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ÖZET 

7,8-Dihidroksiflavonun İnsan Karbonik Anhidraz I ve II İzoenzimleri Üzerine 

Etkisinin in vitro Araştırılması 

Karbonik anhidraz (CA) karbondioksidin hidrasyonunu sağlayan bir 

metaloenzimdir. Memelilerde 16 izoenzimi keşfedilen CA’ların 15’i insanda da bulunur. 

İnsan karbonik anhidraz I (hCAI) ve II (hCAII) eritrosit izoenzimleri olarak bilinirler. Bu 

iki izoenzim kan pH’ını düzenlenmesinde, sıvı elektrolit dengesinin sağlanmasında, 

solunum ve sindirimde de rol alırlar. Asetazolamid (AZM) başta olmak üzere sülfonamid 

sınıfı ilaçlar CA inhibitörleridir ve glokom tedavisi için kullanılmaktadır. CA’lar için 

izoenzim seçici inhibitör ve aktivatör arayışı sürmektedir.  

Bitkilerde bulunan fenolik bileşikler çok zengin bir sınıfa sahiptir. Antioksidan, 

antidiyaretik, antialerjik, antimikrobiyal, antispazmotik, antiviral, antitromboz ve 

antihipertansif gibi etkiler gösterebilirler. 7,8-Dihidroksiflavon (7,8-DHF) fenolik 

bileşiklerin flavonoid alt sınıfının bir üyesidir. Bu bileşik Tropomiyosin reseptör kinaz 

B’nin agonistidir. CA üzerinde etkisi daha önce araştırılmamıştır.  

Bu tez çalışmasında, esteraz aktivitesi yöntemini kullanarak 7,8-DHF’nin hCAI ve 

hCAII izoenzimleri üzerine in vitro etkileri araştırıldı. Pozitif kontrol olarak AZM 

kullanıldı. Suda çözünürlüğü düşük olan 7,8-DHF’nin, %17’lik DMSO (Dimetil 

sülfoksit)’da 0-3 mM arasında farklı konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlandı. 7,8-DHF 

için belirtilen konsantrasyonlar arasında hCAI ve hCAII izoenzimleri %50 ve daha altında 

inhibisyon gözlenmedi. 7,8-dihidroksiflavonun hCAI ve hCAII için IC50 değerleri 

hesaplanmadı. 3 mM olan maksimum 7,8-DHF konsantrasyonunda hCAI ve hCAII 

izoenzimleri için sırasıyla %14.1 ve %14.7 oranında inhibisyon gözlendi.  

Sonuç olarak 7,8-DHF’nin hCAI ve hCAII izoenzimlerinin esteraz aktivitesi 

üzerine anlamlı bir inhibisyon etkisinin olmadığı görüldü.  

Anahtar Sözcükler: BDNF, Enzim Kinetiği, Esteraz Aktivitesi, Fenolik Bileşik, TrkB  
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ABSTRACT 

in vitro Investigation of the Effect of 7,8-Dihydroxyflavone on Human Carbonic 

Anhydrase I and II Isoenzymes  

Carbonic anhydrase (CA) is a metalloenzyme that provides hydration of carbon 

dioxide. Of the 16 isoenzymes discovered in mammals, 15 of the CAs are also found in 

humans. Human carbonic anhydrase I (hCAI) and II (hCAII) are known as erythrocyte 

isoenzymes. These two isoenzymes are also involved in the regulation of blood pH, fluid 

electrolyte balance, respiration and digestion. Sulfonamide class drugs, especially 

acetazolamide (AZM), are CA inhibitors and are used for the treatment of glaucoma. The 

search for isoenzyme-selective inhibitors and activators for CAs continues.  

Phenolic compounds found in plants have a very rich class. They can show effects 

such as antioxidant, antidiarrheal, antiallergic, antimicrobial, antispasmodic, antiviral, 

antithrombosis and antihypertensive. 7,8-Dihydroxyflavone (7,8-DHF) is a member of the 

flavonoid subclass of phenolic compounds. This compound is an agonist of Tropomyosin 

receptor kinase B. Its effect on CA has not been investigated previously.  

In this thesis, we investigated the in vitro effects of 7,8-DHF on hCAI and hCAII 

isoenzymes using the esterase activity method. AZM was used as a positive control. 

Solutions of 7,8-DHF, which has low water solubility, were prepared in 17% DMSO 

(Dimethyl sulfoxide) at different concentrations between 0-3 mM. Among the 

concentrations indicated for 7,8-DHF, no inhibition of hCAI and hCAII isoenzymes of 

50% or less was observed. Therefore, IC50 values for hCAI and hCAII of 7,8-

dihydroxyflavone were not calculated. It showed inhibition of 14.1% and 14.7% for hCAI 

and hCAII isoenzymes, respectively, at a maximum concentration of 7.8-DHF of 3 mM.  

As a result, 7,8-DHF had no significant inhibition effect on the esterase activity of 

hCAI and hCAII isoenzymes. 

Keywords: BDNF, Enzyme Kinetics, Esterase Activity, Phenolic Compound, TrkB  
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1. GİRİŞ ve AMAÇ  

Karbondioksit (CO2) molekülü neredeyse bütün canlı dokularda farklı metabolik 

süreçlerde üretilen, ayrıca karboksilasyon gibi bazı reaksiyonlarda ise substrat olarak 

kullanılan bir moleküldür. Bu dengenin sağlanması için intra- ve ekstra-selüler sıvılarda 

karbondioksit konsantrasyonu belli bir oranda bulunur. Karbondioksit konsantrasyonunun 

homeostaz sınırının altında veya üstünde olması toksik etki yaratabilir. Bu nedenle canlılar 

bu ve benzer elzem durumlar için farklı mekanizmalar geliştirmiştir (1–3).  

Karbonik anhidraz karbondioksitin bikarbonata dönüşümünü iki yönlü katalizleyen 

bir metaloenzimdir. Tek hücreli canlılardan çok hücreli canlılara kadar çok geniş 

yelpazedeki canlı gruplarında bulunabilir. Bu kadar çeşitli canlı gruplarında keşfedilmiş 

olması onun farklı şekillerde sınıflandırılmasını sağlamıştır. Bazı canlılarda karbonik 

anhidrazın birden fazla alt sınıfı bulunabilir fakat memelilerde şimdiye kadar sadece alfa 

sınıfı karbonik anhidrazlar (α–CA’lar) bulunmuştur. Bu sınıfta bulunan 16 izoenzimin 15’i 

insanda da keşfedilmiştir. İnsanda çok farklı dokularda değişken oranda bulunan bu 

izoenzimler bulundukları dokularda önemli roller üstlenmektedir (4). Karbonik anhidrazın 

ilk keşfedilen izoenzimlerinden ikisi olan insan karbonik anhidrazı I ve II (hCAI ve hCAII) 

eritrositlerde bol miktarda bulunan sitozolik izoenzimlerdir (5, 6). hCAI nispeten 

hCAII’den daha fazla miktarda bulunsa da hCAII’nin katalitik aktivitesi çok daha 

yüksektir. Eritrositlerin toplam karbonik anhidraz aktivitesini neredeyse eşit oranda 

paylaşmaktadırlar (7). hCAI eksikliğinin fizyolojik olarak önemli etkileri bulunmasa bile 

hCAII eksikliği ciddi sorunlar teşkil etmektedir (8). Bunun haricinde karbonik anhidrazın 

bazı hastalıklar ile ilişkisi göstermiştir (9, 10).   

Enzim inhibisyonuna dayalı tasarlanmış bazı ilaçlar tıpta uzun yıllardır 

kullanılmaktadır (11–19). Asetazolamid [N-(5-Sulfamoyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)acetamide] 

(PubChem CID: 1986), dorzolamid (PubChem CID: 5284549) gibi sülfonamid sınıfı bazı 

ilaçlar karbonik anhidrazın inhibisyonunu sağlayarak diüretik ve antiglokom olarak 

hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır (20). Sülfonamidler dışında daha farklı kimyasal 

yapıya sahip CA inhibitörleri de keşfedilmiştir (21). Fakat bunların birçoğunun hem yan 

etkilerinin bulunması (22, 23) hem de karbonik anhidrazın birçok izoenzimi için birbirine 

yakın düzeylerde afinite göstermesi ilaç olarak kullanılması için bir engel oluşturmaktadır. 

Bunun için CA izoenzim seçici inhibitörlerin keşfi ile ilgili çalışmalar gün geçtikçe 

artmaktadır. (24).  
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Karbonik anhidrazın sadece inhibisyonu değil aktivasyonu da son zamanlarda önem 

kazanmıştır. Özellikle merkezi sinir sistemi/nöronlarda bol miktarda bulunan 

izoenzimlerinin keşfi ile, bu hücrelerin sağkalımı veya yenilenmesi için homeostazının 

sağlanmasında CA izoenzimlerinin önemli rollerinin olduğu düşünülmektedir. CA 

izoenzimlerinin aktivasyonunun araştırılması özellikle nörodejeneratif hastalıklar gibi bazı 

hastalıklar için heyecan verici bir araştırma konusu olmuştur. Yine bu çalışma alanı içinde 

çok zengin bir sınıfa sahip olan karbonik anhidrazın izoenzim seçici aktivatörleri daha da 

önem arz etmektedir (25–31).  

Bitkilerin daha çok savunma amacıyla sentezledikleri fenolik yapılı bileşiklerin 

tıpta tedavi amacıyla kullanılması için çalışmalar devam etmektedir. Genel olarak anti-

oksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser, anti-obezite etkileri ve daha birçok patolojide bu 

bileşiklerin faydalı etkileri bildirilmiştir (32–34). Çok fazla sayıda ve çeşitte bulunan 

fenolik bileşikler farklı şekillerde sınıflandırılsa da flavonoidler fenolik bileşiklerin önemli 

bir kısmını oluşturmaktadır. Bir flavonoid olan 7,8-dihidroksiflavon (7,8-DHF) TrkB 

(Tropomiyosin reseptör kinaz B) agonisti olmasından dolayı araştırmalar çoğunlukla bu 

konuda yoğunlaşmıştır (35).  

Fenolik bileşiklerin CA izoenzimleri üzerinde inhibisyon etkilerinin göstermiş 

olması ayrıca çok farklı kimyasal yapıya sahip moleküller içeriyor olması karbonik 

anhidrazlar için hedeflenen izozim seçici inhibitör/aktivatör için bu bileşikleri iyi bir hedef 

yapmaktadır. Yaptığımız literatür araştırmasında 7,8-DHF’nin karbonik anhidraz aktivitesi 

üzerine etkisini gösteren herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu tez çalışmasında 7,8-

DHF’nin hCAI ve hCAII izoenzimlerinin esteraz aktivitesi üzerine etkisinin araştırılması 

amaçlanmıştır.
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2. GENEL BİLGİLER   

2.1. Enzimler  

Tüm organizmalar canlılığını/soyunu devam ettirmek için sindirim, boşaltım, 

savunma, üreme ve daha birçok sistem geliştirmişlerdir. Bu sistemlerde keşfedilmiş ve hala 

da çalışılan sayısız biyokimyasal reaksiyon gerçekleşmektedir. Bunların önemli bir kısmı 

kendiliğinden gerçekleşebilse de çoğu zaman organizmanın ihtiyacını karşılayabilecek hıza 

ulaşamamaktadır. Bunun içinde “biyolojik katalizörler” olarak da bilinen “enzimler”, 

reaksiyonda herhangi bir değişiklik yapmadan yüksek verimlilikle organizmanın ihtiyacına 

göre reaksiyonu hızlandırmaktadır (11, 12, 36). Enzimin katalizlediği moleküllere substrat, 

bunun sonucunda oluşan moleküllere de ürün denilmektedir.   

