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Antioksidanlar, viicutta serbest radikallerin =zararli etkilerini azaltarak Onemli bir
rol oynarlar. Dogal kaynaklardan elde edilen bu bilesikler, saglik ve gida
endiistrisinde giderek artan bir ilgi gormektedir. Ozellikle tibbi ve aromatik
bitkiler, antioksidanlar acisindan zengin bir kaynak teskil etmektedir. Bu
bilesikler, serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirir veya
dengeler. Bu calismada Antioksidan Kapasite Tayininde 4 farkli yontem olarak;
ABTS, DPPH, KUPRAK ve FRAP yontemleri kullanildi. Dogal antioksidanlar
olarak Angolensin ve Nimbidiol bilesikleri tez c¢alismasinda kullanildi. HMG-
CoA rediiktaz adi verilen bir enzim de tezde c¢alisildi. Bu enzim mevalonatin
kolesterol {iretimi icin gerekli olan baslica ara maddelerden biri olan HMG-
CoA’ya  (hidroksimetilglutaril-CoA)  doniistimiinii  katalize eder. HMG-CoA
rediiktaz inhibitorleri ise kolesterol seviyelerini diisiirmek icin kullanilan ilaglarin
bir smifim1 olusturur. Bu ilaglar, kolesterol ve diyabet seviyelerini kontrol etmeye
ve kalp hastalig1 riskini azaltmaya yardimci olabilir. HMG-CoA rediiktaz ve o-
Glikozidazlar inhibitorleri icinde genel olarak statinler bilinmektedirler. Statinler

kolesterol seviyelerini diistirmek i¢in kullanilan ilaglar smifidir. Statinler, bu
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enzimi inhibe ederek karacigerde kolesterol liretimini azaltir.

Elde edilen sonuglar, ozellikle o-glikozidaz enzimi {izerinde Angolensin’in ICso:
0,3837 nM, Nimbidiol’tin ise ICso: 0,5651 nM degerlerine sahip oldugunu
gostermistir.  Bu  bulgu, Angolensin’in  karbonhidrat  hidrolizi ve  glikoz
regiilasyonunda rol oynayan bu enzimi daha giiglii bir sekilde inhibe ettigini
ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, kolesterol biyosentez yolunun hiz smirlayic
basamagini  katalize eden HMG-CoA rediiktaz enzimi Tlizerinde de giiglii
inhibisyon elde edilmistir. Angolensin’in ICso: 2,2873 nM, Nimbidiol’in ise ICso:
3,5831 nM degerleri, bu bilesiklerin statin benzeri bir etki mekanizmasina sahip
olabilecegini  gostermektedir.  Molekiiler — diizeyde etkilesimlerin  belirlenmesi
amaciyla gerceklestirilen molekiiler docking analizlerinde ise, Angolensin ve
Nimbidiol’tin hem a-glikozidaz hem de HMG-CoA rediiktaz enzimlerinin aktif
bolgelerine yliksek afinite ile baglandigini ortaya koymustur. Sonu¢ olarak bu
calisma, Angolensin ve Nimbidiol’lin metabolik hastaliklara yonelik yeni nesil
dogal kaynakli inhibitorler ve antioksidanlar olarak degerlendirilebilecegini giiclii

verilerle géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Angolensin, a-Glikozidaz, dogal antioksidanlar, HMG-CoA Reduktaz,

kolesterol, nimbidiol, serbest radikaller,.
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Antioxidants play an important role in reducing the harmful effects of free
radicals in the body. These compounds, which are obtained from natural sources,
have received increasing attention in the health and food industries. Medicinal
and aromatic plants, in particular, represent a rich source of antioxidants. These
molecules neutralize or stabilize free radicals by reacting with them. In this study,
four different antioxidant capacity assays—ABTS, DPPH, CUPRAC, and
FRAP—were employed. Angolensin and Nimbidiol were wused as natural
antioxidant compounds in the thesis work. Additionally, the enzyme HMG-CoA
reductase was investigated. This enzyme catalyzes the conversion of HMG-CoA
(hydroxymethylglutaryl-CoA), one of the major intermediates required for
cholesterol synthesis, into mevalonate. HMG-CoA reductase inhibitors constitute
a class of drugs used to reduce cholesterol levels. These agents help control
cholesterol and glucose levels and reduce the risk of cardiovascular disease.
Among the inhibitors of HMG-CoA reductase and a-glucosidases, statins are
known as the main representatives. Statins are a class of drugs used to lower
cholesterol levels, acting by inhibiting this enzyme and thereby reducing

cholesterol production in the liver.
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The obtained results demonstrated that, particularly on the a-glucosidase enzyme,
Angolensin exhibited an ICso value of 0.3837 nM, while Nimbidiol showed an
ICso value of 0.5651 nM. This finding indicates that Angolensin inhibits this
enzyme, which plays a role in carbohydrate hydrolysis and glucose regulation,
more effectively. Similarly, strong inhibition was also observed on the HMG-
CoA reductase enzyme, which catalyzes the rate-limiting step of cholesterol
biosynthesis. Angolensin demonstrated an ICsoe value of 2.2873 nM, whereas
Nimbidiol exhibited an ICso value of 3.5831 nM, suggesting that these compounds
may possess a statin-like mechanism of action. Furthermore, molecular docking
analyses performed to determine interactions at the molecular level revealed that
both Angolensin and Nimbidiol bind to the active sites of a-glucosidase and
HMG-CoA reductase with high affinity. In conclusion, this study strongly
demonstrates that Angolensin and Nimbidiol can be evaluated as new-generation,
natural-source inhibitors and antioxidants with potential applications in the

management of metabolic diseases.

Keywords: Angolensin, a-Glucosidase, cholesterol, free radicals, HMG-CoA Reductase,

natural antioxidants, nimbidiol.
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1. GIRIS

Antioksidanlar, viicutta serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltarak
hiicresel hasarin  Onlenmesinde onemli rol oynayan dogal veya sentetik
bilesiklerdir. Sentetik antioksidanlarin  giivenilirligine yonelik artan endiseler,
saglik ve gida alanlarinda tibbi ve aromatik bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde
edilen antioksidanlara olan ilgiyi artirmistir. Oksidatif stresin norodejeneratif
hastaliklar, diyabet, kanser ve romatoid artrit gibi birgcok kronik hastaligin
patogenezinde etkili oldugu g6z Oniine alindiginda, dogal antioksidanlarin Onemi

giderek artmaktadir.
1.1. Dogal Antioksidanlar

Antioksidanlar, viicuttaki serbest radikallerin olumsuz etkilerini azaltan Onemli
sistemlerdir. ~ Glinlimiizde, sentetik  antioksidanlarin  giivenilirligi ~ konusundaki
artan endiseler, saghk ve gida endiistrisinde dogal kaynaklardan elde edilen
antioksidanlara yonelik bir artisa neden olmustur. Tibbi ve aromatik bitkiler, bu
dogal antioksidanlarin zengin kaynaklar1 arasinda yer alarak, arastirmacilarin ve

endiistrinin dikkatini ¢cekmektedir (Celik ve Ayran, 2020).

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirir
veya dengeler, bdylece hiicre hasarmmin Oniline gecerek bazi hiicre hasarlarini
Onleyebilen veya geciktirebilen insan yapimi veya dogal maddelerdir. Dogal
antioksidanlar, gidalarimizi mantar, bakteri vb. patojenlerin saldiris1  sonucu
olusan  oksidatif bozulma ve  kontaminasyonlardan  koruyan  bilesiklerdir.
Antioksidanlar  besin  takviyelerinde yaygin olarak  kullanilmaktadir.  Besin
takviyeleri, antioksidanlarin daha yiiksek konsantrasyonlarda alinmasini saglamak
amaciyla yaygmn olarak kullanilmaktadir ve bazi hastaliklarin  6nlenmesi i¢in

arastirilmaktadir (Yadav vd., 2016; Prakash vd., 2016).

Dogal antioksidanlar, viicuttaki hiicreleri serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif stresin olumsuz etkilerinden koruyan oOnemli bilesenlerdir. Serbest

radikaller, hiicrelerdeki DNA, proteinler ve lipitler gibi Onemli yapilar



etkileyerek hasara yol acabilen reaktif molekiillerdir. Oksidatif stres, bu serbest
radikallerin viicutta asir1 iiretimi sonucu ortaya ¢ikar ve bu durum, bir dizi kronik
hastaligin  gelisimine katkida bulunabilir. Ozellikle nérodejeneratif bozukluklar,
Alzheimer hastaligt ve Parkinson hastaligi gibi sinir sistemini etkileyen
hastaliklar, oksidatif stresin etkilerine maruz kalabilir. Ayni1 zamanda, diyabet,
kanserler ve romatoid artrit gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde de oksidatif

stresin rolii onemli bir faktérdiir (Mitra, 2020).

1.1.1. Antioksidanlarm Temel Rolleri

Antioksidanlarin temel rolleri serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar etkisiz
hale getirmek veya dengelemek suretiyle oksidatif stresin olumsuz etkilerini
onlemektir. Serbest radikaller, hiicrelerdeki DNA, proteinler ve lipitler gibi
onemli  yapilann  etkileyebilen = reaktif =~ molekiillerdir.  Serbest  radikaller,
ciftlenmemis elektron iceren ve bu nedenle son derece reaktif olan molekiill veya
molekiil parcaciklaridir. Kararli hale gecmek i¢in diger molekiillerden elektron
calarlar, bu da elektron kaybeden molekiillerin yeni serbest radikallere
doniigmesine yol acar. Oksidatif stres, bu serbest radikallerin agir1 iiretimi sonucu
ortaya c¢ikar ve cesitli kronik hastaliklarin gelisimine sebep olabilirler. Bu siirec,
DNA  hasarlari, protein modifikasyonlari, lipid peroksidasyonu ve hiicre
Olimlerine neden olur. Ayrica serbest radikaller, yaslanma, kardiyovaskiiler
hastaliklar, katarakt, sepsis, kanser, diyabetik retinopati, kronik iltihaplar ve
iskeminin de dahil oldugu bir¢ok saglik sorununa sebep olabilir. Dolayisiyla,
antioksidanlarin temel amaci, bu oksidatif stresin etkilerini azaltmak ve hiicreleri

serbest radikallerin sebep oldugu zarardan korumaktir (Li vd., 2015).

1.1.2. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar genellikle enzimatik ve enzimatik olmayan ve kimyasal yapilarina
ve etki mekanizmalarina gore bakilarak smiflandirilir (Sekil 1.1). Bunlarin
arasinda, farkli etki modlari, yerleri ve farkli nihai etkileri olan g¢esitli bilesikler

vardir (Flieger vd., 2021).
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Sekil 1. 1: Antioksidanlarin siniflandirilmasi

1.1.3. Antioksidan Kaynaklari

Bitkisel ve hayvansal dokularda bulunan dogal antioksidanlar, gidalarla birlikte
viicuda almarak savunma sistemini  giiclendirmektedir. Bu konuda yapilan
caligmalar, tibbi ve aromatik bitkilerin, yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye
sahip ¢ok sayida fitokimyasal bilesikleri icerdigini  gostermistir.  Dogal
antioksidanlarin ~ kaynaklar esas olarak  vitaminler, fenolik  bilesikler,
karotenoidler ve mikro elementler agisindan zengin olan yenilebilir sebzeler,
meyveler, baharatlar ve sifali bitkiler gibi bitkilerdir. Dogal antioksidanlar
gidalarda ve sifali bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir (Celik ve Ayran, 2020).
Bunlara o©rnek olarak elma, turunggiller, nar, patates, domates, havug, biber,
sogan, sarimsak, brokoli, karnabahar, lahana, kereviz, soya fasulyesi, siyah {iizlim,
zeytin, bitkisel c¢aylar, baharat ve otlar, baklagiller, sert kabuklu yemisler, tahillar
gibi tarimsal {riinlerin  islenmesinden elde edilen yan fdrlinler, potansiyel
antioksidan kaynagi olarak disiiniilmektedir (Flieger vd., 2021; Lourengo vd.,

2019).



1.2. Enzimler

Enzimler, biiylik bir boliimii protein yapisinda olan ve canli bilinyesindeki biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen makro molekiillerdir ve diger proteinler gibi, ¢cok farkli molekiil
kiitlelerine sahiptir. Bazi enzimler amino asit kalintilar1 disinda aktivite i¢in kimyasal
gruplara ihtiya¢ duymazlar. Digerleri kofaktér olarak adlandirilan Fe™, Mg, Mn* veya Se
gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak adlandirilan kompleks organik
ve metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar. Bazi enzimlerin ise aktivite i¢in hem
koenzime hem de bir veya daha fazla metal iyonuna ihtiyaci vardir. Enzim proteinine ¢ok
sik1 olarak hatta kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu prostetik grup
olarak adlandirilir. Metal iyonlar1 ile veya koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif olan bir
enzim holoenzim olarak adlandirilir. Bu gibi enzimlerin protein kismi apoenzim veya
apoprotein olarak adlandirilir. Koenzimler 6zgiil islevsel gruplarin gecici tasiyicisi olarak
gorev yapar. Koenzimler ¢ogunlukla diyet ile diisitk miktarlarda alinan organik besinler olan

vitaminlerden temin edilir (Nelson ve Cox, 2005).

Biyoteknoloji  ¢alismalarinda enzimlerin yiiksek sicakliklarda inaktif olduklar
biiyilk bir sorun olusturmaktadir. En 1iyi enzimler biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilabilmeleri i¢in ¢alisma kosullar altinda ¢ok zaman stabil olmalar
gerekmektedir.  Enzimler = immobilizasyon  teknikleri,  protein = miihendisligi,
stabilize edici katki maddeleri ile uygulama kosullar altinda daha dayanikli bir
yapiya getirilebilmektedir (Altikatoglu vd., 2009).

Iki tip inhibisyon mevcuttur, birincisi doniisiimlii inhibisyon, ikincisi doniisiimsiiz
inhibisyondur. doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitdr aktif merkeze kovalent olarak
baglanarak enzimi inaktif hale getirir. Donilisiimlii inhibisyonda ise inhibitdr
enzimle veya enzim substrat kompleksi ile kovalent bagi olmayan halde baglanir.

Ug cesit doniisiimlii inhibisyon tipi vardir (Lehninger vd., 2005).
Bunlar;
v Yarigmasiz inhibisyon (nonkompetitif)

v" Yarigmali inhibisyon (kompetitif)
v" Yari yarigmali inhibisyon (unkompetitif)



1.2.1. Lipid metabolizmasi ve hastaliklar

Plazmada bulunan temel lipidler; kolesterol, trigliserid ve fosfolipidlerdir. Plazmada
kolesterol proteinlere bagli olarak lipoproteinler seklinde tasinmaktadir. Ultrasantrifiijde
ayrilmalarina gore lipoproteinler; silomikronlar, ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (CDDL),
orta dansiteli lipoproteinler (ODL), diisiik dansiteli lipoproteinler (DDL) ve yiiksek dansiteli
lipoproteinler (YDL) seklinde S'e ayrilir. Lipid metabolizmasi bozukluklari bu bes tip
lipoproteinin yapisinda, yikiminda ve sentezlenmesindeki sorunlara bagli olarak ortaya

¢ikmaktadir (Chandel, 2021).

1.2.2. HMG CoA rediiktaz enzimi

Enzimler, cesitli fizyolojik siireglerdeki kritik katalitik islevleri nedeniyle insan
hastaliklarina farmakolojik miidahale i¢in onemli hedefler olmaya devam etmektedir
(Ramsay ve Tipton, 2017). Kolesterol biyosentetik yolundaki birincil ve diizenleyici enzim
olan 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktazin inhibisyonu, metabolik
bozukluklarin ydnetimi ig¢in Onemli olan diisik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesteroliinde bir diisiise neden olur (Liu vd., 2021). Genel olarak, metabolik bozukluklarin
tedavisi, hem merkezi sinir sistemi hem de periferik etkileri olan lipit diisiiriicii, ilaglarin
kullanimini igerir ve bu da polifarmasi konusunda endiselere yol acar (Lillich vd., 2020).
HMG-CoA rediiktaz enzimi, HMG-CoA'nin kolesterol biyosentezinin temel bir 6nciisii olan
mevalonata doniisiimiinii katalize eder. HMG-CoA rediiktazini inhibe ederek plazma
kolesterol seviyesini diisiiren statinler, kliniklerde kullanilan hipolipidemik ilaglarin ana
smifin1  temsil eder HMG-CoA rediiktaz, mevalonat yolunun anahtar bir adimmini
katalizleyen bir transmembran enzimdir. Mevalonat yolu sterol, isoprenoid ve
diger lipitlerin sentezinin basinda yer alir. HMG-CoA rediiktazin katalizledigi reaksiyon
mevalonat yolunda hiz belirleyici oldugu i¢in son yillarda gelistirilmis kolesterol diisiiriicti

ilaglarin hepsi bu enzimi hedeflerler (Haines vd., 2013)

Statinlerin kolesterol diizeylerini diistirmeden bagimsiz olan olumlu etkileri, HMG-CoA
Rediiktazin kolesterol disinda baska molekiillerin sentezinde de rol almasiyla agiklanabilir.
Statinlerin yangionler (antienflamatuar) 6zellikleri muhtemelen yangi tepkisinde gerekli
olan isoprenoidlerin iiretimini sinirlayabilme 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Oliveira

vd., 2016)


https://tr.wikipedia.org/wiki/Mevalonat_yolu
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sterol
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0soprenoid&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Lipit

HMG-CoA rediiktaz ayrica gelisimde de 6nemli bir enzimdir. Etkinliginin ketlenmesi inhibe
olmasi ve buna bagli olarak isoprenoidlerin yoklugu sonucunda morfolojik bozukluklar
olusur. HMG-CoA Rediiktaz, transkripsiyon, translasyon, yikim ve fosforlanma

diizeylerinde diizenlenir (Chang vd., 2015)

1.3. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksidatif stres (Sekil 1.2), oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki hassas
dengenin oksidanlar lehine bozuldugu, hiicresel hasara yol acabilen bir siirectir.
Hiicredeki normal metabolik  aktiviteler sirasinda, enzimatik reaksiyonlarda
enzimlerin aktif bdlgelerinde ara {riin olarak serbest radikaller siirekli olarak
uretilir. Ancak, bu serbest radikallerin bazen enzimlerin aktif bdlgelerinden
sizarak molekiiler oksijenle istem dis1 etkilesime girmesi, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) olusumuna neden olur. Oksidatif stres, bu tiir serbest radikallerin birikimi
sonucu hiicre yapilarmin zarar gormesine ve biyolojik islevlerin bozulmasina

sebep olabilir (Serafini ve Del Rio, 2004).

HUCRENIN BILESENLERINE
ZARAR VEREN SERBEST
RADIKALLER

NORMAL

STRES

Sekil 1. 2: Oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) oldukca yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olup
basta mitekondriyum olmak iizere hiicre organellerinde gergeklesen normal
metabolizmanin  sonucu olarak veya iskemi-reperflizyon, yaslanma, radyasyon,
yiiksek oksijen basinci, inflamasyon ve kimyasal ajanlara maruz kalma gibi
sebepler bagli olarak iretilirler. Oksidatif denge, oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dinamik bir uyumu ifade eder. Oksidanlar, hiicresel metabolizma
sirasinda  olusan ve potansiyel olarak zarar verebilen reaktif molekiillerdir.

Antioksidanlar ise bu reaktif oksijen tiirlerini (ROT) notralize ederek hiicresel



yapilart  koruyan  savunma  mekanizmalaridir.  Bu  denge  bozuldugunda,
oksidanlarin baskin hale gelmesi oksidatif stresin ortaya c¢ikmasma neden olur ve

hiicresel hasar riski artar (Ozcan vd., 2015; Halliwell, 1995).

1.3.1. Serbest Radikaller

Aerobik organizmalar, yasam sliregleri boyunca stlirekli olarak reaktif oksijen
tirleri (ROT) adi verilen reaktif molekiiller {iretirler. Serbest radikaller (Sekil
1.3), ciftlenmemis elektron tagiyan ve bu nedenle son derece reaktif olan molekiil
ya da molekiill parcaciklaridir. Kararli hale gecebilmek i¢in diger molekiillerden
elektron calarlar; bu siireg, elektron kaybeden molekiillerin yeni serbest
radikallere donlismesine yol acar ve zincir reaksiyonlarin1 baslatir. Bu serbest
radikaller, dis orbitalinde tek sayida eslesmemis elektron tasiyan, elektrik yiiklii
ya da yliksiiz olabilen atomlar veya molekiillerdir. Kisa Omiirlii olmalarinin yani
sira radikal olmayan maddelerle reaksiyona girerek yeni serbest radikaller

olusturma ozellikleriyle de dikkat ¢ekerler.

