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OZET

NEPETA BAYTOPII HEDGE ET LAMOND BITKISININ FITOKIMYASAL VE
AKTIVITE YONLENDIRMELI iIZOLASYON CALISMALARI

Semiha YENIGUN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Ana Bilim Dali
Doktora, Agustos/2023
Danisman: Prof. Dr. Tevtik OZEN

Nepeta tiirleri, iridoidler ve ikincil metabolitler bakimindan zengin Lamiaceae
familyasinin en 6nemli liyesidir ve antioksidan, antimikrobiyal, idrar soktiiriicii, astim
onleyici, antiseptik, analjezik, antikanser, antienflamatuar ve bdcek oldiriici
Ozellikleri bulunmaktadir. Bingdl’de toplanan endemik Nepeta baytopii Hedge &
Lamond bitkisinin toprak tistii kisminin aktivite yonlendirmeli izolasyon ¢alismalari
gerceklestirilerek antioksidan, enzim inhibitorii, antibakteriyel ve DNA koruma
aktiviteleri gosteren molekiiller saflagtirildi.

N. baytopii (NB) bitkisinin metanol:kloroform (MK) ¢6ziicti karigimi ile ham
ekstrakt elde edildi. Bu ekstrakta silika jel kolon kromatografisi uygulandi ve sirasiyla
n-hekzan (H), kloroform (K), etil asetat (E) ve metanol (M) ¢oziileri kullanilarak
birinci fraksiyonlar elde edildi. Ham ekstraktin ve birinci fraksiyonlarin fitokimyasal
analizleri ve biyoaktiviteleri spektroskopik teknikler kullanilarak belirlendi. Birinci
fraksiyonlara kolon kromatografisi uygulanarak ikinci fraksiyonlar elde edildi ve
aktivite testleri uygulandi. Aktif fraksiyonlar Dbiyoaktivite yoOnlendirmeli
fraksiyonlandirma ile belirlendi. Daha sonra biyoaktif fraksiyonlara kolon
kromatografisi veya preparatif-HPLC kullanilarak bilesikler saflagtirildi ve molekiil
yapilar1 farkli NMR teknikleri ile aydinlatildi. Ekstraktin, fraksiyonlarin ve saf
molekiillerin aktivite sonuglari, temel bilesen ve SPSS analizleri ile degerlendirildi.

Ham ekstraktin toplam fenol ve flavonoid miktarlar1 sirayla 20.24+0.15 mg
GAE/g ekstrakt ve 12.86+0.05 mg KE/g ekstrakt olarak belirlendi. Ekstraktin ana
bilesenlerinin rosmarinik asit, cis-11-eikosanoat ve palmitat oldugu kaydedildi. NBH
fraksiyonunun ana bileseni 9,12,15-oktadekatrienoik asit, metil esteri ve oktadekanoik
asit, metil esteri iken NBK, NBE ve NBM’nin ana bileseni kuersetin-3-glikozittir.
NBH fraksiyonlari; yiiksek indirgeme giicii, H2O2 ve siiperoksit anyonu giderme,
BChE, a-amilaz ve tirozinaz inhibisyon aktiviteleri gosterdi. NBHFr4, NBHFr5 ve
NBHFr9 aktif fraksiyonlardir. NBK fraksiyonlari; etkili antioksidan, BChE ve lipaz
inhibisyon aktiviteleri gosterdigi belirlendi ve NBKFr5 aktif fraksiyondur. NBE
fraksiyonlari; H202 giderme ve metal selat aktivitelerinde aktif oldugu bulundu ve
NBEFr10 aktif fraksiyondur. NBM fraksiyonlari; aktif indirgeme giicii ve H20:
giderme aktivitelerini gosterdi ve NBMFr3, NBMFr4 ve NBMFr7 aktif fraksiyonlart
olarak kaydedildi. Aktif fraksiyonlardan apigenin, iksorozit, daukosterol, ursolik asit,
p-sitosterol ve Molekiil L bilesikleri saflastirildi ve karakterize edildi. Molekiillerin
biyoaktiviteleri, enzim inhibisyon kinetikleri ve molekiiler doking yapilar1 belirlendi.

Sonug olarak, biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon caligmalariyla izole edilen
molekiillerin, oksidatif hasarlara kars1 antioksidan, metabolik enzimlerin aktivitelerini
diizenleyici ve DNA hasarlarina koruyucu molekiiller olduklari belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Nepeta baytopii, Fitokimyasal analizler, Fraksiyonlandirma,
Kolon kromatografisi, Biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon, Molekiiler doking



ABSTRACT

PHOTOCHEMICAL AND ACTIVITY GUIDED ISOLATION STUDIES OF
NEPETA BAYTOPII HEDGE ET LAMOND PLANT

Semiha YENIGUN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Ph.D., August/2023

Supervisor: Prof. Dr. Tevfik OZEN

Nepeta species are the most important members of the Lamiaceae family, rich in
iridoids and secondary metabolites and, have antioxidant, antimicrobial, diuretic, anti-
asthmatic, antiseptic, analgesic, anticancer, anti-inflammatory, insecticidal properties.
Molecules were purified showing antioxidant, enzyme inhibitor, antibacterial, and
DNA protection activities by performing activity-directed isolation studies of the
aerial part of the endemic Nepeta baytopii Hedge & Lamond collected in Bing6l.

The crude extract of the N. baytopii (NB) plant was obtained with a
methanol:chloroform (MK) solvent mixture. The this extract applying silica gel
column chromatography and first fractions were collected using n-hexane (H),
chloroform (K), ethyl acetate (E), and methanol (M) solvents, respectively.
Phytochemical analyzes and bioactivities of crude extract and first fractions were
determined using spectroscopic techniques. Second fractions were obtained applying
column chromatography the first fractions and were applied activity tests. Active
fractions were determined by bioactivity guided fractions. Then, the compounds were
purified using column chromatography or preparative-HPLC to bioactive fractions,
and their molecular structures were elucidated by different NMR techniques. The
activity results of the extract, fractions, and pure molecules were evaluated by principal
component and SPSS analyses.

The crude extract's total phenol and flavonoid amounts were determined as
20.24+0.15 mg GAE/g extract and 12.86+0.05 mg CE/g extract, respectively. It was
noted that the main components of the extract were rosmarinic acid, cis-11-
eicosanoate, and palmitate. The main component of the NBH fraction is 9,12,15-
octadecatrienoic acid, its methyl ester and octadecanoic acid, methyl ester, while the
NBK, NBE, and NBM is quercetin-3-glycoside. NBH fractions; showed high reducing
power, H202 and superoxide anion scavenging, BChE, a-amylase, and tyrosinase
inhibition. NBHFr4, NBHFr5, and NBHFr9 are active fractions. NBK fractions;
showed effective antioxidant, BChE, and lipase inhibition, and NBKFr5 is the active
fraction. NBE fractions; showed active in H20. scavenging and metal chelating
activities, and NBEFr10 is the active fraction. NBM fractions; showed active reducing
power and H.O> scavenging activities and were recorded as active fractions of
NBMFr3, NBMFr4, and NBMFr7. From the active fractions, apigenin, ixoroside,
daucosterol, ursolic acid, g-sitosterol, and Molecule L were purified. The molecules'
bioactivities, enzyme kinetics, and molecular docking structures were determined.

As a result, it was determined that the molecules isolated by bioactivity-directed
isolation studies were antioxidants against oxidative damages, regulating the activities
of metabolic enzymes and protective molecules against DNA damages.

Keywords: Nepeta baytopii, Phytochemical analysis, Fractionation, Column
chromatography, Bioactivity guided isolation, Molecular docking
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1. GIRIS

Sifal1 bitkiler ve geleneksel ilaglar cok uzun bir gecmise sahiptir: farkl kiiltiir ve
zamanlarin teorilerine, inanglara ve deneyimlerine dayanan ve genellikle sagligin
korunmasinda kullanilan, hastaliklarin teshisi, énlenmesi, iyilestirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Her iilkede, geleneksel ilaclar temellerini dini inanglarda bulur.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), klinik arastirma metodolojisi ve geleneksel ilaglarin
etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kesin kilavuzlar olusturmaya ¢alismaktadir. Bitkisel
ilagc olarak siniflandirmada tibbi bitkiler hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi igin
kullanilir. Her iilkenin geleneksel ve popiiler ilaglarindan standardize edilmis bitki
6zlerinin kullanimina kadar uzanir. Bitkisel tipta gelenek, neredeyse tamamen ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda aktif maddeler iceren veya biiyiilii-enerjik prensiplere
dayanan ilaglara dayanmaktadir (Firenzuoli ve Gori, 2007). Modern tipta bitkiler bazi
onemli ilaglar i¢in hammadde olarak onemli bir yer tutsa da sentetik ilaglar ve
biyoteknoloji farkli hastaliklarin kontroliinde devrim yaratmistir. Tiim diinyada, tibbi
ve aromatik bitkiler de dahil olmak iizere sentetik {iriinlerden dogal bazli {iriinlere gegis
yoniinde artan bir egilim vardir. Simdiye kadar bitkilerin %5'inden az1 potansiyel ilag
olarak analiz edildi ve bu alanda genis ¢apta aragtirmalar devam etmektedir. Bu tip
sistemleri {izerinde bilimsel temel gelistirmek igin yetistiriciler, toplayicilar, saglik
uzmanlar1 ve ilag endiistrileri arasinda gli¢lii baglantilar gelistirmeye ihtiya¢ vardir

(Suppakul vd, 2003; Vohra ve Kaur, 2011; Yildirim vd, 2013; Zargari, 1995).

Bitkiler, degerli, uygun maliyetli ve kolayca elde edilebilen dogal iiriinlerin
zengin bir kaynagi olmustur. Dogal iirlinler, yeni bitkisel ve faydali ilaglar
sentezlemek ve izole etmek i¢in tiikkenmez bir gelismeye tanik oldugu icin eczacilik ve
tarimda ¢ok Onemli bir rol oynamustir. Ayrica, bitkiler farkli ikincil metabolit
smiflarina aittir; flavonoidler, karotenoidler, alkaloitler, fenolikler, terpenoidler,
tanenler, fenolik asitler vb. Bu gii¢lii biyolojik olarak aktif bilesikler, ¢ok sayida
sentetik farmasotik ilaglara, zirai kimyasallara vb. alternatif olarak islev goriir ve
bitkilerden ekstrakt eldesi, yeni biyoaktif bilesikleri bulmak i¢in yetkin bir yaklasim
olmustur (Celis vd, 2008).

Tibbi bitkiler ilag adaylar1 olarak bilinmektedir (Bernhoft, 2010) ve bu nedende
ilag olarak kullanilan farkli bitkiler diinyanin ¢esitli bolgelerinde %4-20 araliginda
olup, 2500 tiiriin ticareti yapilmaktadir (Schippmann vd, 2002). DSO, giiniimiizde

diinyadaki insanlarin %80'inden fazlasinin geleneksel bitkisel ilaclart kullandigim
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bildirmistir. Bitki kaynakli flavonoidler ve bunlarin analoglar1 antioksidan,
farmakolojik, antiviral, anti-karsinojenik, terapotik ve sitotoksik zelliklere sahiptir
(Brodowska, 2017). Flavonoidler Alzheimer hastalig1, Parkinson hastalig1 ve karaciger
hasarina kars1 kesfedilen biyolojik olarak aktif bilesiklerdir (Hussain vd, 2018; Wan
ve Jiang, 2018).

Tibbi ve tedavi edici degerleri ile taninan ¢esitli bitki familyalar1 arasinda
Labiatae (Lamiaceae, Nane) 6nemini korumaktadir (Sharma ve Cannoo, 2013). Bu
familyanin en biiyiik tiyesi olan Nepeta cinsinden elde edilen ikincil metabolitler, tarih
oncesi ¢aglardan beri ¢esitli geleneksel ilaglarda kullanilmistir (Sharma ve Cannoo,
2013). Bir¢ok endemik sifali bitki, 6zellikle de Nepeta tiirleri, yiiksek hasat, sinirlt
dagittim ve habitat tahribati sonucunda yok olma tehlikesiyle karsi karsiyadir
(Sagharyan vd, 2020). Nepeta tiirleri antispazmodik, balgam soktiiriicli, idrar
soktiiriicli, antiseptik, oksiiriikk dnleyici, astim Onleyici ve ates diisiiriicii aktiviteleri
nedeniyle halk hekimliginde yaygin olarak kullanilmaktadir (Baser vd, 2000). Pek ¢ok
bitkinin ucucu yaglar1 ve Ozleri, ilag, kozmetik ve gida endiistrisindeki tibbi
prosediirlerde ve uygulamalarda potansiyele sahiptir. Cok sayida arastirmaci,
bitkilerden izole edilen biyolojik olarak aktif bilesenlere ve bunlarin patojenik
mikroorganizmalarin yok edilmesi tizerindeki etkilerine ilgi gostermistir (Tepe vd,

2005).

Biyolojik aktiviteye sahip bitki ekstraktlarindan biyoaktif bilesikleri tanimlamak
icin yapilan islemler biyoaktivite yonlendirilmeli fraksiyonlama islemleri olarak
adlandirilmaktadir. Bu islemde, biyoaktif ham ekstrakttan elde edilen fraksiyonlara
biyoaktivite testleri uygulanmakta ve her bir fraksiyonlama agsamasinin ardindan aktif
fraksiyonlar belirlenmektedir, sonra bu fraksiyonlar daha fazla ayrim igin tekrar kolon
kromatografisine tabi tutulmaktadir. Ardindan elde edilen fraksiyonlar veya kristaller
daha farkli spektroskopik teknikler (ince tabaka kromatografisi, preparatif-HPLC,
GC-MS, NMR gibi) kullanilarak saf biyoaktif bilesiklerin tanimlanmasi
saglanmaktadir. Bitki ekstreleri ¢ok sayida farkli bilesen iceren kompleks karigimlar
temsil ettiginden bilesenler arasinda sinerjistik veya antagonistik etkilesimler meydana
gelmektedir. Genel olarak bitki oOziitlerinde bulunan sekonder metabolitlerin
tanimlanmasinda kimyasal ve fiziksel ozelliklerin ¢esitliligi ve genis yelpazedeki
analit konsantrasyonlar1 nedeniyle olduk¢a zordur. Bu nedenle, olduk¢a hassas ve

tekrar iiretilebilir analitik yontemler gereklidir (Atanasov vd, 2015; Brusotti vd, 2014).



llag gelistirme calismalarinda zaman ve kaynaklarin ekonomik kullanimi igin
oncelikli olarak teorik yontemlerden faydalanilmaktadir. Bu yontemlerin basini
molekiiler doking adi verilen bilgisayar destekli modelleme metodu ¢ekmektedir.
Molekiiler doking metodolojisi hedef proteinin baglanma bdolgesindeki kiigiik
molekiillerin davranisini incelemekte ve bu davraniglarin olusturdugu baglanma
afinitelerini ve ligand-protein etkilesiminin 2D ve 3D olarak baglarini géstermektedir
(Pagadala vd, 2017).

1.1. Tezin Amaci ve Onemi

Biyoaktif bilesikler, bitkilerin ikincil metabolizmasinda yer alan ve insan sagligi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilen maddelerdir ve kimyasal yapilarina gore
antioksidan vitaminler, fenolik bilesikler, terpen tiirevleri, kiikiirt bilesikleri,
fitodstrojenler, peptitler ve amino asitler, mineraller, ¢oklu doymamis yag asitleri,

diyet lifi, laktik asit bakterileri ve fitik asit olarak gruplandirilabilir.

Fenolik bilesikler, bitkilerin ana ikincil metabolitlerinden biridir. Hem serbest
radikal temizleyicileri hem de metal selatlayici olarak antioksidan kapasitesini
artirdigindan bu bilesiklere ilgi artmaktadir. Kanserin, kardiyovaskiiler hastaliklarin
ve hatta alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi gibi insan
saglig1 iizerindeki etkileri, bu bilesiklerin antioksidan 6zelliklerindendir. Herhangi bir
fitokimyasal veya bitki 6ziitiiniin fosfomolibdenyum indirgeme aktivitesi ve fenolik
icerigi dogrudan bir iliskiye sahip olabilir. Toplam polifenol seviyesi daha yiiksek olan
meyveler daha giiclii antioksidan aktivite gosterir. Tiim fenolik bilesikler goz oniine
alindiginda, flavonoidler grubu dogada en yaygin olarak bulunan bilesiklerdir ve

iclerinde flavonoller daha fazla antioksidan aktiviteye sahiptir.

Biyolojik aktivite sergileyen ham bitki ekstraktlar, ilgili saf biyoaktif bilesikler
tanimlanana kadar tekrarli biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma dongiilerine
tabi tutulur. Uretilen fraksiyonlarin fraksiyonlama ve biyoaktivite degerlendirmesi cok
zahmetli adimlar oldugundan, bagimsiz tamamlayici biyoanalizlerde optimal olarak
ham bitki ekstraktlari ile giivenilir biyoaktivite verilerinin elde edilmesi kritik dnem
tasir. Tipik olarak, su i¢inde farkli polariteye sahip organik coziiciiler (6rnegin, etil
asetat, n-biitanol ve kloroform) kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu, birinci
fraksiyonlandirma adimi olarak gerceklestirilir. Izolasyon siirecini yonlendirmek igin,

biyoaktif ham ekstraktlardan elde edilen fraksiyonlar biyolojik incelemeye tabi tutulur.



Her fraksiyonlandirma adiminin ardindan, inaktive fraksiyonlar belirlenir ve aktif
fraksiyonlar ayirt edilir. Aktif fraksiyonlar genellikle kolon kromatografisi ile daha

fazla ayirmaya tabi tutulur.

Bitki ekstraktlari, ¢ok sayida farkli bilesen (aktif, kismen aktif ve birgok inaktive
bilesik gibi) iceren karmasik yapilar oldugundan, genellikle bilesenler arasinda
etkilesimler vardir. Bu nedenle, bir ham ekstraktin yiiksek aktivitesi, birgok zay1f aktif
bilesigin destekleyici veya sinerjik etkisinden kaynaklanabilir ve fraksiyonlama
asamalarinda bu sinerjik etkilesimleri bozarak aktivitede de bir azalmaya neden

olabilir.

Nepeta tiirlerinin bazilar1 tibbi 0Ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri ile
taninmaktadir. Halk tibbinda idrar soktiiriicii, terletici, Oksiiriik Onleyici, spazm
Onleyici, astim Onleyici, sinir sistemi hastaliklari ve mide rahatsizliklar1 icin
kullanilmaktadir. Ikincil metabolitleri de igeren ucucu yaglarin antimikrobiyal,
antiviral, antioksidan gibi genis biyolojik etkilerinin bulunmasindan dolayr Nepeta
tiirlerinin ¢ogunda mevcut olan terpenler ve nepetalakton tiirevleri farmakolojik ve

biyolojik etkiler gostermektedir.

Nepeta tiirlerinin birgok farkli 6zelliklerinin bulunmasindan, bazi tiirlerinin
endemik olusundan ve aktivitelerinin arastirilmamasindan dolayi; tez ¢alismasinda
endemik olan Nepeta baytopii bitkisinin kimyasal iceriklerini arastirarak en g¢ok
bulunan molekiil/leri belirlemeyi ve biyolojik aktivitelerini arastirarak biyoaktivite
yonlendirmeli izolasyon siireci ile aktif fraksiyonlar1 belirleyip molekiilleri izole
etmeyi ve izole edilen molekiillerin yapilarint aydinlatip enzimlerle olan iliskilerini
hem deneysel hem de teorik olarak belirlemeyi amagladim. Bu sebepten dolayi,
endemik bir tiir olan N. baytopii bitkisinin toprak iistii kism1 metanol-kloroform (1:1)
¢oziicti karisimi ile ekstrakte edildi. Ekstraktin fitokimyasal igerikleri; HPLC-MS/MS,
GC-MS, GC-MS/MS, GC-FID, toplam fenol ve flavonoid miktarlari ile, biyoaktivite
ozellikleri; antioksidan, enzim inhibisyon, antimikrobiyal ve DNA koruma aktiviteleri
arastirildi. Ayrica, bitki ekstrakti silika jel kolon kromatografisi, preperatif-HPLC ve
ITK gibi gesitli kromatografik yontemler kullanilarak fraksiyonlandirildi ve elde
edilen fraksiyonlarin biyoaktiviteleri incelendi. Ek olarak, ekstraktin ve fraksiyonlarin
biyoaktivitelerinin temel bilesen analizleri belirlendi. Biyoaktivite yonlendirmeli
izolasyona ve temel bilesen analiz sonuglarina gore aktif fraksiyonlar belirlendi. Aktif

fraksiyonlardan gesitli kromatografik yontemler kullanilarak izolatlar saflastirildi ve
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izolatlarin yapilar1 ¢esitli NMR spektroskopileri ve kiitle spektroskopisi ile
aydinlatildi. Ayrica, bu molekiillerin biyoaktivitelerinin yani sira enzim inhibisyon
Kinetikleri ile enzim-molekiil etkilesimleri molekiiler doking ile belirlendi. Yapilan
aktivite ¢aligmalar1 sonucunda, ekstraktin ve izolatlarin ilag onciilii veya tamamlayici

iiriin olma potansiyelleri aragtirildu.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Fitokimyasallar

Fitokimyasallar bitkilerde bulunan biyolojik aktiviteye sahip olan ve dogal
olarak olusan kimyasal bilesiklerdir (Hasler ve Blumberg, 1999). Fitokimyasallar
bitkilerin kok, govde, yaprak, ¢igek, meyve veya tohum gibi farkli kisimlarinda birikir
(Costavd, 1999). Fitokimyasallar bitkiyi hastaliktan ve hasardan korumasinin yani sira
bitkinin rengine, aromasma ve tadina katkida bulunurlar. Genel olarak, bitki
hiicrelerini kirlilik, stres, kuraklik, UV 1sina maruz kalma ve patojenik saldir1 gibi
cevresel tehlikelerden koruyan kimyasallardir (Gibson vd, 1998). Son zamanlarda,
diyet alimlar1 6nemli oldugunda, insan sagliginin korunmasinda 6nemli rollerinin
oldugu bilinmektedir (Siddiqui vd, 2017). Diyet fitokimyasallarinin en 6nemli gruplari
fenolikler, alkaloidler, azot igeren bilesikler, organosiilfiir bilesikleri, fitosteroller ve
karotenoidlerdir. Insan saglig1 ve refahi ile ilgili en ¢ok ¢alisilan diyet fitokimyasal
gruplar1 fenolik ve karotenoidlerdir (Liu, 2004). Bu grup bilesikler bitkinin ikincil
metabolitlerini  temsil eder ve antioksidan aktivite, antimikrobiyal etki,
detoksifikasyon ek olarak enzimlerinin inhibisyonu, modiilasyonu ve bagisiklik
sisteminin uyarilmasi gibi farkli biyolojik 6zelliklere sahiptir. Ek olarak bu bilesikler,
hormon metabolizmasimin ve antikanser 6zelliginin modiilasyonunun azaltilmasi
ozelliklerine sahiptir. Bitkilerin kendilerini korumak i¢in iirettikleri ve son arastirmalar
bir¢ok fitokimyasalin insani hastaliklara kars1 koruyabildigini gostermektedir (Rao,
2003).

