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OZET

KARBONIK ANHIDRAZ I VE II iZOENZIMLERININ INSAN
ERITROSITLERINDEN SAFLASTIRILMASI VE BAZI BITKi EKSTRELERININ
BU iIZOENZIMLER UZERINDE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Deniz NEZIR
Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2018
Danisman: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Tez kapsaminda c¢ok sayida fenolik bilesik iceren bitkilerin antioksidan
Ozelliklerinin yani1 sira insan karbonik anhidraz | ve Il (hCA 1 ve Il) izoenzimleri
tizerindeki inhibisyon etkilerinin incelenmesi amacglanmistir. Ayrica bitkilerin iceriginde
LC-MS/MS yontemiyle tespit edilen etken maddelerin hCA | ve Il izoenzimleri ile
etkilesimini gosteren molekiiler docking calismalari yapilmistir.

Bu amagla, in vitro calismalar i¢in insan eritrosit hCA | ve hCA Il izoenzimleri
Sepharose 4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi ile sirasiyla, %59,98 ve
%64,86 verimle yaklagik 226,56 ve 614,67 kat saflastirilmistir. Izoenzimlerin spesifik
aktiviteleri sirasityla, 5220 ve 14162 EU/mg protein olarak hesaplanmistir. SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilarak enzimin saflig1 kontrol edilmistir.
Sonuglardan elde edilen %Aktivite - [Inhibitdr] grafiklerine bakildiginda, hCA 1ve hCA
Il CO2-hidrataz aktivitesi tizerine Equisetum arvense, Origanum vulgare, Achillea
millefolium, Artemisia absinthium ve Hypericum perforatum bitkilerinin su ve etanol
ekstrelerinin inhibisyon etkisi oldugu gozlemlenmistir. Bitki konsantrasyonlar1 pg/mL
olarak hesaplanmustir. ICso degerlerinin %Aktivite - [Inhibitor] grafiklerinden hCA | ve
hCA Il igin 24,64 ile 86,25 pg/mL araliginda oldugu gézlenmistir.

Bu bitkilerin su ve etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek igin;
demir indirgeme, FRAP, CUPRAC, siiperoksit anyon radikali giderme, DPPH, ABTS,
Bipiridil, DMPD, toplam fenol miktar1 ve total antioksidan aktivite metodlari kullanildu.
Calismada kullanilan bitki ekstrelerinin sitotoksisiteleri Mitokondriyal Aktivite Testi
(MTT) ile belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Karbonik anhidraz, enzim saflastirma, inhibisyon, docking,
antioksidan aktivite, MTT



ABSTRACT

PURIFICATION OF CARBONIC ANHYDRASE | AND Il ISOENZYMES FROM
HUMAN ERYTHROCYTES AND INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME
PLANT EXTRACTS ON THESE ISOENZYMES

Deniz NEZIR
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December 2018
Supervisor: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

In this thesis, apart from the antioxidant properties of phenolic compounds in plant,
inhibition effects on human carbonic anhydrase I and Il (hCA 1 and 1) isoenzymes was
also investigated with in vitro studies. In addition, interaction of active compounds with
hCA | and Il isoenzymes was studied using docking methodology. Additionally, the
compounds were characterizated with LC-MS/MS system.

For this purpose, hCA I and hCA 1l isoenzymes, found in human erythrocyte, were
purified using Sepharose 4B-L-tyrosine- sulphanilamide affinity chromatography with
59.98% and 64.86% efficiency (nearly 226.56 and 614.67 times), respectively. Specific
activities of isoenzymes were calculated as 5220 EU/mg protein for hCA | and 14162
EU/mg protein for hCA II. Purity of enzymes was tested using SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). According to results obtained from %Activity-[Inhibitor]
graphics, inhibition activities of water and ethanol extracts of Equisetum arvense,
Origanum vulgare, Achillea millefolium, Artemisia absinthium and Hypericum
perforatum on hCA | ve hCA 1l CO2-hydratase were observed. Concentration of plants
were calculated as pg/ml. ICsp values were obtained at the range of 24.64 and 86.25
ug/mL from %Activity-[Inhibitor] graphs.

Antioxidant activities of water and ethanol extracts were evaluated using Ferrous
ions Reducing Capacity, FRAP, CUPRAC, superoxide anion radical scavenging assay,
DPPH, ABTS, Bipyridyl, DMPD, total phenolic contents and total antioxidant activity
methods. Also, cytotoxicity of plant extacts was investigated with Mitochondrial Activity
Test (MTT).

Keywords: Carbonic anhydrase, enzyme purification, inhibition, docking, antioxidant
activity, MTT
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmalarda meydana gelen biitiin biyokimyasal reaksiyonlar1
hizlandiran ve higbir yan iiriin olugsmasma firsat vermeksizin %100’lik trin verimi
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir kismi1 haric,
enzimler protein yapisindadir ve ayni zamanda proteinlerin en biiylik grubunu
olustururlar. Giintimiize kadar yaklasik 200 tane enzim saflastirilmis olup, bunun yani
sira 2000’e yakin enzim oldugu bilinmektedir [1].

Substratlar ve kofaktorler enzimin aktif bolgesine baglanirlar, ayn1 zamanda bu
bolgede yer alan ve katalitik etkiye sahip amino asitler bag yapimi ve yikimininda gorev
alirlar. Her bir enzimin farkli yapisi, spesifikligi ve katalizleme yetenegi vardir.
Substratlar, kovalent baglara oranla daha zayif baglarla enzimin kiigiik bir kismini
olusturan aktif bolgesine baglanirlar. Aktif bolgenin, sekil degistirmeyen ve formunu
koruyan yapilarin aksine esnek ve degisebilir bir yapida oldugu bilinmektedir. Sonug
olarak bu tip enzimlerde substrat ile etkilesmeden once aktif bolgenin substrata gore
sekillenip uygun bir baglanmanin gerceklestigi gorilmistiir [1, 2].

Substrat aktif bolgeye baglandiginda Enzim-Substrat kompleksi, Enzim-Uriin
kompleksine déniistiikten sonra Enzim-Uriin kompleksi de Enzim ve Uriine déniisiir [2,
3].

E+S >ES—>E+ U

Sadece protein yapisiyla katalizleyebilme 6zelligi olan bazi enzimler oldugu gibi
herhangi bir reaksiyonu kendi basina katalizleyemeyen enzimler de bulunmaktadir. Bu
tip enzimlerin aktivitesi i¢in kofaktore ihtiyag vardir. Bu bir metal iyonu ya da koenzim
ad1 verilen kompleks bir organik bilesik olabilecegi gibi baz1 enzimler ikisine de ihtiyag
duyabilmektedirler.

Kofaktorii olmayan proteine apoenzim, kofaktore sahip olan ve katalitik etki
gosterebilen enzime holoenzim adi verilir. Bazi koenzimler enzimin aktif bolgesine
diyalizle ayrilmayacak sekilde siki baglanirlar, boyle gruplara prostetik grup adi

verilmektedir. Enzimden ayrilabilen gruplar ise prostetik olmayan gruplardir. Enzimler



katalizledikleri reaksiyonlarin aktiflesme enerjilerini diigiirerek reaksiyonlarin hizini
arttirirlar [1].
Ayrica enzimlerin katalitik mekanizmasinda, substrat molekiilleri enzim yapisina
iki sekilde baglanabilirler;
a) Anahtar kilit modeli (Sekil 1.1)
b) Etkilesim sonucu uyum modeli (Sekil 1.2)

Her iki baglanma mekanizmasi sonucunda da nihai {iriin olusumu meydana gelmektedir.

Substrat
ES
m// (Sakkaroz) '
Uriin

«*
T

Aktif bolt,c

/ I\

Sekil 1.1. Anahtar kilit modeli

/\ Substratlar

Enzim Enzim-Substrat Enzim
Kompleksi

Sekil 1.2. Etkilesim sonucu uyum modeli



1.1.1. Enzim aktivitesine etki eden faktorler

Kimyasal reaksiyonlarin tamami i¢in gegerli olan kinetik prensipler, enzimli
reaksiyonlar i¢in de gegerlidir. Enzimli reaksiyonlarin substrat ile doygun olup olmamasi
reaksiyon hiz1 hakkinda bilgi verir. Birinci dereceden reaksiyonlarda, reaksiyon hizi
diisiik substrat konsantrasyonuyla artar. Sifir ile birinci derece arasindaki reaksiyonlarda
ise substrat konsantrasyonu artisiyla reaksiyon hizinin artisinda diisiis oldugu gézlenir.

Enzim substratina doydugu zaman reaksiyon maksimum hiza ulagsmis olur, bu
asamadan sonra reaksiyon ortamina substrat eklense bile reaksiyon hizinda herhangi bir
degisiklik olmaz. Dolayisiyla, her enzim farkli substrat konsantrasyonlarinda maksimum
hiza (Vmax) ulagsmaktadir. Bu hiz1 degistirebilecek faktorler; sicaklik, iyonik siddet, enzim

miktar1, pH, kofaktor, substratin yapisi, inhibitdr ve aktivatorler’dir [1].

1.1.2. Enzim inhibisyonu

Hem in vivo hem de in vitro sartlarda gergeklesen enzimli reaksiyonlarda hizli bir
sekilde iirlin olusumu saglanir. Fakat gergeklesen bu reaksiyonlar sonucu elde edilecek
iriinler metabolik ihtiyaca gore ayarlandigindan bazen enzimli reaksiyonlarin
yavaslatilmas1 veya durdurulmas1 gerekmektedir. Iste enzimler tarafindan katalizlenen bu
reaksiyonlarin yavaslamasi veya tamamen durdurulmasina inhibisyon denir. Reaksiyonu
yavaslatan veya durduran bilesiklere inhibitdr adi verilmektedir. Inhibitorler genelde
kiiciik molekiil kiitlesine sahip maddeler olmaktadir. Bu molekiiller enzimleri genelde

dontisiimlii veya doniisiimsiiz inhibe etmektedirler [1].

Déniisiimsiiz inhibisyon: Enzim inhibitoriine kovalent bagla baglanmistir ve kolay
sekilde ayrilamayan bir kompleks olusturur. Bu inhibisyona 6rnek olarak sinir gazi

tarafindan inhibe edilen asetilkolin esteraz enzimi verilebilir.

Déniisiimlii inhibisyon: Doniisiimlii inhibisyon ti¢ sekilde incelenebilir;

a.Yarismali (competitive) inhibisyon: Yarismali inhibitorler substrata olan
yapisal benzerliklerinden dolayr yiiksek konsantrasyonlarda enzime baglanacak olan
substratta once enzimin aktif bolgesine baglanirlar. Bu durumda inhibisyon etkisinin

azaltilabilmesi substrat konsantrasyonunun arttirilmasina baglidir [1].
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@ inhibitor yok

A inhibitér var

1/1s]

Sekil 1.3. Yarismalr inhibitor varliginda hiz ve substrat iliskisi grafigi

Sekil 1.3°deki grafikte goriildiigii gibi Vmax Sabit kalirken enzimin substrata karsi olan ilgisi

azalir. Bunun sonucunda Ky, artar.

b.Yarismasiz (noncompetitive) inhibisyon: Substrat enzime baglanirken ayni
zamanda enzimin farkli bir bolgesine baglanabilen inhibitorler yarismasiz inhibitor olarak
adlandirilirlar. Substrat ve inhibitér enzimin farkli bolgelerine baglandigindan dolay1

substrat konsantrasyonu arttirildiginda bile inhibisyonda bir azalma gozlenmez [1].
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Sekil 1.4. Yarismasiz inhibitor varliginda hiz-substrat konsantrasyonu grafigi



Sekil 1.4°teki grafikte goriildiigii gibi enzimin substrata karsi olan ilgisi degismemektedir fakat

Vmax degeri azalir

c.Yar1 yarismali (uncompetetive) inhibisyon: Yar1 yarigmali inhibisyonda
inhibitor direk enzime baglanmaz, enzim substrata baglandiktan sonra olusan komplekse

baglanir.

E+S—»ES—»E + U

'

ESI

Bu tip inhibisyonda enzimin substratina olan ilgisinin azalma sebebi enzim-substrat
kompleksi olugmasi gerekirken enzim-substrat-inhibitér kompleksinin olugmasidir.
Enzim-substrat-inhibitér kompleksinin ortamda artmasiyla reaksiyonun maksimum hizi

(Vmax) diiser [1].
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Sekil 1.5. Yar: yarismalr inhibisyonda hiz-substrat konsantrasyonu grafigi



1.2. Karbonik Anhidraz

CO2, yasamin merkezi unsuru olup ¢ok kararli bir karbon tiiriidiir ve atmosferde
oldukca bol miktarda bulunan basit molekiillerden biridir. Bu gaz su ile reaksiyona
girerek, kendiliginden bikarbonat ve protonlara doniisen ayni zamanda kararsiz bir bilesik
olan H2COz’iin olusmasina sebep olur [4].

Bununla birlikte bu reaksiyon oOzellikle 7,5 veya daha diisik pH degerlerinde
yavagtir, bu cogu doku ve organizmada genellikle fizyolojik pH degeridir. Diger taraftan
CO2 hidrasyonu 12’den yiiksek olan pH degerlerinde ¢ok daha etkilidir [5].

CO2’in bircok organizmada c¢esitli reaksiyonlar sonucunda yiliksek miktarda
iretildigi bilinmektedir. Apolar bir bilesik olan CO2’in tasinmasi ve atilmasi siirecinde,
¢oziinebilir ve tasmabilir bir bilesige (HCO3) doniisiimii 6nemlidir. Bu doniisiim
karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) enzimi tarafindan gerceklestirilmektedir. Karbonik
anhidraz CO'in geri doniisiimlii hidrasyonunu bikarbonat ve protonlara katalize eden
metalloenzimdir (reaksiyon 1). Bununla birlikte, COS ve CS2 hidrasyon (reaksiyon 2 ve
3), siyanamid hidrasyon (reaksiyon 4), ester hidrolizi (reaksiyonlar 5-7) gibi bir¢ok
hidrolitik siireg, bu CA izoenzim ailesinin bazi iiyeleri tarafindan katalize edilmektedir
[6-8].

C02 + Hzo —_— HCO3- + H+ (1)

COS + Hzo —_— st + C02 (2)

CS, + H0 =——= H,S +  COS 3)
)(])\

HNCN +  HO === | N (4)

RCOOR’ + H,0 =——= RCOOH + R’OH ()

AI‘OPO3H2 + Hzo = H3PO4 + ArOH (6)

Sekil 1.6. CA izoenzim ailesi tarafindan katalizlenen ¢esitli hidrolitik reaksiyonlar [4, 5]



Cok genis bir gen ailesine sahip olan karbonik anhidrazlar 5 farkli grup igerir. Bu
gruplar a-, -, y-, 6- ve (-CA izoenzimleri olup, katalizin gergeklesmesi igin aktif bolge
icinde kullanilan metal iyonlar1 yoniinden farklilik gosterirler. Zn?* iyonlar1 bu gruplarin
tiimii tarafindan kullanilir. y-CA izoenzimlerinin aktif bélgesinde Zn?* iyonu yan1 sira
Fe** ve Co*" iyonlar1 da bulunabilir [4, 5]. ¢-CA izoenzimleri fizyolojik Katalitik

reaksiyon gerceklestirmek icin Zn?* veya Cd?* kullanir [9].

on on OY\ Asp kalintist
-
24 +—8 /
n N _Zn?
\ Cys kalmtist Zn2+ s~ Cys kalintist
/l < j\ Cys kalmtisi < j\ Cys kalntist < j\
His kalintst His kalmtlSl His kdllntlsl
A B ¢

Sekil 1.7. Cesitli CA ailelerinde metal iyon koordinasyonu [10]

Sekil 1.6’da: (A) o-, y- ve 8-CA'larda Zn?* iyonuna bagh ii¢ His rezidiisii ve bir su
molekiilivhidroksit iyonu bulunur. y-sinifinin bazi iiyelerinde ise, ii¢ His rezidiisii ve iki su
molekiilii ile Zn?* iyonunun bipiramidal koordinasyonu da gézlenmistir. (B) B- ve {-CA'larda bir
ve iki Cys rezidiisti ile su molekiilii/hidroksit iyonu igerdiginde (aktif bolgede ¢inko olup
kadmiyum olmadigi durumda). (C) B-CA'larin aktif bolgesinde bir His rezidiisii ile bir Asp ve
iki Cys bulunur [10].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin her biri farkli ¢ boyutlu katlanma
gostermektedir. a-CA’lar genelde monomer sekilde olup az da olsa dimer sekilde goriiliir.
B-CA’lar dimer, tetramer, oktamer gibi ii¢ farkli yapida bulunurken, y-CA’lar sadece
trimer yapidadir. 6- ve {-CA’larin monomer yapida oldugu tahmin edilmektedir [11].

Biitiin insan CA’lar1, bu enzim ailesinin o smifina aittir. 13 tanesi katalitik olarak

aktif, 3 tanesi nonkatalitik olan toplamda 16 CA izoenzimi tanimlanmistir [4].



Tablo 1.1. Aktif a-CA izoenzimlerinin organ/doku dagilimi [4]

Enzim Katalitik aktivite Organ/Doku dagilhimi
CAI Diistik Eritrositler, gastrointestinal sistem, g6z
Eritrositler, gz, gastrointestinal sistem,
CAll Yiiksek } ) )
bobrek, akciger, testis, beyin
CAIll Cok disiik Iskelet kas1, adipositler
Bobrek, akciger, pankreas, beyin kilcal
CA IV Orta
damarlari, kolon, kalp kasi, goz
CAVA Diisiik Karaciger
Kalp ve iskelet kasi, pankreas, bobrek,
CAVB Yiiksek . . . .
omurilik, gastrointestinal sistem
CAVI Diistik Tiikiiriik ve meme bezleri
CA VI Yiiksek Merkezi sinir sistemi
CAIX Yiiksek Tiimdrler, gastrointestinal mukoza
Bobrek, bagirsak, tireme epitelyumu,
CAXII Diisiik s preve
g0z, timorler
CA XIlI Diistik Bobrek, beyin, akciger, bagirsak
CAXIV Diistik Beyin, karaciger, goz, iskelet kasi

Herhangi bir enzim aktivitesinden yoksun ve CA ile iligkili proteinler CARP’ler
olarak adlandirilir. CA VIII, X ve XI izoenzimleri sindirim sistemi, beyin, kas, kirmizi
kan hiicreleri, kalp ve goz dokularinda bulunur. Bu dokularda gosterdikleri spesifik
aktivite oldukga yiiksektir [12].

Katalitik olarak aktif olan CA izoenzimleri lokalizasyona bagli olarak dort farkl: alt
sinifa ayrilir. Insan CA 1, 11, III, VII ve XIlII sitozolde; CA 1V, IX, XII, XIV ve XV
membranda; CA VA ve VB mitokondride bulunurken CA VI tiikiiriikte salgilanir [4, 5].

CA izoenzimleri viicuttaki farkli dokularda gerceklesen biyolojik olaylarin
birgogunda gorev alirlar. Asit-baz dengesinin diizenlenmesi, CO2 ve iyon tasinmasi,
elektrolit salinimi, glukoz ve iire sentezi, fotosentez ve gaz dengesinin saglanmasi gibi
etkilerinden sz edilebilir. Ayn1 zamanda CA izoenzimleri bazi hastaliklarin (kanser,
inme, obezite, serebral 6dem, epilepsi, vb) tan1 ve tedavisinde aktive veya inhibe olabilme
ozelliklerinden dolayi terapotik hedeflerle iliskilendirilmektedirler [13, 14].

a-CA’lar tarafindan katalizlenen reaksiyonda aktif alanda katalitik olarak islev
gbren Zn?* bagh hidroksit ile iki asamali bir katalitik mekanizmay: takip eder

(Sekil 1.8 A). ik asamada, bu hidroksit iyonunun bir karbon dioksit molekiilii {izerindeki



niikleofilik atagi (Sekil 1.8 B) ¢inkoya koordine edilmis bir bikarbonat iyonunun
olusmasina yol agar (Sekil 1.8 C). Bikarbonatin ¢inkoya baglanmasi oldukg¢a kararsizdir.
Dolayisiyla C, su ile reaksiyona girerek c¢ozelti i¢ine bikarbonat serbest birakilir ve
enzimin asidik formunun iiretilmesiyle katalitik olarak etkisiz hale getirilir. Sonug olarak
kolaylikla D’ye doniistiiriiliir (Sekil 1.8 D) [15, 16]. Ikinci asamada, enzimin katalitik
olarak aktif formu, ¢inko-koordineli su molekiiliinden harici tampona bir proton transfer

reaksiyonu ile rejenere edilir [17].
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Sekil 1.8. a-CA4 'larn katalitik mekanizmast [17]

Kirmizi oklar, katalitik mekanizmanin ilk asamanin tanimlayan reaksiyonlar1 gdsterirken, mavi

oklar ikinci asamanin reaksiyonunu belirtir.



1.2.1. CAIl

CA I’in birincil transkripti 261 rezidii icerir. Bu yapi, baslatici metioninin
cikarilmasindan sonra matiirasyona ugrar ve sonug olarak CA I sekansi 2 ile 261 arasinda
numaralandirilir. CA | 260 rezidiiden olusan 30 kDa’luk tek bir zincirdir. [18].

Elde edilen apoenzim katalitik aktiviteden yoksundur ve islevsel olmasi i¢in bir

2* jyonuna ihtiya¢ duyar. Bugiine kadar CA I'de 19 adet X-1s1n1 kristalografik yapisi
bulunmaktadir [19]. CA 1 izoenzimi pH 9 ve 25°C’de saniyede 105 molekiiliin
hidratasyonunu saglayarak en yiiksek turnover sayilarindan birine sahiptir. Kofaktor olan
¢inko, li¢ histidin kalintisinin (His94, His96 ve His119) koordinasyonu ile tutuldugu bir
katalitik cebin dibine derin bir sekilde gomiiliidiir [20].

Sekil 1.9. CA [ katalitik aktif blgesi (PDB ID: 2FW4) [21]

Cinko kofaktori, ti¢ histidin rezidiisii ve bir su molekiilii ile koordine edilir.

Zn (1) iyonunun tetrahedral koordinasyon kabugu, bir su molekdlii/hidroksit iyonu
tarafindan tamamlanir. 3 adet His tiirevi iceren klasik CA’a gére CO2'nin hidrasyonu i¢in

aktif tiir olarak islev goriir [15, 22, 23].
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Insan CA'lar1 (I, 11, IV, VI, VII, IX, XII, XIII ve XIV) igin son derece aktif
izoformlarinda katalitik agidan ilgili dordiincii histidin kalintis1 (His64) vardir. His64
¢inko bagli su molekiiliiniin deprotonasyonu i¢in proton mekik gorevi goriir [19].

Ayrica, CA 1 aktif bolgesi farkli molekiiler siireclerde rol oynayabilen ii¢ 6zel
histidin kalintis1 (His67, His200 ve His243) igerir. CA I'in inhibitorlere karsi katalitik
aktivitesinin diger izoformlara gore farklilik gostermesinin sebebi treonin yerine His200
kalintisinin varhigidir [24, 25].

CA 1 eritrositlerde bol miktarda bulunur, fakat ayni zamanda viicudun bobrek,
gastrointestinal sistem (6zellikle kolon), akcigerler, beyin ve gozler gibi diger bircok
dokularda bulunur [26, 27].

CA T'in fizyolojik fonksiyonu heniiz tam olarak aydinlatilmis degildir. CA Il
izoformundan daha az aktif olmasina ragmen, CA | asit/baz homeostazinin solunum ve
regiilasyonu dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik islevde CA II’nin yerini alir [28].

Kirmizi kan hiicrelerinde CA'nin tiilkenmesi, eritrositlerin normal islevini
etkilemese bile, normal insan eritroid (kanda bulunan eritrositlerin yetersizligi)
farklilasmasinin erken bir spesifik belirleyicisi oldugu bulunmustur [29, 30].

CA izoenzimlerinin, ¢esitli hastaliklar igin cazip ve dogrulanmis ilag hedefleri
oldugu bulunmustur, ¢iinkii bircok semptom bu enzimlerin anormal aktivitesi ile
dogrudan iligkilidir. Tibbi kimya acisindan bakildiginda, CA'lar yogun bir sekilde
kullanilmistir.

Yaygin olarak kullanilmasinin sebepleri:

- Orta 6l¢ekli tek zincirli protein olmasi,

- Standart laboratuar kosullar altinda kararlilik gostermesi,

- Uygun maliyet ile genis bir kullanim alan1 olmasi,

- llag kesfi i¢in uygun bir hedef olarak kullanilmast,

- Bilinen tiim izozimlerin birincil yapis1 hakkinda bilgilerin bulunmasi,

- Hemen hemen tiim hCA izozimlerinin ii¢ boyutlu yapisinin aydinlatilmis olmasi,

- Katalitik mekanizmanin agiga ¢ikarilmasi,

- Metal kofaktorlere baglanan bilesiklerin inhibisyon mekanizmasinin anlasilmasidir

[31].

CA I'e odaklanildiginda, yaygin olarak kirmizi kan hiicrelerinde ve kolonda ifade
edilmesine ragmen, bu izoformun kaynagi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla

birlikte, bazi kanitlar CA I'in farkli patolojik siire¢lerde rol oynadigini gostermistir.
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Ornegin, eritrositlerde CA 1 aktivitesinde bir azalma, bazi anemi ve kronik asidoz
tipleriyle baglantilidir [29].

G0z hastaliklarini destekleyen bir durum olan asir1 retinal vaskiiler gegirgenligin,
ekstraseliiler ortamda yiiksek diizeyde CA I ile baglantili oldugu tespit edilmistir. Dahasi,
hem kan-retinal hem de kan-beyin bariyerlerindeki yiiksek diizeydeki hiicre dist CA 1,
vazojenik 6dem olusturabilmektedir [5, 32].

Gastrointestinal sistem ile ilgili olarak, kolonik epitelyal hiicrelerde CA |
diizeylerinin diisiik olmasi kolorektal kanserlerin 6ngériilmesi igin belirleyicidir [22].

Ote yandan, daha diisiik CA I seviyelerinin de patolojik siireglerle iliskili oldugu
goriilmektedir. Ornegin, tip II diyabet hastalarinin eritrositlerinde CA I seviyesinin diisiik
diizeyde oldugu gosterilmistir. Bu durum metal bagli su molekiilii ve ortam arasindaki
proton transferini hizlandirarak katalizi hizlandiracaktir. Bundan dolay1 giiclii ve segici

CA I inhibitor ve aktivatorlerin gelistirilmesi gerekmektedir [29].

1.2.1.1. CA I inhibitorleri

Etkili CA inhibitorlerinin gelisimini engelleyen baslica sebep, 6zellikle izoform I
ile ilgili olan segicilik eksikligidir. CA I tiim izoformlar arasinda, CA inhibitorlerinin
coguna karsi en az duyarli olamidir. Boylece, CA I'e 6zgii inhibitorler/aktivatdrlerin
gelistirilmesi hem yeni potansiyel ilaglarin gelistirilmesini destekleyecek hem de CA 1
fizyolojisi ve fizyopatolojisine 151k tutmaya yardimci olacaktir [33].

CA inhibitérleri olan anyonlar ve aril stilfonamidlerin iki ana sinifi, genel olarak
CA T'e kars1 CA II'den daha segici davranig sergiler. CAl ve Il izoenzimleri i¢in anyon
inhibitérler: F, CI, Br, I, CNO", SCN", HCOs", HPO4*, CH3COO", ClO4 ve NOs™tiir
[34].

