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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DIGITALIS LAMARCKII IVANINA (YUKSUK OTU) BITKiSININ CESITLI
KISIMLARININ EKSTRELERININ KARBONIK ANHIDRAZ II ENZIMLERIN
AKTIVITELERI UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Cuma DINCER

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Sevki ADEM

Karbonik anhidraz enzimi CO,’in, HCOsve H” iyonlarina iki basamakta déniisimlii
olarak hidratasyonunu Kkatalizleyen, ¢inko iyonlu metaloenzimlerden biridir. Insan
goziinde CA-l, CA-Il ve CA-1V izoenzimleri bulunur. Karbonik anhidraz inhibitorleri,
akozhumorun salgilanmasiyla olusan ytliksek goz i¢i basincin (IOP) diisiirdiikleri igin,
glokom hastalig1 tedavisinde siklikla etkili bir sekilde kullanilirlar. Yiiksiik otu (Digitalis
L.) canli viicudu i¢in ¢ok onemli olan ve 6zellikle kalp ilaglarinin ana maddesi olan
kardenolit glikozitleri i¢erdiginden otiirti iilke ekonomisine ciddi bir sekilde katkilari
olan ¢ok nadir yerde yetisen iilkemizde bircok yerde yetisen Scrophulariaceae
familyasina ait endemik otsu bir bitki tiridiir.Bu ¢alismada glokom hastalig
tedavisinde kullanilmaya aday Digitalis lamarckii Ivanina (yiiksiik otu) bitkisinin kok,
govde, yaprak ve gicek kisimlarindan elde edilen metanol, hekzan, kloroform, aseton ve
kaynatma ekstrelerinin karbonik anhidraz inhibisyonu aktiviteleri incelenmistir.
Ekstreler 64-761 pg/mL ICsq degerleri araliginda inhibisyon etkisi gostermistir. Govde
kaynatma ve hekzan ile elde edilen ekstre 64 ve 101 pg/mL 1Csq degerleri ile en yliksek
inhibisyon etki gdstermislerdir.

2021, 51 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik anhidraz, Digitalis lamarckii, Ekstre, Glokom,
Yiiksiik otu



ABSTRACT
Master of Science Thesis

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF EXTRACTS FROM DIFFERENT
PARTS OF DIGITALIS LAMARCKII IVANINA (FOXGLOVE) PLANT ON
CARBONIC ANHIDRASE Il ENZYME

Cuma DINCER

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sevki ADEM

The carbonic anhydrase enzyme is one of the zinc ion metalloenzymes that catalyzes the
hydration of CO, to HCO3 and H” ions alternately in two steps. The human eye contains
CA-l, CA-Il, and CA-1V isoenzymes. Carbonic anhydrase inhibitors are often used
effectively in the treatment of glaucoma because they reduce the high intraocular
pressure (IOP) produced by the secretion of aqueous humor.Foxglove (Digitalis L.) is
an endemic herbaceous plant species belonging to the Scrophulariaceae family, which
grows in many places in our country, which is very important for the living body and
contributes significantly to the country's economy, especially because it contains
cardenolite glycosides, which are the main ingredient of heart medicines.In this study,
carbonic anhydrase inhibition activities of methanol, hexane, chloroform, acetone and
decoction extracts obtained from root, stem, leaf and flower parts of Digitalis lamarckii
Ivanina (Foxglove) plant, which is a candidate to be used in the treatment of glaucoma,
were investigated. The extracts showed an inhibitory effect in the range of ICs values
of 64-761 pg/mL. The extract obtained with stem decoction and hexane showed the
highest inhibition effect with 1Csq values of 64 and 101 ug/mL.

2021, 51 pages
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1.GIRIS

Ulkelerin gesitli  varliklar1 ve bulundurduklari endemik tiirleri ¢esitli faydalar
saglamaktadir. Bir yorenin herhangi bir alanda zenginligi o yorenin bir¢ok alanda
gelismesine olanak vermektedir. Birgok alanda konumlarini zirveye ¢ikarmasina sebep
olabilir. Ulkemizin de bitki cesitliligi agisindan ¢ok genis bir farkli baska yerde
bulunmayan bitki tiirline sahip olmasi bir¢ok konuda iilkemize avantaj saglamaktadir.
Gerek sosyal gerek kiiltiirel gerek ekonomi alaninda bir¢cok avantaj saglamaktadir.
Ozellikle cografyamizda bulundurdugumuz endemik tiirler iilkemizi birgok alanda

cazibe merkezi haline getirmistir.

Bir yorede farkli iklim kosullarmin farkli tiirlerin meydana gelmesine olanak saglar.
Digitalis (Plantaginaceae) adi verilen yiiksiik otu cinsi iilkemiz cografyasinda 36 ya
yakin tiirden olusur (Giines and Ozhatay 2000). Bulunan bu tiirler bir¢ok farkli alanda
kullanilmaktadir. Digitalis bitkisinin birgok boliimleri ise hastaliklart gidermek
amaciyla kullanimdadir. Bugiine kadar elde edilmis ¢alismada D. Lamarckii bitkisinin
bakterilere kars1 6nemli bir sekilde etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir (Benli et al.
2009). Digitalis bazi tiirleri 6nemli hastaliklara karsi etkisi gozlenmistir. Alzheimer
hastaligi, seker ve deri hastaliklar1 gibi birgok hastaliktada etkili olan enzimlere karsi
antioksidan calismalar1 gosterilmistir (Zengin et al. 2017). D. Lamarckii birgok enzim
tizerinde etkisi arastirtlmistir.  Yapilan arastirmalarda elde edilen bulgularda
kolinesteraz, ve amilaz enzimi ile yapilan laboratuar deneylerinde enzimleri inhibe edici

etkisi oldukga zayif oldugu belirtilmistir (Zengin et al. 2017).

Gelismis ¢cagimizda modern tip olarak denilen teknoloji asir1 derecede fazla kullanildig
giinimiiz tip teknolojisinde ilag iiretiminde bitkiler dnceki donemlerde oldugu gibi bu
zamanda da ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Hastaliklar1 tedavi alaninda elde edilen tedavi
yontemlerinin yani sira bitkiler hala hastaliklar1 iyilestirmede kullanilmaktadir (Shu
1998). Bitkiler her donemde tedavide ilgi odagi olmustur. Gelismis bu zamanda tip
sektorii ileriye gittikce elde edilen yeni yontemlerin yani sira kullanilan sifali bitkilerin
biyolojik olarak etkilerinin fazla olmasi sebebiyle bitkilere olan ilgi artmistir (Newman
and Cragg 2007).



Kesfi ilk defa sigirin eritrositlerinden yapilmaya baslayan karbonik anhidraz enzimi
canlilarda CO; hidratlasmasin1 ve bikarbonatin dehidratlasma reaksiyonlarini

doniistimlii olarak kataliz eden 6nemi biiyiik bir enzimdir (Giil¢in et al. 2016).

Glokom hastaliginin tedavisinde karbonik anhidraz II enzimi kullanilir. Karbonik
anhidraz II enziminin kullanilmasinin amact goz i¢i basinci dengelemektedir. Bu
sebepten dolay1 tekrar geri doniilemeyen korliige neden olan glokom hastaliginda
Karbonik anhidraz enzimi Il ¢ok enzimi 6nemli bir yere sahiptir. Bu hastalik yiiksek
derecede goziin i¢ basinciyla ortaya ¢ikmaktadir. Diinya genelinde ise sayisi
azimsanmayacak kadar birgok insanin yiiksek goz i¢i basincina sahip oldugu
diistintilmektedir. Goz i¢i basincini saglanmasinda ak6z hiimor ¢ok 6nemli bir yerde rol
oynamaktadir. Karbonik anhidraz Il enzimi akéz hiimoériin salgilanmasini saglayan
gliclii bir uyaric etkisi vardir. Karbonik anhidraz 11 enzimi eritrosit, bobrek karaciger ve
proksimal tubiillerde CO, degisiminde ¢ok onemli rollerde yer almaktadir. Karbonik
anhidraz Il eksikliginde ise osteopetrozis, renal tiibiiler asidoz ve serebral kalsifikasyon
gibi baslica hastaliklara yol acan hemen hemen hi¢ goriilmeyen otozomal g¢ekinik bir
hastalik oldugu 2008 yilinda Nampoothiri ve Anikster gibi bilim insanlar1 tarafindan
bildirilmistir. Memelilerin karbonik anhidraz 11 (CA 1) izoenziminin dokudaki dagilim
ve bu dokudaki islevi gosterilmistir(Epstein and Grant 1977, Pastarekova et al. 2004).

