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Metabolik faaliyetlerin sorunsuz bir sekilde yerine getirilmesinde vitaminlerin 6nemi son derece
blyuktlr. Suda ¢éziinen bir vitamin olan C vitamini, antioksidan 6zellik gésterir, nérotransmitasyonda
ve kolajen sentezi gibi pek ¢ok biyolojik stiregte rol alir. Karbonik anhidraz (CA) izoenzimleri ise elektrolit
salinimi, pH dengesi, iyon tasinimi ve bunlarla iliskili birgok stirecte rol alir. Calismamizda, C vitamininin,
insan eritrositlerinden saflastirilan hCA | ve hCA Il (zerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak
incelenmistir. L-Askorbik asidin hCA | ve hCA Il izoenzimlerini yarismasiz inhibisyon mekanizmasi
Uzerinden inhibe ettigi, K; degerinin sirasiyla 96.80+11.19 uM ve 120.46+22.11 uM oldugu
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler
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Glokom

The Effect of Vitamin C on Carbonic Anhydrase Isoenzymes (hCA | and Il)

Abstract

Vitamins play an extremely important role in the smooth functioning of metabolic activities. Vitamin C,
which is one of the water-soluble vitamins, has antioxidant properties and plays a role in many biological
processes such as neurotransmission and collagen synthesis. Carbonic anhydrase (CA) enzymes play a
role in electrolyte release, pH balance, ion transport and many related processes. In our study, the
inhibition effects of vitamin C, on hCA | and hCA Il purified from human erythrocytes were investigated
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Vitamin C; Carbonic
anhydrase; Inhibition;

Glaucoma
as in vitro. It was determined that L-Ascorbic acid inhibits hCA | and hCA Il isoenzymes through its non-
competitive inhibition mechanism, and its K; value was 96.80+11.19 uM and 120.46+22.11 uM,
respectively.
© Afyon Kocatepe Universitesi
1. Giris alimindan rahatlikla saglanabilir (Padayatty and

Levine 2016).

C vitamini (L-Askorbik asit), bircok hayvanin bobrek
C vitamini genellikle, kollajen sentezi ve skorbit

veya karacigerinde glukozdan sentezlenen alti
karbonlu bir ketolaktondur (Marik 2020). Bununla
birlikte, insanlar, diger primatlar, kobaylar ve meyve

hastaliginin 6nlenmesi icin gerekli bir mikrobesin
olarak kabul edilir. Bununla birlikte C vitamini, bir

. - - antioksidan olarak 6nemli bir rol oynar, ¢ok sayida
yarasalari, C vitamini sentezinin son asamasini

. . biyolojik  reaksiyonda norotransmisyon  ve
katalize etmekten sorumlu enzim olan L- yolo] y ’ Y

gulonolakton oksidaz (GULO) enzimini kodlayan néromodiilasyonda kritik bir rol dstlenir. C

gende inaktive edici bir mutasyon barindirdiklarin- vitamininin, bakteri 8limini artirarak, konag

dan, C vitamini sentezleyemezler (Marik 2020). Bu oksidan yaralanmadan koruyarak, mitokondriyal ve

nedenle insanlar diyetle C vitamini almahdirlar. metabolik fonksiyonu koruyarak, inflamatuar yanit

Plazmada C vitamini konsantrasyonu olan 30-80 modiile ederek ve organ hasarini sinirlandirarak
konak savunmasinda 6nemli rolleri oldugu rapor
edilmistir (Marik 2020, 2018, Moskowitz et al.