Kesfedilen CA inhibitorlerinin birinci sinifi olan basit anyonlar, CA'y1 iki sekilde
inhibe edebilir:

I. CA, dehidrataz islemini gergeklestirdiginde iyonize bikarbonat agisindan
yarigmali inhibisyona ugrayabilir.
ii.  CA, notr substratlar tarafindan yarismasiz sekilde inhibisyona ugrar [35].

CA P’in seciciliginden dolay1 anyonlar cogunlukla yeni inhibitorlerin gelisimi igin
faydali olmamistir. Ciinkii yapilar1 ¢ok basit oldugu icin optimize edilememektedir,
inhibisyon giicii kabul edilebilir derecede degildir ve diger biyolojik makromolekiiller ile

etkilesimleri nedeniyle toksisiteye sebep olurlar [35].
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CA izoformlar arasinda yapisal farkliliklar olmasina ragmen, siilfonamid bazli
tirevlerin CA I'in aktif bolgesine yerlestirilmesi, X-1giniyla ¢oziilmiis yapilarda bulunan
inhibisyon mekanizmasinda benzer bir davranisi destekler. Bu nedenle, CA i¢in daha

yiiksek afinite ve secicilik ile siilfonamid inhibitdrlerinin elde edilmesi oldukca zordur

[33].

C Ar—S—-NHNH,
Ar—0-S—NH, b
O 1"
Ar—S—NHOH
o)
Ar—O-S—NHPOgH,
o)
0
Ar—S—NHPOgH,
o
Ar—S—NH;
HE
Ar—N-S—NH,
o)
1" 9
Ar—S—-NH-S§~Ph
HE
Ar—N-S—-NHOH
0 & Ar—S—NHCN
e 9 n
A" N-S-NH, d
o)

Sekil 1.10. Siilfanamid tiirevieri [33]

Aslinda, giiclii ve secici CA I inhibitorleri bulmaya yonelik girisimler, iki ana unsur

tarafindan engellenmistir:

(1) CA 1, diger izozimlere kiyasla siilfonamid inhibitorlerine daha az duyarlidir,

(2) CA I'in fizyopatolojik rolleri halen tartisilmaktadir [28].
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His96

Sekil 1.11. Siilfonamidlerin CA I aktif bolgesine baglanma sekli [33]

Zn?* ve Thr199'a baglanan Asetazolamid’in X-15m kristalografisi (PDB: 1AZM). NH—, Zn?*
iyonuna koordine edilir ve ayrica Thr199 rezidiisii ile bir hidrojen bagi olusturur. Ikinci bir
hidrojen bag1 da Thr199’daki NH ile siilfonamid grubunun oksijenlerinden biri arasinda olusur
[33].

Bircok yapisal ve fizikokimyasal oOzellik, siilfonamidleri ilag tasarimi ve
optimizasyonu igin uygun hale getirmistir. Ozellikle ¢ok gii¢lii CA inhibitdrleridir,
onaylanmis bir farmakoforik motife sahiptirler, sentezlenmesi kolaydir ve iyi bilinen bir

ortak inhibisyon mekanizmasini paylagirlar [31].

1.2.1.2. CA I aktivatorleri

Yetersiz bir CA I aktivitesinin patolojik durumlara yol agtig1 ve katalitik aktivitenin
yukar1 dogru bir modiilasyonunun istenebilecegi durumlar vardir. Bu dogrultuda, CA

aktivatdrleri ile CO2 hidrasyonunu hizlandirmak miimkiindiir [19].
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Sekil 1.12. CA [ aktivatorleri (histamin ve histidin)

Ik kesfedilen CA aktivatdrlerinden biri, giiclii bir CA 1 aktive edici 6zellikler
sergileyen histamindir. Ayni zamanda histidinin de CA I aktivatorii olarak etki ettigi
bulunmustur. CA I ve bu endojen amin arasindaki kompleksin X-1sin1 kristalografik
calismalari, enzim aktif bolgesi icinde ilging bir baglanma modu gdstermektedir.

Histidinin His64, Asn67 ve GIn92 kalintilar1 ile etkilestigi gosterilmistir [19, 21].

1.2.2. CAl

Dominant fizyolojik fonksiyonlara sahip CA Il izoformu ilk olarak 80 yil &nce
kirmiz1 kan hiicrelerinde kesfedilmistir. Daha sonra CA II'nin tiim omurgalilarda ¢ok
sayida hiicre, doku ve organda bulunan sitozolik izoformlarinin oldugu gosterilmistir
[4-6].

Bunlar arasinda insan CA IlI'si (hnCA I1), eritrositlerde bol miktarda bulundugu ve
CO2'nin bikarbonat ve protonlara doniistiiriilmesinde yiiksek bir katalitik aktiviteye sahip
oldugundan, karbon dioksit/bikarbonatin iiretildigi dokulardan akcigerlere taginmasinda
onemli rol oynadig: bilinmektedir [4-7].

Bununla birlikte, hCA T'in katalitik aktivitesi, hCA II'ninkine kiyasla ¢ok daha
diisiiktiir. hCA 1, plazmada bulunan kloriir ve bikarbonat tarafindan da inhibe edilir. Bu
durum izoformun fizyolojik fonksiyonu ile ilgili birgok soruya neden olur [34].

Diger islevleri arasinda, idrar olusumu ve bobrek tiibiillerindeki bikarbonat
reabsorpsiyonu, glukoneogenez, lipogenez ve iiregenez, kemik rezorpsiyonu ve
kalsifikasyon gibi biyosentetik reaksiyonlar ve muhtemelen diger pek ¢ok

fizyolojik/patolojik siireclerde yer alir [36, 37].

15



Gergekten de bu izoformun aktivitesinin bir veya daha fazla dokuda
deregiilasyonunun énemli patolojik sonuglar1 vardir. Ornegin;

- Glokom (g6z tansiyonu olarak da bilinir. Glokom, g6z igine asir1 sivinin
salgilanmasiyla goz i¢i basincinin artigi ile gorme sinirinin zarar gormesidir) [38].

- Odem (idrarda yeterince siv1 salgilanmadig1 zaman viicutta s1v1 birikmesine yol agar.
CAIl, CA 1V, Xll ve XIV gibi izoformlarla birlikte bu siire¢lerde bobreklerde yer alir)
[39].

- Epilepsi (CA II ve diger beyin CA izoformlarinin bu hastalikta rol oynadigi
diistiniilmektedir) [40].

- Bazi kanser tiirlerinde CA II'nin tek basina veya CA IX ve XII gibi diger izoformlarla
birlikte asir1 eksprese oldugu gézlenmistir [6, 41].

CA II ayn1 zamanda akut dag hastaligi (AMS), ateroskleroz ve osteoporoz gibi diger
patolojilerde de rol oynar. CA II inhibitorleri AMS'yi tedavi etmek i¢in kullanilirken, son
iki patoloji etkinliklerine iliskin ¢ok az sayida literatiir raporu ve oldukca az sayida
calisma vardir [42, 43].

CA 1I, yukarida adi gegen birgok hastalik i¢in belirlenmis bir ilag hedefidir.
Bununla birlikte, CA II ayn1 zamanda enzimin bulundugu organlarda, 6rnegin; beyin ve
omurilik sivist veya gastrointestinal kanalda olusabilecek cesitli patolojik durumlari
goriintiilemek i¢in bir hedeftir [44]. hCA I1, 259 amino asit kalintis1 igerir ve 29.3 kDa'luk
bir molekiil kiitlesine sahiptir [45].
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Sekil 1.13. X-ws1m kristalografisi ile belirlenen hCA 1I'nin ti¢ boyutlu yapist (PDB: 1CA2)[45]

Aktif bolge, molekiiliin merkezine ulasan genis koni seklinde bir bosluktur. Ug His
rezidiisii ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu tarafindan koordine edilen bu boslugun
tabaninda Katalitik Zn?* iyonu yer alir. Zn?* baglh molekiil, baska bir su molekiilii ve Thr
rezidiistiniin (Thr199) hidroksil kismi ile hidrojen bag1 etkilesimlerine girer, bu da bir Glu
kalintisinin (Glu106) karboksilat kismina képriilenir [5]. Bu etkilesimler Zn?* bagli su
molekiiliinlin niikleofilikligini arttirir ve CO2 substratin1 niikleofilik saldir1 i¢in uygun bir
yere yonlendirir [4]. hCA 1l aktif bolgesinin 6nemli bir 6zelligi, biri hidrofobik ve digeri
hidrofilik amino asit rezidiileri ile kapli iki farkli ortam i¢ermesidir [46].

Substratin ¢ok farkli kimyasal yapisi ve hidrasyon reaksiyonu iiriinleri nedeniyle
aktif bolgenin hidrofobik kismi CO2 molekiiliinii tutmak i¢in kullanilir. CO2 baglama
bolgesi, Vall21, Val143, Leul98 ve Trp209 rezidiileri ile sinirlanan, boslugun hidrofobik
kisminda bulunur [47].

Aksine, aktif bolgenin hidrofilik kismi CO> hidrasyon reaksiyonundan iiretilen
polar bilesenlerin baglanmasini ve bunlarin bosluktan ¢evreye salinimini1 kolaylagtirir.
Ote yandan His64, hCAII aktif bolgesinde yiiksek bir esneklige sahip olan ¢ok az sayida

amino asit kalintisindan biridir [25].
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1.2.2.1. CA II inhibitorleri

hCA II'nin inhibitorlerle etkilesimi i¢in en gok arastirilan izoform oldugu ve su ana
kadar bildirilen ¢ogu kinetik, spektroskopik ve kristalografik ¢aligmalarin hCA Il ile
yapildigi bilinmektedir. Ayrica, simdiye kadar bildirilen tiim yeni CA I inhibitorleri ilk
olarak bu izoform ile ¢alisilirken kesfedilmistir [4-7].

s -
Thr199 HSO; Thr199 2
— Br
; * ; @
' N il
L 1 . &
; ” Glul06 ' 52
Zn ‘_ X -
Glul06 i
His96
His119
His96
" C D
~ Thr199 - -
Thr199 S og HCOO- NO4
-9 i
I’ Al - ’ ‘.
24 0 24\
% Zn
Glu106 - 0 o
His94
Glu106 @
His119 His119
His96

His96

Sekil 1.14. (4) bistilfit, (B) bromiir, (C) format ve (D) nitrat ile kompleks haline getirilmis hCA II'nin yapisi
[48]

Ug protein ¢inko ligandinin (His94, His96 ve His119) yani sira katalitik mekanizmaya katilan
diger iki amino asit rezidiisii ve inhibitorlerin Glu106 ve Thr199 baglandigi kanmitlanmistir [48,
49]. Sekil 1.13 basit inhibitorler igin bile baglanma modlarinin ¢ok yonli oldugunu
gostermektedir.

Bisiilfit ile Zn?* iyonunun tetrahedral geometrisi, Sekil 1.13 A;

Bromiir ile Zn?* iyonunun ¢arpik tetrahedral geometrisi, Sekil 1.13 B;

Format ile Zn?* iyonunun bipiramidal geometrisi, Sekil 1.13 C;

Nitrat, Zn?* iyonuna koordine edilmeyen bir inhibitordiir, Sekil 1.13 D [48, 49].
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Normalde anyonlar hCA 1II i¢in zayif inhibitorlerdir, ancak yeni CA I
inhibitérlerinin  kesfedilmesi icin bunlarm arastirilmasi 6nemlidir [50]. Ornegin
trithiokarbonat (CS3?") zayif bir hCA 1I inhibitorii olarak bildirilmistir, ancak daha sonra
giiclii bir inhibitorler sinifi olan ditiyokarbamatlarin (DTC'ler) kesfine yol agmustir [51].
Simdiye kadar bildirilen diger hCA II inhibitdr siniflari; fenolleri, poliaminleri, siilfo-
kumarinleri, kumarinleri ve tlirevlerini icermektedir [52].

Primer siilfonamidler, en ¢ok incelenen hCA II inhibitorleri sinifin1 temsil eder.
Genel olarak R-SO.-NH; yapisina sahiptirler, yapilarindaki R grubu aromatik veya

heteroaromatik halkay1 ifade eder ve kolaylikla iyonlagabilmektedir.

i i
R—ﬁ—NHZ —_— R—ﬁ—NH' + H
o) o)

Cok sayida galisma siilfonamid grubunun, deprotonlanmig nitrojenin negatif
yiikiinii pozitif yiliklii ¢inko iyonuyla birlestirdiginden dolayr CA aktif bdlgesi i¢in ideal
bir ligant oldugunu vurgulamistir. Koordine nitrojen atomu {izerindeki bir protonun
varligi, Thr199 atomunun hidrojen bagi akseptorii karakterine uyar, bununla kuvvetli bir
hidrojen bagi yapar. Primer siilfonamidlerin ¢ogu diisiik mikromolar araliginda giiglii

hCA II inhibe edici 6zellik gosterirler [4, 5, 7].

Sekil 1.15. Ornek bir siilfonamid inhibitorii ve hCA II aktif bolgesi arasindaki anahtar etkilesimlerin

sematik gosterimi [4]

Bununla birlikte, sekil 1.15te R kismu, aktif bolgenin hidrofilik veya hidrofobik bolgeleri ile ek

etkilesimler gergeklestirir ve farkli inhibisyon modellerine sahip bilesiklere yol agar [4].
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Sekil 1.16. Benzensiilfonamid’in hCA II aktif bolgesine baglanmasi [4, 5]

Sekil 1.16'da gosterildigi gibi siilfonamid veya ¢ok basit bir aromatik olan benzensiilfonamid

hCAIl'ye baglanmistir [5].

Siilfamatlar ve siilfamidler, siilfamoil kismu ile izosterik ¢inko baglama ozelligi

gosterirler ve siilfonamidlerle gok benzer bir sekilde hCA II'ye baglanirlar [4].

1.2.2.2. Antiglukom ajanlar

Birinci nesil inhibitorler

Asetazolamid (1), metakzolamit (2) ve etokszolamid (3) gibi heterosiklik
siilfonamidler ve ayrica aromatik bilesik olan diklorofenamid (4), klinik olarak kullanilan
CAl'lerin birinci nesil inhibitorleridir. Daha az klinik uygulamaya sahip olan
etokszolamid haricinde, asetazolamid, methazolamid ve diklorofenamid, birtakim yan
etkilere sahiptir. Bu antiglokom ilaglar CA inhibitorleri olarak kullanmaktadirlar. En
belirgin yan etkileri: El ve ayaklarda uyusma/karincalanma, halsizlik, kilo kaybu,

gastrointestinal irritasyon, metabolik asidoz, bobrek tasi ve gegici miyopidir [38].
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ikinci nesil inhibitérler: Lokal olarak etkili siilfonamidler

Siilfonamidleri, CA inhibisyonu i¢in lokal olarak dogrudan goz i¢ine uygulama
fikri, 1950'lerde Becker tarafindan ele alinmistir. Klinik olarak kullanilan 1-4 bilesikleri
deney hayvanlarimin géziine siispansiyon olarak verilmistir, bu ve benzer caligmalar
negatif sonug¢ vermistir. Siilfonamidler, CA inhibisyonda sadece antiglokom ila¢ olarak
kullanildiginda etkili olmustur [53].

1983 yilinda Maren ve ark. tarafindan, nispeten dengeli bir lipit ¢oziiniirliigiine
(korneaya niifuz edebilmek i¢in) ve yeterince gii¢lii hCA 1I inhibisyon 6zelliklerine sahip
olan suda ¢oziiniir bir siilfonamid olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Fakat o anda, bu siniftaki
bilesiklerin biyoorganik kimyasi heniiz kesfedilmemis oldugundan, bu 6zelliklere sahip
hi¢bir inhibitor mevcut degildi. Suda ¢oziiniir siilfonamidler, bundan kisa bir siire sonra
gelistirilmeye baslandi1 ve 1995'te ilk farmakolojik ajan olan dorzolamid (5) g6z damlasi
olarak piyasaya siiriildii [54]. Yapisal olarak iliskili ikinci bir bilesik olan brinzolamid (6)
Alcon Laboratories'de kesfedilmistir ve 1999 yilinda glokomun lokal tedavisi i¢in
onaylanmistir [55]. Bu iki bilesik hala sadece lokal etkili CA inhibitorleri olarak
kullanilmaktadir. Dorzolamid (5) ve brinzolamid (6), nanomolar hCA II inhibitérleridir,
ancak diger memeli izoformlarin1 da 6nemli 6l¢iide inhibe ederler [56]. Bunlar suda
¢cOziinilirliige sahiptirler, korneaya niifuz edebilirler ve lokal olarak dogrudan goz igine
uygulanabilirler [54]. Gozlenen yaygin yan etkileri arasinda goziin batmasi, yanmasi veya

kizarmasi, bulanik gérme, kasint1 ve ac1 tadi sayilabilir [38].
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Uciincii nesil inhibitorler
Son birkag yilda NO-baglama ozelliklerine sahip ¢ok sayida siilfonamid (7-9)
bulunmustur. Nitrat ester tipindeki NO-bagislayict kisimlar1 igeren bilesiklerin

sentezlenmesi i¢in bir¢ok aromatik/heterosiklik siilfonamid iskelesi kullanilmistir [4, 5].

N—N
\;S/ .
SOZNHZ \H S SOzNHZ
]

8: para
O/\/\/ONOZ § 9: meta
O

;
NO,

Yeni bilesiklerin bazilari, glokomda diisiik nanomolar aralikta hedef izoformlarin
in vitro inhibisyonunda etki géstermistir. Bunlardan birinin (9) X-1s1m kristal yapisi, bu
belirgin inhibe edici aktiviteyle iligkili faktorleri ortaya ¢ikarmistir [4, 5, 57].

Sekil 1.17. hCA Il'ye bir NO-baglayan siilfonamid (9) eklenmesi [57]

22



hCA II'yi hedefleyen lokal olarak etkili CA inhibitorleri (ditiyokarbamatlar ve
ksantanlar): Son zamanlarda bu enzimlerle siilfonamidler gibi benzer veya farkli bir
inhibisyon mekanizmasi ile etkilesime giren yeni kemotipler ortaya ¢ikmuistir. Bunlar

arasinda ditiyokarbamatlar (DTC) ve ksantatlar (XTS) kuskusuz en ilging olanlardir [51].

O

/N
Ry S
12

12a 12b

13 14 15

S CN s S
12 12x 1227 12y
S S s
R—O0—X R —S% NC—N %
S S S
13 14 15

hCA Il i¢in 12a, 12b ve 12c bilesikleri ile kompleks haline getirilmis ti¢ adet
DTC’nin X-1s1mm1 kristal yapisi aydmlatilmis. Suda ¢6ziiniir morfolin DTC (12c),
glokomun yaygin olarak kullanilan bir hayvan modeli olan hipertansif tavsanlarin goziine
dogrudan uygulandiginda, in vivo ortamda antiglokom ajan olarak ¢ok etkili olmustur
[51]. Biiyiik bir ksantan serisi ve birkag tiyoksanat (bilesik 13 ve 14'tin yani sira, DTC
benzeri basit inorganik bir bilesik olan 15) hCA II inhibitorleri olarak rapor edilmistir.
DTC'ler i¢in R kismi, hCA II'yi inhibe edici 6zellikleri etkileyen ana faktdr olmustur [58].
Ditiyokarbamatlar ve ksantanlar kolayca temin edilebilen, sentezlenebilen ve suda

¢Ozliniirligi iyi olan bilesikler oldugundan dolay: tercih sebebidir [51, 59].
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1.2.2.3. CA II aktivatorleri

Ik olarak tiim aktivatdr calismalart hCA II (sigir izoformu, bCA) iizerinde
gerceklestirilmistir. Giiniimiizde, memelilerden alinan biitiin CA izoformlari, ¢ogu amin,
amino asit ve oligopeptid olmak iizere cesitli aktivator simiflariyla aktivasyonlar
arastirtlmistir [60].

CA aktivasyon mekanizmasi genis X-1s1n1 kristalografik ve kinetik calismalarindan
dolay1 tam olarak anlasilmaktadir [61]. CA'lar tarafindan katalize edilen CO2 hidrasyon
reaksiyonu ig¢in hiz belirleyici asama, enzimin ¢inko hidroksit tiiriniin tiretilmesiyle,
reaksiyon ortamina baglanan sudan Zn?" iyonuna proton transfer reaksiyonudur [4].

Bu tiir proton transfer reaksiyonlarina, amin, amino asit ve oligopeptit tipine
katilabilen bilesiklerin, verimli CA aktivatorleri olarak gorev yaptiklari gosterilmistir [25,
62]. CA'ya baglanmis bir aktivatoriin X 1gin1 kristal yapisi, ilk defa hCA 1I’ye baglanmis
histaminle goriintiilenmistir.

Baz1 ¢aligmalarda, aktivator baglanma bolgesinin katalitik metal iyonundan ¢ok
uzakta, enzim aktif alaninin girisinde oldugu gosterilmistir. Aktivatdrler, enzimin
niikleofilik tiirlerinin daha fazla iiretilmesiyle birlikte ek proton salma yolaklarina

katilabilir ve boylece daha verimli kataliz olabilir [25].

Sekil 1.18. CA inhibitorleri L-adrenalin (siyah) ve histamin (beyaz) ile iist iiste hidrolize edilmis kumarin
(gri renkli) CA II aktif bélgesine baglanmasi. Kumarin ve CA-Aktivatorlerinin baglanma
bélgeleri aynidr [25]
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Amin/amino asit aktivatorlerinin baglanmasi i¢in kullanilan aktivator baglanma
bolgesi, kumarin ve diger inhibitorler tarafindan da kullanilabilir [63]. Fenilalanin ve
imidazol gibi baz1 CA aktivatorleri, deney hayvanlarina uygulandiginda sinaptik etkinlik,
mekansal 6grenme ve hafizanin gelisimini kanitlamistir. Bu c¢alismalar, Alzheimer
hastaligt veya yaglanma gibi O6grenme ve hafizanin bozulmadigi kosullarda
gerceklesebilir [64]. Alzheimer hastaligindan etkilenen hastalarin beyinde CA 11
diizeylerinin 6nemli Olgiide azaldigi belirlenmistir. Bu bilgiler biligsel fonksiyonlarda
farkli CA izozimlerinin roliinii gii¢lii bir sekilde desteklemektedir [65].

CA II'nin en c¢ok hedeflenen izoformlardan biri olmasiyla birlikte bircok CA
aktivasyonu ila¢ tasarimi igin &nemlidir. ilag tasarimini kolaylastiran durum, aktivator
baglanma bolgesinin, kumarin (inhibitoér) baglanma bdlgesi ile ayni olmasidir. Bunun
Oonemini in vivo olarak anlamak i¢in CA aktivatorleri alaninda daha fazla ¢alisma

yapilmasi gerekmektedir [66].

1.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Insan igin ve yasayan birgcok canli tiir icin gerekli olan oksijen molekiilii aym
zamanda havaya maruz kalan organik molekiillerin bozulmasindan da sorumludur.
Oksidatif stres, “oksidanlar ve antioksidanlar arasinda, potansiyel olarak hasara yol agan
dengesizlik” olarak tanimlanir. Birgok hastalikta mevcut olan énemli bir biyokimyasal
durumdur ve en ¢ok iskemik inme ve romatoid artrit gibi otoimmiin ve inflamatuar
hastaliklarda belirgindir [67-69].

Ek olarak, kanserde, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve diabetes mellitus
gibi norodejeneratif hastaliklarda oksidatif stresin biiylik rol oynadig: diisiiniilmektedir.
Oksidatif stres, baglica reaktif azot tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS), reaktif
nitrojen oksijen tiirleri (RNOS) ve baglanmamis adventif metal iyonlarindan olusan,
olagan dis1 yiiksek konsantrasyonlarda toksik reaktif tiirlerin varlig: ile karakterizedir.
Oksidatif stresin, merkezi sinir sisteminin g¢esitli dejeneratif hastaliklarinda ve hem
mitokondriyal DNA'ya hem de diger mekanizmalara zarar vererek normal yaslanma
stirecindeki birincil faktor olduguna inanilmaktadir. Normal metabolik siirecler sirasinda
olusan ROS, lipid peroksidlerin birikmesine yol acarak kolayca membran lipidlerin
peroksidasyonunu baglatabilir. Boylece proteinler, lipitler ve DNA'daki lipoproteinleri
igeren gesitli biyomolekiillerin biitiinliigiinii tehdit edebilir [68].
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2 RH . . .
HO R RO/ ROO
O,

Protein hasari
DNA / RNA hasar1i

Sekil 1.19. ROS olusumu ve kaybu ile ilgili reaksiyonlarin gésterimi [70]

Molekiiler oksijenden siiperoksidin (O2") olusumu ya NADPH oksidaz kompleksi ya mitokondri
sitokrom ¢ peroksidaz ya da ksantin oksidaz tarafindan gergeklestirilir. GPx: Glutatyon
peroksidaz, GR: glutatyon rediiktaz, GSH: indirgenmis glutatyon; GSSG: glutatyon disiilfit veya
oksitlenmis glutatyon, SOD: siiperoksit dismutaz, CAT: katalaz, MAO: monoamin oksidaz, RH:
lipit. ROS'u olusturan mekanizma ne olursa olsun, lipid ve DNA oksidasyonu gibi zararli radikal

reaksiyonlar meydana gelebilir ve biyolojik islev bozukluklari meydana gelebilir [70].
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Tablo 1.2. Reaktif oksijen ve azot tirleri [11, 71]

Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Radikal olanlar Molekiil formiilii Nonradikaller Molekiil formiili
Peroksi ROO Ozon O3
Hidroksil OH' Hipoklorik asit HOCI
Alkoksi RO’ Hipobromik asit HOBr
Hidroperoksi HOy Singlet oksijen 0,
Siiperoksit 02 Hidrojen peroksit H20;
Nitrik Oksit NO* Nitr6z asit NO;
Azot dioksit NOy Nitroksi anyonu NO-
Nitrozil katyonu NO* Dinitrojen trioksit N20O3
Nitronyum katyonu NOy* Nitr6z oksit NO-
Lipid alkoksi LO Peroksinitrit ONOO-
Tiyol radikali RS Peroksinitroz asit ONOOH
Lipid radikali L Nitronyum katyonu NO2*
Protein radikali P Alkilperoksi nitritler ROONO

1.3.1. Serbest radikaller ve ROS olusumu

Bitkilerde genellikle molekiiler oksijenin serbest radikallerle etkilesimini igeren
fotokimyasal olmayan yollar, oksijen veya ROS igeren ve potansiyel olarak zararl serbest
radikal tiirlerinin iiretilmesini saglar [72, 73]. Bu tip reaksiyonlar dogrudan meydana
gelebilir ya da bitki hiicresinde normal olarak bulunan enzim katalizorleri (lipoksijenaz)
ile desteklenebilir. Radikal olmayan iriinlerden organik serbest radikallerin olusumu
(genellikle karbon merkezli), otooksidasyonun baslangi¢c asamasi olarak adlandirilir.
Genellikle yavas olan bu siireg, bir radikal zincir reaksiyonunun karakteristik “gecikme
periyodu” ile sonuclanir. Reaksiyonun yayilma asamasinda, peroksi radikalleri, ROO
birikmesi ve daha sonraki peroksi radikallerinin sagladig: hidrojen atomlarina sahip olan
bilesikler (R’H) ile tepkimesi gergeklesir. Yeni radikaller sonrasinda molekiiler oksijenle
daha fazla reaksiyon icin kullanilabilir. Son olarak, tiim oksijen veya aktif hidrojen tiirleri
tilkkendiginde, sonlandirma asamasi baglar. Bu asamada, radikaller inaktif, radikal

olmayan tiriinler iiretmek i¢in birbirleriyle birlesir:
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RH — R’

R + O, (0"-0",%0,) — ROO*

ROO"+ R°’H ——ROOH + R’
ROO® + R® —— ROOR

2RO0° — ROOR + 0,

Hidrojen veren antioksidanlar, bir sonlandirma reaksiyonunda lipid peroksil

radikalleri ile reaksiyona girebilir ve bu da yeni radikallerin olusum dongiisiinii kirar:

Baslangig reaksiyonu

Yayilma reaksiyonu
Yayilma reaksiyonu

Sonlandirma reaksiyonu

Sonlandirma reaksiyonu

ROO* + AH —— ROOH + A

A, bir antioksidan1 temsil eder. Bu durumda ortaya ¢ikan radikal, lipid peroksil
radikalinden daha uzun bir yar1 démre sahiptir ve bu yiizden ¢ok daha kararlidir. Bu da

gercek bir sonlandirma reaksiyonunun olusma sansini artirir. Ornegin; flavonoidlerde

bulunan hidroksil gruplart hidrojen vermek i¢in en 6nemlisidir [68].
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1.3.2. Baz1 reaktif oksijen tiirleri ve 6zellikleri

ROS, oksijenden tiiretilen kimyasal olarak reaktif bir dizi molekiilleri icerir. Bu
molekiillerin bazilar1 hidroksil radikali gibi son derece reaktifken, bazilar1 daha az

reaktiftir (stiperoksit ve hidrojen peroksit gibi) [74].