(Cizelge 1.1)

Cizelge 1.1 Memelilerde CA II enziminin doku dagilimi ve islevi (Parkkila et al. 2004)

Doku Dagihmi Islevsel Rolleri
Yemek borusu(6zafagus) ve | Midede yemek borusu ve daha yukari
larinks epiteli bolgelere mide iceriginin geri akimini engeller
Kemi osteoklast hiicreleri Kemik resorpsiyonu
Goz Akoz hiimoriin liretimi
Testis Sperm hareketliligi
Bobrek Idrar asidifikasyonu
Beyin BOS salgisi
Akciger Gaz degisimi
Eritrositler Gaz degisimi
Gastrointestinal epiteli H" salgis1, HCO3 salgisi




Glokom hastaligi g6z hastaliklarindan merkezi gérme siniriyle ilgili optik sinir adi
verilen bir gesit 6nemli bir géz hastaligidir. Optik sinirin gorevi ise retinanin i¢inden
gelmekte olan 15181 lireten sinir sinyallerini alir ve aldigi bu elektrik sinyallerini gérme
olarak algiladigimiz yere yani beyne iletir. Glokom hastaligi ilk baslangigta genellikle
hafif bir yan goriis kaybi ile baslayip daha sonra ise sinir hiicrelerine kadar ilerleyen ve
ilerledik¢e hasarin 6zel bir durumu tarafindan karakterize edilmektedir. Glokom
hastalig1 eger ki erken teshis ve tedavi erken edilmezse, merkezi gorme kaybi yasanir ve
daha sonraki ileriki agsamada korliige kadar yol alabilen tehlikeli bir hastaliktir. Glokom
hastalig: her zaman degil, fakat genellikle gz igindeki basingla ilgilidir. Ozellikle ana
merkezi sinir olan optik sinir (géz siniri) hasarina sebep olan yiiksek goz basinci
hastaligidir. Bazi durumlarda, glokom hastaligi anormal olmayan goézdeki basincin
olusunda da meydana gelebilir. Glokomun bu sekilde meydana gelmesine, goziin
sinirine dogru yetersiz ve diizenli bir sekilde kan akisinin sebep oldugu goézlenmistir.
Glokom gibi zararli bir hastaligin hicbir tedavisinin olmadigini anlamak ¢ok énemlidir.
Gozdeki sinir dokular1 61diigli ve gorme islevi kaybedildigi zaman yenilenemezler.
Tedavide ise sadece geriye kalan gorme duyusu korunmaya yardim edilebilir. Bu
sebepten dolayr hastaligi ilk asamada tespit etmek ¢ok onemlidir (Bhowmik et al.
2012).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Enzimler

Canlilardaki yasamsal reaksiyonlari meydana getiren ve herhangi bir yan {iriin
olugsmasimi engelleyen verimi %100 saglayan biyolojik katalizorlere verilen genel isme
enzim denir. Birkag¢ kiigliik enzim gurubu hari¢ biitiin enzimlerin yapisinda protein yer
alir. Glinlimiize kadar yaklagik olarak iki bine kadar enzim bulunmus olup bunlardan ise

hemen hemen 200’e yakin1 saflagtirilabilmistir (Keha and Kiifrevioglu 2005).

Enzimlerin aktif bolgesi subtratlar1 ve varsa kofaktorleri baglayan, bag yapiminda ve
baglarin yikilmasinda goérevli olan katalitik aminoasitleri kapsar. Her enzim gesidinin
kendine has yapi, spesifiklik ve kataliz 6zellikleri birbirinden farklidir. Aktif bolge ise
enzimin toplam hacmine oranla ¢ok kiigiik bir bolgeyi olusturur ve substratlar bu
bolgeye kovalent baglara nazaran zayif baglarla baglanmay: tercih eder. Fakat son
yillarda yapilan calismalar enzimlerin aktif bolgelerinin sert ve kati bir yapiya sahip
olmadigini, tam tersine esnek bir yapiya ve sahip oldugunu gostermistir. Sonug olarak
bu yapidaki enzimler substratla biraraya geldiklerinde aktif bolge substrata uyum
saglamakta ve etkilesme sonucu induced fit diye agiklanan bir baglanma modeli
olugsmaktadir (Keha and Kiifrevioglu 2005). Bu baglanma sekli Sekil 2.1°de belirtildigi
gibi anahtar kilit uyumuna benzemektedir.

(1) The substrate, sucrose, consists -

A ] , SUCIOSe, Consists s 6
, of glucose and fructose bonded = \ - Fucios >
r'\\/ togethar
\/i‘ \ A @ Thes c 8 binds 10 the enzyme.
forming a nzym subs l l
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= \ \ 7y fron
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Sekil 2.1 Anahtar kilit modeli (Fisher modeli)




Bazi1 enzimler kataliz reaksiyonlarinda katalizleme gorevlerini sadece protein yapilariyla
yerine getirirken, bir kisim enzimler ise kofaktor olarak tanimlanan ve protein disinda
baska gruplara da ihtiya¢ duyarlar. Bu kofaktorler bir metal iyonu olabilecegi gibi,
koenzim adiyla gosterilen karmasik organik yapida bir bilesik de olabilir. Bazi zamanlar
aktiflik icin icin her ikisine de ihtiya¢ duyulabilir. Katalitik olarak aktif olan kofaktor-
enzim kompleksi holoenzim olarak tanimlanir. Kofaktérséz proteine olmayan ise
apoenzim ismi verilir. Eger ki enzim Kofaktoriine kovalent olarak baglanmis olarak siki
bir sekilde bagli bulunmakta ve diyalizle ayristirilip uzaklastiritlamayacak kadar siki bir
sekilde baglanmig ise bu tiir kofaktorlere prostetik grup adi verilir. Enzimler
katalizledikleri reaksiyonlarin hizlarini, reaksiyona katilan bilesiklerin aktiflesme

enerjisini azaltarak artirirlar (Keha and Kiifrevioglu 2005).

Enzimler viicudumuzdaki tiim reaksiyonlarin ilerlemesini saglayan bilesiklerdir.
Bundan sebepten 6tiirti biitiin metabolik olaylarda bulunmasi gereken 6gelerin basinda

enzimler gelmektedir (Champe and Harvey 1997).

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar, katalizlenmeyen diger reaksiyonlara gore 1015 ile
1020 kat arasi daha hizli oldugu gozlenmistir. Yaklasik olarak, her enzim molekiili
saniyede 100 ile 1000 arasinda substrat molekiiliinii iiriine ¢evirme yetenegine sahiptir
(Champe and Harvey 1997).

Belli bir kesim enzimlerin substrat isminin son kismina ‘-az’ eki getirilerek adlandirilir
(6rnegin proteinaz) bazilarinda ise ilk bulucularin belirttigi isimleri ile taninirlar
(6rnegin tripsin). Lakin bu isimlerin bircogu bu katalitik giice sahip molekiillerin
caligmalart hakkinda bilgi eksikliginden Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB)
tarafindan sistematik bir siniflandirma yapilmistir ve kabul edilmistir. Ayrica her enzim
icin dort rakamli enzim kodlar1 uygun ongoriilmistir (Keha and Kiifrevioglu 2005,
Lehninger et al. 2005).

Enzimler katalizleme ve reaksiyonlarina ve mekanizma bigimlerine gore su sekilde

siniflandirilmastir;



1. Oksidorediiktazlar: 2 substrat arasinda redoks tepkimelerini katalizleyen enzim
¢esidine verilen genel isimdir.

2. Transferazlar: 2 substrat ortasinda hidrojen disindaki diger gruplarin transferlerini
katalizleyen enzim gesidine verilen genel isimdir.

3. Hidrolazlar: Esterler,eterler,peptidler, glikozid, anhidrid, C-halojeniir veya P-N
baglarina suyun katilmasi ile hidrolizini katalizleyen enzim g¢esidine verilen genel
isimdir.

4. Liyazlar: Hidrolizden ayri bir katalizleme mekanizmas: ile substratlardan gruplarin
uzaklastirilip ¢ift baglarin olusturuldugu biyoreaksiyonlari katalizleyen enzim ¢esidine
verilen genel isimdir.

5. izomerazlar: Optik, geometrik, veya yapisal izomerlerin birbirine déniistiiriilme
reaksiyonlarini katalizleyen enzim ¢esidine verilen genel isimdir.

6. Ligazlar: Yiiksek enerjili ATP ve GTP gibi fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmast sonucu agiga ¢ikan enerjiyi kullanarak iki molekiilin baglanmasi

reaksiyonlarini katalizleyen enzim ¢esidine verilen genel isimdir (Keha ve Kiifrevioglu

2009).

2.1.1 Karbonik anhidraz enzimi

Karbonik anhidraz ilk kesfedilen Zn*? iyonuna sahip bir metalo enzim ¢esididir. ilk defa
memeli hayvanlarin eritrositlerinden saflastirilarak elde edilen karbonik anhidraz enzimi
genellikle metabolik CO, transportunu saglamanin yaninda, en 6nemli iglevlerinden biri
bir ¢ok dokuda, H* ve HCOj3 -1n birikmesinde gorev alir. Bu dokulardan bazilar1 bobrek,
gastrit mukoza ve goz lensini gibi birgok dokuyu oOrnek olarak verebiliriz. Bunlarin
disinda baska histokimyasal metodlar ile, tiikriikk bezi, kas, sinir miyelin kilifi, pankreas,
prostat ve endometrium dokularda da karbonik anhidraza rastlanmis ve bunlardan
birkismi saflastirilip, biyokimyasal ozelliklerine bakilmistir. Karbonik anhidraz
enzimine baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi bobrek ve bakterilerde kabuklu
hayvanlarin kabuklarinin i¢inde, algler yesil bitkilerin foto sentetik hiicre kloroplastlar
bu enzimin farkli gérevleri de oldugu ispatlanmistir. Karbonik anhidraz enzimi bahsi

gecen canlilarin hiicrelerinde ¢ogu zaman stoplazmasinda ¢oziinmiis halde, bazende



hiicre membranina zayifca baglanmis bir sekilde yer almaktadir (Maren 1967, Pocker
and Ng 1974).

