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ÖZET 

Bu çalışmada Lamiaceae familyasından seçilen Mentha piperita L., Salvia officinalis L., 

Lavandula officinalis Mill., Scutellaria orientalis L. ve Melissa officinalis L. bitkilerinin 

inflamasyon yolağında önemli yere sahip LOX ve COX enzimlerinin aktiviteleri üzerine 

etkileri belirlenip, ticari ve yan etkileri fazlasıyla bulunan inhibitör ilaçlara alternatif 

olabilmeleri yönünden incelenmiştir. Bu kapsamda ekstrelerin DPPH+ radikalini süpürücü 

etkileri incelenmiş ve EC50 değerleri sırasıyla 32,03±13,52; 38,35±12,66; 108,70±8,12; 

65,88±12,11 ve 25,75±13,41 µg/mL olarak bulunmuştur. Kontrol olarak kullanılan 

kuersetinin EC50 değeri (±SEM) ise 2,92±8,54 µg/mL’dir. Kontrole göre ekstrelerin radikali 

süpürücü etkileri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmaktadır (p<0,05). 

DPPH+ radikalini süpürme kapasiteleri zamana bağlı olarak incelendiğinde ekstrelerin 

etkilerinin, zamana ve konsantrasyona bağlı olarak çeşitlilik gösterdiği belirlenmiştir. Ayrıca 

ekstrelerin total antioksidan kapasiteleri TAC metodu ile incelenmiş olup en yüksek 

antioksidan kapasiteye sahip ekstrenin M. piperita L. olduğu belirlenmiştir (50 µg/mL 

ekstre; 726,62±0,02 nmol/µL Trolox ekivalen değeri). Ekstrelerin COX-2 enzimi üzerine 

aktiviteleri incelendiğinde IC50 değerleri (±SEM) değerleri sırasıyla 69,98±13,70; 

26,44±17,68; 6,23±13,25; 30,43±12,32 ve 16,65±9,09 µg/mL olarak belirlenmiştir. 

Ekstrelerin 12/15-LOX enzimi üzerine aktiviteleri incelendiğinde IC50 değerleri (±SEM) 

değerleri sırasıyla 14,98±9,23; 42,54±37,70; 329,48±44,77; 96,63±55,70 ve 35,73±16,75 

µg/mL şeklinde bulunmuştur. S. officinalis L. ve L. officinalis Mill. ekstrelerinin COX-2 

inhibitör mekanizması incelendiğinde, ekstrelerin kompepetitif inhibitör özelliği gösterdiği 

belirlenmiştir. M. piperita L. ve S. officinalis L.’in 12/15-LOX enzim ile ilişkisi 

incelendiğinde ise, ekstrelerin nonkompepetitif inhibitör davranışı belirlenmiştir. Sonuçlar 

incelendiğinde seçilen ekstrelerin potansiyel anti-inflamatuar ajan olarak kullanılabileceği 

düşünülmektedir. 
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ABSTRACT 

In this study, the effects on the activities of LOX and COX enzymes, which have an 

important place in the inflammation pathway, of Mentha piperita L., Salvia officinalis L., 

Lavandula officinalis Mill., Scutellaria orientalis L. and Melissa officinalis L. plants 

selected from the Lamiaceae family were determined. They have been examined in terms of 

being an alternative to inhibitor drugs which have side effects that are found in excess. In 

this context, the DPPH+ radical scavenging effects of the extracts were investigated and their 

EC50 values were found as 32,03±13,52; 38,35±12,66; 108,70±8,12; 65,88±12,11 and 

25,75±13,41 µg/mL, respectively. The EC50 value (±SEM) of quercetin used as a control 

was found as 2,92±8,54 µg/mL. There was a statistically significant difference between the 

radical scavenging effects of the extracts compared to the control (p<0.05). When the time 

dependent scavenging capacities of DPPH+ radicals were examined, it was  found that 

reliant on the extracts, time and concentration the effects were varied.. In addition, the total 

antioxidant capacities of the extracts were examined by the TAC method and the extract with 

the highest antioxidant capacity was M. piperita L. (50 µg/mL extract, 726.62±0.02 nmol/µL 

Trolox equivalent value). The IC50 values of (IC50±SEM) extracts on COX-2 enzyme activity 

was calculated as 69,98±13,70, 26,44±17,68; 6,23±13,25; 30,43±12,32 and 16,65±9,09 

µg/mL, respectively. IC50 values of (IC50±SEM) of extracts on 12/15-LOX enzyme activity 

was found as 14,98±9,23; 42,54±37,70; 329,48±44.77; 96,63±55,70 and 35,73±16,75 

µg/mL, respectively. Analysis of crude S.officinalis L. and L.officinalis Mill. Extracts as 

inhibitors and their behavior on COX-2 enzyme determined that the extracts exhibited 

competitive inhibitory effect. When the 12/15-LOX enzyme with M. piperita L. and S. 

officinalis L. were examined, the extracts were found to display non-competitive inhibitory 

properties. Our combined results lead us to consider that the extracts have potential use as 

anti-inflammatory agents. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 

sunulmuştur.  

Simgeler     Açıklamalar  

%     Yüzde 

µg     Mikrogram 

µg/mL     Mikrogram/Mililitre 

µL     Mikrolitre  

µM     Mikromolar 

µM/dk     Mikromolar/Dakika 

dk     Dakika 

mg     Miligram 

mg/kg     Miligram/Kilogram 

mg/mL    Miligram/Mililitre 

mL     Mililitre 

nm     Nanometre 

oC     Santigrat Derece 

Kısaltmalar    Açıklamalar 

AA     Araşidonik asit 

COX     Siklooksijenaz 

cPLA     Sitozolik fosfolipaz 

CYP     Sitokrom 

CysLT    Sistinil lökotrien 

EET     Epoksieikosatetraenoik asit 

EO     Esansiyel yağ 

FLAP     5-LOX aktive edici protein 

HETE     Hidroksiyeikosatetraenoik asit 

HNE     Hidroksineonal 

HODE    Hidroksioktadekadienoik asit 
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Kısaltmalar    Açıklamalar 

HPETE    Hidroperoksieikosatetraenoik asit 

HPODE    Hidroperoksioktadekadienoik asit 

IL     İnterlökin 

LA     Linoleik asit 

LOX     Lipoksijenaz 

LT     Lökotrien 

MDA     Malondoialdehit 

MGST2    Mikrozomal glutatyon-S transferaz 

NSAID    Non steroidal anti-inflamatuar ilaç 

PG     Prostoglandin 

POX     Peroksizom 

PUFA     Çoklu doymamış yağ asitleri 

TAC     Total antioksidan kapasite 

TX     Tromboksan 

α     Alfa 

β     Beta 
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1. GİRİŞ 

Kronik inflamasyon, büyük doku hasarı ve yıkımı ile uzun süreli ve kalıcı enfeksiyon ile 

karakterizedir. Kontrolsüz inflamatuar yanıtın durdurulması, hem sitokin kaynaklı gen 

ekspresyonunu azaltabilen steroidal glukokortikoidleri hem de siklooksijenaz (COX) enzim 

izoformlarını hedef alan steroidal olmayan anti-inflamatuar (NSAID) ilaçların varlığı ile 

gerçekleştirilir [1]. Bu ilaçların uzun süreli kullanımı mide ülseri, böbrek toksisitesi, eklem 

yıkımı ve kardiyovasküler rahatsızlıkları içeren istenmeyen yan etkilere neden olmaktadır 

[2-6]. Araşidonik asit metabolizmasındaki herhangi bir tek yolun inhibisyonu, yağ asidinin 

lipoksijenaz (LOX) yolunun devamlılığına yol açarak zararlı lökotrienlerin oluşumuna ve 

yan etkilere neden olur [7]. Daha az toksisiteye sahip ikili LOX/COX inhibitörlerin keşfi, bu 

dezavantajların ortadan kalkması için çok büyük önem arz etmektedir.  

Tıbbi ve aromatik bitkiler; gıda, ilaç, kozmetik ve baharat gibi birçok kullanım amaçları olan 

ve insanlık tarihinin başlangıcından itibaren benzeri amaçlarla kullanıldıkları bilinen 

bitkilerdir. İnsanlık tarihinin başlangıcından beri tıbbi, aromatik ve tıbbi bitkiler kozmetikten 

gıda sektörüne kadar birçok alanda kullanılmaktadır. Bu bitkilerin en dikkat çekici 

özellikleri yüzyıllardır tedavi amaçlı olarak kullanılmalarıdır. Bitkilerin tedavi amaçlı 

kullanıldığına dair ilk kayıtlara M.Ö. 5000’lerde Mezopotamya uygarlığında rastlanmıştır 

[8].  

Lamiaceae (Labiateae) familyası, otsu, çalımsı ya da ağaç formlarındaki bitkileri içeren, 

dünyanın birçok yerinde ekonomik olarak oldukça büyük öneme sahip kozmopolitan bir 

familyadır. Çoğunlukla Akdeniz ve Orta Asya’da yayılış göstermektedir [9]. Lamiaceae 

familyasının, Boissier’in “Flora Orientalis” adlı eserinde 66 cins, yaklaşık 1100 kadar türü 

bulunmaktadır. Lamiaceae familyasının takson sayısı ortalama 200-250 cins, 3200-4000 

türdür [10]. Fakat bu sayı Thonner’e göre 250 cins, 7000 tür olarak farklılık göstermektedir 

[11]. 

Eski çağlardan günümüze kadar Lamiaceae familyası türleri halk arasında tıbbi ve baharat 

amacıyla kullanıldığı bilinmektedir. Günümüzde fitoterapide kullanılan pek çok örnekte de 

bu familya bitkilerinin yer aldığı görülmektedir [12, 13]. 
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Ülkemiz florası, Lamiaceae ailesi için önemli bir yer oluşturmaktadır. Ülkemizde endemizm 

oranı açısından % 44,2 olan bu familya, Türkiye’nin en zengin üçüncü familyası 

durumundadır [14]. Lamiaceae familyası bitkileri zengin sekonder metabolit içeriğine 

sahiptir [15, 16]. Bu sekonder metabolitler, antibakteriyel, antifungal [17], antioksidan [18], 

antimikrobiyal [19], anti-inflamatuar [20] ve özellikle LOX ve COX enzimlerinin inhibitörü 

[21-24], radikal süpürücü etkisi [25-27] dahil olmak üzere farklı biyolojik aktivitelerde rol 

aldığı bilinmektedir. 

Tez çalışmasının amacı ve kapsamı 

Bu tez çalışmasında Lamiaceae familyasından seçilen Mentha piperita L., Salvia officinalis 

L., Lavandula officinalis Mill., Scutellaria orientalis L. ve Melissa officinalis L. bitkilerinin 

inflamasyon yolağında önemli yere sahip LOX ve COX enzimlerinin aktiviteleri üzerine 

etkileri belirlenip, ticari olarak bulunan ve yan etkileri fazlasıyla bulunan inhibitör ilaçlara 

alternatif ekstreler olabilmeleri yönünden incelenecektir.  

Bu kapsamda, bitki örnekleri toplandıktan sonra literatür bilgileri ışığında toprak üstü 

bölümleri toplanıp metanol ekstreleri elde edilmiştir. İlk önce ekstrelerin antioksidan 

aktivitelerinin belirlenmesi için DPPH+ radikali süpürücü etkileri taranmış ardından da bu 

radikali zamana bağlı olarak süpürme kapasiteleri incelenmiştir. Daha sonra ekstrelerin 

toplam antioksidan kapasiteleri total antioksidan kapasite metodu (TAC) ile tayin edilmiştir. 

Ekstrelerin inhibitör aktivitelerinin belirlenmesi için önce kullanılacak enzimlerin kinetik 

karakterizasyonu yapılması gerekmektedir. Bu kapsamda, hem soya fasulyesi kökenli 

lipoksijenaz (LOX) enzimi hem de rekombinant insan siklooksijenaz (COX) enziminin 

substratları ile Michealis-Menten kinetiği yapılmıştır. Bu çalışmalardan belirlenen uygun 

substrat konsantrasyonu ile ekstrelerin 12/15-LOX ve COX-2 enzimleri üzerine inhibitör 

etkileri olup olmadığı taranmıştır. Son olarak, seçilen ekstrelerin LOX ve COX enzimi 

üzerine olası inhibisyon mekanizmaları yatışkın durum yaklaşımı ile belirlenmiştir. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

2.1. İnflamasyon ve Yağ Asidi Peroksidasyonu 

İnflamasyon, vücudun farklı içsel ve dışsal uyaranlara karşı kendiliğinden meydana gelen 

koruyucu bir tepkisidir [28, 29]. İnflamasyon, doku yapısının ve fizyolojik fonksiyonun 

düzenlenmesini sağlayan, özünde faydalı bir süreçtir. İnflamasyonun akut fazı, tipik olarak 

nötrofillerin hızlı akışı ile karakterize edilir. Bu aşamayı monositlerin makrofajlara 

olgunlaşması takip etmektedir. Oluşan makrofajlar çoğalarak yerleşik doku makrofajlarının 

fonksiyonlarını etkiler. İnflamatuar süreç sırasında meydana gelen önemli mikro-dolaşım 

olayları arasında vasküler geçirgenlik değişiklikleri, lökosit alımı ve birikimi ve inflamatuar 

mediatör salınımı yer almaktadır [30]. Bu süreç, akut inflamasyonun başlıca belirtileri olan 

kızarıklık, ısı artışı, şişme ve ağrı ile karakterize edilir [31, 32]. Genellikle, akut inflamatuar 

yanıtlar sırasında oluşan hücresel ve moleküler olaylar ve etkileşimler, olası yaralanma veya 

enfeksiyonu etkin bir şekilde en aza indirir. Bu süreç, doku homeostazının yeniden 

düzenlenmesine ve akut inflamasyonun ortadan kaldırılmasına katkıda bulunur. Bahsedilen 

bu aşamalarda herhangi bir aksaklık meydana geldiğinde oluşan akut inflamasyon süreci 

kontrolsüz bir şekilde seyir ederek kronikleşebilir ve çeşitli kronik inflamatuar hastalıklara 

sebep olabilir [33]. Kronik inflamasyon tüberküloz, otoimmün hastalıklar, inflamatuar 

bağırsak hastalığı, ateroskleroz ve nörodejeneratif ve metabolik hormonal bozukluklar gibi 

kalıcı enfeksiyonlara yol açtığı bilinmektedir [34]. 

Reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimi, birçok inflamatuar hastalığın ilerlemesinde önemli 

rol oynar [34]. Tüm biyolojik sistemler redoks dengesinde bulunma eğilimindedir. Redoks 

homeostazındaki bozulmalar, reaktif oksijen türlerinin aşırı üretimi veya hücresel redoks 

yeteneğinin kaybı nedeniyle oksitleyici moleküllerin birikmesinden kaynaklanır. Her iki 

durumda da, biriken oksitleyici maddeler DNA’yı, proteinleri ve lipitleri oksitleyebilir. 

Böylece bu moleküllerin yapılarını, aktivitelerini ve fiziksel özelliklerini değiştirebilir. 

Oluşan oksidatif hasarın şiddeti göz önüne alındığında, redoks dengesinin bozulması, 

hastalığa veya ölüme yol açan biyolojik homeostazda ciddi bozulmalara neden olabilir [35].  

Kontrolsüz oksidatif stresin sonuçlarından biri oksidatif hasarın neden olduğu hücreler, 

dokular ve organların yaralanmasıdır. Yüksek seviyelerde serbest radikallerin veya ROS’un 

yağ asitlerine doğrudan zarar verebileceği uzun zamandır bilinmektedir. Endojen ROS 
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üretiminin birincil kaynakları mitokondri, plazma zarı, endoplazmik retikulum ve 

peroksizomlardır [36]. 