Tablo.1.3. Major ROS molekiilleri ve metabolizmas [74]

ROS molekiilii Ana kaynaklar Enzim savunma sistemleri

Siiperoksit (02) Elektron tagima zincirinden Stiperoksit dismutaz (SOD)
elektronlarin sizmasi Stiperoksit rediiktaz (bazi
Aktif fagositler bakterilerde)

Ksantin oksidaz
Flavoenzimler
Hidrojen peroksit (H202)  Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon peroksidaz
NADPH-oksidaz (notrofiller) Katalazlar
Glukoz oksidaz
Ksantin oksidaz
Hidroksil radikali (OH)  H»0; ile gegis metalleri Glutatyon
Nitrik oksit (NO) Nitrik oksit sentaz Peroksiredoksinler

Singlet oksijen (*0z2): Singlet oksijen (*O2), enzimler dahil olmak iizere gesitli
kaynaklardan {iretilebilir. Biyolojik sistemlerdeki ana olusum mekanizmas: ise
fotolanmus bilesiklerden gelen enerji transferidir. Singlet oksijenin yarilanma émrii 107
s’dir ve normal triplet oksijen daha kararsizdir [75].

Biyolojik molekiillerin birka¢ siifi ve enzim inaktivasyonunun olasi sonuglaria
sahip birka¢ amino asit, 1O, tarafindan saldirtya yatkindir. Membran bozulmasi, 1O2'nin
doymamis yag asitleri ile reaksiyonundan hidroperoksitlerin olusumuyla baslatilan lipit
peroksidasyonuna baghdir. Niikleik asitler, 6zellikle DNA’daki guanin 'O2'ye kars1 gok
hassastir [76].
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Enzimler (COX,
MPO, Sit-p450)

Flavin niikleotidler,
deri, retina, bilirubin
151K absorbsiyonu

\ / Spontan dismutasyon

102 -~

0, +0,” OH + 0,”

/

Ozon (O5) H,0, + HO,™

Sekil 1.20. Singlet oksijen olusumu yollart [70]

Singlet oksijen radikal olmayan bir tiirdiir, ¢linkii singlet oksijenin orbitallerinin
icindeki elektronlar eslenir. Bu nedenle, diger reaktif oksijen tiirleri ile karsilastirildiginda
singlet oksijen toksik degildir. Dahasi, insan organizmasinda singlet oksijen mikroplar,

viriisler ve kanser hiicreleri gibi ¢esitli patojenlere kars1 terapotik potansiyele sahiptir

[70].

Ozon (O3): 3 oksijen atomundan olusan molekiil trioksijen olarak da tanimlanir.
Canlilar tarafindan iiretilemez ve kuvvetli bir oksitleyicidir. Ozon UV 1s1n1 kullanilan
yerlerde olusabilir ve hava kirliligine sebep olmaktadir. Biyomolekiilerin oksidasyonu ve
peroksidasyonuna dogrudan sebep olabilir. Ozonun akciger islevine zarar verebilecegini
ve solunum sistemini tahrig edebilecegini gdsteren ¢ok sayida kanit vardir. Diisiik ozon
seviyeleri bile 6zellikle akciger hastalig1 olan ¢cocuklarda ve yaslilarda saglik sorunlarina
sebep olabilir. Ozona uzun siireli maruziyetin solunum yolu hastaligina yol actig1 ve 6liim

riskini artirdig1 gosterilmistir [77].

Siiperoksit anyon radikali (O.-): Bir elektronun eklenmesiyle molekiiler
oksijenden olusan siiperoksit anyonu radikali, serbest radikal olmasina ragmen, yiiksek
oranda reaktif degildir. Lipit zarlarina niifuz etme kabiliyetinden yoksundur ve bu nedenle

iiretildigi bolge i¢ine kapatilmistir. Siiperoksit olusumu, 6zellikle, solunum zinciri ile i¢
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mitokondriyal membranin ¢evresinde elektron bakimindan zengin aerobik ortamda

spontan olarak gergeklesir [68].

2H* H,0, + O,
Glutatyon
Katalaz
Flavin igeren
Enzim -
0, Zi 0, Cu, Zn - SOD H,0,
/‘ / Fe2* / Cu*
e e
*OH
DNA veya Protein ‘/ K Lipid
hasar1 peroksidasyonu

Sekil 1.21. ROS olusumu ve hiicre i¢i diizeyde metabolizma i¢in basitlestirilmis semasi [68]

Stiperoksit endojen olarak, flavoenzimler o6rnegin ksantin oksidaz tarafindan
iiretilir. Diger siiperoksit iiretim enzimleri lipooksijenaz ve siklooksijenazdir. iki
stiperoksit molekiilii hizla hidrojen perokside ve molekiiler oksijene doniislir ve bu

reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) ile daha da hizlandirilir [68].

Nitrik oksit radikali (NO"): Nitrik oksit de serbest radikal ailesinin bir iiyesini
temsil eder ve bir¢ok yonden siiperoksit anyon radikaline benzerdir, ¢linkii eslenmemis
elektronu olmasina ragmen ¢ogu biyomolekiille reaksiyona girmez. Ayni zamanda NO",
diger serbest radikallerle (6rn. peroksi ve alkil radikalleri) kolayca reaksiyona girerek,
esasen daha az reaktif molekiiller meydana getirir. Dolayisiyla bir serbest radikal
siipiiriicii olarak da islev goriir. Ornegin; NO’in hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir [68].

Her ne kadar az reaktif olsalar da paralel olarak biiyiik miktarlarda iiretilen NO™ ve
siiperoksit birbiriyle reaksiyona girerek yiliksek oranda sitotoksik olan OONO"
(peroksinitrit) olusturur. Peroksinitrit ¢esitli biyomolekiiller ile dogrudan reaksiyona
girebilir. Peroksinitrit, dogrudan veya reaksiyon iiriinleri yoluyla diisiik yogunluklu
lipoproteinleri (LDL) okside edebilir. Seruloplazmin'i yok ederek bakir iyonlarini serbest
birakir ve genellikle bir¢ok enflamatuar hastalikta gozlendigi gibi farkli proteinlerdeki

tirozin kalintilarina saldirir. ROS yiiksek reaktiviteleri nedeniyle hasara neden olmaya
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egilimlidir ve dolayisiyla potansiyel olarak toksik, mutajenik veya kanserojendirler.
ROS’nin hasar verici hedefleri DNA, lipitler ve proteinler gibi tim 6nemli biyomolekiil

gruplaridir [78].

Hidrojen peroksit (H202): Hidrojen peroksit serbest radikal degildir, ancak
biyolojik zarlara niifuz edebilme yeteneginden dolay1 ¢ok dnemlidir. Kendi basina her ne
kadar reaktif olmasa da bakir ve demir gibi metallerle reaksiyona girerek daha reaktif

olan hidroksil (OH") ve hipoklorik asit radikallerinin olusumunda ara madde olarak gorev
alir [70].

H* + CI + H,0, — HOCI *+ H,0

H20O2'nin bir baska énemli rolii de hiicre i¢i sinyallesme molekiilii olmasidir [68].

Hidroksil radikali (OH"): Biyomolekiiller ile kuvvetli reaktivitesi nedeniyle,
hidroksil radikali biyolojik sistemlere diger ROS'lardan daha fazla ve kalici zararlar
verebilir. Hidroksil radikali, Fenton ve Haber-Weiss diye isimlendirilen reaksiyonlarda

H20>’in indirgemesi sonucu olusur [79].

Fenton reaksiyonlart:

H,0, + Fe?* — OH" + OH + Fe¥

H,0, + Cu* —= OH' + OH + Cu®*

Haber-Weiss Reksiyonlari:

.
H0, + Oy —» OH + 0, + H,0

H20, aym1 zamanda UV i1smlarma maruz kaldiginda da hidroksil radikaline

doniisebilmektedir.

H,0, Y > OH'
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Peroksi ve Alkoksi radikalleri (ROO" ve RO"): Peroksi ve alkoksi radikalleri,
molekiiler oksijenin lipit radikalleri ile reaksiyona girmesiyle, hidroperoksitlerin (ROOH)
ayrigsmasityla, 1s1 veya radyasyondan, ROOH'un metal iyonlar1 ve H atomlarini ayirabilen
diger oksidanlarla reaksiyona sokulmasiyla olusturulabilir [80].

En basit peroksil radikali, protonlanmis siiperoksit formu olan hidroperoksi (HOO-)
radikalidir. Peroksil ve alkoksil radikalleri orta derecede oksidasyon/indirgeme
potansiyeli olan iyi oksitleyici ajanlardir. ROO ve RO'min biyomolekiiller ile
reaksiyonlar1 genellikle H-atomunun ayrilmasini igerir ve in vivo olarak lipit
peroksidasyonunun baslatilmasi mekanizmalar1 ile ilgilidir. Elektron alan gruplar
reaktiviteyl arttirir (6rnegin kloroperoksil radikali), oysa elektron veren gruplar
reaktiviteyi azaltir (6rnegin, fenoksil radikalleri). Aromatik ROO ve RO eslenmemis

elektron delokalizasyonu nedeniyle daha az reaktif olma egilimindedir [81].

1.4. Antioksidanlar

Organik molekiillerin bozulmasia sebep olan oksijen molekiiliinlin meydana
getirebilecegi hasara engel olmak i¢in viicudumuz tarafindan bazi savunma sistemleri
gelistirilir. Diisiik oksidasyona sahip bir substrata kiyasla daha diisiik konsantrasyonda
bulundugunda bile bu maddenin oksidasyonunu 6nemli Sl¢lide geciktiren veya inhibe
eden maddeler antioksidan olarak tanimlanir [82].

Antioksidan terimi ¢ok kullanilan bir terimdir. Bir tahlil sisteminde etkili olan bir
antioksidan, diger tahlil sistemlerinde etkili bir antioksidan olmayabilir. Bu nedenle, bir
antioksidanin toplam etkinligini belirleyen tek bir analiz yoktur. Bir antioksidanin
degerlendirilmesinde, etki mekanizmasina konsantre olmasi énemlidir. Serbest radikal
iiretmenin bir¢cok yolu oldugu gibi, bir serbest radikalin bir antioksidan tarafindan
sondiiriilmesinin pek ¢ok yolu vardir. Bu reaksiyonu etkileyebilen bir¢ok faktor oldugu
gibi, serbest radikallerin de neredeyse sonsuz muhtemel hedefleri olabilir. Antioksidan
etki, asagidakileri iceren birka¢ farkli kimyasal olaymn bir kombinasyonundan
kaynaklanabilir. Ayrica, varsayilan bir antioksidanin saglikla ilgili etkileri, viicut

tarafindan ne kadar iyi emildigine ve metabolize edildigine baglidir [68].
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1.4.1. Hiicresel antioksidan enzim sistemleri

Antioksidan aktivite yasamakta oldugumuz giiclii oksitleyici ortama kars1 koymak
icin hayati Onem tasir. Mutajenez, karsinojenez ve yaslanma gibi birgok biyolojik
fonksiyon antioksidatif etkilere baglidir. Bir¢ok bitki materyalinin antioksidan aktiviteleri
yakin zamanda tanimlanmistir. Cesitli kronik rahatsizliklarda etkili bir rol oynadigi
diisiintildiigli i¢in biyolojik sistemlerde oksijen igeren serbest radikallere olan ilgi
artmigtir. Buna gore, bunlart igeren organizmalarin hiicrelerinde ve etki
mekanizmalarinda dogal olarak olusan antioksidanlarin, koruyucu biyokimyasal
fonksiyonlar1 tizerinde durulmaktadir [68].

Hiicreleri ve organizmalart asir1 ROS olusumunun 6liimciil etkilerinden korumak

icin ¢alisan antioksidan enzim sistemlerinin bazilari1 sunlardir:

SOD, kesfedilen ilk gercek ROS’u metabolize edici enzimdir. SOD, siiperoksidin
(O2) hidrojen peroksit’e ve oksijene dontisiimiinii katalize eder. SOD ile katalize edilen
reaksiyonda iki siiperoksit molekiilii, H2O2 ve molekiiler oksijeni olusturur ve dolayisiyla
bir hiicresel hidrojen peroksit kaynagidir.

20°; + 2H* ——> H,0, + O,

Stiperoksit, mitokondride solunum zincirinden elektron sizintisina bagli olarak nispeten
yiiksek konsantrasyonlarda olusur. Hem SOD hem de katalaz aktivitesinin tiitliin
bitkilerinin yapraklarinda azaldigi ve bunun da membran hasar1 belirtileri gdsterdigi
gbzlemlenmistir. Bu iki enzimin aktivitesi ile yapraklardaki lipid peroksidasyon derecesi
arasinda bir iligki vardir. Her iki enzim de, yapraklarin lipit tahribatinin zararl

etkilerinden korunmasi i¢in 6nemli maddelerdir [83].

Siiperoksit Rediiktaz (SOR): Son yillarda, siiperoksitin dogrudan indirgenmesini

katalize eden yeni bir siiperoksit siipiiriicii enzim tiirii kesfedilmistir:
02. + e + 2H+ —_— H202
Bu enzimler demir igerir ve bugiine kadar sadece anaerobik siilfat indirgeyen bakterilerde

bulunmustur [84].
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Katalaz: Birgok organizmanin katalazlari, esas olarak hem (demir i¢eren prostetik
grup) iceren enzimlerdir. Katalaz hidrojen peroksidin suya ve molekiiler oksijene

dontistimiinii katalize ettigi peroksizomlarda bulunur:

2H202 —_— 02 + 2H20

Ayrica Katalaz, hidrojen peroksidin indirgenmesi yoluyla farkli substratlari, fenolleri ve

alkolleri detoksifiye etme islevlerine sahiptir:

H202 + R’HZ — R’ + 2H20

Katalazin bir bagka antioksidatif rolii, Cu veya Fe iyonlari tarafindan katalize edilen
fenton reaksiyonu yoluyla hidrojen peroksitten hidroksil radikali (¢*OH) olusumu riskini

azaltmaktir. Katalaz, enzimi inaktivasyondan koruyan ve etkinligini artiran NADPH'yi

baglar [74].

Peroksiredoksin: Peroksiredoksinler (tioredoksin peroksidazlar) peroksitleri,
ornegin hidrojen peroksit ve farkl alkil hipoksiditleri dogrudan inhibe edebilmektedirler
[85].

Glutatyon peroksidaz: Bir tiyol grubunu tasiyan tripeptit olan glutatyon (GSH),
birgok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Okside edilmis form olan
glutatyon disiilfit, GSSG olarak bilinen bir disiilfidi olusturmak i¢in; H20, ve diger

peroksitler (6rn: hiicre zarindaki lipid peroksitler) gibi birgok oksidan ile reaksiyona girer:

ROOH + 2GSH ——> ROH + GSSG +H,0

Yukaridaki reaksiyon, memeli hiicrelerinde 6nemli bir enzim olan ve selenyum iceren
glutatyon peroksidaz tarafindan katalize edilir. Baz1 veriler, glutatyon peroksidazlarin
fizyolojik kosullar altinda yiiksek antioksidan dneme sahip oldugunu, diger enzimlerin

ise yalnizca oksidatif stres olaylarinda 6nemli oldugunu géstermistir [68].
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1.4.2. Bitkilerin dogal antioksidanlar:

Butillenmis hidroksitoluen (BHT 1) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA 2) gibi

sentetik antioksidanlar gidalarda kisithh kullanimlara sahiptir ve kanserojen oldugu

stiphesi vardir [86].
OH OH
Me OMe
2,6-di-tert-butyl-4-methyl phenol, BHT 2,6-di-tert-butyl-4-methoxy phenol, BHA
1 2

Bu nedenle, dzellikle son yillarda bitki kaynakli dogal antioksidanlarin arastirilmasi
biiyiik 6l¢iide artmistir.

Yaygin olarak kullanilan dogal antioksidan bilesikler sunlardir:

Askorbik asit (Vitamin C): Askorbik asit, uzun bir siire biyolojik bir antioksidan
olarak onerilmistir. Kloroplastlarin stromasi gibi birgok hiicresel ortamda oldukga yliksek
konsantrasyonlarda bulunur. Askorbat suda ¢oziiniirdiir ve insan plazmasinda oldugu
gibi hiicre zarlarinda da 6nemli bir antioksidandir. Askorbat ayrica hiicre zarlarindaki
lipitleri de bu mekanizmaile korur. Hiicre iginde sulu fazda askorbat ve glutatyon, hiicreyi

oksidatif hasara kars1 korumak tizere hareket ederler [68].

N/

Askorbik asit
NADPH-oksidaz

Dehidroaskorbat
oksidaz

NADP* + H* GSSG Askorbik H,0,
Asit

NADP* Dehidro

Askorbik asit

Sekil 1.22. Askorbik asitin dehidroaskorbata doniisiim mekanizmasi [75]
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Vitamin E: E Vitamini, siiperoksit gibi peroksitleri ve ROS'u azaltir. Vitamin E,
lipit peroksi radikalleri ile tepkimeye sokulduktan sonra olusturulan o-tokoferol
radikallerini azaltarak, plazma lipoproteinlerinde (LDL) lipid hidroperoksit olusumunu
Onlemeye hizmet eder. Bu, aterosklerotik plak olusumunun 6nlenmesinde 6nemli bir
islevdir. Bu bilesikler sadece bitkilerde degil, ayn1 zamanda memeli dokularinda da
meydana gelir. Dort major tokoferoliin en biyolojik olarak aktif olan1 a-TOH'dur. a-TOH,
biyolojik membranlarda bulunan lipitte ¢6ziiniir bir vitamindir. Eslenmemis elektronlarla

reaksiyona girdigi ve peroksil radikallerini azaltabildigi bir hidroksil grubu igerir [68].

Tokoferoller

HO

Sekil 1.23. Tokoferollerin simiflandiriimasi [75]

a-TOH, bagirsakta emilir ve silomikronlarda karacigere nakledilir. Cok distik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) partikiillerinde, lipoprotein lipazin LDL'ye indirgenmis
oldugu kanin i¢ine geri dondiiriiliir. Oksitlenebilir lipit molekiillerinin bollugunun aksine,

her LDL'de sadece 5-10 a-TOH molekiilii vardir [68].
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Sekil 1.24. a-Tokoferoliin radikal giderme mekanizmasi [75]

Flavonoidler: Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak goriilen (4000'den fazla
flavonoid izole edilmis) ve siklikla insan diyeti bilesikleri olan difenil propanlardir.
Flavonoidlerin yakin aile iiyeleri; flavonlari, izoflavonlar1 ve 2,3-dihidro tiirevlerini
icerir. LDL'nin oksidatif modifikasyonunun insan aterosklerozunun gelisiminde 6nemli
bir rol oynadig1 6ne siriilmiistiir. Boylece LDL'min flavonoidler gibi bilesikler ile
oksidasyondan korunmasi, hastaligin ilerlemesini geciktirmek veya dnlemek i¢in etkili
olabilir. Biyolojik aktiviteye sahip bazi flavonoidlerin anti-iskemik, anti-trombosit, anti-
enflamatuar ve anti-lipoperoksidant aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Flavonoidlerin
ayrica 5-lipoksijenaz, siklooksijenaz, monooksijenaz veya ksantin oksidaz gibi
oksidasyon sistemlerinde yer alan ¢ok ¢esitli enzimleri inhibe ettigi bulunmustur [68].

Flavonoidler, antioksidan aktivitelerini; ornegin radikalleri temizleyerek, metal
iyonlarin1 baglayarak ve serbest radikal olusumundan sorumlu enzimatik sistemleri
inhibe ederek cesitli mekanizmalarla gerceklestirebilirler. Faydali etkilerin aksine, bazi
flavonoidlerin (6rnegin, kuersetin) mutajenik ve karsinojenik oldugu goriilmiistiir. Bu
zararl etkiler, metal iyonlarinin varliginda belirli kosullar altinda serbest radikaller iireten
flavonoidlerin peroksidan aktivitesine dayandirilabilir [87].

Flavonoidler, bitki aleminde 6zellikle yapraklarda, ¢i¢ekli dokularda ve polenlerde
yaygindirlar. Ayrica saplar ve kabuklar gibi odunsu kisimlarda bol miktarda bulunurlar.
Cesitli flavonoid siniflari, kolayca oksitlenebilen birtakim bilesiklere karsi antioksidan

aktivite gosterir. Flavonoidin antioksidan etkinligi kolayca oksitlenebilen lipit-linolenik
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asit ve B-karoten igeren bir test sisteminde Olgiiliir. En yiiksek aktivitenin ti¢ hidroksil
grubuna sahip serbest flavonoller olan mirisetin ve robinetin’de oldugu goriilmiistiir.
Daha disik de olsa aktivite gosteren diger bilesikler; kuersetin, dihidrokuersetin,

rhamnetin ve fisetin’dir [68].

OH O OH O

OH O
Rhamnetin Fisetin

Silimarin, mikrozomal ve mitokondriyal lipid peroksidasyonunun inhibe edilmesinde esit
derecede etkili olmustur. Bir dizi flavonoid, oda sicakliginda karanlikta emiilsiyon haline
getirilmis linolenik asit ve metil linoleatin oto-oksidasyonu i¢in inhibitérler olarak test
edildiginde, en yiiksek aktiviteye sahip iki bilesigin morin ve kemferol oldugu
bulunmustur. Flavonoidlerin aktivitesi, yag asidi tiirevinden tiiretilen peroksi radikaline

bir hidrojen atomu verme yetenegine bagldir.
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Flavonoidlerin lipooksijenaz ve prostaglandin sentetaz enzimlerinin gii¢lii inhibitorleri
oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda g¢oklu doymamis yag asitlerini oksijen igeren
tirevlere doniistiiriir. Her iki enzime karst en yiiksek aktiviteyi luteolin (5,7,3°,4’-

tetrahidroksiflavon) ve 3°,4’-dihidroksiflavon gostermistir [68].

Fenolik asit: Fenolik gruplari igeren asidik bilesikler, aktif antioksidanlar olarak
gosterilmistir. Kafeik asit, klorojenik asit ve 4-O-kafeoil kinik asit igeren izomerler ilk
olarak patateslerden izole edilmistir. Klorojenik asit, bitki ekstraktinda en fazla bulunan
fenolik asit ve ayn1 zamanda en aktif antioksidandir. Steroller ve triterpen alkolleri ile

kafeik asit esterleri ise Phalaris canariensis ¢imi tohumundan izole edilmistir [68, 87].
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Karotenoidler: Karotenoidler, patates, havug, 1spanak, kirmizi biber, domates ve
brokoli gibi bitkilerde yaygin olarak bulunan sar1 veya turuncu pigmentlerdir.
Karotenoitlerin, B-karoten, likopen ve lutein dahil olmak iizere ¢esit formu mevcuttur [68,
88].

N N S G G N

Karoten

Likopen

OH
NN U G G N

HO .
Lutein

1.5. Bitkiler

Makedonyanin farkli bolgelerinden toplanan bitkiler, ekstreleri hazirlanmadan 6nce
Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dalinda teshis
edildi. Teshis edilen bitkiler icin sirasiyla, E. arvense 15423, O. vulgare 15427, A.
millefolium 15426, A. absinthium 15424 ve H. perforatum icin 15425 Esse numaralari

verildi.

(2

Sekil 1.25. Bitkilerin toplandigi bolge
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1.5.1. Tarla atkuyrugu (Equisetum arvense)

1.5.1.1. Bilimsel siniflandirma

Tablo 1.4. Equisetum arvense bilimsel siniflandirma

Alem Bitkiler
Boliim Pteridophyta
Simf Equisetopsida
Takim Equisetales
Familya Equisetaceae
Cins Equisetum
Tiir E. Arvense

Sekil 1.26. Equisetum arvense bitkisinin goriiniisii [89]

1.5.1.2. Genel ézellikleri

Tarla atkuyrugu (Equisetum arvense), atkuyrugugiller familyasinda yer alan, kuzey
yarimkiirede yetisen bir bitkidir. Giineydogu Avrupa ve Asya giineyi, Tiirkiye, Iran, Cin
genelinde, Kore ve Japonya hari¢ olmak iizere Kanada, ABD genelinde Equisetum tiirleri
yaygin olarak bulunur [89]. Equisetum familyasi 30 farkli tiirden olusur ve ¢ok yillik bitki

tiiri olarak bilinir. Boylar1 10-30 cm arasinda olup ilkbahar mevsiminde yetisir, nisan ve
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mayis ayindan itibaren yesil rengini alirlar. Equisetum arvense tiiberkiiloz, bobrek ve
mesane bolgesi iltihabi gibi durumlarin tedavisinde folklorik ilag¢ olarak uzun yillar
boyunca kullanilmistir. Ayrica romatizmal hastaliklar ve zor iyilesen yaralar igin de
faydali oldugu goriilmistiir. Ancak uzun siireli kullanimda sindirim problemi ve toksik

etki olusturabilecegi goriilmistiir [90].

1.5.1.3. Toplanmasi ve kurutulmasi

Atkuyrugu otu mayis ayinda bitki yapraklari tam olarak yesillendiginde kokii
toprakta kalacak sekilde sap kismindan kesilir. Giines 1s181na maruz kalmayacak sekilde
oda sicakliginda kurumaya birakilir. Tez kapsaminda kullanilacak olan atkuyrugu bitkisi
Makedonya’nin Mavrovo bolgesinden (koordinati; enlem: 41°40721,9", boylam:

20°45'40,1") toplanmustir.

1.5.2. Keklik otu (Origanum vulgare)

1.5.2.1. Bilimsel siniflandirma

Tablo 1.5. Origanum vulgare bilimsel siniflandirma

Alem Bitkiler
Boliim Angiosperms
Simf Asterids
Takim Lamiales
Familya Lamiaceae
Cins Origanum
Tiir O. Vulgare
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Sekil 1.27. Origanum vulgare bitkisinin gortintisii [91]

1.5.2.2. Genel ozellikleri

Keklik otu (Origanum vulgare), Lamiaceae ailesine ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Bu bitki ailesi Akdeniz, Avrupa, Sibirya, Kuzey Afrika ve iliman iklimdeki bir¢ok Asya
iilkesinde yetismektedir. Keklik otu keskin kokulu yapraklara ve mor renkli ciceklere
sahip aromatik bir bitkidir [91]. Cicek agma dénemi nisan mayis aylaridir. Keklik otu 20-
80 cm araliginda bir uzunluga sahip olup ¢igekleri yaklagik 4 cm uzunlugundadir [92].
Keklik otu dogal antioksidanlarin {iretimi i¢in en ¢ok tercih edilen bitki tiirtidiir [93].
Soguk alginligi, oksiiriik, deri hastaliklar1 ve sindirim bozukluklar1 gibi durumlarda tedavi
amacl kullanilmaktadir [94].

