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Doktora Tezi
OZET

YENI BIR ON-LINE HPLC-CA INHIBITOR BELIRLEME YONTEMININ GELISTIRILMESI
VE BIYOAKTIF BITKI EKSTRAKTLARINA UYGULANMASI

Semra ALKAN TURKUCAR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2018, 198 Sayfa, 3 Sayfa Ek

Karbonik anhidraz (CA) inhibitorleri (CAl) gesitli tedavilerde kullanilmaktadir. Dogal CAI
arastirmalar giderek artan oranda ilgi gormektedir. Dogal biyoaktif bilesenlerin tespitinde on-line
HPLC wuygulamalar1 ©nemli avantajlar sunmaktadir. Ayrilan bilesenlerin aktivitelerinin
belirlenmesinde antioksidan ve enzim inhibisyon arastirilmasi en fazla karsilagilan calismalardir.
Bu g¢aligmada 17 bitkiden ii¢ ¢oziliciiyle hazirlanan 51 ekstraktin CAI aktiviteleri belirlenmis ve
yeni on-line (kombine) HPLC-DAD-CAI yontemi gelistirilmistir. Klasik ve HPLC yontemlerinde
kullanilabilen bes ¢o6ziicliniin (metanol, etanol, aseton, asetonitril, DMSO) CA aktivitesi {izerine
etkisi arastirilmistir. Oncelikle sigir CA’s1 (BCA), insan hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri afinite
kromatografisiyle eritrositlerden saflastirilmig, diyaliz ve liyofilizasyon sonrast SDS-PAGE
kullanilarak saflik kontrolii yapilmistir. Bes ¢oziicliniin CA enzimlerinin esteraz ve hidrataz
aktivitelerini azalttigi gozlemlenmistir. %10-15 ¢06ziicii konsantrasyonlarina kadar aktivitenin
degerlendirilebilecegi tespit edilmistir. Bitki ekstraktlarinin CA enzimlerinin esteraz ve hidrataz
aktivitelerini baskiladigi belirlenmistir. Ayrica bu ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar da
belirlenmistir. Bu iki 6l¢lim arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir. Hidrataz ve esteraz aktivite
inhibisyon verilerinde de ileri derecede uyum goriilmiistiir. Coziicliniin inhibitdr bilesiklerin
etkilerinde yapabilecegi degisiklik de arastirilmistir. On-line HPLC sisteminde etkili olabilecek
sicaklik, pH, tampon konsantrasyonu spektrofotometrik yontemle esteraz aktivitesi i¢in arastirilmig
ve uygun sartlar belirlenmistir. Standart inhibitorler siilfanilamid ve asetazolamid kullanilarak on-
line HPLC-DAD-CAI yontemi gelistirilmis, yontemle konsantrasyonu bilinen bilesigin tek
konsantrasyonda uygulamayla ICsy degerinin nasil belirlenebilecegi gosterilmistir. Daha Once
gelistirilmis olan on-line HPLC-FRAP antioksidan yontemi CAI yontemiyle birlikte kullanilarak
kombine HPLC-DAD-FRAP-Spektrofotometrik CAI yontemi uygulamast yapilmig, yontemin
getirdigi avantajlar ortaya konmustur. Secilen bitki ekstraktlar1 gelistirilen yontemle
degerlendirilmistir. Gelistirilen yontemin yiiksek aktiviteye sahip, 1Cso degeri 50 pM’in altinda
olan klinik degeri yiiksek bilesiklerin tespitinde kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: on-line HPLC, karbonik anhidraz, inhibit6r, bitki, ekstrakt, ¢6ziicii, esteraz,
hidrataz.
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Carbonic anhydrase inhibitors (CAI) are used in various therapies. Investigating natural
CAls attract increasing attention. On-line HPLC applications provide advantages in identifying
bioactive compounds. Antioxidant and enzyme inhibitory studies with separated compounds are
frequently encountered. In this study, CAI activities of 51 extracts prepared with three solvents
from 17 plants were determined, and new on-line (combined) HPLC-DAD-CAI method was
developed. Effect of solvents (methanol, ethanol, acetone, acetonitrile, DMSO) used in classical
and HPLC methods on CA activities was tested. Bovine CA (BCA), human hCA-I and hCA-II
isozymes were isolated from erythrocytes by affinity chromatography; purity was checked with
SDS-PAGE after dialysis and lyophilization. Solvents decreased esterase and hydratase activities of
CAs. Activities could be evaluated below 10-15% solvent concentrations. Extracts inhibited
esterase and hydratase activities. Extract total phenolic contents were also determined. Results of
two measurements correlated. High correlation was observed between esterase and hydratase
inhibitions. Change on effect of inhibitors by solvents was studied. Temperature, pH and buffer
concentration were evaluated for on-line HPLC using spectrophotometric esterase activity, and
appropriate conditions were determined. On-line HPLC-DAD-CAI method was developed using
standard inhibitors sulfanilamide and acetazolamide; 1Cs, value of compounds of known
concentration was determined with single concentration run. Previously developed on-line HPLC-
DAD-FRAP antioxidant method was combined with CAl method, and advantages of combined
HPLC-DAD-FRAP-Spectrophotometric CAIl method were explored. Selected extracts were
evaluated with the developed method. The new method can be utilized in identification of high
activity CAIl compounds with 1Cs values lower than 50 pM with high clinical value.

Key Words: on-line HPLC, carbonic anhydrase, inhibitor, plant, extract, solvent, esterase,
hydratase.
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Karbonik anhidraz (CA), karbondioksit (CO,) ve bikarbonat iyonu (HCO3") arasinda
karsilikli donlisimii gergeklestiren bir metaloenzimdir (Supuran ve Scozzafava, 2001).
Diinyadaki yagamin kilit bir unsuru olan ve tiim biyoorganik bilesiklerin temelini olusturan
karbonun, CA enziminin substratinin ana bileseni olmasi, dogada CA’ larin neden bu kadar
genis dagilim gosterdigi gercegini agiklamaktadir. Karbon temelli yasamin evrensel bir
enzimini temsil eden CA’ larin 16 farkli izoenzimi olmasina ragmen, hepsi CO,/HCO3’
karsilikli doniistimiinii gerceklestirirler (Kupriyanova vd., 2017).

Sulu ¢ozeltide H,CO3, CO,, HCO3 ve CO32- gibi cesitli sekillerde denge halinde
bulunabilen inorganik karbonun konsantrasyonlarinin orani, Henderson-Hasselbalch
denklemine gore ¢ozeltinin pH’ sina baglidir.

H;CO32 COz+ H,0 @ H' + HCO3 2 2H" + CO3™

pH=6,3 + log([HCO3]/[CO,])

CO; ve HCOg3, pH 6,3’te, esit miktarlarda bulunur. Denge, bu degerin altinda CO;
olusumuna dogru kayarken, alkali pH degerinde HCO3 baskindir. pH degeri 10,3’ilin
iizerinde oldugunda, inorganik karbon, COs* iyonu halinde bulunur (Rabinowitch, 1945).

Organik molekiillerin yanisira, canlilar ya biyokimyasal reaksiyonlarin substrati
olarak ya da son iiriin olarak inorganik karbon igerirler. Inorganik karbon, fizyolojik
¢ozeltilerin pH’lar1 notral degerlerde tutuldugunda, baslica CO, ve HCO3™ olarak bulunur.
Bikarbonat iyonunun sulu ¢ozeltilerde ¢coziintirliigii yiiksektir, fakat lipitlerde ¢oziintirligi
¢ok azdir. Bu yiizden HCOj3 iyonunun hiicre membranindan gegebilmesi i¢in tasinmasi
gerekir. COy’in ise hem lipitlerde, hem de sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniirliigii yiiksektir. Bu
yiizden, CO; hiicre i¢ine ve digina kolaylikla difiize olur. CO, ve HCOj3" arasindaki denge,
pH 6,3’ iin iizerinde oldugu zaman, HCO3’a dogru kayar ve bdylece hiicre i¢inde ihtiyag
duyulan CO, ve HCOj3™ konsantrasyonlarinin siirdiiriilebilmesinde sorunlar olusur. CO’in
hiicre i¢inde tutulmasi i¢in HCO3’a doniismesi gerekir. HCO3”1in COy’e doniisiimii ise
HCOs3’1n hiicre i¢ine girisini kolaylastirir (Rabinowitch, 1945). CO;’in HCO3’a doniigiimii

fizyolojik pH’da c¢ok yavastir ve enzim tarafindan katalizlenmesi gerekir. iste CO, ve



HCO3 i birbirlerine donilisim reaksiyonlarimi katalizleyen enzim Karbonik anhidraz

enzimidir (Smith ve Ferry, 2000).

1.2. Karbonik Anhidraz (CA)

Canlilarda CO, ve HCOjs; arasindaki karsilikli doniisiimiin  hizlanmasi aktif
bolgesinde ¢inko (Zn2+) iceren bir metaloenzim olan Karbonik anhidraz (CA, karbonat
dehidrataz, karbonat hidroliyaz, EC: 4.2.1.1) tarafindan saglanir ve asagidaki tersinir
reaksiyonu katalizler. Bu reaksiyon katalizor olmadiginda olduk¢a yavas meydana gelir
(Badger and Price, 1994; Supuran and Scozzafava, 2001).

CO, + H0 2 H" + HCOy

CA’lar canli organizmalarin tiim gruplarinda bulunur. Amino asit dizilislerinde ve
aktif bolge yapilarinda ¢esitli farkliliklar gostermelerine ragmen, ayni reaksiyonu
katalizlerler (Hewett-Emmett and Tashian, 1996; Liljas and Laurberg 2000).

CA, herhangi bir canli organizmanin en iyi sekilde ¢alismasi i¢in kesinlikle gerekli
olmakla birlikte, ayn1 fonksiyonu yerine getiren 16 tane izoenzimi mevcuttur. Boylelikle
CA’ lar karbon temelli yasamin evrensel bir enzimidir. Kuskusuz, bu durum inorganik
karbondan cesitli biyomolekiillerin sentezini, doniistimiinii ve inorganik karbon iceren
maddelere ayrismasimi iceren karbon dongiisiinde CA'nin kilit roliinden kaynaklidir.
Hayvanlarda CA’ lar dokulardan dis ¢evreye CO; tasinmasinda gorev alan global katabolik
solunumda dahil bir¢ok fizyolojik reaksiyonlara katilirlar. Fotosentetik hiicrelerin CA' lar1,

ekolojik ve biyosferik seviyelerde olaganiistii bir 6neme sahiptir (Kupriyanova vd., 2017).

1.2.1. Literatiirde CA Calismalar

CA’ larmn varlig1 ilk 6nce teorik olarak ongériilmiistiir. CO, ve HCOj™ arasindaki
karsilikli  donilisim reaksiyonunun enzim olmadan oldukca yavas ilerlemesi, canli
organizmalarin etkin isleyisi icin bazi katalitik faktorlere sahip olmas1 gerektigi fikrini ileri
stirmiistiir. Bu faktorlerin arastirilmasi, ilk olarak akcigerlerdeki gaz alisverisinde HCO3™~
m CO2’ e doniislimiiniin hizlandig1 hayvan kirmizi kan hiicreleri lizerinde yogunlastirildi.
1933 yilinda, CA aktivitesini belirleyen ve enzimin ham saflagtirmasini gergeklestiren iki

arastirma grubu tarafindan bagimsiz olarak kesfedildi. (Meldrum ve Rounghton, 1933;



Stadie ve O'Brien, 1933). Daha fazla protein saflastirmasi ve biyokimyasal
karakterizasyonuyla birlikte, bu hayvansal enzimin, aktif bolgesinde Zn®* tasidig1 ortaya
cikt1 (Keilin ve Mann, 1944). Ilk bitki CA’ s1, Trifolium pratense ve Onoclea sensibilis’in
kloroplastlarindan izole edildi (Neish 1939). Bir gen kodlayan kloroplast benzeri CA daha
sonra siyanobakteride kesfedildi (Fukuzawa vd., 1992).

1963 yilinda, bakteriyel bir CA hakkinda ilk rapor ortaya c¢iktt (Veitch ve
Blankenship, 1963). 1989’ da Archaca’ da, Methanosarcina barkeri, CA’nin spesifik bir
enzim aktivitesi bulundu (Karrasch vd., 1989). Bir siire sonra, saflastirildi ve
Metanosarcina thermophila’dan karakterize edildi (Alber ve Ferry, 1994). 2005 yilinda,
fungal CA kodlayan bir gen, Saccharomyces cerevisiae’ den klonlandi (Amoroso vd.,
2005).

CA’lar olmadan yasayabilen bir organizma yoktur. Enzim arkea, bakteri ve dkaryot
gibi {i¢ yasam alaninin tiim taksonomik gruplarinda bulunur. CA’ lar bircok organlarda,
dokularda ve hiicresel kompartimanlarda bulunur. Ayrica, bir organizma veya hiicre ayni
anda farkl islevleri yerine getiren birka¢ farkli CA’ ya sahip olabilir. CA’ lar, substrat
veya lrlinler olarak CO; veya bikarbonatin kullanildig1 enzimatik reaksiyonlarin ¢esitliligi
nedeniyle ¢esitli organizma gruplari arasinda yaygindir. Ayrica, geri doniisiimliic CO,
hidratasyonunun diger iki katilimcist H ve H,0, hiicresel homeostazinin siirdiiriilebilirligi
i¢in de ¢ok dnemlidir (Supuran, 2016).

[lk CA’nin 1933°de kesfedilmesinden bu yana, 80 yili askin bir siire gecti.
Baglangicta, tiim calismalar biiyiik dl¢lide hayvansal enzimlerin biyokimyasal 6zellikleri
ve katalitik aktivitesi {lizerine odaklanilmistir. CA yapis1 ve katalitik mekanizmalariyla
ilgili daha ileri ¢aligmalar, X-1s1n1 kristalografisinin gelismesinden ve biyoorganik kimya
ve molekiiler klonlama yontemlerinden sonra ortaya c¢ikmistir. Nitekim, insan
eritrositlerinden (hCAI ve hCAII) gelen iki enzimin tam olarak birincil amino asit dizileri
1970’ lerin basinda tespit edilmistir (Andersson vd., 1972; Henderson vd., 1973; Lin ve
Deutsch, 1973; Lin ve Deutsch, 1974). Hemen hemen es zamanli olarak, hCAII i¢in kristal
yapt belirlenmistir (Liljas vd., 1972).

Bununla birlikte, hCAII’ nin katalitik mekanizmasi, enzimin kesfinden 55 yil sonra
kristalografik verilere dayanilarak, 1988'de onerilmistir (Silverman ve Lindskog, 1988) .
Yiiksek bitki kloroplast CA’ larmin hayvan CA’ larinin bulunmasindan sadece alt1 yil
sonra bulunmasina ragmen, bitki proteinlerinin yapist ve islevi iizerine ¢aligmalar halen

cok geride kaldi. Bununla birlikte, son on yilda, fotosentez siirecine katilimlarinin iyi



belgelendigi mikroalg ve siyanobakteriyel CA'lar iizerinde Onemli bir ilerleme
kaydedilmistir (Giordano vd., 2005, Price vd., 2008, Kupriyanova vd., 2013, Long vd.,
2016).

1.2.2. CA Smiflar1 ve Organizmalardaki Dagilim

Giliniimiizde bilinen tim CA’ lar a, B, v, 0, , n CA olarak alt1 farkli sinifa ayrilmistir.
Bu smiflandirma yapilirken, proteinin amino asit dizilisi, lic boyutlu yapisi, aktif bolgenin
yapist ve katalitik 6zellikleri esas alinmistir (Hewett-Emmett ve Tashian, 1996; Liljas ve
Laurberg, 2000; Supuran, 2016).

1.2.2.1. a-Sinifi CA

Hayvan kirmiz1 kan hiicrelerinden izole edilen a-Sinifi CA’ lar tarihsel olarak ilk
tanimlanan CA’ lardir. Cogu a-Sinifi CA’ lar yaklasik olarak 30 kDa molekiil kiitlesi olan
monomerlerdir (Supuran, 2016). a-Smnift CA’ lar evrimsel olarak en gen¢ gruptur. Ciinkii
insanlar da dahil olmak tizere memelilerde bulunurlar ve bunlarin prokaryotlarda dagilimi
oldukea kisitlidir (Smith ve Ferry, 2000). Su anda a-Sinifi CA’ lar, doku ve organ dagilimi
ve hiicre i¢i yerlesimleri farkli olan 16 memeli CA izoformunu kapsamakta olup, bunlarin
15” i insanlarda mevcuttur (Alterio vd., 2012; Supuran, 2016). o-Sinifi CA’ lar ayrica
gelismis bitkiler ve dkaryot yosunlarda, baz1 mantar tiirlerinde ve tek hiicreli canlilarda,
baz1 bakteri ve siyano bakteriler icinde karakteristiktir (Elleuche ve Pdggeler, 2010;
Supuran, 2016). Bununla birlikte arkealarda a-Sinifi CA’ lara rastlanilmamistir (Kumar ve

Ferry, 2014).

1.2.2.2. B-Simfi CA

B-Sinifi CA'lar, a-Smifi memeli CA’ larindan sonra kesfedilen bitki enzimleridir
(Hewett-Emmett ve Tashian, 1996). Bu smif CA'lar, katalitik olarak bir dimer ile molekiil
kiitleleri 45 ila 200 kDa arasinda degisen kuaterner yapilar1 bakimindan ¢ok cesitlidir
(Rowlett, 2014). Uzun siiredir CA’nin  B-sinifinin  sadece gelismis Dbitkilerin

kloroplastlarindaki enzimlerden olustugu ve bu enzimlerin “bitki CA’lar’” olarak



adlandirildig: diigtiniiliiyordu. 1990’ I1 yillardan bu yana yapilan aragtirmalarla birlikte, bu
enzim smifinin ¢ok yaygin bir sinif oldugu ortaya ¢ikti. a-sinifi CA’ larin aksine, -sinifi
CA' lar okaryotlar, bakteriler ve arkealarda bulunmaktadir. Mikroalgler, siyanobakteriler,
bakteriler, mantarlar, arkealar, C3 ve C, bitkileri ve omurgasiz hayvanlar da dahil ¢ogu

organizmalar bu siif enzime sahiptirler (Rowlett, 2014).

1.2.2.3. y-Smifi CA

1994 yilinda, anaerobik arkea olan Methanosarcina thermophila’dan izole edilen y-
smifina ait olan bu CA proteini “’Cam’’ olarak adlandirilir. Cam’ 1in amino asit dizilimi,
CA’ larin bilinen B-simifi ve o-simifi enzimleri ile herhangi bir anlamli homoloji
gostermemistir (Alber ve Ferry, 1994). Boylelikle, Cam enzimi, CA’ larin {igiinci vy
smifinin ilk 6rnegi haline gelmistir (Hewett-Emmett ve Tashian, 1996). Camin aktif
formu, ~ 23 kDa'lik monomerlere sahip, homojen bir homotrimer olup, bu sinifta protein
sarmal1 sol el B- sarmal motifine sahiptir (Ferry, 2010). Bu smif enzimler ¢ogunlukla
bakteri ve arkealarda bulunmakla birlikte yasamin ii¢ alaninda bulunmaktadir (Ferry, 2010;
Kumar ve Ferry, 2014). Prokaryotlarda (arkea, bakteri ve siyanobakteriler), y-sinifi CA’ lar
farkli hiicre i¢i yerlesimlere sahiptir ve farkli fonksiyonlar1 yerine getirirler (Ferry, 2010;
Kumar ve Ferry, 2014). Okaryotlarda y-smifi CA’ lar ¢ogunlukla mitokondride bulunur
(Klodmann vd., 2010; Moroney vd., 2011).

1.2.2.4. o-Smifi CA

1997 yilinda, marina diatomu olan Thalassiosira weissflogii canlisindan yeni bir CA
elde edildi (Roberts vd., 1997). ~ 34 kDa agirliginda olan bu enzim TWCAI1 olarak
adlandirildi. Aktif bolgesinin yapist ve geometrisi a- ve y-CA'larinkine benzerdi (Cox vd.,
2000). Fakat, TWCATI'in amino asit diziliminin, bilinen ii¢ CA siifi ile énemli bir
benzerligi yoktu ve bu nedenle bu sinif §-sinifi CA olarak belirlendi (Tripp vd., 2001).
Daha sonralar1 diger 6-sinifi CA’ lar marina fitoplanktonlarinin bazi temsilcilerinde
bulundu (Supuran, 2016). Bu 6-smifi CA’ lar iizerinde olduk¢a az calisma mevcuttur. 6-

sinift CA’ larin ilk temsilcilerinin bundan yaklasik 20 yil 6nce kesfedilmesine ragmen



(Roberts vd., 1997), fizikokimyasal, biyokimyasal ve katalitik O6zellikleri hakkindaki
veriler kisa siire 6nce erisime agildi (Del Prete vd., 2014; Vullo vd., 2014).

1.2.2.5. {-Smifi CA

Kadmiyum CA’ lar da denilen {-sinifi CA’ lar ilk temsilcisi, marina diatomu olan T.
weissflogii'den izole edildi (Lane ve Morel, 2000). Bu saflastirilmis 43 kDa'lik protein
CDCA olarak belirlenmistir (Lane ve Morel, 2000). 5 yil sonra, CDCA'nin amino asit
dizisi ve kesin molekiil kiitlesi (69 kDa) belirlendi (Lane vd., 2005). CDCA'nin bilinen
diger CA siiflarinin proteinleri ile dnemli bir benzerligi yoktu ve bu nedenle -sinifi CA

olarak atfedildi (Park vd., 2007).

1.2.2.6. n-Smifi CA

Bu sinif CA”’ lar son zamanlarda kesfedildi (Del Prete vd., 2014). Bu CA igin bir gen,
insanda sitmaya neden olan protozoa parazit Plasmodium falciparum'dan yaklasik on yil
once klonlandi. Karsilik gelen protein PFCA olarak adlandirildi ve ilk olarak a-sinifi CA
olarak belirlendi (Reungprapavut vd., 2004). Daha sonra yapilan arastirmalarda PFCA ve
o-sinifi CA arasinda &nemli farklar oldugu ortaya cikti. Inhibitdr analiz verilerindeki
farkliliklara ek olarak, protozoanin enzimlerinin, amino asit dizilimlerinin benzersiz bir
sekilde korunmus 6zelliklere sahip oldugu ve bu 6zelliklerin a-simifi CA’larin aktif bolge
yapisindan farkli oldugu hipotezi ortaya atildi (Del Prete vd., 2014). Hesaplamali yaklasim
bu hipotezi dogruladi ve bu smif enzimlerin a-sinift CA’ lara kiyasla aktif bolgelerinde
tamamen farkli metal iyon koordinasyonuna sahip oldugunu ortaya ¢ikardi (De Simone
vd., 2015). Su anda, n-CA'lar sadece Plasmodium cinsi enzimler tarafindan temsil
edilmektedir. Bu proteinlerin yapist hakkinda kesin veriler heniiz mevcut degildir ¢iinkii n-
CA'larin higbiri kristalize edilmemistir. Genel olarak, n-CA'lar énemli Olclide spesifik
aktiviteye sahip yaklasik 30 kDa'lik (o -CA'lara benzer sekilde) polipeptidler tarafindan
temsil edilmektedir (Del Prete vd., 2014, Supuran, 2016).



1.2.3. CA'larin Aktif Bolgesi ve Katalitik Mekanizmasi

Tim CA’ lar bir protein alt birimi basina bir metal iyonu i¢eren enzimlerdir. Enzimin
aktif bolgesindeki metal iyonu, +2 yiikli katyon (Me®? formunda bulunur. Katalitik
aktiviteyi sirdiirmek i¢in, alti CA smifinin timii de, bir metal iyonu olarak Zn®*
kullanabilir. {-smifi CA’larda Zn**, Cd®* ile yer degistirebilir (Xu vd., 2008). y-Sinifi CA’
lar, anaerobik kosullar altinda Fe®* kullanabilir (Zimmerman vd., 2010) ve aktivitesini
Co?" ile muhafaza edebilir (Iverson vd., 2000). Co*" birgok a-Smifi CA’ da katalitik
aktivitenin 6nemli bir kayb1 olmaksizin Zn** ile yer degistirebilir (Supuran, 2016).

Kristalografik ¢aligsmalar, CA’ larin aktif bolgesinin, Me?* iyonuyla ii¢ amino asit ve
bir deprotonlanmis su molekiilii (hidroksit iyonu) tarafindan olusturulan tetrahedral
geometrinin bir boslugu oldugunu gostermistir. Sonuncu molekiil aktif bolgeyi ¢evreleyen
amino asitlere hidrojen bagiyla baglanir (Supuran, 2016).

Bu ligandlar, CA'larin her smifinda ve ayrica aktif bdlgenin dogru yapisinin
katalizinde veya olusumunda yer alan amino asitler i¢inde kesinlikle korunmaktadir. a, v,
8-CA’ larda enzimin aktif bolgesinde Me”* iyonuyla koordinasyon yapan ii¢ His
aminoasidi ve bir OH" iyonu bulunur (Supuran, 2016).

Tiim B-smifi CA'lar, aktif merkezdeki dordiincii ligandin ve komsu amino asitlerin
dogasina gore iki gruba ayrilmistir (Rowlett, 2014; Supuran, 2016).

Tip 1 B-smifi CA'larda (agik aktif bolge olarak adlandirilan enzimler) Me?* iyonuyla
koordinasyon yapan bir His, iki Cys amino asiti ve bir OH" iyonu bulunur. Tip 2 B-sinifi
CA'larda (kapali aktif bolgeye sahip olan enzimler) Tip 1 B-sinifti CA'lardan farkli olarak
OH’ iyonu yerine Asp amino asidi bulunur. Bu enzimler sadece 8,3' iin iistiindeki pH' larda
aktiftir (Suarez Covarrubias vd., 2005). Bu 6zel ortam, kataliz i¢in gerekli olan bir su
molekiiliiniin (hidroksit iyonu) "kapali aktif bolge" den "acik aktif bolge" ye gecisini
desteklemektedir (Rowlett, 2014). {-sinifi CA’ larmn aktif bolgesinin yapis1 f-CA'larda tip
I'e benzemektedir (Xu et al. 2008). n-Smifi CA’ larda, Me?*, OH iyonuna ilaveten iki His

ve bir GIn amino asidi tarafindan koordine edilir (De Simone vd., 2015).



OH" OH~ Asp OH"
| | | |
His ,//@\‘\—His His//gﬂ?\\\cyS His,//@\\CYS His//@nbi\\\(}h'1
i{is \Cys \Cys I\{is
- i - CAs tip 2 -
a- y- ve 3-CAs B- CAstip 1 B P n-CAs
ve ¢-CAs

Sekil 1. Farkli sinif CA’larin aktif bolgelerinin sematik gosterimi

CA'larin  katalitik mekanizmasi ilk olarak insan a-CAIl i¢in tanimlanmistir
(Silverman ve Lindskog, 1988). Acik Kkataliz mekanizmasi 'Zn-hidroksit' olarak
adlandirilmistir. Ciinkii hCAII' nin katalitik olarak aktif grubu, bir hidroksit iyonuna
iyonlagtirtlan Zn bagl su molekiiliiydii. Metal iyon kendi basina bir katalizor goérevi
gorecek kadar niikleofilik degildir. Daha sonra, tim CA smiflarinin, katalitik aktif tiirler
olarak iki degerlikli metal hidroksit tiirevleri kullanan metal-hidroksit mekanizmasi
kullandiklar1 bulundu (Supuran, 2016).

Kataliz iki asamada gergeklestirilir (Boone vd., 2014). Birinci asama, CO,'nin HCO3
'a doniistiiriilmesini icerir. Enzimin (E) aktif bolgesindeki metal hidroksit tiirevi, bir CO,
molekiiliine saldiran gii¢lii bir niikleofildir. Bu basamak, Me®* ye bagli HCO3™ iyonu
olusumuna yol agar. Daha sonra, HCO3™ iyonu su molekiilii ile yer degistirir ve ¢ozeltiye
birakilir. Bu, Me?" ye koordine edilen su ile, enzimin inaktif bir asit formunu iiretir.

E-Me” - OH™ + CO, 2 E-Me** - HCO5™ 2 E-Me* - H,0 + HCO;

Ikinci asamada, enzimin aktif bdlgesindeki bir su molekiiliiniin iyonlasmasi ve bir
protonun aktif bolgeden dis ¢6ziicli ortama uzaklastirilmasiyla enzimin aktif temel formu
yeniden olusturulur.

E-Me”" - H,0 2 E-Me*" - OH" + H'

Protonun aktif bolgeden uzaklastirilmasi ve enzimin metal hidroksit tiirlerinin geri
kazanilmasi, katalitik siirecin hiz sinirlayict basamagidir. Reaksiyonun basinda, CO;
molekiilii, CA aktif bolgesinin hidrofobik bolgesinin belirli bir kismina (hidrofobik cep)
baglanir; bu daha sonraki niikleofilik bir saldiriy1 kolaylastirir (Domsic vd., 2008).
Hidrofilik kisim, bir protonun ¢inkoya bagli sudan uzaklastirilmasina ve PSR'lerin (proton
shuttle residues) yardimi ile harici ortama atilmasina katkida bulunarak aktif bolgenin

yenilenmesini saglar (Silverman ve McKenna, 2007).



1.2.4. Memelilerdeki CA izoenzimleri

CA’ lar molekiiler 6zellikleri, oligomerik diizenleri, hiicresel lokalizasyonlari, doku
ve organlardaki dagilimlari, kinetik 6zellikleri ve inhibitorlere karst duyarliliklart farkl
olan izoenzimler tarafindan temsil edilirler. Memelilerin farkli doku ve hiicrelerine
yerlesmis, 16 farkli CA izoenzimi tespit edilmistir. (Supuran ve Scozzafava, 2007,
Supuran, 2008a; Simone vd., 2009)

Bu izoenzimlerden CA- I, -11, -111, - VII ve -XIII bes tanesi sitozolik, CA-1V, CA-1X,
CA-XII ve CA-XIV ise membrana baglidir. CA-VA ve CA-VB mitokondriyaldir, CA-VI
tiikkiiriikte salgilanir. CA-XV de insanlarda eksprese olmaz, yiiksek omurgalilarda olur
(Hilvo et al. 2005). Ayrica 3 tanesi CARP-VIII, CARP-X ve CARP-XI Katalitik olmayan
formdadir. Bunlara CA ile ilgili protein denir (CARPs) (Supuran ve Scozzafava, 2007).
CA izoenzimleri: bobrek, mide mukozasi, gz mercegi, tiikkriik bezleri, beyin, sinir miyelin
kilifi, pankreas, prostat ve rahimde aktif 6zelliklere sahiptir (Giilgin ve Beydemir, 2013;
Arabaci vd., 2014). CA izoformlar1 birgok 6nemli biyolojik siirece katilirlar ve gesitli
dokularda bulunurlar. Calismalar, ¢esitli fizyolojik prosediirlerde CA'larin 6nemli rol
tistlendiklerini ve bu enzimlerin olaganiistii seviyelerinin veya aktivitelerinin, genellikle
farkli insan hastaliklartyla iligkili oldugunu gosterdi (Innocenti vd., 2010a; Goger vd.,
2014).

1.2.5. CA’larin Islevsel ve Fizyolojik Onemi

CA'nin islevsel rolii, canlilarda CO7’in hidrasyonunu ve HCO3’1n dehidrasyonunu
geri doniisiimlii katalizlemesine baghdir (Henry, 1996, Smith ve Ferry, 2000). Enzimin
dahil oldugu bir¢ok biyolojik siire¢ vardir. Solunum, pH ve CO; homeostazinda, HCO3’1n
dokular ve akcigerler arasinda metabolize olmasinda, bir¢ok biyosentez reaksiyonunda
(glukoneogenez, lipogenez, tiregenez vb.), doku ve organlardaki elektrolit sekresyonunda,
kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu, idrar asidifikasyonu, hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasi gibi daha bir¢cok fizyolojik ve patolojik siirece katilir
(Pastarekova vd., 2004). CA enzimlerinin asir1 aktivite gostermesi, glokom, ateroskleroz,
timor olusumu, obezite ve diger bazi insan hastaliklarina neden olur (Supuran ve
Scozzafava, 2007). CA enziminin aktivitesindeki eksiklik ise 6grenme ve hafiza kaybina

yol agar ve Alzheimer hastaligina neden olur (Alterio vd., 2012). Bu nedenle, ilag
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tasariminda CA' larin aktivasyonu ve inhibisyonu iizerine yapilan ¢aligmalar her gecen giin

artmaktadir (McKenna ve Supuran, 2014).

