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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Günümüzde çeşitli hastalıkların teşhisi, tiplendirilmesi ve 

tedavilerinde başvurulan parametrelerin başında enzimler gelmektedir. 

Klinik açıdan önem arzeden enzimlerden biri olan Adenozin deaminaz 

(ADA) aktivitesi üzerine değişik tip flavonoidlerin olası etkilerinin 

fizikokimyasal ve kinetik açıdan araştırılması çalışmamızın temelini 

oluşturmaktadır.   

 

Adenozin deaminaz (ADA) [Adenozin aminohidrolaz; EC 

3.5.4.4] pürin katabolizmasında görev alan anahtar enzimlerden biridir. 

Enzim adenozin ve deoksi adenozinden tek yönlü (irreversible)  olarak 

amonyağın ayrılıp sırasıyla inozin ve deoksi inozin oluşması 

reaksiyonlarını katalizlemektedir.1,131,90   

 

Ayrıca adenozinden ürik aside kadar olan reaksiyonda ara 

ürün olarak açığa çıkan hipoksantin salvage ara yola substrat olarak 

girdiği için ADA aynı zamanda pürin salvage ara yolu enzimi olarak da 

kabul edilmektedir.7,8,9,10,11,12 Hücrelerde genetik bilgi DNA molekülleri 

aracılığıyla taşınır. DNA ise pürin ve pirimidin nükleotidlerinden yapılmış 

polimerik bir makro moleküldür ve DNA da bulunan genetik bilgi 

aracılığıyla RNA sentezi ve dolayısıyla bütün hücre proteinlerinin 

biyosentezi gerçekleştirilir. Bilindiği gibi kanser hücrelerinde DNA turn-

overi ve buna bağlı olarak da nükleotidlerin salvage ara yolu normal 

hücreye göre çok hızlıdır. Bu olay kanser hücresinin ihtiyaç duyduğu 

pürin nükleotidlerinin artışı ile birlikte seyretmektedir.                   

Kanserli hücrelerde metabolik yolda görev alan enzimlerin 

aktivitelerindeki değişmeler kanser hücresinin enzimatik profilini 

yansıtması açısından önemlidir.89,88 Ayrıca ADA aktivitesinin immün 

sistem hastalıkları, hepatit, pankreatit, hemolitik anemi gibi değişik 
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hastalıklarda arttığı veya azaldığına ait bir çok çalışma 

mevcuttur.87,77,141,56,53,144  

 

Bu yoldan hareketle biz enzim aktivitelerinin tayinin 

yanısıra enzimlerin kinetik özelliklerinin tespitinin metabolizma hakkında 

daha sağlıklı bilgiler vereceğini düşünmekteyiz. Ayrıca bazı effektörlerin 

invitro olarak enzimin kinetik özelliklerinde ne gibi değişiklikler meydana 

getireceğinin araştırılmasının biyokimyasal açıdan çok faydalı 

olacağına da inanmaktayız. Bu maksatla ticari olarak satılan farklı tipte 

flavonoidlerin ADA aktivitesi üzerine kinetik davranışını incelemeyi 

hedefledik. Bu düşünceden yola çıkılarak kanserli hastaların doku veya 

serumlarından ADA saflaştırılarak enzimin kinetik özelliklerinin 

araştırılmasının hastalıkların biyokimyasal yönünün, moleküler düzeyde  

anlaşılmasına katkıda bulunacağına inanıyoruz. Bu tür bir çalışmanın 

bu amaca yönelik diğer çalışmalara da ışık tutacağını düşünüyoruz.   
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2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1. Adenozin deaminaz (ADA) hakkında genel bilgiler  
 

2.1.1 Adenozin Deaminazın enzimin adlandırılması  

 

Adenozin deaminaz (ADA; EC 3.5.4.4, Adenozin 

aminohidrolaz) pürin katabolizmasında adenozin ve deoksiadenozinden 

amonyağın ayrılması ile inozin ve deoksiinozin oluşumunu 

katalizler.1,2,3,4,5,6 Pürin yıkım yolunda, inozin ve deoksiinozinin 

oluşumundan sonraki basamakta hipoksantin oluşur. Hipoksantin 

salvage yolun en önemli substratlarındadır. Bu nedenle ADA aynı 

zamanda salvage yolunda enzimi kabul edilmektedir. 7,8,9,10,11,12 

 

Adenozin deaminaz hidrolazlar sınıfında bulunan bir 

enzim olup, hidrolazlar C-O, C-N, C-C ve fosfo anhidrit bağını da içeren 

diğer bazı bağların hidrolotik olarak koparılmasını katalizleyen 

enzimlerdir.13,14 

 

Enzim ilk olarak 1939 yılında Conway ve Cooke 

tarafından tam kan ve serumda bulunmuştur.15 Konstitutif bir enzim 

olan ADA ile substratı arasında geçici bir kovalent bağ 

bulunmaktadır.16,17 

 

2.1.2 ADA’nın Yapısı 

 
ADA, merkezde sekiz β zinciri ve periferde sekiz α heliks 

içeren paralel bir αβ kompleksi içerir. Molekül ağırlığı 35.000 dalton 

olan monomerik bir proteindir. Bu protein 1088 nükleotid tarafından 

şifrelendirilmektedir. Protein zinciri başlangıçtaki metiyonin hariç 362 

aminosit içerir. N- terminal uçtaki aminoasit alanindir. C- terminal uçtaki 

aminoasit ise lösindir.18 
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Daha önce ADA’nın bir kofaktöre ihtiyacı olmadığı 

vurgulanmışken  yapıda Zn’nin varlığı şaşırtıcı bulunmuştur. ADA’nın 

atomik absorbsiyon spektroskopisine göre her enzim molekülü 0.9 ± 0.1 

Zn atomu bağlar. Aktif merkezdeki Zn iyonu, His15 , His17 ve His214 ' ün 

N atomlarına, Asp295 ' in O atomuna ve HDRP (hidroksipurin 

ribonükleozid) ' in O atomuna koordine bağlarla bağlanmıştır.19 

 

2.1.3 Adenozin Deaminazın görev aldığı reaksiyonlar  

 
 

Adenozin deaminaz (ADA), pürin yıkım yolunda adenozin 

ve 2’- deoksiadenozinin sırasıyla inozin ve 2'-deoksiinozine dönüşümünü 

katalize eden bir enzim olduğundan adenozinin hücre içi 

konsantrasyonun kontrol edilmesinde önemlidir. ADA’nın katalizlediği bu 

reaksiyon geriye dönüşümsüz olduğu için, bu enzim reaksiyonu 

adenozinin yıkılmasında kontrol basamağını oluşturur. Adenozin ve 

deoksiadenozin moleküllerinin yüksek konsantrasyonları hücre için toksik 

olduğundan bu nükleozidlerin hücre içi seviyelerinin düzenlenmesinde 

önemlidir.20,21 

 

Tepkime aşağıdaki gibi gerçekleşmektedir. 

  ADA 
Adenozin  + H2O                                      İnozin + NH4 

+
   

 
 
 

                        ADA                                                      
 2' deoksiadenozin +H2O                                    2' deoksiinozin + NH4 

+
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. 

                       

 
 

Şekil 1: ADA’nın katalizlediği tepkimeler 
 
 
2.1.4 Adenozin deaminaz İzoenzimleri 
 

ADA’ nın iki izoformu mevcuttur. Düşük molekül ağırlıklı 

olan ADA1 timus, eritrosit ve kalpte bulunurken, yüksek molekül ağırlıklı 

ADA2 karaciğer, böbrek ve bağırsaklarda mevcuttur.22 ADA’ nın bu iki 

izoformunun molekül ağırlıkları değişik literatürlerde farklı olarak 

verilmiştir. İki molekül ADA1, glikoprotein yapısındaki bir proteinle 

birleşerek ADA2 formunu meydana getirdiği gösterilmiştir. 23,24 
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Enzimin küçük formunun büyük forma dönüşmesinin 

konversiyon faktörü veya dönüşüm faktörü adı verilen ADA bağlayıcı bir 

proteinle gerçekleşir. ADA bağlayıcı protein (ABP), insan serumunda 

serbest moleküler formda dimerik olarak bulunmaktadır. En fazla 

miktarda böbrekte en az miktarda ise eritrosit ve trombosit’te  bulunan 

ABP, bir integral membran protein olup membranın iç ve dış yüzüyle 

bağlantılıdır.25 

 

Tablo 1: İnsan dokularında ve vücut sıvılarında ADA bağlayan protein aktivitesi 25 

 

Örnek       Spesifik aktivite 

                                                                          mIU ADA bağlayan protein / mg 

 

Böbrek korteksi     810 

Böbrek medullası     280 

Karaciğer      4.4 

Akciğer                 7.2 

Dalak       3.2 

Fibroblastlar       87 

Eritrositler              <0.01 

Trombositler               <0.01    

Plazma                  1.1     

Serum        1.3 

Tükürük       15 
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2.1.5 Adenozin Deaminazın lokalizasyonu 

 

Adenozin deaminaz, insan vücudunda yaygın olarak 

bulunan bir enzim olup hücrenin sitoplazmasında ve bazı hücrelerin de 

çekirdeğinde yer almaktadır.26,27  

 

Çeşitli insan ve hayvan dokularının hemen hepsinde 

bulunan ADA’nın aktivitesinin ölçümlerinde lenfoid dokularda diğer 

dokulara göre daha fazla aktivite olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca monosit 

ve makrofajların olgunlaşmasında rol aldığı için ADA hücre aracılı 

bağışıklığın bir komponenti olarak düşünülür. ADA’nın esas fizyolojik 

aktivitesi lenfoid çoğalma ve farklılaşma ile ilgilidir.28 ADA düzeyi 

lenfositlerde eritrositlere göre 10 kat daha yüksektir. T lenfositlerinde B 

lenfositlerine göre daha yüksek oranlarda bulunurken, daha az 

farklılaşmış T hücrelerinde daha fazla bulunmaktadır. Bu nedenle, ADA 

hücresel immünitenin bir göstergesi olarak da kabul 

edilmektedir.29,30,31,32,33,34,35,36 

 

