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Öz: Solunum, pH homeostazisi, elektrolit salınımı, kemik resorpsiyonu ve bazı biyo-
sentez reaksiyonlarında önemli roller üstlenen karbonik anhidrazlar (CA’lar), uzun 
yıllardır farmakolojik açıdan önemli hedefler arasında yer almaktadırlar. Günümüze 
kadar başta sülfonamitler olmak üzere pek çok CA inhibitörü rapor edilmiştir. Ancak 
bu alandaki temel sorun, CA izoenzimleri arasında yüksek seçiciliğe sahip olan inhi-
bitörlerin rapor edildiği çalışmaların nispeten az sayıda olmasıdır. Özellikle, retina 
ve beyin ödemi başta olmak üzere birtakım hastalıklarla ilişkisi ortaya konulmuş 
olan hCA I izoenzimine karşı seçici olan inhibitörlerin rapor edildiği çalışma sayısı 
yok denilecek kadar azdır. Çalışmamızda, doğal kaynaklı antidiyabetik ajanlar olan 
andrografolid, vildagliptin ve buformin bileşiklerinin hCA I ve hCA II izoenzimleri-
nin esteraz aktiviteleri üzerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak incelenmiştir. 
Bileşiklerin tamamı sadece hCA I izoenzimini inhibe etmiş, hCA II üzerinde hiçbir 
etki göstermemiştir. Elde ettiğimiz sonuçlar, doğal kaynaklı ve izoenzim seçici CA 
inhibitörlerinin keşfi açısından kayda değerdir. 
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Abstract: Carbonic anhydrases (CAs), which play important roles in respiration, pH 
homeostasis, electrolyte secretion, bone resorption and some biosynthesis reac-
tions, have been among the pharmacologically important targets for many years. To 
date, many CA inhibitors, especially sulfonamides, have been reported. However, the 
main problem in this field is the relatively small number of studies reporting inhib-
itors with high selectivity between CA isoenzymes. In particular, the number of stud-
ies reporting inhibitors that are selective against the hCA I isoenzyme, which has 
been shown to be associated with some diseases, especially retinal and brain edema, 
is almost non-existent. In our study, the inhibition effects of andrographolide, 
vildagliptin and buformin compounds, which are natural antidiabetic agents, on the 
esterase activities of hCA I and hCA II isoenzymes were examined in vitro. All of the 
compounds inhibited only the hCA I isoenzyme and had no effect on hCA II. Our re-
sults are noteworthy for the discovery of natural origin and isoenzyme selective CA 
inhibitors. 

  
 
 
1. Giriş 
 
Hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda yaygın ola-
rak bulunan bir metaloprotein olan karbonik anhidraz 
(CA, EC 4.2.1.1) enzimleri, bikarbonat anyonu ve pro-
ton üretimi ile sonuçlanan temel bir biyokimyasal re-
aksiyon olan karbon dioksitin dönüşümlü hidrasyon 