2018). Son zamanlarda, damar yolu ile askorbik asit

UM, meyve ve sebzelerden olusan dengeli bir diyet
ile glinlik ihtiyag olan 75-80 mg C vitamini
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uygulanmasinin, kanserli  hastalarda olumlu
sonuglar verdigini gosteren Faz | ve Faz Il testlerinin
sonuglari yayinlanmistir. Bu durum C vitamininin
onemini bir kat daha artirmaktadir (Ngo et al. 2019).
Biinyesinde Zn?* iyonu bulunduran bir enzim olan
karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1), karbon dioksitin
(COs) (HCO37)
dehidrasyonu reaksiyonlarini katalizler (Mert vd.
2019, Tunca vd. 2020). CA’lar elektrolit salinimi, pH

regilasyonu, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, CO,

hidrasyonu ve bikarbonatin

ve ¢esitli  iyonlarin  transportu, solunum,
glukoneogenez, lipogenez, timor olusumu cesitli
patojenlerin gelisimi ve virllansi gibi fizyolojik ve
patolojik olaylarda goérev alirlar (Supuran 2008,
Supuran 2016, Alterio et al. 2012). Bu siireglerde yer
alan CA izoenzimlerinin birgogu, édem (Carta and
Supuran 2013), glokom (Masini et al. 2013), obezite
(Scozzafava et al. 2013), kanser (Nocentini and
Supuran 2018), epilepsi (Aggarwal et al. 2013),
vertigo (Sluch vd. 2017) ve osteoporoz (Carradori et
al. 2015) gibi bir dizi rahatsizhg1 tedavi etmek igin
inhibe olma potansiyeli olan 6nemli terapotik
hedeflerdir. CA inhibitorlerinin, protozoa, mantar ve
bakterilerin  neden  oldugu  enfeksiyonlarla
miicadelede potansiyel kullanimi da arastiriimakta-
dir (Supuran 2008).

CA inhibitorleri cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. CA | ve CA Il inhibitorleri olan
asetazolamit (AAZ) ve brinzolamit (BRZ) glokom
tedavisinde, topiramat epilepsi tedavisinde, AAZ ve
metazolamit (MTZ) didretik ilaglar olarak
kullanilmaktadirlar (Alim et al. 2015). Sistemik
(AAZ ve MTZ)

uyusukluk, el ve ayak parmaklarinda karincalanma,

olarak kullanilan bu ilaglarin
tat almada bozukluk, bulanik gérme ve bobrek tasi
olusumu gibi yan etkileri vardir (Kasimogullari et al.
2010). Yan etkisi daha az olabilecek yeni sentetik
bilesiklerin ve dogal kaynakh bilesiklerin CA {izerine
etkileri cesitli arastirma gruplar tarafindan
incelenmistir (Balaydin et al. 2012, Goger et al. 2016,
Arabaci et al. 2014).
Bu arastirmada ginlik ihtiyacbmiz olan C
vitamininin, kimyasal formu olan L-Askorbik asidin
insan eritrositlerinden saflastirilan hCA | ve hCA I
etkisi in vitro olarak

izoenzimleri Uzerindeki

incelenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Materyal

kullanilan L-askorbik asit ve tim

Sigma-Aldrich
edilmistir. Hemolizatin hiicre mebranlarindan ayrimi
sogutmali santirfij (SIGMA 3K30) ile saglanmistir.
Afinite saflastirmasi peristaltik pompa (ISMATEC
REGLO Digital MS-2/6)
inhibitdrli ve inhibitérsiiz ortamdaki enzim aktivite
¢alismalari UV-Visible spektrofotometre
(SHIMADZU UV1700 PharmaSpec)
yapilmistir.

Calismada

kimyasallar firmasindan temin

ile gercgeklestirilmigtir.