İnsanda lenfoid olmayan dokular arasında özellikle 

duodenal epitelyal hücre villuslarında, daha az olarakta gastrointestinal 

sistemin diğer bölümlerinde, santral sinir sisteminin tüm hücre tiplerinde, 

kas, akciğer, pankreas, ve böbrek gibi organlarda çeşitli miktarlarda ADA 

aktivitesi bulunur.37 Adenozin deaminazın insan dokularındaki 

aktivitelerine ilişkin bilgiler Tablo 2 ' de gösterilmiştir.38,39 
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Tablo 2: İnsan dokularında adenozin deaminaz aktivite düzeyleri 

 

 
                          Doku            Spesifik aktivite     % Toplam aktivite 
                         Ü/mg protein                                      
                                                  Büyük            Orta           Küçük 
 

Dalak 
      128  10  2.0      86 
 
  Duodenum   127  9  0.7      89 
 
  Mide    89  2  0.3      96 
 
  Jejenum   63 
 
  Pankreas              27 
 
  Beyin    27 
 
  Adrenal Bez   21    
 
  Lenf Nodu   23                 
 
  Appendiks   20  8  2      87 
 
  Testis    13 
    
  Kalp kası                          11 
 
  Karaciğer   9  59  12       24 
 
  Beyincik   9 
 
  Omurilik   9 
 
  İskelet kası   8    
 
  Akciğer    7  74 
 
  Böbrek    6  86 
 
  Trioid    4 
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2.2 Adenozin Deaminazın substratları hakkında bilgi (Adenozin ve 
2'-deoksiadenozin) 
 

Adenozin ve 2'-deoksiadenozin pürin yıkım yolunun ara 

metabolitidir. Pürin yıkım yolunda AMP ve dAMP ’nin 5'-nükleotidaz 

enzimi ile defosforile olması ile adenozin ve 2'-deoksiadenozin meydana 

gelmektedir.40 

 

Adenozin deaminaz için doğal bir substrat olan adenozin, 

aynı zamanda hücrenin normal fonksiyonunu görmesi için gerekli olan 

metilasyon reaksiyonu sonucunda elde edilmektedir. Bu reaksiyonda, S-

adenozil metiyonin (SAM), S-adenozil metiyonin metil tarnsferaz enzimi 

ile S-adenozil homosisteine (SAH) ve SAH hidrolaz ile homosistein ve 

adenozine dönüşmektedir.40,41,42 

 

ADA eksikliği ile ortamda artan adenozin SAH’ın 

yığılmasına neden olmaktadır. SAH’ın yığılması SAM ile SAH’ın 

yarışmaya girmesine ve buna bağlı olarak metilasyon reaksiyonunun 

durmasına neden olmaktadır. ADA eksikliği ile ortamda artan diğer bir 

substrat olan 2’-deoksiadenozin ise SAH hidrolazın inaktivatörü olup SAH 

hidrolazı doğrudan inhibe etmektedir. Homosistein, homosistein metil 

tarnsferaz ile metil grubunu transfer ederek metiyonini oluşturmaktadır. 

Kobalamin (B12), homosisteinin metiyonine dönüşümü için bir faktör 

olmaktadır. Kobalamin eksikliği ile  ortamda SAH konsantrasyonu 

artmakta ve böylece metilasyon reaksiyonu durmaktadır.  

 

Adenozin hücre içine girdiği zaman üç alternatif 

metabolizma ile karşı karşıya gelmektedir. Bunlardan birincisi SAH 

hidrolaz ile S-adenozil homosistein oluşumu, ikincisi adenozin kinaz ile 

adenilik asite (AMP�ATP) fosforilasyonu ve üçüncüsü de ADA  ile 

inozine deaminasyonudur. Bu üç alternatif yollardan enzim substrat ilgisi 

en fazla olan birinci reaksiyon olup bunu ikinci ve üçüncü reaksiyonlar 
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izlemektedir. Bunun için adenozin konsantrasyonu düşük olduğunda 

adenozinin büyük kısmı ATP’ ye fosforillenirken, adenozinin yüksek 

konsantrasyonunda inozine deaminasyonu görülmektedir. Substrat 

olarak 2’-deoksiadenozin kullanıldığında iki alternatif metabolizma 

bulunmaktadır. Bunlardan birincisi ADA ile deoksiinozin oluşturmak üzere 

deaminasyonu, ikincisi deoksiadenozin kinaz ile deoksiadenilik asite 

fosforilasyonudur. 2’-deoksiinozin oluşurken yüksek konsantrasyonunda 

dAMP meydana gelmektedir. 40,43,44 

 

2.2.1 dATP Birikmesinin Metabolik Sonucu 

 
Adenozin metabolizmasının bir ürünü olan 

deoksiadenozin trifosfat (dATP), DNA sentezi için gerekli olan normal bir 

ön maddedir. Bununla beraber yüksek konsantrasyonlarda zararlı etkiler 

göstermektedir. ADA eksikliğinin bir sonucu olarak ortamda dATP 

konsantrasyonu artmaktadır. dATP hücrenin büyümesi için gerekli olan 

bir enzim olan ribonükleotid redüktazı inhibe etmektedir. Bunun sonucu 

olarak DNA yapımı inhibe olmakta ve DNA  iplik kırılmaları artmaktadır. 

Bu iplik kırılmaları hücrenin normal görevini yapmasına engel olmakta ve 

sonuçta ölüm olayı gerçeklemektedir.45,46  

 

Şekil 2' de görüldüğü gibi üretim nükleozid difosfat (NDP) 

basamağında olmaktadır. Sonuç olarak dNDP  ya hızla DNA’ ya 

dönüşmekte ya da deoksinükleozidlere yıkılmaktadır. Lenfositlerde ve 

diğer memeli hücrelerinde deoksinükleotid havuz büyüklüğü az olup, 

DNA sentezi için çok kısa bir süre yeterli olmaktadır. dATP, ribonükleotid 

redüktazı inhibe ettiği için dNDP  yeterli sentezlenememektedir. 47 
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Şekil 2:  DNA sentezinin dATP ile inhibisyonu 

 
 
 

2.3 Pürin Nükleotidlerin Metabolizması 
 

Pürinler, heterosiklik bileşikler olup hem karbon hem de 

karbon dışı (hetero) atomlar içeren halkalı yapılardır. Kükürt ve oksijen 

içeren heterosiklik maddeler, hem biyolojik hem tedavi yönünden önem 

taşımalarına karşın, bugüne kadar biyolojide en sık rastlanan hetero 

atom azottur. Pürinlerin başlıca türevleri nükleozidler ve nükleotidler olup 

bunların her ikisi de, azot hetero atomuna bir β-N- gilikozid bağı ile 

bağlanmış siklik şeker (çoğunlukla bir pentoz) içerir. Nükleozidler buna ek 
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olarak, şekerin hidroksil grupları ile esterlenmiş bir veya daha fazla 

sayıda fosfat grubu içerirler. 

 

Yandan bakıldığı zaman, pürinler esas olarak düzlemsel 

moleküllerdir. Bunların halkaları sıkıştırıldığında  pürin bazları çift iplikli 

DNA veya DNA-RNA melez sarmalının iç kısmında, görece gevşek 

şekilde, üst üste yerleşir ve sonuçta, sarmalın  karalı hali ortadan 

kalkar.48  

 

2.3.1 Sentezi 

 

Pürin nükleotid biyosentezine katılan ve önem sırasına 

göre dizilen üç olay (1) amfibolik ara maddelerden sentez (de novo 

sentez), (2) pürinlerin fosforibozilasyonu ve (3) pürin nükleozidlerinin 

fosforilasyonudur.  

 

Pürinlerin de-novo sentezi (Şekil 3), Riboz-5 Fosfat’la 

başlar.  Sentez yolunun 1. basamağında, ATP girişi ile 5- Fosforibozil-1 –

pirofosfat (PRPP) meydana gelir. Bu madde de novo pürin biyosentez 

yolunda ilk oluşan ara madde olmasının yanı sıra, pürin kurtarma 

yolunda, NAD+ ve NADP+ biyosentezinde yer alan bir ara maddedir. Bu 

reaksiyon PRPP sentetaz enzimi tarafından katalize edilir.  

Sentezin 2. basamağında 1. karbona bağlı pirofosfat grubu glutaminin 

amid grubuyla yer değiştirir. Böylece 5’-Fosfo-β-D-ribozilamin ( 

Fosforibozilamin )oluşur. Bu reaksiyonu PRPP glutamil amidotransferaz 

katalizler. Bu ilk iki reaksiyon de novo  sentez yolunda hız kısıtlayıcı 

basamaklardır. 

 3. reaksiyonda 5’-Fosfo-β-D-ribozilamin glisin ile 

kondansasyonu, glisanamid ribozil-5-fosfat oluşturur. Bu tepkimede 

glisin, daha sonra IMP’nin 4 ve 5 nolu karbonları ile 7 nolu azotu olacak 

atomları sağlar.  
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4. Reaksiyonda IMP’nin 8 nolu karbonu, glisinamid ribozil-

5-fosfat formiltransferaz tarafından katalizlenen bir tepkime ile 

formilglisinamid ribozil-5-fosfat oluşturan N5N10-meteniltetrahidrofolatın 

formil grubundan gelir.  

5. reaksiyonda ise tekrar glutamin kullanılır. Glutaminin 

amid azotunun aktarılması ile formilglisinamidin ribozil-5-fosfat oluşur. 

Formilglisinamidin ribozil-5-fosfat sentaz tarafından katalizlenen bu 

tepkime IMP’ye 3 nolu azot olacak atomu ekler. Daha sonra halka 

kapanır ve imidazol halkası oluşur(6.reaksiyon).  

7. reaksiyonda CO2 ‘in eklenmesi, IMP’nin 6 nolu 

karbonunu sağlar. Aminoimidazol ribozil-5-fosfat karboksilaz tarafından 

katalizlenen bu tepkime, ne ATP ne de biotin gerektirir ve aminoimidazol 

karboksilat ribozil-5-fosfat oluşturur.  

