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OZET

BAZI KUMARINLERIN SALGI FOSFOLIPAZ A (SPLA?) ve
SIKLOOKSIGENAZ-2 (COX-2) ENZIMLERI UZERINDEKIi ETKILERININ
INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Oguz KURT

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN
II. Damisman : Prof. Dr. Sabriye PERCIN OZKORUCUKLU

Enflamasyon ¢esitli sebeplerle olusabilen fizyolojik bir siiregtir. Genel anlamda fosfolipitlerin
fosfolipazlar ile arasidonik aside, arasidonik asidin de siklooksigenaz (COX) enzimleri ile
pro-enflamatuar mediatorlere enzimatik olarak metabolize edilmesiyle olusur.

Fosfolipaz A2 (PLA2)’ler gliserofosfolipitlerin sn-2 pozisyonundaki ester baginin hidrolizini
katalizler. Bu reaksiyonun sonucunda arasidonik asit meydana gelir. PLA? ailesi iki enzim
simifin1 kapsamaktadir: hiicre i¢i (sitozolik) PLA2’ler ve salgilanan PLA> (SPLA>)’ler.

COX arasidonik asidin prostaglandinlere olan metabolik donilisiimiinde hiz sinirlayici bir
enzimdir. Prostaglandin sentezinin biyosentetik yolaginda anahtar rol oynar. COX-1 ve COX-
2 olmak iizere iki ¢esidi vardir.

Bu c¢alismada fosfolipazlardan sPLA. ve siklooksigenazlardan COX-2, enflamasyon
yolaginda anahtar rol oynadiklari igin, Umbelliferae familyasindan bazi kumarin simifi
bilesikleri igeren bitki ekstrelerinin, sPLA> ve COX-2 enzimleri lizerindeki etkilerinin
aragtirtlmas1 amaci glidiilmiistiir.
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Calismada sPLA>ve COX-2 enzim aktivitesi ve inhibitor taramasi igin uygun olan kitler esas
alimarak spektrofotometrik analizler yapilmistir. ELISA Reader’da substratin enzim ile
reaksiyonu sonucunda absorpsiyondaki degisimler dikkate alinarak cesitli kumarin simifi
bilesikler ile etkilestirilen enzimlerin aktiviteleri degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglardan, Ammi majus bitki ekstresinin sPLA, enzimi iizerinde istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) inhibisyon etkisinin oldugu goriilmiis (%84.7717), diger ekstrelerin
inhibisyon etkisine sahip olmadig1 belirlenmistir. Ayn1 sekilde ¢alismada kullanilan tiim bitki
ekstrelerinin COX-2 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermedigi belirlenmistir.

Calismanin 6zgiin yani, literatiirde kumarin simifi bilesiklerin sPLA2 ve COX-2 enzimlerinin
her ikisinin de iizerindeki etkileri dolayisiyla bir biitlin olarak anti enflamatuar etkinliginin
saptanmis olmamasidir. Ayrica Ammi majus bitki ekstresi genelde siganlarda penge 6demi
metoduyla gozlemsel olarak incelenmistir, enzimatik olarak degerlendirilmemistir. Bu
caligmada ise Ammi majus’un sPLA> ve COX-2 iizerindeki inhibisyon etkinligi enzimatik
olarak arastirilmistir.

Haziran 2019, 85 sayfa.

Anahtar kelimeler: Enflamasyon, sPLA;, COX-2, kumarin, Ammi majus.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME COUMARINS ON
SECRETORY PHOSPHOLIPASE A: (sPLA2) AND CYCLOOXIGENASE-2
(COX-2) ENZYMES

M.Sc. THESIS

Oguz KURT

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN
Co-Supervisor : Prof. Dr. Sabriye PERCIN OZKORUCUKLU

Inflammation is a physiological process that may occur for various reasons. Generally,
phospholipids are formed by phospholipases and arachidonic acid, and enzymatic metabolism

of arachidonic acid with cyclooxygenase (COX) enzymes and pro-inflammatory mediators.

Phospholipase Az (PLA?) catalyzes the hydrolysis of the ester linkage at the sn-2 position of
the glycerophospholipids. As a result of this reaction arachidonic acid occurs. The PLA>
family comprises two classes of enzymes. These are intracellular (cytosolic) PLA2s and
secreted PLA2 (SPLA?)s.
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COX is a speed-limiting enzyme in the metabolic conversion of arachidonic acid to
prostaglandins. It plays a key role in the biosynthetic pathway of prostaglandin synthesis.
There are two types of COX-1 and COX-2.

In this study, it was aimed to investigate the effects of some coumarin class compounds in the
family Umbelliferae on sPLA2 and COX-2 enzymes because sPLA2 and COX-2 enzymes play

a key role in the inflammation pathway.

In this project, spectrophotometric analysis were performed using kits suitable for sPLA2 and
COX-2 enzyme activity and inhibitor screening. In ELISA Reader, the activity of enzymes
activated by various coumarin class compounds was evaluated by considering the changes in

absorption as a result of reaction of substrate with enzyme.

According to the results, it was observed that Ammi majus plant extract had statistically
significant (p<0.05) inhibition effect (%84.7717) on sPLA; enzyme. The inhibition effect of
other extracts could not be evaluated. Similarly, the inhibition effect of all plant extracts

which used in the study on COX-2 enzyme could not be evaluated.

The original side of the work is that in the literature, anti-inflammatory activity of coumarin
class compounds as a whole has not been determined due to their effects on both sPLA>and
COX-2 enzymes. In addition, Ammi majus plant extract is generally observed observationally
by claw edema method in rats, it has not been evaluated enzymatically. In this study, the

inhibitory activity of Ammi majus on sPLA; and COX-2 was investigated enzymatically.

June 2019, 85 pages.

Keywords: Inflammation, SPLA2, COX-2, coumarin, Ammi majus.
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1. GIRIS

Enflamasyon normal sartlarda bakteriyel veya viral enfeksiyonlar gibi organizmaya yonelik
tehditleri ortadan kaldirmak i¢in bir savunma mekanizmasidir. Enflamasyon enfeksiyon veya
doku hasarmin sonrasinda proenflamatuarlari aktive eden proenflamatuar sitokinler gibi
mediatorlerin senteziyle baslar (Ala ve dig., 2003). Romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus
gibi bazi hastaliklarda goriilen kontrolsiiz iltihaplanma ise bu hastaliklarin patogenezinde
onemli rol almaktadir (Dinauer, 1993, Kolaczkowska ve Kubes, 2013). Enflamasyon olayinda
temel metabolik siire¢ aragidonik asit (AA) yolagidir. Bu yolakta dncelikle fosfolipaz enzimleri
fosfolipitleri katalize eder ve AA olusur. Olusan bu iiriin siklooksigenaz-2 (COX-2) enziminin
substrati olur ve bu enzim tarafindan katalizlenerck prostaglandin (PG) gibi enflamasyon

baslatict mediatorlerin olusumuna sebep olur (Dennis ve dig., 2011).

Kumarin ilk defa tonka fasulyesinden elde edilen bir bilesiktir. Kimyasal yapisindan dolayi
terapotik bir ajandir ve bir ¢ok tibbi ilag arastirmasinda yer almaktadir (Kontogiorgis ve dig.,
2012). Anti enflamatuar, anti kanser ve anti viral ozellikleri dahil olmak iizere ¢ok yonlii
biyoaktif bir bilesiktir (Huang ve dig., 2012, Liu ve dig., 2012, Sancho ve dig., 2004).
Deoksiriboniikleik asit (DNA) hedefleme ajanlar1 ve boyalar gibi kullanim alanlar1 da vardir

(Whittaker ve dig., 1998, Hara ve dig., 2005).

Umbelliferon (UBF), bitkilerde yaygin olarak bulunan ve dogada benzopiron seklinde bulunan
bir kumarindir. UBF, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-hidroksikumarin’dir. Kumarin
bilesiginin 7 numarali karbonuna bir hidroksil grubunun baglanmasiyla olusur (Mazimba,
2017). Yapist basit oldugu i¢in daha karmasik kumarin tiirevlerinin sentezinde ana bilesik
olarak kullanilir (Mazimba, 2017, Lee ve dig., 2006). UBF’nin iyi bir COX-2 inhibisyonu
gosterdigi yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Kaur ve dig., 2012).

Baz1 tibbi bitkilerin anti enflamatuar etkinligi ¢esitli arastirmalara konu olmustur. Ammi majus
bitki ekstresinin furanokumarinlerce zengin oldugu goriilmiistiir. Izole edilen kumarinlerin
yiiksek derecede anti enflamatuar etkinligi saptanmistir (Selim ve Ouf, 2012). Ammi visnaga
bitki ekstresinde bir furokumarin olan visnagin tespit edilmistir. Visnaginin, pro-enflamatuar
sitokinlerin ekspresyonu iizerinde inhibie edici etkisinin oldugu goriilmiistiir (Cells ve dig.,

2010). Anethum graveolens bitkisinin biyoaktif igerigi arastirilmistir. Elde edilen verilere gére



bu bitkinin antienflamatuar maddeler bakimindan zengin bir igerikte oldugu sonucuna
vartlmistir (Kazemi, 2015). Bu bitkinin tohum ekstresinin, farelerde enflamasyon ve agrida
onemli bir azalmaya neden oldugu ortaya konmustur. Bir ¢ok Angelica tiirliniin karragenan
tarafindan indiiklenen enflamasyon kaynakli 6demi azalttig1 gézlenmistir (Liu ve dig., 2008).
Bazi ¢alismalarda, Angelica pubescens bitki ekstresinin COX-1 ve 5-lipoksigenaz (5-LOX)
tizerinde inhibitor etki gosterdigi gorilmistiir (Liu ve dig., 2008).

Fosfolipaz (PL)’lar fosfolipitlerin ester baginin hidrolizini katalize ederler. PL enzimleri PL A,
B, C ve D olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir. PLA;’ler fosfolipitlerin sn-2 pozisyonundaki
ester baginin hidrolizini katalizleyerek AA salinimin saglar. PLA?'ler, PG’ler, 16kotrienler ve
tromboksanlar da dahil olmak {izere c¢esitli enflamatuar mediatorler iireten, COX’lara,
LOX’lara ve sitokrom P450 enzimlerine serbest yag asitleri saglayan eikosanoid kaskadinin

diizenleyicileridir (Nikolaou ve dig., 2019).

COX enzimleri, AA’in PG ve tromboksanin ortak biyosentetik dnciisii olan prostaglandin Ho'ye
(PGH>) doniistimiinii katalize eder (Kurumbail ve dig., 2001). Olusan bu biyoaktif lipidler, agr1,
ates, enflamasyon (iltihaplanma) gibi ¢ok sayida fizyolojik ve patofizyolojik etkilere aracilik
eder. COX-2, esas olarak sitokinlere, mitojenlere ve endotoksinlere cevap olarak ekspresyonu
cesitli hiicrelerde aktive edilen (beyinde ve bobrekte temel olarak eksprese edilen)

indiklenebilir bir enzimdir.

Bu ¢alisgmada Ammi majus, Ammi visnaga, Anethum graveolens, Angelica sylvestris, Apium
graveolens, Petroselinum crispum bitki ekstrelerinin sSPLA2 ve COX-2 enzimlerinin {izerinde
bir biitiin olarak etkisi arastirilmistir. Literatiirde enflamasyonu baskilamak icin segilen
inhibitdr Orneklerinin, inhibisyon etkinligi bu iki enzimden yalnizca biri iizerinde
degerlendirilmistir. Ayrica Ammi majus bitki ekstresinin antienflamatuar etkisi genel olarak
farelerde penge 6demi metoduyla gorsel olarak analiz edilmistir. Bu calismada bu bitkinin

ekstresinin antienflamatuar etkinligi enzimatik olarak arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.ENFLAMASYON

Akut bir enflamatuar yanitin aktivasyonu, bakteriyel veya viral enfeksiyonlar gibi ev sahibi
organizmaya yonelik tehditleri ortadan kaldirmak i¢in temel bir savunma mekanizmasidir.
Enflamasyonun (iltihaplanma) baslamasi, enfeksiyonun veya doku hasarinin ardindan, yerlesik
bagisiklik hiicreleri tarafindan, Toll benzeri reseptdrler gibi patojen tanima reseptdrleri
araciligiyla, proenflamatuarlar1 aktive eden proenflamatuar sitokinler gibi mediatérlerin
senteziyle baslar (Ala ve dig., 2003). Ayn1 zamanda enflamasyonun baglamasi, dolasimdaki
l16kositler ve endotel hiicreleri iizerindeki hiicre adezyon molekiillerinin diizenlenmesi,
graniilositlerin ve mononiikleer fagositlerin kandan akisini tesvik eder. Notrofiller gibi
graniilositler fagositoz islevini yerine getirerek doku hasarindan kaynaklanan doku kalintilarini

veya mikroorganizmalar1 ortadan kaldirir (Kolaczkowska ve Kubes, 2013).

Kontrolsiiz iltihaplanma, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve kronik graniilomat6z
hastalik dahil olmak {izere ¢ok sayida kronik hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir
(Dinauer, 1993, Morgenstern ve dig., 1997). Gegtigimiz siirecte, bu hastaliklarin tedavisi i¢in
agirhikli olarak steroid olmayan anti enflamatuar ilaglar (NSAID’ler) ve antitimor nekroz
faktori (TNF) gibi antisitokin tedavileri i¢eren ilaglar kullanilmaktayd: (Feehan ve Gilroy,
2019).

Enflamasyon olayinda temel metabolik siire¢ aragidonik asit (AA) yolagidir. AA yolagi, pro-
enflamatuar biyokimyasal mediatorlerin olusumuna yol acar ve enflamasyonun kritik bir
bilesenidir. Bu yolun aktivasyonundaki ilk ve kilit adim, fosfolipaz A2 (PLA?) etkisiyle biiyiik
bir AA havuzunun membran fosfolipitlerinden iiretilmesidir. Daha sonra, AA, lipoksigenaz
(LOX), siklooksigenaz (COX) ve bunlarin asagi akis enzimleriyle, lokotrienler,
prostaglandinler (PG) ve tromboksanlar gibi eikosanoidlerin iiretilmesiyle metabolize edilir
(Dennis ve dig., 2011). Bunlardan, bir LOX izoformu olan 5-LOX ve bir COX izoformu olan
COX-2, ¢esitli enflamatuar uyaricilara cevap olarak uyarilabilir. Bu nedenle, 5-LOX ve COX-
2 enflamasyonu tedavi etmek icin potansiyel ilaglarin ana hedefleridir (Radmark ve dig., 2015,
Steinhilber ve Hofmann, 2014, Maloney ve dig., 1998, Blobaum ve Marnett, 2007). 5-
LOX/COX-2’yi beraber inhibe eden inhibitorlerin, segici 5-LOX veya COX-2 inhibitérlerinin

aksine iltihaplanmanin tedavisinde etkinligin arttigin1 gostermistir (Steinhilber ve Hofmann,



2014, Charlier ve Michaux, 2003). Bununla birlikte, ne segici ne de ikili 5-LOX/COX-2
inhibitorleri, enflamatuar kosullar altinda regiile edildigi bilinen PLA; aktivitesini bloke
edemez (Dennis ve dig., 2011, Quach ve dig., 2014). PLA; aktivitesi, AA'nin yani sira iltihabin
ilerlemesine katkida bulunabilen lizofosfolipid ve platelet (trombosit) aktive edici faktor (PAF)
gibi ek enflamatuar mediatorlerin olusumuyla iliskilidir (Dennis ve dig., 2011). Bilinen bazi
memeli PLA?'leri arasinda, salgilanan PLA; 1A grubu (SPLAZIIA), iltihaplanma sirasinda asiri
AA ve daha sonra eikosanoid iiretimine katkida bulunur (Yedgar, 2000, Reid, 2005). Bu
nedenle, 5-LOX ve COX-2'ye ek olarak SPLA-I1A'y1 hedef alan ¢oklu enzim inhibitérleri, AA
yolaginin aracilik ettigi enflamasyonu baskilamada biiyiik bir avantaja sahiptir (Quach ve dig.,
2014, Yedgar, 2000, Joshi ve dig., 2016).