Neredeyse tüm enzimlerin yapısını temel olarak proteinden oluşturur (RNA 

metabolizmasında rol alan bazı katalizörler hariç). Enzimler sadece protein yapısında 

olabileceği gibi reaksiyonu gerçekleştirmek için proteine ilaveten koenzim (organik bir 

molekül) veya bazı metal iyonlarına da ihtiyaç duyulabilir. Kofaktör (Şekil 1) olarak 

bilinen bu molekül/iyonlar enzimin aktivitesinde çok önemli rol oynar. Bu kofaktörler 

proteine çok sıkı bağlar ile bağlandığında “prostetik grup” olarak bilinir (11, 36–38).   

    

Şekil 1. Enzimlerin yapısı 

2.1.1. Enzimlerin Sınıflandırılması 

Enzim keşifleri ve enzimler ile ilgili çalışmaların artması sonucunda IUBMB 

(Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği)’de bulunan bir komisyon 

tarafından enzimler sınıflandırılmıştır. Bu sınıflandırma enzimlerin katalizledikleri 

reaksiyona göre 6 ana sınıfa daha sonrasında ise her biri farklı alt gruplara ayrılmıştır 

(Tablo 1). Her enzim noktalar ile ayrılmış 4 farklı sayıdan oluşmaktadır. Bu sayılardan ilki 

6 ana sınıftan bunu takip eden diğer sayılar ise yine enzimi tanımlayan alt sınıfları belirtir 

(11, 38). Örneğin katalitik olarak en aktif enzimlerden biri olan Karbonik Anhidraz enzimi 

EC 4.2.1.1 enzim koduna sahiptir. Buna göre 4. (Liyazlar) ana sınıfına, bunlardan da C-O 
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bağlarını katalizleyen ve dehidratazların dahil olduğu 2. alt gruptadır.  Diğer iki sayı ise 

enzimi tanımlayıcı alt grup numaralarıdır. Enzim komisyonu tarafından kabul edilen 

enzimler IUBMB tarafından oluşturulan “www.enzyme-database.org/” web sitesinde 

kaynakları ile bulunmaktadır (39).  

Tablo 1. IUBMB Enzim komisyonunun (EC) enzim sınıflandırması ve katalizlediği  

reaksiyonlar (Palmer ve Bonner’den, 36; Keha ve Küfrevioğlu’ndan, 38) 

EC No Enzim Sınıfı  Katalizlediği Reaksiyonlar 

EC 1 Oksidoredüktazlar Yükseltgenme/indirgenme (redoks) tepkimeleri  

EC 2 Transferazlar Fonksiyonel grupların (örn. bir metil grubu) transferi  

EC 3 Hidrolazlar Çeşitli bağların hidrolizi  

EC 4 Liyazlar Substrattan farklı grupların ayrılması/bağların 

kesilmesi  

EC 5 İzomerazlar İzomerasyon reaksiyonları  

EC 6 Ligazlar (Sentetazlar) Enerji kullanarak yeni bağların sentezi  

2.2. Karbonik Anhidraz  

Karbonik anhidraz, IUBMB’nin (Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji 

Birliğinin) enzim veri tabanında EC 4.2.1.1 enzim koduna ile tanımlanmıştır. Karbonat 

dehidrataz, karbonat anhidraz, karbonik asit anhidraz, karboksianhidraz, karbonik anhidraz 

A, karbonat hidroliyaz gibi farklı şekillerde isimlendirilebileceği gibi en sık “Karbonik 

Anhidraz” kullanılmaktadır. Karbonik anhidrazın sistematik isimlendirmesi “Karbonik asit 

hidroliyaz” şeklindedir (40).   

Karbonik anhidraz temel olarak canlı organizmalarda CO2/HCO3
- dönüşümünü yani 

geri dönüşümlü olarak karbondioksitin hidrasyonunu, bikarbonatın ise dehidrasyonunu 

katalizler. Karbondioksitin hidrasyonu veya bikarbonatın dehidrasyonu non-enzimatik 

olarak kendiliğinden gerçekleşebilir. Bunun hızı yaklaşık olarak 5×10−2 s−1'dir fakat çok 

yavaş olduğundan organizmanın ihtiyacını karşılayabilecek düzeyde değildir. Bundan 

dolayı farklı canlılar farklı sınıfta Karbonik anhidraz enzimlerini kullanarak bu reaksiyonu 

çok daha hızlı ve işlevsel kılarlar. Örneğin insan eritrositlerinde bulunan hCAII (insan 

http://www.enzyme-database.org/
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karbonik anhidrazı II) izoenzimi CO2 hidrasyon turnover sayısını 1.6×106 s−1’a yükseltir 

(28, 41).  

Hidrasyon yönünde reaksiyon, bikarbonatın salınması ve protonun salınması 

şeklinde iki aşamada gerçekleştiği kabul edilmektedir. Bunlardan ilk aşama enzimin aktif 

bölgesinde bulunan Zn2+ üzerinden gerçekleşir. Çinkoya bağlı hidroksitin CO2'ye 

nükleofilik saldırısı sonucunda bikarbonatın zayıf bir şekilde bağlandığı Enzim-Zn-HCO3
- 

kompleksi oluşur. Elde dilen bu kompleks bir su molekülünün atağı ile bikarbonat iyonu 

serbest kalır ve Enzim-Zn-H2O kompleksi oluşur. İkinci aşamada Enzim-Zn-H2O bir 

protonu vererek Enzim-Zn-OH- ‘i tekrar kullanılmak üzere oluşur. Proton, bir proton 

alıcısına veya enzimin kendi yapısında bulunan bir kalıntıya (B) aktarılabilir (42, 43). Bu 

proton alıcısının hCAII izoenzimi için His64’deki imidazol halkası olduğu düşünülmektedir 

(44).  

CO2
 + EZnOH 

−  ⇌   EZnHCO3
−  ⇌   EZnH2

 O +  HCO3
− ⇌  

 EZnH2
 O + B ⇌  EZnOH 

− +  BH 
+ (Eşitlik 1) 

Oluşan bikarbonat iyonu Cl−/HCO3
- veya Na+/HCO3

- gibi farklı taşıyıcılarla çeşitli 

fizyolojik gereksinimleri karşılamak üzere kullanılır (21).   

 

Şekil 2. Karbonik anhidrazın hidrasyon mekanizması 
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Genel olarak insanlarda bulunan çoğu CA (karbonik anhidraz) izoformu (CAVI, IX 

ve XII hariç), yedi sağ el yönünde α-heliks ve 10 β-tabaka (iki paralel ve sekiz anti-paralel) 

oluşan bir bükülmüş β-tabakasından oluşan monomerik formlarda bulunur (45, 46). 

Birçoğu fosfat veya şeker grupları ve disülfid bağları içermezler (22). Ayrıca CA’nın aktif 

bölgesinde, bazı istisnaları olmakla birlikte, genellikle Zn2+ bulunur (42). İnsanlarda da 

bulunan α-CA’ların 16 izoenzimlerinin çoğunun aktif alanında bulunan üç His kalıntısı ve 

bir H2O molekülü/OH- iyonu ile tetrahedral olarak Zn2+ ile koordine edilmiştir. Aktivitesini 

de bu Zn2+ iyonu üzerinden gerçekleştirdiğinden metaloenzim ailesinin bir üyesidir (Şekil 

3) (47, 48).  

 

Kırmızı α-heliks Mavi Su 

Mavi  β-tabaka Kırmızı Zn2+  

Siyah  Zn2+  Sarı His94 

Yeşil His96 

Mor  His119 

Şekil 3. A) hCAII’nin yapısı B) hCAII’nin aktif bölgesinde Zn2+ ‘nin koordinasyonu [PDB 

(Protein Data Bank): 1CA2 (49, 50), Discovery Studio Visualizer v21.1.0.20298 

programı ile çizilmiştir] 
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Örneğin bu tez çalışmasında kullanılacak olan hCAII (α sınıfı CA) izoformu, 

merkezi konumdaki çinko His94, His96 ve His119 rezidüleri ve bir su/hidroksit ile tetrahedral 

yapıyı oluşturur (Şekil 3B). Bu izoenzimin aktif bölgesinin bulunduğu boşluk/cep yaklaşık 

15 Å çapında ve merkeze doğru uzanan bir koni şeklinde tanımlanabilir. Bu boşluk iki 

farklı ortama bölünmüştür. Çinkonun bir tarafında, enzimin merkezine yakın bölgede, bir 

grup hidrofobik aminoasit (yani Val121, Val143, Leu198, Thr199-CH3, Val207 ve Trp-209) 

bulunurken çinkonun diğer tarafında, merkezden daha uzak tarafta, hidrofilik amino 

asitlerle (yani Tyr7, Asn62, His64, Asn67, Thr199-Oyl ve Thr200-Oy1) kaplıdır. Bu iki zıt 

rezidülerin bulunması enzimin substratını veya ürününü yönlendirerek reaksiyonun hızını 

etkilemektedir (42, 51).  

2.2.1. Karbonik Anhidrazların Sınıflandırılması 

Karbonik anhidrazın varlığına dair daha öncesinde bazı ipuçları keşfedilmiş 

olmasına rağmen (5, 52), bu enzim ilk kez Meldrum, N.U. ve , Roughton F.J.W. tarafından 

1933 yılında eritrositlerden saflaştırılmıştır. Bu enzimin aktif bölgesinde bir Zn2+ içerdiği 

ve yaklaşık 30 kDa (kiloDalton) molekül ağırlığında olduğu belirlenmiştir (53). Ardından 

biri sığır (1960’da) olmak üzere birkaç memeli izoenzimi karakterize edilmiştir (52, 54). 

CA’lar memeliler dışında daha sonra birçok bitki ve ökaryotik alglerde de bulunmuştur 

(46). Böylece, CA izoenzimlerinin hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda bulunabileceği 

keşfedilmiştir (45). Tanımlanan iki CA sınıfı (β- ve γ-CA) ile üç ana CA sınıfının amino 

asit dizileri ve kristal yapılarının karşılaştırılması sonucunda farklı olduğunu ve bağımsız 

olarak evrimleştiği ileri sürülmüştür (47). Bu üç alt sınıfın keşfinden sonra farklı alt 

sınıflarda  keşfedilerek  sekiz farklı alt sınıf (α-, β-, γ-, δ-, ζ-, η-, θ- ve ι -CA) 

tanımlanmıştır.(55, 56). Birçok enzimde olduğu gibi CA’nın sınıflandırılması birinci 

(primer), ikinci (sekonder), üçüncü (tersiyer) ve dördüncü (kuarterner)  yapıları, aktif 

bölgenin yapısı ve katalitik özellikleri esas alınarak yapılmıştır (57).  

Bazı CA sınıfı enzimler bazı canlı alemlerine atfedilmiş olsa da artık bu genel 

olarak kabul edilmemektedir. Örneğin α-CA’nın hayvanlara, β-CA’nın bitkilere ve 

öbakterilere, ayrıca γ-CA'nın yalnızca arkebakterilere özgü olduğu genel fikri özümsenmiş 

olsa da artık bu görüş kabul görmemektedir. Çünkü bazı bitkilerde α-CA ve γ-CA’lar, bazı 

hayvanlarda β-CA, E. Coli’de hem β- hem de γ-CA sınıfı bulunmaktadır. Ayrıca birkaç 

organizmada birden fazla CA tipinin varlığı da gözlenmiştir (47). İlginç bir şekilde şimdiye 

kadar memelilerde sadece α-CA sınıfı bulunmuştur (46).  
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Bitki, hayvan ve diğer alemlerde bulunan CA'lar farklı sınıflarda olsalar bile benzer 

moleküler özelliklere sahiptir (43).  Bu izoenzimler fonksiyonel olarak özdeş 

biyokatalizörlerdir. CA ailesinin fonksiyonel benzerliğinin nedeni aktif  Zn2+ merkezinden 

4 Å kadar olan aminoasit dizilerindeki benzerlik olduğu, enzimler arasındaki aktivite 

farkının aktif bölgeden uzakta bulunan kalıntılardan dolayı olduğu düşünülmektedir (47).  

