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OZET

Farkh coziiciilerle hazirlanmis bitki 6ziitlerindeki karbonik anhidraz (CA)

inhibisyon seviyelerinin belirlenmesi; CA arastirmalarinda yeni yaklasimlar

Karbonik anhidraz (CA) metabolizma sonucu olusan karbondioksitin (COy)
bikarbonat (HCO3) ve hidrojen (H") iyonuna doniistiiriilerek ortamdan
uzaklastirllmasinda hayati 6neme sahip bir enzimdir. Bugiin ¢ok yaygin olan kanser,
obezite, glokom, norolojik bozukluklar, epilepsi gibi hastaliklarin tedavisinde CA
enziminin inhibitdrleri ila¢ etken maddesi olarak arastirilmakta veya kullanilmaktadir.
Piyasada bulunan ¢ogu sentetik olan ilaclarin yan etkileri fazla ve viicut sivilarindaki
coziiniirlikleri  diisiiktiir. ~ Ozellikle sentetik ilaglarin  yan etkilerinin  ve
biyouyumsuzluklarinin fazla olmasi giiniimiizde bitkisel kaynakli ilaglara ydnelimi
artirmistir. Bu tez calismasinda bitki ekstraktlarinin karbonik anhidraz inhibisyonlari
belirlendi. Bu amagla karbonik anhidrazin aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan esteraz
ve hidrataz aktivitesi kullanildi. Hidrataz aktivitesi esterazdan farkli olarak enzimin
fizyolojik aktivitesidir. Bu c¢alisma sirasinda ii¢ farkli c¢oziiciide (su, asetonitril ve
metanol) ekstre edilmis numuneler kullanilarak denemeler yapildi. Tiim bunlarla
beraber calisilan numunelerden en iyi sonu¢ almman numune segilerek HPLC ile
kromatografik profilleri belirlendi. Coziiciniin aktif bilesen ekstraksiyonundaki etkisi
farkl1 c¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarin  kromatogramlari ve aktiviteleri
karsilagtirilarak ortaya koyuldu. Bu ¢aligmanin yapilmasiyla ilag etken maddesi olarak
yeni CA inhibitorlerinin belirlenmesindeki dnemli bir adim tamamlanmig oldu. Daha
ileri yapilacak ¢aligsmalarla bir¢cok hastaligin tedavisi i¢in yan etkileri daha az olan ya da
hi¢ yan etkiye sahip olmayan viicutla biyouyumlulugu yiiksek yeni ilag hammaddeleri
gelistirilebilecektir.

Anahtar Sozciikler: Afinite kromatografisi, Dogal bilesen, Esteraz aktivitesi,
HPLC, Inhibisyon



SUMMARY

Determining the level of carbonic anhydrase (CA) inhibition of plant extracts

prepared by different solvents; new approaches in CA research

Carbonic anhydrase (CA) is a vitally important enzyme in the removal of
metabolically produced carbon dioxide (CO,) from the medium through its conversion
to bicarbonate (HCO3z) and hydrogen (H") ions. Today the inhibitors of CA found in
mammalian blood are either used or investigated as drug active ingredient for the
treatment of the widespread diseases such as cancer, obesity, glaucoma, neurological
disorders and epilepsy. The common drugs, most of which are synthetic, found in the
market have many side effects and low solubility in bodily fluids. The high bio-
incompatibility and side effects of the synthetic drugs increased the tendency towards
plant based drugs. In this study CA inhibitory activities of plant extracts were
determined. For this purpose, esterase and hydratase activities commonly used to
determine the carbonic anhydrase activity were utilized. Unlike hydratase activity, of
esterase is the physiological activity of the enzyme. During this study, three different
solvents (water, acetonitrile and methanol) were performed using the samples in the
extraction experiments. Chromatographic profiles from the HPLC of the samples were
determined along with the activity measurements. The effect of active composition of
the extracts resulting from the type of solvent were demonstrated by comparing
chromatographic profiles and and activities. With this work, an important step in the
determination of the pharmaceutically active substance was completed in finding new
carbonic anhydrase inhibitors. With further investigations for the treatment of many
diseases with fewer side effects or no side effects, new drug leads having high

bio-compatibility with the body can be developed.

Key Words: Affinity chromatography, Esterase activity, HPLC, Inhibition,
Natural composite



3. GIRIS ve AMAC

Enzim inhibisyonu biyolojik sistemlerde olduk¢a onemli bir yere sahip olmasi
sebebiyle bu konu {izerinde geg¢miste bircok calisma yapilmig ve halen yapilmaya
devam edilmektedir. Enzim inhibisyonu biyolojik sistemlerde kontrol mekanizmasi
olarak gorev almaktadir ve bir¢cok ilag ve zehirli bilesigin de etkili olmasi bundan
kaynaklanir. Ila¢ etken maddesi olarak kullanilan bir¢ok kimyasal ve dogal bitki
bilesenleri enzim inhibisyonuyla tespit edilmektedir. Inhibitdrler enzim etki
mekanizmalarinin  aydinlatilmasini  saglamasinin  yanisira metabolik yollarin  da
aydinlatilmasina katkida bulunmas1 agisindan biyokimya alani i¢in oldukc¢a onemli bir

yere sahiptir (1).

Karbonik anhidraz ya da karbonik dehidrataz (CA, EC.4.2.1.1.) memelilerde 16
farkli  izoenzime sahip merkezinde ¢inko elementi tasiyan ve kanda
karbondioksitin/bikarbonata hidrasyonunu ve dehidrasyonunu saglayan spesifik bir
metaloenzimdir. Karbonik anhidraz enzimi diger bir¢ok enzimde oldugu gibi inhibisyon
caligmalarinda kullanilmis ve bunun sonucunda ila¢ etken maddesi olarak
kullanilabilecek birgok sentetik ve dogal inhibitor belirlenmistir (2). Karbonik anhidraz
enzimi diger birgok enzim gibi viicutta dnemli reaksiyonlara dahil olmasi sebebiyle
inhibisyonu olduk¢a merak uyandiran bir konudur. Bu sebeple her gecen giin enzim
inhibisyonu konusunda yapilan ¢aligsmalar artmaktadir. Literatiirde CA’ nin inhibitdr ve
aktivatorleriyle yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur (3). Piyasada CA inhibitorii olarak

bilinen ve ila¢ etken maddesi olarak kullanilan bir¢ok dogal ya da sentetik madde vardir
().

Bu calisma ile yeni dogal CA inhibitorleri belirleyerek literatiire ve saglik
alanina katkida bulunmak amaclanmistir. Boylece yliksek karbonik anhidraz inhibisyon
etkisine sahip, dogal (bitkisel) kaynakli, yan etkileri ve ¢oziiniirlilk problemi olmayan,

ozellikle suda ¢oziinebilen, ilag¢ etken maddeleri gelistirilebilecektir.



4. GENEL BILGILER
4. 1. Karbonik Anhidraz Enzimleri

Karbonik anhidraz (CA, EC.4.2.1.1, karbonat hidroliyaz) prokaryot ve
Okaryotlarda bulunan, merkezinde ¢inko elementi igeren ve bes farkli siniftan olusan ve
memelilerde 16 farkli izoenzime sahip olan bir metaloenzimdir. Karbonik anhidrazlar a,
B, v, 0, (-CA olarak bes farkli sinifa ayrildig1 belirlenmistir fakat daha sonralar1 n-CA

olarak adlandirilan bir siif daha eklenmistir.
4.2. Karbonik Anhidrazlarin Siniflandirilmasi

Karbonik anhidraz enzim simifina ait olan o- CA omurgalilar, bakteriler, algler
ve yesil bitkilerin sitoplazmalarinda, B-CA bakteriler, algler, tek ¢enekliler (mono) ve
cift ¢ceneklilerin (dikotilodonlar) kloroplastinda, y-CA arkealar ve bakterilerde, 5-CA ve

{-CA o6nemli bir alg grubu olan marina diatomlarinda bulunur.
4.2.1. a-Smifi CA

a-CA enzimleri ¢ogunlukla memelilerde bulunan ve 16 izoenzime sahip olan bir
siuftir. Bu 16 izoenzim de kendi i¢inde bulunduklar1 forma goére ayrilirlar. Bunlardan
CA I-III, VII sitozolik form, CA 1V, IX, XII ve XIV membrana bagli form, CA V
mitokondriyal form ve CA VI salgi formu olan karbonik anhidraz izoenzimleridir. Bu
siifa ait olan enzimlerin aktif bolgesinde Zn (II) metal iyonu bulunur ve buna bagh
olan {i¢ histidin (His94, His96, His119) birimi ve bir su molekiilii vardir. Enzimin aktif

formu Zn*? iyonunun OH’ iyonu ile baglanmastyla meydana gelir.
4.2.2. B-Smifi CA

Bir¢ok bakteri, alg, arkea ve gelismis bitkilerin kloroplastlarinda bulunan CA
enzimleri B-sinifina aittir. Bu smifa ait olan enzimler a-CA smifi enzimlerine gore
farklilik gosterir. Temelde her iki enzim sinifinda da aktif bolgede bulunan metal iyonu
Zn (II) dir, fakat bu iyonun aktif bolgede baglanma sekli farklidir. Bunun yaninda
B-smifi CA enzimleri kendi iginde de bulunduklar1 canli tliriine gore farkli baglanma
formlarina sahiptir. Prokaryotlarda bulunan B-CA’larda Zn (II) iyonuna bagl iki
Cys (cysteinate) birimi, His biriminden gelen imidazol halkasi ve Asp birimi ile gelen
karboksil grubu bulunurken bitkilerin kloroplastlarindan elde edilen B- CA’larda Zn (1)

iyonuna iki sistein, His biriminden gelen imidazol halkasi ve su molekiilii baglanmistir.



Bu iki sinifta bahsettigimiz baglanmalarla olusan polipeptid zincirinin katlanma sekli ve

aktif bolgenin olusum sekli farklilik gosterir.
4.2.3. y-Smifi CA

Bir arkea olan Methanosarcina thermophila’dan elde edilen y-sinifina ait olan
CA enzimi “’Cam’’ olarak adlandirilir. Cam a ve - CA smiflarindan farkli 6zelliklere
sahiptir. Bu smifta protein sarmali sol el B- sarmal motifine sahiptir ve bu motif ii¢ lobla
kesilir ardindan uzun ve kisa a-sarmali ile takip edilir. Aktif bolgesinde Fe (II)
bulunabilirken bunun yaninda Zn (II) ve Co (II) de bulunabilir. Aktif bolgesinde
a-CA’ larda oldugu gibi Zn (II) iyonuna ii¢ histidin birimiyle baglanmistir. Farkli olarak
a- CA’ larda aktif bolgede tetrahedral bir geometrik dizilim varken y- CA’ larin aktif
bolgesinde ek metal baglh su ligandlar1 bulunur ¢ilinkii geometrik dizilimde Zn iceren

Cam igin trigonal bipiramidal, Co ilaveli enzim i¢in oktohedral yap1 vardir (4).
4.2.4. 6-Simifi CA

d-smifi CA’ lar marina diatomu olan Thalassiosira weissflogii canlisindan elde
edilir. Bu sinif memeli a- CA simifi ile olduk¢a benzerlik gosterir fakat 6-CA’ larda Zn
ti¢ histidin ligand1 ve bir su molekiiliine sahipken B- CA’ lar Zn iki sistein, bir histidin
ve bir su molekiiline sahip oldugu i¢in - CA’lardan farklidir. Aktif bolgesinde
fizyolojik reaksiyonlar1 katalizlemek i¢in Co (II) ya da Zn (II) bulunabilir. Marina
canlilarinda c¢evresel duruma gore aktif bolgede Co (II) ile Zn (II) yer degistirebilir ve
bu smifa ait enzim TWCAI (Thalassiosira weissflogii CA) olarak da
isimlendirilmektedir (5).

4.2.5. ¢-Simfi CA

Bu smif bir kadmiyum CA (CDCA1) ailesidir ve merkezindeki metal iyonunun
baglanmasi agisindan B-CA ile benzerlik gdsterir. Bu enzim 8-smifi CA’ larda oldugu
gibi Thalassiosira weissflogii diatomundan elde edilir. Bu sinifa ait CA merkezinde Zn
(1) ve Cd (II) metal iyonlarini bulundurarak fizyolojik reaksiyonlarda katalizor olarak
gorev yapabilir. Cys263, His315, Cys325 birimlerinin bagl oldugu huni sekline sahip
aktif bolgesi bulunur (2, 5). Bu enzim sinifi literatiirde yapilan ¢alismalara bakildiginda

marina diatomlarinda bulundugu gériilmektedir (6).



