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OZET

Bu calismada Lamiaceae familyasindan secilen Mentha piperita L., Salvia officinalis L.,
Lavandula officinalis Mill., Scutellaria orientalis L. ve Melissa officinalis L. bitkilerinin
inflamasyon yolaginda énemli yere sahip LOX ve COX enzimlerinin aktiviteleri lizerine
etkileri belirlenip, ticari ve yan etkileri fazlasiyla bulunan inhibitor ilaglara alternatif
olabilmeleri yoniinden incelenmistir. Bu kapsamda ekstrelerin DPPH* radikalini siipiiriicii
etkileri incelenmis ve ECso degerleri sirasiyla 32,03+13,52; 38,35+12,66; 108,70+8,12;
65,88+12,11 ve 25,75+13,41 pg/mL olarak bulunmustur. Kontrol olarak kullanilan
kuersetinin ECso degeri (:SEM) ise 2,92+8,54 pg/mL’dir. Kontrole gore ekstrelerin radikali
stipliriicli etkileri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05).
DPPH" radikalini siipiirme kapasiteleri zamana bagli olarak incelendiginde ekstrelerin
etkilerinin, zamana ve konsantrasyona bagli olarak cesitlilik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
ekstrelerin total antioksidan kapasiteleri TAC metodu ile incelenmis olup en yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip ekstrenin M. piperita L. oldugu belirlenmistir (50 pg/mL
ekstre; 726,62+0,02 nmol/uL Trolox ekivalen degeri). Ekstrelerin COX-2 enzimi {izerine
aktiviteleri incelendiginde ICso degerleri (+SEM) degerleri sirasiyla 69,98+13,70;
26,44+17,68; 6,23+13,25; 30,43£12,32 ve 16,65+9,09 pg/mL olarak belirlenmistir.
Ekstrelerin 12/15-LOX enzimi iizerine aktiviteleri incelendiginde ICso degerleri (=SEM)
degerleri sirastyla 14,98+9,23; 42,54+37,70; 329,48+44,77; 96,63+55,70 ve 35,73+16,75
pug/mL seklinde bulunmustur. S. officinalis L. ve L. officinalis Mill. ekstrelerinin COX-2
inhibitdr mekanizmasi incelendiginde, ekstrelerin kompepetitif inhibitor 6zelligi gosterdigi
belirlenmistir. M. piperita L. ve S. officinalis L.’in 12/15-LOX enzim ile iliskisi
incelendiginde ise, ekstrelerin nonkompepetitif inhibitdr davranigi belirlenmistir. Sonuglar
incelendiginde segilen ekstrelerin potansiyel anti-inflamatuar ajan olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.
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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
ECso 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 pg/mL, respectively. The ECso value (:SEM) of quercetin used as a control
was found as 2,92+8,54 pg/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 pg/mL extract, 726.62+0.02 nmol/uL
Trolox equivalent value). The 1Cso 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
ug/mL, respectively. IC50 values of (ICs0£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
pg/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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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yiizde

ng Mikrogram

pg/mL Mikrogram/Mililitre

nL Mikrolitre

uM Mikromolar

pM/dk Mikromolar/Dakika

dk Dakika

mg Miligram

mg/kg Miligram/Kilogram
mg/mL Miligram/Mililitre

mL Mililitre

nm Nanometre

°C Santigrat Derece
Kisaltmalar Aciklamalar

AA Aragidonik asit

COX Siklooksijenaz

cPLA Sitozolik fosfolipaz

CYP Sitokrom

CysLT Sistinil 16kotrien

EET Epoksieikosatetraenoik asit
EO Esansiyel yag

FLAP 5-LOX aktive edici protein
HETE Hidroksiyeikosatetraenoik asit
HNE Hidroksineonal

HODE Hidroksioktadekadienoik asit



Kisaltmalar

HPETE
HPODE
IL

LA
LOX
LT
MDA
MGST:2
NSAID
PG
POX
PUFA
TAC
TX

a
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Aciklamalar

Hidroperoksieikosatetraenoik asit
Hidroperoksioktadekadienoik asit
Interlokin

Linoleik asit

Lipoksijenaz

Lokotrien

Malondoialdehit

Mikrozomal glutatyon-S transferaz
Non steroidal anti-inflamatuar ilag
Prostoglandin

Peroksizom

Coklu doymamis yag asitleri
Total antioksidan kapasite
Tromboksan

Alfa

Beta



1. GIRiS

Kronik inflamasyon, biiyiik doku hasar1 ve yikimi ile uzun siireli ve kalici enfeksiyon ile
karakterizedir. Kontrolsiiz inflamatuar yanitin durdurulmasi, hem sitokin kaynakli gen
ekspresyonunu azaltabilen steroidal glukokortikoidleri hem de siklooksijenaz (COX) enzim
izoformlarin1 hedef alan steroidal olmayan anti-inflamatuar (NSAID) ilaglarin varhigi ile
gergeklestirilir [1]. Bu ilaglarin uzun siireli kullanimi1 mide iilseri, bobrek toksisitesi, eklem
yikimi ve kardiyovaskiiler rahatsizliklari igeren istenmeyen yan etkilere neden olmaktadir
[2-6]. Arasidonik asit metabolizmasindaki herhangi bir tek yolun inhibisyonu, yag asidinin
lipoksijenaz (LOX) yolunun devamliligina yol agarak zararli 16kotrienlerin olusumuna ve
yan etkilere neden olur [7]. Daha az toksisiteye sahip ikili LOX/COX inhibitorlerin kesfi, bu

dezavantajlarin ortadan kalkmasi i¢in ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir.

Tibbi ve aromatik bitkiler; gida, ilag, kozmetik ve baharat gibi bir¢cok kullanim amaglari olan
ve insanlik tarihinin baglangicindan itibaren benzeri amaclarla kullanildiklar1 bilinen
bitkilerdir. Insanlik tarihinin baslangicindan beri tibbi, aromatik ve tibbi bitkiler kozmetikten
gida sektorliine kadar birgok alanda kullanilmaktadir. Bu bitkilerin en dikkat cekici
ozellikleri yiizyillardir tedavi amagli olarak kullanilmalaridir. Bitkilerin tedavi amagh

kullanildigina dair ilk kayitlara M.O. 5000’lerde Mezopotamya uygarliginda rastlanmugtir
[8].

Lamiaceae (Labiateae) familyasi, otsu, ¢alims1 ya da aga¢ formlarindaki bitkileri igeren,
diinyanin bir¢ok yerinde ekonomik olarak oldukga biiyiik 6neme sahip kozmopolitan bir
familyadir. Cogunlukla Akdeniz ve Orta Asya’da yayilis gostermektedir [9]. Lamiaceae
familyasinin, Boissier’in “Flora Orientalis” adli eserinde 66 cins, yaklasik 1100 kadar tiirii
bulunmaktadir. Lamiaceae familyasinin takson sayist ortalama 200-250 cins, 3200-4000
tiirdiir [10]. Fakat bu say1 Thonner’e gore 250 cins, 7000 tiir olarak farklilik gostermektedir
[11].

Eski gaglardan giiniimiize kadar Lamiaceae familyas: tiirleri halk arasinda tibbi ve baharat
amaciyla kullanildig1 bilinmektedir. Giiniimiizde fitoterapide kullanilan pek ¢ok ornekte de

bu familya bitkilerinin yer aldig1 goriilmektedir [12, 13].
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Ulkemiz floras1, Lamiaceae ailesi i¢in dnemli bir yer olusturmaktadir. Ulkemizde endemizm
oran1 acgisindan % 44,2 olan bu familya, Tiirkiye’nin en zengin tUglincii familyasi
durumundadir [14]. Lamiaceae familyas1 bitkileri zengin sekonder metabolit icerigine
sahiptir [15, 16]. Bu sekonder metabolitler, antibakteriyel, antifungal [17], antioksidan [18],
antimikrobiyal [19], anti-inflamatuar [20] ve 6zellikle LOX ve COX enzimlerinin inhibitori
[21-24], radikal siipiiriicii etkisi [25-27] dahil olmak iizere farkli biyolojik aktivitelerde rol
aldig1 bilinmektedir.

Tez calismasinin amaci ve kapsami

Bu tez ¢alismasinda Lamiaceae familyasindan secilen Mentha piperita L., Salvia officinalis

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

inflamasyon yolaginda 6énemli yere sahip LOX ve COX enzimlerinin aktiviteleri lizerine
etkileri belirlenip, ticari olarak bulunan ve yan etkileri fazlasiyla bulunan inhibitor ilaglara

alternatif ekstreler olabilmeleri yoniinden incelenecektir.

Bu kapsamda, bitki ornekleri toplandiktan sonra literatiir bilgileri 1518inda toprak {istii
béliimleri toplanip metanol ekstreleri elde edilmistir. Ilk &nce ekstrelerin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi i¢gin DPPH" radikali siipiiriicti etkileri taranmig ardindan da bu
radikali zamana bagli olarak siipiirme kapasiteleri incelenmistir. Daha sonra ekstrelerin

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

Ekstrelerin inhibitor aktivitelerinin belirlenmesi i¢in dnce kullanilacak enzimlerin kinetik
karakterizasyonu yapilmasi gerekmektedir. Bu kapsamda, hem soya fasulyesi kokenli
lipoksijenaz (LOX) enzimi hem de rekombinant insan siklooksijenaz (COX) enziminin
substratlar1 ile Michealis-Menten kinetigi yapilmistir. Bu ¢aligmalardan belirlenen uygun
substrat konsantrasyonu ile ekstrelerin 12/15-LOX ve COX-2 enzimleri iizerine inhibitor
etkileri olup olmadig1 taranmistir. Son olarak, secilen ekstrelerin LOX ve COX enzimi

iizerine olasi inhibisyon mekanizmalar1 yatiskin durum yaklasimi ile belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. inflamasyon ve Yag Asidi Peroksidasyonu

Inflamasyon, viicudun farkl1 i¢sel ve dissal uyaranlara kars1 kendiliginden meydana gelen
koruyucu bir tepkisidir [28, 29]. Inflamasyon, doku yapisinin ve fizyolojik fonksiyonun
diizenlenmesini saglayan, 6ziinde faydali bir siirectir. inflamasyonun akut fazi, tipik olarak
notrofillerin hizli akisi ile karakterize edilir. Bu asamayi monositlerin makrofajlara
olgunlagmasi takip etmektedir. Olusan makrofajlar ¢ogalarak yerlesik doku makrofajlarinin
fonksiyonlarini etkiler. Inflamatuar siire¢ sirasinda meydana gelen dnemli mikro-dolasim
olaylar1 arasinda vaskiiler gecirgenlik degisiklikleri, I6kosit alim1 ve birikimi ve inflamatuar
mediator salinimi yer almaktadir [30]. Bu siireg, akut inflamasyonun baslica belirtileri olan
kizariklik, 1s1 artis1, sisme ve agri ile karakterize edilir [31, 32]. Genellikle, akut inflamatuar
yanitlar sirasinda olusan hiicresel ve molekiiler olaylar ve etkilesimler, olas1 yaralanma veya
enfeksiyonu etkin bir sekilde en aza indirir. Bu siireg, doku homeostazinin yeniden
diizenlenmesine ve akut inflamasyonun ortadan kaldirilmasina katkida bulunur. Bahsedilen
bu asamalarda herhangi bir aksaklik meydana geldiginde olusan akut inflamasyon siireci
kontrolsiiz bir sekilde seyir ederek kroniklesebilir ve ¢esitli kronik inflamatuar hastaliklara
sebep olabilir [33]. Kronik inflamasyon tiiberkiiloz, otoimmiin hastaliklar, inflamatuar
bagirsak hastaligi, ateroskleroz ve norodejeneratif ve metabolik hormonal bozukluklar gibi

kalic1 enfeksiyonlara yol agtig1 bilinmektedir [34].

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi, bir¢ok inflamatuar hastaligin ilerlemesinde 6nemli
rol oynar [34]. Tiim biyolojik sistemler redoks dengesinde bulunma egilimindedir. Redoks
homeostazindaki bozulmalar, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretimi veya hiicresel redoks
yeteneginin kaybi nedeniyle oksitleyici molekiillerin birikmesinden kaynaklanir. Her iki
durumda da, biriken oksitleyici maddeler DNA’y1, proteinleri ve lipitleri oksitleyebilir.
Boylece bu molekiillerin yapilarini, aktivitelerini ve fiziksel o6zelliklerini degistirebilir.
Olusan oksidatif hasarin siddeti goz Oniine alindiginda, redoks dengesinin bozulmasi,

hastaliga veya 6liime yol acan biyolojik homeostazda ciddi bozulmalara neden olabilir [35].

Kontrolsiiz oksidatif stresin sonuglarindan biri oksidatif hasarin neden oldugu hiicreler,
dokular ve organlarin yaralanmasidir. Yiiksek seviyelerde serbest radikallerin veya ROS’un

yag asitlerine dogrudan zarar verebilecegi uzun zamandir bilinmektedir. Endojen ROS



iretiminin birincil kaynaklar1 mitokondri, plazma zari, endoplazmik retikulum ve

peroksizomlardir [36].

Reaktif oksijen tiirleri hiicrelerdeki en yaygin oksidanlardan bazilaridir. ROS, molekiiler
oksijenin siiperoksit (Oz), hidrojen peroksit (H20.), yag asidi peroksitleri (ROOH),
hidroksil (HO') veya peroksil radikallerine (ROO") kismi indirgenmesiyle olusur. Olusan
ROS inflamasyon, kanser, nérodejeneratif hastaliklar ve yag asidi peroksidasyonunun yani
sira okiiler ve bobrek dejenerasyonu gibi birgok patolojik durumun anahtar aracilar1 olarak

iliskilendirilmektedir [35].

Yag asidi peroksidasyonu, yag asidi radikallerinin olusumunu ve g¢ogalmasini, oksijen
alimini, doymamis yag asitlerinde ¢ift baglarin yeniden diizenlenmesini ve kalict olarak
membran yag asitlerinin ortadan kaldirilmasini ve ayrica alkol, keton, alkan, aldehid ve
eterler dahil olmak tizere gesitli yikim tiriinlerinin tiretimini igerir [37]. Yag asidi peroksitler,
toksik etkilerini iki genel mekanizma ile gosterirler. Ilk olarak yag asitleri, hiicre zarlarinin
biitiinliigiinii korumaktan sorumlu oldugu i¢in, peroksidasyonu ile membranlarin bilesimi,
yapis1 ve dinamiklerini degistirir. Ikincil olarak kuvvetli reaktif bilesikler olarak yag asidi
peroksitler, yeni nesil ROS iiretebilir veya DNA ile proteinleri ¢apraz baglayabilen reaktif
bilesiklere ayrigabilir [35].

Yag asidi peroksidasyonu, hidrojenin ayrilmasi veya oksijen radikalinin eklenmesi ile
baglatilan ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) (6rnegin; lineloik asit, arasidonik asit
gibi) oksidatif hasariyla sonuglanan bir zincir reaksiyonudur [38]. Yag asidi peroksidasyonu
tercihen, PUFA’lar1 birden fazla ¢ift bag ile oksitler. Peroksidasyona en duyarli PUFA'lar
bir (1Z, 4Z) pentadien kismi igerir. Oksidasyonun ilk asamasinda, iki ¢ift bag1 kopriileyen
metilen karbonundan bir hidrojen atomu ¢ikarilir [35]. Yag asitlerinin peroksidasyonu veya
oksijenin doymamis yag asitleriyle reaksiyonu ¢ok cesitli oksidasyon {iriinleri iiretir.
Peroksidasyon sirasinda birincil olarak olusan yag asidi hidroperoksitlerinin yani sira;
malondialdehit (MDA), propanal, heksanal ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi farkli
aldehitler ikincil {irtinler olarak olusabilmektedir [39, 40]. MDA, yag asidi

peroksidasyonunun en mutajenik tiriinii iken, 4-HNE en toksik iiriiniidiir [41].
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Iki cesit yag asidi peroksidasyonu mevcuttur; enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyon. iki
reaksiyonda da yag asidi peroksidasyonunun genel mekanizmasi her iki durumda da biiyiik

ol¢tide aynidir [42].