1.2.6. CA inhibitorleri ve Aktivatorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri (CAI), son yillarda olduk¢a dinamik bir arastirma
konusudur. Bu enzim, hayvanlarda ve Ozellikle de insan hastaliklarinin bir¢ogunun
tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. CA aktivitesine miidahale eden
ilaclar, cogu siilfonamid smifina ait olmakla birlikte yaklasik 60 yildir klinikte
kullanilmaktadir (Supuran, 2008b; Alterio vd., 2012; Carta vd., 2012; Fabrizi vd., 2012;
Supuran, 2012). Mann ve Keilin tarafindan siilfanilamid ile CA inhibisyonunun kesfi
bircok bilimsel ¢alismalarin yapilmasina imkan saglamistir (Mann ve Keilin, 1940).
Benzotiadinaz gibi antihipertansif ilaclar gibi 6nemli ilaglar siilfanilamid kesfedildikten
sonra hazirlanmigtir  (Maren, 1967). Siilfonamidler ve bunlarin izosterleri
(stilfamatlar/siilfamidler), enzimin aktif bolgesindeki metal iyonuna baglanan CAI' lerinin
ana simifin1 olusturmaktadir ve klinikte uzun zamandir diiiretik, anti-glokom, anti-epileptik,
anti-obezite ve anti-kanser ajanlar1 olarak kullanilmaktadir (Supuran, 2008b; Alterio vd.,
2012; Supuran, 2011; Supuran, 2012). 100'den fazla siilfonamidin kinetik, fizyolojik ve
farmakolojik ozellikleri arastirilmistir. Bunlar takiben, bir¢ok aromatik siilfonamidler
sentezlenerek, CA iizerine inhibisyon etkisine bakilmistir. Aromatik siilfonamidler
arasinda, benzen siilfonamidler en iyi CA inhibisyon etkisi gdstermistir (Supuran vd.,
2004). Yillar i¢inde pek ¢ok farkli siilfonamidin CA inhibitorii olarak davranig gosterdigi
bildirilmistir. En ¢ok arastirilan bilesiklerden biri fenoldiir (Goksu vd., 2014). Son yillarda
ilag piyasasinda bir¢ok siilfonamid ilag¢ grubu gelistirilmistir (Supuran ve Scozzafava,
2000). Baslangigta, Lindskog'un grubu (Simonsson vd., 1982) fenollerin insan CAII
lizerine inhibisyon etkisi gosterdigini rapor etmistir ve fenolik tiirevlerin CA aktif
bolgesine baglanma mekanizmalar iizerinde fazladan yapisal tanimlamalar elde edilmistir
(Supuran ve Scozzafava, 2002). Melatonin (Beydemir ve Giilgin, 2004), morfin (Coban
vd., 2007), vitamin E (ArasHisar vd., 2004), kafeik asit fenetil ester (Goger ve Giilgin,
2013), bir dizi antioksidan fenoller (Sentiirk vd., 2009), bir dizi fenolik asitler (Oztiirk-
Sarikaya vd., 2010), bir dizi dogal iiriin polifenolleri ve fenolik asitler (Innocenti vd.,
2010a, b), dogal fenolik bilesiklerin iki farkli dizisi (Sentiirk vd., 2011; Oztiirk-Sarikaya
vd., 2011; Giil¢in ve Beydemir, 2013), antioksidan polifenol dogal iiriinler (Innocenti vd.,
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2010Db), (3,4-dihidroksifenil) (2,3,4-trihidroksifenil) metanon ve tiirevleri (Nar vd., 2013),
dogal ve sentetik bromofenoller (Akbaba vd., 2013a; Balaydin vd. 20123, b), yeni fenolik
siilffonamidler (Akincioglu vd., 2013a), aminoindanlar ve aminotetralinlerin yeni
siilffonamid tiirevleri (Akbaba vd., 2013b), yeni fenolik benzilamin tiirevleri (Cetinkaya
vd., 2013), dopamin ile iligkili bilesiklerin siilfonamid analoglar1 (Aksu vd., 2013), yeni
benzotroponlar (Giliney vd., 2014) ve tetralin iskeletini iceren yeni siilfonamidler
(Akincioglu vd., 2013b) gibi bir¢cok fenolik bilesiklerin CA inhibisyon etkileri
bildirilmistir. Bu kapsamli ¢aligmalar CA enzim inhibitorlerinin 6nemini géstermektedir.
CA inhibitorlerinin kapsamli olarak aragtirilmasina ve klinikte cesitli hastaliklarin
tedavisinde ve Onlenmesinde kullanilmasina ragmen, CA aktivatorleri (CAA) ile ilgili
yapilan ¢alismalar sinirlidir. Bununla birlikte, son on yilda, elektronik spektroskopi, X-1sini
kristalografisi ve kinetik Ol¢iimler vasitasiyla, aktivatorlerin, katalitik dongiiniin proton
transfer basamagini kolaylastirmak i¢in, CA aktif boslugu iginde, inhibitdr veya substrat
baglanma alanlarminkinden farkli bir yerde baglandig1 gosterilmistir (Briganti vd., 1997;
Temperini vd., 2006a; Supuran, 2008b; (Alterio vd., 2012). Son zamanlarda, a-CA
ailesinin bazi iiyelerinin (insan CA I ve CA II) aktivasyonunun, Alzheimer hastaliginda
kavramsal olarak yeni bir tedaviyi temsil edebilecek sinaptik etkinligin arttirilmasi igin
olast bir terapdtik yaklagim olusturdugu gosterilmistir (Sun ve Alkon; 2001; 2002).
Biyojenik aminler (histamin, serotonin, katekolaminler), amino asitler, oligopeptidler veya
kiiclik proteinler gibi fizyolojik acidan ilgili bir¢ok bilesik, insan CA izoenzimlerinin
bir¢cogu icin etkin CA aktivatorleridir. (Briganti vd., 1997; Temperini vd., 2006a, 2006b;
Supuran ve Scozzafava, 1999; Scozzafava ve Supuran, 2002a, 2002b; Parkkila vd., 2006)

1.2.7. CA’larin Inhibisyon Mekanizmalari

Karbonik anhidraz enziminin inhibisyonu antiglokom, antikonviilsan, antikanser ve
antienfektif ajanlar alaninda farmakolojik uygulamalara sahiptir. Son on yilda, yeni siif
CA inhibitorlerinin (CAI) enzim inhibisyon mekanizmalarinin, siilfonamid veya anyon tipi
klasik inhibitorlerinden 6nemli Olglide farklilik gosterdigi ortaya g¢ikarilmistir. Bes farkl
CA inhibisyon mekanizmasi bilinmektedir:

Cinko baglayicilar: Enzimin aktif bolgesinde bulunan katalitik olarak 6nemli olan
Zn** iyonuna bagh H,O/OH" iyonuyla yer degistirerek dogrudan Zn** iyonuna baglanarak

tetrahedral bir geometri olustururlar (Sekil 2). Siilfonamidler ve izosterler, ¢ogu anyon,
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ditiyokarbamat ve izosteri, karboksilat ve hidroksamatlar bu sekilde baglanir (Pacchiano

vd., 2010; Biswas vd., 2011; Carta vd., 2011; Alterio vd., 2012).

Aktif Bolgenin
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Sekil 2. Cinko baglayicilar

Cinko iyonuna baglanan su molekiilii’hidroksit iyonuna baglanan inhibitorler: Bu
yeni CA inhibisyon mekanizmasina sahip ilk bilesik, fenol 'diir (Nair vd., 1994). Zn*?
iyonuna bagli H,O/OH" iyonuna dogrudan baglanirlar (Sekil 3). Cinko baglayicilar ile
¢inko iyonuna baglanan H,O/OH" iyonuna baglanan inhibitorler arasindaki ana fark,
inhibitoriin metal iyonuyla dogrudan temas etmemesidir. Son yillarda c¢esitli arastirma
gruplarn tarafindan da rapor edildigi gibi, bu inhibisyon mekanizmasina sahip bilesikler
fenoller, karboksilatlar, poliaminler, 2-tiyokumarinler, siilfokumarinlerdir. Birgogunun a-
ve B-sinifina ait CA’ lara karsi etkili etkin inhibitor aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.
(Innocenti vd., 2008; Sentiirk vd., 2009; Carta vd., 2010; Davis vd., 2010; Martin ve
Cohen, 2012; Tars vd., 2013).
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Sekil 3. Cinko iyonuna baglanan su molekiilii/hidroksit iyonuna
baglanan inhibitorler

Aktif bolge kavitesinin girigini kapatan inhibitorler: Bu baglanma yeri CA
aktivatorlerinin baglandig1 yer ile ¢akismaktadir. inhibitér 3 His ve 1 H,O molekiiliiyle
koordinasyon yapan Zn®* iyonuyla etkilesmez (Sekil 4). Bu inhibisyon mekanizmasina
sahip bilesikler, aromatik, heterosiklik veya alifatik olabilen bir iskele iizerine baglanmis,
yapiskan bir gruba (YG) sahiptir. Ayrica, bu bilesikler aktif bolge kavitesinin oldukga dis
bolgesinde baglandigi i¢in, aktif bolgeden uzayabilen bir kuyruk da igerebilirler. Bu
inhibisyon mekanizmasi kumarinler i¢in ilk defa tanimlanmistir (Maresca vd., 2009; 2010)
ancak daha sonra kumarin ile yapisal benzerlik gosteren antiepileptik ila¢ lacosamide
(Temperini vd., 2010), substite kumarinler (Maresca vd., 2010; Touisni vd., 2011;
Bonneau vd., 2013; Sharma vd., 2014), 5- ve 6- iiyeli laktonlar ve tiyolaktonlar (Carta vd.,
2012) gibi birgok bilesigin 6nemli CA inhibe edici 6zelliklere sahip olduklar1 ve ortak bir

etki mekanizmasini paylastigi gézlenmistir.
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Sekil 4. Aktif bolge kavitesinin girisini kapatan inhibitorler

Aktif bolge kavitesinin disina baglanan inhibitorler: Bu CA inhibisyon mekanizmasi
cok yakin zamanda kesfedilmistir. Bir karboksilik asit tiirevi, CA'y1 bu sekilde inhibe ettigi
bildirilmistir. 2- (benzilsiilfonil) -benzoik asit, enzimin dis konformasyonunda katalitik
dongiiniin hiz belirleyici basamagina miidahale ederek ¢inko ile koordine su molekiiliinden

bir protonun ¢evreye transferini bloke etmistir (Sekil 5) (D’ Ambrosio vd., 2015).

) . inhibitsr
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Sekil 5. Aktif bolge kavitesinin disina baglanan inhibitorler
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Inhibisyon mekanizmasinin bilinmedigi bilesikler: Su ana kadar tartisilan bilesiklerin
dort inhibisyon mekanizmasi, kinetik ve daha da Onemlisi, X-1s51m1 kristalografik
caligmalar1 ile iyice belgelenmis olduklar1 i¢in anlasilmistir. Bununla birlikte, cesitli
seviyelerde CA inhibitor 6zelligi gosteren fakat heniiz kristalize edilmedigi i¢in kesin etki
mekanizmasinin bilinmedigi diger simif bilesiklerde vardir. Bu durum c¢ogu zaman, bu
tiirevlerin ¢dziiniirliik problemlerinden kaynaklidir. ikincil/iigiinciil siilfonamidlerin yani
sira (Alp vd., 2012; Scozzafava vd., 2013; Capasso ve Supuran, 2014), fullerenler
(Innocenti vd., 2010) ve protein tirozin kinaz inhibitorleri ve klinik olarak kullanilan ilaglar
imatinib ve nilotinib (Parkkila vd., 2009) en ¢ok arastirilan 6rneklerdir.

Yukarida bahsedilen CA inhibisyon mekanizmalarindan, birinci inhibisyon
mekanizmasindan sonuncuya dogru gelindiginde, inhibitérle olan etkilesiminde Zn*?
iyonunun rolii giderek azalmaktadir. Bu durum CA inhibitorleriyle ila¢ tasariminda dnemli
sonuglar ortaya koymaktadir. Cilinkii aktif bolge kavitesinin dip kismi, simdiye kadar
memelilerde tanimlanmis 16 CA izoenzimlerinde ¢ok fazla korunmustur. Oysaki, amino
asit diziliminde en fazla ¢esitlilife ve bunun sonucu olarak en iist diizeyde yapisal
cesitlilige sahip olan bolge, yanlizca aktif bolgenin girisindeki bolgedir. Aslinda bu
durumun, fenoller ve aymi zamanda kumarinler ve Zn"? iyonuyla etkilesmeyen
inhibitorlerin klasik siilfonamid / siilfamat inhibitorleri ile ¢ok zor erisilebilir bir hedef olan
izoenzim seg¢ici CA inhibitorlerinin ortaya ¢ikmasina yol agtigr goriilmiistiir (Supuran,

2016).

1.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, fonksiyonel tiirevleri de dahil olmak iizere bir ya da daha fazla
hidroksil grubunun aromatik halkaya bagli oldugu yapilardir (Robards ve Antolovich,
1997; Balasundram vd., 2006). En basit fenolik bilesik bir tane hidroksil grubu iceren
benzendir ve fenol olarak adlandirilir. Birden fazla hidroksil grubu iceren fenolik bilesikler
ise polifenoller olarak bilinir (Bravo, 1998)

Farkli dogal iiriinlerden fenolik asitleri, flavonoidleri, kumarinleri, tanninleri ve
stilbenleri iceren 8000’ in iizerinde fenolik bilesik izole edilmistir. Her bir grup, kimyasal
yapisina gore kendi i¢inde alt gruplara ayrilir (Sekil 6) (Manach vd., 2004, Haminiuk vd.,
2012)
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Fenolik
Bilesikler

I | I I I

Flavonoidler | Fenolik Asitler Stilbenler | Tanninler Kumarinler
Flavonoller Hldmksl!Jenzmk
asit
o ) Hidroksisinamik
— Flavanoller .
asit
— Flavonlar
———  Flavanonlar
— izoflavonlar
Antosivanidinler

Sekil 6. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler bitkilerde yaygin olarak bulunan gruplardan birisidir.(Naczk ve
Shadidi, 2004). Bugiine kadar bitkilerde binlerce fenolik bilesik yapisi tanimlanmistir ve
stirekli olarak yeni tanimlanan fenolikler bunlara eklenmektedir (Robards ve Antolovich,
1997). Giinliik hayatta siirekli olarak tiiketilen pek cok meyve, sebze, tahil iirtinleri, bitkisel
tirlinler ve iceceklerde 6nemli 6l¢lide bulunurlar. Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; tat
ve koku olusumundaki etkileri, renk olusumuna ve degisimine katilmalar1 gibi pek ¢ok
acidan Onem tagimaktadir (Alasalvar vd., 2001). Fitokimyasallarin 6nemli bir grubunu
olusturan olan fenolik bilesikler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iiretiminden sorumlu
enzimleri inhibe etme mekanizmasi ve yliksek seviyede oksitlenmis ROS' u indirgeme
mekanizmas1 sayesinde yiiksek antioksidan aktivite ve serbest radikal siipiirme
kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (Robards vd., 1999; Middleton vd., 2000;
Kahkonen vd., 2001).

1.3.1. Flavonoidler

Flavonoidler, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusurlar ve 15

karbon atomu igeren difenilpropan (Cg-C3-Cg) yapisindadirlar. Gidalarda en yaygin
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bulunan polifenoller olan flavonoidlerin flavon tiirevlerine flavonoidler, flavan tiirevlerine
ise flavanoidler denir. Flavan ve flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B,
heterohalka ise C ile gosterilir. A ve C halkalarindaki karbon atomlar1 oksijen atomundan
baslayarak numaralandirilir. B halkasindaki atomlar ise iissii rakamlar ile numaralandirilir

(Harborne ve Williams, 2000).

Sekil 7. Difenilpropan yapisi

Sekil 9. Flavon yapisi

Flavonoidler yapisal olarak, flavonoller, flavanoller, flavonlar, flavanonlar,
izoflavonlar ve antosiyanidinler olmak iizere 6 gruba ayrilirlar.
Flavonoller: Bu grup bilesikler, gidalarda yaygin olarak glikozid formunda

bulunurlar. Bunlarin baslicalari; kaemferol, kuersetin, mirisetin ve izoramnetin’dir (Price
vd., 1995).
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Flavanoller: Bu grupta bulunan katesinler renksiz bilesiklerdir. Gidalarda en yaygin
olarak bulunan flavonoidlerdir. Katesinler C3 atomunda bir OH grubu icerdiginden
sistematik olarak flavan-3-ol olarak adlandirilir (Arts vd., 2000; Lakenbrink vd., 2000).

Flavonlar: Flavanollere gore meyve ve sebzelerde daha az bulunurlar. Yiyeceklerde
bulunan en belirgin flavonlar luteolin ve apigenindir (King, 1962; Feng vd., 1988; Sartelet
vd., 1996).

Flavanonlar: Bu grup bilesikler de dogada genellikle glikozit formda bulunurlar.
Turunggil meyvelerinde ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Naringin, hesperidin, naringenin en
yaygin olan flavanonlardir (Tomas-Barberan vd., 2000).

Izoflavonlar: Basta soya fasiilyesi olmak iizere cesitli baklagillerde, bazi meyve ve
sebzelerde bulunur. Genistein ve daidzein en yaygin olan izoflavonlardir (Coward vd.,
1998).

Antosiyanidinler: En ¢ok bogiirtlen, ahududu gibi tiziimsii meyvelerde bulunurlar ve
kirmizi, mavi ve mor meyvelerin ve sebzelerin renginden sorumlu, suda ¢6ziinebilen

pigmentlerdir (Clifford, 2000; Es-Safi vd., 2002).

R3 Flavonoler R1 R2 R 4 R5
Ruti 3-O-Rha-glu H OH OH H
" Kampferol o] H H H H
H Kuersetin OH H OH OH H
R5 M ri OH OH H 0] H
Izorhamnetin 0] H OCH; OH H
Flavonoller Mirisetin H H OH H OH
OoH ° isetin OH H H OH OH
Sekil 10. Flavonoller
Flavanoller R1 R2
Katesin H H
Epikatesin H H
EGC OH H
ECG H Gal at
EGCG OH Gallat

Flavanoller

OH

Sekil 11. Flavanoller
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R3
R1 o
Flavonlar
OH 0
Sekil 12. Flavonlar
R2
R3
Flavanonlar
OH o)
Sekil 13. Flavanonlar
R2 o
R1 0
R3
izoflavonlar

Sekil 14. izoflavonlar

Antosiyanidinler

OH

Sekil 15. Antosiyanidinler
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F avonlar R1 R2 3
Apigenin OH H OH

Luteo in OH OH O

Krisin OH H H
Asasetin OH H OCHj;
Flavanonlar 1 R2 3
He peretin OH O OCHj;
Hesp ridin  7-O-Rha-glu OH OCH;
Narin  nin OH H OH
Naringin 7-0-Rha-glu H OH
Eri sitrin 7-O-Rha-glu OH OH
Eriodiktiol OH OH OH
izoflavonlar R1 R2 R3
Genist in OH OH OH
G nist n OH 7-0-Glu OCHg3;
Daidzein H OH )
Daidzin H 7-O0 Glu OH
Formononetin H H OCHj;
Ononin H 7-O-Glu OCHg3;
Sissotrin OH 7-0-Glu OCH;,
Anto iyanidinler R1 R2
Delphinidin OH O
Mal idin OCHj3 OCHj3

Si anidin OH H
Pelargonidin H H
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1.3.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler benzoik asit ve sinamik asitlerin hidroksile olmus tiirevleridir.
Hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak gruplandirilmaktadirlar (Spacil vd.,
2008). Hidroksibenzoik asitler, C¢-C; fenilmetan yapisina sahip olup yapilarindaki hidroksi
ve metoksi gruplariin yerlesimi ve sayilarina gore ¢esitlilik gosterirler. Renksiz bilesikler
olan benzoik asit tiirevleri bitkisel gidalarda genellikle iz miktarlarda bulunurlar. En yaygin
olanlar1 p-hidroksibenzoik asit, protokatekuik asit, vanilik asit, siringik asit ve gallik asittir
(Bravo, 1998; Tomas-Barberan ve Clifford, 2000; Annie ve Jean-Jacques, 2003).

R1 Benzoik asit
tiirevi

Benzoik as t COOH H H H
Gallik asit COOH OH OH OH
Protokatekuik asit OOH OH OH H

p—hldroI;:il:Jenzmk COOH H OH H
R4 R2 Vanilikasit ~ COOH OCH, OH  H
Siringikasit ~ COOH OCH; OH OCH;

R3 Benzoik asit tlirevi

Sekil 16. Benzoik asit tiirevi

Cs-Cs3 fenilpropan yapisina sahip olan hidroksisinamik asitler OH grubunun konumu
ve yapisina gore farklilik gosterirler. Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunurlar. En
yaygin olanlari, klorojenik asit, kafeik asit, o-kumarik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,

sinapik asit ve sinamik asittir (Sosulski vd., 1982).

Sinamik asit tiirevi R1 R2 R3 R4 R5
\O
Klorojenik asit )7@ H OH H H
Kafeik asit H H OH O H
p-Kumarik asit H H H OH H
Ferulik asit H H OCH; OH H
Sinamik asit tiirevi o-Kumarik asit H OH H H H
0 Sinapik asit H H OCH; OH OCH;
Sinamik asit H H H H H

Sekil 17. Sinamik asit tiirevi
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1.3.3. Stilbenler

Bitkiler, hastalik durumunda direncini artirmak i¢in stilbenleri sentezlerler (Goyal
vd., 2012). Stilbenler daha c¢ok yer fistigi, cam agaglari ve liziim asmasi tarafindan
sentezlenirler (Bavaresco, 2003). Iskeletleri 1,2-difeniletilen yapisina dayanir. Resveratrol
ve piseid iiziim asmasindan iiretilen baslica iki stilbendir. trans-resveratrol insan saglig

tizerine etkisiyle iizerinde en fazla ¢alisilan bilesiktir (Delmas vd., 2006).

trans-Stilbenler R1 R2 R3 R4

trans-resveratro OH OH H OH
trans-piseid GlcO OH H 0]

tra-ast ingin GlcO OH OH H

R1 .
4 trans-Stilbenler

Sekil 18. trans-Stilbenler

cis-Stilbenler R1 R2 R R4
cis-resveratrol OH OH OH
cis-piseid GlcO OH H OH

T

cis-Stilbenler

Sekil 19. cis-Stilbenler

1.3.4. Tanninler

Fenolik polimerler olarak bilinmektedir. Yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Besin

tanninleri denilince genellikle katesin ve epikatesinin polimerleri anlagilmaktadir (Ignat
vd., 2011).
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OH

OH

Sekil 20. Tanninler

1.3.5. Kumarinler

Benzopironlar olarak da bilinen kumarinler, mantarlarda, bakterilerde ve bitkilerde,
ozellikle de farkli botanik ailelerden gelen yenilebilir bitkilerde bulunan, sinnamik asit
tiirevi fenolik bilesiklerin biiyilik bir sinifini olustururlar. Kok, tohum, sap, ¢icek ve meyve
gibi bitkilerin farkli bolimlerinde yaygin olarak bulunurlar (Lake, 1999). Kumarinlerin
anti-inflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, anti-tiimor, antidepresan gibi genis

bir alanda biyolojik aktiviteye sahip olduklar: kanitlanmistir (Klenkar ve Molnar, 2015).

X

o

Sekil 21. Kumarinin kimyasal yapist

1.4. Kromatografi

1903 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan bitki pigmentlerinin renkli
bilesenlerinin ayriminda kromatografinin ilk uygulamasi gerceklestirilmistir. Kalsiyum

karbonat ile doldurdugu bir cam boruda bitki pigmentlerinin kolon i¢inde ayrilirken renkli
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bantlar olusturdugunu gérmiistiir. Bu yonteme yunanca renk anlamina gelen “chroma” ve
kaydetme anlamina gelen ‘“graphien” kelimelerini birlestirip “chromatography” adim
vermistir (Ettre, 2003).

Kromatografi, karisimda bulunan farkli tiirde molekiillerin birbirinden ayrilmasini
gerceklestirerek, kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildigi ayirma ve saflastirma
teknigidir (Kupiec, 2004). Kromatografik metotlar, numune igerisindeki maddelerin sabit
ve mobil faz (hareketli faz) ile etkilesimleri sonucu ayrilmalar1 esasina dayanir. Sabit faz
bir kolon igerisine doldurulmus veya diiz bir zemin iizerine yayilmis herhangi bir kat1 veya
kat1 lizerine emdirilmis bir s1v1 olabilir. Mobil faz ise sivi, gaz veya siiperkritik bir akiskan
olabilir. Mobil faz basingla kolondaki sabit faz {izerinden gegirilir. Mobil fazin icerisindeki
bilesenler, sabit fazdaki dolgu materyaliyle etkilesmeleri sonucu kolonda bir miktar
tutulurlar. Sabit faz iizerinde farkli kuvvetlerde tutulmalari, karisimdaki bilesenlerin farkl
kimyasal Ozelliklerinden kaynaklanir. Bilesenler kolondan farkli zamanlarda ayrilirlar
(Skoog vd., 1998; Kupiec, 2004).

Farkli ozellikte kromatografik uygulamalar mevcut oldugu i¢in kromatografik
yontemleri tek bir dlgiite gore siniflandirmak zordur. Kromatografik yontemler sabit fazin
tutturuldugu yiizeyin sekline gore kolon ve diizlemsel olarak ikiye ayrilir.

Kromatografi, mobil fazin 6zelligine gore;

e Gaz kromatografisi (GC),

e Sivi kromatografisi (LC),

o Siiperkritik akigkan kromatografisi (SFC),
olmak iizere 3 sinifa ayrilir. Gaz kromatografisi, karisimda gaz halinde bulunan veya
kolayca buharlasabilen bilesenleri ayirmada kullanilir. S1vi kromatografisinde mobil faz
stvidir. Stiperkritik akiskan kromatografisi, kritik sicakliginin iizerindeki sicakliga kadar
wsitilip, basing ile sivilagtirilan gazlar ile gergeklestirilir (Skoog vd., 1998).

Kromatografik yontemler ayirma mekanizmalarina gore;

e Adsorpsiyon kromatografisi,

e Dagilma kromatografisi,

e lIyon degistirme kromatografisi,

e Jel filtrasyon kromatografisi olmak {izere 4 sinifa ayrilir (Kupiec, 2004).

Adsorpsiyon kromatografisi; gaz, sivi veya ¢ozlinmiis maddenin, sabit faz olarak bir
adsorban yiizeyinde tutulmasi olayidir. Silika jel ve aliimina gibi adsorban maddeler sabit

faz1 olusturur. Ayirim, bilesiklerin adsorban yilizeyinde farkli derecede adsorbe olmalari
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esasina dayanir. Adsorblanan maddelerin sabit fazdaki hareketleri adsorblanma derecesiyle
ters orantilidir. Bir maddenin molekiiliindeki fonksiyonel gruplarin tiirline ve sayisina bagh
olarak sabit fazda tutunma gilicii ve buna bagli olarakta alikonma zamanlar1 belirlenir
(Kupiec, 2004; Trathnigg vd., 2004).

Dagilma kromatografisinde; sabit faz sividir ve gézenekli, ylizey alani genis bir kat1
destek maddesine emdirilmistir. Hareketli faz ise siv1 veya gazdir. Ayrilacak bilesiklerin
sabit ve mobil fazda c¢oziiniirliikleri farklhidir. Bilesikler ¢oziiniirliikk farkindan dolay1
kolonu once veya sonra terkederler. Coziiniirliigii sabit fazda yiiksek olan bilesenler,
kolonu daha geg terkederler (Kupiec, 2004; Skoog vd., 2007).

Iyon degistirme kromatografisi; iyonlarin iyon yiiklerine gore yiizeye tutturulmus
baska bir iyonun yerini almasi olayidir. Sabit fazdaki iyonlarla, numunede bulunan ayni
yiiklii iyonlar yer degistirir. Inorganik iyonlarin, proteinlerin, peptitlerin ve aminoasitlerin
ayrimi i¢in olduke¢a uygundur (Kato, 2004; Kupiec, 2004).

Jel filtrasyon kromatografisi; boyut eleme kromatografisi ya da jel gecirgenlik
kromatografisi adi verilen bu kromatografide, oOzellikle yiliksek mol kiitleli tiirlere
uygulanan bir tekniktir. Kolon dolgu maddeleri, ¢6ziinen madde ve ¢6ziicli molekiillerinin
icine difiizlenebilecegi dilizglin bir gozenek agi iceren kiigiik boyutlu silis veya polimer
partikiillerden meydana gelmistir. Molekiiliin biiytikliigii ile matriksteki porlara takilma
yiizdeleri ters orantilidir. Porlara takilanlar kolonda daha uzun siire kalmis olurlar. Dolgu
maddesinin ortalama gézenek acgikligindan daha biiyiik olan molekiiller disarida tutulur ve

ilk olarak kolondan bu molekiiller eliie edilirler (Skoog vd., 1998; Kupiec, 2004).

1.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography), molekiillerin tanimlanmasinda,
karakterizasyonunda ve saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir kromatografi
teknigidir. Biyoteknoloji ve farmosotik endiistrisi alaninda yapilan ¢alismalarin aragtirma
asamasindan, kalite-kontrol ve onaylama asamasina kadar olan biitiin asamalarinda bu
kromatografi tekniginin yaygin olarak kullanilmasi, bu konudaki bilgi birikiminin her
gecen giin artmasina yol agmistir (Malviya vd., 2010). Gliniimiizde HPLC; amino asitler,
peptidler, proteinler, karbohidratlar, niikleik asitler ve lipidler gibi farkli gruptaki
molekiillerin analizinde kullanilan baglica kromatografik tekniktir. Yakin gelecekte bu

teknigin yerini alabilecek ¢ok az sayida rakip teknoloji bulunmaktadir (Tuncer, 2008).
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HPLC tekniginin en biiylik avantaji ise karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi isleminin hizl
olmasidir. Diger kromatografik yontemlerle saatler siiren bir ayirma islemi HPLC ile
dakikalara indirgenmistir. HPLC’ nin kromatografik yontemler arasinda en ¢ok kullanilan
teknik olmasini1 saglayan avantajlar arasinda yiiksek ¢oziiniirliik saglamasi, yiliksek
duyarlilik, tekrarlanabilirlik, yliksek oranda geri kazanim, dogruluk, otomasyon, paslanmaz

¢elik kolonlarin uzun siire tekrar tekrar kullanilabilmesi sayilabilir (Tuncer, 2008).

1.5.1. HPLC’nin Temel Prensipleri ve Temel Kavramlar

HPLC’ de, uygun c¢oziicii kullanilarak ¢oziilen 6rnek karisimindaki bilesenlerin
birbirinden ayrilmasi igin, analit yiikksek basing altinda hareketli faz ile kromatografik
kolondan gecirilir ve kolon i¢indeki sabit faz ile farkli oranlarda etkilesime girerek ve
kolon icinde degisik hizlarda ilerleyerek kolonu farkli zamanlarda terk ederler. Kolondan
cikan bilesenlerin derigimlerine cevap veren bir dedektdr kolon c¢ikisina yerlestirilip
dedektdr sinyali zamanin bir fonksiyonu veya kullanilan hareketli faz hacminin bir
fonksiyonu olarak kaydedildiginde kromatogramlar elde edilir. Zaman eksenindeki piklerin
yerleri, numune bilesenlerini tanimada kullanilir. Pik alanlar1 ise her bir bilesenin kantitatif

bir Ol¢isidir (Kupiec, 2004). Sekil 22’ de HPLC cihazinin sematik gosterimi

bulunmaktadir.
Enjektor
Numune
Enjeksiyon Unitesi
Gaz Giderici [—| Pompa 7%
Kolon
Dedektr
Coziicii Deposu
Kaydedici
Atk

Sekil 22. HPLC cihazinin sematik gdsterimi
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Cihaz genel olarak hareketli fazi bulunduran bir ¢oziicii haznesi, hareketli fazda
bulunan ¢oziinmiis gaz1 uzaklastiracak degasser ( gaz giderici), kolondan hareketli fazi
sabit akista gecirecek bir pompa, analitin sisteme gonderildigi enjeksiyon iinitesi, ayrimin
gergeklestigi kolon, kolondan ayrilan bilesiklerin derisimlerine cevap veren bir dedektor ve

verileri kaydeden bir bilgisayar sisteminden olugmaktadir (Kupiec, 2004).

1.5.1.1. Hareketli Faz

Hareketli faz (eluent) 6rnekteki bilesenleri kolon (sabit faz) boyunca tasiyan gesitli
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicii karisimlaridir. Hareketli fazin
bilesimine gére HPLC’ de ayirma izokratik ya da gradient olmak tizere 2 tiir elusyonla

gercgeklestirilir.

1.5.1.1.1. izokratik Elusyon

Hareketli fazin bilesimi ve oran1 ayirma boyunca degismez. Izokratik elusyonda tek
¢oziicl kullanilir. Coziicii tek bilesen igerecegi gibi ¢oklu bilesenlerden olusan homojen bir

karisimda olabilir.

1.5.1.1.2. Gradient Elusyon

Daha kisa analiz siiresinde daha iy1 ayirma sagladigi i¢in hareketli fazin bilesimi,
analiz boyunca asamal1 olarak degisir (Sekil 23). Gradient elusyonda, polaritede farklilik

gosteren iki veya daha fazla ¢oziicii sistemi kullanilir (Kenkel, 1994).
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0 _100
10— — 90
T 20— —80 T
30— —70
A ; 40— — 60 §
Hareketli Faz 50— —50
60— —40
70 —30
En Gradient HPLC
{] Programlayic1 [T—» Pompast Faman — =

Sekil 23. Gradient programlama sisteminin sematik gosterimi

1.5.1.2. Gaz Giderici (Degasser)

Cozicii sisteminde herhangi bir hava kabarciginin olmasi ciddi ve kabul edilemez bir
giiriiltiiye ve akis hizinda azalma gibi analiz lizerinde bozucu etkiye neden olur. Bu yilizden
¢cOziinmiis gazlar helyum ya da azot gaziyla ya da ultrasonik banyoda uzaklastiriimalidir.
Helyum gazinin kullanimi kiilfetlidir. Bu nedenle, olas1 hava kabarciklarinin ve oksijen,
azot gibi ¢coziinmiis gazlarin giderilmesi i¢in cihaza degasser (gaz giderici) tinitesi eklenir

(Skoog vd., 1998).