8. reaksiyonda Süksinil karboksamid  . ribozil-5-fosfat 

sentaz tarafından katalizlenen aspartatın kondansasyonu, aminoimidazol 

süksinil karboksamid ribozil-5- fosfat oluşturur.  

9. reaksiyonda fumarik asit ayrılır. IMP’nin 1 nolu azot 

olacak atomu ekler. 

10. reaksiyonda N10 formiltetrahidrofolat girişi olur.  

11. reaksiyonda IMP siklohidrolaz tarafından katalizlenen 

formimidoimidazol karboksamid ribozil-5-fosfatın halkasının kapanması 

ile, ilk pürin nükleotidi olan inozin monofosfat (IMP)oluşur.48 

 



 14 

           
        
 
                  Şekil 3: Riboz-fosfat ve ATP’den de novo pürin biyosentezi yolu48 
 
 
 
   
 
 



 15 

2.3.2 IMP’nin AMP ve GMP’ ye çevrimi 
 

IMP sentezinden sonra yol dallanır ve iki kısa tepkime 

dizisi, AMP ve GMP oluşumuna yol açar. IMP’ye aspartat eklenmesi 

adenilosüksinat oluşturur. Bu tepkimede GTP’ye ihtiyaç vardır. Adenozin 

5’-monofosfat (AMP) oluşturmak üzere fumaratın serbest bırakılması 

adenilosüksinaz tarafından katalizlenir. 

 

IMP’nin, IMP dehidrojenaz tarafından katalizlenen bir 

tepkimede NAD+  tarafından oksidasyonu ksantozin monofosfat (XMP) 

oluşturur. XMP’nin 6-okso grubunun glutaminin amid azotu tarafından 

transamidasyonu, 5.tepkimeye benzer.48 

 
 

 

                    
       
    

           Şekil 4 : IMP’nin AMP ve GMP’ye çevrilmesi48 
 

AMP ve GMP mononükleotidleri, nükleozid monofosfat 

kinaz tarafından katalizlenen ATP’den fosforil aktarılması yoluyla 

nükleozid difosfatlarına (ADP ve GDP) çevrilir. GDP, daha sonra, bir 

diğer ATP tüketilerek nükleozid difosfat kinaz tarafından GTP’ye çevrilir. 
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(Şekil 5) ADP’nin ATP’ye çevrimi,birincil olarak oksidatif fosforilasyon 

ikincil olarak glikoliz ve sitrik asit döngüsü tepkimeleri ile başarılır. 

 
 

                               
 
 

Şekil 5 : Nükleozid monofosfatların nükleozid difosfatlar ve nükleozid trifosfatlara 

çevrilmesi48 

 
2.3.3 Kurtarma yolları (Salvage Pathways) 

 

Pürin, pürin ribonükleozidleri ve pürin 

deoksiribonükleozidlerinin mononükleotidlere çevrimi de novo senteze 

oranla daha az enerji gereksinen ve kurtarma tepkimeleri olarak bilinen 

olayları kapsar. Miktar olarak daha önemli olan bir mekanizma, serbest 

bir pürinin (Pu), PRPP tarafından, pürin 5’-mononükleotid (Pu-RP) 

oluşturmak üzere fosforibozilasyonunu kapsar: 

 

Pu + PP-RP                    Pu-RP + PPi 

 

Pürinlerin, PRPP’ye bağımlı fosforibozilasyonu, adenin 

fosforiboziltransferaz ( adenini AMP’ye çevirir Şekil 6) ve hipoksantin-

guanin fosforiboziltransferaz (hipokasntin veya guanini IMP veya GMP’ye 

çevirir  Şekil 7) tarafından katalizlenir. 

 

İkinci bir kurtarma mekanizması, bir pürin ribonükleozidin 

(PuR) ATP tarafından direkt fosforilasyonunu kapsar: 

 

PuR + ATP                    PuR-P + ADP  
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Adenozin kinaz, adenozinin AMP’ye veya 

deoksiadenozinin dAMP’ye fosforilasyonunu katalizler. Deoksisitidin 

kinaz, deoksitidin, deoksiadenozin ve 2’-deoksiguanozinin sırasıyla, 

dCMP, dAMP  ve dGMP’ye fosforilasyonunu katalizler. 

Pürin nükleotid biyosentezinin ana yeri olan memeli karaciğeri, kendi 

biyosentezlerini yapamayan dokular tarafından kurtarılmak ve kullanılmak 

üzere pürin ve bunların nükleozidlerini sağlar.48 

 

 

                          
 
 

 Şekil 6: Adeninin adenin fosforiboziltransferaz katalizlenen fosforibozilasyonu48 
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Şekil 7: Hipokasantin ve guaninin sırasıyla IMP ve GMP vermek üzere 

fosforibozilasyonu48 

 

 
  2.3.4 Pürin nükleotidlerin yıkımı (katabolizma) 

 

Adenozin deaminaz enzimi, pürin yıkım yolunun anahtar 

enzimi olup adenozin ve 2'-adenozini sırasıyla inozin ve 2'-deoksiinozine 

dönüştürmektedir.(Şekil 8) Pürin yıkım yolunda pürin nükleotidleri, 5'-

nükleotidaz enziminin etkisiyle fosfat gruplarını kaybederek adenozin 

monofosfata (AMP) dönüşmektedirler. Elde edilen AMP ya 5'-nükleotidaz 

ile adenozine ya da AMP deaminaz ile deamine edilerek inozin 

monofosfata (IMP) dönüşmektedirler. Daha sonra adenozin, adenozin 

deaminaz ile inozine, IMP ise 5'-nükleotidaz tarafından inozine 

çevrilmektedir.  
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Bundan sonraki basamak diğer pürin bazı olan guanozinle 

ortak yürür ve bu raksiyonları purin nukleozit fosforilaz (PNP) enzimi 

katalizler.  

 

                       
 
 

Şekil 8 : Ürik asitin pürin bazları olan hipoksantin, Ksantin ve guanin yoluyla pürin 
nükleozidlerinden oluşması48  

 
 

İnsanda pürin yıkım yolunun son aşaması, ksantin 

oksidaz ile gerçekleşmektedir. Ksantin oksidaz hipoksantini önce ksantini 

ve daha sonra ksantini ürik asite oksitlenmektedir. Ksantin oksidazın 
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yapısında (Mo), non-hem Fe ve flavin – adenin dinükleotid (FAD) 

bulunmaktadır. Reaksiyon için moleküler oksijen gerekli olup reaksiyon 

sonunda süper oksit dismutaz ve katalaz enzimleri tarafından ortadan 

kaldırılmaktadır.49,50,51,52 

 
 
                                     Ksantin oksidaz                            Ksantin oksidaz  

Hipoksantin                 Ksantin               Ürik asit 

 

 
                                     Süperoksit dismutaz 

2O-
2     +   2H+                      H2O2        +      O2   

 
Süperoksit radikali                                         Hidrojen peroksit 

 
 
 
                                                       Katalaz  

2H2O2                2H2O + O2 
  
 
 

2.4 Flavonoidler hakkında genel bilgi  
 
 

Flavonoidler bitki kaynaklı bileşikler olup doğada yaygın 

olarak bulunurlar. Limon kabuğundan 1936 yılında elde edilen flavon 

bileşiklerinin, P-vitamini adı altında, kılcal damar geçirgenliğini ve 

kırılganlığını düşürmede kullanılması, flavonoidlere verilen önemi artırmış 

oldu. Bu nedenle flavonoidlere karşı ilgi 1940’lı yıllardan itibaren 

hızlanmaya başladı. 1970’li yıllarda flavonoidlerle yapılan çalışmaların 

boyutu daha da genişledi. Bu araştırmaların sonucu olarak bugün 

bitkilerden 4000’den fazla flavonoid izole edilmiş ve yapıları 

aydınlatılmıştır.60 

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitörü ve 

aynı zamanda ışından koruma gibi bir dizi özelliklere sahiptir. Bitkilerde 

enerjinin dönüşümüne ve büyüme hormonlarına etki ederler.54,55 
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Geleneksel tıpta, son yirmi yılda flavonoidlere karşı ilgi 

artmış ve gerçekleştirilen geniş çaplı araştırmalar sonucu, flavonoidlerin 

çok yönlü biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip oldukları 

belirlenmiştir. Örneğin, bu tür bileşiklerin antioksidatif, antiinflamatuar, 

antimikrobiyal, antimutajenik, antiülserojen, antiviral, hepatoprotektif ve 

hipolidemik etkiye sahip oldukları açıklanmıştır. Quercetin ve 

kaempferolun in vitro ve in vivo şartlarda antimutajenik ve 

antikarsinojenik etkilere sahip oldukları da belirtilmiştir.59 

 

2.5  Flavonoidlerin yapı özellikleri ve sınıflandırılması  

 
Flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitlerinin önemli bir 

sınıfıdır. Günümüze kadar bitkilerden izole edilen 4000’den fazla 

flavonoid özellikli bileşik bilinmektedir. Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki 

fenil halkasının propan zinciri ile birleşmesinden oluşan ve 15 karbon 

atomu içeren, difenilpropan ( C6 - C3 - C6 ) yapısı teşkil eder. Fenil 

halkalarının propan zincirine farklı pozisyonlarda bağlanması nedeniyle, 

flavonoidler alt sınıflara ayrılırlar.  

 

Flavan ve flavon yapılarındaki aromatik halkalar A ve B, 

hetero halka ise C ile gösterilir. A ve C halkalarındaki ( benzopiran 

çekirdeğinde) karbon atomları oksijen atomundan başlayarak 

numaralandırılır. B halkasındaki atomlar ise, üssü ( � ) rakamlarla 

numaralandırılır.  