reaksiyonunu katalize ederler. Dolayısıyla, hücresel 
pH homeostazisinin temel düzenleyicileri arasında yer 
alırlar [1]. Bu enzimler ayrıca, solunum, bikarbonat 
iyonlarının ve karbon dioksitin taşınması, elektrolit 
salınımı, üre oluşumu, kemik rezorpsiyonun, lipoge-
nez, glukoneogenez ve daha pek çok önemli biyolojik 
süreçte rol alırlar [2‒5]. Şimdiye kadar memelilerde 
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her biri farklı doku dağılımına, hücre içi lokalizasyona 
ve katalitik aktiviteye sahip 16 CA izoenzimi keşfedil-
miştir. Katalitik aktiviteye sahip olan memeli CA’ları 
aktif bölgesinde Zn(II) iyonu bulundururlar [6, 7]. 
CA’lar glokom (hCA I, II, IV ve XII), kanser (hCA IX ve 
XII), epilepsi, nöropatik ağrı, idiyopatik intrakraniyal 
hipertansiyon (hCA I, II, ve VII), ödem (hCA II, IV, XII 
ve XIV), obezite (hCA VA ve VB) ve osteoporoz (hCA IV 
ve XIV), gibi hastalıklarda anormal veya düzensiz bir 
ekspresyon seviyesi ile ilişkilendirilmiştir [8‒10]. Son 
zamanlarda hCA I izoenzimi ile ilişkisi keşfedilen bazı 
hastalıklar mevcuttur. Bir klinik çalışmada, ankilozan 
spondilit hastalarının sinovyumunda hCA I'in aşırı ifa-
delendiği bulunmuştur. Bu bulgu, hCA I'in kemik olu-
şumunda iki önemli süreç olan kalsiyum üretimini ve 
kemik emilimini hızlandırabileceğini düşündürmekte-
dir [11, 12]. Öte yandan, meme kanseri hastalarından 
alınan dokularda ve kan örneklerinde hCA I protein se-
viyelerinin arttığı bulunmuştur [13]. hCA I protein se-
viyelerinin ve hCA I aracılı kalsifikasyonun, ateroskle-
rozlu bir fare modelinde ateroskleroz gelişimi ile 
önemli ölçüde ilişkili olduğu gösterilmiştir [14]. Ayrıca 
hCA I izoenziminin diyabetik retinopatili hastalarda 
retinal damar sızıntısını artırarak intraretinal ödeme 
neden olduğu tespit edilmiştir. Benzer bir mekanizma 
ile hCA I’in serebral vasküler geçirgenliği indükleye-
rek nörovasküler ödem ile ilişkili olabileceği belirtil-
miştir [15]. 
 
Uzun yıllardır birçok CA inhibitörü, CA ilişkili hastalık-
ların tedavisi için kullanılmaktadır. Sülfonamitler, fe-
noller, sülfamatlar, sülfamidler, kumarinler, poliamin-
ler, ditiyokarbamatlar, ksantatlar, benzoksaboroller, 
fosfonamidatlar ve ninhidrinler günümüze kadar CA 
inhibitörü olarak rapor edilen bileşik sınıflarıdır [16]. 
Ancak klinik kullanımdaki inhibitörlerin çoğunun izo-
form seçicilikleri zayıf olduklarından yan etkileri 
azımsanmayacak derecede fazladır. Bu nedenle yeni 
ve izoform seçici CA inhibitörlerinin geliştirilmesi için 
çalışmalar devam etmektedir. In vitro olarak bazı izo-
form seçici inhibitörler geliştirilmiş olsa da henüz kli-
nik kullanım başarısının elde edilememiş olması yeni 
inhibitörlere olan ihtiyacı artırmaktadır.   
 
Andrografolid, antik Çin'de ve doğu Asya'nın diğer böl-
gelerinde kanser, romatoid artrit, ishal, üst solunum 
yolu enfeksiyonu ve larenjit gibi bir dizi rahatsızlığı te-
davi etmek için kullanılan, geleneksel bir bitki olan 
Andrographis panikulata'dan ekstrakte edilen bir bile-
şiktir ve çok uzun bir geçmişe sahiptir [17‒20]. Vildag-
liptin, tip 4 dipeptidilpeptidaz (DPP-4) enzimini seçici 
olarak inhibe eden ve pankreatik α ve β hücrelerinin 
glukoz duyarlılığını artıran, pankreas adacık uyarıcı-
ları sınıfının bir üyesidir. Vildagliptin, insülin:gluka-
gon oranını arttırarak hepatik glukoz üretimini azaltır 
ve bu da plazma glukoz seviyesinde bir azalmaya yol 
açar [21]. Tip 2 diyabetli hastalarda vildagliptin, gliko-
zillenmiş hemoglobin (HbA1c) seviyesini de azaltmak-
tadır [22]. Diyabetik sıçanlarda, iki haftalık vildaglip-
tin tedavisinin oksidatif stres oluşumunu azalttığı ve 
torasik aortta inflamatuar, fibrotik ve trombojenik gen 

