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Öz 

Metabolik faaliyetlerin sorunsuz bir şekilde yerine getirilmesinde vitaminlerin önemi son derece 

büyüktür. Suda çözünen bir vitamin olan C vitamini, antioksidan özellik gösterir, nörotransmitasyonda 

ve kolajen sentezi gibi pek çok biyolojik süreçte rol alır. Karbonik anhidraz (CA) izoenzimleri ise elektrolit 

salınımı, pH dengesi, iyon taşınımı ve bunlarla ilişkili birçok süreçte rol alır.  Çalışmamızda, C vitamininin, 

insan eritrositlerinden saflaştırılan hCA I ve hCA II üzerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak 

incelenmiştir. L-Askorbik asidin hCA I ve hCA II izoenzimlerini yarışmasız inhibisyon mekanizması 

üzerinden inhibe ettiği, Ki değerinin sırasıyla 96.8011.19 µM ve 120.4622.11 µM olduğu 

belirlenmiştir. 

 

The Effect of Vitamin C on Carbonic Anhydrase Isoenzymes (hCA I and II) 
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Abstract 

Vitamins play an extremely important role in the smooth functioning of metabolic activities. Vitamin C, 

which is one of the water-soluble vitamins, has antioxidant properties and plays a role in many biological 

processes such as neurotransmission and collagen synthesis. Carbonic anhydrase (CA) enzymes play a 

role in electrolyte release, pH balance, ion transport and many related processes. In our study, the 

inhibition effects of vitamin C, on hCA I and hCA II purified from human erythrocytes were investigated 

as in vitro. It was determined that L-Ascorbic acid inhibits hCA I and hCA II isoenzymes through its non-

competitive inhibition mechanism, and its Ki value was 96.8011.19 µM and 120.4622.11 µM, 

respectively. 
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1. Giriş 

C vitamini (L-Askorbik asit), birçok hayvanın böbrek 

veya karaciğerinde glukozdan sentezlenen altı 

karbonlu bir ketolaktondur (Marik 2020). Bununla 

birlikte, insanlar, diğer primatlar, kobaylar ve meyve 

yarasaları, C vitamini sentezinin son aşamasını 

katalize etmekten sorumlu enzim olan L-

gulonolakton oksidaz (GULO) enzimini kodlayan 

gende inaktive edici bir mutasyon barındırdıkların-

dan, C vitamini sentezleyemezler (Marik 2020). Bu 

nedenle insanlar diyetle C vitamini almalıdırlar. 

Plazmada C vitamini konsantrasyonu olan 30−80 

µM, meyve ve sebzelerden oluşan dengeli bir diyet 

ile günlük ihtiyaç olan 75−80 mg C vitamini 

alımından rahatlıkla sağlanabilir (Padayatty and 

Levine 2016).  

C vitamini genellikle, kollajen sentezi ve skorbüt 

hastalığının önlenmesi için gerekli bir mikrobesin 

olarak kabul edilir. Bununla birlikte C vitamini, bir 

antioksidan olarak önemli bir rol oynar, çok sayıda 

biyolojik reaksiyonda, nörotransmisyon ve 

nöromodülasyonda kritik bir rol üstlenir. C 

vitamininin, bakteri ölümünü artırarak, konağı 

oksidan yaralanmadan koruyarak, mitokondriyal ve 

metabolik fonksiyonu koruyarak, inflamatuar yanıtı 

modüle ederek ve organ hasarını sınırlandırarak 

konak savunmasında önemli rolleri olduğu rapor 

edilmiştir (Marik 2020, 2018, Moskowitz et al. 

2018). Son zamanlarda, damar yolu ile askorbik asit 
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uygulanmasının, kanserli hastalarda olumlu 

sonuçlar verdiğini gösteren Faz I ve Faz II testlerinin 

sonuçları yayınlanmıştır. Bu durum C vitamininin 

önemini bir kat daha artırmaktadır (Ngo et al. 2019).   