2.2.1.1. Alfa- Karbonik Anhidrazlar (α-CA’lar) 

Memelilerde şimdiye kadar sadece α-CA’lar bildirilmiştir. α-CA’ın da alt sınıfında 

16 izoenzim bulunmaktadır. Bunlar Romen rakamlarıyla sırasıyla I-XV arasında 

isimlendirilmiştir. Mitokondriyal iki CA izoformu keşfedilmiş ve bunlar CAVA ve CAVB 

diye isimlendirilmiştir. Bu 16 izoenzimin CAXV hariç 15’i insanda bulunur ve bunlar 

İnsan Karbonik Anhidrazı (hCA, human Carbonic Anhydrase) şeklinde tanımlanırken 

CAXV izoformu insanda bulunmayıp sadece farede bulunur bundan dolayı fare Karbonik 

Anhidrazı (mCAXV, mouse Carbonic Anhydrase XV) şeklinde sınıflandırılmıştır (21, 57).  

İnsanda kodlanan bu 15 CA’ın  12’si aktif merkezinde çinko içererek katalitik 

aktivite gösterir (58, 59). Bunlardan beş tanesi (CAI, II, III, VII ve XIII) sitozolik, dört 

tanesi (CAIV, CAIX, CAXII ve CAXIV) membrana bağlı, ikisi (CAVA ve CAVB) 

mitokondriyal, CAVI ise salgılanabilen izoformdur (21, 57). Bunlar dışında kalan 3 tanesi 

(CAVIII, CAX ve CAXI) enzim aktivitesi göstermemektedir. Bundan dolayı Karbonik 

Anhidraz ile ilişkili protein (CARPVIII, CARPX ve CARPXI) şeklinde de tanımlanmakta  

ve sitoplazmada bulunmaktadırlar (52, 60).  

Karbonik Anhidraz II (CAII) 

Karbonik anhidrazın ilk tanımlandığı yıllarda CAI, CA B olarak tanımlandığı gibi 

CAII ise CA C olarak bilinmekteydi. Fakat günümüzde CA ailesinin keşfinin 

genişlemesiyle artık bu tanımlama tercih edilmemektedir (61, 62). CAII hem ilk 

tanımlanan CA izoenzimlerinden biri olduğu için hem de çok yüksek aktiviteye sahip 

olduğundan aksi belirtilmedikçe karbonik anhidraz denildiğinde ilk akla gelen izoenzimdir. 

CAII, o kadar fazla çalışılmıştır ki CA ailesini temsil edebilecek düzeydedir (63).  

Kırmızı kan hücrelerinde 1933 (53) yılında karbonik anhidrazın varlığı tespit 

edilmiş olsa da, 1961 yılında insan CAII izoenzimi saflaştırılmıştır (64) ve 1972 yılında ise 

yapısı tanımlanmıştır. Yaklaşık 41x41x47 Å3 boyutlarında (diğer çalışmada ise 42 x 39 x 

55 Å3 (49), 50 × 40 × 40 Å3 (65)) elips şeklinde olup 29,3 kDa molekül ağırlığına sahip  
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monomerik bir enzimdir. Diğer izoenzimlerde de olduğu gibi molekülün dışından içine 

doğru yönelen, merkezinde Zn2+ iyonu bulunan koni şeklinde bir aktif boşluğu 

bulunmaktadır (66). Toplam 260 rezidüsü bulunan CAII, tek bir polipeptit zincirinden 

oluşur. İlk yıllarda farklı görüşler olsa da herhangi bir disülfit bağı içermemektedir (62). 

Polipeptit zinciri 10 β-tabakasıyla ile ikiye bölünmüştür (Şekil 3A). β-tabakasına bir 

tarafında neredeyse dik uzanan altı adet polipeptit zinciri ve COOH- ucu bulunur. Bu altı 

segment birbiriyle anti-paraleldir. β-tabakasının diğer tarafında ise molekülün N-terminal 

ucu ve aktif bölgesi bulunur. hCAII'nin aktif bölgesi yüzeyinde yaklaşık 15 Å genişliğinde 

ve molekülün ortasına doğru 15 Å (başka bir çalışmada ise 8 Å olarak ölçülmüştür (67)) 

daralarak uzanan koni şekline benzer bir boşluktan oluşur. Bu hayali koninin en ucunda, 

moleküldeki iki β-tabakanın yapısında bulunan üç histidil kalıntısı ile koordine olan Zn2+ 

iyonu bulunur. Zn2+ iyonu fizyolojik pH’ta tetrahedral yapısını korumak için dördüncü 

koordinasyonunu ise OH-/H2O ile yapar (Şekil 3B) (49, 66). Aktif bölgesini oluşturan 

hayali koninin yaklaşık yarısını hidrofobik diğer yarısı ise hidrofiliktir. 91, 121, 131, 135, 

141, 143, 198, 202, 204, 207 ve 209 konumlarında bulunan kalıntılar hidrofobik bölgeyi 

oluştururken; 62, 64, 67 ve 92 konumlarındakiler ise hidrofilik bölgeyi oluşturur (65). 

Hidrofobik rezidülerden biri olan His64’ün enzim katalizinde önemli rolü olan proton 

katalizinde rol aldığı düşünülmekteydi. Hatta CAI ve CAII’ye göre oldukça düşük turnover 

sayısına sahip olan CAIII’ün bu konumunda Lys64 bulunması bu fikri destekler 

nitelikteydi(65). Fakat CAII’de His64’e yönelik yapılan bazı mutasyon çalışmaları 

sonucunda kataliz hızı çok az değişmesi bu fikrin doğruluğunu tartışmalı hale getirmiştir 

(49). Enzim aktif bölgesinin CAI’de olduğu gibi hidrofilik ve hidrofobik iki zıt yapıdan 

oluşması substratın enzimle daha kolay birleşmesi yani katalitik hızını arttırdığı 

düşündürmektedir (67). 

hCAII, diğer sitozolik izoformlar olan hCAI, hCAIII, hCAVII ve hCAXIII ile 

sırasıyla %60, %58, %56 ve %60 oranında yüksek bir dizi benzerliğine sahiptir. Bu 

benzerliğin dışında enzimin katalitik aktivitesi için önemli olan yapıları da korunmuştur 

(65).  

CAII; insan eritrositleri (68), insan trombositleri (69), rhesus maymunu (Macaca 

Mulata), sığır (Bos taurus) eritrositleri (70, 71),koyun karaciğeri (72), kedinin bazı 

dokuları (73) ve eritrositleri (Felis domesticus) (71), köpek (Canis familiaris) (71, 74), at 

(Equus ferus caballus) (71, 75), tavşan (76), Gine domuzu (Cavia porcellus) ve gelincik 



10 
 

(Mustela furo) (71) gibi memelilerin eritrositleri ve daha birçok canlı ve dokuda 

bulunmuştur. CAII insanda eritrositler dışında gastrointestinal sistemde (77–79); parotis ve 

submandibuler bezleri, yemek borusu, mide, duodenum ve kolon, safra kanalları, safra 

kesesi, pankreas kanalları ve özofagus epitellerinde, merkezi sinir sisteminde (80–83), 

gözde (84),  nefronların birçok segmentinde (proksimal tübül, inen ince kol, çıkan kalın kol 

ve toplama kanalında) (85), kemik dokusunda (86), karaciğer (7, 87), spermatozoa (88), 

duktus deferens epiteli, seminal vezikül (89) ve plasenta (90) gibi çok çeşitli doku ve 

sistemlerde bulunur.  

CAII’nin temel rolü, birçok dokuda pH'ı ve sıvı-elektrolit dengesini sağlamak, 

farklı mekanizmalar için bikarbonat ve H+ ihtiyacını karşılamaktır (81). CO2/HCO3
- 

üretildiği dokulardan uzaklaştırılması gerekmektedir. Hücrelerde oluşan CO2, kan 

dolaşımına oradan da eritrositlere yayılır. Hızlı izoform olan CAII başta olmak üzere 

eritrositlerde bulunan karbonik anhidrazlar tarafından hidratlanır. Ortaya çıkan HCO3
−, 

membranı geçemediğinden eritrositin hücre zarında bulunan anyon taşıyıcılarla (AE1) Cl- 

anyonu karşılığında plazmaya transfer edilir. Bikarbonat plazmada dolaşımla birlikte 

akciğerlere kadar taşınır. CO2 olarak alveolleri geçmesi için süreç tekrar tersine döner. 

Anyon taşıyıcılarla eritrositlere taşınır dehidrate olur böylece oluşan CO2 eritrosit 

membranı ve pulmoner kılcal damarları geçerek alveollere difüzyonla taşınmış olur. 

Böylece kanda taşınan CO2 miktarı artmış olur. Ekspirasyonla akciğerlerdeki CO2 dışarı 

atılır (65, 91, 92). CAII dışında CAI de eritrositlerde bulunur. Miktar olarak CAII daha az 

bulunsa da CAI’in aktivitesi CAII ye göre daha düşüktür. CAI yavaş izoform olarak 

bilinirken CAII hızlı izoform olarak bilinir (65).  

Seminifer tübüllerde karmaşık süreçler sonucu spermatogenez ile spermatozoa 

oluşur. Burada oluşan spermatozoa hareketsiz olduğu için döllenme sürecine katılması 

mümkün görülmemektedir. Spermatozoa tübüler epidimise geçer ve burada bir ay kalabilir. 

Olgunlaşma evresinde buradaki epitel hücrelerin salgılarından özellikle pH’tan çok 

etkilenir. Epidimiste intraselüler HCO3
- konsantrasyonu düşük ve pH yaklaşık 6,8 yani 

asidik olduğundan spermler hala hareketsizdir. Ejekulasyondan sonra seminal plazmada 

HCO3
- konsantrasyonunun artışıyla alkali (pH>7.00) olduğundan, sperm sitoplazmasının 

pH’ının artmasıyla (alkalileşmesiyle) sperm hücresinde hareketlilik artar. Böylece çevre 

doku ve sıvıdaki pH değişikliği spermin hareketliliğini etkiler. Sperm hücresi hareketlilik 

kazanmış olsa da çiftleşme esnasında vajinal ortam asidiktir. Bu ortamda sperm hareketinin 
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azaltılması beklenir fakat seminal veziküller sekresyonu esnasında yüksek 

konsantrasyonda HCO3
– iyonu salgılayarak vajinal asitliği nötralize eder (93, 94). Böylece 

döllenme için gerekli olan sperm hareketliliğini korumuş olur. Erkek üreme kanalının 

birçok yerinde bikarbonat sekresyonu ve pH düzenlenmesi CA’lar tarafından sağlanır. 

Böbrekte de olduğu gibi epitel hücrelerin membranı ve spermatozoada bulunan bazı iyon 

taşıyıcı moleküllerle birlikte sitozolde CAII izoformu, hücre dışında ise membrana bağlı 

olarak CAIV izoformu bikarbonat/CO2 dönüşümünü sağlayarak hücre içi/hücre dışı pH ve 

HCO3
- konsantrasyonunu düzenleyerek sperm hareketliliğine büyük ölçüde katkıda 

bulunur (89, 95–97).  