1.5.2.3. Toplanmast ve kurutulmasi

Keklik otu mayis aymnda ¢igek agtiginda kokii toprakta kalacak sekilde sap
kismindan kesilir. Cigek ve sap kisimlar1 ayrilmaksizin kullanilir. Glines 1s181ina maruz
kalmayacak sekilde oda sicakliginda kurumaya birakilir. Tez kapsaminda kullanilacak
olan Keklik otu Makedonya’nin Mavrovo bolgesinden (koordinati; enlem: 40°39'30,9",
boylam: 20°43'38,5") toplanmustir.
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1.5.3. Civanpercemi (Achillea millefolium)

1.5.3.1. Bilimsel siniflandirma

Tablo 1.6. Achillea millefolium bilimsel siniflandirma

Alem Bitkiler
Béliim Angiosperms
Sinif Asterids
Takim Asterales
Familya Asteraceae
Cins Achillea

Tiir A. Millefolium

Sekil 1.28. Achillea millefolium bitkisinin goriiniisii [95]

1.5.3.2. Genel ézellikleri

Civanpergemi genel olarak Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da
yetisen c¢ok yillik bir bitkidir. Sindirim, diyaforetik, balgam soktiiriicii, hemostatik,
spazmotik hastaliklar ve hazimsizlik gibi hastaliklarda tedavi amach kullanilir.
Civanpergemi beyaz renkli ¢igeklere ve tiiylii yapraklara sahip, papatyagiller ailesine ait
kendine 6zgii kokusu olan bir bitkidir. Boyu 20 cm ile 1 metre araliinda degisen bitkinin

ayni zamanda en eski tibbi bitkilerden biri oldugu varsayilir [95].
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1.5.3.3. Toplanmast ve kurutulmasi

Civanpercemi, temmuz ayinda bitkinin ¢icekleri tam olarak agilmadan kokii
toprakta kalacak sekilde sap kismindan kesilir. Cigek ve sap kisimlart ayrilmaksizin
kullanilir. Giines 1s181na maruz kalmayacak sekilde oda sicakliginda kurumaya birakilir.
Tez kapsaminda kullanilacak olan civanpercemi Makedonya’nin Mavrovo bolgesinden

(koordinati; enlem: 41°40'32,3", boylam: 20°47'08,0") toplanmustir.

1.5.4. Pelin otu (Artemisia absinthium)

1.5.4.1. Bilimsel siniflandirma

Tablo 1.7. Artemisia absinthium bilimsel siniflandirma

Alem Bitkiler
Boliim Angiosperms
Simf Asterids
Takim Asterales
Familya Asteraceae
Cins Artemisia
Tiir A. Absinthium

Sekil 1.29. Artemisia absinthium bitkisinin goriiniisii
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1.5.4.2. Genel ozellikleri

Pelin otu, Asteraceae ailesine ait Anadolu’nun her bélgesinde yetisebilen ¢ok yillik
bir bitkidir. Bitkinin boyu 120 cm uzunluguna ulasirken temmuz ve agustos aylarinda
kiigiik sarimsi ¢icek agarlar. Kullanim1 sonucu bitkinin istah agici, kuvvet verici ve ates
diisiirticti gibi etkilerinin yan sira cilt kazalarinda ve bocek 1siriklarinda yara iyilestirici
etkisi oldugu da gozlenmistir. Tad1 oldukca ac1 olan bitki ilag yapiminda kullanilirken,
asir1 dozda kullanimi da mental durum degisikligine, nobetlere ve bobrek yetmezligi gibi

komplikasyonlara neden olabilecegi gozlemlenmistir [96].

1.5.4.3. Toplanmasi ve kurutulmasi

Pelin otu, haziran ayinda bitkinin ¢igekleri tam olarak agilmadan kokii toprakta
kalacak sekilde sap kismindan kesilir. Cigek ve sap kisimlar1 ayrilmaksizin kullanilir.
Gilines 1s181ina maruz kalmayacak sekilde oda sicakliginda kurumaya birakilir. Tez
kapsaminda kullanilacak olan pelin otu Makedonya’'nin Mavrovo bdlgesinden

(koordinati; enlem: 41°40'32,3", boylam: 20°47'08,0") toplanmustir.

1.5.5. Sar1 kantaron (Hypericum perforatum)

1.5.5.1. Bilimsel siniflandirma

Tablo 1.8. Hypericum perforatum bilimsel siniflandirma

Alem Bitkiler
Boliim Magnoliophyta
Smuf Magnoliopsida
Takim Malpighiales
Familya Hypericaceae
Cins Hypericum
Tiir H. Perforatum
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Sekil 1.30. Hypericum perforatum bitkisinin goriiniigti [97]

1.5.5.2. Genel ozellikleri

Sar1 kantaron, Hypericaceae ailesine ait diilnyanin bir¢ok yerinde yetisen ve yaygin
olarak kullanilan ¢ok yillik bir bitkidir. Bitki haziran ile eyliil aylar1 arasinda yetisir ve
ozellikle cicek ve tomurcuk kisimlar1 yaygin olarak kullanilir. Ozellikle gegmis yillarda
cicek kisimlar1 zeytinyaginda bekletildikten sonra yara ve yanmik iyilestirici olarak
kullanilmigtir. Avrupa ve Amerika'da ruhsal bozukluklarda tedavi edici antidepresan ilag
olarak kullanilmaktadir. Bitkinin klinik deneylerde de antidepresan etkisi oldugu
ispatlanmistir. Diizenli kullaniminda melatonin salinimini arttirdig1 ve dolayisiyla uyku
sorununu giderdigi gozlemlenmistir. Alkol ve sigara bagimlilig1 tedavisinde de etkisi
oldugu goriilmiistiir [97]. Antiinflamatuar, antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerinden
dolay1 kullanimi yaygindir [98]. Bitkiyi kullanan bazi kisilerde sindirim bozukluguna ve

alerjik reaksiyona rastlanmistir. Ayrica asir1 kullanimi sag kaybina sebep olabilir [99].

1.5.5.3. Toplanmast ve kurutulmasi

Sar1 kantaron, eyliil ayinda bitki tam olgunluga ulaginca kokii toprakta kalacak
sekilde sap kismindan kesilir. Giines 151¢1na maruz kalmayacak sekilde oda sicakliginda
kurumaya birakilir. Tez kapsaminda kullanilacak olan sar1 kantaron Makedonya’nin
Mavrovo boélgesinden (koordinati; enlem: 41°40'32,3", boylam: 20°47'08,0")

toplanmustir.
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1.6. Cahiymanin Amaci

Oksidanlar ve antioksidanlar arasinda potansiyel olarak zarara yol agan aralarindaki
dengesizlik olarak tanimlanan oksidatif stres, bircok hastalikta mevcut olan dnemli bir
biyokimyasal durumdur ve en ¢ok iskemik inme ve romatoid artrit gibi otoimmiin ve
inflamatuar hastaliklarda belirgindir [67, 68]. Ek olarak, kanserde ve ailesel amiyotropik
yanal skleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve diabetes mellitus gibi
norodejeneratif hastaliklarda oksidatif stresin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Oksidatif
stres, baglica reaktif azot tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS), reaktif nitrojen
oksijen tiirleri (RNOS) ve baglanmamis adventif metal iyonlarindan olusan, olagan dis1
yiiksek konsantrasyonlarda toksik reaktif tiirlerin varligi ile karakterizedir. Oksidatif
stresin, merkezi sinir sisteminin ¢esitli dejeneratif hastaliklarinda ve hem mitokondriyal
DNA'ya hem de diger mekanizmalara zarar vererek normal yaslanma siirecindeki birincil
faktor olduguna inanilmaktadir [69].

"Antioksidan" terimi, biyomolekiillerin oksidasyonunu 6nleyen veya inhibe eden
enzimatik ve enzimatik olmayan kompleksleri ifade eder. Enzimatik olmayan ana
antioksidanlar, esas olarak sebze ve meyvelerde bulunan biyolojik bilesiklerdir. Bu
konuda yapilan ¢alismalar, kardiyovaskiiler hastalik ortaminda yiiksek oranda meyve ve
sebze alimin1 desteklemektedir ve bunlarin oksidatif streste ve iltihapta modiile edici bir
etkiye sahip olduklarina isaret etmektedir [68].

Antioksidanlar viicuttaki giiclii serbest radikal toplayicilardir, serbest radikaller ise
viicutta dolagan ve viicut hiicrelerine zarar veren siiperoksit, hidroksil radikali veya
singlet oksijen gibi oldukca reaktif kimyasal maddelerdir. Beslenmede antioksidan igerik
olarak zengin gidalarin tercih edilmesi serbest radikallerin giderilmesini saglar. Cogu
meyve sebzede bulunan antioksidanlar insan sagligi a¢isindan olduk¢a dnemlidir. BHA,
BHT, o-Tokoferol ve Trolox gibi dogal olmayan antioksidanlarin kullaniminin giin
gectikce azaldig goriilmektedir. Bunun nedeni de c¢esitli yan etkilerinin (karsinojenik ve
mutajenik etkiler gibi) oldugu bilinmesidir [100].

Oksidatif stresin insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri ciddi bir sorun haline
gelmistir. Soruna bir ¢6ziim olarak, dogal bitki kaynaklarinda bulunan antioksidan
bilesiklerle besin takviye edilmesidir. Fenolik bilesikler, kolayca oksitlenebilen birtakim
bilesiklere kars1 antioksidan aktivite gosterir. Meyve ve sebzede, ¢ayda, tahil tanelerinde
dogal olarak bulunan ve saglik iizerinde olumlu etkiye sahip olan antioksidan

bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, bitki aleminde 6zellikle yapraklarda, cigekli dokularda

49



ve polenlerde yaygindirlar. Ayrica saplar ve kabuklar gibi odunsu kisimlarda bol miktarda
bulunurlar.

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda tarla atkuyrugu, keklik otu, civanpergemi, pelin
otu ve sar1 kantaron bitkilerinin fenolik igeriginin aydinlatilmasi, antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi ve insan eritrositlerinden saflagtirdigimiz hCA 1 ve hCA 1I

izoenzimlerinin aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
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2. KAYNAK BILGIiSi
Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1), karbon dioksitin bikarbonat haline geri

dondiiriilebilir hidrasyonu i¢in etkili katalizorler olarak islev goren ve aktif bolgesinde
¢inko iyonu bagli enzimlerdir. Simdiye kadar memelilerde 16 farkli a-CA izoformu izole
edilmis ve bunlarin Onemli fizyolojik roliiniin oldugu ortaya konmustur. Bu
izoformlardan CA I, CA 11, CA 11l, CA VIl ve CA XllII sitosolik, CA IV, CA 1X, CA XIlI,
CA XIV ve CA XV membrana bagli, CA VA ve CA VB mitokondriyaldir. CA ile ilgili
proteinlerin (CARP) ii¢ nonkatalitik formu da bilinmektedir; bunlar CARP VIII, CARP
X ve CARP XI. a-CA'larin katalitik mekanizmasi ayrintili olarak anlagilmistir ve
literatiirde aktif bolgenin, li¢ histidin kalintist ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu
tarafindan koordine edilen bir Zn (II) iyonundan olustugu ifade edilmektedir. CA’lar
metal kompleks anyonlar1 ve siilfonamidler/stilfamatlar/stilfamitler olmak iizere esas
olarak iki bilesik sinifi tarafindan inhibe edilirler. Organizmalarin dokularinda bulunan
CA’lar tarafindan metabolize dokular ve akcigerler arasinda CO2/bikarbonatin solunum
ve tasinmasi, pH ve CO2 homeostazi, ¢esitli dokularda/organlarda elektrolit sekresyonu,
biyosentetik reaksiyonlar (6rn: glukoneojenez ve iirejenez) ve CO. fiksasyonu gibi
onemli fizyolojik ve fizyopatolojik fonksiyonlar gerceklestirilir. Enzimin bu kadar ¢ok
dokudaki ve farkli izoformlardaki varligi, biyomedikal uygulamalarla inhibitorlerin
tasarimi igin ilgi ¢ekici bir hedeftir [28].

Karbonik anhidrazlar, karbondioksitin bikarbonat haline doniistimiinii katalizleyen
bir grup izoenzimdir. Bu izoenzimler, solunum, kemik metabolizmasi, idrar, safra,
pankreas suyu, mide salgisi, tlikiiriik, ak6z mizah, beyin-omurilik s1vis1 ve ter dahil olmak
lizere viicut sivilarinin olusumundaki fizyolojik siireclere katilirlar. Insanlarda cesitli
karbonik anhidraz izoformlar1 tanimlanmistir, ancak bunlarin tam fizyolojik rolii ve islev
bozuklugunun sonuglart gogunlugunda bilinmemektedir. Karbonik anhidraz, romatizmal
hastaliklarda kemik ve yumusak doku kalsifikasyonu dahil olmak {izere insan dokularinin
kalsifikasyonunda rol oynar. Bunun yan1 sira enzimin, safra ve bobrek tasi olusumu ve
karsinoma ile iliskili mikrokalsifikasyonlarda da rol oynadig: diistiniilmektedir [101].

Antioksidan bilesikler, isleme ve depolama sirasinda gida, ilag ve eczacilik
tirtinlerinin bozulmasinin baglica nedenlerinden biri olan lipid peroksidasyon siirecini
geciktirerek serbest radikalleri bertaraf edebilir ve raf omriinii uzatabilirler. Diisiik
oksidasyona sahip bir substrata kiyasla daha diisiik konsantrasyonda bulundugunda bile

bu maddenin oksidasyonunu 6nemli Olglide geciktiren veya inhibe eden maddeler
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antioksidan olarak tanimlanir. Baglica antioksidan bilesikler, saglik yararlarindan
sorumlu olan fenolik ve flavonoidlerdir. Fenoliin fenil kisminin, CA’nin aktif bolgesine
hidrofobik boliimiin baglandig1 belirlenmistir. Burada CA'larin fizyolojik substrati olan
CO2’in 0n katalitik kompleks i¢in baglandigi ve boylece fenoliin CO; ile yarismali
inhibitor olarak davrandig1 goriilmiistiir. Bu yoniiyle fenolik bilesikler ve asitler 6zellikle
CA | ve Il izoenzimleri igin etkili inhibitorler gelistirilmek tizere potansiyel olarak
kullanilabilmektedirler [11].

Karbonik anhidraz I, kesfedilen ilk CA izoformlarindan biri olmasina ragmen,
fizyolojik ve patolojik islevleri hala tam olarak anlagilamamistir. CA 1, birincil
transkriptinin 261 rezidii igerdigi 260 rezidiiden olusan bir tek zincirdir. hCA I izoenzimi
30 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. CA I eritrositlerde bol miktarda bulunur, fakat ayn1
zamanda viicudun bobrek, gastrointestinal sistem (6zellikle kolon), akcigerler, beyin ve
gozler gibi diger kisimlarinda da bulunmaktadir. CA I, CA Il izoformundan daha az
aktiftir, ancak dokularda daha yaygin olarak bulunur. Ayrica CA I, solunum ve asit/baz
homeostazinin diizenlenmesi de dahil olmak iizere farkli biyolojik islevlerde de goérev
almaktadir [102].

Baskin fizyolojik fonksiyonlara sahip CA II izoformu ilk olarak 80 y1l 6nce kirmizi
kan hiicrelerinde kesfedilmistir. Daha sonra CA II'nin tiim omurgalilarda ¢ok sayida
hiicre, doku ve organda bulunan sitozolik izoformlarinin oldugu gosterilmistir. Bunlar
arasinda insan CA II'si (hCA II), kanda ¢ok bol miktarda bulundugu ve CO2'nin
bikarbonat ve protonlara doniistiiriilmesi i¢in ¢ok yiliksek bir katalitik aktiviteye sahip
oldugu i¢in, karbon dioksit/bikarbonatin iiretildigi dokulardan akcigerlere tasinmasinda
rol oynar. Diger islevleri arasinda, idrar olusumu ve bobrek tiibiillerindeki bikarbonat
reabsorpsiyonu, glukoneogenez, lipogenez ve iiregenez, kemik rezorpsiyonu ve
kalsifikasyon gibi biyosentetik reaksiyonlar ve muhtemelen diger pek c¢ok
fizyolojik/patolojik siireclerde yer alir [103].

Oksidatif stres viicutta meydana gelen normal bir olgudur. Normal kosullar altinda,
reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) fizyolojik olarak 6nemli hiicre i¢i seviyeleri, in vivo
redoks homeostazina katilan ¢esitli enzim sistemleri tarafindan diisiik seviyelerde tutulur.
Bu nedenle oksidatif stres, viicuttaki oksidan ve antioksidanlar arasinda bir dengesizlik
olarak da goriilebilir. Son yirmi yildir, oksidatif stres tiim diinyada arastirmacilar arasinda
en ¢ok aragtirilan konulardan biri olmustur. Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin {iretimi ve

metabolizmast hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in birka¢c neden 6ne siiriilebilir, bunlar:
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oksidatif hasar i¢in biyomarker tanimlanmasi, kronik ve bazi akut saglik problemlerinin
oksidatif stres ile baglantisina iliskin kanitlar ve bitkisel gidalarda bulunan gesitli diyet
antioksidanlarinin biyoaktif molekiiller olarak tanimlanmasi olarak siralanabilir [104].
Potansiyel biyolojik hasara neden olan serbest ROS ve RNS radikallerinin zararl
etkisi, sirasiyla oksidatif stres ve nitrozatif stres olarak adlandirilir. Enzimatik ve
nonenzimatik antioksidanlarin eksikligi oldugunda asir1 ROS ve RNS iiretimi biyolojik
sistemlerde belirgindir. Organizma tizerindeki etkisi, oksidanin tiiriine, liretim yeri ve
yogunluguna, ¢esitli antioksidanlarin faaliyetlerine ve onarim sistemlerinin yeterliligine
baglidir. ROS terimi Oz benzeri, siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali
ve nonradikal molekiiller gibi daha yiiksek reaktiviteye sahip olan molekiiler oksijenin
tiim stabil olmayan metabolitlerini igerir [105]. Mitokondri, ROS iiretiminden sorumlu
baslica hiicre organelidir ve bir dizi oksidatif fosforilasyon siireci ile ATP iiretir. Bu islem
sirasinda, O2'nin dort elektron indirgemesi yerine bir veya iki elektron indirgemesi
meydana gelebilir ve H>O; olusumuna neden olur. Olusan H20. diger ROS'lara
doniistiiriilebilir. Diger ROS kaynaklar1 peroksizomal oksidazlar, sitokrom P-450
enzimleri, NAD(P)H oksidazlar veya ksantin oksidaz igeren reaksiyonlar olabilir [106].
Serbest radikaller, okaryotik hiicrelerde siirekli olarak iiretilmektedir ve redoks
homeostazin1 korumak icin antioksidan savunma ile dengelenmelidir. Zararli reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve antioksidan savunmalar1 arasindaki dengesizlik oksidatif strese
neden olur, bu da oksidatif hasara neden olur. Beyinde, redoks dengesi kayboldugunda,
oksidatif stres norodejeneratif hastaliklarla uyumlu olarak ndron kaybina yol agan ciddi
hasara neden olur. Ornegin ROS, niikleik asit kirilmasina, enzim inaktivasyonuna,
polisakkarit depolimerizasyonuna, lipit peroksidasyonuna ve diger yikici siireglere neden
olabilir. Genel olarak, ROS asir1 miktarda oldugunda tiim biyomolekiillere zarar verir,
bunun sonucunda ise hiicre 6liimiine yol acar [107]. Hiicrede ROS olusturabilen tiim
organeller ve enzimler arasinda, mitokondri ROS firetiminin %90'indan fazlasindan
sorumlu olan baslica organeldir. Elektronlar, elektron tasima zincirinden (ETC) disari
sizar ve O ile reaksiyona girdiginde ROS iiretimi gerceklesir. ETC'nin 1 ve III
komplekslerinde kullanilan tiim O2'nin %1-5"1 siiperoksit olusturur. Buna karsilik
mitokondri ve sitosol i¢indeki siliperoksit dismutazlar, reaksiyona giren siiperoksitin
diatomik oksijen ve hidrojen peroksite doniismesini katalize eder. Glutatyon
peroksidazlar ve katalaz, hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ek olarak antioksidan

savunma gorevi goriir [108].
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Serbest radikallerin fazlaligi, viicutta oksidatif strese ve doku hasarina neden olur.
Antioksidan bilesikler, serbest radikal aracili siiregleri geciktirme veya inhibe etme
yetenegine sahiptir. Bdylece, antioksidanlar indirgenme potansiyeli, metal iyonu
selasyonu ve radikal siipiiriicii aktivitesi nedeniyle hastalik riskini azaltirlar. Baz1 gida
bilesenlerinin biyolojik sistemlerde antioksidanlar olarak iglev gordiigii bilinmektedir.
Bunlar, glutatyon peroksidaz (GPx), stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan aktiviteleri olan endojen enzim sistemlerini giiclendirir. Gida bilesenlerinin
antioksidan  potansiyelini  degerlendirmek i¢in kolorimetri, spektrofotometri,
kromatografi, fluorimetri ve fotometriye dayali teknikler kullanilir. Giincel ¢alismalar
gida antioksidanlarinin, kanser, kardiyovaskiiler hastalik ve ndrodejenerasyon gibi
oksidatif stresle iligkili hastaliklardaki rolii tizerinde odaklanmistir. Endojen antioksidatif
sistemler basarisiz oldugunda ilave antioksidan kaynagi gereklidir. Bu baglamda,
antioksidan bilesiklerden olusan besin takviyeleri/farmasdtik iirtinler, optimal sagligi
korumada hayati bir rol oynamaktadir ve bir¢ok kurulus tarafindan tavsiye edilmektedir
[109].

Bitki besinleri, etkinligi dogrudan fenolik bilesiklerin varligina bagli olan dogal
antioksidanlarin ana kaynagi olarak kabul edilir. Bitkilerin antioksidan igerigi, tiir, cins,
ciftcilik yonetimi kosullari, isleme ve depolama gibi faktorlere bagli oldugu icin biiyiik
Olciide degisir. Dogal bilesiklerin gida sistemlerinde uygulanmasi1 ve etkinligi,
bilesenlerinin yap1 ve kimyasal reaktivitesine baghidir. Gida {irlinleri reaktif tiirlerin
eylemlerinden dolay1 siirekli degisimlere ugrar. Dogal antioksidanlar sadece bu reaktif
tiirlerin gida triinlerinde olusumunu geciktirmek veya onlemekle kalmaz, ayn1 zamanda
bu dogal antioksidanlarin tiiketimini arttirir. Oksidatif siiregleri in vivo olarak azaltabilir,
bdylece viicudu ¢esitli hastaliklara karsi koruyabilir. Sentetik antioksidanlarin mutajenik
ve karsinojenik etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, reaktif tiirler tarafindan
oksidasyona yatkin olan gidalar (6rn: et iiriinleri) lizerine calisma sayis1 giin gectikce
artmaktadir. Antioksidanlar dogrudan veya dolayli olarak gida iirlinlerine eklenebilir.
Dogrudan eklendiginde, fonksiyonel amaclarin1 gergeklestirmek icin yeterli bir
konsantrasyonda kullanilmalar1 gerekir. Esas olarak amag son tiriinde lipit ve kat1 yaglarin
oksidasyonuna kars1 koruma saglamaktir [110].

Sebzeler, birgogu antioksidatif 6zelliklere sahip olan ¢ok farkl: fito besin igerirler.
Arastirmalar, sebzelerin iyi bilinen C ve E vitaminlerine ve ayrica toplam antioksidan

kapasitelerine dnemli dl¢iide katkida bulunan karotenoidlerin yani sira diger antioksidan
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besinleri igerdigini gdstermistir. Ornegin, flavonidler, flavonlar, izoflavonlar,
flavononlar, antosiyaninler ve katesinler gibi bilesikler dahil olmak {izere, sebzelerin
bilesenleri giiclii antioksidan kapasiteye sahiptir. Sebzelerin sagliga faydali olduguna ve
dejeneratif siireglerin 6nlenmesine katkida bulunduguna dair ikna edici kanitlar vardir.
Gidalarda bulunan yararli besin maddelerini ve bu etkilerden sorumlu mekanizmalari
arastirmak olduk¢a onem teskil eder. Hastaliklara karsi saglanan koruma, gidalardaki
cesitli antioksidanlara baglanmistir. Serbest radikallerin lipidlere, proteinlere ve niikleik
asitlere karsi oksidatif hasara neden oldugunu gdsteren ¢ok fazla kanit vardir. Serbest
radikaller; kanser, kalp, damar, diyabet ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere
bir dizi hastaligin baglica sebebidir. Bu nedenle, serbest radikalleri ndtralize edebilen
antioksidanlar, bu hastalik durumlarinin 6nlenmesinde etkilidir. Tarla atkuyrugu bol
miktarda salisik asit ve saponin igerdigi i¢in, ¢aymnin diliretik, antipiretik, Oksiiriik
Onleyici ve anti-enflamasyon ajanlari olarak etkili oldugu diistiniilmektedir [111].

Origanum vulgare antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip fenolik bilesikler
acisindan zengin olan O6nemli bir akdeniz bitkisidir. Yiiksek fenolik antioksidan
iceriklerinden dolayr Lamiaceae familyasindan elde edilen ekstraktlarin kullanimi
antioksidan uygulamalar i¢in uygundur. Bu aromatik uzun omiirli bitkinin yapraklari,
kuru otlar1 ve ugucu yaglari yiizyillar boyunca tibbi olarak kullanilmistir. Kekigin insan
saglig1 lzerindeki olumlu etkileri, artik hem ugucu yag hem de ¢oziinebilir fenolik
fraksiyonlarda antioksidan aktivitesine baglanmistir [112].

Achillea millefolium L. “civanpergemi” olarak adlandirilan Asteraceae ailesinin bir
tiyesidir. Achillea millefolium, deri iltihaplari, spazmodik ve gastrointestinal bozukluklar
ve hepatobilier sikayetleri gibi ¢esitli rahatsizliklara karst kullanilmistir. Achillea
millefolium ile yapilan fitokimyasal ¢aligmalar sonucu ugucu yaglar, flavonoidler ve
fenolkarbonik asitler gibi fenolik bilesikler de dahil olmak {izere bir¢cok bileseni
tanimlamistir. Ayrica seskiterpen laktonlar, azulen, apigenin, luteolin ve rutin gibi
flavonoidlerin varligi, Achillea millefolium'un farmakolojik aktivitesini siirdiirmektedir.
Achillea millefolium ekstreleri, anti-enflamatuar, antitiimér, antimikrobiyal, karaciger
koruyucu ve antioksidan ozellikleri gostermistir [113].