Bu sekildeki bir inhibisyon mekanizmasi i¢in bitki kaynakli bilesikler, yeni ve etkili anti-
enflamatuar ajanlar1 tanimlamak i¢in 6nemli bir kaynaktir (Nanjundaiah ve dig., 2013, Cao ve
dig., 2010).

2.2. FOSFOLIPAZLAR

Bu enzimler iist grup olarak lipazlara, lipazlar da bir iist grup olan hidrolazlara dahildir.
Hidrolazlar, bir bagin hidrolizini su ilavesiyle katalize eden enzimlerdir (Litwack, 2008). C-
halojeniir, glikozid, ester, P-N, eter, anhidrit veya peptid baglarina su ilave ederek bu baglar
kirarlar (Korkmaz ve dig., 2012). Lipazlar olarak da adlandirilan trigliserol asilhidrolazlari,
onemli bir hidrolitik enzim sinifidir. Dogada her yerde, uzun zincirli asilgliserollerin ester
baginin hidrolizini katalize ederler (Atalah ve dig., 2019). Bu enzimler, stereospesifiklik,
regioselektivite, genis bir substrat aralig1 ve sulu-apolar ara yiiziinde heterojen reaksiyonlari da

katalize etmek gibi ¢esitli biyokatalitik 6zellikler gosterir (Lajis ve dig., 2017).

Fosfolipazlar (PL) genel olarak fosfolipitlerin ester baginin hidrolizini katalize ederler. Bu
enzim grubunun 4 ana izoformu tanimlanmistir. Bunlar; PL A, B, C ve D’dir. Fosfolipaz A
(PLA), PLA: ve PLA?’yi igerir. PLA1’ler gliserofosfolipitlerin sn-1 pozisyonundaki ester
baginin hidrolizini katalizlerken, PLAz’ler sn-2 pozisyonundaki ester baginin hidrolizini
katalizleyerek AA salinimini saglar. Fosfolipaz B (PLB) s6z konusu bilesigin hem sn-1 hem
sn-2 pozisyonundaki asil zincirlerini hidroliz eder ve bu enzim ayni1 zamanda lizofosfolipaz

olarak bilinir. Fosfolipaz C (PLC) fosfat grubundan 6ncesini katalizler ve diasilgliserol ve bir



fosfat igeren bas grubun salinmasina neden olur. Fosfolipaz D (PLD) ise fosfat grubundan

sonrasini hidrolizleyerek fosfatidik asit ve bir alkol salinmasini saglar (Sekil 2.1).

|
L 0-P--0—R4
PLA2 L
| O |

PLC PLD

Sekil 2.1: Fosfolipazlarin hidroliz bolgeleri.

PLAZ'ler, PG’ler, l6kotrienler ve tromboksanlar da dahil olmak tizere ¢esitli enflamatuar
mediatdrler tireten COX’lara, LOX’lara ve sitokrom P450 enzimlerine serbest yag asitleri
saglayan eikosanoid kaskadinin diizenleyicileridir (Nikolaou ve dig., 2019). Cok sayida
enflamatuar hastaligin gelisimine ve ilerlemesine katilmalari nedeniyle (Manuscript ve dig.,
2012, Murakami ve dig., 2011), PLAz'ler uzun yillardir tibbi hedefler olarak biiyiik ilgi

gormustur.

Daha o6nce de belirtildigi gibi PLA,, serbest yag asitlerini ve lizofosfolipitleri serbest birakmak
icin membran gliserofosfolipidlerinin sn-2 pozisyonunun hidrolizini katalize eder (Murakami
ve dig., 2010). Bugiine kadar, PLA> veya ilgili aktiviteyi sergileyen 30'dan fazla enzim,
memelilerde tanimlanmis ve yapilari, katalitik mekanizmalari, hiicre i¢i veya hiicre disi
lokalizasyonlar1 ve evrimsel iliskileri esas alinarak birka¢ sinifa ayrilmistir (Burke ve Dennis,
2009). 11-12 izoformun tanimlandig1 memeli sPLA familyas1, diisiik molekiil agirlikli, Ca2*
gerektiren hiicre dis1 enzimlerden olusur (Valentin ve Lambeau, 2000, Murakami ve Kudo,
2001, Lambeau ve Gelb, 2008). Sitozolik PLA2 (CPLA?) ailesi, hiicresel membranlarla Ca*'ye



bagl tipik olarak bir N-terminal C2 alanina sahip olan 6 enzimden olusur (Kita ve dig., 2006,
Ghosh ve dig., 2006). Ca*"’den bagimsiz PLA, (iPLA2) veya patatin (patateste bulunan bir
glikoprotein) benzeri fosfolipaz bolgesi iceren PNPLA familyas1 ise, bazilar1 fosfolipazlar,
bazilar1 da diger lipazlar olarak ¢alisan 9 enzim igerir (Wilkins ve Barbour, 2008, Hooks ve
Cummings, 2008, Cedars ve dig., 2009, Kienesberger ve dig., 2009). PAF asetilhidrolaz (PAF-
AH) familyasi PAF ve/veya okside fosfolipidlere karsi benzersiz substrat spesifitesi sergileyen
4 enzimi igerir (Arai, 2002, Mclintyre ve dig., 2009). Ek olarak, iki ayr1 lizozomal PLA> (Fisher
ve dig., 2005, Abe ve dig., 2004) ve bir adipoz spesifik fosfolipaz (Duncan ve dig., 2008), yeni

PLA:? siniflar1 olarak tanimlanmuistir.

Bu molekiiler gesitlilik nedeniyle, PLA2 enzimlerinin AA metabolizmas:1 ve membran (zar)
yeniden sekillenmesindeki rolleri ve bu siireclerde ¢esitli biyokimyasal islemlerde yer almasi
cok dikkat ¢ekmektedir. Transgenik ve nakavt (genlerinin bir kismi susturulmus) farelerin
kullanimi ile birkag farkli PLA2'nin in vivo fonksiyonlari son yillarda kesfedilmistir. CPLA2a
(grup IVA PLA2)’nin biyoaktif PG’ler ve I6kotrienlerin onciisii olan AA'nin hiicresel zarlardan
salinmasinda biiyiik rol oynayan bir enzim oldugu bilinmektedir (Murakami ve dig., 2010).
cPLAz0'dan (Pla2g4a’) yoksun olan fareler, PG -ve/veya lokotrien- kaynakli yolaklardaki
bozulmalarla agiklanabilen birkag 6nemli fenotip sergiler (Kita ve dig., 2006, Ghosh ve dig.,
2006, Kienesberger ve dig., 2009, Arai, 2002, Bonventre ve dig., 1997, Klivenyi ve dig., 1998).
iPLA2B veya grup VIA PLA; (Pla2g6”) icermeyen fareler, erkek iireme sisteminde, pankreas
B-hiicrelerinde, vaskiiler diiz kas ve iskelet kasi fizyolojisinde, kemik morfolojisi ve noronal
dejenerasyonda birgok farkli fenotip sergiler (Bao ve dig., 2004, Bao ve dig., 2008, Moon ve
dig., 2008, Carper ve dig., 2008, Malik ve dig., 2008, Ramanadham ve dig., 2008). PLA2G6
mutasyonlarindan kaynaklanan nérodejeneratif hastaliklar da insanlarda bulunmustur (Morgan
ve dig., 2006).

Fosfolipid substratlarinin sn-2 pozisyonunda AA igin belirgin bir spesifiklige sahip olan
cPLA'lerin aksine, sPLA?'ler yag asil zincirlerinin sn-2 pozisyonu i¢in belirgin bir tercih
gostermezler. Bununla birlikte, fosfolipid substratlarin belirli bas gruplari i¢in bir miktar
ozgillikleri vardir (Manuscript ve dig., 2012). Genel olarak, sPLA'lerin ¢ogu,
fosfatidilgliserol, fosfatidiletanolamin ve fosfatidilserin gibi anyonik fosfolipidlerle daha

yiiksek aktivite gosterir.



Hem elektrostatik hem de hidrofobik etkilesimler, SPLA2'nin anyonik fosfolipid membranlara
arayiizey baglanmasina katkida bulunur. Baglanma yiizeyindeki bazik rezidiiler (kalintilar) ile
anyonik vezikiiller arasindaki etkilesim, araylizey baglanmasinda 6nemli bir rol oynar (Winget
ve dig., 2006). Bir pre-misel kompleksinde tanimlanmis GIB sPLA; kristal yapisi, enzimin,
anyonik arayiize baglanmak igin hidrofilik rezidiiler olarak arjinin-6 (Arg-6) ve lizin-10 (Lys-
10)'i kullandigin1 gostermistir (Pan ve Bahnson, 2010).

SPLA.'ler salgilandigindan ve Ca®*'nin yiiksek konsantrasyonlarii (mM derecesinde)
gerektirdiginden, birincil spesifik hedefleri (membrandz veya ¢oziiniir) hiicre dis1 alandir. In
vitro ¢alismalardan elde edilen veriler, SPLA'lerin, hiicrelerin disinda bir dizi birincil hedefle
etkilesime girebilen ¢ok yonlii enzimler oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, sPLA>

fonksiyonlartyla galisilirken bazi 6zelliklerin g6z 6niinde bulundurulmasi gerekir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Memeli SPLA;'sinin farkli etki mekanizmalar1 ve bunlarla iliskili fonksiyonel rolleri
(Murakami ve dig., 2010).

[lk olarak, sPLA'ler sadece AA gibi w -6 yag asitlerini degil, aym zamanda anti-enflamatuar
lipit mediatorlerinin Onciilleri olan oleik asit, linoleik asit ve ®-3 yag asitleri [6rnegin
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA)] gibi diger doymamis yag
asitlerini de serbest birakabilir. SPLA'ler ayrica lizofosfatidilkolin (LPC) ve lizofosfatidik asit
(LPA) gibi lizofosfolipidlerin iiretiminde ve PAF'1n bozulmasinda da rol oynar (Singer ve dig.,
2002, Gora ve dig., 2006, Mitsuishi ve dig., 2006, Mitsuishi ve dig., 2007).

Ikincisi, SPLA'ler yalmizca hiicresel zarlarda degil, aym1 zamanda yabanci mikrobiyal zarlarda
oldugu gibi sPLAz hareketine bagli olarak farkli biyolojik etkileri olan ¢esitli fosfolipid substrat
tipleri tizerinde ornegin, mikrovezikiller, eksozomlar, pulmoner siirfaktanlar (yiizey aktif

cisimcikleri) ve lipoproteinler gibi hiicresel olmayan fosfolipidler {izerine de etki edebilirler



(Fourcade ve dig., 1995, Hanasaki ve dig., 2002, Chabot ve dig., 2003, Karabina ve dig., 2006,

Oorni ve Kovanen 2009).

Ugiincii olarak, SPLA;'ler enzimatik aktivitelerinden bagimsiz olarak reseptorler veya baglayict
proteinler vasitasiyla islev gosterebilirler (Valentin ve Lambeau, 2000, Lambeau ve Lazdunski,
1999, Valentin ve Lambeau, 2000, Mounier ve dig., 2001, Pungercar ve Krizaj, 2007). sPLA>
geni susturulmus farelerde goriintiilenen fenotiplerdeki degisiklikler goz oOniine alindiginda
bunlarin, sadece lipit mediatér sinyalindeki ve daha 6zel olarak eikosanoid sinyalindeki
degisikliklerin bir yansimasi degil, yukaridaki 6zelliklerin birinden veya kombinasyonundan
kaynaklandig: disiiniilmektedir. Bu hedef gesitliligi, molekiiler evrimin, yukarida agiklandigi
gibi ¢ogu hiicre igi olmak tizere birgok diger PLA2nin varhigmin yani sira, farkl
lokalizasyonlara ve substrat 6zelliklerine sahip bir dizi memeli sPLA?'sini neden arttirdigini

aciklar niteliktedir (Murakami ve dig., 2010).

Son yillarda, cesitli sPLA> enzimlerinin baz1 fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonlarinin,

farelerde gen susturma yontemi kullanilarak yapilan ¢aligmalarla tanimlanmigtir.
2.3. SIKLOOKSIGENAZLAR

Bu enzimler iist grup olarak oksidorediiktazlara dahildir. Oksidorediiktaz enzimleri, normal ve
neoplastik hiicrelerde oksijen kullanim yolaklarindaki anahtar enzimlerdir. Molekiiler oksijenin
oksijensiz radikallere, siiperoksit, hidroperoksit, singlet oksijene ve hidrojen peroksite
doniistiiriilmesini saglarlar. Bu aktif oksijen formlari lipidleri, proteinleri, deoksiriboniikleik
asiti (DNA ) ve karbonhidratlar1 degistiren oksidatif strese katkida bulunur. Oksidorediiktazlar
ayrica, katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksit gibi ¢ok onemli serbest radikal

temizleyici sistemleri olusturur (Bellisola ve dig., 1987).

COX enzimleri, AA’nin PG ve tromboksanin ortak biyosentetik Onciisii olan prostaglandin
H>'ye (PGH2) doniisiimiinii katalize eder (Sekil 2.3) (Kurumbail ve dig., 2001).

Bu biyoaktif lipidler, agr1, ates, enflamasyon, hemostaz, bobrek fonksiyonunun diizenlenmesi
ve midede mukozal biitiinliiglin korunmas: dahil olmak {iizere ¢ok sayida fizyolojik ve

patofizyolojik etkilere aracilik eder.
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Sekil 2.3 : Arasidonik asitin COX enzimi ile prostaglandinlere doniistimii.

NSAID'lerin farmakolojik etkileri, COX enzimlerinin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir
(Marnett ve Kalgutkar, 1999).