4.2.6. n-Smifi CA

Insanda sitma hastaligma sebep olan Plasmodium falciparum canlisindan 2004
yilinda Krungkrai’s ve grubu tarafindan CA saflastirilmistir ve enzimin aktif oldugu
esteraz aktivitesine bakilarak tespit edilmistir (7). Bunun yaninda inhibisyonuna
bakmak i¢inde CA enziminin Onemli inhibitorlerinden biri olan asetozolamid
kullanilmistir. Tiim bunlara bakildiginda bu canlidan elde edilen CA’ nin a sinifina ait
oldugu disiiniilmistiir. Fakat daha sonra enzimin aminoasit dizilimi ve sayisina
bakildigindan bu sinif ile farklilik gosterdigi belirlenmistir ve bunun sonucunda n-sinifi

CA olarak yeni bir CA sinifi ortaya ¢ikmistir (4).
4.3. Karbonik Anhidrazlarin Katalitik Fonksiyonlari

Karbonik anhidraz’lar canli organizmalarda 6nemli fizyolojik fonksiyonlara

sahiptir. Prokaryotlarda CA’ nin iki 6nemli fonksiyonu vardir;
1) Organizmanin farkli dokular1 arasinda COy/bikarbonat tasinmasini,
2) Enzimatik reaksiyonlar i¢in CO,/HCO3 elde edilmesini saglar.

Suda yasayan fotosentetik organizmalarda CO, konsantrasyonunun
saglanmasinda rol oynar. Omurgali canlilarda bulunan CA asit/baz dengesinin
diizenlenmesi, solunum olayina dahil olma gibi 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Karbonik

anhidrazin katalizledigi reaksiyonlar asagidaki gibidir.

CO2+HO > HCOs + H*

Karbonik anhidrazin tiim izoenzimlerinin iki basamakli mekanizmaya sahiptir.
ik (a) basamakta Zn*? ye bagh olan hidroksil iyonu CO; ¢ ye verilerek niikleofilik
saldir1 olaymi gerceklestirmis olur. ikinci (b) basamakta ise Zn*? ye bagli olan su
molekiilii iyonlasarak protonunu verir ve bdylece tekrar aktif bdlge olusmus olur.
Eritrositlerin plazmasinda gerceklesen bu olayda protonun dig ¢oziiclii ortamina
aktarilmasi icin enzimin aktif bolgesinde bulunan aminoasit birimini proton tasiyici
(PTB) olarak kullanir (c). Bu aminoasitler de aldigi molekiilleri ortamdaki tampon
molekiiliine (TM) aktarir (d).

Zn? -OH +CO, ——————2n"?+ HCO5 (a)

Zn*? +H,0 «—H"+Zn"-OH (b)



PTB +Zn** —-H,0 «———> Zn">-OH + PTB -H" (c)

PTB-H'TM < »PTB + TM —H" (d)

4.4. Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Fonksiyonlari

Karbonik anhidraz CO; in hidroliziyle HCOj3™ ve proton olusumu reaksiyonunu
katalizler. Bu reaksiyon organizmada pH diizenlenmesinin ve homeostazinin
saglanabilmesinde, bir¢ok biyosentetik islemde CO, ve HCOj3; tasinmasinda, viicut
stvilarinin liretiminde, kalsifikasyonda, kemik rezorpsiyonunda, tiimor olusumunda ve
diger bir¢ok fizyolojik islemlerde omurgali canlilar i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bunun yani
sira bazi bakteri, bitkiler ve alglerin fotosentetik islemlerinde olduk¢a 6nemli bir yere

sahiptir.
4.5. Karbonik Anhidraz I (CAI)

Karbonik anhidraz | enzimi diger izoenzimlerde oldugu gibi a-sinifi
CA’ lardandir ve sitozoliktir. Karbonik anhidraz I enziminin aktif bélgesinde ¢ok sayida
histidin birimleri mevcuttur. Bu 6zellik CA 1I ile CA I arasindaki ana farki olusturur.
Zn*? ligand1 olarak His94, His96, His119 birimi bulundurur. Karbonik anhidraz
izoenzimlerinde bulunan His64 birimi katalizde oldukga 6nemlidir. Karbonik anhidraz I
enziminde bunlara ek olarak His67, His200, His243 birimi de bulunur. Ince bagirsak
epitelinde, akciger kilcallarinin endotelyumunda, karaciger ve mide bagirsak kanalinda
bulunur. Memelilerde CA I enzimi CA II’ ye gore daha fazla bulunur ama aktivite
olarak disiiniildiiglinde CA II enzimi daha aktiftir. Bunlarin yaninda iki izoenzim
arasindaki bir diger fark CA I enzimi anyonlara kars1 yiliksek afiniteye sahipken CA II
enzimi siilfonamidlere karsi yiiksek afinite 6zelligine sahiptir. Karbonik anhidraz I’ in
kanda 150 pM konsantrasyona sahip oldugu bilinmektedir fakat fizyolojik fonksiyonlari
konusu hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir (8).

4.6. Karbonik Anhidraz Il (CA 1)

Karbonik anhidraz II enzimi {i¢ histidin birimi (H94, H96, H119) ve bir hidroksil
iyonunun koordinasyonuyla olusan tetrahedral geometrik bir yapiya sahip olup a-sinifi
CA’ lardandir. Bu siufa ait diger izoenzimler gibi CA II de merkezinde Zn*?
bulunduran bir metaloenzimdir (9). Onemli polar birimleri (T119 birimi gibi) aktif

bolgedeki Zn™ ye bagl hidroksilden hidrojen alir ve Zn+2’ye bagli hidroksildeki suyun



korunmasinda bir proton kilifi olarak gérev yapan H64 ve E106 birimlerine bir hidrojen
verir. Zn*® ye bagl hidroksile bitisik hidrofobik bosluklar substrat CO; i¢in katalitik
birlesme yeri olusturmay1 saglarken bunun yaninda bu bosluklar fenol ve CO> hidrasyon
reaksiyonu i¢in sadece bilinen yarismali inhibitoriin baglanma yeridir (10). Karbonik
anhidraz I enzimi CA 1 ile karsilastirildiginda daha aktiftir ve BCA ile benzer aktivite
gosterir bunun yaninda yapisal olarak da BCA’ ya yakindir. Karbonik anhidraz II

yaygin olarak gozde, bobreklerde, merkezi sinir sisteminde ve i¢ kulakta bulunur.

Karbonik anhidraz II inhibitorleri gliniimiizde bir¢ok ilagta etken madde olarak
kullanilmaktadir. Glokom denilen hastaligin tedavisinde CA II inhibitorleri
kullanilmaktadir. Karbonik anhidraz II enzimi gézde iki asamali reaksiyonun birinci
asamasini katalizler ve CO; hidrasyonuna yardim ederek H,CO3 olusumunu saglar ve
ardindan reaksiyonun ikinci asamasi olan H* ve HCOs iyonunun olusumunu saglar.
HCOj3 olusumu goz i¢i stvisinin artigini saglar ve goz i¢i basinct meydana gelir, bunu
engellemek ic¢in piyasada CA II inhibitorlerinin etken madde olarak kullanildig1 bir¢ok
ilag mevcuttur. Karbonik anhidraz II enzimi inhibe edildiginde reaksiyonun ilk asamasi

durur ve boylece HCO3 olusumu engellenmis olur.
4.7. Sigir Karbonik Anhidraz (BCA)

Sigir kanindan elde edilen karbonik anhidraz (BCA) yapisal olarak CA II'ye
benzemesinin yaninda aktivite olarak da CA II’ ye benzer. Insan eritrositlerinden elde
edilen karbonik anhidraz izoenzimlerinde oldugu gibi bu enzim de CO5’ nin hidroliziyle
HCO3 ve proton olusumu reaksiyonunu katalizler. Sigir karbonik anhidraz sigir
kanindan saflastirilirken kan taze olarak mezbahadan alinir ve hemolizat hazirlanarak

afinite kromatografisiyle saflagtirma islemi uygulanir.
4.8. Karbonik Anhidraz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Karbonik anhidrazin siilfonamidlerle inhibisyonu ilk olarak 1948 yilinda Mann
ve Keilin tarafindan kesfedilmistir (11, 12). Daha sonralar1 potansiyel ila¢ hammaddesi
olabilecekleri diislincesiyle bu konuda birgok c¢alisma yapilmis ve inhibitorler
belirlenmistir. Bunlar yapilirken karbonik anhidrazin molekiiler yapisi, katalitik

reaksiyonlar1 tizerinde bir¢ok arastirma yapilmistir.

Karbonik anhidraz inhibitorleri giinlimiizde bir¢ok ilacta etken madde olarak

kullanilmaktadir. Karbonik anhidraz inhibitorlerinin belirlenmesi ve gelistirilmesi i¢in



karbonik anhidraz izoenzimlerinin fizyolojik ve patolojik reaksiyonlar1 aydinlatilmaya
calisilmis ve bunun ardindan karbonik anhidraz inhibitér mekanizmalar1 gelistirilmistir.
Karbonik anhidraz inhibitorleri metal kompleks anyon ve yeri degistirilemeyen
stilfonamidler olmak tiizere iki ana sinifa ayrilirlar. Bu siniflara dahil olan inhibitérler
protein bagli olmayan ¢inko ligandlarinin yerine ya da metal koordineli alana eklenerek
enzimin aktif bolgesinde bulunan ¢inko iyonuna baglanirlar (8). Siilfonamidin nitrojen
atomunun bagli oldugu uca Zn iyonu protonlarmma ayrilmig bolgede tetraheldral
geometriyle baglanmistir. Anyonlar metal iyonuna tetrahedral geometriyle ya da
trigonal bipiramidal eklenti seklinde baglanabilirler. Karbonik anhidraz inhibisyonunun
cok giiclii bir sekilde siilfonamidler ile gozlenebildigi Man ve Keilin tarafindan
kesfedilmistir (12). Bu bilgiler 1s1ginda antiglokoma ajanlari, antitiroid ilaclari,

hipoglisemi siilfanamidleri ve son zamanlarda da anti kanser ilaglar1 gelistirilmistir (8).

Glokom hastalifinin tedavisinde kullanilmak tizere CA inhibit6rlerinden
yararlamlmustir. Ilag etken maddesi olarak kullanilan CA inhibtorleri oral ya da lokal
olarak hastaya uygulanarak tedavi gergeklestirilmektedir. Giinlimiizde bu amagla
kullanilan ilaglarin en 6nemlileri siilfonamidler sinifina ait olan asetozolamid ya da

onun yapist modellenerek olusturulan sentetik ila¢ etken maddeleridir.

Karbonik anhidraz aktivatorleri konusunda ilk olarak 1940 yilinda Leiner
tarafindan ¢aligilmistir. 1941 yilinda Kiese tarafindan yapilan ilk tanimlamadan sonra
karbonik anhidrazin aktivatorleri konusunda birgok tartisma ortaya ¢ikmistir (13, 14).
Buna karsilik inhibitorler icin yapilan calismalar sonrasinda bu konuda bir¢ok calisma
yapilmistir. Karbonik anhidrazin histamin, aminoasitler, piirin tiirevleri gibi siiflarda
aktivatorlere sahip oldugu 1948 yilinda Van Goor tarafindan 2000 yilinda ise Supuran
ve Scozzafava tarafindan belirlenmistir (15). Bu konu arastirmacilar tarafindan ¢ok az
ilgi gérmiistiir. Bunun nedenleri ise 1951 yilinda Perrin ve Clark’in karbonik anhidrazin
aktivatore sahip olmadigin1 sdylemeleri ve bu konuda yazilanlarin ikna edici
olmamasidir(16). Son yillarda ise Supuran ve grubu tarafindan karbonik anhidraz

aktivatorleri konusunda ¢alismalar yapilmaktadir (11, 17, 18).
4.8.1. Asetazolamid

Siilfonamidlerin bir¢ok smifi karbonik anhidraz inhibitorii olarak kullanilir.

