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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CIVIT OTU TURU, Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca BITKISINDEN
SAFLASTIRILAN METABOLITLERIN ENZIM INHiBiSYON ETKILERININ
BELIRLENMESI

Nimet AKBAS

Tez Danismani: Doc¢. Dr. Tuba AYDIN

Bu tez ¢alismasinda lIsatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca bitkisinin toprak st
kisimlarinin diklorometan:metanol (50:50) ekstresinden kromatografik yontemlerle izole edilen
IG-1 (B-sitosterol-3-O- p-D-glukopiranozit), iG-2 (tetratriakontan), iG-3 (flavonoit karigimi)
ve IG-4 (luteolin 7-O-glukozit) kodlu maddelerin insan karbonik anhidraz 1 (hCA-1), insan
karbonik anhidraz 11 (hCA-II), asetilkolinesteraz (AChE), butirilkolinesteraz (BChE) ve o-
glikozidaz enzimleri {izerine inhibisyon etkileri arastirildi.

Ekstraksiyon igleminde kurutulmus ve 6giitiilmiis bitkiye diklorometan:metanol (50:50)
¢oziicii karisimi ilave edildikten sonra 24 saat bekletilerek maserasyona birakildi. izolasyon
calismalarinda ince tabaka kromatografisi (ITK) ve silika jel kolon kromatografisi (SKK)
yontemleri kullanildi. Saflagtirilan maddelerin kimyasal yapilarini karakterize etmek icin 1D ve
2D H NMR ve *C NMR spektroskopik yontemleri kullanild1. Biyolojik aktivite ¢alismalaridan
elde edilen sonuglara gore g-sitosterol-3-O-g-D-glukopiranozit (IG-1), tetratriakontan (IG-2)
ve luteolin 7-O-glukozit (iIG-4)’iin BChE enzimi igin ICsy degerleri sirasiyla 1,98+0,019;
1,45+0,010 ve 1,58+0,021 uM olarak hesaplandi. Pozitif kontrol takrin (1Cso: 3,21+0,041 nM) ile
kiyaslandiginda orta diizeyde inhibisyon etkiye sahip oldugu belirlenen maddelerin 6zellikle BChE
enzimi tzerinde daha gucli inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi. Karbonik anhidraz enzimleri
iizerine yapilan c¢alismalarda iG-2kodlu tetratriakontan ve I1G-3 kodlu flavonoit karisomi
inhibisyon gostermedi. En gucli inhibisyon etkisini ise IG-4 kodlu luteolin 7-O-glukozit, hCA-I
izoenzimi Uzerinde gosterdi. Test edilen maddelerin a-glikozidaz enzimi tizerinde inhibisyon etkisi
gostermedigi tespit edildi.

2024, 73 sayfa
Anahtar Kelimeler: Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca, izolasyon, sekonder

metabolitler, biyolojik aktivite



ABSTRACT

MASTER'S THESIS

IDENTIFICATION OF THE ENZYME INHIBITION EFFECTS OF METABOLITES
PURIFIED FROM Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca PLANT
Nimet AKBAS

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Tuba AYDIN

In this study, inhibition effects of the 1G-1 (f-sitosterol-3-O-£-D-glucopyranoside),
IG-2 (tetratriacontan), 1G-3 (an flavonoid mixture) and 1G-4 (luteolin 7-O-glucoside)
isolated by chromatographic methods from the dichloromethane:methanol (50:50) extract of
the aerial parts of the Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca were investigated on human
carbonic anhydrase 1 (hCA-1), human carbonic anhydrase | (hCA-II), acetylcholinesterase
(AChE), butyrylcholinesterase (BChE) and a-glucosidase enzymes activities.

During the extraction process, dichloromethane:methanol (50:50) solvent mixture was
added to the dried and ground plant sample was macerated by for 24 hours at room temperature.
Thin layer chromatography (TLC) and silica gel column chromatography (SCC) methods were
used in the isolation process of the compounds *H NMR, *C NMR, 1D and 2D-NMR
spectroscopic methods were used to characterize the chemical structures of the isolated
compounds. According to the results obtained from biological activity studies, the ICso values
for the BChE of B-sitosterol-3-O-p-D-glucopyranoside (IG-1), tetratriacontan (1G-2) and
luteolin 7-O-glucoside (1G-4) are 1.98+0.019, respectively; it was calculated as 1.45+0.010
and 1.58+0.021 uM. It was determined that the compounds have a moderate inhibitory effect
compared to the tacrine (ICso: 3.21+0.041 nM) showing more strong inhibition effect on the
BChE. In studies performed on carbonic anhydrase enzymes, the compounds, 1G-2
(tetratriacontan) and 1G-3 (a flovonoid mixture) did not show any inhibition. Luteolin 7-O-
glucoside (1G-4), showed the strongest inhibition effect on the hCA-I isoenzyme. However the
tested compaunds did not have an inhibitory effect on the a-glycosidase enzyme.

2024, 73 pages
Key Words: Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca, isolation, secondary metabolites,

biological activity
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BIiRINCi BOLUM

1. GIRIS

Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanimi, tarih boyunca tiim farkli tip sistemlerinde
yer almustir. Ornegin Mezopotamya, Misir, Yunani (islam), Ayurveda (Hindu) ve Cin tip
sistemlerinde bitkiler kullanilmistir. Sifali bitkilerin ilk kez nasil ve ne zaman kullanildigi,
bircok durumda tarih Oncesinde kaybolmustur. Tibbi bitkilere ait bilgilerin sozlii olarak
iletilmesi diginda giiniimiize kadar ulasan bircok yazili kayitlar mevcuttur. Ornegin en eski
kaynaklar ¢ivi yazili tabletler ve parsomenler, sonrasinda farmakopeler ve en son glinimuzde
elektronik depolama teknolojileri mevcuttur (Evans, 2009).

Dogal kaynakli ilaglar, 6zellikle son yiizyilda analitik kimya tekniklerinin gelismesiyle
birlikte birgok hastalign tedavisinde kullanilmak {izere arastirilmistir. Ornegin 1950'lerde
kmakina, yiiksiikotu, ipeka ve afyon gibi bitkisel ilaclarm yerini bu bitkilerden izole edilmis
aktif bilesenler almistir. Kismen o giiniin analitik tekniklerinden dolay1 aktif bilesikleri
saflastirilamayan bir¢ok sifali bitki de klinik olarak gecerliligini yitirmistir. Farmasotik
endiistrisi amfetaminler, barbitiiratlar, siilfonamidler ve sakinlestiriciler gibi klinik olarak
oldukea etkili ilaglar1 sentezlemis ve pazarlamistir. O donemlerde antibiyotikler ve reserpin,
dogal kaynaklardan elde edilen birka¢ yeni klinik ila¢g arasinda olmustur (Phillipson, 2007).
[lag endiistrisinin ¢esitli hastaliklarm tedavisi icin yeni ve oldukca etkili sentetik tiirevli ilag
gelistirilmesinde kaydettigi tiim ilerlemelere ragmen, diinyada bitkisel ilaglarm kullanimi
gunimizde de devam etmektedir.

Isatis tlrleri, Brassicaceae familyasma ait, Orta Dogu ve Orta Asya gibi tliman ve
giinesli iklimlerden Akdeniz'e kadar uzanan bolgelerde yetisen otsu bitkilerdir (Speranza et
al. 2020). Tibbi 6zellikleri ve ¢ivit mavisi renginden dolay1 ¢ok uzun yillardir kullanilan bir
bitkidir. Ulkemizde civit otu olarak bilinen bu bitkinin, literatiirde yara, ulser, timor,
hemoroid, yilan 1swriklary, iltihap ve grip gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildig: bildirilmistir
(Gai et al. 2019; Zhang et al. 2020). Bitkinin fitokimyasal ve biyolojik aktivitelerinin

arastirildigi birgok calismada, ekstrelerinde bulunan biyoaktif bilesenlerinin sinerjistik etkisine



atfedilen antiinflamatuvar, anti-viral, anti-oksidan ve anti-timor gibi etkileri saptanmistir
(Mohn et al. 2009).

Karbonik anhidraz enzimleri insanlar da dahil olmak iizere yiiksek omurgalilarda
yaygin olarak bulunmaktadir. Biiyilik bir metalloenzim ailesinin en ¢ok ¢aligilan tiyeleridir. Bu
metaloenzim ailesi, glukoneojenez, lipid ve Ure sentezi ve kalsifikasyon gibi fizyolojik stirecler
ile epilepsi, glokom, obezite, tiimor olusumu, ¢esitli patojenlerin biiylimesi ve viriilans1 gibi
biyosentetik reaksiyonlar da dahil olmak {izere farkli doku ve organlarda ¢ok sayida patolojik
streclerde yer alirlar (Supuran et al. 2003; Capasso and Supuran 2014) .

AChE (EC 3.1.1.7) enzimi, asetilkolin hidrolizinden sorumlu olup, kolinerjik
sinapslarda ve noromiiskiiler kavsakta ndrotransmitter asetilkolinin etkisini sonlandirarak
impuls iletiminde temel rol oynar (Sussman et al. 1991). Birgok klinik ve ndropatolojik
calismada kolinerjik iletimin bozuldugu saptanmistir (Srividhya et al. 2012).

a-Glukozidaz, esas olarak bagirsak epitel hiicrelerinde bulunan ve polisakkaritlerin
glikozidik baglarmi hidrolize ederek kan glukoz seviyelerinin artmasina neden olan, zara bagh
bir enzim turudur (Wang et al. 2010; Ying et al.2014). Bu enzimin inhibisyonu
antihiperglisemik etki gosterebilmektedir. Bunun sonucu olarak Tip 2 diyabet tedavisinde
giiniimiizde kullanilan akarboz, miglitol ve vogliboz gibi a-glukosidaz inhibitorleri ortaya
cikmustir. Ancak bu ilaglar karin agris1 basta olmak iizere yan etkileri nedeniyle sinirli kullanim
alan1 bulmaktadirlar. Bu nedenle daha az yan etkileri olan a-glukozidaz inhibitorlerinin
saptanmasi, ilgi duyulan bir alan olmustur (Wei et al. 2017; Rizvi et al. 2019).

Bu yiiksek lisans tezinde Agr1 merkezinde kendiliginden yetisen Isatis glauca Aucher
ex Boiss. subsp. glauca bitkisinden saflastirilan sekonder metabolitlerin yeni biyoaktiviteleri
arastirtlmigtir. Literatirde bu bitkiye ait ekstrelerin insan karbonik anhidraz (hCA),
asetilkolinesteraz (AChE), butirilkolinesteraz (BChE) ve a-glukozidaz enzimleri Uzerine
aktiviteleri aragtirilmis ancak bitkiden saflastirilan kimyasallarin bu enzimler Gzerine etkilerini
ortaya ¢ikaran bir calisma mevcut olmadigi tespit edilmistir.

Bu tez c¢alismasinda Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca bitkisinin
diklorometan-metanol (50:50) ekstresinden hCA-1, hCA-Il, AChE, BChE ve a-glukozidaz
enzimleri Uzerine inhibisyon gosterebilecek sekonder metabolitlerin izole edilmesi

amaclanmustir.



IKiNCi BOLUM

2. KURUMSAL TEMELLER

2.1. Genel Bilgiler ve Tarihge

Isatis tlrlerinden I. tinctoria tibbi 6zellikleri ve ¢ivit mavisi rengi agisindan ¢ok uzun
yillardir tanman bir bitkidir. Bitkinin cins ismi Isatis, Latince “Isazein” ve Yunanca eskiden
yaralar1 tedavi etmek anlamina gelen “Isadso” kelimelerinden tiiretilmistir (Speranza et al.
2020). Bitkinin tr ismi olan “tinctoria” terimi ise boyahanelerde yapilan kullanimi ifade
etmektedir (Marchese, 1991).