Reaktif oksijen türleri hücrelerdeki en yaygın oksidanlardan bazılarıdır. ROS, moleküler 

oksijenin süperoksit (O2
.), hidrojen peroksit (H2O2), yağ asidi peroksitleri (ROOH.), 

hidroksil (HO.) veya peroksil radikallerine (ROO.) kısmi indirgenmesiyle oluşur. Oluşan 

ROS inflamasyon, kanser, nörodejeneratif hastalıklar ve yağ asidi peroksidasyonunun yanı 

sıra oküler ve böbrek dejenerasyonu gibi birçok patolojik durumun anahtar aracıları olarak 

ilişkilendirilmektedir [35]. 

Yağ asidi peroksidasyonu, yağ asidi radikallerinin oluşumunu ve çoğalmasını, oksijen 

alımını, doymamış yağ asitlerinde çift bağların yeniden düzenlenmesini ve kalıcı olarak 

membran yağ asitlerinin ortadan kaldırılmasını ve ayrıca alkol, keton, alkan, aldehid ve 

eterler dahil olmak üzere çeşitli yıkım ürünlerinin üretimini içerir [37]. Yağ asidi peroksitler, 

toksik etkilerini iki genel mekanizma ile gösterirler. İlk olarak yağ asitleri, hücre zarlarının 

bütünlüğünü korumaktan sorumlu olduğu için, peroksidasyonu ile membranların bileşimi, 

yapısı ve dinamiklerini değiştirir. İkincil olarak kuvvetli reaktif bileşikler olarak yağ asidi 

peroksitler, yeni nesil ROS üretebilir veya DNA ile proteinleri çapraz bağlayabilen reaktif 

bileşiklere ayrışabilir [35]. 

Yağ asidi peroksidasyonu, hidrojenin ayrılması veya oksijen radikalinin eklenmesi ile 

başlatılan ve çoklu doymamış yağ asitlerinin (PUFA) (örneğin; lineloik asit, araşidonik asit 

gibi) oksidatif hasarıyla sonuçlanan bir zincir reaksiyonudur [38]. Yağ asidi peroksidasyonu 

tercihen, PUFA’ları birden fazla çift bağ ile oksitler. Peroksidasyona en duyarlı PUFA'lar 

bir (1Z, 4Z) pentadien kısmı içerir. Oksidasyonun ilk aşamasında, iki çift bağı köprüleyen 

metilen karbonundan bir hidrojen atomu çıkarılır [35]. Yağ asitlerinin peroksidasyonu veya 

oksijenin doymamış yağ asitleriyle reaksiyonu çok çeşitli oksidasyon ürünleri üretir. 

Peroksidasyon sırasında birincil olarak oluşan yağ asidi hidroperoksitlerinin yanı sıra; 

malondialdehit (MDA), propanal, heksanal ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi farklı 

aldehitler ikincil ürünler olarak oluşabilmektedir [39, 40]. MDA, yağ asidi 

peroksidasyonunun en mutajenik ürünü iken, 4-HNE en toksik ürünüdür [41]. 
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İki çeşit yağ asidi peroksidasyonu mevcuttur; enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyon. İki 

reaksiyonda da yağ asidi peroksidasyonunun genel mekanizması her iki durumda da büyük 

ölçüde aynıdır [42]. 

Enzimatik olmayan yağ asidi peroksidasyonu ve lipit peroksitlerin oluşumunda başlatıcı 

moleküler O2’dir. Reaksiyon Fe2 + iyonları ile sürdürülür [43]. Bu reaksiyon, karbon ve 

oksijen merkezli radikallerin aracılık ettiği bir işlemdir. Tüm radikal reaksiyonlar gibi, bu 

süreç de üç ayrı aşamaya ayrılmaktadır: başlatma, uzama ve sonlandırma [35]. Aşamalar 

Şekil 2.1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.1. Enzimatik olmayan yağ asidi peroksidasyonu aşamaları [42] 

(1) Başlatma basamağında, pro-oksidanlar karbon merkezli yağ asidi radikalini oluşturan 

alilik hidrojeni çıkarır. Karbon radikali, bir konjuge dien oluşturmak için moleküler bir 

yeniden düzenleme ile stabilize olma eğilimindedir. Uzama fazında, yağ asidi radikali 

oksijenle hızla reaksiyona girerek bir yağ asidi peroksil radikali oluşturur (2), bu da başka 

bir yağ asidi molekülünden bir hidrojeni çıkararak yeni bir yağ asidi radikali ve yağ asidi 

hidroperoksiti oluşturur (3). Sonlandırma basamağında ise antioksidanlar, yağ asidi peroksil 

radikal türlerine bir hidrojen atomu ekler (4). 
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Başlatma aşamasında radikal olmayan moleküllerden radikal bileşikler üretilmektedir. 

Hücrelerde radikal bileşikler üretebilmek için çoğunlukla demire ve daha az sıklıkla bakıra 

ihtiyaç duymaktadır. Ferroz demir (Fe+2), hücrelerde sıkı bir düzenleme altındadır. Çoğu 

demir hem grubu ile bağlanarak FeS kümelerine bağlanır veya demir depolama proteini olan 

ferritin şeklinde (Fe+3) depolanmaktadır. Ek olarak, gevşek bir şekilde bağlanan kararsız ve 

redoks reaksiyonlarına katılabilen az miktarda hücresel demir molekülü bulunmaktadır [44]. 

Kararsız demir havuzu tarafından katalize edilen bu redoks reaksiyonlarına topluca "Fenton 

kimyası" denir. Bu reaksiyon, kararsız demirin endojen olarak üretilen hidrojen peroksit 

veya süperoksit ile reaksiyona girerek oksijen merkezli radikaller oluşturması olarak 

bilinmektedir [35, 43]. 

Fenton reaksiyonlarında üretilen hidroksil ve peroksil radikalleri, membran PUFA'nın 

bisillik metileninden bir hidrojen oluşturabilir. Oluşan hidrojen, yağ asidi peroksil radikali 

(ROO.) oluşturmak için çözeltide moleküler oksijen ile reaksiyona girebilen karbon merkezli 

bir radikal yaratır. Bu radikal, bir yağ asidi peroksit ve oksijen ile reaksiyona girebilen başka 

bir karbon merkezli radikal oluşturarak farklı bir bisalilik metilenden yeni bir hidrojen 

oluşturabilir. Yeni radikallerin oluşmasına neden olan radikal bileşikler, yayılma aşamasının 

için bir belirteçtir. Radikallerin konsantrasyonu, iki radikalin birbiriyle reaksiyona 

girebileceği kadar yüksekse, radikalleri ortadan kaldırarak kendi aralarında yeni bir bağ 

oluştururlar. Bu reaksiyona alternatif olarak kendileri radikal olmadan radikal bileşiklere 

elektron verebilen moleküller radikal yayılımı sonlandırabilir[35]. 

Ek olarak yağ asitleri, araşidonik asidin (AA) oksidasyonundan sonra 

hidroperoksiyeikosatetraenoik asitlere (HPETE'ler), lipoksinlere, lökotrienlere (LTs) veya 

hepoksilin biyosentezine aracılık eden lipooksijenazlara (LOX) [45, 46], prostaglandin 

üreten siklooksijenazlara (COX) ve epoksiyeikosatrienoik asit (EET), lökotoksin, 

tromboksan ve prostasiklin üreten sitokrom P-450 (CYP) gibi yağ asidi sinyal aracıları 

üreten ana enzimler tarafından kontrollü bir şekilde perokside olabilirler [45, 47] Şekil (2.2).  
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Şekil 2.2. İnflamasyon yolağının şematize gösterimi [48] 

2.2. Lipoksijenazlar 

Lipoksijenazlar (LOX), membran lipitlerinden serbestleşen çoklu doymamış yağ asitlerinin 

oksidasyonunu katalizleyen ve hem grubu olmaksızın demir içeren enzimlerdir [49-52]. 

Genel hatları ile reaksiyon döngüsünün ilk basamağı bir hidrojen radikalinin 

serbestleşmesidir. Bu reaksiyon yağ asidinin allilik pozisyonunda iki çift bağ varlığında 

gerçekleşmektedir. Yani, yağ asidinin LOX substratı olabilmesi için en az iki çift bağ 

içermesi ve bu iki çift bağ arasında bir metilen grubu taşıması gerekmektedir. İkinci 

reaksiyon basamağında çift bağlardan biri yeniden düzenlenerek, çift bağlar trans 

konfigürasyonunda pozisyon alır ve bir konjüge dien sistemi oluşur. Reaksiyonun son 

basamağı sırasıyla yapıya bir oksijen molekülü ve hidrojen atomunun eklenmesi ile 

tamamlanır [53]. 
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LOX, karasal yaşamın üç domainin ikisinde (bakteri, ökarya) görülür, ancak arkeadaki 

oluşumları hakkında yeterince bilgi yoktur [50, 54]. İnsan genomu, altı farklı LOX-

izoformunu kodlayan altı fonksiyonel LOX geni (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, 

ALOXE3, ALOX5) içermektedir [55]. 10. kromozom üzerinde bulunan ALOX5 geni hariç 

diğer tüm LOX genleri, kromozom 17 üzerindeki bir eklem gen kümesinde lokalizedir [52]. 

Lipoksijenazlar, araşidonik asidin oksidasyonunun konumsal özgüllüğüne göre adlandırılır 

ve sınıflandırılır [35]. Araşidonik asit substrat olduğunda, farklı izozimler 5, 12 veya 15 

karbonlarında bir hidroperoksil grubu ekleyebilir ve bu nedenle bunlar 5-, 12- veya 15-

Lipoksijenazlar olarak adlandırılır (Çizelge 2.1) [56]. 

Çizelge 2.1. İnsan lipoksijenaz izoformları (Tablodaki bilgiler NCBI’dan alınmıştır) 

Gen İsmi Kısaltması Alternatif isimlendirmesi Enzim ürünü 

Araşidonat 5-

lipoksijenaz 
ALOX5 

LOX-5, 

Lökotrien A4 sentetaz 
Lökotrienler 

Araşidonat 12- 

lipoksijenaz 
ALOX12 

12S-LOX, 

Platelet tip lipoksijenaz 12 

12(S)-HPETE,  

12(S)-HETE 

Araşidonat 12-

lipoksijenaz, 12R 

tip 

ALOX12B 
12R-LOX, 

epidermis tip lipoksijenaz-12 

12(R)-HPETE,  

12(R)-HETE 

Araşidonat 15-

lipoksijenaz 
ALOX15 

15-LOX-1, 

12/15-LOX, 

Araşidonat 12-lipoksijenaz lökosit 

tip, 

Araşidonat omega-6 lipoksijenaz 

15(S)-HPETE,  

15HETE 

Araşidonat 15- 

lipoksijenaz, tip B 
ALOX15B 

15-LOX-2, 

15-LOX-B 

15(S)-HPETE, 

15HETE 

Araşidonat 

lipoksijenaz 3 
ALOXE3 

eLOX3, 

Epidermis tip lipoksijenaz 3 

12(R)- HPETE'den Epoksi 

alkoller (hepoksilinler)   

İnsanlar, genel olarak araşidonik asit lipoksijenaz için “ALOX” olarak adlandırılan beş farklı 

lipoksijenaz (LOX) genine sahiptir. 5-LOX ağırlıklı olarak lökotrienler (LT'ler) üretirken, 

12- ve 15-LOX ağırlıklı olarak eikosanoidler hidroperoksieikosatetraenoik asit (HPETE) ve 

hidroksieikosatetraenoik asit (HETE) üretir.  

2.2.1. LOX enzimlerinin yapısı 

Kararlı ve fazla miktarda elde edilebilmesi sebebi ile soya fasulyesi lipoksijenaz enzimi tüm 

LOX enzimlerinin yapısını incelenmesi için çok iyi bir modeldir. 

Boyington ve ark.(1993), soya fasulyesinden elde edilen L1 izoformu olan LOX'un ilk kristal 

yapısını tanımlamışlardır. Tanımlanan bu yapı ile birlikte bitki ve hayvan LOX enzimleri 
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için ortak moleküler çerçeve belirlenmiştir [57]. Prigge ve ark. (1997) önceki çalışmalara 

tamamlayıcı bir çalışma olarak soya fasulyesi LOX-1 üzerine ayrıntılı bir çalışma ile LOX 

enzimlerinin yapılarının genel olarak benzer olduğunu ortaya koymuştur. Bu kapsamda 

LOX enzimlerinin PLAT (Polisistin-1, Lipoksijenaz, α-toksin) alanı olarak bilinen β-fıçı bir 

amino terminal bölgeden ve hem grubu olmayan demir atomunu içeren çok daha büyük α-

sarmal yapılı bir katalitik alandan oluştuğu gösterilmiştir. PLAT bölgesindeki β-fıçı alanının 

içi, çoğu aromatik hidrofobik yan zincirlerden oluşmaktadır. Bu bölge katalitik alandan ayrı 

durarak sadece gevşek bağlar yaparlar. Katalitik alan ise, enzimin ana bölgesi olarak 

nitelendirilir. PLAT bölgesinin aksine katalitik alanda hidrofobik yan zinciler çok fazla 

bulunmamaktadır. Fakat bu katalitik alan boyunca birbiriyle temas halinde olan beş 

triptofanın düzenlemesini içeren kapsamlı bir hidrofobik kümeler ağı içermektedir. Demir, 

üç histidin (His499 His504 ve His690) proteinin terminal karboksil bölgesine koordine bir 

şekilde bulunmaktadır. Bu bölge, LOX reaksiyonlarının başlamasına öncülük etmektedir. 

Bu reaksiyonlar için iki genel mekanizma önerilmiştir. Her iki mekanizmada da LOX’ta 

bulunan aktif Fe+3 formu ile başlamaktadır. Önerilen ilk mekanizma da Fe+2’nin ürün 

tarafından Fe+3’e oksitlendiğini söylemektedir. Demir merkezin iki tarafı, metali molekülün 

dışına bağlayabilen büyük iç boşluklara bakmaktadır. Tünel şeklinde bulunan birinci 

boşluktaki histidin alanlarının çoğunun bitki ve hayvan LOX’ların korunduğu bilinmektedir. 

Birinci boşluk, moleküler oksijenin demir merkezine hareketi için ideal bir yol sunar. İkinci 

boşluğun, enzimin katalitik olaylarının yeri olduğu öne sürülmüştür. İkinci boşluk ise 

enzimin katalitik olaylarının gerçekleştiği alan olarak düşünülmektedir [58]. 

Ayrıca bitki LOX enzimleri, kendilerine özgü spesifik birkaç bölge ile basitçe hayvan LOX 

enzimlerinden ayrıldığı; bitki LOX enzimlerinin kıyasla daha büyük olduğu rapor edilmiştir 

[59]. Ayrıca yakın zamanda bakteriyel LOX enzimlerinin yapısı P. aeroginosa kullanılarak 

gösterilmiştir [60]. Bitki, hayvan ve bakteriyel LOX enzimlerinin üç boyutlu yapıları Şekil 

2.3’te verilmiştir. 
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Şekil 2.3. LOX enziminin 3D yapısı [59] 

LOX'ların katalitik aktif bölgesi bitki, hayvan ve bakteri ile ortaktır (A). Aktif bölge, 

katalitik demiri barındıran büyük bir sarmal demetidir. Aktif bölge üzerinde bir yay 

oluşturup helezona katkıda bulunan grup parlak pembe renkte gösterilmiştir (B). Ca2+ 

barındırabilen amino terminal alanlar (PLAT) hayvan (krem) ve bitki (yeşil) gösterilmiştir 

(C). Bakteriyel LOX, PLAT alanından yoksundur, ancak ek sarmallara sahiptir (D). 

2.2.2. 5-Lipoksijenaz 

Lökotrienler (LTs), bağışıklık yanıtlarında ve doku homeostazında merkezi rol oynayan 

fagosit kemotaksisine ve artmış vasküler geçirgenliğe neden olan inflamatuar lipit 

habercileridir [55, 61]. İlk olarak 1937'de anafilaksinin (SRS-A) yavaş reaksiyona giren 

maddeleri olarak tarif edilen bu lipit aracıları, şu an sisteinil LT'ler (CysLT'ler), LTC4, LTD4 

ve LTE4 olarak bilinmektedir [62].  

