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1. GIRIS VE AMAC

Karbonik anhidraz (CA) aktif bolgesinde Zn** ihtiva eden monomerik bir
proteindir. Giiniimiize kadar yedi tane CA izoenzimi tarif edilmigtir(CALILIILIV,V,VI
veVII). Bu izoenzimler canhlarda yaygin olarak bulunurlar, ayrica doku dagilimlan ve hiicre
ici yerlegimleri farkhdir.

Karbonik anhidrazin fizyolojik roli CO, hidrasyonunu donisimlii olarak
katalizlemesinden ileri gelmektedir. Viicud sivilarinda asit-baz dengesinin saglanmasi,
membranlardan iyon transportu, beyin omurilik stvis1 ve goziin 6n kamera stvisinin sentezi
ve rezorbsiyonu ve baz1 metabolitlerin sentezi gibi birgok olayda CA izoenzimleri énemli rol
oynarlar.

CAIII(CA M) iskelet kaslanina yiiksek spesifiklife sahip olan ve iizerinde engok
¢alisma yapilan CA izoenzimidir. Cesitli kas distrofilerinde, iskelet kasi hasarina neden olan
hadiselerde, ayrica yiiksek kan total kreatin kinaz aktivitelerinin izah edilmesinde énemli bir
markdr oldugu ortaya konulmugtur.

CA aktivitesi tayininde; manometrik, potansiyometrik ve kolorimetrik metodlar
kullamlmaktadir. Aynica RIA ve EIA gibi spesifik metodlarla izoenzim tayinleri
yapimaktadir. Cegitli hastabiklarda dokularda ve viicud sivilannda CA miktarlan tayin
edilmig ancak saglikh sahislarda kan total CA ve CAIII aktivitelerini belirleyen bir ¢alisma
yapilmamugtir.

Bu ¢aligmada, CA’mn p-nitrofenil asetat esterini hidrolizleyici aktivitesini esas alan
esteraz metodu ile saglikh bireylerin olusturdugu belirli yag gruplarinda serum total CA ve
CAIII aktivitelerinin tayin edilmesi amaglandi. Bu sahada benzeri bir ¢aligmanin olmamasi
ve CA izoenzimlerinin klinik 6nemi g6z Oniine ahndifinda bu ¢aliymanin ilgili sahada
onemli bir boslugu doldurma yoniinde kiymetli bir adim olacag: agikardir.



2.GENEL BiLGiLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi:

Enzimler canh ve cansiz ortamlardaki kimyasal reaksiyonlarnt hizlandiran protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Proteinlerin en biiyiikk ve en spesifiklesmis gurubunu
olustururlar. Canlilardaki reaksiyonlarin hemen tamami enzimlerle katalizlenir. Enzimler
subsrat ad: verilen kiigiik molekiillere spesifik olarak baglanir ve onlan {iriine déniistiiriirler.
Kimyasal reaksiyonun gergeklesmesi igin gerekli olan aktivasyon enerjisini diisiirerek
reaksiyonu hizlandinirlar ve reaksiyonlara kontrol edilebilen bir iz kazandinirlar. Bu hiz
genellikle 10°-10% kat arasindadir. Subsratlarina ve Kkatalizledikleri reaksiyon tiplerine
oldukga spesifiktirler. Reaksiyonlarda %100 verim saglarlar ve hig bir yan iiriin olugmasina
1zin vermezler(1-4).

Bazi enzimler katalitik aktivitelerini protein yapilanyla gosterirlerken bir ¢ogu
protein yapisinda olmayan, kofaktor denilen kompleks organik bilesiklere ve metal
iyonlarna ihtiyag duyarlar Kofaktorler genellikle enzime gevsek baghdir, ancak prostetik
grup adi verilen kofaktérler enzime kovalent olarak baglanirlar. Bunlara prostetik grup
denir. Ornegin karbonik anhiraz enziminin yapisindaki Zn>" prostetik gruptur(4,5-8).

Simdiye kadar yaklagik 3000 enzim tanumlanmug, bir codu saflastilmis ve kinetik
ozellikleri incelenmistir. Tarif edilen enzim sayisinin siratle artmast ve bunlann
katalizledikleri reaksiyonlarn tipi ve mekanizmalarinin agiklayier bir sekilde ifade
edilebilmesi i¢in Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji BirliZi (JTUBMB) enzim
komisyonu enzimleri yeniden tasnif etmigtir Bu siiflamada enzimler alti anagruba
aynlmaktadir.(Oksidorediiktazlar, Transferazlar, Hidrolazlar, Liyazlar ,izomerazlar,
Ligazlar) Her anagrup ise kendi i¢inde alt ve alt alt gruplara bolinmektedir. Her enzimin
ismi ve sistematik kod numaras: bulunmaktadir. Ornegin; karbonik anhidrazin sistematik
kod numarast (E.C. 4.2.1.1)dir. Ancak buna ramen enzimlerin katalitik etkisini
gosterdikleri subsratin sonuna ‘-az’ eki geﬁrikggsine .dayah eski simflama pratikte hala
kullanlmaktadir; ireaz, lipaz, amilaz, gibi (1,3,4.8).

lar
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Enzimlerin aktivitelerini azaltan veya ortadan kaldiran bilegiklere inhibitér, bu olaya
ise inhibisyon denir. Inhibitérler enzimin aktif bolgesine yada bagka bir kismma baglanarak
etkilerini gosterirler Enzim inhibisyonu déniigiimlii ve doniigiimsiiz olarak iki gekilde
meydana gelir. Doniigiimsiiz inhibisyonda inhibitér enzime ya kovalent baglanr ya da zor
aynigabilen bir kompleks olusturur. Déniiglimlii inhibisyonda ise enzim ile inhibitor
etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir. Enzim inhibisyonundan enzimlerin etki
mekanizmasinin incelenmesinde,bir metabolik yolun aydmlatilmasinda, enzim aktivitesinin
diizenlenmesinde ve enzim aktivitesinin tayininde yararlaniimaktadir(5,8-10).

Bir canli tiirinde aym reaksiyonu katalizleyen ancak farkh kimyasal yapiya sahip
enzimlere izoenzim veya izozim denir.izoenzimlerin subsratlarma kofaktorlerine ve
inhibitorlerine kars: ilgileri faklidir. Bu nedenle aktiviteleri de farklidir. Izoenzimler farkli
dokularda lokalize olabildii gibi, bir hiicrenin farkh subselliler fraksiyonlarinda da
yerlegebilirler.Bu farklh yerlesim dokunun metabolik 6zelligini belirleyen 6nemli bir
faktordiir(1,10-11).

Bir enzimin katalizleme giici turnover sayist ile ifade edilir. Turnover sayist 1mol
enzimin birim zamanda tiriine dondgtiirdiiZi subsratin mol. sayisi olarak ifade edilir. Bilinen
enzimler iginde turnover sayist en yiiksek olan enzim karbonik anhidrazdir(600000
mol.sn™). Bir dokudaki veya ¢ozeltideki enzim miktan direkt konsantrasyon tayini veya
enzim aktivitesi cinsinden belirtiimektedir. Enzim aktivitesi enzim iinitesi cinsinden verilir.
Genel olarak 25 C° de 1 mikromol subsrat: 1 dakikada iiriine geviren enzim miktarina bir
enzim iinitesi (EU veya U) denir. Eger zaman birimi saniye madde miktann mol olarak
ahnirsa enzim aktivitesi birimi katal olur. Spesifik aktivite ise 1 miligram protein bagina
diigen enzim {initesi olarak tarif edilir (E.U/ mg protein) ve enzim saflagtinlmasi igleminde
enzim saflifmin bir gostergest olarak kabul edilir Enzim konsantrasyonu,subsrat
konsantrasyonu, pH, iyonik siddet, sicaklik, inhibit6rler ve aktivatorler enzimlerin katalitik
aktivitesini etkileyen en dnemli faktérlerdir(1,11).