Böbreklerin de asit-baz dengesini sağlamada önemli rolleri olduğu bilinir. Bu asit 

baz homeostazisini iki farklı yolla koruduğu düşünülmektedir. Bunlardan biri özellikle 

diyetle alına protein metabolizmasının son ürünlerinin asidik olması ve yine diyet ürünü 

olan bazı içeriklerin bazik olması kan pH’ını etkilemektedir. Fakat böbrekte hücre içi ve 

hücre dışında bulunan tampon sistemleri ile asit-baz dengesi korunur. Bu dengeyi korumak 

için yeni bikarbonatlara ihtiyaç vardır. Homeostazisi sağlamak için ihtiyaç duyulan 

bikarbonatın neredeyse hepsi böbrek epitel hücreleriyle geri emilir (98). Glomerüllerden 

süzülen kanın hepsi proksimal tübül kanalına aktarılır. Transepitelyal bikarbonat 

taşınmasında proksimal tübül esas hücrelerinde bulunan NHE3 (Na+/H+ Değiştirici 3) veya 

H+-ATPaz taşıyıcılarıyla proton lümene aktarılır. H+ ve HCO3
- iyonları, karbonik 

anhidrazın membrana bağlı izoenzimlerinden biri olan CAIV (apikal CA) enzimiyle 

katalizlenerek CO2 ve H2O molekülleri oluşur. CO2 difüzyonla tekrar proksimal tübül 

hücrelerine alınır. Sitozolik izoform olan CAII ile tekrar hidratlanarak Tekrar bikarbonat 

ve proton oluşturur. Böylece oluşan proton taşıyıcılarla tekrar lümene taşınabilir. Oluşan 

HCO3
- iyonu ve Na+ iyonu NBCe1 (Electrogenic Na+ Bicarbonate Cotransporter) taşıyıcı 

proteinle kana geri verilir. Lümende bulunan bikarbonatın bir kısmı da NBCn2 

(Electroneutral Na+/HCO3
– cotransporter) taşıyıcı proteini ile hücreye ardından yine 

NBCe1 ile kana taşınabilir (Şekil 4).  Böylece bikarbonatın geri emilimi sağlanmış olur. 

Bikarbonatın %70-85’i bu şekilde proksimal tübülden, geri kalanı da Henle kulpunun çıkan 

kalın kolundan geri emilir (99, 100). CAIV izoenzimi de aktivite göstermesine rağmen 

nefronlardaki toplam CA aktivitesinin %95’i CAII tarafından sağlanır (85).  
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Şekil 4. Bazı karbonik anhidrazların nefronlardaki rolleri (Wagner’den, 99) 

NHE1 (Na+/H+ Değiştirici 1) ile sitozolik izoform CAII etkileşim içindedirler. Bu 

etkileşim fosforilasyon ile düzenlenir. Mitojenik sinyalleşme ile düzenlenen bu etkileşim 

CAII'nin taşıyıcıya bağlanmasını kolaylaştırarak NHE1 aktivitesini en azından kısmen 

arttırır (85).  

Sindirim sitemi kanalının apikal yüzeyinde Na+, Cl- gibi iyonlar ve kısa zincirli yağ 

asitlerinin emilimi esnasında hücre içi bikarbonat iyonuna ihtiyaç duyulmaktadır. Daha 

önce anlatıldığı gibi HNE, AE vb gibi taşıyıcılarla taşınan bu iyon ve moleküler 

karşılığında sindirim kanalına bikarbonat iyonu salgılarlar. Bu hücreler hücre içi ve hücre 

dışı pH’ı korumak ayrıca absorpsiyonun devamlılığını sağlamak amacıyla membrana bağlı 

CA izoenzimleriyle HCO3
- ve H+ ’ı CO2 ve H2O’ya katalizler. Oluşan CO2 molekülü 

difüzyonla hücre zarını kolayca katetebilir. Böylece özellikle CAII başta olmak üzere 

sitoplazmik izoformlar tarafından reaksiyonun tersi katalizlenerek pH dengesi, bikarbonat 

ve proton iyonları ihtiyacı karşılanmış olur (101).  

CAII izoformu başta olmak üzere karbonik anhidrazın bilinen bir diğer önemli rolü 

ise bikarbonat/karbondioksit kullanan karboksilasyon reaksiyonlarının substrat ihtiyacını 

karşılamaktır. Aşağıda kısaca belirlenen reaksiyonları katalizleyen Piruvat Karboksilaz 

(EC 6.4.1.1), Asetil-CoA Karboksilaz (EC 6.4.1.2), Karbamil Fosfat Sentetaz I (EC 

6.3.4.16), Fosfoenol Piruvat Karboksilaz (EC 4.1.1.31), Karbamil Fosfat Sentetaz II (EC 

6.3.5.5), Ribuloz-1,5-Bisfosfat Karboksilaz (EC4.1.1.39) gibi enzimler bikarbonata ihtiyaç 

duyarlar (39, 102). Böylece CAII ve diğerler izoenzimler karbohidrat, protein, lipit, üre ve 
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nükleotit metabolizması gibi birçok metabolik sürece substrat sağlayarak veya açığa çıkan 

metabolik ürünün tamponlanmasında rol alır (4, 101, 103, 104).   

Neredeyse bütün proteinlerde olduğu gibi CAII enziminde de mutasyonlar 

bulunmuştur. İlk mutasyon 1983 yılında Sly ve arkadaşları (105) tarafından osteoporoz, 

renal tübüler asidoz ve serebral kalsifikasyon bulguları belirlenen bir ailede yapılan 

araştırmalar sonucunda CAII bulunmamasıyla tanımlanmıştır. Bu duruma karbonik 

anhidraz Eksikliği Sendromu denilmiştir.  Çok kısa bir süre sonra 1985 (106) yılında 

Almanya-İtalya, Belçika, Amerika Birleşik Devletleri, Suudi Arabistan, Fransa, Kuveyt, 

asıllı 12 ailede CAII eksikliği belirlenmiştir. Bunlar dışında Türkiye, Çin ve Japonya’daki 

bazı ailelerde de CAII eksikliği bulunmaktadır (107, 108). Zamanla daha ayrıntılı yapılan 

incelemeler doğrultusunda bu hastalarda osteoporoz, renal tübüler asidoz ve serebral 

kalsifikasyon en belirgin bulgular olsa da bunlar dışında kraniyal sinir sıkışması, zekâ 

geriliği, psikomotor gerilik, ergenlik döneminde iskelet kırıkları, gelişim geriliği, boy 

kısalığı, yüz şekil bozukluğu (belirgin alın, belirgin yanaklar, mikrognati, diş dizilim 

bozukluğu), ovalositozlu anemi, parmakların kollar ve bacaklara göre kısa olması, retinal 

değişiklikler gibi belirtilerden biri veya birkaçı birlikte görülebilir. Bu belirtiler doğum ile 

görülen belirtiler değildir. Bireyin bebeklik döneminden sonra çocukluk ve yetişkinlik 

döneminde gelişen belirtilerdir (86, 105–107, 109–117). 2017 yılına kadar belirlenen 

mutasyonlar The Human Gene Mutation Database (HGMD) (118)’de bulunmaktadır. Bu 

mutasyonların bulunduğu kişilerin ebeveynlerinin yakın akraba olması birçok genetik 

hastalıkta olduğu gibi akraba evliliğinin bu mutasyonların genetik olarak taşınmasında 

önemli bir rolü olduğunu göstermektedir  (106, 108, 119, 120).  

2.2.2. Karbonik Anhidraz İnhibitörleri ve Aktivatörleri  

Karbonik anhidrazın tanımlanması, saflaştırılması ve yapısının aydınlatılmasıyla 

birlikte inhibisyon çalışmaları da başlamıştır. Bilinen en yaygın iki CA inhibitör (CAIn) 

grubundan ikisi anyonlar ve sülfonamidlerdir. Bu her iki grup substratların da bağlandığı 

aktif bölgedeki Zn2+ iyonu ile etkileşime girerek protein-inhibitör kompleksini oluşturur. 

Protein-substrat kompleksinin oluşmasını engellendiği için enzim aktivite 

göstermemektedir. Aktif bölgedeki bazı diğer kalıntılar da hidrojen bağı oluşturarak bu 

yapıya destek sağlamaktadır (63, 121). Bunlar dışında pirazolin/pirazol, selenol, 

pürin/pirimidin, ftalazin, imidazol, oksadiazol, kinazolin, indol/izatin, amino ve dipeptit 

bazlı CA inhibitörleri de bulunmaktadır (21).  
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 80 yıldan fazla bir süre önce keşfedilen bir CA inhibitörü (20) olan sülfonamidler 

(R-SO2NH2) klinikte 60 yıldan fazla bir süredir diüretik ve antiglokom olarak 

kullanılmaktadır. Bunlar dışında son zamanlarda antikonvülsan, antiobezite, antikanser, 

analjezik ve antienfektif (antifungal, antibakteriyel ve antiprotozoan) etkileri de 

bulunmaktadır (4, 24, 58, 122, 123). Klinikte ve CA araştırmalarında kullanılan, CA 

İnhibitörleri arasında arasında ilk akla gelen Asetazolamid [N-(5-Sulfamoyl-1,3,4-

thiadiazol-2-yl)acetamide] (PubChem CID: 1986) klinikte kullanım için FDA (U.S. Food 

and Drug Administration/Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi) onaylıdır (124–

126). Asetazolamid dışında Methazolamid, Dorzolamid, Brinzolamid, Diclofenamid, 

Ethoxazolamid, Zonisamid, Indisulam bileşikleri klinikte kullanılan CA 

inhibitörlerindendir (21). İnsanda bulunan 13 aktif izoform çok farklı dokuda dağılım 

gösterdiği için izoform seçici ve yan etkisi daha az olan inhibitör arayışı artmaktadır (24).  

Karbonik anhidraz aktivatörleri (CAA) inhibitörleri kadar araştırma konusu 

olmayıp şimdiye kadar klinikte rutin olarak kullanılmamaktadır. Fakat CA izoformlarının 

yapısının aydınlatılması ve teknolojik gelişmeler sonucunda ilgi odağı olmuş ve son 

yıllarda karbonik anhidrazın aktivatör çalışmaları hız kazanmıştır. CA için ilk keşfedilen 

aktivatörlerden biri histamindir (Hsn) (127). “Yavaş” sitozolik izoform olan CAI’e 2.1 µM 

aktivasyon sabitiyle (KA) yüksek afinite gösterirken “hızlı” izoforma (CAII) ise daha düşük 

afinite (125 µM) gösterir. Histamin ve histidinin (D- ve L-) modifiye edilerek farklı 

aktivatörler de geliştirilmiştir (5, 60, 128–130). CA aktivatörlerinin klinikte kullanım 

amaçlarından biri CA eksikliği (örneğin hCAII eksikliği) bulunan ve ciddi sağlık 

problemlere sahip bireylerin tedavisidir. Bu sorunlardan etkilenen birey sayısının az olması 

ve tedavi maliyetlerin yüksek olmasından dolayı bu konudaki araştırmalar kısıtlı kalmıştır 

(28, 131).  