 

Fenil gruplarının propan zincirine 1,2- pozisyonlarında 

bağlanmasıyla 1,2-difenilpropan iskeleti oluşur. 1,2-difenilpropan 

iskeletinde, propan zincirinin uçtaki karbon atomunun (C-3)  oksijen 

atomu üzerinden aromatik halka ile siklikleşmesi sonucu oluşan hetero 

halkalı trisiklik yapıya izoflavan denir.  
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C6 – C3 – C6 (difenilpropan ) iskeleti içeren doğal 

bileşikler, fenil gruplarının propan zincirine bağlanma pozisyonlarına göre 

flavonoid, izoflavonoid ve neoflavonoidler olmak üzere, üç ana grupta 

toplanırlar. Bu grupların her biri de çeşitli alt sınıflara ayrılırlar.  Flavonoid 

yapılarında C3- sisteminin oluşturduğu heterosiklik halka, değişik 

yükseltgenme derecelerinde bulunabilirler. Hetero halkanın yükseltgenme 

derecesi flavonoidlerin alt sınıflarını belirleyen bir göstergedir. C3- 

sisteminin yükseltgenme derecesine bağlı olarak, bilinen flavonoid 

sınıfları ve bitkilerde yaygın olan örnekleri tablo 3’ te verilmiştir.60 
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Tablo 3 : Flavonoidlerin hetero halkadaki  /- C3 -/  yapısına göre sınıflandırılması60 
 
 

 
Flavonoid sınıfları  

 
/ - C3 - /   Yapısı  

 
        Örnekler 

 
A ve B halka 
hidroksillerinin 
pozisyonları  

 
FLAVONLAR  

 
  

 
  

 
Apigenin 
 
Luteolin 

 
       5,7,4' 
 
       5,7,3',4' 

 
FLAVONOLLER  

 

 
Quercetin 
  
 Myricetin  

 
       5,7,3' 
 
       5,7,3',4' 

 
FLAVONONLAR 

 

 
Naringenin  

 
       5,7,4' 

 
FLAVANONOLLER 

 

 
Fussin 

 
       7,3',4' 

 
FLAVAN-3-OLLER 
 
     (Katekinler) 

    

  

 
Katekin 

 
       5,7,3',4' 

 
FLAVAN-3,4-
DİOLLER 

 

    

 
Leucocyanidin 

 
       5,7,3',4' 

 
ANTOSİYANİDİNLER 

 

     

 
Cyanidin 

 
     5,7,3',4',5' 
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2.5.1 Flavonoid Sınıfları 
 

Tüm monomerik flavonoidler iki aromatik halkanın üç 

karbon atomlu zincir /-C3-/ üzerinden birleşmesiyle oluşan C15 iskeleti 

içerirler. Difenilpropan yapısındaki propan zincirinin çeşitli yollarla 

değişikliğe uğramasından farklı flavonoid sınıfları ve alt sınıfları oluşur.     

 

Üç karbonlu zincirin oksijen üzerinden aril halkası ile 

siklikleşmesinden trisiklik sistem oluşur. Altı üyeli heterosiklik halkanın 

oluşmasıyla flavonoid ve izoflavonoidler, beş üyeli halkanın oluşmasıyla 

ise auronoidler meydana gelir. İzoflavonoid iskeletinin oksijen üzerinden 

yeniden siklikleşmesi, tetrasiklik bir sistem olan pterokarpanoidleri 

oluşturur. Böyle trisiklik veya tetrasiklik sisteme sahip olmayan, aromatik 

halkalar arasında asiklik sistem içeren ise kalkonoidler denir.60 

 
2.5.1.1 Flavonlar 
 

Flavonlar, flavonoidlerin bitki aleminde yaygın olarak 

rastlanan bir sınıfıdır. Flavonların çekirdek iskeleti şekil 9 da  verilmiştir. 

Bu bileşiklerin hetero halkasında C-2 ve C-3 atomları arasında çift bağın 

bulunması karakteristiktir. Flavonlar, flavononların 2,3-dehidro 

türevleridir. Bitkilerde hem serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde 

bulunurlar. Günümüzde bitkilerden 300’ün üstünde flavon aglikon izole 

edilmiştir. 

 
Flavonların basit üyeleri, aromatik halkalarda hidroksil 

ve/veya metoksil grupları içeren türevleridir. Yapılarında yalnız oksijen 

fonksiyonu (hidroksi ve/veya metoksil grupları) içermelerinden dolayı, bu 

grup bileşiklere oksijenli veya O-substitue flavonlar da denir. Flavonların 

O-substitue türevleri doğada yaygındır. Flavonlar yapılarında bulunan, O-

substituentlerin (hidroksi ve/veya metoksil gruplarının) sayısına bağlı 

olarak gruplandırılabilirler. 60 
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Şekil 9 : Flavonların çekirdek iskeleti60 
 

 
2.5.1.2 Flavonoller  

 
 

Flavonoller, C halkasının en fazla yükseltgendiği flavonoid 

sınıfıdır. Bunlar C-3 pozisyonunda hidroksil grubu içeren 2-fenilbenzo-γ-

piran çekirdeği içerirler. Bu nedenle, flavonollere 3-hidroksiflavonlar da 

denilebilir. Flavonoller, flavonoidlerin bitkilerde en çok rastlanan ve yapı 

çeşidi en fazla olan sınıfıdır. 

 

Flavonoller, kristalsi veya amorf özellikli olup, flavonlar 

gibi açık sarı veya sarı renklidirler. Bu bileşikler genellikle oksijenli 

ortamda, flavonlara göre daha dayanıksızdırlar. 

 

Flavonolun farklı pozisyonlarda hidroksil ve/veya metoksil 

grupları içeren türevleri bitki aleminde daha yaygındır. Günümüze kadar 

bitkilerden 400’ün üstünde flavonol aglikon izole edilmiştir. 

 

Flavonoller de, flavonlar gibi, yapılarında bulunan hidroksil 

ve/veya metoksil gruplarının sayısına bağlı olarak gruplandırılabilirler. 

Flavonol çekirdeğinde hidroksil grubu bulunduğundan, böyle bir 

sınıflandırmada, C-3 pozisyonundaki hidroksil grubu dikkate alınmaz. 

Bitkilerden elde edilen ve farklı pozisyonlarda hidroksil taşıyan 

flavonollerden bazıları tablo 4’ te verilmiştir. 61,62 
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Flavonoller kendi aralarında Mono- O-substitue flavonoller 

, Di- O-substitue flavonoller,Tri- O-substitue flavonoller,  Tetra- O-

substitue flavonoller, Penta- O-substitue flavonoller olmak üzere alt 

gruplarına ayrılırlar. 

 

Tetrahidroksiflavanollerin doğada en fazla yaygın olan 

üyelerinden biri de quercetindir. (5,7,3’,4’-tetrahidroksiflavonol). 

Quercetinin farklı pozisyonlarda mono- ve dimetoksi türleri genellikle 

Asteraceae familyasının türlerinde yaygındır.60 

 
 

 

               
 
 
 
 

   Şekil 10 : Quercetin’in yapısı 
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Tablo 4 : Doğal Hidroksiflavonoller 
 

 
 
Hidroksil gruplarının pozisyonları 

 
Adları 

 
C-5 

 
C-6 

 
C-7 

 
C-8 

 
C'-
2 

 
C'-
3 

 
C'-
4 

 
C'-
5 

 
C'-
6 

 
Elde 
edilme 
kaynakla
rı 

 
5,7-diOH 
flavonol 
(Galangin) 

 
OH 

 
- 

 
OH 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 
 

 
- 
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2.5.1.3 Flavanonlar  

 
Flavanonların çekirdek yapısını dayanıksız dihidro-γ-piron 

halkası oluşturur. Bu nedenle flavanonlar baz veya asit etkisiyle kolayca 

parçalanarak uygun halkonlara dönüşürler. Flavanon yapısında bir 

asimetrik karbon atomu (C-2) bulunur. Flavanonlar genellikle halkonlarla 

birlikte bulunurlar ve çoğunlukla glikozillenmiş türevleri hainde 

rastlanırlar. Bu güne kadar 50’den fazla flavanon bitkilerden izole edilerek 

teşhis edilmiştir.60 

   

Flavanonların farklı pozisyonlarda oksijenlenmiş türevleri 

bitkilerden izole edilmiştir. Flavanonların basit üyeleri, aromatik halkaları 

farklı pozisyonlarda oksijenlenmiş (hidroksillenmiş ve/veya 

metoksillenmiş) bileşiklerdir. Oksijenlenmiş flavanonların en basit yapılı 

türevi, A halkası monohidroksi grubu içeren, 7-hidroksiflavanon Ceratiola 
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ericoides türünden izole edilmiştir.65 Dihidroksiflavanonlardan 5,7-

dihidroksiflavanon (pinocembirin) Populus nigra66 ve 7,4’-

dihidroksiflavanonona (liquiritigenin, G. Uralensis70, Pterocarpus 

macrocarpus71 ve başka bitki türlerinde rastlanır. Bauhinia manca 

bitkisinden liquiritigenin ile birlikte, 7-ve 4’-metil eterleri  de izole 

edilmiştir. 72 

 
5,7,4’-Trihidroksiflavanon (naringenin) flavanonların çok 

yaygın olan üyelerindendir. Bu bileşik Asteraceae familyasının Artemisia 

campestris73, Grossheimia macrophylla, , Madia sativa75, Viguırea 

türlerinden76; Fabaceae familyasının Glycyrrhiza glabra78 , Pterocarpus 

marsupium79Vigna angularis80; Rosaceae familyasının Cerasus 

tianschanika81 ,Rrunus cerasoides82 P. persica83 ; Rutaceae familyasının 

Citrus callus cultures84ve başka familyalara ait türlerden de izole 

edilmiştir. Naringenin mono- ve dimetoksilenmiş türevleri bitki aleminde 

yaygındır. 7,4’-dihidroksi-5-metoksiflavanon Asteraceae familyasının 

Achyroline alata, A.flaccida85, 5,4’dihidroksi-7-metoksiflavanon Cistus 

incanus, C. laurifolius (Cistaceae)86, Encelia canescens, E. lasiniata, 

türlerinden elde edilmiştir. 