2.2. ikincil Metabolitler

Bitkilerde bulunan kimyasal bilesikler, metabolik sentezlenme ve
fonksiyonlarma gore birincil ve ikincil metabolitler olmak iizere iki ayr1 sinifta
incelenmektedir. Birincil metabolitler yasam ic¢in temel olan ¢ogalma, gelisme ve
metabolizma gibi gorevleri gerceklestirir. ikincil metabolitler ise bitkinin yasami i¢in
temel olusturan yapilarda etkili gorevleri yoktur; ama eksildiginde ya da yok
oldugunda bitkinin zamanla yipranmasina ve hatta yasamsal faaliyetlerinin
sonlanmasina neden olabilir. Ayrica, ikincil metabolitler bitkinin {ireme olayina
katkisinda, yasadig1r ortama uyumunda, c¢evreyle iliskisinde ve bitki miidafaasinda
etkisi bulunan ve bitkinin bazi gelisim agamalarinda veya stres durumlarinda iiretilen

organik bilesiklerdir (Topcu ve Colgecen, 2015).



2.3. Antioksidanlar

Canli organizmalar serbest radikallerin organizmada olusturduklar1 zararh
etkilerinden korunmak i¢in antioksidan korunma sistemine sahiptirler. Canli
hiicrelerde bulunan karbohidrat, protein, lipit ve niikleik asitler gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyebilen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar
denir. Bu olaya da antioksidan savunma sistemi adi verilir (Tunalier vd, 2002).
Antioksidanlar, organizma tarafindan sentezlenen ya da disaridan alinan maddeler
olup, oksidan molekiillerin olugsmasini ve hiicreye zarar vermesini engellerler.
Antioksidanlar bu etkilerini serbest radikallere kolayca elektron hedefi olusturarak
gosterirler. Radikaller almak istedikleri elektronu antioksidanlardan elde ederlerse

hiicre igerisinde baska bir yapiya zarar vermezler (Cavdar vd, 1997).

Serbest radikaller; bir veya birden fazla eslesmemis elektron iceren atom veya
atom gruplar1 olarak tanimlanabilir. Bu radikaller, gen ekspresyonu, apoptoz ve hiicre
¢ogalmasi gibi diizenleyici siiregte rol alirlar. Fazla tiretildiginde, karbonhidratlari,
proteinleri, lipidleri, enzimleri ve DNA’y1 oksitler ve hiicredeki temel rol oynayan
molekiilleri bozarak antioksidanlarin savunma yetenegini azaltabilir. Oksidatif stresle
ise sitotoksik bilesikler meydana gelir ve normal hiicrenin isleyisini temsil eden
antioksidan ve oksidan dengesini etkiler (Gulcin, 2020; Gtilcin, 2012; Pisoschi vd,
2016).

Antioksidan maddeler, serbest radikallerin olusturdugu oksidasyonlar

engelleme, saglamlastirma ve tutma 6zelligi ile bilinmektedir (Celik ve Ayran, 2020).

Oksijen, serbest radikaller ve hiicredeki 6nemli molekiiller ile tepkime vererek
oksidatif hasar olusturur. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) sabit devam eden metabolizma
sirasinda az miktarda olusur ve serbest radikal zincir tepkimelerini baslatabilir veya
cesitli serbest radikallerin olusumuna katki saglayabilir. Oksidan tiirler ve antioksidan
savunma sistemi arasinda olusan dengesizlik, oksidatif hasara neden oldugu bilinen,
mutajen bilesiklerinin olusumunu, onkogen genlerinin fazlaca {retilmesini,
iltihaplanma, yashilik ve plak olusumu gibi faktorleri tetikleyebilir. Boylelikle
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet, nérodejenerasyon ve bobrek hastaliklar
dahil birden fazla hastaligin gelismesine neden olur (Pisoschi ve Pop, 2015).
Antioksidanlar hem insan viicudunda hem de gida sistemlerinde onemli bir yere

sahiptir (Gulcin, 2020; Giilgin vd, 2022).



Antioksidanlar mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda dogal olarak
bulunmasinin yani1 sira kimyasal yollarla da sentezlenmektedir. Antioksidanlar;
eksojen ve endojen, enzimatik ve enzimatik olmayan, birincil ve ikincil, engelleyici
veya onarici, sentetik veya dogal, yagda ve suda ¢6ziinen olmak iizere birden farkli

sekilde siniflandirilir (Sekil 2.1.) (Yilmaz ve Boyacioglu, 2020).

Antloksidanlar _
|

Dogal Antloksidanlar Sentetik Antloksidanlar
I 1
Enzimatik | | Enzimatik olmayan
Glutatvon reditktaz E vitumini ~Troloks
Glutatyon Askorbik asit Askorbil palmitat
peroksidaz Flavonoidler -BHT, BHA
Katalaz Ferritin, Urik asit Hidrokinon
Glutatyon-S Albumin Tersivel botil propil
transferaz Bilirubin gollat
Glutatyon

Sekil 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi
2.4. Enzimler

Biyokimya tarihinin biiyiik bir kisminda enzimlerle ilgili yapilan arastirmalar ve
caligmalar yer almaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015). Enzimler canliligin devami
icin gerekli olan bircok biyokimyasal reaksiyonu hizlandiran, %100 verimle iiriin
olusturan ve higbir degisiklige ugramadan reaksiyon sonunda geri kazanilan biyolojik
katalizorlerdir (Kalaycioglu vd, 2010; Keha ve Kiifrevioglu, 2015). Enzimlerin temel
yapisinda birbirleriyle peptit zinciri olusturan aminoasitler bulunmaktadir ve
kendilerine has ti¢ boyutlu yapidan olugmaktadir. Birden fazla alt birimden olusan

enzimler de bulunmaktadir.

Enzimler DNA tarafindan sifrelenmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015).
Enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinda katalitik etki gosteren ve molekiilleri baglayan
substratlar bulunmaktadir. Substratlar tepkimenin gergeklesecegi aktif bolgeye
baglanmaktadir ve bu etkilesimden sonra substratlardaki baglar kirilir ve yeni baglar
yapilir. Bu nedenle enzim kilide, substrat anahtara ve aktif bolge kilit izerindeki

anahtar deligine benzetilir.

Bazi1 enzimlerin aktif olabilmesi i¢in protein yapisinda bulunmayan kofaktor adi
verilen gruplara ihtiyaci vardir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015; Nelson, 2005).
Kofaktorler metal iyonlar1 olabilir. Ek olarak, organik kompleksler olan koenzimlerde

bulunabilir. Kofaktorler 1siya oldukca dayaniklidir. Bununla birlikte, enzimler
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sicaklikla denatiire edilir. Bir holoenzim, katalitik olarak aktif bir enzim-kofaktor
kompleksidir. Bu tiir enzimlerin protein kisimlarina apoenzimler denir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2015).
2.4.1. Enzim Aktivitesi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorler; enzim derigimi, substrat derisimi, pH,
sicaklik, zaman ve inhibitor etkisidir. Enzimin aktiflik gosterebilecegi substrat miktart
arttikga reaksiyonun hizi da artar. Buna bagli olarak enzim derisimi de artar. Enzimin
yapist bozuluncaya kadar substrati aktif hale getirmeye devam eder (Palmer ve
Bonner, 2007).

Substrat miktar1 reaksiyon hiziyla dogru orantili olarak artar. Bu artis enzim
substrata doyuncaya kadar devam eder. Doyduktan sonra enzimin reaksiyon hizi
maksimuma (Vmaks) ulasir. Enzimin yaris1 enzim-substrat kompleksi halindedir ve
burada gozlenen reaksiyon hizi, maksimum reaksiyon hizinin yarisidir. Bu maksimum
hizin yarisini veren substrat derisimine Michaelis-Menten sabiti (Kim) denir ve bu deger
enzimin substrata olan ilgisini gostermektedir. Km degeri ile ilgi ters orantili olarak

degisir (Palmer ve Bonner, 2007).

Enzimatik reaksiyonlarda hiz, sicaklik artis1 ile belirli bir noktaya kadar ilerler.
Bu nokta asildiktan sonra enzimler denatiire olurlar. Bitkilerden elde edilen enzimler
50-60°C’de optimum sicakliga ulasirken hayvanlardan elde edilen enzimler ise 40-
50°C’de optimum sicakliga ulasir. Ayrica, her enzimin aktif oldugu belirli bir pH
aralig1 vardir ve bu pH degeri enzimin optimum noktasidir (Garret ve Grisham, 2010;
Ozata ve Kutlu, 2000; Palmer ve Bonner, 2007; Yaman, 2018).

Reaksiyon hizina olumsuz yonde etki eden maddeler inhibitdr olarak
bilinmektedir. Tersinmez ve tersinir olmak iizere ikiye ayrilirlar. Enzimin aktif
noktasina dogrudan baglanarak aktif bolgeyi bozan ya da enzimin konformasyonunu
degistiren maddeler tersinmez inhibitorlerdir. Enzimle ara bilesik olusturarak
maksimum reaksiyon hizin1 ya da Michaelis-Menten sabitini azaltan maddeler de

tersinir inhibitorlerdir (Basgi, 1985).
2.4.2. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin bazi molekiiller araciligiyla in vivo veya in vitro aktivitelerinin
azaltilmasi olay1 inhibisyon, bunu gerceklestiren molekiiller ise inhibitér olarak

isimlendirilmektedir. Enzim inhibit6rleri diisiik molekiil agirligina sahip bilesik veya
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iyonlar olup olduk¢a onemli farmasétik maddelerdir. Enzim inhibisyonu biyolojik
sistemlerde kontrol mekanizmasi olusturmasi agisindan ¢ok Onemlidir. Enzim

inhibitorleri iki smifta incelenir; donlisiimsiiz ve dontisimli inhibisyon (Nelson,

2005).

Doniisiimsiiz inhibisyon; enzim aktivitesini inhibe ederek enzimin kataliz

yetenegini ortadan kaldiran inhibitorlerdir.

Dontisiimlii inhibisyon; bu inhibitorler kovalent olmayan baglarla enzime
baglanmaktadir ve yarismali (kompetitif), yarismasiz (nonkompetitif) ve yari

yarismal1 (unkompetitif) olarak tlice ayrilmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015).
2.4.2.1. Yarismah inhibisyon

Yarigmali inhibisyonda, inhibitorler yapisal olarak c¢ogunlukla substrata
benzemekte ve aktif bolgeye baglanabilen inhibitorlerdir (Nelson, 2005). Bu
inhibisyonunda inhibitdr, enzimin substratina olan ilgisini azaltmakta ve Km degerini
arttirmaktadir. Enzim-inhibitor (EI) kompleksi olusturmak iizere enzim ile tersinir

olarak birlesmektedir (Sekil 2.2.) (Sahin, 2013).

00015024025 2300.35
L15)

Sekil 2.2. Inhibitdriin enzime yarismali inhibisyon ile etkilesimi, Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri

2.4.2.2. Yarismasiz Inhibisyon

Bu inhibisyonda, substrat ve inhibitor ayni anda enzime baglanabilir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2015). Substrat miktar1 artsa da inhibisyon ortadan kalkmaz. Bu
inhibitdrler enzimin katalitik etkisini diigiirerek etki gostermektedir. Bu tiir inhibisyon

ile, tepkimenin Vmaks degeri azalirken Ki degeri sabit kalir (Sekil 2.3.) (Sahin, 2013).
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Sekil 2.3. Inhibitdriin enzime yarismasiz inhibisyon ile etkilesimi, Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri

2.4.2.3. Yar1 yarismal Inhibisyon

Bu inhibisyonda, inhibitér enzime degil ES kompleksine baglanir. iki substratl
reaksiyonlarda goriilme olasilig1 daha yaygindir. Fakat tek substratli reaksiyonlarda da
gortiliir. Bu inhibisyon sonucunda Vmaks Ve Km degeri azalir (Sekil 2.4.) (Sahin, 2013).

y
0‘\\\
4

Sekil 2.4. Inhibitdriin enzime yar1 yarigmali inhibisyon ile etkilesimi, Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri

Enzimler, ila¢ hedefleri olarak diisiiniilen biyolojik makromolekiiller arasindadir
ve cogu hastalikta onemli etki gosterdiklerinden ve kiiciik molekiil agirlikli ilag
olabilecegi diisiiniilen molekiillerin inhibisyona katkida sagladiklarindan biiyiik bir
oneme sahiptirler. Son zamanlarda enzim inhibitorleri klinik amagl kullanilan
ilaglarin yarisina yakinini temsil etmektedir. Giinlimiizde insan genomu ile yapilan
arastirmalarda hastalikla iliskili, ilaglarin kullanilacagi hedefleri kodlayan bdlgesine
enzimlerin hakim oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, spesifik enzim inhibisyonlarinin
gelecek icin farmasotik arastirmalarin  odak noktasi olmaya devam edecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle enzimler, son zamanlarda biiyiik ila¢ ve biyoteknoloji
sirketlerinde yeni ilag kesiflerinin ve tasarim cabalarinin hedefi haline gelmistir

(Copeland, 2005).
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2.5. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz

Demans, giinliik yasami etkileyen zihinsel sorunlara neden olan birden ¢ok
semptomu tanimlamada kullanilan genel bir terimdir. Genel olarak alzhemier hastalig
(AH) ve demansin ayni hastalik oldugu diisiiniilmekte ve bunun baslica sebebinin
demans vakalarinin %70-80’inin alzhemier hastasi1 olmasindan kaynaklanmaktadir
(Sahyouni vd, 2017).

Gilinitimiize kadar demansin neden olustugunu agiklamaya c¢alisan birden fazla
teori bulunmasina ragmen hepsinin ortak noktas1 beyinde mevcut olan ndronlar ve
glial hiicrelerin ugradig1 hasarlar sonucunda bunamanin oldugudur. Hiicresel hasara
neden olan bir¢ok faktdr vardir ve ortaya atilan bazi teoriler beyindeki islevsiz
norotransmiter (0zellikle asetilkolin) seviyesi, hasarli proteinlerin beyinden islevsiz
temizlenmesi ve belirli proteinlerin yanls katlanmasidir. Hiicresel hasar beyinde

bulunan néronlarin birbirleri ile islevsiz iletisimine neden olur (Inao vd, 2001).

AH’nin tedavisinde en c¢ok kullanilan yontem, asetilkolinin hidrolizinden
sorumlu asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu ile asetilkolinin beyindeki diizeyini
arttirmaktir (McGeer ve McGeer, 2003). AChE, periferik ve merkezi sinir sistemi ile
birlikte plasental dokuda eritrositlerde ve kas ve sinir dokusunda mevcuttur.
Biitirilkolinesteraz (BChE) ise plazma ve karaciger dahil bir ¢ok doku ile periferik ve
merkezi sinir sisteminde bol miktarda bulunmaktadir (Quinn, 1987). Her iki enzim
birbirinden katalitik aktivitelerinin farkli olmasi ile ayirt edilebilir. Giiniimiizde
mevcut olan c¢alismalar, AH’larinin beynindeki BChE miktarinin normal insan

beynindeki miktarindan daha fazla oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Massouli¢ vd, 1993).

AChE, ¢ok yiiksek aktiviteye sahip oldugundan yaklasik olarak yirmi bes bin
asetilkolin (ACh) bilesigini bir saniyede hidrolizleyebilir. AChE’nin iki alt birimi
bulunmaktadir ve bunlardan biri katyonik digeri ise anyonik alt birimdir (Sussman vd,
1991). AChE inhibitoriiniin iki ana tiirii bulunmaktadir (Taylor, 1998; Taylor ve Radic,
1994). Bunlardan biri katalitik bir serin kalintisinin karbamilasyon veya fosforilasyonu
ile enzimi inaktive eden bir bilesiktir ve bu tiir bilesiklerin inhibitor etkisi geri
doniisiimsiizdiir. Ikinci tip inhibitorler ise, substratin aktif bdlgeye erisimini bloke
ederek ve/veya enzimde kusurlu konformasyonel degisiklikleri indiikleyerek enzimleri
etkisiz hale getirir. Bu tip inhibisyon da genellikle geri doniisiimliidiir (Taylor, 1998).
AChE inhibitorleri; yarismali, yar1 yarigmali ve yarigmasiz olarak etki ederler
(Pohanka, 2012). Yarismali ve yarismasiz AChE inhibitorleri ¢ogunlukla tedavi
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amagl kullanilir. Bu inhibitorler genellikle sizofreni, AH ve glokom gibi hastaliklari
tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir (Alasehirli, 2005). Kullanilan inhibitérlerden
galantamin ve rivastigmin bitkisel kaynakli iken donepezil ve takrin sentetik ilagtir

(Koganci ve Aslim, 2016; Manach vd, 2004).

Bugiine kadar, birgok sentetik ve bitkisel ilag AH’min tedavisi igin
onaylanmistir, ancak hepsinin yan etkileri bulunmaktadir. Bu da daha az yan etkiye

sahip yeni ilaglarin kesfini ¢cok 6nemli hale getirmektedir (Mehta vd, 2012).
2.6. Karbonik Anhidraz

Glokom optik sinir bas1 hasar1 ve buna bagli gelisen gérme alanm1 kayiplaridir.
Optik sinir hasarinin gelisiminde goz i¢i basinciin artisinin yani sira diger bircok
faktoriin rolii olmasina ragmen uygulanan tedavi yontemlerinin biiyiik bir boliimii géz
ici basincini diislirmeye yoneliktir. G6z i¢i basincinin kontroliinde ¢ok 6nemli rolii
olan karbonik anhidrazin inhibisyonu yolu ile glokomlu hastalarin g6z i¢i basinci

diistirilmektedir (Feldman ve Bell, 2013).

Hastaliklarin tedavisinde ve teshisinde, karbonik anhidraz inhibitorlerinin
onemi, glokom hastalig1 tedavisi i¢in karbonik anhidraz enzimi iizerinde yapilan
inhibisyon caligmalar1 sonucu elde edilmistir. Bu ¢alismalarda, karbonik anhidraz
enziminin kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasinin yani sira, bu enzimin dokulara
dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlasilmis, bunun sonucunda karbonik
anhidraz enziminin inhibitorleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesi arttirtlmigtir (Gulcin

ve Beydemir, 2013; Supuran ve Scozzafava, 2000).

Karbonik anhidraz (KA), metaloenzim sinifina ait ve canli organizmalarin
hepsinde bulunan bir enzimdir ve karbondioksiti bikarbonat ve proton olarak
parcalayarak geri doniisimlii bir reaksiyon tarafindan katalizlenmektedir (2.1).
Enzimin yapisinda bulunan ¢inko iyonu (Zn*?) aktif metal olarak gorev yapmaktadir

(Roughton ve Booth, 1946).

Karbonik anhidraz
H,O +CO; &———= HCO; +H" (2.1)
Karbonun kararli bir yapis1 olan karbondioksit, yasamin merkezinde yer alan bir
bilesiktir. Karbondioksit suyla reaksiyona girerek kararsiz HoCOz3’1 hemen proton ve
bikarbonata dontistiiriir. Cogu organ ve dokunun 7.5 olan pH seviyesinde bu reaksiyon

¢ok yavas gergeklesmektedir (Supuran ve De Simone, 2015). Biitiin canlilarin
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metabolik reaksiyonlar1 sonucu karbondioksit olusmaktadir ve kontrol edilmesi igin

karbonik anhidrazlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Supuran, 2011).

Enzimin aktif bolgesi, merkeze kadar uzanan koni seklinde biiyiik bir alana
yayllmistir ve ¢inko iyonu bu alanin alt kisminda ulunmaktadir (Giimiis, 2008).
Karbonik anhidrazlarin en dikkat ¢ekici ozelliklerden birisi aktif bolgesinin bir
tarafinda hidrofobik diger tarafinda hidrofilik 06zellik gosteren kisimlar

barmdirmasidir (De Simone vd, 2013).
2.7. Lipaz

Obezite, anormal ya da asir1 miktarda viicut yaginin birikmesi olarak ifade
edilmesinin yani sira insan sagligina zararl etkileri bulunmaktadir (Kopelman, 2000).
Ayn1 zamanda obezite, biyolojik, psikososyal ve sosyal faktorleri kapsayan karmasik
bir durumdur ve hareketsiz yasam tarzi, yiiksek kalorili beslenme obezitenin

gelismesinde en 6nemli faktorlerdendir (Gambero ve Ribeiro, 2015).

Obezitenin yayginlagsmasi dnemli bir halk sorunu haline gelmektedir. Ciinkii,
obezite ile iliskili hastaliklarin, kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2 diyabet gibi,
durumlarda arttign goézlenmektedir (Haslam ve James, 2005). Son yapilan
calismalarda, dogal {iriinlerin obezite tedavisinde kullanilabilecegi ortaya ¢ikmaktadir
(Scalbert vd, 2005). Var olan ilaglarin maliyetinin yiiksek olmasi ve tehlikeli yan
etkilerinin bulunmas1 nedeniyle dogal iriinlerin alternatif obezite ilaci1 olarak

kullanilmast {izerine galigmalar hiz kazanmaktadir (Von Staszewski vd, 2011).

Lipazlar bitki, bakteri, hayvan ve funguslarda mevcut olan 6nemli enzimlerden
biridir. Hayvanlarda ve insanlarda, yag sindiriminde gastrik ve pankreatik lipazlar
gorev yapmaktadir (Delorme vd, 2011). Diyetle alinan yagi bagirsak direkt ememez,
ancak pankreatik lipaz triagilgliserolleri; yag asitleri ve monoagilgliserollere hidroliz
ettikten sonra emer. Pankreatik lipazlar beslenme ile alinan yaglarin %50-70’ni
hidrolizleyen bir enzimdir (Delorme vd, 2011). Lipaz inhibitorleri anti obezite ilaglari
olarak kullanilmaktadir (Kokotos, 2003).