2.3. Fenolik Bileşikler  

Fitokimyasal bileşiklerin bugüne kadar tahıllar, meyve, sebze, tohum, bazı bitkiler 

ve bunların endüstriyel ürünlerinden toplam binden fazla türü keşfedilmiştir. Bu bileşikler 

antioksidan, antidiyaretik, antialerjik, antimikrobiyal, antispazmotik, antiviral, antitromboz 

ve antihipertansif aktivite gösterebilirler (132, 133). Çeşitli sayılarda aromatik halka/fenol 

grubu içeren fitokimyasallar fenolik bileşikler olarak gruplandırılır. Fenolik bileşikler 

yapısında en az bir hidroksil ve aromatik halka (fenol) içeren organik bileşiklerdir (134). 

Bu bileşikler tüketilebilen ve tüketilemeyen birçok besin/bitkinin yapısında bulunabilir. Bu 
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bileşikler bitkilerde çoğalma, savunma gibi mekanizmalarda rol alırlar. Ayrıca, fenolik 

bileşik bulunduran bazı besinlerin tüketilmesiyle birlikte insanlarda da önemli yararlı 

etkiler sağlanır. Fenolik bileşikler kimyasal yapısına, tüketim durumuna, içerdiği fenol 

sayısına, biyolojik etkilerine, çözünebilirliğine, bulunduğu besin/bitkilerin çeşidine göre 

farklı şekillerde sınıflandırılabilir (135). Fenolik bileşiklerin en büyük grubunu oluşturan 

flavonoidler ve diğerleri (non-flavonoidler) şeklinde sınıflandırma yapmakta mümkündür. 

Non-flavonoidler; fenolik asit, stilben, lignan, kumarin, tanen gruplarından oluşmaktadır 

(Şekil 5) (136, 137).   

 

Şekil 5. Fenolik bileşiklerin sınıflandırılması 

2.3.1. Flavonoidler  

Fenolik bileşiklerin önemli bir bölümünü oluşturan flavonoidler biyoflavonoidler 

olarak da bilinirler. Genel olarak flavon, izoflavon, flavonol, flavanol, flavanon ve 

antosiyanidin olarak sınıflandırılabilir (Şekil 5) ve bulundukları bitkilere renk kazandırırlar 

(136, 137). Flavonoidler tipik olarak C6–C3–C6 karbon iskeletine sahip A-, B- ve C-

halkalarından oluşmaktadır (Şekil 6) (134). Daha spesifik olarak bir benzopiran (kromen, 

A-C) parçasına bağlı aromatik bir halka flavonoidlerin temel yapısını oluşturur (135).  
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Şekil 6. Flavonoidlerin iskelet yapısı 

Flavonoidler anti-inflamatuar, anti-oksidan özellikleri içerdikleri aromatik halkalar 

ve hidroksil grubu sayısına göre değişmektedir. Serbest radikallere karşı kararlı bir durum 

sergilemesi sonucunda elektron vererek etki göstermektedirler (133).  Bunlar dışında kan 

glukoz seviyesinin düzenlenmesinde de rol alarak anti-diyabetik ve anti-obezite  etkisi de 

gösterebilmektedirler (138). Ayrıca tüketilen besinlere katkı maddesi olarak eklenerek 

oluşturulan fonksiyonel besinlerden de benzer faydalar sağlanabilmektedir (139).  

Flavonoidlerin her bir alt grubu farklı şekillerde anti-inflamatuar/anti-kanser etki 

gösterse de, genel olarak çeşitli nedenlerle (sitokinler, oksidatif stres, radyasyon, tütün 

kullanımı vb.) inflamasyon sürecini başlatan NF-κB (Nükleer Faktör Kappa B) yolunun 

inhibisyonunu sağlayarak transkripsiyon düzeyinde etki etmektedirler. Bu şekilde etki 

gösteren flavonoidlerin bazıları şunlardır: luteolin, apigenin, Chrysin, quercetin, mirisetin, 

naringenin, genistein, equol gibi (140).  

Yapılan çalışmalarda luteolin (3',4',5,7-Tetrahidroksiflavon) ve diosmetin (3',5,7-

trihidroksi-4'-metoksiflavon) dışında diğer bazı fenolik bileşiklerin hCAI ve hCAII 

izoenzimleri üzerine 2.02-11.38 µM (mikromolar) arasındaki IC50 (yarı inhibisyon 

konsantrasyonu) değerleri ile inhibisyon yaptıkları gösterilmiştir (22).  Flavonoidlerin 

hCAI ve hCAII izoenzimlerine esteraz aktivitesine farklı düzeylerdeki inhibisyonları Tablo 

2’de gösterilmiştir. 
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Tablo 2. Bazı flavonoid veya non-flavonoidlerin hCAI ve hCAII enzimleri için KI 

değerleri (Esteraz aktivitesi için)  

Bileşik hCAI (KI- μM) hCAII (KI- μM) Referans   

Kuersetin 3.6 2.4 

(141) 

Kateşin 6.8 6.2 

Apigenin 4.1 2.7 

Luteolin 2.2 0,74 

Morin 12.8 4.4 

Fenol  17.3 7.4 

Katekol  4014 11.4 

Tirozol  9.17  14.21  

(22)  

Hidroksitirosol  4.66  12.75  

Luteolin  1.82  5.16  

Diosmetin  3.25  5.02  

Kafeik asit  5.92  5.65  

Luteolin 7-O-glikozit  1.66  1.49  

Apigenin 7-O-glikozit 2.74  2.83  

Resveratrol  4.47  2.86  

(142)  Silimarin  7.12  6.93  

Dobutamin  9.25  7.21  

Yaptığımız literatür araştırmasında yine bir flavonoid olan 7,8-DHF’nin karbonik 

anhidraz aktivitesi üzerine etkisini araştıran bir çalışma yapılmamıştır.   

2.3.1.1. 7,8-Dihidroksiflavon (7,8-DHF)  

Tropoflavin olarak da bilinen 7,8-dihidroksiflavon (7,8-DHF) Godmania 

aesculifolia, Tridax procumbens ve çuha çiçeği yapraklarında doğal olarak bulunmaktadır 

(143).  İsminden de anlaşılabileceği gibi yapısında iki hidroksil grubu içeren flavonol 
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grubuna dahil bir flavonoiddir. Suda sınırlı oranda çözülen 7,8-DHF glikozilasyon ve 

metilasyon gibi farklı işlemlerle çözünürlüğü değiştirilebilir, fakat bu işlemlerin 

biyoyararlılığa nasıl etki ettiği yeterince araştırılmamıştır (144).  Etanol, DMSO (Dimetil 

sülfoksit) ve DMF (Dimetilformamid) gibi çözücülerde daha iyi çözünmektedir (145). 

Tedavi edici etkisini araştırmak amacıyla yüksek konsantrasyonda bu çözücülerde 

çözülmesi hücre canlılığını olumsuz etkileyebilmektedir (146).  

Tablo 3. 7,8-DHF’nin bazı özellikleri  

 

 

 

(www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 

Tropoflavin   

7,8-dihidroksiflavon 

7,8-dihidroksi-2-fenil-4H-kromen-4-on 

7,8-dihidroksi -2-fenil-4H-1-benzopiran-4-on 

PubChem CID  1880 

Moleküler Formül C15H10O4 

Moleküler Ağırlık 254.24 g/mol  

Fiziksel Özellik  Soluk sarı (toz) 

7,8-DHF TrkB (Tropomiyosin reseptör kinaz B)’nin agonisti ve onu aktive eden 

BDNF (Beyin Kaynaklı Nörotrofik Faktör)’ün de mimetiğidir (35, 147). Nörotrofinler 

nöronların gelişimi, farklılaşması ve sağ kalımında görev alan bir protein ailesidir. CNS 

(Merkezi Sinir Sistemi)’de en yaygın bulunan nörotrofin BDNF’dir. Aksonal ve dentritik 

büyümede rol alır (148).   BDNF, TrkB bulunan hücrelerde ekstraselüler alandan bu 

reseptöre bağlanarak reseptör dimerizasyonu ve ardında oto-fosforilasyon sonuçta hücre içi 

bir dizi sinyal iletimini başlatır. Bu sinyalleşmenin başlamasıyla fosfatidilinositol-3-kinaz 

(PI3K) yolu, PLCγ (Fosfolipaz C Gama) yolu ve MAPK (Mitojenle Aktive Olan Protein 

Kinaz) yolunu aktive edilerek hücre için önemli sinyaller tetiklenmiş olur (149). Bu sinyal 

yollarının etkilenmesi sonucu sinir hücreleri büyür, olgunlaşır ve nöronlar arası ağ 

oluşturma yetenekleri artar (150).  Nöronlarda bu süreçlerin gerçekleşiyor olması BDNF ve 
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TrkB sinyal yolunun öğrenme, hafıza, duygu düzenleme ve diğer bilişsel işlevler gibi 

birçok beyin fonksiyonunda önemini ortaya koymaktadır. Alzheimer ve Parkinson gibi 

nörodejeneratif hastalıkların tedavisi için bu molekül ve yolak ilgi çekici bir alandır (151).   

BDNF/TrkB sinyal yolağının AD ve diğer nörodejeneratif hastalıkları ile ilişkisinin 

bulunması, TrkB agonisti olan 7,8-DHF molekülünün bu süreçlerle olan ilişkisine dair 

merakları artırmıştır. 7,8-DHF’nin BDNF’ye göre boyutunun daha küçük olup uzun 

yarılanma ömrüne sahip olması ve kan-beyin bariyerini geçebiliyor olması onu klinik 

uygulamalarda da kullanılabilmesi için destekler niteliktedir (149). AD için yapılan 

çalışmalarda 7,8-DHF nöronal sağ kalıma destek olduğu ve hafıza düşüşünü engellemekte 

önemli olabileceği bulunmuştur (152).  Başka bir çalışmada AD hastalığı gelişiminde 

önemli bir rolü olan kortikal Aβ (Beta Amyloid) plak birikimini azalttığı bulunmuştur 

(153).  

7,8-DHF benzer şekilde olumlu etkileri olsa da oral alımda absorpsiyonun sınırlı 

olması sebebiyle genellikle invaziv yollarla uygulanmaktadır. Per-oral biyoyararlılığını 

arttırmak ve farmakokinetik özelliklerini arttırmak amacıyla pro-ilaç çalışmaları yapılmış 

ve olumlu sonuçlar elde edilmiştir (154).  

7,8-DHF sadece nörodejeneratif hastalıklarda değil nöron hasarı, depresyon gibi 

diğer beyin-sinir hastalıklarında da olumlu sonuçlar vermektedir. Örneğin  travmatik beyin 

hasarında davranışsal ve moleküler işlev bozukluğunu azaltır ve hasar sonrası biliş 

düzeyinde olumlu sonuçlar verir (155). Başka bir çalışmada 7,8-DHF oluşturulan hafif 

kronik stres modelinde antidepresan etkiler göstermiştir (156). İskemik inmede glukoz ve 

oksijen yokluğu sonucu gelişen nöronal hasarda 7,8-DHF tedavisi TrkB/Akt (Protein 

Kinaz B)sinyal yolunu aktif ederek nöronlarda koruyucu etki gösterdiği belirtilmiştir (157).  

Ayrıca güçlü antioksidan aktivitesi ile nöroprotektif etki sağlamaktadır (146).  