Hiicrelerdeki DNA, proteinler ve lipitler gibi hayati Oneme sahip yapilar, serbest
radikallerin etkisiyle zarar gorebilir. Oksidatif stres, serbest radikallerin asir
tiretimi veya antioksidan savunmasinin yetersiz kalmast sonucu ortaya c¢ikar ve
cesitli kronik hastaliklarin gelisiminde Onemli bir rol oynar. Serbest radikallerin
DNA, protein ve lipitlere zarar vermesini Onlemek, bu hastaliklarin gelisimini

engellemeye katkida bulunabilir (Ogiit ve Atay, 2012; Prakash vd., 2016).
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Sekil 1. 3: Serbest radikaller



Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilirler. Oksijen kaynakli olanlar
reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri
(RNT) olarak isimlendirilir (Tablo 1.1). Reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit
(O2-), hidroksil (OH), peroksil (ROO), lipitperoksil (LOO) ve alkoksil (RO)
radikalleri sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirlerini ise nitrikoksit (NO) ve nitrojen

dioksit (NO2) olusturur (Karabulut ve Giinay, 2016).

Tablo 1. 1: Reaktif oksijen ve nitrojen ¢esitleri

Reaktif Oksijen Cesitleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit, O»- Hidrojen peroksit H,O»
Hidroksil, HO- Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, RO»- Ozon, O3

Alkoksil. RO Singlet oksijen, Ag
Hidroperoksil. HOO Peroksinitrit, ONOO

Reaktif Nitrojen Cesitleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Nitrik oksit, NO Nitrosil, NO’
Nitrigen dioksit, NO»- Nitrikoksit, NO*

Nitroz asit, HNO;
Dinitrojen trioksit, N>O3
Dinitrojen tetraoksit,
NZO4

Nitronyum iyonu, NO,’
Peroksinitrit, ONOO*
Alkil peroksinitrit,
ROONO

1.4. Kolesterol

Kolesterol, steroid grubundan bir tiir yagdir ve biyolojik zarlarin yapr taslarindan
biridir. Insan viicudu, kolesterolii hiicre zarlarinin stabilitesini saglamak, hormon
tretimi (Ornegin, Ostrojen ve testosteron gibi) icin ham madde saglamak ve diger
metabolik siirecleri desteklemek icin kullanir. Kolesterol sentezi, viicudun kendi
ihtiyaglart icin kolesterol liretme siirecidir (Haines vd., 2013). Kandaki kolesterol
seviyesinin  yiikselmesi  birtakim  belirtilere  neden  olur. Bunlar arasinda

sayilabilecek olan yiiksek kolesteroliin belirtileri, gogiis agrisi, bacaklarda agri ve



karmmcalanma, goz c¢evresinde yag birikimine bagli sar1t bezeler, mide bulantisi,
yorgunluk, yaralarin ge¢ iyilesmesi, bas donmesi, nefes darligi ve cilt
solgunlugudur. Kolesterol asir1 yiiksekse, hipertansiyon ve felg de kolesteroliin

bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir (Crowley vd., 2013)

Kolesterol diizeyinin yiiksek oldugunu gdsteren belirtiler sunlardir:

e G0z kapaklar ve ¢evresinde sar1 yag birikimi
o GOgiis agrisi (anjina)

e Konusma bozuklugu

e Bacaklarda karincalanma ve agr1

e Yiiksek tansiyon

e Yaralarin normalden geg iyilesmesi
e Bas donmesi

e Mide bulantist

e Yorgunluk ve halsizlik

o Nefes darligi

o Ciltte solgunluk

1.4.1. Goz Cevresinde Sar1 Yag Bezeleri

Kolesteroliin tipik belirtilerinden biri goz c¢evresinde ortaya c¢ikan sar1 yag
birikintileridir. Ksantelazma olarak bilinen bu durum, kolesterol igeren yumusak,
yart kati, sar1 papiiller veya plaklarm gelisimiyle karakterizedir. Ozellikle gozlerin
i¢ tarafinda, en yaygin olarak iist ve alt goz kapaklarinin koseleri boyunca yer

alirlar (Ozgeklik vd., 2018)

1.4.2. Gogiis Agrisi

Gogilis agrist kolesteroliin bir diger tipik belirtisidir. Kolesterol
birikimi atardamarlarin  daralmasina ve kan akisinin engellenmesine neden olur.
Atardamarlardan gecen kan akisinin azalmasi, kalbe kan saglayan damarlarin

etkilenmesi gégiis agrisina neden olur (Cordero vd., 2012)



1.4.3. Bacaklarda Uyusma Ve Agn

Yiiksek kolesteroliin en yaygin belirtilerinden biri bacaklarda ve ayaklarda uyusmadir.
Yiiksek kolesterol sonucu bacaklardaki atardamarlarda tikaniklik olusmasi bacaklarda ve

ayaklarda agriya, uyusmaya ve karincalanmaya neden olabilir (Weiss, 2020)

1.4.4. Kan Basincinda Yiikselme

Kolesterol plaklar1 atardamarlarda damar sertlesmesine ve daralmaya neden olur. Bu
daralmaya ve sertlesmeye bagli olarak kalp kan1 pompalamak i¢in daha fazla efor sarf etmek
zorunda kalir ve bu durum kan basincinin yiikselmesine, yani yiiksek tansiyona neden olur

(Jackson vd., 2005)

1.5. Kolesterol Sentezi

Kolesterol sentezi (Sekil 1.4), viicudun enerji ve yapi taslari ihtiyacin1 karsilamak
icin  gerceklesen hayati  bir biyokimyasal siiregtir. Bu  siireg, hiicrelerin
sitoplazmast ve endoplazmik retikulumunda gerceklesir ve oOzellikle karaciger,
kolesterol iiretiminin ana merkezi olarak gdérev yapar. Insan viicudunda bulunan
kolesteroliin yaklasik %060’1, yani giinlik 700 mg kadari, hiicreler tarafindan
sentezlenir. Kolesterol, hiicre =zar1 stabilitesinin korunmasi, transmembran madde
taginmasi, steroid hormonlarinin sentezi, iyon dengesinin diizenlenmesi ve ndron
fizyolojisinin  desteklenmesi gibi hayati islevlerde goérev alir (Kangalgil ve

Canbolat, 2016).

Kolesterol  viicutta basta karaciger olmak iizere ¢esitli dokularda sentez
edilmektedir. 2 mol asetil CoA birleserek Once aseto asetil CoA'y1r ve ardindan da
3-  hidroksi-3-metilglutarii  CoA'yt  meydana  getirir.  Olusan  3-hidroksi-3-
metilglutaril CoA'dan da hidroksi metilglutarii CoA (HMG CoA) rediiktaz enzimi
araciligiyla kolesteroliin 6nciill maddesi olan mevalonat meydana gelir. Burada 3-
hidroksi-3- metilglutaril CoA'dan mevalonat olusumu hiz kisitlayici basamak ve
bu reaksiyonu katalizleyen enzim olan HMG CoA rediiktaz da hiz kisitlayict
enzim olarak gorev yapar (Taslimi ve Giilgin, 2017; Santos vd., 2018). Kolesterol

organizmada ¢ok c¢esitli islevlere sahiptir. Kolesterol hiicre zarmin yapisina

10


http://www.memorial.com.tr/hastaliklar/yuksek-tansiyon-hipertansiyon-nedir-belirtileri-ve-tedavi-yontemleri

girerek membran biitiinliigiinii saglar, steroid hormonlarin ve safra asitlerinin de
onciil  maddesidir.  Kolesterol = organizmada  serbest  (esterlesmemis)  veya
esterlesmis olarak  bulunmaktadir. Esterlesmis kolesterol genellikle plazmada

veya aterom plaklarmin yapisinda bulunur (Oliveira vd., 2016).

Asetil CoA
HMG-CoA Sentaz > ¢
HMG- CoA
HMG- CoA
Rediiktaz >
+ Mevalonat
NADPH i
Mevalonat
Pirofosfat
Mevalonat Pirofosfat >
Dekarboksilaz izopentil
pirofosfat
Prenil Transferaz > Geranil
Pirofosfat
Prenil Transferaz > Farnesil
Pirofosfat
Skualen Sentaz > i
Skualen
Kolesterol

Sekil 1. 4: Kolesterol sentezi

Kolesterol ve trigliseridler suda c¢ozinmez ve bu nedenle bu lipidler proteinlerle
birlikte tasmmalidir. Lipoproteinler, kolesterol esterleri ve trigliseridler iceren
merkezi bir ¢ekirdege ve onu c¢evreleyen serbest kolesterol, fosfolipidler ve
apolipoproteinlere ~ sahip  karmasik  parcaciklardir.  Bu  serbest  kolesterol,
fosfolipidler ve apolipoproteinler lipoprotein olusumunu ve islevini kolaylastirir.
Lipoproteinler, merkezi bir hidrofobik c¢ekirdekten olusan, polar olmayan
lipitlerden  (¢ogunlukla kolesterol esterleri ve trigliseritler) olusan karmasik
parcaciklardir. Bu hidrofobik c¢ekirdek, fosfolipitler, serbest kolesterol ve
apolipoproteinlerden olusan hidrofilik bir zarla c¢evrilidir. Plazma lipoproteinleri,
boyut, lipit bilesimi ve apolipoproteinlere goére yedi sinifa ayrilir (Sniderman vd.,

2011).
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Kolesterol sentezi, temel olarak asetil-CoA molekiillerinin bir araya gelmesiyle
baglar. Iki asetil-CoA birleserek asetoasetil-CoA'y1r olusturur ve bu madde daha
sonta HMG-CoA adindaki bir bilesige doniisir. Bu asamada, HMG-CoA
rediiktaz enzimi devreye girer ve kolesterol sentezinin hizin1 kontrol eden Onemli
bir rol oynar. Bu enzim araciligtyla HMG-CoA, kolesteroliin  Onciisii  olan
mevalonat molekiiline doniisiir. Mevalonat, izoprenoidlerin senteziyle devam
eden bir dizi karmasik reaksiyona girer ve yaklastk 30 asama sonucunda
kolesterol molekiilii olusur. Bu siire¢, viicudun ihtiyaclarina gore dinamik bir
sekilde diizenlenir. Diyetle alinan kolesterol miktari, sentez hizim1 etkileyerek
viicudun  dengesini  korumasint  saglar.  Hiicreler, kolesterol = homeostazini
siirdiirmek icin biyosentez ve salimim faaliyetlerini esglidimlii bir sekilde yiiriitiir.
Saglikli  bir  kolesterol dengesi, hiicresel islevlerin diizgiin ¢aligmast  ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesi acisindan kritik ©neme sahiptir (Haines

vd., 2013; Oliveira vd., 2016).

1.6. Mevalonat Yolu

Mevalonat yolu, hiicrelere ¢ok sayida hiicresel siirecte hayati Oonem tasiyan temel
biyoaktif molekiiller saglayan oOnemli bir metabolik yoldur. Bu yol, mevalonati
safra asitlerinin, lipoproteinlerin ve steroid hormonlarimin vazgecilmez Onciisii
olan kolesterol gibi sterol izoprenoidlere ve bir dizi hidrofobik molekiil olan
nonsterol izoprenoidlere doniistliriir. Mevalonat (Sekil 1.5), HMG-CoA (Sekil
1.6) ile HMG-CoA rediiktaz tarafindan sentezlenmistir. (Buhaescu ve Izzedine,

2007; Zahra Bathaie 2017).

HO O

~
N~
~
~
~
N
~
~
a

HO OH

Sekil 1. 5: Mevalonat bilesigi
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Yol, cogu oOkaryotta, arkea ve bazi bakterilerde islev goriir. Bu metabolizmanin
islevsel ve yapisal temelinin ¢ogu ancak yakin zamanda rapor edilmistir.
Biyosentetik asetoasetil-CoA tiyolaz ve HMG-CoA sentaz reaksiyonlari, farkli
olan ancak baglangic yogunlasma enzimleri ailesi boyunca benzer olan aktif
bolgelerde bulunan anahtar amino asitlere dayanir. Hem bakteriyel hem de
hayvansal HMG-CoA rediiktazlar1 kapsamli bir sekilde incelenmis ve bu
proteinler  arasindaki  karsithklar ~ ve  statin  inhibitorleriyle  etkilesimleri
tanimlanmistir (Miziorko, 2011).
NH,
N \N

AN N
0 57 S j]/\/ ouo/
0 0

Ocl)l o
Sekil 1. 6: HMG CoA bilesigi

Mevalonat-izoprenoid yolu, Oncelikle asetil-CoA'dan asetoasetilCoA araciligiyla
HMG-CoA  sentezini igerir. Dogadaki en  yiliksek diizeyde diizenlenen
enzimlerden  biri  olan  (HMG-CoAR), @ HMG-CoA'nin  mevalonik  aside
dontisiimiinii  katalize eder. HMGR, mevalonat yolunun hiz simnirlayict enzimidir.
Hiicrede sterol izoprenoidlerinin yoklugunda, HMG-CoAR gen transkripsiyonu,
sterol diizenleyici element baglayici proteinler SREBP'ler (sterol regulatory
element binding proteins) olarak adlandirilan bir transkripsiyon faktorii ailesi
tarafindan  dogrudan aktive edilir. SREBP'lerin yalmizca HMG-CoAR gen
transkripsiyonunu  degil, aym1 zamanda mevalonat yolunda etki eden tim
enzimlerin gen ifadesini artirarak kolesterol sentetik yolunun her adimini aktive

ettigine dair kanitlar vardir (Buhaescu ve Izzedine, 2007).

Mevalonat yolu asagida sekil 1.7°de gosterilmistir.
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Asetil KoA
Asetil KoA Tiolaz

AsetoAsetil Koa

HMG CoA Sentaz

HMG CoA

HMG CoA Rediiktaz

Mevalonat

Mevalonat-5-Kinaz

v

Mevalonat-5-Fosfat

Mevalonat-5-Fosfat
Dekarboksilaz

Fosfomevalonat
Kinaz

a

Mevalonat Pirofosfat izopentenil Fosfat

AN

Mevalonat Pirofosfat /" izopentenil Fosfat
Dekarboksilaz N S/ Kinaz
" &
izopentenil Pirofosfat (IPP)

izopentenil Pirofosfat izomeraz

v

Dimetilalil Pirofosfat
(DMAPP)

Sekil 1. 7: Mevalonat yolu

1.7.Angolensin

Angolensin  (Sekil 1.8)

Mevalonat-3-Kinaz

. Mevalonat-3-Fosfat

Mevalonat-3-
Fosfat-5-Kinaz

v

Mevalonat-3,5-Bifosfat

Okaryotik
Arkea |
Arkea Il

(1-(2,4-dihydroxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)propan-1-

one) bilesigi, bir dogal bilesik olup, genellikle bitkilerden izole edilir. Ozellikle,

Angolensin'in tibbi ve farmakolojik 06zellikleri iizerine ¢alismalar yapilmistir. Bu

bilesik, antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal etkiler gibi ¢esitli biyolojik

aktiviteler sergileyebilir (Okumus vd., 2015).

14



Sekil 1. 8: Angolensin bilesigi

1.8. Nimbidiol

Nimbidiol  (Sekil 1.9) ((4aS,10aS)  -6,7-dihydroxy-1, 1, 4a-trimethyl-
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydrophenanthren-9-one), = Neem  agacindan  (A4zadirachta
indica) elde edilen bir bilesiktir. Neem agaci, geleneksel Hint tibbinda genis bir
yelpazede kullanilan bircok biyolojik olarak aktif bilesik icerir ve nimbidiol bu
bilesiklerden biridir. Neem agacindaki aktif bilesiklerin oksidatif stres ve
inflamasyonu  diizenleyerek  farkli  hastaliklarin  tedavisinde  rol  oynadigi
gosterilmistir  (Lourenco vd., 2019). Nimbidiol, glikozidaz inhibitér o6zellikleri
nedeniyle potansiyel bir anti-diyabetik bilesik olarak kabul edilen, neem tiirevi bir

diterpenoiddir (Ciccone vd., 2021).

Sekil 1. 9: Nimbidiol bilesigi
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1.9. o-Glikozidazlar

a-Glikozidazlar (E.C.3.2.1.20, a-D-glikozit glikohidrolaz, ekzo-a-1,4-glikozidaz)
hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda karbohidrat metabolizma sirasinda
anahtar rol oynarlar. Mikroorganizma hiicrelerinde olduk¢ca yaygin olup cesitli
maya, bakteri ve kiiflerden hiicre ici, hiicre disi veya hiicreye bagli sekilleri
saflagtirllarak ~ karakterize  edilmistir. ~ Mikroorganizmalar  tarafindan  nisasta
molekiiliin par¢alanmasinin son asamasi o-glikozidaz enzimler ile gergeklestirilir
(Juin vd., 2023). Bu enzim, glikozun alfa (1—4) glikozidik baglarmi parcalayarak
nisastayr daha  kii¢iik, sindirilebilir = karbonhidratlara  doniistiiriir.  Ozellikle
bagirsaklarda  bulunur ve sindirim  sisteminde  kompleks  karbonhidratlarin
sindirimine yardimci olur. Ayrica glikozun emilimini diizenleyen bir rol oynar.
Bagirsaklarda sindirilen karbonhidratlar, genellikle basit sekerler olan glikoz,
fruktoz ve galaktoza parcalanir. o-glikozidaz, Ozellikle ince bagirsagin ig
ylizeyinde yer alan hiicre zarinda bulunur ve glikozun emilimini saglar. Bu enzim,
nisastanin ve diger karmasik karbonhidratlarin sindirilmesi sirasinda 6nemli bir

rol oynar (Assefa vd., 2019; Leroux-Stewart vd., 2015).

1.10. 0-Glikozidaz ve inhibisyonu

Seker hastaliginin  tedavisinde kullanilan  bir terapdtik  yontem, polisakkarit
molekiillerini  hidrolize edebilen ve onlar1 monosakkarit veya basit seker
birimlerine doniistiirebilen enzimlerin inhibisyonunu igerir (Sekil 1.10). Bu tiir

n

enzimler arasinda a-glikozidaz" gibi enzimler, disakkarit molekiillerini glikoza
hidroliz ederek etki gosterir. a-glikozit baglarin1 hidrolize eden enzimlerin belli
baglt  ¢esitleri  maltaz, siikraz, oligo-1,6-glikozidaz,  amilo-1,6-glikozidazdir.
Maltaz bagirsak suyunda bulunur ve bu enzim maltozu hidrolize ederek glikozu
meydana getirir. Siikkraz enzimi bagirsak suyunda bulunur ve sakkarozu hidroliz
ile parcalayarak sakkarozdan glikoz ve friiktoz meydana getirir. Oligo-1,6-
glikozidaz bagirsak mukozasinda bulunan bu enzim dekstrinlerin alfa-1,6 glikozit
baglarin1 hidroliz ile pargalarlar. Amilo-1,6-glikozidaz 15 karaciger ve kaslarda

bulunan bu enzim glikojen iizerine tesir eder ve glikojenin alfa-1,6 glikozit

baglarini hidroliz eder (Santos vd., 2018).
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Sekil 1. 10: o-glikozidaz inhibitdrlerinin (AGI'ler) temel etki modlar1. ( A ) ince bagirsakta
a-glikozidazin (AG) hidrolitik glikozidaz aktivitesi ile karbonhidratlardan tiretilen
glikozun emilmesi. ( B—D ) AG aktivitesinin sirastyla AGI'ler tarafindan rekabetei,
rekabetci olmayan /allosteric) ve rekabetci olmayan inhibisyonu.

1.11. In Silico Cahsmalar

In silico galigmalar, in vivo ve in vitro calismalarin aksine canli veya kismen canli
organizmalarin diginda, bilgisayar ve bilgisayar simiilasyonunda gergeklestirilen bir
yontemdir. Molekiiler docking (Sekil 1.11), bir ligandin (molekiil) bir hedef molekiille
(genellikle bir protein veya DNA) nasil etkilesim kurabilecegini anlamak ve modellemek
amaciyla kullanilan bir hesaplama yontemidir. Bu yontem, ila¢ tasarimi ve biyolojik
etkilesimlerin anlasilmasi i¢in 6nemlidir. Molekiiler docking, belirli bir ligandin hedef
molekiille nasil baglanabilecegini ve bu baglanmanin ne kadar energetik olarak stabil
oldugunu tahmin ederek, ligandin hedef molekiille etkilesimini modellendirir. Bu, ilag
tasarimu siirecindeki bir adimdir ve ilaglarin hedef proteine nasil baglandigi, etkilesimlerin
dogas1 ve potansiyel etkileri hakkinda bilgi saglar. Molekiiler docking, yeni ilaglarin
tasarimi, mevcut ilaclarin optimize edilmesi ve ilag-etki mekanizmalarinin anlagilmasi gibi

bir¢ok uygulamada 6nemli bir aragtir (Sakulkeo vd., 2022).