kullanilarak

2.2 CA izoenzimlerinin saflastiriimasi

Antikoagilanth tiiplere alinan kan 6rnekleri 1500
rpm devirde 20 dk. santriflijlenerek plazma ayrildi.
Eritrositler izotonik ¢ozelti (%0.9 NaCl) ile birkag kez
yikandi ve buzlu su ile (1:1.5) hemoliz edildi.
Hemolizat, karisimin 4 °C sicakhkta, 20000 rpm
devirde 30 dk. slireyle santrifiij edilmesi suretiyle
ayrildi. Hemolizatin pH’1 kati TRIS (tris(hidroksi-
metilJaminometan) kullanilarak 8.7 degerine
ayarlandi ve 25.0 mM TRIS-HCI/100 mM Na»SO4 (pH
8.7) c¢ozeltisi ile dengelenmis afinite kolonuna
(Sepharose“4B-L-tirozin-p-aminobenzensiilfonamit)
yuklendi. 25.0 mM TRIS-HCI/22.0 mM Na,SO. (pH
8.7) ¢ozeltisi ile yapilan yikama islemini takiben, hCA
| izoenzimi 1000 mM NaCl/25.0 mM Na,HPO, (pH
6.3) c¢ozeltisi ile, hCA Il izoenzimi ise 100 mM
NaCHsCOO/500 mM NaClO4 (pH 5.6) ¢ozeltisi ile
afinite kolonundan eliie edildi (Rickli et al. 1964).
Saflastirilan izoenzimlerde protein miktari belirlendi
(Bradford 1976) ve SDS-PAGE analizi
(Laemmli 1970).

yapildi

2.3 CA enzim aktivitesi 6l¢iimii

hCA | ve hCA II' nin CO; hidrataz aktivitesi pH-stat

yontemi ile belirlendi. Bu yontemin prensibi,
CO,-H,0 reaksiyonu sonucu aciga cikan H* iyonu
nedeniyle, pH’ In 8.15 den 6.15 e diismesi i¢in gecen
sirenin pH metre ve kronometre kullanilarak
belirlenmesidir (Sekil 1) (Wilbur and Anderson 1948,

Maren 1960).
CO,+H,0 === HCO,+H"

Sekil 1. Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi
reaksiyonu.
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Enzim Unitesi ise, ((to - t.)/ t.) esitligi kullanilarak
hesaplandi. Burada toenzimsiz CO; hidrasyon siiresi,
t.ise enzim varligindaki CO; hidrasyon siresidir.

Esteraz aktivitesi ise, substrat olarak kullanilan 4-
nitrofenilasetat bilesiginin, CA katalizorliglinde, 4-
nitrofenol(at)  bilesigine  hidrolizi  esnasinda
absorbans degerinde meydana gelen degisimin 348
nm de 8l¢iilmesi ile belirlenmistir. Olciimlerde 25 °C
sicaklik, 3 dakikalik siire esas alinmistir (Sekil 2)
(Verpoorte et al. 1967).

Q Q o

N N%
ji /@’ 0 4 mpo L. /@ o . HBC)LOH
H,C o] HO

3

4-nitrofenil asetat 4-nitrofenol(at) asetik asit

Sekil 2. Esteraz aktivitesi reaksiyonu.

2.4 L-Askorbik asidin ICso dederinin ve K; sabitinin
belirlenmesi

ICso degerini belirlemek i¢in, hCA | ve hCA Il
izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri, farkl
L-Askorbik asit konsantrasyonlarinda, “Bolim 2.3”
de tarif edildigi
ortamdaki 6l¢ciimlerde enzim aktivitesi %100 kabul
edildi, %Aktivite-[L-Askorbik asit] egrisi ¢izildi ve
egri denklemi yardimiyla bilesiklerin 1Cso degerleri
belirlendi (ilkimen et al. 2015).

sekilde olgiildi. Inhibitorsiiz

inhibisyon sabiti (Ki), izoenzimlerin esteraz aktivitesi
esas alinarak belirlendi. K degerlerinin belirlenmesi
icin, enzimli reaksiyon hizini %30, %50 ve %70
farkli  L-Askorbik asit
konsantrasyonu secildi ve her bir L-Askorbik asit
konsantrasyonu icin  bes  farkli  substrat
konsantrasyonunda (0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ve 0.7 mM) CA
Olcildi.  Ayni
inhibitorsiiz ortamda da tekrarlandi ve Lineweaver-

oraninda azaltan (g

enzim  aktiviteleri Olcimler

Burk egrileri gizilerek K; sabiti belirlendi (Lineweaver
and Burk 1934, Alkaya et al. 2018).

3. Bulgular
3.1 CA izoenzimlerinin saflastiriimasi

hCA | ve hCA I,
aminobenzensilfonamit
saflastirildi. Eltatlarda kalitatif-kantitatif protein

Sepharose “4B-L-tirozin-p-

kolonu kullanilarak
analizi, ve hidrataz aktivitesi 6lcimu yapildi (Sekil 3,
Sekil 4).