Enzimatik olmayan yag asidi peroksidasyonu ve lipit peroksitlerin olusumunda baslatici
molekiiler O’dir. Reaksiyon Fe? * iyonlar ile siirdiiriiliir [43]. Bu reaksiyon, karbon ve
oksijen merkezli radikallerin aracilik ettigi bir islemdir. Tiim radikal reaksiyonlar gibi, bu
stire¢ de ti¢ ayr1 asamaya ayrilmaktadir: baslatma, uzama ve sonlandirma [35]. Asamalar

Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Antioksidanlar
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Sekil 2.1. Enzimatik olmayan yag asidi peroksidasyonu asamalari [42]

(1) Baslatma basamaginda, pro-oksidanlar karbon merkezli yag asidi radikalini olusturan
alilik hidrojeni ¢ikarir. Karbon radikali, bir konjuge dien olusturmak igin molekiiler bir
yeniden diizenleme ile stabilize olma egilimindedir. Uzama fazinda, yag asidi radikali
oksijenle hizla reaksiyona girerek bir yag asidi peroksil radikali olusturur (2), bu da baska
bir yag asidi molekiiliinden bir hidrojeni ¢ikararak yeni bir yag asidi radikali ve yag asidi
hidroperoksiti olusturur (3). Sonlandirma basamaginda ise antioksidanlar, yag asidi peroksil

radikal tiirlerine bir hidrojen atomu ekler (4).



Baslatma asamasinda radikal olmayan molekiillerden radikal bilesikler iiretilmektedir.
Hiicrelerde radikal bilesikler tiretebilmek igin ¢ogunlukla demire ve daha az siklikla bakira
ihtiya¢ duymaktadir. Ferroz demir (Fe*?), hiicrelerde siki bir diizenleme altindadir. Cogu
demir hem grubu ile baglanarak FeS kiimelerine baglanir veya demir depolama proteini olan
ferritin seklinde (Fe*®) depolanmaktadir. Ek olarak, gevsek bir sekilde baglanan kararsiz ve
redoks reaksiyonlarina katilabilen az miktarda hiicresel demir molekiilii bulunmaktadir [44].
Kararsiz demir havuzu tarafindan katalize edilen bu redoks reaksiyonlarina topluca "Fenton
kimyas1" denir. Bu reaksiyon, kararsiz demirin endojen olarak {iretilen hidrojen peroksit
veya sliperoksit ile reaksiyona girerek oksijen merkezli radikaller olusturmasi olarak
bilinmektedir [35, 43].

Fenton reaksiyonlarinda iiretilen hidroksil ve peroksil radikalleri, membran PUFA'nin
bisillik metileninden bir hidrojen olusturabilir. Olusan hidrojen, yag asidi peroksil radikali
(ROO) olusturmak i¢in ¢ozeltide molekiiler oksijen ile reaksiyona girebilen karbon merkezli
bir radikal yaratir. Bu radikal, bir yag asidi peroksit ve oksijen ile reaksiyona girebilen baska
bir karbon merkezli radikal olusturarak farkli bir bisalilik metilenden yeni bir hidrojen
olusturabilir. Yeni radikallerin olusmasina neden olan radikal bilesikler, yayilma asamasinin
icin bir belirtectir. Radikallerin konsantrasyonu, iki radikalin birbiriyle reaksiyona
girebilecegi kadar yiiksekse, radikalleri ortadan kaldirarak kendi aralarinda yeni bir bag
olustururlar. Bu reaksiyona alternatif olarak kendileri radikal olmadan radikal bilesiklere

elektron verebilen molekiiller radikal yayilim1 sonlandirabilir[35].

Ek olarak ya§ asitleri, arasidonik asidin (AA) oksidasyonundan sonra
hidroperoksiyeikosatetraenoik asitlere (HPETE'ler), lipoksinlere, 16kotrienlere (LTS) veya
hepoksilin biyosentezine aracilik eden lipooksijenazlara (LOX) [45, 46], prostaglandin
tireten siklooksijenazlara (COX) ve epoksiyeikosatrienoik asit (EET), l6kotoksin,
tromboksan ve prostasiklin iireten sitokrom P-450 (CYP) gibi yag asidi sinyal aracilar

tireten ana enzimler tarafindan kontrollii bir sekilde perokside olabilirler [45, 47] Sekil (2.2).
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Sekil 2.2. inflamasyon yolagimnin sematize gosterimi [48]
2.2. Lipoksijenazlar

Lipoksijenazlar (LOX), membran lipitlerinden serbestlesen coklu doymamis yag asitlerinin

oksidasyonunu katalizleyen ve hem grubu olmaksizin demir igeren enzimlerdir [49-52].

Genel hatlar1 ile reaksiyon dongisiliniin ilk basamagi bir hidrojen radikalinin
serbestlesmesidir. Bu reaksiyon yag asidinin allilik pozisyonunda iki ¢ift bag varliginda
gerceklesmektedir. Yani, yag asidinin LOX substrati olabilmesi igin en az iki ¢ift bag
icermesi ve bu iki ¢ift bag arasinda bir metilen grubu tasimasi gerekmektedir. Ikinci
reaksiyon basamaginda ¢ift baglardan biri yeniden diizenlenerek, cift baglar trans
konfigiirasyonunda pozisyon alir ve bir konjiige dien sistemi olusur. Reaksiyonun son
basamagi sirasiyla yapiya bir oksijen molekiilii ve hidrojen atomunun eklenmesi ile

tamamlanir [53].



LOX, karasal yasamin {i¢ domainin ikisinde (bakteri, dkarya) goriiliir, ancak arkeadaki
olusumlar1 hakkinda yeterince bilgi yoktur [50, 54]. insan genomu, alti farkli LOX-
izoformunu kodlayan alt1 fonksiyonel LOX geni (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B,
ALOXE3, ALOX5) igermektedir [55]. 10. kromozom iizerinde bulunan ALOX5 geni harig
diger tiim LOX genleri, kromozom 17 iizerindeki bir eklem gen kiimesinde lokalizedir [52].
Lipoksijenazlar, arasidonik asidin oksidasyonunun konumsal 6zgiilliigiine gore adlandirilir
ve siniflandirilir [35]. Arasidonik asit substrat oldugunda, farkli izozimler 5, 12 veya 15
karbonlarinda bir hidroperoksil grubu ekleyebilir ve bu nedenle bunlar 5-, 12- veya 15-

Lipoksijenazlar olarak adlandirilir (Cizelge 2.1) [56].

Cizelge 2.1. insan lipoksijenaz izoformlari (Tablodaki bilgiler NCBI’dan alinmistir)

Gen Ismi Kisaltmasi Alternatif isimlendirmesi Enzim triini
Aragidonat 5- LOX-5, i .
lipoksijenaz ALOAQ Lokotrien A4 sentetaz Lokotrienler
Aragidonat 12- ALOX12 12S-LOX, 12(S)-HPETE,
lipoksijenaz Platelet tip lipoksijenaz 12 12(S)-HETE
Aragidonat 12-
. - 12R-LOX, 12(R)-HPETE,
::goksuenaz, 12R gFoX128 epidermis tip lipoksijenaz-12 12(R)-HETE
15-LOX-1,
. 12/15-LOX
Aragidonat 15- . Lo . ... 15(S)-HPETE,
lipoksijenaz ALOX15 tAi;asldonat 12-lipoksijenaz 16kosit 15HETE
Arasidonat omega-6 lipoksijenaz
Aragidonat 15- 15-LOX-2, 15(S)-HPETE,
lipoksijenaz, tip B ALOX15B 15-LOX-B 15HETE
Aragidonat ALOXE3 eLOX3, 12(R)- HPETE'den Epoksi
lipoksijenaz 3 Epidermis tip lipoksijenaz 3 alkoller (hepoksilinler)

Insanlar, genel olarak arasidonik asit lipoksijenaz igin “ALOX” olarak adlandirilan bes farkli
lipoksijenaz (LOX) genine sahiptir. 5-LOX agirlikli olarak 16kotrienler (LT'ler) iiretirken,
12- ve 15-LOX agirlikli olarak eikosanoidler hidroperoksieikosatetraenoik asit (HPETE) ve
hidroksieikosatetraenoik asit (HETE) tiretir.

2.2.1. LOX enzimlerinin yapis1

Kararli ve fazla miktarda elde edilebilmesi sebebi ile soya fasulyesi lipoksijenaz enzimi tiim

LOX enzimlerinin yapisini incelenmesi i¢in ¢ok iyi bir modeldir.

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

yapisini tanimlamiglardir. Tanimlanan bu yapi ile birlikte bitki ve hayvan LOX enzimleri



icin ortak molekiiler ¢ergeve belirlenmistir [57]. Prigge ve ark. (1997) 6nceki ¢alismalara
tamamlayici bir caligma olarak soya fasulyesi LOX-1 iizerine ayrintili bir ¢alisma ile LOX
enzimlerinin yapilarinin genel olarak benzer oldugunu ortaya koymustur. Bu kapsamda
LOX enzimlerinin PLAT (Polisistin-1, Lipoksijenaz, a-toksin) alani olarak bilinen B-fig1 bir
amino terminal bolgeden ve hem grubu olmayan demir atomunu i¢eren ¢ok daha biiyiik a-
sarmal yapil1 bir katalitik alandan olustugu gosterilmistir. PLAT bdlgesindeki B-fig1 alaninin
ici, cogu aromatik hidrofobik yan zincirlerden olugsmaktadir. Bu bolge katalitik alandan ayr1
durarak sadece gevsek baglar yaparlar. Katalitik alan ise, enzimin ana bolgesi olarak
nitelendirilir. PLAT bolgesinin aksine katalitik alanda hidrofobik yan zinciler ¢ok fazla
bulunmamaktadir. Fakat bu katalitik alan boyunca birbiriyle temas halinde olan bes
triptofanin diizenlemesini igeren kapsamli bir hidrofobik kiimeler ag1 igermektedir. Demir,
ti¢ histidin (His499 His504 ve His690) proteinin terminal karboksil bolgesine koordine bir
sekilde bulunmaktadir. Bu bolge, LOX reaksiyonlarinin baglamasina onciiliik etmektedir.
Bu reaksiyonlar i¢in iki genel mekanizma onerilmistir. Her iki mekanizmada da LOX’ta
+25

bulunan aktif Fe*® formu ile baslamaktadir. Onerilen ilk mekanizma da Fe*?’nin iiriin

tarafindan Fe*®’

¢ oksitlendigini soylemektedir. Demir merkezin iki tarafi, metali molekiiliin
disina baglayabilen biiyiik i¢ bosluklara bakmaktadir. Tiinel seklinde bulunan birinci
bosluktaki histidin alanlarinin ¢ogunun bitki ve hayvan LOX’larin korundugu bilinmektedir.
Birinci bosluk, molekiiler oksijenin demir merkezine hareketi igin ideal bir yol sunar. ikinci
boslugun, enzimin katalitik olaylarmin yeri oldugu one siiriilmiistiir. Ikinci bosluk ise

enzimin Katalitik olaylarinin gergeklestigi alan olarak diistiniilmektedir [58].

Ayrica bitki LOX enzimleri, kendilerine 6zgii spesifik birkag¢ bolge ile basitge hayvan LOX
enzimlerinden ayrildigi; bitki LOX enzimlerinin kiyasla daha biiyiik oldugu rapor edilmistir
[59]. Ayrica yakin zamanda bakteriyel LOX enzimlerinin yapisi P. aeroginosa kullanilarak
gosterilmistir [60]. Bitki, hayvan ve bakteriyel LOX enzimlerinin {i¢ boyutlu yapilari Sekil

2.3’te verilmistir.
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Sekil 2.3. LOX enziminin 3D yapis1 [59]

LOX'larin katalitik aktif bolgesi bitki, hayvan ve bakteri ile ortaktir (A). Aktif bolge,
katalitik demiri barindiran biiylik bir sarmal demetidir. Aktif bolge lizerinde bir yay
olusturup helezona katkida bulunan grup parlak pembe renkte gosterilmistir (B). Ca?*
barindirabilen amino terminal alanlar (PLAT) hayvan (krem) ve bitki (yesil) gosterilmistir
(C). Bakteriyel LOX, PLAT alanindan yoksundur, ancak ek sarmallara sahiptir (D).

2.2.2. 5-Lipoksijenaz

Lokotrienler (LTs), bagisiklik yanitlarinda ve doku homeostazinda merkezi rol oynayan
fagosit kemotaksisine ve artmig vaskiiler gegirgenlige neden olan inflamatuar lipit
habercileridir [55, 61]. ilk olarak 1937'de anafilaksinin (SRS-A) yavas reaksiyona giren
maddeleri olarak tarif edilen bu lipit aracilari, su an sisteinil LT'ler (CysLT'ler), LTC4, LTD4
ve LTE4 olarak bilinmektedir [62].

LT'lerin sentezi iki yola ayrilir: CysLT olusturulan yol, LTB4 olusturulan yol. LT sentezinin
ayrintili basamaklart Sekil 2.4’te gosterilmistir [63].
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Membran fosfolipitleri

Fosfolipaz A2

Arasidomilk Asit

FLAP
3-LOXE
5-HPETE
FLAP
5-LOXE
LTA4
Hidrolaz LTC4 Sentar
LTB4 LTC4
Tranzferaz
LTD4
Peptidaz
LTE4

Sekil 2.4. Lokotrien biyosentezinin basamaklari [64]

Aragidonik asit, sitozolik fosfolipaz A2'nin (cPLA2) etkisiyle membran fosfolipidlerinden
serbestlesir ve FLAP tarafindan 5-LO enzimine sunulur. 5-LO enzimi, arasidonik asidi 5-
HPETE olarak adlandirilan kararsiz bir ara maddeye doniistiiriir. Ardindan, 5-HPETE,
inflamatuar ve anafilaktik diizenleyicilerin biyosentezinde énemli bir ara iiriin olan epoksit
LTA'U olusturmak tizere dehidre edilir. LTA4'lin LTA4 hidrolaz tarafindan enzimatik
hidrolizi, LTB4'in olusumuyla sonuglanir. Alternatif olarak, LTCs sentaz, LTA4'in
glutatyon ile birlesmesini katalizleyerek LTC4'li olusturur. LTCs sirasiyla transferaz ve

peptidaz enzimleri ile LTE4 ve LTE4'e doniistiirtilebilir.

LT biyosentezi ilgili enzimleri, kofaktorlerini ve hiicresel dagilimlarini karakterize etme
amaciyla ilk calismalar, 1930’lu yillarin sonlarinda baslanmistir. ilerleyen yillarda, LT

sentezinin baslatilmasinda yer alan ii¢ anahtar proteini incelemek ic¢in fraksiyonasyon
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yontemlerinin kullanildig1 ¢alismalardan sitozolik fosfolipaz A2 (cCPLA2), 5-LOX ve 5-LOX
aktive edici protein (FLAP) karakterize edilmistir. [63, 65]. Etki mekanizmalar1 belirsiz
olmakla birlikte, FLAP’1n AA’y1 5-LOX enzimine transfer ettigi disiiniilmektedir. LOX
enzimi FLAP arasindaki bu etkilesim, hiicresel LT biyosentezi i¢in onemli oldugu
bilinmektedir [66].