Bünyesinde Zn2+ iyonu bulunduran bir enzim olan 

karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1), karbon dioksitin 

(CO2) hidrasyonu ve bikarbonatın (HCO3
−) 

dehidrasyonu reaksiyonlarını katalizler (Mert vd. 

2019, Tunca vd. 2020). CA’lar elektrolit salınımı, pH 

regülasyonu, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, CO2 

ve çeşitli iyonların transportu, solunum, 

glukoneogenez, lipogenez, tümör oluşumu çeşitli 

patojenlerin gelişimi ve virülansı gibi fizyolojik ve 

patolojik olaylarda görev alırlar (Supuran 2008, 

Supuran 2016, Alterio et al. 2012). Bu süreçlerde yer 

alan CA izoenzimlerinin birçoğu, ödem (Carta and 

Supuran 2013), glokom (Masini et al. 2013), obezite 

(Scozzafava et al. 2013), kanser (Nocentini and 

Supuran 2018), epilepsi (Aggarwal et al. 2013), 

vertigo (Sluch vd. 2017) ve osteoporoz (Carradori et 

al. 2015) gibi bir dizi rahatsızlığı tedavi etmek için 

inhibe olma potansiyeli olan önemli terapötik 

hedeflerdir. CA inhibitörlerinin, protozoa, mantar ve 

bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlarla 

mücadelede potansiyel kullanımı da araştırılmakta-

dır (Supuran 2008).  

CA inhibitörleri çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılmaktadır. CA I ve CA II inhibitörleri olan 

asetazolamit (AAZ) ve brinzolamit (BRZ) glokom 

tedavisinde, topiramat epilepsi tedavisinde, AAZ ve 

metazolamit (MTZ) diüretik ilaçlar olarak 

kullanılmaktadırlar (Alım et al. 2015). Sistemik 

olarak kullanılan bu ilaçların (AAZ ve MTZ) 

uyuşukluk, el ve ayak parmaklarında karıncalanma, 

tat almada bozukluk, bulanık görme ve böbrek taşı 

oluşumu gibi yan etkileri vardır (Kasımoğulları et al. 

2010). Yan etkisi daha az olabilecek yeni sentetik 

bileşiklerin ve doğal kaynaklı bileşiklerin CA üzerine 

etkileri çeşitli araştırma grupları tarafından 

incelenmiştir (Balaydın et al. 2012, Göçer et al. 2016, 

Arabacı et al. 2014).  

Bu araştırmada günlük ihtiyacımız olan C 

vitamininin, kimyasal formu olan L-Askorbik asidin 

insan eritrositlerinden saflaştırılan hCA I ve hCA II 

izoenzimleri üzerindeki etkisi in vitro olarak 

incelenmiştir.  

 

2. Materyal ve Metot 

2.1 Materyal 

Çalışmada kullanılan L-askorbik asit ve tüm 

kimyasallar Sigma-Aldrich firmasından temin 

edilmiştir. Hemolizatın hücre mebranlarından ayrımı 

soğutmalı santirfüj (SIGMA 3K30) ile sağlanmıştır. 

Afinite saflaştırması peristaltik pompa (ISMATEC 

REGLO Digital MS-2/6) ile gerçekleştirilmiştir. 

İnhibitörlü ve inhibitörsüz ortamdaki enzim aktivite 

çalışmaları UV-Visible spektrofotometre 

(SHIMADZU UV1700 PharmaSpec) kullanılarak 

yapılmıştır.    

2.2 CA izoenzimlerinin saflaştırılması 

Antikoagülantlı tüplere alınan kan örnekleri 1500 

rpm devirde 20 dk. santrifüjlenerek plazma ayrıldı. 

Eritrositler izotonik çözelti (%0.9 NaCl) ile birkaç kez 

yıkandı ve buzlu su ile (1:1.5) hemoliz edildi. 