07

y=0,6627x+0,0025

06 2
R*=0,9895 =

05 -

04

03 4

Absorbars (595 nm)

02

01

0 - - -
0 02 04 05 08 1

mg protein

Sekil 3. Protein miktari standart egrisi.

4 00

g

g

Absorbars (280 nm)
B ¥ 888
Aktivite (EUfmL)

[<)

Fraksiyon Sayisi

Sekil 4. hCAlve hCAll izoenzimlerinin fraksiyonlara gore
absorbanslarindaki ve aktivitelerindeki degisim
(1.-25. fraksiyonlar hCA |, 26.-35. fraksiyonlar
hCA 11)

hCA | izoenzimi, 2076.47 kat saflastiriimis ve spesifik
aktivitesi  1596.71 EU.mg protein®
hesaplanmistir. hCA 1l izoenzimi ise 4422.88 kat
saflastirilmis ve spesifik aktivitesi 3401.00 EU.mg
protein™® olarak hesaplanmistir. (Cizelge 1). Ayrica
elUatlarda SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 5).

olarak

Sekil 5. SDS-PAGE analizi (a: Standart hCA | (30 kDa), b:
Saflastirilan hCA |, c: Standart hCA 1l (30 kDa)d:
Saflastirilan hCA I1).
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3.2 L-Askorbik asidin ICso degerinin ve K; sabitinin
belirlenmesi

L-Askorbik hidrataz ve esteraz ICs

degerlerinin belirlenmesi icin, 6ncelikle %1.0'lik stok

asidin

¢Ozeltisi hazirlandi. Daha sonra CA izoenzimlerinin
hidrataz esteraz aktiviteleri, farkh
konsantrasyonlardaki L-Askorbik asit varliginda

ve

Cizelge 1. CA izoenzimlerinin saflastirilmasina iliskin veriler.

“Bolim 2.3” de tarif edildigi sekilde olglldi. Her
olclim ¢ kez tekrarlandi ve %Aktivite-[L-Askorbik
asit] egrileri cizilerek L-Askorbik igin 1Cso degeri
hesaplandi (Cizelge 2, Sekil 6 ve 7). L-Askorbik asidin
esteraz Kj sabitinin belirlenmesi igin gerekli 6lglimler
“Bolim 2.4” de agiklandigi sekilde yapildi (Cizelge 2,
Sekil 8 ve 9).

Saflagtirma Aktivite  Toplam Hacim Protein Toplam Toplam Spesifik Aktivite Verim (%) Saflagtirma

Basamagi (EU/mL) (mL) (mg/mL) Protein (mg) Aktivite (EU) (EU/mg protein) ° Katsayisi

Hemolizat 118.25 50.00 153.78 7689.00 5912.50 0.77 100.00 1.00
Afinite (hCAl) 718.52 5.00 0.45 2.25 3592.60 1596.71 60.76 2076.47
Afinite (hCAll) 884.26 5.00 0.26 1.30 4421.30 3401.00 74.78 4422.88
Cizelge 2. L-Askorbik asidin ICso degerleri ve K sabitleri.
Hidrataz ICso (uM) £SD>® Esteraz ICso (uM) £SD?b Ki (1M) £SD2b
Bilesik - -

hcAl hcA Il hcAl hcA Il hcAl Inhibisyon hcA Il Inhibisyon

Tird Turd

AAZ° 0.39+0.008 0.20+0.005 0.42+0.004 0.31+0.008 0.26+0.003 014+0.005

Yarismasiz Yarismasiz

L-Askorbik asit

192.50+33.34

211.75+33.34

96.80 +£11.19

120.46+22.11

2Ortalamatstandart sapma degeri (n=3).
p<0.0001
Kontrol bilesigi olarak kullanilmistir (Yenikaya et al. 2016)

100
80 A L] y = 100,004
R?=0,9765

£ 60 A
2
s
e 40

20 A

0 T T T T r T
] 50 100 150 200 250 300 350

[L-askorbik asit] uM

Sekil 6. L-Askorbik asidin hCA | esteraz aktivitesine etkisi.
100
80 A t y = 100g-0.003x
R2=0,9819
£ 60 -
z
5 40
20 A
0 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
[L-askorbik asit] um
Sekil 7. L-Askorbik asidin hCA Il esteraz aktivitesine

etkisi.