Enzimoloji giinimiizde bashbagma bir bilim dalidir. Enzimler ve bunlarm
katalizledigi reaksiyonlardan kimya endiistrisi, gida miihendislii, tanm ve gevre
miihendisligi ve tip bagta olmak iizere bir ok alanda yararlamlmaktadir Tip enzimlerin gok
6nemli kullamm alanlarindan biridir ve enzimlerin tiptaki kullanim dort ana baghk altinda
toplanabilir:
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1- Dokularda ve viicut sivilanindaki enzim miktarmin ve aktivitelerinin tayini ile doku
fonksiyonlarinin taranmast, patolojilerinin tespiti ve takibi yapilabilir.

2- Canli materyallerinde birgok molekiiliin miktar tayininde analitik bir arag olarak
enzimler kullanilir.(Enzimatik tayin metodlar1)

3- Bir metabolik yolda gorev alan enzimlerin inhibisyonu ile o metabolik yolun
aydimlatilmasi miimkiin olmugtur.

4- Giinimiizde ozellikle kaliimsal enzim defeklerine bagli hastaliklarin tedavisinde
bizzat ilag olarak enzimler kullamlmaktadir(10-11).

2.2. Karbonik Anhidraz Hakinda Bilgi:

Karbonik anhidraz (CA) sistematik adiyla karbonat hidroliyaz (E.C.4.2.1.1),
259-260 amino asit rezidiisii ithtiva eden 29-30 kDa molekiil agirhgma sahip monomerik bir
proteindir. Aktif bolgesinde bir adet Zn®>" iyonu ihtiva eder ve bu metal iyonu katalitik
aktivite igin gereklidir. Karbonik anhidraz korbondioksitin(CO,) hidrasyonunu veya
bikarbonatin (HCO3) dehidrasyonunu dénigiimlii olarak katalizler(12).

CO,; + H,0 =—=H,C0; =—=H"+ HCO;
1- E-Zn*' -OH + CO, E-Zn* -HCO;=——=—=E-Zn>' -OH, + HCOs
2- E-Zn* -QH,&=—=E-Zn* -OH +H'

Sekil 1: Karbonik anhidraz tarafindan katalizlenen CO, hidrasyonu reaksiyon
mekanizmasi

Karbonik anhidraz yukanidaki reaksiyonun yaminda karbosilik, siilfonik, karbonik ve
fosforik esterlerin ,aldehitlerin ,piruvatin hirolizinide katalizler. Ancak bunlann fizyolojik
Onemi heniiz gésterilmemigtir(13).

2.2.1. Karbonik Anhidraz Izoenzimleri:

Karbonik anhidraz canhlarda en yaygin metaloenzimdir. Memelilerde yedi farkli CA
izoenzimi izole edilmigtir. CAI(B), II(C), III(M), IV, V, VI ve VIIL. Karbonik anhidraz
izoenzimlerinin hiicre i¢i yerlesimleri farklihk géstermektedir Bunlardan CAI, II, III, VII
sitozolde, IV hiicre memranimna bagli, V mitokondride bulunur. CAVI ise sekrete edilir. CA
izoenzimleri farklt bir doku dagilimi da gosterirler. CAI eritrositlerde bol miktarda bulunur,
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diger dokularda ise siurh miktardadir. CAI ve CAII hemen hemen biitiin dokularda
mevcuttur. CAIIl iskelet kaslari,diafragma ve Ozefagusta yliksek konsantrasyonda
mevcuttur. CAIV ozellikle akciSer ve bobreklerin proksimal tubullerinde bulunur. CAV
karacier hiicresi mitokondrisinde, CAVI insan, rat ve koyun tikriginde gosterilmigtir
(14-16).

2.2.2. Karbonik Anhidrazn Metabolik Rolii:

Karbonik anhidrazin fizyolojik rolii CO, hidrasyonunu dogimli olarak
katalizlemesinden ileri gelmektedir. Akcigerlerde ve bobreklerde CO, athm ve asit- baz
dengesi CAII ve CAIV tarafindan diizenlenmektedir. Eritrositler bol miktarda CA ihtiva
ederler, hemoglobinden sonra eritrositlerde en fazla bulunan protein CA dir. Eritrositlerde
yitksek miktarda olusan bu reaksiyon ve anyon kanali vasitasiyla asit- baz dengesine katki
yapilmaktadir, ayrica CO, tagmabilmektedir. Kemiklerde remodeling fazinin bir béliimiinde
osteoklastlar ihtiva etikleri CAIl nin olusturdugu asidik ortam sayesinde kemik
rezorbsiyonunu gergeklestirirler. Ayrica bu yolla kemikten kalsiyum ve fosfat mobili‘s‘?zqonu
saglanur(15,17-19).

Sinir sistemi dokulan igin CA esansiyeldir ve burada CAIL III ve IV bol miktarda
bulunur. Santral sinir sisteminde asit- baz dengesini kontroliinde, miyelin sentezinde, beyin
omurilik stvisinin sentezi, salgisi ve rezorbsiyonunda, ayrica noronal aktivitenin kontroliinde
bu izoenzimlerin rol oynadid ifade edilmigtir(20-21).

Lens ve cornea dokusunda CAII ve IV bulundugu ve 6n kamera sivisinin sekrasyonu
ve rezorbsiyonunda etkili oldugu bilinmektedir. Glokom tedavisinde uzun zamandan beri
CA inhibitorleri kullamimaktadir(22).

Dokularda, 6zellikle iskelet kaslart ve kalp kasinda metabolizma sonucu ag18a ¢ikan
asidik tiriinlerin ve protonlarin tamponlanmasi CA aracilg ile olmaktadir(14,23).

Hepatositlerde yag asitlerinin sentezi sirasinda subsratlardan biri olan HCO3 CO, nin
hidrasyonu ile temin edilmektedir(17,24)

Gastrik mukoza pariyetal hiicrelerinden HCI salgilanmasi CA aracilifiyla olmaktadir.
TiikriiZe salgilanan CAVI ve sindirim sisteminin iist dokularinda bulunan CAII’nin tiikriigtin
proton ve tamponlama kapasitesini saZladiklan ve sindirim sisteminin st kisimlarimn asidik
ortama kargt korunmasinda rol aldiklan ifade edilmigtir(25).
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Ure siklusu ve primidin niikleotidleri sentezinin baslangig devresinde korbamoil
fosfat sentezi reaksiyonlannin ihtiyag duydugu HCO; subsrati da CA’larca temin edilir.
Piruvatin piruvat karboksilaz katalizorliigiinde oksaloasetata doniigerek glukoneogenezde
kullamimast da CA’larca temin edilen HCO; varliginda olmaktadir(24).

Bilinen enzimler igersinde katalitik aktivitesi en yiltksek olan enzim karbonik
anhidrazdir(600000 mol.sn™). CA izoenzimlerinin aktif bélgelerindeki amino asit
rezidiilerinin farkhhndan dolay: katalitik aktiviteleri birbirinden fakhidir. Katalitik aktivite
sirast, CAIl > CAIV > CAI > CAII seklindedir. Omegin insan CAIl maksimal CO,
hidrasyonu turnoveri;1.4.10% sn™ | insan CAI igin; 1.10* sn™ dir(26).