LT'lerin sentezi iki yola ayrılır: CysLT oluşturulan yol, LTB4 oluşturulan yol. LT sentezinin 

ayrıntılı basamakları Şekil 2.4’te gösterilmiştir [63]. 
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Şekil 2.4. Lökotrien biyosentezinin basamakları [64] 

Araşidonik asit, sitozolik fosfolipaz A2'nin (cPLA2) etkisiyle membran fosfolipidlerinden 

serbestleşir ve FLAP tarafından 5-LO enzimine sunulur. 5-LO enzimi, araşidonik asidi 5-

HPETE olarak adlandırılan kararsız bir ara maddeye dönüştürür. Ardından, 5-HPETE, 

inflamatuar ve anafilaktik düzenleyicilerin biyosentezinde önemli bir ara ürün olan epoksit 

LTA4'ü oluşturmak üzere dehidre edilir. LTA4'ün LTA4 hidrolaz tarafından enzimatik 

hidrolizi, LTB4'ün oluşumuyla sonuçlanır. Alternatif olarak, LTC4 sentaz, LTA4'ün 

glutatyon ile birleşmesini katalizleyerek LTC4'ü oluşturur. LTC4 sırasıyla transferaz ve 

peptidaz enzimleri ile LTE4 ve LTE4'e dönüştürülebilir. 

LT biyosentezi ilgili enzimleri, kofaktörlerini ve hücresel dağılımlarını karakterize etme 

amacıyla ilk çalışmalar, 1930’lu yılların sonlarında başlanmıştır. İlerleyen yıllarda, LT 

sentezinin başlatılmasında yer alan üç anahtar proteini incelemek için fraksiyonasyon 
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yöntemlerinin kullanıldığı çalışmalardan sitozolik fosfolipaz A2 (cPLA2), 5-LOX ve 5-LOX 

aktive edici protein (FLAP) karakterize edilmiştir. [63, 65]. Etki mekanizmaları belirsiz 

olmakla birlikte, FLAP’ın AA’yı 5-LOX enzimine transfer ettiği düşünülmektedir. LOX 

enzimi FLAP arasındaki bu etkileşim, hücresel LT biyosentezi için önemli olduğu 

bilinmektedir [66]. 

Trombositler, endotel hücreleri, kırmızı kan hücreleri gibi diğer hücre türleri sadece LTA4H, 

LTC4 sentaz veya glutatyon metabolizması süper-ailesi (MAPEG) üyesi mikrozomal 

glutatyon S- transferaz-2 (MGST2) içerir ve transselüler LT biyosentezine bu aracılar ile 

katılır. Endotel hücrelerinde bulunan MGST2, başta transselüler metabolizma ile sağlanan 

LTA4'ten LTA4 hidrolaz ile dihidroksiasit LTB4'e ve LTC4 sentaz aracılığı ile glutatyon 

konjugatı LTC4'e dönüştürmektedir [53]. Diğer CysLT'ler, g-glutamin ve glisinin LTC4'ten 

hidrolitik olarak uzaklaştırılmasıyla oluşur [61]. Proinflamatuar bağlamlarda, LT'ler tipik 

olarak hızlı başlangıçlı ve düz kas kasılması, fagosit kemotaksisi, artmış vasküler geçirgenlik 

gibi kısa süreli hücresel yanıtları uyarmaktadır [67, 68].  

5-LO, LT biyosentezinin anahtar enzimi olup bazı hücre türlerinde çekirdekte ve diğerlerin 

de ise sitozolde bulunur [63]. 5-LOX, 5. konumdaki karbon atomundan araşidonik asidin 

oksitlenmesinden sorumlu ve 5-HPETE oluşturan, ALOX5 geni tarafından kodlanan bir 

enzimdir [35]. 5-LOX; polimorfonükleer lökositler (nötrofiller ve eozinofiller), monositler, 

dendritik hücreler, mast hücreleri ve B lenfositleri gibi çeşitli lökositlerde ifade edilir [53].  

5-LOX; polimorfonükleer lökositler (nötrofiller ve eozinofiller), monositler, dendritik 

hücreler, mast hücreleri ve B lenfositleri gibi çeşitli lökositlerde ifade edilir [53].  Bu hücre 

tipleri, 5-LOX ürünlerinin biyosentezi için PLA2 enzimi, 5-LOX, FLAP, LTA4H ve/ veya 

LTC4 sentazlar gibi bazı yapılara sahiptir. Bu hücre tiplerinde 5-LOX, lökotrien 

biyosentezini başlatarak 5-HPETE'yi LTA4’e dönüştürmektedir [69]. 

LOX aktivitesi özellikle yüksek Ca+2 seviyeleri ile uyarılırken, Cu+2 ve Co+2 gibi diğer metal 

katyonları 5-HPETE üretimini engellediği bilinmektedir [53, 70]. Ayrıca Ca+2 iyonlarına 

göre Mg+2 daha yüksek konsantrasyonlar gerekli olmakla birlikte in vitro olarak 5-LOX 

aktivitesini uyarabilmektedir. Ca+2 (veya Mg+2) ile enzimin indüklenmesi, çeşitli faktörlere 

bağlıdır. Reddy, Hammarberg ve Rådmark (2000)’ın yaptığı çalışmada yüksek AA (>20–40 

μM) varlığında, lökosit homojenatlarında izole edilmiş 5-LOX veya saf enzim Ca+2 

yokluğunda oldukça aktif olduğu gözlemlenmiştir [71]. 
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5-LOX’un aktivasyonu ayrıca protein kinazlar tarafından regüle edilir. 5-LOX’un p38 

MAPK ve ERK1/2 ile fosforilasyonu, hücrelerdeki enzim aktivitesini arttırırken, protein 

kinaz A ile fosforilasyonu, enzim aktivitesini baskıladığı gösterilmiştir [53]. 5-LOX aktive 

edildikten sonra 5-FLAP ve cPLA2 ile birleşerek nükleer membrana geçer. cPLA2, 

araşidonik asidin membran fosfolipidlerinden ayrılmasından sorumludur ve 5-LOX için 

substrat kullanılabilirliğini arttırır. Bunun yanı sıra FLAP'ın kesin fonksiyonu hala 

belirsizdir, ancak FLAP'ın araşidonik asidin 5-LOX’a verilmesini kolaylaştırdığı 

düşünülmektedir. FLAP fonksiyonunun farmakolojik inhibisyonu, endojen araşidonik asidin 

5-LOX ile oksidasyonunu önleyen FLAP'ın lipit peroksit oluşumunda önemli bir role sahip 

olduğunu göstermektedir [72, 73].  

Sitokinler ve diğer bileşenler de 5-LO yolunu etkileyebilir ve 5-LO ve FLAP ekspresyonu 

spesifik moleküller tarafından kontrol edilebilir. Örneğin, Th2'den türetilen sitokinler, IL-4 

ve IL-13'ün, FLAP mRNA ve protein seviyelerini azaltarak LT'nin monositlerden 

salınmasını inhibe ettiği bildirilirken, IL-1 ve IFNy'nin 5-LO ekspresyonunu uyarabildiği 

gösterilmiştir (Nassar, Montero, Fukunaga ve Badr, 1997). Ayrıca, Coffey ve arkadaşlarının 

(2000) yaptığı çalışma, lipopolisakarite (LPS) uzun süre maruz kalmak nitrik oksit (NO) 

sentezinin indükleyerek makrofaj 5-LOX metabolizmasını inhibe etmesi sebebiyle 5-LOX 

aktivitesinin NO ile modüle edilebileceğini göstermektedir [74]. 

2.2.3. 12/15-Lipoksijenazlar  

Lökotrien üreten insan 5-LOX’ları dışında, platelet/lökosit tip olarak adlandırılan 12-

Lipoksijeazlar (12-LOX) ve retikülosit/lökosit ve omega-6 tip olarak bilinen 15-

Lipoksijenaz Tip 1 (15-LOX-1) ve 15-Lipoksijneaz Tip-2 (15-LOX-2) enzimleri de 

bulunmaktadır [75, 76]. İnsan 12-LOX ve 15-LOX-1, yaygın substratlardan benzer ürünler 

oluşturabilme yetenekleri sebebi ile literatürde genellikle 12/15-LOX'lar olarak 

bilinmektedir [75, 77]. 

12 ve 15-lipoksijenazlar, insanlarda dört gen (ALOX12, ALOX12B, ALOX15 ve ALOX15B) 

tarafından kodlanan bir enzim sınıfıdır (Çizelge 2.1) [35, 78]. Bu enzimler, araşidonik asitten 

12 ve 15-hidroperoksiyeikosatetraenoik asidi (12 ve 15-HPETE) sentezler [35, 79]. 15-

LOX-1 enzimi ayrıca linoleik asitten (LA) 13-S-hidroksi oktadekadienoik asit (HODE) ve 

9-hidroperoksoktadekadienoik asit (9-HPODE) üretir (Şekil 2.5) [80].  
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5-LOX’un aksine, bu sınıfın bazı üyeleri lipit peroksitlerin oluşumunda bölgesel seçicilik 

sergiler. Örneğin, 15-LOX-1 (retikülosit 15-LOX), oksitlediği araşidonik asidin %10-20'sini 

12-HETE'ye dönüştürürken, 15-LOX-2 spesifik olarak karbon 15'i okside etmektedir [81]. 

Alifatik zincir uzunluğu açısından, 15-LOX-1 geniş bir substrat seçiciliği göstermektedir. 

Doymamış C18, C20 ve C22 yağ asitlerini oksijenlendirebilir [82]. 15-LOX-1 için en uygun 

substrat, 13(S)- HPODE üreten LA’dır [83]. Buna karşılık, 15-LOX-2 AA'dan sadece 15(S)-

HPETE üretir ve LA, 15-LOX-2 için zayıf bir substrattır [79]. 

 

Şekil 2.5. 12/15-LOX enziminin izlediği (yer aldığı) yolakların gösterimi  

12/15 LOX enzimatik peroksidasyon reaksiyonları, birbirini takip eden dört adımdan oluşur: 

İlk önce, bir hidrojen atomu bisallik metilen gruplarından birinden stereoselektif olarak 

soyutlanarak enzime bağlı bir radikal oluşturur. İkinci olarak, ilişkili iki cis-çift bağdan biri 

yeniden düzenlenir ve konjuge bir cis-trans-dien oluşturur. Ardışık olarak moleküler 

oksijenin eklenmesiyle bir peroksil radikali üretilir. Son olarak radikal, bir hidrojen 

atomunun yeniden eklenmesiyle indirgenir [50, 78, 84]. Bu peroksidasyon reaksiyonunun 

ürünü, substrat olarak kullanılan ilgili yağ asidine bağlıdır. [78, 84, 85]. 
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Soya fasulyesi (Glisin max) lipoksijenazları olan LOX-1 ve -3, 15-LOX ya da 12/15-LOX 

olarak bilinir ve farklı türlerin dokularından LOX'ların homolog ailesini incelemek için 

prototip olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. Bitki ve memeli LOX arasında %21-27, bitki 

dizi çiftleri arasında %43-86 ve memeli dizi çiftleri arasında %39-93 homoloji vardır. Soya 

fasulyesi 12/15-LOX'ları (LOX-1 ve LOX-3) ve insan 15-LOX-1 ve 15-LOX-2 3 boyutlu 

yapıları incelendiğinde katalitik bölge demir atomuna yakın kısımda yüksek düzeyde bir 

koruma gözlenmektedir [56]. Soya fasulyesi LOX-3 3D yapısı Şekil 2.6’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.6. Soya fasulyesi LOX-3’ün 3D yapısı (RCSB Protein Bankası’ndan alınmıştır) 

12/15-LOX, çeşitli inflamatuar ve metabolik patolojilerle ilişkilendirilmiştir. Ancak yakın 

zamana kadar bu enzimin fizyolojik işlevleri tam olarak anlaşılmamıştır [86]. 12/15-LOX'un 

inflamasyondaki rolü hala tartışmalı olsa da, bu enzimin ortam şartlarına bağlı olarak etkileri 

tetiklenen veya inhibe olan ve 12/15-LOX ürünlerinin heterojen spektrumuyla bağlantılı 

hem pro ve anti-inflamatuar özellikler sergilediği görülmektedir [78].  

12/15-LOX’un ürünleri olan 13-HPODE, 12 (S)-HETE ve 15 (S)-HPETE, insan dokularında 

çeşitli fonksiyonlara sahiptir. Örneğin, 12 (S)-HETE ve 15 (S)-HPETE, protein kinaz C 

(PKC) ve çeşitli hücresel adezyon moleküllerini (CAM) uyararak vaskülatürde monosit 

bağlanmasında rol oynar [75, 87]. 13-HPODE dahil olmak üzere bazı ürünler pro-
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inflamatuardır ve NF-kβ da dahil olmak üzere çeşitli transkripsiyon faktörleri yoluyla etki 

eder [75]. 

15-LOX-1 enziminin ekspresyonu, kırmızı kan hücrelerinin olgunlaşması sırasında 

düzenlenmektedir. Bu enzim, kemik iliğinde ifade edilmemekte ancak geç eritroblasttan 

erken retikülosit evrelerine geçiş fazında enzimin ekspresyonu başlamadığı bilinmektedir 

[88]. Hatta, göz merceğinin merkezi fiber hücresinde benzer bir 15-LOX-1 ekspresyonu 

tespit edilmiştir [89]. Karaciğerde ise 15-LOX-1, peroksizom zarının bozulmasında ve 

peroksizomların parçalanmasında rol oynamaktadır [90].  

12/15- LOX’un bu etkilerini açıklayan mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. Fakat 

çeşitli hücre tiplerinde lipoksinler ve resolvinler gibi 12/15-LOX ürünlerinin pro ve anti-

inflamatuar özellikler göstermesi ile inflamasyonda önemli bir rol aldığı düşünülmektedir 

[42, 48,55]. 

Uderhardt ve Krönke’nin (2012) 12/15-LOX ve makrofaj eksikliği olan fareler ile yaptığı 

çalışmada, inflamasyon ile birlikte interlökin (IL) IL-1, IL-3, IL-17, IL-6, IL-8 ve granülosit 

makrofaj koloni uyarıcı faktörün (GM-CSF) seviyesinin arttığı belirtilmiştir. Buna karşılık 

IL-12 gibi diğer sitokinlerin ise 12/15-LOX enziminin yokluğunda azaldığı gösterilmiştir 

[91]. İnflamasyonun sonuna doğru 12/15-LOX up-regülasyonu ile muhtemelen artan 

12S/15S-HETE, 13-HODE ve lipoksin A4 gibi anti-inflamatuar lipit düzenleyicilerinin 

üretiminin artmasının inflamasyon cevabı olacağı düşünülmektedir [61, 71–73].  

15-LOX-1 yolunun alerjik deneklerden eozinofillerde, mast hücrelerinde ve nazal poliplerde 

pro-inflamatuar eoksinler ürettiği gösterilmiştir. Bununla birlikte 15-LOX-1 inhibitörlerinin 

astım, rinit ve kronik obstrüktif akciğer hastalığı gibi inflamatuar solunum bozukluklarının 

tedavisinde kullanılabileceği düşünülmektedir [92]. 

2.3. Siklooksijenazlar 

Siklooksijenazlar (COX), araşidonik asidi prostoglandin H2 (PGH2)'ye dönüştürerek tüm 

prostaglandinlerin sentezindeki ilk önemli adımları katalize eder [93]. Bu nedenle COX, 

hem siklooksijenaz (araşidonik asitten protoglandin G2 (PGG2)) hem de peroksidaz 

(PGG2'den PGH2) aktiviteleri gösteren iki işlevli bir enzimdir (Şekil 2.7). 
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Şekil 2.7. COX-2 enzimi 3D yapısı (RCSB Protein Bankası’ndan alınmıştır) 

Bilinen 2 adet COX izoformu bulunmaktadır; COX-1 ve COX-2. COX-1 temel olarak 

hemen hemen tüm dokularda bir housekeeping enzim olarak ifade edilir ve fizyolojik 

tepkilere aracılık eder. Diğer yandan, COX-2, inflamasyona dahil olan hücreler tarafından 

eksprese edilir ve patolojik süreçlerin akut ve kronik inflamatuar durumlarında yer alan 

prostanoidlerin sentezinden birincil olarak sorumlu izoformudur. COX-2'ye bağlı PG 

sentezinin inhibisyonu, non steroidal anti inflamatuar ilaçların (NSAID) anti-inflamatuar ve 

analjezik etkilerinden sorumluyken, COX-1'in baskılanması birçok istenmeyen yan etkiye 

(örn. Gastrointestinal ülserasyon ve kanama, trombosit disfonksiyonları) yol açabilir [94, 

95]. 