Bunlardan bazilar1 asetazolamid, siilfanilamid, dorzolamid, metazolamid gibi



antiglokoma ve ditiretik maddelerdir (19). Bunlara ek olarak bir¢cok sentetik ilag
hammaddesi tasarlanmistir. Asetazolamid 1954 yilindan beri klinik calismalarda
kullanilmaktadir. Glokom adiyla bilinen hastalik g6z i¢i basincinin artmasiyla goz igi
sinirlerin zarar gormesi durumudur. Karbonik anhidraz enzimi goz iginde bikarbonat
tretimini artirtr. Bunun artmasi gz ic¢indeki basincin artmasina ve gozde goérmeyi
saglayan sinir hiicrelerine baskiya neden olur. Bu hastaligin tedavisinde karbonik
anhidraz inhibitorii olan asetazolamidin tlirevi ilag¢ etken maddeleri kullanilmaktadir. Bu
etken maddeler gozde bulunan CA inhibe ederek goz i¢i basincini diigiirmeye yardime1
olur. Asetazolamid CA I, CA 1I, CA IX, CA XII inhibisyonunda olduk¢a etkilidir.
Karsilastirma yapildiginda CA I inhibisyonunda digerlerine gore daha az etkiye sahip
oldugu goriilmektedir (20).

4.8.2. Siilfanilamid

Siilfanilamid de siilfonamid grubuna dahil olan bir inhibitérdiir. Bu inhibitor
siilfonamid grubu ile tiirevlendirilmis anilin igeren bir organik bilesiktir. Insanda
bakteriyal enfeksiyon tedavisi i¢in oldukga etkili bir ila¢ etken maddesidir. Bunun
yaninda menenjit, bademcik iltihabi, zatiirre ve siniis enfeksiyonu gibi hastaliklarin
tedavisinde de sik¢a kullanilmaktadir. Siilfanilamid inhibitérii CA II enzimini inhibe

etmede CA I’ e gore ¢ok daha etkilidir (21).
4.9. Ekstrakti Hazirlanan Bitkiler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan bitkiler akasya, c¢orekotu, ekinezya, thlamur, kekik,
ormangiilii, sarisabir, sinameki, tar¢in, yaban mersini, yesil ¢cay olmak {izere 12 tanedir.
Bu bitkilerin bir kismi aktardan alinmis olup bir kismu da daha onceki laboratuvar

calismalarinda kullanilan bitkilerdir.
4.9.1. Akasya (Robinia pseudoacacia)

Leguminosae diger adiyla Fabaceae familyasina ait olan akasya bitkisinin
anavatani Kuzey Amerika’dir. Bunun yaninda Tirkiye’de de yol kenarlarim siislemek
amaciyla yetistirilmektedir. Akasya’ nin ¢igek kisimlar1 beyaz, sar1 ve pembe olmak
lizere ii¢ renkte goriilebilmektedir. Govde kismi dikenli ve yapraklart kisadir ve meyve
kisimlar1 bakla ile benzerlik gosterir. Fabaceae familyasinin Tiirk¢e karsiligr da
baklagillerdir. Akasya olarak isimlendirilmis olan bu bitki ayn1 zamanda beyaz salkim,

salkim ag olarak da bilinir. Bu bitki sedative (yatistirici), safra artirict etkiye sahip
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olmast bakimindan tibbi bitki olarak adlandirilabilmektedir. Bunlarin yaninda

antioksidan ve antibakteriyal aktiviteye de sahiptir (22).

Resim 1. Akasya (Robinia pseudoacacia) (23)

4.9.2. Corekotu (Nigella sativa)

Latince ismi Ranunculaceae olarak bilinen Diigiin ¢igegigiller familyasina ait
olan bu bitki tek yilliktir. 20-50 cm kadar uzayabilen mavi ¢igekli ve otsu bir bitkidir.
Karaman ve Burdur gibi Orta Anadolu sehirlerinde yabani olarak bulunmasinin yani
sira ekimi de yapilmaktadir. Corek otu bitkisi karacaotu, kara ¢orek, otcam, siyah
kimyon, ¢Oreotu gibi isimlerle de anilmaktadir. Bu bitki kas gevsetici, egzama ve
migren Onleyici, diliretik ve antimikrobiyal 6zellige sahiptir. Corek otu % 30- 40 yag
% 20- 30 saponin gibi antioksidan ligandli protein igerir (24) .

— -

Resim 2. Corekotu (Nigella sativa) (25)
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4.9.3. Ekinezya (Echinacea angustifolia)

Kirpi otu olarak da bilinen Ekinezya bitkisi Papatyagiller (Asteraceae)
familyasina aittir. Anavatan1 Kuzey Amerika olmakla beraber tilkemizde bu familyaya
ait 130 cins ve 1100’e yakin tiirii bulunmaktadir. Ekinezya bitkisinin eksi ¢caglardan beri
tibbi olarak bagisikligi gli¢lendirici, iltihap giderici, Oksiiriik Onleyici oldugu
bilinmektedir. Bunlarin yaninda solunum yolu enfeksiyonlar1 ve soguk alginligi tedavisi

icin kullanilir (26).

Resim 3. Ekinezya (Echinacea angustifolia) (27)

4.9.4. Ihlamur (Tillia)

Tillia (Tiliaceae/thlamurgiller) tiirlerini temsil etmekte olan agag tiirlerine
verilen isimdir. Altmis civarinda cinsi vardir. Bu tiirlerin uzunlugu 20-30 cm’ ye
ulasabilmekte ve golge alanlarda yetismektedir. Thlamur bitkisi igeriginde ugucu yag,
manganez, tanen, saponin ve C vitamini bulundurmasi sebebiyle tibbi anlamda oldukca
degerlidir. Bu bitki thlamur ismi disinda farkli yorelerde kullanilan Felenbur (Cayeli-
Rize), Fambur (Giineyce-Rize), Filanbur, Ilamur, Siigniik, Siigiiniik gibi isimlere de
sahiptir. Haziran sonlarinda toplanip kurutularak kullanilmaktadir. Bu tiirlerin tibbi
olarak kullanimi oldukg¢a yaygindir. Thlamur bitkisinin ¢igekli kismi soguk algiligi

giderici, idrar sokiicii, balgam giderici, iltihap kurutucu olarak kullanilmaktadir (28).
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Resim 4. Ihlamur (Tillia) (29)

4.9.5. Kekik (Thymus)

Thymus tiirlerinin genel adi olan kekik Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasina
aittir. Tiirkiye’de 38 tiirii bulunan bu tiir otsu, tabanda odunsu, siirliniicii govdeye
sahiptir. Cay1r alanlarinda yetisip ¢ok yillik bir bitkidir ve mor- beyaz ¢igceklere sahiptir.
Iceriginde karvakrol ve timol ugucu yaglarmi barindirmaktadir. Kekik yaygin bir
sekilde baharat olarak kullanilmasinin yaninda bronsit, astim, gastrit, diyare ve deri

hastaliklarinin tedavisi i¢in de kullanilmaktadir (30).

Resim 5. Kekik (Thymus) (31)
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4.9.6. Ormangiilii (Rhododendron ponticum)

Ormangiilii Fundagiller (Ericaceae) familyasina ait olup Rhododendron cinsinin
800 tiirlinli barindiran tiiriinii igeren bitkilerin ortak adini temsil eder. Ormangiilii’ niin
ana vatan1 Kuzeydogu Asya ve Kuzey Amerika olmakla beraber Liibnan, Kafkasya,
Ispanya ve Tiirkiye’nin Karadeniz bolgesinde dogal olarak yetismektedir. Dogal olarak
iilkemizde yetisen bes tiirli vardir. Bunlar Karadeniz bolgesinin c¢esitli kisimlarina
dagilmiglardir. Ormangiilii ile yapilmis olan birgok g¢aligma literatiirde mevcuttur (32,
33). Bu bitkinin boyu 3-4 m’ ye kadar uzayabilmekte olup yapraklart bulundugu iklimin
sartlarina uygun sekilde sert, kalin, parlak ve tliysiizdiir bunun yaninda her dem
yesildirler. Bitkinin c¢igekleri mor renklidir ve iist kisimlarinda kahverengi lekeler

mevcuttur (34).

Resim 6. Ormangiilii (Rhododendron ponticum)

4.9.7. Ormangiilii (Rhododendron luteum)

Rhododendron cinsinin bir baska tiirii olan bu bitki sarigigeklere sahiptir. R.
luteum tiirtinden farkli olarak yapraklari tiiylii, dar ve daha sivridir. Orta ve Dogu
Avrupa’da bulunurken ayni1 zamanda Tirkiye ve Kafkasya’da da yayilim
gostermektedir. Bu iki bitki tiirlinden elde edilen bal Tiirkiye’ de “deli bal” olarak
adlandirilmaktadir. Fazla tiiketilmesi halinde toksik 6zellik gdstermekle beraber mide-
bagirsak hastaliklar1 ve yiiksek tansiyon hastaliginin tedavisinde kullanilmasi

bakimindan tibbi 6neme sahiptir (35).
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Resim 7. Ormangiilii (Rhododendron luteum) (36)

4.9.8. Sarisabir (Aloe vera)

Asphodelaceae familyasina ait olan bu bitkinin anavatan1 Afrika’dir. Yaklasik
olarak 300 tiirii vardir ve bunlarin sadece 3-4 tiirii tibbi 6zellige sahiptir. En ¢ok etkiye
sahip olan tiirii ise Aleo vera’dir. Bu bitki etli yapraklara sahiptir ve yapraklarinin i¢cinde
jelimsi sivi bulundurur. Bu sivinin yara iyilestirici 6zelligi vardir ve bu 6zellik yaprak
bitkinin kendisinden ayrildiktan 3-4 saat sonra etkisini kaybetmektedir. Sarisabir
iceriginde ugucu yag, regine ve antresan tiirevleri barindirmaktadir. Tim bu o6zellikleri

sebebiyle kozmetik ve ila¢ sanayisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (37).

Resim 8. Sarisabir (Aloe vera) (38)
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4.9.9. Sinameki (Cassia angustifolia)

Sinameki bitkisi Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait olup Cassia cinsinin
tirleridir. 60-100 cm kadar biiyiiyebilen bu bitki tiiriiniin ana vatan1 Arabistan ve
Somali olmakla beraber Cin’de de tedavi amaciyla geleneksel olarak yiizyillardir

kullanilmaktadir. Bitkinin yaprak ve meyve kisimlar1 eczacilik alaninda miishil yapimi

i¢in kullanilir (39).

Resim 9. Sinameki (Cassia angustifolia) (40)

4.9.10. Tar¢in (Cinnamomun ceylanicum)

Cinnamomum cinsine ait olan tar¢in Defnegiller (Lauraceae) familyasindandir.
Bu cins diinya ¢apinda yaygin olup sadece Hindistan’in farkli kisimlarinda 25 tiirti
vardir. Farkli kiiltiir ve cografyalarda farkli kullanim sekilleri mevcuttur. Tar¢in
yapraklarint dokmez ve keskin, aromatik kokuya sahip bir aga¢ cinsidir. Tar¢in agacinin
dis kabugu ayrilarak igte kalan kisimlarin kurutulup toz haline getirilmesiyle kullanima
hazir hale gelir. Bunun yaninda kabuk seklinde de kullanilmaktadir. Yaygin olarak mide
yangisi, solunum problemi, diyare, bulant1 ve jinekolojik rahatsizliklarin giderilmesine

yardimci olduguna diistiniilmektedir.
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Resim 10. Tar¢in (Cinnamomun ceylanicum) (41)
4.9.11. Yaban Mersini (Vaccinium myrtillus)

Genel adi1 Vaccinium olan bir cinse ait olan bu tiir Fundagiller (Ericaceae)
familyasina aittir. Bu tiir Avrupa, Sibirya, Kuzey Dogu Cin’de bulunmaktadir. Bu tiir
iceriginde delfinidin, siyanidin, malvidin, peonidin, petunidin gibi antosiyanidinleri
bulundurmaktadir. Bunun yaninda bir¢ok saglik probleminin tedavisi i¢in

kullanilmaktadir (42).