Antimikrobiyal ajanlar olarak aromatik bitkiler siklikla geleneksel tipta kullanilir
ve bunlarin ugucu yaglari, buhar damitma ile izole edilen dogal ugucu bilesiklerin
karisimlari, antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahip oldugu i¢in antik ¢aglardan beri

bilinmektedir. Bazi1 esansiyel yaglarin, bakterilere, mayalara, dermatofitlere ve
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Aspergillus soylarina karsi 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve esas olarak
solunum yolu enfeksiyonlarini i¢eren hastaliklarda tedavi edici potansiyele sahip oldugu
ileri siirilmiistiir. Bu yaglarin ¢ogunun ana bilesenleri, antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitelerinin iyi oldugu bilinen timol, karvakrol ve Gjenol gibi fenolik bilesiklerdir.
Bununla birlikte bazi Artemisia tiirleri gibi, fenolik olmayan esansiyel yaglar {ireten
aromatik bitkiler de baharat ve halk ilaclar1 olarak antiseptikler olarak kullanilir. A.
Absinthium yapraklari, yaralari ve gogiis enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir
[114].

Insan viicudundaki biyolojik molekiillerin oksidatif hasari, yaglanma, koroner kalp
hastaligi, kanser, arteroskleroz ve romatizma gibi dejeneratif veya patolojik siire¢lerde
rol oynar. Gectigimiz on yil icinde, bircok epidemiyolojik c¢alisma, eksojen
antioksidanlarin alinmasinin bu tiir hastaliklar1 6nlemede ya da bastirmakta etkili
oldugunu gostermistir. Dogal olarak olusan antioksidanlarin kullanimi biiyiik ilgi
cekmistir ve dogal antioksidanlara, 6zellikle de fenolik bilesiklere olan ilginin artmasi,
oksidatif hasar1 dnlemeye yardimci olabilecegini diislindiirmiistiir. Hypericum cinsinin
bitki tiirleri terapdtik etkinlikleri nedeniyle geleneksel tipta kullanimlari ile iyi
bilinmektedir. Cinsin en Onemli ve en tanmmis tirlerinden biri Hypericum
perforatum’dur. Bitkisel ilaglarda, harici olarak cilt yaralari, egzama ve yaniklarin
tedavisi i¢in ve dahili olarak merkezi sinir sistemi bozukluklar1 i¢in kullanilmistir. Birkag
calisma, H. Perforatum cigeklerinin gesitli ekstrelerinin antidepresan, antiviral, yara

iyilesmesi, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini ortaya ¢ikarmistir [99].
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

2-merkaptoetanol

ABTS
Akrilamid-Bisakrilamid
Amonyum asetat (CHsCOONHL.)
Amonyum persiilfat (PER)
Amonyum tiyosiyanat
Asetik asit

Bakir-11-kloriir (CuCly)
BHA

BHT

Bipiridil

Bromtimol mavisi

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B-

L-tirozin

Coomassie brilliant blue G250
Coomassie brilliant blue R250
Demir-111-kloriir (FeCls)
Demir-1l-kloriir

Demir-I1-siilfat (FeSO4.7H-0)

Disodyum hidrojen fosfat (NazHPOa)

Disodyum karbonat (Na2COs3)

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: VWR Chemicals, Amerika

: Alfa Aesar, Amerika

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

. Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
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DMPD

DPPH

Etanol

Folin-Coicalteu

Fosforik asit

Gallik asit

Gliserin

Glisin

Hidroklorik asit

Izopropanol

Linoleik asit

Metanol

Metiyonin

Monosodyum fosfat (NaH2PO4)
NaOH

Neokuprin

Nitroblue tetrazolium
Potasyum ferrisiyaniir (KzFe(CN)g)
Potasyum persiilfat (K20gS>)
Riboflavin

Sodyum asetat (NaCH3COO)

Sodyum azit (NaNs)

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Acros Organics, Amerika

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Honeywell Fluka, Amerika

: Sigma-Aldrich, Almanya

. Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
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Sodyum barbital (CgH1:NaO3) : Sigma-Aldrich, Almanya

Sodyum bikarbonat (NaHCO:3) : Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum dodesil siilfat : Acros Organics, Amerika
Sodyum hidroksit (NaOH) : Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum karbonat (Na2COs) : Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum kloriir (NaCl) : Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum perklorat (NaClO4) : Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum stilfat (Na2SOa) : Honeywell Fluka, Amerika
Siilfanilamid : Sigma-Aldrich, Almanya
Siilfiirik asit (H2SO4) : Sigma-Aldrich, Almanya
TCA : Sigma-Aldrich, Almanya
TEMED : Sigma-Aldrich, Almanya
Tirozin : Sigma-Aldrich, Almanya
Tris : Sigma-Aldrich, Almanya
Tris piridil triazin : Sigma-Aldrich, Almanya
Trolox : Sigma-Aldrich, Almanya
Tween 20 : Sigma-Aldrich, Almanya
a-Tokoferol : Sigma-Aldrich, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Buz makinesi
Calkalayici
Elektroforez
Goriintiileme cihazi
Hassas terazi
LC-MS/MS cihazi
Liyofilizator
Magnetik karistirict
Peristaltik pompa

pH metre

Rotary evoperatori

Saf su cihaz1

SEM cihazi

Sogutmali santrifiij

Su banyosu

UV-VIS spektrofotometre

Vakum pompasi

Vorteks

. Genbiotek H-IMS-50, Tiirkiye

. Shaker Jeiotech OS-3000, Kore

: Thermo Scientific Owl* p82, Amerika

: SYNGENE G. Box Chemi XRQ, ingiltere
: Precisa XB 220A, Isvicre

: Shimadzu LCMS-8040, Japonya

: Labconco Freezone 2.5, Amerika

: DLAB MS-H-Pro+, Amerika

: Ismatec REGLO ICC, Amerika

: METTLER TOLEDO S220-K, Amerika

: IKA RV 3 V ROTARY EVAPORATOR,

Almanya

: Miliporte TANK-PE-030, Amerika

: Hitachi TM3030PIus Tabletop Microscope,

Japonya

: Hermle Z 326 K, Almanya

- JSR JSEB-22T, Japonya

: Shimadzu, UV-1208, Japonya

: Millipore WP6222050, Amerika

: Vortex-Genie 2, Amerika
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3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

3.3.1. Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi ve aktivite tayin yontemlerinde

kullamilmak iizere hazirlanan cozeltiler

- Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken kullamilan tampon;
Karbonat tamponu (0,2 M, pH 8,8): 5,04 g NaHCO3 alind1 ve yaklasik 250 mL distile
suda ¢oziildii. Sonra 1 N’lik NaOH ilavesi ile ¢6zeltinin pH’s1 8,8’¢ ayarlandi. Son olarak,

toplam hacim distile su ile 300 mL’ye tamamlandi.

- Afinite kolonunun dengelenmesi icin kullanilan dengeleme tamponu;
Tris-HCI sodyum siilfat tamponu (25 mM Tris HCI / 0,1 M Na2SO4 pH 8,7): 3,0275 g
Tris ve 14,2 g NaxSOs tartildi ve yaklasik 950 mL distile suda ¢oziildii. Sonra 1N’lik HCI

ilavesi ile PH 8,7’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

- Hemolizatin tatbikinden sonra kolona tutunmus safsizhiklarin yikanmasinda
kullanilan yikama tamponu;

Tris-HCI sodyum siilfat tamponu (25 mM Tris HCI / 25 mM NazSOg, pH 8,7): 3,0275 g
Tris ve 3,124 g Na>SO4 alind1 ve 950 mL distile suda ¢6ziildii. Sonra 1N’lik HCI ¢6zeltisi
ile pH 8,7 e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

- Kolona tutunmus hCA | izoenzimlerinin eliiSsyonunda kullanilan tampon;
Fosfat tamponu (25 mM NaHPO4 /1 M NaCl, pH 6,3): 4,4 g Na2HPO4 ve 29,26 g NaCl
alindi ve 450 mL distile suda ¢6ziildii. Sonra 1N’lik HCI ¢o6zeltisi ile pH 6,3’e ayarlandi.

Son olarak, toplam hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

- Kolona tutunmus hCA 11 izoenzimlerinin eliisyonunda kullanilan tampon;
Asetat tamponu (0,1M NaCHsCOO/0,5M NaClOgs, pH 5,6): 15,325 g NaClO4 ve 3,4 g
NaCH3COO alind1 ve 200 mL distile suda ¢6ziildii. Sonra 1N’lik HCI ¢ozeltisi ile pH

5,6’ya ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.
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- Alinan eliiatlarin diyaliz edilmesinde kullanilan tampon;
Tris-siilfat tamponu (0,05 M, pH 7,4): 3,03 g Tris alind1 ve 450 mL distile suda ¢oziildii.
Sonra 1 N’lik H2SOg4 ile pH 7,4’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 500

mL’ye tamamlandi.

- Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti;

Coomassie brilliant blue G-250 reaktifi: 50 mg coomassie brilliant blue G-250 alind1 ve
25 mL %95’lik etanolde ¢oziildii. Sonra bu ¢ozeltiye 50 mL %86°l1ik fosforik asit ilave
edildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

- CO2-hidrataz aktivitesi 6l¢ciimiinde kullanilmak iizere;
Bikarbonat tamponu (0,15 M Na,C0O3 /0,1 M NaHCO3): 7,95 g Na2COs ve 4,2 g NaHCO3
alind1 ve bir miktar distile suda ¢oziildii. Son olarak, toplam hacim distile su ile 500

mL’ye tamamlandi.

Veronal Tamponu (0,025 M): 2,575 g sodyum barbital (CsH11NaOsz) alindi ve 450 mL
distile suda ¢oziildi. Sonra 1N’lik HCI ¢ozeltisi ile pH 8,2’ye ayarlandi. Son olarak,
toplam hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

Indikator ¢ozelti (%0,04°1iik): 0,1 g brom timol mavisi alind: ve 0,01 N’lik 16 mL NaOH
¢ozeltisi iginde ¢oziildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.
CO; ¢ozeltisi: CO> tiipti kullanilarak soguk suyun i¢inden 1 dakika boyunca CO> gazi
gecirildi.

- Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi i¢in kullanilan ¢ozelti:
9%0,02’lik NaNs ¢ozeltisi: 20 mg NaNsz alind1 ve bir miktar distile suda ¢oziildii. Son

olarak, toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

- SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) kullanilmak iizere;
Tris tamponu (1 M, pH 8.,8): 6,05 g Tris ve 45 mL distile suda ¢6ziildii. Sonra 1 N*lik
HCI ¢ozeltisi ile pH 8,8’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye

tamamlandi.
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Tris tamponu (1 M, pH 6,8): 6,055 g Tris alinarak 45 mL distile suda ¢oziildii. Sonra 1
N*lik HCI ¢ozeltisi ile pH 6,8’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50

mL’ye tamamlandi.

Akrilamid-Bisakriamid ¢6zeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid alindi ve bir miktar
distile suda ¢oziildii. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi (%10’luk): 5 g SDS alind1 ve bir miktar distile suda
¢oziildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamland.

TEMED ¢ozeltisi: %5°lik olacak sekilde hazirland:.

PER ¢ozeltisi: %15°1ik olacak sekilde hazirlandi.

Yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin alind1. 450 mL distile suda ¢oziildii. Uzerine
5 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi ilave edildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 500

mL’ye tamamlandi.

Numune tamponu: pH’s1 6,8 olan 1 M Tris-HCI tamponundan 650 pL, %10’luk SDS
cozeltisinden 1 mL, gliserinden 1 mL ve %0,1’lik brom timol mavisinden 1 mL alindi.
Distile su ile son hacim 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon kullanilmadan hemen

once 950:50uL oraninda -merkaptoetonal eklendi.

Fiksasyon ¢ozeltisi: Sirasiyla 50:10:40 oraninda olacak sekilde izopropanol, TCA ve

distile su eklenerek hazirlandi.
Jelin boyanmasi i¢in kullanilan ¢o6zelti: %0,1°’lik coomassie brilliant blue R-250
cozeltisinden 145 pL, %50’1lik metanolden 50 mL, %10 asetik asit ¢ozeltisinden 10 mL

ve toplam hacmin %40°1 oraninda distile su eklendi.

Boyali jeli yikama tamponu: %50’lik metanolden 125 mL, %10’luk asetik asitten 25 mL

ve toplam hacmin %40°1 oraninda distile su eklendi.
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- Antioksidan ve inhibitor olarak kullamlan bitkilerin stok c¢ozeltilerinin
hazirlanmasi

Antioksidan ve inhibitor olarak kullanilan bitki ekstreleri 1 mg/mL olacak sekilde su ve
etanol’de c¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Sonraki calismalarda ¢esitli

konsantrasyonlari bu stok ¢ozeltiden alinarak devam edildi.

3.3.2. Antioksidan aktivite tayinleri icin calisilan yontemlerde kullanilmak iizere
hazirlanan cozeltiler

- FRAP METODU tayini icin;

Asetat tamponu (0,3M pH 3,6): 1,2 g NaCH3COO alind: ve 40 mL distile suda ¢ozildii.

Sonra 1 N‘lik HCI ¢ozeltisi ile pH 3,6’ya ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su

ile 50 mL’ye tamamlandi.

HCI ¢ozeltisi (40 mM): %37°lik HCI’den 0,167 mL alindi ve bir miktar distile suya ilave
edildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

TPTZ ¢6zeltisi (10 mM): Tris piridil triazin’den 0,156 g alind1 ve 40 mM’lik 50 mL HCI

¢oOzeltisi eklenerek ¢oziildii.

Demir-I11-Kloriir ¢ozeltisi (20 mM): 0,27 g FeClz.6H20 alind1 ve bir miktar distile suda
¢oziildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

FRAP Reaktifi: Sirasiyla 10:1:1 oraninda 0,3 M asetat tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM

demir-I11-Kloriir ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi.

- Demir indirgeme metodu (Fe3* — Fe?*) igin;
Fosfat Tamponu (0,2 M, pH 6,6): NaH2PO4’dan 1,2 g alindi ve 45 mL distile suda
¢oziildi. Sonra 1 N’lik NaOH ¢ozeltisi ile pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Son olarak, toplam

hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Potasyum Ferrisiyaniir Cozeltisi (%1°lik): 0,5 g KsFe(CN)e¢’den alindi ve bir miktar

distile suda ¢oziildii. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.
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Triklor asetik asit ¢ozeltisi (%10°luk): 5 g TCA alind1 ve bir miktar distile suda ¢oziildii.

Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Demir-I11-Kloriir ¢ozeltisi (%0,1°lik): 0,085 g FeClz.6H20 alindi ve bir miktar distile suda

¢oziildii. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

- ABTS radikali giderme aktivitesi (radikal katyon renksizlestirme) tayini icin;
Fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,4): 0,71 g Na2HPO4 alind1 ve yaklasik 45 mL distile suda
¢oziildi. Sonra 1 N’lik HCI ¢ozeltisi ile pH 7,4’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim

distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

ABTS ¢ozeltisi (0,2 mM): 5,5 mg ABTS alind1 ve pH’s1 7,4 olan 0,1 M’lik fosfat
tamponuna ilave edildi. Toplam hacim 50 mL’ye tamamlandi. Bir gece boyunca karanlik

ortamda manyetik karistiricida tamamen ¢oziiliinceye kadar yavasga karistirildi.

Potasyum persiilfat ¢6zeltisi (2,5 mM): 0,331 g K2S,0g alind1 ve pH’s1 7,4 olan 0,1 M’lik
bir miktar fosfat tamponuna ilave edildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye

tamamlandi.

- Bakir indirgeme metodu (CUPRAC) tayini icin;
Bakir-11-kloriir (0,01 M): 0,067 g CuClz alindi1 ve bir miktar distile suda ¢6ziildii. Son

olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Neokuprin (7,5.10-5 M): 0,078 g Neokuprin alind1 ve bir miktar etil alkolde ¢6ziildi. Son
olarak, toplam hacim etil alkol ile 50 mL’ye tamamlandi.

Amonyum asetat tamponu (1 M): 3,85 g CH3COONHj4 alindi ve 45 mL distile suda
¢ozildi. Sonra 1 N’lik HCI ¢6zeltisi ile pH’s1 6,5’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim

distile su ile 50 mL’ye tamamland.
- DMPD radikali giderme aktivitesi tayini icin;

DMPD c¢ozeltisi (0,1 M): 0,21 g DMPD alind1 ve bir miktar distile suda ¢oziildii. Son

olarak, toplam hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
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Sodyum asetat tamponu (0,1 M, pH 5,25): 0,41 g NaCH3COO alind1 ve 45 mL distile
suda ¢oziildi. Sonra 1 N’lik HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 5,25’e ayarlandi. Son olarak, toplam

hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Demir-I11-Kloriir ¢ozeltisi (0,05 M): 0,41 g FeClz alind1 ve bir miktar distile suda ¢o6ziildi.
Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

N-N'-Dimetil-p-fenilendiamin radikalinin (DMPD™") hazirlanmasi (0,001 M): 0,1 M’lik
DMPD ¢ozeltisinden 1 mL alindi ve 1 M’lik pH’s1 5,25 olan 100 mL’lik asetat tamponuna
ilave edildi. Bunun iizerine 0,2 mL 0,05 M’lik FeCls ¢6zeltisi eklendi.

- Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini i¢in;
Tris-HCI tamponu (0,1 M, pH 7,4): 0,61 g Tris alind1 ve 45 mL distile suda ¢6ziildii.
Sonra 1 N’lik HCI ¢ozeltisi ile pH 7,4’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile

50 mL’ye tamamlandi.

Demir-ll-siilfat ¢ozeltisi (2 mM): 27,8 mg FeSO4.7H20 alind1 ve bir miktar distile suda
¢oziildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Hidroklorik asit (%2’lik): 0,8 mL %37’lik HCI’den alind1 ve bir miktar distile suya ilave

edildi. Son olarak, toplam hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Bipiridil Cozeltisi (%0,2°lik): 0,1 g Bipiridil alind1 ve 50 mL %?2’lik HCI ¢ozeltisinden

ilave edilerek hazirlandi.

- Siiperoksit anyon radikali (O2") giderme aktivitesi tayini icin;
Fosfat tamponu (0,05 M, pH 7,8): 0,35 g NazHPOj4 alind1 ve 45 mL distile suda ¢o6ziildii.
Sonra 1 N’lik HCl ¢ozeltisi ile pH 7,8’e ayarlandi. Son olarak, toplam hacim distile su ile

50 mL’ye tamamlandi.

Riboflavin ¢ozeltisi (1,33.10° M): 6 mg riboflavin alind1 ve 0,05 M’lik pH’s1 7,8 olan

fosfat tamponuna ilave edilerek ¢6ziildii.
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Metiyonin ¢dzeltisi (4,46.10° M): 0,332 mg metiyonin alind1 ve pH’s1 7,8 olan 0,05 M’lik
bir miktar fosfat tamponuna ilave edilerek ¢o6ziildii. Son olarak, toplam hacim fosfat

tamponuyla 50 mL’ye tamamlandi.

Nitroblue tetrazolium ¢dzeltisi (8,15.108): 6,1 g NBT alind1 ve pH’1 7,8 olan 0,05 M’lik
bir miktar fosfat tamponuna ilave edilerek ¢oziildii. Son olarak, toplam hacim fosfat

tamponuyla 50 mL’ye tamamlandi.

- DPPH serbest radikal (DPPH") giderme aktivitesi tayini i¢in;
DPPH c¢ozeltisi (10 M): 20 mg DPPH alind1 ve bir miktar saf etanolde ¢oziildii. Son

olarak, toplam hacim etanol ile 50 mL’ye tamamlandi.

- Total fenol miktar1 tayini icin;

Na>COs: 20 gr Sodyum karbonat tartilip 100 mL suda ¢6zildii.

Gallik asit: Maddenin 1 mg/mL lik konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanip 0.2, 0.4, 0.6, 0.8

ve 1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltildi.

- Total antioksidan aktivite tayini icin;

Fosfat tamponu (0,01 M, pH 7,4): 0,48 g NaH2POa4 tartild1 ve 90 mL saf suda ¢ozildii. 1
N’lik NaOH ilavesi ve pH metre yardimiyla pH"s1 7,4 ayarland1. Cozeltinin son hacmi
saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (%3,5°lik): %37°lik HCI’den 9,46 mL alind1 ve bir miktar saf

suya ilave edildikten sonra saf suyla son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Demir-l1-kloriir ¢ozeltisi (20 mM): 281 mg FeCl2.3/4H20 tartild1 ve bir miktar %3,5’lik

HCl i¢inde ¢oziildiikten sonra ayni asit ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi.

Amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi (%30’luk): 30 g NH4SCN alindi ve bir miktar saf suda

¢oziildiikten sonra son hacim distile suyla 100 mL’ye tamamlanda.
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Linoleik asit emiilsiyonu (0,017 M): 265 pL linoleik asit 0,01 M ve pH’s1 7,4 olan 50 mL
fosfat tamponuna karistirma islemi ile birlikte ¢ok yavas¢a damla damla ilave edildi.
Emiilgator olarak da 0,01 M ve pH’s1 7,4 olan 140 mL fosfat tamponuna 90 mL tween 20
ayni sekilde karistirilarak ilave edildi. Son olarak da hazirlanan bu iki ¢ozelti birbirine

eklendi.
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4, YONTEMLER
4.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Su ekstrelerinin hazirlanmasi:

Taze toplanip golgede kurutulan bitkiler budama makasi ile kii¢iik parcalara ayrildi.
Su ekstreleri hazirlanmak iizere her bitkiden 10’ar gram alinarak agirliginin 10 kati distile
su ile 24 saat boyunca galkalayicida ¢alkalanmaya birakildi. Bu islem 3 giin boyunca
tekrarlanip slizme islemi gergeklestirildi. Toplanan siiziintii liyofilize islemine tabi

tutuldu.

Etanol ekstrelerinin hazirlanmasi:

Toplanip goélgede kurutulan bitkiler budama makasi ile kiiciik pargalara ayrildi.
Etanol ekstreleri hazirlanmak iizere her bitkiden 10’ar gram alinarak agirliginin 10 kati
etanol ile 48 saat boyunca calkalayicida g¢alkalanmaya birakildi ve slizme islemi

gerceklestirildi. Toplanan siiziintii liyofilize islemine tabi tutuldu.

4.2. Bitki Ekstrelerinin I¢eriginin LC-MS/MS Yontemi ile Belirlenmesi

LC-MS/MS yontemi, UPLC cihazi yardimi ve molekiiler kiitle dedektori ile
numunelerin fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayirildigi bir analitik tekniktir. Kiitle
spektrometresi kimyasal tiirleri iyonize ederek yiiklii iyonlar haline getirir. ilk asamada
kiitle/ylik oranini esas alarak ayrilan molekiiller 6zel bir gaz (collision) yardimiyla
parcalanirlar. Ikinci asamada ise kiitle/yiik oranina gore parcalanan bu iyonlar sayesinde
kimyasal tiirlerin yapisi, molekiil kiitleleri ve miktar tayini gibi veriler elde edilir. Bu
yontem sayesinde kii¢iik bilesiklerin yani1 sira proteinlerin tayini, termal kararsiz ve ugucu
olmayan bilesiklerin de analizleri yapilabilmektedir. Cihazdaki dedektor sistemi yiiksek
hassasiyete sahip pozitif (E+) ve negatif (E-) iyon modunda ¢aligmaktadir [115].

4.3. Molekiiler Modelleme (Docking) Calismalari

LC-MS/MS sonuglarina gore belirledigimiz bilesikler Schrédinger’s Maestro
molekiiler docking programinin “ligand hazirlama” modiiliinde Optimize Potansiyel Sivi
Simiilasyonlar1 (OPLS 2005) araciligiyla fizyolojik pH’da (pH 7,4) enerji
minimizasyonu ile hazirlanmistir. CA TI’in 5-asetamido-1,3,4-tiyadiazol-2-siilfonamid

(asetazolamid) ile birlikte ve CA II’nin ariloksi-2-hidroksipropilamin siilfonamid ile
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birlikte kompleks X-ray kristal yapilari, Protein Data Bank (PDB) sunucusundan
almmistir (PDB kodlar: CA I: 1AZM; CA II: SWLYV). Bu enzimler docking analizleri igin
Schrodinger yaziliminin “protein hazirlama” modiiliinde optimize edilmistir. Molekiiler
docking caligmalarinda, ligandlarin topolojilerinin tahmini i¢in bu enzimlerin substrat

baglanma bolgesinde Glide/XP docking protokolleri uygulanmistir [116].

4.4, Insan Kan1 Temini ve Hemolizatinin Hazirlanmasi

Eskisehir Yunus Emre Devlet hastanesinde kan merkezinde, goniillii ve kronik
rahatsizlig1 olmayan 10 goniilliiden kan alindi. Alinan kan kullanilincaya kadar +4°C’de
saklandi. Caliyma yapilmadan &nce Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi’nden
Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik kurulundan izin alindi (Ek 1).

Antikoagiilan igeren tiiplere alinan taze kan santrifiyj tiiplerine aktarilarak 15 dakika
boyunca 2500 x g’de santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerin {ist kisminda kalan plazma ve
16kosit tabakasi atildi ve tiiplerin altinda kalan eritrosit pelleti %9’luk izotonik NaCl
cozeltisi ile tic defa yikandi. Yikama yavas bir sekilde alt iist edilerek yapildi. Her
defasinda 2500 x g’de 15 dakika santrifiij edildi ve eritrosit kismi alindi. Elde edilen
eritrositler hacimlerinin yaklasik 5 kat1 kadar buzlu su ile yarim saat boyunca manyetik
karistiricida hizli bir sekilde karistirilarak hemoliz edildi. Hemolizat ig¢erisinde bulunan
eritrosit hiicre zarlarim uzaklastirmak i¢in +4°C’de 13.000 x g’de 60 dakika santrifiij
yapildi. Burada hiicre zar1 ¢oker, sonraki calismalarda kullanmak iizere st kisimda

bulunan hemolizat alind1 ve +4°C’de sakland1 [117].

4.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirnlmasina

Yonelik Calismalar

Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite jelinin hazirlanmasi:

Afinite jelini hazirlamak i¢in CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’den 3 g
kullanildi ve bu kolon materyaline L-tirozin kovalent olarak baglandi. Daha sonra
siilfanilamid diazolanarak tirozine kenetlendi. Karbonik Anhidraz enziminin spesifik
inhibitorii olan ve yiiksek oranda saflagtirmak i¢in kullanilan siilfanilamid, afinite jelinde

enzimi baglayan kismi olusturur. Tirozin ise afinite jelinde uzanti kolunu temsil eder [20].
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CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi:

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 mL soguk tampon (0,1 M NaHCOs,
pH 10) ile yikanarak vakum altinda stizme islemi yapildi. Stizgeg kagidinda kalan siiziintii
bir spatiil yardimiyla bir behere alindi. 0,1 M NaHCO3, pH 10 tamponunun 20 mL’sinde
80 mg tirozin ¢ozildii. Hazirlanan tirozin ¢6zeltisi, behere alinan siiziintiiye ilave edildi.
Karisim oncelikle 4°C’de 2 saat manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra karisim
4°C’de 16 saat boyunca sabit bir sekilde bekletildi. 16 saatin sonunda nuge erleninde
vakum altinda 1 litre distile su ile 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar yikama
yapildi. Reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Ardindan 1 litre
NaHCO3 tamponu (0,2 M, pH 8,8) ile tekrar yikama yapildi ve jel 40 mL’lik NaHCO3
tamponu igine aktarildi [20].