Molekdiler Dockingde(Kenetlenme) Validasyon

Sekil 1. 11: Molekiiler docking
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1.12. Amag ve Hedefler

Yiiksek kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerinin yiiksekligi, serbest radikallerin
asirt  Uretimine ve dolayisiyla oksidatif stresin  olugmasina neden olabilir.
Oksidatif stres, kronik hastaliklar da dahil olmak iizere saglik agisindan ciddi
riskler olusturur. Bu nedenle, dogal antioksidanlar kullanilarak oksidatif stresin
azaltilmast ve serbest radikallerin neden oldugu hastaliklarin  Onlenmesi

amagclanmaktadir.

Tezin asil konusu olan HMG-CoA rediikktaz enzimi, kolesterol sentezinin
baslangicinda yer alan mevalonat bilesiginin olusumunda kritik bir rol oynar.
HMG-CoA rediiktaz enziminin inhibe edilmesi, mevalonat bilesiginin {retimini
engelleyerek  kolesterol  sentezini  dogrudan  durdurabilir.  Genellikle  statin
smifindaki ilaglar, HMG-CoA rediiktaz enzimini inhibe etmek ve kolesterol
seviyelerini diisiirmek i¢in kullanmilir. Bu tez c¢alismasinda ise dogal antioksidanlar

olarak Angolensin ve Nimbidiol bilesikleri kullanilmistir.

Bu bilesiklerin antioksidan miktari, uygun dozlarda kullanim acisindan Onemlidir.
Antioksidan miktar tayininde ABTS, DPPH, CUPRAC ve metal selatlama
yontemleri kullanilmigtir. Bu miktar tayininden sonra, dogal maddelerin HMG-
CoA rediiktaz ve a-Glikozidaz enzimleri Tlzerindeki inhibisyon etkisi incelendi.
Enzim aktivitesi tayini, spektrofotometre cihazinda absorbans oOl¢iimleri yapilarak

belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar analiz edilerek, dogal maddelerin enzimleri inhibe etme
potansiyelleri  degerlendirildi. Bu calisma, dogal  bilesiklerin  terapotik
potansiyellerini anlamak ve yeni tedavi yontemleri gelistirmek i¢cin 6nemli
bilgiler  saglayabilir. Dogal antioksidanlarin  kullanimiyla  oksidatif  stresin
azaltilmasi, kronik hastaliklarin O6nlenmesi ve kolesterol seviyelerinin diistiriilmesi
gibi saglik yararlar1 hedeflenmektedir. Bu baglamda, Angolensin ve Nimbidiol
bilesiklerinin  etkileri ve enzim inhibisyon potansiyelleri ayrintili  olarak
incelenmis olunmaktadir. Dogal bilesiklerin bu sekilde incelenmesi, farmakolojik

ve klinik uygulamalar i¢in yeni firsatlar sunabilir.
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2. LITERATUR OZETi

Xie vd. (2021), yaptiklar1 calismada c¢ay Orneklerinin HMG-CoA rediiktaz ve o-
glikozidaz iizerindeki inhibitdr etkileri degerlendirmisti. HMG-CoA rediiktaz
aktivitesi ELISA yontemiyle Olgiilmiis, cay oOzleri 37 °C’de 15 dk inkiibe
edilmistir. Tiim c¢ay Ornekleri enzimi belirli oranlarda inhibe etmis; inhibisyon
orani kontrol Ornegine gore %?24’ten baslayarak de§ismistir. En  yliksek
inhibisyon yesil cayda, en diisiik ise koyu (post-fermente) cayda gozlenmistir.
Benzer sekilde, a-glikozidaz aktivitesi de tiim caylar tarafindan baskilanmis,
inhibisyon oran1  %76.82-%86.35 araliginda degismistir. Bu enzim {izerinde
beyaz c¢ay en giclli, oolong cayr ise en zayif inhibitor etkiyi gostermistir.
Korelasyon analizinde, HMG-CoA rediiktaz inhibisyonu ile test edilen biyoaktif
bilesenler arasinda anlamli bir iligki saptanmazken, o-glikozidaz inhibisyon orani
toplam katesin icerigiyle negatif (r = —0.8823, p < 0.05) ve pozitif yonli (r =
0.883, p < 0.05) iliskiler gostermistir. Sonu¢ olarak, c¢aylarin hem kolesterol
sentezinde rol alan HMG-CoA redilktazi hem de karbonhidrat sindiriminde

gorevli a-glikozidazi farkl diizeylerde inhibe ettigi belirlenmistir.

Moein vd. (2022), Berberis integerrima Bunge ile a-Glikozidaz inhibitor
aktivitesini, McCue ve Kim ve ark. yontemleri temel alinarak in vitro olarak
degerlendirmistir. Enzim c¢ozeltisi 37 °C’de 15 dk inkiibe edilmis, reaksiyon p-
nitrofenil-a-D-glikopiranozid (PNPG) substrati ile baglatilmis ve absorbans 405
nm’de  Olgiilmiistiir. Arastirmada,  Berberis integerrima  Bunge (BIBF)
meyvesinden izole edilen purifiye antosiyanin, o-glikozidaz iizerinde en giicli
inhibitor etkiyi gostermistir; ICso degeri 0.71 + 0.085 mg/ml olarak belirlenmistir.
BIBF ekstraktinin ICso degeri 1 + 0.048 mg/ml, standart ila¢g acarbose ise 8.8 =+
0.14 mg/mL olarak bulunmustur (P < 0.001). ICso degerleri arasindaki farklar
hem purifiye antosiyanin ile BIBF ekstrakti (P < 0.05) hem de purifiye
antosiyanin ile acarbose (P < 0.001) arasinda istatistiksel olarak anlamlhdir.
Bulgular, antosiyaninlerin a-glikozidaz aktivitesini etkili sekilde inhibe ederek

potansiyel antidiabetik 6zellik tagidigin1 gostermektedir.
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Santos-Sanchez vd. (2024), Soya proteininin (Glycine max) temel bilesenleri olan
B-konjelin (7S) ve glisinin (11S), toplam proteinin %80-90’11 olusturmakta olup,
bu proteinlerden elde edilen peptitlerin HMG-CoA rediiktaz (HMG-CoAR)
tizerinde anlamli inhibitor etkilere sahip oldugunu bildirmistir. Glisininin pepsinle
hidrolizi sonucu olusan peptitler enzimi yaklasik %40 oraninda inhibe etmis; izole
edilen IAVPGEVA peptidi ICso = 200 pmol/L, IAVP ve IAVPTGVA peptitleri
ise sirastyla ICso = 59.30 umol/L ve 93.30 umol/L degerleri gostermistir. Kinetik
analizler, bu peptitlerin L-domain {izerinde kompetitif inhibitér olarak etki
ettigini, ayrica IAVP’nin S-domain ile de yarigtigint ortaya koymustur. Buna
karsin, tripsinle elde edilen LPYP peptidi ICso > 300 pmol/L ile daha diisiik
etkinlik gostermistir. B-konjelinden tiiretilen YVVNPDNDEN ve
YVVNPDNNEN peptitleri HMG-CoAR aktivitesini sirastyla 150 pmol/L ve 200
umol/L  ICso degerleriyle inhibe etmis; bu etkinligin hidrofobik N-u¢ ve negatif
yikli C-u¢ yapilarindan kaynaklandigr belirtilmigtir. Ayrica glisininden tiiretilen
LPYPR peptidi, in vitro olarak 200 pmol/L’de %34 inhibisyon saglamis ve oral
uygulanmasiyla  siganlarda  total  kolesterolii ~ %25, LDL-kolesterolii %30

azaltmistir.

Mohankumari vd. (2021), yaptiklart ¢aligmada Kirmizi Piring Mayas1 (M.
Purpureus) , 4-8°C’de saklanmis ve her 30 giinde bir subkiiltire edilmistir.
Tohum kiiltiirii i¢in 100 ml bazal ortama (1 L’de 100 g dekstroz, 10 g pepton, 2 g
KNOs, 2 g NHsH:PO4, 0.5 g MgSOs-7H20, 0.1 g CaCl:; pH 6.0) bir 6ze dolusu
inokiile edilerek 30°C’de 48 saat, 110 rpm’de inkiibe edilmis ve olusan kiiltiiriin
%5’1 (v/w) kati fermantasyonda kullanilmistir. Geleneksel kirmizi piring (RMR),
500 g steril pirincin %5 (v/w) M. purpureus ile inokiilasyonu sonrasi 30°C’de 14
giin fermentasyonu ile hazirlanmig, ardindan 45-50°C’de 24 saat kurutulup toz
haline getirilmistir. HMG-CoA rediiktaz  aktivitesi, 0.5-1.0 mg mikrozomal
protein, 150 nmol HMG-CoA ve 2 pmol NADPH iceren 1 mL’lik reaksiyon
karisiminda 37°C’de 30 dk inkiibasyonla oOlgiilmiistiir. Sonuglara gore yiiksek
kolesterol diyeti, enzim aktivitesini %56.45 azaltmistir, RMR takviyesi ise HCD
grubuna kiyasla doza bagh sekilde %22—54 arasinda ek inhibisyon saglamistir.

Cecarini vd. (2023), Panax ginseng kokii ve baslica bilesenleri olan ginsenosid

Rbl ve Rb2 kullanmiglardir. Rbl ve Rb2’nin HMG-CoA rediiktaz (HMGCR) ile
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diisiik mikromolar aralikta reversibl baglanarak NADPH varliginda kompetitif
inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir. P. ginseng ekstrakti, toplam ginsenosid
igerigi 25.39 £ 0.32 mg/g, Rbl 7.64 = 0.03 mg/g, Rb2 3.28 + 0.01 mg/g olarak
saptanmistir. HepG2 hiicrelerinde Rbl, Rb2 ve ekstrakt, 8 saat sonrasi hem total
hem serbest kolesterol seviyelerini anlamli sekilde azaltmistir. Ayrica, SREBP-2
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonu ve hedef genleri HMGCR ve LDLr’de
azalma gozlenmis; zaman-kurs ¢alismalari, SREBP-2 (p) ve olgun form
seviyelerinin 4 saatten itibaren diistiiglini ve kolesterol diislistinden Once
gerceklestigini - gostermistir. Bunun yani sira, LXRo/p ve IDOL proteinlerinin
artisgtyla LDLr lizozomal yikimi desteklenmis ve bu mekanizma ile LDL
kolesterol alimi azaltilmistir. Literatiir ve klinik calismalar, ginseng ekstraktinin
ozellikle yiiksek doz ve wuzun siireli kullaniminda total ve LDL kolesterolii
diisiirebilecegini  gdstermekte olup, ilave calismalarin doz ve tedavi siiresi

optimizasyonu ile etkilerin netlestirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir.

Yine Panax ginseng ile calisma yapan Deng vd. (2017), PnHMGR (GenBank:
KJ578757) ve PnSS (GenBank: KC953033.1) genleri, P. notoginseng hiicrelerine
pCAMBIA2300s-PnHMGR  ve  pCAMBIA1300s-PnSS  rekombinant  vektorleri
aracilifiyla aktarilmis ve CaMV 35S promotorii ile asir1 eksprese etmislerdir.
Transgenik hiicrelerde PnHMGR ekspresyonu 6—11 kat, PnSS ekspresyonu ise 5—
11  kat artis goOstermistir. Mikrozomal hazirhiklar ve HMG-CoA rediiktaz
aktiviteleri belirlenmis; PnHMGR ve PnSS’in asirt  ekspresyonu, ilgili enzim
aktivitelerini  yiikseltmis ve triterpen saponin (PNS) iretimini  artirmustir.
Ozellikle, PnHMGR ve PnSS birlikte eksprese edilen hiicreler, yalnizca
PnHMGR eksprese eden hiicrelerden daha yiiksek PNS seviyeleri iiretmis ve
boylece iki genin biyosentez Tlizerinde sinirjestik etkisi oldugu ortaya konmustur.
Bu sonuglar, PnHMGR’in PNS biyosentezinde anahtar enzim oldugunu ve PnSS
ile birlikte ekspresyonunun triterpen saponin iretimini optimize edebilecegini

gostermektedir.

Ahmad vd. (2022), arastirmalarinda Sarimsak, Allium sativum L., Amaryllidaceae
ve tlrevi olan dogal organosiilfiir bilesiklerini HMG-CoA rediikktaz (HMG-R)
inhibisyonu i¢in, in vitro HMG-R kitleri kullanilarak degerlendirmislerdir. HMG-
R katalitik domaini iceren reaksiyonlarda N-acetylcysteine (NAC), S-ethyl-L-
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cysteine ve alliin en gii¢lii inhibisyonu gosterdi; ICso degerleri sirasiyla 139.26 +
1.8 uM, 264.66 £ 5.8 uM ve 292.86 = 6.8 uM olarak olgiildii, S-allyl-L-cysteine
ise anlamli bir etkisi olmadi. Enzim kinetigi calismalari, NAC ve pravastatinin
HMG-R aktivitesini rekabet¢i olarak inhibe ettigini gosterdi; NAC, HMG-CoA ile
aktif bolge icin yarigarak mevalonat olusumunu kisitladi. Ayrica, NAC hem
DPPH hem de ABTS radikal siipiirme deneylerinde yiiksek antioksidan kapasite
gosterdi; ICso degerleri sirastyla 7.03 = 0.51 uM (DPPH) ve 5.77 £ 0.22 uM
(ABTS) olup, standart askorbik asitten ¢ok daha etkiliydi. Bu bulgular,
organosiilfiir bilesiklerin 6zellikle NAC’in HMG-R inhibisyonu ve antioksidan
etkisiyle diyetsel olarak kardiyovaskiiler risk yoOnetiminde potansiyel fayda

saglayabilecegini ortaya koymaktadir.

Baskaran vd. (2015), Malabar 1spanagi (Basella alba) ile yaptiklar
Spektrofotometrik HMG-CoA rediiktaz testi (NADPH: 400 pM; HMG-CoA: 400
uM;  enzim: 0.5-0.75 mg/mL) kullanilarak oOlglilen sonuglara gore Basella
alba’nin  inhibisyon oran1 enzimi %74.1 oraninda baskilamistir; bu deger
literatiirde giiclii inhibitorler arasinda yer alan Rosa damascena (%70) ve Myrtus
communis (%62) sonuclarindan da yiksektir. Pozitif kontrol simvastatin ise
%85.1 inhibisyon gostermistir. HMG-CoA rediiktaz kolesterol sentezinin  hiz
siirlayict  basamagini katalizlediginden, B. alba’nin yiliksek inhibisyon yiizdesi,
LDL reseptor ekspresyonunun artisi {izerinden kolesterol diisiliriici potansiyelini
desteklemektedir. GC-MS/MS analizleri, B. alba ekstraktinda fenol 2,6-bis(1,1-
dimetiletil), 1-heptatriacotanol, oleik asit, eikosil ester, naringin, apigenin,
luteolin,  askorbik asit ve  o-tokoferol gibi  hipokolesterolemik  etkiyle
iligkilendirilmis bilesenler tespit etmistir. Bu bulgular, B. alba’nin da HMG-CoA
rediiktaz  inhibisyonu yoluyla kolesterol diizenlenmesinde etkili  olabilecegini

gostermistir.

Kwon vd. (2010), c¢alismalarinda Rosa damascena (Isparta  giilii)  bitkisini
kullanmiglardir. Rosa damascena tomurcuklari (1700 g) sicak su ekstraksiyonu
(100 °C, 2 saat) ile elde edilmis ve toplam 720 g ham ekstrakt saglanmistir;
ardindan fraksiyonlama sonucunda n-heksan (0.5 g), kloroform (2.8 g), EtOAc
(124.7 g), n-biitanol (274.4 g) ve su (317.6 g) fraksiyonlar1 elde edilmistir. HMG-
CoA rediiktaz inhibisyonu EtOAc fraksiyonundan saflastirilan bes bilesik

22



tizerinde degerlendirilmis, enzim kaynag1 olarak Sprague—Dawley sigan karaciger
mikrozomlar1 kullanilmig ve reaksiyon NADPH tiikketimi {izerinden 340 nm’de 5
dakika izlenmistir. Sonuglar, dort bilesigin 0.12 mg/mL konsantrasyonda enzimi
tamamen inhibe ettigini, yalmizca siyanidin-3-O-B-glikozidin  inhibitér etki
gostermedigini  ortaya koymustur. Pozitif kontrol lovastatin ise 0.01 mg/mL
diizeyinde tam inhibisyon saglamistir. Konsantrasyon—yanit analizlerinde, aktif
dort bilesige ait ICso degerleri sirasiyla 80.6 uM, 80.1 uM, 47.1 uM ve 50.6 uM
olarak  hesaplanmis; bu sonuglar R. damascena’dan elde edilen fenolik
glikozitlerin HMG-CoA rediiktaz iizerinde statine benzer bir inhibitdr potansiyele
sahip oldugunu gostermistir. En gilicli inhibitér ise yeni tanimlanan bilesik
Roxyloside A olarak belirlenmistir. Bu bulgular, R. damascena bilesiklerinin
kolesterol biyosentezinin hiz sinirlayict basamagini hedefleyerek
hipokolesterolemik  ajanlar  i¢in  dogal  bir  kaynak  olabilecegini  de

desteklemektedir.

Gholamhoseinian vd. (2010), yaptiklart c¢alismada, Myrtus communis (Tiirkiye’de
adi mersin veya gercek mersin olarak da bilinir) ekstrakti, HMG-CoA rediiktaz
lizerine belirgin inhibitor etki gostermis ve enzim aktivitesini %62 oraninda
azaltarak giiclii bitkisel inhibitdrler arasinda yer almistir. Lineweaver—Burk
kinetik  analizleri, ekstraktin non-kompetitif inhibitor 0Ozellik gosterdigini  ve
enzimin Vmax degerini 0.011 mM-dk"den 0.0028 mM-dk"e disiirdiigiini,
buna karsihlk Km degerinin sabit kaldigin1 ortaya koymustur. Bu, Myrtus
communis’in  enzimin aktif bolgesine degil, farkli bir bolgesine baglanarak
aktiviteyi baskiladigini  gostermektedir. Literatiirde bu tiirlin  antiseptik, anti-
inflamatuar ve antidiabetik amacglarla da kullanildigir  bildirilmistir;  6zellikle
diyabette kullanilan bu bitkinin, karbonhidrat metabolizmasindaki enzimlere
etkisine ek olarak kolesterol biyosentezinin hiz belirleyici basamaginda yer alan
HMG-CoA rediiktazi inhibe etmesi, onu metabolik hastaliklarin yonetiminde c¢ok

yonlii potansiyel bir fitoterap6tik ajan haline getirmektedir.