Eritrosit Karbonik anhidraz enziminin 6nemi yiiksek fonksiyonu ise, doku kilcal
damarlarin i¢inde, metabolizma iiriinii olan CO,’i H,CO3’e, akciger pulmoner kapilerde
ise H,CO3’i COy’e doniistiirme reaksiyonu katalizleyip, solunum olayinda yer
almaktadir. Katalizlenen reaksiyon; Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Damarlarda

H" + HCO,” — H,CO;

‘ Dokularda I
| H,0+CO,=

) Akcigerlerde

Sekil 2.2 CA'nin katalizleme reaksiyonu

Bébreklerin tiibullerindeyse, aym reaksiyonlar ile, Na* ve H,O geri emilimesi gibi
onemli bir emilim olaymi gerceklestirmektedir. Diger dokularda yine yukaridaki
reaksiyon ile ya CO, transferini, yada H" iyonu birikimini temin ederek, hiicre igin
gerekli ortami meydana getirir. Boylelikle omurgalilarin kan ve hiicrelerarasi sivisindaki
en onemli tampon sistemidir (Carter et al. 1982, Dodgson et al. 1983, Keha and
Kiifrevioglu 2004) .

Genel olarak insandaki Karbonik anhidraz izoenzimlerinin incelenmesi sonucunda
ortaya cikarilmistir. HCA-I ve HCA-II izoenzimleri ise insan eritrosit hiicrelerinde
bulunmustir. Bu izoenzimlerin en 6nemli 6zelligi; doku kilcal damarlarindaki olusan ve
metabolik bir iiriin olan CO,’i H,CO3’e, akciger pulmoner kapilerde ise H,CO3’i CO;’e

dontisimiinii katalizleyerek solunum olayinda dogrudan ¢ok Onemli bir olayda yer



almasidir. HCA-I eksikligi sendromu belirlenmis olmasina ragmen herhangi bir klinik

semptomla iliskisi gozlenmemistir (Sly and Hu 1995, Supuran et al. 2003) .

Karbonik anhidrazin iizerinde en c¢ok ¢alisilan kisim ise karbonik anhidraz II kismidir.
Bu izoenzimin turnover sayisi 25 °C’de 106 s olarak bulunmustur. karbonik anhidraz
II’'nin doku dagilimi ¢ok genistir ve bircok farkli organ ve hiicre g¢esidinde bulunur.
Osteoporoz, renal tiibiiler,asidoz ve serebral kalsifikasyonla iligkili olmasi bu

izoenzimin kemikte, bobrekte ve beyindeki 6nemini gosterir (Lindskog 1997).

Karbonik anhidraz Il enzimi, eritrositlerde, trombositlerde, endotel hiicrelerinde,
beyinde, bobrek tubulus hiicrelerinde, gézde processus siliariste, mide mukozasinda,
karacigerde, pankreatik kanalda ve spermatozoada gibi bir¢ok yerde bulunur. Safra
kesesinin epitelyum hiicrelerinde eksprese edilen Karbonik anhidraz Il enzimi, bazi
hiicrelerde asit-baz dengesini ayarlamak igin gorev alir. Uriner asidifikasyon igin H”
salgilayan renal tubuler ve H" salgilayan gastrik parietal hiicrelerinde de etkinligi vardir.
Karbonik anhidraz 1l enzimi, pankreas sivisi i¢in pankreatik kanal hiicrelerine HCO3-
saglar. Anormal derecede yiiksek gbz i¢i basinciyla ortaya ¢ikan ve doniisiimsiiz
korliige sebep olan glokomda Karbonik anhidraz Il enziminin énemli rolii vardir. Ote
yandan Karbonik anhidraz Il enzimi, eritrositlerde, bobrekte, karacigerde ve proksimal
tubiillerde CO, degisimine katki saglar (Epstein and Grant 1977). CA-Il enziminin 3
boyutlu yapis1 Sekil 2.3’°te gosterilmistir.

Sekil 2.3 CA-II enziminin 3 boyutlu yapisi



HCA-Il ve HCA-IV izo enzimleri, géz lensi, kornea ve silyer epitelyumda gibi
kisimlarda bulunur. Glokom hastaliginin tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucunda
gozdeki HCA-II izoenziminin ne denli 6nemli oldugu ortaya c¢ikmistir. Glokom
hastalig1 sonucunda, yliksek goz i¢i basinct goriilmekte (intraocular pressure, IOP) ve
hastalik en sonunda geri doniilemeyen korliige sebep olmaktadir. IOP’nin tek kontrol
noktast goz i¢i sivisidir (humor akodz). Karbonik anhidraz enziminin humor akdéziin
salgilanmasii saglayan uyarici bir etkiye sahiptir. Bu enzimin inhibisyonuyla silyer

epitelinin salg1 aktivitesi %25-30 oranda azalir (Supuran and Scozzafava 2000).

2.2 Digitalis Lamarckii

Digitalis, Scrophulariaceac smifina ait bir otsu bitki taksonumunda olup bu grupta
yaklagik olarak 402’a yakin tiir bulunmaktadir. Digitalis digitabulum (yiiksiik)
kelimesinden tiiretilmig, purpurea kan kirmizisi, lanata yiinli anlamima gelir ve
ingilizcede isim olarak foxglo ve kullanilmaktadir. Digitalis’in tiirlerinin iginde en
onemli olanlar; Kirmizimsi yiiksiik otu; Digitalis purpurea ve Yiinli yiiksik otu;
Digitalis lanata’dir. Her ikisinden de elde edilen kardenolit (kalbe etkili) glikozitleri
ilaglarm yapimlarda kullanilmaktadir. Daha 6nce ilk kez M.S 5.yy ’da Irlandalilar
tarafindan kullanilmig ve William Withering adli bilim adam1 1785°de digitalis bitkisini
once viicut 6deminde sonrada kalp rahatsizliklarinda uygulamis ve diger arastirmalarda

bu ¢aligsmayi takip etmistir (Wu et al. 2012).

Digitalis purpurea nm (Sekil 2.4) asil vatani; Bati Avrupa iilkeleri, Ingiltere, Fransa,
Hollanda, Almanya, Belcika, Giiney Isvec, Giiney Norveg, Kuzey Ispanya, Kuzey
Portekiz ve Danimarka gibi iilkelerdir ve bir¢ok iilkede de kiiltlir bitkisi olarak
yetistirilmektedir. Her ikisinden de elde edilen kardenolit (kalbe etkili) glikozitleri ilag
yapiminda kullanilmaktadir (Wu et al. 2012).



Sekil 2.4 Digitalis purpurea

D.lanata nin ise iilkemizde bati Trakya’dan baslayip Bulgaristan, Bosna, Arnavutluk,
Romanya Giineydogu Avrupa iilkeleri gibi bir¢ok iilkede de kiiltiir bitkisi olarak elde
edilmektedir. Bunlardan iretilen kardenolit (kalbe etkili) glikozitleri ilaglarin
yapilmasinda kullanilmaktadir. Gegmiste ise ilk defa M.S 5.yy ’da Irlandalilar
tarafindan kullanildigi ve William Withering 1785’de digitalis bitkisini 6nce viicut
O0demine sonrada kalp rahatsizliklarina karsi uygulamis ve bir¢ok arastirmalarda

kullanmistir (Wu et al. 2012).

Digitalis tiirleri genellikle deniz seviyesinden 1190 m - 1500 m kadar yiiksekliklere
yasayabilmektedir. Ulkemizde Digitalis cinsine bagh 8 tiir yayilis gdstermektedir. Bu
tiirler;

1. Digitalis cariensis (Ishalotu); Giiney-Bati Anadolu bdlgesi (Mugla Milas, Konya
civarlari)

2. Digitalis davisiana (Has yiiksiik otu); Giiney Anadolu bolgesi

3. Digitalis ferruginea (Arikovan); Trakya, Kuzey Anadolu bolgesi

4. Digitalis grandiflora (Koca yiiksiik otu); Trakya bolgesi

5. Digitalis lamarckii (Yiiksiik otu); Orta Anadolu bolgesi

6. Digitalis lanata (Yiinli yiiksiik otu); Trakya bolgesi

7. Digitalis trojana (Kapidag: yiiksiik otu); Kazdag: bolgesi (Balikesir, Truva bolgesi)
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8. Digitalis viridiflora (Yesil yiiksiik otu); Trakya bolgesi

Bu tiirler iginde tlilkemizde endemik olan dort cesit vardir endemiklik orani % 45°¢
yakindir. bunlar; Digitalis trojana, Digitalis davisiana, Digitalis cariensis ve Digitalis

lamarckii “dir (Davis 1982). Sekil 2.5 Farkl digitalis tiirleri gosterilmistir.

Sekil 2.6 Farkl digitalis tiirleri

Digitalis #irleri iki yada gok yillik otsu bitkiler olup pembe, mor, kirmizi, sar1 veya
beyaz renklerde can seklindeki ¢icekleri, bugiine kadar en yaygin ziyaretgileri olan
bombus arilar1 tarafindan tozlasir. Tohumu ekildiginde ise ilk sene kalin, rozet, oval
sekilde biiyliyen yapraklar ¢ikarir. Yapraklarin bazal rozetleri, haziran aymin ortasindan
temmuz aymnin ortasina kadar yaklasik bir ay boyunca ¢icek acan, bir metre

yiiksekliginde dikey bir ¢ciceklenme meydana getirir.