Trombositler, endotel hiicreleri, kirmizi kan hiicreleri gibi diger hiicre tiirleri sadece LTA4H,
LTCs sentaz veya glutatyon metabolizmasi siiper-ailesi (MAPEG) iiyesi mikrozomal
glutatyon S- transferaz-2 (MGST?>) igerir ve transseliiler LT biyosentezine bu aracilar ile
katilir. Endotel hiicrelerinde bulunan MGST?>, basta transseliiller metabolizma ile saglanan
LTAs'ten LTA4 hidrolaz ile dihidroksiasit LTBs'e ve LTC4 sentaz araciligi ile glutatyon
konjugati LTC4'e doniistiirmektedir [53]. Diger CysLT'ler, g-glutamin ve glisinin LTC4'ten
hidrolitik olarak uzaklastirilmasiyla olusur [61]. Proinflamatuar baglamlarda, LT'ler tipik
olarak hizli baglangich ve diiz kas kasilmasi, fagosit kemotaksisi, artmis vaskiiler gecirgenlik

gibi kisa siireli hiicresel yanitlart uyarmaktadir [67, 68].

5-LO, LT biyosentezinin anahtar enzimi olup baz hiicre tiirlerinde ¢ekirdekte ve digerlerin
de ise sitozolde bulunur [63]. 5-LOX, 5. konumdaki karbon atomundan arasidonik asidin
oksitlenmesinden sorumlu ve 5-HPETE olusturan, ALOX5 geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir [35]. 5-LOX; polimorfoniikleer 16kositler (notrofiller ve eozinofiller), monositler,
dendritik hiicreler, mast hiicreleri ve B lenfositleri gibi gesitli 16kositlerde ifade edilir [53].
5-LOX; polimorfoniikleer 16kositler (nétrofiller ve eozinofiller), monositler, dendritik
hiicreler, mast hiicreleri ve B lenfositleri gibi ¢esitli 16kositlerde ifade edilir [53]. Bu hiicre
tipleri, 5-LOX {irtinlerinin biyosentezi i¢in PLA2 enzimi, 5-LOX, FLAP, LTA4H ve/ veya
LTCs sentazlar gibi bazi yapilara sahiptir. Bu hiicre tiplerinde 5-LOX, 16kotrien
biyosentezini baglatarak 5-HPETE'yi LTA4’e doniistiirmektedir [69].

LOX aktivitesi 6zellikle yiiksek Ca*? seviyeleri ile uyarilirken, Cu*? ve Co*? gibi diger metal
katyonlar1 5-HPETE fiiretimini engelledigi bilinmektedir [53, 70]. Ayrica Ca*? iyonlarna
gore Mg*? daha yiiksek konsantrasyonlar gerekli olmakla birlikte in vitro olarak 5-LOX
aktivitesini uyarabilmektedir. Ca*? (veya Mg*?) ile enzimin indiiklenmesi, gesitli faktorlere
baglidir. Reddy, Hammarberg ve Radmark (2000)’1n yaptigi calismada yiiksek AA (>20—40
uM) varliginda, I6kosit homojenatlarinda izole edilmis 5-LOX veya saf enzim Ca'?

yoklugunda oldukga aktif oldugu goézlemlenmistir [71].
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5-LOX’un aktivasyonu ayrica protein kinazlar tarafindan regiile edilir. 5-LOX’un p38
MAPK ve ERK1/2 ile fosforilasyonu, hiicrelerdeki enzim aktivitesini arttirirken, protein
kinaz A ile fosforilasyonu, enzim aktivitesini baskiladigi gosterilmistir [53]. 5-LOX aktive
edildikten sonra 5-FLAP ve cPLA: ile birleserek niikleer membrana geger. CPLA>,
aragidonik asidin membran fosfolipidlerinden ayrilmasindan sorumludur ve 5-LOX igin
substrat kullanilabilirligini arttirir. Bunun yani sira FLAP'in kesin fonksiyonu hala
belirsizdir, ancak FLAP'!n arasidonik asidin 5-LOX’a verilmesini kolaylastirdigi
diistintilmektedir. FLAP fonksiyonunun farmakolojik inhibisyonu, endojen arasidonik asidin
5-LOX ile oksidasyonunu 6nleyen FLAP'n lipit peroksit olusumunda 6nemli bir role sahip

oldugunu gostermektedir [72, 73].

Sitokinler ve diger bilesenler de 5-LO yolunu etkileyebilir ve 5-LO ve FLAP ekspresyonu
spesifik molekiiller tarafindan kontrol edilebilir. Ornegin, Th2'den tiiretilen sitokinler, IL-4
ve IL-13Uin, FLAP mRNA ve protein seviyelerini azaltarak LT'nin monositlerden
salinmasini inhibe ettigi bildirilirken, IL-1 ve IFNy'nin 5-LO ekspresyonunu uyarabildigi
gosterilmistir (Nassar, Montero, Fukunaga ve Badr, 1997). Ayrica, Coffey ve arkadaslarinin
(2000) yaptig1 ¢alisma, lipopolisakarite (LPS) uzun siire maruz kalmak nitrik oksit (NO)
sentezinin indiikleyerek makrofaj 5-LOX metabolizmasini inhibe etmesi sebebiyle 5-LOX

aktivitesinin NO ile modiile edilebilecegini gostermektedir [74].

2.2.3. 12/15-Lipoksijenazlar

Lokotrien tireten insan 5-LOX’lar1 diginda, platelet/lokosit tip olarak adlandirilan 12-
Lipoksijeazlar (12-LOX) ve retikiilosit/Iokosit ve omega-6 tip olarak bilinen 15-
Lipoksijenaz Tip 1 (15-LOX-1) ve 15-Lipoksijneaz Tip-2 (15-LOX-2) enzimleri de
bulunmaktadir [75, 76]. insan 12-LOX ve 15-LOX-1, yaygin substratlardan benzer iiriinler
olusturabilme yetenekleri sebebi ile literatiirde genellikle 12/15-LOX'lar olarak
bilinmektedir [75, 77].

12 ve 15-lipoksijenazlar, insanlarda dort gen (ALOX12, ALOX12B, ALOX15 ve ALOX15B)
tarafindan kodlanan bir enzim sinifidir (Cizelge 2.1) [35, 78]. Bu enzimler, aragidonik asitten
12 ve 15-hidroperoksiyeikosatetraenoik asidi (12 ve 15-HPETE) sentezler [35, 79]. 15-
LOX-1 enzimi ayrica linoleik asitten (LA) 13-S-hidroksi oktadekadienoik asit (HODE) ve
9-hidroperoksoktadekadienoik asit (9-HPODE) iiretir (Sekil 2.5) [80].
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5-LOX’un aksine, bu sinifin baz iiyeleri lipit peroksitlerin olusumunda boélgesel segicilik
sergiler. Ornegin, 15-LOX-1 (retikiilosit 15-LOX), oksitledigi arasidonik asidin %10-20'sini
12-HETE'ye doniistiiriirken, 15-LOX-2 spesifik olarak karbon 15'i okside etmektedir [81].
Alifatik zincir uzunlugu acgisindan, 15-LOX-1 genis bir substrat se¢iciligi gostermektedir.
Doymamis C1s, Coo Ve C22 yag asitlerini oksijenlendirebilir [82]. 15-LOX-1 igin en uygun
substrat, 13(S)- HPODE iireten LA’dir [83]. Buna karsilik, 15-LOX-2 AA'dan sadece 15(S)-
HPETE fiiretir ve LA, 15-LOX-2 igin zayif bir substrattir [79].

Dokosaheksaenoik Arasidonik Asit

asit

Linoleik asit

17S-Dokosaheksaenoik
asit

13S-HPODE

15S-HP ETE |

‘ Resolvin ‘ ‘ PlOTeleIl /L“‘\ HETE ‘ H Hepoksilin ‘

5-LOX

Lipoksinler

13S-HODE

t
I

Sekil 2.5. 12/15-LOX enziminin izledigi (yer aldig1) yolaklarin gdsterimi

12/15 LOX enzimatik peroksidasyon reaksiyonlari, birbirini takip eden dort adimdan olusur:
[k 6nce, bir hidrojen atomu bisallik metilen gruplaridan birinden stereoselektif olarak
soyutlanarak enzime bagl bir radikal olusturur. Ikinci olarak, iliskili iki cis-¢ift bagdan biri
yeniden diizenlenir ve konjuge bir cis-trans-dien olusturur. Ardisik olarak molekiiler
oksijenin eklenmesiyle bir peroksil radikali iretilir. Son olarak radikal, bir hidrojen
atomunun yeniden eklenmesiyle indirgenir [50, 78, 84]. Bu peroksidasyon reaksiyonunun

tiriinii, Substrat olarak kullanilan ilgili yag asidine baghdir. [78, 84, 85].
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Soya fasulyesi (Glisin max) lipoksijenazlar1 olan LOX-1 ve -3, 15-LOX ya da 12/15-LOX
olarak bilinir ve farkli tiirlerin dokularindan LOX'larin homolog ailesini incelemek igin
prototip olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitki ve memeli LOX arasinda %21-27, bitki
dizi ¢iftleri arasinda %43-86 ve memeli dizi ciftleri arasinda %39-93 homoloji vardir. Soya
fasulyesi 12/15-LOX'lar1 (LOX-1 ve LOX-3) ve insan 15-LOX-1 ve 15-LOX-2 3 boyutlu
yapilari incelendiginde katalitik bolge demir atomuna yakin kisimda yiiksek diizeyde bir
koruma gozlenmektedir [56]. Soya fasulyesi LOX-3 3D yapisi Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Sekil 2.6. Soya fasulyesi LOX-3’lin 3D yapisi (RCSB Protein Bankasi’ndan alinmistir)

12/15-LOX, ¢esitli inflamatuar ve metabolik patolojilerle iliskilendirilmistir. Ancak yakin
zamana kadar bu enzimin fizyolojik islevleri tam olarak anlagilmamistir [86]. 12/15-LOX'un
inflamasyondaki rolii hala tartismali olsa da, bu enzimin ortam sartlarina bagli olarak etkileri
tetiklenen veya inhibe olan ve 12/15-LOX fiiriinlerinin heterojen spektrumuyla baglantili

hem pro ve anti-inflamatuar 6zellikler sergiledigi goriilmektedir [78].

12/15-LOX un iirtinleri olan 13-HPODE, 12 (S)-HETE ve 15 (S)-HPETE, insan dokularinda
cesitli fonksiyonlara sahiptir. Ornegin, 12 (S)-HETE ve 15 (S)-HPETE, protein kinaz C
(PKC) ve cesitli hiicresel adezyon molekiillerini (CAM) uyararak vaskiilatiirde monosit
baglanmasinda rol oynar [75, 87]. 13-HPODE dahil olmak {izere bazi iriinler pro-
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inflamatuardir ve NF-kf da dahil olmak {izere gesitli transkripsiyon faktorleri yoluyla etki
eder [75].

15-LOX-1 enziminin ekspresyonu, kirmizi kan hiicrelerinin olgunlagsmasi sirasinda
diizenlenmektedir. Bu enzim, kemik iliginde ifade edilmemekte ancak ge¢ eritroblasttan
erken retikiilosit evrelerine gegis fazinda enzimin ekspresyonu baslamadigi bilinmektedir
[88]. Hatta, g6z merceginin merkezi fiber hiicresinde benzer bir 15-LOX-1 ekspresyonu
tespit edilmistir [89]. Karacigerde ise 15-LOX-1, peroksizom zarinin bozulmasinda ve

peroksizomlarin pargalanmasinda rol oynamaktadir [90].

12/15- LOX’un bu etkilerini agiklayan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamustir. Fakat
cesitli hiicre tiplerinde lipoksinler ve resolvinler gibi 12/15-LOX iirlinlerinin pro ve anti-
inflamatuar 6zellikler gostermesi ile inflamasyonda 6nemli bir rol aldig1 diistiniilmektedir

[42, 48,55].

Uderhardt ve Kronke’nin (2012) 12/15-LOX ve makrofaj eksikligi olan fareler ile yaptigi
caligmada, inflamasyon ile birlikte interlokin (IL) IL-1, IL-3, IL-17, IL-6, IL-8 ve graniilosit
makrofaj koloni uyarici faktoriin (GM-CSF) seviyesinin arttigi belirtilmistir. Buna karsilik
IL-12 gibi diger sitokinlerin ise 12/15-LOX enziminin yoklugunda azaldig1 gosterilmistir
[91]. Inflamasyonun sonuna dogru 12/15-LOX up-regiilasyonu ile muhtemelen artan
12S/15S-HETE, 13-HODE ve lipoksin A4 gibi anti-inflamatuar lipit diizenleyicilerinin

tiretiminin artmasinin inflamasyon cevabi olacagi diisiiniilmektedir [61, 71-73].

15-LOX-1 yolunun alerjik deneklerden eozinofillerde, mast hiicrelerinde ve nazal poliplerde
pro-inflamatuar eoksinler iirettigi gosterilmistir. Bununla birlikte 15-LOX-1 inhibitorlerinin
astim, rinit ve kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi inflamatuar solunum bozukluklarinin

tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [92].

2.3. Siklooksijenazlar

Siklooksijenazlar (COX), arasidonik asidi prostoglandin Hz (PGHa)'ye doniistiirerek tiim
prostaglandinlerin sentezindeki ilk 6nemli adimlar1 katalize eder [93]. Bu nedenle COX,
hem siklooksijenaz (arasidonik asitten protoglandin G. (PGG2)) hem de peroksidaz
(PGGz'den PGHy) aktiviteleri gosteren iki islevli bir enzimdir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. COX-2 enzimi 3D yapis1 (RCSB Protein Bankasi’ndan alinmigtir)

Bilinen 2 adet COX izoformu bulunmaktadir; COX-1 ve COX-2. COX-1 temel olarak
hemen hemen tiim dokularda bir housekeeping enzim olarak ifade edilir ve fizyolojik
tepkilere aracilik eder. Diger yandan, COX-2, inflamasyona dahil olan hiicreler tarafindan
eksprese edilir ve patolojik siire¢lerin akut ve kronik inflamatuar durumlarinda yer alan
prostanoidlerin sentezinden birincil olarak sorumlu izoformudur. COX-2'ye bagh PG
sentezinin inhibisyonu, non steroidal anti inflamatuar ilaglarin (NSAID) anti-inflamatuar ve
analjezik etkilerinden sorumluyken, COX-1'in baskilanmasi bir¢ok istenmeyen yan etkiye
(6rn. Gastrointestinal {ilserasyon ve kanama, trombosit disfonksiyonlari) yol agabilir [94,

95].

2.3.1. COX enzimlerinin yapisi

Insan COX-1 ve COX-2 enzimleri, homodimer yapidadir. Her iki enzim de, biri protein
katlanmasini kolaylastiran ti¢ adet mannoz oligosakkariti icermektedir. Yalnizca COX-2'de
bulunan doérdiincii bir oligosakarit, enzimin bozulmasini diizenler. Katalitik alan, COX
monomerinin ¢gogunlugunu olusturmaktadir. Katalitik alan ayn1 zamanda, substrat ve non
steroidal anti-inflamatuar ilaglarin (NSAID) baglanma bdlgesidir. COX aktif bolgesi
membran baglama bolgesinin altinda bulunmaktadir. Aktif bolge, katalitik alana hidrofobik
bir kanal yardimi ile baglanir (Sekil 2.8) [96]. Bu kanal membran baglama alani ile katalitik
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alan arasindaki bolgede bir daralmaya sebep olan ve bu bolgeyi aktif bolgeden Arg-120,
Tyr-355 ve Glu-524 aminoasitlerinden olusan bir rezidii ayirmaktadir (Sekil 2.9) [97, 98].