Lipazlar ¢ok c¢esitli reaksiyon ortamina dayaniklidir. Bu nedenle hem endiistride
hem de biyoteknolojide biyokatalizor olarak gorev alirlar. Organik ¢oziiciiler,
stiperkritik akigkanlar ve iyonik sivilara uygulanabilmesinin yani sira bir¢cok
reaksiyonu katalizleyebilir (Garcia-Galan vd, 2014). Biitiin bunlara ek olarak lipazlar

susuz ve sulu ara ylizeylerde tepkime gerceklestirebilirler.
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2.8. a-Amilaz ve a-Glikozidaz

Diyabet (diabetes mellitus), pankreas bezinde bulunan langerhans adaciklarinda
mevcut olan p-hiicrelerinden insiilin salinimin yokluguna ya da yetersizligine bagh
olarak aclik kan glikoz seviyesinin 126 mg/dL’ye esit veya biiyiik olmas1 durumunda
ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Agirman vd, 2022). Tip 1, gestasyonel, Tip 2 ve diger
sebeplerden kaynaklanan dort ¢esit diyabet tiirii bulunmaktadir (Forouhi ve Wareham,
2010).

Tip 2 diyabetin risk faktorlerinden ikisi obezite ve fazla kilolu olmaktir. Diyabet
veya seker hastaligi, insiilin eksikligi veya kronik hipergliseminin neden oldugu
protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasinda bozukluklarin yani sira yiiksek kan
sekeri seviyesiyle ortaya ¢ikan metabolik hastaliklardan biridir (Finucane vd, 2011;
Nyambe-Silavwe vd, 2015).

Birgok ticari bitkisel ilag, diyabeti tedavi etmek ve/veya komplikasyonlarini
onlemek icin diinya ¢apinda kullanilmaktadir. Kullanilan bitkilerin ¢ogu saponinler,
alkaloidler, tanenler ve kuinoik asit gibi aktif bilesenler igerir (Sheweita vd, 2002;
Wang ve Ng, 1999). Terpenler, Tip 2 diyabeti ve iliskili riskleri modiile etmede
etkilidir (Zhou ve Wink, 2019). Bitkiler ayrica giiglii a-glikozidaz inhibitorleridir
(Kwon vd, 2007). Bu enzimin inhibitorleri, hiperglisemiyi kontrol etmek igin
terapdtikler olarak kullanilabilir (Pandey vd, 2011; Shim vd, 2003).

Fitokimyasallar fenolik bilesikleri, bitki saponinlerini, flavonoidleri, glikozitleri,
alkaloitleri vb. igerir. Hipergliseminin kontroliinde 6nemli bir rol oynadiklar1 ve ayrica

a-glikozidaz aktivitesinin inhibisyonuna katkida bulunabilecekleri bildirilmistir (Ani

ve Naidu, 2008; Mukherjee vd, 2006).

Amilaz, nisastayr sekerlere doniistiiren bir enzimdir (Cherry vd, 2004). a-
Amilaz, birden fazla organizmadan elde edilirken amilaz inhibitorleri genellikle
mikrobiyal kaynaklardan veya bitkilerden elde edilir. 1200’den fazla bitkinin
yemekten sonraki glikoz seviyesini azalttigi bilinmesine ragmen, bu inhibitorler
cogunlukla mikrobiyal kaynaklardan saflastirilmaktadir. Pankreatik ve tiikiiriik o-
amilazlari, o-(1—4) glikozidik baglarin1 hidroliz ederek maltoz ve diger
oligosakkaritlerin olugsmasini saglar (Tatar, 2007). Amilazin aktivitesi, stabilitesi ve
yapisal biitiinliigii i¢in Ca*? ihtiyac1 olan bir metaloenzimdir (Sundarram ve Murthy,
2014).
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a-Amilaz ve a-glikozidazin nisastay1 hidrolizlemesi ile kanda glikoz seviyesinde
artis gozlenmektedir. Bu enzimleri inhibe eden inhibitorler kullanarak Tip 2 diyabet
tedavi edilebilir (Butterworth vd, 2011).

2.9. Tirozinaz

Insan derisi viicudu orten bilyiik bir ortiidiir ve ii¢ katman halindedir; dis
epidermis, dermis ve hipodermis. Deri, viicudu c¢esitli tehlikelere karst koruyan bir
katmandir ve viicut 1sisinin diizenlenmesinde de Onemli etkileri bulunmaktadir.
Melanin biyosentezi olan melanogenez, epidermisde bulunan melanosit hiicrelerindeki
organellerde (melanozomlar) gergeklesir. Melanin fazla biriktiginde albinizm,
melisma, derideki ciller, iltithap sonrast melonoderma ve yaslanmayla ilgili noktalar
gibi diizensiz hiperpigmentasyon sorunlarina sebep oldugu bilinmektedir (Kobayashi,
2006; Yoshimura vd, 2005). Tirozinazin diinyadaki en 6liimciil kanserlerden biri olan
cilt kanseri (melanom) ile de iliskilidir (Buitrago vd, 2016; Riley, 1991). Normal
melanositlerin aksine, melanom hiicreleri melanini keratinositlere ulastirmak yerine
tutabilirler. Tutulmus melanin; melanom hiicrelerini radyoterapiye kars1 bir kalkan
gorevi goriir, bagisiklik hiicrelerine karsi segici olarak toksik olan melanojenez ara
maddeleri iiretir ve kemoterapi etkilerine karsi koyan bir antioksidan olarak islev goriir
(Buitrago vd, 2016; Slominski ve Carlson, 2014). Tiim bunlar goz 6niine alindiginda,
tirozinazin terapotik etkisi inkar edilemez (Lai vd, 2018; Oliveira Pinho vd, 2019).

Tirozinaz, melanin biyosentezini sagladigi, memeliler, mantarlar, bocekler,
bakteriler ve bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir ve bakir igeren bir
metaloenzimdir (Mendes vd, 2014; Zolghadri vd, 2019). Tirozinaz, melanin
biyosentezinde ilk adimi olusturan basit fenollerin oksidasyonunu katalize eden bir
enzimdir. Melanin cildi UV radyasyonundan korur ancak asir1 melanin {iretimi cilt
lekeleri ve melanom gibi istenmeyen durumlara yol agabilir. Ayrica Parkinson
hastaliginin gelisiminde 6nemli bir enzim olan tirozinaz, dopaminin néromelanine ve
onun norotoksik oksidasyon iiriinlerine doniistiiriilmesinde rol oynar. Bu nedenlerle,
tirozinazin inhibisyonu, Parkinson hastaliginin gelisimini 6nlemek i¢in 6nemlidir.
Buna ek olarak, tirozinaz, giday1 kahverengiye g¢eviren reaksiyonu katalize ederek
besin degerini de etkili bir sekilde azaltabilir. Yeni diigsiik yan etkili tirozinaz
inhibitorlerinin gelistirilmesi, ilag, kozmetik ve gida endiistrilerindeki potansiyel

kullanimlarindan dolay1 6nemlidir (Fan vd, 2017; Zhang vd, 2017).
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2.10. Ureaz

Mide liimeni asidik bir pH’ ya sahiptir. Helicobacter pylori burada ancak birkag
dakika yasayabilir ve en kisa siirede, yasayabilecegi pH’ya sahip olan mukus
tabakasimma ulagmasi1 gerekir. Bakteri hizli hareketi ve ilireaz enzimi sayesinde bu
tabakaya ulasmaktadir. Mide epitel hiicrelerinden bikarbonat ve iire salir. Ureaz
enzimi ile bu iireyi parcalayarak amonyak olusturur ve bu amonyak bulutu igerisinde
kendi yasayabilecegi pH’y1 olusturur (Giirbiiz ve Yilmaz, 2011). H. pylori’nin gastrit,
intestinal metaplazi ve gastrik asit sekresyonundaki bozukluklarla iliskili oldugu,
tilseri artirdig1 ve bu durumun da mide mukozasindaki oksidatif hasara yol agtig1 tespit
edilmistir (Levi vd, 1989; Ruiz vd, 1996). Peptik iilser giiniimiizde ¢ok yaygin olan
hastaliklardan biridir.

Insanlarda ve hayvanlarda iireaz iceren patojenlerin sebep oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilacak ilaglarin gelistirilebilmesi ve gevreye verilen bu olumsuz
etkilerin onarilabilmesi i¢in {ireaz inhibitorii lizerinde yapilacak calismalar oldukga
onemlidir. Ureaz’n bircok kliniksel patogenezde 6nemli bir faktore sahip oldugu
gosterilmistir. Bu enzim c¢esitli fonksiyonlara sahip oldugu i¢in giiclii ve spesifik
bilesikler tarafindan enzimin inhibisyonuna, iireaz iireten bakterilerin neden oldugu

enfeksiyonlarin tedavisine yol agabilir (Amtul vd, 2004).

Ureyi amonyak ve karbondioksite hidrolize eden enzim iireazdir. H. pylori
midenin mukus tabakasinda bulunmakta ve lireazi salgilayarak iirettigi amonyak

sayesinde kendini mide asidinin kotii etkisinden korur (S6kmen vd, 2016).

Ureazdan kaynaklanan hastaliklarin etkisini azaltmak icin dogal inhibitdrler
kullanilmakta ve bununla ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (Onoda vd, 1990).
Ureaz, bazi hastaliklarin teshisi yapilirken {ire miktarmin belirlenmesinde, gida
sanayinde Tlreyi uzaklastirmada ve atik sularda irenin temizlenmesinde

kullanilmaktadir (Bisht vd, 2005; Dindar vd, 2011).
2.11. Antimikrobiyal

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar1 dldiiren veya liremesini dnleyen,
dogal veya sentetik kimyasallardir. Mikroorganizmalar1 6ldiiren maddeler sidal
maddeler olarak adlandirilir ve aldigi 6n ek oldiiriilen mikroorganizmanin tipini
gosterir. Dolayisiyla bakterileri 6ldiiren maddeler bakteriyosidal maddeler olarak

adlandirmak miimkiin olmustur. Organizmay1 Oldiirmeden sadece {iremesini
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engelleyen maddeler statik maddelerdir. Antimikrobiyal maddelere kaynak olan
bitkiler, mikrobiyal enfeksiyonlarla miicadelede etkilidirler (Copuroglu, 2013).
Gelistirilen antibiyotiklere kars1 bakteriler her zaman kendilerini koruyacak
mekanizmalar olusturmayr basarmaktadir. Yapilan bilimsel arastirmalarda bazi

suslarda tiim antimikrobiyallere karsi direng ortaya ¢ikmistir (Moreno vd, 2000).

Direng, bir mikroorganizma antimikrobiyal ajanin iireme durdurucu ya da
oldiiriicii yetenegine karsilik gdsterme 6zelligi olarak tanimlanir (Oztiirk ve Aktuglu,
2002; Yiice, 2001). Antibiyotik direncinin artmasi ve yeni antibiyotiklerin yeterli
miktarda olmamasi uzun zamandir bilinmektedir. Saglik hizmetlerinde en ¢ok
karsilagilan zorluk mikrobiyal enfeksiyonlar1 tedavi edici yeni, uygun fiyath ve etkili
ilaglara giin gectikge ihtiyacin artmasi ve bu nedenle bu ihtiyacin yeterli miktarda
karsilanamamasidir. Tibbi bitkilerin bir¢cogu bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi edici

dogal kaynaklar olarak kabul edilmistir (Elisha vd, 2017; Manandhar vd, 2019).

Bitkilerin ¢cogunda bulunan ikincil metabolizma ile sentezlenen fitokimyasallar
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmistir. Birgok kaynakta, idrar yolu enfeksiyonlari,
solunum yolu hastaliklari, gida zehirlenmeleri ve gastrointestinal bozukluklarin tedavi
edilmesinde ¢esitli tibbi bitkilerin kullanildigindan bahsedilmistir (Manandhar vd,
2019).

Insan viicudundaki bakterilerin biiyiik kismi bagisiklik sisteminin koruyucu
etkileri ile zararsiz hale gelir ve birgogu bagirsak florasinda faydalidir. Bununla
birlikte, ¢esitli bakteri tiirleri patojeniktir. En yaygin oliimciil bakteriyel hastaliklar
solunum yolu enfeksiyonlaridir (World Health Organization, 2015). Bakteriler, gram-
pozitif (veya monoderm, "tek zarli") ve gram-negatif bakteriler (diderm, "¢ift zarl")
olmak iizere iki farkli tiirdedir. Bakterilerin isimleri, hiicrelerin bakteri tiirlerinin
siiflandirilmasi i¢in uzun zamandir devam eden bir test olan gram boyasi ile verdigi

reaksiyondan tespit edilmektedir (Sekil 2.5.) (Gram, 1884).
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Sekil 2.5. Gram-negatif ve gram-pozitif bakteriler arasindaki farklar
2.12. Biyoaktivite Yonlendirmeli izolasyon

Numunenin kromatografi ve elektroforez gibi ayirma teknikleri kullanilarak
ayrilmasit manuel olarak yapilan en basit fraksiyonlamadir. Biyolojik sistemdeki
fraksiyonlar elde edildikten sonra aktivite testleri yapilir, aktif olanlar segilir ve tekrar
fraksiyonlandirilir, bu fraksiyonlara tekrar aktivite testleri yapilir ve bu sekilde
gerceklesen islem biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma olarak tanimlar.
Genellikle fraksiyonlar belirli zaman araliklarinda toplanir. Diger bir yontemde ise
kromatogramdan sadece bazi 6nemli pikleri veren fraksiyonlar toplanmaktir (Weller,
2012). Biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlamada antagonistik, sinerjistik veya aditif
etki gorilebilir (Altenburger vd, 2000; Warne ve Hawker, 1995).

2.12.1. Biyoaktivite Yonlendirmeli Uygulamalarda Kullanilan Teknikler
2.12.1.1. ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (ITK), iki faz arasinda (mobil faz ve duragan faz)
dinamik ve hizli bir molekiil dengesi igermektedir. Hareketli fazin bilesenleri ile buhari
arasinda yavas yavas bir denge kurulmaktadir. Sabit katmanin halihazirda hareketli faz

ile 1slanan kismi, dengenin olusumuna katkida bulunmaktadir (Cai, 2014).

Uygulama sirasinda, molekiiller serbest ve adsorbe edilmis durumlar arasinda
stirekli olarak ileri geri hareket etmektedir. Molekiiller aras1 kuvvetler, dengenin
konumunu ve dolayistyla ¢oziiciiniin ¢6zeltiyi plakada yukar1 dogru hareket ettirme
kabiliyetini belirler (Cai, 2014). Bu denge; iTK kaplama malzemesinin polaritesine,

uygulama ¢oziiclisiiniin polaritesine ve numune molekiillerinin polaritesine baglidir.
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2.12.1.2. Preparatif-HPLC

Bir preparatif-HPLC (p-HPLC)’de deneyi belirleyen, sistemde pompalanan
mobil faz miktari degil ayrilmadir. Bir p-HPLC ¢alismasinin amaci, iirliniin izolasyonu
ve saflagtirilmasidir. p-HPLC, damitma, kristalizasyon veya oziitleme gibi geleneksel
saflagtirma yontemleriyle karsilastirildiginda oldukca pahali bir teknik oldugundan,
sadece nadir veya pahali lirinler i¢in kullanilmistir. Aktivite, toksikoloji ve farmasdotik
taramalar i¢in degisen miktarlarda yiiksek oranda saf bilesiklerin {iretimi i¢in talebin

artmasiyla, p-HPLC i¢in ¢alisma alan1 degismektedir (Huber ve Majors, 2007).

Bir hazirlik ¢alismasinin sonucunu degerlendirmek igin kullanilan ti¢ 6nemli
parametre, lirliniin saflig1, verim ve ham madde miktaridir. Parametreler birbirine bagl
oldugundan, li¢ parametrenin hepsine gore bir p-HPLC yontemini optimize etmek

miimkiin degildir (Huber ve Majors, 2007).
2.12.1.3. LC-MS/MS

Sivi kromatografi (LC), bir sivi karigimin bilesenlerinin karigsmayan iki faz
arasinda, yani sabit ve hareketli olarak dagitildigi bir fiziksel ayirma
yontemidir. Yaygin uygulamalarda, mobil faz bir su ve diger polar ¢oziiciiler (6rnegin,
metanol, izopropanol ve asetonitril) karisimidir ve duragan matris uzun zincirli alkil
gruplar1 (6rnegin, n-oktadesil veya C18) diizensiz veya kiiresel sekilli 5 mikron

capindaki silika parcaciklarinin yiizeyine eklenerek hazirlanir (Dass, 2007).

Kiitle spektrometresi (MS), yiiklii pargaciklarin (iyonlarin) kiitle-yiik oranin
(M/z) 6lgen analitik bir tekniktir. Bircok farkli tipte kiitle spektrometresi olmasina
ragmen, hepsi ilgilenilen bir analitten iiretilen iyonlarin hareketini manipiile etmek
ve m/z degerlerini belirlemek i¢in elektrik veya manyetik alanlar kullanirlar (Roberts,
2013). Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenleri, iyon kaynagi, kiitle analizori,
dedektor ve veri ve vakum sistemleridir. Kiitle analiz cihazi iyonlar kiitlelerine gore
siralamak i¢in elektrik ve manyetik alanlar1 uygularken, dedektor kiitle-¢coziilmiis her

iyonun bollugunu hesaplamak i¢in iyon akimini 6lger ve yiikseltir (Dass, 2007).
2.12.1.4. GC-MS

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS), bir test numunesi i¢indeki
farkli maddeleri tamimlamak i¢in gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi
Ozelliklerini Dbirlestiren analitik bir yontemdir. Gaz kromatografinde kolonun

boyutlarina (uzunluk, ¢ap, film kalinlig1) ve ayrica faz 6zelliklerine (6rnegin, % 5 fenil
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polisiloksan) bagli olan bir kilcal kolon kullanir. Farkli molekiiller arasindaki kimyasal
Ozelliklerin fark: bir karigimda ve kolonun duragan fazi i¢in nispi afiniteleri, numune
kolonun uzunlugunu ilerledik¢e molekiillerin ayrilmasini destekleyecektir. Molekdiller
kolon tarafindan tutulur ve daha sonra farkli zamanlarda (tutma Siiresi adi verilen)
kolondan ayrilir ve bu, akis asagi iyonik molekiilleri ayr1 ayr1 Yyakalamak,
iyonlastirmak, hizlandirmak, saptirmak ve tespit etmek icin asagi akistaki kiitle
spektrometresine izin verir. Kiitle spektrometresi, her bir molekiili iyonlagsmis

pargalara bolerek ve bu pargalarin kiitle-yiik oranlarini kullanarak tespit ederek bunu
yapar.
2.12.1.5.NMR

NMR, bir atomik ¢ekirdegin magnetik momentinin (p) bir dis magnetik alanla
(Bo) etkilesiminden meydana gelen magnetik rezonansin izlenmesinde radyo

dalgalarinin kullanildig: bir spektroskopik tekniktir (Birel, 2017).

Kuantum mekanigi yoniinden tek kiitle veya tek atomik numarali bir ¢ekirdegin
“niikleer spin™i vardir. Cekirdegin her spini farklidir; bu durum, NMR deneylerinin,
ozel bir elementin sadece 6zel bir izotopu i¢in hassas olmas1 sonucunu gerektirir. *H

veya 13C gibi donen bir yiik bir magnetik alan olusturur (Birel, 2017).

Bir dis magnetik alan bulunmadig1 zaman niikleer spinlerin dagilimi rastgeledir.
Bir dis alan, uygulanan alana paralel ve antiparalel niikleer magnetik momentler
olusmasini saglar. Uygulanan manyetik alana paralel olan yerlesimlerin magnetik

momentleri nispeten daha yiiksektir (Birel, 2017).

Tanecigin spinine bagli agisal momentin h/2 ile ¢arpiminin bir biitiin veya
biitlinlin yarist oldugu kabul edilir (h planck sabitidir). Bir ¢ekirdek taneciginin
maksimum spin bileseni "spin kuantum sayisi, I"dir; bu durumda bir ¢ekirdegin (21 +
1) hali vardir. Bu hallere ait agisal momentum bileseni, secilen herhangi bir yonde, I,
I -1, 1 -2, ..., -1 degerlerinde olacaktir. Bir dig alan bulunmamasi1 durumunda c¢esitli

hallerin enerjileri birbirine esittir (Birel, 2017).

Bir protonun spin sayis1 1/2 dir; boylece I =+1/2 ve [ = -1/2 olmak iizere iki spin
durumu bulunur. Agir ¢ekirdekler gesitli elementer taneciklerin bir araya gelmesiyle
olustugundan spin numaralar sifirdan, en az 9/2 ye kadar degisebilir. Bir ¢ekirdegin

spin numarast, i¢erdigi protonlarin ve ndtronlarin relatif sayisina baglidir (Birel, 2017).
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Rezonans yerlerinin bulunmasi i¢in standart bir sinyal alinir ve diger
rezonanslarin standart sinyaline olan mesafesi Hz olarak verilir, boylelikle sinyallerin
yerleri tespit edilmis olur. NMR deneylerinde standart olarak tetrametilsilan (TMS)
kullanilir (Birel, 2017).

TMS’nin standart olarak deneylerde kullanilmasi, onun pek ¢ok kimyasal
farkliligindan kaynaklanir. En 6nemli neden; bu organik bilesigin %99°dan daha fazla
bir kisminin, standart sinyalinin solunda rezonans olmasidir. Silisyum atomu karbon
atomuna nispeten daha elektropozitif oldugu igin, silisyuma bagli metil gruplar1 daha
fazla perdelenir. Boylece, TMS sinyali oldukg¢a yukar1 bir bolgede gozlenir (Birel,
2017).

2.13. Molekiiler Doking

Deneysel c¢alismalart desteklemek i¢cin molekiiler modelleme yontemleri
kullanilabilir veya arastirma yapmadan elde edilecek sonuglar1 tahmin edebilmek i¢in
kullanilan hesaplama yontemidir. Molekiiler davranigin molekiiler modellenmesi
gercek sistemleri simiile etmek i¢in teorik ve hesaplamali kimyay1 birlestirir.
Bilgisayar teknolojisinin ve algoritmalarin hizli gelisimi, hesaplamali kimya alaninin
cok hizl1 gelismesini saglamis ve laboratuvar deneyleri olmadan kimyasal arastirmalar
miimkiin hale gelmistir. Glinlimiizde ve 6zellikle bazi alanlarda, hesaplamali kimya ve
modelleme olmadan laboratuvar deneylerinin tek basmma istenen sonuglara

ulasamayacag goriilmektedir.

Molekiiler modellemenin bir¢ok olasi yaklagimi ve uygulamasi vardir. Yapi
olusumu, yap1 gorsellestirme, konformasyon firetimi, biyoaktif konformasyonel
tirevlendirme, molekiiler siiperpozisyon siiperpozisyon, farmakofor model
tirevlendirme, reseptdr haritalama, biyoaktivite tahmini, molekiiler etkilesim;
yerlestirme i¢in molekiiler modelleme, molekiiler 6zellik hesaplama, enerji hesaplama
ve diger alanlar. Molekiillerin farkli konformasyonlari, farkli ozellikler
sergilemelerine neden olabilir. Genellikle diisiik enerji konformasyonlaridir. Biiytik

biyomolekiillerin diisiik enerjili bi¢cimlerini kesfetmek i¢in bigimsel analiz gereklidir.