Murashige ve Skoog (MS) (Ekim et al. 2000, Murashige T and Skoog F 1962)
ortamimin farkli giiclerinin Digitalis lamarckii lvan'daki kardiyotonik glikozit birikimi
iizerindeki etkileri arastirildi. D. lamarckii ,yaygin olarak ciice yiiksiikotu olarak bilinir,
Tirkiye'ye endemik bir tibbi bitkidir ve Plantaginaceae familyasina aittir. Dijitalis
tiriiniin tedavi kalp sorunlari i¢in kullanilan 6nemli bir kalbe etkili bilesikler
(glikozitler) ihtiva eden iki yilda bir veya ¢ok yillik otlardir. D.Lamarckii Tirkiye
Bitkileri Kirmiz1 Veri Kitabinda (2) hassas (VU) olarak isaretlenmistir. %3 sakaroz, 0.5
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ppm TDZ ve 0.25 katkilt MS besiyerlerinin farkli kuvvetlerinde 10 giin siireyle kiiltiire
edilen hipokotil eksplantlarindan gelistirilen kallustaki bes farkli kardenolidin
(digoksigenin, gitoksigenin, lanatosid C, digoksin ve digitoksin) igerikleri. ppm IAA,
HPLC ile belirlendi. MS ortaminin ti¢ farkli giicii test edildi; ¢eyrek, yarim ve tam giig.
Bes kardenolidden, tiim orta kuvvetlerde kiiltiirlenen kallusta yalnizca lanatosid C
saptanabildi. En yiiksek lanatosid C konsantrasyonu, yari-kuvvetli MS ortaminda (690
ug/g kuru agirlik, dw) gozlenirken, kallus, sirasiyla 231 ve 332 ug/g dw lanatoside C

ireterek tam ve ¢eyrek giiglii ortamlarda kiiltiirlendi. Sonug olarak,Digitalis tiirleri.

Tirkiye Florasinda Digitalis cinsi 9 tir ((Lamond 1978) ile temsil edilmektedir.
Arastirmalarin ¢ogu kardenolidlere odaklandigindan, fenolikler gibi diger aktif
bilesikler, Digitalis ekstraktlarmmin biyolojik aktivitesindeki rolleri agisindan
arastirtlmamustir (Calis 1 1999). Bu c¢alismada, D. Ferruginea L. subsp.'nin sulu
ekstraktlart iizerinde elde edilen  karsilastirmali biyolojik genel arastirmalar
yapilmugtir.Schischkinii (Ivan) Werner ve D. Lamarckii lvan, sitotoksik aktiviteleri
temelinde. Sitotoksik aktivite Hep-2 kanser hiicre hatti tizerinden MTT yontemi ile
belirlendi (Saracoglu et al. 1995). Her iki ekstrenin de konsantrasyona bagli sitotoksisite
gosterdigi  bulundu. Ekstresi D  ferruginea  subsp.schischkinii,200 pg/mL
konsantrasyonda %60,09 yiizdelikle elde edilen ger¢cek veri olan inhibisyon
degeri,D.lamarckii'nin  inhibisyonu %35,13'tiir. Elde edilen ekstresi bir yana
D.Ferruginea subsp.schischkinii daha aktif oldugu tespit edilmistir,bu biyo-giidimlii
paya ayirma i¢in poliamid kolon kromatografisi uygulanmistir. Poliamid kolonunun ana
fraksiyonlari, Hep-2 hiicre hattina kars1 sitotoksik aktiviteleri i¢in de arastirildi.
Feniletanoid glikozitler agisindan zengin fraksiyon,200 pg/mL'de %52 inhibisyon
gosteren en aktif olarak bulundu. Aktif fraksiyon iizerindeki fitokimyasal ¢alismalar,
yedi bilesigin izolasyonu ile sonu¢lanmustir. izole edilmis bilesikler ayrica IC arasinda
Hep-2 hiicre hattia kars1 sitotoksik aktiviteler gdstermistir.sp :100 — 150 mg/ml. Izole
edilen ti¢ bilesigin yapilari, kapsamli NMR teknikleri ile forsythiaside, calceorioside A
ve metil caffeoate olarak belirlendi. Diger biyoaktif bilesikler lizerinde yap1 belirleme

caligmalar1 devam etmektedir.
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Digitalis lamarckii (Plantaginaceae), Tirkiye florasinin endemik bir tiiridiir.
D.lamarckii, kardiyak difiizyonu gii¢lendiren ve kalp ritmini diizenleyen kardiyak
glikozitler igerdiginden tibbi agidan Onemli bitkilerdir. D.lamarckii'nin 21 giinlikk
fidelerinden alinan hipokotil kesitleriindol-3-asetik asidin (IAA) dogrudan somatik
embriyogenez lizerindeki etkisini test etmek i¢in kullanildi. Hipokotil eksplantlarinin
iist kismindan tiim IAA konsantrasyonlart (0.1, 0.5 ve Img/l) ile dogrudan somatik
embriyogenez elde edilmesine ragmen, 1mg/l IAA ile optimum sonuglar elde edilmistir.
Cesitli caligmalar, oksinin uygun polar tasinmasinin, kiiresel asamanin dtesinde normal
embriyogenez i¢in bir 6n kosul oldugunu gostermistir. Oksin tagima inhibitorii 2,3,5-
trityodobenzoik asit (TIBA), sonraki agamalara morfolojik gegisleri bloke eder 6rnegi
biiylimiis kiiresel ve dikdortgen embriyolarin olusumuna neden olurlar. Oksin polar
transport inhibitorleri (1-5mg/l TIBA ile 0.1-2mg/l 1AA) ile desteklenmis ortamda
gelisen morfolojik olarak anormal embriyolar goézlemledik D. Lamarckii mevcut
arastirmada, dogrudan somatik embriyolarin (Sekil 2.7) toplam kardenolid igeriginin
yant sira bes kardenolidin igerigi belirlendi, toplam kardenolit miktar: 380 mg/kg oldu.
Kiiresel evredeki somatik embriyolarin yesile dondiigii ve es zamanlh olarak Digiltalis

lanata'da kardiyak glikozitler iiretmeye basladigi bildirilmistir

Sekil 2.8 D.Lamarckii Ivan'in hipokotil eksplantlarindan dogrudan somatik embriyolar

Daha onceki calismalarda Satureja cuneifolia'nin 6zleri hakkinda cesitli biyoaktivite
calismalar1 arastirilmistir. Bildigimiz kadartyla, Satureja cuneifolia ekstraktlarinin hCA
I ve hCA I tizerindeki engelleyici 6zellikleri ilk kez incelenmistir. (Oke et al. 2009,
Taslimi et al. 2020)
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Cassia absus L. tohum ekstraktlarinin karbonik anhidraz enzimi lizerindeki in vitro

aktivitesi (Ahmad et al. 2019).

Bu calismada, ham etanol 6ziitii ve etanol 6ziinden elde edilen n-biitanol, kloroform, n-
heksan ve su fraksiyonlar1 in vitro karbonik anhidraz biyoaktivitesi olarak incelenmistir.
Bu ¢alismada, Cassia absus L.'nin etanol 6ziitii, karbonik anhidraz enzimi tlizerinde en
giiclii inhibitor aktiviteyi (inhibisyon (%): 54,1+0,06; IC50: 1,875 + 0,0009 mg/mL)

gostermistir.

Bagka bir calisma, bes farkli bitkinin (Alcea rosea, Foeniculum vulgare, Elettaria
kakule, Laurus azorica ve Lavandula stoechas) ekstraktlarinin hCA 1 ve II {izerindeki
etkilerine odaklanmistir. Sonuglara gore, Elettaria cardamomum'un metanol 6ziitii hCA
I tizerinde en yiiksek inhibitdr potansiyeli (0.032 mg/mL) gostermis ve hCA 1I i¢in en
yiiksek inhibisyon (0.067 mg/mL) Lavandula stoechas''n metanol o6ziinden elde

edilmistir(Kaya et al. 2019).

(Akkemik et al. 2019), Cucumis melo L. tohum ekstraktlarinin hCA I ve II iizerindeki
inhibisyon ozelliklerini arastirmistir. Tohumlarin yag ve metanol ekstraktlart hCA |
izoenzim aktivitesini aktive ederken, bu ekstraktlar hCA Il izoenzimini de inhibe
etmistir. hCA II lizerindeki yag ekstraktinin IC50 ve Ki degerleri sirasiyla 0,497 ng/mL
ve 0,369+0,166 ng/mL olup, metanol ekstraktlarindan hCA 1I i¢in 10,98 pg/mL ve
7,25~0,400 pg/mL elde edilmistir. .
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Yararlanilan alet ve cihazlar

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda asagida belirtilen alet ve cihazlardan

yararlanilmstir.