¢ kontrol @ %30 inhil

= y=0,0001x +0,0424
R? = 0,9971

® y=5E-05x+0,0164
R? = 0,9905

03

0.2 4

1/V (umol/dk)*

4 %50 inhibi = %70 inhibi
Ay = 7E-05x+0,0247
R?=0,9933

*y = 4E-05x+0,0113
R?=0,9882

1/1s] (M)

Sekil 8.

hCA | K; sabiti icin Lineweaver-Burk grafigi.

«kontrol %30 inhibisyon
™y =0,0001x+0,0281
R® = 0,9968

® y = 6E-05x+0,0101
R?=0,9897

4 %50inhibisyon  ® %70 inhibisyon
Ay = BE-05x+0,0149

R® =0,9921
# y = 4E-05x+ 0,007

R = 0,9872

1/V (wmel fdk)*

03 4

0,25 4

-600

1/[s1{m)

1900

Sekil 9. hCA Il K; sabiti icin Lineweaver-Burk grafigi.
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4. Tartisma ve Sonug¢

CA’lar karbon dioksitin bikarbonat ve protona
tersinir hidrasyonunu katalize ederek hiicre igi ve
hicre disi CO,, H* ve HCOs™ konsantrasyonlarini
diizenler. insan CA’lan hava-su arayiiziinde gaz
degisimi (Henry 2000), CO, ve HCOs™“in membranlar
(Henry 1996),
reaksiyonlar, asit-baz dengesi (Frasseto et al. 2012),
(Supuran 2008),
metastatizasyon (Neri and Supuran 2011) gibi ¢ok
cesitli patolojik
iliskilendirilmektedir.

arasinda tasinmasi biyosentetik

kalsifikasyon onkogenez ve

fizyolojik  ve sureglerle

ve hCA |
izoenzimleri, insan eritrosit hiicrelerinden Sepharo-

Bu arastirma kapsaminda hCA |

se 4B-L-tirozin-p-aminobenzen siilfonamit afinite
jeli kullanilarak saflastiriimistir. hCA | %60,76 verim
ile 2076.47 kat, hCA |l ise %74,78 verim ile 4422.88
kat saflastirilmistir. Eliie edilen hCA | izoenziminin
spesifik aktivitesi 1596.71 EU.mg protein™, hCA II
izoenziminin spesifik aktivitesi ise 3401.00 EU.mg
protein?  olarak hesaplanmistir.  Saflastirilan
enzimlerin SDS-PAGE analizleri standart, hCA | (30
kDa, Sigma-Aldrich) ve hCA Il (30 kDa, Sigma-
Aldrich) varliginda gergeklestirildi. Sekil 5 de verilen
analiz sonucu, hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin insan
eritrositlerinden yiiksek saflikta izole edildigini
gostermektedir.

Memeli CA’larinin  koni seklindeki aktif bdlge
yapisinin bir kisminin hidrofobik, bir kisminin ise
hidrofilik amino asitlerden olusmus olmasi, bu
enzimlerin genis bir bilesik sinifi (sentetik ve dogal)

ile etkilesime girebilmesini saglamaktadir (Sekil 10).

N
Y

Hidrofilik

Hidrofobik

Sekil 10.a-CA izoenzimlerinin aktif bolge yapisi (PDB:
1CA2).