Doking yontemi, iki molekiiliin birbirine kararli olan konformasyonlari ile
baglanmasini inceleyen bir metottur. Proteinlere baglanan bilesikleri anlatmak igin
anahtar-kilit modeli kullanilir. Burada protein kilit, baglanmasi istenen ligand anahtar

olarak tanimlanabilir. Doking buna benzer olarak enzimdeki uygun bosluklara
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inhibitdr ya da substratin baglanma olasiliklarini incelemektedir.

Bu konumlar, proteinin baglanma veya aktif bolgesidir ve ligand o bdlgeden
baglanir. Bu bolge ise genellikle proteinin ylizeyinde bulunan bir bosluktur ve kristal
yapist bilinen proteinlerde inhibitoriin bagli oldugu yerden tanimlanabilir. Fakat
protein-ligand doking baglanma bélgesi tanimlanirken bir bagdan bahsedilmez,
tercihen ligandin pozu (pozisyonu) veya baglanma modu gibi tanimlamalar kullanmak
daha dogrudur. Ciinkii ligandin baglanma bdlgesi olarak bahsedilen ligandin;
konformasyonunun ve konumun geometrik pozunu ifade eden bir tabirdir (Tiirkkan,
2013).

2.14. Lamiaceae Ailesi ve Nepeta Tiirleri Hakkinda Genel Bilgiler

Lamiaceae ailesi ilk olarak 1789 yilinda De Jussieu tarafindan Labiatae, 1836
yilinda Lindley tarafindan Lamiaceae adiyla isimlendirilmistir (Hedge, 1992).
Diinyadaki en ¢ok bilinen eski ve biiyiik ailelerindendir. Ailenin kdkeni 70-90 milyon

sene Once veya Oligosen zamanina dayandigi bilinmektedir (Hedge, 1986).

Lamiaceae tiirlerinin ¢ogunda ¢i¢ekler hermafrodittir. Fakat, Ziziphora, Nepeta
ve Mentha cinsleri tiirlerinin yaklasik yarisinda erkek organlari islevini yitirmis ve

kisirlasmigtir. Bundan dolay1 ¢igekler tamamen disi islevlidir (Heywood vd, 1978).
2.14.1. Nepeta Tiirlerinin Siniflandirilmasi

Nepeta ismi ilk kez 1690 yilinda Rivunus tarafindan, Tournefort’un 1689 yilinda
Mentha cataria genel isimlendirilmesi altinda topladigi bir grup bitkisi igin
kullanilmigtir. Limnne “’Species Plantarum’’ adli eserinin ilk baskisinda 12 adet
Nepeta cinsini, kalkisli on bes damarli, korollasinin {ist dudagi diiz, alt dudagi konkav,
filamentleri paralel olarak tanimlamistir (Castrillon ve Jiménez, 1983). Nepeta cinsi
1763 yilinda Adanson tarfindan Cataria olarak adlandirilmis fakat daha sonra sinonim

yapilmistir.

Nepeta cinsi ile ilgili kapsamli ilk ¢alisma 1834 yilinda Bentham tarafindan
yapilmigtir. Arastirict cinsin 59 tiirlinii alt1 seksiyon altinda degerlendirmistir

(Castrillon ve Jiménez, 1983).
2.14.2. Nepeta Tiirlerinin Diinya’daki Durumu
Lamiaceae ailesinin en ¢ok bulunan takson cinslerinden biri olan Nepeta,

Diinya’da 250 takson kadar mevcuttur. Nepeta cinsi; basta orta ve giiney Avrupa,
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Yakin Dogu, orta ve giiney Asya ve Afrikanin baz1 bolgeleri olmak tlizere 1liman
bolgelerde dagilmistir. Kuzey Amerika, Hindistan'in Himalaya bolgesi (Uttarakhand,
Himachal Pradesh, Jammu ve Kesmir, Leh-Ladakh), Suudi Arabistan, Pakistan
(Khyber Pakhtunkhwa ve Pakistani Kesmir), Cin, Nepal (Baglund bolgesi)
bolgelerinde de yetismektedir. Cogu Nepeta tiirii, 6zellikle Gilineybati Asya'da
(Tiirkiye ve iran) endemiktir (A¢imovié vd, 2021; Dirmenci, 2003; Hedge, 1992).

Diinya’ da tahmin edilen Nepeta tiirii sayis1 250 civarindadir. Nepeta tiirleri 0-
4500 m, ¢ogunlukla da 1000-3000 m arasindaki yiikseltilerde, hemen hemen her tiirlii
yasam alaninda yetismektedirler. Bu nedenle yukarida belirtilen {ilkelerin
jeomorfolojik yapist Nepeta tiirlerinin yetismesi i¢in uygundur (Hedge, 1986;
Rechinger, 1982; Strid ve Kit Tan, 1991).

2.14.3. Nepeta Tiirlerinin Tiirkiye Florasindaki Durumu

Nepeta cinsi bu ¢calismadan 6nceki kayitlara gore, Tiirkiye’de 34 tiir (40 takson)
ile temsil edilmektedir (Budantsev, 1991; Giiner vd, 2000). Taksonlarn 18’
endemiktir. Endemik taksonlarin 6’s1 iran-Turan, 12’si Akdeniz bitki cografyasi
bolgesi icindedir. Nepeta cinsi tiirlerinin Tirkiye’deki baslica yayilis alanlar1 Bati,

Giiney ve Dogu Anadolu Bolgesi’ ndedir.

2.14.4. Nepeta Tiirlerinin Temel Kimyasal Bilesikleri

Nepeta tiirlerinin ana bilesenleri arasinda basta nepetalakton olmak {izere,
diterpen, triterpen, seskiterpen ve bazi iridoidler bulunmaktadir. Ayrica, farkl
nepetalakton bilesikleri de tespit edilmistir. Bu bilesikler, nepetalakton 1, nepetalakton
2, nepetalakton 3, nepetalakton 4, nepetalakton 7, dihidronepetalakton 5,
dihidronepetalakton 6, 3-hidroksi dihidronepetalakton’dur (De Pooter vd, 1987;
Lawrence, 1992).

Tiirkiye' de yetisen bazi Nepeta tiirlerinin ugucu yaglari incelenmistir (Baser vd,
2000). Tirler yiiksek oranda nepetalakton (%60-95) ve diisiik oranda nepetalakton
(%10-46) igermelerine gore iki grup altinda toplanmistir (Tablo 2.1.).
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Tablo 2.1. Tirkiye' deki Nepeta tiirlerinin ana bilesenleri

Bilesik Bitki tiirii Kaynak

4ac -7a-7ao Nepetalakton N. caesareal, N. cataria™®, N. cadmea’, N. pilunux’, N.  *(Baser vd, 2000) *(Mutlu vd, 2010)
meyeri? 3(Ashrafi vd, 2019)

4aa-Ta-7ap Nepetalakton N. racemosa’, N. meyeri?, N. cataria®, N. distans®, N. ~ *(Baser vd, 2000) 2(Mutlu vd, 2010)
parnassica® 3(Ashrafi vd, 2019) “(Rehman vd, 2020)

5(Gkinis vd, 2003)

Nepetalakton N. congesta var. congesta? Y(Kilig ve Kokten, 2020)

Karyofilen oksit N. betonicifolia, N. nuda subsp. glandulifera, N. (Baser vd, 2000)
cilicica, N. fissa, N. isaurica, N. concolor, N. conferta,

1,8-sineol N. italica®, N. congesta var. congesta?, N. distans®, N. ~ !(Baser vd, 2000) %(Kilig ve Kéokten,
binaludensis*, N. pogonosperma®, N racemosa®*, N. 2020) 3(Rehman vd, 2020) “(Talebi vd,
parnassica® 2020) 5(Gkinis vd, 2003)

Linalool N. congesta var. cryptantha, N. sulfuriflora, N. nuda (Baser vd, 2000)
subsp. albiflora, N. flavida, N. nuda subsp. nuda,

B-pinen N. phyllochlamys (Baser vd, 2000)

Terpinol N. viscida (Baser vd, 2000)

Germakren N. sorgerae (Baser vd, 2000)

Germacrene D N. ucrainica L. spp. kopetdaghensis. (Shakeri vd, 2014)

Spathulenol N. trachanotica (Baser vd, 2000)

Timol N. cataria (YYang vd, 2020)

Oksijenli monoterpenler  N. catarial, N. deflersiana? Y(Yang vd, 2020) (Mothana, 2012)

Oksijenli seskiterpenler N. deflersiana (Mothana, 2012)

Fenolik bilegikler N. cataria (Yang vd, 2020)

2.14.5. Nepeta Tiirlerinin Kullanim Alanlari

Bu tiirlerden bazilar1 tibbi 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri ile taninmaktadir.
Halk tibbinda idrar soktiiriici, terletici, oksiiriik Onleyici, spazm Onleyici, astim
Onleyici, febrifiij, emmenagog, yatistirict ve mide ile ilgili 6zellikleri i¢in kullanilirlar.
Farmakolojik ve biyolojik etkiler 6zellikle Nepeta yaglarinda bulunan genellikle
nepetalaktonlara atfedilir. Ugucu yag bilesimleri gbz oniine alindiginda, Nepeta tiirleri
nepetalakton iceren ve nepetalakton icermeyen tiirler olmak tlizere iki gruba ayrilabilir

(Kilic vd, 2013; Skaltsa vd, 2000).

Tiirkiye' de halk arasinda genis kullanim alanina sahip degildir. Ancak yore
halki arasinda N. racemosa’nin Kars-Karaurgan’da ¢orbalara katildigi, N. meyeri' nin
Igdir civarinda kaynatilarak karin agrisi i¢in i¢ildigi tespit edilmistir (Cantino, 1992).
Halbuki N. cataria eski ¢aglardan bu yana diinyanin bir¢ok iilkesinde gesitli amaglar
icin kullanilmaktadir. italya’da Roma doneminde yemeklere baharat olarak
kullanildigina dair arkeolojik bulgular varir, Kuzey ve Bat1 Avrupa’da tibbi amagla

kullanilmak tizere kiiltiirii yapilmaktadir (Cantino, 1992).

N. cataria nin kedi afrodizyak: olabilecegi Lindley tarafindan belirtilmektedir.
N. deflersiana Schweinf. yapraklarindan hazirlanan lapa deri yaniklarini iyilestirmek
igin Suudi Arabistan' da kullanilmaktadir. italya’da N. nepetella L. kuru
yapraklarindan hazirlanan yara lapasi kasintilari azaltmak i¢in kullanilmistir. N. taydea

Webb. & Berth.,, Kanarya Adalari’nda dis agris1 icin kullanilirken, ¢aymin da
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kansizlik, ishal, bas agris1 ve tiiberkiiloza iyi geldigi belirtilmektedir (Dirmenci, 2003).
N. caesarea mide rahatsizliginda ve uyarici olarak (Dirmenci, 2003), N. glutinosa
Benth. zatiirrede, N. floccosa Benth. atesli hastaliklarda kullanilan bazi Nepeta
tirleridir (Atal ve Kapur, 1982).

Diinyanin bir¢ok yerinde bazi tiirlerinin kiiltiiri yapilmaktadir. Baz tiirler halk
arasinda bitkisel cay olarak olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira bazi
tiirlerin ugucu yaglarindan dolay1 ekonomik degeri vardir. Ornegin; Rusya tiirii olan
N. padostachys’in yag oran1 %0.04’li gegmeyenleri, N. cataria’nin yag orant %3’e

kadar olan kemotipleri parfiim sanayinde kullanilmaktadir (Dirmenci, 2003).
2.14.6. Nepeta Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Nepeta tiirleri halk arasinda egzama vb. deri hastaliklarina karsi, bakteriostatik
ve ditiretik etkileri oldugundan tercih edilmektedir. Nepeta tiirlerinin toprak iistii
kisimlari, infiizyon (maddenin ¢6ziicii i¢inde asili kalmasi) halinde (%2-3) mideye iyi
gelen ve uyarici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Ayrica bitkisel ¢ay olarak
icildiginde terlemeyi saglar. Orta yastaki de ateslenme, grip ve sinirliliklerinin
Oonlenmesinde tercih edilir. Bunlarin disinda ishal, kolik ve bazi ¢ocuk hastaliklarini
ve agrili mesane iltihab1 sendromlarini iyilestirdigi, sabah bulantilar1 ve prematiire

dogumlari 6nledigi s6ylenir. Bazen de lavman olarak tercih edilir (Y1lmaz, 2011).

Nepeta tiirlerinin biyolojik aktiviteleri ise Tablo 2.2’de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Nepeta tiirlerinin biyolojik aktiviteleri

Nepeta tiirleri Antioksidan Enzim inhibisiyon  Antimikrobiyal  Sitotoksik Kaynaklar
N. ruderalis DPPH: (Aleem vd, 2020)
N. menthoides Boiss. & DPPH'2 FRAP?2 AChE! Caco-2!, HT-  (Kahkeshani vd, 2014)
Buhse 29%, T47D%, 2(Memariani vd, 2019)
NIH 373
N. pannonica DPPH (Buhaianu ve Jitareanu,
2019)
N. heliotropifolia, N. Fenolik, Flavonoid, CUPRAC, AChE, BChE, Ureaz, PDF, MCF-7,  (Akdeniz vd, 2020)
congesta subsp. ABTS*, DPPH Tirozinaz HT-29
cryptantha
N. spicata Toplam fenol, Toplam (Patial vd, 2019)
flavonoid, DPPH-, ABTS™,
Fosfomolibdenyum indirgeme
N. cataria L. DPPH Disk Diflizyon, (Ashrafi vd, 2019)
MiK, MBK
N. asterotricha Rech. F. DPPH: Disk Difiizyon, (Goldansaz vd, 2019)
MiK, MBK
N. juncea Benth. Toplam Fenol, Toplam MiK, MBK, MFK MCF-7, Hep-  (Sharifi-Rad vd, 2020)
Flavonoid, Antosiyanin, Tanen, G2
DPPH', FRAP
N. deflersiana Disk Diflizyon, (Ahmad vd, 2020)
MiK, MBK,
Sinerjik,
antikanser
(Annexin V)
N. cataria var. Toplam Fenol, DPPH:-, (Baranauskiené vd,
citriodora Balbis, N. ABTS™, Oksijen radikal 2019)
transcaucasica Grosch.,
N. melissifolia L., N.
sibirica L., N. nuda L.
N. nuda subsp. Fosfomolibdenyum indirgeme AChE!?, BChE'?, a- }(Sarikurkcu vd, 2018)
glandulifera, N. cadmea *, Metal Selat!, CUPRACY?,  amilaz*?, a- (Sarikurkcu vd, 2019)
FRAPY2 DPPH2, ABTS**?,  glikozidaz'?,
Toplam Fenol?, Toplam Tirozinaz'?
Flavonoid?
N. viscida Boiss. Toplam Fenol, DPPH- (Karafakioglu ve
Aksoy, 2019)
N. fissa Toplam Fenol, Toplam (Moshari Nasirkandi
Flavonoid, DPPH', FRAP vd, 2019)
N. binaludensis Toplam Fenol*?, Toplam Angiotensin }(Mahalleh vd, 2019)
Jamzad Falvonoid?, Toplam Iridoid?,  converting enzyme 4(Tundis vd, 2013)
DPPH'2, FRAP!2, ABTS*2 (ACE)?
N. rtanjensis, N. Toplam Fenol, Toplam (Nestorovi¢ Zivkovié
sibirica, N. nervosa Flavonoid, ABTS*, DPPH:-, vd, 2018)
FRAP
N. cateria Toplam Fenol, Toplam a- amilaz (Malik vd, 2018)
Flavonoid, ABTS*, DPPH:,
FRAP, Metal Selat
N. camphorata Fenolik Bilesik, DPPH;, (Darras vd, 2020)
FRAP
N. binaludensis Toplam Fenol, DPPH;, (Mahalleh vd, 2019)
FRAP
N. spicata Toplam Fenol, DPPH;, (Patial vd, 2019)
FRAP, Fosfomolibdenyum
indirgeme
N. satureioides Tirozinaz (Emami vd, 2017)
N. crassifolia Boiss  Toplam Fenol, Toplam Angiotensin (Tundis vd, 2013)
& Buhse Flavonoid, Toplam Iridoid, converting enzyme
DPPH:, ABTS*, FRAP (ACE)
N. menthoides Disk Diflizyon, (Sonboli vd, 2009)
MIK
N. ucrainica L. Disk Diflizyon, (Asgharian vd,
MiK 2019)
N. crispa Willd. Disk Diflizyon (Sonboli vd, 2004)
N. nepetella Toplam Fenol, DPPH;, (Seladji vd, 2014)
Indirgeme Giicii
N. nuda DPPH Disk Diflizyon (Alim vd, 2009)
L. subsp. albiflora
(Boiss.)
N. meyeri Bentham  Toplam Fenol, indirgeme Disk Diflizyon (Cigremis vd, 2010)
Giicii, DPPH-, Nitrik Oksit
N. nuda subsp. FRAP, DPPH, ABTS", Disk Diflizyon (Aras, 2017)

lydiae CUPRAC
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2.15. Nepeta baytopii Hedge Et Lamond (Beynanesi)

Cok yillik bir bitkidir. Govde; tabandan ¢ok sayida, yay gibi kivrik, 25-70 cm,
kisa ve geriye kivrik pilos ve seyrek uzun daginik tiiylii, sapsiz glandlidir. Yapraklar;
ovattriangualar, (1)1.5-3 x 0.8-2.4 cm, krenat, damarlar {izerinde kisa pilos ve uzun
tiiylii, alt ylizde ¢ok sayida sapsiz glandli, yukaridaki yapraklar birbirinden daha uzak
ve daha kiiciik, petiyol 0-3 cm’dir. Verisillatlar; alttaki 1-2’si ayri, isttekiler bas
seklinde birlesmistir. Brakteoller; linear-lanseolat, 7-12 mm, ugta attenuat-aristat,
kenarlar1 zarsidir. Kaliks; tiipsii, 11-13.5 mm, diiz ya da kivrik, agizda meyilli, disler
oblongovat'tan dar triangular, akuminat-aristat' a kadar degisir, kenar zarsi, alt dudak
yarik, damarlar tizerinde yukariya yonelik tiiyli, salgili papillali ve sapsiz glandli, hafif
leylak renklidir. Korolla; leylak, 21-25 mm, tiip diiz ya da hafif kivrik, kaliks dislerini
belirgin bir sekilde asar, bastan basa pilos tiiylii ve ¢ok sayida sapsiz glandls, tiiyler tist
ve alt dudak loblarin1 asar. Tohum; oblong, oblong-trgonus, diiz, ¢.2.5x1.2 mm. N.
baytopii Dogu Anadolu bélgesinde yol kenarlarinda, volkanik alanlarda 1200 m
yiikseklikte ve temmuz ayinda ¢icek vermektedir. (Dirmenci, 2003; Kilic vd, 2013).

Nepeta baytopii Hedge Et Lamond, Plantae aleminin Tracheobionta alt
aleminden Magnoliophyta béliimiiniin Magnoliopsida sinifinin Asteridae alt sinifinin
Lamiales takiminin Lamiaceae ailesinin Nepeta cinsine ait bir tiirdiir

(www.tlibives.com).

N. baytopii bitkisinin toprak istii kismimin ugucu yaglart GC ve GC-MS ile
aragtirtldi. N. baytopii ugucu yagimin verimi 0.40 mL/100 g olarak bulundu. 1,8-sineol
(%23.2) ve nepetalakton (%12.8) ana bilesenleridir (Kilic vd, 2013). Tiirkiye’de N.
baytopii' nin bulundugu bolge haritas: (B8) Sekil 2.6.a’da gosterilmistir (Mikail vd,
2011). Ayrica N. baytopii bitkisinin Bingdl’ de yetistigi alandaki goriintisii Sekil

2.6.b’de gosterilmistir.

Sekil 2.6. a) Tiirkiye' de N. baytopii' nin bulundugu bélge haritasi (B8) (Mikail vd, 2011), b) N. baytopii
(Lutfi Behget tarafindan ¢ekilmistir.)
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2.16. izole Edilen Bilesikler Hakkinda Genel Bilgiler
2.16.1. Apigenin

Apigenin, 4'5,7-trihidroksiflavon olarak bilinen C1sH100s molekiil formiiliine
sahip molekiiler agirligi 270.24 g/mol olan flavon sinifina ait bilesiktir. Flavonlarin ve
bunlarin bazi tiirevleri, anti-inflamatuar, antioksidan, antitimor, anti-alerjik, anti-
genotoksik, kardiyo-koruyucu, antimikrobiyal ve néro-koruyucu gibi gesitli biyolojik
aktiviteler gostermektedir (D Catarino vd, 2015). Ayrica apigenin yiin boyamasinda

kullanilan sar1 renkli kristaldir.

Apigenin, birgok bitkide ikincil metabolit olarak sentezlenir. Maydanoz,
papatya, kereviz, portakal, sogan, misir, piring, ¢ay, bugday filizi gibi ¢esitli bitkiler
apigenin ve tiirevlerini sentezlemektedir (Haytowitz vd, 2006; Patel vd, 2007; Wen vd,
2014; Yan vd, 2014). Tim flavonoidler, esas olarak bitkilerdeki sikimik asit yolu
denilen tek bir yoldan sentezlenmektedir. Naringenin, flavon/antosiyanin yolunun
anahtar ara maddesidir (Lee vd, 2015; Wang vd, 2011; Wen vd, 2014; Yan vd, 2014).

Apigenin, yapisal olarak benzer oldugu diger flavonoidlerle karsilastirildiginda,
diisiik igsel toksisitesi ve normal hiicrelere karsi kanser hiicreleri {izerindeki carpici
etkilerinden dolay1 son yillarda yararli ve sagligi gelistirici bir ajan olarak onem
kazanmistir (Gupta vd, 2001). Apigeninin bir¢ok hastaliga karsi giiglii terapotik
potansiyeli vardir (Sekil 2.7.). Bu molekiiliin metal ile selatlandigi, serbest radikalleri
stipirdigii ve timor modellerinde hiicre kiiltiri ve in vivo olarak faz I
detoksifikasyon enzimlerini uyardigi da gosterilmistir (Middleton vd, 2000).
Apigenin, c¢esitli hiicre dizilerinde ve hayvan modellerinde apoptozu indiikleyerek

kanserin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Kaur vd, 2008; Nicholas vd, 2007).

|

Sl pmioinkk \
komokrapatik
ik

N
ry

|skami repariimm hasan ‘

Sekil 2.7. Apigenin farmakolojik 6zellikleri
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Apigeninin ¢esitli memeli sistemlerinde in vitro ve in vivo olarak biyolojik etkisi,
antioksidan ve antijenotoksik etkisi serbest radikalleri temizlemedeki rolii ile ilgilidir
(Alivd, 2014; Liu, 2004). Apigenin ve tiirevlerinin, viicuttaki bir¢ok farmasétik ilacin
metabolizmasindan sorumlu bir enzim olan CYP2C9’un gii¢lii bir rekabetci

inhibitériidiir (Si vd, 2009).