1.5.1.3. Pompa

Cok kiiciik partikiillerden olusan kolon dolgu materyalinin kolon igerisine
doldurulmasi islemi ve analitin bu sabit faz ile etkilesmesi i¢in hareketli faz1 akis igin
zorlayan yiiksek basin¢li pompalardir. HPLC kolonlarindan iyi verim almak, dolgu
maddesi olarak kiigiik partikiillerin kullanilmasim1 ve bu ylizden de yiiksek basing
pompalarinin kullanilmasini gerektirir. Modern pompalarin 0,01-10 mL/dk arasinda akis
hiz1, %1’ den fazla sapmayan akis hiz1 kararliligi, 5000 psi’ ye kadar ¢ikabilen maksimum
basing degeri ve ¢ok sayida ¢oziiclinlin korozyon etkisine kars1 dayaniklilik gibi 6zelliklere
sahip olmas1 beklenir. Ayrica pompadan gelen akis vurusuz olmalidir. Diyagram ve piston
tipi pompalarda tamamen vurusuz akis hemen hemen imkansizdir. Bu nedenle pompa,

boyle vurulari azaltacak sekilde tasarlanmalidir (Skoog vd., 1998; Cazes, 2005).
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1.5.1.4. Enjeksiyon Unitesi

Enjeksiyon iinitesi 1 pL-500 pL araliktaki hacimlere olanak vermelidir. Analitin
HPLC sistemine verilmesi manuel ya da otomatik enjektorlerle yapilir. Enjeksiyonu
yapilan analit yliksek basingta hareket eden hareketli faza karisir ve kolona ¢oziinmiis
olarak tasinir. Enjeksiyon boyunca basing sabit tutulmalidir. En ¢ok kullanilan enjeksiyon
sistemi Sekil 24’ de gosterilmektedir. Enjeksiyon {initesi 6rnek lupuna (halkasina) bagl alt1
yollu bir valftan olusur. Enjeksiyon iinitesi ylikleme pozisyonuna getirilir ve analit bir
siringayla lupun igine enjekte edilir. Bu islem yapilirken hareketli fazin pompadan kolona
akis1 devam etmektedir. Valfin enjeksiyon pozisyonuna cevrilmesiyle hareketli faz akisi

analit lupunun i¢inden gecgerek analiti kolona tasir (Skoog vd., 1998).

Kolon

Sekil 24. Lupa ornek yiiklenmesi ve mobil faz akisiyla pompadan kolona
gonderilmesi

1.5.1.5. Kolon

Hareketli faz igerisinde gelen analite ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli
Olclide alikonulduklar1 kolon olarak adlandirilmis sabit fazlar mevcuttur. Kolonlar
paslanmaz celik, teflon, cam veya PEEK malzemeden iiretilmektedir. Kolonun ayirim
giicli, sabit fazda kullanilan maddenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baglidir. Bu tiir
kaplama malzemeleri ¢ok ¢esitli olup, hareketli fazin, analitin ve uygulanacak HPLC
metodunun ozelliklerine gore secilmelidir. Kolon dolgu materyalleri genellikle silika ve
aliimina esaslidir. Kolonlarin i¢ ¢ap1 2-5 mm araligindadir, kolon boylar ise genellikle 10,
15, 25 cm uzunlugundadir. HPLC analizinde sec¢ilen kolonun akis hizi ve dolayisiyla
olusacak basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Sabit fazin polaritesine gore iki

cesit kolon vardir: ters faz kolon, normal faz kolon (Kafali, 2008).
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1.5.1.5.1. Ters Faz Kolon

Sabit faz apolar, hareketli faz polardir. En ¢ok kullanilan ters faz dolgu maddeleri,
silika yiizeyine baglanmig Cig (n-oktadesil) ve Cg (n-oktil) gibi alkil gruplaridir. Polar
¢Oziicli olarakta en ¢ok su, metanol, asetonitril ve sulu tampon ¢ozeltiler kullanilir. Analit
bilesenlerinin alikonma zamanlarini sabit fazin hidrokarbon zincirleri ve analitin
hidrokarbon zincirleri arasindaki hidrofobik etkilesim belirler. Analitin polaritesi arttikca

kolondan elue olmasi1 6nce gergeklesir (Akyiiz, 2011).

1.5.1.5.2. Normal Faz Kolon

Sabit faz polar, hareketli faz apolardir. Normal faz dolgu maddeleri silika yiizeyin,
siyano, amino, diol, dimetilamino gibi polar fonksiyonel gruplarla kimyasal
modifikasyonuyla elde edilir. Hareketli faz olarak genellikle dietileter, diklorometan,
kloroform, hegzan gibi organik ¢oziici karigimlart kullanilir. Daha az polar bilesikler
kolondan ilk 6nce elue olurken, daha polar bilesikler kolonu daha ge¢ terkederler (Akyiiz,
2011).

1.5.1.6. Dedektor

HPLC’de kolonda birbirinden ayrilan maddelerin derisimi, kolon ¢ikisinda bulunan
bir dedektor yardimiyla Olgiiliir ve aliman cevap dogrultusunda sinyallerin kromatogram
lizerinde pik olarak ifade edilmesini saglar. Iyi bir dedektor diisiik giiriiltii seviyesine sahip
olmali, ayrilan bilesenlerin kiiclik miktarlar1 goézlemlenebilmelidir. Analizi yapilacak
analitin cinsine uygun olmasinin yaninda, sicaklik ve basingtaki degisimlere de duyarsiz
olmalidir. HPLC® de iki dedektdr tipine rastlamak miimkiindiir. Genel dedektorler,
hareketli faz ve analit ¢ozeltisinin 6zelliklerindeki degisimi Olcer. Kirilma indisi 6l¢en
dedektorler ve kiitle spektrofotometreleri 6rnek olarak verilebilir. UV, floresans,
elektrokimyasal, radyokimyasal, iletken dedektorleri gibi segici dedektorler ise yalniz
analit ¢ozeltisi i¢in duyarlik ve secicilik gosterir.

HPLC’de bugiine kadar ¢ok sayida farkli 6l¢iim ilkelerine dayanan dedektorler
gelistirilmistir (Tarantilis vd., 1995; Kafali, 2008).
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1.5.1.6.1. UV-Goriiniir Bolge Dedektorii (UV/VIS)

Bu dedektorle 15181 absorplayabilen bilesenlerin tayini miimkiindiir. Dalga boyu her
bir bilesene gore ayarlanabilir (Sekil 25). Farkli dalga boyunda calismak ve spektrum
taramas1 yapmak miimkiindiir. Cogu organik molekiiller ve fonksiyonel gruplar 190-800
nm araliginda ultraviyole (UV) ve/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji
absorplar. Dedektor sisteminde ¢oziicii se¢imi ¢ok Onemlidir. Bu dedektor sisteminde
secilen coziiclilerin UV 1smlarint absorpladigi dalga boylari, segilen ¢alisma dalga boyu
degerinden diisiik olmalidir (Swartz, 2010).

\ 4 <
> . » Lamba
el

Slit

Slit

Fotodiyot

®

Sekil 25. Degisken dalga boylu UV dedektoriiniin sematik gosterimi (Swartz, 2010).
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1.5.1.6.2. Diyot Serili Dedektor (PDA)

Olgiimlerin ¢ok hizli yapilmasi gerektigi analizlerde bu dedektdr kullanilir. UV-
Gortiniir bolge dedektorii gibi bu dedektorde spektrofotometrik dl¢iim temeli ile galisir.
Fotodiyot dizisinin uygulandig1 spektrofotometrik dedektoérlerde monokromator, 151k
kaynagi ile 6rnek arasinda degil, 6rnek ile dedektor arasina yerlestirilir (Sekil 26). Bu tiir
bir optik yerlestirmede 151k kaynagindan gelen 1smlarin tiimii birden 6rnege gonderilerek

duyarhilik artirilmig olur. Bu dedektoriin UV-goriinlir bdlge dedektdriinden farki 512
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elementten olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es
zamanli olarak dlgebilmesidir. Bu 6zelligi, kromatogramda yer alan tiim piklerin istenilen
dalga boyu araligindaki spektrumlarini da gosteren ii¢ boyutlu kromatogramlara sahip
olmasindan otiirti numunedeki pik teshislerinin daha giivenilir bir sekilde yapilmasina
olanak saglar. Bu dedektoriin sagladig1 diger dnemli avantaj istenilen dalga boyu araliginda

calisilabilmesidir (Swartz, 2010).
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Sekil 26. Diyot serili dedektoriin sematik gosterimi (Swartz, 2010).

1.5.1.6.3. Floresans Dedektor

Floresans ozellik gosteren bilesiklerin analizinde spektrofotometrik detektorlere
oranla duyarliligi daha fazla olan floresans dedektorler kullanilir. UV detektorlerle
karsilagtirildigida 1000 kat daha ytiksek hassasiyete sahiptir. Bir floresans dedektorii, civa
buhar lambasi1 veya ksenon yiiksek basin¢ lambasi, uyarma ve emisyon monokromatorti,
kare akis hiicresi ve yayilan 1s1may1 giiclendirmek i¢in bir fotogogalticidan olusur (Swartz,

2010).
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1.5.1.6.4. iletkenlik Dedektorii

Bu dedektorler kolondan ¢ikan iyonik haldeki bilesenlerin 6l¢limiinde kullanilir.
Organik bilesikler i¢in uygulanabilirligi diistiktlir. Daha ¢ok anyon ve katyon analizlerinde
kullanilir. Hareketli fazin iletkenliginin diisiik olmasi istenir. Bu sayede olusan giiriiltiide o

denli diisiik olur (Swartz, 2010).

1.5.1.6.5. Kirilma Indisi Dedektorii (RID)

Kirilma indisi dedektorleri, saf eluent ile 6rnek bilesenini igeren eluent arasindaki
kirilma indisi farkini 6lger. Bu dedektorler hemen hemen biitiin maddelere cevap verirler,
fakat diger detektorlerle kiyaslandiginda hassasiyeti diistiktiir. Sicaklik degisiminden
biiyiik dlgtide etkilenirler, bu yiizden sabit sicaklik saglanmalidir. Hareketli faz igindeki
degisimlere duyarli oldugundan, gradient elusyon icin uygun degildir. Seker, trigliserit,

organik asit, farmasotik katki maddeleri i¢in kullanilir (Swartz, 2010).

1.5.1.6.6. Elektrokimyasal Dedektor

En hassas detektorlerden birisidir. Elektroliz sonucu akim 6l¢iilmesi ilkesine dayanir.
Olgiilen akim &rnek maddenin elektrolizi nedeniyle olustufundan kullanilan ¢oziicii
elektrik akimini iletmemelidir. Bu dedektorler indirgenebilen ve ylikseltgenebilen
maddelere cevap verir. Diger dedektorler kadar yaygin kullanilmasa da, elektrokimyasal
dedektorler yiiksek hassasiyete sahiptir. Gradient elusyon i¢in uyumlu degildir (Swartz,
2010).

1.5.1.6.7. Kiitle Spektrometri Dedektorii (MS)

Bu dedektorler kalitatif ve kantitatif ayrimda siklikla kullanilmaktadir. Sivi halde ve
ucucu olmayan karisimlar1 6nce LC sistemden gecirip bilesenlerine ayrildiktan sonra ve
ayrilan bilesenin iyon haline getirdikten sonra kiitle/yiik (m/z) oranlar1 onciiliiglinde ayrim
sonucuna erisilebilinir. Bu sistemlerde dncelikle ayrimin gerceklestigi LC kismindan gelen

hareketli faz uzaklastirilir. Stirekli dairesel sekilde donen ve 1sitilan yiizeye piiskiirtiilerek
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vakumla uzaklastirilabilecegi gibi elektrosprey ve termosprey yontemlerini kullanarak da
uzaklagtirilabilinir. Her iki islemden sonra mevcut bilesenin iyonlarina ayrismasi igin
elektron bombardiman1 (EB), kimyasal iyonlastirma (CI) ve elektrosprey iyonlastirma

(ESI) tiniteleri gibi iyonlastirma kaynaklar1 kullanilir (Swartz, 2010).

1.5.2. Yiiksek Coziiniirliiklii Tarama Yontemleri ve Kombine Teknikler (High
Resolution Screening Methods and Hyphenated Techniques)

Kombine (hyphenated) teknikler (on-line ayirma gifti ve biyokimyasal dedeksiyon
yontemleri), biyoaktif bilesiklerin daha hizli belirlenmesini saglayan yiiksek ¢oziintirliikli
tarama yontemleri (HRS) olarak adlandirilir. Bu yontemde HPLC ile kompleks karisimlar
ayrilir, sonra kolon sonrasi biyokimyasal yontemlerle kompleks karisimda bulunan
bilesiklerin tek tek aktiviteleri belirlenir. Ayn1 zamanda DAD, MS, NMR aktif bilesiklerin
kimligini belirlemek icin kullanilir (Schenk vd., 2003). Bu zamana kadar yapilmais,
literatiirde mevcut olan on-line kolon sonrasi yontem gelistirme formatlari; radikal
temizleyiciler, reseptor ligandlar1 ve enzim inhibitorleri i¢in gelistirilmis ve basarili bir

sekilde uygulanmistir (Shu-Yun vd., 2009).

1.5.3. On-line HPL.C-Biyokimyasal Dedeksiyon Sistemleri

Kompleks karigimlardan biyoaktif bilesenlerin belirlenmesi son zamanlarda {izerinde
en ¢ok ilgi uyandiran bir konudur. On-line HPLC, kolon sonrasi biyokimyasal yontemler
ve paralel kimyasal analizlerle birlikte kiilfetli saflastirma ve sonraki ayirmalara gerek
duyulmaksizin kompleks karigimlardan biyoaktif bilesenler belirlenmektedir (Shu-Yun vd.,
2009).

Kompleks karisimlardan aktif bilesenlerin belirlenmesi zordur. Standart prosediir
(bioassay guided fractionation of complex mixtures ) asagidaki gibidir (Hostettmann vd.,
2001; Robards, 2003).

e Kompleks karigimlarin istenilen biyolojik aktiviteye sahip olup olmadigini
belirlemek icin toplu Dbiyolojik testler tarafindan ayirma isleminin
gergeklestirilmesi,

o Aktivite degerlendirmesini takiben farkli ¢oziiciiler kullanarak ekstraksiyon

yapilmasi,
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e Farkli teknikler kullanarak (silika kolon kromatografisi, preparatif HPLC ve
yiiksek hizli ters akim kromatografisi ) toplu analizleri takiben ayrilan aktif
bilesenlerin yeterli saflikta olup olmadigini belirlemek,

e Aktif bilesenlerin cesitli spektroskopik teknikler kullanilarak ( UV, IR, MS, 1D ve
2D NMR, X-ray difraksiyon ve kimyasal metotlar ) yapisal karakterizasyonu,

o Farmakolojik ve toksikolojik testler.

Kompleks karisimlarin bu sekilde ayrilmasi pahali, zaman alici, yogun is giicii
gerektiren bir durumdur. Bazende seyreltme ve ayristirma yliziinden izolasyon ve
saflagtirma islemi boyunca aktivite kaybina yol agabilir (Hostettmann vd., 2001).

Kompleks karisimlardan yeni aktif bilesenlerin arastirilmasinda daha etkili bir
yaklasim gereklidir. Kromatografiye dayali kombine tekniklerdeki [ HPLC-DAD, HPLC-
tandem MS(MS)? ve HPLC-NMR] yakin gelismeler, kompleks karisimlardan 6n
ayirmalara gerek duyulmaksizin ¢ok sayida yeni ve farkli bilesiklerin eksiksiz
belirlenmesini saglar. On-line kolon sonrasi biyokimyasal yontemler kromatogramlardaki
piklerle iligkilendirilmis biyoaktivitenin belirlenmesinde etkin olmaktadir (Wilson ve
Brinkman, 2007).

Son zamanlarda on-line kolon sonrasi antioksidan belirleme yontemleri yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Enzimlere ve reseptorlere dayali yontemleri igeren kombine

(hyphenated techniques) teknikler daha az yaygindir (Shu-Yun vd., 2009).

1.5.3.1. On-line HPLC-Biyokimyasal Dedeksiyon Sistemleri I¢in Kurulum
Semalar1

Bitkiler ¢cok eski zamanlardan beri ¢ok sayida etkin ilaglarin temel yapi taslarim
olusturmus ve yapisindaki kimyasal c¢esitlilikten dolayr biiyiik oranda gizli kalmis yeni
molekiiler maddelerin kesfi i¢in giiniimiizde halen ¢ekici bir segenek olmaya devam
etmektedir (Butler, 2004). Dogal {iriinlerde bulunan bilesenlerin kimyasal yapilarinin
yaklasik %40°1 halen gilinlimiiziin tibbi kimyasinda ag¢ikliga kavusturulamamistir (Potterat
ve Hamburger, 2006).

Biyokimyasal dedeksiyon yontemleri (BCD), biyokimyasal reaksiyonlara dayali
biyoaktiflerin dedeksiyonu olarak tanimlanabilir. Bu testler uzun uzun ayristirma ve
izolasyon prosediirlerine gerek kalmaksizin, ekstraktlardaki veya karigimlardaki biyoaktif

bilesenlerin hizl1 bir sekilde tanimlanmasi i¢in kullanilir. Bu tip tarama prosediiriiniin giicii
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In-vitro testlerin Oniinii kesmesine dayandirilabilir. Ciinkii spesifik hastalik markoriine
kars1 aktivite gosteren yeni hedef bilesiklerin daha fazla izole edilmesine ve test edilmesine
ihtiya¢c  duyulur. Bitki ekstraktlarindaki  biyoaktif bilesenleri tanimlamak igin
afinite/aktivite bazli biyokimyasal dedeksiyon yontemleri enzim afinite/aktivite
dedeksiyonu (EAD), reseptor afinite dedeksiyonu (RAD), metabolit goriintiilleme sistemleri
ve antioksidan aktivite yontemleri olarak siniflandirabiliriz (Malherbe vd., 2012).
HPLC-BCD sistemlerinin kurulumlari, spesifik amaclar i¢in optimizasyona veya
ilgili arastirma grubunun tercihine bagh olarak degisir. Fakat belirli yontem tiirlerine uyan

birkag temel kurulum semalar1 mevcuttur (Sekil 27-30).

Realktif

(I

1. Dedektor Reaksiyon Sarmali 2 Dedektor

(—

Kolon

Sekil 27. HPLC-BCD sistemleri i¢in temel kurulum semasi

Sekil 27°de verilen kurulum semas1 ¢ogu on-line antioksidan yontemlerde kullanilan
en basit kurulum semasidir. HPLC eluentini bolen bir akig boliicii (flow-splitter) yoktur ve

yalnizca tek bir reaksiyon sarmalina sahiptir.
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1. Dedektér Substrat

(D)= (O

1. Reaksiyon Sarmalt 2 Reaksiyon Sarmali 2. Dedektor

Ak Boliicin

Enzim

Sekil 28. EAD ve RAD yontemleri i¢in homojen kurulum semasi

Bazi on-line antioksidan yontemlerin yanisira, birgok EAD ve RAD yontemleri
HPLC eluentini bolmek i¢in akis boliicii kullanirlar. Akisin bir kismi dogrudan BCD
sistemine gider, kalan kismi bilesiklerin belirlenmesi i¢in kullanilan ilave detektorlere
baglanir ya da atik kabima yollanir. Bu tip yontemler ayrica substrat ilavesinden once
inkiibasyon sarmalindaki reseptorler ya da enzimler ile HPLC eluentinin 6n inkiibasyonunu

icerir. EAD ve RAD yontemleri homojen yontemler olarak siniflandirilabilir (Sekil 28).

1. Dedektor Substrat

(-0

Akag
i 4 rsivion Sarma b
Baliici 1. Reaksiyon Sarmal 2 Reaksivon Sarmali g
E|
-
Enzim
2. Dedekror

Sekil 29. HPLC-BCD sistemleri i¢in heterojen kurulum semasi



37

Sekil 29°da daha ileri bir saflagtirma basamagina ihtiyag duyulan baglanmis ya da
baglanmamis ligandlari birbirinden ayirmak i¢in kullanilan kurulum semasi bulunmaktadir.

Elde edilen sinyal yogunlugunda géze ¢arpan bir farklilik vardir.

HPLL
Gradicnt

Kofakior Enzim  Substrat
Ohzanik . Sulu
Ak

Valf | Biliicii

Kolon
Valf 2 Kan Fa: 1. Dedekiar
Ekstraks

XXX'."@HM@"E"'

Reaksivon Sarmal

Otomank Numune
Enjektani

Sekil 30. Metabolit goriintiileme yontemlerinde kullanilan kurulum semasi

Metabolit goriintiileme yoOntemleri, metabolizma sisteminin otomatik numune
enjektorii ve HPLC gradiyent pompa arasina eklenen bir kurulum kullanirlar. Bu sistem
BCD sistemlerle birlestirilmis reaktifler ve reaksiyon sarmalina ilave pompalar igerir.
Numunenin enzim kaynagi ve kofaktorlerle reaksiyonundan sonra reaksiyon karisimi
capraz akis filtrasyon cihazi ile filtrelenir. Sonra reaksiyon karisimi HPLC ayrimindan
once kat1 faz ekstraksiyon kolonunda tutulur. (Sekil 30).

Farkli kurulum semalarina ragmen, bahsedilen HPLC-BCD yontemlerinin herhangi
birinin basarili bir sekilde gelistirilmesi i¢in hala baz1 genel degerlendirmeler vardir.

Oncelikle, kromatografik ¢oziiciiler nadiren de olsa enzim, reseptdr gibi biyolojik
materyal ile uyumlu olabilir ve antioksidan ya da inhibisyon reaksiyonlara miidahale
edebilir.

Bu yiizden akis sistemlerinin kurulumu, ya ters gradiyentlerin miktar1 boyunca
organik ¢oziicii miktarin1 sabit tutmak, ya da ¢6ziicii olarak kullanilan tampon ilavesi
boyunca inhibitdr konsantrasyonunu farkedilebilir bir degerin altinda tutmaktir (Malherbe
vd., 2012).
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1.5.3.2. Laboratuvarimizda Gelistirilen On-line HPLC-BCD Yoéntemleri

Laboratuvarimizda farkli amaglar i¢in gelistirilmis on-line HPLC-BCD yo6ntemleri
mevcuttur. Onlardan ilki Sekil 31 de verilen on-line HPLC-FRAP antioksidan belirleme
yontemidir (Arslan-Burnaz vd., 2017). Bu yontem ilk defa gelistirilerek, kullanilan 15
standardin ve numunelerdeki antioksidan bilesiklerin aktivitelerinin ayni anda
gorlintiillenmesi amaglanmistir ve yontem optimizasyonu saglanarak bitki numunelerine
uygulanmistir. Gelistirilen bu yOntemin antioksidan cevap ve giriiltii ac¢ilarindan
literatiirdeki ABTS ve DPPH yontemlerine gore tstiinliik sagladigi goriilmistiir. Boylelikle
bitki ve gida numunelerindeki bilesenlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi igin
yontemin uygun oldugu goriilmiistir. Bu yontemle birlikte, literatiire on-line HPLC-

antioksidan yontemlerinden bir yenisi daha kazandirilmistir.

Hareketli Faz
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P ! i I:I -+ Segilen dalga boyundaki
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Y Bilgisayar
Frap Cozeltisi Reaksiyon 4+ | "l‘ \‘
Siringa Pompasi Sarmal : L JUL L
1 FRAP enjeksiyonu sonrasi
UV Dedektorii : Kromatogram ( 595 nm)
1

Sekil 31. On-line HPLC-FRAP antioksidan yontemi igin kurulum semasi (Arslan-
Burnaz vd., 2017).

Laboratuvarimizda diger gelistirilen yontemlerden birisi de on-line HPLC indikator
tayin yontemidir. Bu yontemle birlikte karisimlarda bulunan indikator ozellige sahip
bilesenlerin belirlenmesi amaglanmistir ve literatiire ilk defa bir on-line HPLC-indikator
yontemi kazandirilmistir. On-line olarak HPLC sistemine kombine edilmis pompa ve
dedektor yardimiyla, fenol kirmizisi ve bromotimol mavisi standart olarak kullanilarak
yontem gelistirilmistir. Daha sonra mor lahananin sulu ekstraktina uygulanarak bu

bitkideki indikatdr 6zellige sahip bilesenlerin belirlenmesinde kullanilmistir ve yapilan
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analizler sonucu bu bitkinin indikator 6zelligine sahip en az 3 bilesene sahip oldugu
goriilmiistiir.  Gelistirilen bu yeni on-line HPLC yontemiyle birlikte dogal pH
indikatdrlerinin tespiti daha kisa siirede saglanmistir (Dogan, 2015).

Yine laboratuvarimizda HPLC ile proteinlerin ayrilmasinda deteksiyon amacli yeni
bir on-line yontem gelistirilerek gida ve ilag analizinde uygulanmistir (Sekil 32). Bu
yontem gelistirilirken UV-Vis spektrofotometrik protein tayin ydntemlerinin taramasi
yapildiktan sonra, iistiin validasyon 6zelliklerine sahip olanlarin HPLC’ ye uyarlamasi
yapilmistir. Kolon sonrasi sisteme siringa pompayla reaktif gonderilerek kantitatif protein
tayininin yapilabilecegi on-line HPLC-Bradford protein tayin yontemi gelistirilerek
gosterilmis ve gida (jelatin proteini) ve biyofarmasdtik ilag (insiilin, immiinglobulin G

proteinleri) numunelerine uygulanmistir (Eyupoglu, 2017).
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Sekil 32. HPLC ile proteinlerin ayrilmasinda deteksiyon amagli on-line yontemin
kurulum semas1 (Eyupoglu, 2017).

1.5.4. On-line HPLC-Enzim Aktivite Dedeksiyonu (HPLC-EAD) ile Ilgili
Literatiir Arastirmasi

Cesitli  off-line  yontemler enzim-inhibitér aktivitesinin  belirlenmesi i¢in
gelistirilmigtir. Nispeten basit, hizli ve kolay olan bazi yontemlerin biyokimyasal
dedeksiyon sisteminde uygulanmasi miimkiindiir (Shi vd., 2009).

Ingkaninan ve arkadaglar1 bitkilerden asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorlerini
arastirmak icin AChE' ye dayali bir BCD yontemi gelistirmislerdir (Ingkaninan vd., 2000a;
2000b). Kompleks karigimlardan AChE inhibitorlerini on-line, kolon sonrasi kolorimetrik

test ile belirlemek i¢in Ellman’s reaktifi kulanilmistir. Antioksidan on-line testlerle
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kurulumu aynidir. Reaktifler araliksiz karistirildigr zaman 405 nm’de sari iiriin 5-tiyo-2-
nitrobenzoat belirlenmistir. AChE enziminin inhibitorii sisteme enjekte edildigi zaman,
negatif pikler goriilmiistiir. AChE’ nin iyi bilinen galantamin inhibitorii ile yeni bir AChE
inhibitérii olan ungiminorin soganli bir bitki tiiri olan Narcissus bitkisinin alkolik
ekstraktlarindan belirlenmistir (Ingkaninan vd., 2000b). Ingkaninan ve arkadaslart % 10
asetonitril ve % 0,25 asetik asitten daha fazlasini sistemin tolere edemeyecegini
gostermistir. Ciinkii bu orandaki ¢oziiciilerin enzim aktivitesinin neredeyse % 90’ 11
inhibe ettigini gostermislerdir. Metanol spesifik olmayan baglanmalar1 da azalttigi icin
nispeten bu enzim ile gelistirilen yontem icin daha uyumlu oldugu gdosterilmistir
(Ingkaninan vd., 2000b).

Rhee ve arkadaslart FIA (Flow Injection Analysis) modunda AChE inhibitorlerinin
saptanmast i¢in bir florometrik yontem gelistirmislerdir. Bu enzimin inhibitdrlerinin
florometrik yontem ile belirlenmesinde florojenik substratlar kullanilmigtir. Enzim
inhibisyonu iki basamakli islemle 6l¢iilmiistiir. AChE reaksiyonunun iiriinii olan tiyokolin
florojenik substratla tepkimeye girmis ve florosen tiyoeter iirliniinii vermistir. Florosan
bilesikler daha sonra enzim aktivitesini belirlemek icin florometre kullanilarak
belirlenmistir. % 30 metanol ya da % 5 asetonitril varliginda % 70 enzim aktivitesi
gostermistir. Peristaltik pompalar kullanilarak sisteme substrat ve enzim gonderilmistir.
Cesitli orijinli yirmi dokuz bitki 6ziitli, AChE'ye karst yiiksek inhibisyon aktivitesi
gostermistir (Rhee vd., 2003).

Li ve arkadaglari, mayadan a-glukozidaz kullanarak kolorimetrik yonteme dayanan
bir HPLC-BCD yo6ntemi gelistirmislerdir. Ters fazli HPLC ve DAD kullanilarak, pu-erh
cayl, kartal ¢ayr ve Radix glisyrrizaz’ i metanolik ekstraktlari, o-glukozidaz
inhibitorlerinin varli§i acgisindan incelenmistir. a-glukozidaz inhibitorlerinin es zamanl
olarak belirlenmesi i¢cin ESI-MS dedeksiyonu kullanilmistir. Enzim ve substrat, HPLC
eluentinden ayrilan bir akisa 1:1 oraninda eklenirken, organik modifikatoriin (metanol)
konsantrasyonunu sabit tutmak i¢in ters gradient kullanilmistir. % 30'un altindaki metanol
konsantrasyonlari, a glukozidaz enzimi {lizerinde anlamli bir etkiye sahip degilken, % 30
asetonitril, aktiviteyi nemli dl¢lide inhibe etmistir (Li vd., 2010).

Van Elswijk ve arkadaslar siit hidrolizatlarindan ACE (Anjiotensin Dontistiiriicii
Enzim) inhibitorlerini belirlemek i¢in bir floresans yontem gelistirmislerdir. HPLC eluenti,
es zamanli olarak miktar tayini ve kimlik belirlenmesi i¢in bir ESI Q-TOF MS'e, biyolojik

aktif maddeleri tespit etmek i¢in de BCD sistemine ayrilmistir. Floresanda bir artisa neden
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olmasi i¢in ACE tarafindan boéliinebilen bir florojenik substrat olan 0-aminobenzoik asit-
fenilalanin-arginin-lisin-dinitrofenol-prolin kullanilmistir. 320 nm ve 420 nm uyarma ve
emisyon dalga boylarinda biyokimyasal reaksiyonu izlemek i¢in bir floresans detektor
kullanilmistir. Arastirilan siit hidrolizatlarinda ACE inhibe potansiyeli olan 20 biyoaktif
peptid varlig1 gézlemlenmistir. Peptidlerin tanimlanma islemleri, Q-TOF MS parcalanma
profillerine ve bir protein veritabanina kiyasla yapilmistir (Elswijk vd., 2003).

Kool ve arkadaslari, sitokrom P450 1A1/1A2 kaynagi olarak B-naphtoflavone (B-NF)
ile uyarilmis sican karacigeri mikrozomlar1 ile enzim afinite yontemi gelistirmislerdir.
Substrat olan epoksiresolufin, CYP 1A1/1A2 ile, resorufine donistiriliip, On-line
floresans dedeksiyon ile reaksiyon takip edilmistir. Yontemin optimizasyonu bilinen yedi
ligand ile FIA modunda gerceklestirilmistir. % 50 inhibisyon (ICsp) elde etmek igin
gereken konsantrasyon degerleri saglanmistir. Analizi yapilan deterjanlar (saponin,
sodyum kola ve Tween 20 ve 80) ile PEG polimerleri (PEG 6000 ve 3325) arasinda
yalnizca Tween 20 ve 80, mikrosomlarin aktivitesi lizerinde inhibisyon goéstermemistir.
Metanol % 3-6 ve asetonitril % 1-3 oranlarindayken HPLC ayriminda kullanilabilecegi
gosterilmistir. Organik ¢oziicli konsantrasyonlarinin optimal seviyede tutulmasi i¢cin HPLC
eluentine bir ters-gradient eklenmistir (Kool vd., 2005).

Diger gelistirilen HPLC-EAD yontemleri ve ilgili terapdtik alanlari Tablo 1°de

verilmigtir.

Tablo 1. Gelistirilen HPLC-EAD yontemleri ve biyoaktiflerin ilgili terapdtik alanlari
(Malherbe vd., 2012).

EAD Testleri Dedeksiyon Tlgili Terapétik Alanlar
UV-Vis, 405 i urama, - Parkincon
Asetilkolinesteraz inhibitorleri  FL, Aex 406nm, Aem 505 nm o )
hastaligi,  ataksi  ve
ESI-MS . . : .
miyasteni gravis tedavisi
o-Glukozidaz inhibitorleri  UV-Vis, 405 nm Tip I diyabet
hastaliginin tedavisi
Anjiotensin 1 doniistiirticii FL, Aex 320 nm, A 420 Nm HlpertanSJyon, . ka!p
enzim rahats1zl181, diyabetik

nefropati tedavisi
FL, Xex 530 nm, Aem 586 nm

Karaciger sitokrom P450 Kanserden korunma

ligandlar1 FL, Xex 530 nm, Aem 590 Nm
FL, Aex 530 nm, Aem 580 Nm
Glutatyon-S-transferaz FL, Aex 290 nm, Aem 465 Nnm  Antikanser tedavilerinin

inhibitorleri gelistirilmesi
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Tablo 1’in devami

EAD Testleri Dedeksiyon Tlgili Terapotik Alanlar
Serin proteaz inhibitdrleri FL, Aex 342 nm, Aem 440 nm  Tromboz tedavisi
HIV-proteaz inhibitdrii FL, Aex 340 nm, Aemy 490 nm  AIDS tedavisi
Hipertansiyon, damar
Fosfodiesteraz inhibitorleri FL, Xex 280 nmM, Aem 460 Nm  rahatsizliklar1 ve astim
tedavisi
Kinaz / fosfataz inhibitorleri FL, Aex 425 nm, Aemy 464 nm  Yeni ilag hedefleri
FL, Aex 355 +4 nm, Enflamatuar hastaliklarin

MAP-kinase inhibitors dam 405 45 nm tedavisi

Literatiirde, gelistirilen HPLC-EAD yontemleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda
Karbonik anhidraz (CA) inhibisyonu ile ilgili herhangi bir calisma mevcut degildir.
Yapilan bu calismada, CA inhibisyonu yéntemi on-line HPLC’ye uyarlanmstir. Tk defa
gelistirilmis olan bu on-line HPLC-CA inhibitér belirleme yontemi CA’ nin standart
inhibitorleri olan asetazolamid, siilfanilamid gibi inhibitorler kullanilarak optimize edilip,
bitki ekstraktlart HPLC ile bilesenlerine ayrilip, DAD dedektorii ile kromatogramlari
belirli bir dalga boyunda belirlendikten sonra, bu sartlar kullanilarak karbonik anhidraz
sisteme siirekli enjekte edilip elusyon takip edilirken bir sonraki enjeksiyon noktasindan
sisteme substrat eklenerek enzim aktivitesi ve eluattaki bilesenlerin bunlara etkisi bir UV
dedektor aracilign ile takip edilmistir. Yeni gelistirilen yontem, yiikksek CA inhibisyon

etkisi gosteren bitki ekstraktlarina uygulanmistir.