7,8-DHF sinir sistemi dışında da olumlu etkileri vardır. Kafeterya diyeti ile 

indüklenmiş bir metabolik sendrom modelinde 7,8-DHF insülin duyarlılığını artırdığı, 

metabolik anormallikleri iyileştirdiği,  karaciğer ve pankreasta endoplazmik retikulum 

stresini azalttığı, apoptozu hafiflettiği (158) ve aynı diyetle indüklenen obezitede renal 

oksidatif stresi de azalttığı bulunmuştur (159). Bir diğer çalışmada yaşlı farelerde MDA 

(malondialdehid) seviyesini düşürüp SOD (Süperoksit Dismutaz) konsantrasyonlarını 

arttırarak karaciğerde oksidan stresi azaltmıştır. Sağlıklı yaşlanma için yararlı bir ajan 

olarak önerilmiştir (160).  
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Sonuç olarak gerek TrkB agonisti olmasından dolayı nörodejeneratif hastalıkları 

tedavi etmesi amacıyla trend olan, gerek diğer birçok flavonoid gibi antioksidan etki 

göstermiş olmasından dolayı, tez çalışmasında son zamanlarda ilgi odağı olan 7,8-DHF’nin 

hCAI ve hCAII aktivitesi üzerine etkisini araştırmayı amaçladık.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Cihazlar, Ekipmanlar ve Malzemeler 

Tez çalışmamızda kullandığımız cihaz, ekipman ve malzemelerin marka/modelleri 

Tablo 4’te belirtilmiştir.  

Tablo 4. Deneylerde kullanılan cihaz, ekipman ve malzemelerin marka ve modelleri 

Cihaz, Ekipman ve Malzeme  Marka/Model  

Saf su cihazı ELGA PURELAB® Classic  

Soğutucu dolap  Hotpoint Ariston NMTL 1928 FW 

Hassas terazi METTLER TOLEDO AB204-S Analitik Terazi  

Karıştırıcı (Vorteks) IKA Vorteks Genius 3  

Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı  IKA RH BASIC 2  

Spektrofotometre  Shimadzu UV-1601 

Manyetik karıştırıcı Ikamag RH  

Yarı-otomatik pipet (1-20 µL) Eppendorf  

Yarı-otomatik pipet (20-200 µL) Eppendorf  

Yarı-otomatik pipet (100-1000 µL) Eppendorf  

Yarı-otomatik pipet (1-5 mL)  Eppendorf  

pH-metre  HANNA Instruments HI 2211 pH/ORP Meter  

Kuvartz Spektrofotometre Küveti  Agilent Technologies 
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3.2. Deneylerde Kullanılan Kimyasallar  

Tez çalışmamız da Tablo 5’te belirtilen kimyasallar ve çözeltiler kullanılmıştır. 

Bunların üretici firmaları ve ürün kodları belirtilmiştir. 

Tablo 5. Deneylerde kullanılan kimyasalların üretici firmaları ve ürün kodları 

Kullanılan Kimyasallar Üretici Firmalar ve Ürün Kodları 

İnsan eritrosit karbonik anhidraz I Sigma-Aldrich C4396-1MG 

İnsan eritrosit karbonik anhidraz II Sigma-Aldrich C6165-5MG 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane  Sigma-Aldrich T1503-1KG 

p-Nitrofenil Asetat Sigma-Aldrich N8130    

Asetazolamid  Sigma-A-6011  

DMSO (Dimetil sülfoksit)  Sigma   

NaOH (Sodyum hidroksit)  Sigma   

H2SO4 (Sülfürik asit)  Sigma  

PBS (Phosphate Buffer Saline)  Thermo Scientific Oxoid BR0014G  

Aseton  Sigma, 650501  

7,8-Dihydroxyflavone  Cayman Chemical – 16946  

3.3. Deneyde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması  

Tez çalışmamızda kullandığımız çözeltilerin nasıl hazırlandığı ve bunlar hakkında 

saklanması/kullanılması gereken öneriler aşağıda belirtildiği gibidir. Aksi belirtilmedikçe 

çözeltiler kullanılana kadar +4 °C’de saklandı. Deneyler oda sıcaklığında gerçekleştirildi. 

Kullanılan bütün çözeltiler deneylerden hemen önce oda sıcaklığına getirildi.  
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50 mL, 1 N NaOH Çözeltisi: 2 g NaOH yaklaşık 40-45 mL saf suda çözüldü daha 

sonrasında balon joje ile 50 mL’ye tamamlandı. Tampon çözeltilerin pH’larını ayarlamak 

ve asetazolamid çözeltisi hazırlamak için kullanıldı. 

50 mL, 1 M H2SO4 Çözeltisi: Yoğunluğu 1.84 g/mL olan %98’lik stok H2SO4’den 

2.7 mL alınıp yaklaşık 40-45 mL saf suya eklendi. Sonrasında balon joje ile üstü 50 mL’ye 

tamamlandı. Tampon çözeltilerinin pH’larını ayarlamak için kullanıldı.  

500 mL, pH = 7.4 olan 0.05 M Tris-SO4 Tampon Çözeltisi: 3.03 g Tris yaklaşık 

400-450 mL saf suda çözüldü. 1 M H2SO4 çözeltisi ile pH’sı 7.4 olarak ayarlandı. 

Sonrasında hacmi 500 mL’ye tamamlandı. Karbonik anhidrazın esteraz aktivitesi 

ölçümlerinde tampon çözelti olarak kullanıldı. Stok karbonik anhidraz çözeltilerini 

seyreltmek ve asetazolamid çözeltisi hazırlamak için de kullanıldı.  

50 mL, 3 mM p-Nitrofenil Asetat (p-NPA) Çözeltisi: 27.2 mg p-nitrofenil asetat 

tartılıp 1 mL asetonda çözüldü. 49 mL saf su opak bir erlenmeyerde manyetik karıştırıcının 

üzerine karıştırılırken hazırlanan aseton ve p-nitrofenil asetat çözeltisi yavaşça suya 

damlatılıp çözülmesi beklendi. Bu çözelti günlük olarak deneyden hemen önce hazırlandı.  

Karbonik anhidrazın esteraz aktivitesi için substrat olarak kullanıldı. 

167 µg/mL hCAI Çözeltisi: 1 000 µg/mL (100–500 Wilbur-Anderson Ünite/mg 

protein ) (161) stok hCAI çözeltisinden 1:5 oranında Tris-SO4 tamponu ile seyreltildi.  

100 µg/mL hCAII Çözeltisi: 1 000 µg/mL (3 713 Wilbur-Anderson Ünite/mg 

protein) (162) bulunan stok hCAII çözeltisi 1:9 oranında Tris-SO4 tamponu ile seyreltildi.  

0,01M pH = 7.4 PBS: Bir tablet PBS 100 mL saf suda çözüldü. NaOH ile pH’ı 

7.4’e ayarladı.  

%17’lik DMSO (V/V) Çözeltisi: 1.7 mL saf DMSO 8.3 mL PBS ile karıştırıldı. 

7,8-DHF’nin CA aktivitesine etkisini ölçerken kör olarak kullanıldı. Ayrıca stok 7,8-

DHF’nin daha seyreltik konsantrasyonlarını hazırlamak için de kullanıldı. 

47.2 mM Stok 7,8-DHF Çözeltisi: 24 mg 7,8-DHF 2 mL saf DMSO’da çözüldü. 

Daha seyreltik 7,8-DHF çözeltileri hazırlamak için stok çözelti hazırlandı.  

5 mM 7,8-DHF Çözeltisi (%17’lik DMSO’da Çözülmüş, 3 mL): 317 µL stok (12 

mg/mL) 7,8-DHF çözeltisi, 193 µL saf DMSO ve 2 490 µL PBS çözeltisi karıştırıldı. 7,8-

DHF’nin karbonik anhidraz aktivitesine etkisini araştırmak için kullanıldı. Ayrıca daha 
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düşük konsantrasyonda 7,8-DHF çözeltisi hazırlanılması için kullanıldı.  5 mM 7,8-DHF 

çözeltisinden %17’lik DMSO çözeltisi kullanılarak 3, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 mM ve 

daha düşük konsantrasyonlarda 7,8-DHF çözeltileri hazırlandı.   

Asetazolamid Körü Çözeltisi: 0.1 mL 1 N NaOH çözeltisi ve 4.9 mL Tris-SO4 

çözeltisi karıştırıldı. Asetazolamid körü olarak kullanıldı.  

Asetazolamid Çözeltileri: 111 mg asetazolamid 1 mL 1 N NaOH ’da çözüldü. Tris-

SO4 tamponu ile son hacmi 50 mL’ye tamamlandı (0.01 M). Asetazolamid körü çözeltisi 

kullanılarak seri dilüsyonlarla daha seyreltik çözeltiler hazırlandı.   

3.4. Karbonik Anhidrazın Esteraz Aktivitesi Tayini  

Karbonik anhidrazın aktivitesini belirlemek için en sık kullanılan iki aktivite tayin 

yöntemi vardır bunlardan biri hidrataz aktivitesi tayini iken diğeri esteraz aktivitesi 

tayinidir (163). Bu çalışmada kinetik ölçümlerde daha çok tercih edilen Verpoorte ve 

arkadaşlarının (164) geliştirdiği esteraz aktivitesi tayini yöntemi kullanılmıştır. Bu 

yöntemin prensibi; karbonik anhidrazın bir substratı ve neredeyse renksiz olan p-nitrofenil 

asetatı (p-NPA) renkli olan p-nitrofenol (p-NP) ve asetata hidrolizi (Şekil 7) sonucunda 

oluşan renk farkının spektrofotometrik olarak ölçülmesidir. Oluşan p-nitrofenolden 

kaynaklı renk farkı 348 nm dalga boyunda 3 dakika süre ile absorbans değişimi olarak 

takip edilir.  Reaksiyon sonucunda p-nitrofenol ve p-nitrofenolat oluşabilir. Her iki 

molekülde 348 nm’de aynı absorbansı verirler. Fenol grupları ise asidik olduklarından 

deney ortamının pH’ına göre fenolat ve H+ iyonlarına ayrışabilse de yine ölçümün 

yapıldığı dalga boyunda absorbansı etkilemez. Böylece bu değişiklikler karbonik 

anhidrazın esteraz aktivitesi ölçümünde herhangi interferans oluşturmaz. p-Nitrofenil 

asetatın hidroliz reaksiyonu şu şekildedir;  
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Şekil 7. p-Nitrofenil asetatın karbonik anhidraz tarafından hidrolizi 

Lambert-Beer Kanuna göre spektrofotometrede okunan absorpsiyon şu şekilde 

tanımlanır (165):  

A = . b. c (Eşitlik 2) 

A: Absorbans 

ε: Molar absorpsiyon (sönümlenme veya ekstinksiyon) katsayısı (M-1 cm-1)  

c: Konsantrasyon (M)  

b: Işık yolu (cm)  

 p-nitrofenil asetat ile p-nitrofenol arasındaki molar absorpsiyon katsayısı farkı 

(ε=5.4x103 – 0.4x103 = 5x103 M-1 cm-1) (164) ve kullanılan küvetin ışık yolu (1cm) sabit 

olduğundan dolayı 3 dakika boyunca gözlemlenen absorbans değişim (ΔA) hızı çözeltide 

bulunan substrat konsantrasyonu (c) ile doğru orantılıdır. Gözlemlenen absorbans değişimi 

(ΔA) karbonik anhidrazın aktivitesi ile doğru orantılıdır.   