Aktif |\ H \
.\Ierkezw

P

Sekil 2.8. COX-2 enzimi dimer yapilarinin 3D goriintiisii [99]

COX-1ve COX-2 arasinda % 60’a yakin benzerlik gézlenmektedir. Enzimlerin benzerligine
ragmen COX-2 enziminin aktif bolgesi COX-1’den %20 daha biiyiiktiir. COX-1 enziminin
523. konumunda bulunan izol6sin (Ile) COX-2’de valin (Val) ile yer degistirmistir. Val/lle
degisimi ve Phe-518 amino asiti, COX-2 enziminin aktif bolgesinin daha biiyiik olmasina
neden olur. Bu degisimler s6z edilen bdlgede kiigiik bir hidrofilik cep olusturur. COX-1 ve
COX-2 enzimlerinde bir baska degisimin His/Arg’dir. COX-2 enziminindeki bu degisim ilag
etkilesim bolgesinin konformasyonunu degistirmedigi fakat kimyasal ortami farkliliklar

yarattig1 gosterilmistir [98, 100].
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Sekil 2.9. COX-2 enziminde membran baglanma bdlgesi ile katalitik bolgeyi birbirinden
ayiran rezidiiler [101]

Bu farkliliklara ragmen iki enzimin dimerleri her alt birimi ii¢ bdlgeden olusur: a) N-
terminal epidermal biiyiime faktorii alani, b) a helikal zar baglama alani, ¢) C- terminal hem
prostetik grubun her iki tarafinda COX ve peroksidaz (POX) aktif bolgeleri igeren alan [102-
105]. Hem COX hem de POX aktif bolgeleri, proteinin yaklagik %80'ini olusturan katalitik
alanda bulunur. Katalitik alan, miyeloperoksidaz gibi memeli peroksidazlarina homologdur
[96, 106].

Dong ve ark. (2011) yaptig1 ayrintili caligma insan COX-2 enzimi bir katalitik monomere
(Exat) Ve bir allosterik monomere (Eaio) sahip bir konformasyonel heterodimer olarak islev
gordiiglinii gostermistir. Bu ¢alisma ile birlikte ayn1 zamanda, hem substratlarim hem de
selekoksib gibi belirli inhibitorlerin Exa'in COX bolgesine baglandigi, hem grubunun ise
yalnizca Exat’1n peroksidaz bolgesine baglandigini gostermistir. Exat, Eaio'ya hangi ligandin
bagli olduguna bagli olarak Eao tarafindan diizenlenir. Substrat ve substrat olmayan yag
asitleri ve baz1 COX inhibitorleri tercihen Eaio'nun COX boélgesine baglanir (Sekil 2.10)
[107].
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E-kat

E- allo bilgesine baglananlar:
AA
Substrat olmayan ¢oklu
vag asitlen
Flurbiprofen
Naproksen

E- kat bélgesine baglananlar:
AA
Selekoksib
Asprin
Diklofenak
Indometazin

Sekil 2.10. COX enziminin allosterik ve katalitik alt birimleri

Malkowski ve ark. (2000) yaptigi modelleme ¢alismasinda, substrat olarak AA’nin COX-1
(0COX-1) ve murin COX-2'nin (MCOX-2) enzimlerine baglandigi bolgenin, substrat iyon
ciftlerinin karboksilik asidinin Arg-120'nin guanidinyum grubu ve hidrojen baglarinin Tyr-

355°te eslestigini gostermektedir (Sekil 2.11) [101, 108].

Sekil 2.11. 0COX-1'in aktif bolgesine baglanan arasidonik asit Hem grubu kirmizi ile
belirtilmistir [101].
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2.3.2. COX reaksiyonunun mekanizmasi

Arasidonik asit metabolitleri, inflamasyon, ovulasyon, implantasyon, anjiyogenez,
trombosit agregasyonu ve immiinolojik fonksiyon dahil olmak tizere ¢ok sayida biyolojik
sire¢ i¢in kritik O6neme sahiptir. Eikosanoidler ve protosnaoidler, arasidonik asit
metabolizmasinin iiriinleridir ve COX enzimleri bu {iriinlerin {iretiminde anahtar rol oynar

[109].

Siklooksijenaz yolaginda COX enzimi, hiicreye 6zgii prostaglandin ve tromboksan sentaz
icin dogrudan substrat olan arasidonik asidin PGH'ye doniisiimiinii katalize eder. Bu, ilk
adimin iki oksijen molekiiliinii arasidonata ekledigi ve bisiklik peroksit ara {irinii olan
PGG?’yi olusturdugu iki asamali bir islem yoluyla gerceklesir. Ikinci asama ise, molekiiliin
diger tarafinda yer alan ayr1 bir reaktif bolgede gergeklesir. Bu bolgede peroksidasyon,
PGG2'nin PGHz'ye indirgenmesiyle sonuglanir [102, 109, 110]. Son olarak olusan PGH>
belirli dokularda spesifik enzimlerle prostanoitlere doniisiirken, trombositlerde tromboksan
sentaz araciligi ile tromboksanlara (TXA2, TXB>) doniisiir (Sekil 2.12) [66]. Prostanoitler
otokrin ve parakrin fonksiyonlarina sahip olmalarindan dolay1 hormonlar gibi diisiiniiliirler
[111]. TXA2 olusumu COX-1 enzimi tarafindan regiile edilmektedir. TXA2’nin bilinen en
onemli etkisi trombositleri aktive ederek trombosit agregasyonuna ve adezyonuna sebep
olmalaridir. TXA,, trombosit agregasyonu ve adhezyonuna sebep olan protasiklinleri (PGl.)
aksine vazokonstriktor etkiye sahiptir [66]. Prostanoitler ayn1 zamanda doku hasarinda ve
inflamasyona cevabi regiile etmektedir. PGE2 ve PGI2, histamin gibi otokoidler ile sinerjetik

etki olusturarak kuvvetli vazodilator etki gosterir [112].

Prostaglandin endoperoksit H
sentaz veya siklooksijenaz

Arasidonik asit PGG, PGH
2
. - —._-COOH Siklooksijenaz i e ~CO0H perakgidaz e ACOO0H

aktivitesi | . N aktivitesi
OoH

l
[
°-%

D_\_,.--*-.\. = \.‘_E/-'-».,\_',-'-».,\__’_.-'
oH
PGl / / |
sentaz / /
/ PGD PGF PGE TXA

sentaz sentaz izomeraz sentaz

HO

\‘-_. o —J (/ ™ - \ ?;’a‘

HO \ N\ Kol x

PG, o . © \*
g PGF, TXA,
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COX regiilasyonunun yani sira enzimlerin inhibisyon ¢alismalar ¢ok ilgi ¢ekmektedir. Tlk
olarak Vane ve ark. (1971) yaptig1 ¢alismada, aspirin ve indometasinin COX enzimatik
aktivitesini bloke ederek prostaglandin iiretimini inhibe ettigini géstermistir [113]. [113]. Bu
caligma ile itibaren, NSAID'lerin ya enzimi kovalent olarak modifiye ederek ya da aktif
bolge icin substrat ile rekabet ederek COX aktivitesini dogrudan etkiledigi bulunmustur
[108, 109]. Prostaglandinler bir dizi normal fizyolojik fonksiyona katildiklar1 igin, kronik

COX inhibisyonunun bazi istenmeyen yan etkilere yol agacagini diisiindiirmektedir.

Klasik bir COX inhibitorii olan aspirin, COX-1'de Ser-530'un ve COX-2'de Ser-516'nin
asetilasyonu yoluyla COX enzimatik aktivitesini kovalent olarak inhibe ettigi gosterilmistir
[114]. Buna karsilik, diger NSAID'lerin ¢ogu, aktif bolgede AA ile ayni1 bolgeye baglanir..
Saflagtirilmis COX enzim deneylerinde, hem indometasin, ibuprofen ve flurbiprofen gibi
segici olmayan inhibitorler [115] hem de NS-398, DuP-697 ve DFU gibi segici COX-2
inhibitorleri [116, 117], her iki izoformu da etkili bir sekilde inhibe ettigi yapilan ¢alismalar

ile gosterilmistir.

2.4. Inflamasyonda Bitkilerin Yeri ve Onemi

Fitoterapi, hastaliklarin 6nlenmesinde veya tedavisinde tibbi bitkilerin biitiin olarak ya da
yaprak, ¢igek, tohum, kok gibi kisimlarinin kullanimi olarak tanimlanabilir [118]. Ulkemiz
kesfedilmeyi bekleyen ¢ok cesitli bir ekosisteme sahiptir. Giiner ve ark. (2012) nin "Tiirkiye
Bitkileri Listesi (Damarli Bitkiler)" calismasinda iilkemizde bulunan toplam tiir ve tiir alt1
takson sayis1, yabanci kaynakli ve kiiltiir bitkileri dahil 11 707, endemik takson sayist 3 649

ve endemizm oranini % 31.82 olarak belirlemislerdir [119].

Bitki ekstrelerinden elde edilen ¢esitli bitkisel ilaglar, ¢ok ¢esitli klinik hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir ancak etki mekanizmalari hakkinda nispeten az bilgi
bilinmektedir. Bitkisel tip alaninda arastirma ve gelistirme ¢alismalarina ihtiyag vardir,
¢linkii sosyal ve ekonomik faydalarinin yani sira, gelismekte olan iilkelerde giliniimiiz saglik
hizmetlerinin kalict bir yonii haline gelmistir [120]. Bitkisel dogal kaynaklar, yeni
farmakolojik olarak aktif bilesiklerin kesfi ve gelistirilmesi siirecinde Onemli ilag

kaynaklardir [121, 122].



23

Piyasada inflamatuar sonucu meydana gelen bozukluklar tedavi etmek i¢in bir dizi ilag
mevcuttur, ancak ¢ok azi toksisiteden arindirilmigtir. Anti-inflamatuar ilaglarin kullanimiyla
iliskili gastrointestinal sorunlari, tip diinyasinda hala siiregelen bir ikilemdir. Anti-
inflamatuar ve analjezik ozelliklere sahip etnobotanik bitkilerle yapilan aragtirmalarin,
inflamatuar hastaliklarda yeni ufuklar acabilmesi ¢ok 6nemlidir. Bitkilerden elde edilen
saflagtirtlmis dogal bilesikler, diisiik toksisiteye ve daha yiiksek terapdtik degerlere sahip
yeni nesil anti-inflamatuar ilaglarin sentezi igin bir sablon gorevi gorebilecegine
inanilmaktadir [123]. Bahsedilen yan etkiler nedeni ile inflamasyonda anahtar enzimler olan
LOX ve COX iizerinde ¢ifte etkili inhibisyona neden olabilecegi diisiiniilen dogal 6ziitlerin

kullanimina dair ¢aligmalar literatiirde yerini almaya baslamistir.
2.5. Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae (Labiateae) familyasi, otsu, ¢alimsi ya da aga¢ formlarindaki bitkileri igeren,
diinyanin bir¢ok yerinde ekonomik olarak oldukga biiyiilk 6neme sahip kozmopolitan bir
familyadir. Cogunlukla Akdeniz ve Orta Asya’da yayilis gostermektedir [9]. Lamiaceae
familyasinin, Boissier’in “Flora Orientalis” adli eserinde 66 cins, yaklasik 1100 kadar tiirii
bulunmaktadir. Lamiaceae familyasinin takson sayist ortalama 200-250 cins, 3200-4000
tirdiir [10]. Fakat bu say1 Thonner’e gore 250 cins, 7000 tiir olarak farklilik géstermektedir
[11].

Ulkemiz floras1, Lamiaceae ailesi i¢in dnemli bir yer olusturmaktadir. Familyaya ait 45 cins,
546 tiir ve diger alt birimlerle birlikte toplamda 731 takson oldugu bilinmektedir. Ulkemizde
endemizm orani agisindan % 44,2 olan bu familya, Tiirkiye’nin en zengin {i¢iincii familyas1

durumundadir [14].

Eski ¢aglardan giiniimiize kadar Lamiaceae familyas: tiirleri halk arasinda tibbi ve baharat
amaciyla kullanilmigtir. Bu familyaya ait bitkilerin cogu halk ilaci olarak ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmalarinin yani sira, tipta, gida endiistrisinde, parfiimeri ve kozmetikte
yer alan bitkilerdir. Ayrica giintimiizde fitoterapide kullanilan pek ¢ok 6rnekte de bu familya

bitkilerinin yer aldig1 goriilmektedir [12, 13].

Bu familyanin iyeleri cogunlukla aromatik ve ticari olarak en ¢ok kullanilan nane, biberiye,

cordik, lavanta, feslegen, dag cayi, melisa otu, adacay1 ve kekik gibi ¢esitli otlar veya
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calilardir [124-127]. Bu familyaya ait tiirler genellikle ev yemeklerinde, sosis iiriinlerinde,
deniz iriinlerinde, konserve yiyeceklerde, soslarda, mezelerde ve corbalarda lezzet verici

katki maddeleri olarak kullanilir [124, 127].

Lamiaceae familyasi bitkileri flavonoitler ve benzoik asitler gibi fenolik bilesikler ve mono,
seksiterpeonitler ve triterpenoitler ayrica steroitler ve esansiyel yaglar de dahil olmak {izere
zengin sekonder metabolit igerigine sahiptir [15, 16]. Bu sekonder metabolitler,
antibakteriyel, antifungal [17], antioksidan [18], antimikrobiyal [19], anti-inflamatuar [20]
ve oOzellikle LOX ve COX inhibitorii [21-24] radikal siiptiriicii etkisi [25-27] dahil olmak

tizere farkli biyolojik aktivitelerde rol almaktadir.

Salvia officinalis

Yaklagik 900 tiir ile Lamiaceae ailesinin en yaygin iyelerinden Salvia L. (adacayi)
tilkemizde 89 tiire ait 94 taksonla %50 endemizm ile temsil edilmektedir [23, 128].
Geleneksel halk hekimliginde Salvia L., ugucu yaglarinin farmakolojik etkileri, monoterpen
hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler, seskiterpen hidrokarbonlar, diterpenler, izoprenoit
olmayan bilesikler ve oksijenli seskiterpenler olarak kategorize edilebilen 100'den fazla aktif
bilesigin varligina dayanmaktadir [129, 130]. Spektrofotometri ve HPLC ile yapilan
analizler, Salvia officinalis L.'de en fazla bulunan sekonder metabolitlerin kafeik asit,

rosmarinik asit ve karnisonik asit oldugunu gostermistir [131-133].

Rosmarinik asit, S. officinalis tiirlerindeki ana metabolittir ve anti-inflamatuar,
antibakteriyel ve antiviral aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir [134]. Yapilan son
calistirmalar ayrica S. officinalis de dahil olmak iizere ¢esitli Salvia tiirlerinin sasirtic
derecede yiiksek sayida gesitli katekol bilesigi igerdigini ve bunlarin ¢ogunun kafeik asit
oligomerlerini igerdigini gostermistir [135-137]. S. officinalis, incelenen diger tiirlere
kiyasla biyolojik olarak aktif ana icerik acisindan en degerli tiirdiir, bunu Salvia verticillata

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

Ek olarak, klorojenik asit, elajik asit, epikatsin, epigallokatesin gallat, kuersetin, rutin ve
luteolin-7 gibi gesitli flavonoitlerin yani sira borneol, sineol, kafur ve tiijon gibi ¢esitli ugucu

bilesenler de S. officinalis’te tanimlanmistir [138, 139].
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S. officinalis’in, asgilik ve halk arasinda uzun bir kullanim gegmisine sahiptir. Aroma ve
baharat 6zelliklerinden dolay1 bu bitki, birgok gidanin hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Asya ve Latin Amerika’da S. officinalis, ilser, gut, romatizma,
iltihaplanma, bas donmesi, titreme, felg, ishal ve hiperglisemi gibi farkli rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmistir [140, 141]. Halk arasinda S. officinalis, hafif hazimsizlik (mide
eksimesi ve siskinlik gibi), asir1 terleme yasa bagli bilissel bozukluklari ve bogaz ve derideki
iltihaplar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir [142].