2.2.3 Karbonik Anhidraz III Hakkinda Bilgi:

Karbonik anhidraz III 30 kDa molekiil agirh§ina sahip, 259-260 amino asit
rezidiisiinden ibaret ve sitozolik yerlesimli monomerik bir proteindir. Omurgal iskelet
kaslan, ozellikle tipI lifleri ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda CAIII ihtiva ederler. Kastaki
sitozolik proteinlerin yaklasik %10 kadar karbonik anhidrazdir. Ayrica kalp kasi, sindirim
sistemi dokular, tikriik bezleri, prostat, siit bezleri gibi dokularda da diigiik miktarda
mevcuttur(18,24,16,27).

CAIII aktif bolgesinin kendine has bir yapis1 vardir. Aktif bolgedeki Zn*" iyonuna
bagli amino asit rezidiileri lizin veya arginin 64, arginin 67 ve arginin 197 dir. Ayrica aktif
bélgedeki hidrofobik kisimda fenilalanin 198 ve izolosin 207 vardir. Bu yap: farkhilifindan
dolay1 CAIIl’in aktif bolgesi difer izoenzimlere gore daha dar bir kavite olusturmaya
meyillidir. Aktif bolgenin bu 6zelliklei CAIIl’iin CO, hidrasyonu aktivitesini ve CA
inhibitorlerine ilgisini stnirJamaktadir(26).

CAIl’iin kesin fizyolojik rolii bilinmemektedir. Ancak kas hiicresi metabolizmasi
sonucu olusan laktatin hﬁcre digina tasimirken beraberinde ¢tkaracagn H' iyonlannin
intertisyel yiizeylerde neden olacag: ani pH diigmelerini CO./HCO; dengesini saglayarak
engelledigi saniimaktadir. Kalp kasinda ise laktat ve yag asitleri ile birlikte hiicre igine giren
H iyonlarimi temin ettigi diiginilmektedir(23,28).

CAIlT’n yiiksek iskelet kas: spesifiklifi nedeniyle gesitli néromuskiiler hastaliklarda
ve iskelet kas1 hasarnina neden olan hadiselerde AST (aspartat aminotransferaz) ve CK
(kreatin kinaz)’dan daha spesifik bir markor oldugu, ayrica serum CK yiiksekliklerinin
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ayirict tamisinda dnemli bir markor olarak kullamlabilecegi yapilan birgok galigma ile ortaya
konulmugtur(29,30).

2.2.4. Karbonik anhidraz inhibitorleri:

Karbonik anhidrazlar aktif bolgelerinde bulunan Zn®* iyonuna baglanan birgok iyon
ve bilesik tarafindan inhibe edilirler. Mononegatif anyonlar (halojeniirler,N;,NCO,SCN
,CN" gibi) ve baz1 notral organik bilesikler (siilfonamidler) enzime sikica bajlanarak
doéniigiimlii inhibisyona neden olurlar. Alkoler, organik solventler ve amid bilegikleri gibi
diger noétral inhibitorler ise enzime gevsek baglanarak zayif \bir inhibisyon meydana
getirirler(31-33).

Siilfonamid tirevleri (asetazolamid, etokzolamid, metazolamid, klorzolamid gibi)
CA’n spesifik ve gii¢lii inhibitdrleridir. Inhibisyon etkilerini ya enzimin aktif bolgesindeki
Zn® iyonuna bagh su molekiilii ile yer degistirerek ya da Zn®> iyonuna ilave bir ligand
bagiyla baglanarak gosteren bu inhibitérler doniigimli inhibisyona neden olurlar.Bunlar
daha ¢ok deneysel inhibisyon igin kullantirlar. Ancak bunlardan en ¢ok bilineni ve
kullamilan1  asetazolamidtir. Asetazolamid, farmakokinetik ve metabolik 6zelliklerinin
uygunlugundan dolay1 eskiden beri glokom, epilepsi, irtifa hastahfinda ve diiiretik tedavide
kullanilmaktadir(18,31,34).

N—N
| l?g

CH3 C-NH S—NH,
o

Sekil 2: Asetazolamid

AKtif bolgesinin farkliligindan dolayr CA izoenzimlerinin asetozolamide kars: ilgileri
birbirinden farkhidir. Inhibisyon konsantrasyonlani sirastyla; CAIL: 200 nM, CAIl: 10 nM
CAIIL: 306 nM ve CAIV: 35 nM seklindedir. Gorildiga gibi CAIII asetozolamid
inhibisyonuna en direngli izoenzimdir. Bu ozellik CAIII’iin aktif bélgesindeki Zn®" iyonuna
bagli amino asit rezidiilerinin elektrostatik etkileri ve Zn** iyonunun diger izoenzilere gore
ok daha dar bir kavitede yer almasina baglanmaktadir. Aynica asetazolamid inhibisyonu
yoluyla materyellerde total CA ve CAIII aktiviteleri tayini yapilabilmektedir(26,35).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kulamlan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler:

Caligmalarda kullanilan tris (hidroksimetilaminometan), sodyum hidroksit, siilflirik
asit E. Merck AG(Almanya)’den; asetazolamid, p-nitrofenil asetat Sigma Chemical
Comp.(ABD)’dan; aseton ise Birpa Ltd. $ti.(Tirkiye)’den temin edildi. Deneyler sirasinda
deiyonize su kullanildi ve tiim deney malzemeleri deiyonize sudan geginldikten sonra

kullanildi.

3.2. Kulamlan Cihazlar ve Aletler:

Caligmalar sirasinda agagidaki cihaz ve aletlerden faydalanildi:
Spektrofotometre  : LKB Ultraspec K-4053

Magnetik kanigtirict  : IKA- Labortechnik IKAMAG RH

Hassas terazi :Chyo, electronic balance MP-300

Santrifij : Niive NF-1215 ve Heraus sepatech, labofuge 200
pH metre : Hanna instruments- 8416

Semiotomatik pipetler : Socorex ve Biohit proline

Vorteks : Stuart scientific autovortex mixer SA2

Kuartz kiivet : LKB Ultraspec cells

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazrlanmalar:

Caligmalar sirasinda agagidaki ¢ozeltiler hazirlandi ve kullanildi(30):

1. 0.05 M tris-SO; tamponu (pH=7.00): 6.057 gram tris yaklasik 900 mL deiyonize
suda ¢ozildi ve IN H,SO, ile pH=7.00 oluncaya kadar titre edildi. Sonra toplam hacim
deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi. Bu ¢6zelti niimunelerdeki esteraz aktivitesi tayini igin
stok tampon ¢ozeltisi olarak kullaniddi.

2. IN H,S80; ¢ozeltisi: %98.8 lik ve yoZunlugu 1.84 kg/L olan H,SO, ten 1.3 mL
alinip 60-70 mL deiyonize suya yavagca ilave edildi sonra hacim deiyonize su ile 100 mL’ye
tamamlandi.Bu g6zelti tris-SO4 (pH= 7.00) tamponu hazirlanmasinda kullanidi.
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3. IN NaOH gozeltisi: 4 gram NaOH 70-80 mL deiyonize suda ¢oziildii ve hacim
deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢o6zelti egdeger tampon ve inhibitor
¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanild:.

4. Esdeger tampon ¢ozeltisi: 4.8 mL IN NaOH ¢ozeltisi alind1 ve iizerine 0.05 M
tris-SO4 (pH=7.00) ¢ozeltisi ilave edilerek hacim 50 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti esteraz
aktivitesi tayinlerinde inhibitér ¢ozeltilerinde bulunan NaOH’dan kaynaklanacak pH
degismelerini engellemek amaciyla kullanildi(36-37).

5. 0.1 M asetazolamid ¢ozeltisi: 1.11 gram asetazolamid alind: ve bunun tamamen
¢6ziinebildigi minimun miktar olan 4.8 mL. IN NaOH iginde ¢6ziildii. Daha sonra 0.05 M
tris-SO, (pH=7.00) ¢ozetisi ile hacim 50 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti niimunedeki
karbonik anhidraz aktivitesini tamamen inhibe etmek igin stok inhibitoér ¢ézeltisi olarak
kullanild:.