Hemolizat, karışımın 4 °C sıcaklıkta, 20000 rpm 

devirde 30 dk. süreyle santrifüj edilmesi suretiyle 

ayrıldı. Hemolizatın pH’ı katı TRIS (tris(hidroksi-

metil)aminometan) kullanılarak 8.7 değerine 

ayarlandı ve 25.0 mM TRIS-HCl/100 mM Na2SO4 (pH 

8.7) çözeltisi ile dengelenmiş afinite kolonuna 

(Sepharose®4B-L-tirozin-p-aminobenzensülfonamit) 

yüklendi. 25.0 mM TRIS-HCl/22.0 mM Na2SO4 (pH 

8.7) çözeltisi ile yapılan yıkama işlemini takiben, hCA 

I izoenzimi 1000 mM NaCl/25.0 mM Na2HPO4 (pH 

6.3) çözeltisi ile, hCA II izoenzimi ise 100 mM 

NaCH3COO/500 mM NaClO4 (pH 5.6) çözeltisi ile 

afinite kolonundan elüe edildi (Rickli et al. 1964). 

Saflaştırılan izoenzimlerde protein miktarı belirlendi 

(Bradford 1976) ve SDS−PAGE analizi yapıldı 

(Laemmli 1970).   

2.3 CA enzim aktivitesi ölçümü 

hCA I ve hCA II’ nin CO2 hidrataz aktivitesi pH-stat 

yöntemi ile belirlendi. Bu yöntemin prensibi, 

CO2−H2O reaksiyonu sonucu açığa çıkan H+ iyonu 

nedeniyle, pH’ ın 8.15 den 6.15 e düşmesi için geçen 

sürenin pH metre ve kronometre kullanılarak 

belirlenmesidir (Şekil 1) (Wilbur and Anderson 1948, 

Maren 1960).  

 

Şekil 1. Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi 

reaksiyonu. 
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Enzim ünitesi ise, ((t0 − tc)/ tc) eşitliği kullanılarak 

hesaplandı. Burada t0 enzimsiz CO2 hidrasyon süresi, 

tc ise enzim varlığındaki CO2 hidrasyon süresidir.  

Esteraz aktivitesi ise, substrat olarak kullanılan 4-

nitrofenilasetat bileşiğinin, CA katalizörlüğünde, 4-

nitrofenol(at) bileşiğine hidrolizi esnasında 

absorbans değerinde meydana gelen değişimin 348 

nm de ölçülmesi ile belirlenmiştir. Ölçümlerde 25 °C 

sıcaklık, 3 dakikalık süre esas alınmıştır (Şekil 2) 

(Verpoorte et al. 1967). 

 

Şekil 2. Esteraz aktivitesi reaksiyonu. 

 

2.4 L-Askorbik asidin IC50 değerinin ve Ki sabitinin 

belirlenmesi 

IC50 değerini belirlemek için, hCA I ve hCA II 

izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktiviteleri, farklı 

L-Askorbik asit konsantrasyonlarında, “Bölüm 2.3” 

de tarif edildiği şekilde ölçüldü. İnhibitörsüz 

ortamdaki ölçümlerde enzim aktivitesi %100 kabul 

edildi, %Aktivite−[L-Askorbik asit] eğrisi çizildi ve 

eğri denklemi yardımıyla bileşiklerin IC50 değerleri 

belirlendi (İlkimen et al. 2015).  

İnhibisyon sabiti (Ki), izoenzimlerin esteraz aktivitesi 

esas alınarak belirlendi. Ki değerlerinin belirlenmesi 

için, enzimli reaksiyon hızını %30, %50 ve %70 

oranında azaltan üç farklı L-Askorbik asit 

konsantrasyonu seçildi ve her bir L-Askorbik asit 

konsantrasyonu için beş farklı substrat 

konsantrasyonunda (0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ve 0.7 mM) CA 

enzim aktiviteleri ölçüldü. Aynı ölçümler 

inhibitörsüz ortamda da tekrarlandı ve Lineweaver-

Burk eğrileri çizilerek Ki sabiti belirlendi (Lineweaver 

and Burk 1934, Alkaya et al. 2018). 