Fibroblast benzeri sinoviyosit (FBS) hiicreler tarafindan tretilen inflamatuar
sitokinlerin eklem yikimi ve iltihaplanmasinda rol oynadigi bildirilmektedir. Apigenin'
in ROS iiretimini indiikledigi ve FBS’lerde oksidatif stresle aktive olan ERK1/2
yoluyla apoptoza neden oldugu bilinmektedir (Shin vd, 2009). Buna ek olarak,
farelerde uygulanan romatoid artrit modelinde apigenin alimi, TNF-a tarafindan

uyarilan bagisiklik diizenleyici etkiler de gostermistir (Kumazawa vd, 2006).

Apigeninin bircok memeli sisteminde in vitro ve in vivo olarak gosterdigi
biyolojik etkilerin bir boliimii antioksidan ve serbest radikalleri gidermesi ile ilgilidir.
Ayrica, anti-mutajenik, antienflamatuvar, antiviral ve purgatif etkiler de sergiler (Yang
vd, 2001). Apigeninin oksidatif stresi azaltma, hiicre dongisiinii inhibe etme,
detoksifikasyon enzimlerinin etkinligini artirma, bagisiklik sistemini uyarma ve
apoptozu indiiklemedeki etkileri olduk¢a smirhdir (O’prey vd, 2003; Thiery-
Vuillemin vd, 2005; Yang vd, 2001). Flavonoidler tarafindan indiiklenen diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) plazma seviyelerinin azalmasi, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu ve hiicre proliferasyonunun azalmasi diger biyolojik
etkiler arasinda yer alir (O’prey vd, 2003; Surh, 2003; Thiery-Vuillemin vd, 2005;
Yang vd, 2001).

Apigenin, kan enzimi belirteglerini, interlokinleri, ¢esitli oksidatif stres
belirteclerini ve diger bazi enzimlerin ekspresyonunu modiile ederek dokularda olusan

oksidatif stres kaynakli inflamasyonu azalttigin1 gostermektedir (Ali vd, 2017).

Apigeninin ana bilesik olarak veya bitki ekstraktlari olarak birgok genotoksik
bilesige karst in vivo ve in vitro koruyucu etkisini saptamak igin farkli arastirma
gruplar tarafindan degisken parametreler kullanilmaktadir (Ali vd, 2014; Siddique ve
Afzal, 2009; Siddique vd, 2008). Ayrica, tiiketilen miktara bagli olarak, kanser hiicre
dizilerinde klastojenik etki iiretmek icin bir prooksidan, genotoksik madde veya
anahtar enzimlerin bir inhibitori olarak hareket edebilir (Noel vd, 2006; Papachristou
vd, 2013).
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2.16.2. p-Sitosterol

[-Sitosterol, triterpen ailesinin bir iiyesi olan fitosteroldiir. Fitosteroller, bitki
sterolleridir. Bitkilerin hiicre zarlarinin yiizeylerinde dogal olarak bulunan ve memeli
kolesteroliine benzer bir kimyasal yapisi bulunan biyoaktif ikincil metabolit tiirii
fitosteroldiir (Babu ve Jayaraman, 2020). Bu bilesik yaygin olarak tohum, agag¢ ve kok
gibi ¢esitli yliksek bitki kisimlarinda bulunur (Weihrauch ve Gardner, 1978). S-
sitosteroliin antibakteriyel aktivite (Ododo vd, 2016), alkolden kaynaklanmayan
karaciger yaglanma hastaligi koruyucu (Feng vd, 2018), analjezik (Dighe vd, 2016),
antikanser (Sharmila ve Sindhu, 2017), immiinomodiilator (Mat vd, 2012), lipid
distrtici (Yuan vd, 2019), hepatoprotektif (Babu vd, 2020), antidiyabetik (Park vd,
2019), solunum agic1 (Gajula vd, 2020), yara iyilestirici (Park vd, 2019), in vivo
antioksidan (Ponnulakshmi vd, 2019) ve antienflamatuvar (Paniagua-Pérez vd, 2017)
etkiye sahip oldugu yaygin olarak bildirilmistir. S-Sitosterol potansiyel bir mikro
besindir ve kan kolesterol diizeylerini diislirdiigii, kalp hastalig1 riskini azalttig1 ve

belirgin yan etkileri olmadigi dogrulanmistir (Bresson vd, 2008).
2.16.3. Daukosterol

Daukosterol, triterpen ailesinin bir iiyesi olan fitosteroldiir. Fitosteroller, bitki
sterolleridir. Daukosterol, sitosterol grubunun glikosidik baglant1 yoluyla 3.
pozisyonda S-D-glikopiranozil kalintisina eklendigi bir steroid saponin veya fitosterol
benzeri bilesiktir (Wang vd, 2016). Daukosterol endojen olarak sentezlenmez, ancak
diyet yoluyla elde edilebilir (Zhao vd, 2015). Calismalar, daukosteroliin anti-
inflamatuar ve immiinomodiilator aktiviteler sergiledigini ve ndral kok hiicre
proliferasyonunu destekledigini gostermistir (Bouic vd, 1996; Choi vd, 2012; Jiang
vd, 2014; Lee vd, 2007). Anti-kanser etkisi iyi bilinmemektedir. Ancak kolon kanseri
hiicrelerinde oksidatif aracili apoptotik hiicre oliimii yoluyla antikanser ozelligi
sergiledigi gosterilmistir (Wang vd, 2016).

2.16.4. iksorozit

Iksorozit, iridoit glikozit sinifi bir bilesiktir. Sekonder metabolitlerin bir tiirevi
olan iridoit glikozitler, bitkileri herbivorlardan ve iizerinde barmnan gesitli
bakterilerden, fungal patojenlerden ve diger ¢evresel faktorlerden korumaktir (Dobler

vd, 2011). iridoit glikozitlere sahip olan bitkiler daha fazla miktarda nitrojen depo
edebilir (Rosenthal ve Berenbaum, 2012). iridoit glikozitlerin; kan glikoz seviyelerini
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diistirdiigii (Jouad vd, 2002; Skim vd, 1999a; Skim vd, 1999b), serotonin ve histamin
salgilanmasimi azalttigi (Bello vd, 2002), hipoglisemik ajan, mushil, idrar arttirici,
mide ile ilgili ve kuvvet verici, safra soktiiriicii, bas agrisini engelleyen ve terletici ajan
olarak kullanildig1 goriilmiistiir (Boutiti vd, 2008; Kirmizibekmez, 1999). Aym
zamanda hipertrigliseridemiyi azalttig1, yiiksek fruktoz diyeti ile beslenen sicanlarda
kalp, bobrek ve kasin oksidatif durumunu iyilestirdigi goriilmiistiir (Taleb-Dida vd,
2011). Keskin tonik, yatigtirici, soguk alginligi, anti-inflamatuar, anti-romatizmal,
anti- tilser, hipo ve hipertansiyon ilaglarinin formiiliinde kullanilirlar (Dinda vd, 2009).
Karacigerden safra salinimini1 uyaran, kan damarlarini daraltici, karaciger koruyucu,
antienflamatuvar, antiviral, ve antimikrobiyal etkilerinin var oldugu bulunmustur
(Sesterhenn vd, 2007).

2.16.5. Ursolik Asit

Ursolik asit (UA, 3B-hidroksi-urs-12-en-28-o0ik asit), bitkilerde dogal olarak
bulunan, bitki biiylimesinde ve bdocek direncinde hormon veya diizenleyici faktor
olarak 6nemli bir rol oynayan, C-3 hidroksi ve C-28 karboksilik asit grubuna sahip
ursan tipi pentasiklik triterpenoiddir (Andre vd, 2012; Martinez vd, 2017). Bitkilerdeki
Oneminin yani sira, anti-inflamatuar (Baricevic vd, 2001), anti-oksidasyon (Saravanan
vd, 2006), antibakteriyel (Kurek vd, 2014), diyabet tedavisi (Ullevig vd, 2011), anti-
timor metastazi (Xiang vd, 2015), antianjiyogenez (Jin vd, 2016), cilt bakimi (Pateraki
vd, 2015) ve iistiin karaciger koruma islevi (Li vd, 2015) dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli

Klinik olaylarda olumlu etki gostermistir.

Ayrica UA, ALT/AST seviyesini, karaciger yaglanmasini ve L02 hiicrelerinde
palmitik asit kaynakli yag birikimini azalttig1 i¢cin %89.3 kiir orani ile hepatit A ve B
tedavisinde umut verici sonuglar gostermektedir (Kunkel vd, 2012; Li vd, 2015). Ek
olarak, yaglarin S-oksidasyonunu artirarak ve endoplazmik retikulum (ER) basincini

engelleyerek karaciger koruyucu etkiler de gostermektedir (Liu vd, 2021a).

UA, yiiksek aktivitesi ve diisiik toksisitesi nedeniyle kanser tedavisinde de
onemli terapdtik potansiyel sergilemektedir. Cok sayida caligma, UA’nin hem
kemirgenlerde hem de insanlarda kanser hiicresi metabolizmasi lizerindeki faydali
etkilerini aragtirmistir. UA’nin hiicre dis1 fosforile edilmis sinyalle diizenlenen kinazin
aktivitesini azalttigin1 ve mitokondriyal membran1 depolarize ettigini gostermistir

(Dong vd, 2015). Anti-kanser etkisinin altinda yatan mekanizmalarin, tiimdrijenezin
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(Huang vd, 1994) ve kanser hiicresi ¢ogalmasmin (Prasad vd, 2012) inhibisyonu,
apoptozun modiilasyonu (Lewinska vd, 2017), hiicre dongiisii durmasinin énlenmesi
(Li vd, 2017) ve otofajinin tesvik edilmesi (Cao vd, 2018; Luo vd, 2017) oldugu
bildirilmektedir.

UA’nin temel etkileri, pankreatik a-amilaz aktivitesinin inhibisyonu ve in vivo

olarak kan glikoz seviyesinin diigiiriilmesidir (Jung vd, 2007; Li vd, 2014).

UA oksidatif stresi (Zhang vd, 2014) ve eksitotoksisiteyi (Shih vd, 2004) inhibe
eder, bu da oksidatif stres ve eksitotoksisitenin neden oldugu c¢esitli beyin
hastaliklarinda koruyucu bir rol oynayabilecegini disiindiiriir. Ek olarak, UA
apoptotik sinyali baskilar (Zhang vd, 2014) ve beyinde anti-inflamatuar etkiler uygular
(Huang vd, 2009; Lu vd, 2010).

UA, iskelet kasi sentezini uyarir (Kunkel vd, 2011) ve gesitli sinyal yollari
araciligiyla iskelet kasinin giictinii arttirir (Kunkel vd, 2012), bu da sarkopeninin
Onlenmesinde yararli olabilecegini diisiindiiriir. UA’nin  sarkopeni tiizerindeki
dogrudan etkileri 6zel olarak ¢alisilmamistir; bununla birlikte, UA’nin yasa bagh
iskelet kas1 disfonksiyonu iizerindeki etkileri tizerine birkag benzer ¢calisma yapilmistir

(Bakhtiari vd, 2015; Ebert vd, 2015).

Son zamanlarda, UA’nin in vitro ve in vivo olarak g¢esitli molekiiler yollar
araciligiyla egzersiz kapasitesini gelistirdigi bildirilmistir. UA takviyesi, egzersiz

kapasitesini artirir ve istirahat kalp hizini azaltir (Sehrawat vd, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Sigma-Aldrich: Folin&Ciocalteu reaktifi, metanol, gallik asit, etanol, kloroform,
sodyum karbonat (Na2CO3), n-hekzan, siilfirik asit (H2SOa), etil asetat, biitillenmis
hidroksianisol (BHA), kuersetin, potasyum asetat (CH3COOK), ter-biitil hidrokinon
(TBHQ), E vitamini, potasyum persiilfat (K2S20g), amonyum heptamolibdat
tetrahidrat [(NH4)eM07024.4H,0], 2,2-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS), dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPOs), dipotasyum dihidrojen fosfat
(K2H2POg4), AChE, asetilkolin iyodiir, BChE, biitirilkolin kloriir, tirozinaz, iireaz, 5,5’-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit (DTNB), amoksisilin, tetrasiklin, galantamin, hidrojen
peroksit (H202), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-
DOPA), seryum (IV) siilfat, aliminyum kloriir (AlIClz), etidyum bromiir (EtBr).
Merck: ITK silika jel 60 F254 20x20, silika jel 60, trisodyum fosfat (NasPOa), borik
asit, gliserol, magnezyum kloriir (MgCly), tiyolire, sodyum kloriir (NaCl), iire,
kalsiyum Kkloriir (CaClz), sodyum hidroksit (NaOH), fenol, sodyum hipoklorit
(NaOCl). Himedia: Mueller Hinton Agar (MHA), Mueller Hinton Broth (MHB).
Thermo Scientific: Plazmid DNA (pBr322). Fisher Scientific: Dimetil siilfoksit
(DMSO). Glentham: Kojik asit. Riedel-de-Haen: Sodyum nitroprussid.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Ppreparatif-HPLC (Agilent, C18 ters faz kolonu, UltiMate™ 3000 Semi-
Preparative System), GC-MS/MS (7697A model HeadSpace Sampler ve Agilent
7890A model GC sistemine sahip 7000 Triple Quad Mass Spektrometer model kiitle
spektrometresi), GC-MS (Thermo), NMR spektorofotometre (Agilent, 600 MHz),
HPLC-MS/MS (Agilent), GC-FID (Agilent), mikro plaka okuyucusu (BIOTEK-
Epoch2) , Inkiibatér (Memmert), Mc-Farland cihaz1 (Biosan), Elektroforez (Bio-Rad
JY-SPBT), UV transliiminatorii (Bio-Rad), Isitic1 (Electomantle), Ultrasonik banyo
(Kudos), Vorteks (Velp Svientifica), Santrifiij (MSE Mistral 2000), pH metre (Eutech
Instruments), Evaporator (Rotary evaporator RE100), Liyofilizatér (CHRIST Alpha
1-2 LD Plus), Biyogiivenlik seviyesi II kabin (Chemocell LRCx-UV, Teknomar),
Otoklav (Astell Scientific), Laboratuvar parcalayict (Waring Commerical), UV-Vis
spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific Evolution Array), Analitik terazi
(Radwag), Manyetik karistirict (EMS 300 HS), Derin dondurucular (Nuaire, -80 °C ve
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Sanyo, -35 °C).

Otomatik pipetler: Brand (10-100 pL, 100-1000 pL), Nichipet EX (20-200 pL,
100-1000 pL, 1000-5000 pL), Socorex (100-1000 uL) ve Brand (5-12 mL elektronik

tekrarlamali)
3.3. Bitki Materyallerinin Toplanmasi ve Kurutulmasi

N. baytopii bitkisi Bingol ilinin Ortakdy ilgesinin giineyinde yer alan Metan dag1
stepinin 1950-2100 metre yiikseklikten Bingdl Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Ogretim Uyesi Prof. Dr. Liitfi Behget
tarafindan toplanarak ve uygun kosullarda (karanlik, hava alan yerde) kurutulmustur.
Ayrica, Bingdl Universitesi, Biyoloji Boliimii, Herbaryuma BIN5933 koduyla
endemik bir bitki olarak kaydedilmistir.

3.4. Ekstraksiyon

N. baytopii (NB) bitkisinin 1000 g toprak istii kismi1 9-15 L metanol:kloroform:
MK (1:1, v/v) ¢oziicti sisteminde li¢ defa bir hafta arayla karanlik ortamda ekstrakte
edildi. Bu siire sonunda bitki ekstresi Whatman No:1 filtre kagidinda siiziilerek ve
¢oziicti karisim1 +40°C’de donerli buharlastirict kullanilarak ayristirildi (Sekil 3.1.).
Daha sonra ham ekstrakt liyofilizatérde toz halinde Kkurutuldu ve -20°C’de

calismalarda kullanilmak {izere saklandi.

Neprra hayzopll
S

Sekil 3.1. N. baytopii toprak tistii kisminin metanol:kloroform (1:1) ile ekstraksiyonu
3.5. Fraksiyonlandirma, izolasyon ve Saflastirma

N. baytopii metanol:kloroform ekstrakti (ham ekstrakt) silika jel kolonda artan
¢oziicl polaritesine gore (n-hekzan: H, kloroform: K, etil asetat: EA ve metanol: M)
fraksiyonlandirildr (Sekil 3.2.). Elde edilen birinci fraksiyonlar tekrar silika jel kolon
ile fraksiyonlandirilarak ikinci fraksiyonlar elde edildi. Ham ekstrakt ve birinci
fraksiyonlara fitokimyasal ve biyoaktivite testleri yapildi. Buna ek olarak ikinci

fraksiyonlara biyoaktivite testleri uygulandi. ikinci fraksiyonlardan standart
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bilesiklere oranla %70 aktivite gosteren fraksiyonlar biyoaktivite yonlendirmeli
izolasyon prensibine gore tekrar fraksiyonlandirilarak alt fraksiyonlar elde edildi ve
aktif fraksiyon/lar saflastirma islemlerine tabi tutuldu. Saflastirma islemlerinde agik
kolon (silika jel 60) ve preparatif-HPLC (p-HPLC) kullanildi. Alt fraksiyonlar ve aktif
bilesiklere de biyoaktivite testleri uygulandi. Saflastirma islemi ile elde edilen
bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi igin, 1D ve 2D NMR teknikleri ve LC-MS/MS
ile molekiil agirliklar tespit edilip yapilar1 aydinlatildi. Aktif bilesik ya da bilesiklere
in siliko gergeklestirilerek molekiiler doking yapildi.

~
A

Sekil 3.2. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktina birinci ve ikinci fraksiyonlarinimn silika jel
kolon kromatografisi ile ayristirmasi uygulamalari

N. baytopii n-hekzan fraksiyonundan (NBH) Frl-Fr9 arasinda, kloroform
fraksiyonundan (NBK) Fr1-Fr7 arasinda, etil asetat fraksiyonundan (NBE) Fr1-Fr10
arasinda ve metanol fraksiyonundan (NBM) Fr1-Fr8 arasinda fraksiyonlar elde edildi.
Fraksiyonlarin ¢oziiciileri evaporatdrde uzaklastirildi ve son kalan ¢oziicli kalintisi
liyofililizatorde kurutuldu. Fraksiyonlar -20°C’de kimyasal analiz ve biyoaktivite

testlerinde kullanilmak tizere saklanda.

Ekstraksiyon, fraksiyonlandirma, izolasyon ve saflastirma uygulamalari
Ondokuz Mayis Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Ana Bilim Dal1
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ibrahim DEMIRTAS ve arastirma grubu tarafindan
gergeklestirilmistir.

3.5.1. Preparatif-HPLC

Polar karakterli sekonder metabolitleri daha etkin fraksiyonlandirma igin
Thermo model p-HPLC kullanildi (Sekil 3.3.). Saflagtirma isleminde klasik kolon
islemi sonrasinda, polar fraksiyonlar p-HPLC kolonuna (C18 ters faz kolonu) verilerek

ayirma islemleri yapildi.
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Sekil 3.3. p-HPLC cihazinin goriintiisii (Thermo, Igdir Universitesi, ALUM)
3.5.2. ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisinden toplanan fraksiyonlarin her biri silika jel kapli hazir
aliminyum plakalara (ITK silikajel 60 GF254) uygulandi ve uygun ¢dziicii
sistemlerinde yiiriitiildii. Maddelere ait lekeler UV (254 ve 366 nm) 1s1k altinda
incelendi. Leke renklerini daha iyi gorebilmek icin silika jel plakalarina serik siilfat
belirteci piiskiirtiiliip 1siticida 100°C’de olusan leke renkleri incelendi ve benzer olan
fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirme sonrasinda tekrar silika jel kapli hazir aliiminyum
plakalara uygulanarak uygun ¢oziicii sistemleri ile yiiriitildii ve olusan lekeler

incelendi.
3.5.3. NMR Spektroskopisi

Saflastirilan izolatlarin yapilar1 Agilent- Premium Compact 14.1 Tesla 600 MHz
Frekansli NMR cihaz1 kullanilarak 600 MHz 'H-NMR, 150 MHz *C-NMR ve iKi
boyutlu COSY, HMBC ve HSQC NMR spektrumlari ile belirlendi (Sekil 3.4.). 'H-
NMR spektrumundan, molekiilde ne kadar farkli proton bulundugu, farkli protonlarin
sayist ve bir protonun komsusundaki protonlarla etkilesimi belirlendi. *C-NMR
spektrumundan, molekiildeki farkli karbonlarin sayis1 belirlendi. Iki boyutlu NMR
tekniklerinde COSY spektrumundan, molekiilde bulunan protonlar arasindaki spin-
spin etkilesimleri, HMBC spektrumundan, proton ve karbonlarin iki, ii¢ veya dort bag
etkilesimleri ve HSQC spektrumundan, birbirine direkt olarak bagli olan karbon ve

protonlarin etkilesimleri belirlendi (Yenigun vd, 2023).
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Sekil 3.4. NMR cihazinin gériintiisii (600 MHz Frekansli, Cankir1 Karatekin Universitesi, CANKAM)
3.5.4. LC-MS/MS

Bilesigin kiitle spektrometresi ile birlestirilmis Agilent 6460 Triple Quad marka
stvi kromatografisi kullanildi (Sekil 3.5.). Bilesik i¢in optimum ayirma elde etmek ve
baskilama etkilerinin iistesinden gelmek i¢in kromatografik kosullar optimize edildi.
Kromatografik ayirma, ters fazli Agilent Poroshell 120 EC-C18 modeli (100 mm x 3.0
mm, 2.7 um) analitik kolon ile ayirma islemi gergeklestirildi. Kolon sicakligi 40°C’ye
ayarlandi. Eliisyon gradyani, eliient: A (su + 5 mM amonyum format + %0.1 formik
asit) ve eluent B (metanol + 5 mM amonyum format + %0.1 formik asit), ¢6ziicii akis

hiz1 ve enjeksiyon hacmi 0.400 mL/dak ve 4 uL numune enjekte edildi.