6. 0.001 M asetazolamid ¢ozeltisi: 0.1 M asetazolamid ¢ézeltisinden 0.5 mL alinarak
tizerine 4.8 mL NaOH ilave edildi. Daha sonra hacim 0.05 M tris-SO, (pH=7.00) ile 50 mL’
ye tamamlandi. Bu ¢ozelti nimunedeki total karbonik anhidraz aktivitesini kismen inhibe
etmek igin stok inhibitor gozeltisi olarak kullanlds.

7. 3 mM p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi: 27.2 mg p-nitrofenil asetat 1 mL aseton iginde
¢oziildiikten sonra yilksek hizda kanigtinlan 49 mL deiyonize suya yavag yavas ilave edildi.
Bu ¢ozelti esteraz aktivitesi tayinlerinde subsrat olarak kullanildi.P-nitrofenil asetatin kendi
kendine hidrolizi gozoniine almarak bekletilmenin 6l¢iim sonuglarini degistirecek muhtemel
etkisini engellemek i¢in her deneyden once taze olarak hazrlandi.. P-nitrofenil asetatin
sinirh ¢éziinirligiinden dolayr daha derigigini hazirlamak miimkiin olmamig, ayrica diger
organik goziciilere nisbeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe ettii igin ¢oziici olarak
aseton tercih edilmistir(36).

3.4.Niimunelerin Toplanmas::

Normal kan total CA ve CAIIl aktivitelerini tayin edebilmek amaciyla fizik
muayneleri ve laboratuvar tetkikleri sonunda normal olarak ifade edilen, yaglan 1-70
arasinda degisen gesitli yas guruplarina mensup 90 sahis (45 erkek ve 45 kadin ) seildi. Bu
sahislarin aghk kan niimuneleri normal tiiplere alindi. Pihtilagmasi beklenen niimuneler 1000
g de 15 dakika santrifiij edilerek serumlan ayinldi. Nimunelerin alinmas: ve serumlarin
eldesi sirasinda hemoliz riskine kargt son derece dikkatli gahigildi. Hemolizli serumlar
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caligmaya dahil edilmedi. Bekletilmeye bagh CA aktivitesi kaybm engellemek igin serum
niimunelerinde hemen aktivite tayinleri yapild.

3.5. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini:

Serum CA aktivitesi tayinleri Amstrong ve arkadaslan tarafindan geligtirilen esteraz
metoduna gore yapidi. Bu metod CA’in p-nitrofenil asetatt p-nitrofenol ve asetata
hidrolizlemesi ve olugan p-nitrofenoliin 348 nm’de verdigi absorbansin spektrofotometrik
olarak takip edilmesi esasina dayamr. Reaksiyon sonunda olusan p-nitrofenoliin absorbanst
CA aktivitesi ile direkt iliskilidir Reaksiyonun denklemi su sekildedir(36):

CA
p-nitrofenil asetat + H,O ——— p-nitrofenol + asetik asit

Serum total CA ve CAIII aktiviteleri tayini igin sirasiyla su iglemler yapildi:

Ik 6nce serumdaki toplam esteraz aktivitesini bulmak igin; kuartz kiivete 1.3 mL
tris-SO; (pH=7.00) tamponu, 0.1 mL egdeSer tampon ve 0.1 mL serum konularak iyice
kangtirildi. Uzerine 1.5 mL p-nitrofenil asetat ilave edilerek son hacim 3 mL’ye
tamamlandi;kangtirildi ve 348 nm’de absorbansi hemen okundu. Sonra 3 dakika boyunca
absorbanslar okl;ndu ve AA/At degeri bulunarak total esteraz aktivitesi U/L cinsinden
hesaplandi.

Ikinci olarak; serum total esteraz aktivitesi igindeki total CA aktivitesi paym
bulabilmek igin kuartz kiivetlere 1.3 mL tris-SO,, 0.1 mL serum ve 0.1 M asetozolamid
¢ozeltisinden 100 pL eklendi. Enzim-inhibitor etkilegmesinin tamamlanabilmesi igin 10
dakika inkiibasyona birakildi. 10 dakikanin sonunda kiivete 1.5 mL p-nitrofenil asetat ilave
edildi ve hemen absorbanst okundu. Ug dakika boyunca absorﬁanslar takip edidi ve AA/AL
degeri bulunarak esteraz aktivitesi hesaplandi. Hesaplanan bu defer serum total CA
aktivitesi digindaki esteraz aktivitesini yansitmaktaydi.

Ugiincii sathada ise serum CAIII aktivitesini tayin etmek igin; kuartz kiivete 1.3 mL
tris-SO; (pH= 7.00) , 0.1 mL serum ve 0.001 M asetozolamid ¢6zeltisinden 100 pL ilave
edildi, kangtirildi ve 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra kiivete 1.5 mL p-nitrofenil
asetat ilave edilerek hemen absorbansi okundu. Ug dakika boyunca absorbanslar takip edildi
ve AA/At degeri bulunarak esteraz aktivitesi hesaplandi. Hesaplanan bu deger serumdaki
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CAIIl ve CA disindaki molekillerden kaynaklanan esteraz aktivitesini yansitmaktaydi.
Buna gore:

1. Basamak: serumdaki total esteraz aktivitesini,

2. Basamak: serumda total CA aktivitesi digindaki molekiillerin esteraz aktivitesini,

3. Basamak: serumda CAIIl ve CA dip molekiillerin esteraz aktivitesi toplamim
ifade etmektedir. Basamaklar arasinda gerekli sadelestirme yapidiginda; 1-2 = serumdaki
total CA aktivitesini ve 3-2 = serumdaki CAIII aktivitesini verecektir.

Niimunelerdeki esteraz aktiviteleri agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi(38):

AA xV x 1000 AA x 1000
b= =

exdxAtxv exdxAtx o

b: katalitik aktivite (U/L)

A: absorbans

V: toplam hacim (3 mL)

¢: p-nitrofenil asetatin molar absorbtivite katsayisi (0.5 mmol™ x mm™)
d: 15tk yolu (10 mm)

v: ornek hacmi (0.1 mL)

¢:v/V orani

Buna gére CA aktivitesi; b= AA / At x 6000 tizerinden hesaplanir.

3.6 Kullamilan Istatistiksel Metodlar:

Biitiin gruplarda elde edilen degerlerin aritmetik ortalamalan (X), standart sapmalan
(SD) hesapland1. Hesaplanan X ve SD degerlerinden gruplarin normal dagilima uygunluklan
test edildi. Grup ortalamalan arasindaki farkin 6nemini belirtmek igin varyans anafizleri,
cinsiyetlere ait ortalamalar yoninden grup iginde ve gruplar arasindaki farkin Onemini
belirtmek i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Bu istatistiksel analizler IBM marka
kompitiirde ve SPSS 6.1.3 istatistik programmda yapildi(39).

X: Aritmetik ortalama

SD: Standart sapma

p: Istatistiksel 6nemlilik



4. BULGULAR

Belirli yas gruplanna ait saghkh 90 sahista(45 erkek ve 45 kadin) esteraz metoduna
gore olgiilen total CA ve CAIII aktiviteleri tablo-1 ve tablo -2’de verilmigtir.