ekspresyonunu baskıladığı rapor edilmiştir [23]. Bu-
formin (bütilbiguanid), bileşiği de insüline bağımlı ol-
mayan (tip 2) diyabet tedavisinde kullanılan bir anti-
diyabetik ajandır. Biguanidler sınıfına dahil olan bu-
formin, oral anti-hiperglisemik bir ajandır [24]. 2015 
yılında tip 2 diyabetli hastalarda kanser insidansını 
azaltmak için biguanidlerin kullanılabileceği öneril-
miştir. Biguanidler, AMPK'yi aktive ederek, mTOR yo-
lunu inhibe ederek ve endometriyal kanser, yumurta-
lık kanseri ve meme kanseri gibi tümörlerde hücre 
döngüsü durmasını indükleyerek tümörijenik aktivi-
teyi inhibe edebilir [25]. Şekil 1 de andrografolid, vil-
dagliptin ve buformin bileşiklerinin molekül yapıları 
verilmiştir.  
 

 

Şekil 1. Andrografolid, vildagliptin ve buformin bileşikleri-
nin molekül yapıları. 

 
Bu çalışma kapsamında, hCA I izoenziminin seçimli 
olarak inhibe edilmesinin, retina ve beyin ödemi başta 
olmak üzere birçok fizyolojik bozukluğun tedavisinde 
önemli olabileceğinden hareketle, andrografolid, vil-
dagliptin ve buformin bileşiklerinin hCA I ve hCA II 
izoenzimleri üzerindeki etkileri in vitro olarak ince-
lendi ve izoenzim seçicilikleri kıyaslandı.  
 
2.  Materyal ve Metot 
 
Çalışmada kullanılan inhibitörler olan andrografolid 
ve buformin Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, 
Japan) firmasından, vildagliptin ise abcr GmbH (Karls-
ruhe, Germany) firmasından temin edildi. Enzim akti-
vite ölçümlerinde kullanılan 4-nitrofenil asetat subst-
ratı Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA) firmasından te-
min edildi. Aktivite tamponu hazırlamak için kullanı-
lan TRIS ve H2SO4 sırasıyla Merck KGaA (Darmstadt, 
Germany) ve Fluka (Seelze, Germany) firmalarından, 
inhibitör çözeltilerini hazırlamak için kullanılan DMSO 
ise Carlo Erba Reagents GmbH (Emmendingen, Ger-
many) firmasından temin edildi. Esteraz aktivitesi öl-
çümleri SHIMADZU UV-1700 PharmaSpec 
(SHIMADZU Corp. Kyoto, Japan) spektrofotometre 
kullanılarak gerçekleştirildi. pH ölçümleri ise Mettler 
Toledo SevenDirect SD-20 Kit (Mettler-Toledo GmbH 
Greifensee, Switzerland) pH metre ile yapıldı. 
 
  
2.1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin esteraz 
aktivitelerinin ölçülmesi 
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Çalışmada kullanılan hCA I ve hCA II izoenzimleri in-
san eritrosit hücrelerinden Sepharose®4B-L-tirozin-p-
aminobenzen sülfonamit afinite kromatografisi kulla-
nılarak, tek basamakta yüksek saflıkta elde edildi. hCA 
I ve hCA II nin saflıkları SDS-PAGE ile kontrol edildi. 
Saflaştırma basamaklarının detayları önceki çalışma-
larımızda açıklandığı şekildedir [26‒30].  
 
Esteraz aktivitesi, 4-nitrofenil asetat bileşiğinin hidro-
lizi sonucu oluşan 4-nitrofenol miktarının 348 nm 
dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülmesi ile 
belirlendi. Reaksiyon ortamı, toplam hacim 3 mL ola-
cak şekilde pH 7,4 TRIS-SO4 tamponu, 4-nitrofenil ase-
tat substratı, saf su ve hCA I / hCA II izoenziminin ka-
rıştırılması ile hazırlandı ve 3 dk. süre ile absorbans-
taki değişim incelendi. Aynı ölçüm enzimsiz ortamda 
da tekrarlanıp substratın otohidrolizi sonucu oluşan 
4-nitrofenol miktarı belirlenerek CA aktivitesi için dü-
zeltme yapıldı [26‒28, 31].   
 
