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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TARHUN (Artemisia dracunculus L.) BITKISINDEN BIYOLOJIK AKTIVITE
GOSTEREBILECEK SEKONDER METABOLITLERIN iZOLASYONU VE
KiMYASAL YAPILARININ BELIRLENMESI

Bayram YURTVERMEZ

Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Kimya Anabilim Dali
Organik Kimya Bilim Dali

Danigman: Yrd. Dog. Dr. Tuba AYDIN

Bu tezde, Artemisia dracunculus L. bitkisinin toprak iistii kisimlarinin ekstre ve saf
metabolitlerinin insan karbonik anhidraz | ve Il izoenzimlerine karsi inhibe edici etkileri
arastirildi. Bitkinin diklormetan ekstresinden AD-1, AD-2, AD-3 ve AD-4 kodlu dort
madde izole edildi ve AD-1 bilesiginin kimyasal yapisi IR, 1D ve 2D NMR
yontemleriyle herniarin olarak karakterize edildi. A. dracunculus L. bitkisinin etanol,
diklormetan, n-hekzan ve metanol ekstreleri ile herniarinin insan karbonik anhidraz | ve
IT izoenzimlerine karsi enzim aktivasyonlar: incelendi ve ICsy degerleri hesaplandi. Bu
calismada Artemisia dracunculus L.’un ekstreleri ve major maddesi herniarinin ilk defa
cok gucli insan karbonik anhidraz | ve Il izoenzim inhibitori olduklart belirlendi.

Bu tezde ilk defa A. dracunculus L. bitkisi ekstresini ve herniarinin, epilepsi ve glokom
hastalig1 ile dogrudan iligkili karbonik anhidraz enzim inhibitorleri oldugu ortaya

kondu.
2016, 83 sayfa

Anahtar Kelimeler: Artemisia dracunculus L., tarhun, izolasyon, kumarinler, karbonik

anhidraz, enzim inhibitoru



ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION OF BIOACTIVE SECONDARY METABOLITES FROM
TARRAGON (Artemisia dracunculus L.) AND IDENTIFICATION OF THEIR
CHEMICAL STRUCTURES

Bayram YURTVERMEZ

Agr1 Ibrahim Cecen University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
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Supervisor: Assist. Prof. Dr. Tuba AYDIN

In this thesis, inhibition activities of extracts and pure metabolites of the aerial parts of
Artemisia dracunculus L. were investigated against human carbonic anhydrase | and 11
isoenzymes. Four metabolites coded as AD-1, AD-2, AD-3 and AD-4 were isolated
from dichloromethane extract and the chemical structure of AD-1 was characterised
with IR, 1D and 2D NMR methods as herniarin. Enzyme inhibition activities of
ethanol, dichloromethane, n-hexane and methanol extracts of A. dracunculus L. and
herniarin were investigated against human carbonic anhidrase | and Il isoenzymes and
their 1Csq values were calculated. In this study, first time it was determined that extracts
and major component, herniarin of A. dracunculus L were found to be strongly inhibitor
againts the human carbonic anhydrase | and Il isoenzyme.

For the first time in this thesis, it was also revealed that A. dracunculus L. exracts and
herniarin were carbonic anhydrase enzyme inhibitors directly associated with epilepsy

and glaucoma.

2016, 83 pages

Keywords: Artemisia dracunculus L., tarragon, isolation, coumarins, carbonic

anhydrase, enzyme inhibitor
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1. GIRIS

Dogadaki dengenin temel unsurlarindan biri olan bitkiler, gegmisten bu yana insanlar
icin ¢ok onemli goérevlere sahip olmustur. Bitkiler insanlar icin hep ihtiya¢c maddesi
olmustur (Gezgin et al. 2006; Faydaoglu et al. 2011). Insanlar bitkileri 6zellikle
beslenmek, 1sinmak ve hastaliklart iyilestirmek gibi temel ihtiyaglarini karsilamak
amaciyla kullanmistir (Balkaya et al. 2001). Arkeolojik kazilarda elde edilen bulgular
da insanlarin bitkilerden faydalandigini ispat etmektedir. Insanlarin gesitli ihtiyaglarini
karsilamak icin bitkileri kullandigima dair ilk bulgular Kuzey Irak’ta Sanidar
Magarasi’nda yapilan arkeolojik kazilarda ortaya ¢ikmistir. Bu kazilarda gliniimiizden
yaklasik iki yiiz bin ile yirmi sekiz bin yil 6nce yasamis insan mezarlarindaki
kalintilardan insanlarin bitkileri kullandigr tespit edilmistir (Lewin R. et al. 2000;
Heinrich et al. 2004). Gegmisten gilinimiize kadar insanlarin bitkilere olan ilgisi,
bitkileri arasgtirma ihtiyacini ortaya cikarmistir ve bunun sonucunda da etnobotanik

bilim dali dogmustur (Kogyigit et al. 2005).

Insanligin var olmasindan bu yana insanlar gesitli hastaliklarla miicadele etmek zorunda
kalmistir. Modern tibbin gelismedigi donemlerde hastaliklarin tedavisinde bitkiler sifa
kaynagi olmustur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) hastaliklarin tedavi edilmesi icin ilk
olarak bitkisel kaynaklardan faydalanilmasi gerektigini bildirmistir (Farnsworth et al.
1985; Faydaoglu et al. 2011). Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yiiriitiilen
aragtirmalara gore insanlarin dortte ti¢iiniin geleneksel tibba giivendigi ve tedavi olmak

icin otsu bitkiler kullandig1 ortaya ¢ikmistir (Azaizeh et al. 2010).

Yirminci yiizyilda bitkisel ilag kaynaklar1, bitkilerden saflastirildiktan sonra saf madde
olarak kullanilmaya baslanmistir. Ayn1 zamanda dogal iirlinlerin sentetik olarak iiretimi
de oOnem kazanmustir. Bitkilerden saf betabolitlerin izolasyonu ve sentetik ilag
tiretiminin hiz kazandigi bu donemlerde saf etken maddeler endustriyel ilag olarak
kullanilmistir. Milattan sonraki yillarda tedavilerde kullanilan ilaglarin %25’lik kismini
bitki kokenli ilaglar olusturmustur (Principe et al. 1991; Kocer et al. 2012). Giinimuzde

sentetik kimyasal maddelerden kaynaklanan olumsuz sonuclar ve bu kimyasal



maddelerin ortaya ¢ikardigi yeni hastaliklar bitkilerin ve bitkisel kaynakli dogal ilaglarin
kullanimin1 ve ayn1 zamanda pazar payini da arttrmistir. Ornegin diinya ekonomisinde
biylk guce sahip olan Amerika’da sadece diyet tedavisinde kullanilan bitkilere yillik

1,5 milyar dolar civarinda énemli bir biit¢e ayrilmaktadir (Celik et al. 2007).

Turkiye’de yetistirilen aromatik bitkiler sadece tibbi amaglarla degil farkli amaglarda da
kullanilmaktadir. Kurutulup baharat olarak, bitki ¢ayi, temizlik {iriinii ve kozmetik

{riinii olarak da tercih edilmektedir (Ozcan et al. 2008).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Artemisia Turleri

Bitki kaynakli dogal triinler gelencksel tipta gegmisten bu yana temel ila¢c kaynagi
olarak kullanilmistir. Artemisia (Pelinotugiller) tiirleri yaklasik 23.000 tiir ve 1.535
cinse sahip Asteraceae familyasina ait bitkilerdir. Bu tiirler ¢ok farkli iireme davranisi
gosterirler ve degisik ugucu yag icerigine sahiptirler. Bu tlrdeki bitkiler antifungal,
insektisidal, allelopatik ve antibakteriyel gibi birgok karakteristik 6zelliklerinden dolay1
endustriyel olarak oldukca 6nemlidir (Karimi et al. 2015). Turkiye’de Artemisia cinsine
ait 22 tir bulundugu bilinmektedir (Baytop et al 1984; Davis et al. 1982).

Artemisia tiirleri cok genis alana yayilmis olup geleneksel tipta tedavi edici 6zelliklere
ve yiiksek ekonomik degere sahip bitkilerdir (Reza et al. 2015). Bu cinsteki bitkilerin
diyabet, gastrointestinal bozukluklar ve hipertansiyon gibi hastaliklarda geleneksel ilag

olarak kullanildig: rapor edilmistir (Aglarova et al. 2008)

2.2. Artemisia dracunculus L.

Artemisia dracunculus L. kiigiik ¢ali seklinde ve ¢ok yillik bir bitki tiirtidiir (Sayyah et
al. 2004; Chauhan et al. 2010). Artemisia cinsine ait olan bu bitki tirl yuksek fenotip
ve genotip cesitlilik gdsterir. A. dracunculus L. bitkisi Japonya, Hindistan, Iran, Avrupa,
Kuzey Amerika ve Cin’de yayilis gosterir (Hooker et al. 1890; Karimi et al. 2015).
Bitki tibbi 6zelliklere sahip olmasinin yaninda yenilmekte, salata ve sirke yapiminda da
kullanilmaktadir (Poulev et al. 2004).



Sekil 2.1. A. dracunculus L. bitkisi

A. dracunculus L., literatiirde cesitli anlamlar1 da kapsayan “Tarragon” genel ismiyle
bilinmektedir. Tarragon adi ejderha otu, ejderha aci otu, kiigiik ejderha otu, tarhun,
yalanci tarhun gibi farkli anlamlarda kullanilmistir. Bitki Anadolu’da ise yaygin bir
sekilde “Tarhun” ismiyle taninmaktadir (Kordali et al. 2005; Aglarova et al. 2008).
Bitkinin tarihte ilk defa Cinliler tarafindan MO 2000°’li yillarda kullanildig1 rapor
edilmistir. Tarhun bitkisinin “Tirk tarhunu”, “Fransiz tarhunu” ve “Rus tarhunu” olmak
lizere yaygin olan U¢ turl oldugu bilinmektedir. Bunlardan Tiirk tarhunu ile Fransiz

tarhununun birbirine en ¢ok benzerlik gosterdigi belirtilmistir (TUrkozu et al. 2014).

