bir islevi olan dokularda ve organlarda
anjiotensin peptitlerinin olusturulabilecegi agiktir (Ferrario, 2010; Singh ve ark., 2010;
Aurelie ve Touyz, 2011).

Tersine, anjiotensinojen yapisal olarak karacigerden salinir ve renin ile
karsilastirildiginda genellikle fazla bulunur. Diisiik sistemik kan basinci, hipovolemi
(viicutta asirt sivi kaybi), sodyum yoksunlugu ve sempatik stimiilasyon durumunda,

artan renin sentezi ve salinimi meydana gelir. Dolasimda renin, anjiotensinojeni


http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C6DSjqdSpyc2Cd9zFiR&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=6043627
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C6DSjqdSpyc2Cd9zFiR&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=5930
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metabolize ederek anjiotensin I'i serbest birakir. Endotel hiicrelerinden salinan
anjiotensin konverting enzim (ACE), anjiotensin I'i anjiotensin II'ye doniistiiriir.
Anjiotensin 1, anjiotensin tip-1 ve tip-2 reseptorleri (ATIR ve AT2R) olmak iizere iki
reseptorde etki eder. ATIR'deki anjiotensin II'nin etkileri; artmis sodyum
retansiyonuna, vazokonstriksiyona, susuzluk uyarilmasina, artmis sempatik sinir sistemi
aktivitesine ve adrenal bezin zona glomerulozadan gelen aldosteron salinimina yol agar
(Bader, 2013; De Mello ve Frohlich, 2014).

RAAS'm terminal (son) hormonu olan Aldosteron, adrenal sekresyonlarin
(salgilarinin) mineralokortikoid aktivitesinin % 90'm1 uygular ve sodyum, potasyum ve
viicut s1vist dengesinin 6nemli bir diizenleyicisidir. Aldosteron i¢in en giiclii sekretagog
(salg1 artiric1) olan anjiotensin II ve artmus hiicre dis1 K* konsantrasyonu, aldosteron
sentazint kodlayan CYP11B2 geninin ekspresyonunu arttirir. Mineralokortikoid
reseptorii (MR) yoluyla hareket eden aldosteron, epitel dokularinda (bobrek, kolon ve
tilkiirik ve ter bezleri) iyon kanallarinin, pompalarin ve esanjorlerin (degistirici)
ekspresyonunu modiile eder. Bu sonugta, transepitelyal Na* ve su yeniden emiliminde
ve K" atiliminda bir artisa yol acar. Mineralokortikoid reseptdrleri ayrica retina, beyin,
miyokard, vaskiiler diiz kas hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve adpiyositler gibi
epitelyal olmayan dokularda bulunur. Aldosteron'un etkileri bu nedenle “bobrek
hormonu” roliiniin ¢ok oOtesine uzanan genis bir alana yayilmstir. Ozellikle,
aldosteronun enflamasyona aracilik ettigi ve epitelyal olmayan dokulardaki enerji
metabolizmasimi etkiledigi diisiiniilmektedir (Seelinger ve ark., 2005; Hall ve Guyton,
2010; Beuschlein, 2013; Ames ve ark., 2019).

Anjiotensin peptidleri ve aldosteron; beyin, kan damarlari, bobrekler ve kalp gibi
dokularda tretilir. Lokal olarak iiretilen RAAS hormonlar1 normal kardiyovaskiiler
fonksiyon ve elektrolit sivist homeostazinda ©nemli rol oynar, aynt zamanda
dokulardaki anormal yeniden sekillenmeye aracilik eder. Doku RAAS bilesenleri ayrica
miyokard ve damarlarin mekanik gerilmesi, adiposit salgilari, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) varlig1 ve iltihaplanma ile modiile edilir. Dokularda iiretilen aldosteron miktari
normalde adrenal bezler tarafindan iretilen miktarin <% 1'i olmasina ragmen, lokal
olarak iiretilen aldosteron muhtemelen anormal yeniden sekillenmede (hipertrofi ve

fibrozis) bir rol oynar ve doku RAAS yonetimi muhtemelen gelecekteki
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farmakoterapotik stratejinin bir pargasi olacaktir (Waanders ve ark., 2011; Ames ve

ark., 2019).

1.2. Anjiotensin Konverting (Doniistiiriicii) Enzim

Anjiotensin konverting (doniistiiriicii) enzim (ACE veya kininaz 11) endotelyal,
epitelyal ve noroepitelyal hiicrelerde ve beyinde bir membran enzimi olan iki degerlikli
bir dipeptidil karboksil metallopeptidazdir; ayrica kanda ¢oziinen bir formda ve ¢ok
sayida viicut sivisinda bulunur. ACE, C terminal dipeptidini anjiotensin | ve
bradikininden ayirir, boylece RAS ve kallikrein-kinin sistemi ile ayn1 anda etkilesir.

ACE enziminin bradikininin vazodilator ve natriiiretik 6zellikleri ile anjiotensin
II'nin vazokonstriktif ve tuz tutucu 6zellikleri arasindaki dengede 6nemli bir rolii oldugu
sonucuna varilabilir. ACE aktivitesindeki bir artis, bu hassas dengeyi bozar ve
vazokonstriktif ve tuz tutucu anjiotensin II'yi tesvik eder ve vazodilatdr ve natritiretik
bradikinini azaltir. ACE inhibitorleri, anjiotensin II olusumunu ve bradikinin
bozulmasini azaltarak bu dengeyi eski haline getirir (Skidgel ve Erdos, 1993; Brown ve
Vaughan, 1998; Hanif ve ark., 2010).

ACE; mannoz, galaktoz, fruktoz, N-asetilnéraminik asit ve N asetil-
glukozaminden olusan karbonhidrat parcasi iceren bir glikoproteindir. Karbonhidrat
parcasina bagli olarak, ACE'nin molekiiler kiitlesi 130 ile 170 kDa arasinda degisebilir.
ACE, N-alan1 ve C-alanm1 olan iki alandan olusur ve her biri bir ¢inko (Zn) kofaktor
baglanma aktif bolgesi igerir. Bu nedenle, ACE metal selatlayici ajanlar tarafindan
inhibe edilebilir. ACE igin en etkili inhibitorler; EDTA, CdBr», bradikinin ve Bothrops
jararaca venomunun bir bileseni olan bir pentapeptid (L-piroglutamil-L-lizil-L-triptofil-
L-alanil-L-prolin) olarak rapor edilmistir. ACE, M2 ailesi (peptidaz ailesi M2, metalo-
ekzopeptidazlar igerir) metallopeptidazin bir {iyesidir ve hipertansiyonda 6nemli bir
role sahiptir (Deddish ve ark.,1994; Murray ve FitzGerald, 2007; Aluko, 2015;
Daskaya-Dikmen ve ark., 2017).

Kan basmcinin diizenlenmesi, renin-anjiotensin sistemi veya renin-anjiotensin-
aldosteron sistemi tarafindan kontrol edilir. Viicut, kan basincini diisirmek igin
savunma mekanizmast olarak bobreklerden renin adi verilen proteolitik bir enzim

salgilar. Salgilanan renin, karacigerden siirekli olarak salgilanan anjiotensinojenin
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anjiotensin | (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His Leu) ad1 verilen aktif olmayan bir
dekapeptide doniisiimiinii katalize eder. Inaktif anjiotensin 1 daha sonra plazmada
bulunan bir ACE enzimi tarafindan aktif oktapeptit anjiotensin II'ye (Asp-Arg-Val-Tyr-
lle-His-Pro-Phe) doniistiiriiliir. Anjiotensin, bir noradrenalin hormonuna kiyasla kirk kat
daha giicliidiir ve en giiglii vazokonstriktorlerden biri olarak kabul edilir. ACE
inhibitorleri, anjiotensin II sentezindeki bloke edici etkiye ek olarak, ayrica kininaz 2
enziminin inhibisyonu ve bradikinin yikiminin azaltilmasi yoluyla vazodilatasyona ve
kan basincinda azalmaya neden olur (Murray ve FitzGerald, 2007; Aluko, 2015;
Daskaya-Dikmen ve ark., 2017).

Anjiotensin konverting (doniistiiriicii) enzim (ACE), fizyolojik agidan inaktif
anjiotensin I’den histidil-16sini ayirarak anjiotensin II oktapeptidine doniistiiren bir
dipeptidil-karboksipeptidazdir. Bu enzim bradikinini de inaktive eder. Dolasimdaki
anjiotensin II’nin olusumunu saglayan bu enzimin biiyiik boliimii endotel hiicrelerinde
bulunur. Bu doniisiim viicudun diger bir¢ok boliimlerinde de goériilmekle beraber biiyiik
oranda kanin akcigerlerden gegisi sirasinda gergeklesir (Ganong, 1996; Onat ve ark.,
2002).

ACE bir ektoenzim olup biri biitiin viicutta somatik, digeri sadece olgun sperm
hiicrelerinde bulunan germinal form olmak iizere iki formda bulunur. Her iki ACE
enziminin tek bir transmembran domeni ve kisa bir stoplazmik kuyrugu vardir. Bununla
beraber somatik ACE 170 kDa’luk bir protein olup her biri aktif bir bolge tasiyan iki
homolog ekstraselliiler domeni varken germinal ACE sadece bir tane ekstraselliiler
domen ve bir tane aktif bolge igerir. Her iki form da tek bir gen olusur. Bununla beraber
bu genin iki farklt mRNA iireten iki farkli promotir1 vardir (Ganong, 1996; Onat ve ark.,
2002).

1.3. Anjiotensin Konverting Enzim Inhibitorleri

Hipertansiyon tedavisi i¢in anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitorleri
birinci basamak ilaglardan biridir. Evre I hipertansiyonu olan hastalar genellikle ACE
inhibitorleri ile tedavi edilir. ACE inhibitorleri hipertansif hastalarda ve ayrica tuz
tilkketen normotansif deneklerde ortalama, sistolik ve diyastolik basinglar1 diisiirmede

oldukg¢a etkilidir. ACE inhibitorlerinin karakteristik 6zelliklerinden biri, kalp hizinda
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telafi edici bir artisa neden olmadan veya baroreseptor aktivitesini degistirmeden
periferik vaskiiler direnci azaltmalaridir (Hanif ve ark., 2010). ACE inhibitorlerinin
antihipertansif etkilerinden bagimsiz olarak kalp damar hipertrofisini Onledigi
belirlenmistir. ACE inhibitorleri, hipertansiyonun neden oldugu kardiyovaskiiler 6lim
riskini azaltir. Ayn1 zamanda bu inhibitorler, bobreklerin damarlarii genisleterek ve
bobrek kan akisini artirarak sodyum ve su salgilanmasina yardimci olur. Bu da 6dem ve
kan hacmini azaltmaya yardimci olur. ACE inhibitorleri kalpteki anjiotensin II
seviyelerinin diislirilmesinden kaynaklanan kalpteki patolojik degisiklikleri engeller
(Solski ve Longyhore, 2008; Hanif ve ark., 2010).

Son yillarda, stresli ve ger¢cek anlamda rekabet¢i yasam tarzlart ve yemek
aligkanliklar1 hipertansiyon problemlerini bir araya getirmistir. Uzun siire devam eden
ve giderek artan hipertansiyon; miyokard enfarktiisii, serebrovaskiiler olaylar, konjestif
kalp yetmezligi, periferik arteriyel yetmezlik, erken mortalite ve glomeriiloskleroz ve
bobrek arter anevrizmasina neden olan bdbrek fonksiyon bozuklugu gibi bir¢ok
bozukluga yol agabilir (Hanif ve ark., 2010).

Birgok tedavi mevcuttur, ancak anjiotensin konverting enzim inhibitdrleri,
hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, sol ventrikiil sistolik disfonksiyonu ve
miyokard enfarktiisii i¢in tercih edilen birinci basamak tedavi olmustur. ACE
inhibitdrleri son yirmi yildir kullanilmaktadir ve bunlara olan ilgi hala artmaktadir. Son
zamanlarda, alan segici ACE inhibitérlerinin ve renin-anjiotensin sisteminin (RAS) yeni
tiyelerinin kesfi yine arastirmacilarin ilgisini artirmistir. Bazi yeni calismalar ACE
inhibitorlerinin etkileyici klinik profilini genisletmistir (Bicket, 2002; Lonn ve ark.,
2003).

ACE inhibitorleri hipertansiyon tedavisi i¢in genellikle ilk kullanilan ilaglardan
biridir. Evre I hipertansiyonu olan hastalar (sistolik kan basinci (KB): 140-159 veya
diyastolik KB: 90-99 mmHg) ACE inhibitorleri ile tedavi edilmelidir. ACE inhibitorleri
hipertansif hastalarda ve ayrica tuz tiikketen normotansif deneklerde ortalama, sistolik ve
diyastolik basinglar1 azaltmada etkilidir. Kan basincindaki keskin degisim, tedavi 6ncesi
plazma renin aktivitesi ve anjiotensin seviyeleri ile iliskilidir. Kan basincindaki en
biiyiik diisiisler plazma renin aktivitesinin en yiiksek oldugu hastalarda goriiliir (Hanif

ve ark., 2010).
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Renin-anjiotensin-aldosteron sistemi (RAAS) ayrica anjiotensin II'nin lokal
sentezini destekleyen ¢ok ¢esitli organlarda (doku RAAS) mevcuttur. Bu lokal RAAS
sistemi, hipertansif hedef organ hasarimin gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. ACE
inhibitorleri kan basincini azaltmanin yani sira, lokal RAAS" engeller ve hedef organ
hasarma karsi korur. Deneysel calismalar, ACE inhibisyonunun ateroskleroz (damar
sertligi) gelisimini geciktirebilecegini gostermektedir. Apolipoprotein E nakavt fareleri,
Watanabe tavsanlari ve kolesterol ile beslenen maymunlar dahil olmak {izere
ateroskleroz i¢in hayvan modellerinde, ACE inhibitorlerinin vaskiiler lezyonlarin
boyutunu azalttigir gozlemlenmistir (Hayek ve ark., 1995; Chobanian ve ark., 1990;
Aberg ve Ferrer, 1990). Amenta ve arkadaglar1 kontrollii klinik galismalarin gogunu
gozden gecirmis ve ACE inhibitorleri ile tedavinin (perindopril, kaptopril ve lisinopril
dahil) kan basincini disiiriicii etkilerinden bagimsiz olarak biligsel islevi olumlu
etkiledigini ve bu inhibitorler ile tedavi edilen hastalarin diiiretikler ve B-bloker
kullananlara gore daha iyi sonuglar gosterdigini gozlemlemistir (Amenta ve ark., 2002).
ACE inhibitorlerinin bilissel etkileri iizerine yapilan bir dizi hayvan ¢aligmast da bu
gozlemi dogrulamustir. Ornegin; streptozotosin ile tedavi edilen ratlarda diyabet
baglangicindan itibaren 14 hafta boyunca 24 mg / kg / giin enalapril ile tedavi, tedavi
edilmeyen diyabetik ratlara kiyasla su labirentindeki hafiza performansini onemli

Olclide artirmistir (Manschot ve ark., 2003)

1.4. Hipertansiyon

Hipertansiyon (sistemik arteriyel hipertansiyon), sistemik arterlerde siirekli
yiiksek kan basinci (yliksek tansiyon) ile karakterizedir. Yiiksek tansiyon yaygin olarak
sistolik kan basinci (yani, kalp kasildiginda kanin arteryel duvarlara uyguladig1 basing)
ve diyastolik kan basinct (kalbin gevsedigi basing) oram1 olarak ifade edilir.
Hipertansiyonu tanimlayan yiiksek kan basinci esikleri, olglim yontemine baghdir.
Birkag etiyoloji hipertansiyonun temelini olusturabilir. Hastalarin ¢ogunda (% 90-95)
cok faktorlii bir gen-gevre etiyolojisi ile oldukca heterojen bir esansiyel veya primer
hipertansiyon vardir. Hipertansiyon bagka bir durumdan (Grnegin, birincil

aldosteronizm, feokromositoma (bobrekiistii bezlerinde olusan bir timor veya renal
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arter stenozundan)) kaynaklaniyorsa ikincil hipertansiyon olarak adlandirilir (Lifton ve
ark., 2001; Ehret ve Caulfield, 2013; Dominiczak ve ark., 2017).

Hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik (koroner kalp hastaligi, kalp yetmezligi,
inme, miyokard enfarktiisii, atriyal fibrilasyon ve periferik arter hastaligi), kronik
bobrek hastaligi (KBH) ve bilissel bozukluk i¢in en yaygin 6nlenebilir risk faktoriidiir.
Kan basinci ve artmis kardiyovaskiiler hastalik riski arasindaki iligki, 115/75 mmHg
gibi diisilk kan basinglarindan baslayarak, normotansif aralik olarak kabul edilen
aralikta derecelendirilir ve stireklidir. Hipertansiyonun basarili bir sekilde dnlenmesi ve
tedavisi, hastalik ylikiinii azaltmak ve diinya niifusunda uzun omiirliiliigii tesvik etmek
icin anahtardir (Ehret ve Caulfield, 2013; Dominiczak ve ark., 2017; Oparil ve ark.,
2018).

Renin anjotensin aldosteron sistemi (RAAS); kan basinci regiilasyonu, sodyum
retansiyonu, basing natriiirezi, tuz duyarliligi, vazokonstriksiyon, endotel disfonksiyonu
ve vaskiiler hasar iizerinde genis kapsamli etkilere sahiptir ve hipertansiyon
patogenezinde 6nemli bir rol oynar. RAAS bir¢ok organda hiicresel diizeyde bulunur,
ancak en Onemli rolii bobrekteki basing-hacim homeostazini diizenlemeye yardimci
olmaktir. Burada hacim tiikenmis durumlarda perfiizyonu korur (yani, sodyum ve sivi
kaybimnin bir sonucu olarak hiicre dis1 sivi hacminde bir azalma oldugunda) ve hacim
genisletilmis (sivi asir1 yiikil) kosullarinda bastirilir. Renin ve Onciisii olan prorenin
sentezlenir ve bobregin jukstaglomeriiler hiicrelerinde depolanir ve ¢esitli uyaricilara
yanit olarak salinir. Renin bilesiginin ana islevi, anjiotensinojeni anjiotensin |
olusturmak icin ayirmaktir. Anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE), hipertansiyonda
RAAS'!n patogenetik roliinlin merkezinde olan anjiotensin II'yi olusturmak ig¢in
anjiotensin I’1 hidrolize eder (Varagic ve ark., 2014; Oparil ve ark., 2018).

Antihipertansif ~ farmakoterapi, ¢esitli  antihipertansif ila¢  siniflarmin
gelistirilmesiyle birkag on yil boyunca geligmistir. Klinisyenler simdi farkli ilag
siniflarindan ¢ok sayida antihipertansif ilag¢ ve ¢esitli sabit doz kombinasyonlari ile karsi
karstyadir. Tipik olarak antihipertansif farmakoterapi, monoterapide veya kombinasyon
halinde birinci basamak antihipertansif ilaglarla baslar. Kombinasyon tedavisi, tedavi
Oncesi kan basincinin daha yiiksek seviyelerine sahip olan hastalarda tercih edilebilir.
Birinci basamak antihipertansif ilaglar arasinda ACE inhibitdrleri, anjiotensin II reseptor

blokerleri (sartanlar olarak da bilinir), dihidropiridin kalsiyum kanal blokerleri ve



9

tiyazid ditiretikleri bulunur. Kan basinci bir¢ok hastada, 6zellikle ciddi hipertansiyonu
olanlarda monoterapi ile kontrol edilemez. Antihipertansif ilaglar1 birlestirirken,
ilaglarin kan basinct veya yan etkileri iizerinde ek etkilere sahip olup olmadigini
diisinmek 6nemlidir. ACE inhibitorleri veya anjiotensin II reseptor blokerleri, tiazid
ditiretikleri ve dihidropiridin kalsiyum kanal blokerleri kan basincinin diisiiriilmesinde

katki maddesidir ve ¢ift veya tiglii kombinasyon terapileri olarak kombine edilebilir

(Ettehad ve ark., 2016; Garjon ve ark., 2017; Oparil ve ark., 2018).

1.5. Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerde olusan tepkimelerde etkili olan biyolojik
katalizorler olarak tanimlanmaktadir. Katalizorler, termodinamik yonden olusan bir
tepkimenin hizini tepkimenin denge sabitini degistirmeden 10" kat veya daha fazla
artirmaktadir. Enzimlerle katalize edilen tepkimeye katilan kimyasal molekiillere
substrat ad1 verilmektedir (Goziikara, 1997; Nelson ve Cox, 2000; Onat ve ark., 2002).

[k enzim galismalari, sindirime iliskin enzimlerin arastirmaya baslandig1 1760-
1825 yillart arasindadir. ilk kez 1825 yilinda Berzelius, nisastanin sindiriminde etkili
bitkisel enzimler iizerinde ¢alismistir. 1860 yillarinda Pasteur fermantasyon enzimleri
tizerinde arastirmalar yapmistir. Fermentasyon ile iliskisinden dolay1 baslangicta
verilmis olan ferment genel adi, Kiihne tarafindan 1878 yilinda Yunanca’da “mayada”
anlamina gelen enzim ile degistirilmistir. 1897 yilinda ilk kez maya hiicrelerinden
fermentasyon enzimlerini elde eden Buchner, hicbir canli hiicrenin olmadigi ortamda
maya hiicresi 6ziitiiniin sekerleri mayaladigini gostermistir. Soya fasulyesi Oziitiinden
saf ve kristalize iireaz elde edilmesi 1926 yilinda Sumner, saf ve kristalize pepsin,
tripsin ve kimotripsin elde edilmesi ise 1930 yilinda Northop tarafindan
gerceklestirilmistir. Saf enzimlerin elde edildigi bu ©6nemli gelismeler sonunda
enzimlerin yapisi ve Ozelliklerine iligkin ayritili bilgiler elde edilmistir (Goziikara,
1997; Nelson ve Cox, 2000; Onat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Glinlimiizde endiistride yaygin olarak bir¢cok iiretimde kullanilmakta olan
enzimler, bilimsel arastirma konularinin ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Biyolojik sivi
(kan plazmasi, serum, idrar) ve dokulardaki (karaciger, kas, vb. doku biyopsi materyali

gibi) enzim aktivitesinin Ol¢limii, tan1 konmasi ve yonlendirilmesinde laboratuvar
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analizlerinin biliylik 6nemini ortaya koymaktadir. Bazt RNA yapisindaki enzim benzeri
maddeler (ribozimler) disinda, enzimlerin tiimii protein yapisindadirlar. Bu nedenle
proteinlere ait tim yapisal ozellikleri gostermektedirler (Goziikara, 1997; Nelson ve
Cox, 2000; Onat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzim molekiilii iizerinde substrat baglama 6zelligine sahip 6zel bolgeye aktif
merkez adi verilmektedir. Bu enzimin aktif merkezinde gorev yapan amino asit ve
gruplar arasinda sistein ve SH grubu (oksirdorediiktaz enzimler), histidinin imidazol
grubu, serinin hidroksit grubu (hidrolaz enzimleri), lizinin €-amino grubu
bulunmaktadir. Bir¢ok enzimin aktif merkezinde degisik amino asitler yer almaktadir.
Tripsinde serin ve histidin, laktat dehidrogenzda tirozin, sistein ve histidin, fumarazda
metiyonin ve histidin, L-malat dehidrogenazda ise tirozin aktif merkezde gorev
yapmaktadir (Goziikara, 1997; Nelson ve Cox, 2000; Onat ve ark., 2002).

Yapilan ¢alismalar enzimlerin aktif merkezlerini olusturan amino asitlerin
primer yapida uzak konumlarda olduklar1 halde, tersiyer yapida aktif merkezi
olusturmak iizere yakin konumda yapilandiklarini gostermistir. Ornegin; kimotripsinin
aktif merkezinde aspartat-102, histidin-57 ve serin-195 bulunmaktadir. Substratin
oncelikle serin-195 ile tepkimeye girmesi aspartat-102 ve histidin-57 tarafindan
kolaylastirilmaktadir. Tepkimede yiik aktarma sistemi ile serinden H* cekilmektedir

(Onat ve ark., 2002; Nelson ve Cox, 2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Anjiotensin konverting enzim (ACE) torakotomide (goglis kafesinin cerrahi
girisimle acilmasi) elde edilen insan akciger dokusundan yaklasik 7000 kez
saflagtirtlmistir. Triton X-100 ile ¢oziindiirme ve sonikasyondan sonra, iyon degisimi
DEAE seliiloz kromatografisi ve sepharose 4B jel filtrasyonu gergeklestirilmistir. Jel
filtrasyonundan sonra proteinin ndraminidazla islenmistir ve DEAE seliiloz iizerinde
geri doniisiim ile saflikta, 5-6 kat artis saglanmistir. SDS elektroforezinde molekiiler
agirhigr yaklagik 150.000 Da olarak belirlenmistir. Saflastirilan ACE, spesifik bir ACE
inhibitdrii olan Kaptopril® (Squibb 14,225) ile inhibe edilmistir. Kaptoprilin ICso degeri
4.5 x 10" mol/L olarak bulunmustur. Sentetik substrat hippuril histidil-I6sin igin Ky
degeri 3.7 x 10™ mol/L olarak hesaplanmustir (Grénhagen-Riska ve Fyhrquist, 1980).

Anjiotensin konverting enzim (ACE, peptidil-dipeptidaz A, EC 3.4.15.1), rat
bagirsak mukozasinin toplam hiicre membran fraksiyonundan saflastirilmistir.
Lisinopril-sepharose ile afinite kromatografisi ve jel filtrasyonundan sonra 4.500 kat
saflagtirma saglanmistir. SDS-PAGE ile molekiiller agirlign 160 kDa olarak
bulunmustur. Saflagtirilmis protein, % 12 N-bagli karbonhidrat igeren bir glikoenzimdir.
Saflastirilimis ACE enziminin spesifik aktivitesi, substrat olarak kullanilan benzoil-Gly-
His-Leu ile 65 U/mg protein olarak hesaplanmistir. Bir kinetik analiz, enzimin COOH
terminal ucunda prolin i¢eren substratlarla maksimum hiza sahip oldugunu gostermistir.
Inhibitdr ¢alismalari, enzimin bir metaloprotein oldugunu gdstermistir. ince bagirsagin
proksimal-distal ekseni boyunca, ACE aktivitesi proksimalden orta kisimlara kadar en
baskindir ve distal (merkezden uzak) uca dogru azalir (Erickson ve ark., 1992).

Lamango ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, ACE yetiskin ev sineklerinden
(Musca domestica) lisinopril-sepharose afinite kolon kromatografisiyle saflagtirilmigtir
ve molekiil agirligi 67 kDa olarak belirlenmistir. Benzoil-Gly-His-Leu bilesigine karsi
dipeptidil karboksipeptidaz aktivitesi, iki ACE inhibitorii olan kaptopril (IC50=50 nM)
ve fosinoprilat (IC50=251 nM) ile inhibe edilmistir (Lamango ve ark., 1996).

Anjiotensin konverting enzim domuz serumundan afinite kromatografisi ile
epoxy-activated sepharose 6B kolon dolgu maddesi ile birkag basamakta

saflagtirilmistir. Anyon degisim kromatografisinin iki basamagi farkli pH’larda (pH 9.0
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ve pH 6.0) gergeklestirilmistir. FAPGG i¢in Ky = 0.793£0.052 mM ve Ky, = 5830 st
olarak belirlenmistir. Iki spesifik ACE enzimi inhibitorii kaptopril ve lisinopril igin ICsg
degerleri sirasiyla 5.7£0.67 nM ve 1.0+0.29 nM olarak hesaplanmistir (Quassinti ve
ark., 1998).

ACE, lisinopril - afinite kromatografisi ile kopek testislerinden saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Deterjanla ekstrakte edilmis kdpek testisleri, proteaz inhibitorleri
varliginda parcalanmis ve ACE inhibitorii olan lisinopril ile afinite kolonuna
yiiklenmistir. Baslangig testis ekstraktlarindaki ACE spesifik aktivitesi 3.53+0.99 mU
mg™ protein, lisinopril afinite kromatogafisi sonrasi ACE’nin spesifik aktivitesi
423942600 mU mg'1 protein olarak belirlenmis ve ACE 1588 kat saflagtirilmistir.
Deterjan ekstraktlarindaki ve saflastirilan fraksiyonlardaki ACE enzim aktivitesi,
spesifik bir ACE inhibitorii olan 10 pM kaptopril ile inhibe edilmistir. ACE molekiil
agirlig1 65-70 kDa’luk bir protein olarak tanimlanmistir (Sabeur ve ark., 2001).

Anjiotensin konverting enzim Concanavalin-A Sepharose 4B ve Lisinopril
Sepharose 6B afinite kromatografisi kullanilarak iki basamakta domuz akcigerinden 530
kat saflagtirllmistir. ACE’nin molekiil agirhigi SDS-PAGE ile 170 kDa olarak
belirlenmigtir. Ayn1 saflastirma semasi, enzimin aktif bolgesinde bulunan ¢inko (Zn+2)
iyonunun kobalt iyonu (Kobalt-ACE) ile yer degistirmesini saglamak i¢in kullanilmistir.
Kobalt-ACE goriiniir spektrumu 500 nm’den 600 nm’ye karakteristik genis bir pik
gosterir (Andajar Sanchez ve ark., 2003).

Anjiotensin ~ konverting enzim  kurbaga  yumurtaliklarindan  afinite
kromatografisi yontemiyle saflastiriimistir. Kolon dolgu maddesi olarak Sepharose 6B
ve ligand olarak lisinopril kullanilmigtir. Kurbaga yumurtasi deterjan ve tripsin ile
ekstrakte edilerek saflastinnlmistir. Hem deterjanla ekstrakte edilen hem de tripsin ile
ekstrakte edilen ACE icin molekiil agirligi 150 kDa olarak belirlenmistir. Optimum pH
aralig1 7-8.5 ve optimum sicaklik 50 OC olarak bulunmustur (Miano ve ark., 2003).

ACE domuz akcigerinden homojenat hazirlanarak ¢ok asamali bir prosediirle
saflagtirllmistir. % 23.6 verimle saflastirilan ACE’inin, spesifik aktivitesi 37 U mg‘l,
saflastirma faktorii 308 olarak bulunmustur. Saflastirilan ACE sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve nativ-PAGE ile karakterize edilmistir.
Saflagtirilan glikozillenmis ACE’inin monomer boyutu SDS-PAGE ile 175 kDa, yeni
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bir aktivite boyama protokolii kullanilarak dimerik formu ise nativ-PAGE ile 330 kDa
olarak bulunmustur (Eisele ve ark., 2012).

Mojallal-Tabatabei ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir g¢alismada, ACE
devekusu (Struthio camelus) akcigerinden saflastirilmis ve karakterize edilmistir. ACE
enziminin molekiiler agirhigi yaklasik 200 kDa olarak bulunmustur ve maksimum enzim
aktivitesi pH 7.5 degerinde ol¢iilmiistiir (Mojallal-Tabatabei ve ark., 2013).

ACE, insan plazmasindan afinite kromatografisi yontemi ile tek basamakta
12860 kat saflagtinlmistir ve spesifik aktivitesi 5080 EU / mg protein olarak
bulunmustur. ACE igin optimum sicaklik 35-40 °C iken optimum pH 7.4-7.5 olarak
belirlenmistir. ACE'nin safligit SDS-PAGE ile belirlenmis ve enzimin jel {izerinde 60 ve
70 kDa'da iki bant gosterdigi gozlemlenmistir. ACE'nin nativ molekiiler agirligi, jel
filtrasyon kromatografisi ile grafik denkleminde 260 kDa olarak hesaplanmistir. Kolon
kromatografisi yontemi ile Nigella sativa bitkisinden dogal yag asitleri izole edilmistir.
Bu bilesiklerin yapilari, NMR ve GC-MS kullanilarak belirlenmistir. ACE aktivitesi
tizerine izole edilen alt1 fraksiyonun (Fr 1-6) etkisi incelenmistir. Fraksiyon 3, ACE
aktivitesini arttirirken, diger fraksiyonlarin ACE aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir.
Enzimin aktivitesini inhibe eden fraksiyonlarin ICsq degerleri; Frl i¢in 1.597 mg / mL,
Fr2 i¢in 0.053 mg / mL, Fr4 i¢in 0.527 mg / mL, Fr5 i¢in 0.044 mg / mL ve Fr6 icin
0.136 mg / mL olarak hesaplanmistir (Basi ve Turkoglu, 2018).