Ramachandran vd. (2013), Guggu/ (Hint recinesi, Commiphora  mukul)
calismasinda GU-MCT810, siiperkritik COx—etanol (95/5) ekstraksiyonu ile elde
edilmis ve %2 Z+E guggulsteron icerigine standardize etmislerdir. in vitro HMG-
CoA rediiktaz inhibisyon testlerinde GU-MCT810, 0.01-0.1 pg doz araliginda
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degerlendirilmis ve enzimi doza bagli sekilde baskilamistir. En yiiksek test edilen
konsantrasyon olan 0.1 pg, enzimin aktivitesini %77.6-80 oraninda inhibe
etmistir (P < .001). Pozitif kontrollerden Pravastatin 0.04 pg ile %383.7,
Mevastatin  0.04 pg ile %63.7 inhibisyon elde edilmistir; bu sonuglar GU-
MCTS810’un diisiik dozlarda dahi statinlere yakin bir inhibisyon kapasitesi
sergiledigini gdstermektedir. Statinler nanomolar Ki degerleriyle HMG-CoA’nin
katalitik bolgedeki baglanmasini  kompetitif olarak engellerken, GU-MCT810’un
inhibitér  mekanizmas1  bilinmemektedir; ancak test edilen konsantrasyonda
sagladigi  yaklasik %80 inhibisyon, dogal bir rlin olarak  potansiyel
hipokolesterolemik etkisini desteklemektedir. Bu giliglii aktiviteye ragmen GU-
MCTS810’un statinlerde goriilen ciddi yan etkilere sahip olmadig disiiniilmekte

olup, bu durumun ileri klinik ¢alismalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

Nwozo vd. (2009), Curcuma longa (zerdecal) ekstrakti ile yapilan bu calismada
direkt olarak HMG-CoA rediiktaz enzimi {izerinde test edilmemesine ragmen,
alloksanla  diyabet  olusturulmus  tavsanlarda  belirgin = hipoglisemik  ve
hipolipidemik etkiler gostermistir. Diyabetik kontrol grubu yiiksek plazma
glikozu, kolesterolii ve trigliseridi ile tipik metabolik bozulmayi sergilerken, 250
mg/kg C. longa verilen grupta 12 giin i¢inde glikoz diizeyinde anlamli diisiis, total
kolesterolde ozellikle 9. ve 12. giinlerde belirgin azalma ve trigliserid
seviyelerinde stirekli bir gerileme gozlenmistir. Literatiirde diyabete bagl
yukselen kolesterolin  HMG-CoA rediiktaz ve ACAT aktivitesindeki artisla
iliskili oldugu bilindiginden, gozlenen bu lipid disilisiinin C. longa’nin bu
enzimlerin  aktivitesini  dolayli  olarak  baskiladigi  ihtimalini  destekledigi
belirtilmistir. Ayrica C. longa tedavisi, diyabette yiikselen kreatinin seviyelerini
diistirmiis, polifaji, polidipsi ve inaktivite gibi klinik semptomlari hafifletmistir.
Tim bulgular, C. /Jonga’nin hipoglisemik etkisine ek olarak muhtemel bir
hipokolesterolemik ~ mekanizma  iizerinden = HMG-CoA  rediiktaz  aktivitesini

dolayli bi¢gimde azaltabilecegini diisiindiirmektedir.

Arslan vd. (2023), calismalarinda greyfurt (Citrus paradisi) ekstrakti, HMG-CoA
rediiktaz {lizerinde son derece zayif bir inhibitoér etki gostermistir (ICso = 13 742 +
3 486 pg/mL). Bu deger, tiim test edilen bitkiler i¢cinde en diisiik inhibisyon

gliciinii temsil eder ve greyfurtun enzimi baskilayabilmesi i¢in ¢ok yiksek
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konsantrasyonlara ihtiyag¢ duyuldugunu gostermektedir. Aynmi calismada giicli
inhibitorler olarak belirlenen persimmon (0.71 pg/mL), radish (1.81 pg/mL) ve
atorvastatin  (1.76 ug/mL) ile kiyaslandiginda greyfurtun inhibisyon potansiyeli
yaklasik  10.000-20.000 kat daha disiiktiir. Bu sonug, greyfurtun polifenolik
profiline ragmen HMG-CoA rediiktaz hedefinde farmakolojik diizeyde anlamh

bir inhibisyon olusturmadigini gostermektedir.

Buddhakala vd. (2023), yaptiklann c¢alismada Syzygium aromaticum (karanfil)
ciceklerini etanol ile ekstrakte ederek elde edilen FESA’nin (Flower Ethanolic
Extract of S. aromaticum) o-glikozidaz enzimine karsi giicli inhibitér aktivite
gosterdigi  bulunmustur. In vitro testlerde FESA, 0.63-2.50 mg/mL arahiginda
doz-bagimli  sekilde enzimi inhibe etmis; aym1 konsantrasyonlarda sirasiyla
%47.63, %55.44 ve %59.27 inhibisyon saglamistir. Bu degerler, karsilastirma
standardi olan Acarbose’un ayni1 dozlarda gdsterdigi inhibisyondan belirgin
sekilde daha yiiksektir (Acarbose: %14.25-40.64). Ekstraktin baskin bileseninin
%356.17 oraniyla eugenol oldugu belirlenmis olup, bu giiglii aktivitenin fenolik
bilesiklerden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. a-glikozidazin inhibisyonu
sayesinde karbonhidrat sindirimi gecikmekte, postprandiyal glikoz yiikselmesi
azaltilmakta ve buna bagli insiilin salgisi, trigliserit birikimi ve lipogenez
azalabilmektedir. Bu sonuglar, karanfil ekstraktinin tip 2 diyabette kullanilan o-
glikozidaz inhibitorlerine dogal ve etkili bir alternatif olabilecegini, ayrica
antioksidan ~ ve antiinflamatuar ~ Ozelliklerinin ~ bu  etkiyi destekledigini

gostermektedir.

Wariyapperuma  vd.  (2020),  Cinnamomum  zeylanicum  (targmn)  lizerine
calismiglardir.  Cinnamomum  zeylanicum’un farkli aksesyonlari ve ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak hazirlanan sulu o6zlerin o-glikozidaz inhibitor aktiviteleri
incelendiginde, en giicli etkiyi Sri Wijaya (SW) aksesyonunun basmgh su
ekstraktt (PWE) gosterdi ve 42 + 8 pg/mL’lik ICso degeriyle pozitif kontrol olan
Acarbose’dan (173 + 7 pug/mL) cok daha yiiksek inhibitdr potansiyel ortaya
koydu. SW aksesyonunun kaynatma yontemiyle hazirlanan dekoksiyon ekstrakti
(DWE) de 116 + 17 pg/mL’lik ICso degeriyle anlamli diizeyde ao-glikozidaz
inhibisyonu sagladi. Ekstraksiyon verimleri incelendiginde, SW-PWE yo6ntemi

%2.19 + 0.25 ile en yiliksek verimi saglarken, mikrodalga sindirimi tiim
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orneklerde en diisiikk verimi verdi (SW: %0.42 £ 0.03). Literatirde C. zeylanicum
metanol ekstraktlarinin  o-glikozidaz i¢cin  140.01 + 10.08 pg/mL diizeyinde
inhibisyon gosterdigi raporlanmigken, bu c¢alismada SW-PWE ve SW-DWE’nin
bu degerlerden daha gili¢lii etki ortaya koydugu goriildii. Elde edilen sonuglar,
ozellikle SW-PWE’nin fenolik igeriklerin katkisiyla Acarbose’dan daha yiiksek
a-glikozidaz  inhibisyonu  saglayarak  potansiyel hipoglisemik ajan  niteligi

tagidigin1 gostermektedir.

Li vd. (2024), Nar cicegi ile yaptiklari ¢alismada Pomegranate (nar ¢icegi) etanol
ekstraktt giiclii a-glikozidaz baskilayic1 etkisi gosterdigi igin biyoyonlendirilmis
fraksiyonlamaya tabi tutulmus ve 800 g ham materyalden elde edilen 148 g ham
ekstrakt li¢ ¢ozici (EtOAc: 70.2 g n-BuOH: 38.6 g su: 153 g) ile
fraksiyonlanmistir.  a-glikozidaz inhibisyonunun 200 ve 400 pg/mL’de sirasiyla
%359.04 £ 0.45 ve %90.00 £ 0.86 oldugu belirlenen ham ekstrakttan en yliksek
aktivite EtOAc fraksiyonunda gozlenmis ve bu fraksiyon MPLC ile yedi alt
fraksiyona ayrilmistir. Bu fraksiyonlar i¢inde Fr.7, 50 ve 100 pg/mL’de sirasiyla
%72.63 £ 0.37 ve %92.71 £ 0.84 inhibisyon gostererek en aktif kisim olarak izole
edilmistir. Fr.7’nin saflastirilmasiyla elde edilen bes ellagitanninden Ozellikle
bilesik 14, o-glikozidaz {izerinde yiiksek diizeyde inhibisyon sergilemis;
bilesiklerin ICso degerleri 1-4 i¢in belirlenmistir ve tiimii pozitif kontrol
akarbose’tan (66% inhibisyon @ 1.6 mM) daha giiclii bir profil goéstermistir.
Yapi-aktivite iliskisi analizinde, tetrahidroksidibenzofuranoil (THBF) grubunun
varlii ve konumunun a-glikozidaz inhibisyonunu artirdigi, ellagitanninlerdeki
galloyl sayisindan daha  belirleyici oldugu  saptanmistir.  Enzim  kinetigi
sonuglarina gore bilesikler 1-4 a-glikozidaz i¢in karistk veya kompetitif inhibitor
tipleri goOstermistir. Ayrica molekiiler docking analizleri, bu aktif bilesiklerin
enzimin aktif bolgesine giicli sekilde yerlestigini  ve oOzellikle galloyl ve
dibenzofuranoil hidroksil gruplarimin ¢ok sayida hidrojen bagi ve hidrofobik
etkilesim olusturarak kompleks stabilitesine Onemli katki sagladigim1  ortaya
koymustur. Bu sonuglar genel olarak nar ¢igegi Oziitliniin antidiabetik amagh
nutrasotik iirlin  gelistirilmesinde ve 1izole edilen ellagitanninlerin ise potansiyel

farmasotik adaylar olarak degerlendirilmesinde giiclii bir temel sunmaktadir.
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Simsek  (2021), Fmdikli yemek protein izolatindan elde edilen peptit
fraksiyonlarinin o-glikozidaz inhibitér potansiyeli incelediginde, Ozellikle <5 kDa
fraksiyonlarinin en yiiksek etkiyi gosterdigi ve Alcalase ile Tripsin + Kimotripsin
hidrolizatlar1 i¢in sirasiyla ICso degerlerinin 3.62 £+ 0.72 mg/mL ve 3.89 + 0.12
mg/mL oldugu belirlenmistir. Buna karsilik, >5 kDa fraksiyonlar1 belirgin sekilde
daha zayif inhibisyon gostermis; Alcalase hidrolizatinda ICso 4.76 £+ 0.12 mg/mL
olarak bulunurken, Tripsin + Kimotripsin hidrolizatinda caligilan
konsantrasyonlar iginde %50 inhibisyona ulasilamamistir. Elde edilen inhibitor
potansiyelin, kinoa (<5 kDa, ICso = 1.64 mg/mL), badem yag: iiretimi artig1 (<5
kDa, ICso = 2.08 mg/mL) ve c¢imlendirilmis soya hidrolizatlar1 (ICse = 3.73
mg/mL) gibi literatiirde rapor edilen bazi kaynaklarla benzer veya daha zayif;
ancak kenevir (ICse = 5 mg/mL) ve bazi alkali proteazla hidrolize edilmis soya
proteinlerinden (ICso = 4.94 mg/mL) daha giiglii oldugu goriilmiistiir. Genel
olarak findikli yemek kaynakli diisik molekiil agirhikli peptitlerin  a-glikozidaz
inhibisyonunda daha etkili oldugu ve fraksiyon saflastirmasi1 ile ¢ok daha giiclii

inhibitorlerin elde edilebilecegi vurgulanmistir.

Hadrich vd. (2015), calismalarinda Hidroksitirosol (zeytinyaginda bulunur) ve
Oleuropein’in  (zeytin  yapragl)  a-glikozidaz  iizerindeki  inhibitér  etkileri
incelediginde, her iki bilesigin de doza bagli sekilde aktiviteyi baskiladigr ancak
hidroxytyrosolin ~ belirgin  bicimde daha  giicli  bir  inhibitor  oldugunu
gormiuslerdir. Hidroxytyrosol 600 mM’de yaklasik %75 inhibisyon gdosterirken,
ayni konsantrasyonda acarbose %65, oleuropein ise %55 inhibisyona ulasmustir.
ICso degerleri bu farki daha net ortaya koymus; hydroxytyrosol i¢in 150 mM,
acarbose i¢cin 200 mM ve oleuropein i¢in 400 mM olarak hesaplanmistir, bu da
hydroxytyrosoliin a-glikozidaza karst en giiclii inhibitér oldugunu gdostermektedir.
Molekiiler docking analizleri de bu bulgulart desteklemekte, hydroxytyrosoliin
aktif bolgeye daha yiiksek baglanma afinitesiyle oturdugunu ve Kkatalitik ceple
stabil hidrojen baglar1 kurarak enzim aktivitesini etkili sekilde bloke ettigini
ortaya  koymaktadir. Bu  sonuglar,  Aydroxytyrosoliin  gigli  a-glikozidaz
inhibisyonu ~ ve  hafif oa-amilaz  baskilamasiyla  postprandial  hiperglisemi

yonetiminde yan etkisi diisiikk dogal bir aday oldugunu gdstermektedir.
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Poovitha ve Parani (2016), iki cesit Kudret nar1 (Momordica charantia (MCC ve
MCM)) ile yaptiklart calismalarinda meyve piliresinden protein ekstraktlar, taze
purelerin  buzlu asit-etanol ile Ogiitiilmesi, siliziilmesi, santrifiijlenmesi, pH
ayarlamasi, asetona ile ¢oOktiriilmesi, yikanmast ve Tris—=HClI tamponunda
¢Oziilmesi  adimlariyla  hazirlanmistir.  Protein  ekstraktlariin ~ a-glikozidaz
inhibisyon  aktivitesi, maya a-glikozidazi ve  p-nitrofenil-a-D-glikopiranozid
(pNPG) substrat1 kullanilarak in vitro olarak degerlendirilmisti. Hem MCC hem
de MCM protein ekstraktlari, doz-bagimli bir sekilde a-glikozidaz aktivitesini
inhibe etmis ve 2,5 mg/mL konsantrasyonunda sirastyla MCC, MCM ve
Acarbose i¢in maksimum %68,8, %69,2 ve %70 inhibisyon oranina ulasmistir.
ICso degerleri MCC i¢in 0,298 +0,034 mg/mL, MCM i¢in 0,292+0,022 mg/mL
ve Acarbose i¢in 0,28+0,019 mg/mL olarak belirlenmistir. Isiyla denatiire
edilmis protein ekstraktlar1 yalnizca %10 civarinda diisiik bir inhibisyon
gostermistir, bu da inhibisyonun esas olarak protein kaynakli oldugunu
dogrulamaktadir. Lineweaver-Burk grafikleri ile yapilan kinetik ¢alismalar, hem
MCC hem de MCM ekstraktlar1 i¢in Km artarken Vmax sabit kaldigindan, a-
glikozidaz  iizerinde  rekabet¢ci  inhibisyon  mekanizmasini =~ gostermistir.  Bu
bulgular, M. charantia protein ekstraktlarinin Acarbose ile karsilastirilabilir bir
etkinlikte dogal a-glikozidaz inhibitorleri oldugunu ortaya koymakta ve bu
ekstraktlarin fonksiyonel gida bileseni olarak veya agizdan alinacak anti-diyabetik
protein  bazli ilaglarin  gelistirilmesi i¢in  potansiyel bir kaynak oldugunu

gostermektedir.

Yang vd. (2021), calismalarinda Silybum marianum (devedikeni)’un a-glikozidaz
lizerine etkisini in vitro olarak degerlendirmisler ve bilesigin enzimi giicli sekilde
inhibe ettigini goérmislerdir. Konsantrasyon artisina bagli olarak inhibisyon giici
yukselmis ve silibinin i¢in a-glikozidaza karst ICso degeri 11.54 + 0.81 pM
bulunmustur; bu deger acarbose’un 194.20 + 0.30 uM olan ICso’sinden ¢ok daha
diisiiktiir, dolayisiyla silibinin o-glikozidaz {izerinde acarbose’dan belirgin sekilde
daha gigclidiir. Kinetik analizler, artan si/ibinin konsantrasyonlarinda Km’nin
sabit kalmasina ragmen Vmax’m 1.69 + 0.07 pM’den 0.76 + 0.07 puM’ye
diismesiyle, inhibisyonun  non-kompetitif = oldugunu  gostermistir. ~ Molekiiler
docking c¢aligmalar1 ise «-glikozidaz homolog yapis1 iizerinden gerceklestirilmis,

silibinin  AutoDock 4.2 ile 500 kor tarama ¢alismasi sonucunda en diisiik
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baglanma enerjisine sahip pozda stabilize olmustur; bu baglanma modunun
yiksek frekansli kiimelenme ile dogrulanmasi, enzimin aktif bolgesi disindaki
diizenleyici bir cebe giicli non-kompetitif baglanmay1 desteklemektedir. Ayrica
silibinin’in  ¢esitli siit proteinleriyle etkilesim sonrasi inhibisyon kapasitesi test
edilmis, fakat o-glikozidaz T{izerine temel inhibitor etkisinin = korundugu
gozlenmistir. Bu bulgular, sil/ibinin’in o-glikozidaz i¢in gili¢lii, non-kompetitif ve

yapisal olarak stabil bir inhibitor oldugunu gostermektedir.

Ademiluyi ve Oboh (2013), calismalarinda Sulu Hibiscus sabdariffa (kirmizi
(red) ve beyaz (white) roselle varyantlar1) ekstraktlarinin a-glikozidaz {izerine
etkisi, 10-80 pg/mL araliginda konsantrasyona bagli bir inhibisyon oldugunu
gostermis ve ICso degerleri red roselle icin 25.2 pg/mL, white roselle i¢in 47.4
pg/mL olarak belirlenmistir; bu degerler fenolik igerikleriyle uyumlu olup red
roselle’in  daha giicli bir inhibitor oldugunu gostermektedir. Ayrica her iki
ekstraktin ICso degerleri, pozitif kontrol acarbose’un 3.5 pg/mL’lik ICso’sine
kiyasla daha yiiksek olsa da, o-glikozidaz iizerinde o-amilaza goére belirgin
sekilde daha giicli etkili olduklar1 belirtilmistir. Ek olarak red roselle’in total
fenolik igerigi ve vitamin C diizeyleri white roselle’e gore anlamli derecede
yiksek (P < .05) olup, bu bilesenlerin hem gii¢lii antioksidan etkiyle pankreas
dokusunda Fe** kaynakli lipid peroksidasyonunu azaltmada hem de enzim
inhibisyonunda rol oynadig1 ifade edilmistir. Roselle polifenollerinin  bilinen
biyoyararlanimi (1.5 saat civarinda maksimum plazma seviyesi) g6z Oniine
alindiginda, bu bilesiklerin a-glikozidaz inhibisyonuna katkida bulundugu ve
postprandiyal hiperglisemi yoOnetiminde potansiyel dogal inhibitorler olabilecegi

vurgulanmistir.

Yine Roselle bitkisi (Hibiscus sabdariffa) ile c¢alisma yapan Rasheed vd. (2018),
roselle bitkisinin geleneksel olarak hipoglisemik amacla kullanilmasina paralel
olarak yaptiklart c¢aligmada, farkli c¢ay hazirlama yontemlerinin a-glikozidaz
inhibisyonuna etkisi incelemislerdir. Tim sulu roselle ekstraktlari, pozitif kontrol
olan akarbose’a (ICso = 1415 pg/mL) kiyasla olduk¢a diisiik ICso degerleriyle
giicli a-glikozidaz inhibitorleri olarak bulunmustur. Soguk maserasyon en yiiksek
inhibisyonu gosterirken, sicak infiizyon daha diisiik etki sergilemistir. Aswan

kokenli bitkilerden hazirlanan soguk maserat ve infiizyon ekstraktlar1 sirasiyla
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627 ve 723 pg/mL ICso degerleriyle Sudan-1 kokenli Orneklerden (663 ve 902
pg/mL) daha giicli etki gostermistir. Korelasyon analizleri, soguk maseratlarda o-
glikozidaz inhibisyonunun delphinidin toplam fenolik igerigiyle (R* = 0.996 ve
0.985; p < 0.05), inflizyonlarda ise #hibiscus asit seviyeleriyle (R? = 0.998 ve
0.996; p < 0.05) anlamh sekilde iliskili oldugunu ortaya koymustur.
Dekoksiyonlarda  a-glikozidaz  inhibisyonu ile  hidroksisitrat ve  sinnamat
seviyeleri arasinda giiclii iliski goriilmiis olsa da bu baglanti daha disik
anlamlilik seviyesinde raporlanmistir. Bu sonuglar, roselle c¢aymin antidiyabetik
etkilerinin  ozellikle soguk ekstraksiyon ile en iyi sekilde korundugunu

gostermektedir.