Indigo, diinyada bilinen en eski tekstil boyalarmdan biri olup, giiniimiizde de ¢ok
onemli endiistriyel kimyasali olarak kullanilan kot mavisi rengidir (Blackburn et al. 2009).
Milattan 6nce ve sonra indigo boyar madde olarak kullanilmaya baslamadan 6nce tek mavi
renk elde etmek Uzere boyar madde olarak I. tinctoria kullanilmistir. Eski Misirhlar,
mumyalamada uygulanan kumas sargilarin1 boyamak i¢in |. tinctoria'yi indigo kaynagi olarak
kullanmiglardir (de Melo et al. 2006). Neolitik, tung ve demir ¢aglarina ait maviye boyanmis
tekstil kalmtilari, Avrupa'da ¢ivit otunun kullanildigini gostermistir. Tarihsel kaynaklar ayrica,
Kelt ve Cermen halkinin profilaktik veya ritiiel amaglarla viicutlarini ve saglarmi boyamak i¢in
¢ivit otunun kullandigmni bildirmektedir. Julius Caesar, De Bello Gallico adli kitabinda "mavi
bir dovme yapmak icin derilerini deldiler ve Uzerine c¢ivit otu surduler” ifadeleri
kullanilmaktadir. Romalilar bu insanlara “boyanmis insanlar” anlamina gelen Picti adini
verdiler. Bu, I. tinctoria 'nin hem tekstil hem de dévme sanat1 i¢in kullanilmis olabilecegini
diisiindiirmektedir (Zech-Matterne and Leconte, 2010). italya'da 12. yiizyilda, Fransa'da ve
Ingiltere'de 13. yiizyilda, Almanya’da 16. yiizyila kadar ¢ivit otu mavi boyar madde olarak
kullanilmis ve bu yiizyillardan sonra mavi boyamada indigo hakim olunca ¢ivit otu kullanim1
azalmistir (Harvey, 1996). Osmanlilarin saray boyahanelerinde Hindistan'dan gelen indigo
kullanildig1 tahmin edilse de, Anadolu koylerinde 19. yiizyilin sonuna kadar mavi boya i¢in

¢ivit otunun kullanildig1 bilinmektedir (Enez, 1987).



2.2. Isatis Turleri

Brassicaceae familyasina ait olan Isatis L. cinsi Orta Dogu, Orta Asya ve Akdeniz
Bolgesi’nde yayilis gosteren, yaklasik 80 tiire sahiptir (Ball, 1964; Akeroid, 2002; Al-Shehbaz
et al. 2006). I. tinctoria, tilkemizde halk arasinda "¢ivit otu" anlamma gelir ve literatiirde
"woad" olarak bilinmektedir. Isatis tirleri, otsu ve iki yillik veya kisa dmiirlii ¢ok yillik bitki
tarleridir (Ball, 1964; Akeroid, 2002). Baz1 yazarlarin Giineydogu Rusya'dan Giineybati
Asya'ya ve belki de Gilineydogu Avrupa'nin bazi bdlgelerine 6zgii oldugunu bildirmesine
ragmen, bu tdrlin genetik analizlerle dogrulandigi tizere Orta Asya'ya 06zgii oldugu
diistiniilmektedir (Akeroid, 2002; Hamburger, 2002; Spataro et al., 2007; Spataro and Negri,
2008). Kaba goriiniimlii bitki, kuru ve giinesli yerlerde yaygin olarak yetismektedir. Kayalik
alt tabakalarda, terk edilmis ekinlerde, a¢ik ormanlarda ve yol kenarlarinda kendiliginden
yetisir. Deniz seviyesinden maksimum 1900 metre yiikseklige kadar cok yaygindir ve
genellikle sicak noktalar1 ve azotga zengin kirectasi topraklari tercih eder (Aichele, 1987;
Marchese, 1991).

Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca: Tiirkiye’de yaygm olarak I¢ Anadolu
bolgesinde yayilim gosrerir. |. glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca‘nin dort alt tiirii vardir.
Bunlar Isatis glauca subsp. glauca, I. glauca subsp. galatica, I. glauca subsp. iconia ve I.
glauca subsp. sivasica (Ozbek et al. 2013, Yildirimli, 1988). 1. glauca Aucher ex Boiss.
subsp. glauca cok yillik otsu bir bitkidir. Gévde enine kesitinde koseli ya da gemberimsi,
morumsu, tiiylii ya da tiiystizdiir (Sekil 2.1).

Sekil 2.2°de 1. glauca Aucher ex Boiss. subsp. gluca’nin Turkiye'deki alt tlrlerinin

yayilis alanlar1 gosterilmistir.



Sekil 2.1. 1. glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca’nin fotograflar1 (Agr1 Ibrahim Cecen

Universitesi kampiis girisi, Erzurum yolu)
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Sekil 2.2. 1. glauca Aucher ex Boiss. subsp. glaucanin Turkiye'deki alt tirlerinin yayilis
alanlar1. Diyagonal ¢izginin sag tarafindaki alt tiir Misirdali (1985), sol tarafindaki alt tiir ise

Yildirimli (1988) tarafindan belirlenmistir.


https://link.springer.com/article/10.1186/1999-3110-54-48/figures/1

2.3. Isatis Turlerinin Etnobotanik Kullanimi

Isatis tiirlerinden yaygin olarak kullanilan |. tinctoria, hem dogu hem de bat1
kiiltiirlerinde tibbi bitki olarak kullanilmistir. Avrupa'da ve geleneksel Cin tibbinda bu tiiriin
terapotik ozellikleri, yiizyillardir ilgi gérmektedir. Avrupa'da bu bitkinin tibbi kullanimlari
hakkinda ilk yazili kayitlar yara, iilser ve hemoroid tedavisinde kullanimmi destekleyen
Hipokrat'a (MO 460) aittir. Ayrica Galen (MO 129-216) ve Pliny (MO 23-79) tarafindan da
bitkinin kullanimi tavsiye edilmistir (Hamburger, 2002; Buhner, 2013).

. tinctoria 12. yiizyildan 17. yiizyila kadar Avrupa'da indigo boya iiretimi i¢in tarimi
yapilmistir. Ayrica yilan 1siriklari, yara ve diger iltihabi rahatsizliklar: tedavi etmek i¢in tibbi
amacl olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir (Hamburger, 2002). Ronesans ve Barok bitki
metinlerinde bu bitkinin hemoroid, {ilser ve tiimorleri tedavi etmek i¢in kullanimmi 6neren
bilgiler tespit edilmistir (Hamburger, 2002). Bitkinin yapraklar1 ve koklerinin tifo, kizamik ve
grip tedavisinde de kullanildigi rapor edilmistir (Perry, 1980; Garland, 1988). Orta Cag'da
yaygin olarak goriilen bir korku hastaligi Aziz Antoni Atesi (St. Anthony's fire = Ergotizm)
nedeniyle derinin asir1 iltihaplanmasma karst c¢ivit otunun kullanildigr bildirilmistir.
Hiposideremik anemi, iskorbit ve A hipovitaminoz gibi hastaliklarmn tedavisinde bitkinin
yapraklarmin kullanildig: bildirilmistir. Bitki ekstrelerinin akrodermatit, hemorajik diyatez,
egzema, ¢iban, zehirlenmeler, sarilik, gastrik nevroz, kurdesen, bacak yaralari, siraca, mide
eksimesi ve sebore tedavisinde kullanildig1 bildirilmistir (Palma, 1964). Bitkinin ac1 kdklerinin
kizil hastaligini azaltmak igin kullanildig1 da bildirilmistir (Monograph, 2002).

. tinctoria bir indigo kaynagi olarak 6nemini yitirdikten sonra, Avrupa'da tedavi edici
0zelligi de unutulmaya yliz tutmustur. Cogunlukla antiviral 6zelliklerinden dolay1 batida tibbi
amach olarak kullanilmistir (Buhner, 2013). 1. tinctoria kokleri (Isatis Radix) Avrupa
Farmakopesinde yer almis ve resmi Avrupa fitoterapisinde kabul edilmistir (European
Pharmacopoeia, 2017). Cin'de boya ve sifali bir bitki olarak esit derecede zengin bir tarihe
sahiptir. Cin Farmakopesi, I. tinctoria’nin ti¢ monografini kabul etmistir: Banlangen (Isatidis
radix), Daqgingye (Isatidis folium) ve Qing Dai (Indigo naturalis) (Monograph. 2002; Mohn et
al. 2009).

Bu bitkisel miistahzarlar biraz farkli ilaglar olarak kabul edilir. Banlangen (Isatidis
Radix), Cin’in bazi illerinde hasat edilen I. tinctoria’nin kurutulmus kokidiir. Sonbaharda

giineste kurutulur ve graniil haline getirilir (Banlangen Keli). Uriin Cin'de ¢ok popiilerdir ve
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sicak suda veya cayda eritilerek tiketilir (Han et al. 2011). Viicut 1sisin1 diisiiriir ve bogaz
agrisini yatistirir.  Eriipsiyonel salgin hastaliklar, farenjit, larenjit, kizil, erizipel ve karbonkiil
icin endikedir. Hepatit, kabakulak, grip, monontkleoz, herpes simpleks, herpes zoster ve
pitriazis rosea gibi viral deri hastaliklari, epidemik serebrospinal menenjit ve difteri
tedavisinde kullanilmistir (Han, et al. 2011; Duke ve Ayensu, 1985; Zhu, 1998; Zhang, et al.
2020).

Banlangen (lIsatidis Radix), Cin hiikiimeti tarafindan 6liimciil siddetli akut solunum
sendromunu (SARS) dnlemek ve kontrol etmek icin dnerilen sekiz ana ilagtan biri olmustur
(Ke et al. 2012). Dagingye (Isatis Folium), Cin’in farkli illerinden yazin toplanan ve
sonbaharda giineste kurutulan I. tinctoria yapraklarindan olusur (Huang, 1993).

Daqgingye (lsatidis Folium) ensefalit virisi, kabakulak, grip ve leptospirozu tedavi
etmek i¢in de kullanilmistir (Zhu, 1998). Qing Dai, I. tinctoria, Baphicacanthus cusia (Nees)
Bremek., Indigofera suffruticosa Mill., Indigofera tinctoria L. veya Polygonum tinctorium gibi
cesitli bitkilerin yapraklarindan hazirlanan koyu mavi bir tozdur. Geleneksel Cin Tibbinda
hemostatik, antipiretik, antiinflamatuar olarak ve ayrica bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Tang and Eisenbrand, 1992; Kim et al. 2012). I. tinctoria
geleneksel Cin Tibbinda kronik miyelositik 16semi dahil olmak tizere ¢esitli kronik hastaliklara
care olarak kullanilmistir (Meijer et al. 2007). Klinik deneyler, I. tinctoria yaprak veya kok
preparatlarinin giivenligini degerlendirmemistir. Ancak Geleneksel Cin Tibbindan elde edilen
bitkisel monograflar, bazi hastalarda mide bulantis1 ve kusma gibi midebagirsak bozukluklar1

disinda olumsuz etkileri listelememistir (Zhu, 1998; Yeung, 1985).