 

                                        

 

      Şekil 11: Naringenin’in yapısı 

Caffeic acid doğada çeşitli bitkilerde bulunan yapısal 

olarak sinnamik asite benzeyen fakat sinnamik asitten farklı olarak iki 

hidroksil grubu bulunduran, karsinojenik bir inhibitör olan fenolik bir 
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bileşiktir. Kuvvetli bir antioksidandır ve kardiyovasküler hastalıkların 

önlenmesi açısından önemlidir. 

 

               

 

 

Şekil 12: Caffeic acid’in yapısı 

 

 

2.6 Flavonoidlerin Tıbbi ve Biyolojik Özellikleri 

 

Bazı flavonoidlerin biyolojik aktivite göstermesinden 

dolayı, flavonoidlere karşı ilgi 1940’lı yıllardan itibaren artmaya 

başlamıştır. Bu ilginin başlıca nedenlerinden biri, 1936 yılında limon 

kabuklarından elde edilen flavonoidli bir preparatın P-vitamin aktivitesi 

göstermesi olmuştur. 

 

Flavonoidlerin ilk olarak belirlenen biyolojik özelliği kılcal 

damar duvarlarına olumlu etkileridir.91 Bu bileşiklerin kılcal damar 

sistemine olumlu etkisi, genellikle kan sızdırmanın önlenmesinde, 

kırılganlık ve geçirgenliğin ortadan kalkmasında kendini göstermiştir. 92  

 

Flavonoidlerin kanın bileşenleri üzerine etkisi de 

açıklanmıştır. Örneğin; Hedusarum L. türünün toplam flavonodilerinin 

eritropoezi teşvik ettiği ve kanda lökositlerin miktarının arttırdığı 

açıklanmıştır.93 3-Metilflavonoidlerin kanın forumlu elementlerine (bu 
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elementler kan hücrelerinin agregasyon ve sedimantasyonunu önlerler) 

etki gösterdikleri de belirtilmiştir.94 

 

Flavonoidler kan damarlarına etkileri ile birlikte, zayıf 

kardiyotonik (kalp kuvvetlendirici) maddeler olarak da bilinirler. Başka bir 

araştırma sonuçlarına göre quercetin, rutin ve flavonoller zayıf 

(hipodinamik) kalbi kuvvetlendirme, nabzı normalleştirme özelliğine 

sahiptirler.92  

 
Flavonoidlerin en önemli özelliklerinden biri de, karaciğer 

fonksiyonuna olumlu etkileridir. Flavonoidlerin safra salgılanmasını 

hızlandırdıkları, karaciğerin barbiturat ve arsenik gibi bileşiklere karşı 

detoksikasyonuna etki ettikleri açıklanmıştır95,96. Flavonoidlerin 

detoksikasyon etkisinin nedenlerinden birinin, idrar kovucu özellikleri 

olduğu gösterilmiştir. 98 

 

Flavonoidlerin pratik kullanım amacı ile incelenmeleri 

1970’li yıllarda daha da hızlanmaya başlamıştır. Gerçekleştirilen geniş 

çaplı araştırmalar sonucu flavonoidlerin çok yönlü biyokimyasal ve 

farmakolojik aktivitelere sahip oldukları belirlenmiştir. Bu tür bileşiklerin 

antioksidan özelliğe59,99, antimikrobiyal100, antiülserojenik, antiviral, 

hepatoprotectiv, hipolidemik101,102  ve iltihaba karşı etkiye sahip oldukları 

açıklanmıştır.103,104  Bunlardan başka flavonoidlerden quercetin ve 

kaempferolun antimutajenik ve antikarsinojenik etkilere sahip oldukları in 

vitro ve in vivo şartlarda belirlenmiştir.105,106,107,108 
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2.7 Flavonoidlerin Antioksidan Etkileri  

 

Antioksidanlar, düşük konsantrasyonlarda organik 

bileşiklerin nonenzimatik, serbest radikal mekanizmalı oksidasyonunu 

önleyen bileşiklerdir. 

 

Son zamanlarda besin kimyası ve koruyucu tıbbin bitki 

kaynaklı doğal antioksidanlara karşı ilgisi artmaktadır. Bunun nedeni, 

sentetik antioksidanların ( butilhidroksianizol ve butilhidroksitoluen gibi) 

kanserojen olarak düşünülmesidir. Doğal antioksidanlar ise, insan 

organizması için genellikle zararsız olup yan etki göstermezler. Doğal 

antioksidanlar gıda sanayinde besinlerin bozunmasını önlemek, lipidlerin 

ve vitaminlerin parçalanmasını, besin rengini korumak için kullanılan 

önemli katkı maddeleridir. Flavonoidlerin antioksidatif özelliklerinden 

dolayı onlara karşı ilgi gittikçe artmaktadır. 115,116,117 

 

Son zamanlarda yürütülen bu amaca yönelik araştırmalar, 

bazı flavonoidlerin süper oksit ve hidroksil radikallerini ortadan 

kaldırdığını; lipid peroksit radikallerini indirgediğini ve lipid 

peroksidasyonunu inhibe ettiğini ortaya koymuştur.59,109,110,111,112,113 

 

Model sistem olarak unilamellar lipozomlar içren fosfolipid 

bilayerlerde serbest radikal oluşturucu olarak, suda çözünen azo bileşik 

kullanarak, katekinlerin antioksidatif aktiviteleri araştırılmıştır. Bu amaçla 

çay katekinleri (-)-epikatekin, (-)-epikatekingallat ve bitki kaynaklı 

besinlerde yaygın olan flavonoid olarak quercetin kullanılmıştır. Elde 

edilen sonuçlar, bu bileşiklerin sulu ortamda oksijen radikallerinin etkisiyle 

başlatılan membran lipidlerinin peroksidasyonunu α-tokoferole göre daha 

aktif olarak önleyen lipofilik antioksidanlar olduğunu göstermiştir.118 
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Polugonum hidropiper bitkisinden elde edilen sulfatlanmış 

flavonoidlerin, (quercetin 3-sulfat, rhamnetin 3,7-disulfat ve tamarixetin 3-

O-β-glukozit-7-sulfatın), lipidlerin peroksitlenmesine ve süper oksit 

anyonlarının oluşumuna etkilerini araştıran araştırmacılar bu bileşiklerin 

her birinin, doğal antioksidan α-tokoferole göre, daha yüksek antioksidan 

aktivite gösterdiğini açıklamışlardır.120 

 

Flavonoid radikallerinin indirgenme potansiyelleri alkil 

peroksil ve süperoksit radikallerinin indirgeme potansiyellerine göre daha 

düşüktür. Bu yüzden flavonoidler bu oksit türlerini deaktive eder ve 

reaksiyonlarının verebileceği zararlı sonuçları önlerler. 121,122  

 

Flavonollerin yapısında bulunan hidroksil gruplarının 

pozisyonları ile antioksidatif aktivite arasındaki ilişki araştırılmıştır. 

Quercetinin de morin, kaempferol ve luteolin gibi etkili antioksidan olduğu 

gösterilmiştir.123 

 

2.8 Flavonoidlerin Antikarsinojenik Etkileri  

 

Kanser oluşumunda beslenmenin çok önemli bir faktör 

olduğu anlaşılması üzerine; besinlerle alınan sebze ve meyvelerin bazı 

kanser türlerine karşı koruyucu etki gösterdiği ile ilgili çalışmalar artış 

göstermiştir. Bu koruyucu etkinin, besinlerde bulunan antioksidan özellikli 

bileşiklerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda bitkilerden elde edilen polifenolik bileşiklerin antioksidan etki 

veya farklı bir mekanizma ile antikanserojen etki gösterdikleri ileri 

sürülmektedir. Özellikle, içilen şarap ve çayın in vitro ve in vivo koşullarda 

antioksidatif etki gösterdiği açıklanmıştır.126, 127, 128,129,130,132  

 



 33 

Flavonoidlerden quercetinin, karakteristik bir karsinojen 

bileşik olan, polinükleer aromatik hidrokarbon benz[α]pirenin (BP) 

mutajenik aktivitesini inhibe ettiği belirlenmiştir.133,114 
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3. MATERYAL METOT   

 
3.1 Materyal 

 
Çalışmamızda aşağıdaki kimyasal maddeler kullanılmıştır. 

 
NaH2PO4.H2O      Merck 

 
Na2HPO4.12H2O             Merck 

 
Adenozin      Sigma 
 
Fenol       Riedel 
 
Sodyum nitroprussid     Sigma 
 
NaOCL       Birka 
 
NaOH       Sigma 
 
Adenozin deaminaz     Sigma 
 
DMSO       Sigma 
 
Quercetin      Sigma 
 
Caffeic acid      Sigma 
 
Naringenin      Sigma 
  
 
3.2 Kullanılan Metot   

 
3.2.1 ADA Aktivitesinin Tayini  

 
ADA aktivitesi tayini ile ilgili birçok metot mevcuttur. 

Bunlar spektrofotometrik, radyoizotop işaretleme tekniği ve HPLC ile 

olmak üzere üç başlık altında toplanmaktadır. Biz burada kinetik 

çalışmaya uygun olması sebebiyle spektrofotometrik metodu tercih ettik. 

Spektrofotometrik metot iki şekilde yapılmaktadır. Birincisi 265 nm de 

adenozin absorbsiyonuyla ilgili olan diğeri ise 628 nm de amonyak-inozin 

kompleksinin belirlendiği metottur. Çalışmamızda kullandığımız metot 
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628 nm de amonyak-inozin kompleksinin belirlendiği metot olup ilk defa 

Giusseppe Giusti tarafından tarif edilmiştir26. Giusti yönteminde ADA 

aktivitesinin ölçümü için substrat olarak adenozin (deoksiadenozin) 

kullanılır. ADA adenozinden inozin (deoksiinozin) oluşumunu katalizler. 