Anjiotensin  konverting enzim (EC 3.4.15.1), sigir akcigerinden afinite
kromatografisi yontemi ile 1748 kat saflastirilmistir Saflastirilan ACE i¢in optimum
sicaklik ve pH sirastyla 35-40 °C ve 7.6 olarak belirlenmistir. SDS-PAGE ile ACE’in 57
kDa, 66 kDa ve 190 kDa molekiill agirhiginda {i¢ alt birime sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Daha sonra jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile ACE’nin molekiil
agirhgr 303 kDa olarak hesaplanmistir. ACE inhibitorleri; lisinopril, kaptopril,
fosinopril, beta blokerler; atenolol, propranolol ve diiiretikler; triamteren, spironolakton
ve indapamidin ACE aktivitesi iizerine etkileri incelenmistir. ACE inhibitorleri
lisinopril, kaptopril, fosinopril ve diiiretik olan triamteren, ACE aktivitesi iizerinde
inhibisyon etkisi gosterirken beta blokerleri herhangi bir etki géstermemistir. Lisinopril,
kaptopril, fosinopril ve triamterenin gibi etken maddeler ACE aktivitesi iizerine
yarismasiz inhibisyon etkisi gostermistir ve grafik denkleminden bu bilesiklerin 1Cso

degerleri sirasiyla 4.085 nM, 0.835 nM, 1.159 uM ve 227 uM olarak belirlenmistir.
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Ayni1 zamanda lisinopril, kaptopril, fosinopril ve triamteren i¢in K; sabitleri, sirasiyla
6.449 nM, 1.057 nM, 1.675 uM ve 419.5 uM olarak hesaplanmistir. Kaptopril, 0.835
NM 1Cso degeri ile en yliksek inhibitor aktivitesini gdstermistir (Karahan ve Tiirkoglu,
2019).

Anjiotensin konverting enzim (ACE, peptidildipeptidaz A, EC 3.4.15.1) kan
basincinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu ¢alismada, ACE tek basamakta
afinite kromatografisi ile insan plazmasindan saflagtirilmistir. ACE insan plazmasindan
5367 kat saflasgtirllmistir ve spesifik aktivite 1208 EU/mg protein olarak belirlenmistir.
ACE'in saflig1 ve molekiiler agirligi, SDS-PAGE ile belirlenmistir ve jelde 60 kDa ve
70 kDa olarak iki bant belirlenmistir. Oksitlenmis glutatyon (GSSG) peptidi ve
indirgenmis glutatyon (GSH) peptidinin saflastirilmis ACE aktivitesi iizerine etkisi
incelenmistir. Lisinopril referans inhibitorii olarak kullanilmistir. GSSG, ACE aktivitesi
tizerinde aktivasyon etkisi gosterirken GSH, inhibisyon etkisi gdstermistir. GSH ve
lisinopril i¢in ICso degerleri sirasiyla 16.2 uM ve 0.781 nM olarak bulunmustur.
Lineweaver-Burk grafiginden GSH ve lisinopril i¢in inhibisyon tipi geri doniistimlii
olmayan non-kompetitif inhibisyon olarak belirlenmistir. GSH ve lisinopril igin K;
sabitleri sirasiyla 11.7 uM ve 0.662 nM olarak hesaplanmistir (Basi ve Turkoglu, 2019).

Stichopus horrens, sayisiz tibbi 6zelligi nedeniyle en popiiler deniz salatalik
tiirtidiir. Forghani ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, alkalaz kullanilarak enzimatik
hidroliz yoluyla Stichopus horrens'in ACE inhibitér peptidleri izole edilmistir.
EVSQGRP, CROQNTLGHNTQTSIAQ ve VSRHFASYAN olmak {izere ii¢ peptid izole
edilmistir ve sirastyla ICsq degerleri 0.05, 0.08 ve 0.21 mM olarak bulunmustur. In vivo
ACE inhibisyon calismalari, 400 mg/kg alkalaz tarafindan iiretilen proteolizatin,
normotansif ratlarda kan basincini stabilize ettigini gostermistir. Bu sonuglar Stichopus
horrens'in hidrolize protein bilesenlerinin hipertansiyona kars1 fonksiyonel gida
bilesenleri olarak kullanilabilen biyoaktif peptitlere sahip oldugunu diisiindiirmektedir
(Forghani ve ark., 2016).

Zengin bir amino asit bilesimi ile yiiksek protein iceren denizanasinin
(Rhopilema esculentum Kishinouye) gonadi, biyolojik olarak aktif peptidlerin
hazirlanmasi i¢in uygundur. Denizanasi gonadi, protein hidrolizati elde etmek igin
notral proteaz ile hidrolize edilmistir ve daha sonra bu protein hidrolizatindan sirayla

ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi ve RP-HPLC ile bir dipeptid
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saflagtirilmistir. Peptitler, HPLC-MS/MS ile karakterize edilmistir ve amino asit dizisi
Ser-Tyr (SY) olarak tanimlanmistir. Bu dipeptid 6nemli 6l¢tide ACE inhibitor aktivitesi
ve antioksidan aktivite gostermistir. DPPH, -OH, siiperoksijen anyon temizleme
aktivitesi ve ACE inhibitor aktivitesi iizerine bu peptidin ICsq degerleri sirasiyla 84.623
uM, 1177.632 uM, 456.663 uM ve 1164.179 uM olarak hesaplanmistir (Zhang ve ark.,
2018).

Kazein hidrolizatlar1 ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterir ve sorumlu fonksiyonel
peptitler siirekli olarak bu hidrolizatlardan tanimlanir. Bu c¢alismada, triptik kazein
hidrolizat, bir ultrafiltrasyon membran (3 kDa) ile fraksiyonlanmistir ve peptidler
kapiler - elektroforez - kuadrupol - 1s1tk zamani - tandem kiitle spektrometresi ile
tanimlanmigtir.  Silis yOntemleri toksisiteyi, ¢Ozliniirligii, kararliligi, stabiliteyi,
peptidler ve anjiotensin konverting enzim arasindaki afiniteyi analiz etmek ig¢in
kullanilmigtir. Ayn1 zamanda, og;-kazeinden (fragment 35—42) ACE inhibitor peptidi
(EKVNELSK) elde edilmistir. Bu peptidin yiiksek performansli bir sivi kromatografi
yontemi (HPLC) ile yart maksimum inhibitoér konsantrasyon degeri (ICsp) 5.998 mM
olarak hesaplanmistir. Lineweaver Burk grafigi ile bu peptidin ACE'ye kars1 inhibisyon
tipi karisik tip bir inhibitor oldugunu gostermistir (Tu ve ark., 2018).

Chlorella vulgaris (C. vulgaris) alglerinden anjiotensin konverting enzim
inhibitor peptidleri arastirilmistir. Chlorella vulgaris proteinleri, siliko igerisinde
gastrointestinal olarak sindirildikten sonra sonra, C-terminal triptofan ile bir kag ACE
inhibe edici peptidi taranmistir. Bunlar arasinda, iki yeni nonkompetitif olan ACE
inhibitort, Thr-Thr-Trp (TTW) ve Val-His-Trp (VHW) belirlenmis ve bu inhibitorler
sirastyla 0.61£0.12 ve 0.91£0.31 uM ICsg degerleri ile en yiiksek inhibitor aktivitesi
gostermistir. Her iki peptidin de gastrointestinal sindirim ve ACE hidrolizine kars1 stabil
oldugu gosterilmistir. Peptidler, 5 mg/kg viicut agirligi dozunda kendiliginden
hipertansif ratlara (SHR'ler) uygulanmistir ve VHW peptidi, SHR'lerin sistolik kan
basmncint 50 mmHg azaltabildigi goézlemlenmistir (p<0.05). Molekiiler doking
(yerlestirme), hem TTW peptidi hem de VHW peptidinin aktif ACE alan cepleri ile alt1
hidrojen bagi olusturdugunu gdstermistir. Ayrica, izotermal titrasyon kalorimetrisi
analizi, VHW peptidinin ACE ile TTW peptidinden daha stabil bir kompleks
olusturabilecegini kesfetmistir (Xie ve ark., 2018).
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Bhaskar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, alkalaz ile hidrolizden
sonra at gramindan (kulthi fasiilyesi) yeni anjiotensin I konverting enzim (ACE) inhibe
edici peptidleri tanimlanmigtir. At gram hidrolizatindaki ACE inhibe edici peptidler,
ultrafiltrasyon ve farkli kromatografi teknikleriyle saflastirildiktan sonra nano sivi
kromatografi kiitle spektrometrisi (nano LC-MS / MS) kullanilarak tanimlanmaistir.
Ayrica, siliko analizine dayanarak, at gram hidrolizatindan on iki potansiyel ACE inhibe
edici peptid sentezlenmistir ve ACE inhibe edici aktiviteleri i¢in test edilmistir. Iki
peptid TVGMTAKEF ve QLLLQQ en yiiksek ACE inhibitor aktivitesini gostermistir ve
sirasiyla ICsg degerleri 30.3 uM ve 75.0 uM ve K degerleri 0.01 uM ve 0.18 uM olarak
belirlenmistir. Ek olarak, bu iki yeni peptid, yarismali inhibisyon etkisi gostermistir ve
ayn1 zamanda gastrointestinal proteazlarla (pepsin, tripsin ve kimotripsin) inkiibasyonun
ardindan ACE inhibe edici aktivitesini korumustur. Bu sonuglar at gramindan
tanimlanan ACE inhibe edici peptidlerin hipertansiyonu kontrol etmek i¢in fonksiyonel
bir gida maddesi olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir (Bhaskar ve ark., 2019).

Yapilan baska bir calismada ise brokoli proteini hidrolizatlarindan peptidler
saflagtirilmistir. Bu peptidlerin in vitro anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibit6r
aktivitesi ve in vivo hipotansif etkileri degerlendirilmistir. IPPAYTK, LVLPGELAK ve
TFQGPPHGIQVER olarak tanimlanan ii¢ ACE inhibitdr peptidi izole edilmistir ve bu
inhibitorlerin 1Cso degerleri sirasiyla 23.5, 184.0 ve 3.4 uM olarak belirlenmistir. Daha
sonra gastrointestinal sindirimin  ACE inhibitor aktivitesi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Simiile edilmis sindirimi takiben, sindirim 6ncesine gére LVLPGELAK
peptidinin ACE inhibitdr aktivitesinin neredeyse iki kati oldugu tespit edilmistir.
Yiiksek ACE inhibitor aktivitesi gosteren iki yeni peptit olan LVLPGE ve LAK,
sindirimi takiben kesfedilmis ve sirasiyla 1Csp degerleri 13.5 ve 48.0 uM olarak
bulunmustur. Peptidlerin hipotansif etkisi, spontan hipertansif ratlara (SHR) oral
uygulamadan sonra degerlendirilmisti. LVLPGE ve LAK'n in vivo o6nemli bir
hipotansif etki gosterdigi saptanmistir. Brokoli proteininin potansiyel bir antihipertansif
peptit kaynagi olusturabilecegi sonucuna varilmistir (Dang ve ark., 2019).

Inci istiridye (Pinctada fucata) kabugu deniz yan iiriiniidiir. Yapilan bir
calismada, inci istiridye kabugu protein hidrolizatindan fonksiyonel peptidlerin

ve Orientase 22 BF kullanilarak hidroliz edilmistir. Orientase 22 BF (reaksiyon
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siiresinin 6 saati) ile hidrolizat, % 26.0 protein hidrolizi derecesi ile en yiiksek
anjiotensin I konverting enzim (ACE) inhibitor aktivitesi gostermistir. Ham hidrolizat,
su ile ekstrakte edilmistir ve bir Sephadex G-25 kolonu iizerinde jel kromatografisiyle
iki parcaya (F1 ve F2 olarak adlandirilmistir) fraksiyonlanmistir. F1'in yiiksek
performansl sivi kromatografisiyle (HPLC) iki kez bir ODS (oktadesil silika) kolonu
tizerinde art arda saflastirilmasindan sonra, amino asit sekansina gore Gly-Val-Gly-Ser-
Pro-Tyr (MW: 578.7 Da) dizilimine sahip bir hekzapeptid tanimlanmistir. Saflastirilmig
hekzapeptid, ACE aktivitesi lizerine 5.82 png/mL ICso degeri ile inhibitor aktivitesi
gostermistir. Ayrica, Lineweaver-Burk grafikleri, saflastirilmis peptidin ACE enzimine
kars1 kompetitif bir inhibitor olarak davrandigini gostermistir (Sasaki ve ark., 2019).

Bal arist pupa hidrolizatlarindan ACE inhibitér aktivitesine sahip peptidler
tanimlanmistir. Ek olarak, gastrointestinal sindirimi simiile edilmis ve tanimlanan
peptidlerin potansiyel boliinme yerleri tahmin edilmistir. Bal aris1 pupalarindan tiiretilen
peptidler; pepsin, tripsin ve kimotripsin ile silikonda boliinmiistiir. Bal aris1 pupalari
dort farkl proteaz (alkalaz, nétraz, tripsin ve papain) kullanilarak hidrolize edilmistir ve
ACE inhibe edici aktiviteleri ve molekiiler agirlik dagilimi belirlenmistir. Notraz
hidrolizatlar1 en yliksek ACE inhibitdor aktivitesini gostermistir. Daha sonra
hidrolizatlar; ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi ve ters fazli yliksek
performansli sivi kromatografisi kullanilarak izole edilmis ve saflastirilmistir. En yeni
ACE inhibitor aktivitesini sergileyen ii¢ yeni peptid LC-MS/MS, ile AVFPSIVGR,
PPVLVFV ve PGKVHIT olarak tanimlanmistir ve sirasiyla ICsq degerleri 6.64, 47.7859
ve 223.869 puM olarak hesaplanmistir. Siliko gastrointestinal sindirimde simiile
edildiginde, AVPFSIVGR ve PGKVHIT peptidleri; pepsin, kimotripsin ve tripsin ile
boliinme yerleri konumuna sahiptir ve PPVLVFV, pepsin ve kimotripsin ile ayrilmistir
(Yang ve ark., 2019).

Anjiotensin konverting enzim (ACE), kan basincini diizenlemede énemli bir rol
oynar ve ACE inhibitorleri, hipertansiyon tedavisinde ilk basamak ilaglardir. ACE
inhibitor aktivitesine sahip gida proteininden tiiretilmis peptidler, hipertansiyonun
onlenmesi ve tedavisi i¢in dogal ve giivenli alternatiflerdir. Ikinci en bol peynir alti suyu
proteini olan o-laktalbiimin (ALA), dogal bir bitki olan Bromelia antiacantha
Bertol.'dan proteazlarla hidrolize edilmistir. Gligli ACE inhibitor aktivitesine sahip iki
yeni peptid: TTFHTSGY (IC5=142 uM) ve GYDTQAIVQ (IC50=1.0 mM), afinite
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kromatografisiyle saflastirllmistir ve sekanslar (sira) kiitle spektrometrisi ile
belirlenmistir. Siliko analizinde bu peptidlerin higbirinin toksik olmadig1 goriilmiistiir
(ToxinPred). inhibisyon kinetik analizi, TTFHTSGY peptidinin tamamen islevsel bir
ACE kompetitif inhibitorii oldugunu gostermistir, GYDTQAIVQ ise sadece kismi ACE
inhibisyonuna neden olmustur (Villadoniga ve Cantera, 2019).