Ulkemizde &zellikle Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde taze baharat olarak
kullanilan tarhun, ¢orbalara, tavuk, balik ve deniz iriinlerine, av etlerine ilave edilip
lezzet verici olarak kullanilmaktadir (Asimgil et al. 1997; Turkozu et al. 2014).
Tarhunun baharat olarak kullanilmas1 disinda c¢esitli icecekler, cay, sirke, hardal
hazirlanmasinda da kullanildigi bilinmektedir. Tarhun ayrica meze, salata ve et

yemeklerinin yaninda garnitiir olarak da kullanilmaktadir (Aglarova et al. 2008).

Tarhunun Abu Mansur, Ibn-i Sina ve Ibn Baitar tarafindan ates diisiiriicii etkiye sahip
oldugu, iist solunum yollarin1 ve balgami temizledigi, solunumu rahatlattigi, ilag

hosnutsuzlugunu giderdigi ve iyi bir uyku etkisine sahip oldugu gibi tedavici edici



Ozellikleri oldugu rapor edilmistir (Nuraliev et al. 1991; Kupriyanov et al. 1998;
Aglarova et al. 2008). Bitkinin kurutulmus toprak iistii kisimlar1 iran geleneksel
tibbinda epilepsi tedavisi i¢in kullanilmistir (Aqili Khorasani et al.1992). Tarhunun orta
cagda Ermenistan’da habis iilser tedavisinde ve veba salginlarinda igecek olarak
kullanildig1 rapor edilmistir. Avrupa’da istah agici, gaz giderici, sindirimi kolaylastirici,
yatistirici, epilepside antikonviilsan etkili, hastalik nobetlerinde, vitaminsizlikte

kullanildig1 rapor edilmistir (Aglarova et al. 2008).

Bitkinin yapraklarindan elde edilen su ekstresinin fruktozlu igme suyu verilen ratlarda
antinosiseptif ve antienflamatuar etkisinin oldugu rapor edilmistir (Reza et al. 2015).
Geleneksel tipta sindirim kanali hastaliklarinin tedavi edilmesinde A. dracunculus L.’un
kullanilmasini destekleyen bir ¢alismada ratlarda bitkinin ugucu yaglarinin antidiyareik
ozellik gosterdigi anlasilmistir (Amin et al. 2015). Baska bir ¢alismada, A. dracunculus
L.’un yapraklarmmin en yiiksek kumarin igeriginin metanol ekstresi oldugu ve bu
ekstrenin antikoagulant aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Duric et al. 2015). A.
dracunculus L.’un ugucu yaglarinin antibakteriyel ve antioksidan aktivitelerinin
arastirildigl bir calismanin sonuglarima gore gida sanayisinde sentetik koruyucu ve
antioksidan maddelerin yerine A. dracunculus L.’un ugucu yagmin kullanilabilecegi

rapor edilmistir (Chaleshtori et al. 2013).

A. dracunculus L.’un antienflamatuar ve antidiyabetik aktivitelere sahip oldugu ayrica
bitkinin uykusuzluk, alerjik dokiintiiler ve dermatif tedavilerinde kullanildig
bilinmektedir (Sayyah et al. 2004; Obolskiy et al. 2011). Bitkinin ekstrelerinin insan
iskelet kas kiiltiirlinde enflamatuar1 azaltarak insiilin hassasiyetini iyilestirdigi rapor

edilmistir (Vandanmagsar et al. 2014).

Bagka bir ¢alismada A. dracunculus L. etanol ekstresinin yasliliga bagli kas kaybi
obezitelerinin tedavisinde giiglii iyilestirici etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Kirk-
Ballard et al. 2014). Ayrica bitkinin ugucu yaglarinin ¢evresel ve merkezi antinosiseptif

etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Maham et al. 2014).



2.3. Artemisia dracunculus L. Bitkisinden izole Edilen Saf Metabolitler ve Bu
Metabolitlerin Biyolojik Aktiviteleri

A. dracunculus L. bitkisinin ig¢eriginde 6nemli biyolojik aktivitelere sahip ugucu yaglar,
flavanoitler, fenolkarbonik asitler ve kumarinler oldugu rapor edilmistir (Deans and
Svoboda 1988; Stubbendieck et al. 2003; Sayyah et al. 2004; Heidari et al. 2014).
Bitkinin toprak istii kisimlart %0,15-3 oraninda ugucu yag icerdigi, diger temel
bilesenlerin ise izokumarin tdrevleri, asetilen ve aromatik bilesikler ile yag asitleri
oldugi bilinmektedir (Deans and Svoboda 1988; Meepagala et al. 2002; Sayyah et al.
2004; Kordali et al. 2005; Curini et al. 2006).

Estrajol ve metil ujenol A. dracunculus L. bitkisinin ugucu yaglarinin temel
bilesenleridir ve toksik etkiye sahiptir. Ayrica estrajoliin insanlar iizerinde faydali
fizyolojik etkiler gosterdigi rapor edilmistir (Aglarova et al. 2008; Obolskiy et al.
2011). Tarhun ugucu yaglarmin %95.91 oraninda monoterpern hidrokarbon ve %0.46
oraninda seskiterpen hidrokarbonlari icerdigi rapor edilen bir ¢alismada tarhunun sigir
eti gibi et irlinlerinde antibakteriyel ajan olarak kullanilabilecedi ortaya cikarilmistir

(Chaleshtori et al. 2014).

A. dracunculus L.’un toprak istii kisimlarmin petrol eteri ile ekstrakte edildigi bir
calismada bitkiden pellitorin, neopellitorin A, neopellitorine B alkamitleri ile herniarin
kumarin tiiri bilesigi izole edilmistir. Ayn1 ¢alismada bu bilesiklerin Sitophilus oryzae
ve Rhyzopertha dominica boceklerine karsi insektisidal aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Saadali et al. 2001).

A. dracunculus L.’tan izole edilen diger bilesikler flavanoitler, fenilpropanoitler,
kromonlar, kumarinler, alkamitler ve benzodiazepin tiirii bilesiklerdir (Obolskiy et al.
2011).

2012 yilinda yapilan bir ¢caligmada ilk defa bitkiden sitokrom P450 (CYP) inhibitorii
olan iki madde izole edilmistir (Brahmi et al. 2012).
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A. dracunculus L. bitkisinden izole edilen diger bilesikler antispazmodik aktiviteye
sahip davidigenin, 4,5-di-O-kafeoilkuinik asit, 6-dimetoksikapillarisin ve 2'4'-
dihidroksi-4-metoksi dihidrokalkondur (Logendra et al. 2006; Desire et al. 2010).
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Cizelge 2.1. A. dracunculus L.’tan izole edilen bilesikler ve siiflandiriimasi (Obolskiy

etal. 2011).

Flavanoitler 5,6,7,8,4'-pentahidroksimetoflavon
estragonisit

7-O--D-glukopiranosit 5,7-
dihidroksiflavavon
pinosembrin

7-O-p-D-glukopiranosit
luteolin

kuercetin

rutin

kaempferol

(Aglarova et al. 2008)
Supilnikova 2004

(Balza and Towers, 1984)
(Kurkin et al. 1997)
(Hofer et al. 1986)
(Venskutonis et al. 1996)




Cizelge 2.1. (devam)

annangenin

5,7-dihidroksiflavon

naringenin
3,5,4'-trihidroksi-7-metoksiflavanon

3,5,4- trihidroksi-7,3'-dimetoksiflavanon
2'4'-dihidroksi-4-metoksidihidrokalkon

davidigenin
sakuranetin

Fenilpropanoitler

sikorik asit

hidroksibenzoik asit
(E)-2-hidroksi-4-metoksisinnamik
klorojenik asit

kafeik asit

5-O-caffeoylquinic acid
4,5-di-O-caffeoylquinic acid

(Supilnikova 2004)
(Hofer et al. 1986)
(Venskutonis et al. 1996)

Kromonlar/kumarinler

herniarin
(-)-(R)-2'-metoksidihidro artemidin
(+-)(S,R)-epoksiartemidin
drasumerin
(+)-(R)-(E)-3'-hidroksiartemidin
kapillarin izovalerate
7,8-metilendioksi-6-metoksikumarin
eskuletinin vy,y-dimetilallil eteri
skopoletin

skoparon

dafnetin metilen eter

dafnetin 7-metil eterr

artemidiol

4-hydroxycoumarin

artemidin

artemidinal

artemidinol

eskulin

kapillarin

8-hidroksikapillarin
8-hidroksiartemidin
6-dimetoksikapillarisin

(Aglarova et al. 2008;
Chumbalov and
Mukhamed’yarova, 1970;
Herz et al. 1970; Kordali et
al. 2005; Mallabaev et al.
1971; Onuchak et al. 2000;
Saadali et al. 2001,
Venskutonis et al. 1996)

Alkamitler

pellitorin
neopellitorin A
neopellitorin B

(Saadali et al. 2001)

Benzodiazepinler

delorazepam
temazepam

(Kavvadias et al. 2000)

2.4. Kumarinler

Dogal iirtinlerden izole edilerek elde edilen kumarinler, farmakoloji bilimi icin oldukca
onemli biyoaktif maddelerdir (Gomez-Verjan et al. 2015). Kumarinler ilk defa 1820
yilinda izole edilip, farmasotik endustrisinde antikoagilan ilag sentezinde 6n madde
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olarak kullanilmigtir. Kumarinler bir ¢esit K vitamini antagonistidirler ve birgok tlkede
warfarin, asenokumarol ve fenprokumon isimleriyle kullanilmaktadir (Matos et al.
2015).

Kumarinlerin temel kimyasal yapilar1 dogada fazla miktarda bulunan benzopiron (1,2-

benzopiron ya da 2H-1-benzopiran-2-on) iskeletine sahiptir (Venugopala et al. 2013).

5 4
6 X3
7

g O

benzopiron (1,2-benzopiron ya da 2H-1-benzopiran-2-on)

Kumarinler ilk izole edildiklerinden bu yana parfim, kozmetik, katki maddesi
endustrisinde, alkolll iceceklerde, aroma olarak tittinlerde kullanilmistir. Kokular1 yeni
bi¢ilmis saman kokusunu animsatir ve bitkilerde zararlilara karsi savunma amaciyla

sentezlendikleri tahmin edilmektedir (Fais et al. 2009).