Bu sırada açığa çıkan amonyak, sodyum hipoklorit ve fenol/nitroprussid 

ile birlikte alkali çözeltide koyu mavi indofenol şeklini alır. Sodyum 

nitroprussid katalizör olarak görev yapar. Bu reaksiyon gereği amonyak 

konsantrasyonu indofenolün konsantrasyonu ile (absorbansıyla) doğru 

orantılıdır.  

 
3.2.2 Reaktifler  

 
Fosfat Tamponu (50 mM; pH: 6,5) : 4,73 gr NaH2PO4.H2O ve 5,62 gr 

Na2HPO4.12H2O bir miktar Distile suda çözündükten sonra 1 L’ ye 

tamamlanır. 

Tamponlanmış Adenozin Çözeltisi (Substrat 21 mM) : Yaklaşık 15 ml 

fosfat tamponu bulunduran 25 ml’lik bir erlen ya da behere 140 mg 

Adenozin konur, ısıtılarak karıştırmak suretiyle iyice çözündükten sonra, 

yine tampon çözelti ile 25 ml’ye tamamlanır. 

(NH4)2SO4 stok çözeltisi (15 mM) : 1.982 gr Amonyum sülfat, distile su 

ile çözülerek hacim 1 L ’ ye tamamlanır. 

 (NH4)2SO4 standart çözeltisi (75 mM ; 0.15 µval, NH3/ ml) : 0.5 ml stok 

Amonyum sülfat çözeltisi  fosfat tamponuyla 100 ml’ ye ayarlanır. 

Fenol- Nitroprussid çözeltisi ( 106 mM Fenol, 0.17 mM Na 

nitroprussid ) :10 gr. Fenol ve 50 mg Na-nitroprussiyat 500 ml distile 

suda çözülür ve hacim 1 L’ ye tamamlanır. 

Alkali hipoklorit çözeltisi ( 11 mM NaOCl, 125 mM NaOH ): Bir miktar 

distile su bulunan 1 L’lik bir balon jojeye 125 ml, 1 N NaOH çözeltisi 

ile16.4 ml NaOCL (% 5 w/v) konur ve karıştırıldıktan sonra 1 L’ye 

tamamlanır. 
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Adenozin Deaminaz enzimi (1000 U, Sigma A1155) : Fosfat 

tamponunda 50 kat seyreltilerek çalışmamızda kullanılmıştır. 

 
3.2.3 Deneyin Yapılışı  

 
Çalışmamızdaki bütün deneyler Giusti metotu kullanılarak 

aşağıdaki şemaya göre yapılmıştır.  

 
Tablo 5 : Giusti metotu kullanılarak ADA aktivitesinin tayini 

 
Reaktifler 
(mL) 

Numune Körü Numune Standart Körü Standart 

Fosfat 
Tamponu 

*** *** 1.00 *** 

Adenozin 1.00 1.00 *** *** 

Numune *** 0.05 *** *** 

Standart *** *** *** 1.00 

Distile Su *** *** 0.05 0.05 

Tüplerin ağzı parafilmle kapatılıp, karıştırılır ve 37 °C de 60 dakika su 
banyosunda inkübe edilir. 

Fenol 
nitroprussid 
çözeltisi 

3.0 3.0 3.0 3.0 

Numune 0.05 *** *** *** 

Alkali 
hipoklorit 
çözeltisi 

3.0 3.0 3.0 3.0 

 
 

Tüpler karıştırılıp 37 ºC su banyosunda 30 dakika inkübe 

edilir ve 628 nm de distile suya karşı Numune ve körler’in absorbansları 

okundu. Absorbans’ın 1.00 ' in üstüne çıktığı durumlarda örnekler distile 

su ile 2-5 kez seyreltilerek deney tekrarlandı. 
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3.2.4 Hesaplama 

Deneylerin sonucunda Adenozin Deaminaz Aktivitesi 

aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

 
 

ADA Aktivitesi (IU/L) = {(A)N- (A)K /  (A)S- (A)SK } x50    
 
 
3.3 Değişen Adenozin konsantrasyonunun aktivite üzerine etkisi 

 
Adenozin substratıyla Michaelis-Menten kinetiğini 

incelemek için önceden tamponda çözülerek bir stok substrat (21 mM 

adenozin) çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiden uygun seyreltmeler yapılarak 

son konsantrasyonu 0,5,10,15,20,25,50,100,200,400,600,800 ve 1000 

µM olacak şekilde çözeltilerle Tablo 5’e göre deney yapılarak uygun 

çalışma konsantrasyon aralığı tayin edildi. Bu çalışmanın sonucunda 

0,20,30,40,50,100,200,400,600,800 ve 1000µM'lık aralığın en uygun 

aralık olduğu belirlendi. 

Daha sonra substrat konsantrasyonlarına karşı enzim 

aktiviteleri hesaplanarak Michaelis-Menten grafiği çizildi ve Adenozin için 

Vm ve Km değerleri belirlendi. 

 

3.4 Değişik flavonoidlerin ADA aktivitesi üzerine etkilerinin 

araştırılması 

Bu araştırma için Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin 

aşağıda belirtildiği şekilde inhibisyon deneyleri yapıldı. Tüm bileşikler 

dimetilsulfooksit (DMSO) çözeltisinin uygun dilüsyonları ayarlanarak 

yaklaşık 100 kat seyreltikten sonra, flavonoidler bu çözeltilerle hazırlandı. 

Bu konsantrasyonda DMSO’ nun ADA aktivitesi üzerine etkisi olmadığı 

denenerek tespit edildi. 

 

Çalışmamızın bu kısmında ise 10 mM'lık stok Quercetin, 

Caffeic acid ve Naringenin çözeltileri hazırlanarak en uygun inhibisyon 
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konsantrasyon aralığını bulmak için 5, 10, 25, 50 ve 100 µM'lık 

Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin çözeltileri sabit adenozin 

konsantrasyonunda (400 µM) çalışıldı. En uygun aralığın 1,2,3,4,5,6,8 ve 

10 µM'lık aralık olduğu belirlendi. 

 

Bu çalışma ile ADA için IC50  konsantrasyonları Quercetin 

ve Caffeic acid için 6 µM ve Naringenin için ise 7 µM'lık konsantrasyon 

grafikten belirlenerek diğer çalışmalar için (%inhibisyon) denendi. 

 

3.5 Sıcaklık değişikliğinin ADA aktivitesine tesiri 

 

Bu deneyi yapmak için 37,50 ve 65°C sıcaklıklar için su 

banyoları hazırlandı.4°C için buzdolabı,10°C laboratuar penceresinin dış 

kısmı ve 25°C için de laboratuvar ortamı kullanıldı. Her bir sıcaklık için 

Numune, N.körü, standart ve standart körü hazırlanarak ADA aktivitesi 

tayini için verilen metoda uygun olarak hem 30 dakikalık ön inkübasyon 

süresi ve hem de 60 ve 3’ ar dakikalık inkübasyon süreleri bu ortamlarda 

gerçekleştirildi. Bu deneye ait sonuçlar "bulgular" kısmında verilecektir. 

 

3.6 pH değişikliğinin ADA aktivitesine tesiri 

 

   Bu bölüm için pH değerleri 4, 6, 6.5, 7.4, 8 ve 10 olarak 

seçildi. 

 

  pH 4 tamponu CH3COOH/Na-Asetat çözeltilerinden, 

  pH 6,6.5,7.4 tamponları KH2PO4/Na2HPO4'dan, 

  pH 8 TRIS/HCl çözeltilerinden, 

  pH 10 ise Glisin/NaOH çözeltilerinden hazırlandı. 

 

Yine burada da her bir pH için adenozin substratı bu 

tampon sistemlerinde çözülerek hazırlandı, ayrıca standart körüne de 
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ilgili tamponlar konmak suretiyle daha önce verilen (Tablo 5) ADA tayin 

metotuna göre deney yapıldı. Bu deneye ait değerlerde" bulgular" 

kısmında tablo halinde verilecektir. 

 
 
3.7 Kullanılan Cihazlar 

 

pH metre (Jenway) 

Hassas Terazi (Schimadzu, Libror,AEG 220) 

Vorteks (Heidolf Reox 2000) 

Spektrofotometre (Schimadzu,UV 1601) 

Su banyosu 

Otomatik pipetler 

Plastik ve cam malzemeler 
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4. BULGULAR  

 

2.1 mM'lık stok adenozin çözeltisinden 0, 20, 30, 40, 50, 

100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 µM konsantrasyonlarında adenozin 

çözeltisi hazırlanarak Michaelis-Menten (MM) grafiği çizilmiştir. Bu 

grafikten yararlanarak ADA için Km ve Vm değerleri belirlenmiştir. Bu 

çalışmaya ait grafik aşağıda görülmektedir. (Gr. 1) 

 

Tablo 6: Değişen Adenozin konsantrasyonuna bağlı olarak ADA aktivitesi 
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Grafik 1: Adenozin substratına karşılık ADA aktivitesi MM grafiği 
 

[Ade] µM Aktivite (IU/L) 

 

0 0 
20 7,4 
40 20,2 
50 30,8 
100 43,4 
200 61,5 
400 77,6 
600 83,6 
800 88,1 
1000 89,4 
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Daha sonra ADA aktivitesi üzerine olası inhibitör/aktivatör 

özelliğini belirlemek için 10 mM'lık stok Quercetin çözeltisinden 

1,2,3,4,5,6,8 ve 10 µM'lık çözeltiler hazırlanarak sabit adenozin 

konsantrasyonunda çalışıldı. (Gr. 3).  
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Grafik 2: Değişik konsantrasyonlardaki Quercetin’in ADA aktivitesi üzerine 
inhibitör etkisi 
 

Grafik 3’te ise değişik konsantrasyonlardaki Quercetinin 

ADA aktivitesi üzerine etkisinin (%) inhibisyon değeri  görülmektedir. 