Kiiglik biyoaktif peptidlerin karmasik biyolojik numunelerden saflastirilmasi
konsantre biiyiik biyomolekiillerin etkilesimi nedeniyle zor bir istir. Yapilan bir
calismada, poli (etilen glikol) metil eter (IMACM @ mPEG) ile modifiye edilmis
manyetik immobilize metal afinite kromatografi matrisi hazirlanmistir ve kazein
hidrolizattan ACE inhibitor peptidlerinin hizli saflastirilmasi i¢in uygulanmistir.
Onerilen IMACM @ mPEG, biiyiik proteinlerin spesifik olmayan adsorpsiyonunu
onemli Olciide azaltmistir ve ACE inhibitdr peptidlerine karsi gelismis saflastirma
etkinligi  gostermistir. ACE  inhibitdor aktivitesine sahip yeni bir peptid
LLYQEPVLGPVR (ICs degeri 274 + 5 uM) tanimlanmustir. Lineweaver-Burk grafigi
ile LLYQEPVLGPVR peptidinin inhibisyon tipinin non-kompetitif inhibisyon oldugu
belirlenmistir. Saflastirilmis peptid, simiile edilmis gastrointestinal sindirimden sonra
sindirilmistir ve daha uzun ACE inhibitér aktivitesine katkida bulunan daha kisa
peptidler iiretmistir. Bu sonuglar IMACM @ mPEG'in ACE inhibitdr peptidinin 6n
saflagtirilmast  i¢in  etkili bir yontem oldugunu ve saflagtirilmis peptid
LLYQEPVLGPVR'nin hipertansiyon tedavileri i¢in fonksiyonel gidalarda nutrasétik
bilesen potansiyeline sahip olabilecegini gostermistir (Liu ve ark., 2020).

Sentetik anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitorlerinin yan etkileri vardir
ve bu nedenle dogal ACE inhibitorlerine yonelik talepler artmaktadir. Zizyphus jujuba
meyvelerinden elde edilen dogal ACE inhibitorleri saflastirilmistir. Zizyphus jujuba
proteinleri tripsin, papain ve bunlarin kombinasyonu ile parcalanmigtir. Par¢alanmig
proteinlerden peptidler saflastirilmistir ve ACE inhibitdr aktivitesi agisindan
degerlendirilmistir. Inhibitér aktivitesine sahip peptid fraksiyonlari, tandem kiitle
spektrometresi kullanilarak siralanmistir. ACE enzimine peptid baglanma modunu
aciklamak i¢cin homoloji modelleme, molekiiler yerlestirme ve molekiiler dinamik
simiilasyonu yapilmistir. En aktif hidrolizatlar olan F2 ve F4 peptidlerinin amino asit
dizisinin IER ve IGK oldugu belirlenmistir ve ICsy degerleri sirastyla 0.050 ve 0.072
mg/mL olarak hesaplanmistir (Memarpoor-Yazdi ve ark., 2020).
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Fan ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, Larimichthys crocea titin
proteininden yeni ACE inhibitdér peptidleri tanimlanmis ve molekiiler etkilesim
mekanizmasi agiklanmigtir. Titinin hidrolize peptidleri, AHTPDB ve BIOPEP-UWM
veritabanindaki bilinen ACEI peptidleri ile karsilagtirlmistir. Ayrica peptidler;
¢ozinirlikleri, AG (kcal / mol) degerleri ve in vitro ACE inhibitor aktivitesi agisindan
degerlendirilmistir. ACE-peptidinin molekiiler mekanizmasi; molekiiler etkilesimler ve
baglama yonlendirme ¢alismasi ile gergeklestirilmistir. Bu protein hidrolizatindan Trp-
Ala-Arg (WAR) ve Trp GIn-Arg (WQR) peptidleri tanimlanmistir ve bu peptidler ACE
aktivitesi lizerine inhibitor etkisi gostermistir. ICsp degerleri sirasiyla 31.2 = 0.8 ve
231.33 £ 0.02 uM olarak belirlenmistir (Fan ve ark., 2020).

Tilapia balig1 deri jelatin hidrolizatindan elde edilen Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Pro
(LSGYGP) peptidinin anjiotensin-I-konverting enzim (ACE) aktivitesi iizerine in vivo
ve in vitro etkisi aragtirilmistir. Molekiiler yerlestirme kullanilarak kaptopril ile
karsilastirmali analizle ACE inhibit6rlerinin minimal yan etkilerinin gelismesinin
farmakolojik bir temeli belirlenmistir. Protein agisindan zengin atiklardan elde edilen bu
peptid, ACE aktivitesi iizerine inhibitor etkisi gdstermistir ve ICso degeri 2.577 pmol L™
olarak belirlenmistir. Inhibisyon tipi Lineweaver-Burk grafiklerinden non-kompetitif
inhibisyon olarak belirlenmistir. Ayrica, LSGYGP ve kaptopril gruplarinin her ikisi de 6
saat sonra kan basincinda onemli diistisler gostermistir ve 4 saat boyunca iyi sindirim
stabilitesini korumustur. Molekiiler bag etkilesimleri; hidrojen bag etkilesimleri ve Zn
(IT) etkilesimi tizerine yarigmali kaptoprili ayirt eder. C-terminal Pro, peptid i¢inde {i¢
etkilesim (hidrojen baglari, hidrofilik etkilesimler ve Van der Waals etkilesimleri) iiretir
ve ACE'nin S1 ve S2 cepleriyle etkili bir sekilde etkilesir. 2.577 umol L™ ICsy degerine
sahip olan LSGYGP peptidi spontan hipertansif ratlarda antihipertansif etkiye sahiptir.
Bu calisma, kaptopril ile karsilastirildiginda, LSGYGP peptidinin potansiyel gida
kaynakli bir ACE inhibitér peptidi olabilecegini ve hipertansiyonu onlemek igin
fonksiyonel bir gida bileseni olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (Chen ve ark.,
2020).






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Mezbahanede yeni kesilmis koyun akcigeri laboratuvara getirilerek akcigerin
degisik bolgelerinden 50 g kadar kesilerek alindi. Bu alinan kisim bir bistiiri yardimiyla
kiiglik kiibik pargalara ayrildi. Par¢alanan akcigere 250 mL lik hacimde Tris (50 mM,
pH 7.4) tamponu igine ilave edildi. Bu karistm mikser yardimiyla 3 dakika
par¢alanmaya maruz birakildi. Bu esnada mikserin etrafina buz konularak i1sinmasi
onlendi. Elde edilen homojenat daha ileri bir pargalanma igin ultrasonik

homojenizatérde 10-15 dakika homojenizasyon islemi uygulandi.

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, HepesNa (2-
[4-(2-hidroksietil) piperazin-1-il] etan siilfonik asit sodyum), FAPGG (N-[3-(2-Furil)
akriloil]-Fenil-Glisil-Glisin), ZnCl, (¢inko kloriir), sodyum tetra borat, serum albumin,
trihidroksimetil aminometan (Tris), B-merkapto etanol, lisinopril Sigma Chemical
Comp.’den temin edildi. N,N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED), akrilamid, N,N’-
metilen bisakrilamid, brom timol mavisi, bromfenol mavisi, sodyum dodesil siilfat
(SDS), amonyum persiilfat, AppliChem GmbH’den temin edildi. Sodyum Kloriir,
hidroklorik asit, fosforik asit, sodyum azid, gliserin, etanol, metanol, asetik asit,
Coomassie brillant blue G-250, E. Merck AG’den satin alindi. Elektroforez markiri

SMO0671 fermentas Life Science Thermo Fisher Scientific’ten temin edildi.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

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

Sogutmali klinik santrifiij: Hettich Zentrifugen Universal 320 R
Klinik santrifiij:Hettich Zentrifugen Universal 320 R
Elektroforez tanki: PBDS Vertical Electrophoresis System (dikey)
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Peristaltik pompa: Eyela Micro Tube Pump MP-3

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

Gli¢ kaynagi: Thermo scientific

pH metre: Inolab WTW series pH 720

Karistirict (Vorteks): Mixer VM 20

Hassas terazi: Gec Avery

Hassas terazi: Shimadzu Uni Bloc AUW 220D

Afinite Kromatografisi kolonu: Sigma 1 cm x 10 cm

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

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

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

3.1.3. Kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

Biitiin ¢6zeltiler bidistile su kullanilarak hazirlandi.

3.1.3.1. Protein tayininde kullanilan ¢ozeltiler

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

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

¢oziildi ve hacmi bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.2. Aktivite él¢iimiinde kullamlan ¢ozeltiler

1.) 50 mM HepesNa/0.3 M NaCl/10 uM ZnCl;, pH 7.5: 3.254 g HepesNa, 4.38 gNaCl
ve 0.00034 g ZnCl, alinarak 200 mLbidistile suda ¢6ziildii. HCI ¢6zeltisi ile pH 7.5’a
ayarlandi. Daha sonra toplam hacim bidistile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

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

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

3.1.3.3. Kolon dolgu maddesi icin kullanilan c¢ozelitler

1) 1 mM HCI: 0.041 mL HCI alinarakbir miktar bidistile suda ¢oziildii ve hacmi
bidistile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

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

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

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

tamamlandi.

3.1.3.4. Afinite kromatografisi kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1.) 20 mM Tris/0.3M NaCl pH=8.0 (Kolonunun paketlenmesi ve dengelenmesi i¢in
kullanilan tampon): 2.423 g Tris ve 17.532 g NaCl alinarak 950 mL bidistile suda
¢ozlildi. pH’s1t 8.0’e ayarlandiktan sonra toplam hacim bidistile su ile 1L’ye
tamamlandi.

2.) 20 mM Tris/0.3M NaCl pH=8.0 (Numune tatbik ettikten sonra afinite kromatografisi
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 2.423 g Tris ve 17.532 g NaCl alinarak
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950 mL bidistile suda ¢6ziildii. pH’s1 8.0’e ayarlandiktan sonra toplam hacim bidistile
su ile 1L’ye tamamlandi.

3.) 50 mM Na;B407.10H,0 (Sodyum borat) pH’s1 9.0 (Afinite jeline tutunmus olan
anjiotensin konverting enzimin eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 1.907 g Sodyum borat
90 mL bidistile suda ¢oziildii. pH 9.0’a ayarlandi ve daha sonra toplam hacim bidistile
su ile 100 mL’ye tamamlandi.

4.) % 0.02°’lik NaNj (Sodyum azid) c¢ozeltisi (Kromatografi kolon meteryallerini
bakterilerden korumak i¢in): 10 mg NaNj3 alinarak 50 mL bidistile suda ¢6ziildi.

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

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

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

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

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

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

6.) Yiiritme tamponu: 3.028 g Tris vel4.410 g glisin tartilarak 950 mL bidistile suda
¢oziildi, % 10’luk SDS’den 10 mL ilave edildi, pH= 8.3’e ayarlandi ve toplam hacim
bidistile su ile 1 L’ye tamamlandi.

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

8.) Jel boyama ¢ozeltisi: 40 mL metanol, 7 mL asetik asit i¢inde 0.025 g Coomassie
brillant blue R-250 reaktifi ¢oziilerek hacim bidistile su ile 100 mL’ye tamamland1

9.) I. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 mL metanol - 10 mL asetik asit - 40 mL bidistile su
karistirilarak hazirlandi.

10.) II. Jel yikama ¢ozeltisi: 5 mL metanol - 7 mL asetik asit - 88 mLbidisitle su

karistirilarak hazirlandi.
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11.) Su ile doyurulmus n-biitanol: 10 mL n-biitanol ve 1mL bidistile su karistirilarak
hazirlandi.
12.) % 0.1’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0.01 g indikator, 1 mL bidistile su igerisinde

¢ozlindii ve toplam hacim bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

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

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

kullanildi.

3.2.1.2. Bradford yontemiyle kantitatif protein tayini

Afinite kolonundan elde edilen fraksiyonlarmn her birinin kantitatif protein
tayinleri yapildi. Bu yontemde o-fosforik asitli ortamda proteinler Coomassie Brillant
Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmakta ve bu kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gostermektedir. Negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250
bu yontemde boya olarak kullanilir ve protein tlizerindeki pozitif yiikke baglanir. Boyanin
kirmizi (maksimum dalga boyu 465 nm) ve mavi (maksimum dalga boyu 596 nm)
formu mevcuttur. Proteinin boya iizerindeki negatif yiike baglanmasiyla kirmizi form
mavi forma doniisiir. Protein-boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin
hassasiyeti 1-100 pg dir. Reaksiyon ¢ok fazla tekrarlanabilir ve hizli bir sekilde olusur.
Reaksiyon yaklagik olarak iki dakikada tamamlanir. Renk stabilitesi yaklasik iki saatin

tizerinde devam etmektedir. Renk olusumunda proteinin amino asit bilesiminin
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(6zellikle arginin gibi bazik aminoasitler ile aromatik amino asitler) reaksiyon iizerinde
etkili oldugu belirlenmistir. (Bradford, 1976).

Olgiim su sekilde yapildi; 1 mL’sinde 1mg protein igeren standart sigir albumin
¢ozeltisinde tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alindi. Tiim tiiplerin
hacmi bidistile su ile 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250
reaktifi tiiplere ilave edilerek vorteks mikser ile karistirildi. 10 dk inkubasyondan sonra
595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0.1
mL ayn1 tampon ve 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinden olusan ¢ozelti
kullanild1. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pug protein degerleri kullanilarak
standart grafik cizildi.

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

bulunan absorbans degerleri standart grafikten pg.protein degerine gevrildi.

3.2.2. Afinite kolonunun hazirlanmasi

Afinite kromatografisi yontemi, 6nceden aktive edilmis kolon dolgu maddesiyle
biyospesifik ligandlar1 birlestirerek saflastirilma yapilmasina dayanan basarili bir
yontemdir. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, mevcut kimyasallarla baglanma
secimini artiran Onceden aktive edilmis agaroz Dbir matriksidir. NHS (N-
hidroksisiiksinimid), primer amino gruplari i¢eren ligandlarla kimyasal olarak stabil bir
amid bagi olusturur. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, bir aralayici kol saglar ve
bu nedenle 6zellikle kiigiik protein ve peptid ligandlarinin immobilize edilmesi igin
uygundur. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow; 6-amino hekzanoik asit aralayici kol
ve sepharose 4 fast flow maddesinin birlestirilmesi ile hazirlanmis yiiksek derecede
capraz bagl (boncuk sekillendirilmis) bir pre-aktif matrikstir. Terminal karboksil grup
N- hidroksisiiksinimid ile esterleserek aktive edilmistir. Primer amino grubu igeren
ligandlar kimyasal ag¢idan ¢ok kararli bir amid bag1 olusturmak igin bu aktif maddeye
dogrudan baglanmaktadir. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow yiiksek aktivitesini

korumak i¢in kullanilmadan 6nce uzaklastirilmasi gereken % 100 izopropanol i¢inde bir
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siispansiyon olarak temin edilir. Kolon dolgu maddesinden izopropanoliin
uzaklastirilmasi i¢in talimatlar ve ligand ile birlestirmek i¢in asagidaki islemler yapildi.
Birlestirme basamagindan dnce On-aktive edilmis kolon dolgu maddesinin baglanma
kapasitesini maksimum seviyede tutmak icin ¢ozelitler sogukta (0°C’den 4°C’ye)
kullanildi, tiim yikama basamaklarinin zaman araligi azaltildi ve ligandla
birlestirilmeden 6nce tiim ¢ozeltiler hazirlandi.

NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow (25 mL) 6nce 1 mM soguk HCI ile
yikandi. Daha sonra kolon dolgu maddesinin iizerine birlestirme tamponu (0.2 M
NaHCOs; / 0.5 M, NaCl / 5mM Lisinopril) eklendi. Reaksiyon 4 °C’de bir gecede
gerceklestirildi. Birlestirme tamamlandiktan sonra, ortamdaki reaksiyona girmemis
gruplarin bloke edilmesi i¢in 0.1 M Tris-HCI (pH 8.5) ¢ozeltisi iginde birkag saat
bekletildi. Birlestirmeden sonra kolon dolgu maddesi iki farkli tampon (sirasiyla yiiksek
ve diisiik pH) ile yikandi. ilk yikama icin yaklasik 250 mL 0.1 M Tris-HCI tamponu
(pH 8.5) kullanildi ve yikama 3-6 kez tekrarlandi. Daha sonra ikinci yikama igin
yaklasik 250 mL 0.1 M asetat tamponu (pH 4.5) kullanildi ve bu yikama da 3-6 kez
tekrarlandi. Bu islemlerden sonra NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow iizerine
dengeleme tamponu (20 mM Tris/0.3M NaCl, pH=8.0) eklenerek jel siispanse edildi.
Siispanse edilmis jel, 1cm x 10 cm’lik kolona yerlestirilerek paketlendi. Kolona
eklenen jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa kullanilarak dengeleme tamponu ile 3 giin
boyunca dengelendi. Eluat ile dengeleme tamponunun 280 nm’de absorbanslarinin
birbirine esitlenmesinden kolonun dengelenmis oldugu belirlendi. Bu sekilde afinite

kolonu saflastirma yapmak i¢in hazir hale getirilmis oldu.