2.4. Isatis Tiirleri Uzerine Yapilan Fitokimyasal Cahsmalar

Literatlrde Isatis cinsleri iizerine yapilan arastirmalarda 6zellikle 1. tinctoria tlr(
iizerine izolasyon ¢alismalarinin yapildig: tespit edilmistir. Tez kapsaminda bitki materyali
olarak kullanilan |. glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca bitkisi zerine herhangi bir
izolasyon c¢aligmasi olmadig tespit edilmistir. I. tinctoria bitkisi {izerine yapilan fitokimya
¢alismalarinda bitkinin yapraklarmdan alkaloid ve monoterpenler saflastirilmistir (Sekil 2) (Xu
et al. 2020).
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Sekil 2.3. I. tinctoria’dan saflastirilan bilesiklerin kimyasal yapilari

I. tinctoria'min triptantrin, indirubin, indolinon, fenolik bilesikler, polisakkaritler,
alkaloidler, glukozinolatlar, karotenoidler, ugucu bilesenler ve yag asitleri igerdigi
bildirilmistir (Nguyen et al. 2017). Ayrica l. tinctoria 'nin toprak tistii kisimlarindan triptantrin,
indol-3-asetonitril, p-kumarik asit ve p-kumarik asitin metilesteri izole edilmistir (Seifert and
Unger, 1994). Bilesikler, termitlere (Reticulitermis santonensis) karsi bocek oldiiriicti ve
beslenme 6nleyici aktivite, uzun boynuzlu ev boceginin (Hylotrupes bajulus) larvalarina karsi
insektisit aktivite ve kahverengi ¢liriiklik mantarma (Coniophora puteana) karsi antifungal

aktivite gostermistir (Seifert and Unger, 1994)

2.5. Isatis Turlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Literatirde 1. tinctoria ekstrelerinin antimikrobiyal, anti-inflamatuar, antitimar,
analjezik ve antioksidan aktivite gibi ¢ok c¢esitli farmakolojik 6zellikleri arastirilmis ve bunlar
in vitro ve in vivo olarak bilimsel ¢aligmalarla kanitlanmistir (Speranza et al. 2020). Asagida
. tinctoria iizerine yapilan gesitli biyoaktivite ¢alismalar1 ayr1 bagliklar halinde agiklanmuistir.
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2.5.1. Anti-inflamatuar aktivite

. tinctoria, Avrupa'da ve geleneksel Cin tibbinda antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle
yiizyillardir kullanilmaktadir. I. glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca nin yaprak ekstresi,
anti-enflamatuar ve anti-alerjik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Bu bitkinin rozet
yapraklarinda antioksidan ve bir UV-B kalkan1 gorevi goren cesitli fenilpropanoidleri
biriktirdigi bilinmektedir (Heinemann et al. 2004). Bu bilesikler genellikle farkli farmakolojik
potansiyele sahip molekullerdir. Ayrica I. tinctoria ekstrelerinden elde edilen farkli kimyasal
smiflara ait ¢esitli lipofilik bilesenler, alkaloidler, triptantrin, indirubin, indolinon ve linolenik
asit gibi yag asitlerinin anti-inflamatuar aktivitede énemli bir rol oynadigi iddia edilmistir
(Danz et al. 2002).

2.5.2. Antimikrobiyal ve antiviral aktivite

Geleneksel Cin tibbinda Ban Lan Gen (Isatidis radix), mevsimsel grip, SARS, viral
pnomoni, kabakulak, farenjit ve hepatit dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli viral enfeksiyonlarin
onlenmesi ve tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Li et al. 2017). I. tinctoria 'da
bulunan fitokimyasallar arasinda alkaloid triptantrin'in antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
kanitlanmistir. Ayrica Isadis Radix'ten izole edilen indirubinin ve polisakkarid bilesiklerin

influenza virtislerine karsi etkili oldugu da gosterilmistir. (Mak et al. 2004; Wang et al. 2018)

2.5.3. Anti-tumor aktivite

I. tinctoria, Cin'de solid organ tiimorleri ve 16semili hastalar1 tedavi etmek igin
kullanilmistir (Monograph, 2002). Faz I ve faz II klinik deneyleri, l. tinctoria 'min kronik
miyelositik 16semi tedavisinde ¢ok giiclii terap6tik etkilerini gostermistir (Xiao et al. 2002).
Bu tirln anti-kanser dzellikleri, esas olarak, in vivo ve in vitro deneysel modellerle gosterilen
alkaloidlerden indirubin ve triptantrinine atfedilmistir. Cok sayida ¢alisma, bu bilesiklerin ¢ok
cesitli timor tiplerine kars1 potansiyel etkinligini géstermistir ve aktivitelerinin altinda yatan
etki mekanizmalar1 aydinlatilmstir.

Bisindol indirubinin, yaklasik 40 y1l 6nce insan kronik miyelositik 16semi tedavisinde
etkisi tanimlanmistir. Cin'de yayinlanan birkag ¢alisma, giinde 150-200 mg dozunda oral
olarak uygulanan indirubinin hastalarin %60'inda remisyona yol actigmi gostermistir

(Monograph, 2002). Diisiik toksisite ve smirli yan etkilerle, kronik miyelositik ve kronik
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graniilositik 10semiden muzdarip 314 hastanin %26'sinda tam remisyonu ve %33'linde kismi
remisyonu indiikledigi de bildirilmistir (Cooperative Group of Clinical Therapy of Indirubin,
1980). indirubin ve tiirevlerinin anti-timor o6zellikleri, antimitotik potansiyelleri ve hiicre
proliferasyonu, transkripsiyonu ve apopitozun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan sikline
bagiml kinazlarm (CDK'ler) ve hiicre dongiisii diizenleyici molekiillerin inhibisyonu ile
iligkili goriinmektedir (Marko, 2001; Eisenbrand et al., 2004). Marko ve arkadaslar1 indirubin
ve analoglarmin, insan biiyiik hiicreli akciger karsinomu LXFL529L ve insan meme karsinomu
MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini gosterdiler. Bu ¢aligmada daha ¢oziiniir
analog indirubin-3’-monoksim, nokodazole gec¢ici bir maruz kalma ile G2/M fazinda
senkronize edilen MCF-7 hiicrelerinde, G2/M duraklamay1 indiiklemistir. Bu etkiye CDK1 ve
CDK1/siklin B aktivitesinin inhibisyonu aracilik ettigini bulmuslardir. Yazarlar bu etkinin,
indirubin tdrevlerinin gicli anti-timor etkinliklerini uyguladiklari ana mekanizma oldugunu
ileri stirmiislerdir (Marko et al. 2001). Indirubinler ayn1 zamanda etkili CDK2 ve CDK5/p35
inhibitorleridir ve kKinaz katalitik alt birimine baglanmak i¢in ATP ile yarisirlar (Hoessel et
al.1999; Leclerc et al. 2001). Kompleks CDK2/indirubin tiirevlerinin kristal yapisi, indirubinin
van der Waals etkilesimleri ve {i¢ hidrojen bag1 yoluyla kinazin ATP-baglanma bdlgesi ile
etkilesime girdigini gostermistir (Hoessel et al. 1999).

Triptantrin, F344 sicanlarinda azoksimetanin neden oldugu bagirsak timori
olusumunda kanseri onleyici etki gostermistir (Koya-Miyata et al. 2001). Ayrica timér tasiyan
BALB/c farelerinde ayni1 molekiiliin kemirgen miyeloid I6semi WEHI-3B JCS hcrelerinin
biiyiimesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Chan et al. 2009). Triptantrinin, Isvicre albino
farelerinde cilt karsinojenez modeli iizerinde melanom dis1 cilt kanserinin etkili bir
baskilayicist oldugu gosterilmistir (Shankar et al. 2020). Ayrica triptantrinin insan mide,
akciger kanseri ve promyelositik 16semi hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi tespit edilmistir
(Kimoto et al. 1999). Triptantrin akciger kanseri NCI-H460, insan glioblastoma SF-268 ve
insan meme kanseri MCF-7 hiicre hatlarina karst 8.5-22.6 uM arasindaki ICso degerleri ile
onemli sitotoksisite gostermistir (Chang et al. 2015). Miao ve arkadaslari1 (2011) triptantrinin,
48 saatlik tedaviden sonra 8.8 pug/mL'lik bir ICso degeri ile insan kronik miyeloid 16semi K562
hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini gostermistir (Miao et al. 2011).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada, 1. tinctoria yaprak ve ¢giceklerinden elde edilen polar

ekstrelerin, anti-proliferatif 6zellikleri degerlendirilmistir (Taviano et al. 2018). Bu ¢alismada
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polar bilesiklerin lipofilik olanlardan ayrilmasini saglamak i¢in donmus ve liyofilize edilmis
bitki materyali sirasiyla diklorometan ve %70 metanol ile ekstrakte edilmistir. I. tinctoria polar
ekstreleri insan anaplastik tiroid kanseri ATC hiicre hatlar1 CAL-62, 8505C ve C-643'e karsi
anti-proliferatif etki gostermistir. HPLC-PDA/ESI-MS ile ekstrelerde flavonoit ve fenolik
asitlerin etkiden sorumlu oldugu belirtilmistir. Ayn1 yazarlar tarafindan yaymnlanan bagka bir
caligmada, gozlemlenen aktiviteden esas olarak fenoliklerin sorumlu oldugunu dogrulanmistir
(Miceli et al. 2017).

I. tinctoria ekstreleri iizerine yapilan farmakolojik calisma verileri bitkinin gicli
biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, ekstrelerin ¢ogunda daha
yiiksek sitotoksisite gdzlenmistir. Bu ¢alismalara ek olarak, ekstredeki molekillerin gercek
ilag etkinligini ortaya ¢ikarmak i¢in in Vvivo testler yapilmalidir. Yapi-aktivite iliskisi,
stereokimyanin da aktivitede Onemli bir rol oynadigi anlamma gelir. Yapilacak yeni
caligmalarda bitkinin fitokimyasallar1 tizerine daha fazla in vitro ve in vivo arastirmalara
odaklanilmalidir. Ayrica bitkinin molekiil kiitiiphanesi hazirlanarak farmakolojik 6zelliklerin

gelistirilmesi saglanabilir (Speranza et al. 2020).

2.5.6. Karbonik anhidraz enzimleri

Karbonik anhidraz enzimi (CA, E.C.4.2.1.1) yaygin bir metalloenzim ailesindendir ve
tiim organizmalarda, tiirlerde, yliksek omurgalilarda ve tiim bitki alemlerinde yaygin olarak
bulunur. Karbonik anhidraz enzimlerinin organizmadaki temel rol, karbondioksit (CO2) ve su
(H20) arasindaki tersinir ve karsilikli doniisiim reaksiyonlarmi proton (H*) ve bikarbonat
iyonlarma (HCO3z") katalize etmektir (Akincioglu et al. 2021; Gul et al. 2016, Ozgun et al.
2016). CO> hidrasyon reaksiyonu, iyon taginimi, asit-baz dengesi ve gaz degisimine dayali
cesitli biyokimyasal ve fizyolojik islemlerde temel éneme sahiptir (Hisar et al.2005; D’
Ambrosio et al. 2020; Nar et al.2013). Ayrica, CA'larin epilepsi, 6dem, obezite, osteoporoz,
glokom ve kanser dahil olmak {izere gesitli hastaliklar tizerinde etkili olan ilaglar i¢in Gnemli
terapotik hedefler oldugu bilinmektedir (Supuran et al. 2003; Kazancioglu and Senturk 2020).
Ayrica, bazi CA izoenzimlerinin, kanser hiicrelerinin hipoksik durumda canliliklarini ve
metabolik aktivitelerini siirdliirmelerine ve metastaz yapmalarina ve klasik antikanser
tedavisine yanit1 azaltmalarina yol acan anjiyogenez mekanizmalarini aktive ettigi tespit

edilmistir (Ki¢lik and Giilgin 2016; Supuran et al. 2003). CA'lar, a-, -, y-, 0-, (-, 5-, 6- ve t-
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CA aileleri dahil olmak tizere sekiz farkli alt boliime ayrilmistir (Bilginer et al. 2021). a-CA’lar
ailesi oncelikle insan dahil tm memelilerde bulunur.