Kumarinlerin farmakolojik aktivitelerinden dolayi ilag tiretiminde kullanimlari oldukga
yaygindir. Ozellikle bu tiir maddelerin diisiik toksitite, yiiksek ila¢ direnci, genis
spektrum ve iyi tedavi etme gibi 6zelliklerinden dolay1 ilag olarak kullanimlar fazladir
(Matos et al. 2015). Ayrica kumarinlerin antitimor, antihiv, kardiyoprotektif,
vasodilatér ve Ca*® antagonist aktivitesi gibi onemli biyolojik aktivitelere sahip

olduklar1 rapor edilmistir (Sollai et al. 2008).

Benzopiranlar, piron halkasinin benzen halkasiyla kondensasyonu sonucu olusan
heterosiklik bilesiklerdir. Heterosiklik halkadaki karbonil grubunun konumuna gore iKi
gruba ayrilirlar. Birincisi a-piron halkasinin benzen halkasina kondensasyonu ile olusur

ve kumarin olarak adlandirilir. Ikincisi y-piron halkasmin benzen halkasina
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kondensasyonu ile olusur ve kromon olarak adlandirilir (Sethna et al. 1944; Kogak et al.

2011).
0 0 ¢
Kumarin (benzo-a-piron) Kromon (benzo-y-piron)
2.5. Kumarinlerin Turevleri

2.5.1. Benzen halkasi iizerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

Kumarinlerin benzen halkasina farkli siibstitiientlerin baglanmasiyla mono-di-tri

sibstitie kumarinler meydana gelir.

OH 0 0 OH o) 0
OH Z
7-hidroksikumarin 6-7 -Dihidroksikumarin
MeO o) 0
HO F
MeO

6-hidroksi-5,7 dimetoksikumarin
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2.5.2. Piron halkasi iizerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

Kumarinlerin piron halkasimna degisik siibstitiientlerin baglanmasiyla mono ve di

sibstitie kumarinler meydana gelir.

o) 0
0 0
/
/
OH o
OH
Fenprokumon Warfarin

2.5.3. Hem benzen hem de piron halkasi iizerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

CH, MeO 0 0
X
m@ " g
HO 0
4-Metilumbelliferon Ratakultin

2.5.4. Benzen halkasina halkah yapilarin kondense olmasi ile meydana gelen

kumarinler

Furanokumarinler: Bu bilesikler kumarine bes iiyeli furan halkasinin baglanmasiyla

olusurlar.
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Psoralen Anjesilin

Piranokumarinler: Kumarinin benzen halkasina bir piron halkasinin kondense

olmastyla olusurlar.

Ksantiletin

Benzokumarinler: Kumarinin benzen halkasina bir benzen halkasinin kondense

olmastyla benzokumarinler meydana gelir.
o] 0
O =
Benzokumarin

2.5.5. Piron halkasina halkalh yapilarin kondense olmasi ile meydana gelen

kumarinler

Kumarinin piron halkasinin 3 ve 4 konumundaki karbon atomlarina bes veya alt1 tiyeli

halkal1 yapilarin kondensasyonu ile olusan kumarin tirevleridir.
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Kumestan Aeterniyol

Dimerkumarinler: Demetildafnoretin ve dikumarol gibi biskumarinler iki kumarin

biriminin birbirine baglanmasiyla olusur (Lacy et al. 2004).

HO ) O

HO ) 0]

Dimetildafnoretin

2.6. Karbonik anhidraz

Karbonik anhidraz (CA) enzimi, ilk defa 1933 yilinda insanda kesfedilmistir (Meldrum
and Roughton 1933). Daha sonra sigirda, suda yasayan canlilarda, bitki, mantar, bocek
ve memeli dokular1 gibi genis bir canli toplulugunda bulunmustur (Burt et al. 1992;
Bottcher et al. 1994; Krungkrai et al. 2001; Ekinci et al. 2013).

Memeli dokularinda simdiye kadar 16 adet CA izoenzimi belirlenmis ve bu
izoenzimlerin farkli canlilarin hangi dokularinda eksprese olduklari aragtirilmistir. Bu
konuda ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Demirdag et al. 2013). Hall and Schraer (1983)

gbkkusagi alabalik (Salmo gairdneri) eritrositlerinden CA enzimini klorofrom-etanol
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ektraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE Bio-jel iyon

degisim kromatografisi kullanarak saflastirmislardir.

CA enzimleri, hayvanlarda ve 6zellikle de insan hastaliklarinin bir¢ogunun tedavisinde
kullanilan ila¢lar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamit, dorzolamit ve brinzolamit
gibi stlfonamid tdrevleri olan ilaglar CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridirler
(Bulbil et al. 2002). Ornegin insanlarda glukom hastaliginda CA inhibitdrleri
farmakolojik ajan olarak, ayrica 6dem ve epilepsi tedavilerinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte bircok kimyasal madde ve atiklar da bu enzimin
aktivitesini 6nemli 6lglide azaltmakta ve hatta tamamen durdurabilmektedir. Yapilan bir
calismada, kemikli baliklardan olan yilan baliklarinda (Anguilla anguilla) kadmiyumun
in vitro sartlarda, hem solunga¢ hem de barsak CA izoenzimlerinin aktiviteleri {izerine
etkisini arastirmis, solunga¢ ve barsak homojenatlarinda CA aktivitelerinin 6nemli

oranda inhibe oldugunu belirlemislerdir (Krungkrai vd 2001).

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece énemli bir fizyolojik fonksiyonu yerine
getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarmi pargalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da Kkatalizlemesi, bu enzimin endustriyel organik sentezlerde

kullanimini giindeme getirmistir (Arslan 1994).

CA enzimi eritrositleri de igine alan pek ¢ok dokuda pH dizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak (zere bircok metabolik olayda rol
oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger arasindaki CO-/bikarbonatin respirasyonu ve
transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO; homeostazinda, elektrolit
sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve Ure sentezi),
kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu ve diger bircok fizyolojik ve

patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al. 2000).
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2.7. Karbonik anhidraz izoenzimleri

Ayni canli tiiriinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. izoenzimlerin substratlarina,
kofaktdrlerine ve inhibitorlerine kars1 ilgileri farklidir. izoenzimlerin baslica 6zellikleri
arasinda amino asit sayr ve sirasinin farkli olmasi, izoelektrik pH degerinin farkli
olmast, her bir alt iinitenin ayr1 geninin olmasi ve elektroforetik hareketliliklerinin farkli
olmas1 sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin

subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Devlin 2002).

Hayvanlar aleminde CA’nin 16 izoenzimi vardir. Bunlarin bes tanesi sitoplazmik (CA-I,
I, III, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi salgisal (CA VI),
dort tanesi membrana bagli (CA 1V, IX, XII ve XIV), ti¢ tanesi nonkatalitiktir (VIII, X,
XI) (Supuran et al. 2004; Supuran 2008). CA-XV’in ise katalitik aktivitesinin diisiik
oldugu ve CA-1V ile benzer 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. CA VIIL, IX ve XII

izozimlerinin timdrojen oldugu belirlenmistir (Nishimoiri 2004; Hilvo et al. 2005).

Insanda farkli izoenzimlerin gen yapis1 belirlenmis ve bu izoenzimlerin hayati
fonksiyonlarinin doku ve organlara gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu dokular
arasinda; akciger, bobrek, gastrik mukoza, goz lensi, tiikriik bezleri, kaslar, sinir miyelin
kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve bunlarin
cogundan CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye calisilmistir

(Hewett-Emmett 2000; Sugrue 2000).

CA-l, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan kanindan
saflagtirildiginda, miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir. Eritrositlerde CA-
I izoenzimi yaninda CA-II izoenzimi de bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin en dnemli
fonksiyonlar1 ise, doku kilcal damarlarindan metabolizma tiriinii olan CO;’i, HCO3a,
akciger pulmoner kapilerde ise HCO3’1in CO2’e doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek
solunum olayinda yer almasidir. CA-I izoenziminin turnover sayisi 2,5 x 10° s**dir. Bu

izoenzimin fizyolojik fonksiyonu CA-II kadar acik degildir. CA-I eksikligi sendromu
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belirlenmis fakat herhangi bir klinik semptomla ilgisi bulunamamistir (Ren and
Lindskog 1992; Sly and Hu 1995; Supuran and Scozzafava 2001).

CA-Il izoenzimi karbonik anhidrazin en ¢ok ¢alisilan formudur. Bu izoenzimin turnover
sayis1 25 C’de 106 st olarak bulunmustur. Insan eritrosit hiicrelerinden saflastirilan CA-
II izoenzimi miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir ve bu deger CA-I’e

kiyasla daha azdir.

G0z lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, CA-1l ve CA-IV izoenzimleri bol miktarda
bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan CA-Il izoenziminin 6nemi, glokom hastaligi
tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir (Renzi et al. 2000). Bébrek
korteksinde ise membrana yapisik halde olan CA-lI izoenzimi ile Na* ve H,O’nun geri
emilimi saglanmaktadir. CA-Il izoenzimi ile ilgili olarak CA-II eksikligi sendromu
belirlenmistir. Bunun da; kemiklerin kireglenmesi, bobrek tasi olusumu ve beyinde
kire¢lenme ile ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da CA-1l izoenziminin kemik, bobrek ve

beyin dokulari i¢in ne derece 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (Maren et al. 1997).

2.8. Karbonik anhidrazin 6nemli inhibitorleri

Yapilan ¢alismalarda CA enziminin en gucli organik inhibitérinin aromatik ve
heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla
iyonik yap1 kazanmalar1 en ¢arpict 6zelliklerinden biridir. Bu iyonik yap: asagidaki

reaksiyonda gorulmektedir.