Resim 11. Yaban Mersini (Vaccinium myrtillus) (43)
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4.9.12. Yesil Cay (Camellia sinensis)

Bu c¢ay siyah c¢ay olarak kullandigimiz ve Camellia sinensis bitkisinin
yapraklarindan elde edilir. Islenmesi sirasinda gegirdigi uygulamalardan dolay: siyah
caya gore farklilik gostermektedir. Camellia sinensis tiirii Cin ve Japonya gibi Uzak
Dogu ilkelerinin yant sira Tirkiye’nin Dogu Karadeniz bolgesinde de
yetistirilmektedir. Yesil cay kolesterol diisiiriicli, hipertansiyona kars1 koruyucu,
antimikrobiyal, antioksidan, kardiyovaskiiler hastaliklara ve kansere karsi koruyucu

olmasi sebebiyle tibbi agidan biiyiik neme sahiptir (44).

Resim 12. Yesil Cay (Camellia sinensis) (45)
4.10. Enzim Aktivite Tayin Yontemleri
4.10.1. Esteraz Aktivitesi

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktivitesine bakilirken kullanilan iki
yontemden biri esteraz aktivitesidir. Bu yontem sirasinda karbonik anhidraz enzimi
p- nitrofenil asetat1 hidroliz ederek p-nitrofenol ve p-nitrofenolat iyonlarint meydana
getirmektedir. Bu reaksiyon sonunda olusan iyonlarin verdigi absorbans UV’ de 348 nm

de Olgiilerek aktivitenin bu degerlerden hesaplanmasi saglanmaktadir (46).

Esteraz aktivitesi i¢in 300 uL enzim, 100 pL saf su, 0.05 M Tris-SO,4 (pH: 7.4)
1100 pL ve 1500 pL p-nitrofenil asetat ile hazirlanan substrat ilave edilerek ve 348 nm
dalga boyunda 6l¢tim yapilir.
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4.10.2. Hidrataz Aktivitesi

Karbonik anhidraz aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan ikinci yontem ise
hidrataz aktivitesidir. Bu yontem fizyolojik a¢idan karbonik anhidraz ic¢in oldukca
onemlidir. Bu ydntemin temelinde CO,’ in hidrasyonuyla ortaya ¢ikan H" iyonlarinin
ortamin pH’ sim1 10’ dan 7.4’e disiirene kadar gecen silirenin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. pH degisimi reaksiyonda kullanilan indikator yardimiyla
belirlenmektedir. Bir diger hidrataz aktivitesi belirleme yontemi ise Wilbur- Anderson
yontemidir (47). Bu yoOnteme gore deney tiipii reaksiyon boyunca buzun iginde
bekletilerek pH’ 1mn 8.2°den 7.0’a diisene kadar gecen siire belirlenmektedir. Deney
yapilirken 100 pL enzim, 2400 puL 2.5 mM HEPES (pH:8.8) tamponu ve 2500 uL saf
su ile hazirlanmis olan doygun CO; ¢ozeltisi ilave edilerek pH degisimi takip

edilmektedir.
4.11. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

S1vi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansl
stv1 kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin
tanecik boyutunun kiiciiltiilmesi ile hareketli (mobil) faz ile etkilesen sabit faz yiizey
alan1 biiylimekte ve boylece kolonun etkinligi arttirilmis olmaktadir. Cok siki olarak
doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gegebilmesi i¢in akis hizin1 belli

bir degerin altina diisiirmeden basing uygulanmasi gerekmektedir (48).

Yiiksek performanshi sivi kromatografisi, gilinlimiizde cok yaygin olarak
kullanilan ve 6zellikle de ugucu olmayan bilesenlerin ayrilmasinda en ¢ok tercih edilen
kromatografik ayirma yontemlerinden birisidir. Yontemin ¢alisma prensibi temel
olarak, bir siv1 igerisinde ¢0ziilmiis Ornegin sabit fazin kati oldugu kolona enjekte
edilmesi ve bir pompa yardimiyla kolondan hareketli faz olarak bir ¢oziicii veya ¢oziicii
karisimi gecirilmesi esasina dayanmaktadir (49). Bilesikler polarite farkliliklarindan
dolay1 kolonu farkli hizlarda terk ederler. Boylelikle en hizli hareket eden bilesen
kolondan en 6nce ¢ikmakta, en yavas hareket eden ise kolondan en son ayrilmaktadir.
Kolondan ¢ikan hareketli faz bir dedektore gelir ve yazicida zamana bagl sinyalin
kaydedildigi kromatogramda goriilmektedir. Bilesigin kolondan ¢iktig1 zaman alikonma

(tutulma) zamanidir.
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Bu yontem ile aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, aromatik hidrokarbonlar,
karbohidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik

tiirler ve ¢esitli inorganik bilesikler kolaylikla analiz edilebilmektedirler (48).
4.11.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Cihazi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi yiiksek basing uygulanmasi
nedeniyle diger kromatografi cihazlarina gore daha karmasik ve daha pahalidir. Yiiksek
performansli sivi kromatografi cihazi baslica hareketli faz kabi, ¢oziici muamele
sistemi, pompa sistemi, ornek enjeksiyon sistemi, kolon ve dedektdér olmak iizere bes
ana birimden olusmaktadir. HPLC nin basitlestirilmis bir semas1 asagida Sekil 1°de

goriilmektedir.

Basmc kontrolii

On kolon

rnf‘nr"ﬁr-ﬁ
[ Ry SR ) L —

C dziiciiler

Kavdedici

Toplama kab1

Sekil 1. HPLC cihazinin basit semasi

Ayrilacak bilesenler i¢in uygun olan hareketli faz ¢oziiciisii secilirken polarlik
dikkate alinmakta ve hareketli fazin polarlig1 bilesenlerinkine benzemelidir. Bu esasa
gore daha polar bilesenleri yiirlitmek i¢in daha polar ¢dziicii, apolar bilesenler i¢in
apolar ¢oziicli segilmelidir. Coziicli karisimi cihaza gonderilmeden Once degaser ile
¢oziicii igerisinde var olan gaz giderilir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi
cihazlarinda iki tane kolon vardir. Bunlardan biri ayrilmanin oldugu analitik kolon

digeri ise koruyucu kolondur. Koruyucu kolon analitik kolonun giris kismina takilarak
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coOziiciilerden gelebilecek toz wve kirlilikleri tutmak suretiyle kolonun Omriinii
uzatmaktadirlar. Yiiksek performansli sivi kromatografisin’de kolonlarin kolon firininda
olmas1 gerekmektedir. Ciinkii baz1 ayirmalarda sicaklik kromatograma etki etmektedir.
Bu amagla kolon isiticilart ve firmlart kullanilmaktadir. Yiiksek performansh sivi
kromatografisi cihazinin ¢ikisinda bulunan dedektdrler analizi yapilacak 6rnegin cinsine

uygun olmalidir.
4.11.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Kullanilan Dedektorler

Dedektorler yiiksek basinglt sivi kromatografisinde, cihazin en Onemli
kisimlarindan birini olusturmaktadir. Kolondan c¢ikan maddelerin derisimi kolon
cikisina yerlestirilen uygun bir dedektor ile dlgiilmektedir. Dedektor se¢imi dogru ve

hassas bir analiz yapabilmek i¢in son derece onemlidir (48).

Yiiksek basingl sivi kromatografisi cihazlarinda, ayrilan bilesenleri tanimlamak
tizere cok farkli dedektorler kullanilabilmektedir. S1vi kromatografisi sistemleri i¢in ¢cok
cesitli dedektorler gelistirilmis olmasina ragmen burada, en yaygin kullanimi olan
dedektorler: ultraviolet dedektor, refraktif indeks dedektorii, floresans dedektor ve kiitle
spektrometresidir. Bu ¢alismada yalnizca UV ve Diyot dizinli dedektér (DAD)
dedektorler kullanilmaktadir.

Maddelerin ¢ogu UV goriiniir bolgede ¢esitli dalga boylarinda absorbansa sahip
olduklar1 i¢in, UV dedektorler en cok kullanilan dedektorlerden biridir. Dedektor,
icinden kolondan gelen akimin gectigi silindirik bir hiicredir. Uygun bir UV lambadan
(veya goriiniir bolgede calisiliyorsa goriiniir lamba) gelen 151k 6rnek hiicresinden
gecmekte ve bir fotoelektrik hiicreye carpmaktadir. Sabit dalga boylu dedektorde 15181n
dalga boyu kullanilan lambaya baghdir. Akis hiicrelerinden gegen sivinin sabit ya da
istenilen degere ayarlanabilir dalga boyundaki 1s18in absorpsiyonunu 6l¢mekte ve

kantitatif 6l¢timlerin esas1 Lambert-Beer yasasina dayanmaktadir.

Monokromator ile 151k siddetini 6lgmede en ¢ok kullanilan dedektor fotodiyot
dizisi dedektoriidiir. Lambadan gelen UV 151k demeti dalga boylarina ayrilmadan 6nce
151k hiicresinden ge¢gmektedir. Grating mekanizmasindan sonra yerlestirilen yiizlerce
fotodiyot dizisi ile her dalga boyunun yogunlugu o6lciliir. Boylece maddeye ait
spektrum ile istenilen dalga boyunda kromatogram elde edilmektedir. Her bir fotodiot

baska bir dalga boyunda 151k siddeti 6lgebilmektedir ve monokromatér, 151k kaynagi ile
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ornek arasinda degil, 6rnek ile dedektdr arasina yerlestirilmektedir. Bu tiir bir optik
yerlestirmede 151k kaynagindan gelen isinlarin tiimii birden Ornege gonderilerek
duyarlilik artirllmig olmaktadir. Fotodiyot dizisi dedektorii (PDA veya DAD) ile farkhi
dalga boyunda ayni anda ¢ok hizli bir bi¢imde 6l¢lim yapmak miimkiin oldugundan
bilgisayarli cihazlarda bu tiir dedektor tercih edilmektedir (48).

4.11.2.1. Ultraviyole (UV) Dedektor

Ultraviolet dedektorii en yaygin kullanilan dedektorlerden biridir. 180- 350 nm
araliginda 151k absorblayabilen pek cok organik molekiil ve fonksiyonel grup icin
uygundur. Cozeltiden siirekli olarak 1s1n demeti gegerken analitler tarafindan 1s181n bir
kismi adsorbe edilmekte bdylece analiz edilmek istenen bilesigin kalitatif veya kantitatif
tayini yapilmis olmaktadir(50). Dort tip UV dedektor vardir; sabit dalga boylu, degisken
(veya ¢oklu) dalga boylu, degisken (veya ¢oklu) dalga boylu dispersiv, diod dizili (diod
array) dedektorleridir (48).

4.11.2.2. Diyot Dizili (DAD) Dedektor

Fotodiyot dizili dedektér UV/Vis dedektoriiniin daha gelismis bir modelidir. Bu
dedektoriin UV/Vis dedektoriinden farki 512 diyotdan olusan bir yiizeyde, her diyodun
ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli ve anlik spektrum alabilme 6zelligine
sahiptir. Diyot dizili dedektérde lambadan gelen 1s1n farkli dalga boylarini ayiran optik
aga ulagsmadan once numuneden gegmektedir. Diyot diziileri bir seri fotodiyot serileri
icermektedir. Her bir diyot spektrumun dar bir bandini kaydetmek icin tasarlanmistir.
Diyotlar dyle baglanmiglardir ki tiim spektrum bir defada kaydedilmektedir. Bu sayede
istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini gorebilmek olasidir. Kullanilan 151k
kaynagr doteryum veya tungsten lambalardir (48). Fotodiyotlarin sayis1 simirl
oldugundan hiz ve giiven ¢oziintirliikte kiigiik bir kayipla elde edilmektedir. Yine de pek
cok uygulama icin bu tip enstriimanlarin avantajlar1 ¢oziinilirlik kaybina agir

basmaktadir.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Cihazlar

Bu tezin deneysel ¢alismalar1 yapilirken kullanilmig olan tiim cihazlar Karadeniz

Teknik Universitesi laboratuvarlarindan temin edilmistir. Kullanilmis olan cihazlar satin

alindiklar1 firmalarin isimleriyle birlikte asagidaki Tablo 1’ de belirtilmektedir.