Siilfanilamid kenetlendirilmesi:

25 mg siilfanilamid, 0°C’de 10 mL, 1 M’lik HCl igerisinde ¢oziildi. 75 mg NaNO>
5 mL distile suda ¢6ziildii. NaNO: ¢ozeltisi siilfanilamid ¢6zeltisinin igine yavas yavas
ilave edildi. 10 dakikalik reaksiyonda diazolama gergeklesmis oldu. Diazolanmis
stilfanilamid, siispansiyon halde bulunan Sepharose-4B-L-tirozin’in tizerine ilave edildi.
1 M NaOH c¢ozeltisi ile pH 9,5’e ayarlandi ve 3 saat boyunca manyetik karistiricida
yavasca karistirildi. Bu esnada rengin kirmizi-turuncu arasinda oldugu gozlendi. Bu
stirenin bitiminde nuge erleninde, vakum altinda 500 mL distile su ve sonrasinda 200 mL
CA yikama tamponu (0,05 M Tris-SO4, pH 7,4) ile yikandi. Yikama sonrasinda jelin

tizerine bir miktar daha yikama tamponundan eklenerek 4°C’de saklandi [20].
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Afinite kolonunun paketlenmesi:

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH 8,7) igine alinarak jel siispanse
edildi ve vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik ve 8 mL yatak
hacmine sahip olan kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla
diisiik hizda once yikama tamponu, ardindan dengeleme tamponu gegirildi. Yikama
islemine kolona verilen dengeleme tamponu ile alinan eliiatin 280 nm’deki absorbansi ve

pH’s1 esit oluncaya kadar devam edildi [11, 20].

Sekil 4.3. Afinite kolonunun paketlenmesi

Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu:

Hazirlanan hemolizat manyetik karistiricida yavas bir sekilde karistirilarak kati Tris
ile pH’s1 8,7’ye ayarlandi. Hemolizat kolona tatbik edilerek peristaltik pompa yardimiyla
tamamen kolondan gegirildi ve ardindan kolon 500 mL 25 mM Tris-HCI /22 mM Naz2SO4
(pH 8,7) cozeltisi ile yikandi. Bu islem sonucunda safsizliklar uzaklastirdi ve CA
izoenzimleri kolona tutunmus oldu. Izoenzimleri ayirmak icin de ilk olarak kolona 1 M
NaCl / 25 mM Na;HPO4 (pH 6,3) tamponu tatbik edildi ve hCA 1 eliisyonu toplandi.
Sonrasinda kolona 0,1 M NaCHsCOO / 0,5 M NaClO (pH 5,6) tamponu tatbik edildi ve

hCA 1I eliisyonu toplandi. Eliisyonlar spektrofotometrede okutulmak iizere onceden
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numaralandirilmis tiiplere 1’er mL toplandi ve 280 nm’de absorbanslari dl¢iildii. Islemler

sirasinda peristaltik pompanin hizi 40 ml/saat’e ayarlandi [20].

4.6. Protein Tayin Yontemleri

Kalitatif Protein Tayini:

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve
tirozinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir [20]. Bu metod
kullanilarak afinite kromatografisi igsleminde topladigimiz biitiin fraksiyonlarin kalitatif

protein tayini yapildi ve kore karsi absorbanslar1 okutularak aktivite grafigi ¢izildi.

Kantitatif Protein Tayini:

Kullanilan hemolizatta ve saflagtirdigimiz enzim ¢6zeltisindeki protein miktarlar
6l¢timiinde bu metod kullanildi. Bu metod, proteine Coomassie Brillant Blue G-250’nin
¢ok hizli bir sekilde baglanmasi esasina dayanir. Olusan protein-boya kompleksi 595
nm’de maksimum absorbans gosterir ve bu kompleks uzun siire bozulmaz. Bu metotta
hassasiyet 1-100 pg araligindadir [118].

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 mL’sinde 1 mg protein igeren Standart
sigir albiimin ¢dzeltisinden tiiplere sirasiyla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
alindi. Distile su ile tim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamland: ve iizerlerine 5’er mL
renklendirme reaktifi ilave edilip vorteks ile karigtirtldi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra
595 nm’de 1 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak
renklendirme reaktifi kullanildi ve absorbans degerlerine gore belirlenen pg protein
degerleri standart grafik haline getirildi. Protein tayini yapilacak olan hemolizat ve enzim
numuneleri i¢in de bu yontem uyguland: ve standart grafige gore miktar tayini yapildi
[20].

4.7. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safhiginin Kontrolii

Enzimin saflagtirilmasindan sonra Laemmli tarafindan anlatildig1 gibi SDS-PAGE
teknigi ile enzimin saflik derecesi kontrol edildi [119]. Elektroforez plakalari
kullanilmadan 6nce distile su ve alkol ile yikandi. Aralik olusturucu plaka ve diiz plaka
cihaza yerlestirilerek sabitlendi. Ust kisminda 1 cm bosluk kalana kadar ayirma jeli
yavagca plakalarin arasina eklendi ve hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edildi. Ayirma

jelinin iizerine %1°lik SDS eklenerek yiizeyin diizgiin olmasi saglandi. Jelin katilagmas1
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icin yaklasik iki saat beklendi ve tlizerindeki %1°lik SDS alindi. Daha sonra iist kisimda
kalan bosluga yigma jeli yavasga eklendi ve tarak diizgiin bir sekilde yerlestirilerek
numuneler i¢in kuyucuk olusturuldu.

Bekleme sirasinda jelin kurumamasi igin iistii 1slak stizge¢ kagidi ile kapatildi. Jelin
katilastig1 anlasildiktan sonra tarak alindi ve numune kuyucuklari belirlendi. Olusan
kuyucuklar 6nce distile su sonra yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tanki yiiriitme
tamponu ile dolduruldu. Numuneler 20 pg protein icerecek sekilde hazirlandi ve son
hacim 40 pl olacak sekilde numune tamponu eklendi. Karisim kaynar su banyosunda 3
dakika boyunca tutularak denatiire edildi. Ardindan sogutulan numuneler enjektor
yardimiyla kuyucuklara tatbik edildi.

Elektroforez tanki kapatilarak kablolar ile akim cihazina baglandi. Yiiriitme iki
asamada gerceklesti. ilk asamada numuneler y1gma jelinin sonuna kadar getirilmek {izere
20 dakika boyunca 40 voltta yiiriitiildii. Ikinci asamada ise numune yiiriitme jelinin alt
simirina gelinceye kadar iki saat boyunca 80 voltta yiirlitme islemi yapildi. Yiriitme
isleminin ardindan jel plakalarin arasindan alinip sabitlestirme ¢ozeltisi igerisine alindi
ve 20 dakika bekletildi. Sonra jel boyama ¢ozeltisine alind1 ve burada 2 saat boyunca
calkalayicida yavasca karistirildi. Bu siirenin sonunda boyanan jel yikama ¢ozeltisine
alinarak c¢alkalayicida karistirilmaya birakildi. Yikama islemine jelin rengi agilip bantlar
goriinlinceye kadar devam edildi. Jel son olarak distile su ile yikandi ve goriintiileme

cihazina alinip fotografi ¢ekildi.

4.8. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Tayini

CO2’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H iyonundan ileri gelen pH degisiminin
brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen siirenin Sl¢iilmesi esasina dayanir
[120].

Kor, 1 mL veronal tamponu, 0,1 mL %0,04’liik brom timol mavisi, 0,6 mL distile
su ve 2,5 mL CO2 ¢ozeltisi sirasiyla tiipe eklenerek hazirlandi. CO2 ¢ozeltisi tiipe
eklendigi andan itibaren kronometre baglatilarak mavi renkteki indikator sarimsi yesile
renge donene kadar gegen siire 6lgiildi (to). Numune tiipiinde 0,01 mL azaltilan suyun
yerine enzim eklendi ve sonrasinda CO: c¢ozeltisi tiipe eklendigi andan itibaren
kronometre baslatilarak mavi renkteki indikator sarimsi yesile renge donene kadar gecen

stire olgtildi (tc). Bu metoda gére CA aktivitesi i¢in bir enzim tiinitesi (EU), enzimsiz
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olarak meydana gelen CO: hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktart olarak

tanimlanir.

Formiiliine gore kullanilan enzim ¢6zeltisi hacmi i¢in enzim iinitesi hesaplandi [36].

Tablo 4.1. CA hidrataz aktivitesi prosediirii

Kor Enzim
Tampon 1000 puL 1000 pL
Brom Timol Mavisi 100 uL 100 uL
Saf Su 600 puL 599 uL
Enzim - 1uL
CO2’li su 2500 pL 2500 pL
Toplam hacim 4200 uL 4200 uL

4.9. insan Eritrositlerinden Saflastirllan CAl ve II izoenzimlerinin Aktiviteleri

Uzerine Baz Bitki Ekstrelerinin Etkilerinin Belirlenmesi

Tarla atkuyrugu (Equisetum arvense), keklik otu (Origanum vulgare),
civanpercemi (Achillea millefolium), pelin otu (Artemisia absinthium) ve sar1 kantaron
(Hypericum perforatum) bitki ekstrelerinin, karbonik anhidraz izoenzimlerinin (hCA | ve
hCA 1I) aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Kullanilan bitki ekstrelerinin
stok c¢ozeltileri 1 mg/mL olacak sekilde hazirlandi. Stok c¢ozeltiden 10 farkh
konsantrasyonda eklenerek CA izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi oOlciildii. Aktivite
Olctimii yapildiktan sonra inhibitor etkisi gosteren ekstreler belirlendi. Sonra bu
ekstrelerden inhibisyon etkisi yiiksek olanlarin Aktivite (%) — Inhibitér (I) grafikleri
cizildi. Ortaya ¢ikan egrinin denkleminden ICso degerleri hesaplandi.

4.10. Cahsmada Kullanilan Bitki Ekstreleri icin Antioksidan Kapasite Tayinleri
4.10.1. Demir indirgeme metodu (Fe3*- Fe?*)

Indirgeme kuvveti tayini Oyaizu (1986) yontemine gére yapildi [121]. Hazirlanan
stok ¢ozeltiden sirastyla 10, 20, 30 png/mL alinarak tiiplere aktarild: ve hacmi distile su
ile 1 mL’ye tamamlandi. Her bir tiipiin tizerine 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu ve 2,5 mL
%1°lik potasyumferrisiyaniir Kz[Fe(CN)s] ilave edildi. Su banyosunda 50°C’de 20 dakika
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siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyona sonrasi, her bir tiipe 2,5 mL %10’ luk TCA
ilave edildi ve ¢ozeltinin st kismindan 2,5 mL alindi. Alinan ¢6zeltiye 2,5 mL distile su
ve 0,5 mL %0,1’lik FeCls eklendi. Distile su koriine karst1 700 nm’de absorbanslari

ol¢iildii. Kontrol olarak da numune yerine su kullanildi.

4.10.2. FRAP metodu

FRAP reaktifi ile indirgeme kuvveti tayini Oyaizu yonteminin kiigiik bir
modifikasyonu islemi ile yapildi [121]. Hazirlanan stok ¢dzeltiden sirasiyla 10, 20, 30
ug/mL alinarak tiiplere aktarildi ve hacmi asetat tamponu ile 0,5 mL’ye tamamlandi. Her
bir tiipiin tizerine 2,25 mL FRAP reaktifi ve 2,25 mL FeCls eklendi ve 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Asetat tamponu koriine karsi 593 nm’de absorbanslari dlgiildii.

Kontrol olarak da numune yerine asetat tamponu kullanildi.

4.10.3. CUPRAC metodu

Bu metod ile fenolik yapidaki molekiillerin Cu?* indirgeme aktiviteleri olgiildii
[122]. Hazirlanan stok ¢ozeltiden sirasiyla 10, 20, 30 pg/mL alinarak tiiplere aktarildh.
Her bir tiipiin iizerine sirasiyla; 0,01 M’lik CuCl. ¢dzeltisinden 125 pL, 7,5.10° M’lik
etanolik neokuprin ¢ozeltisinden 125 pL ve 1 M’lik amonyum asetat tamponundan 125
uL sirasiyla eklendi. 30 dakika boyunca karanlikta inkiibasyona birakildi. Distile su

koriine kars1 450 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.

4.10.4. Siiperoksit anyon radikali giderme

Siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesini belirlemek i¢in Zhishen ve ark
kullandigi metodun kiigiik bir modifikasyonu uygulandi [123]. Fenolik bilesiklerin
stiperoksit anyon radikallerini giderme kapasitesi nitroblue tetrazolium (NBT)
maddesinin spektrofotometrik 6l¢iimii ile belirlendi. Fosfat tamponu ile hazirlan stok
cozeltiden sirasiyla 10, 20, 30 pg/mL alinarak tiiplere aktarildi. Her bir tiipiin {izerine
riboflavin  1,33.10° M, metiyonin 4,46.10° M ve NBT’den 8,15.10% M
konsantrasyonlarda eklendi. Reaksiyon karistmi 20 W’lik floresan 15181 altinda ve oda
sicakliginda 2 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ortamda giderilen siiperoksit anyon

radikali giderme aktivitesi (%) asagidaki formiile gore hesapland.
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7“560 (kontrol) ~ kSGO(numune)
Stiperoksit giderme aktivitesi = X100

x560(kontrol)

4.10.5. DPPH metodu

DPPH serbes radikal giderme aktivitesi Blois metoduna gore yapildi [124]. 1
mM’lik DPPH ¢ozeltisi hazirlanip serbest radikal olarak kullanildi. Hazirlanan stok
¢ozeltiden sirasiyla 10, 20, 30 pg/mL alinarak tiiplere aktarild: ve hacimleri etanol ile 2,5
mL’ye tamamlandi. Her bir tiipiin iizerine daha 6nce hazirladigimiz DPPH ¢ozeltisinden
0,5 mL eklendi. 30 dakika boyunca karanlikta inkiibasyona birakildi. Etanolden koriine
kars1 517 nm’de absorbanslar ol¢iildii. 2 mL etanole 0,5 mL DPPH ¢6zeltisi eklenerek
hazirlanan ¢6zelti kontrol olarak kullanildi. Azalan absorbans degerleri ¢ozeltide kalan
DPPH miktarini1 gostermektedir. Boylece numunenin serbest radikal giderme aktivitesi

belirlenir.

4.10.6. ABTS metodu

ABTS Radikali Giderme Aktivitesi Re ve arkadaslariin yaptig1 ¢aligmaya gore
yapildi [125]. Ilk olarak 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi, 1 M’Iik fosfat tamponu ile hazirlands.
ABTS radikalleri tiretebilmek i¢in hazirlanan ¢ozeltiye 2,45 nM’lik persiilfat ¢ozeltisi
eklendi. ABTS radikal ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce 734 nm’de absorbansi Ol¢iildii.
Absorbansi 700 + 0,025 nm araligina gelinceye kadar 0,1 M fosfat tamponu ile seyreltildi.
Hazirlanan stok ¢ozeltiden ABTS radikal giderme aktivitesine bakilmak iizere sirasiyla
10, 20, 30 pg/mL alinarak tiiplere aktarildi. Tiiplerden her birine 0,5 mL ABTS radikal
cozeltisi eklendi. 30 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. 734 nm’deki absorbanslari

etanol koriine kars1 okutuldu.

4.10.7. DMPD radikali giderme aktivitesi tayini

DMPD" radikal katyonunu elde etmek igin 100 mL’lik asetat tamponuna 1 mL
DMPD c¢ozeltisi eklendi. Bunun iizerine 0,2 mL 0,05 M FeCl3 ¢ozeltisi ilave edildi.
DMPD'* radikal ¢ozeltisinin absorbans1 505 nm’de olgiildii. Absorbansi 0,900 £+ 0,100
nm araligina gelinceye kadar 0,1 M’lik fosfat tamponu ilave edildi. DMPD™" radikal

¢ozeltisi giinliik taze hazirlanmasi gerekir [126]. Hazirlanan stok ¢ozeltiden sirasiyla 10,
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20, 30 ug/mL alinarak tiiplere aktarildi ve hacimleri distile su ile 0,5 mL’ye tamamlandi.
Her bir tiipiin {izerine daha once hazirladigimiz DMPD™ radilkal ¢6zeltisinden 1 mL
eklendi. 50 dakika boyunca inkiibasyona birakildi ve absorbanslar1 505 nm’de tampon

¢Ozelti koriine karsi okutuldu.

4.10.8. Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini

Bipiridil reaktifi ile metal selatlama aktivitesi Re ve arkadaslarinin yaptigi
calismaya gore yapildi [125]. i1k olarak deney tiiplerine 125 uL 2 mM’lik FeSO4 ¢ozeltisi
alind1 ve hazirlanan stok ¢ozeltiden sirasiyla 10, 20, 30 pg/mL eklendi. Her bir tiipiin
tizerine daha once hazirladigimiz 0,1 M’lik Tris-HC1 tamponundan 500 pL eklendi. 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Uzerlerine sirasiyla bipiridil reaktifinden
500 pL, distile sudan 595 uL ve etanol eklenerek son hacimleri 3 mL’ye tamamlandi. 522
nm’deki absorbanslar etanol koriine kars1 okutuldu. Kontrol olarak da antioksidan madde

yerine alkol kullanildi.

4.10.9. Total fenol miktari tayini

Ekstrelerdeki toplam fenol miktari mg gallik asit’e esdeger olarak Folin-Ciocalteu
reaktifi yontemiyle tayin edildi. 50 pL. numune iizerine, 3,9 mL saf su ve 750 uL Folin-
Ciocalteu reaktifi eklendi. 1-8 dakika beklendikten sonra 750 uL %20’lik Na,COs
cozeltisi ilave edilip, 2 saat 25 °C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 760 nm’de

absorbans Olciimleri alinarak gallik asit kalibrasyon egrisiyle karsilastirildi.

4.10.10. Total antioksidan aktivite tayini

Calistigimiz bitki ekstrelerinin total antioksidan aktiviteleri tiyosiyanat metoduna
gore belirlendi. Hazirlanan stok c¢ozeltiden sirasiyla 10, 20, 30 ng/mL alinarak tiiplere
aktarildi ve hacimleri fosfat tamponu ile 2,5 mL’ye tamamlandi. Sonra herbir tiipe 2,5
mL linoleik asit emiilsiyonu ilave edilerek 37°C’de karanlikta inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyona birakilan tiiplerden her 12 saatte bir 100 uL numune alind1 ve 4,7 mL etanol,
100 pL SCN- ¢ozeltisi ve %3,5°’lik HCI icinde hazirlanmis 20 mM’lik 100 pL Fe?*
¢Ozeltisi karisima eklendi. 500 nm’de absorbanslari kore karsi okundu. Kor olarak
numune yerine alkol, kontrol olarak numune yerine tampon ¢ozelti kullanildi. Kontrol
numunesinin maksimum absorbansina ulasilincaya kadar inkiibasyon ve absorbans

Ol¢timii islemlerine devam edildi.
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4.11. MTT Sitotoksisite Testi

Calismada kullanilan bitki ekstrelerinin sitotoksisiteleri Mitokondriyal Aktivite
Testi (MTT) ile belirlenmistir. Fare (Mus musculus) adipoz saglikl1 fibroblast hiicre hatti
(L929), %10 fetal bovine serum (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve Roswell Park
Memorial Institute (RPMI-1640) besi yeri igerisinde hazirlanan media ile %5 CO2 ig
atmosfere sahip inkiibatérde 37 °C de kiiltiirde inkiibasyona birakilmistir. Her 3 giinde bir
hticreler tripsin/EDTA soliisyonu ile muamele edilerek 1:3 oranda alt kiiltiirlere ayrilarak
pasajlanmigtir. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) testi
dolayl1 olarak hiicre biiylimesini ve/veya hiicre 6liimiini belirlemeyi hedefleyen, hiicre
kiiltiriine dayal bir ilag duyarlilig: testidir [127].

Bir hiicre toplulugunda yer alan canli hiicrelerin oranini kantitatif olarak
saptayabilmek i¢in kolorimetrik bir yontem olan MTT kullanildi. Yontem, saglam
hiicrelerin  mitokondrisinin MTT boyasinda yer alan tetrazolium halkasini
pargalayabilmesi prensibine dayanmaktadir. Parcalanma reaksiyonunun gerceklesmesi
mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz (SDH) enziminin aktivitesine
baglidir. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi neticesinde agik sar1 renkli MTT boyasi
koyu mavi-mor formazan iirtiniine déntismektedir. Gergeklesen reaksiyon sonucunda mor
renge boyanmis olan hiicreler mitokondriyal fonksiyonu bozulmayan, herhangi bir renk
degisikligine ugramayan hiicreler ise mitokondriyal fonksiyonu bozulan ya da 6len
hiicreleri temsil eder. MTT yontemi li¢ asamadan olusur: MTT boyasi ile hiicrelerin
inkiibasyona birakilmasi, ¢oktiiriilmiis reaksiyon iirlinliniin ¢oziiniir duruma getirilmesi
ve reaksiyon triiniiniin kolorimetrik l¢iimiiniin yapilmasi [128].

Sitotoksisitesine bakilacak olan bitki ekstrelerinin ana stoklar1 40 mg/mL olarak
ayarlandi. 96 kuyucuklu plakaya kuyucuk basina 50000 hiicre ekilerek 24 saatlik
proliferasyona birakildi. 24 saat sonunda plakadaki medium degistirildi. Iki kontrol grubu
ve on ¢alisma grubu olmak {izere toplam 12 deney grubu olusturuldu.

En yiksek konsantrasyon 500 pg/mL alinip her seferinde 1:1 oraninda
konsansantrasyonlar seyreltildi. Her madde i¢in ii¢ tekrar olmak tizere 8 farkli
konsantrasyon uygulandi. Tekrar 24 saatlik inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra ELISA
Reader ile 540 nm’de okuma yapildi.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. LC-MS/MS Yéntemi ile Bitki Ekstrelerinin icerik Analizi

Hazirladigimiz bitki ekstrelerinin igerigi UPLC cihazi yardimi ve molekiiler kiitle
dedektorti ile fizikokimyasal 6zelliklerine gore tespit edildi.

Kiitle spektrometresi kimyasal tiirleri iyonize ederek yiiklii iyonlar haline getirir.
Ilk asamada kiitle/yiik oranmni esas alarak ayrilan molekiiller &zel bir gaz (collision)
yardimiyla parcalanirlar. Ikinci asamada ise kiitle/yiik oranina gére parcalanan bu iyonlar
sayesinde kimyasal tiirlerin yapisi, molekiil kiitleleri ve miktar tayini gibi veriler elde
edilir. Cihazdaki dedektor sistemi yiiksek hassasiyete sahip pozitif (E+) ve negatif (E-)
iyon modunda ¢alismaktadir [115].

5.1.1. Equisetum arvense bitkisinin icerik analizi

Inten. (x1,000,000)
5010415

45

40

35+

30+

251

2,0+

154

1,04

Inten. (x100,000)

21515

8,0+

173,10

704

6,0

50+

40

3,0+

2,0+

1,0+

Sekil 5.1. E. arvense sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglar
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Sekil 5.2. E. arvense etanol ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglart
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Sekil 5.3. LC-MS/MS analizi sonucu Equisetum arvense ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslica etken

maddeler
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5.1.2. Origanum vulgare bitkisinin icerik analizi
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Sekil 5.4. O. vulgare sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglar
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Sekil 5.6. LC-MS/MS analizi sonucu Origanum vulgare ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken

maddeler
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5.1.3. Achillea millefolium bitkisinin icerik analizi
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Sekil 5.7. A. millefolium sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglar
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Sekil 5.9. LC-MS/MS analizi sonucu Achillea millefolium ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslica
etken maddeler
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5.1.4. Artemisia absinthium bitkisinin i¢erik analizi
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Sekil 5.10. A. absinthium sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglar
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Sekil 5.12. LC-MS/MS analizi sonucu Artemisia absinthium

etken maddeler
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5.1.5. Hypericum perforatum bitkisinin icerik analizi
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Sekil 5.13. H. perforatum sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglar
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Sekil 5.15. LC-MS/MS analizi sonucu Hypericum perforatum ekstrelerinin igceriginde tespit edilen baslica

etken maddeler
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5.2. Molekiiler Modelleme (Docking) Bulgular:

LC-MS/MS sonuglarina gore belirledigimiz bilesikler Schrédinger’s Maestro
molekiiler docking programimin “ligand hazirlama” modiiliinde uygun X-ray Kristal
yapist segilerek optimize edilmistir (PDB kodlari; CA I: 1AZM, CA 1I: 5SWLV).