R _502NH2 (_)R _502NH_ +H+

Sulfonamidlerin bu 6zelligi CA enziminin Uzerindeki inhibisyon icin son derece
onemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarak da kullanilmaktadir (Roughton and Booth
1946; Tozlu 1997).
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Glokom hastalig1 tedavisinde CA enziminin gugli inhibitorlerinden olan asetazolamid
ilac1 kullanilmaktadir. Oral yoldan verilen bu ilacin oldukc¢a fazla yan etkileri vardir. Bu
yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ilag molekiili bulmak amaciyla bircok
stilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz epitelyumunda bulunan CA-Il (zerinde
inhibisyon etkileri arastirilmistir (Bulbul et al. 2002; Supuran 2008; Isik et al. 2015).

2.9. Calismanin Amaci

Artemisia dracunculus L. bitkisi tilkemizde 6zellikle Dogu ve Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi’nde taze baharat olarak tiiketilmekte ve tarhun yaygin adiyla taninmaktadir.
Bitki 6zellikle epilepsi hastaligina karsi tedavi edici etkiye sahip olmasmin yaninda
bircok farmakolojik aktiviteye de sahiptir. Tarhunun epilepsi hastaliginin tedavisinde
kullanilmasi ve de CA enzimlerinin epilepsi ve glokom hastaliklar ile iliskisi nedeniyle,
bu c¢alismada A. dracunculus’un CA-I ve II izoenzimlerine karsi etkisinin ortaya
cikarilmasi amaglanmistir. Yapilan literatiir taramasinda Artemisia dracunculus L.
bitkisinin ekstre ve saf metabolitlerinin insan CA-I ve II izoenzimlerine karsi inhibe
edici etkileri ile ilgili bir ¢alismanin mevcut olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bu
calismada Artemisia dracunculus L. bitkisinin ekstre ve saf metabolitlerinin insan CA-I

ve Il izoenzimleri lizerindeki etkileri aragtirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Bu ¢alismada bitki materyali olarak Tarhun (Artemisia dracunculus L.) bitkisinin toprak
istli kisimlar1 kullanildi. Bitkinin kurutulmus haldeki toprak iistii kisimlar1 2015 yili
Mayis ay1 icerisinde Erzurum ilinde aktardan ticari olarak satin alindi ve Agri ibrahim

Cecen Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’nda muhafaza edildi.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Bu caligmanin ekstraksiyon, izolasyon ve yapi karakterizasyonu agamalarinda kimyasal
madde olarak vanilin, metanol, etanol, aseton, kloroform, etilasetat, dietileter, aseton,
diklormetan, n-hekzan, heptan, sulfirik asit (%98), piridin (Sigma-Aldrich, Merck) ve

dotere kloroform (Sigma-Aldrich) kullanilmistir.

Enzim aktivasyonu belirleme calismalarinda kullanilmak tizere ise seltiloz, p-nitrofenil
asetat, standart serum albumin ve bezoilklorir Sigma Chemical Company’den;
stlfanilamit, sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, trihidroksimetilaminometan (Tris),
sodyum stlfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-merkaptoetanol, brom timol mavisi,
hidroklorik asit, stlfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, etanol, izoproponal, sodyum
barbital, akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, G-250, coomassie brillant blue R-250 ve

diger kimyasal maddeler E. Merk AG’den; karbondioksit gazi piyasadan saglanmstir.

3.1.3. Kullanilan alet ve cihazlar

NMR Spektrometre : Bruker 400 MHz
IR Spektrometre : Thermo Scientific



Erime Noktasi Tayin Cihazi
Spektrofotometre

Rotary Evaporator

UV Lambasi

UV-VIS Spektrofotometre
Derin dondurucular (-30 ve -86°C)
pH metre

Hassas terazi

Inkiibator

Otomatik pipetler
Calkalayici

Vorteks

Saf su cihazi

Magnetik karigtirict
UV-Spektrofotometre kiveti
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: Stuart SMP30

: Perkin-Elmer

: Heidolph 94200

: Camag UV Bethrachter

: Shimadzu, UV-1208

: Sanyo, Japan

: Hanna Instrument

: Scaltec SBA 41

: Elektro-Mag (0-300°C)

- Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
: NUve SL 350

: Fisons, Whirlimixer

: Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
: Stuart Scientific

- 1 em® ik Kuartz Kiivet

3.1.4. Kromatografik calismalarda kullamilan adsorbanlar

Kolon Kromatografisi: Silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck; Kiesel gel 60,

230-400 mesh, Merck)

Ince Tabaka Kromatografisi: Silika jel (Hazir plak, Kiesel gel 60 F2s4, 0,2 mm, Merck,

5554)

Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi: Silika jel (Hazir plak, Kiesel gel 60 Fas4, 0,5

mm, Merck 5557)

3.1.5. Kullanilan revelatorler

Vanilin/Siilfirik asit: Vanilinin %1°lik derisik H,SO, (%98) icindeki c¢ozeltisi

(puskirtmeden sonra kromatogram 105°C’de birkag¢ dakika 1sitilir).
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UV Lambasi: UV554 NM Ve UV3g6 NM

3.2. Yontem

3.2.1. izolasyon igin ekstrenin hazirlanmasi

Tarhun bitkisinin ekstreleri tzerinde yapilan CA-1 ve Il izoenzimlerine kars1 enzim
inhibisyonu aktivitesinin belirlendigi 6n ¢aligmalarda en etkili ekstrenin CH,Cl; ekstresi
olmast nedeniyle, izolasyon i¢in bitkinin CH,CI, ekstresi hazirlandi. Bu amagla
kurutulmus halde satin alinan 1900 gram tarhun bitkisi blendirda 6giitiildii ve 6 L
CH,Cl;, ile oda sicakliginda 24 saat bekletilerek ckstrakte edildi. Ayni islem 5 defa
tekrarlandiktan sonra elde edilen ekstreler adi siizge¢ kagidi ile siizuldu ve suzintiler
birlestirildi. Stizlintlideki CH,Cl, bir Rotary evaporator ile diisiik sicaklik ve basingta ile
uzaklastirildi ve 104 g ekstre elde edildi. Verim %5,47 olarak belirlendi. Izolasyon
islemleri disinda biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilmak (izere CH,Cl; ekstresinin

6 g ekstre ayr1 olarak muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Ekstraksiyon islemi
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3.2.2. Diger ekstrelerin hazirlanmasi

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda dogrudan kullanilmak tizere Artemisia dracunculus L.
bitkisinin metanol, etanol ve n-hekzan organik c¢oziiciileri ile ayr1 ayri ekstreleri
hazirlandi. Bu ekstreler hazirlanirken 50 g bitki ve 500 ml c¢6zicl kullanildi.
Ekstraksiyon oda sicakliginda 24 saat bekletilerek yapildiktan sonra ekstre siiziildii ve
ayni iglem 5 defa tekrarlandi. Siiziintiiler birlestirildikten sonra ¢ozlicl bir Rotary
evaporator ile uzaklastirildi. Ekstraksiyon islemi sonucunda 5 g metanol ekstresi, 4,8 g

etanol ekstresi ve 2 g n-hekzan ekstresi elde edildi.

3.2.3. Kromatografik yontemlerle cahsmalar

Tarhunun CH,Cl, ekstresi uygun bir organik c¢oziiciide ¢oziildii ve farkli ¢oziicii
sistemlerinde ITK ile vyiiriitildii. ITK ile yapilan kontroller sonucunda CH,Cl,
ekstresinin saf metabolitlerini izole etmek tzere uygun hareketli faz sistemi CH,Cl,:etil
asetat (50:50) olarak belirlendi. Tarhun bitkisinin CH,Cl, ekstresini fraksiyonlarina
ayirmak lizere SKK yapildi. Bu amagla ekstre (98 g) oncelikle iki esit kisma ayrildi ve
bu iki kisim i¢in iki ayr1 kolon kuruldu. Ekstrenin birinci kismini fraksiyonlamak igin
300 g silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck) CH,Cl,:etil asetat (50:50)
sisteminde siispansiyon haline getirildikten sonra 4x65 cm ebatlarindaki kolona tatbik
edildi. Ekstre ayni ¢oziicii sistemi ile ¢oziildiikten sonra pasteur pipeti yardimiyla
kolona yiklendi ve kolon CH,Cl,:etil asetat (50:50) ¢6zuct sistemi ile elle edildi.
Fraksiyonlar 50 ml hacimler halinde toplandi ve ITK ile ayn1 ¢dziicii sisteminde kontrol
edildi. Ayn1 lekeleri igeren fraksiyonlar birlestirildi ve kolon bu sekilde sonlandirildi.
Fraksiyonlama islemlerinin sonucunda ana ekstre toplam 7 alt fraksiyona ayrildi. Alt
fraksiyonlar ADA (1-6. Fr.), ADB (7-10. Fr.), ADC (11-17. Fr.), ADD (18-21. Fr.),
ADE (22-56. Fr.), ADF (57-79. Fr.) ve ADG (80-82. Fr.) olarak kodlandx.

CH,Cl, ekstresinin ikinci kismi i¢in de ayni fraksiyonlama islemleri gergeklestirildi. Bu
amacla 400 g silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck) CH,Cl,:etil asetat (50:50)

sisteminde silispansiyon haline getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Ekstre ayni
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¢ozlicu sistemi ile ¢oziildiikten sonra pasteur pipeti yardimiyla kolona yiiklendi ve kolon
CH,Cl:etil asetat (50:50) ¢ozlcu sistemi ile elle edildi. Fraksiyonlar 50 ml hacimler
halinde topland1 ve ITK ile aym ¢dziicii sisteminde kontrol edildi. Ayn1 lekeleri igeren
fraksiyonlar birlestirildi ve CH,Cl, ekstresinin fraksiyonlanan birinci kisimlariyla
birlestirildi. iki kolondan elde edilen fraksiyonlarin toplam miktarlar1 asagidaki gibi

belirlendi:

ADA:848g ADB:17,22g ADC:955g ADD:30,2¢g

ADE:082g ADF:561g ADG:7.27¢g

Sekil 3.2. Izolasyon islemi
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ADA Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calismalar

ADA fraksiyonu diisiik polaritede ve lipofilik tiirevi maddeler icerdigi diisliniilerek bu

fraksiyon iizerine her hangi bir kromatografi ¢alismasi yapilmamustir.