TabloI: Serum total CA aktivitesi diizeyleri ( U/L)

Yas Cinsiyet n X+SD Giivenirlik sinin
grubu : %95
1-20 Erkek 15 318 + 116
Kadin 15 405+ 96"
Toplam 30 361 + 114 318-404
20-40 Erkek 15 206+ 56
Kadin 15 160+ 74
Toplam .30 183+ 68 158-208
40 ve Erkek 15 158 + 53°
iizeri Kadin 15 166 + 53
Toplam 30 163+ 52 144-182
GENEL Erkek 45 228+ 104 197-259
TOPLAM Kadin 45 243 + 137 201-285
Toplam 90 235+ 121 210-260

* Gruplar arasinda p<0.05 diizeyinde fark vardr.

b

farklidar.

1-20 yas gurubu ortalama degerleri dier yas grublanindan p<0.001 diizeyinde

® ki cinse ait ortalamalar arasinda p<0.005 diizeyinde fark vardir.

d

farkhdur.

1-20 yag grubu ortalama degerleri diger yas gruplanndan p<0.05 diizeyinde



Tablo II : Serum total CA III aktivitesi diizeyleri ( U/L)

Yas Cinsiyet n X+SD Giivenirlik sin
grubu %95
1-20 Erkek 15 191 £119°
Kadin 15 208 + 128"
Toplam 30 200 + 1224 154-246
20-40 Erkek 15 107+ 47
Kadin 15 94+ 48°
Toplam 30 100+ 47 82-118
40 ve Erkek 15 76+ 42°
iizen Kadin 15 113+ 57°
Toplam 30 94+ 53 74-114
GENEL Erkek 45 125+ 91 98-152
TOPLAM Kadin 45 137+ 98 107-167
Toplam 90 132+ 94 112-152

? Gruplar arasinda p<0.05 diizeyinde fark vardir.

b

farklidir.

c

farklidir.
d

farklidir,

13

1-20 yay grubu ortalama degerleri 20-40 yas grubundan p<0.001 diizeyinde
1-20 yag grubu ortalama deZerleri 40 ve iizeri yag grubundan p<0.05 diizeyinde

1-20 yas grubu ortalama degerleri difer yas gruplanndan <p0.05 diizeyinde
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Sekil 3: Total CA aktivitesi diizeylerinin 1 insi 5
g Tl yag gruplan ve cinsiyetlere gére
a) 1-20 yas grubu, erkek b) 1-20 yas grubu, kadin c) 20-40
yas grubu, erkek
d) 20-40 yas grubu, kadin e) 40 ve iizeri yag grubu, erkek f) 40 ve lizeri yag
grubu,kadin
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5. TARTISMA

5. 1. Metodlarnin Tartismasi:

Karbonik anhidraz aktivitesi tayininde gesitli metodlar kullaniimaktadir. Manomerik
metodlar; karbonik anhidrazin katalizledigi reaksiyonda ortamda artan yada azalan CO, gaz1
kismi basincinin 6lgtilmesi esasina dayamir. Hassasiyetinin azhig1, deneyler sirasimnda hizh ve
siddetli karighrmalarda enzimin denatiire olmas: gibi dezavantajlart vardir. Potansiyometrik
metodlarda CO, hidrasyonu sonrasi agi3a ¢ikan H' ‘dan kaynaklanan pH degisimi takip
edilir. Kolorimetrik metodlarda ise, reaksiyonda meydana gelen pH degisimini izleyen
indikat6riin renk doniigiimii i¢in gegen siire hesaplanarak enzim aktivitesi tayin edilir. Ancak
CO, gazimn sudaki simirh ¢oziintrliigi, reaksiyon sirasinda pH’da meydana gelen siirekli
degismeler, kullanlan indikatoriin reaksiyonu inhibe edici etkisi gibi énemli dezavantajlar
mevcuttur. Bu faktérler metodlanin hassasiyetlerini  ve analitik  sensivitelerini
azaltmaktadir(40-41).

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin RIA ve EIA gibi spesifik metodlarla tayin
edilmesi galiymalari devam etmektedir. Izoenzimlerden {izerinde en gok caligilan1 CAIII olup
bunun tayini igin gelitirilen RIA ve EIA esesma dayah kitler kullamma sunulmustur. Heniiz
kullanim imkami bulamamamiza ragmen hassasiyetlenn ve spesifiklileri yiiksek olan bu
metodlann  prosediirleri  incelendiginde rutin  kullamm igin uygun olmadiklan
goriilmektedir. Tayinin birkag safadan olugmasi ve birkag saatlik uzun bir siireyi kapsamasi
aynca reaktiflerinin belirli niimune sayist i¢in kullamima uygun olmas: bu metodlarm daha
ziyade biriktirilmiy nimunelerde veya aragtirmaya yonelik ¢aligmalarda CAIII tayini igin
uygun oldugunu ifade etmektedir. CAIIl tayini icin gerekli reaktiflerin maliyeti ve
teminindeki zorluklann da gozardi edilmemesi gerekmektedir(16,25).

Karbonik anhidraz aktivitesi tayininde enzimin ester hidrolizleyici 6zelliini(esteraz
aktivitesi ) esas alan gegitli metodlar geligtirilmistir. Bunlardan iizerinde en gok galigilanlar
enzimin p-nitrofenol asetat iizerine hidrolizleyici etkisine dayananlardir. Buna gore,
karbonik anhidrazin katalizledigi reaksiyonla p-nitrofenilasetat p-nitrofenole dontigiir.
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olusan bu san renkli iirtin 348 nm dalga boyunda verdigi absorbans takip edilerek esteraz
aktivitesi hesaplanir. Nimunelerde p-nitrofenil asetati hidrolizliyen bagka molekillerin
varlig: bilindigi igin bulunan bu deger total esteraz aktivitesidir. Bu deger igersinde CA
aktivitelerinin paymu belirlemek igin ortama spesifik CA inhibitorii olan asetazolamid ilave
edilmektedir. Asetazolamid deney ortamma deBigen konsantrasyonda ilave edilerek CA
tamamen veya kismen inhibe edilmektedir. Béylece niimunede total esteraz aktivitesi igindeki
total CA aktivitesi ve CAIII aktivitesi paylan bulunmaktadir. Ortamda p-nitrofenil asetat
hidrolizleyen bagka molekiillerin varliZi metodun spesifikligini diigiirmekte isede spesifik CA
inhibitorii kullamlmas: bu dezavantaji gidermektedir. Aynca spesifik CA inhibitori
kullanilmas1 zorunludu nedeniyle deney siiresi total CA aktivitesi tayini igin yaklagik 20
dakika, CAIII aktivitesi igin yaklagik 40 dakikaya ulagmaktadir. Bu siire rutin analizler igin
uzun goziikse de deneyin manuellifi ve CA aktivitesi tayininde kullanilan diger metodlarin
ozellikleri disiinildiigiinde kiymetli bir alternatif oldugu kanisindayiz(42-43).

Metodun uygulamadaki basitligi ve kolayh@i, gerekli reaktiflerin ucuzlugu ve kolay
temin edilebilmesi, aynca lizumu halinde tekrarlanabilme imkani bu tayin metodunun her
laboratuvar tarafindan yapilabilecegini gostermektedir. Bu metodun kullanilmas: esnasinda
niimunelerin bekletilmesi s6z konusu degildir. Boylece niimunelerde bekletilmeden veya
stok edilmeden kaynaklanacak degisiklikler sorun olmayacaktir. Ancak enzimatik bir
reaksiyon s6z konusu oldugu igin kullamlan reaktiflerin hazirlanmasi ve ekipmanlann
temizlii, cihazlann hassasiyeti ¢ok Onemli bir etkendir. Tampon, subsrat ve inhibitér
¢ozeltilerinin hazirlanmas: esnasinda, deneylerin yapildiz1 ekipmanin temizliginde ve
hassasiyetinde, kullanilan cihazlarin hassasiyetinde ve deney ortami sicakligindaki
degismelerinin deney sonuglarin: ciddi bir sekilde etkileyecedi unutulmamalidir.