Enzimin ii¢ korunmus histidin kalintis1 tarafindan koordine edilen aktif bolgesinde bir
katalitik ¢inko iyonu (Zn®**) ve bozuk bir tetrahedral geometride bir H.O/OH" dahil olmak
tizere on alt1 farkli a-CA izoformuna sahiptirler. Hucresel lokalizasyonlar1 ve inhibisyon
afiniteleri ve katalitik aktiviteleri bakimindan farklilik gosterirler (Supuran and Ozzafara
2007). Zn?* iyonu kataliz icin ¢ok dnemli bir etkiye sahiptir ve bu boslugun tabaninda yer alir
(Ozgeris et al. 2016; Garibov et al. 2016). hCA'larin anormal seviyeleri veya aktiviteleri,
CA'nin ¢esitli fonksiyonlar1 nedeniyle glokom, dag hastaligi, epilepsi, iilserler, obezite,
osteoporoz ve kanser gibi cesitli hastaliklarla iligskilendirilmistir. Dolayisiyla CA'lar, belirtilen
hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in potansiyel bir hedeftir (Taslimi et al. 2016).

Karbonik anhidraz inhibitorleri, karbonik anhidraz enzimlerinin aktivitesini
baskilarlar. Klinik olarak kanitlanmis olanlar1 antiepileptikler, antiglokom, diiiretikler ve
antienfektif (anti-fungal ve anti-bakteriyel ajanlar) ilaglardir. CA'lar bashca iki ana bilesik
smifi tarafindan inhibe edilir: Metal kompleks olusturan inorganik anyonlar (6rn. siyaniir,
siyanat, tiyosiyanat, azit, hidrojensulfit vb.) ve silfonamidler. Siilfonamidler ve izosterleri
(stilfamatlar/siilfamidler), enzimin aktif bolgesinden metal iyonuna baglanan karbonik
anhidraz inhibitorlerinin ana smifin1 olusturur (Supuran 2012; Demirci et al. 2014).
Sulfonamid karbonik anhidraz inhibitérleri, karbonik anhidraz I (CAI) ve karbonik anhidraz 11
(CAII) inhibisyonu ile glokom, epilepsi, konjestif kalp yetmezligi, dag hastaligi, mide ve
duodenal iilserler, nérolojik bozukluklar ve osteoporoz gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve
onlenmesinde yararhdirlar (Yakan et al. 2023). Karbonik anhidraz inhibitérleri, didretik ilag
smifinin bir parcasi olarak kabul edilir ve ¢ok ¢esitli FDA onayli uygulamalara sahip diiiretik
ilaglardir (Aslam and Gupta, 2022). CAIl esas olarak gozlerdeki bikarbonat
konsantrasyonunun duzenlenmesinde rol oynar. CAIl inhibitorleri, genellikle glokom ile
iliskili g6z i¢i basincii azaltmak igin kullanilabilir. Ayrica, habis beyin timorleri ile de
iligkilendirilir (Parkkila et al. 1995). Bundan dolay1 CAII inhibitérleri kanser kemoterapisinde
bir yardime1 olarak kullanilmaktadir (Zaraei et al. 2019).

12



2.5.7. Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimleri

Insan beyninde hidrolitik enzimler, &zellikle hafizadaki bilissel islevlerde anahtar rol
oynayan asetilkolini, asetat ve biitirat gibi diger molekdlleri hidrolize ederler. (Eruygur et al.
2019). Bu enzimler baslica asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesterazdir (BChE). Her iki
enzim de yaygin olarak dagilmis olmasma ragmen, AChE beyinde BChE'den nispeten daha
fazladir. Alzheimer hastaligi, ilerleyici ve karmasik noron fonksiyonlarinda meydana gelen
yapisal bir hastalik olarak kabul edilmektedir. (Kausar et al. 2021). Bir¢cok ndropatolojik
belirtecleri vardir. Tau proteininin hiper fosforilasyonu ve amiloid f (Af) proteininin biritkmesi
ile olusan senil plaklar bunlarin baslicalaridir (Gulgin et al. 2016). Baska bir belirteg, her iki
kolinerjik enzimin asir1 ekspresyonu olarak bulunmustur (Taha et al. 2021). Bu nedenle, AChE
ve BChE'nin inhibisyonu gibi ¢oklu aktiviteye sahip anti-Alzheimer ajanlar1 olarak ilaglarin
bulunmasina yardime1 olmustur (Turkan et al. 2019). Asetilkolin (ACh), bir ndrondan saliman
ve digerinin postsinaptik zardaki reseptore baglanarak sinyal iletimini saglayan molekuldir.
Bir norotransmiter olan asetilkolinin (ACh) hizli hidrolizi normal kolinerjik kontrole tabi
tutulur ve bu kolinesterazlar tarafindan yapilir. Bir tiir serin proteaz olan AChE, ndromiiskiiler
kavsaklarda ve kolinerjik beyin sinapslarinda bulunur ve ACh'yi asetil ve koline parcalayarak
sinyal iletimini durdurur (Bayrak et al. 2019; Kazanci et al. 2021). Asetilkolinin insan
viicudunda AChE tarafindan asir1 hidrolizi muhtemelen sinir sistemi islev bozukluguna neden
olarak Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi gibi durumlara yol agmaktadir. Bu nedenle
her iki kolinerjik enzim de 6nemli bir yere sahiptir. Enzimlerin Alzheimer hastaligi tedavisinde
ve tedavinin baslangicindaki potansiyel rolleri giderek artmustir (Yamali et al. 2018). Asir1
AChE salgilanmasinin neden oldugu bu bozukluklarin tedavisinde giliniimiizde donepezil ve
takrin gibi sentetik ilaclar yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin istenmeyen yan
etkilere neden oldugu da bilinmektedir (Bal et al.2020). Son yillarda aragtirmalar birgok yeni
potansiyel ve aday ilaca odaklanmustir.

Kolinesteraz inhibitorleri: Alzheimer hastaligi, miyastenia gravis, glokom, diiz kas
atonisi ve c¢esitli otonom sinir sistemi fonksiyon bozukluklarmin tedavisinde kullanilirlar.
Amerikan Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan kolinesteraz inhibitérleri, Rivastigmin
(Exelon®), Takrin (Cognex®), Donepezil (Aricept®) ve Galantamin (RazadyneTM)’dir
(Koganct and Aslim 2016).
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2.5.8. a-Glukozidaz enzimi

a-glukosidaz, ince bagirsak mukozasmin firgamsi kenarmda bulunur ve oligosakkarid
ve disakkaridleri ince bagirsak tarafindan emilebilen glukoza hidrolize eder ve bdylece kan
glukoz diizeylerinde artisa yol agar (Han et al. 2017).

a-Glukosidaz inhibitorleri: Karbonhidratlarin sindirimini geciktirerek ve glukoz
emilimini azaltarak tokluk kan glukoz diizeylerinin kontroliinde énemli rol oynarlar (Han et
al. 2017). Su anda, ti¢ a-glukosidaz inhibitéra ilag, akarboz, vogliboz ve miglitol klinikte
T2DM tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. a-Glukosidaz inhibitorleri, 1970'lerin
sonunda gelistirilen yeni bir antidiyabetik ila¢ tiiridiir. Postprandiyal (tokluk) kan sekeri
konsantrasyonunu azaltarak, kan sekeri seviyelerini etkili bir sekilde kontrol eder. Ancak bu
ilaglarm uzun siireli kullanimi karm agrisi, karinda siskinlik, artan gaz, ishal ve kramp gibi yan
etkilere neden olur (Josse et al. 2023; Goke et al. 1995; Sels et al. 1999).

Bu nedenle arastirmacilar, etkinligi yiikksek ve yan etkileri diisikk yeni a-glukosidaz
inhibitor ilaglar1 pesindedirler.

Tiim bu literatiir 15138inda CA, kolinesteraz ve alfa-glikosidaz enzim inhibisyonunun
potansiyel tibbi faydalar1 giiniimiizde giincel arastirma konusu olmustur. Her ii¢ enzimi inhibe
edebilecek potansiyel ajanlarla ilgili son zamanlarda yapilan bir ¢alismada yeni sentezlenen
bifenil ikameli kalkon tdrevlerinin, insan karbonik anhidraz izoenzimleri I ve Il (hCA-I ve
hCA-II), asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine kars1 etkili
oldugu gosterilmistir (Burmaoglu et al. 2022).
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UCUNCU BOLUM

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Materyali

I. glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca bitkisinin toprak iistii kisimlar1 Agr1
Il merkezinden topland1 (Haziran, 2022). Toplanan bélgenin tam adresi ve
koordinatlar1 Erzurum Agr1 Yolu, Cukurcayir/Agr1 Merkez/Agr1, Agr1 Ibrahim Cegen
Universitesi kampiis girisi, GPS: 39°43'12.5"N 42°59'12.0"E, yilkseklik: 1626 m
olarak belirlendi.

Bitkinin tlr teshisini Prof. Dr. Fevzi OZGOKCE (Van Yiiziinci Yil
Universitesi Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii) gerceklestirdi.
Bitki VANF 20512 koduyla Van Yiiziincii Yil Universitesi Herbaryumu’na
kaydedildi. Bitki 6rnegi Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi MERLAB (Merkezi
Aragtirma ve Uygulama Laboratuvari)’da muhafaza edildi. Bu tez calismasi

kapsaminda, bitkinin toprak {istii kisimlar1 kullanildi.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler

Calisma kapsaminda kullanilan tim kimyasal maddeler Isolab ile Tekkim’den
temin edildi. Calismalarda sulfurik asit (%98), vanilin, metanol, etanol, aseton, etil
asetat, Kkloroform, diklorometan, n-hekzan, dotero kloroform ve doétero piridin
kullanild.

3.3. Enzim Materyalleri

Calismada kullanilan asetil kolinesteraz, butiril kolinesteraz ve a-glikozidaz
enzimleri Sigma-Aldrich’ten ticari olarak satin almmustir. Karbonik anhidraz

enzimleri insan kanindan saflastirildi.
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3.4. Kullanilan Alet ve Cihazlar

NMR Spektrometre Bruker 400 MHz

Rotary Evaporator Stuart RE3000B

UV Lambasi Camag UV Bethrachter

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, UV-1208

Derin dondurucu (- 80°C) Sanyo, Japan

pH metre Hanna Instrument

Hassas terazi Scaltec SBA 41

Inkiibator Elektro-Mag (0-300°C)

Otomatik pipet Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
Calkalayici Nive SL 350

Vorteks Fisons, Whirlimixer

Saf su cihazi Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Magnetik karistirict Stuart Scientific
UV-Spektrofotometre kiveti 1 cm®liikk Kuartz Kiivet

3.5. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Adsorbanlar

Kromatografik yontemlerle yapilan fraksiyonlama, izolasyon ve saflastirma
islemlerinde asagida belirtilen adsorbanlar kullanilda:

Silika Jel Kolon Kromatografisi (SKK) icin; Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 ve
200-400 mesh, Merck) kullanild:.

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) icin; Silika jel (Hazir Plaka, Kieselgel 60
F2s7, 0,2 mm, Merck) kullanild.