ADB Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calismalar

ADB fraksiyonu i¢in uygun kolon sistemi ITK ile Et,O:heptan (80:20) olarak belirlendi.
Fraksiyon Uzerine Et,O:heptan (80:20) ¢oziicli sistemi eklendiginde fraksiyonda
kendiliginden kristallenme meydana geldi. Kristaller adi siizge¢ kagidi ile ayrilip
metanol ile iyice temizlendikten sonra ITK’da kontrol edildiginde kristallerin temiz
oldugu anlasildi. Saf kristaller AD-1 (2,10 g) olarak kodlandiktan sonra ADB
fraksiyonunun kalan kismi SKK ile eliie edildi. Bu amagla kalan ADB (7,55 @)
fraksiyonu 300 g silika jel (Kieselgel 60,70-230 mesh, Merck) Et,O:heptan (80:20)
¢ozlcu sisteminde suspansiyon haline getirildikten sonra kolona (4x22 cm) yuklendi.
ADB (9,55 g) fraksiyonu aymi ¢oziicii sisteminde ¢oziildiikten sonra kolona tatbik
edildi. Fraksiyonlar 25 ml hacimler halinde toplandi ve ITK ile kontrol edildi.
Kontroller sonucunda 15-18. fraksiyonlarda (1 g) temiz bir maddenin oldugu ancak bazi
safsizliklar icerdigi anlasildi. 15-18. fraksiyonlardaki major maddeyi saflastirmak igin
yeni bir kolon yapildi. Bu amagla 3x27 cm ebatlarindaki kolona tatbik edilmek iizere
100 gr silika jel (Kieselgel 230-400 mesh, Merck) etil asetat:n-hekzan (50:50) ¢Ozuci
sisteminde siispanse edildi. Karisim ayn1 ¢oziicii sisteminde ¢oziildiikten sonra kolona
damlalikla tatbik edildi. ITK ile yapilan kontrollerde 11-21. fraksiyonlarda madde temiz
olarak elde edildi ve AD-2 (50 mg) olarak kodlandi.

ADC Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calismalar

ADC fraksiyonu eliie etmek amaciyla uygun sistem etil asetat:n-hekzan (50:50) olarak
belirlendi. Bu amacla 100 gr silika jel (230-400 mesh) etil asetat:n-hekzan (50:50)
sisteminde soliisyon haline getirilerek 3x30 cm ebatindaki kolona dolduruldu. 9,55 gr

ekstre ayni ¢oziicii sistemde ¢oziilerek kolona tatbik edildi. Kolon 20 ml hacimlerde
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fraksiyonlara ayrilirken 34-54. fraksiyonlarda major bir madde tespit edildi. Bu
maddeyi saf olarak elde etmek i¢in yeni bir kolon yapildi. Miktar1 800 mg olan 34-54.
fraksiyonlar icin etil asetat:n-hekzan (50:50) ¢6ziicu sisteminde 100 gr silika jel (230-
400 mesh) silispansiyon haline getirildikten sonra 3x23 cm ebatindaki kolona
dolduruldu. Ekstre (800 mg) ayni c¢oziicli sistemde coziilerek kolona tatbik edildi.
Eliientler 20 ml hacimlerle topland1 ve 13-15. fraksiyonlarinda saf madde alindi. Madde
AD-3 (40 mg) olarak kodlandx.

ADD Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calismalar

ADD fraksiyonunu eliie ekmek amaciyla hareketli faz sistemi CH,Cl,:etil asetat (90:10)
olarak belirlendi. 200 gr silika jel (200-400 mesh) CH,Cl,:etil asetat (90:10) sisteminde
siispanse edildikten sonra 3x83 cm ebatlarindaki kolona dolduruldu. Ekstre (30,2 g)
ayni ¢oziicl sisteminde ¢oziilerek kolona tatbik edildi. Eliientler 30 ml hacimlerle alind1
ve 53-73. fraksiyonlarda major bir madde tespit edildi. Bu maddeyi saflastirmak
amaciyla yeni bir kolon kuruldu. Bu amagla CH,Cl,:aseton (95:5) ¢Ozucu sisteminde
100 gr silika jel siispansiyon haline getirilerek 3x30 cm ebatlarindaki kolona
dolduruldu. Ekstre ayn1 ¢oziicii sisteminde ¢oziilerek kolona tatbik edildi. Eluentler 15
ml hacimlerle alindi. ITK ile yapilan kontrollerde 42-47. fraksiyonlarda saf bir madde
oldugu tespit edildi ve AD-4 (30 mg) olarak kodland.

ADE Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calismalar

ADE fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik calismalarda saf madde alinamadi.

ADF Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calismalar

ADF fraksiyonu {izerinde yapilan kromatografik ¢aligmalarda saf madde alinamadi.

ADG Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calismalar
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ADG fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik ¢aligmalarda saf madde alinamadi.

3.2.4. Ekstreler ve AD-1 Uzerinde karbonik anhidraz izoenzimleri aktivite

calismalar

CA-l ve Il izoenzimleri iizerindeki aktivasyon belirleme c¢aligmalari Dog. Dr. Murat

SENTURK tarafindan gerceklestirilmistir.

Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH:7,8) icine alinarak jel siispanse
edilerek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Dengeleme tamponu
igerisine alinmig jel, 1x10 cm’lik filtreli cam kolona paketlendi. Jel tamamen

paketlendikten sonra peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikandi.

Afinite kolonuna numune tatbiki ve ellisyonu

Kati Tris ile pH’s1 8,7’ ye ayarlanmis olan sigir karaciger hemojenati1 kolona tatbik edildi
ve kolon 400 ml 25 mM Tris-HCI / 22 mM Na,SO,4 (pH: 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi.
Boylece CA enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra
0,1 M NaCH3;COO /0,5 M NaClOy4 (pH: 5,6) ¢6zeltisi kolona tatbik edilip bCA 1I (s1gir
CA 1I) enzimi eliic edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 1’er ml halinde
tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla

kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi.

CA Enzim aktivitesi tayini (Hidrataz aktivitesi)

Oncelikle hidrataz aktivitesi kullanildi (Wilbur and Anderson 1948). Bu yontem
COy’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H" iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom

timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gegen siirenin dl¢iilmesi esasina dayanir.
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Bunun igin kor olarak hazirlanan tiipe 1ml 0.025 M veronal tamponu (pH:8,2), 0,1 ml %
0,041tk brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO, ¢ozeltisi ilave edildi. Boylece
aktivite Ol¢iim ortaminda toplam hacim 4,2 ml oldu. Daha sonra bir kronometre
yardimiyla CO, ¢ozeltisi katildigir andan itibaren indikatoriin mavi renginin sarimsi
yesile dontismesi (pH:6,3) i¢in gecen sire belirlendi (tp). Numune tlpune ise sudan 0,05
ml azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave ediledi ve yine en son olarak CO;
cozeltisi ilave edilir edilmez, indikatériin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi

(pH:6,3) i¢in gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (tc).

Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim Unitesi (EU) enzimsiz olarak meydana
gelen CO; hidratasyonu siiresini yartya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

Enzim iinitesi asagidaki formiile goére hesaplandi (Maren 1960).

Hemolizat, saf enzim c¢Ozeltisi ve inhibisyon c¢alismalarinda aktivite tayininde ayni
islemler uygulandi. Kinetik ve inhibisyon calismalar1 igin esteraz aktivite yontemi

uygulandi.
CA Enzim aktivitesi tayini (Esteraz aktivitesi)

Bu yontem, CA’nin esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Metodun
prensibi kisaca soyledir; CA enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat1 348
nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmektedir.

Reaksiyon mekanizmasi asagida verildigi gibidir.

0
CA
OZN@O—&-CH3 +H,0 OZN@—OH *+ CH;COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol
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348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayn1 absorbansi gostermektedir. Bu
yizden fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamas: lgiimii etkilememektedir
(Armstrong et al. 1966). Bu dalga boyunda p-nitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyonu

oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir.

1 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak Olgiilen aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon
karistmini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore ise asagidaki prosediir

uygulandi:

Cizelge 3.1. Olgiilen aktivite tayini islemleri i¢in kullanilan maddeler, kontrol tiipii ve
numune tapleri

Kullanilan Maddeler Kontrol Tupt (Kor) (ul)  Numune Tapi

0,05 M Tris-SOy, pH: 7,5 425 425
p-Nitrofenol asetat 375 375
Saf su 200 190
Enzim cozeltisi - 10
Toplam hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 30 saniyede bir absorbans miktari
okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C’de 348 nm’de absorbansi1 okunarak absorbans farki
alindi. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine saf su konularak elde edilen karisimin

3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi.

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, gunluk olarak
hazirlandi: 27,2 mg ester, 1ml aseton iginde ¢oziilerek hizlica karigtirilan 49 ml destile
suya yavas yavas ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak,
esterin smirh ¢Oziiniirliigli dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger organik
¢oziiclilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢dziicii oldugu i¢in segildi.
Kinetik ¢alismalar esnasindaki aktivite Olglimleri enzimin esteraz aktivitesi ile

gergeklestirildi.
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Kalitatif protein tayini

Proteinlerin yapisinda bulunan tirozinin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de
maksimum absorbans godstermesi esasina dayanir (Segel 1968). Bu metot yardimiyla
kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicisi yardimiyla esit hacimde alinan biitiin

eltiatlarda kalitatif protein tayini yapildi.

Kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢ozeltisindeki ve hemolizattaki protein
miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Bu yéntem, proteinlerin Coomassie Brillant
Blue G-250 ile kompleks olusturmasi ve olusturdugu yapinin 595 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir.
Protein-boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bradford yonteminin hassasiyeti 1-
100 pg arasindadir (Bradford 1976).

CA Enzimi I¢in Yapilan Kinetik Cahismalar

Enzim igin Ky, Ve Vax degerlerinin bulunmasi ile ilgili calismalar

Insan kanindan saflastirilan CA enziminin K, Ve Vax degerlerinin belirlenmesi i¢in en
az 5 farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite Sl¢iimii
yapildi. Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve bu grafikten K, ve Vpyax degerleri
hesaplandi.