3. Bulgular  

3.1 CA izoenzimlerinin saflaştırılması 

hCA I ve hCA II, Sepharose®4B-L-tirozin-p-

aminobenzensülfonamit kolonu kullanılarak 

saflaştırıldı. Elüatlarda kalitatif−kantitatif protein 

analizi, ve hidrataz aktivitesi ölçümü yapıldı (Şekil 3, 

Şekil 4).  

 

Şekil 3. Protein miktarı standart eğrisi. 

 

Şekil 4. hCA I ve hCA II izoenzimlerinin fraksiyonlara göre 

absorbanslarındaki ve aktivitelerindeki değişim 

(1.−25. fraksiyonlar hCA I, 26.−35. fraksiyonlar 

hCA II)  

hCA I izoenzimi, 2076.47 kat saflaştırılmış ve spesifik 

aktivitesi 1596.71 EU.mg protein-1 olarak 

hesaplanmıştır. hCA II izoenzimi ise 4422.88 kat 

saflaştırılmış ve spesifik aktivitesi 3401.00 EU.mg 

protein-1  olarak hesaplanmıştır. (Çizelge 1). Ayrıca 

elüatlarda SDS−PAGE analizi yapılmıştır (Şekil 5). 

 

Şekil 5. SDS−PAGE analizi (a: Standart hCA I (30 kDa), b: 

Saflaştırılan hCA I, c: Standart hCA II (30 kDa)d: 

Saflaştırılan hCA II). 
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3.2 L-Askorbik asidin IC50 değerinin ve Ki sabitinin 

belirlenmesi 

L-Askorbik asidin hidrataz ve esteraz IC50 

değerlerinin belirlenmesi için, öncelikle %1.0’lik stok 

çözeltisi hazırlandı. Daha sonra CA izoenzimlerinin 

hidrataz ve esteraz aktiviteleri, farklı 

konsantrasyonlardaki L-Askorbik asit varlığında 

“Bölüm 2.3” de tarif edildiği şekilde ölçüldü. Her 

ölçüm üç kez tekrarlandı ve %Aktivite−[L-Askorbik 

asit] eğrileri çizilerek L-Askorbik için IC50 değeri 

hesaplandı (Çizelge 2, Şekil 6 ve 7). L-Askorbik asidin 

esteraz Ki sabitinin belirlenmesi için gerekli ölçümler 

“Bölüm 2.4” de açıklandığı şekilde yapıldı (Çizelge 2, 

Şekil 8 ve 9).  

Çizelge 1. CA izoenzimlerinin saflaştırılmasına ilişkin veriler. 

Saflaştırma 
Basamağı 

Aktivite 
(EU/mL) 

Toplam Hacim 
(mL) 

Protein 
(mg/mL) 

Toplam 
Protein (mg) 

Toplam 
Aktivite (EU) 

Spesifik Aktivite 
(EU/mg protein) 

Verim (%) 
Saflaştırma 

Katsayısı 

Hemolizat 118.25 50.00 153.78 7689.00 5912.50 0.77 100.00 1.00 

Afinite (hCAI) 718.52 5.00 0.45 2.25 3592.60 1596.71 60.76 2076.47 

Afinite (hCAII) 884.26 5.00 0.26 1.30 4421.30 3401.00 74.78 4422.88 

Çizelge 2. L-Askorbik asidin IC50 değerleri ve Ki sabitleri. 