1.6. Calismada Kullamlan Bitkiler ve Ozellikleri
1.6.1. Ebegiimeci (Malva sylvestris)

Mallow olarakta bilinen Malva sylvestris haziran ve eyliil aylar1 arasinda gigek agan,
cok yillik otsu bir bitkidir. Uzun sapl ve tiiylii yapraklar1 vardir. Cigekleri leylak renklidir.
Kuzey Afrika ve Asya’ da bulunur. Yaralanmalarin yanisira sindirim sistemi, solunum
sistemi gibi ¢esitli sistemlerin bozukluklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bitkinin
biyolojik aktivitesi yapisindaki polifenoller. C vitamini, E vitamini, beta-karoten ve diger

onemli fitokimyasallar gibi antioksidanlara baglanabilir (Barros vd., 2010).
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Sekil 33. Ebegiimeci (Malva sylvestris), (Gasparettoa vd.,
2011).

1.6.2. Zerdecal (Curcuma longa)

Anavatant Dogu Asya’ dir. Afrika, Endonezya, Hindistan, Srilanka gibi tropikal
bolgelerde yetisir. Cok yillik bir bitki olan zerdecalin yapraklari, mizrak seklinde, cicekleri
sar1 renklidir. Zerdecal c¢ok eski zamanlardan beri kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
engelleyebildiginden dolay1 kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica kagit, deri, gida,

kozmetik gibi alanlarda boyar madde olarak kullanilmaktadir (Aggarwal, 2008;
Kunnumakkara vd., 2008).

Sekil 34. Zerdegal (Curcuma longa), (Yilmaz, 2011).
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1.6.3. Sumak (Rhus coriaria)

Anacardiaceae familyasindan olan sumak Rhus cinsi olarak adlandirilir. En yaygin
tiriic Rhus coriaria olmakla birlikte 150° den fazla tiirii bulunmaktadir. Cali ya da kiigiik
agag tipi bir bitkidir. Ulkemizde de basta Akdeniz Bélgesi olmak iizere gesitli bolgelerde
yetismektedir. Kisin dokiilen tiiylii yapraklari, sonbaharda kirmiziya doner. Yapraklarinda
fazla miktarda antosiyanin, flavon ve organik asit bulunmaktadir. Sumagin baharat olarak
kullanimi igin 6nce kurutulur, sonra sofra tuzu ile 6giitiiliir. Eksimsi, buruk bir tadi vardir.
Iceriginde bulunan fitokimyasal bilesikler antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklere
sahiptir. Bu bitkinin yaprak ve meyveleri ¢cok eski zamanlardan beri ilag hammaddesi

olarak kullanilmaktadir (Mavlyanov vd., 1997).

Sekil 35. Sumak (Rhus coriaria), (Abu-Reidah, 2014).

1.6.4. Kusburnu (Rosa canina)

Rosaceae familyasi igerisinde yer alan kusburnu, halk arasinda yabangiilii, giil elmasi
gibi isimlerle de bilinmektedir. Avrupa, Orta ve Bat1 Asya’ da yetismektedir. Ulkemizde
de en yaygin Tokat, Glimiishane, Erzurum, Kars ve Sivas yorelerinde yetismektedir.
Soguga ve kurakliga olduk¢a dayanikli bir bitkidir. Tiiysiiz yapraklara, dallarinda giiclii
dikenlere sahiptir. Ilkbaharda yapraklar: agar, kisin dokiiliir. Haziran ayinda cicek acar ve
yirmi giin sonra meyveye doniigiir. Sonbaharda olgunlasir. Olgunlasan meyvelerin igi
tiiylli, renkleri parlak kirmizidir. Mineraller ve C vitamini acisindan oldukc¢a zengindir.
Ayrica onemli miktarda karotenoid, folik asit, fenolik bilesikler ve dnemli yag asitlerine

sahiptir (Montazeri, 2011).
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Sekil 36. Kusburnu (Rosa canina), (Aydemir, 2012).

1.6.5. Zencefil (Zingiber officinale)

Zingibeaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yumru kéke sahip olup, bu
bitki toprak altinda yetisir. Baharat olarak kullaniminin yanisira, mide bulantisini giderici,
sindirime yardimci, dis ve bas agrilarini Onleyici, pihtilasmayi diizenleyici olarak
kullanilmaktadir. Tropikal ve subtropikal bolgelerde yetistirilmektedir. Endonezya,
Nijerya, Hindistan, Cin ve Tayland zencefil yetistiriciliginde ilk siradadirlar. Koklerinde
gingerol ve soagol bulunur ve bu maddeler polifenolik maddelerdir ve yiiksek antioksidan
etkiye sahiptir. Yapisinda A vitamini ve kalsiyum, ¢inko, bakir, fosfor, demir, manganez

gibi mineralleri bulundurur (Ding vd., 2013).

Sekil 37. Zencefil (Zingiber officinale), (Arslan, 2014).
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1.6.6. Keciboynuzu (Ceratonia siliqua)

Leguminoseae familyasina ait, ¢ok yillik bir bitkidir. Akdeniz ikliminin goériildiigii
bolgelerde yetismektedir. Ulkemizde ise akdeniz ikliminin gériildiigii Anadolu’ nun giiney
ve bat1 kesimlerinde yetismektedir. Ke¢iboynuzu agaci 10 m uzunlugunda koyu renkli ve
dayanikli dallara sahiptir. Giiglii kok yapis1 sayesinde ¢ok az suya gereksinim duymaktadir.
Bu yiizden kuraklikta bile meyve verebilmektedir. Agacinin yapraklari 4-5 cm
biiyiikliigiinde oval, agik yesil renkte olup, kisin yapraklarii dékmemektedir.
Kegiboynuzunun agaci, meyvesi ve tohumlarinin beslenmede Onemli bir yeri vardir.
Yiiksek seker iceriginden dolayr meyvesinin rengi kahverengidir. Keciboynuzu lifinin
hiperkolesterolemi hastalarda kolesterol diisiiriicii etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Yapisindaki polifenoller sayesinde antioksidan etkiye sahiptir. Yiiksek sodyum ve
potasyum icerigi sayesinde karaciger ve akciger lizerine ¢ok yararl etkileri bulunmustur

(Karkacier ve Artik, 1995).

Sekil 38. Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua), (Aydin, 2011).

1.6.7. Ballibaba (Lamium purpureum)

Lamiaceae familyasindan Lamium cinsini olusturan bitki tiiriidiir. 20-50 cm arasinda
dikine yiikselen, yapraklari kalp, yumurta veya mizrak seklindedir. Cicekleri yaprak
saplarinin lizerinde yer alip, gévdenin kenarina halka gibi oturmus ve bu halka {izerinde 6-
12 adet ¢igekten meydana gelir. Ballibaba verimli topraklarda yetisir, soguga karst oldukca

dayaniklidir. Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’ nin iliman bdélgelerinde ve Tiirkiye’ de ise
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Marmara, Karadeniz ve Dogu Anadolu’ da yetisir. Ulkemizde 27 tiirii tespit edilmistir.
Eflatun ¢icekli olan1 en yaygin olanidir. Solunum yolu hastaliklarina ve gaz sikayetlerinde

etkin oldugu bildirilmistir (Cerrahoglu, 2014).

Sekil 39. Ballibaba (Lamium purpureum), (Cerrahoglu, 2014).

1.6.8. Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum)

Hypericaceae familyasina ait olan sari kantaron, kanotu, kilicotu, yaraotu gibi
degisik isimlerle anilan ¢ok yillik c¢ali veya ot seklinde olan sar1 ¢igekli bir bitkidir.
Hypericum cinsinin Tiirkiye” de 70 tiirii vardir, diinyada ise 400 farkl tiiri vardir. Yazin
kurak, kigin nemli olan bdlgelerde yetisir. Yiizyillardir travma, yanik, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlarin tedavisinde, romatizma da geleneksel ilag¢ olarak kullanilmaktadir. Bu bitki
yapisinda flavonoidler, prosiyanidinler, esansiyel yaglar, aminoasitler ve tanninler igerir

(Bombardelli ve Morazzoni, 1995).
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Sekil 40. Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum), (Celikkol, 2015).

1.6.9. Karayemis (Prunus laurocerasus)

Rosaceae familyasina ait olan karayemisin tlilkemizde yaygin olarak kullanilan adi
“taflan”dir. Basta Avrupa’ nin giiney dogusu, Balkanlar ve Kuzey Iran olmak iizere
diinyanin ¢esitli bolgelerinde yetismektedir. Karadeniz’ in dogu bdlgeleri, Kafkaslar,
Toroslar, Kuzey ve Dogu Marmara’ da yaygin olarak bulunur. Her mevsim yesil kalan
yapraklar1 6 metreye kadar boylanan ¢ali seklinde bitkilerdir. Meyveleri koyu kirmizi veya
siyah renktedir. Yapisinda antioksidan 6zellige sahip fenolik bilesikler i¢erir. Bu fenolikler
serbest radikallere kars1 korur (Capanoglu vd., 2011).

Sekil 41. Karayemis (Prunus laurocerasus), (Dogu, 2014).
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1.6.10. Adacay (Salvia officinalis)

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait olan adagaymin kokeni, Akdeniz ve
cevresidir. Ulkemizde ise giiney sahillerimizde yetismektedir. Tiiylii, uzun grimsi yesil
renkte yapraklara sahiptir. 30-70 cm boyunda olup, menekse renkli ¢igeklere sahiptir.
Adagay1 cok eski zamanlardan beri ilag bitkisi olarak kullanilmaktadir. Tibbi aromatik
bitkiler igerisinde 200 cesit, 3000 tiir icerigi ile onemli bir yere sahiptir. Yapisinda bulunan
biyoaktif bilesenler ve bunlarin yiliksek antioksidan aktivitelerinden dolay1 saglik iizerine
bilinen bir¢ok olumlu etkisi vardir. Kanser tedavisinde, timor olusumunu engelleyen

aktivitesi nedeniyle gii¢lii bir potansiyele sahiptir (Martins vd., 2015):

Sekil 42. Adagay1 (Salvia officinalis), (Baki, 2009).

1.6.11. Sarimsak (Allium sativum)

Alliaceae familyasina ait olan sarimsak, lezzet verici bir besin maddesi olarak
yemeklerde kullanilmaktadir. Yapisinda vitaminler, amino asitler, proteinler, flavonoidler
ve cesitli antioksidanlar gibi 200’den fazla bilesen tespit edilmistir. Sarimsak reaktif
oksijen tiirlerini temizleme, lipit peroksit olusumunu ve LDL (Diisiik Yogunluklu Lipit)
oksidasyonunu inhibe etme 6zelligine sahiptir. Sarimsagin ayrica, kan sekerini diizenleyici

ve antihipertansif 6zellikleri oldugu goriilmiistiir (Banerjee, 2003).
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Sekil 43. Sarimsak (Allium sativum), (Banerjee, 2003).

1.6.12. Karanfil (Syzygium aromaticum)

Myrtaceae familyasina ait olan karanfil, Syzygium cinsine aittir. Karanfil baharati,
Syzygium aromaticum agacindan, karanfil ¢i¢ekleri ise Dianthus petraeus bitkisinden elde
edilir. Dort mevsim yesil kalan karanfil agacinin boyu 10- 20 m uzunluga kadar yetigebilir.
Anavatant Endonezya’ dir. Baharat olarak tiim diinya mutfaklarinda kullanilir. Baharat
%15-20 oraninda ugucu yag, %10 oraninda sabit yag ve %13 oraninda tanen igerir. Ojenol
baharata tipik kokusunu ve tedavi edici dzelligini veren fenolik yapidaki ana bilesendir. lyi

derecede antiseptik 6zelligi vardir (Adefegha ve Oboh, 2012).

Sekil 44. Karanfil (Syzygium aromaticum), (Kutlu, 2013).
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1.6.13. Maydanoz (Petrosellinum crispum)

Apiaceae familyasina ait bir bitki olan maydanoz iki yilliktir ve kiltiirii yapilir.
Maydanoz bitkisinin tohumlar1 ditiretik etkiye sahiptir ve yiiksek esansiyel yag
kapasitesine sahiptir. Maydanozun yapisinda flavonoidler, askorbik asit, karotenidler,
tokoferol ve ucgucu bilesikler bulunmaktadir. Bu bitkinin yapraklari, kokleri ve tohumlari
tipta anemi tedavisinde kullanilmaktadir. Cay olarak yiiksek tansiyonu kontrol altina almak
amactyla tiiketilmektedir. Ayrica burun akintisinda, kulak agrisinda, deri kizarikliklarinda

ve agrilar1 azaltici olarak da kullanilmaktadir (Sagan vd., 2006).

Sekil 45. Maydanoz (Petrosellinum crispum), (Sagan vd., 2006).

1.6.14. Lavanta (Lavandula officinalis)

Lamiaceae familyasindan olan lavanta, ¢ok degerli bir ugucu yag bitkisi olup, basta
Akdeniz ve Balkan iilkeleri olmak iizere, en fazla Giiney Avrupa'nin ve Kuzey Afrika’nin
Akdeniz'e komsu olan iilkelerinde yetismektedir. Familyanin 6nemli bir gen merkezi
Tiirkiye olup, bitkinin gévdesi 4 koseli, yapraklar basit veya pargali haldedir. Yapraklarin
koltugunda bulunan ¢igekler sik kiimeler halinde bulunur. Cay ya da baharat olarak
kullanimlar1 mevcuttur. Yapraklarinda flavonoitler, triterpenoitler ve 2-hidroksisinnamik
asit esterleri bulunmaktadir. Ayrica kumarin tiirevleri, steroller, triterpenler, rosmarinik
asit, kafeik asit ve ferulik asit bulunur. Tip, eczacilik, gida ve kozmetik gibi alanlarda

oldukga &nemli bir yer tutar (Duman-Ozler, 2017).
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Sekil 46. Lavanta (Lavandula officinalis), (Duman-Ozler, 2017).

1.6.15. Nane (Mentha piperita)

Lamiaceae familyasinda yer alan nane, ¢ok eski bir kiiltlir bitkisidir. Bu Mentha
tiirleri; cok eski zamanlardan beri bir¢ok uygarlikta kullanilmasinin yaninda, Osmanli ve
Tiirk tibbinda da her tiirlii hastaligin tedavisinde kullanilan bir bitki olmustur. Mentha
piperita diinyada da kiiltiirii yapilan nane tiiriidiir. Nane yapisinda bulunan fenolik
bilesiklerden dolay1 antioksidan, anti bakteriyel, anti inflamator gibi biyolojik aktiviteler

gostermektedir (Shen vd., 2011).

Sekil 47. Nane (Mentha piperita), (Cayir, 2014).



53

1.6.16. Mercankosk (Origanum onites)

Labiatae familyasmin énemli bir iiyesidir. Ulkemizdeki 21 origanum tiirii arasindaki
mercankdsk veya Istanbul kekigi olarak bilinen Origanum onites L. 6nemli ihrag iiriinleri
arasindadir. Yar1 ¢alimsi, 65 cm’ye kadar boy veren, sert tiiylii bir bitkidir. Tiirkiye’de
genellikle baharat ve g¢esni olarak kullanilmaktadir. Bitkinin ugucu yaginin antioksidan

aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur (Aysel, 2008).

Sekil 48. Mercankosk (Origanum onites), (Aysel, 2008).

1.6.17. Kina (Lawsonia inermis)

Lythraceae familyasindan bir bitkidir. Iki yillik, otsu ve ¢ok dalli kiiciik bir agactir.
Boyu 2-6m arasinda, yapraklan kiiciik, 1,5-5cm uzunlugunda, 0,5-2cm genisliginde,
yesilimsi kahverengi, eliptik ve kisa saphidir. Boya ve siis bitkisi olarak Kuzey Afrika,
Gilineybati Asya ve Hindistan’da yaygindir. L. inermis yapraklarinin turuncu-kirmizi
boyast vardir ve sag, tirnak, el, ayak boyamasinda kullanilir. Kinanin ayrica
antiinflamatuvar, analjezik, antibakteriyel, antiviral, antikanser o6zelliklerinin de oldugu
gosterilmistir. Yapisinda, mannitol, tannic asid, gallic asid, glukoz ve ugucu yaglar

bulunmaktadir (Berenji, 2010).
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Sekil 49. Kina (Lawsonia inermis), (Goziiboyiik, 2013).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Calismalarda kullanilan cihazlar ve malzemeler KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii

Biyokimya Arastirma Laboratuvarlarindan ve KTU Saglik Bilimleri Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir. Kullanilan cihazlar ve

malzemelerin satin alindiklar1 firmalar1 gésteren bilgiler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismalarda kullanilan cihazlar, malzemeler ve markalar

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Marka

Buzdolab1 (+4°C)

Buchner hunisi

Derin dondurucu (-18°C)
Elektroforez Sistemi ve Goriintiileme
Etiiv

Hassas Terazi

HPLC (Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi)

Isiticili manyetik karistiric
Kolon

Kurutma makinesi
Mikropipet

Ogiitiicii (Blender)

pH metre

PTFE (Poly Tetra Fluoro Ethylene)
Tubing

Rotary vakum evaporator
Santrifii

Sogutmali santrifiij

Su banyosu

Siringa

Siringa pompast
Ultrasonik banyo

UV-Vis Spektrofotometre
Vorteks karistirici

Argelik

IsoLab

Vestel

Biorad

Binder ve Niive FN 120

Mettler Toledo MS204

Agilent 1100 Series Degasser (Gaz giderici)
Agilent 1100 Series Quad Pump (Dortlii Pompa)
Agilent 1100 Series VWD (Ultra Viyole dedektor)
Agilent 1200 Series DAD (Diyot serili dedektor)
Heidolph/MR 3001 K Hei-standard

C18, Hichrom (250 mm * 4,6 mm i.d., 5 pm partikiil)
Fantom

Gilson (10-100 puL) & (100-1000 uL)

Waring Commercial Blender

InoLab pH/ION/Cond 750

Supelco

Heidolph

Universal 320 R Hettich/Zentrifugen
Beckman Coulter Allegra 64R

Bibby R 100B

Hsw Norm-Ject 2-Part (20 mL) & (50 mL)
Goldman syringe pump

Bandelin

ATI Unicam UV?2

IKA® Vortex Genius 3
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin iiretici firmalar1 Tablo 3’ de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiretici firmalari

Kimyasal Ad Uretici Firma
2-merkaptoetanol Merck
Akrilamid karisimi (%40°1ik) Biorad
Amonyum Persiilfat (APS) Merck
Asetazolamid Sigma-Aldrich
Aseton Merck
Asetonitril (HPLC grade) Sigma-Aldrich
Asetik asit (CH3COOH) Carlo Erba
Askorbik asit (C vitamini) Sigma- Aldrich
Benzoik asit Sigma-Aldrich
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma
Bromofenol mavisi Sigma
Coomassie Brillant Blue G-250 Serva
Coomassie Brillant Blue R-250 Serva
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Merck
Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich
Elajik asit Sigma-Aldrich
Etanol Merck
Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) Sigma-Aldrich
FeCls Sigma-Aldrich
Ferulik asit Sigma-Aldrich
Folin-Ciocalteu Reaktifi Fluka
Fosforik Asit (H3PO4) Emsure”, Merck
Gallik asit Sigma-Aldrich
Gliserol Sigma
Glisin Sigma
HEPES Ambresco
Hidroklorik Asit (HCI) Merck
Kaffeik asit Sigma- Aldrich
Katesin Sigma- Aldrich
Kloroform Merck
Klorojenik asit Sigma- Aldrich
Kuersetin Sigma- Aldrich
L-Tirozin Sigma-Aldrich

Metanol (HPLC grade)

N,N,N,N-Tetra Metil Etilen Diamin (TEMED)

LiChrosolv®, Merck
Bio-Rad

p-OH benzoik asit Sigma- Aldrich
p-kumarik asit Sigma- Aldrich
p-nitrofenil asetat Sigma-Aldrich
Potasyum Kloriir (KCI) Merck




Tablo 3’iin devami
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Kimyasal Adi Uretici Firma
Protokatekualdehit Sigma- Aldrich
Protokatekuik asit Sigma- Aldrich
Sinapik asit Sigma- Aldrich
Siringaldehit Sigma- Aldrich
Siringik asit Sigma- Aldrich
Sepharose -4B Sigma
Sigir Karbonik Anhidraz (BCA) Sigma
Siyanojen Bromiir (CNBr) Sigma-Aldrich

Sodyum Asetat (NaCH3COO)
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3)

Emsure®, Merck
Emsure®, Merck

Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4) Merck

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Merck

Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck

Sodyum Karbonat (Na2C0O3) Emsure®, Merck

Sodyum Klortir (NaCI) Carlo Erba

Sodyum nitrit (NaNO2) Merck

Sodyum Perklorat (NaCl104) Sigma-Aldrich

Sodyum Siilfat (Na2SO4) Emsure®, Merck

Siilfanilamid Sigma-Aldrich

Siilfirik Asit (H2SO4) Carlo Erba

TPTZ Sigma- Aldrich

Tris (hidroksimetil)-aminometan Sigma

Troloks® Sigma- Aldrich

Vanilik asit Sigma- Aldrich

Vanilin Sigma- Aldrich
2.2. Yontem

2.2.1. Bitkilerin Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bitki se¢imi yapilirken daha oOnce laboratuvarimizda yapilan enzim inhibisyon
calismalarindaki sonuglar dikkate alinmistir. Deneylerde kullanilan bitkiler aktardan temin
edilmistir. Oncelikle, kurutucu iinitesinde bitkilerin nemini ortadan kaldirmak igin 40
°C’de nem tamamen giderilene kadar bekletilmistir. Kurutma isleminin ardindan bitkiler
metal bir 6giitlicii yardimiyla 6giitiilerek her birinden 5 g alinip, 3 farkli ¢oziiciiniin (%100
su, %40 asetonitril, %40 metanol) 50 mL’ sinde, oda sicakliginda agz1 kapali bir sekilde iki
saat silireyle manyetik kanistiricidda  kanstinnlmistir.  Karistirma  isleminin - ardindan

numuneler 6nce adi slizgeg¢ kagidi, ardindan mavi banth siizge¢ kagidi ile sliziilmiistiir.



58

Ardindan tamamen berrak ¢ozelti elde etmek i¢in 0,45 pm por biiyiikliigline sahip siringa
filtrelerden gecirilmistir. Berrak cozeltiler enzim inhibisyon ¢alismalarinda, antioksidan

caligmalarda ve kromatografik ¢calismalarda analizi yapilana kadar -18 °C’de bekletilmistir.

2.2.2. Deneyde Kullanilan Kanin Temini

Insan kani, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Kan
Bankas1’ ndan etik kurul raporuyla temin edilmistir. Kanlarin gerekli testlerden gecirilmis
olmasina dikkat edilmistir. S1gir kani ise, mezbahaneden kesim sirasinda taze olarak alinip,
hem pihtilasma Onlenmesi hem de eritrositler i¢in bir beslenme ortami saglanmasi
amactyla asit sitrat dekstrozlu (ACD) sisede toplanmistir. Daha sonra kanlar bekletilmeden

hemolizatlar1 hazirlanmistir. Deneylerde kullanilincaya kadar -20 ° C*de bekletilmistir.

2.2.3. Enzim Saflastirma Calismalari

2.2.3.1. Afinite Jelinin Sentezlenmesi

Jelin sentezlenmesi i¢in afinite kromatografisi yontemi kullanilmistir. Sepharose-
4B’nin serbest hidroksil gruplari siyanojen bromiir ile aktiflestirildikten sonra tirozin
uzant1 kolu olarak takilmistir. Enzimi yiiksek oranda saflagtirmak i¢in, spesifik bir CA
inhibitorii olan siilfanilamidin diazolanarak tirozine kenetlenmesi saglanmistir (Kohn ve
Wilchek, 1978). Bu jel daha 6nce hCAI, hCAIl ve BCA enzimlerinin saflastirilmasinda
basaril bir sekilde kullanilmistir (Arslan vd., 1996).

2.2.3.1.1. Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

Kullanilan Cozeltiler:

4 M NaOH: 8 g NaOH saf suda ¢6ziiliip, toplam hacim saf su ile 50 mL’ye
tamamlanmaistir.

0,1 M NaHCOs, (pH:10): 2,1 g NaHCO3 200 mL saf suda ¢6ziiliip, ¢ozeltinin pH’s1
1 M NaOH ile 10’a ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 250 mL’ye

tamamlanmustir.
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Deneyin Yapilist:

Sepharose 4B’ nin aktiflestirilmesi i¢in (Sekil 50) 20 mL jel soguk saf su ile birkag
kez yikanip, sulu kisim uzaklastirllmistir. Yikanan jel iizerine esit hacimde saf su ilave
edilip, islem buz banyosunda yapilmistir. Elde edilen siispansiyon, manyetik karistirici ile
yavas yavas karistirilirken iizerine 4 g toz haline getirilmis CNBr ilave edilmistir. CNBr
toksik bir kimyasal olmasi nedeniyle bu islemler c¢eker ocakta yapilmis, maskeler ile
calisilmistir. Buz banyosunda karistirilan siispansiyonun pH’ s1 4 M NaOH c¢ozeltisiyle 11°
e getirilmistir. Bu islem sirasinda ortamin sicaklifinin artmamasi igin saf sudan
hazirlanmis buz parcalari ortama ilave edilmistir. pH’ nin 11°de sabitlenmesi islemi
yaklagik olarak 15 dakika stirmiistiir. Karistm Buchner hunisinden siiziiliip, ardindan jel
pH’ s1 10 olan 250 mL soguk 0,1 M NaHCO; c¢ozeltisi ile yikanip, behere aktarilmigtir
(Arslan vd., 1996).

OH OCN

(0°C, pH=11.0)
+ BrCN

- HBr

HO HO

Sepharose -4B Aktiflesmis Matriks

Sekil 50. Sepharose-4B’nin aktiflestirilmesi

2.2.3.1.2. Tirozin Takilmasi

Kullanilan Cozeltiler:

2 mg/mL L-Tirozin: 80 mg L-tirozin 40 mL 0,1 M NaHCO; (pH:10) igerisinde
coziilerek hazirlanmistir.

0,2 M NaHCOs;, (pH:8,8): 1,68 g NaHCO3; 80 mL saf suda ¢oziiliip, ¢ozeltinin pH’s1
1 M NaOH ile 8,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmaistir.
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Deneyin Yapilist:

Behere aktarilan jel iizerine 2 mg/mL’lik 40 mL L-tirozin ¢ozeltisi ilave edilmistir.
CNBEr jelin hidroksil gruplarina takilarak -OCN yapisini olusturur ve bu yapinin kararlilig
oldukca diisiiktiir. Bu yiizden, pH’nin 11°’de sabitlenmesinden sonra jelin tamponla
yikanmasi ve tirozin ¢ozeltisiyle karigtirilmasi islemleri 90 saniyeyi gegmeyecek sekilde
yapilmaya calisilmistir. Bu siirenin uzamasi halinde, aktiflesmis gruplar tekrar -OH
gruplarina doniigebilir ve tirozin takilmasi bu durumda ger¢eklesmez. Tirozin
baglanmasinin tamamlanmasi ig¢in siispansiyon +4 °C’de 2 saat silireyle manyetik
karistiricida karistirilip, ardindan 16 saat boyunca +4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra, jel
yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol miktarda saf su ile yikanmaistir.
Bu sekilde reaksiyona girmemis tirozin ortamdan uzaklastirildiktan sonra jelin yikanmasi
pH’ s1 8,8 olan 100 mL 0,2 M NaHCOs ile tekrarlanarak tirozin takili jel (Sekil. 51) ayni

tamponun 40 mL’si i¢erisine alinmistir (Arslan vd., 1996; Laemmli, 1970).

OCN
—
H
— \
+ H.N—C —HC U— OH
fr— COOH
Tirozin
HO .
+4 °C pH=10.0
Aktiflesmis Matriks o
N NH COOH
\ I \
0-C COOH 0—C — H —CH—CH,
[ :
H,N—CH-—CH, )\
+ = .
OH

HO OH HO

Sepharose -4B-L-tirozin

Sekil 51. Aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi
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2.2.3.1.3. Siilfanilamid Kenetlendirilmesi

Kullanilan Cozeltiler:

1 M HCI: 8,3 mL % 37’lik HCI (d: 1,19 g/mL) 80 mL saf suda ¢oziiliip toplam
hacim 100 mL’ye tamamlanmuistir.

1 M NaOH: 10 g NaOH 200 mL saf suda ¢oziiliip toplam hacim 250 mL’ye
tamamlanmustir.

2,5 mg/mL Silfanilamid: 25 mg siilfanilamid buz banyosunda 10 mL 1M HCI
icerinde ¢oziilerek hazirlanmisir.

15 mg/mL NaNO;: 75 mg NaNO, SmL saf suda ¢6ziilerek hazirlanmistir.

1M H3SO4: 5,43 mL % 98’lik HSO4 (d:1,84g/mL) 80mL saf suda ¢oziiliip toplam
hacim 100 mL’ye tamamlanmuistir.

0,05 M Tris-SO4 (pH:7,4): 6,05 g tris(hidroksimetil)-aminometan 900 mL saf suda
¢oziiliip ¢ozeltinin pH’s1 1 M H,SOq, ile 7,4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye
tamamlanmustir.

Deneyin Yapilist:

Buz banyosunda 25 mg siilfanilamid 10 mL 1 M HCI igerisinde ¢oziiliip ve yine buz
banyosunda bekletilen 75 mg NaNO; igeren 5 mL ¢ozelti, stilfanilamid ¢ozeltisine damla
damla ilave edilmistir. Siilfanilamid ¢ozeltisinin diazolandig1 10 dakikalik reaksiyondan
sonra amonyaga benzer keskin kokudan anlasilmistir ve bu ¢ozelti 40 mL Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edilmistir. 1 M NaOH ¢o6zeltisi ile siispansiyonun pH’ s1 9,5’
e getirilerek sabit tutulmustur. pH 8’lerde iken siispansiyonun rengi kirmiziya donmeye
baslamistir ve 3 saat oda sicakliginda yavasga karistirilmistir. Daha sonra 1 L saf su ve pH’
st 7,4 olan 200 mL 0,05 M Tris-SO,4 tamponuyla yikanmistir. Bu iglemler sirasinda jelin
(Sekil 52) tamamen kurumamasina dikkat edilmis ve ayni tamponun igerisine alinarak

kolona yiiklenene kadar +4 °C’ de bekletilmistir (Cuatracases, 1970).



62

SO,NH, SO.NH,

( NaNO, + HCI)

NH,

NH,

Siilfanilamid Sepharose -4B-L-tirozin

pH=9.5
NH COOH
I H
e O —C — N— CH—CH,
]
[
NN —@— SONH,
OH

HO ——————

Afinite jelinin son hali

Sekil 52. Diazolama aracilifiyla sepharose-4B-L-tirozin’e  siilfanilamidin
kenetlenmesi reaksiyonlari

2.2.3.2. Afinite Kolonunun Paketlenmesi

Kullanilan Cozelti:

Dengeleme Tamponu (25 mM Tris - 0,1 M Na,SO, (pH:8,7)): 3,03 ¢
Tris(hidroksimetil)-aminometan ve 14,2 g Na,SO4 900 mL saf suda ¢oziiliip, ¢ozeltinin
pH’s1 IM HCl ile 8,7’ye ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlanmuistir.

Sentezlenen jelin st kismindaki ¢ozelti uzaklastirilmistir. Dengeleme tamponu (25
mM Tris - 0,1 M Na,SO,4, pH: 8,7) hem jele ilave edilmistir, hem de alt ucunda
sinterlesmis camdan olusan siizme sistemi bulunan kolona doldurulmustur. Kolonun {ist
kismi kapatilarak borunun ucu dengeleme tamponunun i¢ine daldirilmistir. Peristaltik
pompanin c¢alistirilmasiyla borularin tamponla dolmasi saglanmistir (Sekil 53). Kolondaki
tampon seviyesi de kolonun {ist kismindan az asagida olacak ve cam kisimdan goriilecek

sekilde ayarlanmistir. Peristaltik pompanin doniis hizi, eluatin akis hiz1 20 mL/saat olacak
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sekilde ayarlanmigtir. Daha sonra borunun ucu jel siispansiyonu igine daldirilarak, jelin
kolonda paketlenmesi saglanmistir. Jelde kabarcik ve catlak olusmamasina dikkat
edilmistir. Paketleme islemi bittikten sonra, jel dengeleme tamponu ile 24 saat
dengelenmeye birakilmistir. 24 saat sonunda kolonun dengelenmis oldugu eluat ile

tamponun 280 nm’ de absorbanslarinin ve pH’ larmin esitlenmesinden anlagilmistir.

2.2.3.3. Hemolizatin Hazirlanmasi

Kullanilan Cozelti:

Izotonik Tuz Cozeltisi (% 0,9 NaCl) : 9 ¢ NaOH 900 mL saf suda ¢oziiliip toplam
hacim 1L’ye tamamlanmustir.

Kandan hemolizat eldesi igin, alinan kan santrifiij tiiplerine doldurularak 15 dakika
boyunca 2500 rpm’de santrifiij edilip, tliplerin iist kismindaki plazma ve 16kosit tabakalari
plastik pastor pipetleri ile dikkatli bir sekilde alinmis, tiiplerin altinda kalan eritrositler
izotonik tuz c¢ozeltisiyle (%0,9 NaCl) ii¢ kez yikanmistir. Her defasinda 2500 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Yikamalar esnasinda iistteki kismin uzaklastirilmasi iglemleri
tekrarlanmistir. Elde edilen eritrositler hacimlerinin yaklasik 1,5 kati kadar buzlu su ilave
edilerek bir beherde toplanilarak, +4 °C’de 30 dakika karistirilarak eritrositlerin hemoliz
edilmesi saglanmistir. Hemolizatin igerisinde bulunan hiicre zarlarini1 uzaklastirmak i¢in +4
°C’de 20.000 rpm’de 40 dakika santrifiij edilmis, tist kisimdaki hemolizat plastik pastor
pipetle alinarak bir beherde toplanmistir. Hiicre zarlar1 uzaklastirilan eritrositlerin pH’s1
kat1 Tris ile 8,7’ye ayarlanmis ve hemolizat kolona tatbik edilecek hale getirilerek en geg
birkag¢ giin i¢inde kolona uygulanmistir. Kolona uygulanana kadar -20 °C’ de bekletilmistir
(Rickli vd., 1964).