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enzimin saflastirllmasindan sonra SDS-PAGE teknigi ile enzimin saflik derecesi

kontrol edildi. Ornekler jele yiiklenmeden énce %1 SDS ve %10’luk 2-merkaptoetanol
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ile muamele edilerek daha sonra 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numunenin

%20 ayirma jelinde elektroforezinden sonra boyama yapilarak bantlar tespit edildi.

Karbonik Anhidraz I ve II izoenzim Aktiviteleri Uzerine Ekstrelerin Etkilerinin

Belirlenmesi

A. dracunculus L. bitkisinden elde edilen etanol, diklormetan, n-hekzan ve metanol
ektreleri ile saf AD-1 maddesinin insan CA-l ve Il izoenzimleri Uzerindeki etkisi
arastirildi. Olgiimler esteraz aktivite ydntemleriyle yapildi. Daha sonra ICsy degerleri

belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Saflastirllan Sekonder Metabolitlere Ait Deneysel Bulgular

4.1.1 Ince tabaka kromatografisi sonuclar

A. dracunculus L. bitkisinin diklormetan ekstresinden izole edilen 4 bilesigin ince
tabaka kromatografisi ile degisik ¢oziicii sistemlerinde belirlenen R¢ degerleri Cizelge

4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Saf maddelerin farkli ¢ziicii sistemlerindeki R¢ degerleri

Madde  CoOzucu sistemi Rt degeri Adsorban

AD-1 dietileter:n-hekzan (90:10) 0,86 Silika jel
kloroform:meanol (90:10) 0,88

AD-2 dietileter:n-hekzan (90:10) 0,65 Silika jel
etil asetat:n-hekzan (50:50) 0,70

AD-3 dietileter:n-hekzan (90:10) 0,53 Silika jel
kloroform:etil asetat (90:10) 0,73

AD-4 dietileter:n-hekzan (90:10) 0,64 Silika jel
etil asetat:n-hekzan (50:50) 0,84

4.2. Saflastiritlan Sekonder Metabolitlere Ait Spektral Bulgular

Bu bélimde Artemisia dracunculus L. bitkisinin CH,Cl, ekstresinden izole edilen AD-
1, AD-2, AD-3 ve AD-4 saf maddelerinin molekiil yapilarini tayin etmek iizere IR, UV,
1D ve 2D NMR yontemleriyle elde edilen spektral bulgular degerlendirilmistir. Yap1
karakterizasyonu ¢alismalar1 neticesinde AD-1 bilesiginin yapist herniarin olarak

belirlendi. AD-2 bilesiginin yapisi uzun zincirli asit olarak tahmin edildi ancak tam yap1
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analiz edilemedi. AD-3 ve AD-4 bilesiklerinin yapisi ise NMR verilerinde goriilen bazi

safsizliklardan dolay1 tam olarak aydinlatilamadi.
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AD-1 Kodlu Bilesik

Herniarin

(7-Metoksikromen-2-on; 7-Metoksikumarin; 7-O-Metilumbelliferon; Metil

umbelliferil eter; Ayapanin)
C10HgO3

MA: 176 g/mol; EN: 116-117°C

Giin 15181nda beyaz renkli ve kristal yapida bir madde olarak izole edilen AD-1 bilesigi,
UV nm’de mor renk verirken UVsg nm’de renksizdir. Bilesige vanilin/Hp,SO4

(105°C) reaktifi puskiirtiildiigiinde hafif pembemsi bir renk vermektedir.

Bilesige ait IR, 1D ve 2D NMR spektral verileri incelendiginde bilesigin kimyasal
yapisi herniarin olarak karakterize edilmistir. Bilesigin IR spektrumu (Sekil 4.1.)
incelendiginde 3100 cm™’de C-H bag titresimi, 1700 cm™ de O=CH-O- titresim bandu,
1250 cm™ ve 1600 cm™ arasinda aromatik ve alifatik C=C bag titresim bantlari, 1100 —
1200 cm™ de ise C-O bag titresimi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. AD-1 bilesiginin IR Spektrumu

AD-1 bilesiginin 'H-NMR spektrumu incelendigi zaman 6 farkli sinyal grubunun
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3). Bu sinyallerden 6=3,85 ppm’de rezonans olan singlet,
yapidaki 7 numarali karbona bagli metoksi grubuna aittir. Diger sinyallerin tamami
olefinik ve aromatik bélgede rezonans olmustur. H-3 protonu H-4 protonu ile
etkilesmesi sonucunda 6=6,22 ppm’de d (J=9,48 Hz) sinyal vererek rezonans olurken,
H-4 protonu da 6=7,63 ppm’de d (J=9,48 Hz) sinyal vererek rezonans olmustur. COSY
spektrumunda (Sekil 4.6) H-3 ve H-4 olefinik protonlar1 arasinda korelasyon oldugu
gorilmektedir. Yine COSY spektrumunda (Sekil 4.6) birbirleriyle korele olduklari
goriulen H-5 ve H-6 protonlarina ait sinyaller sirasiyla 0=7,36 ppm’de d (J=8,60 Hz) ve
0=6,83 ppm’de dd (J1=11,04 Hz, J2=6,12 Hz) sinyal vererek rezonans olmuslardir. H-6
protonuna ait sinyal dnce H-5 ile sonra da kendisiyle etkileserek dd sinyali vermistir.
COSY spektrumunda (Sekil 4.6) diger protonlarla korelasyon saglamadig1 goriilen ve
'H-NMR spektrumunda 6=6,78 ppm’de d (J=2,36 Hz) vererek rezonans olan sinyal ise

H-8 protonuna aittir.

Bilesigin *C-NMR  spektrumu (Sekil 4.4) incelendiginde toplam 9 sinyal
bulunmaktadir. Bu sinyallerden 0=100,8 ppm’de gézlenen pik, bilesigin HMBC (Sekil
4.9) spektrumundan da anlasildigi gibi C-8 ve C-10 karbonlarina aittir. Dolayisiyla
bilesigin yapisinda toplam 10 adet karbon atomu bulunmaktadir. Bilesikteki metoksi

grubunun bagli oldugu karbona ait sinyal 6=55,7 ppm’de rezonans olmustur. DEPT-90
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(Sekil 4.5) spektrumunda toplam 6 adet CH sinyali, DEPT-135 (Sekil 4.5)
spektrumunda ise bunlara ilaveten bir sinyal daha gortilmektedir. DEPT-135 (Sekil 4.5)
spektrumu ile C-NMR (Sekil 4.4) spektrumunu karsilastirdigimizda 150-170 ppm
arasinda rezonans olan 3 pikin kuvarterner karbon atomlarima ait oldugu
anlasilmaktadir. C-7, C-2 ve C-9 kuvarterner karbonlarina ait olan bu sinyaller sirasiyla
0=162,8 ppm, 0=161,1 ppm ve 0=155,8 ppm’de rezonans olmustur. Bilesigin karbon-
proton korelasyonlarin1 gosteren HMQC (Sekil 4.7) spektrumunu inceledigimizde,
birbirleriyle korele olan proton ve karbon atomlarina ait sinyallerinin 6nerilen yapiy1

destekledigi gozlemlenmistir.

AD-1’in HMBC (Sekil 4.9) spektrumunu incelendigimizde 6=100,8 ppm’de rezonans
olan C-10 karbonunun 2 bag iizerinden H-4 ve H-5 ile, 3 bag iizerinden H-6, H-8 ve
zay1f bir etkilesim olarak H-3 ile korelasyon sagladigi goriilmektedir. C-10 karbonu ile
cakisan C-8 karbonu ise 3 bag iizerinden sadece H-6 ile korelasyon saglamistir. Diger
korelasyonlarin da Onerilen yapiy1 tamamen dogruladigi gorilmektedir. AD-1’e ait

heterontiikleer 2 veya 3 bag iizerinden olan etkilesimler Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2. AD-1’in 2 veya 3 bag tizerinden heteroniikleer (H—C) bag korelasyonlari
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Sekil 4.7. AD-1 maddesinin (herniarin) **C-*H HMQC (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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Sekil 4.8. AD-1 maddesinin (herniarin) **C-*H HMQC (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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Sekil 4.10. AD-1 maddesinin (herniarin) *C-*H HMBC (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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AD-2 Kodlu Bilesik

Viskoz bir yapida izole edilen AD-2 bilesigi kahverengimsi bir renge sahiptir. Bilesik
UV2s4 Ve UV3es Nm’de renk vermeyip vanilin/H,SO,4 (105°C) reaktifi piiskiirtiildiigiinde

ise pembe renge doniismektedir.

AD-2 bilesigine ait 1D ve 2D NMR spektral verileri incelendiginde, spektrumlarda
gorillen bazi safsizliklardan dolayr bilesigin  kimyasal yapis1i tam olarak
aydinlatilamamustir. Ancak bilesigin kimyasal yapisinda uzun zincirli ve ¢ift bag iceren
asit tlirevlerinde gbzlemlenen baz1 spesifik kimyasal yapilarin  bulundugu

kesinlestirilmistir (Davis et al. 1982).

AD-2 bilesiginin "H-NMR spektrumunda (Sekil 4.11) §=5,39-5,40 ppm civarlarinda
goriilen multiplet sinyalin CH=CH ¢ift bag karbonlarina bagli protonlara ait oldugu
gorilmektedir. Ancak tahmin edilen uzun zincirli yag asidinin yapisinda ¢ift bagin
hangi karbonda oldugu belirlenememektedir. 6=2,38 ppm civarinda gorulen triplet
sinyal asidik karbonunun hemen yanindaki C-2 karbonuna bagli proton sinyaline aittir.
0=1,20-1,40 ppm arasindaki siddetli multiplet sinyaller uzun zincirli yapida fazla sayida
bulunan CH, protonlara aittir. Uzun zincirli yapinin son karbonu olan metil
karbonlarina ait proton sinyalleri ise ¢=0,90 ppm civarlarinda triplet olarak

gorilmektedir.