Bileşik 

Hidrataz IC50 (µM) SDa,b Esteraz IC50 (µM) SDa,b Ki (µM) SDa,b 

hCA I hCA II hCA I hCA II hCA I 
İnhibisyon 

Türü 
hCA II 

İnhibisyon 
Türü 

AAZc 0.390.008 0.200.005 0.420.004 0.310.008 0.260.003 
Yarışmasız 

0140.005 
Yarışmasız 

L-Askorbik asit - - 192.5033.34 211.7533.34 96.80 11.19 120.4622.11 

aOrtalamastandart sapma değeri (n=3).  
bp<0.0001 
cKontrol bileşiği olarak kullanılmıştır (Yenikaya et al. 2016) 

 

 
Şekil 6. L-Askorbik asidin hCA I esteraz aktivitesine etkisi. 

 
Şekil 7. L-Askorbik asidin hCA II esteraz aktivitesine 

etkisi.  

 

Şekil 8. hCA I Ki sabiti için Lineweaver−Burk grafiği.  

 

Şekil 9.  hCA II Ki sabiti için Lineweaver−Burk grafiği. 
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4. Tartışma ve Sonuç 

CA’lar karbon dioksitin bikarbonat ve protona 

tersinir hidrasyonunu katalize ederek hücre içi ve 

hücre dışı CO2, H+ ve HCO3
− konsantrasyonlarını 

düzenler. İnsan CA’ları hava-su arayüzünde gaz 

değişimi (Henry 2000), CO2 ve HCO3
−‘ın membranlar 

arasında taşınması (Henry 1996), biyosentetik 

reaksiyonlar, asit-baz dengesi (Frasseto et al. 2012), 

kalsifikasyon (Supuran 2008), onkogenez ve 

metastatizasyon (Neri and Supuran 2011) gibi çok 

çeşitli fizyolojik ve patolojik süreçlerle 

ilişkilendirilmektedir. 

Bu araştırma kapsamında hCA I ve hCA II 

izoenzimleri, insan eritrosit hücrelerinden Sepharo-

se®4B-L-tirozin-p-aminobenzen sülfonamit afinite 

jeli kullanılarak saflaştırılmıştır. hCA I %60,76 verim 

ile 2076.47 kat, hCA II ise %74,78 verim ile 4422.88 

kat saflaştırılmıştır. Elüe edilen hCA I izoenziminin 

spesifik aktivitesi 1596.71 EU.mg protein-1, hCA II 

izoenziminin spesifik aktivitesi ise 3401.00 EU.mg 

protein-1 olarak hesaplanmıştır. Saflaştırılan 

enzimlerin SDS-PAGE analizleri standart, hCA I (30 

kDa, Sigma-Aldrich) ve hCA II (30 kDa, Sigma-

Aldrich) varlığında gerçekleştirildi. Şekil 5 de verilen 

analiz sonucu, hCA I ve hCA II izoenzimlerinin insan 

eritrositlerinden yüksek saflıkta izole edildiğini 

göstermektedir.     

Memeli CA’larının koni şeklindeki aktif bölge 

yapısının bir kısmının hidrofobik, bir kısmının ise 

hidrofilik amino asitlerden oluşmuş olması, bu 

enzimlerin geniş bir bileşik sınıfı (sentetik ve doğal) 

ile etkileşime girebilmesini sağlamaktadır (Şekil 10).  

 

Şekil 10. α-CA izoenzimlerinin aktif bölge yapısı (PDB: 

1CA2). 

Sentetik CA inhibitörleri arasında sülfonamidler, 

sülfamatlar, sülfamitler, ditiyokarbamatlar, karbok-

silik asitler, fenoller, poliaminler ve sülfokumarinler 

sayılabilir (Alterio et al. 2012). Literatürde örnekleri 

bulunan doğal CA inhibitörlerine ise polifenoller 

(kafeik asit, ferulik asit, kuersetin, kurkumin, 

silmarin vb.), bromofenoller, spirobisnaftalin 

türevleri, kapsaisin ve izoflavon türevi bileşikler 

örnek verilebilir. Çalışmamızda ise suda çözünen, 

esansiyel bir vitamin olan ve çok sayıda biyolojik 

etkinliği ispatlanmış olan C vitamininin (L-Askorbik 

asit) insan ertirosit CA İzoenzimleri olan hCA I ve hCA 

II üzerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak 

incelenmiştir.  