2.3.1. COX enzimlerinin yapısı 

İnsan COX-1 ve COX-2 enzimleri, homodimer yapıdadır. Her iki enzim de, biri protein 

katlanmasını kolaylaştıran üç adet mannoz oligosakkariti içermektedir. Yalnızca COX-2'de 

bulunan dördüncü bir oligosakarit, enzimin bozulmasını düzenler. Katalitik alan, COX 

monomerinin çoğunluğunu oluşturmaktadır. Katalitik alan aynı zamanda, substrat ve non 

steroidal anti-inflamatuar ilaçların (NSAID) bağlanma bölgesidir. COX aktif bölgesi 

membran bağlama bölgesinin altında bulunmaktadır. Aktif bölge, katalitik alana hidrofobik 

bir kanal yardımı ile bağlanır (Şekil 2.8) [96]. Bu kanal membran bağlama alanı ile katalitik 
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alan arasındaki bölgede bir daralmaya sebep olan ve bu bölgeyi aktif bölgeden Arg-120, 

Tyr-355 ve Glu-524 aminoasitlerinden oluşan bir rezidü ayırmaktadır (Şekil 2.9) [97, 98]. 

 

Şekil 2.8. COX-2 enzimi dimer yapılarının 3D görüntüsü [99] 

COX-1 ve COX-2 arasında % 60’a yakın benzerlik gözlenmektedir. Enzimlerin benzerliğine 

rağmen COX-2 enziminin aktif bölgesi COX-1’den %20 daha büyüktür. COX-1 enziminin 

523. konumunda bulunan izolösin (Ile) COX-2’de valin (Val) ile yer değiştirmiştir. Val/Ile 

değişimi ve Phe-518 amino asiti, COX-2 enziminin aktif bölgesinin daha büyük olmasına 

neden olur. Bu değişimler söz edilen bölgede küçük bir hidrofilik cep oluşturur. COX-1 ve 

COX-2 enzimlerinde bir başka değişimin His/Arg’dir. COX-2 enziminindeki bu değişim ilaç 

etkileşim bölgesinin konformasyonunu değiştirmediği fakat kimyasal ortamı farklılıklar 

yarattığı gösterilmiştir [98, 100]. 
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Şekil 2.9. COX-2 enziminde membran bağlanma bölgesi ile katalitik bölgeyi birbirinden 

ayıran rezidüler [101] 

Bu farklılıklara rağmen iki enzimin dimerleri her alt birimi üç bölgeden oluşur: a) N- 

terminal epidermal büyüme faktörü alanı,  b) α helikal zar bağlama alanı, c) C- terminal hem 

prostetik grubun her iki tarafında COX ve peroksidaz (POX) aktif bölgeleri içeren alan [102-

105]. Hem COX hem de POX aktif bölgeleri, proteinin yaklaşık %80'ini oluşturan katalitik 

alanda bulunur. Katalitik alan, miyeloperoksidaz gibi memeli peroksidazlarına homologdur 

[96, 106]. 

Dong ve ark. (2011) yaptığı ayrıntılı çalışma insan COX-2 enzimi bir katalitik monomere 

(Ekat) ve bir allosterik monomere (Eallo) sahip bir konformasyonel heterodimer olarak işlev 

gördüğünü göstermiştir. Bu çalışma ile birlikte aynı zamanda, hem substratların hem de 

selekoksib gibi belirli inhibitörlerin Ekat'ın COX bölgesine bağlandığı, hem grubunun ise 

yalnızca Ekat’ın peroksidaz bölgesine bağlandığını göstermiştir. Ekat, Eallo'ya hangi ligandın 

bağlı olduğuna bağlı olarak Eallo tarafından düzenlenir. Substrat ve substrat olmayan yağ 

asitleri ve bazı COX inhibitörleri tercihen Eallo'nun COX bölgesine bağlanır (Şekil 2.10) 

[107]. 
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Şekil 2.10. COX enziminin allosterik ve katalitik alt birimleri  

Malkowski ve ark. (2000) yaptığı modelleme çalışmasında, substrat olarak AA’nın COX-1 

(oCOX-1) ve murin COX-2'nin (mCOX-2) enzimlerine bağlandığı bölgenin, substrat iyon 

çiftlerinin karboksilik asidinin Arg-120'nin guanidinyum grubu ve hidrojen bağlarının Tyr-

355’te eşleştiğini göstermektedir (Şekil 2.11) [101, 108]. 

 

Şekil 2.11. oCOX-1'in aktif bölgesine bağlanan araşidonik asit Hem grubu kırmızı ile 

belirtilmiştir [101]. 
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2.3.2.  COX reaksiyonunun mekanizması 

Araşidonik asit metabolitleri, inflamasyon, ovulasyon, implantasyon, anjiyogenez, 

trombosit agregasyonu ve immünolojik fonksiyon dahil olmak üzere çok sayıda biyolojik 

süreç için kritik öneme sahiptir. Eikosanoidler ve protosnaoidler, araşidonik asit 

metabolizmasının ürünleridir ve COX enzimleri bu ürünlerin üretiminde anahtar rol oynar 

[109]. 

Siklooksijenaz yolağında COX enzimi, hücreye özgü prostaglandin ve tromboksan sentaz 

için doğrudan substrat olan araşidonik asidin PGH2'ye dönüşümünü katalize eder. Bu, ilk 

adımın iki oksijen molekülünü araşidonata eklediği ve bisiklik peroksit ara ürünü olan 

PGG2’yi oluşturduğu iki aşamalı bir işlem yoluyla gerçekleşir. İkinci aşama ise, molekülün 

diğer tarafında yer alan ayrı bir reaktif bölgede gerçekleşir. Bu bölgede peroksidasyon, 

PGG2'nin PGH2'ye indirgenmesiyle sonuçlanır [102, 109, 110]. Son olarak oluşan PGH2 

belirli dokularda spesifik enzimlerle prostanoitlere dönüşürken, trombositlerde tromboksan 

sentaz aracılığı ile tromboksanlara (TXA2, TXB2) dönüşür (Şekil 2.12) [66]. Prostanoitler 

otokrin ve parakrin fonksiyonlarına sahip olmalarından dolayı hormonlar gibi düşünülürler 

[111]. TXA2 oluşumu COX-1 enzimi tarafından regüle edilmektedir. TXA2’nin bilinen en 

önemli etkisi trombositleri aktive ederek trombosit agregasyonuna ve adezyonuna sebep 

olmalarıdır. TXA2, trombosit agregasyonu ve adhezyonuna sebep olan protasiklinleri (PGI2) 

aksine vazokonstriktör etkiye sahiptir [66]. Prostanoitler aynı zamanda doku hasarında ve 

inflamasyona cevabı regüle etmektedir. PGE2 ve PGI2, histamin gibi otokoidler ile sinerjetik 

etki oluşturarak kuvvetli vazodilatör etki gösterir [112].  

 

Şekil 2.12. Siklooksijenaz yolağı [66] 
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COX regülasyonunun yanı sıra enzimlerin inhibisyon çalışmaları çok ilgi çekmektedir. İlk 

olarak Vane ve ark. (1971) yaptığı çalışmada,  aspirin ve indometasinin COX enzimatik 

aktivitesini bloke ederek prostaglandin üretimini inhibe ettiğini göstermiştir [113]. [113]. Bu 

çalışma ile itibaren, NSAID'lerin ya enzimi kovalent olarak modifiye ederek ya da aktif 

bölge için substrat ile rekabet ederek COX aktivitesini doğrudan etkilediği bulunmuştur 

[108, 109]. Prostaglandinler bir dizi normal fizyolojik fonksiyona katıldıkları için, kronik 

COX inhibisyonunun bazı istenmeyen yan etkilere yol açacağını düşündürmektedir. 

Klasik bir COX inhibitörü olan aspirin, COX-1'de Ser-530'un ve COX-2'de Ser-516'nın 

asetilasyonu yoluyla COX enzimatik aktivitesini kovalent olarak inhibe ettiği gösterilmiştir 

[114]. Buna karşılık, diğer NSAID'lerin çoğu, aktif bölgede AA ile aynı bölgeye bağlanır.. 

Saflaştırılmış COX enzim deneylerinde, hem indometasin, ibuprofen ve flurbiprofen gibi 

seçici olmayan inhibitörler [115] hem de NS-398, DuP-697 ve DFU gibi seçici COX-2 

inhibitörleri [116, 117], her iki izoformu da etkili bir şekilde inhibe ettiği yapılan çalışmalar 

ile gösterilmiştir. 

2.4. İnflamasyonda Bitkilerin Yeri ve Önemi 

Fitoterapi, hastalıkların önlenmesinde veya tedavisinde tıbbi bitkilerin bütün olarak ya da 

yaprak, çiçek, tohum, kök gibi kısımlarının kullanımı olarak tanımlanabilir [118]. Ülkemiz 

keşfedilmeyi bekleyen çok çeşitli bir ekosisteme sahiptir. Güner ve ark. (2012)’nın "Türkiye 

Bitkileri Listesi (Damarlı Bitkiler)" çalışmasında ülkemizde bulunan toplam tür ve tür altı 

takson sayısı, yabancı kaynaklı ve kültür bitkileri dahil 11 707, endemik takson sayısı 3 649 

ve endemizm oranını % 31.82 olarak belirlemişlerdir [119].  

Bitki ekstrelerinden elde edilen çeşitli bitkisel ilaçlar, çok çeşitli klinik hastalıkların 

tedavisinde kullanılmaktadır ancak etki mekanizmaları hakkında nispeten az bilgi 

bilinmektedir. Bitkisel tıp alanında araştırma ve geliştirme çalışmalarına ihtiyaç vardır, 

çünkü sosyal ve ekonomik faydalarının yanı sıra, gelişmekte olan ülkelerde günümüz sağlık 

hizmetlerinin kalıcı bir yönü haline gelmiştir [120]. Bitkisel doğal kaynaklar, yeni 

farmakolojik olarak aktif bileşiklerin keşfi ve geliştirilmesi sürecinde önemli ilaç 

kaynaklarıdır [121, 122].  
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Piyasada inflamatuar sonucu meydana gelen bozuklukları tedavi etmek için bir dizi ilaç 

mevcuttur, ancak çok azı toksisiteden arındırılmıştır. Anti-inflamatuar ilaçların kullanımıyla 

ilişkili gastrointestinal sorunları, tıp dünyasında hala süregelen bir ikilemdir. Anti-

inflamatuar ve analjezik özelliklere sahip etnobotanik bitkilerle yapılan araştırmaların, 

inflamatuar hastalıklarda yeni ufuklar açabilmesi çok önemlidir. Bitkilerden elde edilen 

saflaştırılmış doğal bileşikler, düşük toksisiteye ve daha yüksek terapötik değerlere sahip 

yeni nesil anti-inflamatuar ilaçların sentezi için bir şablon görevi görebileceğine 

inanılmaktadır [123]. Bahsedilen yan etkiler nedeni ile inflamasyonda anahtar enzimler olan 

LOX ve COX üzerinde çifte etkili inhibisyona neden olabileceği düşünülen doğal özütlerin 

kullanımına dair çalışmalar literatürde yerini almaya başlamıştır.  

2.5. Lamiaceae Familyası 

Lamiaceae  (Labiateae) familyası, otsu, çalımsı ya da ağaç formlarındaki bitkileri içeren, 

dünyanın birçok yerinde ekonomik olarak oldukça büyük öneme sahip kozmopolitan bir 

familyadır. Çoğunlukla Akdeniz ve Orta Asya’da yayılış göstermektedir [9]. Lamiaceae 

familyasının, Boissier’in “Flora Orientalis” adlı eserinde 66 cins, yaklaşık 1100 kadar türü 

bulunmaktadır. Lamiaceae familyasının takson sayısı ortalama 200-250 cins, 3200-4000 

türdür [10]. Fakat bu sayı Thonner’e göre 250 cins, 7000 tür olarak farklılık göstermektedir 

[11]. 

Ülkemiz florası, Lamiaceae ailesi için önemli bir yer oluşturmaktadır. Familyaya ait 45 cins, 

546 tür ve diğer alt birimlerle birlikte toplamda 731 takson olduğu bilinmektedir. Ülkemizde 

endemizm oranı açısından % 44,2 olan bu familya, Türkiye’nin en zengin üçüncü familyası 

durumundadır [14]. 

Eski çağlardan günümüze kadar Lamiaceae familyası türleri halk arasında tıbbi ve baharat 

amacıyla kullanılmıştır. Bu familyaya ait bitkilerin çoğu halk ilacı olarak çeşitli hastalıkların 

tedavisinde kullanılmalarının yanı sıra, tıpta, gıda endüstrisinde, parfümeri ve kozmetikte 

yer alan bitkilerdir. Ayrıca günümüzde fitoterapide kullanılan pek çok örnekte de bu familya 

bitkilerinin yer aldığı görülmektedir [12, 13]. 

Bu familyanın üyeleri çoğunlukla aromatik ve ticari olarak en çok kullanılan nane, biberiye, 

çördük, lavanta, fesleğen, dağ çayı, melisa otu, adaçayı ve kekik gibi çeşitli otlar veya 
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çalılardır [124-127]. Bu familyaya ait türler genellikle ev yemeklerinde, sosis ürünlerinde, 

deniz ürünlerinde, konserve yiyeceklerde, soslarda, mezelerde ve çorbalarda lezzet verici 

katkı maddeleri olarak kullanılır [124, 127]. 

Lamiaceae familyası bitkileri flavonoitler ve benzoik asitler gibi fenolik bileşikler ve mono, 

seksiterpeonitler ve triterpenoitler ayrıca steroitler ve esansiyel yağlar de dahil olmak üzere 

zengin sekonder metabolit içeriğine sahiptir [15, 16]. Bu sekonder metabolitler, 

antibakteriyel, antifungal [17], antioksidan [18], antimikrobiyal [19], anti-inflamatuar [20] 

ve özellikle LOX ve COX inhibitörü [21-24] radikal süpürücü etkisi  [25-27] dahil olmak 

üzere farklı biyolojik aktivitelerde rol almaktadır. 

Salvia officinalis 

Yaklaşık 900 tür ile Lamiaceae ailesinin en yaygın üyelerinden Salvia L. (adaçayı) 

ülkemizde 89 türe ait 94 taksonla %50 endemizm ile temsil edilmektedir [23, 128]. 

Geleneksel halk hekimliğinde Salvia L., uçucu yağlarının farmakolojik etkileri, monoterpen 

hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler, seskiterpen hidrokarbonlar, diterpenler, izoprenoit 

olmayan bileşikler ve oksijenli seskiterpenler olarak kategorize edilebilen 100'den fazla aktif 

bileşiğin varlığına dayanmaktadır [129, 130]. Spektrofotometri ve HPLC ile yapılan 

analizler, Salvia officinalis L.'de en fazla bulunan sekonder metabolitlerin kafeik asit, 

rosmarinik asit ve karnisonik asit olduğunu göstermiştir [131-133].  