Bellesia ve Tagliazucchi (2014), Demlenmis kakao ve fraksiyonlari ile yaptiklari ¢aligmada
kakonun a-glikozidaz iizerinde belirgin bir inhibisyon gostermis olup, temel i¢ecegin ICso
degerini 7.87 mg/mL olarak hesaplamislardir. Bu etki acarbose’un 45 pg/mL’lik ICso
degerinden zayif olsa da anlamlidir. Ultrafiltrasyon sonrasi toplam materyalin %73’{ini
olusturan diisilk molekiil agirlikli (LMW) fraksiyon en yiiksek inhibisyonu saglamis ve
aktivitenin yarisindan fazlasinin bu fraksiyondan kaynaklandigir bildirilmistir; bu
fraksiyonun etkisinin 6zellikle monomerik ve dimerik katesinlerden geldigi belirtilmektedir.
Yiiksek ve orta molekiil agirlikl fraksiyonlarda ise melanoidinlerin yogun oldugu goriilmiis
fakat inhibisyon giicii LMW kadar belirgin olmamistir. Spektroskopik analizlerde 272
nm’deki maksimum absorbsiyonun proteinler, teobromin ve katesinlere isaret ettigi, ayrica
melanoidin igerigini gosteren 405 nm absorbansinin HMW ve IMW fraksiyonlarinda daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir. Sonug olarak, kakao igeceginin a-glikozidaz inhibisyonu tek
bir bilesenden degil, 6zellikle diisiik molekiil agirlikli fenoliklerin baskin oldugu kompleks

bir bilesik karistmindan kaynaklanmaktadir.

Zheng vd. (2023), calismalarinda Siyah soya fasulyesi Oziitlerinde yapilan o-
glikozidaz taramasinda, 15 mg/mL’lik etanol ekstraktinin enzimle 37 ©°C’de 60
dakika inkiibasyonu sonucu yiiksek afiniteli bilesikler 10 kDa ultrafiltrasyonla
ayrilmis ve LC-DAD/LC-MS analizleri toplam yedi izoflavon belirlemislerdir. Bu
yedi bilesik arasinda genistein %52.3, daidzein %48.8 inhibisyonla en giicli
etkiyi goOstermis; diger izoflavonlar ise daha diisikk inhibisyon oranlarima sahip
olmustur (genistin %20, glycitein %19.1, daidzin %15, malonyldaidzin %9,
malonylgenistin  %35.6). Genistein’in 1Csp degeri 3.2 + 1.2 umol/L, daidzein’in
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ICso’si 15.7 = 0.3 pmol/LL olarak hesaplanmis ve her iki deger de acarbose’un
ICso’sinden (632.5 = 70.0 pmol/L) ¢ok daha giiclii bir inhibisyon gostermistir.
Yapi-aktivite iligskisi analizinde glikozilasyon derecesi arttitkca inhibisyonun
azaldigi, en gii¢lii inhibitorlerin aglikon formlar oldugu ve ozellikle C-7 hidroksil
grubunun aktivite icin kritik oldugu belirlenmistir; ayrica C-5’teki hidroksil grubu
genistein’in  daidzein’e gore daha giiglii olmasmi agiklamaktadir. Molekiiler
docking sonuglarma gore genistein ve daidzein enzimin aktif cebine sirasiyla
—52.05 ve —48.65 kcal/mol baglanma enerjileriyle yerlesmis, genistein daha stabil
baglanma gostermistir; her iki bilesigin inhibisyon mekanizmasinin hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglariyla giliclendigi goriilmiistiir. Kinetik analizler,
genistein ve daidzein’in uncompetitive inhibitér oldugunu dogrulamis ve Ki
degerlerinin genistein i¢in daha diisiik oldugu teyit edilmistir. Genel olarak
calisma, siyah soya izoflavonlarinin oOzellikle genistein ve daidzein’in gigli -
glikozidaz inhibitorleri olarak postprandiyal glikoz kontroliinde yiiksek potansiyel

tagidigini gostermektedir.

Hosseini  vd.  (2024), Sarimsak tiirlerinde  yaptiklar1  ¢alismada  metanol
ekstraktlar, degerlendirilen tii¢ Allium tiirlinde belirgin o-glikozidaz inhibisyonu
saglamis olup en yliksek aktiviteyi A. hooshidaryae’de gozlemigler (ICso = 2.59
mg/mL), bunu A. tripedale (ICso = 4.33 mg/mL) ve A. stipitatum (ICso = 6.41
mg/mL) izlemistir; bu sayede tiirler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(P < 0.05). Elde edilen inhibisyonun, ekstraktlarda tespit edilen saponin, tanen ve
flavonoid gruplariyla iliskili oldugu belirtilirken, A. hooshidaryae’nin yliksek
antioksidan kapasitesi (DPPH ICso = 7244 + 031 pg/mL; FRAP = 36.87 mg
AA/g) ile o-glikozidaz baskilayict etkisi arasinda pozitif bir iliski oldugu
goriilmektedir.  Molekiiler docking ¢alismalarinin = benzer  Allium tiirlerinde
flavonoidlerin  a-glikozidaz  aktif bodlgesine hidrojen baglari  ve  hidrofobik
etkilesimler araciligiyla giiclii afiniteler gosterdigini ortaya koymasi, bu tiirlerde
gozlenen inhibisyonun oOzellikle fenolik bilesiklerden kaynaklandigina isaret
etmektedir; bu da 4. hooshidaryae’nin daha yiiksek fenolik icerigiyle uyumlu bir
mekanizmaya isaret eder. Elde edilen veriler, {i¢ Allium tiiriiniin a-glikozidaz
tizerine  anlamli  diizeyde inhibitor  etki  gosterdigini  ve  Ozellikle 4.
hooshidaryae’nin  antidiabetik  potansiyel = bakimindan  6ne  ¢iktifin1  ortaya

koymaktadir.
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Vinholes ve Vizzotto (2017), FEugenia uniflora (Surinam kiraz1) ve Camellia
sinensis (yesil cay) ile yaptiklar1 c¢alismada bitkilerin yapraklarinin  etanolik
ekstraktlar1 gii¢lii a-glikozidaz inhibitorleri olarak degerlendirmisler ve her iki
ekstrakt da doz-bagimli bir inhibisyon gostermistir; E. wuniflora ekstrakti 0.26
pg/mL gibi son derece diisiik bir ICso degerine sahip olup C. sinensis’ten (ICso =
10.68 pg/mL) vyaklastk 40 kat daha etkilidir. Ayrica iki ekstraktin = 1:1
kombinasyonu, teorik degerden %5 daha diisiik bir ICso ile belirgin sinerji
sergilemis ve acarbose’dan  yaklastk 400 kat daha giicli  bulunmustur.
Literatiirdeki farkli ekstraksiyon tiplerinden kaynaklanan varyasyonlara ragmen
her iki ekstraktin da a-glikozidazi inhibe etme kapasitesi, diyabet tedavisinde
yaygin kullanilan baz1 bitkilerden (6rn. Bauhinia spp.) daha yiiksek rapor
edilmistir. Bu dstiin inhibitér etkinlik, ckstraktlarda bulunan fenolik bilesikler,
klorofiller =~ ve karotenoidlerin  tekil veya kombinasyon halinde katkisiyla
iligkilendirilmis olup, E. uwuniflora’nin &zellikle diisik dozlarda neredeyse tam

inhibisyona ulagmasi dikkat cekicidir.

Kong vd. (2018), calismalarinda Uziim c¢ekirdeklerini 60 °C’de vakumlu firnda
kurutulup 50 mesh toz haline getirilmesiyle hazirlanmig, ardindan c¢ekirdek tozu
sicak suda ultrasonik ekstraksiyon (40 kHz, 60 °C, 60 dk) ile islenmis, filtre edilip
doner buharlastiriciyla yogunlastirilmis ve makroporoz regine kolonunda 8 saat
adsorpsiyon sonrast once suyla, ardindan %060 etanol ile eliie edilerek dondurarak
kurutulmus bir ekstrakttir. a-glikozidaz inhibisyonu, 96 kuyucuklu plaklarda
pNPG substratiyla spektrofotometrik olarak degerlendirilmis ve sonuglar {iglii
tekrarlarla hesaplanmistir. GSAE’nin o-glikozidaza karsi ICso degeri 25.25 + 0.53
pg/mL olarak bulunmus ve ayni kosullarda olgiilen acarbose’un ICso degerinden
(1256.24 + 1.3 pg/mL) cok daha giicli bir inhibitér etki gosterdigi belirlenmistir.
Enzim kinetigi analizinde c¢izilen ¢ift ters grafik, inhibitor konsantrasyonu arttik¢a
reaksiyon hizinin diigmesi ve Km’nin artmasi ile GSAE’nin kompetitif inhibitor
olarak davrandigini agik¢a gostermistir. Bu sonuclar, iiziim ¢ekirdegi ekstraktinin
yuksek polifenol icerigiyle o-glikozidaz aktivitesini giiclii sekilde baskiladigini ve
postprandiyal hiperglisemiyi azaltma potansiyeliyle antidiabetik etki

gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
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Petnual vd. (2010), calismalarinda Curcuma longa (zerdegal) rizomlarindan elde
edilen ekstrakt, rhizomlarin TBS i¢inde homojenize edilmesi, gece boyunca
disiik sicaklikta karistirllmasi, ardindan siizme ve yliksek hizda santrifiigasyon ile
berraklagtirilmasi  sonrasinda amonyum siilfat ¢oktlirmesiyle yogunlastirilmis ve
dondurarak kurutularak hazirlanmistir. Elde edilen bu saflagtirilmig fraksiyon,
SDS-PAGE analizlerinde yaklasitk 17.3 kDa biiylikliiglinde belirgin bir bant
gostererek  yiiksek saflikta bir lektin  varligini = dogrulamistir. LC/MS/MS ile
yapilan i¢ aminoasit dizileme analizleri, bu lektinin Phaseolus cinsine ait bilinen
fitohemaglutininlerle ~benzerlik tasiyan bir protein ailesine ait olabilecegini
gostermistir. Calismanin en Onemli bulgularindan biri, bu saflagtirllmigs C. longa
lektininin  a-glikozidaz enzimi {izerindeki belirgin inhibisyon etkisidir; zira ICso
degeri yaklastk 8 mg/mL olarak belirlenmis ve bitkisel kaynakli a-glikozidaz
inhibitorleri  arasinda  dikkate deger bir  biyolojik  aktivite  sergilemistir.
Karbonhidrat sindirimini  geciktirme yoluyla postprandiyal glikoz yiikselisini
azaltma potansiyeli, onu diyabetin beslenme temelli yoOnetiminde kullanilan
mevcut inhibitorlerle benzer sekilde gelecek vaat eden bir aday haline
getirmektedir. Ayrica bitkisel lektinlerin glikohidrolazlarla etkilesim
mekanizmalart g6z Oniine alindiginda, C. longa kokenli bu proteinin, yapisal
ozellikleri ve enzim baglanma davranislari bakimindan yeni terapdtik molekiil

gelistirme calismalarina da bilimsel temel olusturabilecegi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada, Angolensin ve Nimbidiol bilesiklerinden elde edilen ekstraktlarin
antioksidan  kapasiteleri DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, ekstraktlarin biyolojik aktivitesini
degerlendirmek amaciyla a-glikozidaz ve HMG-CoA rediiktaz enzimi {izerindeki
inhibitor etkileri incelenmis ve ICso degerleri hesaplanmistir. Elde edilen deneysel
bulgular, molekiiler diizeyde etkilesimleri agiklamak amaciyla gergeklestirilen

molekiiler docking analizleri ile desteklenmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alisma icin kullanilan o-glikozidaz enzimi, Hmg-CoA rediiktaz enzimi,

Sodyum  Fosfat Tamponu, 4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside, HMG  CoA,
NADPH, NaNs3, ABTS ¢ozeltisi, DPPH ¢ozeltisi, FeCly ¢ozeltisi, CuCly ¢ozeltisi,

Neokuprin cozeltisi,  Ferrozin ¢ozeltisi,  Etanolik neokuprin cozeltisi,

CH3COONH4 tampon c¢ozeltisi, Fosfat tampon c¢ozeltisi, Potasyum persiilfat

¢ozeltisi, Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Germany’den satin alindi.

3.2. Yararlanilan Alet Ve Cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, UV-1208

pH metre Thermo

Otomatik pipetler Eppendorf ve Socorex

Vorteks Fisons, Whirlimixer

Saf su cihaz Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Hassas terazi Denver Instrument

Derin dondurucular (-30 ve -86°C) Sanyo, Japan
UV-Spektrofotometre kiiveti 1 cm?’liikk Kuartz Kiivet

Magnetik karistirici Jeio Tech

3.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Calisma sirasinda kullanilan ¢ozeltiler asagidaki verildigi lizere oldugu gibi hazirlanmistir.
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3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.34.

Kuprak Metoduna Gére Indirgeme Kapasitesi Tayini fle Tlgili Cézeltiler

0,01 M’k CuCl2 c¢ozeltisi: 47 mg CuCly alindi ve 50 mL destile suda
¢Ozildii.

7,5x103 M’hik etanolik neokuprin cozeltisi: 156 mg Neokuprin alind1 ve
100 mL etanolda ¢oziildii.

1 M’hk CH3COONH4 tampon cozelti (pH: 6,5): 154 g CH3;COONH4
alindi ve 180 mL saf suda ¢oziildii, pH metre ile pH:6,5’¢ ayarlandiktan

sonra hacim destile suyla 200 mL’ye tamamlandi.

DPPH' Serbest Radikal Giderme Aktivitesi fle Tlgili Cozeltiler

10-3 M’hk DPPH- cozeltisi: 40 mg DPPH:- 100 mL etanolda tamamen

¢oziiniinceye kadar bir gece etanolde manyetik kariGtirict ile karistirildi.

ABTS™ Giderme Aktivitesi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

0,1 M’hk fosfat tampon c¢ozelti (pH: 7.4): 5,68 g NaHPOs 350 mL
destile suda ¢oOziindii. pH metre kullanilarak pH’st 6,6’ya ayarlanarak
hacim saf suyla 400 mL’ye tamamlandi.

2 mM’hik ABTS c¢ozeltisi: 11 mg ABTS 0,1 M’lik ve pH’s1t 7,4 olan fosfat
tamponunda tamamen ¢Oziiniinceye kadar bir gece boyunca kanGtirildi.
Toplam hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2,5 mM’hik potasyum persiilfat cozeltisi: 66,25 mg KoO8S; 0,1 M’lik ve
pH’st 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen c¢oziinlinceye kadar manyetik
karistirict  ile karistirildi.  Toplam  hacim destile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

FRAP Metodu Tayini ile ilgili Cozeltiler

10 mM’hik TPTZ c¢ozeltisi: Belirlenen miktarda TPTZ tartildi ve 2.25 mL
40 mM HCI i¢inde ¢Ozdiiriildii.
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3.3.5.

3.3.6.

0.3 M asetat tamponu: Gerekli miktarda sodyum asetat ve asetik asit
alind1 ve 25 mL’ye tamamlanarak pH 3.6’ya ayarlandi.

20 mM FeCls cozeltisi: Belirlenen miktarda FeCls tartildi ardindan 2.25
mL saf su i¢inde ¢ozdiirtildii

FRAP Reaktifinin Olusturulmasi: Hazirlanan 2.25 mL TPTZ c¢ozeltisi,
25 mL asetat tamponu ve 2.25 mL FeCls c¢ozeltisi birlestirilerek FRAP

reaktifi hazirlandi.

a-Glikozidaz Enziminin Aktivite Ol¢iimlerinde Kullanilan Cozeltiler

0,1 mM Sodyum Fosfat Tamponu (Enzim seyretmek i¢in): 6 mg
sodyum fosfat tartilip 450 mL saf suya ilave edilip pH’s1 6,9°e ayarlayip
saf su ile hacmin 500 mL’ye tamamlandi.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu (Aktivite olcmesi icin): 5,99 g sodyum
fosfat tamponu tartilir ve 450 mL saf su igerisinde ¢Oziiniir ve pH’s1 6,9’a
ayarlandiktan sonra son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

5 mM’hk 4-Nitrophenyl p-D-glucopyranoside substrat cozeltisinin
hazirlanmasi: 0,0376 g ilgili substrattan tartitlip 0,1 M’lik fosfat tampon

igerisinde 25 mL’de ¢oziindii.

HMG-CoA Rediiktaz Enziminin Aktivite Ol¢iimlerinde Kullanilan Cozeltiler

HMG-CoA Rediiktaz aktivitesi Takahashi S. ve arkadaglariin tarif ettigi metoda

gore;

(DL-HMG-CoA + 2NADPH + 2H+ — (R)-mevalonate + 2NADP" + CoASH

reaksiyonu geregi 340 nm de NADPH’in absorbans degisiminden yararlanilarak

spektrofotometrik olarak dl¢iilecek.

Reaktifler:

HMG CoA: 0.30 mM
NADPH: 3mM
NaNs: 2M
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3.4. Angolensin Ve Nimbidiol’iin HMG-CoA Rediiktaz, a-Glikozidaz Enzimlerin
Uzerine Inhibisyon Etkisi

Angolensin  ve  Nimbidiol’in HMG-CoA  rediiktaz, a-glikozidaz  enzimler
tizerindeki etkisi arastirildi. Daha sonra satin alinmis a-glikozidaz ve HMG-CoA
rediiktaz iizerine etkisi incelendi. Olgiimler aktivite tayin ydntemiyle yapildi.

Daha sonra ICso degerleri grafikler ¢izildikten sonra belirlendi.

3.5. a-Glikozidaz Enziminin Aktivite Tayini

a-Glikozidaz enzim aktivitesi, Tao ve arkadaslarmin prosediiriine gore substrat
olarak p-NPG kullanilarak belirlendi; Numuneler 20 mg’t 2 mL’de eriterek
hazirland1 (EtOH:H20). Tim enzim inhibisyonu elde edilmesi durumunda fosfat
tamponunda ¢oklu ¢ozeltiler hazirlandi. Ilk olarak 75 upL fosfat tamponu, fosfat
tamponu (0.15 U / mL, pH 7.4) ve 5 pL numune i¢indeki 20 pL enzim c¢ozeltisi
ile kanstirildi. Ardindan tepkime baslangicina p-NPG ilave edilmeden once
35°C’de 10 dakika oOn inkiibe edilmistir. Ayrica, On inkiibasyondan sonra fosfat
tamponunda (5 mM, pH= 7,4) 20 uL p-NPG ilave edildi ve inkiibasyon tekrar
35°C’de gergeklestirildi. Verilerin egri uydurulmas: ile ICso degerleri hesaplandi.
Akarboz bilesigi pozitif kontrol olarak kullanildi. Absorbanslar 405 nm’de
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. o-Glikozidazin bir birimi dakikada 1.0 mol

substrat hidrolizini katalize eden enzim miktaridir (pH: 7,4).

3.6. HMG-CoA Rediiktaz Enziminin Aktivite Tayini

HMG-CoA Rediiktaz enzim aktivitesi, Takahashi S. ve arkadaslarimin tarif ettigi
metoda gore; Spektrofotometre 340 nm’de distile suya karst sifir ayar1 yapildiktan
sonra, deney tiiplerine her bir numune i¢in kér ve numune olmak iizere ayri ayri
fosfat tamponu, NaN3, NADPH ve numune eklenip iyice karistirildi ve absorbans
degisimi 1 dakika takip edildi. Daha sonra kiivete HMG-CoA eklendi ve
absorbans degisimi 3 dakika boyunca takip edildi. HMG-CoA Rediiktaz aktivitesi
NADPH’in ¢ katsayisindan yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar NADPH’in ¢
degerinden (&: 6.22x103 L/mol.cm.) yararlanilarak IU/L olarak verilmistir.
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3.7. Antioksidan Calismalari

Antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde serbest radikal siipliriici ve indirgeme
kapasitesine dayali DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC yontemleri kullanilmistir.
Tim analizler uygun standartlar esliginde gerceklestirilmis ve sonuglar ICso

degerleri veya esdeger antioksidan kapasite cinsinden ifade edilmistir.

3.7.1. Cu*-Cu"indirgeme Kapasitesi (Kuprak Metodu)

Angolensin ve Nimbidiol’iin Cu?" indirgeme aktiviteleri bakir iyonlar1 indirgeme
metodunun (Apak vd., 2006) hafif bir modifikasyonuyla yapildi (Ak ve Giilgin
2008). Farkli  konsantrasyonlarda  hazirlanan  Angolensin  ve  Nimbidiol’lin
tiplerine 0,25 mL CuCly ¢ozeltisi (0,01 M), 0,25 mL etanolik neokuprin ¢dzeltisi
(7,5x10° M) ve 0,25 mL CH3COONH4 tampon ¢dzeltisi (1 M) sirasiyla eklendi.
Yarim saat sonra 450 nm’de kore karsi absorbans degerleri Olciildii ve kor olarak

saf su kullanildi.