 

Şekil 11. L-Askorbik asidin kimyasal formülü. 

Şekil 11 de görüldüğü üzere, L-Askorbik asit bileşi-

ğinde, halka üzerinde bulunan –OH grupları asidik 

karakterde olup iyonlaşabilmektedirler. Bu durum 

çözelti pH’ını değiştirdiğinden, ölçüm prensibi pH 

değişimi olan hidrataz aktivitesi inhibisyon ölçümü 

sağlıklı bir şekilde yapılamamış olup hidrataz IC50 

değerleri elde edilememiştir.  

Esteraz IC50 değerleri incelendiğinde hCA I için 

192.5033.34 µM, hCA II için 211.7533.34 µM 

olduğu görülmektedir. L-Askorbik asidin hCA I için Ki 

değeri 96.8011.19 µM, hCA II için Ki değeri 

120.4622.11 µM dır. Bu değerler kontrol amacıyla 

kullanılan sentetik AAZ’nin yanında zayıf kalmakla 

birlikte daha önce çalışmaları yapılan doğal kaynaklı 

bileşiklerle kıyaslanabilir büyüklüktedir.  

Diğer araştırma grupları tarafından çalışmaları 

yapılan doğal kaynaklı CA inhibitörlerinin hCA I ve 

hCA II için Ki değerlerini inceleyelim. Balaydın vd. 

(2012), bromofenol türevlerinin CA izoenzimleri 

üzerine etkilerini incelemişler ve hCA I için Ki 

değerlerini 1.08 – 4003 µM arasında, hCA II için Ki 

değerlerini 0.37 – 78.49 µM arasında bulmuşlardır. 

Göçer vd. (2016), spirobisnaftalin türevlerinin CA 

izoenzimleri üzerine etkilerini incelemişler ve hCA I 

için Ki değerlerini 1.60 – 460.42 µM arasında, hCA II 
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için Ki değerlerini 0.39 – 419.42 arasında bulmuşlar-

dır. Arabacı vd. (2014), kapsaisin bileşiğinin hCA I ve 

hCA II üzerine etkisini incelemişler ve hCA I için Ki 

değerini 696.15 µM, hCA II için Ki değerini 208.37 

µM olarak belirlemişlerdir.  

L-Askorbik asit bileşiğinin CA izoenzimi ile etkileşim 

şeklinin ise yapısındaki –OH gruplarından dolayı, 

fenolik bileşiklerin etkileşim şekli olan, çinko(II) 

iyonuna bağlı su molekülüne bağlanma (Innocenti et 

al. 2008) veya yakın zamanda keşfedilen, çinko(II) 

iyonuna bağlı su molekülüne komşu olan ve “derin 

su” olarak adlandırılan su molekülüne bağlanma 

(D’Ambrosio et al. 2020) şeklinde olduğu 

düşünülmektedir. Ancak kesin bir ifade için X-ışınları 

analizi gereklidir.  

Sonuç olarak, günlük almamız gereken bir vitamin 

olan C vitamininin, insan CA izoenzimlerinin 

aktivitesini inhibe edici bir etkiye sahip olduğu 

görülmüştür. Düzenli olarak taze meyve ve sebze 

tüketimi ile kolaylıkla temin edebileceğimiz C 

vitamini, giriş kısmında bahsedilen diğer faydaları-

nın yanı sıra CA aktivitesini de düzenleyerek ileride 

bu izoenzimler ile ilişkili olarak ortaya çıkabilecek 

glokom gibi hastalıkların önlenmesine yardımcı 

olabilir.  
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