Rosmarinik asit, S. officinalis türlerindeki ana metabolittir ve anti-inflamatuar, 

antibakteriyel ve antiviral aktiviteye sahip olduğu bilinmektedir [134]. Yapılan son 

çalıştırmalar ayrıca S. officinalis de dahil olmak üzere çeşitli Salvia türlerinin şaşırtıcı 

derecede yüksek sayıda çeşitli katekol bileşiği içerdiğini ve bunların çoğunun kafeik asit 

oligomerlerini içerdiğini göstermiştir [135-137]. S. officinalis, incelenen diğer türlere 

kıyasla biyolojik olarak aktif ana içerik açısından en değerli türdür, bunu Salvia verticillata 

L. ve Salvia glutinosa L. izlemektedir [132]. 

Ek olarak, klorojenik asit, elajik asit, epikatsin, epigallokateşin gallat, kuersetin, rutin ve 

luteolin-7 gibi çeşitli flavonoitlerin yanı sıra borneol, sineol, kafur ve tüjon gibi çeşitli uçucu 

bileşenler de S. officinalis’te tanımlanmıştır [138, 139]. 
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S. officinalis’in, aşçılık ve halk arasında uzun bir kullanım geçmişine sahiptir. Aroma ve 

baharat özelliklerinden dolayı bu bitki, birçok gıdanın hazırlanmasında yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Asya ve Latin Amerika’da S. officinalis, ülser, gut, romatizma, 

iltihaplanma, baş dönmesi, titreme, felç, ishal ve hiperglisemi gibi farklı rahatsızlıkların 

tedavisinde kullanılmıştır [140, 141]. Halk arasında S. officinalis, hafif hazımsızlık (mide 

ekşimesi ve şişkinlik gibi), aşırı terleme yaşa bağlı bilişsel bozuklukları ve boğaz ve derideki 

iltihapları tedavi etmek için kullanılmıştır [142]. 

Melissa officinalis 

Melissa officinalis L. Lamiaceae familyasına ait, çok yıllık limon kokulu bir bitkidir. Ağrı 

kesici ve kas gevşetici özellikleri yanında deri kızarıklıkları ve iltihaplarında, Alzheimer 

hastalığının tedavisinde, uykusuzluk, sıkıntı giderici ve rahatlatıcı olarak kullanılmaktadır. 

Bitkiden aromatik, antimikrobiyal, antioksidan ve antiseptik olarak da yararlanılmaktadır 

[143-146]. Melissa officinalis L. ‘in bilinen ana bileşenleri hidroksisinnamik asit 

türevleridir; özellikle rosmarinik asit, kafeik asitler, klorojenik asit ve metrilik asittir [147, 

148]. Sinnamik asit türevlerine ek olarak M. officinalis, apigenin, luteolin [149-151], 

tanenler [152], β-karyofilen ve germakren dahil seskiterpenler ve triterpenler [149, 153] ve 

sitronelal, sitral a (geraniyal), sitral b (neral), metil sitronelat, okimen, sitronellol, geraniol, 

nerol, β-karyofilen, β-karyofilen oksit, linalool ve eterik yağ dahil olmak üzere uçucu yağları 

içermektedir [154]. 

Lavandula angustifolia (L. officinalis) 

Halk dilinle “lavanta” olarak bilinen Lavandula cinsi, çoğunlukla Arabistan, Akdeniz 

Kıyıları, Asya, Orta Doğu ve Kuzey Afrika'da dağılmış 39'dan fazla bilinen türü içerir. 

Lavandula officinalis, Lavandula angustifolia, Lavandula hybrida ve Lavandula vera’nın 

antidepresif, antispazmodik, antiflatülan, antiemetik, diüretik, antikonvülsan, antibakteriyel, 

antiepileptojenik, antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve sedatif etkileri bilinmektedir 

[155, 156]. Lavanta, aralarında polifenoller, antosiyaninler, flanavoitler, karotenoitler, 

linalol ve linalil asetat, α-pinen, limonen, 1,8-sineol, cis ve trans-okimen, 3-oktanon, kafur, 

karyofilen, rosmarinik asit ve terpinen-4-ol gibi 100'den fazla bileşenden oluşmuştur [157-

159].  
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Lavandula angustifolia Mill. eski adı ile Lavandula officinalis, uçucu yağlar (monoterpenik 

bileşikler, alkoller ve esterler), triterpenik asitler, kumarinler, flavonlar, reçineler ve 

polifenoller içeren taze veya kuru halde kullanılan en çok bilinen aromatik ve tıbbi 

bitkilerden biridir [160, 161]. Tıbbi kullanımı açısından L. angustifolia ekstreleri veya uçucu 

yağlarının, antispastik, gaz giderici, analjezik, yatıştırıcı, hipotansif, antiseptik, 

antimikrobiyal, antifungal, idrar söktürücü etkileri bilinmektedir, ancak literatürde 

lavantanın analjezik özellikleri hakkında çok az bilgi mevcuttur [162]. 

Scutellaria orientalis 

Scutellaria türleri, Çin ve Japonya'da çeşitli hastalıklara karşı uzun süredir kullanılmaktadır 

[163]. Seskiterpenler ve özellikle seskiterpen hidrokarbonlar ile çok zengin olan S. 

orientalis, heksahidrofarnesilaseton, heksadekanoik asit, karyofillen, karyofillen oksit 4-

vinilguaiakol ve germakren D ile birlikte ana bileşen olarak kabul edilmiştir [164]. Bu 

bileşenlere ek olarak, Gharari ve ark. (2021) yakın zamanda yaptığı çalışmalar S.orientalis 

subsp. Bornmuelleri’nin apigenin-7-glukosit, wogonin, baicalein ve baicalin içeriğine sahip 

olduğunu göstermişlerdir [165]. 

Yimam ve ark. (2012) baicalin ve kateşinin bir kombinasyonunu, yaygın olarak kullanılan 

üç hayvan ağrı modelinde değerlendirerek bileşenlerin viseral, nosiseptif ve inflamatuar 

ağrıda analjezik etkilere sahip olduğunu göstermiştir [166]. 

Eski çağlardan beri kullanımı bulunan bitkiler anti-inflamatuar, sedatif, antialerjik, 

antioksidan, antitrombotik ve sitotoksik etkileriyle bilinmektedir. Yapılan araştırmalarda S. 

orientalis L. bitkisinin antioksidan, metal şelatör ve alfa-glukozidaz enzim inhbisiyonu 

aktivitesine sahip olduğu bulunmuştur [167]. 

Baicaleinin analjezik etkilerininin büyük olasılıkla inflamatuar süreci modüle ederek 

gösterdiği düşülmektedir. Deschamps ve ark. (2006), baicaleinin hem insan 12-LOX’u hem 

de insan retikülosit 15-LOX-1'i inhibe ettiğini bulmuştur [168]. Ek olarak, Hsieh ve ark. 

baicaleinin, NK-κB yolunun modülasyonu yoluyla IL-1β ve TNF-α'yı inhibe ettiğini 

gösterirken [169] diğer çalışmalar, indüklenebilir nitrik oksit sentaz ve COX-2 gen 

ekspresyonunun protein ekspresyonunu inhibe ettiğini kanıtlar niteliktedir [170, 171]. 
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Mentha piperita 

Mentha L., Lamiaceae familyasındaki bir bitki cinsidir ve aralarındaki kesin ayrımın 

olmadığı tahmin edilen 13 ila 18 türe sahip bir bitki türüdür [172]. En bilinen nane türleri 

Mentha piperita, Mentha spicata, Mentha gracilis, Mentha arvensis ve Mentha 

suaveolens'tir. Mentha türleri başlangıçta mide ağrısı ve göğüs ağrılarını hafifletmek için 

şifalı bir bitki olarak kullanılmıştır [173].  

Mentha piperita L. (nane), M. spicata ve M. aquatica'nın bir melezidir. Nane yaprakları ve 

yağındaki fitokimyasal oluşum bitkinin olgunluğuna, çeşidine, coğrafi kökenine ve işleme 

yöntemlerinin koşullarına bağlıdır [174, 175]. Yağ asitleri olarak palmitik, linoleik ve 

linolenik asitler bulunmuştur [176]. Uçucu nane yağında tanımlanan ana bileşenler mentol, 

menton, izomenton, 1,8-sineol (okaliptol), mentil asetat, mentofuran, limonen, β-mirsen, β-

karyofilen, pulegon ve karvon olarak gösterilmiştir [175, 177]. Ayrıca bitki ekstrelerinde 

karotenoidler, klorofiller, α- ve c-tokoferoller ve askorbik asit de rapor edilmiştir  [178]. 

Nane yapraklarından izole edilen polifenoller başlıca eriositrin ve rosmarinik asit, luteolin 

7-O-rutinosid ve hesperidin içerir [179]. 

In vitro ve in vivo farmakolojik çalışmalar, M. piperita’nın birçok terapötik özelliğe sahip 

etksini kanıtlar niteliktedir. Antioksidan kapasite (radikal süpürücü kapasitesi) M. aquatica 

veya M. longifolia' ninkinden daha yüksek bulunmuştur [180]. 

Farklı hücre hatlarında anti-tümör aktivitesi [181, 182] anti-alerjenik aktivitesi, anti-viral 

aktivitesi [183], antibakteriyel aktivitesi [184] ve anti-inflamatuar etkileri olduğu yapılan 

çalışmalar ile kanıtlanmıştır [185]. 

LPS ile uyarılan insan monositlerinde Juergens ve arkadaşlarının (1998) yaptığı in vitro 

çalışmada monoterpen mentol ve nane yağının anti-inflamatuar aktivitesi araştırılmıştır. Bu 

çalışma sonucunda bu elde edilen şifalı yağların LTB4 ve PGE2 yolaklarındaki etkileri 

ölçülerek hem LOX hem de COX yolakları için potansiyel birer inhibitör olduğu 

gösterilmiştir [186]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

Bu tez çalışması kapsamında, anti-inflamatuar özelliği açısından umut vaat edici olarak 

düşünülen bitkilerin ekstreleri hazırlanmıştır. Ekstrelerin antioksidan kapasiteleri hem 

DPPH+ radikali süpürme metodu hem de total antioksidan kapasite tayini metodu (TAC) ile 

belirlenmiştir. Bu sayede ekstrelerin etkinliğini gösteren EC50 değerleri belirlenmiştir. 

İnflamatuar yolak enzimleri olan COX-2 ve 12/15-LOX enzimlerinin substratları ile 

Michaelis-Menten kinetiği çalışmaları yapılmıştır. Bu sayede enzimlerin Km ve Vmax 

değerleri belirlenmiştir. Ardından ekstrelerin COX-2 ve 12/15-LOX enzim aktiveleri üzerine 

etkilerinin belirlenebilmesi için inhibisyon çalışmaları yapılmış bu sayede ekstrelerin IC50 

değerleri belirlenmiştir (Şekil 3.1).  

 

Şekil 3.1. Tezde yapılan çalışmaların şematik gösterimi  

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan kimyasal maddeler 

Deney sırasında kullanılan tüm kimyasalların listesi Çizelge 3.1'de özetlenmiştir. 
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Çizelge 3.1. Deney sırasında kullanılan kimyasal ve kitlerin listesi 

Kimyasal Adı Firma ve Katalog Numarası 

Linoleik Asit Calbiochem, #502718 

Trizma hidroklorür ≥99 Sigma-Aldrich, #T3253 

Hidroklorik asit, %37 Merck, #100314.2500 

Borik Asit Hopkins&Williams, #227000F 

Metanol, %99,6 Akkimya, #67-56-1 

Sodyum Hidroksit Sigma-Aldrich, #S5881 

Lipoksidaz (Glisin max) Tip-I Sigma-Aldrich, #L7395 

Dimetil sülfoksit Sigma-Aldrich, #472301 

Tween-20 Sigma-Aldrich, #9005-64-5 

Kuersetin Mann Lab., #2539 

Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit  Biovision, #K274-100 

COX-2 Inhibitor Screening Assay Kit (Flurometric) Biovision, #K547 

Difenil-1-pikrilhidrazil, >97 TCI Chemicals, #1898-66-4 

3.1.2. Kullanılan aletler ve cihazlar 

Deney sırasında kullanılan cihazların listesi Çizelge 3.2'de özetlenmiştir.  

Çizelge 3.2. Deney sırasında kullanılan cihazların listesi 

Cihaz Adı Üretici Firma 

Sonikatör Braunsonic 1510 

Spektrofotometre Schimadzu UV1700 UV-Vis  

Mikroplaka okuyucu SpectraMax i3 Molecular Devices 

Vorteks Nüve 

Analitik terazi Mettler Toledo 

Distile su Mp Minipure Basic 

Geri çeviren soğutucu Buchi R-210 

Liyofilizatör Christ Alpha 1-2 LDplus 

pH metre Consart C830 

3.1.3. Bitki örnekleri ve temini 

Çalışmada kullanılacak bitkiler, Ayfonkarahisar Sağlık Bilimleri Üniversitesi Eczacılık 

Fakültesi Dr. Öğr. Üye. Ekrem Murat Gönülalan tarafından hazırlanıp temin edilmiştir. 

Bitkilerin dört tanesi (Lavandula officinalis Mill., Melissa officinalis L., Mentha piperita L., 
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Salvia officinalis L.) Selçuk Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla Bitkileri Bölümü’ne ait 

kültür sahasından, Scutellaria orientalis L. ise Ankara-Beytepe bölgesinden çiçeklenme 

dönemlerinde toplanmıştır. 

Bitkilere ait herbaryum örneklerinin numaraları Çizelge 3.3’te sunulmuştur. 

Çizelge 3.3. Deneyde kullanılacak bitkilere ait herbaryum örneklerinin numaraları 

Bitki İsimleri Herbaryum Numarası 

Lavandula officinalis Mill. TBÇ-L-001 

Melissa officinalis L. TBÇ-M-001 

Mentha piperita L. TBÇ-M-002 

Salvia officinalis L. TBÇ-S-001 

Scutellaria orientalis L. HUEF 20016 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Bitki ekstrelerinin hazırlanması 

Temizleme işleminden sonra bitki örnekleri güneş almayan ortamda oda sıcaklığında, 

nemden uzak şekilde kurutulduktan sonra, drog olarak kullanılacak kısımları ayrılmıştır. Bu 

kısımlar bir öğütücü yardımıyla toz edilmiştir. Bu çalışmada bitkilerin toprak üstü kısımları 

kullanılmıştır. 

Kurutulmuş ve toz edilmiş bitki örneklerinden 5 gram tartılmış, 40 oC’de, geri çeviren 

soğutucu altında, 50 mL metanol ile 30 dakika boyunca ekstre edildikten sonra süzülmüştür. 

Süzüntü ayrıldıktan sonra kalan katı faz, aynı sıcaklıkta bu kez 30 mL metanol ile 15 dakika 

boyunca geri çeviren soğutucu altında olacak şekilde ikinci kez ekstre edilmiştir. Süzüntüler 

birleştirilecek, çözücü rotary evaporatör kullanılarak uzaklaştırıldıktan sonra liyofilizasyon 

işlemi uygulanarak kuru ekstre elde edilmiştir. 

3.2.2. Ekstrelere uygun çözücünün/çözücülerin seçilmesi 

Deneylere başlamadan önce elde edilen ekstrelere en uygun çözücünün seçimi için 

denemeler yapıldı. Bu kapsamda ekstreler, dimetilsülfoksit (DMSO), saf metanol (MeOH), 

saf etanol (EtOH) ve 100 mM Tris-HCl (pH:8) tamponunda çözünürlükleri karşılaştırıldı. 
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3.2.3. Ekstrelerin in vitro çalışmalar için hazırlanması  

Uygun çözücünün seçilmesinin ardından ekstrelerin in vitro çalışmalar için stok çözeltileri 

hazırlandı. Her çalışma için hazırlanan stok çözeltiler ve çözücülerin maksimum final 

konsantrasyonunun belirtildiği ayrıntılı liste Çizelge 3.4’te verilmiştir. 