UV/Vis spectrophotometer Beckman Coulter's DU700 series
Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

Derin dondurucu : Sanyo, Japan

pH-metre : Schott pH-Meter CG840

Hassas terazi ; Gecavery (UK)

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Otomatik pipetler : Eppendorf

Calkalayici : Niive SL 350

Vorteks : Fisons whirli-mixer

Saf su cihazi : Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Magnetik karistirict : Stuart Scientific
UV-Spektrofotometre kiiveti : 1 em®liik Kuartz Kiivet

Peristaltik pompa : ismatec

Elektroforez tanki : Bio Rad (dikey)

Gii¢ kaynagi ; Bio Rad Power Pac 3000

3.1.2 Kullanmilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Enzimin esteraz aktivitesinin ol¢iilmesinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 0,0500 M Tris-SO4 p:7,40 (Esteraz aktivite dl¢timiiyle ve diyalizde kullanilmakta
olan tampon ¢ozeltisi) : 6,05500 g Tris 950 ml saf su igerisinde ¢oziilerek, 0,1 N H,SO4
ile pH’1 7,4’e kadar titrasyona maruz kaldiktan sonra toplam hacminde destile su ile 1

litreye kadar tamamlanmasi ile hazirlandi.
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2. p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi: 27,20 mg p-nitrofenilasetat alinip 1 mL asetonun iginde

¢oziip sonra 49 mL saf suya az az eklenip hazir hale getirildi.

Afinite jelinin hazirlanmasina kullanilan ¢6zeltiler:

1. Tk énce 0,2 M NaHCOs ¢ozeltisi pH:8,8 (Sepharose-4B matriksi iistiine afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon ¢o6zelti): 16,80 g NaHCOs, 950 mL destile suda
¢oziilerek, 0,1 N NaOH ile pH:8,8’¢ kadar titrasyon edildikten sonra, toplam hacmi

destile su ile 1 litreye kadar tamamlandi.

2. Daha sonra 0,20 M NaHCOs ¢ozeltisiyle pH:10 (Sepharose-4B matriksi iistiinde
afinite jeli hazirlanirken kullanilan tampon ¢ozelti): 16,80 g NaHCO3, 950 mL destile
suda ¢oziildiikten sonra, 0,IN NaOH ile pH: 10’a titrasyon edildikten sonra, toplam

hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

3. Siilfanilamid ¢ozeltisi (afinite jeli hazirlandiginda kullanilan ¢ozelti): 25 mg

stilfanilamid 0°C civarinda 10 mL 1M HCI i¢inde ¢oziildiikten sonra 75 mg NaNO2
ihtiva eden 0 °C’daki 5 mL c¢ozelti, siilfanilamid ¢ozeltisine damla damla eklenerek

hazir hale getirildi.

Enzimin saflastirilma asamasinda kullanilan ¢o6zeltiler:

1. 25 mM Tris-HCI/0,10 M Naz2SO0a4 ¢ozeltisi pH:8,7 (Afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon ¢ozelti): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na2SO0s, 950 mL destile suda
coziilerek 0,1 N HCl ile pH 8,7’ye titre edildi. Daha sonra destile su ile hacim 1 litreye

tamamlandi.

2. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na2SO0s4 ¢ozeltisi pH:8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra
afinite jelinin yikanmasi ic¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 3,0275 g Tris ve 3,124 g
Na2S0s4, 950 mL destile suda ¢oziildi. 0,1 N HCI ile pH:8,7’ye getirildikten sonra

hacmi 1 litreye tamamlandi.
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3. 25 mM NaHPOs /1 M NaCl ¢ozeltisi pH:6,3 (kolona tutunmus HCA-I
izoenziminineliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢6zelti): 2,2 g Na2HPO4 ve 14,625 g NaCl

alinip, pH 6,3’e ayarlandiktan sonra hacim 250 mL’ye saf su ile tamamlandi.

4. 0,10 M CHsCOONa/0,50 M NaClOas ¢ozeltisi pH:5,6 (kolona tutunmus HCA-II
izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon c¢ozelti): 9,187 g NaClO4 ve 2,040 g
CH3COONa.3H20, 120 mL destile su igerisinde ¢oziildi. 0,1 N HCI ile pH’s1 5,60

ayarlandiktan sonra hacim destile su kullanilarak 0,150 L’ye tamamlandi.

3.2 Yontemler

3.2.1 Docking ¢alismalar:

flk 6nce molekiillerin 3 boyutlu yapilarii PubChemden indirdik.Daha sonra 3HS4
kodlu kristal yapiy1 PDB den indirdik ve Molegro Virtual Docker programina ekledik.
Daha sonra 3 boyutlu 20 ligant: Molegro Virtual Docker programinda doking bolgesine
ekledik. Doking bdlgeyi ayarladiktan sonra herbirine 10 tekrarli doking yaptik. Doking

etkilesim sonucunu Discovery Stiidio 2021 Client programinda inceledik.

3.2.2 Ekstraksiyon

Tezimde kullanilan olan bitkimiz (Digitalis lamarckii Ivan.) ist.1, Kizilcahamam-
Gerede yolu 28. km Sahinler goleti yakininda yolun saginda, 1470m dogal yasam
ortamindan (Sekil 3.1) yeni birgok farkli agilardan goriintiilenmekte olan farkli resimler
Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5 teki gibi yerlerde toplanip bir¢ok agidan
goriintiilenmekte olan farkli &rnekleri Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Béliimiinde Arastirma gorevlisi olan Dr. Mesrur Umid BINGOL tarafindan teshisi
yapilmis ve. teshis calismasinda basta “Flora of Turkey” adl1 11 ciltlik eser olmak {izere

ilgili bir¢ok literatiir ¢alismalarindan faydalanilmistir.
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Sekil 3.3 Yiiksiik otunun farkli agidan goriiniisii

18



Sekil 3.4 Yiiksiik otunun farkli agidan goriintisii

Sekil 3.5 Yiiksiik otunun farkli agidan goriintisti
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Sekil 3.6 Digitalis lamackii Ivan bitkisinin toplanma bolgesinde ¢ekilmis fotograflar

Toplanilan laboratuvara getirilen bitkiler kok, yaprak, cicek ve govdesi giizelce
biribirinden iyice ayiklanip daha sonra ayiklanma islemi tamamlandiktan sonra uygun

sartlarda Sekil 3.7 goriildiigl sekilde kurutulmus ve calismaya hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.8 Digitalis Lamarckii Ivan bitkisinin kurutulmus ve boliimlerine ayrilmis halleri

Kuruttugumuz boliimleri sivi azotla ayristirdik ve sirasi ile hekzan, aseton, metanol,
kloroform ve kaynatma ekstreler sira ile hazirlandi. Oncelikli olarak, érnekler 1250 ml
hekzan ile 2 giin islem gortldi. Sekil 3.7 deki gibi hekzan alinip evoparator yardimi ile
uzaklastirildi ve ekstreler alindi. Bu iglem 3 kez tekrarladik. Bu islemin aynisini islem
diger ¢oziiciiler ile tekrarladik. Su ile kaynatmadan sonra sulu fazdaki aktif maddelerin

etil asetata gegmesi i¢in ayirma iglemi yapildi.

Sekil 3.9 Ekstraksiyon sonrasi ¢ozeltiler
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Afinite jelinin hazirlanmasi

Yaptigimiz deney i¢in kullanacagimiz bu jel, CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B
matriksine tutturularak hazirlanmaya baslandi. Daha sonra bu kolonun materyaline L-
tirozin kovalent olarak takilmaya baslandi. Daha sonra ise siilfanilamid ise
diazollanacak sekilde irozine kenetlendi. Burada yapilan ¢alisma tirozin afinite jelinin
uzanti kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir.
Siilfanilamid, ise karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitérii olup, afinite jelinin
yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek bir oranda saflastirllmak amaci ile

kullanildi. Afinite jeli Sekil 3.8 reaksiyonuna gore hazirlandi.

T Neo—c= o ]
V4 —0—C=N .-/ \TO\ B L-Tirozsn e \.
\ ) T\ ] ST | )
\_5__ A on NSO H:N_('F_,':'_OH \\7_ ’K
Sivanat ara Grani imidokarbonat CHy OH ©
5 t=o 9
< HN-—CH-C-OH
CH,
OH )
|
—_ N=N-C1 -
PH ,N:N—Usoam Jﬁb ﬁ/H
0=¢ ,=\_ v o | Sepharose-4B
— HC—CH~{ ,—OH ° firozm
/ Y O THNH SO.NH,
{ /] © Diazolanmis stlf anilamid
N___AoH

Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite jeli

Sekil 3.10 Afinite jeli hazirlanirken olusan reaksiyonlar

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B, 320 mL soguk 0,1 M NaHCO3 tamponu
(pH:10) ile giizelce yikanip beher glasa transfer edildi. Ayni tampondan 20 mL alinarak
80 mg tirozinin ¢6ziindiigii soguk ¢ozelti beher glasa ilave edilip karigtirilmaya bagladi.
Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90 sn den az bir siirede
tamamlandig1 gozlendi ve sonraki siirecde siispansiyon, 4 °C’de ve 2 saat siire ile
manyetik bir kanistiricida karistinildi. Daha sonra 16 saat boyunca 4 °C’de bekletildi.
Daha sonra yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar saf su ile iyice

yikandi. Boylece jele tutunmayan tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama, 0,100
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L, 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH:8,8) tekrar yapilarak tirozin takili jel, 40 mL’lik

tampona aktarildi.

Sulfanilamid kenetlendirilmesi

25 mg siilfanilamid, 0 °C civari bir ortamda 10 mL 1M HCl i¢inde ¢oziildii ve igerisinde
75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, siilfanilamid ¢ozeltisine damla damla
eklenmeye baslandi. 10 dakika reaksiyon tepkimelerinden sonra diazolanmis bir sekilde
bulunan siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna eklendi. 1M
NaOH ile pH 9,5’a ¢ikarilip sabit tutularak 180 dakika siireyle normal oda sicakliginda
yavas¢a karigtirtldi. Devaminda 1L saf su ve 200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH:7,4)
tamponu kullanilarak iyice yikandi. Daha sonra lizerine 100 mL ayni tampondan

eklenerek saklandi.