Melissa officinalis

Melissa officinalis L. Lamiaceae familyasina ait, ¢cok yillik limon kokulu bir bitkidir. Agri
kesici ve kas gevsetici 0zellikleri yaninda deri kizarikliklar1 ve iltihaplarinda, Alzheimer
hastaliginin tedavisinde, uykusuzluk, sikinti giderici ve rahatlatici olarak kullanilmaktadir.
Bitkiden aromatik, antimikrobiyal, antioksidan ve antiseptik olarak da yararlanilmaktadir
[143-146]. Melissa officinalis L. ‘in bilinen ana bilesenleri hidroksisinnamik asit
tiirevleridir; 6zellikle rosmarinik asit, kafeik asitler, klorojenik asit ve metrilik asittir [147,
148]. Sinnamik asit tiirevlerine ek olarak M. officinalis, apigenin, luteolin [149-151],
tanenler [152], B-karyofilen ve germakren dahil seskiterpenler ve triterpenler [149, 153] ve
sitronelal, sitral a (geraniyal), sitral b (neral), metil sitronelat, okimen, sitronellol, geraniol,
nerol, B-karyofilen, B-karyofilen oksit, linalool ve eterik yag dahil olmak iizere ugucu yaglari

icermektedir [154].

Lavandula anqustifolia (L. officinalis)

Halk dilinle “lavanta” olarak bilinen Lavandula cinsi, ¢ogunlukla Arabistan, Akdeniz
Kiyilari, Asya, Orta Dogu ve Kuzey Afrika'da dagilmis 39'dan fazla bilinen tiirii igerir.
Lavandula officinalis, Lavandula angustifolia, Lavandula hybrida ve Lavandula vera’nin
antidepresif, antispazmodik, antiflatiilan, antiemetik, diiiretik, antikonviilsan, antibakteriyel,
antiepileptojenik, antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve sedatif etkileri bilinmektedir
[155, 156]. Lavanta, aralarinda polifenoller, antosiyaninler, flanavoitler, karotenoitler,
linalol ve linalil asetat, a-pinen, limonen, 1,8-sineol, cis ve trans-okimen, 3-oktanon, kafur,
karyofilen, rosmarinik asit ve terpinen-4-ol gibi 100'den fazla bilesenden olusmustur [157-
159].
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Lavandula angustifolia Mill. eski adi1 ile Lavandula officinalis, ugucu yaglar (monoterpenik
bilesikler, alkoller ve esterler), triterpenik asitler, kumarinler, flavonlar, regineler ve
polifenoller igeren taze veya kuru halde kullanilan en ¢ok bilinen aromatik ve tibbi
bitkilerden biridir [160, 161]. Tibbi kullanim1 agisindan L. angustifolia ekstreleri veya ugucu
yaglarinin, antispastik, gaz giderici, analjezik, yatistirici, hipotansif, antiseptik,
antimikrobiyal, antifungal, idrar soktiiriicii etkileri bilinmektedir, ancak literatiirde

lavantanin analjezik 6zellikleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur [162].

Scutellaria orientalis

Scutellaria tiirleri, Cin ve Japonya'da ¢esitli hastaliklara karsi uzun siiredir kullanilmaktadir
[163]. Seskiterpenler ve oOzellikle seskiterpen hidrokarbonlar ile ¢ok zengin olan S.
orientalis, heksahidrofarnesilaseton, heksadekanoik asit, karyofillen, karyofillen oksit 4-
vinilguaiakol ve germakren D ile birlikte ana bilesen olarak kabul edilmistir [164]. Bu
bilesenlere ek olarak, Gharari ve ark. (2021) yakin zamanda yaptig1 caligmalar S.orientalis
subsp. Bornmuelleri’nin apigenin-7-glukosit, wogonin, baicalein ve baicalin igerigine sahip

oldugunu gostermislerdir [165].

Yimam ve ark. (2012) baicalin ve katesinin bir kombinasyonunu, yaygin olarak kullanilan
tic hayvan agr1 modelinde degerlendirerek bilesenlerin viseral, nosiseptif ve inflamatuar

agrida analjezik etkilere sahip oldugunu géstermistir [166].

Eski ¢aglardan beri kullanimi bulunan bitkiler anti-inflamatuar, sedatif, antialerjik,
antioksidan, antitrombotik ve sitotoksik etkileriyle bilinmektedir. Yapilan aragtirmalarda S.
orientalis L. bitkisinin antioksidan, metal selatér ve alfa-glukozidaz enzim inhbisiyonu

aktivitesine sahip oldugu bulunmustur [167].

Baicaleinin analjezik etkilerininin biiyiik olasilikla inflamatuar siireci modiile ederek
gosterdigi diisiilmektedir. Deschamps ve ark. (2006), baicaleinin hem insan 12-LOX’u hem
de insan retikiilosit 15-LOX-1" inhibe ettigini bulmustur [168]. Ek olarak, Hsieh ve ark.
baicaleinin, NK-kB yolunun modiilasyonu yoluyla IL-1B ve TNF-a'y1 inhibe ettigini
gosterirken [169] diger calismalar, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve COX-2 gen

ekspresyonunun protein ekspresyonunu inhibe ettigini kanitlar niteliktedir [170, 171].
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Mentha piperita

Mentha L., Lamiaceae familyasindaki bir bitki cinsidir ve aralarindaki kesin ayrimin
olmadigi tahmin edilen 13 ila 18 tiire sahip bir bitki tiirtidiir [172]. En bilinen nane tiirleri
Mentha piperita, Mentha spicata, Mentha gracilis, Mentha arvensis ve Mentha
suaveolens'tir. Mentha tiirleri baslangigta mide agris1 ve gogiis agrilarint hafifletmek igin
sifal1 bir bitki olarak kullanilmistir [173].

Mentha piperita L. (nane), M. spicata ve M. aquatica'nin bir melezidir. Nane yapraklari ve
yagindaki fitokimyasal olusum bitkinin olgunluguna, ¢esidine, cografi kokenine ve isleme
yontemlerinin kosullarina baghdir [174, 175]. Yag asitleri olarak palmitik, linoleik ve
linolenik asitler bulunmustur [176]. Ugucu nane yaginda tanimlanan ana bilesenler mentol,
menton, izomenton, 1,8-sineol (okaliptol), mentil asetat, mentofuran, limonen, B-mirsen, -
karyofilen, pulegon ve karvon olarak gosterilmistir [175, 177]. Ayrica bitki ekstrelerinde
karotenoidler, klorofiller, a- ve c-tokoferoller ve askorbik asit de rapor edilmistir [178].
Nane yapraklarindan izole edilen polifenoller baslica eriositrin ve rosmarinik asit, luteolin

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

In vitro ve in vivo farmakolojik ¢alismalar, M. piperita’nin bir¢ok terapotik 6zellige sahip
etksini kanitlar niteliktedir. Antioksidan kapasite (radikal siiptiriicti kapasitesi) M. aquatica

veya M. longifolia’ ninkinden daha yiiksek bulunmustur [180].

Farkli hiicre hatlarinda anti-timor aktivitesi [181, 182] anti-alerjenik aktivitesi, anti-viral
aktivitesi [183], antibakteriyel aktivitesi [184] ve anti-inflamatuar etkileri oldugu yapilan

caligmalar ile kanitlanmistir [185].

LPS ile uyarilan insan monositlerinde Juergens ve arkadaslarinin (1998) yaptigi in vitro
calismada monoterpen mentol ve nane yaginin anti-inflamatuar aktivitesi aragtirtlmistir. Bu
caligma sonucunda bu elde edilen sifali yaglarin LTB4 ve PGE: yolaklarindaki etkileri
Olglilerek hem LOX hem de COX yolaklar1 igin potansiyel birer inhibitér oldugu
gosterilmistir [186].
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, anti-inflamatuar 6zelligi agisindan umut vaat edici olarak
diistintilen bitkilerin ekstreleri hazirlanmigtir. Ekstrelerin antioksidan kapasiteleri hem
DPPH? radikali siiplirme metodu hem de total antioksidan kapasite tayini metodu (TAC) ile
belirlenmistir. Bu sayede ekstrelerin etkinligini gosteren ECso degerleri belirlenmistir.
Inflamatuar yolak enzimleri olan COX-2 ve 12/15-LOX enzimlerinin substratlar ile
Michaelis-Menten kinetigi ¢aligmalar1 yapilmigtir. Bu sayede enzimlerin Km ve Vmax
degerleri belirlenmistir. Ardindan ekstrelerin COX-2 ve 12/15-LOX enzim aktiveleri {izerine
etkilerinin belirlenebilmesi i¢in inhibisyon caligmalar1 yapilmis bu sayede ekstrelerin ICsp

degerleri belirlenmistir (Sekil 3.1).

Bitkilerin
Temini

Ekstraksiyon

In vitro ‘
lcall&malar

———

Enzimatik‘
Call;malar
l COX-2 ‘ llmsLox‘
l ‘l (Sﬂhsmﬂ |lmfnmr ‘l (Suhstrat) ‘
[==] =
Menten Menten

Sekil 3.1. Tezde yapilan ¢aligmalarin sematik gosterimi

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Deney sirasinda kullanilan tiim kimyasallarin listesi Cizelge 3.1'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Deney sirasinda kullanilan kimyasal ve kitlerin listesi

Kimyasal Adi Firma ve Katalog Numarasi
Linoleik Asit Calbiochem, #502718
Trizma hidroklorir >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 siilfoksit 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. Kullanilan aletler ve cihazlar

Deney sirasinda kullanilan cihazlarin listesi Cizelge 3.2'de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.2. Deney sirasinda kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Adi Uretici Firma

Sonikator Braunsonic 1510
Spektrofotometre Schimadzu UV1700 UV-Vis
Mikroplaka okuyucu SpectraMax i3 Molecular Devices

Vorteks Niive

Analitik terazi Mettler Toledo

Distile su Mp Minipure Basic

Geri geviren sogutucu Buchi R-210

Liyofilizator Christ Alpha 1-2 LDplus

pH metre Consart C830

3.1.3. Bitki ornekleri ve temini

Calismada kullanilacak bitkiler, Ayfonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Dr. Ogr. Uye. Ekrem Murat Géniilalan tarafindan hazirlanip temin edilmistir.

Bitkilerin dort tanesi (Lavandula officinalis Mill., Melissa officinalis L., Mentha piperita L.,



31

Salvia officinalis L.) Sel¢uk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’ne ait
kiiltiir sahasindan, Scutellaria orientalis L. ise Ankara-Beytepe bolgesinden ¢igeklenme

donemlerinde toplanmustir.

Bitkilere ait herbaryum 6rneklerinin numaralar1 Cizelge 3.3°te sunulmustur.

Cizelge 3.3. Deneyde kullanilacak bitkilere ait herbaryum 6rneklerinin numaralart

Bitki Isimleri Herbaryum Numarasi
Lavandula officinalis Mill. TBC-L-001
Melissa officinalis L. TBC-M-001
Mentha piperita L. TBC-M-002
Salvia officinalis L. TBC-S-001
Scutellaria orientalis L. HUEF 20016

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Temizleme isleminden sonra bitki Ornekleri giines almayan ortamda oda sicakliginda,
nemden uzak sekilde kurutulduktan sonra, drog olarak kullanilacak kisimlari ayrilmigtir. Bu
kisimlar bir 6giitiicli yardimiyla toz edilmistir. Bu calismada bitkilerin toprak tistii kisimlar

kullanilmastir.

Kurutulmus ve toz edilmis bitki 6rneklerinden 5 gram tartilmis, 40 °C’de, geri geviren
sogutucu altinda, 50 mL metanol ile 30 dakika boyunca ekstre edildikten sonra siiziilmiistiir.
Siizlintli ayrildiktan sonra kalan kati faz, ayn1 sicaklikta bu kez 30 mL metanol ile 15 dakika
boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda olacak sekilde ikinci kez ekstre edilmistir. Siiziintiiler
birlestirilecek, ¢6ziicli rotary evaporator kullanilarak uzaklastirildiktan sonra liyofilizasyon

islemi uygulanarak kuru ekstre elde edilmistir.

3.2.2. Ekstrelere uygun ¢éziiciiniin/¢oziiciilerin secilmesi

Deneylere baslamadan once elde edilen ekstrelere en uygun ¢oziiciinliin se¢imi igin
denemeler yapildi. Bu kapsamda ekstreler, dimetilsiilfoksit (DMSO), saf metanol (MeOH),
saf etanol (EtOH) ve 100 mM Tris-HCI (pH:8) tamponunda ¢oziiniirliikleri karsilagtirildi.
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3.2.3. Ekstrelerin in vitro calismalar icin hazirlanmasi

Uygun ¢oziiciiniin se¢ilmesinin ardindan ekstrelerin in vitro ¢alismalar igin stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Her calisma icin hazirlanan stok cozeltiler ve ¢oziiciilerin maksimum final

konsantrasyonunun belirtildigi ayrintili liste Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. In vitro ¢alismalar igin ekstrelerden stok ¢ozeltilerin hazirlanisi

Coziiciiniin maksimum

In vitro ¢alisma Ekstrenin hazirlanisi final konsantrasyonu

DPPH* radikali siiptiriicii aktivitenin
belirlenmesi

Total Antioksidan Kapasitenin
Belirlenmesi (TAC metodu)

COX-2 enzim aktivitesinin
belirlenmesi ve kinetik calismalari
12/15 LOX enzim aktivitesinin
belirlenmesi kinetik ¢alismalar1

>99.6 saflikta MeOH

>99.6 saflikta MeOH

>99,9 saflikta DMSO <%l

>99,9 saflikta DMSO <%l

3.2.4. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin DPPH+ metodu ile belirlenmesi

Bu yontemde difenil-1-pikrilhidrazil isimli radikal, antioksidan kapasite Olglimleri igin
kullanilir. Bu madde az sayidaki stabil ve satin alinabilir azot radikallerinden olup, 515 nm
dalga boyunda absorbans vermektedir. indirgenme esnasinda DPPH ¢ozeltisi rengini

kaybetmekte ve spektrofotometrede kolay bir sekilde 6l¢iimii yapilabilmektedir [187].

Bitki ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH" radikali siipiirme kapasitesi metodu ile
belirlenmistir. Test edilecek ekstrelerin (200-1.56 pg/mL, finalde) ve standardin iizerine
DPPH™* (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalinin 1 mM konsantrasyondaki ¢ozeltisinden
ilave edilip 30 dakika inkiibe edildikten sonra 517 nm’de absorbans 6l¢iimii mikroplaka
okuyucu (SpectraMax 13) ile gerceklestirilmistir. Ayrica ekstrelerin radikali siipiiriicii
etkileri zamana bagl olarak incelenmistir (0-90 dakika). Radikal siipiiriicii aktivite, ortamda
sadece DPPH" ve metanoliin bulundugu koriin absorbansindan (Ag), ekstre ve standardin
verdigi absorbansin (Amadde) ¢ikarilmasi ile hesaplanmigtir. Standart olarak kuersetin
kullanilmigtir. Ekstreler, kuersetin ve DPPH c¢ozeltisi saf metanol ile hazirlanmistir.
Ekstrelere ait 1Cso grafikleri ve % inhibisyon grafikleri GraphPad Prism 8.4.2 (San Diego,

California, USA) programi ile hazirlanmistir. Tim materyallerin antioksidan aktivite
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degerleri ii¢ tekrarli ve en az li¢ paralelli olacak sekilde yapilmis ve asagidaki formiile gore
hesaplanmaistir:

%inhibisyon:%rgadde x 100 (3.1)

3.2.5. Ekstrelerin total antioksidan kapasitelerinin Troloks esdegeri antioksidan
kapasite yontemi (TAC) ile belirlenmesi

2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’in persiilfatla oksidasyonuyla,
ABTSe" radikali olusturulur. Bu radikal, toplam radikal siipiirme kapasitesini 6l¢gmek igin
kullanilir. Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS’nin rengini kaybetmesi temeline
dayanir. Molekiillerin kararli serbest radikali siipiirme kabiliyeti, vitamin E’nin suda
¢oziinebilen bir analogu olan Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik

asit) ile karsilastirilmasi yapilir [188].