Sentetik CA inhibitorleri arasinda silfonamidler,
stlfamatlar, stlfamitler, ditiyokarbamatlar, karbok-
silik asitler, fenoller, poliaminler ve silfokumarinler
sayilabilir (Alterio et al. 2012). Literatiirde 6rnekleri
bulunan dogal CA inhibitorlerine ise polifenoller
(kafeik asit, ferulik asit,
silmarin  vb.),

kuersetin, kurkumin,

bromofenoller, spirobisnaftalin
turevleri, kapsaisin ve izoflavon tirevi bilesikler
ornek verilebilir. Calismamizda ise suda c¢oziinen,
esansiyel bir vitamin olan ve ¢ok sayida biyolojik
etkinligi ispatlanmis olan C vitamininin (L-Askorbik
asit) insan ertirosit CA izoenzimleri olan hCA 1 ve hCA
Il Gzerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak

incelenmistir.

HO
OH

OH
Sekil 11.L-Askorbik asidin kimyasal formli.

Sekil 11 de gorildugi lizere, L-Askorbik asit bilesi-
ginde, halka lizerinde bulunan —OH gruplari asidik
karakterde olup iyonlasabilmektedirler. Bu durum
¢Ozelti pH'Ini degistirdiginden, olglim prensibi pH
degisimi olan hidrataz aktivitesi inhibisyon 6l¢lim
saghkli bir sekilde yapilamamis olup hidrataz 1Cso
degerleri elde edilememistir.

Esteraz ICso degerleri incelendiginde hCA 1 igin
192.50433.34 uM, hCA Il igin 211.75+33.34 uM
oldugu gorulmektedir. L-Askorbik asidin hCA | igin K;
degeri 96.80+11.19 uM, hCA Il igin Ki degeri
120.46422.11 uM dir. Bu degerler kontrol amaciyla
kullanilan sentetik AAZ'nin yaninda zayif kalmakla
birlikte daha 6nce calismalari yapilan dogal kaynakli
bilesiklerle kiyaslanabilir buydkliktedir.

Diger arastirma gruplan tarafindan c¢alismalari
yapilan dogal kaynakli CA inhibit6rlerinin hCA | ve
hCA 1l icin K; degerlerini inceleyelim. Balaydin vd.
(2012), bromofenol tirevlerinin CA izoenzimleri
Uzerine etkilerini incelemisler ve hCA | igin K;
degerlerini 1.08 — 4003 uM arasinda, hCA Il igin K;
degerlerini 0.37 — 78.49 uM arasinda bulmuslardir.
Gocger vd. (2016), spirobisnaftalin tlrevlerinin CA
izoenzimleri lizerine etkilerini incelemisler ve hCA |

icin K degerlerini 1.60 — 460.42 uM arasinda, hCA Il
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icin Ki degerlerini 0.39 — 419.42 arasinda bulmuslar-
dir. Arabaci vd. (2014), kapsaisin bilesiginin hCA | ve
hCA Il lzerine etkisini incelemisler ve hCA 1 igin K;
degerini 696.15 uM, hCA Il igin Ki degerini 208.37
UM olarak belirlemiglerdir.

L-Askorbik asit bilesiginin CA izoenzimi ile etkilesim
seklinin ise yapisindaki —OH gruplarindan dolayi,
fenolik bilesiklerin etkilesim sekli olan, ¢inko(ll)
iyonuna bagl su molekiliine baglanma (Innocenti et
al. 2008) veya yakin zamanda kesfedilen, ¢inko(ll)
iyonuna bagh su molekiliine komsu olan ve “derin
su” olarak adlandirilan su molekiliine baglanma
2020)
distnilmektedir. Ancak kesin bir ifade igin X-1sinlar

(D’Ambrosio et al. seklinde oldugu

analizi gereklidir.

Sonug olarak, glnlik almamiz gereken bir vitamin

olan C vitamininin, insan CA izoenzimlerinin
aktivitesini inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
gorlilmastiir. DUzenli olarak taze meyve ve sebze
tiketimi ile kolaylikla temin edebilecegimiz C
vitamini, giris kisminda bahsedilen diger faydalari-
nin yani sira CA aktivitesini de diizenleyerek ileride
bu izoenzimler ile iliskili olarak ortaya cikabilecek
glokom gibi hastaliklarin 6nlenmesine yardimci

olabilir.
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