Karbonik anhidraz aktivite ölçümü için 1mL’lik kuvartz küvete öncelikle 467 µL 

Tris-SO4 tamponu ve 33 µL enzim (hCAI veya hCAII) eklendi. Bu karışım 5 dk boyunca 

oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. Daha sonrasında 500 µL 3 mM p-NPA çözeltisi 

eklenerek hemen spektrofotometre ile 348’nm de okundu (Tablo 6). Absorbans değişim 

farkı 3 dakika boyunca takip edildi. Her bir örnek için üç kere ölçüm yapıldı elde edilen 

verilerin ortalamaları alındı. Enzimin aktivitesi şu formül kullanılarak hesaplandı:  
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EA (U/L) =  
ΔA x V x 106

ε x b x t x v
=   

ΔA . 1000 µL  x 106

5x 103M−1cm−1 x 1 cm x 3 dk x 33 µL 
 

= ΔA x 2020 µmol/dk/L =  ΔA x 2020U/L (Eşitlik 3) 

EA: Enzim Aktivitesi (U/L)  

ΔA: 3 dakika sonundaki absorbans değişimi  

V: Toplam hacim (µL)  

ε: Molar absorpsiyon (sönümlenme veya ekstinksiyon) katsayısı (5x103 M-1 cm-1)  

b: Işık yolu (1 cm)  

t: Süre (3 dk)   

v: Örnek hacmi  

U: Ünite  

3.5. 7,8-DHF ve AZM’nin Karbonik Anhidraz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi  

Karbonik anhidraz aktivitesinin ölçüldüğü aynı 1 mL’lik küvetlere 433 µL Tris-SO4 

tamponu, 33 µL enzim (hCAI veya hCAII) ve 33 µL numune (7,8-DHF çözeltisi, AZM 

çözeltisi veya bu çözeltilerin körleri) eklenip 5 dk boyunca inkübasyona bırakıldı. Daha 

sonrasında bütün ölçümler için eşit olarak 500 µL 3 mM p-NPA çözeltisi eklenerek (Tablo 

6) hemen spektrofotometre ile absorbans değişimi okundu. 7,8-DHF ve AZM’nin farklı 

konsantrasyonları kullanıldı. Her bir konsantrasyon için ölçülen değer kendi köründen 

çıkartılarak elde edilen fark enzim aktivitesini belirlemek için kullanıldı. Hem 7,8-DHF 

hem de AZM çözeltilerin körlerinin aktiviteleri %100 kabul edilerek diğer 

konsantrasyonlardaki çözeltiler bunlarla karşılaştırılarak aktiviteleri yüzde olarak 

belirlenmiş oldu.  

7,8-DHF’nin hem hCAI hem de hCAII izoenzimlerin aktivitesini belirlemek için 

yüksek 7,8-DHF konsantrasyonlarında okuma yaparken yüksek absorbanslarda değerler 

çıkabilmektedir. Eşit koşullarda deneyin sürdürülmesi amacıyla bütün 7,8-DHF 

konsantrasyonları için okuma yaparken her bir numune için kör okunurken reaksiyon 

başlatıldıktan hemen sonra spektrofotometre sıfırlandı ve 3 dakika sonra farkı alındı.  
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Tablo 6. Esteraz aktivitesi için kullanılan çözelti miktarları (1 mL) 

Kullanılan 

Çözelti 

Tris–SO4 

Tamponu 

(µL) 

Enzim (µL) 

(hCAI/hCAII)   

AZM 

(µL)  

7,8-

DHF 

(µL) 

p-NPA 

(µL) 

Toplam (µL) 

Enzim 

Körü 

500 - - - 500 1 000 

Enzim  467 33 - - 500 1 000 

AZM Körü  467 - 33 - 500 1 000 

AZM  434 33 33 - 500 1 000 

7,8-DHF 

Körü  

467 - - 33 500 1 000 

7,8-DHF  434 33 - 33 500 1 000 

3.6. 7,8-DHF ve AZM’nin hCAI ve hCAII İzoenzimleri İçin IC50/AC50 Değerlerinin 

Hesaplanması  

IC50/AC50 (yarı inhibisyon/aktivasyon konsantrasyonu), herhangi bir molekülün bir 

enzimin aktivitesini %50 oranında azaltan/arttıran inhibitör/aktivatör konsantrasyonunu 

tanımlamak için kullanıla bir ifadedir. Yapılan deneyler sonucunda elde edilen veriler 

GraphPad Prism 8.0.2 Windows uygulaması kullanılarak “Analyze/Nonlinear 

Regression/[inhibitör] vs response” yoluyla hem grafikler (aktivite/konsantrasyon) 

oluşturuldu hem de IC50 değeri hesaplandı. Bu grafik ve IC50 değerleri her bir bileşik için 

ayrı ayrı oluşturuldu ve hesaplandı.  
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4. BULGULAR 

4.1. 7,8-DHF’nin hCAI İzoenzimi Üzerine Etkisi  

7,8-DHF’nin hCAI izoenzimi üzerine in vitro etkisini gösteren bulgular Tablo 7 ve 

Şekil 8’de gösterilmiştir. 0-3 mM arasında 6 farklı 7,8-DHF konsantrasyonuyla yapılan 

ölçümlerde 0-1 mM arasındaki 7,8-DHF konsantrasyonlarında anlamlı bir değişiklik 

görülmezken 3 mM 7,8-DHF konsantrasyonunda %14.1 oranında bir inhibisyon 

gözlemlenmiştir. %50 ve daha fazla oranda bir inhibisyon ölçülmediği için IC50 değeri 

hesaplanamamıştır.  

Tablo 7. 7,8-DHF’nin farklı konsantrasyonları için hCAI izoenziminin yüzde aktivite 

tablosu  

[7,8-DHF] (mM)   Enzim Aktivitesi (U/L)   % Aktivite  

0 85.85 100 

0.001 90.90 105.9 

0.01 84.84 98.8 

0.1 86.86 101.2 

1 87.87 102.4 

3 73.73 85.9 
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Şekil 8. 7,8-DHF-hCAI izoenzimi için yüzde aktivite grafiği 

4.2. AZM’nin hCAI İzoenzimi Üzerine Etkisi  

7,8-DHF’nin hCAI izoenzimi üzerine in vitro etkisini belirlemek için pozitif 

kontrol olarak en çok kullanılan inhibitörlerden biri olan asetazolamid tercih edilmiştir. 0-

10 mM aralığında 8 farklı asetazolamid konsantrasyonuyla hCAI ’in aktivitesine etkisi 

ölçüldü (Tablo 8 ve Şekil 9). Bu ölçümler doğrultusunda 2 mM ve daha yüksek 

asetazolamid konsantrasyonlarında hCAI neredeyse aktivite gösterememiştir (%98.4 

inhibisyon). Elde edilen verilerle yapılan hesaplamalar sonucunda IC50 değeri 0.304 µM 

olarak hesaplanmıştır.  
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Tablo 8. AZM’nin farklı konsantrasyonları için hCAI İzoenziminin yüzde aktivite tablosu  

[AZM] (mM) Enzim Aktivitesi (U/L)   % Aktivite 

0  123.22 100 

0.0001  80.80 65.6 

0.001  50.50 41 

0.01  43.43 35.2 

0.1  10.1 8.2 

2 2.02 1.6 

5*  2.02 1.6 

10*  2.02 1.6 

* IC50 hesaplanırken hesaba katılmadı 

 

Şekil 9. AZM-hCAI izoenzimi için yüzde aktivite grafiği (IC50:0.304 µM)  
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4.3. 7,8-DHF’nin hCAII İzoenzimi Üzerine Etkisi  

7,8-DHF’nin hCAII izoenzimi üzerine in vitro etkisini gösteren bulgular Tablo 9 ve 

Şekil 10’da gösterilmiştir. 0-3 mM arasında 7 farklı 7,8-DHF konsantrasyonuyla yapılan 

ölçümlerde 0-0.1 mM arasındaki 7,8-DHF konsantrasyonlarında anlamlı bir değişiklik 

görülmezken 1-3 mM 7,8-DHF konsantrasyonlarında %17.1-14.8 oranında inhibisyon 

gözlemlenmiştir.  %50 ve daha yüksek oranda inhibisyon ölçülmediği için IC50 değeri 

hesaplanamamıştır.  

Tablo 9. 7,8-DHF’nin farklı konsantrasyonları için hCAII izoenziminin yüzde aktivite 

tablosu  

[7,8-DHF] (mM) Enzim Aktivitesi (U/L)   % Aktivite 

0 285.83 100 

0.0001 312.09 109.2 

0.001 300.98 105.3 

0.01 300.98 105.3 

0.1 288.86 101.1 

1 236.95 82.9 

3 243.81 85.3 
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Şekil 10. 7,8-DHF-hCAII izoenzimi için yüzde aktivite grafiği 

4.4. AZM’nin hCAII İzoenzimi Üzerine Etkisi 

7,8-DHF’nin hCAI izoenzimi üzerine in vitro etkisini belirlemek için pozitif 

kontrol olarak en çok kullanılan inhibitörlerden biri olan asetazolamid tercih edilmiştir. 0-

10 mM aralığında 10 farklı asetazolamid konsantrasyonuyla hCAII’nin aktivitesine etkisi 

ölçüldü (Tablo 10 ve Şekil 11). Bu ölçümler doğrultusunda 0.1 mM ve daha yüksek 

asetazolamid konsantrasyonlarında hCAII neredeyse aktivite gösterememiştir (%99.1 

inhibisyon). Elde edilen verilerle yapılan hesaplamalar sonucunda IC50 değeri 0.132 µM 

olarak hesaplanmıştır.  
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Tablo 10. AZM’nin farklı konsantrasyonları için hCAII izoenziminin yüzde aktivite 

tablosu   

[AZM] (mM) Enzim Aktivitesi (U/L)   %Aktivite 

0 232.3 100 

0.000001 151.5 65.2 

0.00001 135.34 58.3 

0.0001 107.06 46.1 

0.001 65.65 28.3 

0.005 22.22 9.6 

0.01 14.14 6.1 

0.1 2.02 0.9 

1* 2.02 0.9 

10*  2.02 0.9 

* IC50 hesaplanırken hesaba katılmadı  

 

Şekil 11. AZM-hCAII izoenzimi için yüzde aktivite grafiği (IC50: 0.132µM) 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ  

Enzimler canlılarda hayatı idame etmesi için biyokimyasal reaksiyonların 

hızlandırılmasında kritik rol oynayan, elzem olarak bulunan moleküllerdir. Enzimlerin 

doğru şekilde düzenlenmesi, metabolik süreçlerin kontrolünde ve hücresel homeostazın 

sürdürülmesinde kritik öneme sahiptir. Memelilerde de bulunan bu moleküllerin neredeyse 

hepsi protein yapısında olup substratlara özgü spesifik aktivitelere sahiptirler. Bu 

bağlamda, enzim inhibisyonu/aktivasyonu, hücresel işlevleri düzenlemede ve terapötik 

müdahalelerde önemli bir strateji haline gelmiştir (11).  

Bu enzimlerden biri olan karbonik anhidraz uzun yıllar önce keşfedilmiştir ve her 

bir hücrenin işlev-sağ kalımı ile yakında ilişkili olan karbondioksidin geri dönüşümlü 

hidrasyonunu sağlar. Neredeyse bütün canlı gruplarında bulunur ve şimdiye kadar sekiz 

farklı alt sınıfı (α-, β-, γ-, δ-, ζ-, η-, θ- ve ι)  eski Yunan harfleri kullanılarak 

sınıflandırılmıştır(55, 56).  İnsanlarda dahil olmak üzere memelilerde sadece α-CA sınıfı 

keşfedilmiş ve on beşi insanda da olmak üzere on altı izoenzimi bulunur (46). 