Farkli genler tarafindan kodlanan iki COX izoformu tanimlanmistir (Smith ve dig., 2000).
COX-1, ¢ogu dokuda yapisal olarak eksprese edilir ve viicuttaki temel iiretim iglevlerinde yer
alan PG’lerin dretimi i¢in gereklidir. COX-2, esas olarak sitokinlere, mitojenlere ve
endotoksinlere cevap olarak ekspresyonu c¢esitli hiicrelerde aktive edilen (beyinde ve bobrekte
temel olarak eksprese edilen) indiiklenebilir bir enzimdir. Bu iki enzim, yiiksek derecede amino
asit sekansi kimligini (~% 60) ve yapisal homolojiyi (rmsd <1.0 A) paylasir (Picot ve dig.,
1994, Kurumbail ve dig., 1996, Luong ve dig., 1996). 1990'larin basinda COX-2'nin varligi
kesfedilmistir ve ekspresyon profilinin COX-l'inkinden daha farkli oldugu goriilmistiir.
Boylece COX-2'nin spesifik inhibisyonunun antienflamatuar ve analjezik olacagi, ancak
bununla iligkili klasik NSAID’ler ile gastrik toksisiteden yoksun olacagi hipotezine yol agmstir
(Masferrer ve dig., 1994). Mevcut kanitlar, klasik NSAID'lerin antienflamatuar etkisinin, COX-
2'nin inhibisyonundan kaynaklandigin1 gosterirken, iilserojenik yan etkiler COX-1'in
inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Ayrica, normal klinik dozlarda ortaya ¢ikan NSAID'lerin
ciddi gastrointestinal toksisitesi, COX-1 ve COX-2'nin segici olmayan inhibisyonlarindan
kaynaklanmaktadir. COX-2 hipotezi artrit hayvan modellerinde ve insan klinik denemelerinde
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incelenmistir ve COX-2 enzimine 6zgii selekoksib ve rofekoksib gibi inhibitorler tarafindan

dogrulanmistir (Bjarnason, 2003).

2.3.1. Genel Yapilari

COX-1 ve COX-2, monomer basina yaklasitk 70 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahip
homodimerler olarak bulunurlar (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: COX-2’nin homodimer yapisi (Kurumbail ve dig., 2001).

iki enzimin tersiyer (iiciinciil) ve kuarterner (dordiinciil) yapilari hemen hemen aynidir. Her alt
birim, {i¢ farkli yapisal alandan olusur. Birincisi kisa bir N-terminal epidermal bitylime faktorii

(EGF) alami, ikincisi bir a-heliks membran baglama motifi ve son olarak bir C-terminali
katalitik bolgesidir.

COX enzimleri monotopik membran proteinleridir yani membran baglama alani, membran
mono katmanina maruz birakilan birka¢ hidrofobik amino aside sahip bir dizi amfipatik o-
heliksinden olusur (Picot ve dig., 1994). COX-1 ve COX-2, uzamsal olarak farkli fakat mekanik

olarak baglanmig aktif bolgelerde iki sirali kimyasal reaksiyon gerceklestiren iki fonksiyonlu
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enzimlerdir. Hem COX hem de peroksidaz aktif bolgesi, proteinin yaklasik %80'ini olusturan
katalitik alanda bulunur. Katalitik bolge, miyeloperoksidaz gibi memeli peroksidazlarina

olduk¢a homologtur (Picot ve dig., 1994).

COX aktif bolgesi, membran baglama alani yakininda genis olan uzun bir hidrofobik kanalin
sonunda bulunur ve proteinin i¢ine dogru uzanirken daralir. Argl20, tirozin (Tyr355) ve
glutamat (Glu524)'tan olusan bir daralma, membran baglama alanini, tizerinde bulunan COX
aktif bolgesinden ayirir. Peroksidaz aktif bolgesi, heme (demir) kofaktoriiniin yakinindaki
proteinin yiizeyinde bulunur. COX aktif bolgesi, biiyiik 6l¢iide hidrofobik olan ve daha kiigiik
bir amfipatik yan cep olan ana kanala yani substrat baglama kanalina boliinebilir. Genel olarak
COX-1 ve COX-2'nin yapilar1 1 A rmsd kadar degisebilse de, COX aktif bolgesi yiiksek oranda
korunur (0.2 A rmsd). Benzer sekilde, iki enzimin peroksidaz aktif bdlgeleri de biiyiik dl¢iide
korunmustur. Bu verilerle tutarli olarak, iki enzim, AA’nin oksijenlenmesi i¢in karsilagtirilabilir
Kinetik parametrelere (Vmax Ve Kwm) sahiptir (Smith ve dig., 2000, Kulmacz, 1998, Marnett ve
dig., 1999). Bununla birlikte, yan cebindeki amino asit farkliliklar1 ve ana kanal etrafindaki
ikinci bir kalinti kabugu nedeniyle, COX-2 aktif alaninin hacmi, COX-1 aktif alaninkinden
yaklasik %20 daha biiyiiktiir. Bu durumun sebebi, farkli zincir uzunluklarina sahip olan yag
asidi substratlari i¢in COX-2 artiginin nedeni ve COX-2'nin AA’nin daha biiyiik, nétr tiirevlerini
metabolize etme Kkabiliyetidir (Laneuville ve dig., 1995). Ek olarak, COX-1'in aspirin
asetilasyonu, oksigenaz aktivitesini tamamen ortadan kaldirirken, COX-2'nin asetilasyonu,
tirlin profilini birincil olarak PGH'den, sadece 15-(R)-hidroksieikosatetraenoik asite (HETE;
AA'nin mono-oksijenli bir metaboliti) kaydirir (Lecomte ve dig., 1994, Mancini ve dig., 1997).
Bu durum, COX-2'nin daha biiyiik siklooksigenaz aktif bolgesinin, bir asetil grubunun enzim
aktif bolgesine kovalent eklenmesinden sonra bile AA’y1 baglayabildigini ve metabolize
edebildigini gostermektedir. Ayrica, COX-2'de 523 pozisyonunda daha kiigiik bir amino asitin
varhigr [COX-2'de valin (Val); COX-1'de izolosin (lle)], yan cebin boyutunda ve bi¢iminde
belirgin bir farkla sonuglanir. Bu durumun, bazi inhibitor siniflarinin segicilik profili igin

onemli etkisi vardir (Kurumbail ve dig., 1996).
2.3.2. Substrat ve Uriin Kompleksleri

AA veya dihomo-y-linolenik asit (DHLA) ile komplekslenmis Co®" iceren sigirdan elde edilen
COX-1'in kristal yapilar1 aydinlatilmig durumdadir (Malkowski ve dig., 2000, Thuresson ve
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dig., 2001). Yag asidi substrat molekiilleri, iki i¢ biikiilme ile L seklinde uzatilmis bir
konformasyonda baglanir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5: Substrat ve siklooksigenaz enzimlerinin {iriin kompleksleri (Kurumbail ve dig., 2001).

Substratin karboksilati, korunmus bir Arg120 guanidinyum grubu ile bir iyon ¢ifti olusturur ve
COX aktif bolgesinin dip kisminda Tyr355 ile bir hidrojen bagi olusturur (Malkowski ve dig.,
2000). Daha sonra AA'nin orta kismi (C7 — C14), Serin-530 (Ser530)'un yan zincirinde kivrilan
bir S seklini alir. Ayrica C11'in iizerindeki molekiiler oksijenin baglanmasi icin yeterli alan
mevcuttur. 19 kadar protein rezidiisii substratla yakin temas kurdugundan, bunlarin biiyiik
¢ogunlugu van der Waals etkilesimlerini igerir. Alt1 aromatik amino asit ile ¢evrili substratin

w-ucu, Tyr385 ve Ser530 arasindaki boslugu gegen aktif bolgenin tepesindeki dar bir kanala
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baglanir. Gly533'in iist kanalinda Val’e veya 16sine (Leu) mutasyonu, kanali kapatir ve AA'nin
oksijenlenmesini tamamen inhibe eder, fakat daha kisa yag asitlerininkini inhibe etmez
(Rowlinson ve dig., 1999). Kristal yapilarda gdzlemlenen substratlarin tiretken konformasyonu,
13-pro(S) hidrojeni, Tyr385’in (2.3 A uzakta) fenolik oksijenine yakin konumlandirir. Bu
nedenle, AA oksijenasyonunda ilk adim olan bu Tyr’nin radikal tiirevi ile soyutlanmasi igin
ideal bir konumda bulunur (Sekil 2.6) (Rowlinson ve dig., 2000, Thuresson ve dig., 2001,
Shimokawa ve dig., 1990).

: | b H R
PGG,
2 COO- © ; AA
Tirosil radikal COO-
| |
b Tyr385
Q - HOO 15-peroksil s
O radikal Pentadienil
COO-
Y y CCO-
‘G
(@)

11-Peroksil Radikal

CCO-

Sekil 2.6: Siklooksigenaz reaksiyonu sirasinda AA'nin PGGz'ye doniistimiindeki kimyasal
degisiklikler (Kurumbail ve dig., 2001).

Tyr radikali, heme kofaktoriiniin bir ferril-okso tiirevi ile intramolekiiler (molekiil igi)
oksidasyon yoluyla tiretilir (Kulmacz, 1998, Chen ve dig., 1999, Tsai ve dig., 1999). Boylece
AA'min C13'inde tiretilen serbest radikal daha sonra bir pentadienil radikalini olusturan C11'e
goc eder (Peng ve dig., 2001, Tsai ve dig., 1998). Daha sonra molekiiler oksijenin saldirisi,
siklizasyon ve ikinci bir oksijen molekiiliiniin eklenmesi ile, PG'nin olusumu sonuglanir.

Tyr385 ile bir hidrojen bagi olusturan Tyr348'e ait yan zincir, AA'min C12-C14 ile ¢ok sayida
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temasin1 saglar. Tyr348 aym zamanda, CI13'lin hidrojen soyutlanmasi amaciyla dogru
konumlandirilmasi i¢in 6nemli gériinmektedir. Bu da sahaya yonelik mutagenez calismalariyla

dogrulanmistir (Thuresson ve dig., 2001).

COX-1 ile komplekslenmis DHLA nin yapisi, AA kompleksinden ¢ikan bulgularin birgogunu
dogrular (Thuresson ve dig., 2001). Hem DHLA hem de AA'nin karboksilat grubu ve C11-C20
karbonlar;, COX aktif bdlgesi i¢inde benzer pozisyonlar alir (rmsd 0,45 A). Bununla birlikte,
iki substratin C2-C10'u ¢ok farkli konformasyonlardadir (rmsd 1.1 A). C5-C6'daki ¢ift bagin
bulunmamasindan dolayi, DHLA'nin karboksilatinin yaris1 daha kompakt ve kivrilmis bir

yapiya sahiptir ve AA'ya kiyasla protein atomlari (<4.0 A) ile 12 ek etkilesime girmektedir.

Murin apo COX-2'nin daha 6nce bildirilen kristal yapisi, COX aktif bolgesinde baglanmis bir
substrat ve tiriin karisimint gostermektedir (Kiefer ve dig., 2000). Beklendigi gibi, PGH2'nin
karboksilati, Arg120 ve Tyr355 yakininda konumlandirilmistir. @-ucu, COX-1 kompleksindeki
AA'nin  o-terminalinin  konumuna benzer sekilde {ist kanala baglanir. Kopriilenmis
endoperoksit halkasi, her biri COX-1 ve COX-2 arasinda korunmus olan triptofan (Trp387),
Tyr385, fenilalanin (Phe381) ve Leu384'iin yan zincirleriyle siki van der Waals etkilesimlerini
olusturur. Trp387'nin indol yan zinciri, 11-peroksil radikalinin C9'unda siklizasyon igin en
uygun bir konformasyonda konumlandirilmasi amaciyla gergeklesecek etkilesimin biiyiik
kismin1 saglar. COX-2'nin Trp387Phe mutantit AA'y1 neredeyse sadece PGH: yerine 11-
HETE'ye oksijenlendirir (Kiefer ve dig., 2000). Benzer sekilde, COX-1'de Val349 ve
Leu534'tin mutasyonu, iiriin oranint HETE'ler lehine degistirir. Bu ¢aligsmalar, bazi hidrofobik
amino asitlerin endoperoksit sentezine yol agan AA'nin konformasyonunu dengelemesinde
kritik rol oynadig bilgisini dogrular niteliktedir. Dogal COX-1 ve COX-2 tarafindan iiretilen
kiiglik miktarlarda monohidroksile edilmis tiriinlerin, O2'nin aktif bolgedeki farkli bigimlerde
radikal tiirevlerle reaksiyonundan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Thuresson ve dig., 2000).
Aktif bir bolgedeki protein atomlariin karmagik diizeni bile bir akiral substrati sinirlandirir ve
kiral merkezde tam stereokimyaya sahip bir iiriin verecek konformasyona neden olur (Hamberg

ve Samuelsson, 1967).
2.3.3. Substratin Inhibitér Baglanma Modu

AA ve EPA ile birlikte COX-2 komplekslerinin yiiksek ¢oziiniirliiklii kristal yapilari, aktif

maddenin ve ek materyalinin i¢inde substratin beklenmedik bir sekilde baglanma modunu
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ortaya ¢ikarmaktadir (Kiefer ve dig., 2000). Yapilan bir ¢alismada, AA kompleksi, peroksidaz
aktivitesinde eksik olan histidin-alanin (His207Ala) COX-2 varyanti ile elde edilmistir ve EPA
iceren kompleks i¢in yabani tip Co®" -heme- igeren COX-2 kullanilmistir (Landino ve dig.,
1997). Her iki yapida da, yag asidi molekiillerinin karboksilat gruplari, Tyr385 ve Ser530 ile
hidrojen baglar1 olusturarak COX aktif alaninin tepe kismina yakin baglanir. Bu durum,
mutagenez ve kimyasal etiketleme deneylerinden ¢ikarildigi gibi bazi inhibitorler tarafindan
olusturulan etkilesimlere benzer. Ornegin, COX-2'nin Tyr385Phe mutant, aspirin ile etkin bir
sekilde asetillenmez, bu olay, Tyr385'in fenolik oksijeninin, aspirin asetil grubunun
pozisyonlanmasinda énemli bir rol oynadigini ve Ser530 ile kimyasal reaktivitesini arttirdigini
gosterir (Hochgesang ve dig., 2000). Ayrica, Mancini ve arkadaglar1 Ser530 COX-2'nin fenamat
inhibitorleri, diklofenak ve meklofenamik asit ile etkilesimi igin onemini gostermistir (Mancini
ve dig.,, 1997) . COX-2'nin COX aktif bolgesindeki bu yag asitlerinin beklenmedik
yonelimlerinde, Arg120'nin yan zinciri COX-1'de goriilen karboksilat ile iyon g¢ifti yerine, yag
asidinin ®-yaris1 ile Van Der Waals etkilesimlerini olusturur. Diger mekanistik ¢aligsmalara
dayanarak, COX-2 aktif bolgesinde AA'nin gézlenen bu konformasyonunun kataliz i¢in uygun
olmadigi anlagilmaktadir (Malkowski ve dig., 2000, Shimokawa ve dig., 1990, Thuresson ve
dig., 2001). Dogrudan ligand baglama ¢aligsmalari, AA'nin, AA i¢in bilinen Km’sinden tahmin
edilenden 10 ila 100 kat daha yiiksek bir afinite (Kq) ile COX-2'ye baglandigint gostermektedir
(Kiefer ve dig., 2000). Kristal yapida gozlenen inhibitor substrat baglanma modu bu farklilig
acgiklamaktadir.