Ekstrelerin total antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde Total Antioxidant Capacity
(TAC) Assay Kit (Biovision, Katalog No: #K274-100, ABD) kullanilarak ireticinin
talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. Standart olarak 0-20 nmol/puL konsantrasyon
araliginda degisen Trolox kullanilmistir. Ekstrelerin total antioksidan kapasiteleri nmol/uL
Trolox ekivalen degeri seklinde verilmistir. Ayrica ekstra bir kontrol olarak kuersetin
kullanilmistir (1 mM). Ekstreler ve kuersetin saf metanol ile hazirlanmistir Trolox standart
grafigi GraphPad Prisim 8.4.2 (San Diego, California, USA) programi ile yapilmigtir. Tim
materyallerin antioksidan aktivite degerleri ti¢ tekrarli ve en az {i¢ paralelli olacak sekilde

yapilmistir.

3.2.6. Ekstrelerin anti-inflamatuar yolak enzimleri iizerine etkilerinin belirlenmesi ve
enzimlerin Kinetik davranislarinin belirlenmesi

COX-2

Ekstrelerin COX-2 enzimi aktivitesi lizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in White ve Glassman
(1974) ve Jager ve ark. (1999)’nin izledigi protokol ticari COX-2 Inhibitor Screening Kit
(Biovision, Katalog No: #K547-100, ABD) kullanilarak kii¢iikk modifikasyonlar ile
gerceklestirilmigtir [189, 190]. Bu kapsamda ekstrelerin final konsantrasyonlari 0-400
pg/mL olacak sekilde kuyulara 10 pL eklenmistir. Ardindan substrat icermeyen aktivite
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ortamindan kuyulara 80 pL eklenmistir. Reaksiyon substrat olarak kullanilan arasidonik

asitten (AA) 10 uL eklenmesi ile baslatilmistir.

Floresan siddetindeki degisim Ex/Em = 535/587 nm dalga boylarinda, kinetik olarak
25°C'de 10 dakika boyunca mikroplaka okuyucuda (SpectraMax 13) oOlciilmiistiir. %
Inhibisyon degerleri, ekstrelerin olmadig1 kontrol kuyusu (K) ve ekstrelerin oldugu drnek
kuyular1 (E) absorbans degisimi izlenerek hesaplanmistir. Tiim sonuglardan ekstrelerin
olmadigr kor (blank) kuyusunun absorbans degeri ¢ikarilmistir. Tiim ekstrelerin %

inhibisyon degerleri ii¢ tekrarli yapilmis ve asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

(K-Blank) x (E-Blank)

% Inhibisyonl (K-Blank)

x 100 (3.2)

COX-2 enzim kinetik parametrelerinin belirlenmesinde ise yine ticari COX-2 Inhibitor
Screening Assay Kit (Biovision, #K547, ABD) kullanilmistir. Oncelikle COX-2 enziminin
substrat olarak kullanilan AA ile karakterizasyonunun belirlemesi i¢in, Michaelis-Menten
kinetigi yapilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, aktivite ortami finalde 80 pg/mL COX-2
enzimi ve 0-80 AA uM olacak sekilde hazirlanmistir.

Daha sonra COX-2 enziminin ekstreler ile gosterdigi kinetik davranigin belirlenebilmesi igin
secilen ekstrelerin finalde sabit 0.1 ve 1 pg/mL konsantrasyonlarinin, 0-16 uM araliginda
degisen substrat konsantrasyonlarinda floresan siddetindeki degisim Ex/Em= 535/587 nm
dalga boylarinda, kinetik olarak 25°C'de 10 dakika boyunca mikroplaka okuyucuda
(SpectraMax i3) izlenmistir. Elde edilen veriler GraphPad Prism 8.4.2 programina aktarilmis
ve nonlineer regresyon analizleri ile enzime ait olan kinetik parametreler, Km, Vmax, Ki
degerleri ile beraber ekstrelerin COX-2 enzimi iizerindeki inhibisyon mekanizmalari

belirlenmistir. Deney, 3 tekrarli yapilmistir.
12/15-LOX

Tim 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: #L.7395, Almanya) kullanilmistir.
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Ekstrelerin 12/15-LOX enzimi aktivitesi iizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in Tappel ve ark.
(1962) ve Orhan ve ark. (2012)’nin izledigi protokol bazi modifikasyonlar ile
gerceklestirilmistir [191, 192]. Bu deney kapsaminda enzim aktivite ortami finalde 1,5
pg/mL enzim, 50 mM Sodyum Borat tamponu (pH: 9) ve 50 uM LA substrat olacak sekilde

hazirlanmstir.

Ekstreler 25°C’de 5 dakika enzim ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda final
kosantrasyonu 50 uM olacak sekilde LA eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Absorbanstaki
degisim 234 nm dalga boylarinda, kinetik olarak 25°C'de 1 dakika boyunca Schimadzu
UV1700 UV-Vis spektrofotometrede quartz kiivetleri ile izlenmistir.

% Inhibisyon degerleri, ekstrelerin olmadig kontrol kuyusu (K), ekstrelerin oldugu drnek
kuyular1 (E) absorbans degisimi Olgiilerek hesaplanmustir. Tiim sonuglardan ekstrelerin
olmadig1 kor (blank) kuyusunun absorbans degeri ¢ikarilmistir. Deney ii¢ tekrarli ve en az
ii¢ paralelli olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen verilere gére tiim kuyularin % Inhibisyon

degerleri asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

(K-Blank) x (E-Blank)

% Inhibisyon: (K-Blank)

x 100 (3.3)

12/15-LOX enziminin substrat ile karakterizasyonunun belirlemesi i¢in, Michaelis-Menten
kinetigi yapilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda, aktivite ortami finalde 15 pg/mL 12/15-LOX
enzimi, 50 mM Sodyum borat tamponu (pH: 9) ve 0-100 uM LA olacak sekilde
hazirlanmistir. Tiim 12/15-LOX deneylerinde substrat olarak kullanilan LA, %2’lik Tween-
20 ile 100 W tiger kez 10 saniye sonike edilerek hazirlanmistir.

Daha sonra 12/15-LOX enzimi ile ekstrelerin kinetik davraniglarinin belirlenebilmesi igin
secilen ekstrelerin finalde sabit 5, 10 ve 50 pg/mL konsantrasyonlar1 12/15-LOX enzimi ile
25°C'de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda finalde 0-100 pM
araliginda degisen konsantrasyonlarda substrat eklenerek reaksiyon sonlandirilmis ve
absorbans degisimi kinetik olarak 234 nm’de Schimadzu UV1700 UV-Vis
spektrofotometrede quartz kiivetleri ile izlenmistir. Elde edilen veriler GraphPad Prism 8.4.2
programina aktarilmis ve yapilan nonlineer regresyon analizleri ile enzime ait olan kinetik

parametreler, Km, Vmax, Ki degerleri ile beraber ekstrelerin 12/15-LOX enzimi tizerindeki
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inhibisyon mekanizmalar1 belirlenmistir. Deney ti¢ tekrarli ve en az ii¢ paralel olacak sekilde

yapilmustir.

3.2.7. Istatistiksel analizlerin degerlendirilmesi

Antioksidan aktivite, enzim aktivite ve kinetiklerine ait verilerin hesaplanmasinda ve tiim
grafikler cizilmesinde ve istatistiksel verilerin hesaplanmasinda Graphpad Prism 8.4.2.

programi kullanildi.

Enzim calismalarina ait nonlineer regresyon analizleri (Michaelis Menten kinetigi,
Ki/Km/Vmax parametrelerinin saptanmasi), ICso degerlerinin belirlenmesi ve ekstrelerin
ECso degerlerinin belirlenmesi GraphPad Prism 8.4.2 (San Diego, California, USA) istatistik
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuclar ortalama deger + standart hata (+SEM)
olarak verilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirma ve deneylerin giinler aras1 tekrarlarinin
karsilastirilmasi tek yonliit ANOVA ve ardindan Post-Hoc Tukey testi ile gergeklestirilmistir.
P < 0,05 degerleri anlaml1 kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Ekstrelere Uygun Coziiciiniin Belirlenmesi

Ekstreler i¢in uygun coziiciilerin belirlenmesi i¢in Dimetil siilfoksit (DMSO), Etanol
(EtOH), Metanol (MeOH) ve 100 mM Tris-HCI (pH:8) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara
gore MeOH ile muamele edildikten sonra ektrelerin tamamen ¢6ziildiigii, ortamda homojen
bir sekilde dagildig1 goriilmiistiir. Hatta, daha az hacimde DMSO ile muameleden sonra da
ekstrelerin homojen bir sekilde ¢oziildiigii goriilmiistiir. Fakat ekstrelerin EtOH ile
muamelesinde ekstrelerin ¢oziiciide homojen olarak dagilmadigi, bir siire sonra dipte tortu
olusturdugu goriilmiistiir. DMSO ile ¢oziilen 6rneklerin ayn1 zamanda 100 mM Tris-HCI
(pH:8) ile karisimindan olusan ¢ozeltinin de ¢oziiniirliigiine bakilinca, homojen bir dagilim

gbzlenmistir (Sekil 4.1).

Ekstrelerin ¢oziiniirlikkleri ¢oziiciilere gére DMSO=Tampon>MeOH>EtOH seklinde

bulunmustur.

Sekil 4.1. Ekstrelerin farkli ¢oziiciiler ile ¢oziiniirliiklerinin degerlendirilmesi (A) MeOH
(B) DMSO (C) EtOH (D) DMSO+ 100 mM Tris-HCI (pH:8)
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4.2. Ekstrelerin Antioksidan Aktivitelerinin DPPH+ Metodu ile Belirlenmesi

Ekstrelerin belirli konsantrasyonlarinin (0-200 pg/mL) DPPH™ radikalini siipiiriicti etkileri

incelenmistir. Radikali siipiiriicii etki, ECsg degeri olarak verilmistir.

ECso: Ekstrelerin ortamdaki DPPH radikalinin %50°’sini siipiiren doz.

Ekstrelerin ECso degerlerini gosteren siitun grafigi Sekil 4.2°de, Sekil 4.3 te ekstrelerin ECso
degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan 6rnek doz-cevap egrileri ve Cizelge 4.1°de ise

ekstrelerin ECso degerleri gosterilmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda M. piperita L., S.officinalis L., L.officinalis Mill,
S.orientalis L. ve M.officinalis L. igin sirasiyla 32,03+13,52; 38,35+12,66; 108,70+8,12;
65,88+12,11ve 25,75+13,41 pg/mL’dir. Kontrol olarak kullanilan kuersetinin ECso degeri
ise 2,92+8,54 ng/mL olarak bulunmustur.

Ayrica farkli giinlerde yapilan deney sonuglarinin Post-Hoc testleri ile istatistikleri
yapildiginda her ekstrenin farkli giinlerdeki ECso degerlerinin birbirinden farkli olmadig:
tespit edilmistir (p>0,05).

Kuersetin =3 Mpiperita
. B3 Sofficinalis
M aofficinalis ffi
. = L. officinalis
5. orientalis * . .
W 5 orientalis
L. officinaliz = = ) )
o 1 = M officinalis
5 officinglis —fetetetaea! * Kuersetin

M piperita— |—| *

0 50 100 150
EC:, degerleri

Sekil 4.2. Ekstrelerin ECsg degerleri



Mentha piperita L.;
ECsp: 32,03 png/mL

Salvia officinalis L.;
ECsy: 38,35 ng/ml
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Sekil 4.3.

ECso hesaplamasi i¢in kullanilan 6rnek doz-cevap egrilerine ait grafikler
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Cizelge 4.1. Ekstrelerin DPPH" radikalini siipiiriicii etkisinin incelenmesi

Mentha Salvia Lavandula Scutellaria Melissa Kuersetin

piperita L. officinalis L. Off;\(;l'irllfhs orientalis L. officinalisL.  (Kontrol)

ECso
(ng/mL)

Her ekstre i¢in radikal siipiiriicii aktivite ECsg ortalama degerleri £Std.Hata seklinde verilmistir.
*Kontrole gore anlamli bir fark vardir p<0,05.

32,03+13,52"  38,35+12,66" 108,70+8,12"  65,88+12,11°  25,75+13,41" 2,9248,54

4.3. Ekstrelerin DPPH+ Radikalini Siipiiriicii Etkilerinin Zamana Bagh Belirlenmesi

Radikal siipiiriicii etkilerin doz ve siire agisindan incelenmesi amaci ile ekstrelerin DPPH*
radikalini siiptiriicii etkileri hem zamana (0-90 dakika) hem de konsantrasyona (0-200
pug/mL) bagli olarak incelenmistir. Bu sistemde kontrol/karsilagtirma yapabilmek igin

kuersetin kullanilmistir. Radikali siiptiriicii etki, ECsg degeri olarak verilmistir.

Ekstrelerin zamana ve konsantrasyona bagl radikali siipiiriicii etkilerinin % Inhibisyon
egrilerine ait 6rnek grafikler Sekil 4.4°te, ayrintili % Inhibisyon degerleri ise Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.