Enzim inhibisyonunun tedavi amaçlı uzun yıllardan beri kullanım örneklerinden 

biri de karbonik anhidraz inhibisyonudur. Başta glokom olmak üzere idiyopatik 

intrakranial hipertansiyon, konjestif kalp yetmezliği, irtifa hastalığı, felç ve epilepsi 

hastalıkların tedavisinde, Asetazolamid, methazolamid ve dorzolamid gibi sülfonamidler 

karbonik anhidrazın inhibisyonunu sağlayan moleküller kullanılmaktadır. İnhibitörler 

içerisinde en yaygın kullanımı olan bileşik asetazolamidtir. Ayrıca karbonik anhidrazın 

deneysel çalışmalarında da pozitif kontrol olarak en çok tercih edilen molekül 

asetazolamidtir (124–126).  

Karbonik anhidrazın sadece inhibisyonu değil aktivasyonunun da sağlık üzerine 

önemli etkilerinin olduğu ifade edilmektedir. Özellikle biliş, hafıza ve öğrenmede karbonik 

anhidraz aktivasyonunu önemli olabileceği ifade edilmiştir. Henüz karbonik anhidrazın 

aktivasyonunun klinik olarak bir kullanım alanı olmasa da araştırmalar devam etmektedir. 

İlk keşfedilen aktivatör Histamindir.  Bazı aminoasitler (L-His, D-His, L-Phe, D-Phe, D-

Trp, L-Trp ve L-Tyr), L-Adrenaline ve DOPA  (3,4-Dihidroksi-L-Fenilalanin)  gibi 

bileşiklerde karbonik anhidraz aktivatörlerdir (60, 166).  

Biliş, hafıza ve öğrenme üzerine bir diğer çalışma alanı ise TrkB sinyal yolağının 

aktivasyonudur. Bu aktivasyon ile transkripsiyon düzeyinde nöronal sağkalım, yenilenme, 

olgunlaşma ve dentrit ağ oluşumunu sağlayıp biliş, hafıza ve öğrenme düzeylerinin 
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iyileştirilir. BDNF, TrkB’nin aktivasyonunu sağlayarak bu süreçleri başlatır (149, 150). 

BDNF’nin mimetiği böylece TrkB’nin agonisti olan aynı zamanda kan-beyin bariyerini 

geçebilen flavonoidlerden biri 7,8-dihidroksiflavondur. 7,8-DHF Alzheimer ve Parkinson 

gibi nörodejeneratif hastalıklar başta olmak üzere hafıza ve öğrenme ile ilişkilendirilmiştir 

(35, 147). Sadece bu konuda değil aynı zamanda bir fenolik bileşik de olduğu için 

antioksidan, antihipertansif, antiepileptik gibi diğer konularda da çalışmalar yürütülmüştür 

(167–169).   

Bölümümüzde fareler üzerine yapılan çalışmalarda 7,8-DHF kullanımına bağlı 

olarak özellikle yaşlı farelerin kas dokusunda karbonik anhidraz aktivitesinin (hidrataz 

aktivitesi) anlamlı seviyede artığını tespit edilmiştir. Bu sonuçtan yola çıkarak 7,8-

DHF’nin insanda bulunan sitozolik karbonik anhidrazlardan ikisi olan hCAI ve hCAII 

üzerine etkilerini araştırmak için in vitro bir çalışma yürütmeyi amaçladık. Enzim kinetiği 

çalışmalarında spektrofotometrik yöntemler sıklıkla tercih edilir (170). Karbonik 

anhidrazın aktivitesini ölçmek için bir spektrofotometrik yöntem olan esteraz aktivitesi 

yöntemi kullanılmıştır (163).  

hCAI üzerine in vitro etkisini belirlemek için 6 farklı konsantrasyonda 7,8-DHF 

çözeltisi kullanıldı. Bu çözeltilerin hepsi eşit olarak %17’lik DMSO’da çözülmüştür. 7,8-

DHF’nin sınırlı çözünürlüğünden dolayı 7,8-DHF’nin maksimum 3 mM konsantrasyonu 

deneylerde kullanılabildi. Bu ölçümler sonucunda kullanılan maksimum 7,8-DHF 

konsantrasyonunda bile sadece %14.1 oranında inhibisyon sağlanmıştır. Bu oran IC50 

değerini hesaplayabilmek için yeterli değildir. Belirtilen bu konsantrasyona kadar 7,8-DHF 

hCAI üzerine önemli düzeyde inhibisyon sergilememiştir (IC50>3mM).  Karşılaştırma 

yapmak amacıyla aynı konsantrasyonda (0.1 mM) asetazolamid kullanıldığında %91.8 

inhibisyon gözlemlenirken ve 7,8-DHF neredeyse hiç etki etmemiştir (%1.2 aktivasyon).  

Fenolik bileşiklerin karbonik anhidrazın esteraz  aktivitesi üzerine yapılan 

çalışmalarda  resveratrolün (142) (trans-3,5,4'-trihidroksistilben) (PubChem CID: 445154) 

hCAI için  IC50 değeri 2.25 µM olarak bulunmuştur. Aynı çalışmada silimarin (PubChem 

CID: 5213) 4.62 µM, dobutamin (PubChem CID: 36811) 5.34 µM, kurkumin 

(diferuloilmetan) (PubChem CID: 969516) ise 5.63 µM olarak hesaplanmıştır. Gocer ve 

ark. (171) yaptığı çalışmada ise bir flavonoid olan taksifolin (3,3',4',5,7-

pentahidroksiflavan-4-on, PubChem CID: 439533) bileşiğinin hCAI’e 27.7 nM IC50 değeri 
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ile çok yüksek bir inhibisyon gösterdiğini bulmuşlardır. Bu bulgu doğrultusunda taksifolin 

neredeyse Karbonik anhidraz için asetazolamid kadar güçlü bir inhibitördür.  

Dilek ve ark. (172) tarafından yapılan bir çalışmada ise birer fenolik bileşik olan 

osajin (PubChem CID: 95168) ve pomiferinin (PubChem CID: 4871) IC50 değerleri 

sırasıyla 87.2 µM ve 471 µM olarak bulunmuştur. Fenolik bileşiklerden 7,8-DHF’ye daha 

yakın kimyasal yapıya sahip olan bileşikler incelendiğinde Aggul ve ark. (22) luteolin 

(3′,4′,5,7-tetrahydroxyflavone, PubChem CID: 5280445) ve diosmetin (3′,5,7-Trihydroxy-

4′-methoxyflavone, PubChem CID: 5281612) hCAI’e etkisine bakıldığında sırasıyla 2.62 

µM ve 3.69 µM IC50 değeri göstermişlerdir.  Fenolik bileşikler ve daha da sınırlandıracak 

olursak flavonoidler farklı düzeyde de olsa hCAI izoenzimi için farklı derecelerde 

inhibisyon profilleri sergilemektedirler.   

7,8-DHF’nin hCAII izoenzimi üzerine etkisini araştırıldığında, %17’lik DMSO’da 

çözülmüş 0-3 mM arasında 7 farklı konsantrasyonda 7,8-DHF çözeltisi kullanılarak 

yapılan deneylerde hCAI’e benzer şekilde hCAII için de yeterli inhibisyon sağlanamadığı 

için IC50 değeri hesaplanamamıştır (IC50> 3mM). Fakat düşük 7,8-DHF 

konsantrasyonunda hCAII aktivitesinde artış gözlemlenirken (%9.2) 7,8-DHF 

konsantrasyonu arttıkça hCAII’ye karşı inhibisyon gözlemlenmiştir.  3 mM 7,8-DHF 

konsantrasyonunda %14.7 inhibisyon gözlemlenmiş olmasına rağmen hem inhibisyon 

oranı düşük olduğundan dolayı hem de yüksek konsantrasyonundan dolayı in vivo 

araştırmalar için uygulanabilir seviyelere ulaşılamamıştır.  

Birer fenolik bileşik olan resveratrol, silimarin, dobutamin ve kurkumin esteraz 

yöntemi kullanılarak hCAII’ye etkisini araştırmak için yapılan bir araştırmada (142) 

sırasıyla 1.68 µM, 4.26 µM, 4.72 µM ve 4.81 µM IC50 ile inhibisyon sergilemişlerdir. Yine 

fenolik bileşikler olan osajin ve pomiferin ise sırasıyla 83.1 µM ve 235.7 µM IC50 değerleri 

ile güçlü bir inhibitör olan asetazolamite kıyasla çok düşük bir inhibisyon sergilemişlerdir 

(172). 7,8-DHF’nin da üyesi olduğu fenolik bileşiklerin en büyük alt gruplarından biri 

flavonoidlerdir. Birer flavonoid olan luteolin, diosmetin ve taksifolin sırasıyla 3.43 µM, 

2.82 µM ve 43.3 nM IC50 değerleri ile hCAII’nin inhibisyonunu sağlamışlardır (22, 171).  

Balboni ve ark. (173) flavonlar ve yapısal olarak benzer olan kromononların hCAI 

ve hCAII üzerine etkisini araştırmak için hidrataz yöntemini kullanarak yaptıkları bir 

çalışmada aynı iskelet yapısını bulunduran fakat yapısal olarak çok küçük farklılıklara 

sahip moleküller çok farklı inhibisyon oranları gösterebildiklerini ifade etmişlerdir. Ayrıca 
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15 dk ve 12 saatlik enzim-bileşik (inhibitör) inkübasyonlarının da sonuçlar üzerinde 

önemli sayılabilecek bir fark yaratmadığını göstermişlerdir.  

Fenolik bileşiklerin bazıları insan/memeli karbonik anhidraz izoenzimlerine çok 

düşük oranda (350 µM ve daha fazla) afinite gösterirken bunlara kıyasla β-CA ailesi 

izoenzimlerine yüksek (0.9-10 µM) bir ilgi gösterebilmektedirler (174). Yine fenolik 

bileşikler (175) ve kumarinlerin (176) bazıları bütün insan/memeli CA izoenzimlerine 

benzer oranda inhibisyon gösterebileceği gibi aynı gruptaki diğer bazı bileşikler ise 

izoenzimler arasında çok farklı inhibisyon sergileyebilir. Örneğin esteraz yöntemi ile 

yapılan bir ölçümde katekol (benzen-1,2-diol, PubChem CID: 289) hCAI, hCAIX ve 

hCAXII izoenzimlerine 247.5- 516 μM Ki ile inhibisyon sergilerken, hCAII’ye karşı 5.51 

μM’lık Ki inhibisyon gösterebilmektedir (23).  

Sonuç olarak, 7,8-DHF’nin hCAI ve hCAII izoenzimlerinin esteraz aktivitesi 

üzerine in vitro etkisini araştırmayı amaçladığımız bu çalışmamızda yapılan ölçümler 

sonucunda 7,8-DHF karbonik anhidrazın bu iki izoenzimi üzerine anlamlı bir inhibisyon 

veya aktivasyon gösterememiştir. Genel olarak fenolik bileşiklerin bir kısmının karbonik 

anhidraz inhibitörü olarak bilinse de (23), bu grupta hem çok faklı kimyasal yapıya sahip 

bileşiklerin olması, hem de çeşitlilik açısından çok zengin bileşiklerin bulunması enzim 

inhibisyonları için genel bir ifade kullanmayı zorlaştırmaktadır. Ayrıca aynı bileşik hem 

karbonik anhidrazın alt sınıflarında hem de izoenzimleri arasında farklı etkileşimler 

gösterebilmektedir. Bu zengin grubun üyelerinin kendileri veya farklı yollarla sentezlenen 

türevleri ile izoenzim seçici inhibitörler keşfedilebilir. Bu amaçla organizmanın neredeyse 

her dokusuna dağılmış olan karbonik anhidrazın farklı izoenzimlerinin inhibisyonu veya 

aktivasyonu ile hedefe yönelik tedavi için daha geniş araştırmaların yapılabilmesi için 

fenolik bileşikler hala etkileyici bir gruptur.  
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