Sekil 3.5. LC-MS/MS cihazimin griintiisii (Agilent 6460 Triple Quad, Igdir Universitesi, ALUM)
3.6. Fitokimyasal Yontemler

N. baytopii metanol:kloroform (1:1) ham ekstraktinin ve birinci fraksiyonlarinin
(n-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol) toplam fenol ve flavonoid igerigi ve
kimyasal bilesen analizleri (HPLC-MS/MS, GC-MS, GC-MS/MS ve GCFID) yapild:.

3.6.1. Toplam Fenol Miktar1 Tayini
N. baytopii metanol:kloroform (1:1; v/v) ekstraktinin ve birinci fraksiyonlarinin
toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocalteu fenol reaktifi metodu kullanilarak tayin edildi
ve gallik asit standart olarak kullanildi (Golmakani vd, 2014). 100 uL ekstrakt veya
standart gallik asit ¢ozeltileri (50-5000 ug/mL) ile 500 uL Folin-Ciocalteu reaktifi
karistirildi. 1 dakika sonra 1.5 mL %20 Na,COg3 eklendi ve karisim oda sicakliginda 2
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saat bekletildi. Karisim ¢ozeltilerinin absorbans degerleri 760 nm’de spektroskopik
olarak olgiildii. Standart gallik asit i¢in kalibrasyon grafigi cizildi (Sekil 3.6.).
Ekstraktin ve birinci fraksiyonlarin toplam fenol miktar1 Denklem 3.1°de gosterildigi
gibi hesaplandi ve sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/g ekstrakt olarak ifade
edildi.

y =1,8664x + 0,0691
1 R>=10,9961

0 015 03 045 06 075 09
Konsantrasyon, ng/mL

Sekil 3.6. Gallik asit standart kalibrasyon grafigi
Toplam fenol miktar1 (mg GAE/g ekstrakt) =(c x V)/m (3.1)

Burada c, kalibrasyon egrisindeki konsantrasyon degerini (mg/mL), V, stok

hacmini (mL) ve m ise stoktaki ekstrakt miktarini (g) gostermektedir.
3.6.2. Toplam Flavonoid Miktar1 Tayini

N. baytopii metanol:kloroform (1:1; v/v) ekstraktinin ve birinci fraksiyonlarinin
toplam flavonoid miktar1 aliiminyum Kkloriir metodu kullanilarak tayin edildi ve
standart olarak kuersetin kullanildi (Golmakani vd, 2014). 500 uL ekstrakt veya
standart kuersetin (12.5-100 pg/mL) ¢ozeltileri tizerine 1.5 mL metanol, 100 uL %10
aliminyum klortir, 100 uL 1 M potasyum asetat ve 2.8 mL deiyonize su eklendi.
Karisim oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk bekletildi ve 415 nm’de absorbans
degerleri olgiildii. Standart kuersetinin kalibrasyon grafigi cizildi (Sekil 3.7.).
Ekstraktin ve birinci fraksiyonlarin toplam flavonoid miktart Denklem 3.2°de
gosterildigi gibi hesaplandi ve sonuglar mg kuersetin esdegeri (KE)/g ekstrakt olarak
ifade edildi.
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Sekil 3.7. Kuersetin standart kalibrasyon grafigi
Toplam flavonoid miktar1 (mg KE /g ekstrakt)=(c x V)/m (3.2)

Burada c, kalibrasyon egrisindeki konsantrasyon degerini (mg/mL), V, stok

hacmini (mL) ve m ise stoktaki ekstrakt miktarini (g) gostermektedir.
3.6.3. HPLC-MS/MS

Bilesigin kalitatif degerlendirmesini gerg¢eklestirmek igin kiitle spektrometresi
ile birlestirilmis Agilent 1260 Infinity IT LC Sistem modeli ile yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) kullanildi. Ters fazli HPLC, bir kolon firin1 (1260 TCC),
ikili pompalar (1260 Bin Pompa) ve bir gaz giderici (1260 Gaz giderici) ile donatildi.
Bilesik i¢in optimum ayirma elde etmek ve baskilama etkilerinin iistesinden gelmek
icin kromatografik kosullar optimize edildi. Kromatografik ayirma, ters fazli Agilent
Poroshell 120 EC-C18 modeli (100 mm x 3.0 mm, 2.7 um) analitik kolon ile ayirma
islemi gergeklestirildi. Kolon sicakligi 40°C’ye ayarlandi. Eliisyon gradyani, eliient:
A (su + 5 mM amonyum format + %0.1 formik asit) ve eluent B (metanol + 5 mM
amonyum format + %0.1 formik asit), ¢oziicii akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi 0.400
mL/dak ve 4 pL numune enjekte edildi. Standart yapilarn HPLC-MS/MS
kromatogramlart Sekil 3.8’de ve standart bilesiklerin HPLC-MS/MS log degerleri
Tablo 3.1°de gosterildi.
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Tablo 3.1. HPLC-MS/MS cihazindan tanimlanan bilesiklerin log degerleri

No Fenolik bilesikler A.Z. Onciil lyonlar  iyon Kalibrasyon LOD LOQ  Dogrusalik R? Recovery
dak. (m/z)->Uriin  Polaritesi Denklemi (ng/L) (ng/L) Arahg
lyonlar (m/z) (ng/L)

1  Sikimik asit 118 173.0->93.1 Negatif ~ y=0.56*x-27.48 156.23 385.63  500-8000 0.991 0.924
2 Gallik asit 1.74 169.0->125.0 Negatif  y=33.30*x+31.24 4.8 1525  31.25-1000 0.999 0.982
3 Protokatesuik asit 277 152.9->108.9 Negatif y=45.98*x-16.61 4.62 14.77 31.25-1000  0.997 0.958
4 Gentisik asit 3.15 153.0->109.0 Negatif  y=8.77*x+31.29 9.45 325 125-2000 0.996 0.996
5 Katesin 3.51 288.9->2451 Negatif  y=5.54* x +38.12 28.74  69.24  250-8000 0.999 0.962
6 4-Hidroksibenzoik asit 4.54 137.0 ->93.1 Negatif =~ y=29.31* x +60.57 19.25  54.12  250-8000 0.999 0.981
7 Klorojenik asit 530 353.0->191.0 Negatif y=4.51* x -3.51 23.4 74.1 125-4000 0.998 0.976
8 4-Hidroksibenzaldehid 5.77 121.0->92.0 Negatif ~ y=78.09* x -96.90 8.78 26.7 62.5-2000 0.998 1.054
9 Vanillik asit 5.86 167.0->151.8 Negatif  y=2.27* x +67.76 19.28  68.47  250-4000 0.999 0.993
10 Kafeik asit 6.05 178.9->1351 Negatif = y=96.45*x +1674.88  2.63 10.8 31.25-1000  0.999 0.99
11 Epikatesin 6.83 290.9->138.8 Pozitif y=10.49* x +41.32 8.45 19.69  62.5-4000 0.998 1.02
12 Sirinjik asit 6.34 197.1->181.8 Negatif  y=1.35* x +88.29 26.98 832 250-8000 0.994 0.943
13 p-Kumarik asit 8.50 163.0->119.0 Negatif = y=156.09*x-210.32  2.25 7.8 15.625-1000 0.999 1.009
14 Salisilik asit 8.89 137.0->93.1 Negatif ~ y=115.65*x-601.44  15.94  47.84  125-4000 0.999 0.988
15 Taksifolin 9.11 304.8->258.9 Pozitif y=3.55* x +298.14 39.3 139.2  500-8000 0.998 1.028
16 Polidatin 9.74 390.9->228.9 Pozitif y=11.77* x +32.39 0.97 3.48 31.25-1000  0.996 0.997
17 t-Ferulik asit 9.58 193.1->1339 Negatif  y=5.89* x +28.90 12.45 3532  62.5-4000 0.997 0.956
18 Sinapik asit 9.90 223.1->208.0 Negatif  y=5.01* x +71.28 25.6 90.09  250-4000 0.999 1.018
19 Kuersimeritrin 10.38 464.8->302.9 Pozitif y=38.01* x +23.62 3.13 10.21 31.25-2000  0.998 0.984
20 Kumarin 15.04 147.1->91.3  Pozitif y=268.86* x -3683.88  15.63  23.04  62.5-2000 0.999 1.016
21 Skutellarin 11.20 462.8->286.8 Pozitif y=36.61* x -21.91 2.9 6.85 12.5-800 0.997 0.992
22 o-Kumarik asit 11.30 163.0->119.1  Negatif y=48.55* x +174.93 6.06 13.36 62.5-1000 0.998 1.001
23 Sinarin 11.37 516.8->162.9 Pozitif y=8.90* x -12.63 9.39 283 62.5-2000 0.994 0.977
24 Protokatesuik etil ester 11.34 181.0->107.9 Negatif = y=286.33* x +2080.18 0.56 4.01 15.625-250  0.996 0.958
25 Hiperosid 11.89 464.8->302.8 Pozitif y=133.99* x -64.79 1.24 4.68 25-800 0.998 0.946
26 Kuersetin-3-glikozit 11.91 464.8->302.9 Pozitif y=400.29* x -84.02 1.04 38112 12.5-800 0.999 1.008
27 1zokuersitrin 11.91 464.9->302.8 Pozitif y=243.76* x +291.50  0.95 3.23 12.5-800 0.999 1.007
28 Rutin 11.98 608.9->299.4 Negatif  y=1.21*x +37.94 213 62.5 250-8000 0.999 0.994
29 Resveratrol 11.98 227.0->142.9 Negatif y=3.30*x -3.65 18.25 38.44 125-2000 0.998 1.017
30 Naringin 12.03 580.7->272.8 Pozitif y=1.25* x +38.65 1468 4785  62.5-8000 0.998 0.989
31 Rozmarinik asit 12.17 358.9->160.7 Pozitif y=1.63* x +247.63 22,72  69.78  125-4000 0.998 1.013
32 Kuersetin-3-D-ksilozid 12.51 432.7->299.5 Negatif  y=400.29* x -84.02 4585 1258  500-8000 0.999 0.938
33 Hesperidin 12,53 611.0->302.9 Pozitif y=44.63* x +2527.79  10.6 383 62.5-2000 0.999 0.995
34 Baikalin 12.53 446.8->270.9 Pozitif y=1259.57*x-1152.66  1.19 221 6.25-800 0.999 0.979
35 Neohesperidin 12.86 610.7->302.9 Pozitif y=3.00*x+14.97 2732 695 250-4000 0.998 0.962
36 Kaemferol-3-glikozit ~ 13.35 448.8->286.9 Pozitif y=609.8 x +1238.20 0.61 231 6.25-200 0.999 0.985
37 Fisetin 13.53 286.8->137.1 Pozitif y=8.98 *x +186.91 20.8 68.5 125-4000 0.996 0.942
38 Oleuropein 13.84 539.1->275.1 Negatif y=6.61* x +47.44 9.68 36.2 125-4000 0.996 1.036
39 t-Sinnamik asit 1435 147.1->103.1 Negatif = y=3.81* x +141.01 60.35  190.1  500-8000 0.997 1.015
40 Kuersetin 15.03 300.7 ->150.9  Negatif y=51.09* x +511.77 4.54 12.6 15.625-1000 0.999 1.006
41 Naringenin 15.53 270.9->119.1  Negatif y=38.28* x -17.75 2.8 7.81 31.25-4000 0.999 1.02
42 Silibinin 15.93 482.8->163.1 Pozitif y=28.46* x-50.78 4.26 12.18  62.5-2000 0.999 0.996
43 Hesperetin 16.25 300.9->164.0 Negatif = y=6.55*x +23.84 15.7 39.85  62.5-4000 0.995 0.938
44 Morin 15.97 302.8->153.0 Pozitif y=54.95* x +72.67 3.19 12.6 62.5-2000 0.998 0.985
45 Kaemferol 16.62 284.9->116.9 Negatif  y=1.75*x-39.82 5235 1281  500-8000 0.998 0.998
46 Tamariksetin 16.20 315.0->299.9  Negatif y=81.92* x -938.35 12.95 18.65 31.25-8000  0.999 1.001
47 Baikalein 18.14 271.0->123.0 Pozitif y=359.75*x -7512.00 23.36  31.58  50-800 0.999 1.012
48 7-Hidroksiflavon 18.97 238.9->137.1 Pozitif y=339.58* x +0.59 2.19 5.87 6.25-200 0.994 0.985
49 6-Hidroksiflavon 19.60 239.0->103.1 Pozitif y=184.04* x +459.63  1.97 6.15 12.5-200 0.996 0.952
50 Biokanin A 20.59 284.9->151.9 Pozitif y=47.90* x -65.50 3.25 7.81 62.5-2000 0.999 1.021
51 Kirisin 20.85 254.9->153.0 Pozitif y=110.91* x -79.97 4.84 15.63  31.25-1000 0.999 1.034
52 Flavon 21.69 223.0->77.2 Pozitif y=824.05* x +1669.38 1.52 6.02 6.25-200 0.999 1.005
53 5-Hidroksiflavon 23.69 238.9->103.1 Pozitif y=385.68* x -5756.96  17.98  27.5 62.5-2000 0.999 1.024
54 6,2,4-Trimetoksiflavon 24.57 312.9->148.0 Positive  y=658.84* x-1069.56 3.21 5.36 12.5-400 0.999 1.026
55 Diosgenin 34.51 415.0->271.0 Positive  y=280.53*x-774.40 4.12 8.19 25-800 0.999 1.013
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Askorbik asit (1), sikimik asit (2), gallik asit (3), protokatekuik asit (4), gentisik asit (5), katesin (6), 4-hidroksbenzoik asit (7),
klorojenik asit (8), 4-hidroksbenzaldehit (9), vanilik asit (10), kafeik asit (11), epikatesin (12), siringik asit (13), p-kumarik asit
(14), salisilik asit (15), taksifolin (16), polidatin (17), t-ferulik asit (18), sinapik asit (19), kuersimeritrin (20), kumarin (21),
skutelarin (22), o-kumarik asit (23), sinarin (24), protokatekuik etil ester (25), hiperosit (26), kuersetin-3-glikozit (27), rutin (28),
isokuersitrin (29), resveratrol (30), naringin (31), rozmarinik asit (32), kuersetin-3-ksilozid (33), hesperidin (34), neohesperidin
(35), kaemferol-3-glikozit (36), fisetin (37), oleropen (38), baikalin (39), t-sinnamik asit (40), ellajik asit (41), kuersetin (42),
naringenin (43), silibinin (44), hesperetin (45), morin (46), kaemferol (47), tamariksetin (48), baikalein (49), 7-hidroksiflavon
(50), 6-hidroksiflavon (51), biokanin A (52), krisin (53), flavon (54), 5-hidroksiflavon (55), 6'2'4-trimetoksiflavon (56), diosgenin
(57).

Sekil 3.8. Standart yapilarin HPLC-MS/MS kromatogramlari
3.6.4. GC-MS/MS

GC-MS/MS analizi igin, Agilent 7000 A GC/MS Triple Quad with 7890 GC,
7693 Autosampler and 7697A Headspace Sampler cihazi kullamildi (Sekil 3.9.).
Esterlestirme siireci: Orneklerden 100 mg alinarak 2 ml MeOH ¢6ziildii ve iizerine 2
ml n-hekzan eklendi. Daha sonra 1 ml KOH ¢6zeltisi (1M) eklenerek 2500 rpm’de
vorteks cihazi ile 30 sn karistirildi. Yag asidi metil esterlerinin bulundugu tist fazdan
(n-hekzan fazi) alind1 ve 0.22 mikronluk PVDF ile siiziilerek enjekte edildi. Prosediir
olarak, baslangi¢ sicakligi 50°C ve 2 dakika boyunca devam edecek sekilde ayarlandi,
daha sonra 3°C/dakika ile 140°C’ye ¢ikarildi, 4°C/dakika 220°C’de 10 dakika
boyunca sabit 4°C/dakika 270°C’ye ve son olarak 270°C’de 30 dk boyunca devam
ettirildi. MS dedektoriiniin iyon sicakligi 280°C” dir. 0.22 um tek kullanimlik siringa
filtresi ile filtre edilmis N. baytopii n-hekzan ve kloroform fraksiyonlari 1:10 oraninda,
1 uL’lik bir hacim enjekte edilerek 1 mL He gaz akisiyla yiiriitiildii. GC kolonunda
Agilent J&W HP-5ms Ultra Inert, aktif bilesiklerin analizinde inertlik agisindan 6zel
olarak test edilmis (%5-fenil)-metilpolisiloksan) (30m X 0.25 mm X 0.25 um) ile
gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.9. GC-MS/MS cihazinin gbriintiisii (Agilent 7000 Triple Quad, Igdir Universitesi, ALUM)
3.6.5. GC-MS

0.5 g kat1 N. baytopii n-hekzan ikinci fraksiyonlar1 viale alinarak iizerine 10 ml
ultra saf su eklendi. Vialin kapag: kapatilarak manyetik karistirici lizerinde 45°C’de
30 dk karigtirma islemi uygulanarak beklendi. Daha sonra SPME 1 (Solid (Kat1) faz
mikro ekstraksiyon) konumuna getirilerek vialin ucuna takildi ve fiber asagida 7 dk
karistirici lizerinde bekletildi. Bu siire sonunda fiber geri ¢ekildi. SPME 4 konumuna
getirilerek cihaza takildi ve fiber asag1 indirilerek 4 dk cihaza takili bigimde bekletildi.
Thermo GC-MS Trace Ultra cihazina SPME metoduyla verilen numune 240°C
enjeksiyon sicakligi, 1/10 split orani ve Iml/dak Helyum gaz akisi ile DB-5MS (30 m
x 0.25 mm x 0.25 pm) kolondan ayrilarak MS dedektoriinden okuma yapilarak NIST
Demo, Wiley7, Wiley9, redlip, mainlip kiitliphaneleri tarama yapilarak molekiiller
belirlendi. Firin programi: 40°C de 1 dk bekletildi. Dakikada 5°C artigla 120°C’ye
cikarilarak 120°C’de 2 dk bekletildi. Dakikada 10°C artisla 240°C’ye g¢ikarilarak
240°C’de 3 dk bekletildi. MS Kosullari: 45-450 m/z, Scan Araligi: 0.2 sn, Iyon
Kaynag1 Sicakligi: 200°C, MS Transfer Line Sicakligi: 250°C (Sekil 3.10.).

Sekil 3.10. GC-MS cihazinin gériintiisii (Thermo, Igdir Universitesi, ALUM)

3.6.6. GC-FID

N. baytopii n-hekzan ve kloroform fraksiyonlarinin GC-FID analizi Agilent
7820 A GC-FID ile gerceklestirildi. Prosediir olarak, baslangi¢ sicakligi 100°C ve
5 dakika boyunca devam edecek sekilde ayarlandi, daha sonra 4°C/dakika ile
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240°C’ye cikarild1 ve son olarak 240°C’de 20 dakika boyunca devam ettirildi. FID
dedektoriiniin sicakligi 260°C’dir. 0.22 pm tek kullanimlik siringa filtresi ile filtre
edilmis numune 1:5 oraninda 1 pL’lik bir hacim enjekte edildi. Numunenin ayrilmast,
41 cm/saniye hidrojen yakma gazi kullanilarak bir Supelco SP 2560 GC kolonunda
(100 m x 0.25 mm ID x 0.20 um) gergeklestirildi (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. GC-FID cihazinin goriintiisii (Agilent 7820 A, Igdir Universitesi, ALUM)
3.7. In vitro Biyoaktivite Yontemleri

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarm in vitro
antioksidan aktivite (fosfomolibdenyum indirgenme, indirgeme giicii, metal selat,
H20., DPPH', ABTS Ve siiperoksit anyonu giderme); enzim inhibisyon (iireaz,
asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), karbonik anhidraz (KA), a-
amilaz, a-glikozidaz, lipaz ve tirozinaz) ve DNA ile ilgili aktivite testleri (deoksiriboz
ve DNA koruma) spektroskopik olarak tayin edildi. Ayrica drneklerin antimikrobiyal
aktiviteleri disk difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) yéntemleri
ile belirlendi (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.12. N. baytopii ham ekstrakti, fraksiyonlar1 ve izolatlarin aktivite semasi

3.7.1. Antioksidan Aktivite Tayinleri

3.7.1.1. Fosfomolibdenyum indirgeme Aktivitesi

N. baytopii

fosfomolibdenyum indirgeme aktivitesi spektroskopik olarak tayin edildi (Mohamed
vd, 2007; Prieto vd, 1999). 300 pL farkli konsantrasyonlardaki oOrnekler veya
standartlar (BHA, BHT, TBHQ, troloks, a-tokoferol ve askorbik asit) ile 2.7 mL
reaktif ¢ozeltisi (0.6 M HoSO4 + 28 mM Sodyum fosfat + 4 mM Amonyum molibdat)
homojen olana kadar karistirildi (Sekil 3.13.). Karisim ¢ozeltisi, 95°C’de 90 dk
boyunca sallantili su banyosunda bekletildi. Oda sicakligina kadar soguduktan sonra
karisim ¢ozeltilerinden her birinin 200 pL’si 96 kuyucuklu plakanin kuyularina

aktarildi. Her bir kuyudaki karisimin absorbans degeri 695 nm’de 6lgiildii ve aktivite

ekstrakti,

birinci

sonuglar1 Ags (ug/mL) olarak belirlendi.

ve ikinci
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Sekil 3.13. Amonyum molibdenyumun indirgeme mekanizmasi
3.7.1.2. indirgeme Giicii

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin indirgeme giicii
Oyaizu metodu kullanilarak tayin edildi (Huang vd, 2005; Oyaizu, 1986). 96
kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 20 pL farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler veya
standartlar (BHA, BHT, TBHQ, troloks, a-tokoferol ve askorbik asit) ile 50 uL 0.2 M
fosfat tamponu (pH 6.6) ve 50 pL %1 KsFeCNs ¢ozeltisi homojen olana kadar
karistirildi. Karisim ¢ozeltisi 50°C°de 20 dk bekletildi. Uzerine 50 puL %10 TCA ile
10 puL ddH20 ve 50 uL %0.1 FeCls ¢ozeltisi eklendi (Sekil 3.14.). Her bir kuyudaki
karisimin absorbans degerleri 700 nm’de Sl¢iildii ve aktivite sonuglart Aos (ug/mL)
olarak belirlendi.