ITK ile ayrilan maddelere ait lekeler UVass, UV3gs nm’de ve H2SOs-vanilin

(%1) reaktifi puskurtuldikten sonra 1sitma yoluyla tespit edildi.
3.6. YOontem

3.6.1. Ekstraksiyon

Uygun ekstrenin hazirlanmasina karar vermek igin Oncelikle onar gram 1.
glauca bitkisinin toprak istii kisimlar1 kurutulup 6gitiildiikten sonra oda sicakliginda
n-hekzan (1), diklorometan (2), aseton (3), diklorometan:metanol (4) ve metanol (5)
ile ayr1 ayr1 maserasyona birakild1 ve siiziildii. Siiziintiiler birlestirildikten sonra

coziictiler uzaklastirildi. Ekstreler n-hekzan:etil asetat (40:60), etil asetat:diklorometan
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(50:50), diklorometan:metanol (85:15) ve diklorometan:metanol (60:40) c¢Ozicl
sistemlerinde yiiriitiildiikten sonra ITK ile kontrol edildi. ITK goriintiileri Sekil 3.1°de
gosterilmistir.

ITK sonuglarma gore bitkinin hem polar hem de apolar bilesenleri icermesi
nedeniyle diklorometan:metanol (50:50) ile ekstraksiyonunun yapilmasma ve

hazirlanan bu ekstreden sekonder metabolitlerin izole edilmesine karar verildi.

n-hekzan:etil asetat (40:60) etil asetat:diklorometan (50:50)

diklorometan:metanol (85:15) diklorometan:metanol (60:40)

Sekil 3.1. Farkli coziicii sistemlerinde yUrGtilen 1. glauca ekstrelerinin ITK
goruntdleri. 1) n-hekzan, 2) diklorometan, 3) aseton, 4) diklorometan:metanol, 5)
metanol.

Diklorometan:metanol (50:50) ekstresinin hazirlanmasi: Kurutulmus ve
ogiitlilmiis bitki materyali (1 kg) diklorometan:metanol (50:50) ¢6ziicii sisteminde oda
sicakliginda 24 saat maserasyona birakildiktan sonra siiziildii. Bu islem bes defa
tekrarlandiktan sonra siiziintiiler birlestirdi ve ¢6ziicii bir rotary evaporator yardimiyla
uzaklastirildi. Ekstre miktar1 118,77 g olarak belirlendi. Kuru bitki Gzerinden verim
ise %11,9 olarak hesapland.

Ana ekstre iki fakli yontemle izole edildi. Bu ydntemler asagida birinci

izolasyon ve ikinci izolasyon islemleri olarak ayr1 ayr1 agiklanmugtir.
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3.6.2. Birinci izolasyon islemleri

I. glauca’nin diklorometan:metanol (50:50) ekstresini fraksiyonlamak tzere
ITK ve SKK yontemleri kullanildi. Bu amagla ana kolon igin 50 gr ekstre kullanild1
ve kuru tatbikle 90 gr silika jele emdirildi. 300 g silika jel 60 (70:230 mesh)
diklorometan:metanol (80:20) ¢Ozucl sistemi kullanilarak siispanse edildi. Sonra
stispansiyon kolona (4x72 cm) dolduruldu ve ekstre kolona tatbik edildi. SKK ile eliie
etme iglemleri diklorometan:metanol (80:20) ¢oziicii sistemi kullanilarak stirdiiriildii.
Eliientler 50 ml hacimlerle topland1 ve ITK ile benzer lekeleri iceren fraksiyonlar kendi
aralarinda birlestirildi. 1. glauca’nin diklorometan:metanol (50:50) ekstresinin ana
kolonunun fraksiyonlamasi1 sonucunda elde edilen alt fraksiyonlar asagidaki gibi
kodlandi:

3-9. fraksiyonlar IGA, 10-17. fraksiyonlar IGB, 18-27. fraksiyonlar IGC, 28-
36. fraksiyonlar IGD, 36-39. fraksiyonlar iIGE, 40-41. fraksiyonlar iGF, 42-49.
fraksiyonlar IGG ve 50-61. fraksiyonlar IGH olarak kodland: (Sekil 3.2).

Ana Kolon
(30 )

| iGB (1.65 g) | [iGD (0,83 g)] [i(;[ (0,53 g)] | iGG (0,16 g) |
| iGA (735 g) | | iGC (0,67 g) | | iGF (1,73 ) | |iGH (052 g) |

Sekil 3.2. Ana kolon ve alt fraksiyonlarin semast

IGA fraksiyonu iizerine yapilan kromatografik islemler: i{GA fraksiyonuna
aseton eklendiginde kristallenme oldugu tespit edildi. Bu nedenle 6ncelikle ekstrenin
2 g’1ayrild1 ve asetonla iyice yikandiktan sonra ITK’da kontrol edildi. Tek bir lekenin
gdzlemlenmesi iizerine bu maddenin saf oldugu tespit edildi ve IG-1 (95 mg) olarak
kodland1. Kalan IGA fraksiyonunun (5,35 g) icerdigi metabolitleri saflastirmak icin
yeniden SKK yontemi kullanildi. Bu amagla 150 gram silika jel 60 (70-230 mesh)
n-hekzan:etil asetat (30:70) hareketli faz sistemi kullanilarak kolan (2,5x44 cm)
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hazirland1 ve bu sistemle elisyona devam edildi. Fraksiyonlar 30 ml hacimlerle
topland1 ve ITK ile benzer lekeleri icerenler birlestirildi. ITK ile yapilan kontroller
neticesinde 5-6. fraksiyonlarm az bir safsizlikla birlikte major bir leke igerdigi
gozlemlendi. Bu safsizligi uzaklastirmak i¢in 5-6. fraksiyonlar (0,51 g) yeniden SKK
ile fraksiyonlandi. Bu amagla 20 g silika jel 60 (70:230 mesh) 100 ml etil asetat ile
suspansiyon haline getirildi ve kolona yiiklendi. Ekstre ayni sistemle fraksiyonlandi
ve 7-10. fraksiyonlarda yapilan kontrolde ITK da saf bir maddeye ait tek bir leke tespit
edildi ve IG-2 (60 mg) olarak kodland.

IGB fraksiyonu iizerine yapilan kromatografik islemler: Bu fraksiyon
iizerine yapilan kromatografik islemlerde madde saflastirilamamastir.

IGC fraksiyonu (izerine yapilan kromatografik islemler: Bu fraksiyon
iizerine yapilan kromatografik islemlerde madde saflastirilamamaistir.

IGD fraksiyonu iizerine yapilan kromatografik islemler: Bu fraksiyon
iizerine yapilan kromatografik islemlerde madde saflastirilamamastir.

IGE fraksiyonu iizerine yapilan kromatografik islemler: Bu fraksiyon
iizerine yapilan kromatografik islemlerde madde saflastirilamamastir.

IGF fraksiyonu iizerine yapilan kromatografik islemler: IGF fraksiyonunu
alt fraksiyonlarina ayrimak i¢in SKK yontemi kullanildi. Bu amagla 100 gram silika
jel 60 (70-230 mesh) diklorometan:metanol (80:20) hareketli faz sistemi kullanilarak
kolon (2,5x54 cm) hazirland1 ve bu sistemle ellisyona devam edildi. Fraksiyonlar 20
ml hacimlerle topland1 ve ITK ile benzer lekeleri igerenler birlestirildi. ITK ile yapilan
kontroller neticesinde 17-22. fraksiyonlarin major bir leke igerdigi gézlemlendi ve bu
alt fraksiyona yeniden aymi sartlarda SKK uygulandi. Bu amagla 25 g silika jel
(200:400 mesh) ile 5 g aktif karbon homojen bir sekilde karistirildiktan sonra
diklorometan:metanol (80:20) hareketli faz sistemiyle hazirlanan kolona (2,5x22 cm)
dolduruldu ve 17-22. fraksiyonlar (0,43 g) aym sistemde ¢Ozilerek kolona tatbik
edildi.Bu sistemle eliisyona devam edildi. Fraksiyonlar 10 ml hacimlerle topland1 ve
ITK ile benzer lekeleri igerenler birlestirildi. ITK ile yapilan kontroller neticesinde 12-
14. fraksiyonlarin tek leke veren saf bir madde icerdigi belirlendi ve iG-3 (80 mg)

kodu verildi.
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IGG fraksiyonu iizerine yapilan kromatografik islemler: Bu fraksiyon
iizerine yapilan kromatografik islemlerde madde saflastirilamamastir.
IGH fraksiyonu iizerine yapilan kromatografik islemler: Bu fraksiyon

iizerine yapilan kromatografik islemlerde madde saflastirilamamastir.

3.6.3. ikinci izolasyon islemleri

Diklorometan:metanol (50:50) ekstresi (6,5 g) oda sicakliginda saf su ile
coziildiikten sonra siiziildii. Suya geg¢en kisim liyofilize edildikten sonra
diklorometan:metanol (80:20) hareketli faz sistemiyle hazirlanan kolonda (2,5x46 cm)
fraksiyonlarma ayrildi. Bu amagla 100 g silika jel 60 (70:230 mesh) ve
diklorometan:metanol (80:20) ¢oziici sistemi kullanildi. Fraksiyonlar 30 ml
hacimlerle topland: ve ITK ile benzer lekeleri igerenler birlestirildi. iITK ile yapilan
kontroller neticesinde 20-23. fraksiyonlarin major bir sar1 leke igerdigi ve saf oldugu
belirlendi. Bu madde IG-4 olarak (26 mg) olarak kodlandi.

3.6.4. Enzim inhibisyon ¢calismalan

Enzim inhibisyon calismalar1 Dr. Ogr. Uyesi Riiya Saglamtas (Agr1 Ibrahim
Cecen Universitesi) ve Dr. Ogr. Uyesi Elife Kaya (Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi) tarafindan gerceklestirilmistir. Enzim inhibisyonu ile ilgili yapilan
islemler asagida acgiklanmustir.

Afinite kolonun paketlenmesi: Hazirlanmis olan jel dengeleme tamponuna
alinip su trombu yardimiyla havasi alindi. Hazirlanan jel sogutmali kolona (1x10)
paketlendi. Jelin ¢okmesi igin peristaltik pompa yardimiyla yikama tamponu ile
yikanip dengeleme tamponuyla dengelenmesi saglandi. Fraksiyonlarin ve tamponun
280 nm’de absorbanslar1 ve pH’lar1 esitlenerek kolonun dengelendi.

Afinite kolonuna numunenin tatbiki ve eliisyonlarin toplanmasi: Kati Tris
ile sigir karaciger hemojenati (pH: 8,7) kolona tatbik edildikten sonra, kolon Tris-HCI
(400 ml 25 mM) / Na2S04 (22 mM; pH: 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Yikama islemiyle
enzim kolona tutunmus ve diger safsizliklar da uzaklastirilmis oldu. Daha sonra
NaHPO4 (pH 6,3) tamponu eklenerek hCAI enzimi fraksiyon toplayic1 yardimiyla

5’er mL olacak sekilde tliplere alindi. Elliatlar toplandiktan sonra yikama tamponu ile
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kolon tekrar yikandi. Bu ikinci yikamadan sonra NaClO4 (pH 5,6) tamponu eklenerek
hCA 1I enzimi fraksiyon toplayictyla 5’er mL olacak sekilde tlplere alindi. Toplanmis
olan eltatlar i¢in 280 nm’de absorbans 6l¢uimii yapildi.

Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi

Hidrataz aktivitesi: Bu tayin Rickli ve arkadaslarmin (1964) revize ettigi
Wilbur-Anderson metoduna goére yapildi. Bu yontem CO2’nin hidratasyonuyla agiga
¢ikan H* iyonundan kaynaklanan pH degisimiyle brom timol mavisi indikatori ilave
edilerek belirlenip, gegen sirenin 6lglilmesi esasina dayanir. Bu amacgla kor olarak
hazirlanan tiipe brom timol mavisi (0,1mL %0,04°lik), veronal tamponu (1ml 0.025
M; pH:8,2), distile su (0,6 ml) ve CO> ¢oOzeltisi (2,5 ml) ilave edildi. Aktivite 6lglim
ortamindaki toplam hacim 4,2 ml olarak belirlendi. CO. ¢Ozeltisinin katilmasindan
itibaren indikatériin maviden sarimsi yesil renge dontismesi (pH:6,3) i¢in gegen siire
kronometreyle dlciildl ve to olarak kaydedildi. Numune tupiine sudan 0,05 ml azaltma
yapildi ve yerine enzim c¢ozeltisi ilave ediledi. CO2 cozeltisi ilave edilir edilmez,
indikatorin maviden sarimsi yesil renge doniismesi (pH:6,3) igin gegen siire
kronometreyle 6lctldi ve tc olarak kaydedildi.

Bu yontemde karbonik anhidraz enzim aktivitesi i¢in bir enzim tnitesi (EU),
enzimsiz meydana gelen COz hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak

tanimlanir.
EU=to-tc/tc

Yukarida verilen formile gore kullanan enzim c¢ozeltisi hacmi icin enzim
Unitesi hesapland1 (Maren 1960).

Esteraz aktivitesi: Karbonik anhidraz enzim substrati p-nitrofenilasetat: 348
nm’de p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon asagida

belirtilmistir.
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Sekil 3.3. Karbonik anhidrazin substrati olan p-nitrofenilasetattan p-
nitrofenole doniisiim mekanizmasi.

p-Nitrofenol ve p-nitrofenolat 348 nm dalga boyunda ayni absorbansi
g6stermektedir. Fenol gruplarindaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi Olglimii
etkilememektedir (Armstrong et al. 1966; Verpoorte et al. 1967). p-Nitrofenilasetatin
absorbsiyonu bu dalga boyunda ¢ok az oldugu i¢in, kor olarak kullanilmistir. Aktivite
tayini islemleri icin kuvarz kivetler (1 mL’lik) kullanilarak 6lgiim yapilmistir.
Reaksiyon karisimindaki maddelerin ortama eklenme siras1 ve kiivet igerigi asagida

belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Esteraz aktivitesi i¢in kullanilan kontrol ve numune kivet igerigi

Kullamlan maddeler Kontrol (uL) Numune (uL)
Tris-SO4 400 400

Saf Su 240 220
p-Nitrofenilasetat 360 360
Enzim cozeltisi - 20
Toplam Hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon karisimi hazirlandiktan 3 dakika sonra absorbansi 25°C
ve 348 nm’de okunup, absorbans farki belirlendi. Spektrofotometre, 6nceden enzim
yerine saf su kullanilarak elde edilen karisimin 3 dakika sonra belirlenen absorbansiya
sifira ayarlanmig oldu.

p-Nitrofenilasetat ¢Ozeltisi ¢caligmalar boyunca glnluk hazirlandi. 27,2 mg
ester ile 1 ml aseton iginde ¢ozlldiikten sonra hizla karigtirilan distile suya (49 ml)
yavas yavas Ve dikkatlice eklendi. Esterin smnirh ¢oziciiliigiinden dolay1 ¢ozelti 3 mM
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olarak hazirlandi. Diger organik ¢oziiciilere kiyasla hidrolizi en az inhibe ettigi igin
aseton ¢Ozucl olarak segildi. Kinetik ¢aligmalar esnasinda aktivite dlglimleri esteraz
aktivitesiyle yapild1.

Kalitatif protein tayini: Tirozin, triptofan ve fenilalanin amino asitlerinin 280
nm dalga boyundaki maksimum absorbans: gostermesine dayanir (Chen and Segel,
1968). Bu metot ile kromatografide esit hacimli (5mL) fraksiyonlarda kalitatif olarak
protein tayini gerceklestirildi.

Kantitatif protein tayini: Bu tayinde afinite kromatografisiyle hemolizatta ve
saflagtirilmis olan enzim c¢o6zeltisinde bulunan protein miktarlar1 belirlendi. Bu
metodun prensibi, proteine Coomassie Brillant Blue G-250’nin kompleks olusturmasi
ve olusan bu kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir.
Proteinlerin bu boyaya baglanmas1 oldukca hizli olmaktadir. Protein-boya kompleksi
¢ozeltilerde uzun siire yapisi bozulmadan kalabilmektedir. Bu yontemin hassasiyeti 1-
100 pg’dir (Bradford, 1976).

Karbonik Anhidraz Enzimi i¢in Yapilan Kinetik Cahsmalar

Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasiyla ilgili ¢ahsmalar: hCA enzimi insan
kanindan saflastirildiktan sonra Kpy, ile Vmax’nin belirlenmesi amaciyla en az 5 farkh
substrat konsantrasyonu kullanildi ve uygun sartlarda aktivite Ol¢iildi. Sonrsinda
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi, bu grafikten Km ile Vmax’in degerlerini belirlemek
icin hesaplama yapild1.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforeziyle enzimin safliginin kontrol edilmesi:
Enzim saflastirildiktan sonra, Laemmli (1970) tarafindan bulunmus olan SDS-PAGE
teknigiyle enzim saflig1 tespit edildi. Orneklerin jele yiiklenmesinden énce 6rneklere
%1’luk SDS ile %10’luk p-merkaptoetanol ilave edildi. 5 dakika boyunca kaynar su
banyosunda bekletildi. Numunelere elektroforezden sonra boyama yapildi ve bantlar
belirlendi (Suzer et al. 2008)

hCA-I ve hCA-11 izoenzimleri Gizerine saf metabolitlerin etkilerinin tespiti:
I. glauca bitkisinden elde edilen diklorometan:metanol (50:50) ektresinin izolasyonu
ile elde edilen saf maddelerin hCA-I ve hCA-I1 izoenzimleri Gzerine etkisi arastirildi.

ICso degerleri belirlendi.
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DORDUNCU BOLUM

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Saflastirilan Metobolitlere Ait Spektroskopik Bulgular

I. glauca’nin toprak dstii kisimlarinin diklorometan:metanol (50:50)
ekstresinden kromatografik yontemlerle iIG-1, iG-2, i1G-3 ve 1G-4 kodlu dért madde
saflastirildi. Saflastirilan maddelerin iITK’da farkli hareketli faz sistemlerindeki Rt
degerleri hesaplandi ve Cizelge 4.1’de sunuldu. Spektroskopik yontemlerle elde edilen
verilerin degerlendirilmesi sonucu iG-3 maddesinin karisim oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.1. Saflastirilan maddelerin farkli ¢6ziicii sistemlerindeki Rfdegerleri

Madde IG-1 iG-2 iG-3 iG-4
n-hekzan:etil asetat (90:10) 0,8 0,3 - -

Etil asetat:diklorometan (15:85) - - 0,3 0,24
Diklorometan:metanol (70:30) - - 1 0,74

Bu bolimde 1. glauca’dan saflastirilan maddelerin kimyasal yapilarini
aydinlatmak amaciyla ID-NMR (*H-NMR ve *C-NMR) ve 2D-NMR spektroskopik
yontemleriyle elde edilen veriler degerlendirildi. Elde edilen sonuglar asagida basliklar

halinde siralanmuistir.
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4.1.1. iG-1 (p-sitosterol-3-O- g-D-glukopiranozit)

C35He0Os
Molekiil agirhgi: 576,8 g/mol

IG-1 kodlu maddenin ITK ve SKK ydntemleriyle saflastiriima islemleri
sonrasinda beyaz renkli kristal yapida oldugu tespit edildi. Maddenin UV254nm’de mor
renk verdigi ve UV3ge nm’de leke vermedigi, HoSOs/vanilin reaktifi piiskiirtiildiigiinde
ise pembe-mor renk verdigi gézlemlendi.

IG-1 kodlu maddenin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlar1 (Sekil 4.1 ve Sekil
4.2) incelendiginde kimyasal yapisinin steroidal glikozit oldugu ve "f-sitosterol-3-O-
P-D-glukopiranozit™ maddesine ait oldugu tespit edidi (Aydin et al. 2014).

IG-1’in 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.1), 6=3,90-4,60 ppm arasindaki
sinyallerin bir monosakkarit birimine ait oldugu belirlendi. Ayrica 6=5,05 ppm’de
g6zlenen dublet sinyalin monosakkarit biriminin karakteristik olarak gorilen
anomerik protonuna ait oldugu tespit edildi. Bu dublet protona ait etkilesme sabitinin
J=7,69 Hz olmasi monosakkaritin glikoz oldugunu ve f-glikopiranozit formunda bagli
oldugunu gostermektedir (Aydin et al. 2014). iG-1’in *H-NMR spektrumunda (Sekil
4.1), glikoz birimine ait diastropik H-6'a ve H-6'b protonlar1 sirasiyla 6=4,57 ppm’de
dd (H-6'a, J1=11,73 Hz, J>=2,20 Hz) ve 0=4,36 ppm’de (H-6'b, J1=11,73 Hz, J,=5,13
Hz) dd sinyalleri verdi.

IG-1"in 3C-NMR spektrumunda (Sekil 4.2), gdzlenen karbon sinyali says1 35

olup, bunlardan 6 tanesi glikoz birimine ait 3C sinyalleridir. Metil gruplarma ait
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sinyaller (C18, C19, C21, C26, C27 ve C29), 6=12,0 ppm ile 6=20,02 ppm arasinda
gelmistir. C5 sinyali 0=140,9 ppm’de, C6 sinyali 6=121,9 pm’de ve anomerik karbon
C1' sinyali 6=102,5 ppm’de rezonans olmustur. Molekiiliin yapisi litaretiirdeki
verilerle de ayrica dogrulanmistir (Aydin et al. 2014).

Sekil 4.1. IG-1’in (p-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) *H-NMR (CsDsN, 400 MHz)

spektrumu
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Sekil 4.2. 1G-1’in (8-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) *C-NMR (CsDsN, 100 MHz)
spektrumu
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4.1.2. iG-2 (Tetratriakontan)

2

/\/WWW\/\/\/\/\/\/\/\/\/
1 33

CasH7o
Molekiil agirhgi: 478,9

IG-2 kodlu maddenin ITK ve SKK ydntemleriyle saflastirilma islemleri
sonrasinda beyaz renkli kristal yapida oldugu tespit edildi. Maddenin UV2s4 nm ve
UV3es nm’de leke vermedigi, HoSOas/vanilin reaktifi piliskiirtiildiigiinde ise pembe renk
verdigi gozlemlendi. Bu verilerle birlikte maddenin *H ve C NMR spektrumlar1
incelendiginde kimyasal yapisinin bir hidrokarbona ait oldugu anlasildi (Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4).

Sekil 4.3°de 6=0,87 ppm’de gelen triplet sinyalin hidrokarbonun iki ugtaki —
CH3 gruplarina ait oldugu ve integrasyon ile toplam 6 protonun 1,3 cm oldugu
hesaplandi. Diger taraftan 0=1,22 ppm’de gelen —CH> sinyallerinin integrasyonu ise
14 cm olarak 6l¢iildii. Bu veriler 1s18mda —CHz sinyallerinin toplam 64 protona ve 32
karbona karsilik geldigi ve hidrokarbonun kimyasal yapisinin tetratriakontan (CzsHqo)

oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.3. IG-2"nin (Tetratriakontan) *H NMR (CDCls, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.4. IG-2"nin (Tetratriakontan) **C NMR (CDCls, 100 MHz) spektrumu
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4.1.3. iG-3 (Flavonoit karisumi)

IG-3 kodlu maddenin bir karisim oldugu tespit edildi ve bu nedenle kimyasal
yapist aydnlatilamadi. Maddenin UV2ss nm ve UVzg nm’de mor Ileke verdigi,
H2SOs/vanilin reaktifi piiskiirtiildiiglinde ise sar1 renk verdigi tespit edildi. Bu
verilerde karigimin 2 adet flavonoitten ibaret oldugu tespit edildi.