3.7.2. Ferrik indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP) Testi

Ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) testi, (Taslimi ve Giilgin, 2018) asidik ortam ve
kosullar altinda Fe**-TPTZ kompleksinin indirgenmesine dayanir. Mavi renkli ferroz
formun (Fe**-TPTZ kompleksi) artan absorbansi, 593 nm'de spektrofotometrik olarak
kaydedilir. TPTZ c¢ozeltisi (40 mM HCI i¢inde 2,25 mL, 10 mM TPTZ) taze olarak
hazirlandiktan sonra 25 mL asetat tamponuna (0,3 M, pH 3,6) ve su i¢inde FeCls ¢ozeltisine
(2,25 mL, 20 mM) aktarilir. Daha sonra, farkli konsantrasyonlarda olivetol (10-30 1g/mL) 5
mL uygun tampon ¢oziiciisiinde ¢oziiliir, karistirilir ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edilir. Son

olarak, karisimin absorbans1 593 nm'de 6l¢iiliir.

3.7.3. 1,1-Difenil 2-Pikril Hidrazil (DPPH) Serbest Radikalleri Giderme Aktivitesi

Angolensin ve Nimbidiol’tin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois
metodununa gére yapildi (Blois, 1958). Serbest radikal olarak DPPH”in 107
M’lik  ¢ozeltisi  kullanildi. Numune olarak daha oOnce hazirlanan 1 mg/mL

konsantrasyonundaki Angolensin ve Nimbidiol’iin stok ¢ozelti kullanildi. Deney
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tiplerine sirastyla 10, 20 ve 30 pg/uL konsantrasyonlarinda c¢ozeltiler aktarildi ve
toplam hacimleri 3 mL olacak sekilde etanol ile tamamlandiktan sonra her bir
numune tiiptine stok DPPH® ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Yarim saat oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kore karst 517
nm’de absorbanslart oOlgiildii. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPH’
cozeltisi kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPH® ¢ozeltisi miktarini yani

serbest radikal giderme aktivitesini verdi.

3.7.4. 2,2-Azino-Bis (3-Etilbenzo-Tiyazolin-6-Siilfonik Asit) (ABTS) Radikali
Giderme Aktivitesi

Angolensin  ve  Nimbidiol’in ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve
arkadaslarmin  yaptig1 calismaya gore belirlendi. Oncelikle 7 mM’lik ABTS
¢ozeltisi hazirlandi. Bu c¢ozeltiye 2,45 nM’lik persiilfat c¢ozeltisi eklenerek ABTS
radikalleri  iretilildi. ABTS radikal ¢o6zeltisi  kullamilmadan oOnce  kontrol
¢Ozeltisinin 734 nm’de absorbansi 0,1 M ve pH’st 7,4 olan fosfat tamponu ile
0,700+£0,025 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesine bakilacak olan
Angolensin ve Nimbidiol’tin farkli konsantrasyonlarma (10-30 pg/mL) birer mL
ABTS radikal ¢ozeltisi ilave edildi ve yarim saat inkiibe edildi. Etanolden olusan

kore kars1 734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

3.8. Angolensin ve Nimbidiol’iin HMG CoA Rediiktaz Enzimi Uzerine inhibisyon

Etkisinin Belirlenmesi

Angolensin ve Nimbidiol’in HMG CoA Rediktaz {izerindeki etkisi aragtirildi.
Daha sonra ICso degerleri grafikler ¢izilerek belirlendi. Bu metodun esasit ise su
sekilde aciklanabilir; yukarida bahsedildigi tizere HMG CoA Rediiktaz Mevalonat
ad1 verilen bir bilesik, kolesterol sentezinin ilk adimimi olusturur. HMG-CoA
rediiktaz adi verilen bir enzim, mevalonatin kolesterol iiretimi igin gerekli olan
baglica ara maddelerden biri olan HMG-CoA’ya (Hidroksimetilglutaril-CoA)
doniisiimiinii katalize eder. Bu sentez asamasindan sonra, mevalonat kolesteroliin
oncli molekiilleri olan izoprenoidlerin sentezine doniisiir. HMG-CoA reduktaz (3-
hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A rediiktaz), kolesterol biyosentezinde kilit bir

enzimdir ve mevalonat yolunun ilk ve hiz smirlayict basamagini katalizler. Bu
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enzim, reaksiyonu geregi 340 nm de NADPH’in absorbans degisiminden

yararlanilarak spektrofotometrik olarak dl¢tilmustiir.

3.9. Molekiiler Docking

Molekiiler kenetlenme (docking) hesaplamalari, Schrédinger tarafindan
gelistirilmis  olan Maestro Molekiiler Modelleme Platformu’nun 12.8  siirtimii
kullanilarak gergeklestirilmistir (Jha vd., 2023). Bu siireg, hem protein hem de
ligand yapilarinin  dogru bi¢cimde hazirlanmasini  ve ardindan etkilesimlerin
yiiksek  hassasiyetle  analiz  edilmesini  saglayan birden fazla  asamadan
olusmaktadir. Ilk olarak, hedef protein yapisi Protein Preparation Wizard modiilii
kullanilarak detayli bir hazirlama isleminden geg¢irilmistir (Taslimi vd., 2022). Bu
asamada protein yapisindaki eksik atomlar tamamlanmis, uygun hidrojen atomlar
eklenmis, bag tilirleri ve yoOnelimleri yeniden diizenlenmis ve fizyolojik kosullara
uygun protonasyon durumlar1 belirlenmistir. Ayrica, protein yapisinda olas1 sterik
cakismalar veya gerilimlerin giderilmesi i¢in enerji minimizasyonu yapilmis ve

boylece docking caligsmalari i¢in en stabil konformasyon elde edilmistir.

Protein hazirlama asamasim1  takiben, calismada kullanilacak ligandlarin {i¢
boyutlu yapilarimin olusturulmasi ve optimize edilmesi amaciyla LigPrep modiilii
kullanilmistir  (Tiiziin, 2020). Bu modil, ligandlarin farkli stereoizomerlerini,
tautomerik formlarmi ve fizyolojik pH araligindaki olast iyonizasyon durumlarini
otomatik olarak olusturmus ve her bir yap1 i¢in disiik enerjili, kararl
konformasyonlar hesaplamigtir. Bdylece docking islemlerine uygun, kimyasal

olarak dogru ve optimize edilmis ligand kiitiiphanesi elde edilmistir.

Hazirlanan protein ve ligand setleri, daha sonra Glide Ligand Docking modiiliine
aktarilmistir.  Glide, hedef protein {izerindeki baglanma ceplerini  yliksek
¢cozlnlirliikle tarayarak, ligandlarin bu bolgelere nasil yerlestigini ve hangi tiir
etkilesimler  gosterdigini  ayrintili  olarak  analiz  etmektedir. =~ Hesaplamalarda
OPLS4 kuvvet alant kullanilmis olup, bu yontem hem ligandlarin hem de
proteinlerin  atomik  diizeyde dogru  bir sekilde modellenmesine  olanak
saglamaktadir.  Kenetlenme  sirasinda  hidrojen  baglari, =n—m  etkilesimleri,

hidrofobik bolgelerle uyum, elektrostatik cekimler ve sterik uygunluk gibi g¢esitli
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parametreler degerlendirilmistir. Glide’in emodel ve glide score gibi enerji
fonksiyonlar1, ligandlarin baglanma afinitelerini karsilastirmak i¢in kullanilmis ve

boylece en stabil ligand—protein kompleksleri belirlenmistir.

Docking islemleri standart hassasiyetli (SP) modlarda gergeklestirilmis; boylece
hem genis bir aday taramasi yapilmis hem de en iyi sonu¢ veren yapilar igin
detayli etkilesim analizi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar, ligandlarin
baglanma modlarmi, aktif bolge i¢indeki konumlarini, fonksiyonel gruplarin
protein aminoasitleriyle kurdugu spesifik etkilesimleri ve baglanma enerjilerini

kapsamli bir sekilde ortaya koymustur.
Bu c¢ok asamali hesaplamali yaklasim sayesinde, incelenen bilesiklerin hedef

protein lizerindeki baglanma davranislart yiiksek dogrulukla degerlendirilmis ve

biyolojik aktivite potansiyelleri hakkinda giiclii teorik ongoriiler elde edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, calismada elde edilen antioksidan aktivite, enzim inhibitorliigiine
iliskin bulgular ve molekiiler docking sonuglar1 sunulmus ve literatiirdeki benzer
calismalarla karsilastirilarak  tartisilmistir.  Elde edilen sonuglar, test edilen
orneklerin  biyolojik potansiyelini ortaya koyarken, gozlenen farkliliklarin olas1

nedenleri degerlendirilmistir.

4.1. 0-Glikozidaz Enzim Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren Angolensin ve

Nimbidiol ile ilgili Sonugclar

Doygun substrat derisiminde a-Glikozidaz enziminin {izerine antioksidan iki
madde olan Angolensin ve Nimbidiol’in inhibisyon etkisine bakild1 (Tablo 4.1-
4.2) ve her bir madde i¢in Aktivite(%)-[Angolensin ve Nimbidiol] grafikleri
cizildi (Sekil 4.1-4.2). Cizilen grafiklerden her bir madde bilesik icin ICso
degerleri hesaplandi (Tablo 4.3).

Tablo 4. 1: Angolensin (MW: 272.30 Da), 1000% seyreltilmis ¢ozelti a-Glikozidaz, enzim:
10 pL; kontrol: 100.

1. Tekrar / Inhibitor Konsantrasyonu | Aktivite
30 pLL 75
70 nLL 61
120 pLL 48
140 pLL 40
160 pL 30
2. Tekrar / inhibitor Konsantrasyonu | Aktivite
30 pLL 72
70 nLL 59
120 pLL 50
140 pLL 39
160 pL 32
3. Tekrar / Inhibitor Konsantrasyonu | Aktivite
30 pLL 80
70 nLL 70
120 pLL 49
140 pLL 42
160 pL 35
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Tablo 4. 2: Nimbidiol (MW: 274.35 Da), 1000x% seyreltilmis ¢ozelti a-Glikozidaz, enzim:10
uL; kontrol: 100

1. Tekrar / Inhibitér Konsantrasyonu | Aktivite
50 pL 78
100 pL. 65
160 pL 51
190 pL 43
220 pL 37
2. Tekrar / Inhibitor Konsantrasyonu | Aktivite
50 nL 79
100 pL 66
160 pL 49
190 pL. 44
220 nLL 37
3. Tekrar / inhibitor Konsantrasyonu | Aktivite
50 pL 76
100 pL. 65
160 pL 50
190 pL. 42
220 pL 36
Angolensin / Alfa Glikozidaz y = 10015
R2=0,9655
120
100
§ 80
z
£ 60
P
X 40
pS
20
0
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7

Konsantrasyon

Sekil 4. 1: a-Glikozidaz enzim aktivitesinde ¢alisilan farklt Angolensin konsantrasyonunda
cizilen Aktivite (%)-[Angolensin] grafigi
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Nimbidiol / Alfa Glikozidaz y = 100e1:215x
120 R?=10,998

100
80
60

40

Yiizde Aktivite (%)

20

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Konsantrasyon

Sekil 4. 2: a-Glikozidaz enzim aktivitesinde calisilan farkli Nimbidiol konsantrasyonunda
cizilen Aktivite (%)-[Nimbidiol] grafigi

Tablo 4. 3: a-Glikozidaz enziminin aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Angolensin
ve Nimbidiol ICso degerleri ve inhibisyon tiirii

Inhibitor ICso (nM) R? STSP
Angolensin 0,3837 0,9776 0,022
Nimbidiol 0,5651 0,9963 0,089

4.2. HMG CoA Rediiktaz Enzim Aktivitesi Uzerinde inhibisyon Etkisi Gosteren

Angolensin ve Nimbidiol’iin ile Tlgili Sonuclar

Doygun substrat derisiminde HMG CoA Rediiktaz enziminin iizerine antioksidan
iki madde olan Angolensin ve Nimbidiol’iin inhibisyon etkisine bakildi (Tablo
4.4-4.5) ve her bir madde icin Aktivite(%)-[Angolensin ve Nimbidiol] grafikleri
cizildi (Sekil 4.3-4.4). Cizilen grafiklerden her bir madde bilesik icin ICsg
degerleri hesapland1 (Tablo 4.6).
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Tablo 4. 4: Angolensin (MW: 272.30 Da), 100x seyreltilmis ¢ozelti, HMG-CoA rediiktaz,
enzim: 20 uL; kontrol:100.

1. Tekrar / inhibitér Konsantrasyonu Aktivite
10 nLL 87
30 pLL 70
60 pL 53
80 pnL 40
100 pLL 34
2. Tekrar / inhibitor Konsantrasyonu Aktivite
10 nLL 88
30 pL 74
60 pL 51
80 pLL 38
100 pL 35
3. Tekrar / Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite
10 nLL 87
30 pL 72
60 pnL 50
80 pLL 40
100 pLL 33

Tablo 4. 5: Nimbidiol (MW: 274.35 Da), 100x seyreltilmis ¢ozelti HMG-CoA rediiktaz,
enzim: 20 uL; kontrol: 100.

1. Tekrar / Inhibitor Konsantrasyonu Aktivite
20 uL 7
70 pL, 62
110 uL 49
140 uL 38
170 uL 31
2. Tekrar / Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite
20 uL 72
70 pL 64
110 pL 49
140 uL 35
170 pL 30
3. Tekrar / inhibitor Konsantrasyonu Aktivite
20 uL 76
70 L 62
110 uL 50
140 pL 34
170 uL 30
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Angolensin / HMG Coa Rediiktaz v %69093402

Yiizde Aktivite (%)
3

0 0,5 1 1.5 2 2,5 3 3.5 4

Konsantrasyon

Sekil 4. 3: HMG CoA Rediiktaz enzim aktivitesinde c¢alisilan farkli Angolensin
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Angolensin] grafigi

Nimbidiol / HMG CoA Rediiktaz y = 1000195
R*>=0,9453

120

100 @
S 80 s, S
2 I T
1= Y Y TP
Z 60 -
< | e
ﬂé ....... . S
Rl 40 ...........

[ JALTTEP

>-‘ ...... o

20

0
0 1 2 3 4 5 6 7
Konsantrasyon

Sekil 4. 4: HMG CoA Rediiktaz enzim aktivitesinde calisilan farklt Nimbidiol
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Nimbidiol] grafigi
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Tablo 4. 6: HMG-CoA Rediiktaz enziminin aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gdosteren
Angolensin ve Nimbidiol ICso degerleri ve inhibisyon tiirii

Inhibitor ICso (nM) R? STSP
Angolensin 2,2873 0,9965 0,027
Nimbidiol 3,5831 0,9521 0,067

4.3. Antioksidan Cahsmalar ile Ilgili Arastirma Bulgular

Bu boliimde, calismada uygulanan antioksidan testleri sonucunda elde edilen bulgular

degerlendirilmis ve orneklerin antioksidan kapasiteleri ortaya konmustur.

4.3.1. Cu*'-Cu’indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) bulgular

Angolensin  ve  Nimbidiol kuprik iyonlarmi (Cu?") indirgeme kapasitesi,
konsantrasyon ile dogru orantili olarak arttigi bulundu. Angolensin ve Nimbidiol
kuprik iyonlarini (Cu®**) indirgeme kapasitesi farkli konsantrasyondaki (10-30
ng/mL) c¢ozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslart Olgiilerek belirlendi (sekil 4.5).
Angolensin  ve Nimbidiol ¢o6zeltisinin ve standart antioksidanlarin  kuprik
iyonlarm (Cu?") indirgeme grafigi cizildikten sonra (sekil 4.5) her bir standart
antioksidan, Angolensin ve Nimbidiol i¢cin 30 pg/mL’ye karsilik gelen absorbans

degerleri Tablo 4.9°da verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

Tablo 4. 7: Cu?**-Cu” indirgeme degerleri 10 uL

10 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM
BHA 0,913 0,916 0,915 0,959 0,002 0,959+0,001
BHT 1,034 1,035 1,031 1,033 0,002 1,033+0,002
a-Tokoferol 0,299 0,298 0,294 0,297 0,003 0,297+0,002
Troloks 0,338 0,346 0,347 0,344 0,005 0,343+0,004
Angolensin 0,432 0,441 0,44 0,438 0,005 0,437+0,004
Nimbidiol 0,592 0,595 0,597 0,595 0,003 0,594+0,002

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin kuprik iyonlarini (Cu?*) kuprédz

iyonlarina (Cu") indirgeme aktiviteleri birbirleriyle kargilagtirildiklarinda BHT
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(1,033+0,002) > BHA (0,959+0,001) > Nimbidiol (0,594+0,002) > Angolensin
(0,437+0,004) > Trolox (0,343+0,004) > a-Tokoferol (0,297+0,002) seklinde siralanmanin
meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.7).

Tablo 4. 8: Cu?*"-Cu" indirgeme degerleri 20 pL

20 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM
BHA 1,404 1,443 1,431 1,426 0,020 1,426+0,019
BHT 1,772 1,758 1,766  1,765333 0,007 1,765+0,007
o-Tokoferol 0,524 0,514 0,514 0,517333 0,006 0,517+0,005
Troloks 0,601 0,604 0,605 0,603333 0,002 0,603+0,002
Angolensin 0,713 0,717 0,712 0,714 0,003 0,714+0,002
Nimbidiol 0,886 0,874 0,88 0,88 0,006 0,88+0,006

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin kuprik iyonlarim
(Cu?) kuproz iyonlarina (Cu") indirgeme aktiviteleri birbirleriyle
karsilastirildiklarinda BHT (1,765+0,007) > BHA (1,426+0,019) > Nimbidiol
(0,88+0,006) > Angolensin (0,714+0,002) > Trolox (0,603+0,002) > «-
Tokoferol (0,517+0,005) seklinde siralanmanin meydana geldigi  belirlendi
(Tablo 4.8).

Tablo 4. 9: Cu**-Cu" indirgeme degerleri 30 pL

30 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM
BHA 1,858 1,896 1,889 1,881 0,020224  1,881+0,020
BHT 2,038 2,054 2,036 2,042667  0,009866  2,042+0,009
o-Tokoferol 0,776 0,771 0,78 0,775667  0,004509  0,775+0,004
Troloks 0,918 0,912 0,913 0,914333  0,003215 0,914+0,003

Angolensin 0,874 0,882 0,891 0,882333  0,008505 0,882+0,008
Nimbidiol 0,993 0,997 0,987 0,992333  0,005033  0,992+0,005

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin kuprik iyonlarim
(Cu?) kuproz iyonlarina (Cu") indirgeme aktiviteleri birbirleriyle
karsilastirildiklarinda BHT (2,042+0,009, r2: 0,9423) > BHA (1,881+0,020, r2:
0,9614) > Nimbidiol (0,992+0,005, r% 0,9001) > Trolox (0,914+0,003, r?:
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0,9974) > Angolensin (0,882+0,008, r2: 0,959) > a-Tokoferol (0,775+0,004, r2:
0,9968) seklinde siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.9).

2.5 KUPRAK metodu
9
—o—BHA
5 —e—BHT
,é\ —&— o-Tokoferol
= —&— Troloks
21,5 -
< —&— Angolensin
N’
é —e&— Nimbidiol
£ 1
S
172
=
<
0,5
O T T

0 5 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4. 5: Angolensin ve Nimbidiol’lin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) kuprak
iyonlarmi (Cu®") indirgeme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA,
BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

4.3.2. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP) Testi

Angolensin ve Nimbidiol ferréz formun (Fe?'-TPTZ) ferrik kompleksine (Fe*'-
TPTZ) indirgeme kapasitesi, konsantrasyon ile dogru orantili olarak arttig
bulundu. Angolensin ve Nimbidiol ferrdz formun (Fe?’’-TPTZ) indirgeme
kapasitesi farkli konsantrasyondaki (10-30 pupg/mL) c¢ozeltilerinin 593 nm’deki
absorbanslart  Olgiilerek  belirlendi  (Sekil 4.6). Angolensin ve  Nimbidiol
¢ozeltisinin ve standart antioksidanlarin ferréz formun (Fe**-TPTZ) indirgeme
grafigi cizildikten sonra (Sekil 4.6) her bir standart antioksidan, Angolensin ve
Nimbidiol i¢in 30 pg/mL’ye karsilik gelen absorbans degerleri Tablo 4.12°de

verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

Tablo 4. 10: (devam ediyor) Ferrdz formun (Fe?*-TPTZ) indirgeme degerleri 10 L

10 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM
Kontrol 0,104 0,104 0,104 0,104 0 0,104+0
BHA 1,005 1,004 1,005 1,005  0,000577 1,004+0,000
BHT 1,248 1,254 1,252 1,251  0,003055 1,251£0,003
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a-Tokoferol 0,803 0,803 0,801 0,802  0,001155 0,802+0,001

Troloks 1,077 1,076 1,074 1,076  0,001528 1,075+0,001
Angolensin 0,865 0,865 0,868 0,866  0,001732 0,866=0,001
Nimbidiol 0,985 0,981 0,988 0,985  0,003512 0,984+0,003

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin ferrdz formun (Fe?*-TPTZ)
ferrik kompleksine (Fe*"-TPTZ) indirgeme aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda
BHT (1,251+0,003) > Trolox (1,075+0,001) > BHA (1,004+0,000) > Nimbidiol
(0,984+0,003) > Angolensin (0,866+£0,001) > a-Tokoferol (0,802+0,001) scklinde

siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.10).