Ayrica, M. piperita L. ve S. officinalis L. i¢in farkli giinlerde yapilan deney sonuglar1 Post-

Hoc testleri ile analiz edilmis, elde edilen bulgular istatistiksel agidan farkli bulunmamigtir

(p>0,05).
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Sekil 4.4. Ekstrelerin radikal stipiiriicii etkilerinin zamana bagli gosterilmesi
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Sekil 4.4. (devam) Ekstrelerin radikal siipiiriicii etkilerinin zamana bagl gosterilmesi




Cizelge 4.2. Ekstrelerin DPPH+ radikalini siipiiriicii
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etkisinin zamana bagimli olarak

incelenmesi
Ornek Zaman (dk)
Konsantrasyon 0 5 10 15 30 45 60 90
(ng/ml)
125 6.25£0,01  6.19=0,02 5,12£0,02 5.48=0,02 5.56=0,02 5.68=0.02 6.93=0,02 8.77=0,03
M. piperita 25 13,49£0,02 13.70£0,01  13,76=0,02  14,18=0.02  16,65=0.01 16,86=0,02  17.38=0.02  24.34=0.04
50 27.4550.01  31.30£0,02  34,14=0,02  34.69=0,02 37.68=0.02  40.94=0.01 43.77=0,01  48.21=0,02
8. officinalis 125 9.39=0,02  10.77=0,01 12,55=0,02  13,21=0,02  1527=0.02 17.22=0,02  16.23=0.,02  17.77=0.02
25 29.98=0.01 30.71=0,02 33.67=0.01  37.44=0.02 39.61=0.02  41.55=0,01 42.33=0,01  45.53=0,02
50 27.45£0.01  31.30=0,01 34,14=0,01  34.69=0,01  37.68=0,01  40.94=0.01 43.77=0,01  49.21=0,01
L. officinalis 125 6.38=0.01 5,35=0,01 5.18=0.01 5.66=0,02 6,80=0.01 4.26=0.02 3.65=0.02 0
25 5.18=0.01  4.43=0.01 4.91=0.01 4.87=0.02 6.27=0,01 3.14=0,02 3.65=0,02 0
50 21,8520,02 11.30=0,01 12,58=0.02 17.74=0.02 16.11=0.01 18.78=0.01 16.54=0.02 0
S. orientalis 125 0.50=0,01  7.34=0,02 6.00=0,02 4.57=0,02 4.43=0.02 8.14=0.,02 4.34=0.04 6.72=0,02
25 16,16=0,02 16.03=0,02 13,62=0.01 13,53=0,01 7.01=0,02 19.11=0,02  11,97=0.,02  18.11=0.02
50 28,65=0.01 37.13=0,01 28.27=0,01  26.93=0,01  26.24=0.,01 53,52£0,01  30,93%0,01  35.68=0,01
M. officinalis 125 0 10.35£0,03  20,13=0,02  20.97=0,04  20.69=0,03  23.74=0,03  22.82=0,04  24.88=0,02
25 10.41£0.02  10.740,02  22.16=0.03  21.95=0.03  20.58=0.03  20,72=0,02  20,12=0.02  24.50=0.02
50 18,2750,01 48.80=0,02 56.34=0.02  5506=0.02 64,92=0.01 69,51£0,01  73,08%0,01  79.34=0,03
Kuersetin 125 36,12£0.02 44172001 44522001  4926=0.01 4411=002 5328=0,01 5594=0.01 59.71=0.01
25 65,44=0.01 76.85=0.01 7948001 §7.67=0.01  §7.74=0,02  91.24=0,01  91.,82=0.01  91.85=0.01
50 87,57=0.01 87.82=0.01 86.87=0.01 8843=0,01  88,98=0.01 86,79£0,01  84,65£0,01  95.75+0,01

Her ekstre igin, zamana bagimli radikal stipiiriicii aktivite %inhibisyon ortalama degerleri +Std.Hata seklinde

verilmigtir.

4.4. Ekstrelerin Total Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi

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

kapasitelerine bakilmistir. Standart grafigi elde edilen Trolox ile ekstrelerin total antioksidan

kapasiteleri Trolox Ekivalen seklinde verilmistir (Sekil 4.5). Tez kapsaminda yapilan

antioksidan deneylerinin kendi igerisinde karsilastirma olanagi saglamasi igin, DPPH"

metodundan kontrol olarak kullanilan kuersetin, bu yontem de ikincil bir kontrol olarak

kullanilmigtir (1 mM).

Ekstrelerin ve kuersetinin total antioksidan kapasiteleri Cizelge 4.3’de ayrintili olarak

verilmistir.
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Trolox Standart Grafigi
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Sekil 4.5. Trolox standart grafigi

Cizelge 4.3. Ekstrelerin total antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi

Konsantrasyon

ug/ml Ekstre
Mentha Salvia officinalis Laya_ndu!a Scutellaria Melissa officinalis
piperita L. L.~ Off,\'/(lzi'ﬂihs orientalis L. L.
nmol/ uL Trolox Ekivalen
6,25 128,15+0,01 103,87+0,01 53,06 132,640,01 222,57+0,02
12,5 298,08+0,01 171,31+0,01 59,80+0,02 137,14+0,01 312,50+0,01
25 578,2440,02 336,33+0,01 60,25+0,01 192,000,01 553,51+0,01
50 726,6240,02 400,630,02 73,29+0,02 260,34+0,01 676,26+0,01

Her ekstre i¢in antioksidan kapasiteleri Trolox Ekivalen ortalama degerleri +Std.Hata seklinde verilmistir.
“Kontrol kuersetine gore, ekstrenin her konsantrasyonunda anlamli bir fark vardir p<0,05.

4.5. Ekstrelerin Anti-inflamatuar Yolak Enzim Aktivitelerine Olan Etkilerinin
incelenmesi ve Enzimlerin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

COX-2

DMSO’da ¢oziilen ekstrelerin belirli final konsantrasyonlarinin (0-400 pg/mL) COX-2
enzimi Uzerine aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar ICso degerleri olarak
verilmistir. 1Csp hesaplamasi i¢in kullanilan doz-cevap egrilerine ait grafikler Sekil 4.6°da,

ekstrelerin 1Cso degerleri ise Cizelge 4.4 te gosterilmistir.

ICso: Enzim aktivitesinin %50 azalmaya sebep olan inhibitor konsantrasyonu.
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Elde edilen bulgular dogrultusunda M. piperita L., S.officinalis L., L.officinalis Mill,

S.orientalis L. ve M.officinalis L. igin sirasiyla 69,98+13,70; 26,44+17,68; 6,24+13,25;
30,43+12,32 ve 16,65+9,09 ng/mL dir.
Mentha piperita L., Salvia officinalis L.;
ICs4: 69,98 pg/ml ICsy: 26,44 pg/ml
150 150
= 100 = 100
- -
=2 2
s 50 = 504
0 T T T T 1 0 T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon pg/ml Konsantrasyon pug/ml
Lavandula officinalis Mill.; Scutellaria orientalis L.;
ICsg: 6,24 pg/ml ICzq: 30,43 pg/ml
150 125
= 100 =
- <
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= SD_ =
(3 s
- 0 ——r
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1254
1009
]
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3 -‘ .
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Sekil 4.6. COX-2 enzimi IC50 hesaplamasi i¢in kullanilan doz-cevap egrilerine ait grafikler
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Cizelge 4.4. Ekstrelerin COX-2 enzimi iizerine etkilerinin incelenmesi

Mentha piperita L Salvia officinalis Lavandula Scutellaria omililr?;ﬁs
pIp : L. officinalis Mill.  orientalis L. !
|Cso 69.98+13,70 26.44+17.68 6,23£13.25 3043:1232  16,65£9,09
(ug/mL)

Degerler, ii¢ tekrarin ortalamasi £Std.Hata seklinde verilmistir.

COX-2 enziminin kullanilacak substrat ile karakterizasyonunun belirlemesi i¢in, Michaelis-
Menten kinetigi yapilmistir. Bu kapsamda, substrat olarak kullanilan arasidonik asitin (AA)
0-80 uM arasindaki degisen final konsantrasyonlari ile ¢alisilmistir. Caligma sonucunda
COX-2 enziminin ¢izilen Michealis-Menten grafigi Sekil 4.7’de, enzimin Km ve Vmax

degerleri Cizelge 4.5’te ise gosterilmistir.
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Sekil 4.7. COX-2 enziminin 0-80 uM AA ile Michealis-Menten grafigi

Cizelge 4.5. COX-2’nin 10-80 uM AA ile substrat kinetigi parametreleri

Parametreler Degerler
Vmax 25869 uM/dk
Km 28,19 uM

Michealis-Menten kinetigi galismasi sonrasinda segilen ekstrelerin COX-2 enzimi ile kinetik
parametrelerinin belirlenmesi i¢in uygun AA konsantrasyonu finalde 0-16 uM olarak
belirlenmistir.  Uygun  substrat  konsantrasyonlarinda, ekstrelerin  belirli ~ final

konsantrasyonlarinin (0,1 ve 1 pg/mL) Ki degerleri saptanmustir. Calisilan ekstrelerin belirli



47

konsantrasyonlarinin Lineweaver Burk grafikleri Sekil 4.8’de, kinetik parametreler ise

Cizelge 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Ekstrelerin Lineweaver Burk grafikleri

Cizelge 4.6. Secilen ekstrelerin COX-2 enzim kinetigi parametrelerinin degerlendirilmesi

Ekstre Kinetik Parametreler
Ki (ug/mL) Km (uM) Vmax (pM/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

Degerler, ii¢ tekrarin ortalamasi £Std.Hata seklinde verilmistir.

12/15-LOX

DMSO’da ¢oziilen ekstrelerin belirli final konsantrasyonlarinin (0-200 pg/mL) 12/15-LOX

enzimi lizerine aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen sonucglar ICsp degerleri olarak



48

verilmistir. 1Cso hesaplamasi igin kullanilan doz-cevap egrilerine ait 6rnek grafikler Sekil

4.9’da, ekstrelerin 1Cso degerleri ise Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda M. piperita L., S.officinalis L., L.officinalis Mill,
S.orientalis L. ve M.officinalis L. igin sirasiyla 14,98+9,23; 42,54+37,70; 329,48+44,77,

96,63+55,70 ve 35,73+16,75 pug/mL’dir.

Sekil 4.9. 12/15-LOX enzimi IC50 hesaplamasi igin kullanilan doz-cevap egrilerine ait

grafikler

Mentha piperitta L.; Salvia officinalis L.;
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Cizelge 4.7. Ekstrelerin 12/15-LOX enzimi lizerine etkilerinin incelenmesi
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Mentha Salvia Lavandula Scutellaria Melissa
piperita L. officinalis L. officinalis Mill. orientalis L. officinalis L.
1Cso 14,98+9,23 42,54+37,70 329,48+44,77 96,63+55,70 35,73+16,75

(ng/mL)

Degerler, ii¢ tekrarin ortalamasi £Std.Hata seklinde verilmistir.

12/15-LOX enziminin kullanilacak substrat ile karakterizasyonunun belirlemesi igin,

Michaelis-Menten kinetigi yapilmistir. Bu kapsamda, substrat olarak kullanilan linoelik

asitin (LA) 0-100 puM arasindaki degisen konsantrasyonlari1 ile ¢aligilmigtir. Caligma

sonucunda 12/15-LOX enziminin ¢izilen Michealis-Menten grafigi Sekil 4.10°da, enzimin

Km ve Vmax degerleri ise Cizelge 4.8’de, gosterilmistir.

Ayrica, farkli gilinlerde elde edilen Vmax ve Km degerleri istatistiksel olarak

degerlendirilmis ve elde edilen sonuglarin arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.10. 12/15-LOX enziminin 0-100 uM LA ile Michealis-Menten grafigi

Cizelge 4.8. 12/15-LOX’un 10-100 uM LA ile substrat kinetigi parametreleri

Parametreler Degerler
Vmax 0,7355 uM/dk
Km 45,98 uM

Michealis-Menten kinetigi ¢alismasi sonrasinda segilen ekstrelerin 12/15-LOX enzimi ile

kinetik parametrelerinin belirlenmesi i¢in uygun LA konsantrasyonu finalde 0-100 pM
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olarak belirlenmistir. Uygun substrat konsantrasyonlarinda ekstrelerin belirli final
konsantrasyonlarinin (5, 10 ve 50 pg/mL) Ki degerleri saptanmistir. Calisilan ekstrelerin
belirli konsantrasyonlarinin Lineweaver Burk grafikleri Sekil 4.11°de, Kinetik parametreler

ise Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Salvia officinalis L.
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Mentha piperita L.
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Sekil 4.11. Ekstrelerin Lineweaver Burk grafikleri

Cizelge 4.9. Secilen  ekstrelerin =~ 12/15-LOX  enzim  kineti§i  parametrelerinin

degerlendirilmesi
Ekstre Kinetik Parametreler
Ki (ug/mL) Km (uM) Vmax (uM/dk)
M. piperita L. 19,614+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

Degerler, ii¢ tekrarin ortalamasi £Std.Hata seklinde verilmistir.
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5. TARTISMA

Antioksidan aktivite, farkli biyolojik materyalleri karakterize etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir parametredir. Bu aktivite, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) igeren asiri
oksidasyona neden olan proseslerin veya reaksiyonlarin zararl etkilerine kars1 biyolojik bir
sistemi koruyabilen bilesiklerle ilgilidir [193]. Bitkiler, serbest radikalleri notralize edebilen
ve boylece oksidatif stres ve ROS ile iligkili birgok kronik hastaligin ilerlemesini
geciktirebilen ¢ok ¢esitli antioksidan fitokimyasallar veya biyoaktif molekiiller icerir [194].
Bitki ekstrelerinin fitokimyasal bilesenleri ve etken maddeleri bitkinin olgunluguna,

cesidine, cografi kokenine ve isleme yontemlerinin kosullarina baglidir [174].

Lamiaceae familyasi bitkileri zengin sekonder metabolit icerigine sahiptir [15, 16]. Bu
sekonder metabolitlerin bir¢ok antioksidan 6zelliklerinin oldugu ve bir¢ok anti-inflamatuar
yolda etkili olduklar1 bilinmektedir[17-21]. Bu ozellikler esas olarak bitkilerde bulunan
fenolik bilesiklerden, Ozellikle kafeik asitin esteri olan rosmarinik asitten kaynaklandigi
diisiniilmektedir. Rosmarinik asit, Boraginaceae ve Lamiaceae familyalarinda
bulunmaktadir [195, 196]. Tibbi bitkilerde bulunan rosmarinik asitin varligi yararli ve
saghgi gelistirici sekilde nitelendirilmistir [197]. Yapilan fitokimyasal c¢alismalar,
S.officinalis ve M. officinalis yapraklarinin icerigindeki ana bilegenler olan rosmarinik asit
ve kafeik asit sayesinde ¢esitli farmakolojik aktivitelere oldugunu ortaya koyulmustur [139,
198-200].

Ucucu yaglar (EO'lar), aromatik bitkilerin buharla damitilmasi yoluyla yaygin olarak
toplanan ugucu bilesiklerin sivi karisimlaridir. Ugucu yaglar, antiviral, antimikrobiyal, anti-
inflamatuar ve antioksidan etkileri dahil olmak {izere faydal biyolojik fonksiyonlar: i¢in
rapor edilmistir [201-204]. Nane (Mentha piperita L.), diinya ¢apinda EO {iretiminde en
onemli mahsuller arasindadir ve gida, dis macunu, ila¢ ve kozmetikte yaygin olarak
tatlandirici olarak kullanilmaktadir [205]. Bol miktarda fenolik bilesik igerigi nedeniyle nane
bitkilerinden elde edilen ekstreler ve EO’lar, potansiyel dogal antioksidanlardir [205, 206].

Lavandula bitkilerinden izole edilen ugucu aromatik yagli sivi olan lavanta esansiyel yagi,
antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteleri olmak iizere birgok terapotik ozellige sahiptir
[207]. Lavanta yaginin, malondialdehit (MDA) ve karbonil ve reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) diizeylerini 6nemli oOlgiide azalttigini, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon



52

peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ise

indiikledigi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir [208].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk 6nce ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, DPPH" radikalini
stipiirme etkileri tiizerinden incelenmistir. Daha sonra ekstrelerin total antioksidan
kapasiteleri TAC metodu ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda en fazla
slipiiriicii etkiye sahip ekstrenin M. officinalis L.” ait oldugu (Bkz. Cizelge 4.1); en fazla total
antioksidan kapasitesine sahip olan ekstrenin ise M. piperita L.’ya ait oldugu
gozlemlenmistir (Bkz. Cizelge 4.3). Ayrica M. piperita L. [184, 209]; S. officinalis L. [210,
211]; M. officinalis L. [199, 212] ve S. orientalis L.[213] ekstrelerimizin radikal stipiiriicii
etkileri literatiir ile karsilastirildiginda elde ettigimiz sonuglar literatiir verilerine gére daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. L. officinalis Mill. ekstremizde elde ettigimiz sonuglar literatiir
ile ¢ok yakin bulunmustur, EKkstremiz literatiire gore yaklasik 1,1 kat daha diisiik aktiviteye
sahiptir [212, 214].