Karisima ait *H ve 13C NMR spektrumlar1 Sekil 4.5 ve Sekil 4.6da verilmistir.

Sekil 4.5. 1G-3’iin (Flavonoit karisimi) *H NMR (dmso-ds, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.6. IG-3"iin (Flavonoit karisimi) *C NMR (dmso-ds, 100 MHz) spektrumu
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4.1.4. iIG-4 (Luteolin 7-O-glukozit)

C21H20011
Molekiil agirhgi: 448.37

IG-4 kodlu maddenin ITK ve SKK ydntemleriyle saflastiriima islemleri
sonrasinda sar1 renkli kristal yapida oldugu tespit edildi. Maddenin UV2s4 nm ve UV 3e6
nm’de mor leke verdigi, HoSO4/vanilin reaktifi ptiskiirtiildiigiinde ise sar1 renk verdigi
g6zlemlendi.

[G-4’¢ ait *H ve 3C NMR spektrumlari incelendiginde (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7),
maddenin kimyasal yapismmn bir flavonoit glikoziti oldugu tespit edilmistir. ‘H NMR
spektrumunda (Sekil 4.6) 0=6,4-7,4 ppm arasinda aromatik protonlara ait sinyaller
gorilmektedir. Anomerik proton H-1" e ait sinyal 6=5,06 ppm’de rezonans olmustur.
Glikoz birimine ait sinyaler 6=3,3-3,7 ppm arasinda gézlemlendi.

[G-4’iin ¥C NMR spektrumu (Sekil 4.7) incelendiginde 6=181,8 ppm’de
karbonil karbonuna ait C4 sinyali gorilmektedir. Kuvarterner karbonlara ait
sinyallerden C2 6=164,4 ppm’de, C7 6=162,8 ppm’de, C5 6=161,0 ppm’de, C9
0=156,8 ppm’de ve C1' 121,2 ppm’de rezonans olmustur. Flavonoitin B halkasindaki
kuvarterner karbonlar olan C3' ve C4' sinyalleri ise 0=149,9 ve 145,7 ppm de rezonans
olmugtur. Anomerik karbon C1" e ait sinyal 6=99,8 ppm’de goriilmektedir. Glikoz
birimine ait karbon sinyalleri =60-70 ppm arasinda gdzlenmektedir.

Bu veriler 1s13inda 1G-4 kodlu maddenin kimyasal yapismin luteolin 7-O-
glukozit oldugu anlagilmigtir. Molekiiliin yapis1 litaretiir verileri ile de ayrica

dogrulanmustir (Chiruvella et al. 2007).
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Sekil 4.7. IG-4’iin (Luteolin 7-O-glukozit) *H NMR (dmso-ds, 400 MHz) spektrumu
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Sekil 4.8. IG-4’iin (Luteolin 7-O-glukozit) * CNMR (dmso-ds, 100 MHz) spektrumu
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Sekil 4.9. IG-4’iin (Luteolin 7-O-glukozit) DEPT spektrumu (dmso-ds, 400Mz)

35



S N I | B N S o/

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

Sekil 4.10. IG-4’iin (Luteolin 7-O-glukozit) *H-'H COSY spektrumu (dmso-ds, 400
Mz)
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Sekil 4.11. IG-4’iin (Luteolin 7-O-glukozit) *H-'H COSY spektrumu (dmso-ds, 400
Mz)
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Sekil 4.12. IG-4’iin (Luteolin 7-O-glukozit) HMQC spektrumu (dmso-ds, 400Mz)
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Sekil 4.13. IG-4’iin (Luteolin 7-O-glukozit) HMQC spektrumu (dmso-ds, 400Mz)
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Sekil 4.14. IG-4’{in (Luteolin 7-O-glukozit) HMQC spektrumu (dmso-ds, 400Mz)
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Sekil 4.15. IG-4’{in (Luteolin 7-O-glukozit) HMBC spektrumu (dmso-ds, 400Mz)
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4.2. Saf Maddelerin Enzim Inhibisyonu Calisma Bulgular

4.2.1. Karbonik anhidraz enzim inhibisyonu sonuglari

Bu boéliimde 1. glauca bitkisinin, diklorometan:metanol (50:50) ekstresinden
izole edilen iG-1 (B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit), IG-2 (tetratriakontan), 1G-3
(flavonoit karisimi) ve iG-4 (luteolin 7-O-glukozit) maddelerinin hCA-I ve hCA-II
izoenzimleri Gizerine inhibisyon etkilerini gosteren cizelge ve grafikler verilmistir.

Maddelerden sadece IG-1 (B-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) ve iG-4
(luteolin 7-O-glukozit), hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri Uzerine inhibisyon etkisi
gostermis, IG-2 (tetratriakontan) ve 1G-3 (flavonoit karisimi) (izerine etki
gdstermemistir. Bu nedenle grafik ve cizelgelerde sadece iG-1 (B-Sitosterol 3-O-p-D-
glikopiranozit) ve iG-4 (luteolin 7-O-glukozit)’e ait sonuglar gdsterilmisitr.

Cizelge 4.2°ye gore en guclu inhibisyon etkisini 1G-4 kodlu luteolin 7-O-
glukozit hCA-I izoenzimi iizerinde gdstermistir. IG-4 kodlu luteolin 7-O-glukozit’in
hCA-1 icin 1Cso ve K degerleri sirasiyla 7,79+0,52 ve 9,08+0,011 pM olarak
hesaplanmistir. Diger taraftan pozitif kontrol AZA (1Cs:18,69+0,16 nM; Ki:
9,08+0,011) ile kiyaslandiginda hem IG-1 kodlu B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit
hem de 1G-4 kodlu luteolin 7-O-glukozit orta diizeyde inhibisyon etkisi gostermistir.

Cizelge 4.2. Aktivite grafiklerinden elde edilen ICso degerleri

Madde hCA-I hCA-II
|C5() (|J.M) Ki |C50 (UM) Ki

1G-1 (p-sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) ~ 70,93+1,14 68,79+0,014  30,72+0,41 16,06+0,03
(r% 0,9513) (r%: 0,9334)

iG-2 (tetratriakontan)

iG-3 (flavonoit karisimi)

iG-4 (luteolin 7-O-glukozit) 7794052  4,07+0,01 74.68+1,04  44,98+0,007
(r2: 0,9618) (r2: 0,9791)

AZA (nM) 18,69+0,16  9,08+0,011 5,400,551 1,71#0,041
(2: 0,9609) (r%: 0,9786)

- :inhibisyon gostermedi
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Sekil 4.16. IG-1 (p-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) icin hCA-I %aktivite dlgiim

sonuglar1
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Sekil 4.17. 1G-4 (Luteolin 7-O-glukozit) icin hCA-I %aktivite dl¢iim sonuglari
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Sekil 4.18. IG-4 (Luteolin 7-O-glukozit) icin hCA-1 %aktivite dl¢iim sonuglari
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Sekil 4.19. IG-4 (Luteolin 7-O-glukozit) icin hCA-II %aktivite 6lciim sonuclar1
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4.2.2. Kolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglari

Bu boéliimde 1. glauca bitkisinin, diklorometan:metanol (50:50) ekstresinden
izole edilen iG-1 (-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit), iG-2 (tetratriakontan), 1G-3
(flavonoit karisimi) ve iG-4 (luteolin 7-O-glukozit)’in AChE ve BChE izoenzimleri
uzerine inhibisyon etkilerini gosteren cizelge ve grafikler verilmistir.

Cizelge 4.3. Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri

Madde AChE BChE
1Cso (ULM) r’ ICso (UM) r?

IG-1 (p-sitosterol 3-O-#-D- 4,102+0,038 0,9707 1,980,019 0,9516
glikopiranozit)

iG-2 (tetratriakontan) 5,26+0,113 0,9907 1,45+0,010 0,9733
iG-3 (flavonoit karisim) 18,56+3,48 0,9721 21,08+0,109 0,9800
iG-4 (luteolin 7-O-glukozit) 3,04+0,127 0,9949  1,58+0,021 0,9676
Takrin (nM) 3,73%0,050 0,9962  3,21+0,041 0,9906

Cizelge 4.3°deki verilere gore saflastirilan saf maddelerden 1G-1 (B-Sitosterol
3-0-p-D-glikopiranozit), iG-2 (tetratriakontan) ve 1G-4 (luteolin 7-O-glukozit)’iin
BChE enzimi i¢in ICso degerleri sirasiyla 1,98+0,019; 1,450,010 ve 1,58+0,021 puM
olarak hesaplanmistir. Pozitif kontrol takrin (ICsp: 3,21+0,041 nM) ile kiyaslandiginda
orta diizeyde inhibisyon etkiye sahip oldugu belirlenen iG-1 (B-Sitosterol 3-O-p-D-
glikopiranozit), iG-2 (tetratriakontan) ve 1G-4 (luteolin 7-O-glukozit)’iin 6zellikle
BChE enzimi lizerinde daha giicli olarak inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
Flavonoit karisimi olan 1G-3 ise BChE enzimi icin 1Cso: 21,08+0,109 degeri ile saf
maddelerden daha diisiik inhibisyon etkisi gostermistir. Benzer sekilde saf maddeler
IG-1 (B-Sitosterol 3-O-B-D-glikopiranozit), iG-2 (tetratriakontan) ve 1G-4 (luteolin 7-
O-glukozit)’iin AChE enzimi igin I1Cso degerleri sirasiyla 4,102+0,038; 5,26+0,113 ve
3,0410,127 UM olarak hesaplanmistir. Pozitif kontrol takrin (ICso: 3,73£0,050 nM) ile
kiyaslandiginda orta diizeyde inhibisyon etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Karigim olan IG-3 ise AChE enzimi igin I1Cso: 18,56+3,48 degeri ile saf maddelerden

daha diistik inhibisyon etkisi gdstermistir.