3.2.3. Koyun akcigeri anjiotensin konverting enziminin saflastirilmasi
3.2.3.1. Koyun akcigeri eldesi

Mezbahanede yeni kesilmis taze koyun akcigerleri laboratuvara getirildi.
Akcigerlerin saglikli goriinen birkaginin degisik bolgelerinden 50 g kadar doku
kesilerek alindi. Bu alman kisim bir bistiiri yardimiyla kii¢lik kiibik pargalara ayrildi.
Pargalanan akciger 250 mL’lik hacimde Tris (50 mM, pH 7.4), tamponu igine eklendi.

Bu karisim mikser yardimiyla 3 dakika parcalanmaya maruz birakildi. Bu esnada
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mikserin etrafina buz konularak 1sinmasi onlendi. Elde edilen homojenat daha ileri bir
parcalanma i¢in ultrasonik homojenizatérde 10-15 dakika uygulandi.

Karistirma sirasinda beherin etrafina buz birakildi ve daha sonra beherdeki
karisim santrifiij tiiplerine konup sogutmal santrifiij cihazinda 8500 devirde +4 °C’de 1
saat boyunca santrifiij edildi. Bu islem birka¢ kez yapildi. Santrifiijden sonra tiipiin tist
kismindaki sivi alinarak saflastirma isleminde kullanilmak tizere derin dondurucuda

saklandi.

3.2.3.2. Koyun akcigerinin afinite kolonuna uygulanmasi ve enzim eliisyonu

1 cm x 10 cm boyutlarindaki afinite kolonuna NHS-activated Sepharose 4 Fast
Flow kolon dolgu maddesi tris tamponu ile yiiklendi. Kolon ayni tampon ile 20 mL/saat
akis hiz1 ile 4 giin boyunca dengelendi. Koyun akcigeri homojenati tris tamponu ile
dengelenmis olan NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow afinite kolonuna peristaltik
pompa kullanilarak uygulandi. Akciger homojenat ¢o6zeltisinin tamami kolondan
gectikten sonra kirmizi renk tamamen yok oluncaya kadar dengeleme tamponu
gecirilmeye devam edildi ve bu sekilde kolonun yikanmasi saglandi. Daha sonra
kolondan 20 mM Tris / 0.3 M NaCl (pH=8.0) gegirilerek yikandi. Yikama ise
spektrofotometrik okumada absorbans degerinin 0.1 olmasiyla tamamlandi. Kolon
yikandiktan sonra eliisyon tamponu (50 mM Na,B;07.10H,0, pH= 9.0) ile eliie edildi.
Bu islemlerin tiimiinde peristaltik pompanin akis hiz1 20 mL/saat olarak ayarlandi. Bu
yontem Pantaliano metodundan modifiye edilmistir (Pantaliano, 1984; Sabeur ve ark.,
2001).

Koyun akcigerinden saflastirilan ACE ile ¢alisilirken literatiirde kullanilan
optimum sartlar uygulandi. Eliisyonlar 3’er mL olacak sekilde tiiplere alindi, her birinde
aktivite degerleri okundu. Yiiksek enzim aktivitesi gosteren tiipler birlestirildi.
Birlestirilen bu tiiplerden olusan stok enzim ¢ozeltisinin son aktivitesi belirlendi. Tiipler
daha sonra gerek jel elektroforezi ve gerekse enzim karakterizasyon calismalarinda

kullanilmak tizere kiiglik porsiyonlar halinde derin dondurucuda saklandi.
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3.2.4. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ACE’nin safligimin
kontrolii

ACE saflastirildiktan sonra % 4-10 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilarak enzimin saflik derecesi kontrol
edildi (Laemmli, 1970). Oncelikle elektroforez plakalar1 su ile ve daha sonra alkol ile
iyice yikandi. Plakalarin her iki kenarinda aralik olusturucu c¢ubuklar kullanilarak
plakalar iist tiste getirildi ve kiskaglarla tutturuldu. Plakalar sabitlestirildikten sonra
icerisinde sizdirmay1 engelleyen siinger igeren jel hazirlama kabinine konuldu. Once
ayirma jeli hazirlandi ve enjektorle plakalarin arasina iist kesimde 0.3 cm kalincaya
kadar dolduruldu. Bu jelin donmasi beklenirken tizerine ince bir n-biitanol tabakasi
dokiilerek jelin piiriizsiiz olmast saglandi (dokme islemi yana egilerek yapilir).Bir saat
ayirma jelinin donmasi beklenip ayirma jelinin katilastigi belirlendikten sonra yigma
jeli hazirlandi. Hazirlanan yigma jeli, ayirma jelinin iist kismindaki bosluga dolduruldu
ve numune kuyucuklarini olusturmak igin tarak jelin igine dikkatli bir sekilde
yerlestirildi. Tarak uclarinda hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edildi (hava kabarcigi
olusur ise oksijen, polimerizasyonu inhibe edecek ve kuyucuklarin alt tarafindaki jel
yiizeyinde bozukluga neden olacaktir). Yigma jelinin katilasmasi beklenirken 1slatilmis
slizgeg kagidi sistemin tizerine kapatildi ve jelin iist kisminin ¢ok kurumasi engellendi.
Yigma jelinin katilagtigi belirlendikten sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak
numune kuyular1 belirlendi. Her bir kuyucuk saf su ile yikandi, daha sonra kuyucuklar
yiiriitme tamponu ile dolduruldu ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu.
Enzim Orneklerine numune tamponu eklendikten sonra iizerine takip boyasi olarak %
0.1 bromtimol mavisi damlatildi. Toplam hacim 200 pL olacak sekilde 1/1 oraninda
numune tamponu eklendi ve bu karisim 65 °C’de su banyosunda 90 saniye bekletildi.
Her bir kuyucuga 20, 30, 40 ve 50 pL enzim Ornegi ilave edildi. Numuneler ince bir
enjektor ile jeldeki kuyulara enjekte edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan
(+) anot, ist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 60 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve
ornekler ayirma jeline kadar gelerek burada birikti. Sonra akim 80 volt’a ¢ikartilarak
numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiirlitme islemine devam edildi. Numune

tamponuna katilan brom timol mavisi ile numune bantlar1 takip edildi ve takip boyasi
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asagiya ulastiginda akim kesildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar
arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve jel boyama c¢ozeltisine birakildi ve
calkalayict lizerinde 2 saat bekletilerek boyanmasi saglandi. Jel boyandiktan sonra
¢ozeltiden ¢ikarilarak |. yikama ¢ozeltisine birakildi. Daha sonra bantlarin daha iyi
belirginlesmesi igin jel II. yikama ¢ozeltisine birakildi. Jelin rengi agilip, protein
bantlar1 belirginlesene kadar calkalayici iizerinde yikanan jel ¢ikarilarak fotografi
cekildi (Sekil 4.3).

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

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

Cizelge 3.1.SDS-PAGE elektroforezi i¢inayirma jeli ve yigma jeli konsantrasyon

degerleri
Ayirma Jeli Yigma Jeli

Tris-HCI (pH= 8.8) 5mL

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

% 10’luk APS 100 pL 50 pL

Bidistile su 8 mL 6.1 mL
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3.25. Koyun akcigeri ACE’nin alt birimlerinin SDS-PAGE ile molekiil

agirhklarmn belirlenmesi

Koyun akcigeri ACE enziminin alt birimlerinin molekiil agirligini belirlemek
icin sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. SDS proteinleri
denatiire ederek alt birimlerine ayirir. Elektroforez resminde goézlenen bant toplam
molekiil kiitlesi degil, alt birimlerinin molekiil agirligidir. Bu amagla yapilan
elektroforez 3.2.4’te anlatildig1 gibi yapildi. Enzimin alt birimlerinin molekiil agirligini
belirlemek igin standart protein karistmininda (protein markiri) elektroforez jelinden
yuritiilmesi gereklidir. Bu nedenle molekiil agirliklar1 40 kDa ile 500 kDa araliginda
degisen standart proteinlerden olusan ticari belirteg Fermentas SM0671 kullanildi. Jel
hazirlanip elektroforez tankina yerlestirildikten sonra kuyulardan birine 5 pL standart
markir ¢cozelti yiiklendi. Diger kuyulara ise enzim numuneleri tatbik edilerek yiiriitildii.
Yiirtitme islemi bittikten sonra jel boyama ve yikama isleminden sonra jelin fotografi
¢ekildi. Enzim ve standartlarin R¢ degerleri R = enzimin yilirime mesafesi/boyanin
yiiriime mesafesi formiiliinden hesaplanarak Ri=log Ma standart grafigi olusturuldu. Bu
grafikten ve grafigin denkleminden yararlanarak R¢ degeri hesaplanan koyun akcigeri

anjiotensin konverting enzimin molekiil agirlig1 hesaplandi (Sekil 4.4) (Laemmli, 1970).

3.2.6. Enzim aktivitesinin ol¢iimii

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

miktar1 bulundu.

ACE
FAPGG » FAP + GG




Sekil 3.1. ACE enziminin FAPGG substrat1 ile reaksiyonu.

Yukaridaki reaksiyonda reaksiyona giren FAPGG 345 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamina katilan ACE enzimi FAPGG’nin
azalmasina sebep olmaktadir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 345 nm’de takip
edilmektedir. Bu yontem Holmquist metodundan modifiye edilmistir (Holmquist ve ark.,
1979; Andtjar Sanchez ve ark., 2003).

Enzim tiinitesi hesaplamalarinda asagidaki “Es.3.1” kullanildi.

_AOD _ Ve

=——X—Xf (3.1)
0.517 Ve

A: mL basina enzim tnitesi (EU/mL)

AOD:Bir dakikadaki absorbans degisimi

V.:Ol¢iimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

Ve:Olciimiin yapildig: kiivete eklenen enzim numunesinin hacmi
f: Seyreltme faktorii

0.517 mM™ cm™: Ekstinksiyon katsays
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Cizelge 3.2. Koyun akcigeri ACE’nin aktivite 6l¢iim kiivet igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
50 mM HepesNa/0.3 900 uL 700 uL
M NaCl/10 uM ZnCl,
1 mM FAPGG - 200 L.
Koyun akcigeri 100 puL 100 uL

35 °C’de 30 dakika inkiibasyon

3.2.7. ACE ile yapilan kinetik ¢calismalar
3.2.7.1. Koyun akcigeri ACE aktivitesi iizerine sicakhigin etkisi

Koyun akcigerinden saflastirtlan ACE’nin optimum sicakligi, sabit sicaklik
sirkiilasyon banyosu kullanilarak belirlendi. Aktivite 6l¢limii i¢in kullanilacak olan
HEPES tamponu, ACE ve FAPGG substrat1 kiivet icerisine eklendi, bir vorteks yardimi
ile karistirild1 ve spektrofotometrede ilk absorbans alindi. Daha sonra numune sicakligi
ayarlanan sabit sicaklik sirkiilasyon banyosuna birakildi. Otuz dakika sonunda tekrar
sabit sicaklik sirkiilasyon banyosundan c¢ikarilip spektrofotometrede son absorbans

okunarak aktiviteler hesaplandi. Olgiimler 20-60 °C arasinda 5’er °C araliklarla yapilds.

3.2.7.2. Koyun akcigeri ACE aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Koyun akcigerinden saflastirilan ACE’nin optimum pH’sin1 belirlemek ig¢in
pH’s16.8,7.0,7.2,7.4,7.6,7.8, 8.0, 8.2 olan HEPES tamponlar1 hazirlandi. Bu pH’daki
tamponlar kullanilarak tek tek ACE aktiviteleri olgiildii. Aktivite l¢limil i¢in ayn
yontem uygulandi. Aktivite 6l¢iimii 0.2 birim aralikta olmak iizere 6.8-8.2 pH degerleri
arasinda gerceklestirildi. 6.8-8.2 pH degerleri arasinda 0.2 birim araliklarla dlgtimler

yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Yontemle tayin
yapabilmek i¢in onceden standart bir grafik hazirlandi. Bu grafik bilgisayar ortaminda
Microsoft Excel 2010 programi kullanilarak ¢izildi. 10-100 pg protein/mL
konsantrasyon araligindaki protein ¢ozeltileri ile bu ¢ozeltilerin 595 nm’deki
absorbanslar1 arasinda ¢izilen bu standart grafik cizildi. Bu standart grafik yardimiyla
hem homojenat hem de saf enzim ¢ozeltilerindeki protein miktar1 belirlendi.

Standart grafik c¢iziminde kullanilan protein ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari ve

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

gosterilmistir.
3 -
2,5 A
E 2
n
D
n
~ 15
3 y =0,0132x + 1,1409
S 1. R*=0,9908
o)
<
0,5 -
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Protein Miktar1 (ug)

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

4.2. Koyun Akcigeri Anjiotensin Konverting Enziminin Afinite Kromatografisi ile

Saflastiriimasi Sonuglari

Yapilan c¢alismada koyun akcigeri afinite kromatografisi ile saflastirilan
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anjiotensin konverting enzim numuneleri i¢in elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de

verilmigtir.

4.2.1. Koyun akcigeri anjiotensin konverting enzimi i¢in saflastirma sonuclari

Akciger homojenatt i¢in mL’deki enzim initesi 64.475 EU/mL, mL’deki
protein miktar1 da 24.477 mg protein/mL olarak bulundu.
Akciger homojenati i¢in spesifik aktivite “Es.4.1” deki gibi hesaplandi.

EU/mL  64.475
mg protein/mL  24.477

= 2.634 (4.1)

Koyun akcigerinden saflastirilan enzim ¢ozeltisinin Bradford yontemi ile
kantitatif protein tayini yapildi. Ayrica enzimin aktivitesi belirlenerek enzim {initesi
EU/mL cinsinden hesaplandi. Anjiotensin konverting enzimin enzim initesi hem
homojenatta hem de saflastirma sonucunda elde edilen eliisyonlarda belirlendi. Koyun
akcigerinden saflastirilan enzim ¢ozeltisi i¢in mL’deki enzim tnitesi 65.120 EU/mL,
mL’deki protein miktar1 da 0.00386 mg/mL olarak hesaplanda.

Saflastirilan akciger anjiotensin konverting igin spesifik aktivite asagidaki gibi

bulunmustur.

EU/mL  65.120
mg protein /mL  0.00386

=16870.466 (4.2)

Saflastirma orant ise;

Spesifik Aktivitel ~16870.466
Spesifik Aktivite2 2.634

= 6405 (4.3)

olarak hesaplandi.
Bu degere gére homojenatin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi sonucunda
enzim homojenattan 6405 kat saflastirildi.

Saflastirilan fraksiyonlardaki protein miktar1 595 nm’de verilen standart egrinin
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regrasyon denkleminden her bir fraksiyon icin pg/mL protein miktarlar1 belirlendi.

Grafikten de anlasilacag: tizere yaklasik 8-15 nolu fraksiyonlarin hem yiiksek protein

miktar1 ve hem de yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi goriillmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Afinite kolonundan alinan koyun akcigeri franksiyonlarinin kalitatif protein

tayinleri ve aktivite degerleri.