 
Tablo 7: Farklı konsantrasyonlardaki Quercetin’in ADA aktivitesi üzerine etkisinin 
(%)  inhibisyon değerleri 

  
 [Quer]µM İnhibisyon (%) 

0.0 0.0 
0,5 11,3 
1.0 18.0 
2,5 23,7 
5.0 40,6 
6.0 64,5 
7.0 98,3 
8.0 100.0 
10.0 100.0 
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Grafik 3: Değişik konsantrasyonlardaki Quercetin’in ADA aktivitesi üzerine 
etkisinin (%)  inhibisyon değeri 

 
 

Bu çalışmadan ADA inhibisyonu için 6 µM'lık Quercetin  

konsantrasyonu denendi. 

 
Tablo 8: Değişen Adenozin konsantrasyonuna bağlı olarak 6 µM'lık Quercetin’in 
ADA aktivitesi üzerine etkisi 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

[Ade]µM Aktivite (IU/L) 
0 0 
20 1,1 
40 2,3 
50 3,4 
100 7,6 
200 15,4 
400 25,6 
600 35,6 
800 41,5 
1000 42,6 
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Grafik 4: 6 µM'lık Quercetin’in değişen adenozin substratına karşılık MM grafiği   
 

Çalışmamızın bu kısmında ise ADA aktivitesi üzerine olası 

inhibitör/aktivatör özelliğini belirlemek amacıyla 10 mM'lık stok Caffeic 

acid çözeltisinden 1,2,3,4,5,6,8 ve 10 µM'lık çözeltiler hazırlanarak sabit 

adenozin konsantrasyonunda çalışıldı. Bu çalışmaya ait grafik aşağıda 

görülmektedir. 
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Grafik 5: Değişik konsantrasyonlardaki Caffeic acid’in ADA aktivitesi üzerine 
inhibitör etkisi 
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Tablo 9: Farklı konsantrasyonlardaki Caffeic acid’in ADA aktivitesi üzerine 
etkisinin (%)  inhibisyon değerleri 
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Grafik 6: Değişik konsantrasyonlardaki Caffeic acid’in ADA aktivitesi üzerine 
etkisinin (%) inhibisyon değeri   

 
 

Çalışmanın diğer basamağında ADA inhibisyonu için 6 

µM'lık Caffeic acid  konsantrasyonu denendi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

[Caffeic A]µM İnhibisyon (%) 
0 0 
0,5 5 
1 10,8 
2,5 14,3 
5 20,7 
6 48,4 
7 69,8 
8 99,9 
10 100 
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Tablo 10: Değişen Adenozin konsantrasyonuna bağlı olarak 6 µM'lık Caffeic 
acid’in ADA aktivitesi üzerine etkisi 
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 Grafik 7: 6 µM'lık Caffeic acid’in değişen adenozin substratına karşılık MM grafiği   
 

Naringenin’in ADA aktivitesi üzerine olası 

inhibitör/aktivatör özelliğini belirlemek için de 10 mM'lık stok Caffeic acid 

çözeltisinden 1,2,3,4,5,6,8 ve 10 µM'lık çözeltiler hazırlanarak sabit 

adenozin konsantrasyonunda çalışıldı. Bu çalışmaya ait grafik aşağıda 

görülmektedir.(Gr. 8) 

 

[Ade]µM Aktivite(IU/L) 
0 0 
20 1,7 
40 2,3 
50 3 
100 4,6 
200 9,2 
400 19 
600 30,4 
800 39,7 
1000 41,2 
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Grafik 8: Değişik konsantrasyonlardaki Naringenin’in ADA aktivitesi üzerine 
inhibitör etkisi 
         
 
Tablo 11: Farklı konsantrasyonlardaki Naringenin’in ADA aktivitesi üzerine 
etkisinin (%)  inhibisyon değerleri 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

[Nar]µM İnhibisyon (%) 
0 0 
0,5 0,6 
1 4,9 
2,5 9 
5 27,6 
6 44,6 
7 65 
8 97,9 

10 100 
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Grafik 9: Değişik konsantrasyonlardaki Naringenin’in ADA aktivitesi üzerine 
etkisinin (%) inhibisyon değeri   

 
Bu çalışmadan ADA inhibisyonu için 7 µM'lık Naringenin 

konsantrasyonu denendi. 

  
Tablo 12: Değişen Adenozin konsantrasyonuna bağlı olarak 7 µM'lık   
Naringenin’in ADA aktivitesi üzerine etkisi 

 
 
 
 
 
 
 
 

[Ade]µM Aktivite (IU/L) 
0 0 
20 2,3 
40 2,6 
50 4,3 
100 5,4 
200 12 
400 21 
600 38,3 
800 48,1 

1000 47,4 
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Grafik 10: 7 µM'lık Naringenin’in değişen adenozin substratına karşılık MM  grafiği   
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Grafik 11 : Değişen Adenozin konsantrasyonlarına karşılık Adenozin Deaminaz 
enziminin, Quercetin’in, Caffeic acid’in ve Naringenin’in karşılaştırmalı MM grafiği  
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Grafik 12 : Değişen Flavonoid konsantrasyonlarına (µM) karşılık 
Quercetin’in,Caffeic acid’in ve Naringenin’in % inhibisyon değerlerinin 
karşılaştırmalı grafiği 
 

 
Çalışmamızın bir diğer bölümünde de sıcaklık ve pH’ın 

ADA aktivitesi üzerine etkisini araştırdık. Grafik 11’ de 1 numaralı sütun 4 

°C ‘ yi, 2 numaralı sütun 10 °C’ yi, 3 numaralı sütun 25 °C’yi,  4 numaralı 

sütun 37 °C’ yi , 5 numaralı sütun 50°C’ yi, 6 numaralı sütun 65 °C’ yi 

göstermektedir. Adenozin deaminaz için optimal sıcaklık 35-50 °C olarak 

belirlendi. 
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   Grafik 13: Sıcaklık değişikliğinin ADA aktivitesine tesiri 
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  Grafik  14: pH değişikliğinin ADA aktivitesine tesiri 
 
 

Grafik 12’ de 1 numaralı sütun pH 4 ‘ü, 2 numaralı sütun pH 

6 ‘yı, 3 numaralı sütun pH 6,5 ‘i, 4 numaralı sütun pH 7,4 ‘ü, 5 numaralı 

sütun pH 8 ‘i, 6 numaralı sütun pH 10 ‘u göstermektedir. Adenozin 

deaminaz için optimal pH 6.0 - 7.4 olarak saptandı. 

 

 

 
Grafik 15: Adenozin substratına karşılık ADA aktivitesi MM grafiği 
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Grafik 16: Quercetin’in Adenozin deaminaz aktivitesi üzerine etkisinin MM 
grafiği ile değerlendirilmesi 

 

 

 

 

Grafik 17: Caffeic acid’in Adenozin deaminaz aktivitesi üzerine etkisinin MM 

grafiği ile değerlendirilmesi 
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Grafik 18: Naringenin’in Adenozin deaminaz aktivitesi üzerine etkisinin MM grafiği 

ile değerlendirilmesi 

 

ADA aktivitesi ile ilgili olarak çizilen Michaelis-Menten 

grafiğinden adenozin substratı için pH=6.5 ve 37°C'de Km = 105 µM 

olarak bulundu. 

 

Materyal ve metot kısmında anlatıldığı şekilde değişik 

konsantrasyonlarda Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin çözeltileri 

hazırlanarak önce en uygun etkinin yapıldığı konsantrasyon aralığı 

belirlendi. Bu aralık 1,2,3,4,5,6,8 ve 10 µM olarak saptandı. Grafik 3’ te   

Quercetin’in miktarı arttıkça ADA  aktivitesinin düştüğü gözlemlendi. ADA 

aktivitesini %50 inhibe eden Quercetin  konsantrasyonu 6,1 µM olarak 

belirlendi. Grafik 6’da da Caffeic acid miktarı arttıkça ADA aktivitesinin 

düştüğü görüldü. ADA aktivitesini %50 inhibe eden Caffeic acid  

konsantrasyonu 6,06 µM olarak belirlendi. Grafik 9’da Naringenin miktarı 

arttıkça ADA aktivitesinin de düştüğü görüldü. ADA aktivitesini %50 

inhibe eden Naringenin konsantrasyonu 6,15 µM olarak belirlendi. 
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Deneyimizin ikinci kısmında inhibisyon tipini belirlemek için 

Quercetin ve Caffeic acid’den 6 µM, Naringenin’inden ise 7 µM 

kullanarak değişen adenozin konsantrasyonlarında aktivite tayini 

yapılarak Michaelis-Menten (MM) grafiği çizildi. Bu grafikten yararlanarak 

Vm ve Km değerleri belirlendi. Quercetin için Km değeri 314,2 µM, 

Caffeic acid için 429,6 µM ve Naringenin için de 435,7 µM olarak 

bulundu. 
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5. TARTIŞMA 

 
 Çalışmamızda, insan vücudunda yaygın olarak 

bulunan ve klinik açıdan önemli olan Adenozin deaminazın aktivitesi 

üzerine Quercetin, Naringenin ve Caffeic acid’in olası etkileri ile optimum 

pH ve sıcaklık aralığını araştırıldı. 

 
Literatür bilgilerine bakıldığında, Adenozin deaminazın  

kinetik özellikleri üzerine yapılan bir çok çalışma mevcuttur ancak bu 

çalışmalardan flavonoidlerle ilgili olanları sınırlı sayıdadır. Enzimin 

substrata olan ilgisinin bir ölçüsü olan Km değeri de bu kinetik 

özelliklerden birisidir. 