Çizelge 3.4. In vitro çalışmalar için ekstrelerden stok çözeltilerin hazırlanışı 

In vitro çalışma Ekstrenin hazırlanışı 
Çözücünün maksimum 

final konsantrasyonu 

DPPH+ radikali süpürücü aktivitenin 

belirlenmesi 
≥99,6 saflıkta MeOH  

Total Antioksidan Kapasitenin 

Belirlenmesi (TAC metodu) 
≥99,6 saflıkta MeOH  

COX-2 enzim aktivitesinin 

belirlenmesi ve kinetik çalışmaları 
≥99,9 saflıkta DMSO ≤%1 

12/15 LOX enzim aktivitesinin 

belirlenmesi kinetik çalışmaları ≥99,9 saflıkta DMSO ≤%1 

3.2.4. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin DPPH+ metodu ile belirlenmesi 

Bu yöntemde difenil-1-pikrilhidrazil isimli radikal, antioksidan kapasite ölçümleri için 

kullanılır. Bu madde az sayıdaki stabil ve satın alınabilir azot radikallerinden olup, 515 nm 

dalga boyunda absorbans vermektedir. İndirgenme esnasında DPPH çözeltisi rengini 

kaybetmekte ve spektrofotometrede kolay bir şekilde ölçümü yapılabilmektedir [187]. 

Bitki ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH+ radikali süpürme kapasitesi metodu ile 

belirlenmiştir. Test edilecek ekstrelerin (200-1.56 µg/mL, finalde) ve standardın üzerine 

DPPH+ (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalinin 1 mM konsantrasyondaki çözeltisinden 

ilave edilip 30 dakika inkübe edildikten sonra 517 nm’de absorbans ölçümü mikroplaka 

okuyucu (SpectraMax i3) ile gerçekleştirilmiştir. Ayrıca ekstrelerin radikali süpürücü 

etkileri zamana bağlı olarak incelenmiştir (0-90 dakika). Radikal süpürücü aktivite, ortamda 

sadece DPPH+ ve metanolün bulunduğu körün absorbansından (A0), ekstre ve standardın 

verdiği absorbansın (Amadde) çıkarılması ile hesaplanmıştır. Standart olarak kuersetin 

kullanılmıştır. Ekstreler, kuersetin ve DPPH çözeltisi saf metanol ile hazırlanmıştır. 

Ekstrelere ait IC50 grafikleri ve % inhibisyon grafikleri GraphPad Prism 8.4.2 (San Diego, 

California, USA) programı ile hazırlanmıştır. Tüm materyallerin antioksidan aktivite 
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değerleri üç tekrarlı ve en az üç paralelli olacak şekilde yapılmış ve aşağıdaki formüle göre 

hesaplanmıştır: 

%İnhibisyon:
 𝐴0−𝐴𝑚𝑎𝑑𝑑𝑒

𝐴0
× 100 (3.1) 

3.2.5. Ekstrelerin total antioksidan kapasitelerinin Troloks eşdeğeri antioksidan 

kapasite yöntemi (TAC) ile belirlenmesi 

2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit) (ABTS)’in persülfatla oksidasyonuyla, 

ABTS•+ radikali oluşturulur. Bu radikal, toplam radikal süpürme kapasitesini ölçmek için 

kullanılır. Bu metot antioksidan bileşikler tarafından ABTS’nin rengini kaybetmesi temeline 

dayanır. Moleküllerin kararlı serbest radikali süpürme kabiliyeti, vitamin E’nin suda 

çözünebilen bir analoğu olan Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik 

asit) ile karşılaştırılması yapılır [188]. 

Ekstrelerin total antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde Total Antioxidant Capacity 

(TAC) Assay Kit (Biovision, Katalog No: #K274-100, ABD) kullanılarak üreticinin 

talimatları doğrultusunda yapılmıştır. Standart olarak 0-20 nmol/µL konsantrasyon 

aralığında değişen Trolox kullanılmıştır. Ekstrelerin total antioksidan kapasiteleri nmol/µL 

Trolox ekivalen değeri şeklinde verilmiştir. Ayrıca ekstra bir kontrol olarak kuersetin 

kullanılmıştır (1 mM). Ekstreler ve kuersetin saf metanol ile hazırlanmıştır Trolox standart 

grafiği GraphPad Prisim 8.4.2 (San Diego, California, USA) programı ile yapılmıştır. Tüm 

materyallerin antioksidan aktivite değerleri üç tekrarlı ve en az üç paralelli olacak şekilde 

yapılmıştır. 

3.2.6. Ekstrelerin anti-inflamatuar yolak enzimleri üzerine etkilerinin belirlenmesi ve 

enzimlerin kinetik davranışlarının belirlenmesi 

COX-2  

Ekstrelerin COX-2 enzimi aktivitesi üzerine etkilerinin belirlenmesi için White ve Glassman 

(1974) ve Jager ve ark. (1999)’nın izlediği protokol ticari COX-2 Inhibitor Screening Kit 

(Biovision, Katalog No: #K547-100, ABD) kullanılarak küçük modifikasyonlar ile 

gerçekleştirilmiştir [189, 190]. Bu kapsamda ekstrelerin final konsantrasyonları 0-400 

µg/mL olacak şekilde kuyulara 10 µL eklenmiştir. Ardından substrat içermeyen aktivite 
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ortamından kuyulara 80 µL eklenmiştir. Reaksiyon substrat olarak kullanılan araşidonik 

asitten (AA) 10 µL eklenmesi ile başlatılmıştır.  

Floresan şiddetindeki değişim Ex/Em = 535/587 nm dalga boylarında, kinetik olarak 

25°C'de 10 dakika boyunca mikroplaka okuyucuda (SpectraMax i3) ölçülmüştür. % 

İnhibisyon değerleri, ekstrelerin olmadığı kontrol kuyusu (K) ve ekstrelerin olduğu örnek 

kuyuları (E) absorbans değişimi izlenerek hesaplanmıştır. Tüm sonuçlardan ekstrelerin 

olmadığı kör (blank) kuyusunun absorbans değeri çıkarılmıştır. Tüm ekstrelerin % 

inhibisyon değerleri üç tekrarlı yapılmış ve aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır:  

% İnhibisyon: 
(K-Blank) x (E-Blank)

(K-Blank)
 x 100 (3.2) 

COX-2 enzim kinetik parametrelerinin belirlenmesinde ise yine ticari COX-2 Inhibitor 

Screening Assay Kit (Biovision, #K547, ABD) kullanılmıştır. Öncelikle COX-2 enziminin 

substrat olarak kullanılan AA ile karakterizasyonunun belirlemesi için, Michaelis-Menten 

kinetiği yapılmıştır. Bu çalışma kapsamında, aktivite ortamı finalde 80 µg/mL COX-2 

enzimi ve 0-80 AA µM olacak şekilde hazırlanmıştır. 

Daha sonra COX-2 enziminin ekstreler ile gösterdiği kinetik davranışın belirlenebilmesi için 

seçilen ekstrelerin finalde sabit 0.1 ve 1 µg/mL konsantrasyonlarının, 0-16 µM aralığında 

değişen substrat konsantrasyonlarında floresan şiddetindeki değişim Ex/Em= 535/587 nm 

dalga boylarında, kinetik olarak 25°C'de 10 dakika boyunca mikroplaka okuyucuda 

(SpectraMax i3) izlenmiştir. Elde edilen veriler GraphPad Prism 8.4.2 programına aktarılmış 

ve nonlineer regresyon analizleri ile enzime ait olan kinetik parametreler, Km, Vmax, Ki 

değerleri ile beraber ekstrelerin COX-2 enzimi üzerindeki inhibisyon mekanizmaları 

belirlenmiştir. Deney, 3 tekrarlı yapılmıştır. 

12/15-LOX 

Tüm 12/15-LOX deneylerinde substrat olarak linoleik asit (LA, Calbiochem, #502718, 

Almanya), enzim olarak da Lipoxidase from Glycine max (soybean, Type-1; Sigma-Aldrich, 

Katalog No: #L7395, Almanya) kullanılmıştır. 
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Ekstrelerin 12/15-LOX enzimi aktivitesi üzerine etkilerinin belirlenmesi için Tappel ve ark. 

(1962) ve Orhan ve ark. (2012)’nın izlediği protokol bazı modifikasyonlar ile 

gerçekleştirilmiştir [191, 192]. Bu deney kapsamında enzim aktivite ortamı finalde 1,5 

µg/mL enzim, 50 mM Sodyum Borat tamponu (pH: 9) ve 50 µM LA substrat olacak şekilde 

hazırlanmıştır.  

Ekstreler 25oC’de 5 dakika enzim ile inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda final 

kosantrasyonu 50 µM olacak şekilde LA eklenerek reaksiyon başlatılmıştır. Absorbanstaki 

değişim 234 nm dalga boylarında, kinetik olarak 25°C'de 1 dakika boyunca Schimadzu 

UV1700 UV-Vis spektrofotometrede quartz küvetleri ile izlenmiştir. 

% İnhibisyon değerleri, ekstrelerin olmadığı kontrol kuyusu (K), ekstrelerin olduğu örnek 

kuyuları (E) absorbans değişimi ölçülerek hesaplanmıştır. Tüm sonuçlardan ekstrelerin 

olmadığı kör (blank) kuyusunun absorbans değeri çıkarılmıştır. Deney üç tekrarlı ve en az 

üç paralelli olacak şekilde yapılmıştır. Elde edilen verilere göre tüm kuyuların % İnhibisyon 

değerleri aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır:  

% İnhibisyon: 
(K-Blank) x (E-Blank)

(K-Blank)
 x 100 (3.3) 

12/15-LOX enziminin substrat ile karakterizasyonunun belirlemesi için, Michaelis-Menten 

kinetiği yapılmıştır. Bu çalışma kapsamında, aktivite ortamı finalde 15 µg/mL 12/15-LOX 

enzimi, 50 mM Sodyum borat tamponu (pH: 9) ve 0-100 µM LA olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Tüm 12/15-LOX deneylerinde substrat olarak kullanılan LA, %2’lik Tween-

20 ile 100 W üçer kez 10 saniye sonike edilerek hazırlanmıştır. 

Daha sonra 12/15-LOX enzimi ile ekstrelerin kinetik davranışlarının belirlenebilmesi için 

seçilen ekstrelerin finalde sabit 5, 10 ve 50 µg/mL konsantrasyonları 12/15-LOX enzimi ile 

25°C'de 5 dakika boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda finalde 0-100 µM 

aralığında değişen konsantrasyonlarda substrat eklenerek reaksiyon sonlandırılmış ve 

absorbans değişimi kinetik olarak 234 nm’de Schimadzu UV1700 UV-Vis 

spektrofotometrede quartz küvetleri ile izlenmiştir. Elde edilen veriler GraphPad Prism 8.4.2 

programına aktarılmış ve yapılan nonlineer regresyon analizleri ile enzime ait olan kinetik 

parametreler, Km, Vmax, Ki değerleri ile beraber ekstrelerin 12/15-LOX enzimi üzerindeki 
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inhibisyon mekanizmaları belirlenmiştir. Deney üç tekrarlı ve en az üç paralel olacak şekilde 

yapılmıştır. 

3.2.7. İstatistiksel analizlerin değerlendirilmesi 

Antioksidan aktivite, enzim aktivite ve kinetiklerine ait verilerin hesaplanmasında ve tüm 

grafikler çizilmesinde ve istatistiksel verilerin hesaplanmasında Graphpad Prism 8.4.2. 

programı kullanıldı.  

Enzim çalışmalarına ait nonlineer regresyon analizleri (Michaelis Menten kinetiği, 

Ki/Km/Vmax parametrelerinin saptanması), IC50 değerlerinin belirlenmesi ve ekstrelerin 

EC50 değerlerinin belirlenmesi GraphPad Prism 8.4.2 (San Diego, California, USA) istatistik 

programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar ortalama değer ± standart hata (±SEM) 

olarak verilmiştir. Gruplar arasındaki karşılaştırma ve deneylerin günler arası tekrarlarının 

karşılaştırılması tek yönlü ANOVA ve ardından Post-Hoc Tukey testi ile gerçekleştirilmiştir. 

P ≤ 0,05 değerleri anlamlı kabul edilmiştir.  
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4. DENEYSEL BULGULAR 

4.1. Ekstrelere Uygun Çözücünün Belirlenmesi 

Ekstreler için uygun çözücülerin belirlenmesi için Dimetil sülfoksit (DMSO), Etanol 

(EtOH), Metanol (MeOH) ve 100 mM Tris-HCl (pH:8) kullanılmıştır. Elde edilen sonuçlara 

göre MeOH ile muamele edildikten sonra ektrelerin tamamen çözüldüğü, ortamda homojen 

bir şekilde dağıldığı görülmüştür. Hatta, daha az hacimde DMSO ile muameleden sonra da 

ekstrelerin homojen bir şekilde çözüldüğü görülmüştür. Fakat ekstrelerin EtOH ile 

muamelesinde ekstrelerin çözücüde homojen olarak dağılmadığı, bir süre sonra dipte tortu 

oluşturduğu görülmüştür. DMSO ile çözülen örneklerin aynı zamanda 100 mM Tris-HCl 

(pH:8) ile karışımından oluşan çözeltinin de çözünürlüğüne bakılınca, homojen bir dağılım 

gözlenmiştir (Şekil 4.1).  

Ekstrelerin çözünürlükleri çözücülere göre DMSO=Tampon>MeOH>EtOH şeklinde 

bulunmuştur.  

  

Şekil 4.1. Ekstrelerin farklı çözücüler ile çözünürlüklerinin değerlendirilmesi (A) MeOH 

(B) DMSO (C) EtOH (D) DMSO+ 100 mM Tris-HCl (pH:8) 
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4.2. Ekstrelerin Antioksidan Aktivitelerinin DPPH+ Metodu ile Belirlenmesi 

Ekstrelerin belirli konsantrasyonlarının (0-200 µg/mL) DPPH+ radikalini süpürücü etkileri 

incelenmiştir. Radikali süpürücü etki, EC50 değeri olarak verilmiştir.  

EC50: Ekstrelerin ortamdaki DPPH radikalinin %50’sini süpüren doz. 

Ekstrelerin EC50 değerlerini gösteren sütun grafiği Şekil 4.2’de, Şekil 4.3’te ekstrelerin EC50 

değerlerinin hesaplanabilmesi için kullanılan örnek doz-cevap eğrileri ve Çizelge 4.1’de ise 

ekstrelerin EC50 değerleri gösterilmiştir. 

Elde edilen bulgular doğrultusunda M. piperita L., S.officinalis L., L.officinalis Mill, 

S.orientalis L. ve M.officinalis L. için sırasıyla 32,03±13,52; 38,35±12,66; 108,70±8,12; 

65,88±12,11ve 25,75±13,41 µg/mL’dir. Kontrol olarak kullanılan kuersetinin EC50 değeri 

ise 2,92±8,54 µg/mL olarak bulunmuştur. 

Ayrıca farklı günlerde yapılan deney sonuçlarının Post-Hoc testleri ile istatistikleri 

yapıldığında her ekstrenin farklı günlerdeki EC50 değerlerinin birbirinden farklı olmadığı 

tespit edilmiştir (p>0,05). 

 

Şekil 4.2. Ekstrelerin EC50 değerleri 
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Şekil 4.3. EC50 hesaplaması için kullanılan örnek doz-cevap eğrilerine ait grafikler 
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Çizelge 4.1. Ekstrelerin DPPH+ radikalini süpürücü etkisinin incelenmesi 

 
Mentha 

piperita L. 

Salvia 

officinalis L. 

Lavandula 

officinalis 

Mill. 

Scutellaria 

orientalis L. 

Melissa 

officinalis L. 

Kuersetin 

(Kontrol) 

EC50 

(µg/mL) 
32,03±13,52* 38,35±12,66* 108,70±8,12* 65,88±12,11* 25,75±13,41* 2,92±8,54 

Her ekstre için radikal süpürücü aktivite EC50 ortalama değerleri ±Std.Hata şeklinde verilmiştir.  

*Kontrole göre anlamlı bir fark vardır p<0,05. 

4.3. Ekstrelerin DPPH+ Radikalini Süpürücü Etkilerinin Zamana Bağlı Belirlenmesi 

Radikal süpürücü etkilerin doz ve süre açışından incelenmesi amacı ile ekstrelerin DPPH+ 

radikalini süpürücü etkileri hem zamana (0-90 dakika) hem de konsantrasyona (0-200 

µg/mL) bağlı olarak incelenmiştir. Bu sistemde kontrol/karşılaştırma yapabilmek için 

kuersetin kullanılmıştır. Radikali süpürücü etki, EC50 değeri olarak verilmiştir.  