2.2.3.4. Afinite Kolonuna Hemolizat Tatbiki

Kullanilan Cézeltiler:
Dengeleme Tamponu (25 mM Tris - 0,1 M Na,SO, pH: 8,7): 3,03 ¢
Tris(hidroksimetil)-aminometan ve 14,2 g Na;SO, 900 mL saf suda ¢6ziiliip, ¢6zeltinin

pH’s1 IM HCl ile 8,7 ye ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlanmistir.
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Yikama Tamponu (25 mM Tris - 22 mM NaSO, pH:8,7): 3,03 ¢
Tris(hidroksimetil)-aminometan ve 3,12 g Na;SO4 900 mL saf suda ¢6ziiliip, ¢6zeltinin
pH’s1 IM HCl ile pH’s1 8,7 ye ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlanmustir.

Dengeleme tamponuyla (25 mM Tris - 0,1 M Na,SO,4, pH: 8,7) dengelenmeye
birakilan jel, dengeye geldikten sonra borunun ucu dengeleme tamponundan ¢ikarilip
hemolizat igerisine yerlestirilmistir. Akis hizi yine 20 mL/saat olarak sabit tutulmus,
hemolizatin kolona yiiklenmesi tamamlandiktan sonra, yitkama tamponu (25 mM Tris - 22
mM Na,SO,4 pH:8,7) sisteme verilmistir. Boylelikle hemolizattan kaynaklanan istenmeyen
biitiin bilesikler kolondan temizlenmisir (Rickli vd., 1964). Kolona insan kani tatbik
edildiyse hCAI ve hCAII, eger sigir kan1 tatbik edildiyse BCA, kolonda tutturulmustur.
Hemoglobinin kirmizi rengi kaybolana kadar ve eluatin 280 nm’deki absorbansi 0,02°nin

altina diislinceye kadar yikama islemine devam edilmistir.
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Sekil 53. Afinite kromatografisi ve fraksiyon toplama diizenegi

2.2.3.5. insan Karbonik Anhidraz I (hCAI) Elusyonu

Kullanilan Cézelti:
hCA I Elusyon Tamponu (50 mM Na;HPO,4-1 M NaCl pH:6,3): 3,55 g Na,HPO, ve
29,25 g NaCI 450 mL saf suda ¢oziiliip, ¢ozeltinin pH’s1 1 M HCI ile 6,3’e ayarlandiktan

sonra toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmuistir.
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Afinite kolonuna tutturulan hCAI izoenziminin elusyonu i¢in hCAI elusyon tamponu
(50 mM NayHPO4-1 M NaCl pH:6,3) kullanilmistir. Akis hizinin saatte 20 mL oldugu
sistemde eluatlar fraksiyon toplayici ile tiiplerde 5’er mL’lik kisimlar halinde toplanmustir.
280 nm’de eluatlarin absorbanslari, elusyonda kullanilan elusyon tamponuna Kkarsi
okunmustur. hCAI izoenziminin kolondan tamamen ayrilis1 takip edilerek, eluatlar
kullanilana kadar +4 °C’de saklanmistir (Rickli vd., 1964).

2.2.3.6. insan Karbonik Anhidraz IT (hCAII) Elusyonu

Kullanilan Cozelti:

hCA Il Elusyon Tamponu (0,1 M CH3;COONa-0,5 M NaClO,4 pH:5,6): 3 g NaOH,
9,19 g NaClO4 ve 2,04g CH3COONa 125 mL saf suda ¢oziiliip, ¢ozeltinin pH’s1 1M HCI
ile 5,6’ya ayarlandiktan sonra toplam hacim 150 mL’ye tamamlanmuistir.

hCAI eluatlarinin toplanmasinin (280 nm’ deki absorbansin 0,02’ nin altina
diismesinin) ardindan, afinite kolonuna tutturulan hCAII izoenziminin elusyonu igin,
hCAII elusyon tamponu (0,1 M CH3;COONa-0,5 M NaClO4 pH:5,6) akis hiz1 yine 20
mL/saat olacak sekilde kolona verilmistir. Eluatlar 5’ er mL’ lik fraksiyonlar halinde
tiiplerde toplanmigtir. 280 nm’ deki absorbans 0,02’ nin altina diisene kadar bu isleme
devam edilmistir. Eluatlar kullanilana kadar +4 °C’ de saklanmistir. Kolona tekrar
dengeleme tamponu (25 mM Tris - 0,1 M Na,SOyq, pH: 8,7) uygulanmistir (Rickli vd.,
1964).

2.2.3.7. Sigir Karbonik Anhidraz (BCA) Elusyonu

Kullanilan Cozelti:

BCA Elusyon Tamponu (0,1 M CH3COONa-0,5 M NaClO4 pH: 5,6): 9,19 g
NaClO,4 ve 2,04 g CH3COONa.3H,0 120 mL saf suda ¢oziiliip, ¢ozeltinin pH’s1 1M HCI
ile 5,6’ya ayarlandiktan sonra toplam hacim 150 mL’ye tamamlanmistir.

Kolona sigir kani tatbik edilerek, BCA, kolonda tutturulmustur. Hemoglobinin
kirmiz1 rengi kayboluncaya kadar ve eluatin 280 nm’deki absorbansit 0,02° nin altina
diisiinceye kadar yikama tamponuyla (25 mM Tris - 22 mM Na,SO, pH:8,7) yikama
islemine devam edilmistir. Daha sonra, BCA elusyon tamponu (0,1 M CH3COONa-0,5 M
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NaClO,4 pH: 5,6), akis hiz1 20 mL/saat olacak sekilde kolona verilerek, eluatlar 5’er mL’lik
fraksiyonlar halinde tiiplerde toplanmistir. 280 nm’ deki absorbans 0,02°nin altina diisene
kadar bu isleme devam edilmistir. Eluatlar kullanilana kadar +4 °C’de saklanmistir. Kolona

tekrar dengeleme tamponu (25 mM Tris - 0,1 M Na,SO,, pH: 8,7) uygulanmustir.

2.2.4. Protein Tayini

2.2.4.1. Kalitatif Protein Tayini

Proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip triptofan ve tirozin amino
asitlerinin 280 nm’ de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanan kalitatif protein
tayini, kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicisi yardimiyla esit hacimde toplanan
biitiin  fraksiyonlarda yapilmistir (Segel, 1968). Kuvartz kiivetler kullanilarak

spektrofotometrede 280 nm’ deki absorbanslar1 elusyon tamponuna karst okunmustur.

2.2.4.2. Kantitatif Protein Tayini

Kullanilan Cozeltiler:

Sigir serum albumin (BSA) ¢ozeltisi (1,2 mg/mL): 1,2 mg sigir serum albuminin 1
mL saf suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

Bradford Reaktifinin Hazirlanmasi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL
% 95°lik etanolde ¢oziiliip, lizerine 100 mL % 85°lik H3PO, eklenip, toplam hacim 1L’ye
tamamlanmustir.

Standart BSA ¢ozeltileri: 1,2 mg sigir serum albuminin 1 mL saf suda ¢6ziilmesiyle
hazirlanmistir. Standart BSA’dan 1; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0.4; 0,3; 0,2; 0,1; 0,05
mg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

Saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktarlari bu yontemle belirlenmistir. Bu
yontem, fosforik asitli ortamda, proteine Coomassie Brillant Blue G-250’ nin baglanma
sonucu olusan kompleks 595 nm’ de maksimum absorbansa sahiptir. Boyanin proteine
baglanmasi ¢ok hizli gergeklesir. 1-100 pg arasinda yontemin hassasiyeti vardir (Bradford,

1976).
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Protein tayininde standart protein ¢dzeltileri hazirlamak i¢in, 1,2 mg/mL sigir serum
albumin (Bovine Serum Albumin, BSA) iceren stok protein ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pL pipetlenip, ardindan saf su ile tiim tiiplerin hacmi 100
uL’ ye tamamlanip, 5 mL Coomassie reaktifi ilave edilip vortekslenmistir. Kor olarak saf
su kullanilmistir. 10 dakika sonra 595 nm’ de absorbans degerleri kore karst okunmustur.
ng protein degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri standart grafik haline getirilmistir.
Protein tayini yapilacak numuneler i¢cin numune hacmi olarak 100 pL alinip, {izerine
dogrudan Coomassie reaktifi ilave edilmistir. Kor olarak protein ¢ozeltisi yerine 100 uL

her bir numunenin elusyon tamponu kullanilmistir.

2.2.5. Diyaliz

Kullanilan Cozeltiler:

Aktiflestirme Tamponu (100 mM NaHCO3; / 10mM EDTA pH:7,4): 8,4 g NaHCO3
ve 3,72 g EDTA 900 mL saf suda ¢oziiliip, ¢ozeltinin pH’s1 7,4’e ayarlandiktan sonra
toplam hacim 1L’ye tamamlanmastir.

10 mM PBS: 0,863 g Na;HPO,, 0,471 g NaH,PO,, 8,02 g NaCl ve 0,189 KCI 900
mL saf suda ¢oziillip, ¢ozeltinin pH’s1 7,4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye
tamamlanmaistir.

10 mM EDTA-10 mM PBS: 3,72 g EDTA 10 mM PBS igerisinde ¢oziiliip, toplam
hacim 1L’ye tamamlanmustir.

% 0.1 Kloroform: 1mL kloroform 1L saf suda ¢oziilerek hazirlanmusr.

2.2.5.1. Diyaliz Torbasimnin Aktiflestirilmesi

Eluatlarin  tampon bilesenlerinden uzaklastirilmasi amaciyla diyaliz islemi
uygulanmistir. Diyaliz torbalar1 istenilen boyutta kesilerek, 1 L’lik beher igerisine alinip,
tizerine aktiflestirme tamponu (100 mM NaHCO3; / 10mM EDTA pH:7,4) ilave edilmistir.
Daha sonra 60 °C’de 2 saat yavasca karistirtlmistir. Ayni islem tampon uzaklastirilip
tekrarlanmistir. Ardindan saf sudan gecirilip, saf su ile 60 °C’de 1 saat diisiik hizda

kanigtirllmistir. Sivi1 kisim uzaklastirilarak, ¢ozelti berraklasincaya kadar bu isleme devam
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edilmistir. +4 °C’ye kadar yavasca sogutulup, kullanilana kadar %0,1’ lik kloroformda

saklanmistir.

2.2.5.2. Diyaliz islemi

Diyaliz islemi +4 °C’de her 3 saatte bir tamponu tazeleyerek énce 10 mM EDTA-10
mM PBS igerisinde 12 saat silireyle ardindan 10 mM PBS igerisinde 12 saat siireyle
gergeklestirilmistir.

2.2.6. Liyofilizasyon

Diyaliz islemi bittikten sonra daha derisik protein c¢ozeltileri elde etmek igin
numuneler liyofilize (dondurup kurutma yontemi) edilmistir. S1vi azot kullanilarak, ¢ozelti

dondurulmus ardindan ¢oziiclisii sogutmali sistemde ugurularak deristirilmistir.

2.2.7. SDS-Page Elektroforezinin Uygulanmasi

Kullanilan Cozeltiler:

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris 200 mL saf suda ¢oziiliip,
pH’s1 8,8’e ayarlanip, hacmi 250 mL’ye tamamlanmistir ve +4 °C’de saklanmustir.

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris 200 mL saf suda ¢oziiliip, pH’s1
6,8’e ayarlanmistir, toplam hacim 250 mL’ye tamamlanip, +4 °C’de saklanmustir.

SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanmaistir.

Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip, hacmi 10
mL’ye tamamlanip, -20 °C’de saklanmistir.

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanilmustir.

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30 m/v): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢oziiliip, hacmi 100 mL’ye tamamlanip, +4 °C’de saklanmistir.

Bromofenol Mavisi (%0,1 m/v): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziiliip, hacmi

100 mL’ye tamamlanmistir.
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SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 pL %10 SDS,
100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 pL B-merkaptoetanoliin
karistirilmasiyla hazirlanip, kiiclik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklanmustir.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 480 mL saf suda
coziildiikten sonra tizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edilip, pH 8,3’e ayarlanmigtir.
Cozeltinin son hacmi 500 mL’ye tamamlanmaistir.

Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue R250°nin 62,5 mL glasiyal asetik
asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir.

Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600

mL saf suyun karistirilmastyla hazirlanmistir.

2.2.7.1. Jelin Hazirlanmasi

Hem kirliliklerin giderilmesi hem de jelin sizmamasi i¢in elektroforez etil alkol ile
silinmistir. Elektroforez sistemine cam levhalar yerlestirilerek Tablo 4’te oranlar1 verilen
%10’luk ayirma jeline TEMED ilave edilerek polimerlesme baslatilmistir. Daha sonra cam
levhalar arasina hazirlanan jel dokiilerek hava ile temasi kesilmistir. Polimerlesmenin
tamamlanmasi i¢in 40 dakika beklenmistir. 40 dakika sonra %5’lik y1igma jeli hazirlanmig
ve jelin lizerine dokiilmistiir. Yigma jelinin iizerine taraklar yardimiyla kuyucuklar
olusturulmustur. Bu islem sirasinda hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilmistir. Yigma

jelinin igerigi Tablo 4 ’te verilmistir.

Tablo 4. Elektroforez jeli i¢in kullanilan madde miktarlar

Bilesenler %5’lik Yigma Jeli  %10’luk Ayirma Jeli
Saf Su 2,7mL 4 mL
%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 mL 3,3mL

1,5M Tris Tamponu ( pH 8,8) -- 2,5mL

1,5M Tris Tamponu ( pH 6,8) 0,5mL --

%10’luk Amonyum persiilfat 0,04 mL 0,21 mL

SDS (%10 w/v) 0,04 mL 0,1 mL

TEMED 0,005 mL 0,005 mL
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2.2.7.2. Orneklerin Hazirlanmasi ve Jele Uygulanmasi

Ormnekler ve standartlar jele uygulanmadan once termoblok’ta, 95°C sicaklikta
standart ¢ozelti 5 dakika, 6rnek ¢ozeltisi 10 dakika olacak sekilde bekletilmistir. Bu islemle
proteinlerin denatiire olmasi saglanmistir. Daha sonra jel {izerindeki tarak ¢ikartilarak
Hamilton siringasi yardimi ile kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez kiivetine jeli
yerlestirirken tamamen tampon igerisinde kalmasina dikkat edilmistir. Proteinlerin ayrisma
islemini gerceklestirmek i¢in gili¢ kaynagi jele 100 V 30 mA elektrik akimi verecek sekilde

ayarlanmugtir.

2.2.7.3. Jelin Boyanmasi

Coomassie Brillant mavisi kullanilarak, cam plakalar arasindan ¢ikartilan jelin
boyama islemi 70 rpm’de 10 dakika calkalanarak ger¢eklestirilmistir. Bantlar goriiniir hale
gelene kadar yikama islemine devam edilmistir. Bu islem sonucunda jel iizerinde goriinen

ilgili enzimler belirlenmistir.

2.2.8. Karbonik Anhidraz Enzim Aktivite Tayin Metotlar:

2.2.8.1. Hidrataz Aktivitesi

Kullanilan Cozeltiler:

Doygun CO, ¢ozeltisi (substrat): Buz banyosunda, 250 mL saf sudan 45 dakika
boyunca CO; gaz1 gegirilerek hazirlanmistir.

2,5 mM HEPES tamponu (pH:8,8): 6,51 g HEPES 800 mL saf suda ¢oziiliip,
¢ozeltinin pH’s1 8,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlanmustir.

BCA enzim ¢ozeltisi (0,1 mg/mL): 1 mg BCA, 10 mL saf suda ¢oziilerek
hazirlanmastir.

0.025 M Siilfanilamid ¢6zeltisi: 215 mg siilfanilamid 50 mL asetonitrilde ¢oziilerek
hazirlanmstir.

0.005 M Asetazolamid ¢ozeltisi: 55 mg asetazolamid 50 mL asetonitrilde ¢oziilerek

hazirlanmastir.
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Karbonik anhidraz enzimi saflastirildiktan sonra tiiplerde toplanan eluatlarda ve diger
inhibisyon c¢aligmalarinda enzim aktivitesi belirlenirken hidrataz aktivite oOl¢iimii
yapilmistir. Modifiye edilen Wilbur-Anderson metodu kullanilmistir (Wilbur ve Anderson,
1948; Maren, 1960). Enzimin aktivitesi, 0 °C” de pH diisiisiiniin takibiyle potansiyometrik
metotla 6l¢iilmiistiir. Metodun prensibi, ortamda substrat olarak bulunan karbondioksitin
hidratasyonu sonucu aciga ¢ikan H™ nin ortamin pH’ sin1 8,8°den 7,0’a diisiirmesi i¢in
gegen siirenin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Enzim birimi ise; enzimsiz CO; hidratasyon
stiresi (tp) ile enzimli reaksiyon siiresi (t¢) arasindaki farkin, (t¢)’ye boliinmesiyle
belirlenmistir.

to = ((to-te)/te)

2.2.8.1.1. Bitki Ekstraktlarmmin BCA Enziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerindeki
Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak Incelenmesi

17 farkli bitkinin, 3 farkli ¢oziiciide (%100 su, %40 asetonitril, %40 metanol)
hazirlanan ekstraktlarinin BCA enziminin hidrataz aktivitesi lizerine % inhibisyonuna
potansiyometrik metotla bakilmistir. Tablo 5’ te gosterilen ¢ozeltiler kullanilarak pipetleme
yapilmistir. Reaksiyonun soguk ortamda gerceklesmesi icin reaksiyon tiipii buz banyosu
icerisine yerlestirilmistir. Gaz kacagi olmamasi i¢in parafilm ile pH-metrenin elektrodunun
cevresi iyice sarilip reaksiyon tiipliniin i¢ine yerlestirilmistir. Reaksiyon substrat ilavesi ile
(CO; gaz1 ile doyurulmus saf su ¢ozeltisi) baslatilmistir. Reaksiyon boyunca CO; gazi ile
doyurulmus saf su ¢ozeltisi ve reaksiyonun oldugu tiipler buzlu su i¢inde bekletilmistir.
pH’ nin 8,8’den 7,0’a diismesi icin gecen siire kronometre ile takip edilmistir. Tim

Ol¢iimler en az iki kez tekrarlanip, gecen siirelerin ortalamas: alinmistir.

Tablo 5. Bitki ekstraktlarinin BCA enziminin hidrataz aktivitesi tizerindeki inhibisyon
etkilerinin in vitro olarak incelenmesi kullanilan maddeler

Numune Numune Korii Kontrol

Kullanilan Maddeler (uL) (uL) (L)
Hepes tamponu (2,5 mM; pH 8,8) 2400 2400 2400
Inhibitdr (Bitki Ekstrakti) 50 50 -
Inhibitdr ¢oziiciisii - - 50
Saf su - 50 -
Enzim ¢ozeltisi (0,1 mg/mL) 50 - 50
CO; gazi ile doyurulmus saf su ¢ozeltisi 2500 2500 2500

Toplam hacim 5000 5000 5000
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Bu yontemle bitki ekstraktlarinin BCA enziminin hidrataz aktivitesi tizerindeki %

inhibisyonu hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmigtir.

Lo Numune-Kontrol
0 = *
7 Inhibisyon Numune Korii- Kontrol 100 (1)

2.2.8.1.2. Organik Coziicilerin BCA Enziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerindeki
Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak Incelenmesi

Calismamizda, 5 organik ¢oziiciiniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) 12
farkli konsantrasyonda (% 0, %1, %2, %4, %6, %8, %10, %14, %18, %22, %26, %32)
sigir CA (BCA) aktivitesi lizerine etkisine CA’nin hidrataz aktivite yontemiyle ilk defa
bakilmistir. Tablo 6’ da gosterilen ¢ozeltiler kullanilarak pipetleme yapilmigtir.
Reaksiyonun soguk ortamda gerceklesmesi ic¢in reaksiyon tiipii buz banyosu icerisinde
tutulmustur.. pH-metrenin elektrodunun cevresi parafilmle iyice sarilip reaksiyon tiipiiniin
icine gaz kagag1 olmayacak sekilde yerlestirilmistir. Reaksiyon substrat ilavesi ile (CO;
gazi ile doyurulmus saf su cozeltisi) baslatilmistir. Reaksiyon boyunca CO; gazi ile
doyurulmus saf su ¢ozeltisi ve reaksiyonun oldugu tiipler buzlu su iginde bekletilmistir.
pH’ nin 8,8 den 7,0’ a diismesi i¢in gecen siire kronometre ile takip edilmistir. Tim
Ol¢iimler en az iki kez tekrarlanip, gecen stirelerin ortalamasi kullanilmistir.

Bu yontemle organik coziiciilerin BCA enziminin hidrataz aktivitesi lizerindeki %

inhibisyonu hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmigtir.

(K-KK)-(N-NK)
(K-KK)

% Inhibisyon = * 100 (2)
Numune =N

Numune Kora = NK

Kontrol = K

Kontrol Kori = KK



Tablo 6. Organik ¢oziiciilerin BCA enziminin hidrataz aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi kullanilan

maddeler
Hidrataz pL %0 %1 %2 %4 %6 %8 %10 %14 %18 %22 %26 %32
Hepes Tamponu 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490
Organik Coziicii 0 50 100 200 300 400 500 700 900 1100 1300 1600
Numune Saf su 1960 1910 1860 1760 1660 1560 1460 1260 1060 860 660 360
Enzim 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Substrat 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500
Hepes Tamponu 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490
Organik Coziicii 0 50 100 200 300 400 500 700 900 1100 1300 1600
Numune Korii | Saf su 2010 1960 1910 1810 1710 1610 1510 1310 1110 910 710 410
Enzim - - - - - - - - - - - -
Substrat 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500
Hepes Tamponu 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490
Organik Coziicii - - - - - - - - - - - -
Kontrol Saf su 1960 1960 1960 1960 1960 1960 1960 1960 1960 1960 1960 1960
Enzim 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Substrat 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500
Hepes Tamponu 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490 490
Organik Coziicii - - - - - - - - - - - -
Kontrol Korii | Saf su 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010
Enzim - - - - - - - - - - - -
Substrat 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500 2500

172
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2.2.8.1.3. BCA Enziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkisi
Gosteren  Asetazolamid ve Siilfanilamidin ICsy Degerinin
Belirlenmesi

Doygun substrat konsantrasyonunda sigir eritrosit BCA enzimi i¢in CA’ nin standart
inhibitorleri olan asetazolamid ve siilfanilamidin BCA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
arastirilmistir. Olgiimler hidrataz aktivite tayin metoduyla yapilmistir. Her bir standart
inhibitor icin Aktivite(%)-[1] grafikleri ¢izilmis ve bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep

olan inhibitor konsantrasyonlar1 (ICsp) hesaplanmistir.

2.2.8.1.4. Hidrataz Aktivite Tayin Metoduyla 1Csy Degeri Belirlenen
Asetazolamid ve Siilfanilamid Varh@inda Organik Coziiciilerin BCA
Enziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin In
Vitro Olarak Incelenmesi

Hidrataz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid ve
stilfanilamidin %350 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonunda organik
¢oziiciilerin BCA enziminin hidrataz aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi in vitro olarak
incelenmigir. 5 organik ¢Oziiclinliin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) tek
konsantrasyonda (%10) sigir CA (BCA) iizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Asetazolamid ve siilfanilamid ICso konsantrasyonunda enzimi %50 inhibe ederken %10
konsantrasyonda organik ¢6ziicliniin BCA aktivitesini nasil etkiledigi aragtirilmistir.

Tablo 7’ de gosterilen ¢ozeltiler kullanilarak pipetleme yapilmistir. Reaksiyonun
soguk ortamda ger¢eklesmesi i¢in reaksiyon tiipii buz banyosu igerisinde tutulmustur. pH-
metrenin elektrodunun ¢evresi parafilmle iyice sarilip reaksiyon tiipiiniin i¢ine gaz kacagi
olmayacak sekilde yerlestirilmistir. Reaksiyon substrat ilavesi ile (CO, gazi ile doyurulmus
saf su ¢ozeltisi) baslatilmistir. Reaksiyon boyunca CO; gazi ile doyurulmus saf su ¢ozeltisi
ve reaksiyonun oldugu tiipler buzlu su i¢inde bekletilmistir. pH’ nin 8,8’ den 7,0’ a
diismesi i¢in gecen siire kronometre ile takip edilmistir. Tiim Olglimler en az iki kez
tekrarlanip, gecen siirelerin ortalamasi kullanilmistir.

Bu yontemle ICsy degerinde asetazolamid ve siilfanilamid varliginda % 10
konsantrasyonda organik ¢oziiciilerin BCA enziminin hidrataz aktivitesi lizerindeki %

inhibisyonu hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmigtir.
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Lo Numune-Kontrol
0 - *
Y Inhibisyon Numune Korii- Kontrol 100 )

Tablo 7. Hidrataz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid
ve siilfanilamid varliginda organik c¢doziiciilerin BCA enziminin
hidrataz aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak
incelenmesinde kullanilan maddeler

Hidrataz uL
Tampon (Hepes) 490
Saf su 1410
NUMURe Inhibitiér 50
Organik Coziicii (%10) 500
Enzim 50
Substrat 2500
Tampon (Hepes) 490
Saf su 1460
Numune Kort 1nhibit.6r 50
Organik Coziicii (%10) 500
Enzim -
Substrat 2500
Tampon (Hepes) 490
Saf su 1410
Kontrol inhibit.ér ¢Oziliclisii 50
Organik Coziicii (%10) 500
Enzim 50
Substrat 2500
Tampon (Hepes) 490
Saf su 1460
- Inhibitor ¢oziiciisii 50
Kontrol Korli 1 hik Coziicii (%10) 500
Enzim -
Substrat 2500

2.2.8.2. Esteraz Aktivitesi

Kullanilan Cozeltiler:
3 mM p-nitrofenil asetat (substrat): 135 mg p-nitrofenil asetat 5 mL aseton iginde
¢oziillip, magnetik karistiricida hizlica karistirilan 245 mL saf suya yavasca damla damla

ilave edilerek hazirlanmistir.
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0.05 M Tris-SO4 Tamponu (pH:7,4): 6,05 g tris(hidroksimetil)-aminometan 900 mL
saf suda ¢oziillip, ¢ozeltinin pH’s1 1 M HySOq ile 7,4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1
L’ye tamamlanmustir.

BCA enzim c¢ozeltisi (0,1 mg/mL): 1 mg BCA, 10 mL saf suda coziilerek
hazirlanmistir.

0.025 M Siilfanilamid ¢ozeltisi: 215 mg siilfanilamid 50 mL asetonitrilde ¢oziilerek
hazirlanmustir.

0.005 M Asetazolamid ¢ozeltisi: 55 mg asetazolamid 50 mL asetonitrilde ¢oziilerek
hazirlanmistir.

Bu metodun temeli, Karbonik anhidrazin esteraz aktivitisine sahip olmasina
dayanmaktadir. Bu metoda gore Karbonik anhidraz enzimi substrat olarak kullanilan p-
nitrofenilasetati 348 nm’ de absorbans veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolat’a hidroliz
etmektedir. p- nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi de 348 nm’ de ayni absorbansi
gostermektedir. Bundan dolayr fenolik OH™ grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi
Olctimii etkilememektedir (Armstrong vd., 1966; Kandel vd., 1970; Landolfi vd., 1997).

0

I CA
0,N 0-C-CH; + H,0 ==——== O,N OH + CH,COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 54. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi araciligiyla p-Nitrofenil asetatin
p-Nitrofenole doniisiim reaksiyonu

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenil asetat (substrat) cozeltisi, gilinlik taze
olarak hazirlanmistir. Esterin sinirh ¢oziiniirliiglinden dolay1 substrat ¢ézeltisini 3mM’ dan
daha konsantre hazirlamak miimkiin degildir. Diger organik ¢oziiciilere gore aseton,
nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢o6ziicii oldugu i¢in secilmistir
(Armstrong vd., 1966). 0,05 M Tris-SO4, pH=7,4 olan tampon ¢ozeltisi ile enzim
¢ozeltisinin tamponlanmasi saglanmistir (Kohn ve Wilchek, 1978).

Karbonik anhidraz enzimi saflastirildiktan sonra tiiplerde toplanan eluatlarda ve diger
inhibisyon ¢alismalarinda enzim aktivitesi belirlenirken esteraz aktivite Olgiimii

yapilmistir. 2 mL’ lik kiivetler kullanilarak 6lciilen aktivite tayini islemleri i¢in eluatlarin
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aktivitesine bakilirken, reaksiyon karisimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina

gore Tablo 8’ deki prosediir uygulanmistir.

Tablo 8. Esteraz aktivitesi i¢in 2 mL’lik kuvars kiivetlerde kullanilan ¢6zeltiler

Kullamlan Maddeler Kontrol (uL) Numune (uL)
Tris-SO,4 tamponu (0,05 M; pH 7,4) 500 500
Enzim ¢o6zeltisi - 150

Saf su 100 100
Enzim elusyon tamponu 150 -
p-Nitrofenil asetat 750 750
Toplam hacim 1500 1500

2.2.8.2.1. Bitki Ekstraktlarinin BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerindeki
Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak incelenmesi

17 farklt bitkinin, 3 farkli ¢oziiciide (%100 su, %40 asetonitril, %40 metanol)
hazirlanan ekstraktlarinin BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerine % inhibisyonuna
esteraz aktivite tayin metoduyla bakilmistir. Tablo 9° da gosterilen ¢ozeltiler kullanilarak

pipetleme yapilmistir.

Tablo 9. Bitki ekstraktlarinin BCA enziminin esteraz aktivitesi iizerindeki inhibisyon
etkilerinin in vitro olarak incelenmesinde kullanilan maddeler

Numune Numune Koru Kontrol Kontrol Korii

-II-(Tlll:gllan Maddeler (uL) (uL) (uL) (uL)
ris-SO,4 tamponu

(0,05 M: pH 7.4) 550 550 550 550
Enzim ¢ozeltisi 150 - 150 -
Saf su - 150 - 150
Inhibitdr 50 50 - -
Inhibitoér Coziiciisii - - 50 50
p-Nitrofenil asetat 750 750 750 750
Toplam hacim 1500 1500 1500 1500

% inhibisyon hesaplamasinda, kor cikarilmis degerler kullanilmistir. Ug paralel
calisilip, ortalama absorbans degerleri kullanilarak hesaplama yapilmistir. Kullanilan
standartlarin ve bitki ekstraktlarinin % inhibisyonunun belirlenmesi i¢in hesaplamada

kullanilan formiil asagidaki gibidir.
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A Kontrol absorbansi- Numune absorbansi
o = *
o Inhibisyon Kontrol absorbansi 100 )
2.2.8.2.2. Organik Céziiciillerin BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerindeki

Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak Incelenmesi

Calismamizda, 5 organik ¢dziicliniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO)
12 farkli konsantrasyonda (% 0, %1, %2, %4, %6, %8, %10, %14, %18, %22, %26, %32)
sigir CA (BCA) aktivitesi lizerine etkisine CA’nin esteraz aktivite yontemiyle ilk defa

bakilmistir. Tablo 10 da gosterilen ¢ozeltiler kullanilarak pipetleme yapildi.



Tablo 10. Organik ¢oziiciilerin BCA enziminin esteraz aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesinde kullanilan

08

maddeler
Esteraz pL %0 %1 %2 %4 %6 %8 %10 %14 %18 %22 %26 %32
Tris Tamponu 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120
Organik Coziici 0 15 30 60 90 120 150 210 270 330 390 480
Numune | Saf su 480 465 450 420 390 360 330 270 210 150 90 0
Enzim 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
Substrat 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750
Tris Tamponu 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120
NUMURe Organik Coziicii 0 15 30 60 90 120 150 210 270 330 390 480
Korii Saf su 630 615 600 570 540 510 480 420 360 300 240 150
Enzim - - - - - - - - - - - -
Substrat 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750
Tris Tamponu 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120
Organik Coziicii - - - - - - - - - - - -
Kontrol | Saf su 480 480 480 480 480 480 480 480 480 480 480 480
Enzim 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
Substrat 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750
Tris Tamponu 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120
Kontrol Organik Coziicii - - - - - - - - - - - -
Korii Saf su 630 630 630 630 630 630 630 630 630 630 630 630
Enzim - - - - - - - - - - - -
Substrat 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750
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Bu yontemle organik ¢oziiciilerin BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerindeki %

inhibisyonu hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmigtir.

(K-KK)-(N-NK)

% Inhibi = *

% Inhibisyon (K-KK) 100 (5)

Numune = N

Numune Korii = NK

Kontrol = K

Kontrol Kérii = KK

2.2.8.2.3. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkisi
Gosteren Asetazolamid ve Siilfanilamidin ICsyp Degerinin

Belirlenmesi

Doygun substrat konsantrasyonunda sigir eritrosit BCA enzimi i¢in CA’ nin standart
inhibitorleri olan asetazolamid ve siilfanilamidin BCA enzimi tizerindeki inhibisyon etKisi
arastirilmistir. Olgiimler esteraz aktivite tayin metoduyla yapilmistir. Her bir standart
inhibitor i¢in Aktivite(%)-[1] grafikleri ¢izilip, bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan

inhibitor konsantrasyonlar1 (ICsp) hesaplanmistir.