Bilesigin “*C-NMR spektrumunda (Sekil 4.12) 6=178,7 ppm’de goriilen pikin diiz
zincirli asitlerdeki C-1 asidik karbonuna ait oldugu goriilmektedir. Ayn1 sekilde 6=14,09
ppm’deki pikin C-18 metil karbonuna, 6=34,87 ppm’deki pikin ise C-2 karbonuna ait
oldugu goriilmektedir. Spektrumda 6=29,06 ile 29,68 ppm civarinda gelen piklerin uzun
zincirli yapilarda bulunan CH, karbonlarmna ait oldugu tahmin edilmektedir. Yine
0=119,11 ve 0=130,86 ppm arasindaki piklerin yapida bulunabilecek c¢ift baglarin
konumuna gore C-8 ve C-14 arasinda numarali karbonlara ait olabilecegi tahmin

edilmektedir.
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DEPT-90 (Sekil 4.13) spektrumunda 6=119,11 ve 6=130,86 ppm arasindaki piklerin CH
karbonlarina ait oldugu, DEPT-135 (Sekil 4.14) spektrumunda 6=29,06 ile 29,68 ppm
civarindaki piklerin CH; protonlarina ait oldugu goriilmektedir. Bilesige ait COSY
(Sekil 4.15), HMQC (Sekil 4.16) ve HMBC (Sekil 4.17) spektrumlar1 da bilesigin
yapisinin ¢ift bag igeren diiz zincirli yag asidine benzer bir yap1 oldugunu
desteklemektedir. Genel olarak bilesigin 1D ve 2D NMR spektrumlarinda kesin tahmin
edilen yapilar yaninda ¢esitli safsizliklara ait piklerin de bulunmasi yapinin tam analiz

edilmesini zorlagtirmaktadir.
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Sekil 4.11. AD-2 maddesinin *H NMR (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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Sekil 4.12. AD-2 maddesinin *C NMR (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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AD-3 Kodlu Bilesik

Giin 15181nda viskoz ve kahverengimsi goriiniime sahip bir madde olarak saflastirilan
AD-3 bilesigi, UV2s5, nm’de mor leke verirken, UV3ze nm’de renk vermemektedir.

Maddeye vanilin/H,SO4 (105°C) reaktifi piiskiirtiildiigii zaman renk vermemektedir.

Bilesige ait 1D ve 2D NMR spektral verileri incelendiginde spektrumlarda bulunan bazi

safsizliklar nedeniyle bilesigin kimyasal yapisi tam olarak aydinlatilamadi.

Bilesigin 'H-NMR (Sekil 4.18) spektrumunda aromatik bolgede 4 farkli sinyal grubu
gortlmektedir. Bunlardan 0=7,13 ppm civarinda gelen sinyal dd, 0=6,26 ppm’de gelen
sinyal d, 0=6,17 ppm’de gelen sinyal dd ve 6=5,97 ppm’de gelen sinyal ise t vererek
rezonans olmustur. Aromatik bolgedeki bu sinyal gruplarinin varligir bize yapida
aromatik bir halkanin oldugunu géstermektedir. Yine alifatik bélgedeki 6=3,54 ppm’de
iki adet yayvan s sinyal i¢ i¢ce gegmistir. Yukar1 alana dogru safsizliklara ait oldugu
diistiniilen dusiik sinyallerden baska 0=2,33 ppm’de siddetli dubletimsi bir sinyal
bulunmaktadir. Burada iki adet s sinyal birlesmistir. 6=2,02 ppm’de yine siddetli bir S

sinyal bulunmaktadir. Yukar1 alandaki siddetli sinyaller ise metil gruplarina aittir.

Bilesigin *C-NMR (Sekil 4.19) spektrumunu inceledigimizde 6=165,4 ppm’deki
sinyalin fonksiyonel bir grup bagli aromatik halka karbonuna ait oldugu
anlasilmaktadir. 6=119,8 ppm ve 0=141,9 ppm arasinda gelen 4 sinyalin aromatik

karbonlara ait oldugu anlasilmaktadir.

Bilesige ait DEPT, 'H-'H CosY, HMQC ve HMBC spektrumlarinda da diisiik siddetli
piklerin safsizliklara ait oldugu gorilmektedir. Eldeki spektral verilere dayanarak AD-3

bilesiginin tam yapist aydinlatilamamastir.
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Sekil 4.18. AD-3 maddesinin *H NMR (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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Sekil 4.23. AD-3 maddesinin **C-'H HMBC (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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AD-4 Kodlu Bilesik

AD-4 bilesigi viskoz yapida ve kahverengimsi bir goriinlime sahip olarak saflagtirildi.
UV2s, nm’de mor renkli, UV3gs nm’de ise renk vermemektedir. Vanilin/H,SO,4 (105°C)

reaktifi piiskiirtiiliince bilesik renk vermemektedir.

Bilesigin 1D ve 2D NMR spektral verilerinde bazi safsizliklara ait pikler bulunmasi

nedeniyle bilesigin kimyasal yapisi tam olarak aydinlatilamadi.

Bilesigin 'H-NMR (Sekil 4.24) spektrumunu inceledigimizde asag1 alanda goriilen iki
ayr1 S pikinin yapidaki OH protonlarina ait oldugu anlasilmaktadir. Aromatik bolgedeki
dort adet sinyal grubu yapidaki aromatik halkadaki CH protonlarma ait oldugunu
gostermektedir. 6=3,81 ppm civarindaki pik yapida bir metoksi grubunun oldugunu,
yine 0=1,20-1,90 ppm arasindaki S sinyallerin yapidaki metil gruplarina ait oldugunu

gOstermektedir.

Bilesigin BC-NMR (Sekil 4.25) spektrumunda siddetli piklerle birlikte safsizliklara ait
oldugu diisiiniilen diisiik sinyalli pikler de bulunmaktadir. **C-NMR spektrumunda
(Sekil 4.25) yiiksek olasilikla yapiya ait oldugu diisiiniilen 6=159,5 ppm, 0=137,7 ppm
ve 0=71,1 ppm’de 3 adet kuvarterner karbon atomu sinyali bulunmaktadir. Yine
aromatik halka karbonlarina ait 6=150,9 ppm, 6=148,4 ppm, 6=127,8 ppm, 0=121,7
ppm ve 6=114,0 ppm’de 5 adet CH sinyali bulunmaktadir. Metoksi karbonuna ait sinyal
ise spesifik olarak 0=55,2 ppm’de rezonans olmustur. Bilesigin yapisinda metil
gruplarinin oldugu 6=31,8 ppm ve 0=9,48 ppm’deki sinyallerden anlasilmaktadir.

AD-4 bilesiginin DEPT, *H-'H COSY, HMQC ve HMBC spektrumlari da proton ve
karbon atomlar1 i¢in 6nerilen sinyalleri dogrulamaktadir. Ancak spektrumda ¢ok sayida
diisiik siddetli sinyalin bulunmasi yapinin tam karakterize edilmesini zorlastirmaktadir.

Eldeki spektral verilere dayanarak AD-4 bilesiginin tam yapisi aydinlatilamamustir.



61

wdd g
1

wmdd 8 "% 0o°s €"S ¥-sS w S 8°9 o- m N -] .q.m i3 3 . N.\
1 1 L 1 1 - - 1
&& ﬁ £ N £ m € v £ m € 9° m h £ W € m € D ¥ _. 4 m v m. 4 v ¥ m 4

T e T
‘%A%
uoloud +-QVv

Sekil 4.24. AD-4 maddesinin *H NMR (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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Sekil 4.30. AD-4 maddesinin **C-'H HMBC (CDCls, 400 Mz) spektrumu
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4.3. Ekstreler ve Major Saf Madde AD-1’in hCA | ve hCA II izoenzimleri Uzerine

Aktivasyonunu Gosteren Bulgular

Bu bolimde Artemisia dracunculus L. bitkisinin etanol, diklormetan, n-hekzan ve
metanol ekstreleri ile major saf maddesi AD-1’in insan CA 1 ve Il izoenzimleri (izerine

aktivasyonunu gosteren ¢izelge ve grafikler verilmistir.

Cizelge 4.2. Aktivite-[1] grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri

Inhibitor hCA 1 igin ICsp(ug/mL)  hCA Il igin ICso(ug/mL)
Etanol ektresi 0,031 0,045
Diklormetan ektresi 0,020 0,031
n-Hekzan ektresi 0,031 0,041
Methanol ektresi 0,025 0,040
Herniarin 0,040 0,052

4.3.1. Etanol ekstresinin insan CA-I ve CA-II enzimleri i¢cin aktivite grafigi
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y= 100e-21,84x

80 R? =0,9562
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[Etanol ekstresi] (ugr/ml)

Sekil 4.31. Etanol ekstresi insan CA-I enzimi i¢in % aktivite-[1] grafigi



69

120

y= looe—15,59x
R%=0,9901

100

80

60

% Aktivite

40

20

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[Etanol ekstresi] (ugr/ml)

Sekil 4.32. Etanol ekstresi insan CA-I1 enzimi igin % aktivite-[I] grafigi

4.3.2. Diklormetan ekstresinin insan CA-1 ve CA-II enzimleri i¢in aktivite grafigi
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Sekil 4.33. Diklorometan ekstresi insan CA-I enzimi icin % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 4.34. Diklorometan ekstresi insan CA-Il enzimi igin % aktivite-[I] grafigi

4.3.3. n-Hekzan ekstresinin insan CA-1 ve CA-II enzimleri i¢in aktivite grafigi

120

100

y= looe—22,42x

80 R?=0,99

60

% Aktivite

40

20

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04
[n-hekzan ekstresi] (ug/ml)

Sekil 4.35. n-Hekzan ekstresi insan CA-1 enzimi igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.36. n-Hekzan ekstresi insan CA-11 enzimi igin % aktivite-[I] grafigi

4.3.4. Metanol ekstresinin insan CA-1 ve CA-II enzimleri icin aktivite grafigi
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Sekil 4.37. Metanol ekstresi insan CA-1 enzimi igin % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.38. Metanol ekstresi insan CA-11 enzimi i¢in % aktivite-[I] grafigi

4.3.5. Herniarinin insan CA-I ve CA-II enzimleri i¢in aktivite grafigi
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Sekil 4.39. Herniarin insan CA-I enzimi icin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.40. Herniarin insan CA-Il enzimi icin % aktivite-[I] grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Gunimuzde hammadde olarak gida, kozmetik ve ilag sanayinde tibbi ve aromatik
bitkilerin dnem kazanmas: ile birlikte bitkilere olan ilgi daha da artmistir. Ozellikle tibbi
ilaglarda sentetik maddelerin olusturdugu olumsuz sonuglar ve yiiksek maliyet dogal

urtnlere olan ilgi ve ihtiyaci giin gegtikge artirmistir.