2.2. Doğal antidiyabetiklerin karbonik anhidraz 
inhibitör özelliklerinin incelenmesi 
 
Andrografolid, vildagliptin ve buformin bileşiklerinin 
inhibitör özelliklerinin incelenmesi için ilk olarak 
DMSO içerisinde %0,1 lik stok çözeltileri hazırlandı. 
Daha sonra farklı konsantrasyonlardaki inhibitör var-
lığında, hCA I ve hCA II nin esteraz aktiviteleri yuka-
rıda açıklandığı şekilde ölçüldü. İnhibitörsüz ortam-
daki enzim aktivitesi %100 kabul edilerek inhibitörlü 
ortamdaki bağıl enzim aktiviteleri hesaplandı. Micro-
soft Excel 2016 paket programı yardımıyla %Bağıl ak-
tivite – [İnhibitör] eğrileri çizilerek, yeterli oranda in-
hibisyon etkisi gösteren bileşikler için IC50 değerleri 
hesaplandı [26‒28].  
 
2.3. İstatistik analiz 
 
Sunulan tüm veriler üç bağımsız deney ile doğrulandı 
ve ortalama ± standart sapma olarak ifade edildi. Veri-
ler, SPSS paket programı yardımıyla (SPSS 13.0, SPSS 
Inc., Chicago, IL) çoklu karşılaştırmalar için tek yönlü 
varyans analizi kullanılarak analiz edildi. p<0,0001 is-
tatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
 
3. Bulgular  
 
Çalışmamızda ticari olarak temin edilen andrografolid, 
vildagliptin ve buformin bileşiklerinin majör CA en-
zimleri olan hCA I ve hCA II izoenzimlerinin esteraz ak-
tiviteleri üzerindeki etkileri in vitro olarak incelendi 
(Şekil 2 ‒ 7).  
  

 
Şekil 2. Andrografolid bileşiğinin hCA I esteraz aktivitesine 
etkisi. 

 

 
Şekil 3. Andrografolid bileşiğinin hCA II esteraz aktivitesine 
etkisi. 

 

 
Şekil 4. Vildagliptin bileşiğinin hCA I esteraz aktivitesine et-
kisi. 
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Şekil 5. Vildagliptin bileşiğinin hCA II esteraz aktivitesine et-
kisi. 

 

 
Şekil 6. Buformin bileşiğinin hCA I esteraz aktivitesine et-
kisi. 

 

 
Şekil 7. Buformin bileşiğinin hCA II esteraz aktivitesine et-
kisi. 

 
Çizilen eğrilerin denklemleri yardımıyla hesaplanan 
IC50 değerleri Tablo 1 de verilmiştir. 
 
 
 
 

Tablo 1. Andrografolid, vildagliptin ve buformin bileşikleri-
nin IC50 değerleri. 

Bileşik 
Esteraz IC50 (μM)a,b 

hCA I hCA II 
AAZc 0.42±0.004 0.31±0.008 
Andrografolid 231.0±7.0 ‒ 
Vildagliptin 346.5±10.4 ‒ 
Buformin 693.0±12.6 ‒ 

aOrtalama±standart sapma değeri (n = 3). 
bp<0,0001 
cAAZ (Asetazolamid) kontrol bileşiği olup, IC50 değer-
leri referans 27 den alınmıştır.  
  
4. Tartışma ve Sonuç 
 
Elde edilen sonuçlar bizlere iki CA izoformundan sa-
dece hCA I’in inhibe edildiğini, hCA II’nin ise androgra-
folid, vildagliptin ve buformin bileşikleri tarafından in-
hibe veya aktive edilmediğini göstermektedir. Bu iki 
izoformun amino asit sekansları birbirine çok yakın 
olmakla birlikte, aktif bölgelerindeki bazı amino asit 
kalıntıları arasında farklılıklar vardır (Tablo 2).  
 