Tablo 1. Calismada kullanilan malzemeler ve cihazlar

Kullamlan Malzeme/Cihaz Model

Afinite kolonu GE Healthcare
Buzdolab1(+4°C) Arcelik

Ceker ocak Tez-San

Derin dondurucu Vestel

Etiiv Helios

Hassas terazi Mettler Toledo
HPLC Agilent 1200
Isitict Heidolph
Mikrofiltre Minisert RC 25
Otomatik pipet 10uL-100uL Gilson
Otomatik pipet 100uL-1000uL Gilson

Ogiitiicii

Peristaltik pompa
pH metre

Santrifiyj

Su trompu

Stizgeg kagidi

UV spektrofotometre
Vorteks

Waring Commercial Blender
Teledyne ISCD

HANNA Instruments pH 211
Universal 320 Hettich/Zentrifugen
Yerel

Whatman 6

Labomed Inc

Ika Genius
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5.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Calisma sirasinda kullanilan kimyasallarin isimleri ve alindiklar1 firmalar

asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar ve alindiklar1 firmalar

Kullamlan Kimyasal Firma
Asetazolamid (C4HsN4O3S;) Sigma Aldrich
Asetik Asit (CH3COOH) Sigma

Aseton Birpa
Asetonitril Merck

BCA Sigma Aldrich
HEPES Ambresco
Hidroklorik Asit (HCI) Merck

Karbondioksit (CO,)

Karadeniz Oksijen

L-tirozin (CgH11NO3) Sigma Aldrich
Metanol Merck
P-nitrofenil Asetat Sigma Aldrich
Sepharose -4B Sigma
Siyonojen Bromiir (CNBr) Fluka

Sodyum Asetat (CH3COONa) Merck
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Delta Kimya
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma Aldrich
Sodyum Perklorat (NaClO,) Sigma Aldrich
Sodyum Siilfat (Na;SO4) Tekno Kimya
Siilfanilamid (CgHgN,0,S) Sigma Aldrich
Siilfiirik Asit (H2SO4) Carlo Erba
Tris (hidroksimetil)-aminometan Sigma Aldrich

5.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislari

Calisma boyunca kullanilan tiim ¢ozeltilerin hazirlanis sekli asagidaki tabloda

verilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin hazirlanisi

Cozelti

Hazirlanisi

Dengeleme tamponu: (pH: 8.7) 25 mM
Tris/0.1 M Na,SO4

Yikama Tamponu: (pH: 8.7) 25 mM
Tris/22mM Na,SO4

4 M NaOH

0.1 M NaHCOj3 (pH:10)

0.2 M NaHCO3 (pH:8.8)

0.05 M Tris SO4 Tamponu (pH:7.4)

1 M HCI

IN H,SO4

% 9 NaCl ¢ozeltisi

BCA Eliisyon Tamponu (pH: 5.6) 0.1 M
NaCH;COO/ 0.5 M NaClO,

0.7571 g Tris (hidroksimetil)-aminometan
ve 3.55 g Na,S0O4 240 mL saf su ile
coziindiriliip, pH IM HCl ile 8.7 ye
ayarlandi ve hacim 250 mL’ ye
tamamlanda.

0.7571 g Tris (hidroksimetil)-aminometan
ve 0.781 g Na,;SO4 240 mL saf su ile
¢ozlindiiriiliip, pH 1M HCl ile 8.7’ ye
ayarlandi ve hacim 250 mL’ ye
tamamlandi.

4 g NaOH saf su ile ¢oziindiiriiliip hacim
25 mL’ ye tamamlandi.

2.1 g NaHCO3200 mL saf su ile
¢oziindiiriiliip ve pH 10’ a ayarland:
ardindan hacim 250 mL’ ye tamamlandi.

1.68 g NaHCO390 mL saf su ile
¢Oziindiiriiliip, pH 8.8’ e ayarland1 ve
hacim 100 mL’ ye tamamlandi.

1.5137 g Tris (hidroksimetil)-aminometan
240 mL saf su ile ¢oziindiirtliip, pH
H,SOile 7.4’ e ayarlandi ve hacim 250
mL’ ye tamamlandi.

8.29 mL % 37 HCI bir miktar saf su ile
cozilindiiriilerek hacim 100 mL’ ye
tamamlandi.

5.43 mL % 96 H,SO, bir miktar saf su ile
¢oziindiiriilerek hacim 100 mL’ ye
tamamlandi.

0.9 g NaCl saf su ile ¢coziindiirtilerek
hacim 100 mL’ ye tamamlandi.

9.187 g NaClO, ve 2.04 g
NaCH-;COO.3H,0 120 mL saf su ile
¢oziindiriiliip, IM HClI ile pH 5.6’ ya
ayarlandi, hacim 150 mL’ ye tamamlandh.
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Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin hazirlanisi (devami)

3 mM p-nitrofenil asetat

50 mM NaHCO;

2.5 mM HEPES (pH: 8.8)

Doygun CO, ¢ozeltisi

0.025 M Siilfanilamid Cozeltisi

0.005 M Asetazolamid Cozeltisi

0.1 mg/mL BCA Cozeltisi

27 mg p-nitrofenil asetat 1 mL aseton ile
¢Ozlndiirtldi. 49 mL saf su halka
olusturacak sekilde erlende hizlica
karistirilirken aseton ile ¢oziindiiriilen
p-nitrofenil asetat yavag¢a damla damla
erlendeki saf suya eklendi.

4.2 g NaHCOg3 bir miktar saf su ile
¢Oziindiiriilerek hacim 100 mL’ ye
tamamlandi.

6.51 g HEPES 900 mL saf suda
¢oziindiiriiliir, ardindan pH 8.8” e
ayarlanarak hacim 1000 mL’ye
tamamlandi.

Buzlu su igerisinde bulunan erlenin i¢ine
1 L saf su konularak 45 dakika boyunca
igerisinden CO; gegirildi.

215 mg siilfanilamid 50 mL asetonitril ile
¢Oziindiirtldi.

55 mg asetazolamid 50 mL asetonitril ile
¢cOzlndiirtldi.

1 mg BCA 10 mL 50 mM’lik Tris
¢Ozeltisinde ¢Ozlindiirtldii.

5.1.4. Bitkilerin Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan bitkiler aktardan temin edildi. Bitkiler oncelikle varsa

nemini ortadan kaldirmak icin 40 °C’de kurutucu iinitesinde bekletildi. Kurutma

isleminin sonlanmasinin ardindan bitkilerin her birinden 5 g alinip 50 mL organik

¢Oziiciide iki saat karistirildi. Calisma boyunca ekstraklar i¢in metanol, asetonitril ve saf

su olmak iizere ii¢ farkli organik ¢oziici kullanildi. Asetonitril ve metanol % 40

asetonilril ya da metanol % 60 su karisimi olusturularak ekstraktlar hazirlands. Iki saat

stiren karisma isleminin ardindan numuneler adi stizge¢ kagidi ile siiziildii. Ardindan

tamamen berrak olmasi i¢in siringayla filtreden gecirilerek siizme iglemi tamamlandi.

Hazirlanan ekstraktlarin nihai hacmi tamamlandiktan sonra iki kisma ayrildi. 1k kisim
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enzim inhibisyonu i¢in diger kisim ise fenolik bilesenleri belirlemek i¢in ayrildi.
Calismada enzim inhibisyonu ig¢in standart olarak asetazolamid ve sulfanilamid
kullanildi. Bu standartlar kullanilacagi zaman organik ¢oziicii olarak asetonitril

kullanildi.

5.2. Yontem

5.2.1. Protein Saflastirma Teknigi

5.2.1.1. Karbonik Anhidrazin Sigir Eritrositlerinden izolasyonu

Sigir karbonik anhidraz (BCA) enzimini eristoritlerden elde edebilmek igin
silfanilamidin ~ sepharose-4B’ye  kenetlenmis  sekilde  kullanildigi  afinite
kromatografisinden yararlanildi. Bu islem sonucunda elde edilen enzimler +4 °C’ de

bekletildi ve gerektiginde ¢alismamiz i¢in ¢ozeltileri hazirlanarak kullanildi.
5.2.1.2. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli hazirlanirken literatlirde de ¢okca kullanilmis ve yerlesik bir yontem
haline gelmis olan sepharose 4B ’deki serbest hidroksil gruplarinin siyanojen bromiir
(CNBr) ile aktiflestirilmesinin ardindan tirozin kovalent olarak takildi. Ardindan
enzimin kolonda uzanti kolu olarak tutulmasini saglamak amaciyla karbonik anhidraz
enziminin giiclii inhibitoérlerinden olan siilfanilamidin kenetlenmesiyle isleme devam

edildi. Bu jel kullanilarak hayvan eritrositlerinden elde edilen BCA saflastirildi (51).
5.2.1.3. Sepharose 4B’ nin Aktiflestirilmesi

Aktiflestirilmis sepharose 4B jelini hazirlamak i¢in 20 mL sepharose 4B alinarak
soguk saf su ile birka¢ kez yikandi ve sulu olan kistm her yikama sonunda dekante
edilerek ayrildi. Bu islem buz banyosunda uygulandi. Ardindan sepharose 4B’ye kendi
hacmi kadar saf su ilave edildi. Bu siispansiyon karigtirict ile karistirtlirken toz
halindeki 4 g CNBr ilave edildi. CNBr zehirli oldugu i¢in tartim ve ardindan karistirma
islemi ¢eker ocakta yapildi. Bu islem buz banyosunda devam ederken pH’y1 11°e
getirmek i¢cin 4 M NaOH yavasega ilave edildi. Bu islemler sirasinda ortam sicakliginin
diismemesi i¢in buz ilavesi yapildi. pH 11°de sabitlenene kadar bu isleme devam edildi
ve yaklagik olarak 15 dakika siirdii. Ardindan buchner hunisiyle siizme islemi
gerceklestirildi. Son olarak da 250 mL pH 10 olan soguk 0.1 M NaHCOj3 ¢ozeltisi ile
yikama yapilarak jel bir behere aktarildi (51).

27



5.2.1.4. Tirozin Takilmasi

Behere aktarilmis olan jelin yikama isleminde kullanilmig olan 0.1 M NaHCO3
¢ozeltisinin 40 mL’ si ile 80 mg L- tirozin karistirilarak yeni bir ¢ozelti hazirlandi ve
sepharose 4B iizerine ilave edildi. Aktiflestirilmis sepharose 4B’nin pH‘sinin 11°e
ayarlanmasinin ardindan L- tirozin ilave edilmesi islemleri ¢ok hizli bir sekilde yapildi.
Bunun nedeni CNBr’ nin jelin hidroksil gruplarma takilarak olusturmus oldugu —OCN
yapisinin kararliliginin ¢ok diisiikk olmasidir. Bu islemler sirasinda siirenin uzamasi
aktiflesmis olan bu gruplarin tekrar —OH gruplarina doniismesine ve tirozin takilmasinin

gerceklesmemesine neden olabilir (51).

Siispansiyon +4 °C‘de iki saat boyunca yavas bir sekilde karistirildi. Bu siire
sonunda tirozin baglanmasi gerceklesmis oldu ve iki saatlik karismanin ardindan yine
+4 °C‘de 16 saat boyunca bekletildi. Bu bekleme siiresinin ardindan jelin yikama suyu
280 nm’ de absorbans vermeyinceye kadar saf su ile yikandi. Bu islemin yapilma sebebi
reaksiyona girmemis olan tirozin varsa ortamdan uzaklastirmaktir. Daha sonra jel
100 mL 0.2 M NaHCOg3 (pH:8.8) ile yikandi. Bu islemler sonunda tirozin takilmasi
gerceklesmis olan jel 40 mL NaHCOs ¢ozeltisinin igine ilave edildi (51).