Ek olarak ekstrelerimizin DPPH* radikalini siipiirme kapasitelerine zamana bagli olarak
bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore, incelenen periyot boyunca M. piperita L., S.
officinalis L. ve S. orientalis L.”in radikal siipiirme verimliliginin sabit kaldigs; L. officinalis
Mill.’in radikal siipiirme verimliliginde ise bir azalma oldugunu gostermistir. M. officinalis
L. ve kontrol olarak kullanilan kuersetinin ise zamana ve konsantrasyona bagli olarak
radikali slipiirme verimliliklerinin arttigi  gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, radikal siipiirme verimliliginin zamana bagli olarak sabit kaldig:
gozlemlenen ii¢ ekstremizin (M. piperita L., S. officinalis L. ve S. orientalis L.) ve
verimliligin zamana konsantrasyona bagli olarak artan M. officinalis L. ekstrelerimizin
potansiyel antioksidan ajan olarak devam c¢alismalarinda umut vaat edecegi

diistiniilmektedir.

Ekstrelerimizin antioksidan aktiviteleri ve radikal siipiiriicii aktivitelerindeki verimliligin
yiksek olmasi, igerigindeki sekonder metabolit bilesenleri ile ilgili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica kontrol olarak kullanilan kuersetinin ECso degerinin yaklasik 20
kat1 (Kuersetin ECso=SEM: 2,92+8,54 pg/mL) olmasi sebebiyle ekstreler umut verici

antioksidan potansiyeli sergilemistir (p<0,05).
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Rosmarinik asit ve karnisonik asitge en zengin oldugu diisiiniilen olan S. officinalis L. ve M.
officinalis L. ekstrelerimizin COX-2 enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkinliklerinin
belirlenmesi i¢in yaptigimiz ¢alismada ekstrelerimizin ICso degerlerini sirasiyla
26,44+17,68 ve 16,65+9,09 pg/mL seklinde bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.4). Aym
ekstrelerin 12/15-LOX enzimi ICso degerleri sirasiyla 42,54+37,70 ve 35,73+16,75 pg/mL
seklinde bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.7). iki ekstrenin de her iki enzim igin gosterdikleri

inhibisyon degerleri birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.

Ekstrelerimizde sekonder metabolit olarak bulundugu diisiiniilen kafeik asidin 5-LOX
aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir [215, 216]. Kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenilaktik
asidin esteri olan rosmarinik asidin de 5-LOX inhibitorii oldugu bilinmektedir [217].
Rosmarinik asitin anti-inflamatuar 6zelliklerinin, LOX ve COX inhibisyonuna ve
rosmarinik asidin kompleman kaskadiyla etkilesmesine ve sitokinlerin ekspresyonunun
inhibisyonuna dayandigi diistiniilmektedir [218-220]. Ayrica kafeik asidin son yillarda
yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular ile 12/15-LOX inhibitérii olabilecegi de
diistiniilmektedir [221]. Bauer ve ark. (2012) A549 hiicreleri ile yaptiklari ¢aligmada
karnasol ve karnosonik asit mPGES-1 aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (ICso: 5
uM/mL) [222]. Yakin zamanlarda Alonazi ve ark (2020) Salvia lanigera etanol ve su
ekstreleri ile yaptiklar1 ¢alismalar inflamasyonda 6nemli role sahip olan COX-2 ve 5-LOX
enzimlerini inhibe ettigi, hatta ekstrelerin en yiiksek konsantrasyonlarinin (200 pg/mL) insan
kolorektal kanser hiicre hatlarinda (HCT-116 ve Lovo) sitotoksisite gostermedigi
belirtilmistir [223]. Ayrica, Hamza ve ark. (2016)’nin ratlarda yaptigi c¢alismada M.
officinalis L.’in 800 mg/kg dozun dokulardaki COX-2 seviyelerinde %50 inhibisyona sebep
oldugu bulunmustur [224].

S. officinalis L. ve M. officinalis L. ekstrelerimizin her iki enzim {izerine inhibisyon degerleri
literatiir ile karsilastirildiginda in vitro ¢alismalarin yetersiz oldugu ve var olan literatiir
caligmalarinin sonuglarinin elde ettigimiz inhibisyon degerlerinden daha diisiik oldugu

gozlemlenmistir.

S. orientalis L. ekstremizin COX-2 enzimi lizerine etkileri incelendiginde ekstrenin ICso
degerinin 30,43+12,32 pg/mL oldugu goriilmektedir (Bkz. Cizelge 4.4). Ayni ekstrenin
12/15-LOX enzimi ig¢in ICso degeri ise 96,63£55,70 pg/mL olarak bulunmustur (Bkz.
Cizelge 4.7).
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Burnett ve ark. (2007) S. baicalensis L. ile yaptig1 in vitro ¢alismada ise ekstrenin COX-2
enzimi i¢in ICsp degeri 15 pg/mL; 5-LOX enzimi i¢in ise 25 pg/mL olarak bulunmugstur
[225]. Ayrica Bhattacharya ve ark. (2014) iskelet kasi atrofisinin 12/15-LOX inhibisyonu ile
azaltilabilecegini, bu yolagin aktivasyonunun NADPH oksidaz aktivitesinin artmasina
neden oldugunu gostermistir. Bu kapsamda baicaleinin yabanil tip farelerde denervasyonun
neden oldugu kas atrofisini azalttigini, ancak 12/15-LOX nakavt farelerde olmadiginm
gosterdiler. Bu nedenle muhtemelen bu ¢alismadaki baicaleinin ana etkisi, 12/15-LOX
yolaginin NADPH oksidaz aktivitesini ve proteinin ubikitinlesmesini ve “ubikitin-
proteazom aracili proteolitik degradasyonu” nu inhibe etmesi nedeniyle LOX inhibitorii
oldugu diisiiniilmektedir [226]. Ek olarak Deschamps ve ark. (2006)’nin yaptig1 doking ve
kinetik caligmalar1 baicaleinin katekolik iskelesi nedeniyle indirgeyici bir inhibitr oldugunu

kanitlamaktadir [168].

S. orientalis L. ekstremizin iki enzim {izerine inhibisyon degerleri literatiir ile
karsilastirildiginda spesifik olarak kendi tiirimiiz ile olan in vitro c¢alismalarin
olmadigi/yetersiz oldugu; Scutellaria cinsine ait ¢alismalarin ise yetersiz oldugu, kendi

sonuclarimizin ise literatiirdeki sonuglara gére ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.

L. officinalis Mill ve M. piperita L. ekstrelerinin COX-2 enzimi ICso degerleri sirasiyla
6,23+13,25 ve 69,98+13,70 pg/mL seklinde bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.4). Aymi
ekstrelerin 12/15-LOX enzimi i¢in ICso degerleri ise sirasiyla 329,48+44,77 ve 14,98+9,23
pg/mL seklinde oldugu goriilmektedir (Bkz. Cizelge 4.7).

Okaliptol olarak da bilinen 1-8-sineol, Lavandula ve Mentha cinsinin ugucu yaglarinda en
fazla bulunan bilesenlerden biridir. Beer ve ark. (2017) okaliptol ile selektif COX-2
inhibitorleri olan selekoksib ve indometazinin COX-2 enziminin aktivitesine olan etkilerini
incelemistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, 6kaliptoliin ICso degerinin selekoksibin yaklasik 6
kati, indometazinin ise yaklasik 22 kati kadar diisiik oldugunu bulmustur. Elde edilen
sonuclar okaliptoliin COX-2 enzimi i¢in selektif bir inhibitdr oldugunun gdstermektedir
[227]. Okaliptoliin literatiirde 12/15-LOX iizerine olan ¢alismalari ise yetersiz bulunmustur.
LPS ile uyarilan monositler kullanilarak in vitro olarak insan monositlerinde Juergens ve
arkadaslarinin  (1998) yaptig1 calismada monoterpen mentol ve nane yaginin anti-
inflamatuar aktivitesi arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda bu sifali yaglarin LTB4 ve PGE>

yolaklarindaki etkileri Olgiilerek hem LOX hem de COX yollar1 i¢in potansiyel birer



55

inhibitor oldugu gosterilmistir [186]. Ek olarak Husseini ve arkadaslarinin (2016) yaptigi
calismada, L. officinalis hidroalkolik ekstrelerinin, formalin ve hot-plate testlerini kullanarak
farelerde formalin ve COX tip 1 ve 2 aktivitesinin neden oldugu iltihaplanma ve agriy1 inhibe

ettigini gostermistir [228].

Ugucu yaglar bakimindan zengin oldugunu disiindiigiimiiz L. officinalis Mill. ve M. piperita
L. ekstrelerimizin bu tez ¢alismasinda kullanilan COX-2 ve 12/15-LOX anti-inflamatuar
yolak enzimleri tizerine inhibisyon degerleri literatiir ile karsilastirildiginda in vitro
calismalarin yetersiz oldugu; ozellikle L. officinalis Mill. ekstremizin selektif COX-2
inhibitorii olarak degerlendirilebilecegi, sonuglarimizin literatiir degerlerinden ¢ok daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Ki degeri, inhibitoriin enzime olan ilgisini belirten bir biyokimyasal parametredir. S.
officinalis L. ve L. officinalis Mill. Ekstrelerinin COX-2 enzimi kinetik parametreleri
incelendiginde ekstrelerin Ki degerleri sirasiyla 10,63+7,94 ve 131,04+951,61 pg/mL
seklinde bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.6). Elde edilen sonuglar, ekstrelerin enzim {izerine
kompetetif inhibitor olarak etkili oldugunu gostermektedir. Ancak ekstrede yer alan hangi
metabolitin bu etkiye sahip oldugunun belirlenmesi i¢in saf etkenlerin belirlenip denenmesi

gerekmektedir.

12/15-LOX enzimi iizerine kinetik parametreleri incelenen M. piperita L. ve S. officinalis L.
ekstrelerinin Ki degerleri sirasiyla 19,61+£2,13 ve 88,36+9,94 ng/mL seklinde bulunmustur
(Bkz. Cizelge 4.9). Elde edilen sonuglar ekstrelerin enzim iizerine nonkompetetif inhibitor

olarak etki ettiklerini gostermektedir.

Yapilan tez calismast sonucunda, ekstrelerimizin antioksidan kapasiteleri incelenmis ve
12/15-LOX ve COX-2 enzim iizerine inhibisyon etkileri ve kinetik parametreleri
incelenmistir. Elde edilen tez bulgulari, ekstrelerimizin anti-inflamatuar ajan olarak
kullanilabilecegini, hatta S. officinalis L. ve M. officinalis L. ekstrelerimizin in vitro dual
12/15-LOX/COX-2 inhibitor potansiyeline sahip olabileceklerini goéstermektedir. Elde

ettigimiz veriler in vivo ¢alismalara 151k tutabilecek niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiim ekstrelerimiz yiiksek seviyede antioksidan kapasiteye sahip olup, radikal siipiiriicii
etkileri de antioksidan kapasitelerine kiyasla ayni sekilde yiiksek bulunmustur. Ayrica
DPPH* radikalini siipiirme kapasitesi deneyinin farkli giinlerde yapilan ¢alisma sonuglari
istatistiksel olarak incelenmis, elde edilen bulgular neticesinde farkli giinlerde elde edilen

ICs0 degerleri arasinda istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).

Ekstrelerimizin DPPH™ radikalini zamana bagh olarak siipiirme kapasiteleri incelenmistir.
M. officinalis L. ekstremizin kontrol olarak kullanilan kuersetine benzer sekilde zamana ve
konsantrasyona bagli olarak radikali siiplirme aktivitesinin arttig1 gézlemlenmistir. Ayrica
M. piperita L., S. officinalis L. ve S. orientalis L. ekstrelerimizin ise radikali siipiirme
aktiviteleri zamana bagli olarak sabit kaldig1 gézlemlenmistir. Genel olarak ekstrelerimizin
antioksidan davraniglar1 g6z Oniine alindiginda potansiyel antioksidan ajanlar olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, M. piperita L. ve S. officinalis L. igin farkli
giinlerde yapilan deney sonuglari Post-Hoc testleri ile analiz edilmis, elde edilen bulgular

istatistiksel a¢idan farkli bulunmamistir (p>0,05).

Ekstrelerimizin COX-2 enzimi iizerine inhibisyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen veriler

ozellikle L. officinalis Mill. i¢in gok umut vaat edici bulunmustur (1Cso: 6,23+13,25 pg/mL).

Ekstrelerimizin 12/15-LOX enzimi {izerine inhibisyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen
veriler Ozellikle M. piperita L. i¢in ¢ok umut vaat edici bulunmustur (ICso: 14,98+9,23

pg/mL).

Ekstrelerimizin 12/15-LOX ve COX-2 enzimleri iizerine inhibisyon etkileri incelendiginde
S. officinalis L. ve M. officinalis L.’in potansiyel dual 12/-LOX ve COX-2 inhibitori

olabilecegi diisliniilmektedir.

Ekstrelerimizin COX-2 enzimi ile kinetik parametrelerine bakildiginda S. officinalis L.
ekstresinin enzime olan ilgisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (ICso: 28,00+17,46

pg/mL ve Ki: 10,63£7,94 pg/mL).
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12/15-LOX enziminin Michealis-Menten kinetigi calismasi kapsaminda farkli giinlerde elde
edilen Km ve Vmax degerleri Post-Hoc testleri ile incelenmis ve elde edilen sonuglar giinler

arasindaki degerlerin birbirinden istatistiksel olarak farkli olmadigini gostermistir (p>0,05).

Ekstrelerimizin 12/15-LOX enzimi ile kinetik parametrelerine bakildiginda M. piperita L.
ekstresinin enzime olan ilgisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (ICso: 14,98+9,23 ng/mL
ve Ki: 19,61+2,13 pg/mL).

COX-2 enzimi ile yapilan tiim ¢alismalar ticari kit ile, 12-15-LOX enzimi ile ilgili yapilan
caligmalar ise manuel olarak gerceklestirilmistir. Ticari kit ile sonuglar daha kolay elde
edilmis olmasina ragmen kit bilesenlerinin kisithi sayida olmasi yeterli sayida deney tekrar
yapabilme olanagmi ortadan kaldirmistir. Buna karsilik manuel olarak yapilan enzim
caligmalarin hem deney tekrar sayilarinin daha fazla olabilmesi acisindan, hem de
maniplilasyona daha ac¢ik olmasi sebebi ile ilerleyen calismalarda ticari kit yerine tercih

edilmesi diisliniilmektedir.

Elde ettigimiz antioksidan aktivite, 12/15-LOX ve COX-2 enzim inhibisyon degerleri
sonuglart gbze alinarak segilen ekstrelerin potansiyel anti-inflamatuar ajan olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Ekstrelerimizde bulunan primer ve sekonder metabolitler
tek baslarina antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitelerden sorumlu olabilirler. Fakat bitki
ekstrelerinin  gostermis oldugu bu aktiviteler, tekli aktif metabolitler yerine farkli

metabolitlerin sinerjik/antagonistik etkisine de bagl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Elde edilen sonuglarin hiicre kiiltiirii galigmalarina ve hatta in vivo ¢alismalara 1s1k tutacagini
diistinmekteyiz. Bu baglamda anti-inflamatuar yolak enzimlerini ifade eden hiicre hatlari
kullanip yaratilacak bir inflamasyon silirecinde ekstrelerin bu yol ve enzimler iizerinde

etkileri incelenebilir.

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalardan elde ettigimiz bulgular desteklemek, ekstrelerin
enzim inhibisyondaki rollerini daha iyi anlamak ve modellemek adina 6ncelikle ekstrelerin
icerik analizlerinin yapilmasi ve ayrica secilen ekstrelerin i¢inde yer alan metabolitleri ile

enzim galismalarinin tekrar edilmesinin uygun olacagi diistiniilmiistiir.
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