5.2.1. Equisetum arvense ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca etken

maddeler ile ilgili yapilan docking ¢calismalar:
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J Charged (positive) & Unspecified residue = H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site ~— Metal coordination
o Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.16. A: Ekonazol, B: 9-Metil irik asit ve C: Bergapten bilesiklerinin hCA 1 izoenziminin aktif

bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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Sekil 5.17. Equisetum arvense ekstrelerinin igeriginde tespit edilen bashca etken maddelerin hCA I
izoenzimi (PDB kodu: 1AZM ) ile etkilesimi. A:Ekonazol tin etkilesimi, B: 9-Metil iirik asit ve C:

Bergapten’in etkilesimi.
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Sekil 5.18. A: Ekonazol, B: 9-Metil iirik asit ve C: Bergapten bilesiklerinin hCA Il izoenziminin aktif

bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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Sekil 5.19. Equisetum arvense ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken maddelerin hCA |1

izoenzimi (PDB kodu: SWLYV ) ile etkilesimi. A:Ekonazol tin etkilegsimi, B: 9-Metil tirik asit ve C:
Bergapten’in etkilegimi.
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5.2.2. Origanum vulgare ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baghca etken maddeler

ile ilgili yapilan docking ¢calismalari
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Sekil 5.20. A: Metisilin, B: Loperamid ve C: Sitrik asit bilesiklerinin hCA I izoenziminin aktif bolgesindeki

aminoasitler ile etkilesimleri
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© Mietisilin Loperamid @ Sitrik asit

Sekil 5.21. Origanum vulgare ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslca etken maddelerin hCA 1
izoenzimi (PDB kodu: 14ZM ) ile etkilesimi. A: Metisilin’in etkilesimi, B: Sitrik asit’in etkilesimi

ve C: Loperamid’in etkilegimi.
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o Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.22. A: Metisilin, B: Loperamid ve C: Sitrik asit bilesiklerinin hCA |l izoenziminin aktif

bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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© Metisilin Loperamid @ Sitrik asit

Sekil 5.23. Origanum vulgare ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslica etken maddelerin hCA II
izoenzimi (PDB kodu: SWLV ) ile etkilesimi. A: Metisilin’in etkilesimi, B: Sitrik asit’in etkilesimi

ve C: Loperamid’in etkilegimi.
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5.2.3. Achillea millefolium ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca etken

maddeler ile ilgili yapilan docking ¢calismalar:
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Sekil 5.24. A: Klorojenik asit, B: 3-5-Dikafeoil kuinik asit C: Luteolin ve D: Rutin bilesiklerinin hCA 1

izoenziminin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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Sekil 5.25. Achillea millefolium ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslca etken maddelerin hCA 1
izoenzimi (PDB kodu: 1AZM ) ile etkilesimi. A: Klorojenik asit’in etkilesimi, B: 3-5-Dikafeoil

kuinik asit’in etkilesimi, C: Luteolin’in etkilesimi ve D: Rutin’in etkilesimi.
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Sekil 5.26. A: Klorojenik asit, B: 3-5-Dikafeoil kuinik asit C: Luteolin ve D: Rutin bilesiklerinin hCA 1l

izoenziminin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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© Kilorojenik asit 3-5-Dikafeoil kuinik asit @ Luteolin Rutin

Sekil 5.27. Achillea millefolium ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslhca etken maddelerin hCA ||
izoenzimi (PDB kodu: 5WLV ) ile etkilesimi. A: Klorojenik asit’in etkilesimi, B: 3-5-Dikafeoil

kuinik asit’in etkilesimi, C: Luteolin’in etkilesimi ve D: Rutin’in etkilesimi.
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5.2.4. Artemisia absinthium ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca etken

maddeler ile ilgili yapilan docking ¢calismalar:
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Sekil 5.28. A: Klorojenik asit, B: 4-Hidroperoksi-2-Metoksi fenol ve C: P-Simen bilesiklerinin hCA I

izoenziminin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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Sekil 5.29. Artemisia absinthium ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslica etken maddelerin hCA I
izoenzimi (PDB kodu: 1AZM ) ile etkilesimi. A: Klorojenik asit’in etkilesimi, B: 4-Hidroperoksi-

2-Metoksi fenol’iin etkilesimi ve C: P-Simen’in etkilesimi.
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Sekil 5.30. A: Klorojenik asit, B: 4-Hidroperoksi-2-Metoksi fenol ve C: P-Simen bilesiklerinin hCA Tl

izoenziminin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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© Kilorojenik asit = 4-Hidroperoksi-2-Metoksi fenol @ P-Simen

Sekil 5.31. Artemisia absinthium ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslica etken maddelerin hCA II
izoenzimi (PDB kodu: SWLYV ) ile etkilesimi. A: Klorojenik asit’in etkilesimi, B: 4-Hidroperoksi-

2-Metoksi fenol’iin etkilesimi ve C: P-Simen’in etkilesimi.
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5.2.5. Hypericum perforatum ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca etken

maddeler ile ilgili yapilan docking ¢calismalar:
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Sekil 5.32. A: Kafeoil kinik asit, B: Rutin ve C: Hiperozid bilesiklerinin hCA I izoenziminin aktif

bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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© Kafeoil kinik asit Rutin @ Hiperozid

Sekil 5.33. Hypericum perforatum ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslca etken maddelerin hCA 1
izoenzimi (PDB kodu:1AZM ) ile etkilesimi. A: Kafeoil kinik asit’in etkilesimi, B: Rutin’in

etkilesimi ve C: Hiperozid'in etkilegimi.
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Sekil 5.34. A: Kafeoil kinik asit, B: Rutin ve C: Hiperozid bilesiklerinin hCA 1l izoenziminin aktif

bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimleri
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© Kafeoil kinik asit Rutin @ Hiperozid

Sekil 5.35. Hypericum perforatum ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslica etken maddelerin hCA 11
izoenzimi (PDB kodu: SWLV ) ile etkilesimi. A: Kafeoil kinik asit’in etkilesimi, B: Rutin’in

etkilesimi ve C: Hiperozid'in etkilegimi.
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5.3. Karbonik Anhidraz Enzimi Saflastirma ve Kantitatif Tayin Bulgulari
5.3.1. hCA I ve Il izoenzimleri icin elde edilen saflastirma sonuclari

Sepharose-4B-L-tirozin  afinite kolon kromatografi yontemi ile insan
eritrositlerinden saflastirdifimiz hCA I ve hCA 1I izoenimlerinin eliisyon grafigi sekil
5.36’da ve saflastirma tablosu Tablo 5.1°de verilmistir. Elde ettigimiz verilere gore hCA
| izoenzimi 4490 EU/mL, hCA 1I izoenzimi ise 11330 EU/mL aktivite gdsterdi. Ayni

zamanda hCA I izoenziminin %59,98 ve hCA Il izoenziminin %64,86 verim ile saflastig

goriildi.
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Sekil 5.36. Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan hCA I ve
hCA Il izoenimlerinin eliisyon grafigi
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Tablo 5.1. Insan eritrositlerinden elde edilen hCA I ve hCA I izoenzimlerinin saflastirma tablosu

o Toplam . Toplam  Toplam  Spesifik .
Numune | Aktivite . Protein . o o Verim  Saflastirma
Tiirii (E0/mL) Hacim (mg/mL) Protein AktIYIte Alitlwte %) Katsays
(mL) (mg) (EU)  (EU/mg)
Hemolizat 2620 20 113,7 2274,2 52400 23,04 100 1
—cAT
‘Diyaliz 3930 7 0,86 6,02 27510 4569 52,50 198,30
oncesi’
—caT
‘Diyaliz 4490 7 0,86 6,02 31440 5220 59,98 226,56
sonrasi’
—ATT
‘Diyaliz 9136 3 0,80 2,40 27408 11420 52,30 495,65
oncesi’
—AT
‘Diyaliz 11330 3 0,80 2,40 33990 14162 64,86 614,67
sonrasi’

5.3.2. Kantitatif protein tayini icin kullanilan standart grafik
Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid  afinite =~ kolonundan  saflastirdigimiz

proteinlerin kantitatif tayinini yapabilmemiz i¢in Bradford yontemine gore standart grafik

cizildi. Saflastirdifimiz enzim c¢ozeltilerindeki protein miktarin1 belirlemek i¢in

hazirladigimiz standart grafikten yararlanildi.

4 1 )
0,9

0,8

0,7 y =0,0097x
0,6 R2=10,9948
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans 595 nm

. BSA (ug) J

Sekil 5.37. Bradford metodu ile protein tayini i¢in kullanilan BSA standart grafigi
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5.3.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin kontrolii

Sepharose-4B-L-tirozin afinite kromatografisi yontemi ile insan eritrositlerinden

saflastirilan hCA 1 ve hCA 1I izoenimlerinin safliginin kontrolii SDS-Poliakrilamid jel

elektroforezi ile yapildu.

Sekil 5.39. SDS-PAGE 3 boyutlu goriiniimii
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5.4. Karbonik Anhidraz Izoenzimlerinin (hCA | ve hCA Il) Hidrataz Aktivitesi
Uzerine Bitki Ekstrelerinin Etkilerinin Belirlenmesine Yonelik Yapilan Calisma

Sonuclari

5.4.1. hCA 1 ve hCA Il izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi lizerine Equisetum arvense

(Tarla atkuyrugu) ekstreleri ile ilgili yapilan calisma sonuglar:

Inhibitér olarak kullandigimiz Equisetum arvense bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin  doygun substrat konsantrasyonunda, afinite  kromatografisi ile
saflagtirdigimiz hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin CO2-Hidrataz aktivitesine bakildi.
Inhibisyon calismalar1 CO2’in hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen
pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen siirenin Slgiilmesi
esasina dayanilarak yapildi. Elde ettigimiz verilere gore Equisetum arvense ekstreleri i¢in
cizilen [Aktivite(%)] — [Inhibitor] grafikleri (Sekil 5.40) asagida verilmistir.
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Sekil 5.40. hCA 1 ve Il izoenzimlerinin CO2-Hidrataz aktivitesi iizerine E. arvense bitki ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlart kullanilarak ICso degerlerinin bulunmast igin ¢izilen [Aktivite(%)] —

[Inhibitor] grafikleri
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Aktivite(%) — Inhibitér grafikleri incelendiginde, hCA 1 izoenziminin CO--
Hidrataz aktivitesi lizerine E. arvense’nin etanol ekstresi, hCA II izoenziminin CO»-
Hidrataz aktivitesi ilizerine ise E. arvense’nin sulu ekstresi daha yiiksek inhibisyon etki

gosterdi.

Tablo 5.2. hCA I ve Il izoenzimlerinin CO.-Hidrataz aktiviteleri iizerine inhibisyon etki gosteren E. arvense

ekstrelerinin r? ve 1Cso degerleri

Bitki ekstresi Izoenzim ICso (ng/mL) r2
hCA | 69,00 0,9900
E. arvense bitkisinin sulu ekstresi
hCA 1l 57,50 0,9551
hCA | 40,59 0,9590
E. arvense bitkisinin etanol ekstresi
hCA 1l 86,25 0,9587

5.4.2. hCA 1 ve hCA Il izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerine Origanum vulgare

(Keklik otu) ekstreleri ile ilgili yapilan ¢calisma sonuclari

Inhibitér olarak kullandigimiz Origanum vulgare bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin  doygun substrat konsantrasyonunda, afinite kromatografisi ile
saflastirdigimiz hCA 1 ve hCA Il izoenzimlerinin CO.-Hidrataz aktivitesine bakildi.
Inhibisyon calismalar1 CO2’in hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen
pH degisiminin brom timol mavisi indikatdrii ile belirlenip, gegen siirenin 6l¢iilmesi
esasina dayanilarak yapildi. Elde ettigimiz verilere gore Origanum vulgare ekstreleri igin

cizilen [Aktivite(%)] — [Inhibitdr] grafikleri (Sekil 5.41) asagida verilmistir.
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Sekil 5.41. hCA I ve Il izoenzimlerinin COz-Hidrataz aktivitesi tizerine O. vulgare bitki ekstrelerinin farkl:
konsantrasyonlart kullanilarak ICso degerlerinin bulunmast igin ¢izilen [Aktivite(%)] —

[Inhibitér] grafikleri

Aktivite(%) — Inhibitor grafikleri incelendiginde, hem hCA I hem de hCA 1II
izoenzimlerinin CO»-Hidrataz aktivitesi tizerine O. vulgare’nin etanol ekstreleri daha

yiiksek inhibisyon etki gosterdi.

Tablo 5.3. hCA | ve Il izoenzimlerinin CO-Hidrataz aktiviteleri iizerine inhibisyon etki gosteren O. vulgare

ekstrelerinin r? ve ICso degerleri

Bitki ekstresi izoenzim ICso (ng/mL) r
hCA | 62,72 0,9809
O. vulgare bitkisinin sulu ekstresi
hCA I 40,58 0,9791
o ) hCA | 32,85 0,9133
O. vulgare bitkisinin etanol ekstresi
hCA I 34,50 0,9078
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543.hCA I ve hCA 1II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerine Achillea

millefolium (Civanpercemi) ekstreleri ile ilgili yapilan ¢calisma sonuclar:

Inhibitér olarak kullandigimiz Achillea millefolium bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin  doygun substrat konsantrasyonunda, afinite kromatografisi ile
saflagtirdigimiz hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin CO2-Hidrataz aktivitesine bakild.
Inhibisyon ¢alismalar1 CO2’in hidrasyonu sonucu a¢iga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen
pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen siirenin Slgiilmesi
esasina dayanilarak yapildi. Elde ettigimiz verilere gére Achillea millefolium ekstreleri

i¢in cizilen [Aktivite(%)] — [Inhibitor] grafikleri (Sekil 5.42) asagida verilmistir.
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Sekil 5.42. hCA | ve Il izoenzimlerinin CO,-Hidrataz aktivitesi iizerine A. millefolium bitki ekstrelerinin
Jarkli konsantrasyonlar: kullanilarak ICso degerlerinin bulunmasi igin ¢izilen [Aktivite(%)] —
[Inhibitor] grafikleri
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Aktivite(%) — Inhibitér grafikleri incelendiginde, hCA 1 izoenziminin CO--
Hidrataz aktivitesi tizerine A. millefolium’un etanol ekstresi, hCA II izoenziminin CO2-
Hidrataz aktivitesi iizerine ise A. millefolium’un sulu ekstresi daha yiiksek inhibisyon etki

gosterdi.

Tablo 5.4. hCA | ve Il izoenzimlerinin CO,-Hidrataz aktiviteleri iizerine inhibisyon etki gosteren A.

millefolium ekstrelerinin r? ve ICso degerleri

Bitki ekstresi izoenzim ICso (ng/mL) r
hCA | 62,72 0,9953
A. millefolium bitkisinin sulu ekstresi
hCA Il 57,50 0,9787
hCA I 24,64 0,9462
A. millefolium bitkisinin etanol ekstresi
hCA Il 86,25 0,9760

54.4. hCA I ve hCA 1II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi uzerine Artemisia

absinthium (Pelin otu) ekstreleri ile ilgili yapilan ¢alisma sonuglari

Inhibitér olarak kullandigimiz Artemisia absinthium bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin  doygun substrat konsantrasyonunda, afinite kromatografisi ile
saflastirdigimiz hCA I ve hCA II izoenzimlerinin CO2-Hidrataz aktivitesine bakildi.
Inhibisyon calismalar1 CO2’in hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen
pH degisiminin brom timol mavisi indikatdrii ile belirlenip, gegen siirenin 6l¢iilmesi
esasina dayanilarak yapildi. Elde ettigimiz verilere gore Artemisia absinthium ekstreleri

i¢in ¢izilen [Aktivite(%)] — [Inhibitdr] grafikleri (Sekil 5.43) asagida verilmistir.
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Sekil 5.43. hCA | ve Il izoenzimlerinin CO2-Hidrataz aktivitesi iizerine A. absinthium bitki ekstrelerinin
farkly konsantrasyonlart kullanilarak ICso degerlerinin bulunmasi icin cizilen [Aktivite(%)] —

[Inhibitér] grafikleri

Aktivite(%) — Inhibitor grafikleri incelendiginde, hem hCA I hem de hCA II
izoenzimlerinin CO,-Hidrataz aktivitesi lizerine A. absinthium’un sulu ekstreleri daha

yiiksek inhibisyon etki gosterdi.

Tablo 5.5. hCA | ve Il izoenzimlerinin CO,-Hidrataz aktiviteleri iizerine inhibisyon etki gosteren A.

absinthium ekstrelerinin r? ve |Cso degerleri

Bitki ekstresi izoenzim ICso (ng/mL) r
hCA | 40,58 0,9294
A. absinthium bitkisinin sulu ekstresi
hCA 1l 46,00 0,9947
hCA | 43,13 0,9187
A. absinthium bitkisinin etanol ekstresi
hCA 1l 57,50 0,9566
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545 . hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerine Hypericum

perforatum (Sari1 kantaron) ekstreleri ile ilgili yapilan cahisma sonuglar:

Inhibitér olarak kullandigimiz Hypericum perforatum bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin  doygun substrat konsantrasyonunda, afinite kromatografisi ile
saflagtirdigimiz hCA I ve hCA II izoenzimlerinin CO2-Hidrataz aktivitesine bakildi.
Inhibisyon ¢alismalar1 CO2’in hidrasyonu sonucu agi3a ¢ikan H* iyonundan ileri gelen
pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gegen siirenin 6lgiilmesi
esasina dayanilarak yapildi. Elde ettigimiz verilere gére Hypericum perforatum ekstreleri

i¢in cizilen [Aktivite(%)] — [Inhibitor] grafikleri (Sekil 5.44) asagida verilmistir.
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Sekil 5.44. hCA | ve Il izoenzimlerinin CO-Hidrataz aktivitesi iizerine H. perforatum bitki ekstrelerinin
Jarkli konsantrasyonlar: kullamilarak ICso degerlerinin bulunmasi igin ¢izilen [Aktivite(%)] —
[Inhibitor] grafikleri
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Aktivite(%) — Inhibitér grafikleri incelendiginde, hem hCA I hem de hCA Il
izoenzimlerinin CO2-Hidrataz aktivitesi tizerine H. perforatum’un etanol ekstreleri daha

yiiksek inhibisyon etki gosterdi.

Tablo 5.6. hCA | ve Il izoenzimlerinin COy-Hidrataz aktiviteleri iizerine inhibisyon etki gosteren H.

perforatum ekstrelerinin r? ve 1Cso degerleri

Bitki ekstresi izoenzim ICso (ng/mL) r2
hCA | 34,50 0,9308
H. perforatum bitkisinin sulu ekstresi
hCA Il 53,07 0,9756
hCA | 27,60 0,9210
H. perforatum bitkisinin etanol ekstresi
hCA I 32,85 0,9385
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5.5. Antioksidan Kapasite Tayini Yontemleri
5.5.1. Demir indirgeme metodu (Fe3*- Fe?*)

Calismada kullandigimiz su ve alkol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlart (10-30 pg/mL) almarak Fe®" iyonlarini indirgeme kapasiteleri
belirlendi. Bu metotta ¢6zeltinin basta sar1 olan renginin, ortamda bulunan maddelerin
antioksidan kapasitesine bagli olarak yesil ve mavi renge dondiigii goriildii. Bitki
ekstreleri ile standart antioksidanlarin 700 nm’de 6lgiilen absorbans degerleri kiyaslandi

ve Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.45 ve Sekil 5.46’da verildi.
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Sekil 5.45. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin Fe®*-Fe?*
iyonlarmt indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-

Tokoferol ile karsilastiriimasi

Sekil 5.45.’teki absorbans degerlerine bakildiginda Fe®* indirgeme kapasitesinin 10
ug/mL igin sirasiyla BHA > BHT > a-Tokoferol > H. perforatum > O. vulgare > Trolox

> A. absinthium > A. millefolium > E. arvense oldugu goriildi.
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Sekil 5.46. Farkl konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin Fe®*-Fe?*
iyonlarmi indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-

Tokoferol ile karsilastirilmast.

Sekil 5.46°daki absorbans degerlerine bakildiginda Fe®* indirgeme kapasitesinin 10
ng/mL i¢in sirastyla BHA > BHT > H. perforatum > O. vulgare > a-Tokoferol > A.

millefolium > A. absinthium > Trolox > E. arvense oldugu gorildii.
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Sekil 5.47. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarmma karsihk gelen Fe** indirgeme

aktivitesi icin 700 nm deki absorbans degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 5.48. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen Fe®* indirgeme

aktivitesi igin 700 nm deki absorbans degerlerinin karsilastiriimasi
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5.5.2. FRAP metodu

Bu metotta ile ortamda bulunan indirgeyici molekiiller araciligiyla Fe®*

iyonlarindan olusan Fe?" iyonlarmin TPTZ ile mavi renkli kompleks olusturdugu

gozlendi. Bitki ekstreleri ile standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarmin 593

nm’de Ol¢iilen absorbans degerleri kiyaslandi ve Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil

5.49 ve Sekil 5.50’da verildi.

4 2
1,8
1,6
—0—BHA
14 —®—BHT
—~ 1.2
g Trolox
@ 1 Tokoferol
% 0.8 —e—E.Arvense
c
—0—0.
_cés 06 O.Vulgare
2 —e— A.Millefolium
-g 0,4 o
—@— A.Absinthium
0.2 —@— H.Perforatum
0
0 10 20 30
\_ Konsantrasyon (pg/mL)

J

Sekil 5.49. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin FRAP reaktifi

ile ferrik iyonlarm (Fe®*) indirgeme kapasitesinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT,

Trolox ve a-Tokoferol ile karsilastiriimast.

Sekil 5.49°daki absorbans degerlerine bakildiginda Fe®* indirgeme kapasitesinin 10

ug/mL i¢in sirastyla BHA > Trolox > BHT > H. perforatum > a-Tokoferol > O. vulgare

> A. absinthium> A. millefolium > E. arvense oldugu goriildii.
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Sekil 5.50. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin FRAP
reaktifi ile ferrik iyonlarmm (Fe**) indirgeme kapasitesinin standart antioksidanlar olan BHA,
BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile karsilastirimast.

Sekil 5.50’daki absorbans degerlerine bakildiginda Fe®* indirgeme kapasitesinin 10

ng/mL i¢in sirastyla BHA > O. vulgare > Trolox > BHT > H. perforatum > a-Tokoferol
> A. millefolium > A. absinthium> E. arvense oldugu goriildii.
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Sekil 5.51. FRAP reaktifi ile sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL lik konsantrasyonlarina karsiltk gelen ferrik

iyonlarimin (Fe?*) indirgeme aktivitesi i¢in 593 nm’deki absorbans degerlerinin karsilastirilmas:
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Sekil 5.52. FRAP reaktifi ile etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen
ferrik iyonlarimn (Fe?*) indirgeme aktivitesi igin 593 nm’deki absorbans degerlerinin

karstlastirtimast
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5.5.3. CUPRAC metodu

Calismada kullandigimiz su ve alkol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlar1 (10-30 pg/mL) alinarak Cu?*-Cu* indirgeme kapasiteleri belirlendi.
Bitki ekstreleri ile standart antioksidanlarin 450 nm’de Olgiilen absorbans degerleri

kiyaslandi1 ve Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.53 ve Sekil 5.54’te verildi.
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Sekil 5.53. Farkl: konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin Cu®**-Cu*
indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karstlastirtimasu.

Sekil 5.53’teki absorbans degerlerine bakildiginda Cu?*-Cu® indirgeme
kapasitesinin 10 pg/mL i¢in sirastyla BHA > BHT > O. vulgare > Trolox > H. perforatum

> A. millefolium > A. absinthium > E. arvense > a-Tokoferol oldugu goriildii.
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Sekil 5.54. Farkl: konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin Cu®*-Cu™*
indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilagtirtimast.

Sekil 5.54’teki absorbans degerlerine bakildiginda Cu?*-Cu* indirgeme
kapasitesinin 10 pg/mL i¢in sirastyla BHA > BHT > A. millefolium > H. perforatum > O.

vulgare > A. absinthium > Trolox > E. arvense > a-Tokoferol oldugu goriildi.
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Sekil 5.55. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsiik gelen Cu®* indirgeme

aktivitesi icin 450 nm deki absorbans degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 5.56. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen Cu2+ indirgeme

aktivitesi igcin 450 nm deki absorbans degerlerinin karsilastiriimasi
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5.5.4. Siiperoksit anyon radikali giderme

Calismada kullandigimiz su ve alkol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin farkli

konsantrasyonlart (10-30 pg/mL) alinarak, ortamdaki siiperoksit radikallerini giderme

kapasiteleri belirlendi. Bitki ekstreleri ile standart antioksidanlarin 560 nm’de Slgiilen

absorbans degerleri kiyaslandi ve Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.57 ve Sekil

5.58’de verildi.
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Sekil 5.57. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mlL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin stiperoksit

anyon radikallerini giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve

a-Tokoferol ile karsilastiriimast.

Sekil 5.57°deki absorbans degerlerine bakildiginda siiperoksit anyon radikallerini

giderme kapasitesinin 10 pg/mL igin sirasiyla H. perforatum > BHA > a-Tokoferol > A.

absinthium > A. millefolium > BHT > Trolox > E. arvense > O. vulgare oldugu goriildii.
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Sekil 5.58. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin stiperoksit
anyon radikallerini giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve

a-Tokoferol ile karsilastiriimast.

Sekil 5.58’deki absorbans degerlerine bakildiginda siiperoksit anyon radikallerini
giderme kapasitesinin 10 ug/mL i¢in sirasiyla A. absinthium > BHA > o-Tokoferol >

BHT > A. millefolium > Trolox > H. perforatum > O. vulgare > E. arvense oldugu

gorildii.

Stiiperoksit giderme aktivitesi (%) =

)‘560(kontrol) - }‘560(numune)

x 100
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Sekil 5.59. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsiik gelen siiperoksit anyon
radikali (O2+) giderme aktivite (%) degerlerinin karsilastirilmast
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Sekil 5.60. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL lik konsantrasyonlarina karsilik gelen stiperoksit anyon
radikali (O2+) giderme aktivite (%) degerlerinin karsilagtirilmast
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5.5.5. DPPH metodu

DPPH radikali giderme kapasitesi tayininden énce DPPH i¢in standart grafik Sekil
5.61 olusturuldu. Calismada kullandigimiz su ve etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin
farkl1 konsantrasyonlar1 (10-30 pg/mL) alinarak yapilan DPPH radikali giderme
tayininden sonra ortamda kalan serbest radikal miktar1 ol¢iildi. Bitki ekstreleri ile

standart antioksidanlarin 517 nm’de Ol¢iilen absorbans degerleri kiyaslandi ve

Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.62 ve Sekil 5.63’te verildi.
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Sekil 5.61. DPPH serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanan standart DPPH grafigi
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Sekil 5.62. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mlL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin DPPH radikali

giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karstlastirilmast
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Sekil 5.62°deki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a
ortamda kalan serbest radikal miktar1 azaldi. DPPH radikali giderme kapasitesinin 10
ug/mL i¢in sirasiyla H. perforatum > BHA > BHT > O. vulgare > Trolox > A. absinthium

> A. millefolium > E. arvense > a-Tokoferol oldugu goriildii.
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Sekil 5.63. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin DPPH
radikali giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol

ile karsilastirtimasu.