2.3.4. Siklooksigenaz inhibisyon Mekanizmasi

Daha giivenli bir NSAID beklentisi ve yakindan iligkili aktif bolgeler arasinda ayrim yapabilen
bir bilesigin gelistirilmesindeki zorluklar, ilag endiistrisinde bir yaris olusturmustur. Bu durum
ayn1 zamanda, COX inhibisyonu ve inhibitor segiciligi mekanizmasinin molekiiler temelini

anlamaya yonelik ¢aligmalara yol agmustir.

Serbest enzim, inhibitor ve iki veya li¢ enzim-inhibitér kompleksi arasinda ¢oklu dengelerin
kuruldugu bir COX inhibisyonu i¢in genel bir model ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.7) (Rome ve
Lands, 1975, Walker ve dig., 2001).



17

k
_K ) — Kipawr _,
H+I__‘_'III'II+_——IHI‘I KX
-'| k.]_

Sekil 2.7: COX inhibisyonu i¢in ¢oklu dengelerin kuruldugu genel model (Kurumbail ve dig., 2001).

Sekil 6’da K1, ko ve Kinact, genel reaksiyonun ti¢ ayr1 basamagi i¢in ileri hiz sabitlerini temsil
ederken, k1 ve k2 ve k.3, geri hiz sabitlerini temsil eder. E ve I sirasiyla serbest enzimi ve
inhibitorii temsil eder. Enzim kinetigi ile tanimlanan ii¢ farkli enzim-inhibitér kompleksi, [El],

[EI] ve [EX] ile temsil edilir.

En giicli inhibitorler, ¢cok kararli kompleksler olusturan yavas, siki baglanma inhibitorleridir.
COX-1 ve COX-2'ye bagl yavas, siki baglanma inhibitorlerinin (6rnegin indometasin veya
flurbiprofen) kristal yapilarinin, en stabil kompleksleri yansittigi varsayilmaktadir (Picot ve
dig., 1994, Kurumbail ve dig., 1996, Loll ve dig., 1996). Bununla birlikte, flurbiprofen ve metil
flurbiprofen (rekabetci inhibitdrler), COX aktif bolgesinde benzer konformasyonlar sergiler ve
bu komplekslerdeki proteinlerin yapilart neredeyse iist iiste binebilir (Selinsky ve dig., 2001).
Bu nedenle, yavas, siki bir baglayici inhibitér veya rekabetci bir inhibitdr iceren COX-1

komplekslerinde yapisal farkliliklar goriilmemektedir.

Yapilan calismalarda bazi diarilheterosiklik bilesiklerin COX-1’in rekabet¢i inhibitorleri
oldugu sanilsa da zamana bagimli COX-2 inhibisyonu gosterdikleri anlagilmistir (Walker ve
dig., 2001, Copeland ve dig., 1994, Gierse ve dig., 1999). Flioresans sondiirme analizi,
diariloksazol (SC-299)'un her iki enzime baglandigini ve flioresans bozunum kinetiginin,
karsilastirilabilir oranlarda meydana gelen sirali bimolekiiler ve unimolekiiler adimlar1 ortaya
cikardigini gostermektedir (Lanzo ve dig., 2000). Ugiincii bir unimolekiiler adim sadece COX-
2 ile gozlenir. Her iki enzime baglanmadaki ilk iki adim kolayca geri doniisiimliidiir, oysa COX-
2'ye baglanmadaki {i¢iincli adim psddo (yalanci) geri doniigslizdiir. Fliioresan olmayan 6nemli
bir inhibitor olan flurbiprofen fazlaliginin varliginda fliioresansin geri kazanilmasi, COX-2 ile
tic saatlik bir siire alir, oysa COX-1 ile 40 saniye i¢inde tamamlanir. SC-299'un COX-2
seciciligi, inhibitdriin iki enzimle birlesme oranlarindaki kii¢iik farklarla iliskili degildir, ancak

enzimden salinma oranlarindaki farklarla ¢ok yakindan iligkilidir.

Indometasin ve diger karboksilat iceren NSAID'ler, yag asidi substratlarina benzer sekilde

Argl20 ile bir iyon ¢ifti olusturur (Picot ve dig., 1994, Kurumbail ve dig., 1996, Malkowski ve
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dig., 2000, Loll ve dig., 1996). Arg120'nin COX-1'deki bolgeye yonelik mutajenezi AA igin
Km'yi 600 kat arttirirken, COX-2'deki ayni mutasyonun Ky iizerinde etkisi yoktur
(Bhattacharyya ve dig., 1996, Rieke ve dig., 1999, Kozak ve dig., 2001, Mancini ve dig., 1995,
Greig ve dig., 1997). Bu farkin molekiiler temeli agiklanmamustir, ancak yapilan ¢alismalar bazi
secici olmayan NSAID'lerin COX-2 se¢ici inhibitorlerine doniistiiriilmesi ic¢in bir strateji
onermistir (Kalgutkar ve dig., 2000). Notr ester veya amid tiirevleri, COX-2'ye oldukga iyi
baglanir, ancak COX-1'e ¢ok iyi baglanmaz (Kozak ve dig., 2001, Kozak ve dig., 2000). Bu
secicilik en ¢ok indometasin ve meklofenamik asit ile belirgindir. COX-2'ye bagli zomepirakin
bir asilstilfonamid konjugati yapisi ile bu esterlerin ve amidlerin baglanmasi i¢in bir model
olusturulmustur (Luong ve dig., 1996). Olusturulan modelde zomepirakin zincirlenmis, nétr bir
tiirevi olan bir bilesik, COX aktif bolgesinin tabaninda Argl120, Tyr355 ve Glu524'ten olusan
daralmay1 arttirir ve st kisma (lobiye) uzanir. Buna benzer sekilde, indometasin

konjugatlarinin ester ve amid fonksiyonlar1 da lobiye yansitilmaktadir.

COX aktif bolgesinin en ilgi ¢ekici yonlerinden biri, PG'lerin biyosentezi i¢in gereken kimyasal
hassasiyet ile enzimlerin bir dizi substrat metabolize edilmesidir. COX enzimleri, stereospesifik
olarak esnektir, bir akiral substrati bes kiral merkeze sahip bir tirline doniistiiriir. Bu reaksiyon
normal kosullarda sentetik organik kimya ile in vitro olarak ¢ogaltilmasi zor olan bir
reaksiyondur (James Corey, 1991). Ayni zamanda, enzimler ayri olarak az miktarda ti¢
monohidroksillenmis iiriin (HETE’ler) tiretir. Bu durum, substratin ayni aktif alan i¢erisinde iki
veya li¢ tretken konformasyon kazanmasi olasiligini arttirir (Thuresson ve dig., 2000). Ek
olarak, AA, COX-2 yag asidi komplekslerinin yapisi ile gosterildigi gibi bir inhibitor
konformasyonuna da baglanabilir (Kiefer ve dig., 2000). Ayrica, COX aktif bolgesi, aktif olarak
kullanilan NSAID’lerden anlasilacagi gibi, ¢esitli kimyasal serilerden ¢ok ¢esitli bilesikleri

barindirabilir.

Membran proteinleri, deneysel biyokimya ve yapisal biyoloji ¢aligmalart agisindan oldukg¢a
karmagiktir. COX hakkindaki bazi ¢aligmalar sonucunda, enzimin ikili islevselligi, iki aktif
bolgenin yakin eslesmesi, substrat tarafindan inaktive edilmesi ve serbest radikal kimyasiyla
daha da karmasik hale gelmistir (Kurumbail ve dig., 2001). Buna ragmen, son yillarda substrat
kataliz ve inhibisyon mekanizmalarinin anlasilmasinda ¢ok ilerleme kaydedilmistir. Protein
kristalografisi, bolgeye yonelik mutagenez, spektroskopi ve kinetikten elde edilen son sonuglar,

bu iki enzimin daha yapisik yani bagl bir resmini ¢izmeye baglamistir. Son yapisal ve
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fonksiyonel ¢alismalar, AA oksijenasyonunun regiokimyasi, stereokimyasini ve inhibitorlerin
baglanmasini anlamada kilit amino asitlerin oynadigi roller hakkinda giiglii bilgiler saglamustir.
Ek olarak, yapisal biyoloji, yeni substratlarin tanimlanmasinda ve segici inhibitorlerin

gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamistir (Kurumbail ve dig., 2001).

Son zamanlarda yag asidi substratlar1 ile kompleks haline getirilmis koyun seminal
vezikiilindeki COX-1'in iki ilave kristal yapis1 aydmlatilmistir (Malkowski ve dig., 2001).
Linoleik asit kompleksinin kristal yapisi, daha once AA ve DHLA komplekslerinin
aydinlatilmis yapilariyla tutarlidir. Buna karsilik, EPA kompleksi, COX-1'in COX aktif bolgesi
i¢cindeki yag asidi molekiiliiniin gergin bir konformasyonunu ortaya koymaktadir. Sonug olarak,
substrat, Tyr385 Kkatalitik rezidiisiine gore yanlis hizalanmistir. Schneider ve arkadaslari,
Ser530'un COX enzimlerinin, PG sentezi sirasinda C-15 hidroksil grubunun dogru S
stereokimyasini stirdiirmedeki roliinii tanimlamiglardir (Schneider ve dig., 2002). Ser530'un
COX-2'deki metiyonin (Met), treonin (Thr) veya Val’e mutasyonu baskin olarak 15-R PG'lerin
olugsmasina neden olmaktadir. Val349, C-15"teki dogru stereokimya i¢in daha diisiik bir 6l¢iide
olmasma ragmen, Onemli goriinmektedir. Jorgensen ve arkadaglari tarafindan yapilan
molekiiler modelleme ¢alismalari, selekoksib ve ilgili diarilheterosiklik inhibitorlerin COX-2
segiciligi icin yapisal temel konusunda 6nemli fikirler vermektedir (Plount Price ve Jorgensen,
2000, Price ve Jorgensen, 2001). Bu arastiricilar Monte Carlo simiilasyonlariyla birlikte
karmasik serbest enerji pertiirbasyon metotlarini kullanmislardir. Bu ¢alismalar, selekoksibin
COX-2 segiciliginin kilit katkisinin, 523. pozisyonda Val yerine gegen lle oldugunu

gostermektedir.
2.4. Ammi majus (AM)

AM bitkisinden metanol ekstresi alindiginda ekstrenin furanokumarinler ve flavonoidlerce
zengin oldugu gorilmiistiir (Elgamal ve dig., 1993). AM % 1 amorf glukozit, % 0,45 tanen, %
4,76 oleoresin, % 3,2 asidik yag, % 12,92 sabit yag, % 13,83 protein ve % 22,4 seliiloz
icermektedir. Bununla birlikte, AM’nin ana bilesenleri, ksantoksin (metokssalen, 8-
metoksipsoralen, ammoidin,% 1.15'e kadar), imperatorin (ammidin,% 0.75'e kadar) ve
bergapten (heraklin, majudin, 5-metoksipsoralen, % 1.88'e kadar), % 0.25 marmesin, % 0.01
izoimperatorin, % 0.07 heraklenin ve % 0.01 izopimpinellin igeren furanokumarinlerdir (Majus
ve dig., 2017). izole edilen kumarinlerin yiiksek derecede anti enflamatuar etkinligi

saptanmustir (Selim ve Ouf, 2012). Bu etki, AM'nin geleneksel tiptaki tibbi kullanimin1 agiklar
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niteliktedir. Sentezlenen bilesiklerin anti enflamatuar aktivitesi, sican pengesi 6demi metodu
kullanilarak gergeklestirilmistir. 0.01 mg/100 g doz seviyesinde % 87’ye varan O0dem

inhibisyonu gézlemlenmistir (Selim ve Ouf, 2012).
2.5. Ammi visnaga (AV)

Yapilan bir¢ok calismada AV bitkisinin ¢esitli kisimlarinda visnagin isimli bir furanokumarin
tespit edilmistir. Visnaginin, TNF-o, IL-1p ve IFNy gibi pro-enflamatuar sitokinlerin
ekspresyonu tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Arastirmanin sonuglarina gore bu sitokinlerin
ekspresyonlart 100 uM visnagin konsantrasyonunda 6nmeli 6l¢giide inhibe edilmistir. Ayni
caligmada visnaginin antienflamatuar etkisini dogrulamak i¢in, visnaginin diger enflamatuar
iliskili genlerin ekspresyonu iizerindeki etkisi de aragtirtlmistir. COX-2 mRNA’s1 ve protein
seviyeleri {izerine bir etkisinin olmadig1 gorilmistir. I1L-10 antienflamatuar sitokin
ekspresyonunu onemli Olgiide arttirmistir. Bu sonuglar birlikte ele alindiginda, visnaginin
proenflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu azaltabilecegini ve antienflamatuar

sitokinlerin ekspresyonunu indiikleyebilecegini gostermektedir (Cells ve dig., 2010).
2.6. Anethum graveolens (AG)

Kazemi (2015)’nin yaptigi ¢alismada AG’nin GC/MS analizi, bitkinin toplam yagmin %
68,18'ini olusturan 16 bilesik ortaya koymustur. Bunlarin basinda timol (% 20.07), ardindan
limonen (% 16.31), a-pinen (% 8.65) ve karvakrol (% 8.34) gelmektedir (Kazemi, 2015). Farkli
bir ¢alismada furanokumarinlerin ve polifenollerin de varligi saptanmistir (Al-snafi, 2017).
Bitkiden elde edilen bu ekstrenin antienflamatuar etkinligi nitrik oksiti inhibe etme
potansiyeline gore degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gére AG’nin antienflamatuar
maddeler bakimindan zengin bir icerikte oldugu sonucuna varilmistir (Kazemi, 2015). AG
tohumlarinin hidro alkolik ekstresi, farelerde enflamasyon ve agrida 6nemli bir azalmaya neden
olmustur. Siganlarin penge hacminde diklofenak ile karsilastirildiginda daha fazla azalma
gostermistir (Naseri ve dig., 2012). AG meyvelerinin etanol ekstraktinin, farelerin kulaginin i¢
ve dig yiizeyine tek bir topikal uygulamasi, kulak iltihabin1 % 60 oraninda inhibe etmistir
(Matsuda ve dig., 1998). Bir baska ¢alismada da AG ekstresinin Tip-2 diyabette enflamatuar
biyomarker’larin1 6nemli 6l¢iide diistirdiigli gézlemlenmistir (Payahoo ve dig., 2014).
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2.7. Angelica sylvestris (AS)