Caligilan nimune kan ise kan oOrneklerinin alinmasi ve serumlannin ayrilmasi
arasindaki biitiin safalar 6nem kazanir. Eritrositler ¢ok fazla miktarda CA izoenzimleri thtiva
ettigi i¢in niimunelerde meydana gelecek hemoliz kandaki CA aktivitesini yiikseltecek ve
yanlig sonuglara neden olacaktir(14,24).

KullandiZimiz metodun presizyonunu belirleyebilmek amaciyla , yani deney igi
Slgtimler aras1 farkhhik miktarini belirlemek amaciyla hazirladigimiz bir serum havuzundan
aym giin iginde tekrarlanan tayinler yaptik. Sonugta; Total CA i¢in X = SD =345 + 14 ve
bagil degisim katsayisi (CV) =4, CAIII igin X + SD = 104 + 8 ve bagil degisim katsayisim
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(CV) = 7.6 olarak bulduk. Bu sonuglar bize 6lgiimler arasinda farkhhik miktannin digik

oldugunu yani metodun performansinin iyi oldugunu gostermektedir.

Manomerik, potansiyometrik, kolorimetrik oOl¢imlerin yukanda bahsedilen
dezavantajlanindan, RIA ve EIA gibi metodlarin gerek teminindeki zorluklar gerekse de
maliyetleri g6z Onine alnarak g¢ahgmalarimizda Amstrong ve arkadaglan tarafindan
gelistirilen esteraz metodu kullaruldi.

5.2. Bulgularin T¢ aﬁz;mas::

Karbonik. anhidrazlar canllarda yaygin olarak bulunurlar ve genis bir doku
dagilimina sahiptirler. Daha 6nce de ifade edildigi gibi metabolik fonksiyonlara onemli
katkilan vardir. Bugiine kadar CA’lar hakkinda pekgok aragtirma yapilmg olup son yillarda
CAII III ve IV iizerinde galiymalar hizlanmigtir. Ancak kanda total CA aktivitesi seviyeleri
ve bu aktiviteye igtirak eden izoenzimlerin cinsi ve aktivite paylanm ifade eden bir ¢aligma
mevcut degildir. Bu nedenle bir baglangi¢ kademesi olarak bu ¢aliyma planland: ve belirli yag
gruplarna mensup kadin ve erkeklerden olusan 90 sahista kan total CA ve CAIII aktivitesi
seviyeleri tespit edildi.

Genel olarak total CA ve CAIII aktivitesi seviyeleri yoniinden gruplar arasinda bir
mukayese yapildiginda birinci gruptaki aktivite seviyelerinin difer iki gruptan anlamh olarak
yiiksek oldugu gozlendi(p<0.05). Birinci grubun 1-20 yag arasindaki sahislardan olustugu
hatirlandifinda sentez, biiylime ve metabolik faliyetlerin en hizh oldugu dénem olmasi
nedeniyle bu yas grubunda daha yiiksek total CA ve CAIIl aktivitesi seviyelerine
rastlaniimast beklenen bir netice oldu(27,44-45).

Her grup, cinsiyetler arasindaki aktivite farhbklan yoniinden kendi iginde
degerlendirildiginde ise total CA aktivitesi seviyeleri grup 1 ve3’de farkhi bulunmazken grup
2’de anlaml olarak farkli bulundu(p<0.05). CAII aktiviteleri yoniinden deSerlendirme
yapildiginda ise her ii¢ grupta da bu seviyelerin cinsiyetler arasinda farkli olmadig1 gozlendi.
Total CA aktivitelerinin sadece ikici grupta cinstyetler arasinda farkli bulunmas: erigkin
erkek ve kadin kas kitlesi farklilfina baglanabilir. Ancak CAIII seviyelerinin de buna uygun
olarak ikinci grupta farkl olmas; beklenirdi(29-30,45-46).

Her iki cinsin kendi ortalama total CA ve CATII aktivite degerlerinin gruplar
arasinda mukayesesi yapildiginda, birici gruptaki total CA ve CAIII aktivitesi seviyeleri diger
gruplardan anlamh olarak yiiksek bulundu(sirastyla p<0.05 ve p<0.001). Ikinci ve Ggiincii
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gruplar arasinda bu yonden anlamh bir fark yoktu. Total CA ve CAIII aktivitelerine ait bu
farkih@ yine 1-20 yas grubu sahislanin biyolojik ve metabolik ozelliklerine baglamak
miimkiindiir(27,44-45). '

Hem total CA hem de CAIII aktivitesi seviyelerinin hayatin ilk 20 yiinda diger
gruplara gére yitksek bir degerden baslayarak yasla azaldig: ve ileri yaslarda bu degerin biraz
daha azalarak devam ettii goriilmektedir. Ileri yaglardaki bu degigikligi sentez mzimn
azalmasina, kaybin ve ykimin artmasmna dolayistyla kas kitlesinin de azalmasina
baglayabiliriz(46).

CAIIT’iin iskelet kaslarinda yiiksek miktarda bulundugunu ifade etmistik. Kas kitlesi
goz oniine alindiginda kan CA aktivitesine kas kaynakh CA izoenzimlerinin katkisinin
yiiksek miktarda olacag: agikardir. Nitekim yapilan tayinlerde gruplarda ve her iki cinsde
serum CAIII aktivitelerinin total CA aktivitesinin hemen hemen yaris1 kadar bulduk. Serum
total CA aktivitesinin tam olarak hangi izoenzimlerden kaynaklandigim bilmemekle beraber
bulunan sonuclar bu akfivitenin yariya yakin bir kismimmin CAIIl’den ileri geldigini
gostermektedir. Aynca bazi noromuskiiler hastaliklarda(Duchenne kas distrofisi,
Rabdomiyoliz ve Progressif Muskiiler Distrofi gibi) ve iskelet kast travmasmna maruz kalan
sahislarda yapilan CAIIT aktivitesi tayinlerine yonelik ¢aligmalar bu paymn daha da artigim
hatta total CA aktivitesinin biiyiik bir kismina ulaghigini gostermektedir(29,47).

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar kanda karbonik anhidraz aktiviteleri hakkinda bir
on fikir saglama agisindan kiymetli goriinmektedir. Aynica klinisyenlerin ve bu sahadaki
aragtirmacilann yaralanabilecegi bir kaynak vazifesi gorecektir.



6.SONUCLAR VE ONERILER

Bu galijmadan ve bulgulardan elde edilen sonuglar su sekilde ifade edilebilir:

1- Esteraz metodu kan total CA ve CAIII aktiviteleri tayini i¢in iyi performansi,
diger metodlara gore kolayhgi, ucuzlugu, pratiklifi ve tayinlerin tekrarlanabilme imkam
nedeniyle her laboratuvar tarafindan rahatc¢a kullanilabilir.

2~ Yaga ve cinse bagimh olarak CA aktiviteleri farkhhk gostermektedir. Bu galisma
yag grubu sayisi ve niimune sayisi artirilarak tekrar edilirse bu konuda 6nemli bir referans
olacaktir.

3- Kan total CA aktivitesinin onemli bir kismmin CAIll’den kaynaklandi:
gorilmektedir. Diger kismmna igtirak eden CA izoenzimlerinin tammlanmasina y6nelik
caligmalar yapilabilir.

4- CAII tayinlerinde referans metod olarak goriilen EIA ve RIA reaktifleri temin
edilerek metodlararas1 mukayese yapilabilir ve esteraz metodunun 6zellikleri daha aynntih
ifade edilebilir.

5- Ozellikle doku hasant sonrast CA’lanin kana sizma, pik yapma ve normale donme
stirelerini takip eden bir galigma yapalabilir.