Cizelge 4.1. Koyun akcigeri ACE’nin saflagtirma basamaklari

Saflastirma Aktivite(EU/mL) Toplam Protein Toplam  Toplam  Spesifik Verim  Saflastirma
Basamaklar: Hacim (mg/mL) Protein  Aktivite  Aktivite (%) Katsayisi
(mL) (mg) (EV) (EU/mg)
Koyun 64.475 50 24477  1223.85 3223.75 2.634 100 1.0
akcigeri
NHS-
Activated
Sepharose 4 65.120 15 0.00386  0.0579 976.8  16870.466 30 6405
Fast Flow

Kromatografisi
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4.3. Koyun akcigeri ACE’nin SDS-PAGE ile Safliginin Kontrolii

Koyun akcigerinden afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzimin (ACE)
safligin1 kontrol etmek ve molekill agirhigini belirlemek i¢in SDS-PAGE yontemi
kullanildi. Bu amagla % 4-10 Kkesikli dikey SDS-PAGE elektroforez sistemi
uygulanarak birka¢ kuyucuga saf enzim, en ugtaki iki kuyucugada protein markiri
doldurularak proteinler yiiriitildii. Elektroforez jeli iizerinde elde edilen bantlart

gosteren fotograf sekil 4.3 te gosterilmektedir.

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder
kDa
—~70 -
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—~100 -
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g =
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 4.3. Koyun akcigerinden saflagtirllan ACE’nin jel elektroforez fotografi ve
standart markirin (belirteg) orjinal gostergesi.
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4.4. Koyun akcigeri ACE’nin Alt Birimlerinin SDS-PAGE ile Molekiil Agirhginin

Belirlenmesine Ait Sonuclar

Koyun akcigeri ACE’nin alt birimlerinin molekiil agirliklarinin belirlenmesi
bolim 3.2.4’te anlatildigi gibi gergeklestirildi. Enzim numuneleri SDS-PAGE’de
yiriitildi. Elde edilen bantlarin fotograflari c¢ekildi. Yiriitilen standartlarin ve
enzimlerin Ry degerleri Olgiiliip hesaplanarak Goreceli Gog (Rf) — log Ma standart
grafigi ¢izildi. Koyun akcigeri anjiotensin konverting enzimin alt birimlerinden birinin

molekiil agirhgr ¢izilen grafik denkleminden 60 kDa ve digerinin 70 kDa olarak

hesaplandi.
2,5 1
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Sekil 4.4. Koyun akcigeri anjiotensin konverting enziminin SDS-PAGE ile
altbirimlerinin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde kullanilan standart
grafik.
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4.3. Koyun Akcigeri ACE’nin Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi Sonuglar

Koyun akcigeri ACE’ nin optimum sicakligin1 belirlemek {lizere optimum pH’ya
sahip tampon ¢6zelti kullanildi. 20 °C ile 60 °C arasinda her 5 °C’de bir olmak {izere
boliim 3.2.7.1°de anlatildig1 gibi aktivite dl¢iimleri yapildi. Elde edilen degerler ¢izelge
4.2 ve sekil 4.5’te gosterildi.

Cizelge 4.2. Koyun akcigeri ACE’nin sicaklik, aktivite ve % aktivite degerleri
(°C) 20 25 30 35 40 45 50 55 60
EU 11.61 20.63 3482 40.62 4513 3998 36.11 2257 4513
%Akt. 2573 4571 77.16 90.01 100 88.59 80.01 50.01 10

120

100 H

80

60

% Aktivite

40

20

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. Koyun akcigeri ACE’nin Sicaklik-% Aktivite grafigi.
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4.4. Koyun Akcigeri ACE’nin Aktivitesi Uzerine pH’nmin Etkisi Sonuclar

Koyun akcigeri ACE’nin optimum pH’simi belirlemek i¢in boliim 3.2.7.2°de
anlatildigr gibi pH degeri 6.8 ile 8.2 arasinda degisen tamponda Ol¢iim yapildi. Bu
amagla tamponun pH’s1 her seferinde 0.2 birim degistirilerek 6.8 - 8.2 degerleri arasinda
8 farkli pH’da aktivite Ol¢iimleri yapilarak elde edilen degerler cizelge 4.3 ve sekil
4.6°de gosterildi.

izelge 4.3. Koyun akcigeri ACE’nin pH, aktivite ve % aktivite degerleri
g y g p g

pH 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8 8.0 8.2
EU 3417 4191 4320 4513 3998 36.75 3482 29.01
%Akt. 7572 92.87 95.72 100 88.59 8143 77.16 64.28

110

100

90

80

% Aktivite

70

60 T T T T 1

pH

Sekil 4.6. Koyun akcigeri ACE’nin pH - % Aktivite grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hipertansiyon, hastalar1 yiliksek tansiyon yoluyla etkileyen ve insan sagligina
zarar veren kronik bir saglik sorunu olarak bilinir. Hipertansiyon; kalp hastaligi, felg,
anevrizma ve bobrek yetmezligi gibi diger bircok durumda bir risk faktorii olabilir.
Obezite, stres veya hareketsiz yasam tarzi dahil olmak {iizere bir¢cok faktor
hipertansiyonu tetikleyebilir. Arteriyel vazokonstriksiyonu ve hiicre disi hacmi
etkileyebilen renin-anjiotensin sistemi (RAS) ile kan basinci diizenlenirken anjiotensin
konverting enzimin (ACE, EC.3.4.15.1) oynadig1 hayati bir rol vardir. ACE, dekapeptid
anjiotensin I'i gliglii vazokonstriktor anjiotensin II'ye doniistiirmede bir katalizor gorevi
goriirken, buna ek olarak bradikinin bilesigide inhibe olur, bu da arterlerin sistemik
genislemesine ve dolayisiyla arteriyel kan basincinda bir azalmaya neden olur. Bu
nedenle ACE, bir vazodilatatdr olan bradikinin bilesigini inhibe ederken giiglii bir
vazokonstriktor olan anjiotensin II bilesiginin liretimini desteklemesi agisindan damar
sisteminde dogrudan ikili bir role sahiptir. Hipertansiyon tedavisinde ACE inhibitorleri
uygulandiginda, anjiotensin II olusumunda bir diisiis ve buna baglh olarak kan
basincinda bir azalma meydana gelir. Hipertansiyon hastalarinda genellikle kaptopril,
lisinopril ve enalapril gibi ACE inhibitorleri kullanilir (Sayer ve Bhat 2014; Bhagani ve
ark., 2018).

Bu c¢alismada ACE koyun akcigerinden saflastirildi ve karakterize edildi. Afinite
kromatografisi yonteminde kolon dolgu maddesi olarak NHS-activated Sepharose 4
Fast Flow kullanildi. ACE afinite kromatografisi yontemi ile tek basamakta 6405 kat
saflagtirlldi ve spesifik aktivitesi 16871 EU/mg protein olarak belirlendi. Yapilan bir
calismada, anjiotensin konverting enzim (ACE) insan akciger dokusundan yaklasik
7000 kat saflagtinlmistir (Gronhagen-Riska ve Fyhrquist, 1980). Erickson ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, ACE, rat bagirsak mukozasindan lisinopril-
sepharose ile afinite kromatografisi ve jel filtrasyonundan sonra 4500 kat
saflastirilmistir.  Saflastirilmis ACE  enziminin spesifik aktivitesi, substrat olarak
kullanilan benzoil-Gly-His-Leu ile 65 U/mg protein olarak hesaplanmistir (Erickson ve
ark., 1992).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gr%C3%B6nhagen-Riska+C&cauthor_id=6269175
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fyhrquist+F&cauthor_id=6269175
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Yapilan c¢alismalarda anjiotensin konverting enzimin iki formu oldugu
belirlenmistir. Birincisi akciger ve bobrek gibi somatik dokularda bulunan somatik ACE
(130-180 kDa) ve ikincisi ise somatik ACE'nin C-terminal alantyla ayni olan yalnizca
bir katalitik alan igeren testis ACE (90-110kDa) olmak iizere iki izoenzimi mevcuttur
(Howard ve ark., 1990; Bernstein ve ark., 2018). Ornegin; yetiskin ev sineklerinden
(Musca domestica) saflastirilan ACE enziminin molekiil agirligi, SDS-PAGE ile 67 kDa
olarak belirlenmistir (Lamango ve ark., 1996). ACE enzimi, kurbaga yumurtaliklarindan
afinite kromatografisi yontemiyle deterjan ve tripsin ile ekstrakte edilerek
saflastirilmistir. Hem deterjanla ekstrakte edilen hem de tripsin ile ekstrakte edilen ACE
enziminin molekiil agirligi 150 kDa olarak belirlenmistir (Miano ve ark., 2003). Rat
bagirsak mukozasindan saflagtirilan ACE enziminin SDS-PAGE ile molekiiler agirlig
160 kDa olarak bulunmustur (Erickson ve ark., 1992). El-Dorry ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise tavsan testislerinden saflastirilan ACE enziminin
molekiil agirligr 100 kDa olarak belirlenmistir (El-Dorry ve ark., 1982). Calismamizda
koyun akcigerinden saflagtirllan ACE enziminin saflii ve molekiiler agirligit SDS-
PAGE ile belirlendi ve jelin iizerinde 60 kDa ve 70 kDa olmak iizere iki bant
gozlemlendi. Bu da saflastirdigimiz enzimin farkli iki alt birime sahip oldugunu
gostermistir.

Calismamizda koyun akcigerinden saflastirilan anjiotensin konverting enziminin
aktivitesinin en yliksek oldugu optimum pH ve optimum sicaklik aralifi belirlendi.
Koyun akcigerinden saflastirilan ACE igin optimum pH 7.4 ve optimum sicaklik 40 °C
olarak bulundu. Calismamiza benzer sekilde insan plazmasindan saflastirilan ACE
enziminin optimum pH degeri 7.4 ve optimum sicaklik 35-40 °C arasinda bulunmustur
(Basi ve Turkoglu, 2018). Baska bir c¢alismada ise tavsan akcigerinden ACE
saflagtirillmistir ve optimum sicaklik 37 °C ve optimum pH 8.0-8.3 olarak belirlenmistir
(Abdulazeez Mansurah ve ark., 2013).

Anjiotensin konverting enzim (ACE) epitel veya noroepitelyal hiicrelerde,
endotelyal hiicrelerde, kalp, akciger, beyin, bobrek ve testislerde membrana bagl bir
formda; kan, serum, plazma, seminal ve lenf sivisi, beyin omurilik sivist ve ¢ok sayida
viicut sivisinda ise ¢oziliniir bir formda mevcut olan iki degerli bir dipeptidil karboksil

metaloproeptidazdir (Bell ve Madri, 1990; Danser ve ark., 1994). Yapilan ¢alismalarin
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¢ogunda membrana bagli ACE enzimi ile saflastirma yapilirken membrandan enzimi
izole edebilmek icin deterjan gibi kimyasallar kullanilmistir. Ancak saflagtirmanin
sonraki adimlarinda deterjan1 uzaklastirmak gibi ilave islemlere gerek duyulmaktadir.
Bu da fazladan is ve maliyet demektir. Ornegin; ACE enzimi insan akciger dokusundan
saflagtiritlirken Triton X-100 ile ¢oziindiirme yapilmistir (Gronhagen-Riska ve
Fyhrquist, 1980). Kopek testislerindeki ACE enzimi saflastirilirken deterjan ve proteaz
inhibitorleri kullanilmistir (Sabeur ve ark., 2001). Devekusu (Struthio camelus)
akcigerinden ACE enzimi saflastirilirken Triton X-100 kullanilmistir (Mojallal-
Tabatabei ve ark., 2013). Calismamizda koyun akciger homojenati tris tamponu (pH
7.4) ile hazirlandi. Sonug¢ olarak, akciger homojenati hazirlanirken ACE enziminin
¢oziinebilir formlar1 ¢ozelti ortamina gecti. Koyun akciger homojenatindan ¢oziinebilir
ACE formlar afinite kromatografisiyle saflastirildi. Bu yiizden Nonidet P-40, Triton X-
100 gibi deterjanlar, tripsin ve proteaz inhibitorleri kullanilmadan tek basamakta basarili
bir saflastirma gergeklestirildi. Bu durumda saflastirma yapilirken hem zaman hem de
maliyet agisindan bize biiyiik bir avantaj olusturdu.

Anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitorleri, kardiyovaskiiler ve bobrek
hastaliklarinin ~ tedavisinde genellikle birinci basamak tedavi ilaglar1 olarak
kullanilmistir. Bu inhibitorlerin hipertansiyon tedavisinde etkili olduklar1 ve miyokard
enfarktlisii sonrast konjestif kalp yetmezligi ve sol ventrikiil disfonksiyonunda
mortaliteyi azalttigi kanitlanmistir. ACE inhibitorleri vazokonstriktif tuz tutucu ve
hipertrofiye neden olan peptid anjiotensin II ile vazodilator ve natriiiretik bir peptid olan
bradikinin arasindaki dengeyi yeniden saglar. ACE karmasik bir enzim oldugu i¢in,
ACE inhibitérleri bir dizi diger vazoaktif maddenin metabolizmasini degistirir. ACE
inhibitorleri, kalp atig hizin1 artirmadan sistemik vaskiiler direnci azaltir ve natriiirezi
tesvik eder. Iskemik olaylar1 inhibe eder ve plaklarn stabilize ederler. Ayn1 zamanda,
diyabetik nefropati ve noropatinin ilerlemesini geciktirir ve antioksidan gorevi goriirler.
Devam eden ¢alismalarda, ACE inhibitorlerinin hem hafizayla ilgili bozukluklarda hem
de kanserde koruyucu etkisi oldugu gézlemlenmistir (Hanif ve ark., 2010).

Bununla birlikte kaptopril, lisinopril ve fosinopril gibi sentetik ACE
inhibitdrlerinin bir¢ok yan etkisi bulunmaktadir. Tiim antihipertansif ajanlar gibi, ACE

inhibitorleri 6zellikle plazma renin aktivitesi yiiksek olan hastalarda hipotansiyona


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gr%C3%B6nhagen-Riska+C&cauthor_id=6269175
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fyhrquist+F&cauthor_id=6269175
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neden olabilir. ACE inhibitorleri, 6zellikle bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda
veya potasyum takviyeleri veya potasyum tutucu diiiretikler alan hastalarda
aldosteronda azalma nedeniyle hiperkalemiye neden olabilir. Oksiiriik ve anjiyoddem de
ACE inhibitorlerinin sik goriilen yan etkileridir. Bu nedenle son zamanlarda yapilan
caligmalarda yan etkisi daha az oldugu belirlenen bitkiler, antioksidan bilesikler ve
peptidler gibi dogal bilesiklerin ACE aktivitesi {izerine etkisi incelenmistir. Ornegin;
brokoli proteini hidrolizatlarindan IPPAYTK, LVLPGELAK ve TFQGPPHGIQVER
peptidleri saflastirilmistir. Bu peptidler ACE aktivitesi lizerine sirasiyla 23.5, 184.0 ve
3.4 uM ICsq degerleri ile onemli 6l¢iide inhibisyon etkisi gostermistir (Dang ve ark.,
2019). Baska bir ¢alismada dogal bir bitki olan Bromelia antiacantha Bertol.'dan giiglii
ACE inhibitor aktivitesine sahip iki yeni peptit; TTFHTSGY ve GYDTQAIVQ izole
edilmistir ve ICsq degerleri sirasiyla 142 uM ve 1.0 mM olarak belirlenmistir
(Villadéniga ve Cantera, 2019). Tilapia balig1 deri jelatin hidrolizatindan elde edilen
Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Pro (LSGYGP) peptidinin ACE aktivitesi {izerine in vivo ve in
vitro etkisi arastirilmustir. 2.577 pmol L™ 1Csq degerine sahip olan LSGYGP peptidinin
spontan hipertansif ratlarda antihipertansif etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir (Chen
ve ark., 2020).

Bu calismada, anjiotensin konverting enzim (ACE) koyun akcigerinden afinite
kromatografisi yontemiyle ilk kez saflastirildi ve karakterize edildi. Saflastirilan ACE
enziminin molekiil agirlig, saflii ve optimum kosullar1 belirlendi. ACE, NHS-
activited Sepharose 4 fast flow kolon dolgu maddesiyle deterjan, ultrafiltrasyon, notral
tuzlarla ¢oktlirme, diyaliz gibi yontemler kullanilmadan tek basamakta basarili bir
sekilde 6405 kat saflastirildi. Saflastirilan enzimin safligt ve molekiil agirligi SDS-
PAGE yontemi ile dogrulandi. Bu yontemde proteinler SDS deterjan1 ile denatiire
oldugu alt birimlerine ayrilir. Koyun akcigerinden saflastirilan ACE enziminin SDS-
PAGE ile 60 ve 70 kDa olan iki alt birime ayrildig1 gézlemlendi. Bu da ACE enziminin
iki alt monomere sahip dimer yapida bir enzim oldugunu gésterdi.