2 Fe(CN)g> + C4HgOg — 2 Fe(CN)¢* + CH,04 + H*

Ferrisiyanit ~ Fenolik bilesik  Ferrisiyanit ~ Fenolik bilesik

4Fe’" +3 Fe(CN)g" — Fey[Fe(CN)gls pH 6.6

Ferrik iyon Ferrosiyanit Prusya mavisi ~ Fosfat tamponu 0.2 M

Sekil 3.14. indirgeme giicii tayininde Fe’in indirgeme mekanizmasi
3.7.1.3. H202 Giderme Aktivitesi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin H2O. giderme
aktivitesi fenantrolin metodu Kkullanilarak tayin edildi (Mukhopadhyay vd, 2016;
Utami vd, 2017). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 60 pL farkli
konsantrasyonlardaki ornekler veya standartlar (BHA, BHT, TBHQ, troloks, a-
tokoferol ve askorbik asit) ile 12 L 1 mM (NH4)2Fe(SO4)2.6H20 ve 3 pL 5 mM H20:
homojen olana kadar karistirildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 5 dk bekletildi.
Karigim ¢ozeltisine 75 pL 1 mM 1,10-phenantroline ¢ozeltisi eklendi ve oda
sicakliginda, karanlikta 10 dk bekletildi (Sekil 3.15.). Her bir kuyudaki karisimin
absorbans degerleri 510 nm’de olgiildii ve aktivite sonuglari Aos (ng/mL) olarak

belirlendi.
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Sekil 3.15. H,O, giderme aktivitesindeki reaksiyon mekanizmasi
3.7.1.4. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin serbest radikal
giderme aktivitesi DPPH" (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) metodu kullanilarak tayin
edildi (Blois, 1958). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 150 uL farkli
konsantrasyonlardaki ornekler veya standartlar (BHA, BHT, TBHQ, troloks, a-
tokoferol ve askorbik asit) ile 50 uL 0.1 mM DPPH’ (etanolde) ¢6zeltisi homojen olana
kadar karistirildi ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dk bekletildi (Sekil 3.16.). Her bir
kuyudaki karisimin absorbans degerleri 517 nm’de 6lgtildii ve ICso (ug/mL) degerleri

belirlendi.

DPPH’ DPPH-H

Sekil 3.16. DPPH' radikalinin antioksidan tarafindan giderilmesi

3.7.1.5. ABTS * Giderme Aktivitesi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin ABTS ™ (2,2"-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) giderme aktivitesi ABTS-K>SOg metodu
kullanilarak tayin edildi (Dechayont vd, 2017; Re vd, 1999). 7 mM ABTS ile 2.45 mM
K2SOg (2:1) karistirildi ve 12-16 saat oda sicakliginda, karanlikta bekletildi. Karigimin
absorbans degeri 0.700+0.020 olacak sekilde 1:33 (v/v) oraninda etanolle seyreltildi.
96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 20 pL farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler veya
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standartlar (BHA, BHT, TBHQ, troloks, a-tokoferol ve askorbik asit) ve 180 uL
ABTS* ¢ozeltisi homojen olana kadar karistirildi (Sekil 3.17.). Her bir kuyudaki
karisimin absorbans degeri 6 dk sonra 734 nm’de 6l¢iildii ve 1Cso (ug/mL) degerleri

belirlendi.
7 Qo O\\S OH
S
e e LI
_N N
SO \\Q =
HO™ ™ HO” \\
¢} ABTS molekiilii (renksiz) ABTS katyon dkl(ky mavi)
m \\ _OH
\\
N—< :©/ ¢} /\H(le) N—< jg/
o= H
HO™ \\ HO” \\
ABTS katyon dk li (koyu mavi) ABTS molckulu(c nksi

Sekil 3.17. ABTS * katyonik radikal olusumu ve antioksidanlarla radikal giderme mekanizmasi
3.7.1.6. Superoksit Anyonu Giderme Aktivitesi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin siiperoksit
giderme aktivitesi Nishikimi metodu kullanilarak tayin edildi (Nishikimi vd, 1972;
Yang vd, 2008). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 62.5 pL farkli
konsantrasyonlardaki ornekler veya standartlar (BHA, BHT, TBHQ, troloks, a-
tokoferol ve askorbik asit) ile 62.5 uL 468 uM NADH (20 mM pH 7.4 fosfat
tamponunda) ve 62.5 puL 156 uM (20 mM pH 7.4 fosfat tamponunda) ¢ozeltileri
homojen olana kadar karistirildi. Ornekler oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Her bir
kuyudaki karisima 25 pL 100 uM PMS (20 mM pH 7.4 fosfat tamponunda) ¢ozeltisi
eklendi (Sekil 3.18.). Her bir kuyunun absorbans degerleri 560 nm’de 6lgiildii ve 1Cso
(ng/mL) degerleri belirlendi.

NADH + H + 20, 8 NAD* + 2H" + 20,

NBT + 2H" +20,”—NBT-H, + 20,

NADH + H* + NBT 248 NAD* + NBT-H,
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Sekil 3.18. PMS-NADH reaksiyonu ile tiretilen siiperoksit anyon radikalinin NBT yi indirgemesi
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3.7.1.7. Metal Selat Aktivitesi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin metal-selat
aktivitesi ferrozin metodu kullanilarak tayin edildi (Dinis vd, 1994). 96 kuyucuklu
plakada, her bir kuyuya 12.5 pL farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler veya EDTA ile
3.125 pL 2 mM FeCl2.4H20, 21.875 pL ddH20, 212.5 pL etanol ve 12.5 uL 5 mM
ferrozin ¢ozeltileri eklenerek homojen olana kadar karistirildi. Ornekler oda
sicakliginda 10 dk bekletildi (Sekil 3.19.). Her bir kuyunun absorbans degerleri 562
nm’de 6l¢iildii ve 1Cso (ug/mL) degerleri belirlendi.

A/

2/24 z

i\ /i
o0=w=0 o=w
7 |
[+ |
A7/

= 1

\ /
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\ /o

Z, 7

Ferrozin Fe?*-ferrozin kompleksi

Sekil 3.19. Fe (I1)-ferrozin kompleksinin olusum mekanizmasi
3.7.2. Enzim Inhibisyon Aktiviteleri ve inhibisyon Kinetikleri

Izolatlarin enzim kinetigi, iireaz, AChE, BChE, karbonik anhidraz, a-amilaz, o-
glikozidaz, lipaz ve tirozinaza kars1 bakildi. Inhibisyonun tiiriine, ¢esitli substrat ve
inhibitdr konsantrasyonlari kullanilarak karar verildi. Yarismasiz inhibisyon
mekanizmasi1 Lineweaver-Burk grafigi ile analiz edildi ve Denklem 3.3 ve 3.4 ile
belirlendi (Zeng vd, 2016).

1_ K (1+E)L+ L (1+ﬂ) (3.3)
\% Vinax K; [S] Vinax okK;

. Kn | Kull
Eglm - anax + V”IGEK]i (3.4)

Burada v, inhibitorlerin yoklugunda ve varligindaki enzimatik reaksiyon hizidir.
Michaelis-Menten sabiti ve inhibisyon sabiti sirasiyla Kn ve K| olarak ifade edilir. a
yarismasiz inhibisyon sabitinin yarigmali inhibisyon sabitine oranini gosterir ve o’ nin
degeri yarismasiz inhibisyon i¢in 1’dir. [I] inhibitér ve [S] substrat

konsantrasyonlaridir (Wu vd, 2017D).

49



Karigik tip inhibisyon mekanizmasini analiz etmek ig¢in Lineweaver-Burk

denklemi ile analiz edildi ve Denklem 3.5, 3.6 ve 3.7 ile belirlendi (Zeng vd, 2016).

1 m 1 1
1_% (1+ﬂ)—+ (1+ﬂ) (3.5)
\ V max Ki [S] Vmax Kix
o _ Ku K,[1]
Egim =5+ 7K (3.6)

. 1 1 1
_ = = +
Y-kesim noktast =—= 77—+ 75—

max

[1] 3.7)

Burada Kis, enzim-substrat kompleksinin baglanmasi igin inhibisyon sabitidir.

Y-kesim noktasina kars1 [I]” nin ikincil ¢izimleri dogrusal olarak yerlestirilmistir.
3.7.2.1. Ureaz Inhibisyon Aktivitesi ve inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin {ireaz
inhibisyonu indofenol metodu kullanilarak tayin edildi (Ozen vd, 2017; Zhang vd,
2006). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 10 uL farkli konsantrasyonlardaki
ornekler veya standart olarak tiyotire ile 25 pL 1 U tireaz (100 mM pH 8.2 sodyum-
fosfat tamponunda) ve 50 pL 100 mM diire ¢6zeltisi homojen olana kadar karigtirildi
ve 30°C’de 15 dk bekletildi. Izolatlarin inhibisyon kinetigi igin iirenin sekiz farkl
konsantrasyonu (20 mM-0.078 mM arasinda) kullanildi. Her bir kuyudaki karigima 45
uL fenol reaktifi [%8 (w/v) fenol ve %0.1 (w/v) sodyum nitroprussid] ve 70 pL alkali
reaktif [%2.5 (w/v) NaOH ve %4.7 NaOCIl] ¢ozeltileri eklendi. Ornekler 30°C’de 50
dk bekletildi (Sekil 3.20.). Her bir kuyunun absorbans degerleri 630 nm’de 6l¢iildii ve
ICso (ug/mL) degerleri belirlendi.

NH; + OCI" —NH,Cl + OH"

Fe(CN)sONO
@ *NH2C1+3OHMO{%N Cl +3H,0
mavi

sari

Sekil 3.20. Indofenol olusum reaksiyonu
3.7.2.2. Asetikolinesteraz inhibisyon Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin
asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu Ellman metodu kullanilarak tayin edildi
(Ellman vd, 1961; Ozen vd, 2017; Ozgelik vd, 2010). 96 kuyucuklu plakada, her bir
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kuyuya 20 pL farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler veya galantamin ile 20 uL 0.03 U
AChE (100 mM pH 8.0 fosfat tamponunda), 20 uL 3.3 mM DTNB ve 140 uL 100 mM
pH 8.0 fosfat tamponu eklenerek homojen olana kadar karistirildi ve oda sicakliginda
15 dk bekletildi. Her bir kuyudaki karisima 10 L 1 mM ATCh (asetiltiyokolin iyodiir)
¢ozeltisi eklendi (Sekil 3.21.). Izolatlarin inhibisyon kinetigi i¢in ATCh’nin sekiz
farkli konsantrasyonu (0.5 mM-0.004 mM arasinda) kullanildi. Her bir kuyunun
absorbans degerleri 412 nm’de 6lgiildii ve ICsp (ng/mL) degerleri belirlendi.

cH CH
3.9 AChE 3

I A ¢ ) )
ch—i—/\s cH, H0 H;C—T—/\S@"' 0 con, T 2H

CH; CHj
Asetilkolin iyodiir Tiyokolin Asetat

_/\ o, SCH,CH,N(CHy);
Hj C—N
O,)N Noz O)N /Q/

COO~

2-Nitrobenzoat-5-

Tiyokolin DTNB 5-Tiyo-2-nitrobenzoat X !
merkaptotiyokolin

Sekil 3.21. Asetilkolinesteraz inhibisyonu mekanizmasi
3.7.2.3. Biitirilkolinesteraz inhibisyon Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin
biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyonu Ellman metodu kullanilarak tayin edildi
(Ellman vd, 1961; Ozen vd, 2017; Ozgelik vd, 2010). 96 kuyucuklu plakada, her bir
kuyuya 20 pL farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler veya galantamin ile 20 uL 0.03 U
BChE (100 mM pH 8.0 fosfat tamponunda), 20 uL. 3.3 mM DTNB ve 140 uL 100 mM
pH 8.0 fosfat tamponu eklenerek homojen olana kadar karistirildi ve oda sicakliginda
15 dk bekletildi. Her bir kuyudaki karistma 10 uL 1 mM BTCh (biitiriltiyokolin
koloriir) eklendi (Sekil 3.22.). izolatlarin inhibisyon kinetigi igin BTCh’nin sekiz farkli
konsantrasyonu (0.5 mM-0.004 mM arasinda) kullanildi. Her bir kuyunun absorbans

degerleri 412 nm’de 6lgiildii ve ICso (ug/mL) degerleri belirlendi.

CH; - BChE I

l _Cl/\ CH;~ W0 l_/\
H,C—N 3 H,0 H, C_T ST+ o CH; +HCI
CH, CH;
Biitirilkolin kloriir Tiyokolin Biitirat
S-SCH, CHZN(CH;);
3C—N—/\S +
O,N NO O,N
00 2-Nitrobenzoat-5-

Tiyokolin DTNB 5-Tiyo-2-nitrobenzoat (sari) merkaptouyokol n

Sekil 3.22. Biitirilkolinesteraz inhibisyonu mekanizmasi
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3.7.2.4. Karbonik Anhidraz Inhibisyon Aktivitesi ve inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin karbonik
anhidraz (KA) inhibisyonu 4-nitrofenil asetat metodu kullanilarak tayin edildi (Chanda
vd, 2019). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 60 uL farkli konsantrasyonlardaki
ornekler veya asetazolamid ile 90 uL 115 U KA (0.05 M pH 7.4 Tris-SO4 tamponunda)
¢ozeltisi homojen olana kadar karistirildi ve oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Her bir
kuyudaki karistgma 60 pL 10 mM 4-nitrofenil asetat ¢ozeltisi eklendi ve oda
sicakhiginda 15 dk bekletildi (Sekil 3.23.). izolatlarin inhibisyon kinetigi icin
asetazolamidin sekiz farkli konsantrasyonu (10 mM-0.078 mM arasinda) kullanildi.
Her bir kuyunun absorbans degerleri 400 nm’de 6lgiildii ve 1Cso (ug/mL) degerleri

belirlendi.

o
(@]

. +
o Mo Mo o)
)j\ Karbonikanhidraz N )j\
+ HZO —— -
ke o o HsC 0

p-nitrofenil asetat p-nitrofenol Asetat

Sekil 3.23. Karbonik anhidrazin esteraz mekanizmasi
3.7.2.5. a-Amilaz Inhibisyon Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin a-amilaz
inhibisyonu iyot-KI (potasyum iyodiir) metodu kullanilarak tayin edildi (Ercan ve El,
2016; Koh vd, 2010; Yang vd, 2012). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 82 uL
farkli konsantrasyonlardaki drnekler veya akarboz ile 10 pL 1 U a-amilaz (20 mM pH
6.9 potasyum fosfat tamponunda) ¢6zeltisi homojen olana kadar karistirildi ve 37°C’de
10 dk bekletildi. Her bir kuyudaki karisima 8 pL %1 nisasta ¢ozeltisi eklendi ve
37°C’de 12 dk bekletildi. Uzerine 50 uL %10 HCI ve 15 uL iyot-KI (2.5 mM iyot+6.5
mM KI) ¢ozeltileri eklendi (Sekil 3.24.). Ornekler kaynar suda 10 dk bekletildi ve her
bir kuyunun absorbans degerleri 620 nm’de o6lgiildii ve ICso (ug/mL) degerleri

belirlendi.

CH,0H CH,OH CH,OH CHQOH CH,OH CH,OH

L) S e e

Nisasta Maltoz

Sekil 3.24. Nisastanin a-amilaz ile hidrolizi
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3.7.2.6. 0-Glikozidaz Inhibisyon Aktivitesi ve inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin a-glikozidaz
inhibisyonu 4-p-nitrofenil a-D-glikopiranozid (p-NPG) metodu kullanilarak tayin
edildi (Mayur vd, 2010; Sancheti vd, 2010). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 10
uL farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler veya akarboz ile 25 uL 0.2 U a-glikozidaz (20
mM pH 6.9 potasyum fosfat tamponunda) ¢ozeltisi homojen olana kadar karistirildi.
Her bir kuyudaki karigima 25 puL 0.5 mM p-NPG ve 20 uL 20 mM pH 6.9 potasyum
fosfat tamponu eklendi. Izolatlarin inhibisyon kinetigi i¢in p-NPG’nin sekiz farkli
konsantrasyonu (4 mM-0.03 mM arasinda) kullanildi. Ornekler 37°C’de 12 dk
bekletildi. Her bir kuyudaki karistma 100 pL 0.2 M Na,COs ¢ozeltisi eklenerek
homojen olana kadar karistirildi (Sekil 3.25). Her bir kuyunun absorbans degerleri 410
nm’de ol¢ildii ve ICso (ng/mL) degerleri belirlendi.

o

o ) Il o o

W N*. Y

"o \©\ a—Glukozidaz,__ o HO TH
=

s ", (o) + . .

HON “ion < HoW™ K7

o

| H
OH ) OH
p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid p-nitrofenol D-Glukoz

zZ

o

Sekil 3.25. a-Gikozidazin inhibisyon mekanizmasi
3.7.2.7. Lipaz inhibisyon Aktivitesi ve inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin lipaz
inhibisyonu 4-nitrofenil oktanoat metodu kullanilarak tayin edildi (Trentin vd, 2020).
96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 20 pL farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler veya
orlistat ile 200 uL 100 mM pH 8.2 Tris-HCI tamponu ve 20 puL 1 mg/mL lipaz (100
mM pH 8.2 Tris-HCI tamponunda) ¢ozeltisi eklenerek homojen olana kadar
karistirildi. Her bir kuyudaki karigima 20 pL 5.1 mM p-nitrofenil oktanoat (100 mM
pH 8.2 Tris-HCI tamponunda) ¢ozeltisi eklendi ve 37°C’de 30 dk bekletildi (Sekil
3.26.). izolatlarin inhibisyon kinetigi igin p-nitrofenil oktanoatin sekiz farkli
konsantrasyonu (25 mM-0.039 mM arasinda) kullanildi. Her bir kuyunun absorbans

degerleri 410 nm' de 6l¢iildii ve 1Cso (ug/mL) degerleri belirlendi.
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Sekil 3.26. p-Nitrofenil oktanoattan p-nitrofenol ve oktanoat olusum reaksiyonu
3.7.2.8. Tirozinaz Inhibisyon Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin tirozinaz
inhibisyonu L-DOPA (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin) metodu kullanilarak tayin edildi
(Addar vd, 2019). 96 kuyucuklu plakada, her bir kuyuya 10 pL farkli
konsantrasyonlardaki 6rnekler veya kojik asit ile 20 uL 150 U tirozinaz (0.1 M pH 6.8
potasyum fosfat tamponunda) ve 20 uL 0.1 M pH 6.8 potasyum fosfat tamponu
homojen olana kadar karistirildi ve 37°C’de 10 dk bekletildi. Her bir kuyudaki
karistma 20 pL. 5 mM L-DOPA ¢ozeltisi eklendi (Sekil 3.27.). izolatlarin inhibisyon
kinetigi i¢cin L-DOPA’nin sekiz farkli konsantrasyonu (2.5 mM-0.04 mM arasinda)
kullanildi. Her bir kuyunun absorbans degerleri 475 nm’de Slgiildi ve ICso (ug/mL)

degerleri belirlendi.

O,
oH Tirozinaz OH

—_——
NH, 0O, oksidasyon NH,
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L-DOPA L-Dopakinon *
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O,
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o N COOH
H

L-Dopakrom

Sekil 3.27. L-DOPA’dan dopakinon olusumu ve melanin sentezi
3.7.3. DNA Koruma ile Tlgili Aktiviteler
3.7.3.1. Deoksiriboz Koruma Aktivitesi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin deoksiriboz
koruma aktivitesi hidroksil radikali giderme metodu kullanilarak tayin edildi
(Motamed ve Naghibi, 2010; Ozyiirek vd, 2008). 100 uL farkli konsantrasyonlardaki
ornekler veya standartlar (BHA, BHT, TBHQ, troloks, a-tokoferol, askorbik asit) ile
200 pL 15 mM deoksiriboz, 200 puL 100 mM pH 7.4 fosfat tamponu, 200 uL 500 uM
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FeCls, 100 uL 1 mM EDTA, 100 pL 1 mM askorbik asit ve 100 uL 10 mM H:O:
cozeltileri sirasiyla eklenerek homojen olana kadar karistirildi ve 37°C’de 60 dk
sallantili su banyosunda bekletildi. Her bir karistma 1 mL %2.8 TCA ve 1 mL %1
TBA (50 mM NaOH' de) ¢ozeltisi eklendi ve 80°C’de 20 dk sallantili su banyosunda
bekletildi (Sekil 3.28.). Karisimin 200 uL alinarak 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Her
bir kuyunun absorbans degerleri 532 nm’de Olgiildii ve 1Cso (ug/mL) degerleri

belirlendi.
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Sekil 3.28. 2-Deoksiribozdan MDA olusum mekanizmasi

3.7.3.2. Jel Elektroforezle DNA Koruma Aktivitesi

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin DNA koruma
aktivitesi agaroz jel elektroforez metodu kullanilarak tayin edildi (Baiseitova vd, 2019;
Ozen vd, 2022; Russo vd, 2003; Sevgi vd, 2015; Tepe vd, 2011; Yenigun vd, 2023;
Yenigiin vd, 2023). %1’lik agaroz jel hazirlandi ve 2 uLL etidyum bromiir ilave edildi.
Katilasan jel, elektroforez tankina birakildi ve 1X TBE tamponu dokiildii.

Kontrol 1: Plazmit DNA (3 puL)+dH20 (6 pL)+gliserol (4 uL)

Kontrol 2: Plazmit DNA (3 pL)+dH20 (6 pL)+gliserol (4 uL)+H20, (1 puL)+UV (5
dk)

Ornek: Plazmit DNA (3 pL)+Ornekler (5 uL)+gliserol (4 uL)+H202 (1 pL)+UV (5
dk)

Kontrol ve 6rneklere 2 pL yiikleme boyasi ilave edildi. Kontrol ve érnekler ve
kuersetin (1024 pg/mL) kuyulara yiiklendi ve 60 dk 90 voltta yiiriitiildii (Sekil 3.29.).
UV transliiminatori (320 nm, 8000 pW/cm) ile goriintiilleme saglandi. Elde edilen
goriintiilerden Form I ve Form II’nin yiizde olarak degerleri ImageJ program ile

hesaplandi.
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Sekil 3.29. OH" ile plazmid DNA oksidasyonunun mekanizmasi
3.7.4. Antimikrobiyal Aktivitesi

Antimikrobiyal aktivitelerde gram negatif bakteriler olarak Escherichia coli
(ATCC 25922), Psedomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 10031) ve gram pozitif bakteriler olarak ise Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Bacillus cereus (CCM 99), Staphylococcus aureus (ATCC 25213) kullanildi.
Pozitif kontrol olarak amoksisilin ve tetrasiklin antibiyotikleri, negatif kontrol olarak
orneklerin  ¢oziiciileri  kullanildi. Mikroorganizmalar Biyokimya Arastirma
Laboratuvarinda (Ondokuz May1s Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii) kiiltiire

edildi ve yeni kiiltiirlenmis mikroorganizmalar kullanildi.
3.7.4.1. Bakterilerin Cogaltilmasi ve Saklanmasi

Bakteriler steril Muller Hinton Agar (MHA)’da inokiilasyon gubugunun pamuk
ucu ile kdselerine dogru zik zak ¢izerek yayildi ve petri kabi ters olacak sekilde 37°C
inkiibatorde 16-18 saat bekletilerek bakterilerin ¢ogalmasi saglandi. Cogaltilan bu
bakteriler tekrar analiz i¢in kullanmak amaciyla steril kapakli tiipiinde steril %20°lik
gliserol ¢ozeltisi ile vortekste homojen olana kadar karistirildi ve -80°C’de saklandi
(Ozen vd, 2020; Ozen vd, 2019; Ozen vd, 2022; Yakan vd, 2020).