7.0ZET

Karbonik anhidrazlar Zn* iyonu ihtiva eden monomerik enzimlerdir. CO,
hidrasyonu veya HCOj3 dehidrasyonunu katalizlerler. Fizyolojik 6neme sahip bu reaksiyon
yardimiyla asit-baz dengesi, membranlardan iyon ve s transportu, ya§ asitleri ve
niikleotidlerin sentezi gibi birgok metabolik olayda 6nemli bir role sahiptirler. Ancak
giiniimiize kadar kanda CA aktivitesi seviyelerini ifade etmeye yonelik bir ¢alisma meveut
degildir. Bu ¢alismada belirli yas gruplanna ait saglikh bireylerde kan total CA ve CAIIl
aktiviteleri tayin edildi.

Analizlerde esteraz metodu kullamld: ve reaktifleri laboratuvarda hazirlandi. Caligma
kapsamina 45 erkek ve 45 kadin olmak tizere toplam 90 kisi dahil edildi.

Total CA aktiviteleri(aritmetik ortalama + standart sapma,U/L) 1-20 yas grubunda
erkeklerde(n=15) 318+116 ve bayanlarda(n=15) 405£96, 20-40 yas grubunda
erkeklerde(n=15) 206156 ve bayanlarda(n=15) 160 +74, 40 ve lzeri yas grubunda
erkeklerde(n=15) 158 +53 ve bayanlarda 166 +53 olarak bulundu. CAII aktiviteleri ise
1-20 yas grubunda erkeklerde(n=15) 191+119 ve bayanlarda(n=15) 208 +128, 20-40 yas
grubunda erkeklerde(n=15) 107+ 47 ve bayanlaida(n=15) 94+ 48, 40 ve iizeri yas grubunda
erkeklerde(n=15) 76 142 ve bayanlarda(n=15) 113+ 57 seklindeydi.

Buradaki veriler total CA ve CAIII aktiviteleri igin referans degerlere ait bir 6n
calisma olarak kabul edilebilir.



SUMMARY

Carbonic anhydrases are monomeric enzymes which contain zinc ion and catalyse
the hydration of CO; or dehydration of HCO;. The reaction has an important physiological
role in many metabolic processes such as acid-base equilibrium, ion and fluid transport from
the membranes and the synthesis of fatty acids and niicleotides. In spite of that, there are not
any study to define the blood CA aktivity until now. In the present study, serum total CA
and CAIII activities of healthly individuals were assayed.

In analysis, esterase method was used and its reagents were preperated in our
laboratory. Study grup included 90 individuals(45 male and 45 female).

Total CA activities( arithmetic mean + standart deviation, U/L) were found as 318+
116 for male(n=15) and 405 196 for female(n=15) with the age of 1-20,206 +56 for
male(n=15) and 160t 74 for female(n=15) with the age of 20-40 and 158 53 for
male(n=15) and 166+ 53 for female(n=15) with the age greater than 40. CAIII activities for
male(n=15) and female(n=15) with the age of 1-20 were 191 £119 and 208+ 128, with the
age of 20-40 were 107 +47 and 94 £48, and with the age of above 40 were 76+ 42 and 113
57, respectively.

The data obtained in the study may be accepted as a preminary study about
reference ranges of CA and CAIII activities.



9.KAYNAKLAR

1. Keha, E.E. ve Kiifrevioglu, I. : Biyokimya. Ikinci Baski. Derya kitabevi,
Trabzon, 1993, s. 89 - 134

2. Stryer, L. :Biochemistry. Third edition W. H. Freeman and Company, New
York, pp. 177 -260

3. Karlson, P. :Tip ve Fen Bilimcileri I¢in Biyokimya (Cev. A. Telefoncu).
Arkadag Tip Kitaplar, Kirklareli, 1988, s. 64 - 82

4. Champe, P.C. and Harvey, R A. : Lippincott’s Ilustrated Reviews:
Biochemistry. Second Edition. J.B. Lippincott Company, Philadelphia, 1994,
pp. 47 - 60

5. Onat, T. ve Emerk, K. :Temel Biyokimya. Saray Med1kal Yayimncilik San. ve
Tic. Ltd. Sti. , Izmir, 1996, s. 269 - 283

6. Ersoy, E. ve Baysu N. : Biyokimya. Ankara Universitesi Basimevi, Ankara,
1986, s. 360 - 465

7. Baldwin, E. : The Nature of Biochemistry. Second Edition. Cambridge at
The University Press, 1967, pp. 36 -47

8. Smith, EL. , Lehman, LR. , Lefkowitz, R.J. Handler, P. , White, A. :
Principles of Biochemistry General Aspects. Seventh Edition. McGraw-Hill
Book Company, Hamburg, 1985 pp. 179 - 240

9. Montgomery, R. , Conway, T. W. , Spector, A. A. : Biochemistry A Case -
Oriented Approach. Fifth Edition. The C.V. Mosby Company, Philadelphia,
1990 pp. 95 - 146

10. Bhagavan, N.V. : Medical Biochemistry. Jones and Bartlett Publishers,
Boston, 1992, pp. 82- 124

11. Goziikara, E. M. :Biyokimya. Ikinci Baski. Evin Matbaasi, Malatya, 1994 s.
572 -720

12. Lindskog, S. , Behravan, G. , Engstrand, C. , Forsman, C. , Josson, BH. ,
Liang, Z. , Ren X. , Xue, Y. : Structure-Function Relations in Human
Carbonic Anhydrase II as Studied by Site-Directed Mutagenesis. In The
Carbonic Anhydrase from Biochemistry and Physiology and Clinical
Medicine. Botré F. Storey, B. T. Gros, G. (Eds) VCH Publishers,
Wienheim,1991 pp. 1 - 13



24

13.Pocker, Y. : Molekiiler Control of Carbonic Anhydrase Activity: Ionic
Effectors, Differential Modifiers and Novel Inhibitors. In The Carbonic
Anhydrase from Biochemistry and Physiology and Clinical Medicine. Botré
F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds) VCH Publishers,Wienheim, 1991 pp.74 - 86

14. Keha, E. E. , Kiifreviogly, I, : Karbonik Anhidraz: 1. Izoenzimleri ve
Canlilardaki Dagilim. Biyokiya Dergisi. , 14 (1) : 65 - 74, 1989

15.Scriver, CR. , Beaudet, A.L., Sly, SW., Valle, D. :The Metabolic Basis of
Inherited Disease. Sixth Edition. McGraw-Hill Information Services
Company, New York, 1989 pp.2857 - 2866

16. Kato, K. and Mukuno, K. : Distribution of Immunoreactiver Carbonic
Anhydrase IIT in Various Human Tissues Determined by A Sensivite Enzyne
Immunoassay Method. Clinica Chimica Acta. , 141 : 169 - 177, 1984

17. Foster, E. R. : Carbonic Anhydrase: The Unwithhered Enzyme or The
Divine Discrepancies. In The Carbonic Anhydrase from Biochemistry and
Physiology and Clinical Medicine. Botré F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds) VCH
Publishers,Wienheim, 1991 p.p. 443 - 457

18. Wistrand, J. P. and Lindqvist, A. :Design of Carbonic Anhydrase Inhibitors
and The Relationship Between Parmacodynamics and Phmacokinetics of
Acetazolamid In The Carbonic Anhydrase from Biochemistry and Physiology
and Clinical Medicine. Botré F. Storey, B. T. Gros, G. (Eds) VCH
Publishers, Wienheim, 1991 pp. 352 - 374

19. Gay, V. C. : The Role of Carbonic Anhydrase in Bone Resorbing Cells. . In
The Carbonic Anhydrase from Biochemistry and Physiology and Clinical
Medicine. Botré F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds) VCH Publishers,Wienheim,
1991 p.p. 419 - 422