Tablo 4. 11: Ferrdz formun (Fe**-TPTZ) indirgeme degerleri 20 uL

20 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM

Kontrol 0,105 0,104 0,104 0,104333 0,00057735 0,104-+0,000
BHA 1,801 1,803 1,809 1,804333 0,004163332 1,804+0,004
BHT 1,979 1,974 1,978 1,977 0,002645751 1,977+0,002
o-Tokoferol 1,217 1,218 1,211 1,215333 0,003785939 1,215+0,003
Troloks 1,482 1,432 1,418 1,444 0,033645208 1,444+0,033
Angolensin 1,299 1,295 1,298 1,297333 0,002081666 1,297+0,002
Nimbidiol 1,347 1,346 1,334 1,342333 0,007234178 1,342+0,007

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarm ferréz formun (Fe**-TPTZ)
ferrik kompleksine (Fe**-TPTZ) indirgeme aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda
BHT (1,251+0,003) > BHA (1,804+0,004) > Trolox (1,444+0,033) > Nimbidiol
(1,342+0,007) > Angolensin (1,297+0,002) > a-Tokoferol (1,215+0,003) secklinde

siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.11).

Tablo 4. 12: Ferrdz formun (Fe**-TPTZ) indirgeme degerleri 30 pL

30 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM
Kontrol 0,104 0,106 0,104 0,104667  0,001155  0,104+0,001
BHA 2217 2222 2233 2,224 0,008185  2,224+0,008
BHT 2307 2304 2,326 2,312333 0,01193  2,312+0,011
o-Tokoferol 1,476 1,476 1,461 1,471 0,00866  1,471%0,008
Troloks 1,716 1,714 1,719 1,716333 0,002517  1,716£0,002
Angolensin 1,499 1,448 1,477 1,474667  0,02558  1,474%0,025
Nimbidiol 1,621 1,624 1,628 1,624333 0,003512  1,624+0,003
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Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin ferréz formun (Fe?*-
TPTZ) ferrik kompleksine (Fe**-TPTZ) indirgeme aktiviteleri  birbirleriyle
kargilagtirildiklarinda  BHT  (2,312+0,011, r?: 0,933) > BHA (2,224+0,008, r:
0,9697) > Trolox (1,716+0,002, r*: 0,989) > Nimbidiol (1,624+0,003, r?: 0,908)
> Angolensin (1,474+0,025, r2: 0,9075) > a-Tokoferol (1,471+0,008, r?: 0,9377)
seklinde siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.12).
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Sekil 4. 6: Angolensin ve Nimbidiol’tin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) Ferroz
formun (Fe**-TPTZ) indirgeme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA,
BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

4.3.3. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgular:
Nimbidiol ve Angolensin ve c¢aligmada kullanilan BHA, BHT, a-tokoferol ve

troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin DPPH radikali giderme aktivite
tayini icin oncelikle standart grafik olusuruldu (r*: 0,9799) (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7: DPPH radikal giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart DPPH grafigi

DPPH radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DPPH radikal
miktar1 standart grafikten elde edilen ve asagida verilen denklemden hesaplandi.

(Absorbans A517) =0,0026 x [DPPH]

Burada A517-N DPPH radikal ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan
absorbans degeri, A517-K ise sadece DPPH radikal c¢ozeltisi igeren kontrol
degerinin absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-
Tokoferol ve Troloks kullanildi.

Angolensin ve Nimbidiol c¢ozeltisinin DPPH radikali giderme aktivitesi sekil

4.7°de goriildiigii gibi konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.

Tablo 4. 13: DPPH radikali giderme degerleri (10 pL)

10 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM
KONTROL 1,005 1,005 1,005 1,005 0 1,005+0
BHA 0,414 0,415 0416 0,415 0,001 0,415+0,001
BHT 0,298 0,299 0,298  0,298333 0,000577 0,29840,000
a-Tokoferol 0,702 0,707 0,711  0,706667 0,004509 0,706+0,004
Troloks 0,808 0,802 0,805 0,805 0,003 0,805+0,003

Angolensin 0,701 0,706 0,701  0,702667 0,002887 0,702+0,002
Nimbidiol 0,623 0,624 0,629  0,625333 0,003215 0,625+0,003
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Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin DPPH radikali giderme
aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda BHT (0,298+0,000) < BHA (0,415+0,001) <
Nimbidiol (0,625+0,003) < Angolensin (0,702+0,002) < a-Tokoferol (0,706+0,004) <
Troloks (0,805+0,003) seklinde siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.13).

Tablo 4. 14: DPPH radikali giderme degerleri (20 pL)

20 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM

KONTROL 1,005 1,005 1,005 1,005 0 1,005+0
BHA 0,215 0,214 0,215 0,214667  0,00057735 0,214+0,000
BHT 0,165 0,168 0,164 0,165667 0,002081666  0,165+0,002
a-Tokoferol 0,437 0,439 0,433 0,436333  0,00305505 0,436+0,003
Troloks 0,5 0,501 0,502 0,501 0,001 0,501+0,001
Angolensin 0,373 0,365 0,371 0,369667 0,004163332  0,369+0,004
Nimbidiol 0,318 0,313 0,311 0,314 0,003605551 0,314+0,003

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin DPPH radikali giderme
aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda BHT (0,165+0,002) < BHA (0,214+0,000) <
Nimbidiol (0,314+0,003) < Angolensin (0,369+0,004) < a-Tokoferol (0,436+0,003) <
Troloks (0,501+0,001) seklinde siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.14).

Tablo 4. 15: DPPH radikali giderme degerleri (30 puL)

30 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM

Kontrol 1,005 1,005 1,005 1,005 0 1,005+0
BHA 0,101 0,095 0,1 0,098667 0,003215  0,098+0,003
BHT 0,081 0,091 0,094 0,088667 0,006807  0,088+0,006
a-Tokoferol 0,196 0,193 0,199 0,196 0,003 0,196+0,003
Troloks 0,277 0,268 0,271 0,272 0,004583  0,272+0,004
Angolensin 0,22 0,222 0,221 0,221 0,001 0,221+0,001
Nimbidiol 0,182 0,181 0,182 0,181667 0,000577  0,181+0,000

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin DPPH radikali giderme
aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda BHT (0,088+0,006, r2: 0,977, ICso: 8,058) <
BHA (0,098+0,003, r2: 0,9966, ICso: 8,884) < Nimbidiol (0,181+0,000, r?: 0,9936, ICso:
12,157) < a-Tokoferol (0,196+0,003, r?: 0,9731, ICso: 14,142) < Angolensin (0,221+0,001,
r2: 0,9828, I1Cso: 14,142) < Troloks (0,272+0,004, r?: 0,9544, ICso: 17,325) seklinde

siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.15).
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Sekil 4. 8: Angolensin ve Nimbidiol’iin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) DPPH
radikal giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-
tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi

Angolensin ve Nimbidiol ¢o6zeltisinin DPPH radikali giderme aktivitesi grafigi
cizildikten sonra (Sekil 4.8) her bir standart, Nimbidiol i¢in ayr1 ayr1 ICso
degerleri hesaplandi (Tablo 4.15).

4.3.4. ABTS™ radikal giderme aktivitesi bulgular

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTS™ giderme aktivitesi de sulu
karisgimlarin, igeceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin radikal giderme
aktivitelerinde  siklikla  kullanmilmaktadir  (Giil¢in = vd., 2007b). Bunun igin
oncellikle ABTS’den ABTSnin olusturulmas: gerekmektedir. Bu amagla bir
erlen icerisinde 0,1 M, pH: 7.4 olan fosfat tamponu igerisinde 2 mM’lik ABTS
cozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik potasyum persiilfat
ilave edildi (Gilgin 2007). Erlenin dig yilizeyi aliiminyum folyo ile kapland,
manyetik karigtirict ile oda sicakliginda 12 saat boyunca karigtirildi. Cozelti
hazirlandiktan sonra 734 nm’deki absorbans degeri 1.4114+0.025 olacak sekilde
tampon ¢ozelti ile seyreltildi. Bu asamadan sonra Angolensin ve Nimbidiol

cozeltisinde calismada kullanilan BHA, BHT, o-tokoferol ve troloks gibi standart
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antioksidan bilesiklerin ABTS™ giderme aktiviteleri tayini i¢in oncelikle standart

grafik olusturuldu (r*:0,985) (Sekil 4.9).

0,9
R*=0,985

o
%0

Absorbans (734 nm)

N N = N N N

[S [\e) [08) ~ W (=)} ~
[ ]

(=]

0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4. 9: ABTS™" giderme aktivitesi tayininde kullanilan ABTS"" i¢in hazirlanan standart

grafik
Tablo 4. 16: ABTS ™ radikal giderme degerleri (5 uL)
5 mikrolitre
1 2 3 ORT STSP TOPLAM

Kontrol 1,122 1,122 1,122 1,122 0 1,122+0
BHA 0,719 0,711 0,718 0,716 0,004 0,716+0,004
BHT 0,815 0,816 0,811 0,814 0,003 0,814+0,002
o-Tokoferol 1,03 1,04 1,01 1,027 0,015 1,026+0,015
Troloks 0,902 0,909 0,903 0,905 0,004 0,904+0,003
Angolensin 0,878 0,862 0,876 0,872 0,009 0,872+0,008
Nimbidiol 0,803 0,804 0,809 0,805 0,003 0,805+0,003

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarn ABTS™ radikali
giderme aktiviteleri birbirleriyle karsilagtirildiklarinda BHA  (0,716+0,004) <
Nimbidiol (0,805+0,003) < BHT (0,814+0,002) < Angolensin (0,872+0,008) <
Troloks  (0,904+0,003) <a-Tokoferol (1,026+0,015) seklinde  siralanmanin
meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.16).
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Tablo 4. 17: ABTS™ radikal giderme degerleri (10 uL)

10 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM

Kontrol 1,122 1,122 1,122 1,122 0 1,122+0
BHA 0,219 0,214 0,217 0,216667 0,003 0,216+0,002
BHT 0,194 0,181 0,189 0,188 0,007 0,188+0,006
a-Tokoferol 0,615 0,61 0,614 0,613 0,003 0,613+0,002
Troloks 0,506 0,501 0,508 0,505 0,004 0,505+0,003
Angolensin 0,468 0476 0457 0,467 0,010 0,467+0,009
Nimbidiol 0,341 0,355 0,342 0,346 0,008 0,346+0,007

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin ABTS™ radikali giderme
aktiviteleri birbirleriyle karsilagtirildiklarinda BHT (0,188+0,006) < BHA (0,216+0,002)
Nimbidiol (0,346+0,007) < Angolensin (0,467+0,009) < Troloks (0,505+0,003) < a-
Tokoferol (0,613+0,002) seklinde siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.17).

Tablo 4. 18: ABTS* radikal giderme degerleri (20 pL)

20 mikrolitre

1 2 3 ORT STSP TOPLAM
Kontrol 1,122 1,122 1,122 1,122 0 1,122+0
BHA 0,053 0,051 0,06 0,054667 0,004726  0,054+0,004

BHT 0,083 0,089 0,085 0,085667 0,003055  0,085+0,003
a-Tokoferol 0,273 0,279 0,275 0,275667 0,003055  0,275+0,003
Troloks 0,195 0,199 0,108 0,167333 0,051423  0,167+0,051

Angolensin 0,212 0,211 0,211 0,211333 0,000577  0,211+0,000
Nimbidiol 0,202 0,2 0,195 0,199 0,003606  0,199+0,003

Bu konsantrasyonda Angolensin ve standart antioksidanlarin ABTS™ radikali giderme
aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda BHA (0,054+0,004, r?: 0,9264, ICso: 7,615)
< BHT (0,085+0,003, r?: 0,8864, ICso: 8,350) < Troloks (0,167+0,051, r?: 0,8977, ICso:
12,833) < Nimbidiol (0,199+0,003, r?: 0,9581, ICso: 12,375) < Angolensin (0,211+0,000,
r2: 0,9396, ICso: 13,86) < a-Tokoferol (0,275+0,003, r2: 0,8624, ICso: 17,77) seklinde

siralanmanin meydana geldigi belirlendi (Tablo 4.18).

ABTS™ giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan ABTS™ miktar1 standart
grafikten elde edilen ve asagida da verilen denklemden hesaplandi.

Absorbans A734) =0,001 x [ABTS ]

ABTS™" giderme ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

56



Burada A734-N ABTS" ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans
degeri, A73sx ise sadece ABTS™ ¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbansini
ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullanildi
(Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10: Farkli konsantrasyonlardaki Angolensin ve Nimbidiol (10-30 pg/mL) ABTS™
giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks ile karsilastirmasi

Angolensin ve Nimbidiol ¢ozeltisinin ABTS™ radikali giderme aktivitesi grafigi
cizildikten sonra (Sekil 4.10) her bir standart, Nimbidiol i¢in ayr1 ayr1 ICso
degerleri hesaplandi (Tablo 4.18).

4.4. Molekiiler Docking Sonuglar:

Tablo 4.19’daki veriler, Nimbidiol ve Angolensin bilesiklerinin 1R47 ve 1HWK
proteinlerine karst molekiiller docking davraniglarint ¢esitli Glide parametreleri
tizerinden karsilastirmali olarak ortaya koymaktadir.

Docking skorlar1 incelendiginde = Nimbidiol’in  her iki protein i¢in de

Angolensin’e kiyasla daha yiiksek baglanma afinitesi gosterdigi goriilmektedir;

1R47 i¢in Nimbidiol -4.68 kcal/mol iken Angolensin -4.26 kcal/mol, THWK igin
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ise Nimbidiol -5.10 kcal/mol ile en giiglii baglanmay1 sergilemistir. Glide-ligand
efficiency degerleri benzer aralikta olup her iki molekiilin de hedefe karsi tutarh

bir baglanma verimliligine sahip oldugunu gostermektedir.

Hidrojen bagi katkisin1 temsil eden Glide-hbond parametresi, Nimbidiol’iin her
iki proteinde de 0.00 kcal/mol ile Angolensin’e kiyasla daha zayif hidrojen bagi
katkis1 sundugunu, buna karsin baglanma stabilitesinin hidrojen bagindan ziyade
van der Waals ve elektrostatik katkilardan beslendigini gostermektedir. Nitekim
Glide-evdw degerleri Nimbidiol i¢in 1R47°de -21.23 kcal/mol ve IHWK’de -
27.52 kcal/mol olup, Angolensin’e gore daha giiclii hidrofobik etkilesimlere isaret
eder. Glide-ecoul degerleri de Angolensin’in elektrostatik acidan biraz daha

belirgin katki yaptigin1 géstermektedir.

Tablo 4. 19: Molekiillerin proteinlere kars1 baglanma parametrelerinin degerleri

Glide

Docking . Glide Glide Glide Glide Glide Glide Glide
1R47 ligand .
Puam > .... hbond evdw ecoul emodel energy einternal posenum
Verimliligi
Nimbidiol -4.68 -0.23 0.00 21.23 -9.79 -3823 -31.01 2.79 122
Angolensin  -4.26 -0.21 -0.16 24.85 -8.89 -41.83 -33.74 5.68 387
. Glide . . . . . . .
Docking . Glide Glide Glide Glide Glide Glide Glide
1HWK ligand .
Puani = .... hbond evdw ecoul emodel energy einternal posenum
Verimliligi
Nimbidiol -5.10 -0.26 0.00 27.52 -8.78 -48.46 -36.30 1.33 138
Angolensin  -4.42 -0.22 -0.32 1996 13.27 -42.67 -33.24 1.95 5

Docking modelinin genel degerlendirmesini saglayan Glide-emodel skorlar
acisindan proteinlere gore degismekle birlikte Angolensin’in 1R47 i¢in (-41.83
kcal/mol) Nimbidiol’e goére daha yiiksek model kararliligi sundugu, ancak
IHWK’de Nimbidiol’iin (-48.46 kcal/mol) daha avantajli oldugu goriilmektedir.
Glide-energy parametresi de benzer bigimde Nimbidiol’tin 1HWK proteinine
baglanirken daha giiclii  bir toplam etkilesim enerjisi  (-36.30  kcal/mol)
sergiledigini  gOstermektedir.  Glide-einternal ~ degerleri  molekiilin  kendi i¢
gerilimlerini  temsil etmekte olup diisiik degerler daha uygun konformasyonlar

isaret eder; bu agidan Angolensin’in 1R47 proteininde Nimbidiol’den daha diisiik
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i¢ enerjiye sahip oldugu goriilmektedir. Glide-posenum, ligandin protein cebi
icindeki poz sayisim1 ifade eder. Daha yiiksek poz sayisi, ligandin hedef bolgeye
coklu sekilde yerlesebildigini gosterir. 1R47 icin Angolensin’in 3870 farkli poz
iiretmesi, protein cebiyle daha esnek bir uyum gosterdigini, buna karsin 1HWK
icin poz sayisinin olduk¢a diisiik olmasi baglanmanin daha spesifik ve sinirli bir

geometriyle gerceklestigini diisiindiirmektedir.

Genel olarak Nimbidiol’tin  6zellikle 1HWK proteinine karst daha yiiksek
baglanma afinitesi ve giicli van der Waals katkilar1 sergiledigi, Angolensin’in ise
bazi parametrelerde (0rnegin 1R47 icin emodel ve yiiksek poz sayisi) daha
avantajlt oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, her iki bilesigin de farkli baglanma
modlariyla potansiyel inhibitér Ozellik gosterebilecegini, ancak hedef proteine

bagli olarak etkinliklerinin degistigini ortaya koymaktadir.
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Ghycine Water

Hydrophaobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e PP stacking

Sekil 4. 11: Nimbidiol molekiiliiniin IHWK proteini ile etkilesimleri

Nimbidiol = molekiilinin THWK  proteini ile etkilesimleri  (Sekil 4.11)
incelendiginde, aktif bolgede yer alan Ser, Lys, Arg ve Asn kalintilar1 ile hidrojen
baglart ve hidrofobik etkilesimler olusturdugu goriilmektedir. Bu etkilesimler,
ligandin  baglanma cebinde kararli bir konformasyon sergilemesine katki

saglamaktadir.
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Sekil 4. 12: Angolensin molekiiliiniin IHWK proteini ile etkilesimleri

Angolensin molekiillii 1THWK proteininin  (Sekil 4.12) aktif bolgesinde benzer
amino asit kalintilariyla etkilesime girerken, hidrofobik temaslarin daha baskin
oldugu gozlenmistir. Bu durum, Angolensin’in proteine baglanma stabilitesinin

hidrofobik etkilesimler {izerinden desteklendigini diisiindiirmektedir.