5.2.1.5. Siilfanilamid Kenetlenmesi

Siilfanilamid 25 mg alinarak 10 mL 1 M HCl ile buz banyosunda ¢oziildii. Bagka
bir yerde buz banyosunda bekletilmis olan 75 mg NaNO; iceren 5 mL ¢ozelti yavasca
stilfanilamid ¢ozeltisine ilave edildi. Yaklasik 10 dakika iginde amonyaga benzer keskin
bir koku hissedildi. Bu keskin koku siilfanilamidin diazolandigi anlamina gelir. Bu koku
hissedildikten sonra siilfanilamid c¢ozeltisi onceden hazirlanmis olan ve igerisinde
sepharose-4B-L-tirozin bulunan 40 mL siispansiyon iizerine ilave edildi. Siispansiyonun
pH’nin 9.5’¢ ayarlanmasi i¢in 1 M NaOH ¢ozeltisi kullanildi. pH 8 civaria geldiginde
renk kirmiziya donmeye basladi. Kirmiziya donen 9.5 pH‘a sahip olan jel oda
sicakliginda ii¢ saat boyunca yavasca karistirildi. Siispansiyon bu islemlerden sonra
buchner hunisiyle siiziildii ve ardindan 6nce 100 mL saf su ile daha sonrada 200 mL
0.05 M Tris-SO4 (pH:7.4) ile yikandi. Bu iglemler boyunca jelin kurumamasina dikkat
edildi. Jel bu yikamalardan sonra Tris-SO4 tamponu igerisinde kolona yiiklenene kadar

+4 °C’ de bekletildi (51).
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5.2.2. Kan Numunelerinin Alinmasi

Sigir kanindan karbonik anhidraz enzimini saflagtirmak i¢in kan mezbahadan

taze olarak alind1 ve bekletilmeden ayirma islemine baslandi.
5.2.2.1. Hemolizat Hazirlanmasi

Kan numunelerinden eritrositleri ayirmak icin 6nce 10 mL’lik tiiplerde
2500 rpm’ de 15 kan santrifiijlendi ve iist kistmdaki 16kosit ve plazma kisimlar1 atildi.
Bu islemin ardindan eritrositler % 0.9 NaCl c¢ozeltisi ile li¢ kez yikandi1 ve her

yikamanin ardindan c¢alkalama, santrifiijleme ve iist kismin atilmasi islemi tekrarlandi.

Izotonik NaCl ¢ozeltisiyle yikanmus olan eritrositlerin {izerine hacimlerinin 1.5
kat1 kadar soguk saf su ilave edildi. Soguk saf su ilave edilmesinin sebebi hiicre zarinin
kirilganhigini artirmaktir. Soguk saf su ilave edilen eritrositler bir behere konularak
+4 °C’de yarim saat boyunca karistirilarak eritrositlerin tamamen hemoliz olmasi
saglandi. Bu islemler sonunda elde edilen hemolizattan hiicre zarlarim1 uzaklastirmak
icin +4 °C’ de 20 000 rpm’ de 40 dakika santriflij edildi. Bu santrifiijleme isleminin
ardindan iist kisimlarda bulunan hemolizat alt kisimda bulunan hiicre zarlarinin
alinmamasina dikkat edilerek pastor pipetle alinarak bir beherde biriktirildi. Bu islem
sonrasinda biriken hemolizatin pH’ sin1 8.7°ye ayarlamak amaciyla icine kati Tris
atilarak manyetik karistirici ile karistirlldi. Hemolizatin pH’ s1 sabitlendikten sonra

kolona verilene kadar +4 °C’de bekletildi. Hemolizat birkag giin i¢inde kolona verildi.
5.2.2.2. Kolonun Hazirlanmasi ve Hemolizatin Kolona Yiiklenmesi

Hazirlanip +4 °C’ de bekletilen jelin tizerindeki ¢ozelti dekante edilerek
uzaklastirildi ve dengeleme tamponu (25 mM Tris/0.1 M Na,SO4, pH=8.7) ilave edildi.
Ayn1 zamanda dengeleme tamponu alt ucu sinterlesmis camdan olugsmus olan siizme
sistemine sahip kolona dolduruldu ve peristaltik pompa ¢alistirilarak borularin
dengeleme tamponuyla dolmasi saglandi. Bu sirada kabarcik kalmamasi saglanmaya
calisildi. Kolondaki tampon seviyesi iist ucun biraz altina kadar ve seviyenin
goriilebilecek kadar olmasina dikkat edildi. Tampon seviyesi ayarlandiktan sonra
peristaltik pompanin akis hizt 20 mL/saat olacak sekilde ayarlandi ve kolona giden
borunun bos ucu jel siispansiyonuna daldirilarak jel kolona yiiklenmeye baslandi.

Kolona jelin yiiklenmesi sirasinda kabarcik ve catlak olusmamasina dikkat edildi. Jelin
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kolona sorunsuz bir sekilde yiliklenmesinin ardindan dengeleme tamponu 24 saat

boyunca ayni hizda kolona verildi ve jelin tamamen kolona yiiklenmesi saglanmis oldu.

Dengeleme tamponu 24 saat kolona verildikten sonra hemolizatin kolona
yiiklenme islemi gerceklesebilmektedir. Bunun icin dengeleme tamponuna daldirilmis
olan boru ucu tampondan ¢ikarilarak hemolizata daldirildi. Akis hizinin ayni olmasina
dikkat edildi. Yiklenecek hemolizat bittiginde kolona hemolizattan kaynaklanan
istenmeyen biitiin bilesiklerden kurtulmak i¢in yikama tamponu (25 mM Tris / 22 mM
Na,SO4, pH=8.7) verildi. Bu sirada elde etmek istedigimiz BCA kolona tutundu.
Yikama islemine hemolizattan kaynaklanan kirmizi renk kaybolup 280 nm’de

absorbansi 0.02’ nin altina diisene kadar devam edildi.
5.2.2.3. Sigir (Bovine) Karbonik Anhidrazin Eliisyonu

Si1gir karbonik anhidraz enziminin kolondan alinmasi i¢in BCA eliisyon tamponu
(0.1 M CH3COONa/0.5 M NaClQ,4, pH=5.6) kolona verilir. Bu asamada da akis hizi
ayniydi. On bes dakikada bir tiip degistirilerek her tiipte 5 mL enzim birikmesi
saglanmig oldu. Bu isleme 280 nm’de absorbans 0.02’ye diisene kadar devam edildi.
Elde edilen BCA eluatlar1 +4 °C’de saklandi. Eliisyon islemi bittikten sonra kolona
tekrar dengeleme tamponu verildi ve tekrar sisteme hemolizat yiiklenene kadar kolon

+4 °C’ de sakland:.
5.2.3. Karbonik Anhidraz Aktivitesinin Belirlenmesi
5.2.3.1. Esteraz Aktivitesi

Esteraz aktivitesi bitki ekstraktlar ile yapilirken 24 dakika boyunca 12 dakikada
bir okuma yapilarak absorbans takibi yapildi. Esteraz aktivitesi ile inhibisyon bakilirken
numune ¢Ozeltisinde enzim, bitki ekstrakti, Tris-SO, tamponu ve substrat
(3 mM p-nitrofenil asetat) kullanildi. Kontrol olarak kullanilan ¢ozeltide ise enzim,
inhibitor ¢oziiciisii, Tris-SO4 tamponu ve substrat kullanildi. Kontrol koriinde enzim
disinda kontrolde bulunan her sey kullanildi. Numune koriinde ise enzim yerine enzimin
¢oziiciisii olan saf su ilave edildi. Inhibisyon yiizdesini bulmak igin yapilan
hesaplamada korler numune ve kontrolden c¢ikarilarak kontrol testine gore sonuglar
belirlendi. Calisma boyunca her numune ve kontrolii i¢in ii¢ paralel kullanildi.
Kullanilan standartlarin ve bitki ekstraktlarinin % inhibisyonunun belirlenmesi i¢in

hesaplamada kullanilan formiil asagidaki gibidir.
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% inhibisyon=((Kontrol = absorbansi- Numune absorbansi)/ (Kontrol
absorbansi))*100

5.2.3.2. Hidrataz Aktivitesi

Hidrataz aktivitesi Wilbur- Anderson yontemi ile yapildi (48). Bu yonteme gore
bitki ekstraktlarina hidrataz aktivitesi uygulanirken substrat olarak doygun CO; ¢ozeltisi
kullanildi ve 50 uM enzim, 2400 uL HEPES tamponu, 2500 pL doygun CO; ¢ozeltisi
iceren karisgimla hidrataz aktivitesi belirlendi. Inhibisyon c¢alismas1 yapilirken,
hazirlanmis olan bitki ekstratlarindan 50 pL alinarak aktivite bakilirken hazirlanan
karisima ilave edildi ve inhibisyon belirlendi. Reaksiyon boyunca CO, ve raaksiyonun
oldugu tiipler buzlu su i¢inde bekletildi. Bu yontemle bitki ekstraktlarinin BCA enzimi
tizerindeki % inhibisyonuna bakilirken asagidaki formiil kullanildi.

% Inhibisyon= ((Numune-Kontrol)/(Numune Kérii- Kontrol))*100
5.2.4. Yiiksek performansh Sivi Kromatografisi- Ultraviyole (HPLC-UV) ile

Fenolik Bilesenlerin Tayini

5.2.4.1. Ters Faz- Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi- Ultraviyole
(RP-HPLC-UV) Kosullar:

HPLC-UV analizleri 280 nm’de UV-Vis dedektor ile donanimli Agilent chem
station yazilimli HPLC sisteminde gerceklestirildi. Analizler ters faz C18 kolonu (25x
46 mm, 5 pum) kullanilarak ve asetonitril, su ve asetik asit gradient programi
uygulanarak gergeklestirildi. C rezervuarinda % 3 asetik asit (ultra saf suda) ve D
rezervuarinda % 3 asetik asit, % 25 asetonitril, % 72 ultra saf su bulunan gradient
program1 Tablo 4’de verildi. Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi
20 uL’ ye mobil faz akisi ilk on dakika 0.6 mL.dk™"” ya daha sonraki siire boyunca 0.8

mL.dk™ ya ve kolon sicakligi 20 °C ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglandi.
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Tablo 4. HPLC gradient kosullar

Zaman (dk) A (%) B (%) C (%) D (%) Akis Hizi (mL/dk)
0 - 90 10 0.6
10 - 80 20 0.6
17 - 70 30 0.8
22 - 50 50 0.8
32 80 20 80 0.8
40 80 20 80 0.8
45 80 - 20 0.8
50 80 - 20 0.8
55 80 90 10 0.8
60 80 90 10 0.8
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6. BULGULAR

6.1. Saflastinnlan Sigir Karbonik Anhidraz Enziminin Hidrataz Aktivitesi ile
Protein Konsantrasyonunun Tayini
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Sekil 2. Tiip numarasina gore hidrataz aktivitesi ile protein tayini
6.2. Esteraz Aktivitesi
6.2.1. Tampon Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Esteraz aktivitesinde kullanilan Tris-SO4 tamponunun optimizasyonu igin, 3
mM, 10 mM ve 50 mM olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda Tris-SO4 hazirland1 ve

enzim aktivitesine karsi spektrofotometrede 348 nm de 6l¢iimler alindi.

2,000 -
1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000 F% T T T T T T T T T !

0 9 18 27 36 45 54 63 72 81 90
Zaman

Absorbans

Sekil 3. Tris-SO,4 tamponu ile ti¢ farkli konsantrasyonda esteraz aktivitesi

6.2.2. Esteraz Aktivitesi ile Bitki Ekstraktlarinda inhibisyon
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Ug farkli ¢dziicii (asetonitril, metanol, su) ile hazirlanan 12 bitki ekstrakt: ile
esteraz aktivitesi kullamlarak inhibisyon ¢alismasi yapildi. Oncelikle baz1 ekstraktlar
secilerek 90 dakika boyunca esteraz aktivitesi 348 nm’de spektrofotometrede takip
edildi. Bu calisma sonucunda esteraz aktivitesinin kacginci dakikaya kadar devam

edilecegine karar verildi.