20. Sapurstein, V. S. and Less, M. B. : Purification of Myelin Carbonic
Anhydrase. J. Neurochem. 31: 505-11, 1978

21. Ridderstrale, Y. and Sperber, I. : Histochemical localization of Carbonic
Anhydrase in Mammalian Liver: A Comparativive Study. In The Carbonic
Anhydrase from Biochemistry and Physiology and Clinical Medicine. Botré
F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds) VCH Publishers,Wienheim, 1991 p.p. 327 -
38

22. Buono, R.J., Linser, P.J. , Cuthbertson, R.A. , Piatigorsky, J. :Moleciilar
Analyses of Carbonic Anhydrase IT Expression and Regulation in The
Developing Chiken Lens. Dev-Dyn 194 (1): 33-42, 1992

23. Bruns, W. and Gros, G. :Membrane-Bound Carbonic Anhydrase in
Cardiac muscle. In The Carbonic Anhydrase from Biochemistry and
Physiology and Clinical Medicine. Botré F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds)
VCH Publishers,Wienheim, 1991 p.p.278 - 82



24, Deutsch, H'F. : Carbonic Anhydrase. Int. J. Biochem. , 19 (2): 101 - 103,
1967

25, Parkkila, S. , Parkkila, A-K. , Vierjoki, T. , Stahlberg, T. , Rajaniemi, H. :
Competetive Time-Resolved Immunofluorometric Assay for

Quantifying Carbonic Anhydrase VI in Saliva. clin. chem. 39 (10): 2154-
57,1993

26. Paranawithana, SR., Tu, C. , Jevll, AD., Laipis, P.J. , Silverman, D.N.:
Catalytic Enhancement of Carbonic Anhydrase III by Introduction of
Histidine 64 as A Proton Shuttle. In The Carbonic Anhydrase from
Biochemistry and Physiology and Clinical Medicine. Botré F. Storey, B. T.
Gros, G. (Eds) VCH Publishers, Wienheim, 1991 pp. 14- 21

27. Carter, N. , Jeffery, S. , Shiels, A. , Edwards, Y., Tipler, T. , Hopkins,

25

D.A.: Characterization of Human Carbonic Anhydrase III from Skeletal Muscle.

Biochemical Genetics. 17(9): 837-54, 1979

28. Maren, T.H. : Carbonic Anhydrase: Chemistry Physiology and Inhibition.
Physiological Reviews 47 (4) : 595 - 781, 1967

29. Karahan, S. :Iskelet Kas1 Travmas: ve Miyokard Enfarktiisii Gegiren
Sahislarda Serum Karbonik Anhidraz ITI ve Total Kreatin Kinaz Seviyeleri
Arasindaki Iligki. Uzmanlik Tezi. Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi. Trabzon,1994 (Yayinlanmig) -

30. Nalbantoglu, B. : Serumda Kreatin Kinaz ve Karbonik Anhidraz III Enzim
Aktiviteleri Arasindaki Miinasebet. Yilksek Lisans Tezi, Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enst. Erzurum, 1986 (Yaynlanmus)

31. Liang, J.Y. , Lipscom, W.N. : Subsrate and Inhibitor Binding to Human
Carbonic Anhydrase II: A Theoretical Study. Inhibitors. In The Carbonic
Anhydrase from Biochemistry and Physiology and Clinical Medicine. Botré
F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds) VCH Publishers,Wienheim, 1991 pp. 50 - 64

32. Bertini, 1. , Banci, 1. , Luchinat, C. , Sola, M. : The Interaction of Inhibitors
with Carbonic Anhydrase. In The Carbonic Anhydrase from Biochemistry
and Physiology and Clinical Medicine. Botré F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds)
VCH Publishers,Wienheim, 1991 p.p.86-94

33. Supuran, C.T. , Manole, G. , Andruh, M. : Carbonic Anhydrase Inhibitors,
Part 11. Coordination Compounds of Heterocyclic Sulfonamides with
Lanthanides are Potent Inhibitors of Isozymes I and II. J. Inorg. Biochem.
49: 97-103,1993

34. Maren, T.H. : The Links Among Biochemistry, Physiology and
Pharmacology in Carbonic Anhydrase Mediated Systems. In The Carbonic
Anhydrase from Biochemistry and Physiology and Clinical Medicine. Botré
F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds) VCH Publishers,Wienheim, 1991 p. 199



26
35. Edwards, Y.H. , Badge, R.L. , Tweedie, S. :Carbonic Anhydrase ITI
Expressions and Prometer Function: Preliminary Studies on Cultured Cells
and Transgenic Mice. In The Carbonic Anhydrase from Biochemistry and
Physiology and Clinical Medicine. Botré F. Storey, B. T. Gros,G. (Eds) VCH
Publishers, Wienheim, 1991 p.p.144 - 150

36. Verpoorte, J.A: , Mehta, S. , Edsall, J.T. : Esterase Aktivities of Human
Carbonic Anhydrase B and C. J. Biol Chem. 12 (18): 4221-29, 1967

37. Wells, JW. , Kandel, S.I. , Kandel, M. , Gomnal, A.G. : The Esterase
Activity of Bovine Carbonic Anhydrase B Above pH 9. Biol Chem. 250:
3522-30, 1975

38 Bergmeyer, U. and GraB1, M. : Methods of Enzymatic Analysis.Samples,
Reagents, Assessment of Results. Third Edition. Volume II. VCH
Publishers,Wienheim, 1988 pp. 441 - 456

39. Simbiiloglu, K. ve Siimbiiloglu, V. :Biyoistatistik. Ozdemir Yaymncilik,
Cemal Giirsel Cad. 43/c Cebeci Ankara 1993. s. 48 - 185

40. Wilbur, K M. , Anderson, N.G. : Electrometric and Colorimetric
Determination of Carbonic Anhydrase. J. Biol. Chem. 176 : 147-54 , 1948

41. MclIntosh, J.E.A. : Assay of Carbonic Anhydrase by Titration Ulglkat
Constant pH. Biochem J. 109: 203-7 , 1968

42. Livesey, D.L. : OnThe Colorimetric Method of Assaying Carbonic
Anhydrase(EC 4.2.1.1). Anal Biochem. 77 : 552-61, 1977

43. Koester, MK. , Pullan, L.M. , Noltmann, E.A. : The P-nitrophenyl
Phosphatase Activity of Muscle Carbonic Anhydrase. Arch Biochem;
Biophys. 211(2): 632-42, 1981

44. Kalervo, H. , Vaananen, M.D. , Timo, E.S. , Takala, M.D. , Tolonen, U.,
Vuori, J. , Myllyla, V.V. : Muscle-Specific Carbonic Anhydrase III Is a More
Sensivite Ma.rker of Muscle Damage than Creatin Kinase in Neuromuscular
Disorders. Arch Neurol 45 : 1254 - 1256,1988

45. Vaananen, HK. , Leppilampi, M. Vuori, J. , Takala, T.E. : Liberation of
Muscle Carbonic Anhydrase Into Serum During Extensive Excercise. Appl-
Physiol. 61(2): 561 - 4, 1986

46. Jeffty, S. , Merry, BJ. , Holehan, AM. , Carter, N.D. : The Effects of
Again on Carbomc Anhydrase Concentratlons in Rat Liver and Skeletal
Muscle. Biochem-J. 250(1): 303-5,1988



47. Ohta, M., Itagaki,Y. , Itoh, N. , Hay:Shi, K. , Nishitani, H. , Ohta, K. :
Carbonic Anhydrase IIl in Serum in Muscular Dystrphy and Other
Neurological Disorders: Relationship with Creatin Kinase. Clin. Chem.
37(1): 36 - 39, 1991