A. acutiloba, A. dahurica, A. koreana, A. pubescens, A. sinensis gibi bircok Angelica tiirii
analjezik ve antienflamatuar aktiviteye sahiptir. UBF, skopoletin, falkarinol, falkarindiol,
falkarinolon, kolin ve vanillik asit gibi bilesikler bu cinsin ¢esitli bolgelerinden izole edilmistir.
Angelica pubescens’in gesitli ekstreleri analjezik ve antienflamatuar aktivite agisindan test
edilmis ve metanol, kloroform ve etil asetat ekstrelerinin % 3 formalin veya % 1,5 karragenan
tarafindan indiiklenen enflamasyon kaynakli 6demi azalttig1 gozlenmistir (Chen ve dig., 1995).
Baska bir ¢aligmada, A. pubescens, COX-1 ve 5-LOX {izerinde inhibitor etki gostermistir (Liu
ve dig., 2008). A. dahurica'nin, insan pulmoner epitel hiicre hattinda (A549) interlkin-1 beta
ile indiiklenen COX-2 ekspresyonunu ve PGE> salinimini konsantrasyona bagli olarak inhibe

ettigi bulunmustur.
2.8. Apium graveolens (APG)

APG’nin tohum ve yapraklarindan elde edilen ekstrelerinde fenoller, flavonoidler ve
furokumarinler gibi ¢esitli kumarinlerin varligi1 saptanmistir. APG, fare kulag: testinde ve
karragenan kaynakli sigan pengesi ddemine karsi antienflamatuar etkiler gdstermistir, bu
nedenle APG, arastiricilar tarafindan artrit ve sirt agrisinda 6nerilmistir. Cesitli ¢alismalarda bu
bitkinin ekstrakti makrofajlarda nitrik oksit liretimi lizerindeki inhibitor etkileri i¢in de test
edilmistir. Elde edilen verilere gore nitrik oksit iiretimini azaltarak enflamasyonu baskilamigtir

(Zhu ve dig., 2017).
2.9. Petroselinum crispum (PC)

Flavonoidler bu bitkinin baskin bilesikleridir (Papay ve dig., 2012). Psoralen, izopimpinellin,
8-metoksipsoralen, 5-metoksipsoralen ve imperatorin, PC’nin yapragindan ve kokiinden izole
edilen furokumarinlerdir (Chaudhary ve dig., 1986). Yapilan bir calismada PC ekstrakti 3 saat
uygulamadan sonra si¢an pengelerindeki 6dem olusumunu 6nemli Ol¢iide inhibe etmistir
(Rafatullah, 2003). Ayrica, ekstraktin siganlarda graniilom olusumunu 6nemli 6lgiide azalttig
goriilmiistiir. Kiiglik kan damarlariin ¢ogalmasi ve ayni zamanda fibroblastlarin ¢ogalmasi,
iltihabin onarim asamasindaki karakteristik 6zellikleridir. Bu proliferatif hiicreler, graniilasyon
dokusu olarak bilinen oldukga vaskiilerize bir kizarik kiitle olusturur. PC ekstresi, iltihaplanma
slirecinin proliferatif fazindaki aktivitesini ortaya koyan pellet graniilomunu etkili bir sekilde

azaltmistir (Rafatullah, 2003).
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2.10. KUMARINLER

Kumarin (2H1-benzopiran-2-on), 1820'de "coumarou" adi verilen tonka fasulyesinden izole
edilen heterosiklik bir bilesiktir. Kumarinler ayrica, bir benzen halkasinin bir piron halkasi ile
baglandig1 benzopiron bilesikleri ailesini olusturan, bir¢ok bitki tiiriinde dogal olarak olusan
fitokimyasallardir (Ojala, 2001). Benzopiron, kumarin ana simifi olan benzo-a-pironlara ve
biiyiik 6l¢iide flavonoidlerden olusan benzo-y-pironlara bolinmiistiir. Benzen ve a-pironun bu

fiizyonu, - konjugasyonuna ve dzellikle tibbi ilaglar olarak kullanimina olanak saglar.

Kumarin terapotik etkinligiyle arastirma ve gelistirme ¢alismalarinin hedefi haline gelmistir
(Kontogiorgis ve dig., 2012, Bairagi ve dig., 2014). Kumarin, antienflamatuar (Huang ve dig.,
2012), antioksidan (Basile ve dig., 2009), anti-adipogenik (Shin ve dig., 2010), antikanser (Liu
ve dig., 2012, Luo ve dig., 2011, Wang ve dig., 2015, Jamier ve dig., 2014), antiviral (Sancho
ve dig., 2004), antikoagiilan (Hirsh ve dig., 2001) ve néroprotektif (Wang ve dig., 2012)
ozellikler dahil olmak iizere 6nemli biyolojik aktivitelerin bir miselini gdsteren 6nemli bir

kondanse heterosiklikler sinifin1 temsil eder (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Kumarin tiirevlerinin terapdtik uygulamalari (Jameel ve dig., 2016).
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Bu bilesiklerin ¢ok iyi derecedeki biyolojik etkileri kumarinik ¢ekirdek yapisiyla iliskilidir.
Kumarinler ayrica, yaniklar, brusella, kardiyovaskiiler ve romatizmal hastaliklarda da
faydalidirlar (Murray ve dig., 1982). Bunlara ek olarak, ilaglar (Kampranis ve dig., 1999, Kock
ve dig., 2005), DNA hedefleme ajanlar1 (Whittaker ve dig., 1998) ve boyalar (Hara ve dig.,
2005) gibi farkli yonlerde genis uygulamalara sahiptirler.

Kumarin bitkiler aleminde bulunan biiyiik bir bilesik sinifidir. Kolayca ve tamamen metabolize
edilir (Lake, 1999). Polar olmayan kumarin, lipit ¢ift katmanlarini pasif difiizyon ile kolayca
gegebilir (Cooke, 1998). Giiniimiizde kumarinin bir ilag onciilii oldugu ve 7-hidroksikumarin
(7-OHC)’in yaygin adiyla bilinen umbelliferonun (UBF) birincil terapotik aday oldugu bilim
insanlar1 tarafindan desteklenmektedir. Sitokrom P-450 baglantili mono-oksigenaz (CYP2AG6),
7-OHC’yi olusturacak sekilde karaciger mikrozomlarindaki kumarin metabolizmasini baslatir.
C-3, 4, 5, 6, 7 ve 8 pozisyonlarinda da hidroksilasyon miimkiin olsa da, 7-hidroksilasyon
insanlarda ana metabolik yoldur (Lake, 1999, Sproll ve dig., 2008). Bu aktif kumarin formu
daha sonra glukuronid konjuge {iriiniinii olusturur. 7-hidroksilaz aktivitesinin, diger hayvanlarin
karacigerlerinin aktivitesine kars1 analiz edildigi gibi insan karaciger mikrozomlarinda oldukca
yiiksek oldugu ve olusumunun insanlarda ana metabolik yol i¢in dnemli oldugu bulunmustur.
Bu durumun tersine, kumarin 3-hidroksilaz aktivitesinin, kemirgen mikrozomlarinda g¢ok
yiiksek oldugu, fakat insan mikrozomlarinda bulunmadigi ortaya konmustur. CYP ekspresyonu
bireyler arasinda biiyiik 6lgiide degisiklik gosterir ve kumarin bazl ilaglarin farkli derecede
metabolizasyonuyla sonuglanir (Itsaine, 2001). Cesitli inhibitérlerin in vitro ve in vivo olarak
CYP2AG6 ile metabolize edildigi bilinmektedir (Pelkonen ve dig., 2000).

2.10. 1. 7-hidroksikumarin (Umbelliferon)

Umbelliferon, bitkilerde yaygin sekilde bulunan ve dogada benzopiron olarak var olan bir
kumarindir. Umbelliferae (Apiaceae) familyasi, Sanicula, Smyrnium olusatrum, Angelica,
Ferula assa-foetida, Apium graveolens, Cuminum cyminum, Foeniculum vulgare, Petroselinum
sativum ve dev domuz otu gibi ekonomik acidan 6nemli bitkileri igerir. Ote yandan UBF adh,
umbelliferae bitki familyasindan tiiretilmistir. Ayrica semsiye seklindeki salkimlarindan dolay1
bu isim verilmistir (Kataranovski ve dig., 2003, Mazimba, 2017). Apiacea i¢in ana Ozellik,

semsiye benzeri bir ¢iceklenme olan umbels bilesigi i¢inde toplanan ¢igeklenmedir.
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Bitkiden tiiretilen fenolik kumarinlerin meyve ve sebzelerde insan beslenmesinde tiiketilmeleri
nedeniyle diyet antioksidanlari olarak rol oynadig1 distiniiliirken, UBF'nin ayrica antioksidan
Ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir ve giinesten koruyucu ajan olarak ve tekstilde optik
parlatic1 géreviyle kullanilir (Hoult ve Paya, 1996, Lino ve dig., 1997).

UBF, farmakolojik olarak aktif bir ajan olan 7-OHC’dir. Kumarin bilesiginin 7 numarali

karbonuna bir hidroksil grubunun baglanmasiyla olusur (Sekil 2.9) (Mazimba, 2017).
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Sekil 2.9: UBF’nin kimyasal yapisi.

Yapisal basitliginden dolayi, 7-OHC genel olarak daha karmasik kumarinler i¢in ana bilesik
olarak kabul edilmistir ve daha genis bir yelpazedeki kumarin-heterosiklikerin sentezi i¢in
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Mazimba, 2017, Lee ve dig., 2006).

UBF sarimsi1 beyaz kristaller seklindedir, sicak suda hafifce ¢Oziiniir, ancak etanolde iyi

¢oziiniirlige sahiptir (Vasconcelos ve dig., 2009).

Kumarinlerin ve UBF’nin sentezi ig¢in fenilpropanoid biyosentetik yolagi literatiirde
tartistlmistir. UBF kumarin biyosentezindeki kilit adimlar, sinnamik asit sentezi veya para ve
orto hidroksilasyonlari, ¢ift bagin trans-cis izomerizasyonu ve son olarak laktonizasyondur
(Sekil 2.10) (Mazimba, 2017).
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Sekil 2.10: UBF’nin biyosentezi.

Sinnamik asit 2, fenilalanin amonyak liyaz (PAL) etkisiyle fenilalanin 1'den tiiretilirken, para-
hidroksi sinnamik asit (para-kumarik asit) 3, tirozin amino liyaz (TAL) kullanilarak tirozin
4'den tiiretilir. p-Kumarik asit 3 ayrica bir P540 bagimli enzim olan, 4-sinnamik asit hidroksilaz
(C4H) kullanilarak dogrudan sinnamik asitten de tiiretilebilir. Bu siiregte para-hidroksilasyon,
orto-hidroksilasyonun 6n sartidir (Austin ve Meyers, 1965, Brown ve dig., 1960, Brown, 1962,
Kindl, 1971).

Yapilan bir calismada UBF, hidrojen peroksitin indiikleme faktoriiniin % 68.99 ve 4-
nitrokinilin oksidin % 59.71 oraninda azaltilmasiyla gosterilen antigenotoksik aktivite
sergilemigtir (Mazimba, 2017). Ayrica iyi bir COX-2 (% 95.7) ve COX-1 (% 56.91)
inhibisyonu sergilemektedir (Kaur ve dig., 2012). D. takeshima kokii metil alkol ekstraktindan
izole edilen bu kumarin, kismen eikosanoidlerin iiretilmesi inhibisyonu yoluyla meydana gelen
antienflamatuar aktiviteye isaret eden COX-2/5-LOX ikili inhibitor aktivitesini gostermistir

(Kim ve dig., 2006). 7-HOC ile muamele edilmis sPLA2'nin spektroskopi verileri, enzimin
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katalitik bolgesindeki alfa heliks sarmalinin sekonder yapisinda modifikasyonlara sebep olarak,
enzimin inhibe oldugunu gostermistir (Toyama ve dig., 2009). T. domingensis'ten izole edilen
UBF, astiml1 farelerdeki bronkoalveoler lavaj sivilarinda gozeneklilik ve eozinofil sayisinda
belirgin bir azalmaya neden olmustur. Bu kumarin, farelerde ovalbiimin uygulamasi ile
indiiklenen bir alerjik hava yolu enflamasyon modelinde mukus {iretimini ve akciger iltihabini
azaltmistir (Vasconcelos ve dig., 2009). Ayrica yapilan ¢alismalarda UBF’nin anti bakteriyel,
anti fungal, antioksidan ve anti kanser 6zellikleri saptanmistir (Mazimba, 2017). Arastiricilar
tafarindan UBF’nin gelecekte hepatoksisite tedavisinde uygun bir aday olacagr da

diistiniilmektedir.
2.11. ENZIiM INHIBISYONU

Enzimlerin aktivitelerinin belirli bilesikler yoluyla azaltilmasi ya da tamamen durdurulmasi
olayina inhibisyon denir. Bu durumu saglayan maddelere inhibitor adi verilir. Inhibitorler genel
olarak kiiciik boyutludurlar. Enzim aktivitesinin inhibisyonu ile hiicrede meydana gelen
kimyasal olaylar kontrol edilebilir duruma gelir. Enzimatik inhibisyon doniisimli ve

doniisiimsiiz inhibisyon olmak iizere 2 ana grupta incelenebilir (Korkmaz ve dig., 2012).
2.11.1. Doniisiimsiiz inhibisyon

Doniislimsiiz inhibisyon siirecinde inhibitér madde, enzime tekrar ayrilmasi olanaksiz olacak
sekilde bir kovalent bag ile baglanir ya da ayrigmasi ¢ok zor olan bir kompleks olusturur. Asetil
kolin esteraz enzimi sinir uyarilarinin iletilmesinde gorev alir, bu enzimin sinir gazi ile
inhibisyonu doniigiimsiiz  inhibisyona Ornek gosterilebilir.  Sinir gazlarindan olan
diizopropilfluorofosfat, enzimin aktif bolgesinde bulunan Ser aminoasidi ile tepkimeye

katilarak, inaktif bir kompleks olusturur (Korkmaz ve dig., 2012).
2.11.2. Doniisiimlii inhibisyon

Bu inhibisyon tipinde enzim ve inhibitoriin etkilesmesi bir denge halindedir. Doniisiimlii
inhibisyon {i¢ gruba ayrilir.
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2.11.2.1. Kompetitif (Yarismaly) Inhibisyon

Yarigmali inhibitér yap1 olarak normal sartlarda enzime baglanacak olan substrata cok
benzemektedir ve enzimin tam olarak aktif bdlgesine baglanir (Sekil 2.11) (Korkmaz ve
dig.,2012).
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Sekil 2.11: Enzimin ve yarigmali inhibitoriin enzime baglanis sekilleri.