Esteraz aktivitesinde kullanilan Tris-SO4 tamponunun konsantrasyonunu
belirlemek i¢in 3 farkli konsantrasyonda (3 mM, 10 mM, 50 mM) hazirlanan Tris-SO4
tamponlariyla yapilan ¢alisma sonucunda 50 mM Tris-SO,4 tamponunun uygun oldugu
goriildii. Esteraz aktivitesi ile asetazolamid, siilfanilamid ve ormangiilii (R. luteum) 90
dakika boyunca takip edildi ve Sekil 4, 5, 6’da goruldigii gibi 30. dakikadan sonra
lineerligin bozuldugu goriildii. Bu sebepten dolay1 esteraz aktivitesinin takip siiresi 30
dakika olarak belirlendi. Otuzuncu dakikadan sonra numune ve kontrol absorbanslarinin
birbirlerine yaklagmasi sebebiyle inhibisyon sonuglarinin anlamli ifade edilemeyecegine

karar verildi. Bu sebeple 30 dakikalik esteraz aktivitesi takibi yapildi.
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Sekil 4. Asetazolamid % inhibisyonu (Sulu)
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Sekil 5. Siilfanilamid % inhibisyonu (Sulu)
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Sekil 6. Ormangiilii (R. luteum) % inhibisyon (Sulu)

6.2.3. Esteraz Aktivitesi ile U¢ Farkh Coziiciide Hazirlanmus Ekstraktlarla
Inhibisyon
Esteraz aktivitesi 0.1 mg/mL BCA enzimi ile 50 mM Tris-SO4 tamponu ve
substrat olarak 3 mM p-nitrofenil asetat ile yapildi. Bu ¢alisma sirasinda kullanilan bitki
ekstraktlar1 su, asetonitril ve metanol ile ¢oziindiiriildii. Her bitkiden 5 g alinip {i¢
¢Oziiciide de 50 mL ile ¢oziindiiriildii. Coziicli oranlar1 asetonitril ve metanolde % 40
olarak belirlendi. Kalan kismi su ile tamamlandi. Ekstraktlarin esteraz aktiviteleri

dakikaya kars1 % inhibisyon degeri olarak grafige gecirildi.
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Sekil 7. Akasya ile tli¢ farkli ¢oziiciide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
Y Y

o

As illi M 1]

1 |
e

N wv = wv
1 1 1 1

-2.057

% Inhibisyon
1 \&,
w (03]

1

w

w
1

-3.313
-4 -

45 -4.053

Sekil 8. Corek otu ile ti¢ farkli ¢6ziictide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 9. Ekinezya ile ii¢ farkli ¢oziiciide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 10.

Ihlamur ile {i¢ farkl ¢oziiclide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 11. Kekik ile {i¢ farkli ¢oziictide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 12. Ormangiilii (R. ponticum) ile ii¢ farkli ¢o6ziiciide esteraz aktivitesi ile %

inhibisyonu
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Sekil 13. Ormangiili (R. luteum) ile G¢ farkli ¢6ziiciide esteraz aktivitesi ile %
inhibisyonu
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Sekil 14. Sarisabur ile {i¢ farkli ¢oziiclide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 15. Sinameki ile ti¢ farkli ¢oziiciide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 16. Tarcin ile ii¢ farkli ¢oziiciide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 17. Yaban mersini ile ii¢ farkli ¢oziiciide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
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Sekil 18. Yesil gay ile li¢ farkli ¢oziiciide esteraz aktivitesi ile % inhibisyonu
sul cay ¢ ¢ Yy

6.3. Hidrataz Aktivitesi

Hidrataz aktivitesi kullanilarak pH’1n 8.8’den 7.0’ a diisene kadar gegen siirenin
takibi yapild1 ve reaksiyon ic¢in 2.5 mM ( pH: 8.8) HEPES tamponu, substrat olarak
doygun CO, ¢ozeltisi ve BCA enzimi kullanildi.

6.3.1. Hidrataz Aktivitesi ile Bitki Ekstraktlarinda inhibisyon

Hidrataz aktivitesi kullanilarak % inhibisyon degerlerine bakilmasi sirasinda 2.5
mM ( pH: 8.8) HEPES tamponu, substrat olarak doygun CO; ¢ozeltisi ve BCA enzimi
kullanildi. Hidrataz ile aktivite bakarken kullanilan prosediirden farkli olarak 50 pL
bitki ekstrakt1 kullanildi. Reaksiyon boyunca karisimin bulundugu tiip ve doygun CO,
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¢oOzeltisi buzlu su igerisinde bekletildi ve pH’nin 8.8’den 7.0’a diismesine kadar gecen

sure belirlendi.
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Sekil 19. Su ile ¢oziindirilmiis 12 farkli bitki ekstraktinin hidrataz aktivitesi ile %
inhibisyon degerlerinin karsilagtirilmasi
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Sekil 20. Su ile ¢oziindiiriilmiis 12 farklr bitki ekstraktinin esteraz aktivitesi ile %
inhibisyon degerlerinin karsilagtirilmasi

Sulu bitki ekstraktlarinin BCA tizerindeki yiizde inhibisyonuna esteraz ve hidrataz

aktivitesi ile bakild1 ve sonuglar Sekil 19 ve Sekil 20°deki gibi gosterildi.
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Sekil 21. Asetonitril ile ¢ozlindiiriilmiis 12 farkli bitki ekstraktinin hidrataz aktivitesi ile
% inhibisyon degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 22. Asetonitril ile ¢oziindiiriilmiis 12 farkli bitki ekstraktinin esteraz aktivitesi ile
% inhibisyon degerlerinin karsilastirilmasi

Asetonitrilli bitki ekstraktlarinin BCA {izerindeki % inhibisyonuna esteraz ve

hidrataz aktivitesiyle bakildi ve sonuglar1 Sekil 21 ve Sekil 22’ deki gibi gosterildi.
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Sekil 23. Mectanol ile ¢oziindiiriilmiis 12 farkli bitki ekstraktinin hidrataz aktivitesi ile
% inhibisyon degerlerinin karsilastirilmast
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Sekil 24. Metanol ile ¢6ziindiiriilmiis 12 farkl bitki ekstraktinin esteraz aktivitesi ile %
inhibisyon degerlerinin karsilagtiritlmasi

Metanollii bitki ekstraktlarinin BCA iizerindeki % inhibisyonuna esteraz ve

hidrataz aktivitesiyle bakildi ve sonuclar Sekil 23 ve Sekil 24” deki gibi gosterildi.
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6.3.2. U¢ Farkh Coziicii icin 12 Bitki Ekstraktinin Esteraz Aktivitesi ile Yiizde
Inhibisyonlariin Karsilastirilmasi

Su, asetonitril ve metanol ile ¢oziindiiriilmiis olan 12 bitki ekstraktinin esteraz

aktivitesi kullanilarak % inhibisyon degerleri hesaplandi ve Sekil 25°teki gibi grafikte

gosterildi.
Silfanilamid 66.892
Asetazolamid 43.364
Yesilca QR 90.640
stieay 30.389
-3.245
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T 80.547
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Sekil 25. Farkli 12 bitki ekstraktinin ii¢ farkli ¢oziiclide esteraz aktivitesi ile

% inhibisyon degerlerinin karsilastirilmast
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Silfanilamid 69.565
Asetazolamid 18.519
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Sekil 26. Farkli 12 bitki ekstraktinin {i¢ farkli ¢o6ziliciide hidrataz aktivitesi ile
% inhibisyon degerlerinin karsilastirilmasi

Uc farkli c¢oziiciide hazirlanmis olan 12 ekstraktin - BCA  iizerindeki
% inhibisyonlar1 hidrataz aktivitesi kullanilarak bakildi ve sonuglar1 Sekil 26’da oldugu

gibi gosterildi.
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Sekil 27. Su ile ¢ozindirilmiis bitki ekstraktlarinin esteraz aktivitesi ile hidrataz
aktivitesinin % inhibisyon degerlerinin korelasyonu

Esteraz ve hidrataz aktivitesi kullanilarak su ile hazirlanmis 12 bitki ekstraktinin

BCA iizerindeki % inhbisyon degerlerinin korelasyon grafikleri Sekil 27°de verildi.
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Sekil 28. Asetoniltil ile ¢oziindiiriilmiis bitki ekstraktlarininesteraz aktivitesi ve hidrataz
aktivitesinin % inhibisyon degerlerinin korelasyon
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Sekil 29. Metanol ile ¢oziindiiriilmiis bitki ekstraktlarinin esteraz aktivitesi ve hidrataz
aktivitesinin % inhibisyon degerlerinin korelasyonu

Ug farkli ¢oziicii ile 12 bitki ekstrakti igin % inhibisyon degerlerinin korelasyon
grafikleri Sekil 27, 28, 29°daki gibi gosterildi. Bu grafiklerin sonuglarina goére en

yliksek korelasyon metanollii ekstraktlarda goriildii.
6.4. Hazirlanan Bitki Ekstraktlarinin Kromatografik Analizi

Karbonik anhidraz enzimi iizerine etkilerini arastirmak tlizere ti¢ farkli ¢oziicii
kullanilarak 12 bitki numunesinden hazirlanan ekstraktlarin fenolik profilleri ile
ekstraktlarin gosterdikleri enzim inhibitdr etkileri arasinda bir iliskinin olup olmadigini
belirlemek amaciyla ekstraktlarin C18 kolon kullanilarak ters faz mantigiyla HPLC
ayimmimlart  yapilarak, fenolik bilesiklerin absorbans gdsterdigi 280 nm’de
kromatogramlar elde edildi. Her bir bitki numunesi i¢in ii¢ farkli ¢6ziicii ile elde edilmis
olan ekstraktlar karsilastirmanin saglanabilmesi i¢in birlestirilerek sekillerle verildi. Her
bir sekilde verilen kromatogramlar ayni dlgekte verildigi i¢in pik boyutlar1 ya da toplam
alan g6z Oniline alinarak karsilagtirma yapilabilir. Sekillerde ii¢ kromatogramin
goriiniirligiiniin saglanmasi i¢in kromatogramlar yukari dogru hafif saga kaydirilarak

verildi.
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Sekil 30. Akasya c¢igegi metanol, asetonitril ve su ekstraktlarmin HPLC
kromatogramlar1 (280 nm)
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Sekil 31. Corekotu metanol, asetonitril ve

su ekstraktlarimin HPLC kromatogramlari
(280 nm)
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Sekil 32. Ekinezya metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
(280 nm).
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Sekil 33. Thlamur metanol, asetonitril ve su ekstraktlariin HPLC kromatogramlari
(280 nm)

Metanol ve asetonitril ekstraktlarinin belli bolgeleri farkin goriilmesi icin sekil

32’ de ayrica verildi.
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Sekil 34. Kekik metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
(280 nm)
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Sekil 35. Ormangiilii (R. ponticum) metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC
kromatogramlar1 (280 nm)
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Sekil 36. Ormangiilii (R. luteum) metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC
kromatogramlar1 (280 nm)
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Sekil 37. Sarisabir metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
(280 nm)
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Sekil 38. Sinameki metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
(280 nm)
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Sekil 39. Tar¢in metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
(280 nm)
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Sekil 40. Yabanmersini metanol, asetonitril ve su ekstraktlarmin HPLC
kromatogramlari (280 nm)
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Sekil 41. Yesil cay metanol, asetonitril ve su ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
(280 nm)
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Sekil 42. Su ile ¢oziindiirilmiis bitki ekstraktlarinda goriilen esteraz ve hidrataz
aktivitelerinin toplam kromatografik alan ile korelasyonu
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Sekil 43. Asetonitril ile ¢oziindiiriilmiis bitki ekstraktlarinda goriilen esteraz ve hidrataz
aktivitelerinin toplam kromatografik alan ile korelasyonu

Asetonitrilli bitki ekstraktlarinin hidrataz ve esteraz aktivite sonuglarini toplam

kromatografik alan ile karsilastirmak i¢in sekil 43’teki gibi korelasyon grafigi cizildi.
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Sekil 44. Metanol ile ¢oziindiiriilmiis bitki ekstraktlarinda goriilen esteraz ve hidrataz

aktivitelerinin toplam kromatografik alan ile korelasyonu

Coziiciisii metanol olan bitki ekstraktlartyla yapilan hidrataz ve esteraz aktivitesi

ile inhibisyon ¢alismalarinin sonuglart HPLC yiiriitmeleri sonucu belirlenen fenolik

bilesiklerin toplam kromatografik alanlari hesap edilerek korelasyon grafigi ¢izildi.