Ekstrelerin zamana ve konsantrasyona bağlı radikali süpürücü etkilerinin % İnhibisyon 

eğrilerine ait örnek grafikler Şekil 4.4’te, ayrıntılı % İnhibisyon değerleri ise Çizelge 4.2’de 

gösterilmiştir. 

Ayrıca, M. piperita L. ve S. officinalis L. için farklı günlerde yapılan deney sonuçları Post-

Hoc testleri ile analiz edilmiş, elde edilen bulgular istatistiksel açıdan farklı bulunmamıştır 

(p>0,05). 
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Şekil 4.4. Ekstrelerin radikal süpürücü etkilerinin zamana bağlı gösterilmesi 
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Şekil 4.4. (devam) Ekstrelerin radikal süpürücü etkilerinin zamana bağlı gösterilmesi  
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Çizelge 4.2. Ekstrelerin DPPH+ radikalini süpürücü etkisinin zamana bağımlı olarak 

incelenmesi  

 
Her ekstre için, zamana bağımlı radikal süpürücü aktivite %inhibisyon ortalama değerleri ±Std.Hata şeklinde 

verilmiştir. 

4.4. Ekstrelerin Total Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi 

Ekstrelerin belirli konsantrasyonlarının (6,25; 12,5; 25 ve 50 µg/mL) total antioksidan 

kapasitelerine bakılmıştır. Standart grafiği elde edilen Trolox ile ekstrelerin total antioksidan 

kapasiteleri Trolox Ekivalen şeklinde verilmiştir (Şekil 4.5). Tez kapsamında yapılan 

antioksidan deneylerinin kendi içerisinde karşılaştırma olanağı sağlaması için, DPPH+ 

metodundan kontrol olarak kullanılan kuersetin, bu yöntem de ikincil bir kontrol olarak 

kullanılmıştır (1 mM). 

Ekstrelerin ve kuersetinin total antioksidan kapasiteleri Çizelge 4.3’de ayrıntılı olarak 

verilmiştir. 
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Şekil 4.5. Trolox standart grafiği 

Çizelge 4.3. Ekstrelerin total antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi  

Konsantrasyon 

µg/mL 
Ekstre 

 
Mentha 

piperita L. 

Salvia officinalis 

L.* 

Lavandula 

officinalis 

Mill.* 

Scutellaria 

orientalis L.* 

Melissa officinalis 

L. 

 nmol/ µL Trolox Ekivalen 

6,25 128,15±0,01 103,87±0,01 53,06 132,64±0,01 222,57±0,02 

12,5 298,08±0,01 171,31±0,01 59,80±0,02 137,14±0,01 312,50±0,01 

25 578,24±0,02 336,33±0,01 60,25±0,01 192,00±0,01 553,51±0,01 

50 726,62±0,02 400,63±0,02 73,29±0,02 260,34±0,01 676,26±0,01 

Her ekstre için antioksidan kapasiteleri Trolox Ekivalen ortalama değerleri ±Std.Hata şeklinde verilmiştir. 
*Kontrol kuersetine göre, ekstrenin her konsantrasyonunda anlamlı bir fark vardır p<0,05. 

4.5. Ekstrelerin Anti-İnflamatuar Yolak Enzim Aktivitelerine Olan Etkilerinin 

İncelenmesi ve Enzimlerin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi  

COX-2 

DMSO’da çözülen ekstrelerin belirli final konsantrasyonlarının (0-400 µg/mL) COX-2 

enzimi üzerine aktiviteleri incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar IC50 değerleri olarak 

verilmiştir. IC50 hesaplaması için kullanılan doz-cevap eğrilerine ait grafikler Şekil 4.6’da, 

ekstrelerin IC50 değerleri ise Çizelge 4.4’te gösterilmiştir.  

IC50: Enzim aktivitesinin %50 azalmaya sebep olan inhibitör konsantrasyonu. 
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Elde edilen bulgular doğrultusunda M. piperita L., S.officinalis L., L.officinalis Mill, 

S.orientalis L. ve M.officinalis L. için sırasıyla 69,98±13,70; 26,44±17,68; 6,24±13,25; 

30,43±12,32 ve 16,65±9,09 µg/mL’dir. 

 

Şekil 4.6. COX-2 enzimi IC50 hesaplaması için kullanılan doz-cevap eğrilerine ait grafikler 
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Çizelge 4.4. Ekstrelerin COX-2 enzimi üzerine etkilerinin incelenmesi 

 Mentha piperita L. 
Salvia officinalis 

L. 

Lavandula 

officinalis Mill. 

Scutellaria 

orientalis L. 

Melissa 

officinalis 

L. 

IC50 

(µg/mL) 
69,98±13,70 26,44±17,68 6,23±13,25 30,43±12,32 16,65±9,09 

Değerler, üç tekrarın ortalaması ±Std.Hata şeklinde verilmiştir. 

COX-2 enziminin kullanılacak substrat ile karakterizasyonunun belirlemesi için, Michaelis-

Menten kinetiği yapılmıştır. Bu kapsamda, substrat olarak kullanılan araşidonik asitin (AA) 

0-80 µM arasındaki değişen final konsantrasyonları ile çalışılmıştır. Çalışma sonucunda 

COX-2 enziminin çizilen Michealis-Menten grafiği Şekil 4.7’de, enzimin Km ve Vmax 

değerleri Çizelge 4.5’te ise gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.7. COX-2 enziminin 0-80 µM AA ile Michealis-Menten grafiği 

Çizelge 4.5. COX-2’nin 10-80 µM AA ile substrat kinetiği parametreleri 

Parametreler Değerler 

Vmax 25869 µM/dk 

Km 28,19 µM 

Michealis-Menten kinetiği çalışması sonrasında seçilen ekstrelerin COX-2 enzimi ile kinetik 

parametrelerinin belirlenmesi için uygun AA konsantrasyonu finalde 0-16 µM olarak 

belirlenmiştir. Uygun substrat konsantrasyonlarında, ekstrelerin belirli final 

konsantrasyonlarının (0,1 ve 1 µg/mL) Ki değerleri saptanmıştır. Çalışılan ekstrelerin belirli 
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konsantrasyonlarının Lineweaver Burk grafikleri Şekil 4.8’de, kinetik parametreler ise 

Çizelge 4.6’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.8. Ekstrelerin Lineweaver Burk grafikleri 

Çizelge 4.6. Seçilen ekstrelerin COX-2 enzim kinetiği parametrelerinin değerlendirilmesi 

Ekstre Kinetik Parametreler 

 Ki (µg/mL)  Km (µM)  Vmax (µM/dk) 

S.officinalis L. 10,63±7,94  7,60±0,79  12123,97±524,12 

L. officinalis Mill. 131,04±951,61  8,58±0,73  13101,74±530,71 

Değerler, üç tekrarın ortalaması ±Std.Hata şeklinde verilmiştir. 

12/15-LOX 

DMSO’da çözülen ekstrelerin belirli final konsantrasyonlarının (0-200 µg/mL) 12/15-LOX 

enzimi üzerine aktiviteleri incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar IC50 değerleri olarak 
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verilmiştir. IC50 hesaplaması için kullanılan doz-cevap eğrilerine ait örnek grafikler Şekil 

4.9’da, ekstrelerin IC50 değerleri ise Çizelge 4.7’de gösterilmiştir.  

Elde edilen bulgular doğrultusunda M. piperita L., S.officinalis L., L.officinalis Mill, 

S.orientalis L. ve M.officinalis L. için sırasıyla 14,98±9,23; 42,54±37,70; 329,48±44,77; 

96,63±55,70 ve 35,73±16,75 µg/mL’dir.  

  

 

 

Şekil 4.9. 12/15-LOX enzimi IC50 hesaplaması için kullanılan doz-cevap eğrilerine ait 

grafikler 
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Çizelge 4.7. Ekstrelerin 12/15-LOX enzimi üzerine etkilerinin incelenmesi 

 
Mentha 

piperita L. 
Salvia 

officinalis L. 
Lavandula 

officinalis Mill. 
Scutellaria 

orientalis L. 
Melissa 

officinalis L. 

IC50 

(µg/mL) 
14,98±9,23 42,54±37,70 329,48±44,77 96,63±55,70 35,73±16,75 

Değerler, üç tekrarın ortalaması ±Std.Hata şeklinde verilmiştir. 

12/15-LOX enziminin kullanılacak substrat ile karakterizasyonunun belirlemesi için, 

Michaelis-Menten kinetiği yapılmıştır. Bu kapsamda, substrat olarak kullanılan linoelik 

asitin (LA) 0-100 µM arasındaki değişen konsantrasyonları ile çalışılmıştır. Çalışma 

sonucunda 12/15-LOX enziminin çizilen Michealis-Menten grafiği Şekil 4.10’da, enzimin 

Km ve Vmax değerleri ise Çizelge 4.8’de, gösterilmiştir. 

Ayrıca, farklı günlerde elde edilen Vmax ve Km değerleri istatistiksel olarak 

değerlendirilmiş ve elde edilen sonuçların arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05). 

 

Şekil 4.10. 12/15-LOX enziminin 0-100 µM LA ile Michealis-Menten grafiği 

Çizelge 4.8. 12/15-LOX’un 10-100 µM LA ile substrat kinetiği parametreleri 

Parametreler Değerler 

Vmax 0,7355 µM/dk 

Km 45,98 µM 

Michealis-Menten kinetiği çalışması sonrasında seçilen ekstrelerin 12/15-LOX enzimi ile 

kinetik parametrelerinin belirlenmesi için uygun LA konsantrasyonu finalde 0-100 µM 
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olarak belirlenmiştir. Uygun substrat konsantrasyonlarında ekstrelerin belirli final 

konsantrasyonlarının (5, 10 ve 50 µg/mL) Ki değerleri saptanmıştır. Çalışılan ekstrelerin 

belirli konsantrasyonlarının Lineweaver Burk grafikleri Şekil 4.11’de, kinetik parametreler 

ise Çizelge 4.9’da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.11. Ekstrelerin Lineweaver Burk grafikleri 

Çizelge 4.9. Seçilen ekstrelerin 12/15-LOX enzim kinetiği parametrelerinin 

değerlendirilmesi  

Ekstre Kinetik Parametreler 

 Ki (µg/mL)  Km (µM)  Vmax (µM/dk) 

M. piperita L. 19,61±2,13  13,55±1,36  0,34±0,01 

S. officinalis L. 88,36±9,94  14,64±1,39  0,37±0,01 

Değerler, üç tekrarın ortalaması ±Std.Hata şeklinde verilmiştir. 
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5. TARTIŞMA 

Antioksidan aktivite, farklı biyolojik materyalleri karakterize etmek için yaygın olarak 

kullanılan bir parametredir. Bu aktivite, reaktif oksijen türlerini (ROS) içeren aşırı 

oksidasyona neden olan proseslerin veya reaksiyonların zararlı etkilerine karşı biyolojik bir 

sistemi koruyabilen bileşiklerle ilgilidir [193]. Bitkiler, serbest radikalleri nötralize edebilen 

ve böylece oksidatif stres ve ROS ile ilişkili birçok kronik hastalığın ilerlemesini 

geciktirebilen çok çeşitli antioksidan fitokimyasallar veya biyoaktif moleküller içerir [194]. 

Bitki ekstrelerinin fitokimyasal bileşenleri ve etken maddeleri bitkinin olgunluğuna, 

çeşidine, coğrafi kökenine ve işleme yöntemlerinin koşullarına bağlıdır [174]. 

Lamiaceae familyası bitkileri zengin sekonder metabolit içeriğine sahiptir [15, 16]. Bu 

sekonder metabolitlerin birçok antioksidan özelliklerinin olduğu ve birçok anti-inflamatuar 

yolda etkili oldukları bilinmektedir[17-21]. Bu özellikler esas olarak bitkilerde bulunan 

fenolik bileşiklerden, özellikle kafeik asitin esteri olan rosmarinik asitten kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Rosmarinik asit, Boraginaceae ve Lamiaceae familyalarında 

bulunmaktadır [195, 196]. Tıbbi bitkilerde bulunan rosmarinik asitin varlığı yararlı ve 

sağlığı geliştirici şekilde nitelendirilmiştir [197]. Yapılan fitokimyasal çalışmalar, 

S.officinalis ve M. officinalis yapraklarının içeriğindeki ana bileşenler olan rosmarinik asit 

ve kafeik asit sayesinde çeşitli farmakolojik aktivitelere olduğunu ortaya koyulmuştur [139, 

198-200]. 

Uçucu yağlar (EO'lar), aromatik bitkilerin buharla damıtılması yoluyla yaygın olarak 

toplanan uçucu bileşiklerin sıvı karışımlarıdır. Uçucu yağlar, antiviral, antimikrobiyal, anti-

inflamatuar ve antioksidan etkileri dahil olmak üzere faydalı biyolojik fonksiyonları için 

rapor edilmiştir [201-204]. Nane (Mentha piperita L.), dünya çapında EO üretiminde en 

önemli mahsuller arasındadır ve gıda, diş macunu, ilaç ve kozmetikte yaygın olarak 

tatlandırıcı olarak kullanılmaktadır [205]. Bol miktarda fenolik bileşik içeriği nedeniyle nane 

bitkilerinden elde edilen ekstreler ve EO’lar, potansiyel doğal antioksidanlardır [205, 206]. 

Lavandula bitkilerinden izole edilen uçucu aromatik yağlı sıvı olan lavanta esansiyel yağı, 

antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteleri olmak üzere birçok terapötik özelliğe sahiptir 

[207]. Lavanta yağının, malondialdehit (MDA) ve karbonil ve reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) düzeylerini önemli ölçüde azalttığını, süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon 
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peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ise 

indüklediği yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir [208]. 

Bu tez çalışması kapsamında ilk önce ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, DPPH+ radikalini 

süpürme etkileri üzerinden incelenmiştir. Daha sonra ekstrelerin total antioksidan 

kapasiteleri TAC metodu ile belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda en fazla 

süpürücü etkiye sahip ekstrenin M. officinalis L.’ ait olduğu (Bkz. Çizelge 4.1); en fazla total 

antioksidan kapasitesine sahip olan ekstrenin ise M. piperita L.’ya ait olduğu 

gözlemlenmiştir (Bkz. Çizelge 4.3). Ayrıca M. piperita L. [184, 209]; S. officinalis L. [210, 

211]; M. officinalis L. [199, 212] ve S. orientalis L.[213] ekstrelerimizin radikal süpürücü 

etkileri literatür ile karşılaştırıldığında elde ettiğimiz sonuçlar literatür verilerine göre daha 

yüksek olduğu belirlenmiştir. L. officinalis Mill. ekstremizde elde ettiğimiz sonuçlar literatür 

ile çok yakın bulunmuştur, Ekstremiz literatüre göre yaklaşık 1,1 kat daha düşük aktiviteye 

sahiptir [212, 214]. 

Ek olarak ekstrelerimizin DPPH+ radikalini süpürme kapasitelerine zamana bağlı olarak 

bakılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, incelenen periyot boyunca M. piperita L., S. 

officinalis L. ve S. orientalis L.’in radikal süpürme verimliliğinin sabit kaldığı; L. officinalis 

Mill.’in radikal süpürme verimliliğinde ise bir azalma olduğunu göstermiştir. M. officinalis 

L. ve kontrol olarak kullanılan kuersetinin ise zamana ve konsantrasyona bağlı olarak 

radikali süpürme verimliliklerinin arttığı gözlemlenmiştir. Elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda, radikal süpürme verimliliğinin zamana bağlı olarak sabit kaldığı 

gözlemlenen üç ekstremizin (M. piperita L., S. officinalis L. ve S. orientalis L.) ve 

verimliliğin zamana konsantrasyona bağlı olarak artan M. officinalis L. ekstrelerimizin 

potansiyel antioksidan ajan olarak devam çalışmalarında umut vaat edeceği 

düşünülmektedir. 