Sekil 5.63’teki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a
ortamda kalan serbest radikal miktar1 azaldi. DPPH radikali giderme kapasitesinin 10
ug/mL i¢in sirasiyla O. vulgare > H. perforatum > BHA > BHT > Trolox > a-Tokoferol

> A. absinthium > A. millefolium > E. arvense oldugu goriildii.
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Sekil 5.64. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL lik konsantrasyonlarina karsilik gelen DPPH radikali giderme

aktivite (%) degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 5.65. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen DPPH radikali

giderme aktivite (%) degerlerinin karsilagtiriimast
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5.5.6. ABTS metodu

ABTS-" radikali giderme kapasitesi tayininden once ABTS<" i¢in standart grafik
Sekil 5.66 olusturuldu. Calismada kullandigimiz su ve alkol ile hazirlanan bitki
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlart (10-30 pg/mL) alinarak yapilan ABTS<" radikali
giderme aktivitesi tayininden sonra ortamda kalan ABTSe* radikal miktar1 olgiildii. Bitki
ekstreleri ile standart antioksidanlarin 734 nm’de Slgiilen absorbans degerleri kiyaslandi

ve Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.67 ve Sekil 5.68’de verildi.
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Sekil 5.66. ABTS** serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanan standart ABTS*" grafigi
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Sekil 5.67. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin ABTS+* radikali
giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karstlastirilmast
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Sekil 5.67°deki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a

ortamda kalan serbest radikal miktar1 azaldi. ABTSe" serbest radikali giderme

kapasitesinin 10 ug/mL igin sirasiyla BHA > H. perforatum > O. vulgare > A. absinthium

> a-Tokoferol > Trolox > BHT > A. millefolium > E. arvense oldugu goriildii.
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Sekil 5.68. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin ABTS**

radikali giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol

ile karsilastiriimasi

Sekil 5.68’deki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a

ortamda kalan serbest radikal miktar1 azaldi. ABTSe" serbest radikali giderme

kapasitesinin 10 pg/mL i¢in sirasiyla H. perforatum > BHA > A. absinthium > O. vulgare

> a-Tokoferol > Trolox > A. millefolium > BHT > E. arvense oldugu goriildi.
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Sekil 5.69. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL ’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen ABTS radikali giderme

aktivite (%) degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 5.70. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarmma karsilik gelen ABTS radikali

giderme aktivite (%) degerlerinin karsilastiriimasi
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5.5.7. DMPD radikali giderme aktivitesi tayini

DMPD+* serbest radikali giderme aktivitesi tayininden 6nce DMPDe" serbest
radikali i¢in standart grafik (Sekil 5.71) olusturuldu. Caligmada kullandigimiz su ve alkol
ile hazirlanan bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlart (10-30 pg/mL) alinarak
DMPD-" radikali giderme aktivitesi 6l¢tildii. Bitki ekstreleri ile standart antioksidanlarin
505 nm’de 6l¢iilen absorbans degerleri kiyaslandi ve Absorbans-Konsantrasyon grafigi

Sekil 5.72 ve Sekil 5.73’te verildi.
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Sekil 5.71. DMPD+* serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanan standart DMPD grafigi
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Sekil 5.72. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin DMPD*
serbest radikali giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-

Tokoferol ile karsilastirilmasi
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Sekil 5.72’deki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a
ortamda kalan DMPD-<" serbest radikali miktar1 azaldi. DMPD+" radikali giderme

kapasitesinin 10 pg/mL igin sirasiyla A. absinthium > Trolox > H. perforatum > BHT >

A. millefolium > O. vulgare > E. arvense > a-Tokoferol > BHA oldugu goriildii.
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Sekil 5.73. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin DMPD<*

serbest radikali giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-

Tokoferol ile karsilastirilmasi

Sekil 5.73’teki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a
ortamda kalan DMPDs+" serbest radikali miktar1 azaldi. DMPD<" radikali giderme

kapasitesinin 10 pg/mL igin sirasiyla Trolox > A. absinthium > A. millefolium > BHT >

H. perforatum > O. vulgare > E. arvense > a-Tokoferol > BHA oldugu goriildii.
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Sekil 5.74. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen DMPD radikali

giderme aktivite (%) degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 5.75. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL lik konsantrasyonlarina karsilik gelen DMPD radikali

giderme aktivite (%) degerlerinin karsilastiriimasi
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5.5.8. Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini

Bipiridil reaktifi kullanilarak, su ve alkol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlar1 (10-30 pg/mL) icin bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini yapildi.
Bitki ekstreleri ile standart antioksidanlarin 522 nm’de 6lgiilen absorbans degerleri

kiyaslandi1 ve Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.76 ve Sekil 5.77’de verildi.
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Sekil 5.76. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) su ile hazirlanan bitki ekstrelerinin metal selatlama
kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilastirilmast

Sekil 5.76°daki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a
ortamda kalan serbest radikal miktar1 azaldi. Bipiridil metal selatlama kapasitesinin 10
ug/mL i¢in sirasiyla H. perforatum > A. millefolium > a-Tokoferol > A. absinthium > O.

vulgare > Trolox > BHT > BHA > E. arvense oldugu goriildii.
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Sekil 5.77. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) etanol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin metal
selatlama kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilagtiriimasi

Sekil 5.77°deki absorbans degerlerine bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a
ortamda kalan serbest radikal miktar1 azaldi. Bipiridil metal selatlama kapasitesinin 10
ug/mL i¢in sirasiyla H. perforatum > a-Tokoferol > A. absinthium > A. millefolium > O.

vulgare > Trolox > BHT > BHA > E. arvense oldugu goriildi.
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Sekil 5.78. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen bipiridil metal

selatlama aktiviteleri (%) degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 5.79. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarmma karsilik gelen bipiridil metal

selatlama aktiviteleri (%) degerlerinin karsilastirilmasi
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5.5.9. Total fenol miktar tayini

Total fenol miktar1 tayininden once gallik asit igin standart grafik (Sekil 5.80)
olusturuldu. Calismada kullandigimiz su ve alkol ile hazirlanan bitki ekstrelerinin fenol
miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak spekrofotometrik yontemle tayin edildi.
Ekstrelerin toplam fenol miktarlar1 gallik asidin kalibrasyon egrisi ve egri denkleminden

yararlanilarak hesaplandi.
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Sekil 5.80. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Tablo 5.7. Bitki ekstrelerinin gallik asit’e toplam fenol miktarlar

GAE

Bitki (mg/g Gallik asit’e esdeger fenol miktari)

Sulu ekstre Etanollii ekstre
E. arvense 7,15 11,34
O. vulgare 16,42 17,20
A. millefolium 11,53 16,89
A. absinthium 13,45 15,67
H. perforatum 17,02 18,03
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5.5.10. Total antioksidan aktivite tayini

Bitki ekstrelerinin total antioksidan kapasite tayinleri i¢in tiyosiyanat metodu
kullanildi. Bu yontem i¢in onceden hazirladigimiz linoleik asit emiilsiyonunun
otooksidasyonu sonucu olusan peroksitler, ferrdz iyonlarini (Fe®") ferrik iyonlarina (Fe?*)
indirgemektedir. Boylece olusan ferrik iyonlar1 (Fe®*) tiyosiyanat ile (SCN) ile
Fe(SCN)?* kompleksi meydana getirir. Olusan kompleksin spesifik olarak 500 nm dalga

boyunda absorbans vermesiyle 6l¢iim gergeklestirildi.
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Sekil 5.81. 10 pug/mL konsantrasyonda ilave edilen sulu ekstrelerin gecen siireye bagh olarak total
antioksidan kapasite kuvvetlerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Troloks ve a-

Tokoferol ile karsilastiriimasi
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Sekil 5.82. 10 ug/mL konsantrasyonda ilave edilen etanollii ekstrelerin gegen siireye bagl olarak total
antioksidan kapasite kuvvetlerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Troloks ve a-

Tokoferol ile karsilastiriimasi

Absorbansin fazla olmasi peroksit radikallerinin fazla oldugunu ve antioksidan
olarak kullandigimiz maddenin antioksidan kapasitesinin diisiik oldugunu ifade eder. Bu
tayin icin pozitif kontrol olarak kullandigimiz antioksidanlar ile birlikte ¢alistigimiz
ekstrelerin 10 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozelti ¢ozeltilerinin 500 nm dalga boyunda
Olctilmesiyle belirlendi.

Standart olarak kullandigimiz BHA, BHT, o-Tokoferol, Troloks ve calismada
kullandigimiz ekstrelerin linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu inhibe etme

kapasitesi ylizde (%) olarak asagida verilen denklemden faydalanilarak yapildi.

(Ans00)
(Aks00)

Lipid peroksidasyonun inhibisyon yiizdesi (%) = | 1-
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Denklemden faydalanilarak yapilan hesaplama islemlerinde pozitif kontrol olarak
kullandigimiz BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks ile ¢alistigimiz sulu ve etanollii bitki
ekstrelerinin 10 pg/mL konsantrasyonlari i¢in linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu

yiizde (%) olarak inhibe etme degerleri sekil 5.83 ve sekil 5.84’°te gosterilmistir.
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Sekil 5.83. 10 pg/mL konsantrasyonda kullamilan sulu ekstrelerin 72. saatteki lipid peroksidasyon

inhibisyonu yiizdelerinin karsilastirilmast

Kullandigimiz standartlar ve bitkilerin sulu ekstrelerinin total antioksidan kapasite
tayini yontemi ile lipid peroksidasyonunu inhibe etme kapasitelerinin karsilastirilmasinda
10 pg/mL i¢in sirasiyla H. perforatum > BHT > Trolox > BHA > A. absinthium > O.

vulgare > A. millefolium > E. arvense > Tokoferol oldugu goriildii.
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Sekil 5.84. 10 ug/mL konsantrasyonda kullanilan etanollii ekstrelerin 72. saatteki lipid peroksidasyon

inhibisyonu yiizdelerinin karsilastirilmast

Kullandigimiz standartlar ve bitkilerin etanollii ekstrelerinin total antioksidan
kapasite tayini yontemi ile lipid peroksidasyonunu inhibe etme kapasitelerinin
karsilastirilmasinda 10 pg/mL igin sirasiyla H. perforatum > BHT > Trolox > BHA > A.

absinthium > O. vulgare > A. millefolium > E. arvense > Tokoferol oldugu goriildii.
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5.6. MTT Sitotoksisite Testi

Yapilan MTT sitotoksisite testine gore Equisetum arvense, Origanum vulgare,
Achillea millefolium, Artemisia absinthium, Hypericum perforatum’un sulu ekstreleri ve
Origanum vulgare’nin etanol ekstrelerinin ICso degerleri 500 pg/mL’nin iizerinde ¢ikti,
etanol ekstrelerine gore ¢ok daha diisiik miktarda toksik etki gosterdi.

Diger taraftan Equisetum arvense, Achillea millefolium, Artemisia absinthium ve
Hypericum perforatum’un etanol ekstrelerinin ICso degerleri 3,9 pg/mL’den diisiik

¢ikarak sulu ekstrelerden daha toksik oldugu goriildii.

Tablo 5.8. MTT testi sonuclart

Bitkiler Sulu ekstrelerin ICso ~ Etanol ekstrelerinin 1Cso
degeri (ng/mL) degerleri (ng/mL)
Equisetum arvense > 500 <39
Origanum vulgare > 500 > 500
Achillea millefolium > 500 <39
Artemisia absinthium > 500 <39
Hypericum perforatum > 500 <39
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Insan eritrositlerinden CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B-L-tirozin-
stilfanilamid afinite kolon kromatografi yontemi ile hCA I ve hCA II izoenzimleri
saflagtirildi. Sekil 5.26°da gosterilen eliisyon grafiginden faydalanilarak enzim aktivitesi
en yiiksek olan tiipler belirlendi. Sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere belirlenen tiipler
birlestirilerek toplamda hCA I i¢in 7 mL ve hCA 1II i¢in 3 mL izoenzim diyaliz edildi.
Diyaliz sonucu ortamdan tuzlar uzaklastirilmis olur. Tablo 5.1°de goriildiigii izere diyaliz
Oncesi ve sonrast i¢in saflagtirma verileri hesaplandi. hCA 1 icin diyaliz dncesi verim
%52,50 iken diyaliz sonrast %59,98’e, hCA II i¢in diyaliz 6ncesi verim %52,30 iken
diyaliz sonras1 %64,86’ya yiikseldigi goriildii. Diyaliz sonrasi hesaplanan en yiiksek
spesifik aktivite hCA I i¢in 5220 iken hCA II i¢in 14162°dir.

Elde ettigimiz protein miktarlarin1 6lgmek icin kantitatif protein tayini yapildi.
Bunun sonucunda sectigimiz tiiplerde protein miktart hCA I'i¢in 0,86 mg/mL, hCA Il i¢in
ise 0,80 mg/mL olarak olgiildii. Safligini kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yontemi
kullanildi.

Saflasgtirdigimiz hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri {izerine
inhibisyon calismalar1 yapildi. Bunun i¢in 6nceden su ve etanol ile hazirlanan bitki
ekstreleri inhibitor olarak kullanildi. 10-100 pg/mL arasindaki 10 farkli konsantrasyon
denendi ve ICso degerleri belirlendi.

Sonuglara bakildiginda hCA 1 i¢in en yiiksek inhibisyonu Achillea millefolium
bitkisinin etanol ekstresi, hCA II igin en yiiksek inhibisyonu Hypericum perforatum
bitkisinin etanol ekstresi gosterdi. En diisiik inhibisyonu hCA T i¢in Equisetum arvense
bitkisinin sulu ekstresi, hCA 1II i¢in ise Equisetum arvense ve Achillea millefolium
bitkilerinin etanol ekstreleri gosterdi.

LC-MS/MS yontemi ile bitki ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken
maddelerin hCA T ve II enzimlerinin aktif bolgesinde molekiiler docking c¢aligmalari
yapildi.

hCA 1 igin elde edilen sonuglara gére Equisetum arvense bitkisinde tespit edilen
ekonazol, bergapten ve 9-metil iirik asit aktif bolgeye kuvvetli affinite gostermistir.
Bilesikler enzimin aktif bdlgesinde bulunan ¢inko metali (Zn261) ile tuz kopriisii ve metal
baglar1 olusturmustur. Ayrica, bilesikler histidin (His67, 94 ve 200) aminoasidi ile n-n
etkilesimleri ve hidrojen baglart kurmustur (Sekil 5.16). Ayni bilesiklerin hCA 1I igin

yapilan molekiiler docking ¢alismalari ise bilesiklerin aktif bolge ile etkilesiminde ¢inko
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metalinin (Zn301) yan1 sira arginin (Arg58), glutamik asit (Glu69) ve glutamin (GIn92)
aminoasitlerinin dnemli rol oynadigin1 gostermektedir. Bilesikler Zn301 ile metal bag1
kurarken; belirtilen aminoasitler ile n-rt etkilesimleri ve hidrojen baglar1 olusturmustur
(Sekil 5.18).

hCA 1 i¢in elde edilen sonuglara gére Origanum vulgare bitkisinde tespit edilen
metisilin, loperamid ve sitrik asit aktif bolgeye kuvvetli affinite gostermistir. Bilesikler
enzimin aktif bolgesinde bulunan ¢inko metali (Zn261) ile tuz kopriisii olusturmustur.
Ayrica, bilesikler histidin (His67 ve 200), asparagin (Asn69) ve glutamin (GIn92)
aminoasitleri ile hidrojen baglar1 kurmustur (Sekil 5.20). Ayni1 bilesiklerin hCA 1I igin
yapilan molekiiler docking caligsmalar ise bilesiklerin aktif bolge ile etkilesiminde ¢inko
metalinin (Zn301) yani sira glutamin (GIn92), histidine (His64) ve triptofan (Trp5)
aminoasitlerinin dnemli rol oynadigini gostermektedir. Bilesikler Zn301 ile tuz kopriisii
kurarken; belirtilen aminoasitler ile hidrojen baglar1 olusturmustur (Sekil 5.22).

hCA T igin elde edilen sonuglara gore Achillea millefolium bitkisinde tespit edilen
Klorojenik asit, 3-5-dikafeoil kuinik asit, luteolin ve rutin aktif bolgeye kuvvetli affinite
gostermistir. Bilesikler enzimin aktif bolgesinde bulunan ¢inko metali (Zn261) ile metal
bagi olusturmustur. Ayrica, bilesikler histidin (His64, 67, 94 ve 200), glutamin (GIn92),
valin (Val62), treonin (Thr199), fenilalanin (Phe91), aspartik asit (Asp72) ve glutamik
asit (Glu58) aminoasitleri ile n-x etkilesimleri ve hidrojen baglari kurmustur (Sekil 5.24).
Ayni bilesiklerin hCA 1I igin yapilan molekiiler docking ¢alismalari ise bilesiklerin aktif
bolge ile etkilesiminde ¢ginko metalinin (Zn301) yani sira histidin (His64 ve 94), glutamin
(GIn92), treonin (Thrl99 ve 200), lizin (Lys170) ve triptofan (Trp5) aminoasitlerinin
onemli rol oynadigini géstermektedir. Bilesikler Zn301 ile metal bag1 kurarken; belirtilen
aminoasitler ile 7-7 etkilesimleri ve hidrojen baglar1 olusturmustur (Sekil 5.26).

hCA Ti¢in elde edilen sonuglara gore Artemisia absinthium bitkisinde tespit edilen
klorojenik asit, 4-hidroperoksi-2-metoksi fenol ve p-simen aktif bolgeye kuvvetli affinite
gostermistir. Bilesikler enzimin aktif bolgesinde bulunan ¢inko metali (Zn261) ile metal
bagi olusturmustur. Ayrica, bilesikler histidin (His67, 94 ve 200), glutamin (GIn92) ve
Treonin (Thr199) aminoasitleri ile n-x etkilesimleri ve hidrojen baglar1 kurmustur (Sekil
5.28). Ayni bilesiklerin hCA II i¢in yapilan molekiiler docking ¢alismalari ise bilesiklerin
aktif bolge ile etkilesiminde ¢inko metali ile etkilesim gostermemistir. Histidin (His94),
glutamin (GIn92) ve treonin (Thr200) aminoasitleri ile n-n etkilesimleri ve hidrojen

baglar1 olusturmustur (Sekil 5.30).
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hCA Tigin elde edilen sonuglara gore Hypericum perforatum bitkisinde tespit edilen
kafeoil kinik asit, rutin ve hiperozid aktif bolgeye kuvvetli afinite géstermistir. Bilesikler
enzimin aktif bélgesinde bulunan ¢inko metali (Zn261) ile tuz kopriisii ve metal baglar
olusturmustur. Ayrica, bilesikler histidin (His67), treonin (Thr199), fenilalanin (Phe91),
aspartik asit (Asp72) ve glutamik asit (Glu58) aminoasitleri ile n-n etkilesimleri ve
hidrojen baglar1 kurmustur (Sekil 5.32). Ayni bilesiklerin hCA II i¢in yapilan molekiiler
docking caligmalari ise bilesiklerin aktif bolge ile etkilesiminde ¢inko metali ile etkilesim
gostermemistir. Histidin (His64), treonin (Thr200), lizin (Lys170) ve triptofan (Trp5)
aminoasitlerinin 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir. Belirtilen aminoasitler sadece
hidrojen baglar1 olusturmustur (Sekil 5.34).

Bitki ekstrelerinin antioksidan etkilerini belirlemek i¢in; demir indirgeme metodu,
FRAP metodu, CUPRAC metodu, siiperoksit anyon radikali giderme, DPPH metodu,
ABTS metodu, DMPD radikali giderme aktivitesi tayini, bipiridil metal selatlama
aktivitesi tayini, total fenol miktar tayini ve total antioksidan aktivite testleri yapildi.
Hazirlanan ekstrelerin antioksidan etkileri standart olarak kullanilan BHA, BHT, Trolox
ve a-Tokoferol ile kiyaslanarak belirlendi.

Demir indirgeme metodunda elde ettigimiz sonuglara gore H. perforatum ve O.
vulgare’nin ekstrelerinin demir indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan
Trolox ve a-Tokoferol’e gore daha yiiksek oldugu goriildii.

FRAP metodunda elde ettigimiz sonuglara gére H. perforatum ve O. vulgare’nin
ekstrelerinin ferrik iyonlarini indirgeme kapasitelerinin standart antioksidan olan o-
Tokoferol’e gore daha yiiksek oldugu goriildii.

CUPRAC metodunda elde ettigimiz sonuglara gore H. perforatum, A. millefolium,
A. absinthium ve O. vulgare’nin ekstrelerinin Cu?*-Cu* indirgeme kapasitelerinin
standart antioksidan olan a-Tokoferol’e gore daha yiiksek oldugu goriildii.

Stiperoksit anyon radikali giderme metodunda elde etti§imiz sonuglara gore A.
absinthium ve H. perforatum’un ekstrelerinin siiperoksit anyon radikali giderme
aktivitesinin kullandigimiz biitiin standart antioksidanlara gore daha yiiksek oldugu
goriildii.

DPPH metodunda elde ettigimiz sonuglara gére O. vulgare ve H. perforatum’un
ekstrelerinin DPPH radikali giderme kapasitesinin standart antioksidanlar olan BHA,

BHT, Trolox ve a-Tokoferol’e gore daha yiiksek oldugu goriildii.
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ABTS metodunda elde ettigimiz sonuglara gore H. perforatum, O. vulgare ve A.
absinthium ekstrelerinin ABTS"" radikali giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar
olan BHT, Trolox ve a-Tokoferol’e gore daha yiiksek oldugu gortildii.

DMPD radikali giderme aktivitesi metodunda elde ettigimiz sonuglara gore A.
absinthium’un ekstrelerinin DMPD™" serbest radikali giderme kapasitesinin standart
antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol’e gore daha yiiksek oldugu
goriildil.

Bipiridil metal selatlama aktivitesi metodunda elde ettigimiz sonuglara gore H.
perforatum ve A. millefolium’un ekstrelerinin metal selatlama kapasitelerinin standart
antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol’e gore daha yiiksek oldugu
goriildil.

Tablo 5.7’de goriildiigii gibi bitkilerin sulu ve etanollii ekstrelerine bakildiginda H.
perforatum’un hem sulu hem de etanollii ekstresinin en yiiksek fenolik bilesik i¢erdigi
goriildi. E. arvense’nin ise sulu ve etanollii ekstresinin en diigiik total fenol miktarina
sahip oldugu tespit edildi.

Total antioksidan kapasite tayini yonteminde elde ettigimiz sonuglara gére hem
sulu hem de etanollii ekstrelerin 10 pg/mL igin lipid peroksidasyonunu inhibe etme
kapasiteleri karsilastirildiginda, H. perforatum’un BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol’e
gore daha yiiksek oldugu tespit edildi. En diisiik miktarda lipid peroksidasyonunu inhibe
etme kapasitesi ise E. arvense ekstrelerinde goriildi.

Yapilan MTT sitotoksisite testine gore, tez kapsaminda kullandigimiz bitkilerin
sulu ekstrelerinin 1Cso degerleri 500 ug/mL’nin tizerinde ¢ikarak, etanol ekstrelerine gore
diisiik miktarda toksik etki gostermistir. Etanol ile hazirlanan ekstrelere bakildiginda ise
sadece Origanum vulgare’nin 500 pg/mL’nin iizerinde oldugu, diger tim bitki
gruplarinin ise kullanilan minimum doz olan 3,9 pg/mL’den diisiik konsantrasyonda I1Cso

degerine sahip oldugu tespit edildi.
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Tablo 6.1. hCA I ve hCA 1l izoenzimlerinin saflastiriimasi, molekiil kiitlesi tayini ve inhibisyon ¢alismalar

ile ilgili toplu sonuclar

hCA I ve hCA 1l izoenzimlerinin saflagtirilmasi ile ilgili toplu sonuclar

hCA | hCA 11
Spesifik Aktivite
(EU/mg protein) >220 1162
Saflastirma Katsayisi 226,56 614,67
Verim (%) 59,98 64,86

Molekiil kiitlesi tayini

hCA I hCA Il

SDS-PAGE 29,3 kDa 29,3 kDa
inhibisyon cahsmalar
T {yoenzim Sulu Ekstre Etanol Ekstresi
1Cs0 (ng/mL) I1Cs0 (ng/mL)

Equisetum hCA | 69,00 40,59
arvense hCA Il 57,50 86,25
Origanum hCA | 62,72 32,85
vulgare hCA Il 40,58 34,50
Achillea hCA 62,72 24,64
millefolium hCA 1l 57,50 86,25
Artemisia hCA | 40,58 43,13
absinthium hCA 1l 46,00 57,50
Hypericum hCA I 34,50 27,60
perforatum hCA 1l 53,07 32,85
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Tablo 6.2. hCA I ve hCA Il izoenzimleri i¢in docking ¢alismalarinin toplu sonuglar

hCA I ve hCA 1I izoenzimleri icin docking calismalarinin toplu sonug¢lari

Baglandigi o Tespit edilen AKktif bolgede baglandigi
) ) Bitkiler ) ) Bag tiirii
izoenzim etken maddeler amino asit
n-n etkilesimleri ve
hCA Ekonazol, His67, His94 ve His200
hidrojen baglar1
E. arvense Bergapten,
n-1 etkilesimleri ve
hCA Il 9-Metil tirik asit Arg58, Glu69 ve GIn92
hidrojen baglari
isili His67, His200, Asn69 ve
hCA Metisilin, Hidrojen baglar
0. vulgare Loperamid, GIn92
hCA 1l Sitrik asit GIn92, His64 ve Trp5 Hidrojen baglart
His64, His67, His94,
HCA | Klorojenik asit, His200, GIn92, Val62, n-nt etkilesimleri ve
3-5-Dikafeoil Thr199, Phe91, Asp72 ve hidrojen baglar1
A.millefolium kuinik asit, Glu58
Luteolin, His64, His94, GIn92, ) )
) n-7 etkilesimleri ve
hCA 1l Rutin Thr199, Thr200, Lys170
hidrojen baglar1
ve Trp5
hCA Klorojenik asit, His67, His94, His200, n-1 etkilesimleri ve
o 4-Hidroperoksi-2- GIn92 ve Thr199 hidrojen baglari
A. absinthium .
Metoksi fenol, ] n-rt etkilesimleri ve
hCA 1l ) His94, GIn92 ve Thr200
p-simen hidrojen baglar1
His67, Thr199, Phe91, n-1 etkilesimleri ve
Kafeoil kinik asit,
hCA Asp72 ve Glu58 hidrojen baglari
H.perforatum Rutin,
. . His64, Thr200, Lys170 ve
Hiperozid, Hidrojen baglari
hCA Il Trp5

157



Tablo 6.3. Antioksidan deneylerin toplu sonuglart

Antioksidan deneylerin toplu sonuc¢lar:

Deneyin Ad1

Bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin 10 (ng/mL) konsantrasyonlari i¢in

sirastyla aktiviteleri

Sulu ekstreler

Etanollu ekstreler

Demir indirgeme
metodu
(Fe®*- Fe?)

BHA > BHT > a-Tokoferol > H.
perforatum > O. vulgare > Trolox > A.

absinthium > A. millefolium > E. arvense

BHA > BHT > H. perforatum > O. vulgare >
a-Tokoferol > A. millefolium > A. absinthium

> Trolox > E. arvense

FRAP metodu

BHA > Trolox > BHT > H. perforatum >
a-Tokoferol > O. wvulgare > A

absinthium> A. millefolium > E. arvense

BHA > O. vulgare > Trolox > BHT > H.
perforatum > a-Tokoferol > A. millefolium >

A. absinthium> E. arvense

CUPRAC

metodu

BHA > BHT > O. vulgare > Trolox > H.
perforatum > A. millefolium > A

absinthium > E. arvense > a-Tokoferol

BHA > BHT > A. millefolium > H. perforatum
> 0. vulgare > A. absinthium > Trolox > E.

arvense > a-Tokoferol

Siiperoksit anyon

radikali giderme

H. perforatum > BHA > a-Tokoferol > A.
absinthium > A. millefolium > BHT >

Trolox > E. arvense > O. vulgare

A. absinthium > BHA > a-Tokoferol > BHT >
A. millefolium > Trolox > H. perforatum > O.

vulgare > E. arvense

DPPH metodu

H. perforatum > BHA > BHT > O. vulgare
> Trolox > A. absinthium > A. millefolium

> E. arvense > o-Tokoferol

O. vulgare > H. perforatum > BHA > BHT >
Trolox > o-Tokoferol > A. absinthium > A.

millefolium > E. arvense

ABTS metodu

BHA > H. perforatum > O. vulgare > A.
absinthium > a-Tokoferol > Trolox > BHT

> A. millefolium > E. arvense

H. perforatum > BHA > A. absinthium > O.
vulgare > o-Tokoferol > Trolox > A.

millefolium > BHT > E. arvense

DMPD radikali

giderme aktivitesi

A. absinthium > Trolox > H. perforatum >
BHT > A. millefolium > O. vulgare > E.

arvense > a-Tokoferol > BHA

Trolox > A. absinthium > A. millefolium >
BHT > H. perforatum > O. vulgare > E.

arvense > a-Tokoferol > BHA

tayini
Bipiridil metal H. perforatum > A. millefolium > o- | H. perforatum > a-Tokoferol > A. absinthium
selatlama Tokoferol > A. absinthium > O. vulgare > | > A. millefolium > O. vulgare > Trolox > BHT

aktivitesi tayini

Trolox > BHT > BHA > E. arvense

> BHA > E. arvense

Total fenol

miktar1 tayini

H. perforatum > O. vulgare > A.

absinthium > A. millefolium > E. arvense

H. perforatum > O. vulgare > A. millefolium

> A, absinthium > E. arvense

Total antioksidan

aktivite tayini

H. perforatum > BHT > Trolox > BHA >
A. absinthium > O. wulgare > A.

millefolium > E. arvense > Tokoferol

H. perforatum > BHT > Trolox > BHA > A.
absinthium > O. vulgare > A. millefolium > E.

arvense > Tokoferol
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| | Prof. Dr. Omiir SAYLIGIL Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
(Baskan) Tip Tarihi ve Etik Anabilim Dali
) Dog. Dr. Ugur BILGE Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
(Baskan Yardimcisi) Aile Hekimligi Anabilim Dali
Dog. Dr. Ozlem ORSAL Esk%seh{r Oszn angazl Um'versr.[.e S
3 (Raportor) Eskisehir Saglik Bilimleri Fakiiltesi
P Halk Saghigi Hemsireligi Anabilim Dali
4 | Prof. Dr. Setenay DINCER Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
ONER Biyoistatistik Anabilim Dali
5 Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Prof. Dr. Hilmi OZDEN Anatomi Anabilim Dali
6 _ ' Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Prof. Dr. Varol SAHINTURK Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
7 _ o I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali /
Prof. Dr. Timugin KASIFOGLU Rismmtalaji/Bilim Dal)
3 3 Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Dog. Dr. Altan ESSIZOGLU Ruh Sagligi ve Hastaliklart Anabilim Dali
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
9 > Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Daly/
Diag. D, OmerkILIC Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari Bilim Dal
Eskisehir Osmangazi Universitesi
10 Dis Hekimligi Fakiiltesi
Liog.Dir, Batwaa SabdaN Restoratif Dig Tedavisi Anabilim Dl
L Prof. Dr. Bekir YASAR Genel Cerrahi Uzmani
12
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