Karsilagtirmali olarak hidrataz ve esteraz aktiviteleri i¢in toplam fenolik miktarlar1 Sekil

44°teki gibi kiyaslandi.
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7. TARTISMA ve SONUC

7.1. Ekstraklarin Sigir Karbonik Anhidraz (BCA)’ nin Esteraz ve Hidrataz

Aktiviteleri Uzerindeki % Inhibisyonlar

Dogal {iriin kiitiiphanelerinden ve mantarlar ve bitkiler gibi dogal kaynaklardan
izole edilmis bilesenlerin kullanimiyla ilgili yapilan son ¢alismalar, karbonik anhidraz
aktivitesine sahip olan yeni kemotiplerin kesfedilmesini saglamistir. Bu dogal kaynaklar
yeni ve daha etkili karbonik anhidraz inhibitorleri arayisinda yeni imkanlar sunarak
gelecekte ilaglarin  tasarimi  ve gelistirilmesi i¢in potansiyel inhibitér olarak
kullanilmasina imkan saglar (52). Son yillarda siilfonamid ve siilfonamid
biyoizoesterleri gibi klasik CA inbitorlerine ek olarak énemli CA aktivitesi gosteren ve
yeni CA etki mekanizmasina sahip bircok yeni kemotip kesfedilmistir. Bu yeni
kemotiplerin ¢ogu dogal iiriinlere dayali ve dogada bolca bulunan kumarinler, fenoller,
polifenoller, poliaminlerdir. Yakin gelecekte dogal iiriin tabanli enzim inhibitdrlerinin
belirlenmesiyle yeni tedavi uygulamalar gelistirilebilir. Dogal {iriinler artik tiim

diinyada, popiiler olan tamamlayici ve alternatif tip yontemlerindendir (53).

Ug farkli ¢oziicii ile hazirlanan 12 farkli bitki ekstraktinin BCA iizerine olan
inhibisyonuna esteraz aktivitesi ile bakildi ve grafikleri (Bkz. Sekil 5-16) verildi. Kekik
ve ekinezya’ nin sulu ekstratlarinin BCA iizerindeki % inhibisyon degerinin diger
coziicii ekstraktlarindaki BCA inhibisyonundan daha yiiksek oldugu goriildii.
Asetonitrilli ekstraktlardan yesil ¢ay, yaban mersini, tar¢in, sinameki ve thlamur’ da bu
ekstraktlarin diger ¢oziiciilerine oranla daha yiiksek inhibisyon gézlemlendi. Metanollii
ekstraktlarda ise akasya, ormangiilii (R. ponticum), ormangiilii (R. luteum) ve sarisabir
BCA {izerinde yliksek inhibisyon gdsterdi. Bu sonuglara bakilarak ¢oziicii etkisine baglh
olarak BCA iizerindeki % inhibisyonlarda farklilik oldugu goriildii. Hidrataz ve esteraz
aktivitesi ile BCA {izerindeki % inhibisyon degeri karsilastirmali olarak incelendi ve
bunun sonucunda ¢oziicii ve kullanilan aktiviteye gore % inhibisyon degerlerinde
farklilik oldugu goriildii. Coziiciisii su olan akasya, thlamur ve sinameki ekstraktlarinda
esteraz ve hidrataz aktivitelerinin vermis oldugu % inhibisyon degerlerinin pararlellik
gosterdigi belirlendi. Coziiciisii asetonitril olan ekstraktlarda ise sarisabir, sinameki ve
yesil ¢ay’ 1n esteraz ve hidrataz aktiviteleri kiyaslandiginda birbirleriyle uyumlu oldugu

goriildii. Son olarak metanol ile ¢oziindiiriilmiis ve esteraz ile hidrataz aktivitelerinin
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paralellik gosterdigi ekstraktlar kekik, sarisabir, sinameki ve yesil ¢ay olarak tespit
edildi.

Esteraz ve hidrataz aktiviteleri sonucunda asetonitrilli yesil cay, kekik, sarisabir
ve tarcinda % inhibisyonun digerlerine oranla daha fazla oldugu goriildii. Bunun
yanisira akasya, ¢orek otu ve sinameki ekstraktlarinda % inhibisyon degerlerinin her iki
aktivitede de cok diisiik oldugu goriildi. Metanollii ekstraktlarda % inhibisyonu
digerlerine oranla daha yiiksek olanlarin yesil ¢ay, tar¢in, ithlamur, kekik, ormangiilii
(R. ponticum), ormangiilii (R. luteum) ve sarisabir oldugu goriildii. Genel olarak
degerlendirildiginde en yiiksek inhibisyon sayisina sahip olan ¢oziiciiniin metanol

oldugu tespit edildi.

Potansiyel CA modiilatorlerinin arastirilmasinda  suyun yaninda organik
¢oziiclilerin de kullanilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Organik ¢oziiciiler enzimin ii¢
boyutlu yapisinda degisiklige sebep olarak enzimi inhibe edebilirler. Bu ¢alismada da
goriildiigli gibi organik coziiciilerle hazirlanmis olan bitki ekstraktlarinda daha yiiksek

inhibisyon tespit edildi.
7.2. Yiizde inhibisyon Degerlerinin Toplam Kromatografik Alan ile Korelasyonu

Yiiksek performansli s1vi kromatografisi ile bitki ekstraklarinda fenolik bilesiklere
bakilmasimin ardindan kromatogramlardaki piklerin altinda kalan toplam alan
hesaplanarak esteraz ve hidrataz aktivitesi ile korelasyon grafigi ¢izildi. Bu sonuclara
gore su ile ¢oziindiiriilmiis olan bitki ekstraktlarinin bulundugu Sekil 39° daki grafige
bakildiginda hidrataz aktivitesinin toplam kromatografik alanla uyumu daha yiiksek
goriildii. Coziiciisii asetonitril olan bitki ekstraktlariyla yapilan esteraz ve hidrataz
aktivitelerindeki inhibisyon degerlerinin toplam kromatografik alanla korelasyonunda
Sekil 40’ da goriildigii gibi R® degeri esteraz aktivitesi i¢in 0.4832 hidrataz aktivitesi
igin ise 0.4675” dir. Bu da asetonitrilli ekstraktlarda korelasyonun esteraz aktivitesinde
daha iyi oldugunu gosterdi. Son ¢oziicii olan metanolde ise hidrataz aktiviesinin R?

degerinin esteraz aktivitesine gére daha iyi oldugu goriildii.

Genel olarak korelasyon grafiklerine bakildiginda ¢oziiciisii asetonitril olan bitki
ekstraktlarinda inhibisyon degerleri ile toplam kromatografik alan korelasyonu daha
yiiksek ¢ikti. Bu da suya gore daha apolar olan asetonitrilde ¢coziinen fenoliklerin apolar

olmasindan kaynaklanmaktadir. Bitki ekstraktlarindaki bilesenlerin apolar ¢oziiciide
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¢Oziinme yiizdeleri daha yiiksek olmas1 sebebiyle apolar ¢oziiciideki bitki ekstraktlarinin
korelasyon degerleri daha iyi ¢ikti. Bu da apolar fenolik bilesiklerin ylizde

inhibisyonunun daha iyi oldugu sonucunu verdi.
7.3. Ekstraktlarin Aktivite — Fenolik HPLC Profili Karsilastirmasi

Calisilmis olan ekstraktlarda gézlenen CA enzimi iizerine olan etki ¢ok farklilik
gosterdi. Bazi bitkiler i¢in farkli ¢oziicii kullanilmasi durumunda birbirine benzer
inhibisyon seviyeleri gozlemlenmisken, bazilarinda 6nemli farklar goriildii. Bir bitkiden
hazirlanmis olan numuneden farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarin CA aktivitesi
lizerine etkisinin fenolik bilesimi ile iligkisinin belirlenmesi amaciyla biitiin
numunelerde HPLC ¢alismasi yapildi. 280 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iimle elde
edilen kromatogramlar fenolik bilesimi yansitabilmektedir. Kromatogramlarda goriilen
pik zenginligi ve taban ¢izgisi (baseline) iizerinde kalan toplam alan fenolik zenginlik
konusunda onemli bilgi saglamaktadir. Hazirlanan ekstraktlarda HPLC c¢alismasinda
kullanilan dedeksiyonda tespit edilemeyecek ¢ok sayida bilesigin bulunabilecegi

unutulmamalidir.

Caligmada incelenen akasya, c¢oOrekotu, ekinezya ve sinameki ekstraktlarinin
onemli bir enzim inhibisyon etkisi goriilmedi, hatta bu numunelerin bazilarinda az da
olsa bir aktivasyonun oldugu goriildii. Akasya 6rneginde metanol ve su ekstraktlarinda
cok diislik inhibisyon goriiliirken, asetnonitril ekstrakti % 5.19 aktivasyon gosterdi.
Yiiksek performanshi sivi kromatografisinin kromatogramlari degerlendirildiginde
aksayanin metanol ve sulu ekstraktlarinin fenolik bilesiminin birbirine benzedigi,
asetonitril ekstraktinin ise fenolik igerik agisindan fakir oldugu goriildii. Bu bilgiler
aksayadaki fenolik bilesiklerin az da olsa inhibisyon etkisinin oldugunu, fenolik
olmayan tespiti yapilamamis olan diger bilesenlerin ise CA aktivasyonuna sebep
oldugunu gostermektedir. Calisilan 12 bitki ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
degerlendirildiginde, kromatogramlardaki pik sayist ve taban cizgisi {istlinde kalan
alanlar (pik boyutlar1) goéz oniine alininca CA inhibisyon etkisi diisiik olan akasya,
corekotu, ekinezya, ve yaban mersini ekstraktlarinin fenolik profilinin diger numunelere
gore zayif oldugu goriilmektedir. Bu da calisilan bitki 6rneklerindeki fenolik

bilesenlerin inhibisyon yaptiginin dnemli bir delilidir.
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Karbonik anhidraz aktivitesini onemli Ol¢iide inhibe eden thlamur, kekik, mor
ormangiilii, sar1 ormangiilii, sarisabir, tar¢in ve yesil cay ekstraktlarinin kromatografik
profili degerlendirildiginde fenolik zenginligin tek basina enzim inhibitdr aktivitesini
gbsteren bir kriter olmadigi anlasilmaktadir. Ornegin kekik sulu ekstrakti metanol
ekstraktina gore fenolik acidan daha fakir goziikmekte iken, enzim iizerine etkiye
bakildiginda metanolik ekstraktin ¢ok daha etkin inhibisyon gdsterdigi goriilmektedir.
Bu da sulu ekstraktta fenolik yapida olmayan, tespiti yapilamamis aktif bilesenlerin
oldugu anlamimna gelmektedir. Benzer sekilde ormangiilii ekstraktlarinin durumu
incelendiginde metanol ve asetonitril fenolik profilleri birbirine benzemesine ragmen
metanol ekstraktlarinin inhibisyon etkisi énemli 6l¢tide yiiksektir. Her iki ormangiilii
metanol ekstraktinda 5-6 dakikalar civarinda goriilen bilesenin inhibisyona katkisinin
onemli oldugu ve bu bielesenin yapt ve aktivitesinin ayrica belirlenmesinin degerli
olabilecegi diistiniilmektedir. Tar¢in ekstraktlar1 degerlendirildiginde ii¢ ¢oziicliyle elde
edilen ekstraktlarin inhibisyon seviyeleri birbirine yakin iken fenolik profilleri arasinda
onemli bir fark goriilmektedir. Metanol ve sulu ekstraktlarda 46. dakikada goriilen
biiyiik pik, asetonitril ekstraktinda goriilmektedir. Bu bilesigin inaktif bir fenolik oldugu
anlasilmaktadir. Yesil cay ekstraktlarinin kromatogramlari fenolik bilesim agisindan
metanol ve asetonitril ekstraktlarmin benzerlik gosterdigini, sulu ekstrakttan daha
zengin olduklarini ortaya koymaktadir. Enzim aktivitesi {izerine etkilerine bakildiginda
da benzer iliski goriilmektedir. Asetonitril ekstraktinda goriilen yiiksek etkinin
kromatogramda 47. dakikada goriilen ve diger iki ekstraktta olmayan bilesenin sorumlu

olabilecegi diigiiniilmektedir.

Yiiksek performansh sivi kromatografisinin kromatogramlarinin fenolik bilesimle
ilgili sagladig1 bilgi ve numunelerle elde edilen CA inhibisyon verilerinin birlikte
degerlendirilmesi bazi fenolik bilesiklerin aktiviteden sorumlu oldugunu, ancak sadece
fenolik bilesenlerin aktiviteden sorumlu olmadigimi gdstermektedir. Yiiksek
performansli sivi kromattografisinin c¢aligmasinda tespit edilememis fenolik olmayan
bilesenlerin de CA enzimini inhibe ettigi asikardir. Biyoaktiviteden sorumlu bu
bilesiklerin belirlenmesi i¢in yapilacak olan daha ileri ¢alismalarin ¢ok degerli sonuglar
verecegi anlasilmaktadir. Calismanin bir sonucu da bir bitkide hem inhibitér hem de

aktivator bilesiklerin olacagidir.
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