47



1. Olglim
120
100 .. y = 100,0000e 01552
' R*=0,9634
=
o =0
>
B Seep
= 60 Y °
= e,
K N A ...
© am | ey ...
S 90—
.
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 mg/ml
2. 6lcim
120
100 @
= ’ y = 100,0000e %4707
o R*=0,9732
L~ N
= L]
= 60 [ °
1= s .
S a0 ..., _
.
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 mg/ml
3. 6lcim
120
100 .,
g ¥ = 100,0000e %555
> 80 . R*=0,9757
N
RS .. ®
. — e,
= 60 e .
S e
.y—(o ».‘_‘”
S 40 * .
i
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 mg/ml
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Sekil 4.21. IG-2 (Tetratriakontan ) icin AChE %aktivite dl¢iim sonuglar
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Sekil 4.23. 1G-4 (Luteolin 7-O-glukozit ) icin AChE %aktivite 6l¢iim sonuglari

51



1. Olglim
120
100 .
e _ -0,3478x
g 20 y = 100,0000e
S R*=0,9478
. .
2 6 e
[= b [
e L
=)
R 40
20 e
0
0,000000000  1,000000000  2,000000000  3,000000000  4,000000000  5,000000000 mg/ml
2. 6lcim
120
100 o, = 100,0000e-03545
- N R® = 0,9767
o
> 30
w2
. —
= o
< 60 .
- ‘.,
X .
hd 40
[*eve.., L
20 T .
0
0,000000000 1,000000000  2,000000000  3,000000000  4,000000000 5,000000000  mg/m]
3. 6lcim
120
100 o,
g 20 y = 100,0000e-2:2470x
> ' R®=0,9303
wn
B2 .
£ . 8
‘e L ]
=
=)
> 2 T
S
20 e
0
0,000000000  1,000000000  2,000000000  3,000000000  4,000000000 5,000000000 /|

Sekil 4.24. 1G-1 (8-Sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit) icin BChE %aktivite 6lgiim
sonuglar1
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Sekil 4.25. I1G-2 (Tetratriakontan) icin BChE %aktivite dl¢iim sonuglari
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Sekil 4.26. 1G-3 (flavonoit karisimi) i¢in BChE %aktivite dl¢iim sonuglar
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Sekil 4.27. 1G-4 (Luteolin 7-O-glukozit) icin BChE %aktivite l¢iim sonuglari
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4.2.3. Saf maddelerin a-glikozidaz enzimi inhibisyonu sonuclar

Saflastirilan maddelerin timunin a-glikozidaz enzimi Gzerinde inhibisyon

etkisi gostermedigi tespit edildi.
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BESINCI BOLUM

5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢aligmasinda ilk defa Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca
bitkisinden biyolojik aktivite g0sterebilecek metabolitlerin izolasyonu yapildi.
Calismada |. glauca’nin diklorometan:metanol (50:50) ekstresinden ITK ve SKK
yontemleriyle 1G-1, 1G-2 ve IG-4 kodlu 3 saf madde izole edildi ve maddelerin
kimyasal yapilar1 1D ve 2D NMR spektroskopik yontemleriyle karakterize edildi.
Saflastirilan 1G-1, 1G-2 ve 1G-4 kodlu maddelerin kimyasal yapilar1 sirasiyla f-
sitosterol-3-O-$-D-glukopiranozit, tetratriakontan ve luteolin-7-O-glukozit olarak
karakterize edildi. Ayrica saflastirilan IG-3 kodlu maddenin bir flavonoit karisimi
oldugu gozlemlendi.

Calismada izole edilen IG-1 kodlu p-sitosterol-3-O-p-D-glukopiranozit
maddesi bir bitki steroli glikozitidir. Fitosteroller olarak da adlandirilan sterollerin,
cesitli bitki ve deniz Urtnlerinde 250'den fazla farkl tiirii oldugu rapor edilmistir. En
yaygm steroller sitosterol, stigmasterol ve kampesteroldir (4-desmetilsteroller).
Stigmasterol ve pf-sitosterol, yapisal olarak kolesterole benzeyen ve bitkilerde,
mantarlarda ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan sekonder metabolitlerdir (Piironen
et al. 2000; Gazzerro et al. 2012). Literatirde pg-sitosterol-3-O-4-D-glukopiranozit
bilesigi ¢ok sayida bitkiden izole edilmistir. Cussonia paniculata, Symplocos
racemosa, Ceratonia siliqua L., Liriope muscari, Thymelaea microphylla bunlardan
bazilaridir (Ahmad et al. 2003; Dovgii et al. 2005; Gohar et al. 2009; Jiang et al. 2012;
Ghanem et al. 2014).

Sitosterol bitki materyallerinde bulunan temel steroldiir ancak 22-dehidro
analogu stigmasterol ve kampesteroliin yani sira brassica- ve avena- sterolleri de
bircok bitki materyalinde bulunur. Sterollerin sentetik tirevleri statinler olarak bilinir
ve kolesterol diistiriicii ilaglar olarak kullanilirlar. Kolesterol diisiiriicii ilaglar
kullanilarak kardiyovaskiiler hastaliklardan kaynaklanan morbidite ve mortalite

onemli dl¢lide azaldigindan, bitki sterollerine olan ilgi, bunlarm dogal bir koruyucu
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diyet Urlinu olarak hareket etme potansiyeline dayanmaktadir (Piironen et al. 2000;
Gazzerro et al. 2012). Sterol glikoziti, kolesteroliin kolesterol esterifikasyonuna
girisini engelleyen hidrofilik glikoz grubuna sahiptir. Avrupa Gida ve Guvenlik
Otoritesi (EFSA), kan basincini diisiirmek igin giinde yaklasik 1,5 ila 2-4 g fitosterol
tiketilmesini 6nermektedir. Ayrica Amerika Gida ve Ilag Idaresi (FDA), fitosterol
esterleri igeren gidalarin ve diisiik doymus yag ve kolesterol diyetinin kalp krizi riskini
azaltmadaki rollinii onaylamistir (FDA 2010; Gerlach et al. 2010; Saeidnia et al. 2014;
Lou et al. 2015). p-sitosterol-3-O-p-D-glikozit, nitrik oksitin asir1 tiretiminin eslik
ettig1 endotoksemi ve inflamasyonu tedavi etmek i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesinde
yararl bir aday olarak 6nerilmistir. Bu bilesigin, lipopolisakarit kaynaklt RAW 264.7
hicrelerinden nitrik oksit dretimini azalttigi tespit edilmistir. Ayrica uyarilmis
makrofajlarin interlokin 6 aktivitelerini giiglii bir sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir
(Kontogiorgis et al. 2010; Gautam et al. 2012).

IG-2 olarak kodlanan tetratriakontan bilesigi bu c¢ahismada ilk defa I.
glauca’dan izole edilmistir. Asagida literatiirde tetratriakontan ile ilgili yapilan
calismalardan bazilar1 belirtilmistir.

Bir hidrokarbon yapisina sahip olan tetratriakontanin 6nceki caligmalarda
Plantago lanceolata, Hardwickia binata ve Drymaria cordata (Linn.) Willd.’in
kimyasal bilesenleri arasinda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica bu g¢alismalarda
bilesigin antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. (Khan and
Javaid, 2021; Manimegalai et al. 2023; Arya et al. 2023). Hedera helix'in endofitik
mantar1 Aspergillus cejpii'den izole edilen tetratriakontan, bu c¢alismada ikinci en
yiksek miktarda bulunan hidrokarbon olarak rapor edilmistir (Osama et al. 2024).
Tetratriakontanin ayrica Sansevieria zeylanica bitkisinin yapraklarindan izole edildigi
rapor edilmistir (Nambiar and Shafi, 1999). GC-MS ile yapilan analizlerde
tetratriakontanin Rhizophora x annamalayana’da %8,43 oraninda, kirmizi alg Jania
rubens’de %>5,58 oraninda, Pergularia daemia’da %0,17 oraninda bulundugu tespit
edilmistir (Karabay-Yavasoglu et al. 2006; Saranya et al. 2015; Pallavi et al. 2020).
Nicotiana tlrlerinden N. rustica and N. tabacum'da sirasiyla %14,5 ve %15

oranlarinda tetratriakontan tespit edilmistir (Popova et al. 2020).
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Calismada luteolin-7-O-glukozit olarak karakterize edilen saf madde 1G-4
olarak kodlanmistir. Luteolin, taze bitkilerde yaygm olarak bulunan ve Dbitki
kralliginda yaygin olarak goriilen sar1 renkli flavon tipinde bir flavonoiddir. 2-
fenilbenzo-y-piron'un diger tiirevlerine benzer sekilde, temel iskeleti, iki benzen
halkas1 ve C2-C3 ¢ift karbon bagina ve bir oksijen atomuna sahip bir kopru iceren
karakteristik bir C6-C3-C6 sistemine sahiptir (Bravo, 1998; Lopez-Lézaro, 2009;
Szultka et al. 2013; Nabavi et al. 2015; Juszczak et al. 2019). Luteolinin O-
glikozitlerinin 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir. Asagida
luteolin-7-O-glukozitin biyolojik aktiviteleri lizerine baz1 ¢alismalar siralanmistir.

Bir¢ok ¢alismada g¢esitli bitkilerden izole edilen luteolin-7-O-glukozitin
antioksidan aktivitesi tespit edilmistir. Santolina chamaecyparissus L., Washingtonia
filifera, Helichrysum compactum, Sonneratia caseolaris, Platycodon grandiflorum,
Alchemilla mollis (Buser), Dendranthema morifolium (Ramat) Tzvel. cv. Gongju
bitkileri bunlardan bazilaridir (Stizgeg et al. 2005; El-Sayed et al. 2006; Jeong et al.
2010; Limmatvapirat et al. 2011; Karatoprak et al. 2017; Boudoukha et al. 2018; Ma
et al. 2021).

Hiicre kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismada luteolin-7-O-glukozit, agiz kanseri
prognozunu iyilestirmek i¢in klinik olarak kullanilabilecek potansiyel bir anti-kanser
aday olarak tanimlanmistir (Velmurugan et al. 2020). Diger bir ¢alismada luteolin-7-
O-glukozitin, inflamatuar aracilarin ve faz II enzimlerinin diizenlenmesi yoluyla
GalN/LPS kaynakli hepatotoksisiteye karsi koruma sagladigi rapor edilmistir (Park
and Song, 2019).

Luteolin-7-O-glukozitin ticari olarak satin almarak kullanildigi bir ¢aligmada
insan nazofaringeal karsinomunda hticre proliferasyonunu inhibe ettigi ve AKT sinyal
yolagiyla apoptozu modiile ettigi rapor edilmistir (Ho et al. 2021).

Bu tez calismanin ikinci asamasinda biyolojik aktivite ¢aligmalari
gerceklestirildi. Bu amagla I. glauca bitkisinden izole edilen iG-1 (g-sitosterol-3-O-4-
D-glukopiranozit), IG-2 (tetratriakontan) ve 1G-4 (luteolin-7-O-glukozit) saf
maddeleri ile IG-3 (flavonoit karisimi) karisimmin hCA-1, hCA-Il, AChE, BChE ve
a-glikozidaz enzimleri lzerine inhibisyon etkileri incelendi, Ug defa tekrarlanarak

gerceklestirilen calismalarda ICso ve Ki degerleri hesaplandi.
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Karbonik anhidraz inhibisyon ¢alismalarina gore en giiclii inhibisyon etkisini
IG-4 kodlu luteolin 7-O-glukozitin, h\CA-I izoenzimi iizerinde gosterdigi tespit edildi.
Diger taraftan pozitif kontrol AZA ile kiyaslandiginda hem 1G-1 kodlu g-sitosterol 3-
0-p-D-glikopiranozit hem de IG-4 kodlu luteolin 7-O-glukozit orta diizeyde
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi.

Izole edilen saf maddeler IG-1 (B-sitosterol 3-O-p-D-glikopiranozit), iG-2
(tetratriakontan) ve 1G-4 (luteolin 7-O-glukozit)’iin kolinesteraz inhibisyon
calismalarinda pozitif kontrol takrin ile kiyaslandiginda orta diizeyde inhibisyon etkiye
sahip olduklari tespit edildi. Bir flavonoit karisimi olan IG-3’iin ise AChE enzimi icin
saf maddelerden daha diisiik inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi. Diger taraftan
0zellikle BChE enzimi Uzerinde izole edilen dort maddenin de daha gugli inhibisyon
etkisi gosterdigi tespit edildi.

Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda maddelerin a-glikozidaz Uzerine higbir
inhibisyon etkisi gostermedigi tespit edildi.

Bu ¢alismada Isatis glauca Aucher ex Boiss. subsp. glauca bitkisinin ilk defa
fitokimyasal igerigi belirlenmis oldu. Bitkinin toprakiistii kisimlarmin 6zellikle
flavonoitlerce zengin oldugu tespit edildi. Ayni zamanda ilk defa bitkinin
fitokimyasallarmin AChE, BChE, hCA-I, hCA-II ve a-glikozidaz enzimleri tzerine
inhibisyon etkileri arastirildi.

Bitki iizerinde saflastrma ve enzim inhibisyon etki calismalar1 devam

ettirilecektir.
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