Kolonunun hazirlanmasi

Hazirlanmis olan jel dengeleme tamponuna (Tris-HCI, pH:7,8) eklenerek jel siispanse
edilip ve su trompu kullanilip vakum ile siispansiyon igindeki hava kabaraciklar1 alindi.
Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona la kapatilip
paket haline getirildi. Jel ¢okmesini takiben bir peristaltik bir pompa yardimiyla
dengeleme ve yikama tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmesi eliiat ile tamponun

280 nm’de absorbanslarinin ve pH’lariin esitlenmesi ile test takip edildi.

Enzim saflastirma c¢alismalar1

Hemolizatin hazirlanmasi: Alinmis olan taze kan santrifiij tiiplerinin i¢ine doldurularak
15 dakika boyunca +4°C’de 2500xg’de santrifiij islemine muamele edildi. Santrifiijden
¢ikmig tiiplerin istinde kalan plazma ve 16kosit tabakasi damlalikla dikkatlice
alindiktan sonra tliplerin alt kisminda kalan eritrosit peletide 0,1540 M NaCl
cozeltisiyle (izotonik) ti¢ kez yikandi. Her defasinda +4°C’de 2500xg’de 13-16 dakika

arast santrifiij edildikten sonra iist bolimde kalan kisim damlalik ile uzaklastirildi.
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Elimizde kalan eritrositler hacimlerinin yaklasik olarak 4-5 kati kadar buzlu destile
suyla karistirtlip hemoliz yapildi. Hemolizatin igerisinde bulunan eritrosit hiicre
zarlarim uzaklastirmak igin +4°C’de 20.000xg’de yaklasik olarak 30 dakika santrifiij
edildi. Ustte kalan boliimdeki hemolizat damlalik ile yavasca ve dikkat edilerek alindi,

sonraki calismalarda kullanmak i¢in +4°C’de muhafaza edildi.

Afinitenin kolonuna 6rnegin tatbiki ve eliisyonu: Kat1 Tris ile pH’1 8,70’ ye ayarli olan
hemolizat kolona uygulandi ve kolon 400 mL 25 mM Tris-HCI/22 mM Na2SO4
(pH:8,7) ¢ozeltisiyle giizelce yikandi. Boylelikle Karbonik anhidraz enzimimiz kolona
tutunmus bir sekilde ve diger safsizliklar ise ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra 1 M
NaCl/25 mM Na,HPO, (pH:6,3) tamponu kullanilarak hCA-I enzimi daha sonra 0,1 M
NaCH3COO0/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi kullanilarak hCA-11 enzimiyle eliie edildi.
Eliatlar 1,5’er mL olacak sekilde tiiplere konuldu ve 280 nm’deki absorbanslarina
bakildi. Bu asamalar sirasinda peristaltik pompa yardimiyla kolonun akis hizi 20

mL/saat’e ayarlandi.

3.3 Enzim Aktivitesi Tayini

Esteraz aktivitesi: Bu yontemle, karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitisine sahip
olmasi tsiiliine dayanir. Bu metodun prensibi kisaca soyledir; karbonik anhidraz enzimi
substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol
veya p-nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.9 de verildigi

gibidir.

=\ Q cA =\
ON—\ ) ~O-C-CH;+H,0 _"“OQN—(U;?—OH + CH,;COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.11 p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayni absorbansi gostermektedir. Bu

yiizden fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi dlgiimii etkilememektedir
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(Armstrong et al. 1966; Verpoorte et al. 1967). Bu dalga boyunda p-nitrofenilasetatin
cok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir. 96’lik plateler ile dlgiilen
aktivite tayini islemleri igin reaksiyon karisimini olusturan maddeler ortama katilim

sirasina gore ise Cizelge 3.1°deki prosediir uygulandi.

Cizelge 3.1 Maddelerin ortalama katilim miktarlari

Kullanilan Maddeler Kullanilan hacim (uL)
Tris-SO,4 (0,05M, Ph:7.4) | 100

p-Nitrofenol asetat 100

Saf su 90

Enzim ¢ozeltisi 10

Toplam hacim 300

Kullanilan maddeler ve miktarlari: Tablodaki maddeler ile karisim hazirlandiktan sonra
her 15 saniyede bir absorbans miktar1 okunmaya basland1 ve 3 dakika sonundaki 25 °C
de 348 nm’de absorbansi okunarak absorbans farki oOlciildii. Aktivite Olglimleri

esnasinda enzim diginda tiim reaktanatlarin katildig1 kuyucuklar blank olarak kullanildi.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, her giin taze olarak
hazirlandi; 27,2 mg substrat, ImL aseton iginde ¢oziilerek hizlica karigtirilan 49 mL
destile suya yavas bir sekilde ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisik
¢ozeltiyt hazirlamak, p-Nitrofenilasetatin smirli ¢oziiniirliigii dolayisiyla miimkiin
degildir. Aseton, diger organik ¢oziiciilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe

eden ¢oziicti oldugu igin secildi (Verpoorte et al. 1967).
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3.4 HCA-1l izoenzimlerinin Aktiviteleri Uzerine Baz1 Yiiksiik Otu Ekstrelerinin

Etkilerinin Belirlenmesi

Yapilan bu ¢alismamizda yiiksiik otunun kok, govde, yaprak ve ¢igeklerinden elde
edilen farkli ektrelerin, insan kanindan saflastirilan Karbonik anhidraz izoenzimleri
lizerine olan etkisi in vitro olarak arastirildi. Olgiimlerde esteraz aktivitelerinin ikisi
kullanilarak yapildi. Enzimler {izerine inhibisyon etkisi gosteren ekstereler icin 1Csq Ve
ayr1 ayr1 hesaplandi. Bu amag ile dncelikle en az 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda
hem hidrataz hem de esteraz aktivite 6l¢iim yontemleriyle enzim aktivitesine bakildi.
Daha sonra elde edilen veriler kullanilarak %Aktivite-[Inhibitor] grafikleri cizilerek bu
grafiklerden inhibisyon goOsteren eksreler igin aktiviteyi yariya diisiiren inhibitor

konsantrasyonlar1 (ICsp) degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1 Enzim Cahsmalar

Yapilan ¢alismada Digitalis Lamarckii Ivanina (yiiksiik otu) bitkisinin kok, govde, yaprak
ve ¢icek kisimlarinin sulu ekstreleri hazirlandi. Bu ekstrelerin Karbonik anhidraz enzimi

tizerinde aktivitesine bakildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1’ de verildi.

Cizelge 4.1 Bitkinin sulu ekstrelerinin karbonik anhidraz enzimi iizerindeki etkileri

No Bitkinin kism1 ve ektstre ICs0 degeri
(ng/mL)

1. D.lamarckii Kok Aseton 866
2. D.lamarckii Gévde Aseton 138
3. D.lamarckii Yaprak Aseton 693
4. D.lamarckii Cigek Aseton 693
5. D.lamarckii Kok Metanol 990
6. D.lamarckii Gévde Metanol 231
7. D.lamarckii Yaprak Metanol 1732
8. D.lamarckii Ci¢cek Metanol -
9. D.lamarckii Kok CHCl3 693
10. D.lamarckii Gévde CHCl3 577
11. D.lamarckii Yaprak CHCI3 787
12. D.lamarckii Cigek CHCl3 -
13. D.lamarckii Kok Hekzan 99
14, D.lamarckii Govde Hekzan 192
15. D.lamarckii Yaprak Hekzan -
16. D.lamarckii Cigek Hekzan 231
17. D.lamarckii Kok Kaynatma 231
18. D.lamarckii Govde Kaynatma 203
19. D.lamarckii Yaprak Kaynatma 188
20. D.lamarckii Cigcek Kaynatma 203

Ekstrelerin hepsi enzim iizerinde inhibisyon etkisi gdstermistir. Inhibisyon etkisi
Aktivite %-[Ekstrelerin ug/mL] grafiklerinden elde edilen egim degerlerinden
hesaplanmistir. Aseton (Sekil 4.1-4.4) , metanol (Sekil 4.5-4.8) , kloroform (sekil 4.9-
4.12) , hekzan (Sekil 4.13-4.16) ve kaynatma (Sekil 4.17-4.20) ekstrelerinin inhibisyon

grafikleri sunulmustur.Biitiin ekstraktlar enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi
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gosterdigi tespit edilmis olup en diisik ICso degeri yaprak ve kok  metanol
ekstratlarinda gozlenmistir. En iyi inhibisyon kok hekzan ve govde aseton ektrelerinde

gozlenmis olup ICsq degerleri sirasiyla 99 ve 138 pg/mL olarak tesbit edilmistir.
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Sekil 4.1 D.lamarckii kok aseton ekstresinin karbonik anhidraz 1l enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4.2 D.lamarckii gévde aseton ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi tizerindeki
etkisi
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[Yaprak Aseton] pg/mi

Sekil 4.3 D.lamarckii yaprak aseton ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi iizerindeki
etkisi
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Sekil 4.4 D.lamarckii cicek aseton ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi tizerindeki
etkisi