Ekstrelerimizin antioksidan aktiviteleri ve radikal süpürücü aktivitelerindeki verimliliğin 

yüksek olması, içeriğindeki sekonder metabolit bileşenleri ile ilgili olabileceği 

düşünülmektedir. Ayrıca kontrol olarak kullanılan kuersetinin EC50 değerinin yaklaşık 20 

katı (Kuersetin EC50±SEM: 2,92±8,54 µg/mL) olması sebebiyle ekstreler umut verici 

antioksidan potansiyeli sergilemiştir (p<0,05).  
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Rosmarinik asit ve karnisonik asitçe en zengin olduğu düşünülen olan S. officinalis L. ve M. 

officinalis L. ekstrelerimizin COX-2 enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkinliklerinin 

belirlenmesi için yaptığımız çalışmada ekstrelerimizin IC50 değerlerini sırasıyla 

26,44±17,68 ve 16,65±9,09 µg/mL şeklinde bulunmuştur (Bkz. Çizelge 4.4). Aynı 

ekstrelerin 12/15-LOX enzimi IC50 değerleri sırasıyla 42,54±37,70 ve 35,73±16,75 µg/mL 

şeklinde bulunmuştur (Bkz. Çizelge 4.7). İki ekstrenin de her iki enzim için gösterdikleri 

inhibisyon değerleri birbirine çok yakın olduğu görülmektedir.  

Ekstrelerimizde sekonder metabolit olarak bulunduğu düşünülen kafeik asidin 5-LOX 

aktivitesini inhibe ettiği bilinmektedir [215, 216]. Kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenilaktik 

asidin esteri olan rosmarinik asidin de 5-LOX inhibitörü olduğu bilinmektedir [217]. 

Rosmarinik asitin anti-inflamatuar özelliklerinin, LOX ve COX inhibisyonuna ve 

rosmarinik asidin kompleman kaskadıyla etkileşmesine ve sitokinlerin ekspresyonunun 

inhibisyonuna dayandığı düşünülmektedir [218-220]. Ayrıca kafeik asidin son yıllarda 

yapılan çalışmalardan elde edilen bulgular ile 12/15-LOX inhibitörü olabileceği de 

düşünülmektedir [221]. Bauer ve ark. (2012) A549 hücreleri ile yaptıkları çalışmada 

karnasol ve karnosonik asit mPGES-1 aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiştir (IC50: 5 

µM/mL) [222]. Yakın zamanlarda Alonazi ve ark (2020) Salvia lanigera etanol ve su 

ekstreleri ile yaptıkları çalışmalar inflamasyonda önemli role sahip olan COX-2 ve 5-LOX 

enzimlerini inhibe ettiği, hatta ekstrelerin en yüksek konsantrasyonlarının (200 µg/mL) insan 

kolorektal kanser hücre hatlarında (HCT-116 ve Lovo) sitotoksisite göstermediği 

belirtilmiştir [223]. Ayrıca, Hamza ve ark. (2016)’nın ratlarda yaptığı çalışmada M. 

officinalis L.’in 800 mg/kg dozun dokulardaki COX-2 seviyelerinde %50 inhibisyona sebep 

olduğu bulunmuştur [224].  

S. officinalis L. ve M. officinalis L. ekstrelerimizin her iki enzim üzerine inhibisyon değerleri 

literatür ile karşılaştırıldığında in vitro çalışmaların yetersiz olduğu ve var olan literatür 

çalışmalarının sonuçlarının elde ettiğimiz inhibisyon değerlerinden daha düşük olduğu 

gözlemlenmiştir. 

S. orientalis L. ekstremizin COX-2 enzimi üzerine etkileri incelendiğinde ekstrenin IC50 

değerinin 30,43±12,32 µg/mL olduğu görülmektedir (Bkz. Çizelge 4.4). Aynı ekstrenin 

12/15-LOX enzimi için IC50 değeri ise 96,63±55,70 µg/mL olarak bulunmuştur (Bkz. 

Çizelge 4.7).  
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Burnett ve ark. (2007) S. baicalensis L. ile yaptığı in vitro çalışmada ise ekstrenin COX-2 

enzimi için IC50 değeri 15 µg/mL; 5-LOX enzimi için ise 25 µg/mL olarak bulunmuştur 

[225]. Ayrıca Bhattacharya ve ark. (2014) iskelet kası atrofisinin 12/15-LOX inhibisyonu ile 

azaltılabileceğini, bu yolağın aktivasyonunun NADPH oksidaz aktivitesinin artmasına 

neden olduğunu göstermiştir. Bu kapsamda baicaleinin yabanıl tip farelerde denervasyonun 

neden olduğu kas atrofisini azalttığını, ancak 12/15-LOX nakavt farelerde olmadığını 

gösterdiler. Bu nedenle muhtemelen bu çalışmadaki baicaleinin ana etkisi, 12/15-LOX 

yolağının NADPH oksidaz aktivitesini ve proteinin ubikitinleşmesini ve “ubikitin-

proteazom aracılı proteolitik degradasyonu” nu inhibe etmesi nedeniyle LOX inhibitörü 

olduğu düşünülmektedir [226]. Ek olarak Deschamps ve ark. (2006)’nın yaptığı doking ve 

kinetik çalışmaları baicaleinin katekolik iskelesi nedeniyle indirgeyici bir inhibitör olduğunu 

kanıtlamaktadır [168].  

S. orientalis L. ekstremizin iki enzim üzerine inhibisyon değerleri literatür ile 

karşılaştırıldığında spesifik olarak kendi türümüz ile olan in vitro çalışmaların 

olmadığı/yetersiz olduğu; Scutellaria cinsine ait çalışmaların ise yetersiz olduğu, kendi 

sonuçlarımızın ise literatürdeki sonuçlara göre çok yakın olduğu görülmektedir.  

L. officinalis Mill ve M. piperita L. ekstrelerinin COX-2 enzimi IC50 değerleri sırasıyla 

6,23±13,25 ve 69,98±13,70 µg/mL şeklinde bulunmuştur (Bkz. Çizelge 4.4). Aynı 

ekstrelerin 12/15-LOX enzimi için IC50 değerleri ise sırasıyla 329,48±44,77 ve 14,98±9,23 

µg/mL şeklinde olduğu görülmektedir (Bkz. Çizelge 4.7). 

Ökaliptol olarak da bilinen 1-8-sineol, Lavandula ve Mentha cinsinin uçucu yağlarında en 

fazla bulunan bileşenlerden biridir. Beer ve ark. (2017) ökaliptol ile selektif COX-2 

inhibitörleri olan selekoksib ve indometazinin COX-2 enziminin aktivitesine olan etkilerini 

incelemiştir. Yapılan çalışma sonucunda, ökaliptolün IC50 değerinin selekoksibin yaklaşık 6 

katı, indometazinin ise yaklaşık 22 katı kadar düşük olduğunu bulmuştur. Elde edilen 

sonuçlar ökaliptolün COX-2 enzimi için selektif bir inhibitör olduğunun göstermektedir 

[227]. Ökaliptolün literatürde 12/15-LOX üzerine olan çalışmaları ise yetersiz bulunmuştur. 

LPS ile uyarılan monositler kullanılarak in vitro olarak insan monositlerinde Juergens ve 

arkadaşlarının (1998) yaptığı çalışmada monoterpen mentol ve nane yağının anti-

inflamatuar aktivitesi araştırılmıştır. Bu çalışma sonucunda bu şifalı yağların LTB4 ve PGE2 

yolaklarındaki etkileri ölçülerek hem LOX hem de COX yolları için potansiyel birer 
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inhibitör olduğu gösterilmiştir [186]. Ek olarak Husseini ve arkadaşlarının (2016) yaptığı 

çalışmada, L. officinalis hidroalkolik ekstrelerinin, formalin ve hot-plate testlerini kullanarak 

farelerde formalin ve COX tip 1 ve 2 aktivitesinin neden olduğu iltihaplanma ve ağrıyı inhibe 

ettiğini göstermiştir [228]. 

Uçucu yağlar bakımından zengin olduğunu düşündüğümüz L. officinalis Mill. ve M. piperita 

L. ekstrelerimizin bu tez çalışmasında kullanılan COX-2 ve 12/15-LOX anti-inflamatuar 

yolak enzimleri üzerine inhibisyon değerleri literatür ile karşılaştırıldığında in vitro 

çalışmaların yetersiz olduğu; özellikle L. officinalis Mill. ekstremizin selektif COX-2 

inhibitörü olarak değerlendirilebileceği, sonuçlarımızın literatür değerlerinden çok daha 

yüksek olduğu görülmektedir.  

Ki değeri, inhibitörün enzime olan ilgisini belirten bir biyokimyasal parametredir. S. 

officinalis L. ve L. officinalis Mill. Ekstrelerinin COX-2 enzimi kinetik parametreleri 

incelendiğinde ekstrelerin Ki değerleri sırasıyla 10,63±7,94 ve 131,04±951,61 µg/mL 

şeklinde bulunmuştur (Bkz. Çizelge 4.6). Elde edilen sonuçlar, ekstrelerin enzim üzerine 

kompetetif inhibitör olarak etkili olduğunu göstermektedir. Ancak ekstrede yer alan hangi 

metabolitin bu etkiye sahip olduğunun belirlenmesi için saf etkenlerin belirlenip denenmesi 

gerekmektedir.  

12/15-LOX enzimi üzerine kinetik parametreleri incelenen M. piperita L. ve S. officinalis L. 

ekstrelerinin Ki değerleri sırasıyla 19,61±2,13 ve 88,36±9,94 µg/mL şeklinde bulunmuştur 

(Bkz. Çizelge 4.9). Elde edilen sonuçlar ekstrelerin enzim üzerine nonkompetetif inhibitör 

olarak etki ettiklerini göstermektedir. 

Yapılan tez çalışması sonucunda, ekstrelerimizin antioksidan kapasiteleri incelenmiş ve 

12/15-LOX ve COX-2 enzim üzerine inhibisyon etkileri ve kinetik parametreleri 

incelenmiştir. Elde edilen tez bulguları, ekstrelerimizin anti-inflamatuar ajan olarak 

kullanılabileceğini, hatta S. officinalis L. ve M. officinalis L. ekstrelerimizin in vitro dual 

12/15-LOX/COX-2 inhibitör potansiyeline sahip olabileceklerini göstermektedir. Elde 

ettiğimiz veriler in vivo çalışmalara ışık tutabilecek niteliktedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tüm ekstrelerimiz yüksek seviyede antioksidan kapasiteye sahip olup, radikal süpürücü 

etkileri de antioksidan kapasitelerine kıyasla aynı şekilde yüksek bulunmuştur. Ayrıca 

DPPH+ radikalini süpürme kapasitesi deneyinin farklı günlerde yapılan çalışma sonuçları 

istatistiksel olarak incelenmiş, elde edilen bulgular neticesinde farklı günlerde elde edilen 

IC50 değerleri arasında istatistiksel olarak bir farklılık bulunmamıştır (p>0,05). 

Ekstrelerimizin DPPH+ radikalini zamana bağlı olarak süpürme kapasiteleri incelenmiştir. 

M. officinalis L. ekstremizin kontrol olarak kullanılan kuersetine benzer şekilde zamana ve 

konsantrasyona bağlı olarak radikali süpürme aktivitesinin arttığı gözlemlenmiştir. Ayrıca 

M. piperita L., S. officinalis L. ve S. orientalis L. ekstrelerimizin ise radikali süpürme 

aktiviteleri zamana bağlı olarak sabit kaldığı gözlemlenmiştir. Genel olarak ekstrelerimizin 

antioksidan davranışları göz önüne alındığında potansiyel antioksidan ajanlar olarak 

kullanılabileceği düşünülmektedir. Ayrıca, M. piperita L. ve S. officinalis L. için farklı 

günlerde yapılan deney sonuçları Post-Hoc testleri ile analiz edilmiş, elde edilen bulgular 

istatistiksel açıdan farklı bulunmamıştır (p>0,05). 

Ekstrelerimizin COX-2 enzimi üzerine inhibisyon çalışmaları sonucunda elde edilen veriler 

özellikle L. officinalis Mill. için çok umut vaat edici bulunmuştur (IC50: 6,23±13,25 µg/mL). 

Ekstrelerimizin 12/15-LOX enzimi üzerine inhibisyon çalışmaları sonucunda elde edilen 

veriler özellikle M. piperita L. için çok umut vaat edici bulunmuştur (IC50: 14,98±9,23 

µg/mL). 

Ekstrelerimizin 12/15-LOX ve COX-2 enzimleri üzerine inhibisyon etkileri incelendiğinde 

S. officinalis L. ve M. officinalis L.’in potansiyel dual 12/-LOX ve COX-2 inhibitörü 

olabileceği düşünülmektedir.  

Ekstrelerimizin COX-2 enzimi ile kinetik parametrelerine bakıldığında S. officinalis L. 

ekstresinin enzime olan ilgisinin daha yüksek olduğu belirlenmiştir (IC50: 28,00±17,46 

µg/mL ve Ki: 10,63±7,94 µg/mL). 
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12/15-LOX enziminin Michealis-Menten kinetiği çalışması kapsamında farklı günlerde elde 

edilen Km ve Vmax değerleri Post-Hoc testleri ile incelenmiş ve elde edilen sonuçlar günler 

arasındaki değerlerin birbirinden istatistiksel olarak farklı olmadığını göstermiştir (p>0,05).  

Ekstrelerimizin 12/15-LOX enzimi ile kinetik parametrelerine bakıldığında M. piperita L. 

ekstresinin enzime olan ilgisinin daha yüksek olduğu belirlenmiştir (IC50: 14,98±9,23 µg/mL 

ve Ki: 19,61±2,13 µg/mL). 

COX-2 enzimi ile yapılan tüm çalışmalar ticari kit ile, 12-15-LOX enzimi ile ilgili yapılan 

çalışmalar ise manuel olarak gerçekleştirilmiştir. Ticari kit ile sonuçlar daha kolay elde 

edilmiş olmasına rağmen kit bileşenlerinin kısıtlı sayıda olması yeterli sayıda deney tekrarı 

yapabilme olanağını ortadan kaldırmıştır. Buna karşılık manuel olarak yapılan enzim 

çalışmaların hem deney tekrar sayılarının daha fazla olabilmesi açısından, hem de 

manipülasyona daha açık olması sebebi ile ilerleyen çalışmalarda ticari kit yerine tercih 

edilmesi düşünülmektedir. 

Elde ettiğimiz antioksidan aktivite, 12/15-LOX ve COX-2 enzim inhibisyon değerleri 

sonuçları göze alınarak seçilen ekstrelerin potansiyel anti-inflamatuar ajan olarak 

kullanılabileceği düşünülmektedir. Ekstrelerimizde bulunan primer ve sekonder metabolitler 

tek başlarına antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitelerden sorumlu olabilirler. Fakat bitki 

ekstrelerinin göstermiş olduğu bu aktiviteler, tekli aktif metabolitler yerine farklı 

metabolitlerin sinerjik/antagonistik etkisine de bağlı olabileceği düşünülmektedir. 

Elde edilen sonuçların hücre kültürü çalışmalarına ve hatta in vivo çalışmalara ışık tutacağını 

düşünmekteyiz. Bu bağlamda anti-inflamatuar yolak enzimlerini ifade eden hücre hatları 

kullanıp yaratılacak bir inflamasyon sürecinde ekstrelerin bu yol ve enzimler üzerinde 

etkileri incelenebilir.  

Tez kapsamında yapılan çalışmalardan elde ettiğimiz bulguları desteklemek, ekstrelerin 

enzim inhibisyondaki rollerini daha iyi anlamak ve modellemek adına öncelikle ekstrelerin 

içerik analizlerinin yapılması ve ayrıca seçilen ekstrelerin içinde yer alan metabolitleri ile 

enzim çalışmalarının tekrar edilmesinin uygun olacağı düşünülmüştür. 
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