Anjiotensin konverting enzim (ACE), hiicre zarinin liimen yiizeyinde bulunan
yiiksek molekiiler agirlikli (150 kDa) glikozile edilmis integral bir zar proteinidir. ACE,
dekapeptid anjiotensin I'in giiclii bir baski hormonu olan oktapeptid anjiotensin Il'ye

dontisiimiinii ve bradikininin hidrolizini katalize ederek kardiyovaskiiler homeostazda
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onemli bir rol oynayan dipeptidil karboksipeptidazdir. ACE ayrica P maddesi,
enkefalinler ve endorfinler gibi diger peptitleri de etkisiz hale getirir. Konuma yonelik
ACE inhibitorleri, sistemik hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde
etkilidir. ACE; beyin, testis, akciger, plazma, proksimal renal tiibiiler hiicreler, intestinal
epitel hiicreleri, uyarilmis makrofajlar, vaskiiler endotelyum ve kan damar1 duvarlarinin
orta ve adventif katmanlar1 dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicrelerde, dokularda ve
biyolojik sivilarda bulunur (Cushman ve Cheung, 1971; Meng ve Oparil, 1996).
Vaskiiler endotel ile iliskili ACE, kismen normal deneklerde kan basincinin
korunmasina ve hayvan modellerinde ve insanda sistemik hipertansiyonun patogenezine
katkis1 nedeniyle hem in vivo hem de in vitro en yogun ¢alisilan enzimlerden biridir.
ACE bol miktarda bir zar proteini olmasina ragmen, izole edilmesi ve saflagtirilmasi zor
olmustur (Cushman ve Cheung, 1971; Meng ve Oparil, 1996). Bu yiizden ¢alismamizda
ACE enzimi etkili ve spesifik bir yontem olan afinite kromatografisi yontemiyle tek
basamakta basarili bir sekilde saflastirildi. Afinite kromatografisi yontemi ile binlerce
bilesigin bulundugu kompleks bir karisimdan tek bir enzim spesifik bir sekilde tek
basamakta saflastirilabilir ve tek bir enzim tlizerine ¢alismak ¢ok daha etkili sonuclar
verebilir. ACE enzimide kan basincini diizenleyen 6nemli bir enzimdir ve hipertansiyon
tedavisinde genellikle ACE inhibitorleri kullanilir. Bu yiizden saf ACE aktivitesi
izerine inhibitdr arastirmasi yapmak daha dogru sonuglar verir. Bundan sonraki

calismalarda da saf ACE enzimi ile bu inhibitorler iizerine bir¢ok arastirma yapilabilir.


http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D5FZGpU7Cd1jZ4GNvPo&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=679578
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D5FZGpU7Cd1jZ4GNvPo&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=8677655
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D5FZGpU7Cd1jZ4GNvPo&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=679578
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D5FZGpU7Cd1jZ4GNvPo&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=8677655

48



KAYNAKLAR

Abdulazeez Mansurah, A., Aimola, I. A., Annette R. O., Abdullahi, S., 2013. Isolation,
partial purification and characterization of angiotensin converting enzyme (ACE)
from rabbit (Oryctolagus ciniculus) lungs. American Journal of Drug Discovery
and Development, 3: 120-129.

Aberg, G., Ferrer, P., 1990. Effects of captopril on atherosclerosis in cynomolgus
monkeys. J Cardiovasc Pharmacol, 15: S65-S72.

Aluko, R. E., 2015. Structure and Function of Plant Protein-Derived Antihypertensive
Peptides. Curr. Opin. Food Sci, 4: 44-50.

Amenta, F., Mignini, F., Rabbia, F., Tomassoni, D., Veglio, F., 2002. Protective effect
of antihypertensive treatment on cognitive function in essential hypertension:
analysis of published clinical data. J. Neurol. Sci., 203-204: 147-151.

Ames, M. K., Atkins, C. E., Pitt, B., 2019. The renin-angiotensin-aldosterone system
and its suppression Journal of veterinary. Internal Medicine, 33: 363—-382.

Andtjar-Sanchez, M., Camara-Artigas, A., Jara-Pérez, V., 2003. Purification of
angiotensin | converting enzyme from pig lung using concanavalin-A sepharose
chromatography. Journal of Chromatography B, 783: 247-252.

Aurelie, N. D. C., Touyz, R. M., 2011. A new look at the renin-angiotensin system--
focusing on the vascular system. Peptides, 32: 2141-50.

Bader, M., 2013. ACE2, angiotensin-(1-7), and Mas: the other side of the coin.
Pflugers Arch, 465: 79-85.

Basi, Z., Turkoglu, V., 2018. Purification of angiotensin —converting enzyme from
human plasma and investigation of the effect of some active ingredients isolated
from Nigella sativa L.extract on the enzyme activity. Biomedical
Chromatography, 32: 1-8.

Basi, Z., Turkoglu, V., 2019. In vitro effect of oxidized and reduced glutathione
peptides on angiotensin converting enzyme purified from human plasma. Journal
of Chromatography B Analyt. Technol . Biomed. Life Sci, 1104: 190-195.

Bell, L., Madri, J., 1990. Influence of the angiotensin system on endothelial and smooth
muscle cell migration. The American Journal of Pathology, 137: 7-12.

Bernstein, K. E., Khan, Z., Giani, J. F.,, Cao, D. Y., Bernstein, E. A., Shen, X. Z.,
2018. Angiotensin-converting enzyme in innate and adaptive immunity. Nature
reviews. Nephrology, 14: 325-336.

Beuschlein, F., 2013 Regulation of aldosterone secretion: from physiology to disease. J
Endocrinol., 168: R85-R93.

Bhagani, S., Kapil, V., Lobo, M.D., 2018. Hypertension. Medicine (Baltimore), 46:
509-515.

Bhaskar, B., Ananthanarayan, L., Jamdar, S., 2019. Purification, identification, and
characterization of novel angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitory
peptides from alcalase digested horse gram flour. LWT, 103: 155-161.

Bicket, D. P., 2002. Using ACE inhibitors appropriately. Am. Fam. Physician, 66:
461-468.


http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=2332731
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=162865
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=823
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C6DSjqdSpyc2Cd9zFiR&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=6043627
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C6DSjqdSpyc2Cd9zFiR&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=5930
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=E2mqy4AQVsact1yrhaT&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=42586
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=E2mqy4AQVsact1yrhaT&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35227845
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=E2mqy4AQVsact1yrhaT&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=705153
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=E2mqy4AQVsact1yrhaT&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4256280
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=E2mqy4AQVsact1yrhaT&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1495064
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=E2mqy4AQVsact1yrhaT&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1424560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=29578208
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818311174#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818311174#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818311174#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00236438

50

Bradford, M. M., 1976. A rapid and sentive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72: 248-54.

Brown, N. J.,, Vaughan, DE., 1998 Angiotensin-converting enzyme inhibitors.
Circulation, 97: 1411-1420.

Carey, R. M., Siragy, H. M., 2003. Newly recognized components of the renin—
angiotensin system: potential roles in cardiovascular and renal regulation. Endoc
Rev., 24: 261-71.

Carlberg, 1., Mannervik, B., 1981. Purification and characterization of glutathione
reductase from calf liver. An improved procedure for affinity chromatography on
2°,5’-ADP-Sepharose-4B. Analytical Biochemistry, 116: 531-536.

Chen, J. L., Ryu, B., Zhang, Y. Y., Liang, P., Li, C. Y., Zhou, C. X., Yang, P., Hong, P.
Z.,Qian, Z. J., 2020.Comparison of an angiotensin-I-converting enzyme
inhibitory peptide from tilapia (Oreochromis niloticus) with captopril: inhibition
kinetics, in vivo effect, simulated gastrointestinal digestion and a molecular
docking study. Journal of the Science of Food and Agriculture, 100: 315-324.

Chobanian, A. V., Haudenschild, C. C., Nickerson, C., Drago, R., 1990.
Antiatherogenic effect of captopril in the Watanabe heritable hyperlipidemic
rabbit. Hypertension, 15: 327-331.

Collins, R., Peto, R., MacMahon, S., Hebert, P., Fiebach, N. H., Eberlein, K. A,
Godwin, J., Qizilbash, N., Taylor, J. O., Hennekens, CH., 1990. Blood pressure,
stroke, and coronary heart disease. Part 2, short-term reductions in blood pressure:
overview of randomised drug trials in their epidemiological context. Lancet, 335:
827-38.

Cushman, D. W., Cheung, H.S., 1971. Concentrations of angiotensin-converting
enzyme in tissues of the rat. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Enzymology, 250: 261-265.

Dang, Y. L., Zhou, T. Y., Hao, L., Cao, J. X ., Sun, Y. Y., Pan, D. D., 2019. In Vitro
and in Vivo Studies on the Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitory Activity
Peptides Isolated From Broccoli Protein Hydrolysate. Journal of agricultural and
Food Chemistry, 67:6757-6764.

Danser, A. H., vanKats, J. P., Admiraal, P. J., Derkx, F. H., Lamers, J. M., Verdouw, P.
D., Saxena, P. R., Schalekamp, M. A., 1994. Cardiac renin and angiotensins :
uptake from plasma versus in situsynthesis. Hypertension, 24: 37-48.

Daskaya-Dikmen, C., Yucetepe, A., Karbancioglu-Guler, F., Daskaya, H., Ozcelik, B.,
2017. Angiotensin-I1-Converting Enzyme (ACE)-Inhibitory Peptides from Plants.
Nutrients, 9: pii: E316.

De, Mello., W. C., Frohlich, ED., 2014. Clinical perspectives and fundamental aspects
of local cardiovascular and renal Renin-Angiotensin systems. Front Endocrinol
(Lausanne), 5: 16.

Deddish, P. A., Wang, J., Michel, B., Morris, P.W., Davidson, N. O., Skidgel, R. A.,
Erdos, E. G., 1994. Naturally Occurring Active N-Domain of Human Angiotensin
I-Converting Enzyme. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 7807-7811.

Dominiczak, A., Delles, C., Padmanabhan, S., 2017. Genomics and precision medicine
for clinicians and scientists in hypertension. Hypertension, 69: e10-e13.

Ehret, G. B., Caulfield, M. J., 2013. Genes for blood pressure: an opportunity to
understand hypertension. Eur. Heart J, 34: 951-961.


http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=34780373
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=36236345
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=29574358
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35892871
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=29781769
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=511946
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=5299689
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1015396
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1015396
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=437177
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1420701
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=522151
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=740422
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35798802
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0005274471901422#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0005274471901422#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00052744
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00052744
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00052744/250/1
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=3491789
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=353252
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=30596600
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=665666
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1328287
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=362106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daskaya-Dikmen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yucetepe%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbancioglu-Guler%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daskaya%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozcelik%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28333109

51

Eisele, T., Stressler, T., Kranz, B., Fischer, L., 2012. Automated multi-step purification
protocol  for  Angiotensin-l1-Converting-Enzyme  (ACE). Journal  of
Chromatography. B, Analytical Technologies in the Biomedical and Life
Sciences, 911: 64-70.

El-Dorry, H. A., Bull, H. G., lwata, K., Thornberry, E. H., Soffer, R. L., 1982.
Molecular and catalytic properties of rabbit testicular dipeptidyl
carboxypeptidase. Journal of Biological Chemistry, 257: 14128-14133.

Erickson, R. H., Suzuki, Y., Sedlmayer, A., Song, I. S., Kim, Y. S., 1992. Rat intestinal
angiotensin-converting enzyme: purification, properties, expression, and function.
The American Journal of Physiology, 263: G466-73

Ettehad, D., Emdin, C. A., Kiran, A., Anderson, S. G., Callender, T., Emberson,
J., Chalmers, J., Rodgers, A., Rahimi, K., 2016. Blood pressure lowering for
prevention of cardiovascular disease and death: a systematic review and meta-
analysis. Lancet, 387: 957-967

Fan, Y., Yu, Z., Zhao, W., Ding, L., Zheng, F., Li, J., Liu, J., 2020. Identification and
molecular mechanism of angiotensin-converting enzyme inhibitory peptides
from Larimichthys crocea titin. Food Science and Human Wellness, 9: 257-263.

Ferrario, C. M., 2010. New physiological concepts of the renin-angiotensin system
from the investigation of precursors and products of angiotensin I metabolism.
Hypertension, 55: 445-52.

Forghani, B., Zarei, M., Ebrahimpour, A., Philip, R., Bakar, J., Hamid, A. A., Saari, N.,
2016. Purification and characterization of angiotensin converting enzyme-
inhibitory peptides derived from Stichopus horrens: Stability study against the
ACE and inhibition kinetics. Journal of Functional Foods, 20: 276-290.

Ganong., W. F., 1996. Ganong Tibbi Fizyoloji (Tiitk Fizyolojik Bilimler Dernegi
Ankara, ¢eviri). Baris Kitabevi, Istanbul. 506.

Garjon, J., Saiz, L. C., Azparren, A., Elizondo, J. J., Gaminde, I., Ariz, M. J., Erviti, J.,
2017. First-line combination therapy versus first-line monotherapy for primary
hypertension. Cochrane Database Syst. Rev. 1:CD010316

Goziikara, M.E., 1997. Biyokimya. Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul.

Gronhagen-Riska, C., Fyhrquist, F., 1980. Purification of human lung angiotensin-
converting enzyme. Scandinavian journal of clinical and laboratory
investigation, 40 (8): 711-9

Hall, J. E., Guyton, A. C., 2010. Role of the kidneys in long-term control of arterial
pressure and in hypertension: the integrated system for arterial pressure
regulation. Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology. Philadelphia, PA:
Elsevier Health Sciences, 213-228.

Hanif, K., Bid, H. K., Konwar, R., 2010. Reinventing the ACE inhibitors: some old and
new implications of ACE inhibition. Hypertens Res., 33: 11-21.

Hayek, T., Keidar, S., Mei,Y., Oiknine, J., Breslow, J., 1995. Effect of angiotensin
converting enzyme inhibitors on LDL lipid peroxidation and atherosclerosis
progression in apo E deficient mice. Circulation, 92: 1-625.

Heeneman, S., Sluimer, J. C., Daemen, M. J., 2007. Angiotensin-converting enzyme
and vascular remodeling. Circ Res., 101: 441-54.

Holmquist, B., Biinning, P., Riordan, J. F., 1979. A continuous spectrophotometric
assay for angiotensin converting enzyme. Analytical Biochemistry, 95 (2): 540-
548.


https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22R%20H%20Erickson%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Y%20Suzuki%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22A%20Sedlmayer%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22I%20S%20Song%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Y%20S%20Kim%22
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=6763039
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=676494
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=619366
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=499374
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=2650359
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35578055
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35578055
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=5968
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35125687
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=247437
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453020301294#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453020301294#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453020301294#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453020301294#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453020301294#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453020301294#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213453020301294#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22134530
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22134530/9/3
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3ee6ghpOz6aGjVGoQq&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4767760
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3ee6ghpOz6aGjVGoQq&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1511028
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3ee6ghpOz6aGjVGoQq&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=834888
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3ee6ghpOz6aGjVGoQq&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=10512865
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3ee6ghpOz6aGjVGoQq&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=559446
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3ee6ghpOz6aGjVGoQq&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=36716645
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3ee6ghpOz6aGjVGoQq&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=304477
https://www.sciencedirect.com/science/journal/17564646
https://www.nadirkitap.com/kitapara.php?ara=kitaplari&tip=kitap&yazar=WILLIAM+F.GANONG
https://www.nadirkitap.com/kitapara.php?ara=kitap&tip=kitap&yayin_Evi=BARI%DE+K%DDTABEV%DD&siralama=fiyatartan
https://www.nadirkitap.com/kitapara.php?ara=kitaplari&tip=kitap&tarih1=1996&tarih2=1996
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=7605483
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=3992369
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=7338226
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=20348953
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35326091
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=10838574
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=3408725
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gr%C3%B6nhagen-Riska+C&cauthor_id=6269175
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fyhrquist+F&cauthor_id=6269175

52

Howard, T. E., Shai, S. Y., Langford, K. G., Martin, B. M., Bernstein, K. E.,
1990. Transcription of testicular angiotensin-converting enzyme (ACE) is
initiated within the 12th intron of the somatic ACE gene. Mol. Cell. Biol., 10:
4294-4302.