29



120 y = 100,0000e0.0007x

100
80

60

% Aktivite

40 -

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

[K6k Metanol ] uM

Sekil 4.5 D.lamarckii kok metanol ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi tizerindeki

etkisi
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Sekil 4.6 D.lamarckii gévde metanol ekstresinin karbonik anhidraz 11 enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4.7 D.lamarckii yaprak metanol ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.8 D.lamarckii ¢icek metanol ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi tizerindeki
etkisi

31



120

100
y = 100e-0,001X

30 R2=0,9723

60

% Aktivite

40

20

0 500 1000 1500
[Kok CHCL,] pg/ml

Sekil 4.9 D.lamarckii kok CHCI3 ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi tizerindeki
etkisi

120

100
y = 100,0000g-0.0012x

80

60

% Aktivite

40

20

0 200 400 600 800 1000 1200
[Govde CHCI;] pg/ml

Sekil 4.10 D.lamarckii govde CHCI3 ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi tizerindeki
etkisi

32



120 1 y = 100,00000¢0,00088x
100
80

60

% Aktivite

40

20 A

0 T T 1
0 500 1000 1500
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Sekil 4.11 D.lamarckii yaprak CHCI; ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi iizerindeki
etkisi
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Sekil 4.12 D.lamarckii ¢icek CHCI3 ekstresinin karbonik anhidraz 1l enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4.13 D.lamarckii kok hexane ekstresinin karbonik anhidraz 1l enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4.14 D.lamarckii gévde hexane ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4.15 D.lamarckii yaprak hexane ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.16 D.lamarckii ¢icek hexane ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi iizerindeki
etkisi
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Sekil 4.17 D.lamarckii kok kaynatma ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.18 D.lamarckii govde kaynatma ekstresinin karbonik anhidraz 1l enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.19 D.lamarckii yaprak kaynatma ekstresinin karbonik anhidraz 11 enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.20 D.lamarckii ¢igek kaynatma ekstresinin karbonik anhidraz Il enzimi
tizerindeki etkisi
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4.2 HPLC Sonuclar

Yapilan c¢alismada Digitalis lamarkii ivanina(yiiksekotu)’nin bitkisinin ¢esitli
ekstrelerindeki fenolik igerikler incelendi.En yiiksek fenolik miktar , Digitalis lamarckii
cicek kaynatma, Digitalis lamarckii c¢icek kloroform, Digitalis lamarckii govde
kaynatma, Digitalis lamarckii gévde kloroform, Digitalis lamarckii kok kaynatma,
Digitalis lamarckii yaprak kaynatma, Digitalis lamarckii yaprak kloroformda gallik
asitte rastland1. Digitalis lamarckii c¢icek kaynatma, Digitalis lamarckii govde
kaynatma,Digitalis lamarckii yaprak kaynatma da rutine rastlanmistir. Digitalis
lamarckii ¢icek kaynatma, Digitalis lamarckii yaprak kaynatma Digitalis lamarckii
yaprak metanolde Neohesperedine rastlanmistir. Digitalis lamarckii ¢igcek aseton,
Digitalis lamarckii gévde kaynatma, Digitalis lamarckii yaprak kaynatma, Digitalis
lamarckii yaprak aseton da Kuarsetine rastlanmuistir. Digitalis lamarckii ¢igek kaynatma,
Digitalis lamarckii yaprak kaynatma, Digitalis lamarckii yaprak kloroform da

Hesperidine rastlanmistir. (Cizelge 4.2)

Hplc sistemi: Agilent 1260 DAD dedektorlii HPLC

Kolon: ACE GENERIX5 C18 (4.6x250mm) 5um

Dalga boyu: 300/200 nm Ref:500/100nm

Enjeksiyon ((uL): 10

Firin (kolon) sicakhgi (°C): 20

Mobil faz: A:%83 (%0,1 fosforik asit suda) B:%17 (%100ACN)
Zaman: 1mL/min

HPLC sonuglari verilen sartlar altinda elde edilmistir
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Cizelge 4.3 HPLC sonuglar1 (nd:tesbit edilemedi, C: Cigek, G:Govde, K:Kok, Y:Yaprak)

STANDART z | 2|1 5158|212 | 5|6 c |l z|¥Y|<|5 e |l < |lz || 2| ¢z
wooeter | 2 | 2| 2 E | E B S8 | ElB 5|58 |Els|g|E|E|E
el 22| 2|2 | S |g-|2 |2 |8 |3 |e|s|S|2|¢2|:z]¢
O @) O O O U] 0] 0= 0} 4 4 4 ¥ X > > > O >
Askorbik asit 1,16 nd 0,06 0,04 2,69 4,02 0,16 0,04 2,63 4,44 nd 0,34 nd 5,51 0,14 1,32 nd nd 2,20
Gallik asit 2,30 2,26 30,93 | 32,55 3,54 8,50 27,21 | 26,28 4,83 9,75 0,23 32,36 | 34,69 3,92 31,40 2,33 35,92 2,26 4,51
Protokatekuik asit 0,68 0,06 0,90 nd 2,80 1,63 1,20 0,03 1,84 7,70 0,03 1,24 nd 11,41 0,65 0,49 nd 0,06 1,77
Katesin 0,75 nd 1,47 nd 0,72 0,43 1,26 nd 0,43 0,87 nd 1,14 nd 2,26 0,99 0,50 nd nd 0,61
';Sii‘t”o'“ibe“z"ik nd | 007 | nd nd | 153 | 1,30 | nd | 013 | 085 | 561 | nd | 285 | 009 | 321 | 137 [ nd nd | 007 | 149
Vanilik asit 0,65 0,07 6,30 nd 0,08 0,15 5,03 nd 0,06 0,74 nd 13,47 nd 0,31 5,33 0,32 nd 0,67 0,15
Gentisik asit nd nd nd 0,43 nd nd nd 0,30 nd nd nd nd 0,42 nd nd nd nd nd nd
para-kumarik asit nd 0,14 0,28 0,07 nd nd 0,57 0,09 nd nd nd 0,60 0,15 nd 0,69 nd 0,06 0,01 nd
Rutin 4,30 nd 35,70 nd 0,33 1,36 6,31 nd nd nd nd nd nd nd 10,99 nd nd nd 0,19
erulik asit 0,10 nd nd 1,20 0,11 nd 0,45 nd nd nd 0,76 nd nd nd 0,62 nd 0,89 nd nd
Naringinin nd nd 0,62 nd nd 0,32 nd 0,10 0,11 2,03 nd 0,72 0,17 1,47 nd nd nd nd 0,04
orto-kumarik asit nd nd 1,08 nd 0,06 0,05 0,50 nd 0,07 nd nd 0,34 nd nd 0,07 0,02 nd nd nd
Neohesperidin 2,91 nd 10,74 0,18 2,86 1,31 23,38 0,05 2,92 0,27 nd 0,50 nd nd 18,77 1,68 0,25 nd 10,37
Kumarin 1,72 0,13 1,06 1,41 1,16 0,13 1,96 0,36 0,73 0,27 nd 0,49 0,19 0,10 0,09 0,62 0,17 0,01 2,14
Resveratrol 0,14 nd 0,31 0,03 nd 0,15 0,65 0,02 0,08 0,06 nd 0,40 0,04 0,05 0,60 0,03 nd nd 0,08
Kuersetin 13,06 0,06 6,56 0,20 0,13 2,48 9,94 0,23 0,75 0,26 nd 1,25 0,09 0,06 17,55 9,92 0,51 0,06 2,64
trans-sinamik asit 0,05 0,02 17,06 0,15 1,06 0,25 0,11 0,13 0,05 0,05 nd 0,04 0,03 0,14 0,74 0,09 0,44 0,02 0,03
Hesperidin 0,24 0,38 16,03 5,42 nd 341 6,86 3,25 0,74 0,67 0,10 1,29 0,51 nd 15,52 9,11 12,48 0,38 2,41
Alizarin 0,45 0,23 0,29 0,23 nd 0,15 4,30 0,93 0,05 0,59 nd 4,96 1,41 0,12 0,81 2,68 0,31 0,23 nd
Flavon 0,09 2,76 1,19 nd nd nd 0,50 nd nd 0,71 2,29 2,26 2,61 0,06 0,14 0,37 0,08 2,76 nd
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4.3 Molekiiler Docking Sonuclar:

Ektrelerde bulunan bilesiklerin Kar anh enzimini etkileme potansiyelleri Docking
programi ile arastirsdi. Arastirma sonucu en yiiksek MolDock Score’u veren dort madde

Rutine, Naringin, Neohesperidin ve Hesperidin’in sonuglar1 gosterilmistir. (Cizelge 4.4)

Cizelge 4.5 Molekiiler docking sonuglari

Name PubChem | MolDock Rerank HBond
CID Score Score

Rutine 5280805 -145,639 -115,216 | -13,2727
Naringin 442428 -139,68 -91,0009 | -17,4964
Neohesperidin 442439 -137,049 -96,8903 | -20,514
Hesperidin 10621 -131,356 -103,726 | -10,7398
Ferulic acid 445858 -109,781 -88,599 -7,46638
Catechin 9064 -103,94 -79,3543 | -5,84716
Resveratrol 445154 -103,393 -71,5134 | -10,1125
Quercetin 5280343 -102,874 -85,9936 | -12,382
Vanillic acid 8468 -97,7487 -79,5978 | -9,13919
Para-coumaric acid 637542 -95,7205 -76,5704 | -7,4999
Ortho-coumaric acid 637540 -95,5715 -75,3494 | -8,51442
Gallic acid 370 -93,3955 -74,3273 | -11,9103
Trans-cinnamic acid 444539 -90,8015 -72,8429 | -3,94212
Flavone 10680 -90,4272 -64,3837 -
Protocatechuic acid 72 -89,6598 -71,135 -12,3329
Gentisic acid 3469 -88,2072 -71,0275 | -6,20789
Hydroxybenzoic acid 135 -83,1598 -66,5815 | -8,98031
Alizarin 6293 -81,7408 -77,2096 | -5,95561
Ascorbic acid 54670067 | -74,9951 -66,6469 | -12,6365
Coumarin 323 -68,5736 -40,0135 | -5,72308