Bu durumda substratin enzime baglanmasi inihibitér tarafindan engellenmis olur. Inhibisyon
etkisinin ortadan kaldirilmasi igin substrat konsantrasyonunu arttirmak gerekmektedir.
Dolayisiyla enzimin Vmax degerinde bir de§isim s6z konusu olmaz. Bunun sebebi enzim-
substrat (ES) ve enzim-inhibitor (EI) komplekslerinin birer denge tepkimesi olmasidir ve
substrat miktar1 artarsa dengenin enzim-substrat kompleksi tarafina kaymasi miimkiin olur

(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: Enzim-substrat ve enzim-inhibitor komplekslerinin denge reaksiyonu. E: Enzim, S:
Substrat, ES: Enzim-substrat kompleksi, EI: Enzim-inhibitér kompleksi, U: Uriin, k: Denge
sabiti (Korkmaz ve dig., 2012)

Yarigsmali inhibitér ES kompleksi miktarini oransal olarak diisiiriir. Bunun sonucunda katalizin
hiz1 azalir, dolayisiyla enzimin Km degeri artig gostermis olur. Degisik susbstrat ve inhibitor

konsantrasyonlarinda yapilmis durumda olan enzimli reaksiyon hizlarinin 6l¢iimlerinden

asagidaki grafikler elde edilir (Sekil 2.13) (Korkmaz ve dig., 2012).
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Sekil 2.13: Yarigmali bir inhibit6riin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin Micheales-
Menten ve Lineweaver-Burk grafigi; Vmaxsabit durumdayken Km artis gosterir.

2.11.2.2. Nonkompetitif (Yarismasiz) inhibisyon

Bazi durumlarda inhibitor ve substrat enzime ayni zamanda baglanmis durumda olabilmektedir.
Yani inhibitdr ve substrat enzimin farkli yerlerine baglanir. Bu durumda inhibitdriin enzimin
aktif bolgesi haricinde bir yere baglandigi sonucuna varilir (Sekil 2.14) (Korkmaz ve dig.,
2012).
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Sekil 2.14: Nonkompetitif inhibisyonda substrat ve inhibitoriin enzimin farkli yerlerine baglaniglari.

Bu inhibisyon tipinde substrat miktarin1 arttirmak inhibisyonu etkilemez. Yarigmasiz
inhibisyondaki denge reaksiyonlar1 asagida goriilmektedir (Sekil 2.15) (Korkmaz ve dig.,
2012).
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Sekil 2.15: Yarismasiz inhibisyondaki ES ve EI denge reaksiyonlari

Bu inhibisyon mekanizmasindaki Micheales-Menten ve Lineweaver—Burk egrisi de Sekil 2.16°de
gosterilmistir (Korkmaz ve dig., 2012).
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Sekil 2.16: Yarigmasiz bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin
Micheales- Menten ve Lineweaver—Burk egrisi; Vmaxazalirken Kmayni kalir. Substrat ve
inhibitor enzimin farkl bélgelerine baglanir. Bu yiizden iki ¢esit inaktif kompleks olusur (EI ve
ESI).

2.11.2.3. Semi-kompetitif (Yart Yarismaly) Inhibisyon

Semi-kompetitif inhibisyon mekanizmasinda inhibitdr enzim yerine ES’ye baglanmis
durumdadir (Sekil 2.17) (Korkmaz ve dig., 2012).
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Sekil 2.17: Semi-kompetitif inhibisyondaki denge reaksiyonlar1

Bu tip inhibisyonda ortamda inhibitor varken substrat konsantrasyonu arttirilirsa inhibisyon da

artar (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18: Unkompetitif bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik bir reaksiyon hizinin
Lineweaver-Burk egrisi; Vmax Ve Kmayni oranda azalir. [I] artsa dahi dogrularin egimi aynidir
(Korkmaz ve dig., 2012).

Buradan anlasilacag: iizere, ortamda inhibitdr varligi s6z konusu oldugu siirece ortamdan
stirekli ES c¢ikist oldugu icin Ky azalir. Ortamda siirekli bir bicimde ESI olacagi i¢in de Vimax

diiser.
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada VELP SCIENTIFICA SER 148 Solvent Extractor, BUCHI R-210 Rotavapor,
Eppendorf 2-20 pl mikropipet, hassas terazi, ELISA Reader, 10004883 katalog numarali
Cayman Chemical sPLA? (Type V) Inhibitor Screening Assay Kit, 702000 katalog numarali
Cayman Chemical COX-2 (ovine) Inhibitor Secreening Assay Kit kullaniimstir.

3.1.BITKi EKSTRELERININ HAZIRLANMASI

Ammi majus kok ve tothum (AMk, AMy), Angelica sylvestris cigek ve yaprak (AS¢, ASy),
Ammi visnaga tohum (AVi), Anethum graveolens yaprak ve cicekttohum (AGy, AGg+),
Petroselinum crispum yaprak (PCy) ve Apium graveolens yaprak (APGy) olmak iizere
calismada kullanilan bitkilerin ¢esitli kisimlar1 hassas terazide tartildi. Kullanilan bitkiler
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Biyoorganik

Kimya Laboratuvarinin koleksiyonundan temin edildi. Bitkiler kurutulmug durumdaydi.

Tartilan bitki kisimlarinin her biri solvent ekstraktor cihazinin kartuslarina yerlestirildi ve
tizerlerine 70 ml metanol ilave edildi. Metanoliin kaynama sicakligina uygun olarak ekstraktor

45 dakika boyunca calistirildi.

Elde edilen c¢ozeltilerdeki fazlalik solvent (metanol) evaporatoérde uzaklastirildi. Sonug olarak

AG 15 ml diger bitkiler 10’ar ml olacak sekilde ekstreler elde edilmis oldu.

Elde edilen bu bitki ekstreleri enzim inhibisyonu asamasinda inhibitor olarak kullanildi.

3.2. ENZIM iNHiBiSYONU

Elde edilen bitki ekstrelerinin SPLA2 enzimi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in Cayman
Chemical 10004883 katalog nolu sPLA; (Tip V) Inhibitér Tarama Test Kiti, COX-2 enzimi
tizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi i¢in de Cayman Chemical 702000 katalog nolu COX-2
(koyun) Inhibitér Tarama Test Kiti kullanilds.
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3.2.1. SPLA? inhibitor Tarama Test Kiti
3.2.1.1. On Hazirliklar

Kit bilesenlerinden bazilar1 liyofilize veya konsantre formdadir ve kullanimdan once

sulandirilmasi veya seyreltilmesi gerekmektedir.
Reaktif Hazirlama:
Deney Tamponu (10X):

2 ml deney tamponu konsantresi 27 ml distile su ile seyreldi. Bu son deney tamponu [10 mM
CaCl,, 100 mM KCI ve 0.3 mM Triton X-100 igeren 25 mM Tris-hidroklorik asit (HCI), pH
7.5], substratin yeniden olusturulmasi ve suda ¢Oziinilir inhibitorlerin seyreltilmesi igin

kullanildi.
DTNB [Ellman’s reaktifi (5,5-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit)]:

Bir flakonun igerigi 1.0 ml distile su ile 0.4 M Tris-HCI, pH 8.0 igerisinde 10 mM DTNB

verecek sekilde sulandirildi.
Diheptanoil Tiyo-PC (Substrat):

Diheptanoil Tiyo-PC’nin etanolik ¢dzeltisi buharlastirildi. 1.66 mM'lik bir konsantrasyon elde
etmek icin her bir flakonun igerigi 12 ml seyreltilmis deney tamponu ile sulandirildi. Substrat

sollisyonu temizlenene kadar vortekslendi.
Insan (Tip V) sPLA3:
20 pl enzim 980 pl seyreltilmis deney tamponu ile seyreltildi.
3.2.1.2. Deney Protokolii
Plate’in Dizayni:

Oncelikl€100 baslangic aktivitesi olarak belirlenmis iki kuyucuk, pozitif kontrol inhibitdr
kuyucugu olarak belirlenmis iki kuyucuk ve arka pl&myucuklari olarak belirlenmis iki



34

kuyucuk olusturuldu. Uglii olarak dlgiilecek tipik bir numune ve inhibitdr diizeni Sekil 3.1'de

verilmigtir.
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Sekil 3.1: Numune ve inhibitor plate diizeni. BW: Arka plan kuyuciklari, A: %100 baslangic aktivitesi
kuyucuklari, P: Pozitif kontrol inhibitdr kuyucuklari, 1-29: Test bilesigi kuyucuklari

Testin gerceklestirilmesi:

% 100 baslangi¢ aktivitesi kuyucuklarti: 10 pul sPLA2 ve 10 pul solvent (¢oziicli) (inhibitorii

¢ozmek i¢in kullanilan ayn1 solvent) tic kuyucuga eklendi.

Pozitif kontrol inhibitér kuyucuklari: U¢ kuyucuga 10 pl sPLA2 ve 10 ul Tiyoeteramid-PC
eklendi. Pozitif kontrol kuyucuklarindaki Tiyoeteramid-PC'nin son konsantrasyonu 100
uM'dir.

Inhibitér kuycuklart: Ug kuyucuga 10 ul sPLA; ve 10 pl inhibitor eklendi.

Arka plan kuyucuklari: 10 pl deney tamponu ve 10 pl solvent (inhibitdrii ¢6zmek igin
kullanilan ayn1 solvent) ii¢ kuyucuga eklendi.

Kullanilan tiim kuyucuklara 200 pl substrat solusyonu eklendi. Daha sonra reaksiyonu
baslatmak icin tiim kuyucuklara 10 pul DTNB eklendi. Sonrasinda karistirmak icin plaka
dikkatlice 10 saniye ¢alkalandi ve plaka kapagiyla ortiildii. 25 © C'de 15 dakika inkiibe edildi.
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ELISA Reader’da 410 nm dalga boyunda absorbans okundu.
3.2.1.3. Analiz

Hesaplamalar:

Her numunenin ortalama absorbans1 belirlendi.

Arka plan kuyucuklarinin absorbansi % 100 baslangic aktivitesinin ve inhibit6r

kuyucuklariin absorbansindan ¢ikarildi.

Her numune i¢in inhibisyon ylizdesi belirlendi. Bunu yapmak i¢in, her inhibitor 6rnek degeri
% 100 baslangi¢ aktivite 6rnek degerinden ¢ikarildi. Sonug¢ % 100 baslangi¢ aktivite degerine

boliindii ve ardindan yiizde inhibisyonu vermek i¢in 100 ile carpildi.

ICso0 degerini (% 50 inhibisyonun oldugu konsantrasyon) belirlemek i¢in inhibitor

konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak inhibisyon yiizdesi grafigi ¢izildi.
3.2.2. COX-2 Inhibitér Tarama Test Kiti

3.2.2.1. COX-2 Reaksiyon Prosediirii

COX-2 Reaktif Hazirlama:

Reaksiyon tamponu (10X): 5 ml reaksiyon tamponu konsantresi 45 ml ultra saf suyla
seyreltildi. Bu son reaksiyon tamponu (5 mM EDTA ve 2 mM fenol igeren, 0.1 M Tris-HCI,

pH 8.0), COX reaksiyonlarinda ve Heme'nin seyreltilmesi i¢in kullanildz.

COX-2 (koyun): Her vial, bir COX-2 ¢ozeltisi igermektedir. 80 ul enzim, 320 ul seyreltilmis

reaksiyon tamponuyla seyreltildi ve buzda saklandi.

Heme: Bu vial, dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde bir Heme ¢ozeltisi igerir. Kullanimdan 6nce

40 pl Heme 960 pl 1X reaksiyon tamponuyla seyreltildi.

AA (Substrat): Bu vial etanol igerisinde AA ¢ozeltisi igermektedir. Substrattan 50 pl baska bir
viale aktarildi, 50 pl potasyum hidroksit (KOH) eklendi, vortekslendi ve 2 mM'lik bir son
konsantrasyon elde etmek i¢in 400 ul ultra saf su ile seyreltildi. Hazirlanan substratin 10 pl'lik

bir kismi, reaksiyonda 100 uM'lik bir son konsantrasyon vermektedir.
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Kalay Kloriir (SnCl2): Bu sise kristal kalay kloriir igerir. Siseye 5 ml 1 M hidroklorik asit
ilave edildi ve doymus bir SnCl ¢ozeltisi liretmek igin vortekslendi.

COX Reaksiyonlariin Gergeklestirilmesi:

Arka plan tiipleri: 500 pl mikrofuge tiipe 20 pl seyreltilmis COX-2 aktarildi ve tiip ii¢c dakika
kaynar suda bekletildi. Iki reaktif tiipiine 160 pl 1X reaksiyon tamponu, 10 pul Heme ve 10 ul
aktif olmayan COX-2 seklinde reaktifler eklendi.

COX-2 %100 Baslangi¢ Aktivite Tiipleri: iki reaksiyon tiipiine 160 pl 1X reaksiyon tamponu,
10 ul Heme ve 10 uL COX-2 eklendi.

COX-2 Inhibitér Tiipleri: 160 ul 1X reaksiyon tamponu, 10 ul Heme ve 10 pl COX-2 alt1

reaksiyon tiipiine eklendi.
% 100 baslangig aktivite, arka plan ve COX-2 inhibitor tiiplerine 10 pl inhibitor eklendi.
Tiipler 37 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Tiim reaksiyon tiiplerine 10 ul AA ekleyerek reaksiyon bagslatildi. Hizlica karistirildi ve 37 °©
C'de 2 dakika boyunca inkiibe edildi.

Enzim katalizini durdurmak i¢in her reaksiyon tiiptine 30 ul doymus SnCl; ¢ozeltisi eklendi.

Tipler su banyosundan ¢ikartildi ve vortekslendi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
3.2.2.2. ELISA Prosediirii
ELISA Tamponu Hazirlanmasi:

ELISA Tamponu: Bir vial ELISA tampon konsantresi (10X) icerigi 90 ml ultra saf su ile
seyreltildi.

Yikama tamponu: Yikama tamponu konsantresi vialinin (400X) icerigi ultra saf su ile toplam

2 litre hacme kadar seyreltildi ve 1 ml Polisorbat 20 eklendi.

Deneye Spesifik Reaktiflerin Hazirlanmasi:
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PG Tarama Standardi: Liyofilize PG tarama ELISA standardim1 1 ml ELISA tamponunda

¢oziildii. Bu ¢ozeltinin konsantrasyonu (toplu standart) 10 ng/ml olmustur.

ELISA'da kullanilacak standardi hazirlamak i¢in 8 temiz test tiipii 1 ile 8 arasinda
numaralandirildi. 800 ul ELISA tamponu tiip I'e ve 500 pul ELISA tamponu 2-8 tiiplerine
alikotland1 (porsiyonlandi). Toplu standardin 200 ul'si (10 ng/ml) tiip 1'e aktarildi ve iyice
karistirildi. Tiip 1'den 500 pl alarak ve tiip 2'ye aktarildi ve standart seri olarak seyreltildi
ardindan iyice karistirildi. Sonra, tiip 2'den 500 pl alindi ve tiip 3'e yerlestirildi, iyice

karistirildi. 4-8 numarali tiipler i¢in bu islemi tekrarlandi.