2.2.8.2.4. Esteraz Aktivite Tayin Metoduyla 1Cs; Degeri Belirlenen
Asetazolamid ve Siilfanilamid Varh@inda Organik Céziiciilerin
BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon
Etkilerinin In Vitro Olarak incelenmesi

Esteraz aktivite tayin metoduyla 1Csy degeri belirlenen asetazolamid ve
stilfanilamidin %350 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonundayken organik
¢oziiciilerin BCA enziminin esteraz aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi in vitro olarak
incelenmistir. 5 organik ¢O6ziicliniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) tek
konsantrasyonda (%10) sigir CA (BCA) iizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Asetazolamid ve siilfanilamid ICso konsantrasyonunda enzimi %50 inhibe ederken %210
konsantrasyonda organik ¢oziiciiniin BCA aktivitesini nasil etkiledigi aragtirilmistir.

Tablo 11°de gosterilen ¢ozeltiler kullanilarak pipetleme yapilmistir. Bu yontemle

ICs0 degerinde asetazolamid ve siilfanilamid varliginda % 10 konsantrasyonda organik
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coziicilerin BCA enziminin esteraz aktivitesi tizerindeki % inhibisyonu hesaplanirken

asagidaki formiil kullanilmigtir.

(K-KK)-(N-NK)

100

% Inhibisyon =

Numune = N
Numune Korti = NK
Kontrol = K
Kontrol Korii = KK

Tablo 11. Esteraz aktivite tayin metoduyla

(K-KK)

ICs0 degeri

(6)

belirlenen

asetazolamid ve siilfanilamid varliginda organik ¢oziiciilerin

BCA

enziminin esteraz aktivitesi

uzerindeki

inhibisyon

etkilerinin in vitro olarak incelenmesinde kullanilan maddeler

Esteraz uL
Tampon (Tris) 120
Saf su 280
Numune Inhibit‘ér 50
Organik Coziicii (%10) 150
Enzim 150
Substrat 750
Tampon (Tris) 120
Saf su 430
Numune Kori Inhibit‘ér 50
Organik Coziicii (%10) 150
Enzim -
Substrat 750
Tampon (Tris) 120
Saf su 280
Kontrol Inhibit'(ir ¢Oziiciisii 50
Organik Coziicii (%10) 150
Enzim 150
Substrat 750
Tampon (Tris) 120
Saf su 430
- Inhibitor ¢oziiciisi 50
Kontrol Korii Organik Coziicii (%10) 150
Enzim -
Substrat 750
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2.2.9. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Sulu ekstrakltlar1 hazirlanan bitki numunelerinin toplam fenolik igerigi, literatiirde
siklikla tercih edilen antioksidan aktivite tayin yontemlerden biri olan Folin-Ciocalteu ile
belirlenmistir. Gallik asit (GA) ve katesin (CA) standartlarinin farkli konsantrasyonlari ile
olusturulan kalibrasyon egrileri toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Numunelerin fenolik madde igerikleri, standartlarin grafiklerinden elde
edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak, 765 nm’de, mL numune basina esdeger miktarda
mikrogram (pg) gallik asit veya katesinin artan konsantrasyonlarina karsilik gelen degerler

grafige gecirilerek belirlenmistir.

2.2.10. On-line HPLC-Biyoaktivite Calismalari

2.2.10.1. On-line HPLC-Frap Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Kullanilan Cozeltiler:

FRAP reaktifinin hazirlanisi:

100 mM HCI ¢ozeltisi: 82 pL der. (%37°1ik) HCI 10 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

A: (300 mM Asetat tamponu): 0,345 pL der. (%99,5°1ik) asetik asite 12 mL metanol
ve 8 mL saf su eklenip, 0,05 M NaOH ¢ozeltisi ile pH 3,6’ya ayarlanmastir.

B: (10 mM TPTZ ¢ozeltisi): 0,0063 g TPTZ 6nce 800 uL. 100 mM HCI’de ¢oziiliip,
sonra hacim metanolle 2 mL’ye tamamlanmuigtir.

C: (20 mM FeCl3 ¢ozeltisi): 0,0065 g FeCl3 once 800 pL saf suda ¢oziiliip, sonra
hacim metanolle 2 mL’ye tamamlanmistir.

Bir beherin igerisinde A ¢ozeltisi manyetik karistiricida karisirken, sirayla B ve C
cozeltileri yavasca eklenip, sari-kahverengi bir ¢ozelti elde edilmistir. Reaktifin 1siktan
bozulmamasi i¢in ¢ozelti siringaya konulduktan sonra da aliiminyum folyo ile
kaplanmustir.

Biyoaktivite Arastirma Laboratuarimizda (BAL) daha oOnce gelistirilen On-line
HPLC-Frap antioksidan aktivite tayin yontemi (Arslan-Burnaz vd., 2017) sumak, karanfil,
kantaron ve adacaymin asetonitrilli ekstraktlarina uygulanmistir. DAD sayesinde 8 farkli
dalga boyunda (240, 254, 260, 274, 280, 308, 324, 348 nm) fenolik bilesiklere ait pikleri
iceren kromatogramlar, UV dedektor ile de 595 nm’de bu bilesiklere ait FRAP antioksidan
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piklerini veren kromatogramlar elde edilmistir. Agilent ChemStation programi kullanilarak
alanlar ve pik yiikseklikleri hesaplanmistir. FRAP reaktifi ile reaksiyona giren fenolik
bilesiklerin alikonma zamanlar1 (RT) UV dedektore giderken reaksiyon siiresince bir siire
daha alikonulmus olduklari i¢in 595 nm’deki alikonma zamanlar1 280 nm’deki alikonma

zamanlarindan daha biiyiiktiir

2.2.10.2. On-line HPLC-CA inhibitor Belirleme Yontemi

2.2.10.2.1. On-line HPLC-CA Inhibitér Belirleme Yoéntemi Gelistirilmeden
Once Baz1 Parametrelerin BCA Enzimi Aktivitesi Uzerine EtKisi

2.2.10.2.1.1. BCA Enziminin Aktivitesi Uzerine Tampon Konsantrasyonunun
Etkisi

pH’s1 7,4 olan 7 farkli konsantrasyonda hazirlanan (50, 100, 200, 400, 600, 800,
1000 mM) Tris-SO4 tamponunun enzim aktivitesi tizerine etkisine esteraz aktivite tayin
yontemiyle bakilmistir. Ayn1 zamanda her bir tampon konsantrasyonunun 7 farkli sicaklik
degerinde (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 °C) enzim aktivitesine bakilarak enzimin optimum

sicaklik degerinin belirlenmesi amaglanmistir.

2.2.10.2.1.2. BCA Enziminin Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

7 farkl sicaklik degerinde (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 °C) enzim aktivitesinin
etkilenmedigi goriilmiistiir. Sicaklik araligi degistirilerek pH’ s1 7,4 olan tek tampon
konsantrasyonunda (100 mM) 12 farkl sicaklik degerinde (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 80 °C) calisilip, enzimin optimum sicaklik degeri belirlenmistir. Enzimin
optimum sicaklik degeri belirlendikten sonra hem optimum sicaklik degerinde hem de 37
°C’de (viicut sicakliginda) 7 farkli konsantrasyonda hazirlanan (50, 100, 200, 400, 600,
800, 1000 mM) Tris-SO4 tamponunun enzim aktivitesi lizerine etkisine bakilmisgtir.

HPLC’ de polar ve iyonlasabilen bilesiklerin ters faz ayriminda ¢6ziicli sisteminin
yanlis se¢imi, kuyruklanmalarla ve tekrarlanamayan alikonma zamanlariyla sonuglanabilir.
Bu sebeple, gelistirilecek olan on-line HPLC -CA inhibitér belirleme yonteminde

biyokimyasal dedeksiyonda kullanilacak tamponun, ¢oziicii sisteminde kullanilan asit



85

yiizdesini notralize edebilecek konsantrasyonda olmasi gerekir. Aksi taktirde enzim
aktivitesi ¢oziicli sisteminden etkilenerek inhibisyona sebep olabilir. Bu sebeple formik asit

ve asetik asit kullanilarak enzim aktivitesi lizerine etkisine bakilmistir.

2.2.10.2.1.3. BCA Enziminin Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Farkli ylizdelerde hazirlanan asetik asitin (%0,5; %1; %1,5; %2; %2,5; %3; %3,5;
%4) pH degerleri pH metre ile 6l¢iilmiistiir ve daha sonra enzimin optimum pH degerini
belirlemek i¢cin HPLC gradient programindaki ¢oziicii oranlar1 ve akis sistemleri esteraz

aktivitesine uyarlanarak optimum pH degeri belirlenmistir.

2.2.10.2.1.4. Substrat Cozeltisinin Bekleme Siiresinin Bozunmaya Etkisi

Karbonik anhidrazin esteraz aktivite tayin yonteminde kullanilan substrati olan p-
nitrofenil asetat zamanla bozundugundan absorbans degisimine bakilmistir. Hazirlanan
substrat 16 ve 32 saat sonrasinda 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 seyreltilerek absorbanslar

spektrofotometrede okunmustur.

2.2.10.2.2. On-line HPLC-CA inhibitér Belirleme Yonteminin Gelistirilmesi

HPLC, klasik kolon kromatografisinden tiiretilmistir ve bugiin ila¢ endiistrisinde
kullanilan en 6nemli araglardan birisidir. Gliniimiizde HPLC ile metod gelistirmenin birgok
farkl: stratejileri kullanilmaktadir.

Tezimde, afinite kromatografisiyle sigir karbonik anhidraz enzimi (BCA), ve insan
CAI ve CAII izoenzimleri saflagtirilarak yeni bir on-line HPLC-CA inhibit6r belirleme
yontemi ilk defa gelistirilerek biyoaktif bitki ekstraktlarina uygulanmistir.

2.2.10.2.2.1. HPLC-DAD-UV-CA Inhibitor Belirleme Yontem Kosullar:

HPLC-DAD-UV analizleri yapilirken Agilent (Waldbronn, Almanya)’in 1100
serisine ait 4’lii ¢coziicli pompasi, gaz gidericisi (degasser) ve ultra viyole dedektorii (UV)

ile 1200 serisine ait diyot serili dedektorii (DAD) kullanilmistir. Enstriiman Chem Station
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programi ile (Agilent) kontrol edilmistir. Numune enjeksiyonunda Hamilton siringa (25
uL) kullanilmigtir. Yiriitmelerde enjeksiyon hacmi 20 pL’ dir. Tiim analizlerde bir
Hichrom C18 kolon (250 mm % 4.6 mm i.d., 5 um partikiil; UK) kullanilmistir.

Hem on-line HPLC-CA inhibitér belirleme yontemi gelistirilirken kullanilan
standartlar, hem de bitki ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesikleri belirleme de kullanilan
standartlara ait piklerin birbirinden miimkiin olabildigince ayrilabilmesi i¢in uygun
gradient program (metot) gelistirilmistir. Bitki ekstraktlarindaki bilesenlere ait piklerin ve
CA inhibisyon yoOntemi kullanilarak inhibisyon pik alanlarimin es zamanli olarak
belirlenebilmesi i¢in yeni bir on-line HPLC-DAD-UV-CA yontemi gelistirilmis ve yliksek
karbonik anhidraz inhibisyon etkisine sahip olduklar1 belirlenen bitki ekstraktlarindan

birkaci secilip, gelistirilen yontem bu bitki ekstraktlarina uygulanmastir.

2.2.10.2.2.2. HPLC ile On-line CA inhibitor Belirleme Yénteminin Gelistirilmesi
Icin Standartlarin Belirlenmesi

CA inhibisyonu on-line HPLC’ ye uyarlanirken asetazolamid, siilfanilamid gibi CA’
nin standart inhibitorleri ve literatiirde yer alan CA inhibisyonu gosteren fenolik bilesikler

kullanilarak yontem optimize edilmistir. Kullanilan standartlar Tablo 12° de listelenmistir.

2.2.10.2.2.3. Bitki Ekstraktlarindaki Fenolik Bilesik Analizi icin Standartlarin
Belirlenmesi

Bu asamada, literatiirde yer alan fenolik standartlara olabildigince ulasilmistir.

Kullanilan standartlar Tablo 13°de ve spektrumlar1 Tablo 14’de listelenmistir.

Tablo 12. HPLC ile on-line CA inhibitdr belirleme yonteminin gelistirilmesinde kullanilan
standartlar

Standardin DAD’da
Standardin Molekiil Sekli Molekiil Maksimum Dalga
Agirligi (g/mol) Boyu (nm)

HzN
S
1 Asetazolamid Y >i SO:NH; 222,24 266
\_/

Standardin
Adi




Tablo 12’nin devami

Standardin DAD’da
Standardin Molekiil Sekli Molekiil Maksimum Dalga
Agirligi (g/mol) Boyu (nm)

2 Siilfanilamid HzNO—SOzNHz 172.20 260
OE ;OH
OH
(6]

Standardin
Adi

p-OH Benzoik
asit

w

138,12 260

|
4 Kafeik asit HOWOH 180,10 324
HO
- 1 o
5 P K;;“ita”k How 164.16 308

OH
)

6 Ferulik asit CH3O;©/\)‘\OH 194,19 324
HO

OH

7 Kuersetin ”°m© 302,236 372

Tablo 13. Bitki ekstraktlarindaki fenolik bilesik analizinde kullanilan standartlar

Standardin DAD’da
Standardin molekiil sekli molekiil maksimum dalga
agirligi (g/mol) boyu (nm)

Standardin
adi

Protokatekuik

2 asit

154,12 260

0 OH
1 Gallik asit 170,12 272
HO OH
OH
O~ OH
i "OH
oH




Tablo 13’iin devami

Standard Standardin DAD’da
ancarcin Standardin molekiil sekli molekiil maksimum dalga
adi e
agirhigi (g/mol) boyu (nm)
O\ H
3 Protokat_ekual 138,12 280
dehit
OH
OH
¢ OH
p-OH
4 Benzoik asit $ 138,12 256
OH
CO,H
5 KIoro!enlk é\ )k/\(;\ 168,15 326
asit
Ox_~OH
6 Vanilik asit 354,17 260
OCHs
|
7 Kafeik asit HO N OH 180,10 324
HyCO OCHs
8  Siringik asit 198,17 274
9  Siringaldehit 182,18 308
HaCO OCH;
OH
- i e} 0O
10 P K;g‘ta”k ; w 164,16 310
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Tablo 13’iin devami

Standardin Standardin DAD’da
Standardin molekiil sekli molekiil maksimum dalga
adi o me
agirhigl (g/mol) boyu (nm)

11 Benzoik asit 122,12 234

I
©/kOH
(0]
12 Ferulik asit CHsOWOH 194,19 322
HO

0}
H3CO NS |
13 Sinapik asit o 224,21 324
HO

OCH;

mij/ 302,23 372

OH

HO

14 Kuersetin

Tablo 14. Kullanilan standartlarin spektrumlari

Gallik Asit Protokatekuik Asit
mAU — mAU
70 = 70—
0 60 -
TE 50 -
TE 80
TE 30 -
20~ 20 -
10 - 10 -
0 0
300 400 500 600 nm 300 400 500600 n




Tablo 14’iin devami
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Protokatekualdehit Kafeik Asit
mAU mAUE
120 - 107
100 007
] 50 4
80 .
60 .
] 30*:
40 e
20 10 -
0- 0-
T 1T T 7T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T 1T T 7T T 1T T 7T ‘ T 1T T T ‘ T T T T ‘ T 1T T 7T ‘ T 1T T T
300 400 500 600 nm 300 400 500 600 nm
Vanilik Asit Siringaldehit
mAUE mAU -
80 - 120 -
70 4 ]
] 100 -
60 - ]
50% 80{
40 - 60 -
307 40
20 - ]
10 - 207
0 0-
T 1T T 7T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T 1T T 7T T 1T T 7T ‘ T 1T T T ‘ T T T T ‘ T 1T T 7T ‘ T 1T T T
300 400 500 600 nm 300 400 500 600 nm
Sinapik Asit Benzoik Asit
mAU | mAU 1
120 4 60 -
100 50 -
80 - 40
50 - 30
40 - 20
20 - 10 -
0 0-
T T T 7T ‘ T 1T T 7T ‘ T T T T ‘ T 1T T T ‘ T 1T T 7T T 1T T 7T ‘ T 1T T T ‘ T T T T ‘ T 1T T 7T ‘ T 1T T T
300 400 500 600 nm 300 400 500 600 nm




Tablo 14’iin devami
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Klorojenik Asit Siringik Asit
mAU . mAU
140 = ]
120 - 80?
100 = 60
80
60 40
- 20
20 ]
0 0
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
300 400 500 600 nm 300 400 500 600 nm
p-Kumarik Asit Ferulik Asit
mAU - mAU
] 175 =
140 ]
] 150
120 1
100 3 125—5
80 - 100?
50 757
40 - 50
-
0 0
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
300 400 500 600 nm 300 400 500 600 nm
Kuersetin p-OH Benzoik Asit
mAU 1 mAU _|
150 - 80 |
125 - ]
] 60
100 ]
75 - 40 -
50 - ]
1 20
25 - ]
0- 0-
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
300 400 500 600 am 300 400 500 600 nm
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Tablo 14’{iin devam

Siilfanilamid Asetazolamid
mAU | mAU ]
80 ]
: 60
60
i 40
40 - ]
20{ 207,
0] 0-
\\\\‘\\““““““““‘ \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
300 400 500 600 nm 300 400 500 600 nm

2.2.10.2.2.4. Analiz Orneginin Hazirlanmasi

Standartlarin stok c¢ozeltileri 10 mM, 2 mL olacak sekilde hazirlanmistir. CA’ nin
standart iki inhibitorii olan asetazolamid ve siilfanilamid hazirlanirken stok cozeltileri
%100 asetonitrilde ¢Oziiliip, istenen konsantrasyona seyreltmeler %100 asetonitrille
yapildigi zaman, HPLC’ deki yiirlitmelerinde pik yarilmas: gozlemlenmistir. Pik
yarilmasinin olmamasit i¢in hareketli fazin kompozisyonu ile enjeksiyonu yapilacak
numunenin ¢oziclisii uyumlu olmalidir. Bu yiizden asetazolamid ve siilfanilamidin stok
¢ozeltileri istenilen konsantrasyona seyreltilirken %95 H,0-%5 asetonitril kullanilmistir.
Elajik asit ve kuersetinin stok ¢ozeltileri %100 netanolde c¢oziilmiistiir. Istenilen
konsantrasyona seyreltmeleri %40 metanol- H,O ile yapilmistir. Bu standartlar diginda tiim
standartlarin tartilan miktarlar1 6nce bir miktar metanolde ¢6ziilmiis, sonra son hacim %40
metanol- H,O olacak sekilde ultra saf su ile istenilen hacme tamamlanmistir. Istenilen
konsantrasyona seyreltmeleri yine %40 metanol- H,O ile yapilmistir.

HPLC sisteminde, analizi yapilacak her bir bitkinin ekstraktlar1 ii¢ farkli ¢oziiciide
(%100 H,0, %40 asetonitril-H,O, %40 metanol- H,O) hazirlanmistir. HPLC’ deki
yiriitmelerinden o6nce 0,45 um gozenek boyutuna sahip tek kullanimlik siringa
filtrelerinden gecirilmis, sonrasinda numuneler kendi c¢oziiciileriyle gerektigi kadar

seyreltilmis ve HPLC sistemine 20 pL enjeksiyon yapilarak yiiriitiilmustiir.
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Tablo 15. Standartlarin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda yararlanilan veriler

10 mM, 2 mL
Tartilan Miktar (mg) mg/mL Esdegeri

Standardin ad1 Molekiil Agirligt

1 Gallik asit 170,12 3,402 1,701
2  Protokatekuik asit 154,12 3,082 1,541
3 p-OH Benzoik asit 138,12 2,762 1,381
4 Vanilik asit 168,15 3,363 1,682
5 Kafeik asit 180,10 3,602 1,801
6  Siringaldehit 182,18 3,644 1,822
7  Sinapik asit 224,21 4,484 2,242
8 Benzoik asit 122,12 2,442 1,221
9 Protokatekualdehit 138,12 2,762 1,381
10 Klorojenik asit 354,17 7,083 3,542
11 Siringik asit 198,17 3,963 1,982
12  p- Kumarik asit 164,16 3,283 1,642
13 Ferulik asit 194,19 3,884 1,942
14 Kuersetin 302,23 6,044 3,022

2.2.10.2.2.5. Kromatografik Ayirma Uzerine Mobil Faz Iceriginin ve Akis
Hizimin Etkisi

Iyonik analitlerin ters faz kromatografisi ile metod gelistirilmesinde, analitin
alikonma zamani tizerinde pH’ nin etkisi, kullanilan tamponun tiirli, konsantrasyonu,
organik modifikatordeki ¢oOziinlirligli ve dedeksiyon iizerine etkisinin g6z Oniinde
bulundurulmasi énemlidir. HPLC’ de polar ve iyonlasabilen bilesiklerin ters faz ayriminda
¢oziicli sisteminin yanlis se¢imi, kuyruklanmalarla ve tekrarlanamayan alikonma
zamanlariyla sonuglanabilir.

Kromatografik ayirma iizerine mobil faz igeriginin ve akis hizinin etkisini
gorebilmek igin, HPLC ile on-line CA inhibitdr belirleme yonteminin gelistirilmesinde
kullanilan standartlarin (asetazolamid, siilfanilamid, p-OH benzoik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, kuersetin) her birinin 1mM oldugu standart karisimlar mobil faz
0,5 mL/dk akis hizindayken mobil faz icerigindeki % asetik asit oran1 degistirilerek (%0, 1-
%0,2-%0,3-%0,4-%0,5) yiritilmistir. DAD 280 nm’ de ve UV 280 nm’ deki alikonma

zamanlar1 ve bant genisligi grafige gecirilmistir.
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2.2.10.2.2.6. HPLC Coziicii Sistemi

HPLC sisteminde metod gelistirirken, hareketli fazin bilesiminin agamali olarak
degistigi gradient elusyon kullanilmistir. Defalarca hem mobil faz igerigi, hem de akis
hizlart degistirilerek yontemin gelistirilmesi saglanmigtir Polaritede farklilik gosteren 4

farkli ¢oziicti sistemi kullanilmistir. Bu ¢oziiciiler asagidaki gibidir:

Tablo 16. HPLC’de ¢oziicii sistemi

Hareketli Faz  Hareketli Faz icerigi
A sisesi 9%0,1’lik asetik asit- su
B sisesi %50-50 asetonitril-su i¢inde %0,1 asetik asit
C sisesi %100 HPLC gradient kalitesinde metanol
D sisesi %100 HPLC gradient kalitesinde asetonitril

C sisesindeki ¢oziicii yikama ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Yiirlitmelerde A, B ve D
siseleri kullanilmastir.

Hareketli fazi olusturan ¢ozeltiler (A, B ve D) farkli zamanlarda farkli yiizdelerle
sisteme verilerek fenolik standartlara ait piklerin birbirlerinden olabildigince ayrilabilmesi
ve es zamanli olarak CA inhibisyonlarinin belirlenmesi i¢in uygun gradient programi
(metot) gelistirilmistir. Uygulanan gradient programi Tablo 17’ de, gelistirilen on-line
HPLC-CA inhibitor belirleme sistemi (RP-HPLC-DAD-UV) Sekil 55’de verilmistir.

Tablo 17. Fenolik bilesiklerin HPLC’de ayrilmasinda kullanilan hareketli faz gradient

programi

Zaman %A %B %D Akis Hizi Maksimum

(dk) Coziiclisit.  Coziicisi  Cozicistit  (mL/dk) Basing (bar)
1 0,00 90,0 10,0 0,0 0,500 275
2 28,00 50,0 50,0 0,0 0,500 275
3 32,00 10,0 90,0 0,0 0,500 275
4 35,00 0,0 20,0 80,0 0,500 275
5 42,00 0,0 20,0 80,0 0,500 275
6 44,00 90,0 10,0 0,0 0,500 275
7 45,00 90,0 10,0 0,0 0,500 275

C ¢oziiclisi, numuneler arasi ylirlitmelerde uygulanan yikama programinda

kullanilmistir.
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Hareketli Faz Enjeksiyon Portu

Gaz Giderici |

R

e T
DAD Dedektorii U

Pompa D - DAD Dedektirii
. Kromatogram
Substrat

- — B ’ \“ [
o0 Bilgisayar | !
Reaksiyon -

Sirmga Pompa Sarmal
b UV Dedektéri Kromatogram
(348 nm)

I'V“” UV Dedektoril
e — [~
-
Reaksiyon
Siringa Pompa Sarmali
Allk

Sekil 55. Gelistirilen on-line HPLC-CA inhibitor belirleme sistemi (RP-HPLC-
DAD-UV)

Gelistirilen yontemle birlikte DAD sayesinde 8 farkli dalga boyunda (280, 254, 260,
274, 240, 266, 324, 348) fenolik bilesiklere ait pikleri iceren kromatogramlar ve 3D
spektrumlart elde edilmistir. UV dedektor ile de 348 nm’de bu bilesiklere ait CA
inhibisyon piklerini veren kromatogramlar elde edilmistir. CA inhibisyon piklerine ait
alanlar ve pik yiikseklikleri Agilent ChemStation programi kullanilarak hesaplanabilmistir.

Biyokimyasal dedektérdeki (UV) piklerin RT’ leri DAD detektordeki piklerin RT’
lerinden daha biiylik olmasinin nedeni siringa pompalarla sisteme gonderilen enzim ve
substrat ile reaksiyona giren fenolik bilesikler ikinci bir dedektére (UV) giderken

reaksiyon siiresince bir siire daha alikonulmus olmalarindan kaynaklidir.

2.2.10.2.3. Kombine HPLC-DAD Spektrofotometrik CAI Yontemi

Kombine HPLC-DAD analizleri yapilirken Agilent (Waldbronn, Almanya)’in 1100
serisine ait 4’lii ¢oziicli pompasi, gaz gidericisi (degasser) ile 1200 serisine ait diyot serili
dedektorii (DAD) kullanilmistir. Enstriiman Chem Station programi ile (Agilent) kontrol
edilmistir. Numune enjeksiyonunda Hamilton siringa (25 pL) kullanilmistir. Yiirtitmelerde
enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Tiim analizlerde bir Hichrom C18 kolon (250 mm X 4.6 mm
1.d., 5 um partikiil; UK) kullanilmistir.

Numune bilesenleri kolonda ayrildiktan sonra DAD dedektor sayesinde 8 farkli
dalga boyunda (280, 254, 260, 274, 240, 266, 324, 348) fenolik bilesiklere ait pikleri i¢eren
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kromatogramlar elde edilmistir. DAD detektorden ¢ikan tlibingin ucu fraksiyon
toplayicisina baglanarak eluatlar toplanip, agizlari bir parafilm ile kapatilmistir. Sonrasinda
klasik esteraz inhibisyon calismasi yapilarak spektrofotometrik olarak 348 nm’ de okuma
yapilmistir. Bu yoOntem sayesinde on-line yontemdeki reaksiyon sarmalindaki siire
kisitlamasi (2-3 dk) ortadan kaldirilmigtir. Toplanan fraksiyonlar i¢in istenen herhangi bir
reaksiyon siiresi belirlenebilmektedir. Kombine HPLC-DAD-Spektrofotometrik CAI

belirleme sistemi Sekil 56 da verilmistir.

Hareketli Faz Enjeksiyon Portu

—o-—

z Giderici
EI Kolon H | ‘
DAD Dedektrii — A
Pompa —-=p DAD Dedektirii

Spektrofotometre
Fraksiyon Toplayicisi == Sybstrat = Enzim — -
(348nm)

Sekil 56. Kombine HPLC-DAD-Spektrofotometrik CAIl belirleme sistemi




3. BULGULAR

3.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Saflastirilmas: ile ilgili Yapilan Calisma
Bulgular:

3.1.1. Kantitatif Protein Tayini Icin Hazirlanan Standart Grafik

Elue edilen hCAI, hCA 11 ve BCA enzimlerinde, Bradford metoduyla protein tayini
yapildi. Protein tayini; 100 puL enzim ¢dzeltisi i¢in Ol¢lilmiistiir. Bradford metoduyla
yapilan kantitatif protein tayininde standart grafik referans alinarak (Sekil 57), saflastirilan
enzim ¢dzeltilerindeki protein miktarlari hesaplanmistir. Olgiilen absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein miktarlari standart grafigin denkleminden hesaplanmistir.

1,6 1
E 15 ] *
€ 12 s
Lo
%
~ R?=0,9887
[72]
C
S
O
-
o
wn
o
<
0 20 40 60 80 100
Protein (ng)

Sekil 57. Bradford metoduyla protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.1.2. insan Eritrositlerinden Elde Edilen hCAI, hCA II ve Sigir
Eritrositlerinden Elde Edilen BCA Enziminin Afinite Kromatografisi ile
Saflastirilmasi Sonuglar:

Insan eritrositlerinden hCAI ve hCAII izoenzimleri ve sigir eritrositlerinden BCA

enzimi saflastirilmasi ayr1 ayri yapilmistir. Kati Tris ile pH’s1 8,7’ye ayarlanmis olan
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hemolizat kolona yiiklenmistir. Kolondan 6nce 1 M NaCl/50 mM Na,HPO, (pH:6,3)
tamponu gegirilerek hCAI enzimi, daha sonra 0,1 M CH3COON&a/0,5 M NaClO, (pH:5,6)
tamponu gegirilerek hCAII enzimi elue edilmistir. Sonra sistem dengeleme tamponuyla
dengelendikten sonra kolona sigir kaniyla hazirlanan hemolizat verilmistir. 0,1 M
CH3COONa/0,5 M NaClO,4 (pH:5,6) tamponu verilerek, fraksiyon toplayict yardimiyla
eluatlar 5’er ml halinde tiiplere alinmistir ve 280 nm’deki absorbanslarina bakilarak

absorbans gosteren fraksiyonlar i¢in CO; hidrataz aktivitesine bakilmistir (Sekil 58-59).

EV)
B
~ [e))

= =
o N

o
~

Hidrataz Aktivitesi (
o o
» (o]

o o
o

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiip Numarasi

Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

=—Hidrataz Aktivitesi === Protein Konsantrasyonu

Sekil 58. Afinite kromatografisi ile hCA | ve hCA 1l izoenzimlerinin saflastiriimasina
iligskin elusyon grafigi
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Sekil 59. Afinite kromatografisi ile BCA enziminin saflagtiritlmasina iligskin elusyon grafigi

3.1.3. insan Eritrositlerinden Elde Edilen hCAI, hCAIl ve Sigir
Eritrositlerinden Elde Edilen BCA Enziminin SDS Poliakrilamid Jel
Elektroforezi Sonuclari

Kromatografik islemler sonucu insan eritrositlerinden elde edilen hCAI, hCAIl ve
sigir eritrositlerinden elde edilen BCA enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-
poliakrilamit jel elektroforezi yapilmistir. Molekiil agirligi belli olan standart protein
markirlart kullanilmigtir. SDS-poliakrilamit jel elektroferezine hCAI, hCA 1l ve BCA
enzimleri tatbik edilmistir. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekilmistir (Sekil
60).
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kDa
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66.2

Sekil 60. SDS-PAGE elektroforezi, 1- Molekiiler agirlik markerleri
(Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight
Marker), 2- hCA |, 3- hCA 11, 4- BCA

3.2. Bitki Ekstraktlarinin BCA Enziminin Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon
Etkilerinin In Vitro Olarak incelenmesi

3.2.1. Bitki Ekstraktlarmimm BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerindeki
Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak incelenmesi

Ebeglimeci, zerdecal, sumak, kusburnu, zencefil, keg¢iboynuzu, ballibaba, sari
kantaron, karayemis, adagayi, sarimsak, karanfil, maydanoz, lavanta, nane, mercankdsk ve
kimanin %100 su, %40 asetonitril, %40 metanol olmak tizere ii¢ farkli ¢oziiclide hazirlanan
ekstraktlarinin CA inhibisyonuna esteraz aktivite yontemiyle bakilmistir. Calismada 0,1
mg/mL BCA, 50 mM Tris-SO, (pH:7,4) tamponu ve 3 mM p-nitrofenil asetat
kullanilmistir. Ekstraktlarin % inhibisyonlar ii¢ farkli ¢6ziicii i¢in hesaplanip Microsoft
Excel programinda grafige gecirilmistir. Her bir bitki ekstraktinin {i¢ farkli ¢oziiciideki
inhibisyon sonuglart Sekil 61-77°de gosterilmistir.