Yirminci yilizyildan itibaren tedavi edici etkisi belirlenen bitkilerin sentezledikleri etken
maddelerin saflastirilmas1 kimyasal yapilarinin belirlenmesine yonelik c¢aligsmalar
baslamistir. Bununla birlikte dogal {iriin olarak saflastirilan maddelerin sentetik {iretimi
de dnem kazanmistir. Bitki izolasyonu ve sentetik ila¢ liretiminin hiz kazandigi bu
donemlerde saf etken maddeler endstriyel ilag olarak kullanilmistir (Koger et al. 2012).
Gunumuzde kimyasal maddelerden kaynaklanan olumsuz sonuclar ve bu kimyasal
maddelerin ortaya ¢ikardigi yeni hastaliklar bitkilerin ve bitkisel ilaglarin kullanimini ve
beraberinde ekonomik degerini de arttirmistir. Biiyiik devletler bitkisel ilaglarin

kullanimini 6n plana ¢ikarip bitkisel kaynaklara ciddi paralar ayirmaya baglamistir.

Oldukca zengin bir floraya sahip olan Glkemizde yetistirilen tibbi ve aromatik bitkilerin,
bilinmeyen yeni ve ekonomik degeri yiiksek farmakolojik aktivitelerinin ortaya
cikarilmasi i¢in bilimsel caligmalar yapilmakta ve giin gegtik¢e bu caligmalar daha fazla

tesvik edilmektedir.

Ulkemizde halk arasinda tarhun olarak bilinen Artemisia dracunculus. L. bitkisi yaygin
bir sekilde baharat olarak kullanilmaktadir. Aym1 zamanda bitki ¢ay1 ve kozmetik
sektoriinde de kullanilan bitkinin ge¢mis yillarda tibbi kullanimi da dikkat ¢ekmistir.
Ozellikle diyabet tedavisinde etkili oldugu rapor edilen tarhunun giin gegtikce yeni bir
farmakolojik aktivitesi ortaya ¢ikarilmaktadir (Swanston-Flatt et al. 1991; Aggarwal et
al. 2015).
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Tedavi edici etkileri yoninden 6nemli etkilere sahip olan Artemisia dracunculus L.
bitkisinin igerigindeki ozellikle kumarin tiirevi biyoaktif molekiiller bitkinin
farmakolojik aktivitesinin baslica sebeplerindendir. Bu ¢alismada Artemisia
dracunculus L. bitkisinin ekstre ve biyolojik aktivite gosterebilecek saf maddelerinin
Ozellikle glokom hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglarin hedef enzimi olan CA-I ve

IT izoenzimlerine kars1 inhibisyon etkileri arastirilmistir.

Bu calismada Artemisia dracunculus L. bitkisinin CH,Cl, ekstresinden AD-1, AD-2,
AD-3 ve AD-4 kodlu dért madde saflastirilmis ve IR, 1D ve 2D NMR yontemleriyle bu
saf maddelerin kimyasal yapilar1 karakterize edilmistir. Karakterizasyon galismalari
neticesinde AD-1 kodlu maddenin yapisi herniarin olarak belirlenmis, AD-2 kodlu
maddenin yapisinin ise uzun zincirli asidik yapida bir madde oldugu tahmin edilmistir.
AD-3 ve AD-4 kodlu maddelerin kimyasal yapilarinin analiz edilebilmesi icin NMR
spektrumlarindan yeterli saflikta olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alismanin bir sonraki
asamasinda yapisi tam olarak belirlenemeyen AD-2, AD-3 ve AD-4 kodlu maddelerin

yeniden saflagtirilmasi ve yapi tayinlerinin tamamlanmasi1 hedeflenmektedir.

Bu c¢alismada insan eritrositlerinden CA-I ve 1l izoenzimleri afinite kromatografisi ile
saflagtirilarak Artemisia dracunculus L. bitkisinin etanol, diklormetan, n-hekzan ve
metanol ekstreleri ile major metaboliti herniarinin bu enzimler Uzerindeki inhibisyon

etkileri incelenmistir.

Insanlar ve hayvanlarda bircok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar CA enzimlerini
hedef alirlar. Asetazolamit, dorzolamit ve brinzolamit gibi siilfonamid tiirevleri ilaglar
karbonik anhidraz izoenzimleri tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edilirler (Biilbiil et
al. 2002). Insanlarda glukom hastaliginin tedavisinde, ddem ve epilepsi tedavilerinde
kullanilan ilaglar CA enzimlerini inhibe ederler. CA enzimi eritrosit igeren ¢ogu
dokuda iyi karakterize edilmis pH diizenleyici bir enzimdir. Karbon dioksitin bikarbonat
ve protona donlisiimiinii katalizler. Bu olduk¢a hizli bir reaksiyondur. CA bu
reaksiyonun hizi ileri derecede arttirarak saniyede 10%-10° reaksiyon hizina ulastirir

(Supuran 2008).
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Afinite kromatografisi ile CA enzimlerinin saflastirilmasi sirasinda eluatlarin protein
muhtevalart 280 nm de absorbanslari 6Slgiilerek belirlenmistir. Bu sekilde yapilan
kalitatif protein tayini, proteinin yapisinda bulunan tirozin ve tiriptofan amino asitlerinin

s0z konusu dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esasina dayanir (Segel 1968).

Kantitatif protein tayinleri Coomassie-Blue yontemi ile belirlenmistir. Bu ydntemin
diger protein tayinlerinden {istlin tarafi, ¢ok kisa siirede uygulanabilirligi, bozucu
faktorlerin pek olmamasi, protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir.

Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir (Bradford 1976).

Enzim aktivitesi tayini i¢in iki yontem kullanilmistir. Birincisi; Maren ve arkadaslarinin
modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yontemi olarak bilinen CO, hidrataz aktivitesidir
(1960). Bu yontemle CO;’nin H,O ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen
H,COs3”iin H® ve HCOj3 iyonlarina ayrisarak ortamm pH’smi degistirme siiresinin
Olciilmesine dayanmaktadir. Bu yontem saflastirma islemlerinde eliiatlardaki aktivitenin

belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Calismada kullanilan ikinci aktivite yontemi ise esteraz aktivitesidir. Amstrong ve
arkadaslar1 tarafindan degistirilen bu yontemin esasi, karbonik anhidrazin ester

baglarinin parcalanmasina dayanmaktadir (1966).

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini belirlemesinde 1Csq degerleri kullanilmaktadir. insan
CA-I1 ve Il izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri Gizerinde inhibisyon etkilerini belirlemek
icin Artemisia dracunculus L. bitkisinin etanol, diklormetan, n-hekzan ve metanol
ekstrelerinin ve major metaboliti herniarinin konsantrasyonlart 1 mg/ml olacak sekilde
¢ozeltileri hazirlanmig ve enzim Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amagla insan
kanindan saflastirilan CA-I ve Il izoenzimleri i¢in uygun inhibitor konsantrasyonlarinda
esteraz aktivite dlgiimii yapilmustir. Inhibisyon etkisi olan maddelerin Aktivite (%)-[1]
grafikleri gizildikten sonra ICsq degerleri bunlara bagli olarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglara gore Artemisia dracunculus L. bitkisinin etanol, diklormetan, n-hekzan

ve metanol ekstreleri ile major metaboliti herniarinin oldukg¢a diisiik ICsp degerlerine
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sahip oldugu, dolayisiyla bu maddelerin CA-I ve Il enzim inhibisyonu aktivitelerinin

oldukea yiiksek oldugu belirlenmistir.

Bu c¢alismada ilk defa Artemisia dracunculus L. bitkisinin etanol, diklormetan, n-hekzan
ve metanol ekstreleri ile major metaboliti herniarinin insan CA-1 ve Il izoenzimlerine

kars1 giiclii inhibitorler oldugu ortaya ¢ikarilmstir.

Bu c¢alismada Artemisia dracunculus L. bitkisinin etanol, diklormetan, n-hekzan ve
metanol ekstreleri ile CH,Cl, ekstresinden saflastirilan herniarin bilesiginin insan CA-I
ve Il izoenzimlerine karsi inhibisyon aktivitesi ilk defa arastirilmistir. Yapilan literatiir
taramasinda Artemisia dracunculus L. bitki ekstrelerinin ve saf metabolitlerinin insan
CA-l ve Il izoenzimlerine karsi inhibisyon etkisi ile ilgili higbir calijma mevcut
degildir. Bu nedenle bu calisma literatiire yeni bir bilgi kaynagi ve o6zgiin bir eser
olacaktir. Calismanin 0zgUnligli yaninda enzim inhibisyonu aktivitesi deneyleri
sonucunda hesaplanan 1Csy degerlerinin gok diisiik ¢ikmasi ve incelenen maddelerin
yiiksek inhibisyon aktivitesine sahip olmasi da ¢alismanin 6zgiinliigiine 6nem ve deger

katmustir.

Literatiirde 6nemli farmakolojik aktiviteleri rapor edilen ve giinliik hayatimizda baharat
olarak yaygin bir sekilde kullanilan Artemisia dracunculus L. bitkisine olan ilginin, bu
calisma ile daha da artacag iimit edilmektedir. Ulkemizde tarhun yaygin adiyla bilinen
Artemisia dracunculus L. bitkisinin tedavi edici ve faydali yeni bir 6zelliginin ortaya
cikarildigi bu ¢alismanin, bitkinin tiiketimini tesvik edecegi gibi ekonomik degerini de

artiracagl tahmin edilmektedir.
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