 

Meykens ve Williams yaptığı çalışmada, adenozin için 

eritrosit ADA enziminin Km değerini 40 mM olarak bulmuştur.124 Agarwal 

ve arkadaşları, bu değeri 25 mM olarak saptamışlardır.63 Erel ise yaptığı 

bir çalışmada, serum ADA enziminin adenozin için Km değerini 1.4 mM 

olarak bildirmiştir.151 

 
Seegmiller’in 1985’de yaptığı çalışmada ADA enziminin 

2'-deoksiadenozine afinitesinin adenozine göre daha fazla olduğunu 

saptamıştır.97 Sato ve Alkawa, sığır intestinal ADA enziminin 2'-

deoksiadenozin için Km değerini 50 mM olarak bildirmiştir.57 

 

Durak ve arkadaşları, prostat kanserli hastalardan alınan 

prostat dokusunda domates suyunun ADA aktivitesi üzerine etkisini 

araştırmışlardır. Farklı konsantrasyonlardaki domates suyunun (25 µl, 50 

µl, 100 µl ) ADA’yı önemli derecede inhibe ettiğini belirlemişlerdir.125 

 
Melzig 1995’te yaptığı bir çalışmada, endotelyal hücre 

ADA enziminin quercetin, myricetin  ve kaempferol gibi flavonollerle 
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önemli derecede inhibe olduğunu saptamıştır. IC50  değerini 32 µmol/L 

olarak bulmuştur.119 

 

Durak ve arkadaşları, prostat kanserli hastalardan alınan 

prostat dokusunda Urtica dioica bitkisinin sulu ekstraktının farklı 

konsantrasyonlarının Adenozin deaminaz enzimini inhibe ettiğini 

saptamışlardır.132 

 

Literatür bilgileri incelendiğinde, ADA klinik açıdan önemli 

olduğundan çalışmalar doku, serum ve plazma üzerine yoğunlaşmıştır.  

Adenozin deaminaz (ADA), pürin yıkım yolunda adenozin ve 2’- 

deoksiadenozinin sırasıyla inozin ve 2'-deoksiinozine dönüşümünü 

katalize eden bir enzim olduğundan adenozinin hücre içi 

konsantrasyonun kontrol edilmesinde önemlidir. 20,21 

 

ADA’nın aktivitesi baskılandığı taktirde hücrede bu 

durumun ciddi metabolik sonucu gözlenmektedir. ADA’nın inhibisyonu 

sonucundan dATP birikir ve yüksek konsantrasyonlarda zararlı etkiler 

gösterir. dATP hücrenin büyümesi için gerekli olan bir enzim olan 

ribonükleotid redüktazı inhibe etmektedir. Bu inhibisyonun klinik açıdan 

önemi ise kombine immün sistem yetmezliğinin ortaya çıkmasıdır.45,46 

     

T hücre aktivasyonunun rol oynadığı düşünülen birçok 

dermatolojik ve sistemik hastalıkta ADA’nın önemini göstermeye yönelik 

birçok çalışma vardır. Stancíková ve arkadaşları yaptığı çalışmada SLE’li 

hastalarda serum ADA aktivitesinin, SLE hastalık aktivitesine eşlik ettiğini 

ve SLE için yeni bir hastalık aktivite parametresi olarak olabileceğini 

göstermişlerdir.145 

 

Malign ve benign pek çok hastalıkta ADA aktivitesini 

inceleyen çalışmalar yapılmıştır. T hücrelerinin aktif olarak yer aldığı bir 
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çok hastalıkta ADA düzeyleri artmaktadır. Tüberküloz, tifoid ateş, 

enfeksiyöz mononükleoz, karaciğer hastalıkları, sarkoidoz, malignensi, 

akut lösemi, brusella, ailevi akdeniz ateşi, pnömoni, romatoid artrit, 

konjestif kalp yetmezliği, sistemik lupus eritematozus, psoriazis, Behçet 

hastalığı, layşmanya ve sıtma gibi serum ADA düzeyini yüksek olarak 

rapor eden çeşitli çalışmalar bulunmaktadır.139,140,64,56,143,144  

  

Kayır ve Uzbay, adenozin uykunun başlatılması ve 

sürdürülmesi, genel uyarılmışlık halinin kontrolü ve enerji ihtiyacına göre 

serebral kan akımının düzenlenmesi gibi fizyolojik görevlerin yanı sıra 

iskemi ve hipoksi gibi patolojik koşullarda hücrenin korunmasına katkı 

sağladığını, ayrıca anksiyete, epilepsi, depresyon, şizofreni, Parkinson ve 

madde bağımlılığının da aralarında bulunduğu çeşitli hastalıkların 

patofizyolojisinde yer aldığını belirtmişlerdir.67 

 

Elgün ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada major 

depresyonlu hastalarda serum ADA aktivitesinin azaldığı tespit 

etmişlerdir.74 

 

Flavonoidler difenil propan türevleri olup yüksek oranda 

biyokimyasal ve farmakolojik etki gösterirler. Bunların başında 

antioksidan özellikleri, sitotoksik etkileri, protein kinazlar, topoizomerazlar 

gibi enzimlerin inhibisyonu üzerine etkileri gelmektedir. Flavonoidlerin 

farklı enzimler üzerine olan inhibitör etkileri bunların diyet veya katkı 

maddesi olarak kullanımında artışlarına sebep olmuştur. Flavonoidler, 3'-

4'dihidroksi konfigürasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Bazı 

flavonoidlerin süper oksit ve hidroksil radikallerini ortadan kaldırdığını, 

lipid peroksit radikallerini indirgediğini ve lipid peroksidasyonunu inhibe 

ettiği yapılan çalışmalarla ortaya konulmuştur.  
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Flavonoidlerin kullanımının bir diğer özelliği de nontoksik 

terapotik etki göstermeleridir. Faydalı etkilerinin yanısıra, hem 

bakterilerde hem de memelilerde yapılan deneysel çalışmalarda 

genotoksik ve mutajenik etki gösterdikleri gözlemlenmiştir. Bu özellik 

muhtemelen bir kısım flavonoidlerin bakterilerde prooksidan olarak 

davranmasıyla ve serbest radikal üreterek, DNA hasarına sebep 

olmasıyla veya topoizomeraz gibi DNA ile ilişkili enzimlerin inhibisyonuna 

sebep olmasıyla ilişkilendirilebilir. Yukarıda bahsettiğimiz ADA ile ilgili 

yapılan çalışmalarda inhibitör özellik gösteren maddelerin 

konsantrasyonlarının mM düzeyde olduğu görülmektedir. mM gibi yüksek 

konsantrasyon hücre içi toksik etki gösterebilir. 

 

Biz çalışmamızda, Quercetin için IC50  değerini 6,1 µM, 

Caffeic acid için 6,06 µM, Naringenin için 6,15 µM olarak bulurken, bir 

enzimin substratına olan ilgisini gösteren Km değerini Quercetin için 

314,2 µM, Caffeic acid için 429,6 µM ve Naringenin için 435,7 µM olarak 

bulduk. Bu verilerden yararlanarak çalışmamızda kullandığımız 

bileşiklerin inhibisyon tiplerini belirledik. Grafiklerden de görüleceği üzere 

Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin’in ADA’yı karışık tipte inhibe ettiği  

görülmektedir. Hem  IC50 değerlerinden hem de Ki değerlerine 

bakıldığında en etkili inhibisyonu Quercetin’in yaptığı görülmektedir. 

Karışık tip inhibisyonda, inhibitör enzime aktif merkez 

dışında bir yerden bağlanır. Bir kısım enzim molekülü normal substratla 

birleşir ve enzim-substrat kompleksi oluşur. Bir kısım enzim ise inhibitör 

ile birleşir ve enzim-inhibitör kompleksi oluşturur. Enzim molekülünün 

geriye kalan kısmı ise hem substrat hem de inhibitör ile etkileşerek 

enzim-substrat-inhibitör kompleksini oluşturur. Oluşan bu kompleks, 

enzimin büyük bir kısmını bloke eder ve ilgili tepkimeyi yavaşlatır.  

 

Flavonoidlerin ADA inhibisyonunu, sahip oldukları 

farmakolojik özellikleri sebebiyle Adenozin reseptörlerini artırarak 
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gerçekleştirdiği düşünülmektedir. Bizim yaptığımız çalışmada, 

flavonoidlerin çift role sahip olmaları göz önünde bulundurulursa 

(antimutajen/promutajen ve antioksidan/prooksidan) düşük 

konsantrasyonlarda inhibisyon etki göstermeleri, doza bağlı zararlı 

etkilerinin ortadan kaldırılması açısından olumlu bir etki olduğu 

kanısındayız. 
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6. ÖZET  

 
 

Bu çalışmada, Adenozin deaminaz Sigma firmasından 

temin edildi ve fizikokimyasal ve kinetik özellikleri araştırıldı. Michaelis-

Menten grafik ve eşitliği kullanılarak adenozin substratına karşılık enzimin 

Km değeri 105 µM olarak bulundu. Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin 

gibi birkaç flavonoidin, sıcaklık ve pH’ın enzim üzerine etkisi araştırıldı. 

Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin’in  için inhibisyon tipinin karışık  

tipte olduğu saptandı. Optimal pH ve sıcaklık aralığı ise sırasıyla 6.0-7.4 

ve 35 - 50 °C olarak belirlendi.  

 

Sonuçlar, flavonoidlerin ADA aktivitesinin güçlü bir 

inhibitörü olabileceğini ve sahip oldukları farmakolojik özellikleri ile bu 

inhibisyonu gerçekleştirebileceğini göstermektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Adenozin Deaminaz, Flavonoidler, Quercetin, Caffeic 

acid,  Naringenin, İnhibisyon 
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7. SUMMARY  

 
 

In this study, Adenosine Deaminase  purchased from 

sigma and its physicochemical and kinetic properties were established. 

Km value of the enzyme against adenosine substrate was found to be 

105 µM by using  Michaelis-Menten equation and graphic. Then, the 

effects of several flavonoids such as Quercetin, Caffeic acid, Naringenin 

and some factors like temperature and pH on the enzyme kinetics were 

observed. It has been found that, Quercetin, Caffeic acid and Naringenin 

influence of mixed type inhibitors of the enzyme. The ranges  for optimal 

pH and temperature  were 6.0 - 7.4 and 35 - 50°C, respectively. 

 

The differential inhibitory effects of flavonoids can seem 

structurally related. The results demonstrated that structurally selected 

flavonoids are strong inhibitors of ADA activity that can be correlated to 

their pharmacological acts.  

 

 
Key Words: Adenosine deaminase, Flavonoids, Quercetin, Naringenin, 
Caffeic acid, Inhibition  
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