101

4 A
2,820
= 2
(=]
>
= 0,869
=
=
e\c 0 T T 1
Su Asetonitril Metanol
2 -1,433

Sekil 61. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan ebegiimeci ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 62. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan zerdecal ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 63. Ug¢ farkli ¢oziiciide hazirlanan sumak ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 64. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan kusburnu ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 65. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan zencefil ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 66. Ug farkli ¢dziiciide hazirlanan keciboynuzu ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 67. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan ballibaba ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 68. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan sar1 kantaron ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 69. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan karayemis ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tlizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 70. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan adacayr ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi ilizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 71. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan sarimsak ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 72. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan karanfil ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tlizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 73. Ug farkli ¢bziiciide hazirlanan maydanoz ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 74. Ug farkli ¢dziiciide hazirlanan lavanta ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi ilizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 75. Ug farkl1 ¢oziiciide hazirlanan nane ekstraktinin CA’nin esteraz aktivitesi
tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 76. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan mercankdsk ekstraktinin CA’nin esteraz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 77. Ug farkli ¢dziiciide hazirlanan kina ekstraktinin CA’nin esteraz aktivitesi
tizerine % inhibisyon degerleri

3.2.2. Bitki Ekstraktlarmmn BCA Enziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerindeki
Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak Incelenmesi

Ebegilimeci, zerdegal, sumak, kusburnu, zencefil, keg¢iboynuzu, ballibaba, sari
kantaron, karayemis, adagayi, sarimsak, karanfil, maydanoz, lavanta, nane, mercankosk ve
kianin %100 su, %40 asetonitril, %40 metanol olmak tizere {i¢ farkli ¢oziiclide hazirlanan
ekstraktlarinin CA inhibisyonuna hidrataz aktivite yontemiyle bakilmistir. Calismada 0,1
mg/mL BCA, 2,5 mM HEPES tamponu (pH:8,8) ve doygun karbondioksit ¢ozeltisi
kullanilmistir. Ekstraktlarin % inhibisyonlar ii¢ farkli ¢oziicii i¢in hesaplanip Microsoft
Excel programinda grafige gecirilmistir. Her bir bitki ekstraktinin ii¢ farkli ¢oziiclideki

inhibisyon souglar1 Sekil 78-94’de gosterilmistir.
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Sekil 78. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan ebegiimeci ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 79. Uc farkli ¢bziiciide hazirlanan zerdecal ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi ilizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 80. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan sumak ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri

12

10,638
10

7,895

(00]
1

5,556

% Inhibisyon
(o))

O T A- T A‘ 1

Su Asetonitril Metanol

Sekil 81. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan kusburnu ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 82. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan zencefil ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 83. Ug farkli ¢dziiciide hazirlanan kegiboynuzu ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 84. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan ballibaba ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 85. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan sar1 kantaron ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 86. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan karayemis ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 87. Ug farkli ¢oziiclide hazirlanan adagayr ekstraktinnn CA’nin hidrataz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 88. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan sarimsak ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi tlizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 89. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan karanfil ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi ilizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 90. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan maydanoz ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 91. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan lavanta ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi tizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 92. Ug¢ farkli ¢oziiciide hazirlanan nane ekstraktinnn CA’nin hidrataz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 93. Ug farkli ¢oziiciide hazirlanan mercankdsk ekstraktinin CA’nin hidrataz
aktivitesi lizerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 94. Ug farkl1 ¢oziiciide hazirlanan kina ekstraktinin CA’nin hidrataz aktivitesi
izerine % inhibisyon degerleri



119

4, ’fé; 30,331
e, @ 69,824
%, 10,717
o; 15,221
# i 52102
/lé,) 22,895
o 27,632
%, 14,478
4, %% ) 933
e O
2 23,558
Oé’? 1,242
R i)
%, 201
<,
2,
o @ 765055
6’%) 67,068
8 0,687
1t B 612
K’q; 3150
‘C.
4+ % 32398 49,793
2y 61,739
¢ T
%, Qo430
6,588
% 1,467
(A
%, 59387 = Metanol
& @ 80,873 o
*?//, 2 26,216 m Asetonitril
€ %y 0,833 S
o CommEb 954 E
’5% 7,564 u
(2 36,630
N 2 51,754
c}) 1,915
% 678
%
«fa 1,283
s, 3,689
% WL 681
8, 3,944
% 96,030
o ‘3 97,140
%, 96,246
5 5,178
C. )
6?50 % 0,418
&% 3,323
. 1,4
Uy 5320
@,;? 0,869
AR
. @ 65,755
= 2
%,
v 37,468
r T T T T T T 9 (1) inhibisyon
-20 0 20 40 60 80 100 120

Sekil 95. Uc farkli ¢oziiciide hazirlanan 17 bitki ekstraktinin CA’nin esteraz aktivitesi
izerine % inhibisyon degerleri
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Sekil 96. Ug farkli c¢oziiciide hazirlanan 17 bitki ekstraktinin CA’nim hidrataz
aktivitesi izerine % inhibisyon degerleri

3.2.3. Bitki Ekstraktlarimmm BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi ile Hidrataz
Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkisinin Korelasyonu

17 farkli bitki ekstraktinin 3 farkli ¢oziiciideki (%100 su, %40 asetonitril, %40
metanol) % inhibisyon degerleri hem hidrataz aktivite yontemindeki sonuglarla hem de
esteraz aktivite yontemindeki sonuglarla paralellik gostermistir. Hidrataz-esteraz arasinda

iic farkli ¢oziicii icin % inhibisyon degerleri grafige gecirilerek korelasyon grafikleri
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cizilmis ve %100 su, %40 asetonitril, %40 metanol icin sirayla R® degerleri 0,9639;
0,9928; 0,9689 olarak bulunmustur (Sekil 97-99).
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Sekil 97. %100 Su ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin CA’nin hidrataz aktivitesi ile
esteraz aktivitesi lizerine % inhibisyon degerlerinin korelasyonu
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Sekil 98. %40 Asectonitril ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin CA’nin hidrataz
aktivitesi ile esteraz aktivitesi lizerine % inhibisyon degerlerinin
korelasyonu
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Sekil 99. %40 Metanol ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin CA’nin hidrataz aktivitesi
ile esteraz aktivitesi lizerine % inhibisyon degerlerinin korelasyonu

3.3. Organik Céziiciilerin SiZir Karbonik Anhidraz (BCA) Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkileri

3.3.1. Organik Céoziiciilerin BCA Enziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Calismamizda, 5 organik ¢dziiciiniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) 12
farkli konsantrasyonda (% 0, %1, %2, %4, %6, %8, %10, %14, %18, %22, %26, %32)
sigir CA (BCA) aktivitesi lizerine etkisine CA’nin hidrataz aktivite yontemiyle ilk defa
bakilmistir. BCA’ nin hidrataz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesinde kullanilan N
(Numune), NK (Numune Korii), K (Kontrol), KK (Kontrol Korii) egrilerinin grafikleri ve

% Coziicii konsantrasyonuna kars1 % aktivite grafikleri Sekil 100-109° da verilmistir.
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Sekil 100. Asetonitrilin - BCA’nin  hidrataz  aktivitesi {izerine etkisinin
belirlenmesinde kullanilan N (Numune), NK (Numune Kori), K
(Kontrol), KK (Kontrol Korii) Egrileri
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Sekil 101. Asetonitrilin BCA’ nin hidrataz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 102. Asetonun BCA’nin hidrataz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesinde
kullanilan N (Numune), NK (Numune Korii), K (Kontrol), KK (Kontrol
Korii) Egrileri
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Sekil 103. Asetonun BCA’nin hidrataz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 104. Metanoliin BCA’nin hidrataz aktivitesi tizerine etkisinin belirlenmesinde
kullanilan N (Numune), NK (Numune Koérii), K (Kontrol), KK (Kontrol
Korti) Egrileri
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Sekil 105. Metanoliin BCA nin hidrataz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 106. Etanoliin BCA’nin hidrataz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesinde
kullanilan N (Numune), NK (Numune Korii), K (Kontrol), KK (Kontrol

Korii) Egrileri
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Sekil 107. Etanoliin BCA’nin hidrataz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 109. DMSO’nun BCA’nin hidrataz aktivitesi iizerine etkisi

3.3.2. Organik Céziiciilerin BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Calismamizda, 5 organik ¢dziiciiniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) 12

farkli konsantrasyonda (% 0, %1, %2, %4, %6, %8, %10, %14, %18, %22, %26, %32)
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sigir CA (BCA) aktivitesi lizerine etkisine CA’nin esteraz aktivite yontemiyle ilk defa
bakilmistir. BCA’ nin esteraz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesinde kullanilan N
(Numune), NK (Numune Korii), K (Kontrol), KK (Kontrol Korii) egrilerinin grafikleri ve

% Coziicii konsantrasyonuna kars1 % aktivite grafikleri Sekil 110-119° da verilmistir.
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Sekil 110. Asectonitrilin  BCA’nin  esteraz  aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesinde kullanilan N (Numune), NK (Numune Korii), K
(Kontrol), KK (Kontrol Korii) Egrileri
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Sekil 111. Asetonitrilin BCA’nin esteraz aktivitesi lizerine etkisi



129

1,800 -
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400 -
0,200 A

0,000 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

% Coziicii Konsantrasyonu

¢ N. Ort.

EN.K. Ort.
K Ort.

X K.K. Ort

Absorbans

Sekil 112. Asetonun BCA’nin esteraz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesinde
kullanilan N (Numune), NK (Numune Korii), K (Kontrol), KK (Kontrol
Korii) Egrileri
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Sekil 113. Asetonun BCA’nin esteraz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 114. Metanoliin BCA’nin esteraz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesinde
kullanilan N (Numune), NK (Numune Koérii), K (Kontrol), KK (Kontrol
Korii) Egrileri
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Sekil 115. Metanoliin BCA nin esteraz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 116.

Etanoliin BCA’nin esteraz aktivitesi Uzerine etkisinin belirlenmesinde

kullanilan N (Numune), NK (Numune Korii), K (Kontrol), KK (Kontrol
Korii) Egrileri
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Sekil 117. Etanoliin BCA’nin esteraz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 118. DMSO’nun BCA’nin esteraz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesinde
kullanilan N (Numune), NK (Numune Koérii), K (Kontrol), KK (Kontrol
Korii) Egrileri
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Sekil 119. DMSO’nun BCA’nin esteraz aktivitesi lizerine etkisi

3.3.3. BCA Enziminin Hidrataz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren
Asetazolamid ve Siilfanilamidin ICsy Degerinin Belirlenmesi

Doygun substrat konsantrasyonunda si8ir eritrosit BCA enzimi i¢in CA’nin standart

inhibitorleri olan asetazolamid ve siilfanilamidin BCA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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aragtirilmistir. Olgiimler hidrataz aktivite tayin metoduyla yapilmustir. Her bir standart
inhibitor i¢in Aktivite(%)-[I] grafikleri ¢izilmis ve bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep
olan inhibitér konsantrasyonlari (ICsp) hesaplanmistir. Siilfanilamid i¢in ICsp degeri 2,6

uM ve asetazolamid igin bu deger 24 nM olarak bulunmustur (Sekil 120-121).
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Sekil 120. BCA enziminin hidrataz aktivite yontemi ile c¢alisilan 5 farkli
stilfanilamid konsantrasyonunda ICsy degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen
% Aktivite-[Siilfanilamid] grafigi
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Sekil 121. BCA enziminin hidrataz aktivite metodu ile c¢alisilan 5 farkli
asetazolamid konsantrasyonunda ICsy degerinin bulunmasi i¢in gizilen
% Aktivite-[ Asetazolamid] grafigi
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3.3.4. Hidrataz Aktivite Tayin Metoduyla I1Csy Degeri Belirlenen Asetazolamid
ve Siilfanilamid Varhginda Organik Coziicillerin BCA Enziminin
Hidrataz Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak
Incelenmesi

Hidrataz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid ve
siilfanilamidin %50 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonunda organik
¢oziiciilerin BCA enziminin hidrataz aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi in vitro olarak
incelenmisir. 5 organik ¢oziiciiniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) tek
konsantrasyonda (%10) sigir CA (BCA) iizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Asetazolamid ve siilfanilamid ICsg konsantrasyonunda enzimi %50 inhibe ederken %10
konsantrasyonda organik ¢oziiciiniin BCA aktivitesini nasil etkilediginin sonuglar1 Sekil

122, Tablo 18’ de gosterilmistir.
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Sekil 122. Hidrataz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid ve
stilfanilamid varliginda organik ¢oziiclilerin BCA enziminin hidrataz
aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Tablo 18. Hidrataz aktivite tayin metoduyla 1Csy degeri belirlenen asetazolamid ve
stlfanilamid varliginda organik c¢oziiciilerin BCA enziminin hidrataz
aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Hidrataz Asetazolamid (ICsg)(nM) Siilfanilamid (ICs)(uM)
Su 23,3 2,7
Metanol 29,2 3,6
Etanol 30,1 3,4
Aseton 26,2 2,7
Asetonitril 28,6 3,4
DMSO 22,8 2,6

3.3.5. BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren
Asetazolamid ve Siilfanilamidin I1Csy Degerinin Belirlenmesi

Doygun substrat konsantrasyonunda sigir eritrosit BCA enzimi i¢in CA’ nin standart
inhibitdrleri olan asetazolamid ve siilfanilamidin BCA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
arastirilmistir. Olgilimler esteraz aktivite tayin metoduyla yapilmustir. Her bir standart
inhibitor i¢in Aktivite(%)-[I] grafikleri ¢izilip, bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan
inhibitdr konsantrasyonlar1 (ICsg) hesaplanmigtir. Siilfanilamid icin ICsq degeri 9,3 uM ve

asetazolamid i¢in bu deger 90 nM olarak bulunmustur (Sekil 123-124),
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Sekil 123. BCA enziminin esteraz aktivite metodu ile ¢alisilan 4 farkl: siilfanilamid
konsantrasyonunda ICsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Aktivite-
[Siilfanilamid] grafigi
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Sekil 124. BCA enziminin esteraz aktivite metodu ile c¢alisilan 4 farkli
asetazolamid konsantrasyonunda ICs degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen
% Aktivite-[ Asetazolamid] grafigi

3.3.6. Esteraz Aktivite Tayin Metoduyla ICsy Degeri Belirlenen Asetazolamid ve
Siilfanilamid Varhginda Organik Céziiciilerin BCA Enziminin Esteraz
Aktivitesi Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin In Vitro Olarak incelenmesi

Esteraz aktivite tayin metoduyla 1Csy degeri belirlenen asetazolamid ve
siilfanilamidin %50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonunda organik
¢oziiciilerin BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi in vitro olarak
incelenmisir. 5 organik c¢oziiclinlin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) tek
konsantrasyonda (%10) sigir CA (BCA) iizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Asetazolamid ve siilfanilamid ICsy konsantrasyonunda enzimi %50 inhibe ederken %10
konsantrasyonda organik ¢oziicliniin BCA aktivitesini nasil etkilediginin sonuglar1 Sekil

125, Tablo 19°da gosterilmistir.
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Sekil 125. Esteraz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid ve
stilfanilamid varliginda organik ¢oziiciilerin BCA enziminin esteraz aktivitesi

tizerindeki inhibisyon etkisi

Tablo 19. Esteraz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid ve
stilfanilamid varhiginda organik ¢oziiciilerin BCA enziminin esteraz
aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro olarak incelenmesi

Esteraz Asetazolamid (1Csp)(nM) Siilfanilamid (1Cs0)(uM)
Su 83,4 9,2
Metanol 1111 12,8
Etanol 98,1 11,2
Aseton 94,0 10,9
Asetonitril 109,0 12,6
DMSO 83,0 9,4

3.4. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini
Bulgulan

Sulu ekstrakltlar1 hazirlanan bitki numunelerinin toplam fenolik igerigi, literatiirde
siklikla tercih edilen antioksidan aktivite tayin yontemlerden biri olan Folin-Ciocalteu ile
belirlenmigtir. Gallik asit (GA) ve katesin (CA) standartlarinin farkli konsantrasyonlari ile

olusturulan kalibrasyon egrileri toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde
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kullanilmistir (Sekil 126, Sekil 128) Numunelerin fenolik madde igerikleri, standartlarin
grafiklerinden elde edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak, 765 nm’de, mL numune
basina esdeg§er miktarda mikrogram (ug) gallik asit veya katesinin artan
konsantrasyonlarina karsilik gelen degerler grafige gegirilerek belirlenmistir (Sekil 127,
Sekil 129).

Sulu ekstraktlar1 calisilan bitki numunelerinin toplam fenolik madde igerigine
bakildig1 zaman karanfil, sumak ve kantaronun hem GAE hem de CE cinsinden en yiiksek
fenolik bilesene sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 127, Sekil 129). Fenolik igerigi en diisiik

numunenin ise sarimsak oldugu belirlenmistir.
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Sekil 126. Toplam fenolik madde tayini yonteminde standart olarak kullanilan
gallik asitin farkli konsantrasyonlarina karst 765 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi
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Sekil 127. 17 bitki ekstraktina ait toplam fenolik madde miktarlart (mL numunede esdeger
miktarda pg gallik asit)
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Sekil 128. Toplam fenolik madde tayini yonteminde standart olarak
kullanilan katesinin farkli konsantrasyonlarmma karst 765
nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi
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Sekil 129. 17 bitki ekstraktina ait toplam fenolik madde miktarlart (mL numunede esdeger
miktarda pg katesin)

3.5. On-line HPLC-Biyoaktivite Calisma Bulgulari

3.5.1. On-line HPLC-FRAP Antioksidan Aktivite Tayin Bulgular:

Her bir standart konsantrasyonunun 500 uM oldugu gallik asit, protokatekuik asit,
klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, protokatekualdehit, vanilik asit,
ferulik asit, kuersetin, p-hidroksibenzoik asit, siringik asit, siringaldehit, benzoik asitin
595 nm’de 0,5 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP c¢ozeltisiyle (akis hizi 0,3 mL/dk)
reaksiyonu sonrasi kromatogramlari elde edilmistir (Sekil 130, 132, 134). Standartlardan p-
kumarik asit, vanilik asit, p-hidroksibenzoik asitin FRAP aktivitesi a¢isindan inaktif
oldugu goriilmistir (Sekil 131, 133, 135). Daha sonra 10 mg/mL konsanrasyondaki
adagayi, sar1 kantaron, karanfil ve sumak numuelerinin asetonitrilli ekstraktlar1 ayni sartlar

altinda yiiritiilmistiir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 136-139°da verilmistir.
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Sekil 130. Standartlarin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP
cozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu sonrasi kromatogramlari (1)
gallik asit, (2) protokatekuik asit, (3) klorojenik asit, (4) kafeik asit, (5) p-
kumarik asit, (6) sinapik asit (her bir standart konsantrasyonu 500 uM)
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Sekil 131. Standartlarin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP
cozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu sonrast DAD 280 nm ve
UV 595 nm’deki pik yiikseklikleri (mAU)



142

sl 4
150
1257

100

75
50

251 JREYCS el oy 595 nm

DAD 280 nm

a 10 14 20 25 30 35 40 min

Sekil 132. Standartlarin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP
cozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu sonrasi kromatogramlari (1)
protokatekualdehit, (2) vanilik asit, (3) ferulik asit, (4) kuersetin (her bir
standart konsantrasyonu 500 uM)
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Sekil 133. Standartlarin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP
cozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu sonrast DAD 280 nm ve
UV 595 nm’deki pik yiikseklikleri (mAU)
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Sekil 134. Standartlarin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP
cozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu sonras1 kromatogramlari (1) p-
hidroksibenzoik asit, (2) siringik asit, (3) siringaldehit, (4) benzoik asit (her
bir standart konsantrasyonu 500 pM)
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Sekil 135. Standartlarin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP
cozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu sonrast DAD 280 nm ve
UV 595 nm’deki pik yiikseklikleri (mAU)
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Sekil 136. Adagayinin (10 mg/mL) asetonitrilli ekstraktinin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis
hizinda ortama eklenen FRAP ¢ozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu
sonrast DAD 280 nm ve UV 595 nm kromatogramlari
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Sekil 137. Sar1 kantaronun (10 mg/mL) asetonitrilli ekstraktinin 595 nm’de 0,5 mL/dk
akis hizinda ortama eklenen FRAP c¢ozeltisiyle (akis hizi 0,3 mL/dk)
reaksiyonu sonrast DAD 280 nm ve UV 595 nm kromatogramlari
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Sekil 138. Karanfilin (10 mg/mL) asetonitrilli ekstraktinin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis
hizinda ortama eklenen FRAP c¢ozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu
sonrast DAD 280 nm ve UV 595 nm kromatogramlari
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Sekil 139. Sumagin (10 mg/mL) asetonitrilli ekstraktinin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis
hizinda ortama eklenen FRAP c¢ozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu
sonrast DAD 280 nm ve UV 595 nm kromatogramlari
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3.5.2. On-line HPLC-CA Inhibitér Belirleme Yontem Bulgulari

3.5.2.1. BCA Enziminin Aktivitesi Uzerine Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

pH’ s1 7,4 olan 7 farkli konsantrasyonda hazirlanan (50, 100, 200, 400, 600, 800,
1000 mM) Tris-SO,4 tamponunun enzim aktivitesi tizerine etkisine esteraz aktivite tayin
yontemiyle bakilmistir. Ayn1 zamanda her bir tampon konsantrasyonunun 7 farkli sicaklik
degerinde (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 °C) enzim aktivitesine bakilarak enzimin optimum
sicaklik degerinin belirlenmesi amaglanmistir. Tampon konsantrasyonu arttikca enzimin

aktivitesinin arttig1 gorilmiistiir (Sekil 140, 141).

1,600 -
1,400 A #25°C
1,200 - m30°C
© 1,000 - 33°C
3 X37°C
= 0,800 1
(72}
o] X X40°C
< 0,600 X
45°C
0,400 -
50°C
0,200 -
0,000 T T T T 1
0 0 400 600 800 1000
Tampon Konsantrasyonu (mM)

Sekil 140. BCA enziminin aktivitesi lizerine tampon konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 141. 25°C sicaklik degerinde BCA enziminin aktivitesi iizerine tampon
konsantrasyonunun etkisi

3.5.2.2. BCA Enziminin Aktivitesi Uzerine Sicakh@in EtKisi

7 farkli sicaklik degerinde (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50 °C) enzim aktivitesinin
etkilenmedigi goriilmiistiir. Sicaklik araligi degistirilerek pH’ s1 7,4 olan tek tampon
konsantrasyonunda (100 mM) 12 farkli sicaklik degerinde (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 80 °C) ¢alisilip, enzimin optimum sicaklik degeri 50 °C olarak belirlenmistir
(Sekil 131). Enzimin optimum sicaklik degeri belirlendikten sonra hem optimum sicaklik
degerinde hem de 37 °C’ de (viicut sicaklifinda) 7 farkli konsantrasyonda hazirlanan (50,
100, 200, 400, 600, 800, 1000 mM) Tris-SO,4 tamponunun enzim aktivitesi {izerine etkisine
bakilmistir (Sekil 142-144).
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Sekil 142. BCA enziminin aktivitesi lizerine sicakligin etkisi
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Sekil 143. 37°C sicaklik degerinde (viicut sicakliginda) BCA enziminin aktivitesi
izerine tampon konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 144. 50°C sicaklik degerinde BCA enziminin aktivitesi {izerine tampon
konsantrasyonunun etkisi

3.5.2.3. Substrat Cozeltisinin Bozunmasina Bagh Absorbans Degisimi

Karbonik anhidrazin esteraz aktivite tayin yonteminde kullanilan substrati olan p-
nitrofenil asetat zamanla bozundugundan absorbans degisimine bakilmistir. Hazirlanan
substrat 16 ve 32 saat sonrasinda 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 seyreltilerek absorbanslar
spektrofotometrede okunmustur (Sekil 145).
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Sekil 145. Hazirlanan substrat 16 ve 32 saat sonrasinda 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16
seyreltilerek spektrofotometrede okunmasiyla elde edilen absorbans
degerleri
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3.5.2.4. Farkh Yiizdelerde Hazirlanan Asetik Asitin pH Degerleri

HPLC sisteminde yontem gelistirirken, hareketli fazin bilesiminin asamali olarak
degistigi gradient elusyon kullanilmigtir. Coziicii sistemleri olusturulmadan ve igerigindeki
asetik asit oranin1 belirlemeden 6nce farkli ylizdelerde asetik asit hazirlanarak (%0,5; %1;

%1,5; %2; %2,5; %3; %3,5; %4) pH metrede pH’ lan dl¢iilmiistiir (Sekil 146).

25 .\‘\’\’\0\*\.\,
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%0 Asetik Asit

Sekil 146. Farkli yiizdelerde hazirlanan asetik asitin (%0,5; %1; %1,5; %2; %2,5;
%3; %3.,5; %4) pH degerleri

3.5.2.5. BCA Enziminin Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzimin optimum pH degerini belirlemek i¢cin HPLC gradient programindaki ¢6ziicii
oranlart (%100 su, %90A-%10B, %70A-%30B) ve akis sistemleri esteraz aktivitesine
uyarlanarak optimum pH degeri belirlenmistir. Her ii¢ gradiyent program i¢inde optimum

pH 9 olarak bulunmustur (Sekil 147-149).
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Sekil 147. %100 su ile enzimin optimum pH degerinin belirlenmesi
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Sekil 148. %90A-%10B gradiyetinde enzimin optimum pH degerinin belirlenmesi
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Sekil 149. %70A-%30B gradiyetinde enzimin optimum pH degerinin belirlenmesi

3.5.2.6. Kromatografik Ayirma Uzerine Mobil Faz i¢eriginin ve Akis Hizinin
Etkisi

Kromatografik ayirma {izerine mobil faz igeriginin ve akis hizinin etkisini
gorebilmek i¢in, HPLC ile on-line CA inhibitdr belirleme yonteminin gelistirilmesinde
kullanilan standartlarin (asetazolamid, siilfanilamid, p-OH benzoik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, kuersetin) her birinin 1mM oldugu standart karisimlar mobil faz
0,5 mL/dk akis hizindayken mobil faz i¢erigindeki % asetik asit oran1 degistirilerek (%0,1-
%0,2-%0,3-%0,4-%0,5) yiiritilmistir. DAD 280 nm’ de ve UV 280 nm’ deki alikonma
zamanlar1 ve bant genisligi grafige ge¢irilmistir. Ayn1 akis hizinda % asetik asit oranlari
degistikce alikonma zamanlarinda gbéze carpan bir farklilik goriilmezken, %asetik asit
orani azaldikc¢a her bir standartin spektrumunda bozulmalar ortaya ¢ikmistir (Sekil 150-
159). Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,1-%0,2-%0,3-%0,4-%0,5
asetik asit oldugunda standartlarmn DAD 280 nm’ deki ve UV 280 nm’ deki
kromatogramlar1 da verilmistir (Sekil 160-161).
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Sekil 150. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz icerigi %0,1 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki alikonma
zamanlar1 (RT)
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Sekil 151. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,1 asetik asit
oldugunda standartlarn DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki bant
genislikleri (dk)
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Sekil 152. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,2 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki alikonma
zamanlar1 (RT)
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Sekil 153. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,2 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki bant
genislikleri (dk)
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Sekil 154. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz icerigi %0,3 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki alikonma
zamanlar1 (RT)
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Sekil 155. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,3 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki bant
genislikleri (dk)
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Sekil 156. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,4 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki alikonma
zamanlar1 (RT)

o o ] o] o ©

1.8 - o o — o)} = ™

' — © © © Q ™ ©

ro} < < < 8 < <

1,6 ] — — — — ™ - —
—

m DAD 280 nm
m UV 280 nm

Sekil 157. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,4 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki bant
genislikleri (dk)
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Sekil 158. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,5 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki alikonma
zamanlar1 (RT)
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Sekil 159. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,5 asetik asit
oldugunda standartlarin DAD 280 nm ve UV 280 nm’deki bant
genislikleri (dk)
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Sekil 160. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz igerigi %0,1-%0,2-%0,3-
%0,4-%0,5 asetik asit oldugunda standartlarin DAD 280 nm’deki alikonma

zamanlari (RT)
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Sekil 161. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk iken, mobil faz icerigi %0,1-%0,2-%0,3-

%0,4-%0,5 asetik asit oldugunda standartlarin UV280 nm’deki alikonma
zamanlar1 (RT)
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3.5.2.7. On-line HPLC-DAD-CAI ve Kombine HPLC-DAD-Spektrofotometrik
CAI Yontem Bulgular

Gelistirilen On-line HPLC-DAD-CAI yonteminde belirlenen HPLC kosullarinda
(mobil faz akis hiz1 0,5 mL/dakika, substrat 0,4 mL/dakika, enzim+tampon 0,1 mL/dakika)
standart karigimlar ve numuneler yiiriitiillerek DAD sayesinde 8 farkli dalga boyunda (280,
254, 260, 274, 240, 266, 324, 348) fenolik bilesiklere ait pikleri iceren kromatogramlar ve
3D spektrumlari elde edilmistir. UV dedektor ile de 348 nm’de bu bilesiklere ait CA
inhibisyon piklerini veren kromatogramlar elde edilmistir.

CA’ nin standart inhibitorleri olan siilfanilamid ve asetazolamid i¢in HPLC
sartlarinda (mobil faz akis hiz1 0,5 mL/dakika, substrat 0,4 mL/dakika, enzim+tampon 0,1
ml/dakika) spektrofotometrede esteraz aktivite tayini yapilarak ICso degerleri elde
edilmistir. Siilfanilamidin 1Csq degeri 2,5 uM, asetazolamidin ICsy degeri 275 nM olarak
bulunmustur (Sekil 162-163). Standartlarin HPLC sartlarinda 1Csg degerleri belirlendikten
sonra, yine HPLC sartlarinda son ICsg konsantrasyonlari, 2x(ICsp) 1Cs ve 1/3x(ICsp) olacak
sekilde her bir standartin enjeksiyon konsantrasyonu hesaplanip enjeksiyonu yapildiktan
sonra gradiyent sartlarda yliriitmeleri yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar I1Csg
degerinin iki kati konsantrasyon igin 348 nm kromatogramiyla birlikte Sekil 164’ te

verilmistir.
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Sekil 162. Siilfanilamidin HPLC sartlarinda spektrofotometrik esteraz aktivite
tayin yontemiyle 1Csp degerinin belirlenmesi
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Sekil 163. Asetazolamidin HPLC sartlarinda spektrofotometrik esteraz aktivite
tayin yontemiyle ICso degerinin belirlenmesi
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Sekil 164. On-line HPLC-DAD-CAI yontemiyle elde edilen siilfanilamid ve
asetazolamidin esteraz aktivite sonuglari
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Daha sonra On-line HPLC-DAD-CAI yontemiyle siilfanilamid ve asetazolamidin
ICs0 degerini belirlemek i¢in her bir standart on farkli konsantrasyonda hazirlanmistir ve
gelistirilen on-line HPLC-CA inhibitdr belirleme sisteminde (RP-HPLC-DAD-UV) (Sekil
55), gradient programda (Tablo 17) yiirtitiilmiistiir. Standartlarin her bir konsantrasyondaki
pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri Chem Station (Agilent) programiyla hesaplanmistir ve
konsantrasyona karst hem pik alanlar1 hem de pik yiikseklikleri grafige gecirilerek 1Cso
degerleri belirlenmistir (Sekil 165, 166, 167, 168). Konsantrasyon arttik¢a pik yiiksekligi
belli bir degerden sonra sabit kalmasina ragmen, pik yayvanlasarak pik alani artmistir
(Sekil 169). Bu anlamda ICsy degerinin konsantrasyona karst pik yiiksekliginden
hesaplanmasi daha giivenilir bulunmustur. Siilfanilamid ve asetazolamidin 1Csy degeri
konsantrasyona karsi pik alani grafiginden sirayla 0,23 mM ve 0,15 mM olarak
bulunmustur. Siilfanilamid ve asetazolamidin ICsy degeri konsantrasyona karst pik

yiiksekligi grafiginden sirayla 0,11 mM ve 0,01 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 165. On-line HPLC-DAD-CAI yontemiyle siilfanilamidin konsantrasyona kars1
pik alan1 grafigi
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Sekil 166. On-line HPLC-DAD-CAI yontemiyle siilfanilamidin konsantrasyona karsi
pik yiiksekligi grafigi
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Sekil 167. On-line HPLC-DAD-CAI yontemiyle asetazolamidin konsantrasyona karsi
pik alan1 grafigi
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Sekil 168. On-line HPLC-DAD-CAI yontemiyle asetazolamidin konsantrasyona
kars1 pik ytiksekligi grafigi

Sekil 169. Inhibitér konsantrasyonunun artmasma bagli olarak pik
yiiksekligi ve pik alanimin degisimi

Daha sonra kombine HPLC-DAD spektrofotometrik CAI belirleme yonteminde
DAD dedektor ¢ikisindaki tiibingin ucu fraksiyon toplayicitya baglanarak toplanan
slilffanilamid ve asetazolamid eluatlarinda yine HPLC sartlarinda spektrofotometrik
yontemle esteraz aktivite tayini yapilmistir (Sekil 170-171). Spektrofotometrik esteraz
aktivite tayininde pipetlenen inhibitor hacmini verecek sekilde HPLC’de DAD dedektoriin
cikisindaki tlibingten damla sayimi1 yontemiyle ayni hacmi veren damla sayisi ile birlikte
eluatin bir tiipte toplanmasi i¢in gecen siire belirlenmistir. Inhibitorlerin DAD 280 nm’
deki kromatogramlarindan pikin alani bir tiipte toplanan eluatin dakikasina bagli olarak
alanlara béliinmiistiir (Sekil 172). Inhibitoriin enjeksiyon konsantrasyonundan toplam
alanin konsantrasyonu bulunmus, boliinen alanlar toplam alana oranlanarak da her bir

alanin konsantrasyonu bulunmustur. Tiiplerde toplanan eluatlara spektrofotometrik esteraz
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aktivite yontemi uygulanmistir. Dakikaya kars1 absorbans grafigi ¢izilerek bu grafikten her
bir alanin absorbansi bulunmus (Sekil 173) ve her bir alanin konsantrasyonuna karsi

absorbans grafigi ¢izilmis ve bu grafikten 1Csy degerleri bulunmustur (Sekil 174-175).
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Sekil 170. Kombine HPLC-DAD spektrofotometrik CAI belirleme yonteminde
fraksiyon toplayicida toplanan siilfanilamid ve asetazolamidin
spektrofotometrik yontemle esteraz aktivite sonuglari
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Sekil 171. Kombine HPLC-DAD-Spektrofotometrik CAI yontemiyle elde edilen
kromatogramlar ve asetazolamid ve siilfanilamidin esteraz aktivite

sonuglari
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Sekil 172. Inhibitorlerin DAD 280 nm’ deki kromatogramlarmdan toplam pik
alanmin bir tiipte toplanan eluatin dakikasina bagli olarak alanlara
boliinmesinin gosterimi

Sekil 173. Dakikaya karsi absorbans grafigi ¢izilerek bu
grafikten her bir fraksiyonun absorbansinin
bulunmasinin gosterimi (Sekil 173)
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Sekil 174. Toplanan fraksiyonlarda siilfanilamid ICsy degerinin belirlenmesi
icin yapilan spektrofotometrik esteraz aktivite 6l¢iim sonuglari
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Sekil 175. Toplanan fraksiyonlarda asetazolamid 1Csy degerinin belirlenmesi
icin yapilan spektrofotometrik esteraz aktivite 6l¢iim sonuglart

Daha once gelistirilmis olan on-line HPLC-FRAP antioksidan yontemi CAI
yontemiyle birlikte kullanilarak kombine HPLC-DAD-FRAP-Spektrofotometrik CAl
yontemi sumak bitkisinin asetonitrilli ekstraktina (Sekil 176) ve karanfil bitkisinin

asetonitrilli ekstraktina (Sekil 177) uygulanmistir.
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Sekil 176. Sumagin (10 mg/mL) asetonitrilli ekstraktinin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis
hizinda ortama eklenen FRAP c¢ozeltisiyle (akis hiz1 0,3 mL/dk) reaksiyonu
sonrast DAD 280 nm ve UV 595 nm kromatogramlar1 ve kombine HPLC-
DAD-Spektrofotometrik CAI yontemiyle elde edilen esteraz aktivite
sonuglari
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Sekil 177. Karanfilin (10 mg/mL) asetonitrilli ekstraktinin 595 nm’de 0,5 mL/dk akis
hizinda ortama eklenen FRAP ¢ozeltisiyle (akis hizi 0,3 mL/dk) reaksiyonu
sonrast DAD 280 nm ve UV 595 nm kromatogramlar1 ve kombine HPLC-
DAD-Spektrofotometrik CAI yontemiyle elde edilen esteraz aktivite sonuglari



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (EC 4.2.1.1) CO’in hidrasyonunu veya HCO31n dehidrasyonunu
dontisiimlii olarak katalizleyen ve eritrosit iceren ¢ogu dokuda iyi karakterize edilmis pH
diizenleyici metaloenzim sinifi bir enzimdir (Supuran, 2008; 2010). Bu olduk¢a hizli bir
reaksiyondur (Giil¢in ve Beydemir, 2013). Karbonik anhidraz bu reaksiyonun hizim
artirarak saniyede 10*-10° reaksiyon hizina ulastirir (Coban vd., 2007). Memelilerde hiicre
ici yerlesimleri, kinetik 6zellikleri ve inhibitorlere karst duyarliliklar: birbirinden farkli 16
ayrt (CAI-XIV) karbonik anhidraz belirlenmistir (Supuran 2008). Cogu CA
izoenzimlerinin modiilatorleri; 6dem, glokom hastaligi, obezite, kanser, epilepsi ve
osteoporoz gibi rahatsizliklarin tedavisinde potansiyel inhibisyon ya da aktivasyon etkileri
ile tedavi amagli kullanilmaktadir (Sly ve Hu, 1995; Supuran ve Scozzafava, 2002).

hCA-I, insan eritrositlerinde bol miktarda bulunan bir proteindir. Ayrica lenste, ter
bezlerinde, kornea epitelyumunda, kalin bagirsagin epitelyumunda, adipoz dokuda
bulunur. hCA-II, insanda hemen hemen her doku veya organda, bazi hiicre tiplerinin
sitozoliinde bulunur ve doniisiimsiiz korliige sebep olan glokomda akdz humor goz igi
basincinin saglanmasinda biiyiik rol oynamaktadir (Supuran, 2008; 2010).