Tablo 2. hCA I ve hCA II izoformlarının aktif bölge amino asit 
kalıntıları [32]. 

Kalıntı Numarası hCA I hCA II 
62 Val Asn 
65 Ser Ala 
67 His Asn 
69 Asn Glu 
91 Phe Ile 
121 Ala Val 
131 Leu Phe 
135 Ala Val 
200 His Thr 
204 Tyr Leu 

 
hCA I ve hCA II nin amino asit kalıntıları arasındaki 
farklılıklar (Tablo 2), bu iki izoformun yapı olarak bir-
birine çok benzer olmalarına rağmen, farmakolojik 
ajanlardan farklı şekilde etkilenmesinin potansiyel ol-
duğunu göstermektedir [32].   
 
Çalışmamızda kullanılan antidiyabetiklerden androg-
rafolid bileşiği, yapısında hem polar hidroksil grupları 
hem de kondanse halkalı bir karbon iskeleti bulundu-
rur. Suda çözünürlüğü zayıf olan bu bileşiğin aktif böl-
genin hidrofobik kalıntıları ile etkileşmesi potansiyel-
dir. Özellikle hCA I de apolar olan 62 nolu kalıntı ve 
yine hCA I de daha hacimli olan 91 nolu kalıntı bu hid-
rofobik etkileşimde rol oynamış olabilir. Ayrıca aktif 
bölgede birbirine komşu diğer hidrofobik kalıntılar 
olan Ala121, Leu131 ve Ala135 de mevcut hidrofobik 
etkileşimlerin daha güçlü olmasına katkı sağlamış ola-
bilir. Bu kalıntıların hCA II deki karşılıklarına göre 
daha küçük hacimli olması, sterik engeli azaltmada 
fayda sağlayabilir. IC50 değerlerinden de anlaşılacağı 
üzere, en güçlü inhibitör etkinin andrografolid bileşi-
ğinde gözlemlenmiş olması önermiş olduğumuz çoklu 
hidrofobik etkileşimi destekler niteliktedir. Vildaglip-
tin bileşiği ise andrografolid bileşiğine göre daha az 
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hacimli ve nispeten daha polar bir bileşiktir [33,34]. 
Bu bileşikteki apolar karbon halkası daha küçüktür. 
Dolayısıyla vildagliptin bileşiğinin aktif bölge girişinde 
birbirine komşu konumunda olan Ser65, His67, Asn69 
ve Phe91 kalıntıları ile etkileşmiş olması muhtemeldir. 
İnhibitör etki bakımından andrografolid bileşiğinden 
sonra ikinci sırada gelmektedir. Bu durum daha az sa-
yıda amino asit kalıntısı ile etkileşimden ya da daha za-
yıf bağlanmadan kaynaklı olabilir. Biguanid sınıfına 
dahil olan buformin bileşiği ise çalışmamız kapsa-
mında CA inhibisyon potansiyelini değerlendirdiğimiz 
en polar ve en az hacimli bileşiktir [35].  Hidrofobik 
karbon zinciri çok kısa olduğundan aktif bölge girişin-
deki hidrofobik amino asit kalıntıları ile etkileşme ih-
timali çok zayıftır. CA izoformlarında proton transferi-
nin sağlandığı hidrojen bağı ağının son basamağı aktif 
bölge girişindeki Tyr7, mekik görevi gören His64 ve 
200 nolu amino asit kalıntısıdır. hCA II izoformunda 
200 nolu kalıntı Thr iken,  hCA I izoformunda bu ka-
lıntı His’dir. Buformin bileşiğinin sadece hCA I izofor-
munu inhibe etmesi, Thr200 kalıntısına göre daha ha-
cimli olan His200 kalıntısı ile etkileşime girmesinin so-
nucu olabilir. Ayrıca buformin, yapısındaki ardışık –
NH grupları nedeniyle proton transfer ağına dahil olup 
dolaylı yoldan inhibitör etki göstermiş olabilir. Bufor-
min bileşiğinin hCA I inhibitör etkisinin çok zayıf ol-
ması, hCA I – buformin etkileşiminin zayıf olabilece-
ğini göstermektedir. Bu kısımda ifade edilen yapı – ak-
tivite ilişkilerinin, bileşiklerin moleküler yapıları ve 
enzimlerin aktif bölge amino asit kalıntıları dikkate 
alınarak yorumlandığının, kesin ifadeler için molekü-
ler kenetlenme çalışmalarının yapılması ve enzim – in-
hibitör kristal yapılarının sentezlenip, yapının aydın-
latılması gerektiğinin belirtilmesinde fayda vardır.  
 