Prostaglandin Tarama AChE Tracer: 100 dtn PG tarama AChE tracer 6 ml ELISA tampon ile

sulandirildi.

Prostaglandin Tarama ELISA Antiserumu: 100 dtn PG tarama ELISA antiserumu 6 ml
ELISA tamponuyla sulandirildi.

COX-2 Reaksiyon Diliisyonlart:

Arka Plan Ornekleri: BC etiketli temiz bir test tiipiine 990 pl ELISA tamponu eklendi. BC
etiketli tiipe 10 pl arka plan COX-2 eklendi ve iyice karistirildi.

COX-2 % 100 Baslangi¢ Aktivite Ornekleri: Ornek basina ii¢ temiz test tiipii IA1'den IA3'e
kadar numaralandirildi. IA1 tiiptine 990 pl ELISA tampon alikotu, 10 pul COX-2 % 100
baslangi¢ aktivite numunesi eklendi ve iyice karistirildi. Tiip [A2'ye 950 ul ELISA tamponu
alikotu konuldu ve 50 pl tiip IA1’den alinarak IA2'ye eklendi ve iyice karistirildi. Tiip [A3'e
500 pl ELISA tamponu alikotu konuldu ve tiip 1A2’den tiip IA3'e 500 ul eklendi ve iyice
karigtirildi.

COX-2 Inhibitér Ornekleri: Ornek basma ii¢ temiz test tiipi Cl ile C3 olarak
numaralandirildi. 990 ul ELISA tamponu alikotu tiip Cl'e konuldu, 10 pl 6rnek eklendi ve
iyice karistirildi. Tiip C2'ye 950 ul ELISA tampon alikotu konuldu ve 50 pl tiip C1’den
alinarak tiip C2'ye eklendi ve iyice karigtirildi. Tiip C3'e 500 ul ELISA tamponu alikotu
konuldu ve 500 pl tiip C2’den tiip C3'e eklendi ve iyice karistirildi.

Plate’in Dizaynu:
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Her plaka, en az iki kor (BIlk), iki spesifik olmayan baglanma kuyucugu (NSB), iki
maksimum baglanma kuyucugu (Bo), bir toplam aktivite kuyucugu (TA) ve duplike (gift)
olarak sekiz nokta standart egri kuyucugu icermelidir. Onerilen bir plate formati, Sekil 3.2'de

gosterilmistir.

12 3 4567 8 % 11112
OO CCO000000
s @EEOOEEEEEEE
2. EC,000000000
JCOC000000000
R AAANOOOO0/000
F EE@EEEEOEEPEE
JNOO000000000
HEEEAEEXEEEOE®

Sekil 3.2: Ornek ve inhibitor plate diizeni. Blk: Kor (Bosluk) kuyucuklari, TA: Total aktivite
kuyucugu, NSB: Spesifik olmayan baglanma kuyucuklari, Bo: Maksimum baglanma kuyucuklari, S1-
S8: Standart kuyucuklari, BC: Arka plan COX-2 kuyucuklari, : % 100 Baglangic aktivitesi
ornekleri (1A2 ve 1A3), H: COX-2 inhibitor 6rnekleri (C2 ve C3).

ELISA’nin Gergeklestirilmesi:
Reaktiflerin Eklenmesi:

ELISA Tamponu: NSB kuyucuklarina 100 pl, Bo kuyucuklarima 50 pul ELISA tamponu
eklendi.

PG Tarama ELISA Standardi: En diisiik standart kuyucuklarinin (S8) ikisine de 8 numarali
tiipten 50 pl eklendi. Sonraki iki standart kuyucugun (S7) her birine tiip 7'den 50 pl eklendi.

Tiim standartlar esitleninceye kadar bu igleme devam edildi.

Arka Plan Ornekleri (Test Tiipii BC): Kuyucuk bagma 50 ul 6rnek eklendi. Her 6rnek iki
kopya halinde test edildi.
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COX-2 % 100 Baslangic Aktivite Ornekleri (IA2 ve IA3 Test Tiipleri): Kuyucuk basma 50 ul

ornek eklendi. Her numune iki diliisyonda test edildi.

COX-2 Inhibitér Ornekleri (C2 ve C3 test tiipleri): Kuyucuk basma 50 ul érnek eklendi. Her
ornek iki diliisyonda test edildi.

PG Tarama AChE Izleyici: TA ve Blk kuyucuklar: hari¢ her kuyucuga 50 pl PG tarama
AChE tracer eklendi.

PG Tarama ELISA Antiserum: TA, NSB ve Blk kuyucuklari hari¢ her kuyucuga 50 pl PG

tarama ELISA antiserumu eklendi.
Plate’in inkiibasyonu:

Her plate plastik film ile ortiildii ve orbital bir karigtiricida oda sicakliginda 18 saat inkiibe

edildi.
Plate’in Geligimi:

Plate gelisimi hazir oldugunda, 100 ml'lik bir Ellman's reaktifi viali 20 ml ultra saf su ile

sulandirildi.

Kuyucuklar bosaltildi ve yikama tamponu ile bes kez durulandi.
Her kuyucuga 200 pl Ellman’s reaktifi eklendi.

TA kuyucuklarma 5 pl tracer eklendi.

Plate plastik film ile ortiildii. Plate’in karanlikta olugsmasini saglamak icin genis, diiz bir ortii
ile donatilmig orbital bir ¢alkalayici kullanilarak optimum gelisme elde edildi. Bu deneme 75

dakika stirdu.
Plate’in Okunmasi:

Plate 410 nm dalga boyunda ELISA Reader’da okundu.
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3.2.2.3. Analiz

Veriler, 4 parametreli bir lojistik veya log-logit egrisi kullanilarak logaritma (log)

konsantrasyonuna karsi % B/Bo olarak ¢izildi.

Hesaplamalar:

Datanin Hazirlanmast:

NSB kuyucuklarindaki absorbans okumalarinin ortalamasi alindi.
Bo kuyucuklarindaki absorbans okumalarinin ortalamasi alindu.
NSB ortalamasi B ortalamasindan ¢ikartildi.

Kalan kuyucuklar i¢in % B/B0 hesaplandi. Bunu yapmak i¢in, ortalama NSB absorbansi S1

absorbansindan ¢ikartildi ve diizeltilmis Bo ile boliindii.
% B/BO0 elde etmek i¢in 100 ile ¢arpildi. S2-S8 ve tiim 6rnek kuyucuklar i¢in tekrarlandi.
Standart Egri Cizme:

Lineer (y) ve log (x) eksenlerini kullanarak PG konsantrasyonuna kars1 S1-S8 standartlari i¢in

% B/BO ¢izildi ve 4 parametreli lojistik uyum gerceklestirildi.
Ornek Konsantrasyonunu Belirleme:
Her 6rnek i¢in % B/BO0 degeri hesaplandi.

Standart egride % B/B0 degerini belirleyerek ve x eksenindeki karsilik gelen degerleri
okuyarak her bir numunenin konsantrasyonunu belirlendi. COX-2 6rnekleri uygun diliisyon
faktoriiyle ¢arpildi (BC = 100; IA2 ve C2 =2000; IA3 ve C3 = 4000).

Arka plan degerleri (BC) % 100 baslangi¢c aktivite ve COX-2 inhibitdr oOrneklerinden
cikarildi.

Her inhibitér numunesi % 100 baslangi¢ aktivite numunesinden ¢ikartildi, daha sonra % 100

baslangi¢ aktivite numunesine boliindii ve yiizde inhibisyonu vermek ic¢in 100 ile ¢arpildi.
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ICs0 degerini (% S50 inhibisyonun oldugu konsantrasyon) belirlemek igin inhibitor

konsantrasyonuyla inhibisyon yiizdesi grafik olarak ¢izildi.
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4. BULGULAR

Kurutulmus bitkilerin tartim sonuglar1 asagidaki gibidir:
10.15 g AMKk

13.096 g AM¢

7.47 g AS

3.47 g ASy

25.702 g AV4

9.139 g AGy

9.752 g AG¢+

6.323 g PCy

2.52 g APGy

Elde edilen bitki ekstrelerinin (inhibitorlerin) sPLA2 enzimi tizerindeki inhibisyon etkisinin
belirlenebilmesi i¢in yontem kisminda da agiklandigi iizere kit protokolii esas alinarak

asagidaki gibi plate dizayn1 yapildi.

ELISA Reader’da okunan absorbans degerleri agsagidaki gibi elde edildi.
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Tablo 4.1: sPLA; inhibitor taramasi i¢in ELISA Reader’da okunan absorbans degerleri.

1 2 3 4
A 0.114 0.1136 1.063 (AMy) | 1.065 (AMy)
B 1.102 1.199 2.658 (AG,) | 2.685 (AGy)
C 0.2 0.24 2.715 (PC,) | 2.736 (PC,)
D 2.91 (AM) 2.935 (AMy) | 2.134 (APGy) | 2.169 (APGy)

1.3354 (AS,) | 1.352 (AS,)

2.834 (AVY) | 2.854 (AV))

2559 (AGe+) | 2.581 (AGeu)
H 2.34 (AS,) 2.581 (AS,)

Daha sonra her duplike kuyucugun ortalamasi alindi:

BWort= 0.1275

Aort =1.181

Port =0.22

AMt ort = 2.9275
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AS¢ort = 1.2555

AViort = 2.846
AGg:tort=2.5715
ASyort=2.35
AMyort=1.024

AGyort = 2.6785
PCyort=2.728

APGy ot = 2.1585

BWort degeri Aort degerinden ve 1-9ort degerlerinden ¢ikarildi:
Aort— BWort = 1.0535
AMiort— BWort = 2.8
AS¢ ort— BWort= 1.128
AVtort— BWort = 2.7185
AGg+t ort— BWort = 2.444
ASy ort— BWort = 2.2225
AMk ort— BWort = 0.8965
AGy ort— BWort = 2.551
PCy ort— BWort = 2.6005

APGy ort — BWort = 2.031
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Her numunenin inhibisyon yiizdesinin belirlenmesi i¢in her inhibitor 6rnek degeri % 100
baslangic aktivite O6rnek degerinden g¢ikarildi. Sonug¢ % 100 baslangi¢c aktivite degerine

boliindii ve ardindan yiizde inhibisyonu vermek icin 100 ile ¢arpildi:
AMy: 1.0535 - 2.8 /1.0535 x 100 = -165.7807

AS;: 1.0535-1.128/1.0535 x 100 = -7.0717

AV 1.0535 -2.7185/1.0535 x 100 = -158.0446

AG+: 1.0535 —2.444 1 1.0535 x 100 = -131.9886

ASy: 1.0535 — 2.2225/1.0535 x 100 = -110.9635

AMg: 1.0535 — 0.8965 / 1.0535 x 100 = 14.9027

AGy: 1.0535-2.551/1.0535 x 100 = -142.1452

PCy: 1.0535 — 2.6005 / 1.0535 x 100 = -146.8439

APGy: 1.0535-2.031/1.0535 x 100 = -92.786

Yapilan hesaplamalar ile olusturulan sonuglara gére AMk ekstresi disindaki 6rneklerden
negatif sonuglar elde edildi dolayisiyla bu 6rneklerin enzim iizerinde inhibisyon etkisinin
olmadig1 sonucuna varildi. AMk ekstresinin SPLA2 enzimi iizerinde % 14.9027 oraninda

inhibisyon etkisi oldugu goriildi.

Bu nedenle diger 6l¢iimlere AMy ekstresi lizerinden devam edildi. 10 ml’lik AMk ekstresi
¢oOziiclisii otomatik evaporatorde uzaklastirilarak sirasiyla 8, 6, 4 ve 2 ml’ye kadar

derisiklendirildi.

8 ml’lik konsantreden alinan 6rnek ile plate tekrar hazirlandi. Elde edilen absorbans degerleri

asagidaki gibidir.



46

Tablo 4.2: sPLA; inhibitor taramasi i¢in ELISA Reader’da okunan ikinci absorbans degerleri.

1 2 3 4
A 0.113 0.1135

B 1.106 1.193

C 0.22 0.25

D

c 0.835 0.854
=

G

H

Her kuyucugun ortalamasi alindi:

BWort = 0.1133

Aort=1.1495

Port=0.235

AMi ot =0.8445

BWort degeri Aort degerinden ve 6ort degerinden ¢ikarildi:
Aort - BWort= 1.0362

AMk ort = BWortz 0.7312
Inhibitér 6rnek degeri % 100 baslangic aktivite drnek degerinden gikarildi. Sonug % 100
baslangi¢ aktivite degerine bdliindii ve ardindan yiizde inhibisyonu vermek i¢in 100 ile

carpildi:

1.0362 — 0.7312/ 1.0362 x 100 = 29.4345
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Yapilan hesaplamadan 8 ml’lik AMk ekstresinin enzim iizerinde % 29.4345 oraninda bir

inhibisyon olusturdugu goriilmiistiir.

6 ml’lik konsantreden alinan 6rnek ile plate tekrar hazirlandi. Elde edilen absorbans degerleri

asagidaki gibidir.

Tablo 4.3: sPLA; inhibitor taramasi i¢in ELISA Reader’da okunan iigiincii absorbans degerleri.

1 2 3 4
A 0.114 0.1132

B 1.103 1.195

C 0.23 0.25

D

E

F 0.8001 0.8008
G

H
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Her kuyucugun ortalamasi alindi:

BW,t=0.1136
Aort =1.149
Port =0.24

AMyort = 0.8005
BWort degeri Aort degerinden ve 6ot degerinden cikarildi:
Aort - BWort = 10354

AMy ort - BWort = 0.6869
Inhibitér 6rnek degeri % 100 baslangi¢ aktivite drnek degerinden ¢ikarildi. Sonug % 100
baslangi¢c aktivite degerine boliindii ve ardindan yilizde inhibisyonu vermek i¢in 100 ile

carpildi:
1.0354 — 0.6869 / 1.0354 x 100 = 33.6585

Yapilan hesaplamadan 6 ml’lik AMk ekstresinin enzim iizerinde % 33.6585 oraninda bir

inhibisyon olusturdugu goriilmiistiir.

4 ml’lik konsantreden alinan 6rnek ile plate tekrar hazirlandi. Elde edilen absorbans degerleri

asagidaki gibidir.
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Tablo 4.4: sPLA; inhibitor taramasi i¢in ELISA Reader’da okunan dordiincii absorbans

degerleri.

1 2 3 4
A 0.110 0.1125
B 1.101 1.165
Cc 0.25 0.23
D
E
F
G 0.661 0.663
H

Her kuyucugun ortalamasi alindu:

BWort=0.1113

Aort=1.133

Port=0.24

AMyort = 0.662

BWort degeri Aort degerinden ve 6ot degerinden ¢ikarildi:
Aort - BWor=1.0217

AMk ort - BWort= 0.5507
Inhibitér érnek degeri % 100 baslangic aktivite 6rnek degerinden ¢ikarildi. Sonug % 100
baslangi¢ aktivite degerine boliindii ve ardindan yiizde inhibisyonu vermek ic¢in 100 ile

carpild:
1.0217 — 0.5507 / 1.0217 x 100 = 40.0996

Yapilan hesaplamadan 4 ml’lik AMk ekstresinin enzim tiizerinde % 40.0996 oraninda bir

inhibisyon olusturdugu goriilmiistiir.