J Charged (negative) Folar Distance —e P-cation

) Charged (positive) ) Urspedfied resice + Hbord — Salt bridge
Gydre Water Halogen bond Salvert exposure
Hyck cphobic Hydration site Metal coordination

) Metl X Hycationsite (dsplaced) e F-F staddng

Sekil 4. 13: Nimbidiol molekiiliiniin IR47 proteini ile etkilesimleri

Nimbidiol = molekiiliiniin ~ IR47  proteini ile  etkilesimleri  (Sekil  4.13)
incelendiginde, Asp, Lys, Arg ve Tyr kalintilar1 1ile hidrojen baglar1 ve
elektrostatik  etkilesimler olusturdugu goriilmektedir. Bu etkilesimler, ligandin

aktif bolgeye giiclii ve kararli bir sekilde baglanmasina katki saglamaktadir.
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J Charged (negative) Polar Distanze —e Pi-cation

J Charged (positive) o) Urspedfied reside —» Hbord — Salt bridge
Gydre Water Halogen bond Salvert exposure
Hyck cpbctic Hycration site Metal coordination

0 el X Hydraticnsite (dsplaced) oo A-Ai staddng

Sekil 4. 14: Angolensin molekiiliiniin IR47 proteini ile etkilesimleri

Angolensin  molekiiliiniin [R47 proteini ile etkilesimleri degerlendirildiginde,
hidrofobik amino asit kalintilariyla olan temaslarin yam1 sira smirli  sayida
hidrojen bagmin bulundugu gozlenmistir. Bu durum, Angolensin’in IR47 proteini
ile baglanma stabilitesinin  biiylik 0l¢iide hidrofobik etkilesimler tarafindan

desteklendigini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Angolensin ve Nimbidiol isimli iki dogal biyoaktif bilesigin a-
glikozidaz ve HMG-CoA rediiktaz enzimleri {zerindeki inhibitor etkileri ile
antioksidan kapasiteleri ¢ok yonlii olarak degerlendirilmis, bdylece bu bilesiklerin
metabolik hastaliklardaki potansiyel terapotik oOnemleri ortaya konulmustur. Elde
edilen sonuglar, Ozellikle o-glikozidaz enzimi tizerinde Angolensin’in  ICso:
0,3837 nM, Nimbidiol’iin ise ICso: 0,5651 nM degerlerine (Tablo 5.1) sahip
oldugunu gostermistir. Bu bulgu, Angolensin’in karbonhidrat hidrolizi ve glikoz
regiilasyonunda rol oynayan bu enzimi daha giicli bir sekilde inhibe ettigini
ortaya koymaktadir. Literatiirde o-glikozidaz inhibisyonu diyabet tedavisinde
kullanilan akarboz ve benzeri ajanlarin temel etki mekanizmasidir; dolayisiyla
Angolensin’in sahip oldugu diisiik ICso degeri, bilesigin antidiabetik aday molekiil

olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Benzer sekilde, kolesterol biyosentez yolunun hiz simnirlayici basamagini katalize
eden HMG-CoA rediiktaz enzimi iizerinde de giicli inhibisyon elde edilmistir.
Angolensin’in  ICso:  2,2873 nM, Nimbidiol’tin ise ICso: 3,5831 nM degerleri
(Tablo 5.1), bu bilesiklerin statin benzeri bir etki mekanizmasina sahip
olabilecegini  gostermektedir. HMG-CoA rediiktaz inhibisyonu, kardiyovaskiiler
hastaliklarin yonetiminde temel farmakolojik yaklasimlardan biridir. Bu nedenle
calisma sonuglari, s6z konusu iki bilesigin hem kolesterol metabolizmasinin
diizenlenmesinde hem de lipit profilinin iyilestirilmesinde aragtirmaya deger
molekiiller oldugunu gostermektedir. Angolensin’in  hem a-glikozidaz hem de
HMG-CoA rediiktaz iizerinde daha diisiik ICso degerleri gostermesi, onun ¢ift
yonlii metabolik etkiler bakimimdan daha avantajli bir profil sundugunu ortaya

koymustur.

Tablo 5. 1: Angolensin ve Nimbidiol’lin enzimlere kars1 ICso degerleri

Enzim Angolensin ICso (nM) Nimbidiol ICso (nM)
a-Glikozidaz 0.3837 0.5651
HMG-CoA Rediiktaz ~ 2.2873 3.5831
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Calismanin  antioksidan kismi  kapsaminda gerceklestirilien CUPRAC, FRAP,
DPPH ve ABTS testleri, Angolensin ve Nimbidiol’in g¢esitli mekanizmalar
tizerinden anlamli antioksidan aktivite sergiledigini gostermistir (Tablo 5.2).
CUPRAC ve FRAP analizlerinde her iki bilesigin indirgeme kapasitelerinin
konsantrasyonla dogru orantili sekilde arttigt ve Nimbidiol’iin Angolensin’e
kiyasla c¢ogu durumda daha yiiksek indirgeme giicii gosterdigi belirlenmistir.
Antioksidan Dbilesiklerin redoks oOzellikleri, oksidatif stres kaynakli biyomolekiil
hasarmmin onlenmesinde kritik rol oynamaktadir; bu baglamda elde edilen bulgular
Nimbidiol’ii 6ne ¢ikarmaktadir. Buna karsin, DPPH ve ABTS radikal giderme
testlerinde her iki molekiil de kabul edilebilir diizeyde serbest radikal
notralizasyonu saglamis olup, bu durum bilesiklerin hem hidrojen atomu transferi
(HAT) hem de elektron transferi (ET) temelli mekanizmalara katilabilme
kapasitesini ~ gostermektedir.  Ozellikle Nimbidiol’iin ~ diisiik  konsantrasyonlarda
dahi radikal giderme etkinligi, molekiiliin giiclii bir antioksidan fenolik profil

tagidigini desteklemektedir.

Tablo 5. 2: Angolensin ve Nimbidiol’lin antioksidan aktivite sonuglari

Yontem Angolensin Nimbidiol Standartlarla Kiyas

CUPRAC 0.882 +0.008 0.992 + 0.005 BHA > BHT > Nimbidiol >
Angolensin

FRAP 1.474 +0.025 1.624 +0.003 BHT > BHA > Nimbidiol >
Angolensin

ABTS ICso 13.86 12.375 Nimbidiol daha etkili

(ng/mL)

DPPH ICso 14,142 12,157 Standartlara gore orta seviye

(ng/mL)

Hem enzim inhibisyonu hem de antioksidan kapasite birlikte degerlendirildiginde,
calismanin bulgular1 Angolensin ve Nimbidiol’in metabolik hastaliklarin ¢ok boyutlu
patofizyolojisinde yapilabilecek ileri ¢aligmalar ile anlamli etki gosterebilecek nitelikte
potansitel aday bilesikler oldugunu gostermektedir. Bilindigi tiizere diyabet,
hiperkolesterolemi ve oksidatif stres ¢cogu zaman birlikte goriilen, birbirini tetikleyen

patolojik siireclerdir. Bu baglamda, hem a-glikozidaz hem de HMG-CoA rediiktaz
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enzimlerini inhibe eden ve aynm1 zamanda giiclii radikal giderme veya metal indirgeme
kapasitesine sahip dogal molekiiller, kombine tedavi stratejilerinde Onemli avantaj
saglayabilmektedir. Dolayisiyla Angolensin ve Nimbidiol, ¢oklu hedefli farmakolojik ajan

(multi-target drug candidate) olarak aragtirmaya acgik ve umut vadeden iki bilesiktir.

Calismada Angolensin  ve Nimbidiol’iin a-glikozidaz ve HMG-CoA rediiktaz
enzimleri lizerindeki inhibitér etkileri ile antioksidan aktiviteleri  birlikte
degerlendirilmis olup elde edilen bulgular Tablo 5.3’de Ozetlenmistir. Sonugclar,
her iki bilesigin de a-glikozidaz enzimi iizerinde olduk¢a giiglii inhibisyon
sergiledigini, ancak Angolensin’in daha diisiik ICso degeri (0,3837 nM) ile daha
etkili oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde HMG-CoA rediikktaz enzimi
tizerinde de Angolensin’in Nimbidiol’e kiyasla daha giiclii bir inhibitor etki
ortaya koydugu belirlenmistir. Antioksidan analizlerde ise CUPRAC, FRAP ve
ABTS yontemleriyle elde edilen sonuclar Nimbidiol’iin daha yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugunu ortaya koyarken, DPPH testinde her iki bilesigin de
benzer diizeyde aktivite gosterdigi gozlenmistir. Genel olarak Angolensin’in
enzim inhibisyonu agisindan, Nimbidiol’iin ise antioksidan kapasite bakimindan

daha avantajl bir profil sergiledigi soylenebilir.

Tablo 5. 3: Angolensin ve Nimbidiol’lin enzim inhibisyonu ve antioksidan aktivite
sonuclarinin genel 6zeti

Parametre Angolensin Nimbidiol Aciklama
a-Glikozidaz ICso (nM) 0.3837 nM 0.5651 nM Angolensin daha gii¢lii
inhibitor

HMG-CoA Rediiktaz ICso  2.2873 nM 3.5831 nM Her ikisi de gii¢li,

(nM) Angolensin daha etkili
CUPRAC Aktivitesi (30 pL.  0.882 £0.008 0.992 £0.005 Nimbidiol daha yiiksek
absorbans) indirgeme kapasitesi
FRAP Aktivitesi (30 pL 1.474 £ 0.025 1.624+0.003 Nimbidiol > Angolensin
absorbans)

DPPH ICso (ng/mL) 14,142 12,157 Nimbidiol daha giiglii
ABTS ICso (ng/mL) 13.86 12.375 Nimbidiol daha giicli

radikal giderici
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Molekiiler  diizeyde etkilesimlerin ~ belirlenmesi amactyla  gerceklestirilen
molekiiler docking analizleri, Angolensin ve Nimbidiol’lin hem a-glikozidaz hem
de HMG-CoA rediiktaz enzimlerinin aktif bolgelerine yiikksek afinite ile
baglandigim1 ortaya koymustur. Docking c¢alismasindan elde edilen baglanma
enerjileri, in vitro enzim inhibisyon verileriyle uyumluluk gostermis ve
bilesiklerin deneysel olarak gozlenen etkinliklerinin yapisal temeli
desteklenmistir. Analizler, Angolensin’in her iki enzimin katalitik bolgesinde yer
alan kritik amino asit kalintilariyla daha giiclii hidrojen baglar1 kurdugunu, bunun
yani sira aktif bolgedeki hidrofobik ceplere daha kararli bir sekilde yerlestigini
gostermektedir. Bu etkilesimler, Angolensin’in diisiik ICso degerlerinin ardindaki
molekiiler mekanizmayr agiklamakta olup, bilesigin enzimin fonksiyonel yapisini

en verimli sekilde hedefleyebildigini géstermektedir.

Nimbidiol ise baglanma pozisyonu agisindan daha esnek bir profil sergilemis;
aromatik halkalarinin enzim i¢i hidrofobik bolgelerle giiclii van der Waals
etkilesimleri ~ olusturmast  sayesinde  alternatif = baglanma  konformasyonlari
gelistirebilmigtir. Bu durum, Nimbidiol’tin daha genis bir etkilesim yelpazesine
sahip oldugunu, enzimin yapisal dinamiklerine uyum saglayarak inhibisyon
giiciinii koruyabildigini gostermektedir. Ayrica her iki bilesigin de aktif bolgede
su molekiilleriyle dolayli hidrojen kopriileri olusturmasi, baglanma stabilitesini
artiran ek bir parametre olarak degerlendirilebilir. Docking sonuglar1 genel olarak
degerlendirildiginde, Angolensin ve Nimbidiol’iin enzimin katalitik fonksiyonunu
dogrudan etkileyen bolgeleri hedefleyerek aktiviteyi baskiladigi; bu yonleriyle
farmakolojik  ac¢idan  avantajli  bir  molekiiler = mimariye sahip  olduklar
goriilmektedir. Bu yapisal bulgular, bilesiklerin inhibitdr potansiyellerini yalnizca
biyokimyasal degil, aymi ~zamanda molekiiler modelleme diizeyinde de
dogrulamakta ve onlarin terapotik agidan degerlendirilebilir nitelikte oldugunu

giiclii bir sekilde desteklemektedir.

Enzim inhibisyon sonuglar1 ile molekiiler docking bulgularinin birbirleri ile
kiyaslamas1 yapildiginda genel olarak kismen Ortiismektedir. Deneysel enzim
aktivite ¢alismalarinda Angolensin’in  hem a-glikozidaz hem de HMG-CoA
rediiktaz iizerinde Nimbidiol’e kiyasla daha diisiik ICso degerlerine sahip olmasi,

Angolensin’in daha gii¢lii bir inhibitér oldugunu gostermektedir. Buna karsilik
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docking analizlerinde o6zellikle Nimbidiol’iin her iki hedef protein icin daha diisiik
(daha negatif) docking skorlar1  sergilemesi, teorik baglanma afinitesinin

Nimbidiol lehine oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu farklilik, docking sonuglarinin baglanma enerjisi ve etkilesim tiirlerine
odaklanan teorik bir yaklasim, enzim aktivite testlerinin ise kinetik ve ortam
kosullarm1  da igeren biyokimyasal bir Ol¢glim olmasindan kaynaklanabilir.
Nimbidiol’in  docking ¢alismalarinda giiglii van der Waals ve hidrofobik
etkilesimler sergilemesine ragmen, Angolensin’in deneysel sistemlerde daha etkili
inhibisyon gostermesi, baglanma modunun yani1 sira konformasyonel uyum,
¢coziinebilirlik ve enzim-ligand dinamiklerinin biyolojik aktivitede belirleyici

oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismada Angolensin ve Nimbidiol’lin hem a-glikozidaz hem de HMG-CoA
rediiktaz enzimleri {iizerindeki inhibitér etkilerinin, literatiirde rapor edilen birgok
dogal ve sentetik inhibitore kiyasla daha diisik ICso degerleri sergileyebilecegi
belirlenmistir. Bu durum, s6z konusu bilesiklerin molekiiler yapilarinda bulunan
fonksiyonel gruplarin her iki enzimin aktif bolgesiyle giiglii ve coklu etkilesimler
kurabilme kapasitesiyle iliskilendirilmektedir. ~Ozellikle hidrojen baglar, n-—=
etkilesimleri ve hidrofobik temaslarin  varligi, enzim-ligand komplekslerinin
stabilitesini  artirarak  inhibitdér  etkinligi  giiclendirmistir.  Molekiiler  docking
analizleri de Angolensin ve Nimbidiol’in her iki enzimin aktif bélgesine uygun
konformasyonlarda baglandigin1 ve diisiik baglanma enerjileri sergiledigini ortaya
koymustur. Bununla birlikte, literatiirde bildirilen ICso degerlerinin farkli deneysel
kosullar altinda elde edilmis olmast dogrudan nicel bir karsilagtirmayi
sinirlandirmaktadir; ancak elde edilen bulgular, bu bilesiklerin hem «a-glikozidaz
hem de HMG-CoA rediiktaz inhibisyonu agisindan gilicli ve umut vadeden

adaylar oldugunu agikca gostermektedir.

Elde edilen bulgular, bu bilesikleri metabolik hastaliklarin klinik yonetimi
agisindan potansiyel aday molekiiller haline getirdigini gostermektedir. Ozellikle
diyabet, hiperlipidemi ve oksidatif stresin siklikla birlikte seyrettigi klinik tablolar
gdz Oniinde bulunduruldugunda, c¢oklu hedefli etki mekanizmasina sahip dogal

bilesikler tek hedefli ajanlara kiyasla Onemli avantajlar sunabilmektedir. Bununla
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birlikte, bu ¢alisgmada elde edilen sonuglar in vitro diizeyde olup, klinik
uygulanabilirlik  agisindan  bilesiklerin ~ biyoyararlanim,  metabolik  stabilite,
toksisite ve farmakokinetik  Ozelliklerinin  ileri asamalarda degerlendirilmesi
gerekmektedir. Molekiiler docking ve enzim inhibisyon verilerinin birbiriyle
uyumlu olmasi, bu bilesiklerin rasyonel ila¢ tasarimi siire¢lerinde 6ncii yapr (lead
compound)  olarak  degerlendirilebilecegini = gostermektedir.  Bu  baglamda
Angolensin ve Nimbidiol, hem yeni ilag gelistirme c¢alismalarinda yapisal
optimizasyon icin temel olusturabilecek aday molekiiller hem de fonksiyonel gida
veya  destekleyici  terapotik  ajan  gelistirilmesine  yonelik  arastirmalarda

degerlendirilebilecek dogal bilesikler olarak dne ¢ikmaktadir.

Ayrica  ¢alismanin  genel  degerlendirmesine  bakildiginda,  Angolensin  ve
Nimbidiol’tin hem enzimatik hem de antioksidan siireclerde etkili olmalari, bu
molekiillerin ~ biyolojik  sistemlerde  ¢oklu  mekanizmalar  iizerinden  rol
oynayabilecegini  gostermektedir.  a-Glikozidaz ve HMG-CoA rediikktaz  gibi
metabolik acgidan kritik enzimleri inhibe edebilme kapasiteleri, s6z konusu
bilesiklerin  diyabet, hiperlipidemi ve oksidatif stres temelli hastaliklarda
tamamlayict veya alternatif bir terapotik yaklasim olarak degerlendirilebilecegini
ortaya koymaktadir. Antioksidan aktivitelerinin ¢esitli mekanizmalar1 kapsamasi,
molekiillerin  biyokimyasal sistemlerde yalnizca spesifik etkilesim degil, aym
zamanda genis  spektrumlu  bir hiicre koruyucu etkide bulunabilecegini
gostermektedir. Bu ¢ok yonlii  biyolojik aktivite profili, dogal bilesiklerin
farmasotik  alanda giderek O6nem kazanan c¢oklu hedefli etki ~mekanizmasi
yaklasimiyla da uyumludur ve bu baglamda c¢alisma, dogal {irlin kimyas: ile
metabolik biyokimya arasindaki iligskiyi giiclendiren biitiinciil bir degerlendirme

sunmaktadir.

Bilimsel katki agisindan  degerlendirildiginde, bu c¢alisma Angolensin  ve
Nimbidiol’tin hem o-glikozidaz hem de HMG-CoA rediiktaz iizerine etkilerini
ayn1 anda inceleyen nadir ¢alismalardan biri olmasi bakimindan literatiire Onemli
bir yenilik saglamaktadir. Bu iki enzimin birlikte hedeflenmesi, metabolik
hastaliklarin ~ patofizyolojisinde oldukca kritik olup, ¢ift yonli biyokimyasal
baskilama dogal bilesiklerde her zaman gozlenen bir Ozellik degildir. Ayrica

calismada antioksidan giicleri dort farkli yontemle kapsamli olarak karsilagtirilmis
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ve standart antioksidanlarla nicel diizeyde mukayese edilmistir. Bdylece hem
enzim inhibitér profilleri hem de antioksidan yetenekleri biitlinciil bir yaklagimla
degerlendirilmis, bu bilesiklerin farmakolojik potansiyellerine iliskin ¢ok boyutlu
ve gilivenilir bir veri zemini olusturulmustur. Calismanin bu yoni, ileride
yapilacak farmakolojik ve yapisal biyoloji odakli arastirmalara saglam bir temel

olusturarak dogal molekiil temelli yeni terapdtik stratejilere kap1 aralamaktadir.

Sonu¢ olarak bu c¢alisma, Angolensin ve Nimbidiol’iin metabolik hastaliklara
yonelik  yeni nesil dogal kaynakli inhibitorler ve antioksidanlar olarak
degerlendirilebilecegini giiglii  verilerle gostermistir. Enzim inhibisyon profilleri,
antioksidan aktiviteleri ve konsantrasyon-bagimli etkileri birlikte ele alindiginda,
bu iki molekiiliin gelecekte ila¢ tasarimi, fonksiyonel gida bileseni gelistirme ve
dogal terapdtik ajan arastirmalarinda degerlendirilebilir nitelikte oldugu sonucuna

varilmigtir.
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EKLER

Ek 1. Yapay zeka kullanim tablosu

No Yapay Zeka Kullanim Kullanildig1 Kullanim
Araci Amaci Boliim Sekli
1 ChatGPT Imla hatalarm Ozet, Giris, Literatiir ~ Paragraflarm
(OpenAl) diizeltmek, taramasi, Bulgular ve  akademik bigimde
paragraflarin akisa tartisma, Sonug ve olmalarin1 saglamak
uygunlugunu kontrol  oneriler amaciyla verilen
etmek, ingilizce bilgilerin disina
¢eviri ve diizeltme cikmayacak sekilde
diizenlemeler ve
oneriler almmustir.
Ingilizce
boliimlerindeki
hatalar ve gerekli
diizeltmeler
yapilmstir.
2 Google Gemini Tablo ve ¢izelgelerin ~ Bulgular ve tartisma,  Deney sonug¢larindan

yorumlanmalarinda
Oner1 alma ve tasarim
diizeltmeleri

Sonug ve Oneriler

elde edilen bilgilerin
tasarimsal olarak
diizenlenmesi ve
siralama gibi
bulgularin yaziminda
ulasilan sonuglara
tabi olacak sekilde
oOneri almak amaciyla
kullanilmagtr.
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