Literatürde günümüze kadar sentetik, doğal ya da hib-
rit olmak üzere birçok CA inhibitörü rapor edilmiştir. 
Bunlardan bazıları tümör ilişkili CA IX ve CA XII için 
seçici iken, bazıları da başta glokom, epilepsi ve yük-
sek irtifa hastalığı ile ilişkili CA II olmak üzere başka 
hastalıklarla ilişkili diğer CA izoformları için seçicidir. 
Günümüze kadar sadece hCA I için seçici olan inhibi-
törlerin rapor edildiği çok az sayıda çalışma mevcut-
tur. Tetraaminomono(4-florobenzil)spiro(N/N)siklot-
rifosfazen ve tetraaminobis(4-florobenzil) spiro(N/N) 
siklotrifosfazen türevlerinin sentezlendiği ve CA izo-
formlarına etkilerinin incelendiği bir çalışmada, bile-
şiklerin hCA I izoenzimini inhibe ettikleri, hCA II izo-
enzimi üzerinde herhangi bir etki göstermedikleri be-
lirlenmiştir. Bileşiklerin hCA I için esteraz IC50 değer-
leri 10,97 μM ve 14,62 μM olarak hesaplanmıştır [27]. 
N-aminosakarin türevlerinin sentezlenip hCA I, hCA II, 
hCA IV ve hCA VII üzerindeki inhibisyon etkilerinin in-
celendiği bir çalışmada, bileşiklerin tamamının AAZ 
bileşiğinden zayıf inhibitör oldukları, ancak özellikle 
N-aminosakarin bileşiğinin hCA I için yüksek seçicilik 
gösterdiği ve CO2 hidrataz aktivitesi için IC50 değerinin 
8,8 μM olduğu rapor edilmiştir [36]. Yeni sülfamid bi-
leşiklerinin sentezlenip hCA I, hCA II, hCA IV ve hCA IX 
izoformları üzerindeki inhibisyon etkilerinin incelen-
diği bir çalışmada ise bileşiklerin çoğunluğunun hCA I 

için seçici olduğu, en güçlü hCA I inhibitörü olan meta-
sülfamid flor sübstitüe türevinin ise CO2 hidrataz akti-
vitesi için Ki değerinin 45.8 nM olduğu belirtilmiştir 
[37].  
 
hCA I ve hCA II esteraz aktiviteleri üzerindeki inhibis-
yon etkileri incelenen doğal kaynaklı antidiyabetikler 
olan andrografolid, vildagliptin ve buformin bileşikle-
rinin inhibisyon etkilerinin, kontrol bileşiği olan AAZ 
den çok daha zayıf olduğu görülmektedir. Ancak bile-
şiklerin doğal kaynaklı ve sadece hCA I için seçici inhi-
bitör olmaları, antidiyabetik özelliklerinin dışında 
başka farmakolojik potansiyellerinin olabileceğini or-
taya koymuştur. Bu bileşiklerin molekül yapılarında 
yapılabilecek küçük modifikasyonlarla hem izoform 
seçici hem de güçlü inhibitör özellik gösteren ajanların 
literatüre kazandırılması olasıdır. 
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