Bu caligmada insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA-I ve hCAIl) ve
sigir karbonik anhidraz enzimi (BCA) eritrositlerden afinite kromatografisi ile ayr1 ayri
saflagtirllmistir. Sepharose-4B iizerinden {i¢ farkli reaksiyon sonucu sentezlenerek
hazirlanan afinite jeli kullanilmistir. Sepharose-4B matriks olarak secilmistir. Once CNBr
ile aktiflestirilmis sonra enzimin ligandla daha iyi etkilesmesini saglamak igin L-tirozin
uzant1 kolu olarak takilmistir. Karbonik anhidrazin aktif bolgesi enzimin globiiler yapisinin
12-15 A° derinliginde oldugu X 1smlar1 kristallografisi ile belirlenmistir (Cuatracases,
1970). Afinite jelinde belirtilen derinlige erisebilmek i¢in yeteri kadar uzunlukta bir uzanti
kolu olarak tirozin kullanilmigtir. Daha sonra siilfanilamid, enzimin spesifik bir inhibitorii
oldugu i¢in ve enzimi kolonda tutmak icin afinite jelinde ligand olarak kullanilmistir ve
diazolanarak tirozine kenetlenmesi saglanmaistir.

Eluatlarin  tampon bilesenlerinden uzaklastirilmast amaciyla diyaliz islemi
uygulanmistir. Diyaliz iglemi bittikten sonra daha derisik protein ¢ozeltileri elde etmek i¢in

numuneler liyofilize (dondurup kurutma yontemi) edilmistir. Sonrasinda saflastirilan
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izoenzimlerin safliklarinin kontrolii i¢in SDS-poliakrilamid jel elektroforezi uygulanmistir.
hCA-I, hCA-Il ve BCA enzimlerinin her biri i¢in tek bant gozlenmistir.

Karbonik anhidraz enzimlerinin saflagtirilmasi sirasinda eluatlarin protein miktarlar
iki farkl1 yontemle belirlenmistir. ilk 6nce 280 nm de absorbanslar1 lgiilerek yar1 kantitatif
olarak protein miktarlari belirlenmistir. Bu tayin, proteinin yapisindaki aromatik tirozin ve
triptofan amino asitlerinin bu dalga boyunda absorbans vermesine dayanmaktadir (Segel,
1968). Kantitatif protein tayinleri ise Coomassie-Blue yontemi ile yapilmistir. Bu yontemin
¢ok kisa siirede uygulanabiliyor olmasi, bozucu faktorlerin pek olmamasi, protein-boya
kompleksinin ¢dzeltilerde uzun siire kalmasi gibi diger protein tayinlerine gore uistiinliikleri
vardir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford, 1976).

Karbonik anhidraz enzim aktivite tayinlerinde iki yontem kullanilmistir. Birincisi
hidrataz aktivitesidir, bu aktivite ayn1 zamanda enzimin fizyolojik aktivitesidir. Maren ve
arkadaglarinin modifiye ettikleri bu yontem Wilbur-Anderson yontemi olarakta bilinir
(1960). Enzimin aktivitesi, 0 °C’de pH disiisiiniin takibiyle potansiyometrik metotla
Olclilmiistiir. Metodun prensibi, ortamda substrat olarak bulunan karbondioksitin
hidratasyonu sonucu agiga ¢ikan H” nm ortamin pH’> s 8,8’den 7,0’a diisiirmesi igin
gecen siirenin Ol¢iilmesine dayanmaktadir.

Ikinci aktivite yontemi ise esteraz aktivitesidir. Amstrong ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen bu yoOntemin esasi, karbonik anhidrazin ester baglarinin pargalanmasina
dayanmaktadir (Armstrong vd., 1966). Karbonik anhidraz enzimi p-nitrofenil asetati p-
nitrofenole hidroliz etmekte, olusan iiriinde 348 nm’de absorbsiyon gostermektedir. Bu
yontem Wilbur-Anderson metoduna gore daha hassastir. Ancak hidrataz aktivite 6l¢iimi
fizyolojik olarak daha fazla deger tasir. p-Nitrofenil asetat, suda ¢oziinmedigi i¢in 6nce az
miktarda asetonda coziilerek, bu ¢dzeltinin manyetik karistiricida hizlica karistirilan saf
suya yavasca damla damla ilave edilmesiyle hazirlanmigtir. Asetonun hidroliz
reaksiyonunu en az inhibe eden ¢6ziicli olmasindan dolay1 substratin ¢oziinmesi isleminde
aseton kullanilmistir (Armstrong vd., 1966; Verportee vd., 1967).

Karbonik anhidraz inhibitorleri (CAI), son zamanlarda iizerinde c¢okg¢a calisma
yapilan, olduk¢a dinamik bir arastirma alanidir. CA enzimi, birgok hastaligin tedavisinde
kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. CA aktivitesine miidahale eden ilaglar, cogu
siilffonamid sinifina ait olmakla birlikte yaklagik 60 yildir klinikte kullanilmaktadir
(Supuran, 2008b; Alterio vd., 2012; Carta vd., 2012; Fabrizi vd., 2012; Supuran, 2012).
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Bitkisel dogal tiriinler uzun yillardan beri geleneksel tibbin temelini olusturmaktadir
ve yeni ila¢ buluslarina katki saglamaya devam etmektedir (Lachance vd., 2012). Ilag
kesfinde dogal iirlinlerin 6neminin en agik kanitii anti-kanser (Mann, 2002) antibiyotik
(Butler ve Cooper, 2011) ve terapotik alanlarda gormekteyiz (Butler ve Buss, 2006).

llagc hammaddelerinin yapisim1 genellikle organik maddeler teskil eder. Kanser
cagimizin Oldiriicii hastaligidir. Kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan klasik tibbi
ilaglarla kalic1 ve iyilestirici bir sonu¢ almak neredeyse imkansizdir. Bu sebeple son
yillarda tibbi bitkilere olan ragbet ¢ok hizli bir sekilde artmaktadir. Bu hizli artisin
temelinde bu bitkilerden elde edilen ilag etken maddelerinin, sentetik yolla elde edilen
etken maddelerine gore ¢ok yonlii etkiye sahip olmalar1 ve yan etkilerinin daha az olmasi
veya bulunmamasi gibi 6zellikler yatmaktadir (Lachance vd., 2012).

Dogal CAI arastirmalar giderek artan oranda ilgi gérmektedir. Bizde ¢alismamizda
dogal CA inhibitorlerini aragtirmaya yoneldik. Calismada, 17 farkli bitkinin, 3 farkli
¢oziicide (%100 su, %40 asetonitril, %40 metanol) hazirlanan ekstraktlarinin BCA
enziminin hidrataz aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak incelenmistir.
Aktivite Ol¢glimii pH’nin 8,8’den 7,0’a diismesi icin gecen siire Olgiilerek yapilmistir.
Standart inhibitor olarak asetazolamid ve siilfanilamid kullanilmigtir. Bu inhibitorlerin
calisilan konsantrasyonda hidrataz aktivitesindeki % inhibisyonlar1 sirayla %24 ve %84
olarak bulunmustur. Her ii¢ ¢oziiclide de en yiliksek inhibisyon sumak ekstraktinda
gbzlemlenmistir. Asetonitrilli ekstraktlarda sar1 kantaronda %83, karanfilde %74, kinada
%68 ve kegiboynuzunda %50 inhibisyon gozlemlenmistir. Sulu ekstraktlarda sumaktan
sonra (%96) en yiiksek inhibisyon sirayla karanfil (%61), adagayr (%44) ve
kantaronda(%31) gozlemlenmistir. Metanollii ekstraktlarda da sumaktan sonra (%97) en
yiiksek inhibisyon karanfil (%70), sar1 kantaron (%66) ve kinada (%36) gézlemlenmistir.

17 farkli bitkinin, 3 farkli ¢oziiciide (%100 su, %40 asetonitril, %40 metanol)
hazirlanan ekstraktlarinin BCA enziminin esteraz aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkileri
de in vitro olarak incelenmistir. Aktivite 6l¢iim pH’s1 7,4 tiir. Standart inhibitor olarak
asetazolamid ve siilfanilamid kullanilmistir. Bu inhibitérlerin calisilan konsantrasyonda
esteraz aktivitesi iizerine % inhibisyonlar1 sirayla %37 ve %65 olarak bulunmustur.
Hidrataz aktivitesinde oldugu gibi esteraz aktivitesinde de ti¢ farkli ¢oziiciide de en yiiksek
inhibisyon sumakta gozlemlenmistir. Asetonitrilli ekstraktlarda sari kantaronda %80,
karanfilde %76, kinada %69 ve keciboynuzunda %51 inhibisyon gézlemlenmistir. Sulu
ekstraktlarda sumaktan sonra (%96) en yliksek inhibisyon sirayla karanfil (%67), adacay1
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(%61) ve kantaronda(%26) gozlemlenmistir. Metanollii ekstraktlarda da sumaktan sonra
(%96) en yiiksek inhibisyon karanfil (%85), sar1 kantaron (%59), keci boynuzunda (%36)
ve adacayinda (%32) gbzlemlenmistir.

17 farkli bitki ekstraktinin 3 farkli ¢oziiciideki (%100 su, %40 asetonitril, %40
metanol) % inhibisyon degerleri hidrataz aktivite yontemi ve esteraz aktivite yOntemi
arasinda paralellik gostermistir. Hidrataz ve esteraz aktiviteleri i¢in ii¢ farkli ¢oziicii
ekstraktlari ile elde edilen % inhibisyon degerleri grafige gecirilerek korelasyon grafikleri
¢izilmis ve %100 su, %40 asetonitril, %40 metanol i¢in sirayla R? degerleri 0,963; 0,992;
0,968 olarak bulunmustur. On-line HPLC-CA inhibisyon yontemi gelistirmek iizere bu
calismalar yapilmistir. Bitkilerde hidrataz ve esteraz aktivitesi acisindan yiiksek
korelasyonun olmasi enzimle ilgili ¢aligmalarda 6nemlidir. Hidrataz aktivitesi fizyolojik
aktivite iken, esteraz aktivitesi degildir. Bu ekstraktlarda her iki aktivite de calisilirsa da
inhibisyonla ilgili degerli bilgi elde edilecegi ve her iki yonteminde on-line sisteme
uyarlanabilecegi gosterilmistir.

Bitki ekstraktlarinin CA enzimlerinin esteraz ve hidrataz aktivitelerini 6nemli 6lgiide
baskiladig1 belirlenmistir. Ayrica bu ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 da
belirlenmis, bu iki 6l¢iim arasinda korelasyon oldugu goriilmistiir.

Enzimlerin organik ¢oziici ortaminda denatiirasyona ugradigi ve katalitik
aktivitelerinin sulu ortamla kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide baskilandigi bilinmektedir (Plou
vd., 1998). Ancak bu zamana kadar yapilan bir¢ok calismada enzimlerin organik ortamda
da katalitik aktivite gdsterebildigi bildirilmistir (Carrea ve Riva, 2008).

Calismamizda, 5 organik ¢6ziiciiniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) 12
farkli konsantrasyonda (% 0, %1, %2, %4, %6, %8, %10, %14, %18, %22, %26, %32)
sigir CA (BCA) aktivitesi lizerine etkisine CA’nin hidrataz aktivite yontemiyle bakilmstir.
Enzimin aktivitesinde %350 inhibisyona sebep olan % ¢oziicii oranlart sirayla metanol i¢in
%10,2; etanol icin %18,4; aseton icin %31,6; asetonitril i¢in %31,7 ve DMSO i¢in %
27,0’ dir.

Calismanin devaminda BCA enziminin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi
gosteren asetazolamid ve siilfanilamidin ICso degerleri belirlenmistir. Doygun substrat
konsantrasyonunda sigir eritrosit BCA enzimi i¢cin CA’ nin standart inhibitorleri olan
asetazolamid ve siilfanilamidin BCA enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Olgiimler hidrataz aktivite tayin metoduyla yapilmistir. Her bir standart inhibitdr igin

Aktivite(%)-[1] grafikleri ¢izilmis ve bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan inhibitor
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konsantrasyonlart (ICsg) hesaplanmigtir. Siilfanilamid i¢in ICso degeri 2,6 puM ve
asetazolamid icin bu deger 24 nM olarak bulunmustur.

Hidrataz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid ve
siilfanilamidin %50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonunda organik
coziiclilerin BCA enziminin hidrataz aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi in vitro olarak
incelenmistir. 5 organik ¢oziiciiniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) tek
konsantrasyonda (%10) sigir CA (BCA) iizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Asetazolamid ve siilfanilamid ICsg konsantrasyonunda enzimi %50 inhibe ederken %10
konsantrasyonda organik c¢oziiciinin BCA aktivitesini nasil etkiledigi arastirilmistir.
Organik c¢oziicii olarak metanol kullanildiginda asetazolamidin ICsy degeri 29,2 nM,
stilffanilamidin ICso degeri 3,6 uM olmustur. Etanolde asetazolamidin 1Cso degeri 30,1 nM,
stilfanilamidin ICsp degeri 3,4 uM olmustur. Asetonda asetazolamidin ICsg degeri 26,2 nM,
stilfanilamidin 1Csg degeri 2,7 uM olmustur. Asetonitrilde asetazolamidin ICsq degeri 28,6
nM, siilfanilamidin ICsp degeri 3,4 uM olmustur ve DMSO da asetazolamidin 1Csy degeri
22,8 nM, siilfanilamidin ICsq degeri 2,6 uM olmustur.

5 organik c¢oziicliniin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) 12 farkl
konsantrasyonda (% 0, %1, %2, %4, %6, %8, %10, %14, %18, %22, %26, %32) sigir CA
(BCA) aktivitesi tizerine etkisine CA’nin esteraz aktivite yontemiyle de bakilmistir.
Enzimin aktivitesinde %50 inhibisyona sebep olan % ¢0zlicii oranlar1 sirayla metanol igin
%7,3; etanol icin %13; aseton i¢in %16,9; asetonitril i¢cin %11,9 ve DMSO i¢in % 27 dir.
DMSO ile %25 konsantrasyona kadar 6nemli bir inhibisyon gbzlemlenmemistir.

Calismanin devaminda BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi
gosteren asetazolamid ve siilfanilamidin ICsy degerleri belirlenmistir. 3 mM substrat
konsantrasyonunda sigir eritrosit BCA enzimi i¢in CA’ nin standart inhibitorleri olan
asetazolamid ve stilfanilamidin BCA enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Olgiimler esteraz aktivite tayin metoduyla yapilmistir. Her bir standart inhibitdr igin
Aktivite(%)-[1] grafikleri ¢izilmis ve bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan inhibitor
konsantrasyonlari (ICsg) hesaplanmistir. Siilfanilamid igin ICsp degeri 9,3 uM ve
asetazolamid i¢in bu deger 90 nM olarak bulunmustur.

Esteraz aktivite tayin metoduyla ICsy degeri belirlenen asetazolamid ve
siilfanilamidin %50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonunda organik
coziiclilerin BCA enziminin esteraz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi in vitro olarak

incelenmigir. 5 organik ¢Oziiclinliin (asetonitril, aseton, metanol, etanol, DMSO) tek
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konsantrasyonda (%10) sigir CA (BCA) iizerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Asetazolamid ve siilfanilamid ICso konsantrasyonunda enzimi %50 inhibe ederken %10
konsantrasyonda organik c¢Oziiciinin BCA aktivitesini nasil etkiledigi arastirilmistir.
Organik c¢oziicii olarak metanol kullanildiginda asetazolamidin ICsy degeri 111,1 nM,
stilfanilamidin ICsp degeri 12,8 uM olmustur. Etanolde asetazolamidin ICsy degeri 98,1
nM, siilfanilamidin ICsp degeri 11,2 uM olmustur. Asetonda asetazolamidin ICsy degeri
94,0 nM, siilfanilamidin ICsg degeri 10,9 uM olmustur. Asetonitrilde asetazolamidin 1Cs
degeri 109,0 nM, siilfanilamidin ICsy degeri 12,6 uM olmustur ve DMSO da
asetazolamidin ICsq degeri 83,0 nM, siilfanilamidin ICsp degeri 9,4 uM olmustur.

Bes c¢oziicliniin CA enzimlerinin esteraz ve hidrataz aktivitelerini azalttig
gozlemlenmistir. %10-15 ¢oziicl konsantrasyonlarina kadar aktivitenin
degerlendirilebilecegi tespit edilmistir.

Literatiirde, fenol smifina ait yeni kemotiplerin arastirilmasinda off-line CA aktivite
yontemleriyle ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada, p-hidroksibenzoik
asit, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, gallik asit, siringik asit, kuersetin ve elajik asit
gibi bir dizi fenolik asit ve fenolik dogal tirlinlerin Karbonik anhidraza karsi inhibitor
etkileri stop flow hidrataz aktivite yontemiyle arastirilmistir. insan ya da fare kokenli
hCAI-hCAXII, mCAXIII ve hCAXIV olan biitiin memeli izoenzimler, bu polifenoller
tarafindan diisiik mikromolar ya da submikromolar aralikta (K;; 0,87-7,79 uM) inhibe
olmustur. Her bir izoenzim bu inhibitdrlerle ¢ok cesitli inhibisyon profili gdstermistir.
Burada arastirilan fenoller, klinik olarak kullanilan siilfonamid, siilfamat ya da
kumarinlerden farkli bir CA inhibisyon mekanizmasina sahiptir. Katalitik ¢inko iyonuna
baglanan siilfonamidlerin aksine fenoller Zn”* ile koordinasyon yapan su molekiiliine
baglanir ve bu bolge cesitli amino asitlerle temas eden aktif bolge kavitesinden daha dis
kisimdadir. Bu bolge memeli CA izoenzimleri arasinda en degiskenlige sahip bolge
oldugundan, bu bilesik smifi, tibbi agidan ilgili CA’ larin yalnizca birisini veya birkaginm
hedef alan izoform seg¢ici inhibitorlerin kesfine aracilik edebilir (Innocenti vd., 2010b).

Yapilan bagka bir c¢alismada fenol, katekol, resorsinol, hidrokinon, pirogallol,
salisilik asit, 3-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit, 3,5-
dihidroksibenzoik asit, gallik asit ve tannik asit gibi bazi fenolik bilesiklerin, {i¢ insan CA
izoenzimine (hCAI, hCAII ve hCAVI) ve teleost baligi Dicentrarchus labrax'in (Avrupa
levrekinin) solunga¢ karbonik anhidrazina (dCA) karsi inhibitér kapasitelerine esteraz

aktivite ydntemiyle bakilmistir Izoenzimler, bu bilesiklerle oldukca farkli inhibisyon
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profilleri gostermistir. Bu bulgular substite fenolik bilesiklerin potansiyel karbonik
anhidraz inhibitorleri tiretmek i¢in Oncii bilesikler olarak kullanilabilecegini gostermistir
(Oztiirk-Sarikaya vd., 2011).

Bagka bir calismada, resveratrol, katesin, silimarinin, dobutamin ve kurkumin'in
hCAI ve hCAII izoenzimleri lizerindeki inhibisyon etkilerine esteraz aktivite yontemiyle
bakilmistir. Bu dogal fenol tiirevlerinin aromatik iskele i¢inde bulunan farkli fonksiyonel
gruplarin (OH, CH,0H, OCHj3 ve CHj3) varlig1 nedeniyle CA izoenzimlerinin aktivitesini
etkiledigi ortaya ¢ikarilmistir. Resveratrol, katesin, silimarinin, dobutamin ve kurkumin,
sirastyla hCAI i¢in 4.47-9.47 mM ve hCA II'ye karst 2.86-7.44 uM araliginda K,
degerlerini gostermistir. Burada arastirilan bazi dogal fenoller, klinik olarak kullanilan
stilfanilamid ve asetazolamid ile ayni aralikta etkin hCAII inhibitor etkisi gostermistir ve
muhtemelen bu ajanlar ile olan etkilesimleri heniiz denenmemis olan diger CA
izoformlarin1 hedef alan enzim inhibitorleri liretmek icin Oncii olarak kullanilabilir
(Sentiirk vd., 2011).

Cesitli off-line yoOntemler enzim-inhibitdr aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in
gelistirilmistir. Nispeten basit, hizli ve kolay olan bazi testlerin biyokimyasal dedeksiyon
sisteminde uygulanmasi miimkiindiir. On-line sisteme uyarlanabilen yontemler, kullanilan
dedektor tipine gore kolorimetrik test, florometrik test, kiitle spektrofotometrisi olmak
tizere 3 smifa ayrilabilir (Shi vd., 2009). Kompleks karisimlardan asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitorlerini on-line, post-column kolorimetrik test ile belirlemek i¢in Ellman’s
reaktifi kulanilmistir. Yakin zamanlarda kullanilan florometrik metodlar enzim-inhibit6r
aktivitesinin belirlenmesi i¢in ¢ogu durumda daha duyarli ve daha spesifiktir. On-line
florometrik metodun enzim inhibitorlerinin belirlenmesinde duyarli olmasina ragmen,
testin gelisim hizin1 sik sik engelleyen, 6nemli bir enzim afinitesini alikoyan florosan bir
substratin hazirlanmasina gerek vardir. Biitiin bu problemlerden dolayr MS dedektorlerini
kullanarak uygulanan on-line HPLC ydntemi daha avantajlidir. Ustelik, MS enzim
inhibisyonu ve bagil enzim aktivitesini belirlemek ve izlemek icin substrat, iirlin
kofaktorleri, koenzimleri ve i¢ standartlar gibi bir dizi bilesigi ayn1 anda belirleyebilir (Shi
vd., 2009).

Son zamanlarda, tibbi bitkilerden ve tibbi bitki kiitiiphanelerinden elde edilen
ekstraktlarin biyoaktivitelerini belirlemek icin gelistirilmis hiicreye dayali lusiferaz
reporter sistem, fenotipik hiicreye dayali tarama ve enzime dayali tarama gibi ¢esitli tarama

metodlar1 mevcuttur (Macarron vd., 2011). Bu tarama metodlar1 numune karisimlarinin
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biyolojik aktivitelerini dogrudan belirleyebilir. Fakat zahmetli ayirma ve saflastirma
prosediirlerine, saf aktif bilesenlerin kimliginin belirlenmesine ve izole edilmesine sik sik
gerek duyulur (Shi vd., 2009). Yakin zamanda gelistirilen teknikler olan on-line HPLC
(yiiksek performansli sivi kromatografisi) yontemleri, kolon sonrasi (post-column)
biyokimyasal yoOntemler ve paralel kimyasal analizler kiilfetli saflagtirmalara gerek
duyulmaksizin kompleks karisimlardan biyoaktif bilesikleri belirlerler (Shi vd., 2009).

Bu sistemde, HPLC kompleks karisimlart ayirir ve kolon sonrasi (post-column)
biyokimyasal yontem, karisimlarda bulunan bilesiklerin aktivitelerini ayr1 ayri belirler. Es
zamanlt biyokimyasal dedeksiyon analizlerinde (6rnegin diyot-array dedeksiyon, kiitle
spektrometrisi ve niikleer manyetik rezonans) ise ayni anda aktif bilesiklerin hem miktar1
hem de kimligi belirlenir. Son zamanlarda heniiz yayginlasmamis enzimler ve reseptorlere
dayal1 testleri iceren kombine sistemler de (hyphenated systems) mevcuttur (Shi vd.,
2009).

Biyoaktif bilesenlerin dogal tiriinlerden belirlenmesinde on-line HPLC uygulamalari
Oonemli avantajlar sunmaktadir. Son zamanlarda on-line kolon sonrasi antioksidan
belirleme yontemleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Enzimlere ve reseptorlere dayali
yontemleri igeren kombine (hyphenated techniques) teknikler daha az yaygindir (Shu-Yun
vd., 2009).

Calisma grubumuzca yapilan calismalarda 50° den fazla bitkiden elde edilen
ekstraktlarin insan CA’ sin1 inhibe ettigi tespit edilmistir. Bunun gibi literatiirde daha
birgok galisma mevcuttur. Bu galigmalar toplam inhibisyonu gdstermektedir. Inhibisyona
neden olan etken bilesenlerin belirlenmesi icin yapilacak olan ¢aligmalar degerlidir.

Yeni bir on-line HPLC-CA inhibitdr belirleme yontemi gelistirilmeden dnce on-line
HPLC sisteminde etkili olabilecek sicaklik, pH, tampon konsantrasyonu spektrofotometrik
yontemle esteraz aktivitesi ic¢in arastirilmis ve uygun sartlar belirlenmistir. Optimum
sicaklik 50 °C, optimum pH 9 olarak bulunmustur. Yontemin gelistirilmesi i¢in CA’nin 1y1
bilinen iki inhibitori olan siilfanilamid ve asetazolamid standart olarak kullanilarak on-line
HPLC-DAD-CAI yontemi gelistirilmis, CA inhibitorlerinin ve bitki ekstraktlarinin en iyi
sekilde ayrilmasi i¢in kromatografik sartlar belirlenip, optimize edilmistir. Bitki
ekstraktlar1 HPLC ile bilesenlerine ayrilip DAD dedektorii ile kromatogramlart belirli bir
dalga boyunda belirlendikten sonra tiim bu sartlar kullanilarak karbonik anhidraz sisteme
stirekli enjekte edilip eluatla karigmasi saglanarak ve bir sonraki enjeksiyon noktasindan

sisteme substrat eklenerek enzim aktivitesi ve eluattaki bilesenlerin bunlara etkisi bir UV
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dedektor araciligr ile takip edilmistir. Gerekli diizenlemeler yapilarak optimize edilen
yontem yliksek CA inhibisyon etkisi gosteren farkli bitki ekstraktlarina uygulanmaistir.

Yeni yontem CA’in standart inhibitorleri olan siilfanilamid ve asetazolamid
kullanilarak gelistirilmistir. Ayrica yontem gelistirme asamasinda mM seviyede ICsp
degerleri olan fenolik bilesikler de kullanilmistir. Bu yontemle konsantrasyonu bilinen
bilesigin tek konsantrasyonda uygulamayla ICsy degerinin nasil belirlenebilecegi
gosterilmistir. Ayni sistem kullanilarak fraksiyon toplama ve sonrasit klasik esteraz
inhibisyon c¢alismas1 yapilarak kombine HPLC-DAD-Spektrofotometrik yontem de
uygulanmistir. Bu yontemin temel avantaji on-line yontemdeki reaksiyon sarmalindaki
stire kisitlamasinin (2-3 dk) ortadan kalkmasidir. Toplanan fraksiyonlar i¢in istenen her
hangi bir reaksiyon siiresi belirlenebilir. Bu noktada toplanan fraksiyonlarda nisbeten
ucucu ¢oziiciinlin bulunabilmesi géz onilinde bulundurularak ¢aligma ya da okuma yapilana
kadar tiiplerin agz1 parafilm ile kapatilmalidir.

Daha once gelistirilmis olan on-line HPLC-FRAP antioksidan yontemi CAI
yontemiyle birlikte kullanilarak kombine HPLC-DAD-FRAP-Spektrofotometrik CAl
caligmast yapilmig, yOntemin getirdigi avantajlar ortaya konmustur. Segcilen bitki
ekstraktlar gelistirilen yontemle degerlendirilmistir.

ICsp degeri mM seviyelerde olan fenolik bilesikler yontemde analiz edildiklerinde
aktif olarak goziikmemektedirler. Bu bilesiklerin prozon etkiye sahip olabilecegi
diisiiniilebilir. Prozon veya kanca etkisi, numunede cok yiiksek miktarda bir analit
bulundugunda gozlemlenir. Bu etkinin ortadan kaldirilmasi i¢in analit konsantrasyonunun
analitik Ol¢iim araligi dahilinde kalmasi i¢in 1:10, 1:100 veya hatta 1:1000 seyreltilmesi
gerekebilir. Laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada da gilaburu meyvesinin metanollii
ekstraktinin BCA enziminin esteraz aktivitesi lizerine etkisine bakilmis ve 0,05 mg/mL’nin
istlindeki konsantrasyonlarda prozon etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 178) (Koz
vd., 2008).
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Sekil 178. Gilaburu meyvesinin metanollii ekstraktinin BCA enziminin esteraz
aktivitesi lizerine etkisi

Gelistirilen yeni yontemlerin yiiksek aktiviteye sahip, ICsp degeri 50 uM’1n altinda
olan klinik degeri yiiksek bilesiklerin tespitinde kullanilabilecegi ortaya konmustur.
Dolayisiyla gelistirilen on-line ve kombine yontemler klinik uygulama potansiyeli olan
yiikksek aktiviteli bilesiklerin aragtirllmasi c¢aligmalarinda o6nemli bir ara¢ olarak

kullanilabilecektir.



5. ONERILER

Gelistirilen ve uygulanan on-line HPLC-DAD-CAI ve kombine HPLC-DAD-
Spektrofotometrik CAI yontemleri dogal kaynaklardan ve karigim (kiitliphane) sentezi
caligmalarindan elde edilen karisimlardaki yiliksek CAI etkisine sahip bilesiklerin
belirlenmesinde 6nemli bir boslugu dolduracaktir. Bu yontemler diger on-line HPLC-
biyoaktivite yontemleriyle birlikte kullanilarak biyoaktivite degeri yiliksek olan gesitli
sektorlerde ve 6zellikle saglikta kullanilabilecek bilesiklerin tespiti yapilabilecektir.

Gelistirilen yontemlerin daha ileri derecede optimizasyonu ve daha diistik aktiviteli
bilesiklerin de tespitini saglayacak hale getirilmesiyle ilgili iyilestirilmeler yapilabilir. Bu
amagla calisma grubumuzda farkli pompa sistemlerinin kullanilmasi1 planlanmaktadir.
Ayrica bu ¢alismada sadece enzimin esteraz aktivitesinin on-line uygulanmasi galisilmistir.
Enzimin hidrataz aktivitesinin de on-line HPLC uygulamalar1 yapilabilir ve grubumuzca
planlamasi yapilmaktadir.

Bu alanda daha ileri bir ¢ok ¢alisma yapilabilecektir. Bunlardan bir digeri enzim
olarak CA’m inhibisyonu klinik 6nemli olan insan CA-lI, CA-Il, CA-IX ve CA-XII
izoenzimlerinin kullanilmasiyla yontemin uygulanmasidir. Her bir izoenzim igin ayr1
optimizasyon ¢alismalart yapilmalhdir. Bir diger 6nemli gelisme benzer yontemin CA
aktivatorlerinin belirlenmesi i¢in gelistirilmesidir. Mevcut yontem bu haliyle bu amagla da
kullanilabilir, ancak yontemin hassasiyetiyle ilgili ¢calismalar yapilmalidir. Bu saydigimiz
caligmalar, grubuzun en Onemli arastirma konusunu teskil eden on-line HPLC
uygulamalari arasinda yapilmasini planladigi arastirmalar arasindadir.

Kuskusuz ontimiizdeki yillarda on-line HPLC uygulamalarina énemli bir katki yeni
imkanlar saglayan sistemlerin gelistirilmesi olacaktir. Bu anlamda kromatografik giirtiltiiyii
azaltacak siirekli ilaveye imkan veren pompa sistemleri, iyl karismayr saglayacak
reaksiyon sarmallar1 ve karistiricilar, HPLC ile birlikte kullanilabilen sicaklik (-10 °C -

+90 °C) inkiibatorleri onemli katk: saglayacaktir.
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