Docking ¢alismalart i¢in enzimin segilen bolgesi ve molekiillerin aktif bolgeye nasil

yerlestigi Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 21 Molekiillerin enzimin aktif bolgesine baglanma modeli
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Sekil 4. 22 Rutin’in baglanma sekli

Docking sonuglarina gore rutinin enzimine baglanma potansiyeli -145,639 MolDock
Scoru olarak tesbit edilmistir. Enzim ile 2D etkilesim haritas1 incelendiginde, HIS 64,
THR 200, HIS 94, THR 199, GLN 92 ve Asn 67 ile hidrojen baglari yaptigi
goriilmektedir. TYR 7, ALA 65, ASN 62, LEU 141, VAL 143, TRP 209, HIS96, HIS
119 gibi amino asitler van der Walls etkilesimlerine katki saglamigtir(Sekil 4.22).
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Sekil 4. 23 Naringin baglanma sekli

Docking sonuglarina gére MolDock Scoru -139,68 olarak tesbit edilmistir. Enzim ile 2D
etkilesim haritas1 incelendiginde, ASN 67,GLN 92,ILE 91,THR 199,ve Asn 62 ile
hidrojen baglar1 yaptig1 goriilmektedir. GLU 106,ZN 301,HIS 94, THR 200,LEU 198,
VAL 121, PHE 131,VAL 143,VAL 207, TRP 209,LEU 141, SER 197,gibi amino asitler
van der Walls etkilesimlerine katki saglamistir (Sekil 4.23).
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Interactions
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- Conwventional Hydrogen Bond

1
I
E Carbon Hydrogen Bond E Fi-Pi T-shaped
—]
—1

Fi-Donor Hydrogen Bond
Pi-Sigma

E Metal-Acceptaor Aoyl
- Unfavorable Donor-Donor Fi-Alkyl

Sekil 4. 24 Neohesperidin baglanma sekli

Docking sonuglarina gére MolDock Scoru -137,049 olarak tesbit edilmistir. Enzim ile
2D etkilesim haritas1 incelendiginde, ASN 67,GLN 92,THR 200,THR 199 ve PRO 201
ile hidrojen baglar1 yaptig1 goriilmektedir. HIS 96,HIS 119,GLU 106,LEU 141,TRP
209,VAL 143,SER 197, VAL 207,VAL 121,LEU 198 gibi amino asitler van der Walls
etkilesimlerine katki saglamistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4. 25 Hesperidin’in baglanma sekli

Docking sonuglarina gére MolDock Scoru -131,356 olarak tesbit edilmistir. Enzim ile
2D etkilesim haritas1 incelendiginde, ASN 67,THR 200,THR 199 ile hidrojen baglar1
yaptig1 goriilmektedir. HIS 96,HIS 119,GLY 132,LEU 141, TRP 209,VAL 143,SER
197, VAL 207,VAL 121,LEU 204,PRO 201, TRP 5 gibi amino asitler van der Waals
etkilesimlerine katki saglamistir (Sekil 4.25).
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5. TARTISMA VE SONUC

Binlerce yildir insanlar karsilagtiklart hastaliklarda faydalari sebebiyle bitkileri sifa
kaynag1 olarak kullanilmistir. Tedavi nedeniyle bir¢ok bitki ¢esidinden faydalanmustir.
Tiim diinyada bitkiler giiniimiizde dahi en onemli sifa kaynagidir. Ulkemizde de bitki
cesitliligi yoniinden bir¢ogu endemik olmak iizere genis bir bitki cesitliligi yayilimi
gostermektedir. Bu bitki cesitliligi iilkemize dnemli katkilar saglamaktadir. Fakat yanlis

ve bilingsiz kullanimi1 sebebiyle zararli yan etkileri bulunmaktadir.

Giintimiizde bitkiler gida, kozmetik, boya, endiistri, ilag vb. sanayilerinde dogal ve
zararsiz olmasi sagliga faydali olmasi sebebiyle bitkilerin 6nem kazanmasi ve bitkilere
olan ilginin artmasi bitkilerin 6nemini arttirmigtir. Tip alaninda modern cihazlarin

bulunmasi ile ham madde olarak bitkilerin 6nemi konumu itibariyla daha ¢ok artmistir.

Saglikli bir yasam ve tedavi i¢in bitkilerin kullanimi antik ¢aglara dayanmaktadir.
Gilintimiizde halk arasinda bitkiler yine tedavi amaclh kullanilmaktadir. Kirsal bolgelerde
cevrede yetisen bitkiler kullanilirken, sehirlerde aktarlardan temin edilen bitkiler
kullanilmaktadir. Piyasada zayiflatict 6zelligi oldugu savunulan birgok bitki 6zlii
malzeme satilmakta ve oldukca biiyiik kitlelere hitap etmektedir. Bu tlir malzemeler

internet ortaminda denetimsiz bir sekilde insanlarin kullanimina sunulmaktadir.

Glokom adi verilen geri donilisimsiiz hastalik son yillarda giderek hizla artis
gostermektedir. Tedavi edilmez ise geri doniisiimsiiz korliigiin 6nde gelen sebeplerinden
birisidir. Tim diinyada 70 milyona yakin insani etkiledigi ve bunlarin yaklagik 7
milyonuna yakini kor olabilecegi tanmin edilmektedir (Quigley 1996). Glokom hastaligi
nedeniyle 2020 yilinda 80 milyona yakin insanin etkilenmesi ve bunlarin 11 milyondan

fazlasinin kor olmasi beklenmektedir (Quigley and Broman 2006).

Glokomun hastaligiin teshis ve takip siirecinde GIB 6l¢iimii ¢ok &nemli bir yere
sahiptir. GIB ve GiB’i diizenleyen hiimor akéz dinamikleri; simdi bile glokomatdz
hasar gelisiminde bilinen ve ilerleyici glokomatdz hasarin 6nlenmesinde kontrol

edilebilen en 6nemli risklerden biridir. Aksonlarin artmis GIB veya OSB’ye kars1 artmis
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basing gradiyentine karsi intoleransi apoptozisi baslatan siireclerden birisi olsa da,
kontrol altina alinmis GIB’e ragmen hasarin devam etmesi veya normal GiB’e sahip
kisilerde glokomat6z optik sinir hasarmin goriilmesi, hastaligin etyopatogenezinde
vaskiiler ve bag doku degisiklikleri ile noral mekanizmalarin da rol oynadigini

diistindiirmektedir (Quigley et al. 1995).

Bu kapsamda tezimizde kullanilmak {iizere yaptifim calismamda bitki kaynakli
ekstrelerin ve kimyasal denemelerin karbonik anhidraz Il enzimi {izerine inhibit6r
etkilerini inceledik. FElde ettigimiz sonuclar bitkilerden {irettigimiz bilesenlerin
konsantrasyonlarinin karbonik anhidraz {iizerindeki inhibitdr etkilerinin arttigini

gosterdi.

Bizim ¢alismamizda da metanol gévde ve kok ekstreleri diger ekstrelere gore daha iyi
anti-karbonik anhidraz etkisi gostermistir. Digitalis lamarckii bitkisi kisimlarinin aseton
ekstresinde elde edilen I1Csy degerleri 138-866 pg/mL arasi, kloroform ekstresinde elde
edilen edilen ICsy degerleri 577-787 pug/mL arasi, hekzan ekstresinde elde edilen 1Cso
degerleri 99-231 pg/mL arasi, kaynatma ekstresinde elde edilen ICso degerleri 188-231
ug/mL arasi, metanol ekstresinde elde edilen ICsy degerleri 231-1732 pg/mL arasi
degismistir.

Calismamizda karbonik anhidrazi en fazla inhibe eden gévde su ve hekzan ekstreleri
olmustur. Ozellikle sulu ekstrelerin inhibisyon etkisinin olmasi &nemlidir. Ciinkii bu
kisimlar bitki cayr gibi kaynatilip degerlendirilebilir. Govde kismimin etkili olmasi ise
diger bir pozitif yonii olarak degerlendirilebilir. Ciinkii bu kisim ¢igek gibi belirli bir

zamanda degil daha uzun siire toplama imkani1 olan bitki kismidir.

Kullandigimiz bitki ekstrelerinin hepsinde Pankreatik karbonik anhidrazi inhibitor etkisi
saptanmistir. Yiiksek oranda pankteatik karbonik anhidrazi inhibisyonu etkisi gosteren
kisimlar glokom tedavisinde kullanilabilir. Ancak bitkide etken maddelerin izole
edilerek yapilariin aydinlatilmasi ve karbonik anhidraz enzimi inhibisyonlarinin in vivo
deneylerle de ispatlanabilmesi i¢in daha ileri diizeyde c¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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