Karahan, F., 2019. Afinite Kromatografisi Yontemiyle Sigir Akcigerinden Saflastirilan
Anjiotensin Konverting Enzim Uzerine Hipertansiyonu Onleyici Bazi Etken
Maddelerin In Vitro Etkilerinin Arastirilmast (doktora tezi, basilmamis). Van
YYU, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tusba, Van.

Keha, E., Kiifrevioglu, O. 1., 2012. Biyokimya. 9. bask1. Aktif Yaymevi, Erzurum. 643.

Khong, T. K., Adeyeye, E., 2019. First-line drugs for hypertension. Drug Therapeut.
Bull, 57: 135-136.

Kitt, J.,, Fox, R., Tucker, K. L.,McManus, R. J., 2019. New Approaches in
Hypertension Management: a Review of Current and Developing Technologies
and Their Potential Impact on Hypertension Care. Current hypertension reports,
21: 44,

Laemmli, U. K., 1970, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4. Nature, 227: 680-685.

Lamango, N. S., Sajid, M., lIsaac, R. E., 1996.The endopeptidase activity and the
activation by Cl- of angiotensin-converting enzyme is evolutionarily conserved:
purification and properties of an an angiotensin-converting enzyme from the
housefly, Musca domestica. Biochemical Journal, 314: 639-646.

Law, M. R., Morris, J. K., Wald, N. J., 2009. Use of blood pressure lowering drugs in
the prevention of cardiovascular disease: meta-analysis of 147 randomised trials
in the context of expectations from prospective epidemiological studies. BMJ,
338: b1665.

Lifton, R. P., Gharavi, A. G., Geller, D. S., 2001. Molecular mechanisms of human
hypertension. Cell, 104: 545-556.

Liu, P. R, Lan, X. D., Yaseen, M., Chai, K. G., Zhou, L. Q., Sun, JH., Lan, P., Tong, Z.
F., Liao, D. K., Sun, L. X., 2020. Immobilized metal affinity chromatography
matrix modified by poly (ethylene glycol) methyl ether for purification of
angiotensin I-converting enzyme inhibitory peptide from casein hydrolysate.
Journal of Chromatography B, 1143: 122042.

Lonn, E., Gerstein, H. C., Smieja, M., Mann, J. F. E., Yusuf, S., 2003. Mechanisms of
cardiovascular risk reductions with ramipril: insights from HOPE and HOPE
substudies. Eur. Heart J., 5: A43-A48.

Manschot, S. M., Biessels, G. J., Cameron, N. E., Cotter, M. A., Kamal, A., Kappelle,
L. J., Gispen, W. H., 2003. Angiotensin converting enzyme inhibition partially
prevents deficits in water maze performance, hippocampal synaptic plasticity and
cerebral blood flow in streptozotocin-diabetic rats. Brain Res., 966: 274-282.

Memarpoor-Yazdi, M., Zare-Zardini, H., Mogharrab, N., Navapour, L., 2020.
Purification, Characterization and Mechanistic Evaluation of Angiotensin
Converting Enzyme Inhibitory Peptides Derived from Zizyphus Jujuba Fruit.
Scientific Reports, 10: 3976

Meng, Q. C., Oparil, S., 1996. Purification and assay methods for angiotensin-
converting enzyme. Journal of Chromatography A, 743: 105-122.

Miano, A., Quassinti, L., Maccari, E., Murri, O., Amici, D., Bramucci, M., 2003.
Purified angiotensin converting enzyme from Rana esculenta ovary influences


http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=11026979
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=37301807
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35207878
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=29785613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lamango%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sajid%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isaac%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8670080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1217095/
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=9282341
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=6257633
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=2723560
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4158943
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=2354316
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=31470450
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=3801370
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=112818
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=112818
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1294696
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=325106
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15700232
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15700232/1143/supp/C
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D5FZGpU7Cd1jZ4GNvPo&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=679578
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D5FZGpU7Cd1jZ4GNvPo&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=8677655
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00219673
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00219673/743/1

53

ovarian steroidogenesis in vitro. Journal of Physiology and Biochemistry, 59 (4):
269-76.

Mojallal-Tabatabei, Z., Asoodeha, A., Housaindokhta, M. R., Chamani, J., 2013.
Purification and biochemical characterization of angiotensin I-converting enzyme
(ACE) from ostrich lung: The effect of 2,2,2-trifluoroethanol on ACE
conformation and activity. Process Biochemistry, 48: 1091-1098.

Murray, B. A., FitzGerald, R. J., 2007. Angiotensin Converting Enzyme Inhibitory
Peptides Derived from Food Proteins: Biochemistry, Bioactivity and Production.
Curr. Pharm. Des. ,13: 773-791.

Nelson, D. L., Cox, M. M., 2000. Lehninger Principles of Biochemistry. 3rd ed. Worth
Publishers, USA. 743.

Onat, T., Emerk, K., Sézmen, E., 2002. insan Biyokimyasi. Palme Yayincilik, Ankara.
813.

Oparil, S., Acelajado, M. C., Bakris, G. L., Berlowitz, D. R ., Cifkova, R., Dominiczak,
A. F., Grassi, G., Jordan, J., Poulter, N. R., Rodgers, A., Whelton, P. K., 2018.
Hypertension. Nature reviews. Disease primers, 4: 18014.

Pantoliano, M. W., Holmquist, B., Riordan, J. F., 1984. Affinity chromatographic
purification of angiotensin converting enzyme. Biochemistry, 23 (5):1037-1042.

Quassinti, L., Miano, A., Bramucci, M., Maccari, E., Amici, D., 1998. Purification of
swine serum angiotensin converting enzyme with high recovery of activity using
lisinopril coupled to epoxy activated sepharose 6B. Biochemistry and Molecular
Biology for Life Scientists, 44 (5): 887-895.

Sabeur, K., Vo, A. T., Ball, B. A., 2001. Characterization of angiotensin-converting
enzyme in canine testis. Reproduction, 122 (1): 139-146.

Sasaki, C., Tamura, S., Tohse, R., Fujita, S., Kikuchi, M., Asada, C., Nakamura, Y.,
2019. Isolation and identification of an angiotensin I-converting enzyme
inhibitory peptide from pearl oyster (Pinctada fucata) shell protein hydrolysate.
Process Biochemistry, 77: 137-142.

Sayer, G., Bhat, G., 2014. The renin-angiotensin-aldosterone system and heart failure.
Cardiology clinics, 32(1): 21-32.

Seelinger, E., Wronski, T., Ladwig, M., Rebeschke, T., Persson, P. B., Reinhardt, H.
W., 2005. The “body fluid pressure control system” relies on the renin-
angiotensin-aldosterone system:balance studies in freely moving dogs. Clin Exp
Pharmacol Physiol., 32: 394-399.

Singer, P. S., 2019. Updates on hypertension and new guidelines. Adv. Pediatr., 66:
177-187.

Singh, M., Mensah, G. A., Bakris, G., 2010. Pathogenesis and clinical physiology of
hypertension. Cardiol Clin., 28: 545-59.

Skidgel, R. A., Erdos, E., 1993. Biochemistry of angiotensin I-converting enzyme. In:
Robertson JIS, Nicholls MG (eds). The Renin-Angiotensin System. Raven Press
Ltd: New York, Pp: 1.01-10.10.

Solski, L. V., Longyhore, D. S., 2008. Prevention of type 2 diabetes mellitus with
angiotensin-converting-enzyme inhibitors. Am. J. Health Syst. Pharm., 65: 935-
940.

Tu, M. L., Liu, H. X,, Zhang, R., Chen, H., Mao, F. J., Cheng, S. Z., Lu, W. H., Du,
M., 2018. Analysis and evaluation of the inhibitory mechanism of a novel


http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=754
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1745491
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=3009
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=30053597
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=36447619
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=143326
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=143326
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=2175
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=43146
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=21831
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35125687
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=12276
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3uIX6wQ5qy6WFUa9OX&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1153662
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3uIX6wQ5qy6WFUa9OX&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=549783
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3uIX6wQ5qy6WFUa9OX&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=29776682
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3uIX6wQ5qy6WFUa9OX&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=7703590
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3uIX6wQ5qy6WFUa9OX&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=28455302
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3uIX6wQ5qy6WFUa9OX&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1576167
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F3uIX6wQ5qy6WFUa9OX&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1365781
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sayer+G&cauthor_id=24286576
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bhat+G&cauthor_id=24286576
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C5MjaISKu1a5YOfBNwM&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=22936
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C5MjaISKu1a5YOfBNwM&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=30313079
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=C5MjaISKu1a5YOfBNwM&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=30313079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Solski%20LV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18463342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Longyhore%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18463342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18463342
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=2935210
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=28234317
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=21735022
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4227810
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=8577931
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=5498995
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=545881
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35198136
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35198136

54

angiotensin-I-converting enzyme inhibitory peptide derived from casein
hydrolysate. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 66 (16): 4139-4144

Varagic, J., Ahmad, S., Nagata, S., Ferrario, C. M., 2014. ACE2: angiotensin
Il/angiotensin-(1-7) balance in cardiac and renal injury. Curr. Hypertens. Rep.,
16: 420.

Villadéniga, C., Cantera, A. M. B., 2019. New ACE-inhibitory peptides derived from a-
lactaloumin produced by hydrolysis with Bromelia antiacantha peptidases.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 20: 101258.

Waanders, F., De, Vries., L. V., Van., Goor, H., Hillebrands, J. L., Laverman, G.
D., Bakker, S. J. L., Navis, G., 2011. Aldosterone, from (patho)physiology to
treatment in cardiovascular and renal damage. Curr. Vasc. Pharmacol., 9: 594-
605.

Wolf-Maier, K., Cooper, R. S., Kramer, H., Banegas, J. R., Giampaoli, S., Joffres, M.
R., Poulter, N., Primatesta, P., Stegmayr, B., Thamm, M., 2004. Hypertension
treatment and control in five European countries, Canada and the United States.
Hypertension, 43: 10-7.

Xie, J. L., Chen, X. J.,, Wu, J. J.,, Zhang, Y. Y., Zhou, Y., Zhang, L. J., Tang, Y. J., Wei,
D. Z., 2018. Antihypertensive effects, molecular docking study, and isothermal
titration calorimetry assay of angiotensin I-converting enzyme inhibitory peptides
from Chlorella vulgaris. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 66 (6):
1359-1368.

Yang, X., Chen, K., Liu, H., Zhang, Y., Luo, Y., 2019. Purification and identification of
peptides with high angiotensin-1 converting enzyme (ACE) inhibitory activity
from honeybee pupae (Apis mellifera) hydrolysates with in silico gastrointestinal
digestion. European Food Research and Technology, 245: 535-544.

Zhang, Q., Song, C. C., Zhao, J., Shi, X. M., Sun, M. L., Liu, J., Fu, Y. H., Jin, W.
G., Zhu, B. W., 2018. Separation and Characterization of Antioxidative and
Angiotensin Converting Enzyme Inhibitory Peptide from Jellyfish Gonad
Hydrolysate. Molecules, 23(1): 94.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818119305985#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818119305985#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18788181
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18788181/20/supp/C
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1329600
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4863215
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=35195657
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=244656
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=685096
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=685096
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=10799
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=7955
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=21831
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=503955
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=388360
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F2mKenTsfCsmWchsgcr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=26411366
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=431620
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=24562909
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=690119
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=3143360
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=28284938
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=10099871
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=696953
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=508691
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=D55YeimjSsiHALJYtSr&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=508691
https://link.springer.com/article/10.1007/s00217-018-03223-7#auth-1
https://link.springer.com/article/10.1007/s00217-018-03223-7#auth-2
https://link.springer.com/article/10.1007/s00217-018-03223-7#auth-3
https://link.springer.com/article/10.1007/s00217-018-03223-7#auth-4
https://link.springer.com/article/10.1007/s00217-018-03223-7#auth-5
https://link.springer.com/journal/217
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4493720
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1435725
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=3596710
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=29489356
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=349458
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=838831
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=1236529
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4493988
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=4493988
http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=F1XqlTzZUeLfFmRBLKe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=en_US&daisIds=219982
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6017638/

0OZ GECMIS

1990 yilinda Van’da dogdu. Ilk ve orta 6grenimini Van’da tamamladi. 2008
yilinda Van Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Tibbi Laboratuvar Bolimii’ni
kazandi ve 2010 yilinda ayni boliimden mezun oldu. 2011 yilinda Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nii kazand1 ve 2015 yilinda ayn1 boliimden
mezun oldu. 2017 yili giiz déneminde Van Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlisti’'nde yiiksek lisans 6grenimine basladi. 2009 yilinda Van Devlet Hastanesi’ne

Saglik Memuru olarak atandi ve halen goreve devam etmektedir.



56

VAN YUHADYEK
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

YiL
.

Yay

82

CALISMA ONAY BELGESI

VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITY (TURKEY)
ANIMAL RESEARCHES LOCAL ETHIC COMMITTEE
APPROVAL CERTIFICATE

Arastirmanin Adi: Anjiotensin Konverting Enzimin (ACE, E.C.3.4.15.1) Afinite
Kromotogrofisi Yontemiyle Koyun Akcigerinden Saflastiriimasi ve
Karakterizasyonu

Purification and characterization of angiotensin converting enzyme

(ACE, E.C.3.4.15.1) from sheep lung

Research Title:

Yiraticd / Chief investigator:Prof.Dr. Vedat TURKOGLU
Arastinici(lar):

Investigator(s) Yardimar Arastirici(lar) / Co-i igator(s): YUk. Lis. QOpr. Fatih AYDIN
Arastirmada kullanilacak hayvanlar | Animals to be used in the research:

Tiir / species: - Sayi / Numbers: -

Yas /Age:- Cinsiyet / Sex:-

Arastirmanin Ongoriilen Baslama Tarihi | Proposed Research Starting Date: 10. 10.2019

Arastirmanin Ongoriilen Bitis Tarihi / Proposed Research Completion Date:10.10.2021

Karar:

Yukarida bilgileri verilen planlanan arastirma projesi igin Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay1 gerekmemektedir.
Tarih: 03/10/2019 Karar No: 2019/09

Decision:

The proposed research project detailed above does not need Animal Researches Ethic Committee Approval.
Date:03/10/2019 Decision number:.2019/09

BASKAN/CHAIR

Prof. Dr. Semiha DEDE

UYE/Member

UYE/Member

Prof. Dr. Siddik KESKIN

UYE/Member

Prof. Dr. Nalan OZDAL

Pof. Dr. N. Tugba BINGOL
UYE

I jI‘EIMember UYE/M$mbér
Smf. Dr. Atilla DURMUS Dog. Dr. meus Dog. Dr. Yfldy SBUGAN
UYE/Member UYE/Member UYE/Member
Dog. Dr. Canser Yilmaz DEMIR Dog. Dr. Hacer SAHIN AYDINYURT | Dr. Ogr. Uyesi UNUSOGLU
UYE/Member UYE/Member UYE/Member
e B &
Dr. Ogr. Uyesi S8kN ONALAN Vet. Hek. Kerem OGRAK Vet. Hek. ismail Hakki BEHCET

UYE/Member

Zir. Miih. Kenan YILDIRIMOGLU

|




57

T.C
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
) FEN BILIMLERI ENSTITUSU
LiISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 14/12//2020
Tez Baghgi / Konusu:

Anjiotensin Konverting Enzimin (ACE, E.C. 3.4.15.1) Afinite Kromatografisi Yintemiyle Koyun
Akcigerinden Saflagtirilmasi ve Karakterizasyonu

Yukanida bashigikonusu belirlenen tez gahgmamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug
bolimlerinden olusan toplam 82 sayfalik kismma iliskin, 14/12/2020 tarihinde sahsim/tez damismanim
tarafindan Turnitin intihal tespit programindan agagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 4 (Dort) diir.
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- 7 kelimeden daha az drtiisme igeren metin kisimlari harig (Limit inatch size to 7 words)
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intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukanda vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
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