2 ml’lik konsantreden alinan 6rnek ile plate tekrar hazirlandi. Elde edilen absorbans degerleri

asagidaki gibidir.
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Tablo 4.5: SPLA; inhibitor taramasi i¢in ELISA Reader’da okunan besinci absorbans degerleri.

1 2 3 4
A 0117 0.1164
B 1.105 1.126
C 02 023
D
E
F
G
H 0.2684 0.2692

Her kuyucugun ortalamasi alindi:

BWort = 0.1167

Aort=1.1155

Port=0.215

AMkort=0.2688

BWortdegeri Aort degerinden ve 6ort degerinden ¢ikarildi:
Aort - BWort=0.9988

AMk ort = BWort: 0.1521
Inhibitér 6rnek degeri % 100 baslangi¢ aktivite drnek degerinden ¢ikarildi. Sonug % 100
baslangi¢ aktivite degerine bdliindii ve ardindan yiizde inhibisyonu vermek i¢in 100 ile

carpildi:
0.9988 —0.1521 /0.9988 x 100 = 84.7717

Yapilan hesaplamadan 2 ml’lik AMk ekstresinin enzim iizerinde % 84.7717 oraninda bir

inhibisyon olusturdugu goriilmiistiir.

Elde edilen inhibisyon ylizdelerine kars1 ornek konsantrasyonu degerleri asagidaki gibi bir

grafige aktarildu.
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Sekil 4.1: AM konsantrasyonuna bagli sPLA; inhibisyon yiizdesi.

Grafikten y = 0.1579x + 0.0397 seklinde bir denklem elde edildi. Bu denklemde y yerine 0.5

konuldugunda hesaplanan x degeri % 50 inhibisyonun gerceklestigi konsantrasyondur.
0.5=0.1579x + 0.0397
X =2.9151

Omegin % 50 inhibisyon gerceklestirdigi deger yani ICso degeri 2.9151 g/ml olarak
hesaplanda.

Tim oOrnek konsantrasyonlarindaki inhibisyon degerleri bir arada Kruskal-Wallis testi ile
degerlendirildiginde p degeri 0.041 olarak belirlendi. Bu p degeri 0.05’ten kiiclik oldugu i¢in

elde edilen inhibisyon degerleri istatistiksel olarak anlamlidir.

Elde edilen bitki ekstrelerinin (inhibitorlerin) COX-2 enzimi iizerindeki inhibisyon etkisinin
belirlenebilmesi i¢in yontem kisminda da agiklandigi iizere kit protokolii esas alinarak

asagidaki gibi plate dizayni yapildi.
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ELISA Reader’da okunan absorbans degerleri asagidaki gibi elde edildi.

Tablo 4.6: COX-2 inhibitor taramasi i¢in ELISA Reader’da okunan absorbans degerleri.
1 2 3 4 5 6 7

A 0.028 0.189 0.203 0.155 0.128 0.652 0.6515
(AMyY) | (AMY)

B 0.028 0.126 0.128 0.1405 | 0.164 0.7385 | 0.772
(AGy) | (AGy)

C 0.2405 | 0.247 |0.174 |0.16 0.119

D 0.316 0.214 0.2685 | 0.829 1.089 1.2175 | 0.9405
(AMy) | (AMy) | (AMY) | (AMY)

E 1525 [0212 [0.2625 |1.08 |1.058 |1.2215 | 1.058
(AS)) | (AS)) | (ASe) | (AS)

F 1.1545 | 0.184 | 0.1835 | 0.9105 | 0.95 1.022 | 1.1505
(AVY) | (AVY) | (AVY) | (AVYy)

G 1.199 | 0.1155 | 0.1745 | 0.8205 | 0.8005 | 1.021 | 0.8635
(AGQ-H) (AG(;-H) (AG(;-H) (AGg+t)

H 1.9475 | 0.1275 | 0.1465 | 0.1905 | 0.228 |0.295 | 0.249
(ASy) | (ASy) | (ASy) | (ASy)

NSB kuyucuklarindaki absorbans okumalarinin ortalamasi alindi:

NSBort = 0.2783

Bo kuyucuklarindaki absorbans okumalarinin ortalamasi alindi:

Boort = 1.3398
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NSB ortalamasi Bo ortalamasindan ¢ikartildi:
1.3398 - 0.2783 = 1.0615

Kalan kuyucuklar i¢in % B/B0 hesaplandi. Bunu yapmak i¢in, ortalama NSB absorbansi ilgili
tiim kuyucuklarin absorbansindan ¢ikartildi ve diizeltilmis By ile boliindii ardindan 100 ile

carpildi.

S1: 0.196 (S1ort) —0.2783 / 1.0615 x 100 = -7.7532
S2: 0.127 (S2ort) — 0.2783 / 1.0615 x 100 = -14.2534
S3: 0.2105 (Szort) —0.2783 / 1.0615 x 100 = -6.3872
S4:0.2413 (Ssort) — 0.2783 / 1.0615 x 100 = -3.4856
Ss: 0.2373 (Ssort) —0.2783 / 1.0615 x 100 = -3.8672
Se: 0.1838 (Seort) — 0.2783 / 1.0615 x 100 = -8.9025
S7: 0.145 (S7ort) — 0.2783 / 1.0615 x 100 = -6.665
Se: 0.137 (Ssort) —0.2783 / 1.0615 x 100 = -13.3114

Hesaplamalardan elde edilen sonuglara gore standart kuyucuklarindaki % B/BO degerleri
negatif olarak belirlendi. Bu sebeple standart egrisi ¢izilemedi ve 6rneklerin COX-2 enzimi

tizerindeki inhibisyon etkinligi belirlenemedi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Akut sekilde olusan enflamatuar yanitin aktivasyonu, mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlar gibi organizmaya yonelik tehditleri ortadan kaldirmak igin temel bir savunma
mekanizmasidir. Enflamasyonun baglamasi, enfeksiyonun veya doku hasarinin ardindan,
proenflamatuarlar1 aktive eden proenflamatuar sitokinler gibi mediatorlerin senteziyle baslar
(Ala ve dig., 2003). Notrofiller gibi graniilositler fagositoz islevini yerine getirerek doku
hasarindan sonra olusan doku kalintilarin1 veya mikroorganizmalar1 ortadan kaldirir
(Kolaczkowska ve Kubes, 2013). Bununla birlikte kontrolsiiz iltihaplanma, romatoid artrit de
dahil olmak {iizere ¢ok sayida kronik hastaligin seyrinde dnemli rol oynamaktadir (Dinauer,
1993, Morgenstern ve dig., 1997). Enflamasyon olayinda en 6nemli metabolik siire¢ AA
yolagidir. Bu yolakta oncelikle SPLA2 enziminin aktivasyonu ile gliserofosfolipitlerden AA
olusur. Daha sonra olusan bu iiriin COX-2 enziminin substrat1 olur ve COX-2 aktivasyonu
neticesinde l6kotrienler, PG’ler ve tromboksanlar gibi eikosanoidler iiretilir (Dennis ve dig.,
2011). Bu nedenle, SPLA2 ve COX-2, enflamasyonu baskilamak i¢in iiretilmeye caligilan
ilaglarin temel hedefleridir (Radmark ve dig., 2015, Steinhilber ve Hofmann, 2014). AA
yolaginda bu iki enzim korele sekilde ¢alistigindan her iki enzimi de inhibe eden inhibitorler

biiyiik avantaja sahiptir (Quach ve dig., 2014, Yedgar, 2000, Joshi ve dig., 2016).

Kumarin terapotik etkinligi nedeniyle ilag caligmalarinin hedefi haline gelmistir (Kontokiorgis
ve dig., 2012, Bairagi ve dig., 2014). Benzen ve a-pironun bu fiizyonu, 6zellikle tibbi ilaglar
olarak kullanimina olanak saglar. Kumarinin, antienflamatuar (Huang ve dig., 2012),
antioksidan (Basile ve dig., 2009), antikanser (Liu ve dig., 2012, Luo ve dig., 2011) ve daha bir
cok biyoaktif 6zelligi cesitli arastirmalarda gézlemlenmistir. Bitkiler aleminin biiyiikk bir
kisminda bulunmaktadir. UBF, kumarin bilesiginin 7. pozisyonundaki karbonuna bir hidroksil
grubunun baglanmasiyla meydana gelir ve farmakolojik olarak aktiftir (Mazimba, 2017).
Umbelliferae familyasinda yer alan bitkilerde bulunur ve ismini de buradan almistir. Yapilan
calismalarda iyi bir COX-2 (% 95.7) inhibisyonu gosterdigi ortaya konmustur (Kaur ve dig.,
2012). Ayrica bir calismada 7- HOC ile inkiibe edilmis sPLA2'nin spektroskopi verileri,
enzimin inhibe oldugunu gostermektedir (Toyama ve dig., 2008). Bu kumarin, farelerde
ovalblimin uygulamasi ile indiiklenen bir enflamasyon modelinde mukus iiretimini ve akciger

iltihabin1 azaltmistir (Vasconcelos ve dig., 2009).
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AM bitk ekstresinin furanokumarinler ve flavonoidlerce zengin oldugu goériilmiistiir (Elgamal
ve dig., 1993). Bu bitkiden izole edilen kumarinlerin yiiksek derecede anti enflamatuar etkinligi
aragtirmalar sonucunda saptanmistir (Selim ve Ouf, 2012). Sentezlenen bilesiklerin anti
enflamatuar aktivitesi, sigan pengesi 6demi metodu kullanilarak gergeklestirilmistir (Selim ve
Ouf, 2012). Yapilan bir¢ok ¢alismada AV bitkisinde visnagin isimli bir bilesik bulunmustur.
Visnagin kuromon ve furanin bir tlirevi olan bir furanokromondur. Calismalarin sonuglari
birlikte ele alindiginda, visnaginin proenflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu
azaltabilecegini gostermektedir (Cells ve dig., 2010). Yine farkli bir ¢alismada AG bitkisinde
furanokumarinlerin ve polifenollerin de varhigi saptanmistir (Al-Snafi, 2017). Bitkiden elde
edilen ekstrenin antienflamatuar etkinligi nitrik oksiti inhibe etme potansiyeline gore
degerlendirilmistir ve inhibisyon gozlenmistir (Kazemi, 2015). Bircok Angelica tiiriinde
kumarin tiirevleri olan skopoletin ve UBF tespit edilmistir ve bu cinse ait bitkilerin karregenan
kaynakli enflamasyonu inhibe ettigi goriilmistiir (Chen ve dig., 1995). APG’nin tohum ve
yapraklarindan elde edilen ekstrelerinde fenoller, flavonoidler ve furokumarinler gibi gesitli
kumarinlerin varligi saptanmistir. Yapilan calismalarin sonuglarina gore bu bitkinin ekstresi
nitrik oksit {iretimini azaltarak enflamasyonu baskilamistir (Zhu ve dig., 2017). PC bitkisinin
psoralen, izopimpinellin, 8-metoksipsoralen, 5-metoksipsoralen ve imperatorin gibi
furanokumarinlerce zengin bir igerikte oldugu gorilmistiir (Chaudhary ve dig., 1986). PC
ekstresi, iltihaplanma stirecinin proliferatif fazindaki aktivitesini ortaya koyan pellet
graniilomunu etkili bir sekilde azaltmistir (Rafatullah, 2003). Goériildiigii gibi bu ¢alismada ele
aliman bitkilerin hepsinin antienflamatuar etkinligi s6z konusudur. Ayrica bu bitkilerin

tamaminin kumarin sinifi bilesikleri igerdigi ortaya konmus durumdadir.

Bu ¢aligmada kumarin sinift bazi bilesiklerin sPLA2 ve COX-2 enzimleri tizerindeki inhibisyon
etkileri dolayisiyla da enflamasyondaki rolleri arastirilmistir. AM kok ekstresinin sPLA2
enzimi TUzerinde istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon (p<0.05) gergeklestirildigi
goriilmiistiir. Inhibisyon yiizdesi %84.771dir. sPLA2 enflamasyon siirecinde kilit rol oynayan
bir enzimdir. Dolayisiyla genel anlamda enflamasyonun baskilanmasi sonucu literatiir ile uyum
saglamaktadir. Ayrica AM’nin antienflamatuar etkinligi, literatiirde siklikla karregenan benzeri
etkenlerle fare pengesi 6demi metoduyla belirlenmistir. Bu c¢alismada diger bitkiler dahil
AM’nin antienflamatuar etkinligi, enflamasyon siirecinde 6nemli rolleri olan sPLA2 ve COX-
2 iizerinde enzimatik olarak belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu durum g¢alismanin 6zgiin yanini

ortaya koymaktadir. Ayrica literatiirde siklikla kumarin smifi bilesiklerin sSPLA2 ve COX-2
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enzimlerinden yalnizca biri {izerindeki inhibisyonu vurgulanmistir. Oysa Ki bu iki enzim
enflamasyon siirecinde birlikte rol almaktadirlar. Birinin {riinii  digerinin substrati

durumundadir. Bu da ¢aligmanin 6zgiin taraflarindan bir digeridir.

Calismanin sonucunda diger bitkilerin SPLA2 {izerinde ve AM dahil tiim bitkilerin COX-2
tizerinde bir inhibisyon yaratmadigi goriilmiistiir. AM disindaki bitkilerin ekstreleri renkli
AM’ninki ise beyazdi. Bu bitkilerin i¢eriginde kumarin sinifi bilesiklerin haricinde renk veren
bilesiklerin de olmasi miimkiin goriinmektedir. ELISA Reader’da olgimler 410 nm dalga
boyunda yani goriiniir bolgede yapildi. Bu dalga boyundaki radyasyonu, bitki ekstrelerinin
icindeki kumarin sinifi bilesiklerin disindaki bilesiklerin absorplamasi s6z konusu olabilir. Bu
durumda da 6l¢lim sonucu negatif degerler almis olabiliriz diisiincesindeyiz. Bunun oniine
geemek icin ilgili bitki ekstrelerinde fraksiyonlandirma g¢aligmalarinin yapilmasi gerektigi
kanisindayiz. Fraksiyonlandirma yapildig: taktirde kumarin sinifi bilesikler daha saf halde elde
edilebilir ve goriiniir bolgede ilgili enzimler iizerinde enzimatik ¢alismalar daha miimkiin hale
gelebilir diisiincesindeyiz. AM disindaki bitkilerin SPLA2 ve COX-2 enzimleri tizerindeki
inhibisyon etkilerinin belirlenebilmesi i¢in fraksiyonlandirma dahil olmak iizere daha kapsamli
calismalarin yapilmasi gerektigi ve bu ¢alismanin daha detayli ¢alismalara zemin hazirlayacagi

kanisinday1z.
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