3.7.4.2. Disk Difiizyon Metodu

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin antibakteriyel
aktivitesi disk difiizyon metodu ile belirlendi (Reller vd, 2009). 5 mL steril serum
fizyolojik (%0.85 NaCl) ¢ozeltisine bir miktar bakteri eklendi ve McFarland 0.5
degerine (108 koloni sayisi/mL) ayarlandi. Steril petrilere 25 mL MHA ilave edildi.
McFarland 0.5 degeri ayarlanan bakteri ¢ozeltisi agar iizerine siiriildi. 1024 pg/mL
derisimindeki ornekler 40 pL olarak disklere emdirildi ve diskler agar iizerine
yerlestirildi. 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakildi. Inhibisyon bélgesi mm olarak
verildi (Sekil 3.30.).
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Sekil 3.30. Disk difiizyon metodunun uygulamasi
3.7.4.3. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Metodu

N. baytopii ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin antibakteriyel
aktivitesi minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) metodu ile belirlendi (Andrews,
2001). Katyonlu Muller Hinton II Broth (MHB) i¢in; 100 mL MHB {izerine 400 puL
MgCl2 (2 mg/mL) ve 1 mL CaClz (2 mg/mL) ilave edildi. 5 mL steril serum fizyolojik
cozeltisine (%0.85 NaCl) bir miktar bakteri eklendi ve McFarland 0.5 degerine
ayarlandi. Steril 96-kuyucuklu plakadaki her bir kuyuya 100 uL katyonlu MHB ilave
edildi. 100 pL o6rneklerin 2048 ug/mL derisimleri veya antibiyotikler (amoksisilin
(2048 pg/mL) ve tetrasiklin (1024 ug/mL)) ilk kuyuya eklendi, karistirildi ve 100 pL
alinarak ikinci kuyuya eklendi. Bu islem 12. kuyuya kadar devam edildi ve son olarak
12. kuyudan alinan 100 pL ¢ozelti atildi. McFarland 0.5 degeri ayarlanan bakteri
¢ozeltisinden 1 mL alinarak 9 mL katyonlu MHB karistirild1 ve bu ¢ozeltiden 5 plL
biitiin kuyulara eklendi. +4°C buzdolabinda 2 saat bekletildi ve sonra 37°C’de 16-18
saat inkiibasyona birakildi. Cokelmenin oldugu kuyudan bir 6nceki kuyu minimum

inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri pg/mL olarak verildi (Sekil 3.31.).

Sekil 3.31. MIK metodunun uygulamasi
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3.7.5. istatistiksel analiz

In vitro biyolojik aktivite calismalarindan elde edilen ii¢ tekrarli analizlerin
sonuglarina ait her bir parametre i¢in + standart sapma degerleriyle ifade edildi. Tiim
veriler IBM Statistical Package for Social Studies (SPSS) 20.0 programinda analiz
edildi. Analiz ortalamalar1 arasindaki ikiden ¢ok bagimsiz grup ortalamalar1 ve veriler
normal dagilisla varyanslar homojen oldugundan ANOVA kullanildi. Elde edilen
veriler dogrultusunda ¢oklu karsilastirmalar i¢in Tukey HSD?® kullanildi. Degerlerin
istatistiksel olarak anlamlilik derecesi, aktivite analiz sonucu grubuyla karsilastirilarak
p<0.05 degerleriyle anlamlilik derecesi ifade edildi ve istatiksel olarak anlamli kabul

edildi. Temel bilesen analizi, Minitab 19 programi kullanilarak aydinlatild.
3.7.6. Molekiiler Doking Calismalar:

Molekiiler doking, molekiillerin enzimlerle nasil etkilesime girebilecegini ve bu
bilesiklerin etkili inhibitorler olup olamayacagini arastirmak acisindan degerlidir.
Molekiiler dokingde bir alan (grid box) olusturmak igin aktif bolgeyi belirleme
onemlidir (Pinzi ve Rastelli, 2019). Aktif bolge, cep olusumunda yer alan amino
asitler, proteinin Yiizey Topografisi i¢in Hesaplanmis Atlas (Computed Atlas for
Surface Topography) progranmi kullamlarak belirlendi. izolatlar Chem-Draw Ultra
18.0’de ¢izildi ve Chem3D 18.0 ile minimum enerjiye ayarlandi. Minimal enerjili
izolatlar Mol2 formatinda kaydedildi. Kullanilan tiim enzimlerin 3 boyutlu yapisi,
Protein Veri Bankasindan (RCSB PDB: biyolojik makromolekiiler yapilar i¢in bir
bilgi portal) segildi (Berman vd, 2000). inhibisyon deneylerinde kullanilan enzimler
doking uygulamasinda kullanildi; Porcine pancreas’dan izole edilen a-amilaz (PDB-
ID 10SE (2.30 A)), Saccharomyces cerevisiae’dan izole edilen a-glikozidaz (PDB-ID
3AJ7 (1.30 A)), Electrophorus electrius’dan izole edilen AChE (PDB-ID 1C20 (4.20
A)), Equine serum’dan izole edilen BChE (PDB-ID 1P0I (2.00 A)), Porcine
pancreas’dan izole edilen lipaz (PDB-ID 1HPL (2.30 A)), mushroom’dan izole edilen
tirozinaz (PDB-ID 5M6B (3.25 A)), Jack bean’den izole edilen iireaz (PDB-ID 4GY7
(1.49 A)), Bovine erythrocytes’den izole edilen KA (PDB-ID 3HS4 (1.10 A)) (Yakan
vd, 2023; Yenigun vd, 2023; Yenigiin vd, 2023). Enzimler pdb formatinda kaydedildi.
Enzimlerin aktif bolgeleriyle molekiillerin etkilesimleri Molegro Virtual Docker 6.0.1
ve AutoDock Vina 1.5.7 programlar1 kullanilarak arastirildi. En yiiksek MolDock
puani bilesigin hangi pozun kullanilacagi belirledi (Alyar vd, 2021; Thomsen ve
Christensen, 2006). Bu enzim ve pozlar BIOVIA Discovery Studio 2021 Client
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programina aktarilarak hedef enzimler ve molekiiller arasindaki etkilesimlerin 2D ve
3D yapilar elde edilmistir. Ayrica bu program ile molekiiler yerlesmesinin etkilesim
kategorileri, tiirleri, mesafesi gibi parametreleri de kaydedilmistir (Almaz vd, 2021,
BIOVIA, 2019). Baglanma afiniteleri, AutoDock Vina 1.5.7 yazilimi kullanilarak
belirlendi ve baglanma sabitleri (Kj) ise baglanma afiniteleri kullanilarak Denklem
3.8’da yerlestirilerek Excel’de hesaplandi (Trott ve Olson, 2010).

AG=R.T.InK; (3.8)

AG (cal); serbest baglanma enerjisi, R; korelasyon katsayisi (1.986 cal/mol.K)
ve T; sicakliktir (K).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fitokimyasal Yontemler

N. baytopii bitkisinin toprak iistii kismindan 1000 g alinarak metanol:kloroform
(1:1) ¢oziicti karisimi ile ekstraksiyonundan 60.95 g ham ekstrakt elde edildi (Sekil
4.22.). Ham ekstrakt kolon kromatografisine yiiklenerek dort farkli ¢oziicii (n-hekzan:
H, kloroform: K, etil asetat: E ve metanol: M) ile fraksiyonlandirildi. Elde edilen
fraksiyonlar kromatografik yontemler ile (silika jel, p-HPLC vb.) ayrildi. Elde edilen
benzer fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi uygulanarak birlestirildi. Ham ekstrakt,
birinci ve ikinci fraksiyonlara aktivite testleri uygulandi. Ikinci fraksiyonlar
biyoaktivite yonlendirmeli izolasyona gore aktif olanlari belirlendi. Aktif
fraksiyonlardan molekiiller (izolatlar) saflastirildi ve molekiil yapilar1 spektroskopik

yontemler (NMR, GC-MS, GC-MS/MS, GC-FID, HPLC-MS/MS) ile aydinlatildi.

| Nepeta baytopii Hedge Et. Lamond (NB) |
|
| Metanol:kloroform (1:1) ekstrakn (60.95 g) |

Silika jel kolon
1 1 1 1
NBH (5.66 g, %69.29) NBK (10.22 g, %16.77) NBE (5.41 g, %8.88) NBM (38.45 g, %663.08)
|sitika jel kolon |Sitikca jel kolon [sitika jet kalon | Sifilca jel kolon
NEHFrl NBEFrl NBEFrl:2 NEMFrl
(1.3) (1.7/23.02.6) (1.1/1201.3.23) (1.1/13/1416)
NBHFr2 NBEFr2 NBEFr3 NBMFr2
(1.1/13/135.17) (13/23/26) (12/13/25/27/28) (1371417742
NEHFr3 NBEFr3 NBEFr4 NEMFr3
(1.2/13.1.7/42) (117131413167 (13/1371.7.23.24) (12/13/22/23/27)
NBHFr4 23/42) NBEFrs NBMFrd
(12/13/16/23.25) NBEFr4 (13/42) (13./16/1.7/26/28)
NEHFrs (13/21.72.8) NBEFr6 NBMFrS
(16/22/27/28/42) NBEFrs (14) (1.1/13/2528)
NBHFr6 (11121314715 NBEFrT NBMFr6
(14) 16172127281 (13/23.27) (13/15/22/27)
NBHFr7 32) NBEFr3 NEMFr 7
(22/26/27) NBEFr6 (13/16/26./2.8) (12/13/15./23/42)
NEHFrS (1.3/2.1.32./42) NBEFr? NBMFrS
(1.1./2.3) NBEFr7 (13./1417.26) (13/23.286)
NBHFr? (12131523271 NBEFrl0
(1.3/1.4/23/25/28) 32) (1.1/13.716./1.7./2.6./
32742)
l.Antioksidan Altivite 2 Enzim Inhibisyon 3. Antimikrobiyal Aktivite 4.DNA Koruma Aktiviteleri
1.1 Fosfomolibdenyum Alktivitesi 3.1 Disk difiizvon metodu 4.1 Decksiriboz koruma
Indirgeme 2.1 Ureaz 3.2 Minimum inhibisyon 4.2 DNA komuma
12 Indirgeme giici 2.2 Asetilkolinesteraz konsantrasyonu (MIE)
13 H.Q, giderme 2.3 Bitmilkolinesteraz

1.7 Metalgelatlama

1.4 Serbest radikalgiderme 2.4 Karbonik anhidraz
1.3 ABTS™ giderme 25 0-Amilaz
1.6.8dperoksit anyonu 2.6.0-Ghikozidaz
giderme 2.7 Lipaz

1.8 Tirozinaz

Sekil 4.1. N. baytopii bitkisinin kloroform, etil asetat, n-hekzan ve metanol birinci fraksiyonlardan

ikinci fraksiyonlarin eldesi ve biyoaktivite testlerinin genel uygulama semasi
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4.1.1. Ekstraksiyon Verimi

N. baytopii bitkisinin toprak iistii kisminin metanol:kloroform (1:1) ekstraktinin
verimi %6.09, n-hekzan fraksiyonunun verimi %9.29, kloroform fraksiyonunun
verimi %16.77, etil asetat fraksiyonunun verimi %8.08 ve metanol fraksiyonunun
verimi %63.08 olarak hesaplandi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktinin ve birinci fraksiyonlarin ekstraksiyon

verimleri

N. baytopii ekstrakt ve Kodlar Ornek Miktar, Verim,
fraksiyonlari miktary, g gekstrakt %
Metanol:kloroform ekstrakti  NBMK  1000.00 60.95 6.09
n-Hekzan fraksiyonu NBH 60.95 5.66 9.29
Kloroform fraksiyonu NBK 10.22 16.77
Etil asetat fraksiyonu NBE 541 8.88
Metanol fraksiyonu NBM 38.45 63.08

Dienaité vd (2018) yaptiklari calismada, N. cataria, N. racemosa, N. sibirica, N.
nuda, N. melissifolia ve N. grandiflora’nin aseton, metanol ve su ekstraktlarinin
verimlerini  %3.01-%36.21 arasinda degistigini bildirmistir. Miceli vd (2005)
yaptiklar1 arastirmada, N. sibthorpii’nin toprak {istii kismmin metanol ekstraktinin
verimini %11.41 olarak belirlemistir. Sarikurkcu vd (2019) yaptiklar1 ¢alismada N.
cadmea ve N. nuda subsp. glandulifera bitkilerinin toprak tstii kismmin metanol
ekstraktinin verimini sirasiyla %13.81 ve %12.84 olarak belirlemistir. Tundis vd
(2013) yaptiklar1 ¢alismada N. crassifolia Boiss & Buhse ve N. binaludensis Jamzad’
m metanol ekstraktinin verimini sirasiyla %10.2 ve %8.2 olarak bulmustur. Tablo
4.1’de gorildugi tzere, N. baytopii metanol fraksiyonunun verimi literatiirdeki

degerlerden daha yiiksek olarak belirlendi.

Nepeta tiirleri ile ilgili yapilan daha onceki ¢alismalarin bir kisminda, metanol
¢oOziiciisii kullanilarak ekstraktlar elde edilirken bir kisminda farkli coziiciiler
kullanilarak ekstraktlar elde edilmistir. Bu ekstraktlar, silika jel kolon veya farkli
teknikler kullanilarak fraksiyonlandirilmis ve en c¢ok kloroform ve etil asetat
fraksiyonlar1 toplanmistir. Bu c¢alismalar 1s181inda, tez ¢alismamizda ekstraksiyon
asamasinda metanol:kloroform (1:1) ¢oziicii karisimini tercih ettik. Bu karisimi tercih
etmemizin nedeni, metanol yiiksek polariteye sahip oldugundan flavonoidlerin,
antosiyanidinlerin vb. bilesenlerin yiiksek verimle ¢oziicii ortaminda toplayabilmektir.

Ek olarak, kloroform bitkideki seliilozik yapiyr pargaladigindan bazi alkaloidleri,
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yaglar1 vb. bilesenleri ¢oziicii ortaminda toplayabilmek amaciyla kullanilmistir.
Ayrica ayirmada en ¢ok tercih edilen silika jel kolon kullandik ve bu kolonda da en
cok tercih edilen dort farkli ¢oziiciiyii kullanarak n-hekzan, kloroform, etil asetat ve

metanol fraksiyonlarini elde ettik.
4.1.2. Toplam Fenol Miktarlari

Bitkilerin toplam fenolik miktarlarinin belirlenmesinde basitligi ve 6zel bir
ekipman gerektirmemesinden dolayr Folin C Reaktifi yontemi yaygin olarak
uygulanmaktadir ve gallik asit fenolik standart olarak kullanildi (Golmakani vd, 2014).
Tablo 4.2°de N. baytopii bitkisinin metanol:kloroform (1:1) ekstraktin ve birinci
fraksiyonlarin toplam fenol miktarlarinin sonuglari verilmistir.

Tablo 4.2. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktinin ve birinci fraksiyonlarin toplam fenol
miktarlart

Ornekler  Toplam Fenol Miktarlari,
mg GAE/g ekstrakt
NBMK 20.24+0.15

NBH 6.79+0.08

NBK 12.47+0.23
NBE 17.56+0.61
NBM 10.12+0.08

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarinin toplam fenol miktarlarimi 13.23+0.21, 19.57+0.24, 33.81+0.22,
41.25+0.18 ve 50.30+0.13 mg GAE/g olarak belirlemistir. Tablo 4.2’de gorildigi
tizere, N. baytopii n-hekzan, etil asetat ve metanol fraksiyonlarmin toplam fenol
miktarlarinin literatiirdeki degerlerden daha diisiik oldugu goézlendi. Bunun nedeni,
literatiirdeki ile caligmamizdaki ekstraksiyon yonteminin farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin toplam fenol miktarlarini sirastyla
39.50+0.53, 8.82+0.58, 19.20+0.58, 16.25+1.23 ve yaprak kisminin ise 31.71+0.46,
19.26+0.24, 21.57+0.85, 15.90+1.10 mg GAE/g ekstrakt olarak bulmuslardir.
Gokbulut ve Yilmaz (2020), N. humilis ¢icek, yaprak ve kok kisimlarinin metanol
ekstraktlariin toplam fenolik miktarlar1 sirasiyla 123.18+1.01, 66.20+0.49 ve
54.77+£1.23 mg GAE/g ekstrakt olarak tahmin edilmistir. Tablo 4.2’de gorildigi

tizere, N. baytopii n-hekzan, etil asetat, kloroform ve metanol fraksiyonlarinin toplam
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fenol miktarlarinin literatiirdeki degerlerden daha diisiik oldugu kaydedildi. Ciinkii,
karsilastirilan bitki tiirleri ve icerdikleri fenolik miktarlar1 farklidir. Fakat, fenolik

miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart ayni oldugundan karsilastirildi.

Azizian vd (2021) yaptiklar galismada, N. saccharata ve N. cataria’nin metanol
ekstraktlarinin toplam fenol miktarlarimi 24.59 ve 87.40 g GAE/kg kuru bitki olarak
belirlemistir. Khaladgi vd (2018), N. binaludensis’in toprak iistii kisminin toplam fenol
miktarin1 %50 metanol:su ekstraktinda 4.42+0.00 mg GAE/g kuru bitki, su
ekstraktinda 2.29+0.00 mg GAE/g kuru bitki ve metanol ekstraktinda 1.30+0.01 mg
GAE/g kuru bitki olarak gozlemlemistir. Mirjalili vd (2021) yaptiklar1 ¢alismada, N.
asterotricha’nin su, hidro-etanol (50/50) ve metanol ekstraktlarinin toplam fenol
miktarlarin1 sirasiyla 47.48, 156.84 ve 54.60 mg GAE/g kuru bitki olarak
hesaplamigtir. Moshari Nasirkandi vd (2019) yaptiklari ¢aligmada, N. fissa’nin
metanol ekstraktinin toplam fenol miktarm 43.07 mg GAE/g kuru bitki olarak
belirlemistir. Seladji vd (2014) yaptiklar1 ¢alismada N. nepetalla’nin toplam fenol
miktarim1 yaprak su ekstraktinda 41.65+2.18 mg GAE/g kuru bitki, metanol
ekstraktinda 58.11+1.24 mg GAE/g kuru bitki; ¢icek su ekstraktinda 13.18+1.04 mg
GAE/g kuru bitki, metanol ekstraktinda 21.42+0.96 mg GAE/g kuru bitki; kok su
ekstraktinda 14.98+1.07 mg GAE/g kuru bitki, metanol ekstraktinda 41.725+0.38 mg
GAE/g kuru bitki olarak gozlemlemistir. Ciinkii, karsilastirilan bitki tiirleri ve

igerdikleri fenolik miktarlar1 farklidir.

Dienaité vd (2018) yaptiklar1 galismada, N. cataria, N. racemosa, N. sibirica, N.
nuda, N. melissifolia ve N. grandiflora’nin aseton, metanol ve su ekstraktlarinin
toplam fenol miktarlar1 62.44+1.83 ile 669.00+7.77 mg GAE/g ekstrakt arasinda
degistigini bildirmistir. Karafakioglu ve Aksoy (2019) yaptiklari aragtirmada, N.
viscida Boiss.’in kok ve kok kisimlarinim karigiminin toplam fenol miktarimi aseton
ekstraktinda 134.7849.30 ug GAE/mg ekstrakt ve metanol ekstraktinda 128.86+4.52
ug GAE/mg ekstrakt olarak gbzlenmistir. Sarikurkcu vd (2019) yaptiklari ¢alismada
N. cadmea ve N. nuda subsp. glandulifera’nin toprak {istii kismimin metanol
ekstraktinin toplam fenol miktarlarini 55.17£1.87 ve 86.30+1.17 mg GAE/g ekstrakt
olarak gozlemlemistir. Tekin (2018) yaptigi ¢calismada N. congesta var. congesta’nin
metanol ekstraktinin toplam fenol miktarin1 32.03+0.48 mg GAE/g ekstrakt olarak
belirlemistir. Tablo 4.2°de goriildiigii tizere, N. baytopii metanol fraksiyonunun toplam

fenol miktar1 yapilan c¢alismalarda literatiirdeki degerlerden daha diisiik olarak
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belirlendi. Clinkii, karsilagtirilan bitki tiirleri ve igerdikleri fenolik miktarlar1 farklidir.

Patial vd (2019), N. spicata’nin toprak istii kisminin metanol, aseton, kloroform
ve n-hekzan ekstraktlarinin toplam fenol miktarlarini sirastyla 35.71+£3.56,
29.94+3.56, 3.01+0.56 ve 1.42+1.11 mg GAE/g olarak bulmustur. Tablo 4.2°de
goriildiigii tizere, N. baytopii metanol fraksiyonun toplam fenol miktarinin
literatiirdeki degerlerden daha diisiik bulunurken kloroform ve n-hekzan ekstraktinin
ise literatiirdeki degerlerden daha yiiksek oldugu gézlendi. Tepe vd (2007) yaptiklar
calismada N. flavida Hub.-Mor.’nin toplam fenol miktarinmi metanol:su ekstraktinda
200.00 ug GAE/mg, metanol:kloroform ekstraktinda 188.00 png GAE/mg,
diklorometan ekstraktinda 23.80 ug GAE/mg ve n-hekzan ekstraktinda ise 11.90 ug
GAE/mg olarak bulmustur. Tablo 4.2’de goriildiigii tizere, N. baytopii kloroform ve n-
hekzan fraksiyonlarinin toplam fenol miktarlarinin literatiirdeki degerlerden daha
diisiik oldugu kaydedildi.

4.1.3. Toplam Flavonoid Miktarlar:

Bitkilerin toplam flavonoid miktar1 6zel bir ekipman gerektirmemesinden dolay1
AICIs/KCH:COO  yontemi uygulanmaktadir ve kuersetin  standart olarak
kullanilmaktadir (Golmakani vd, 2014). Tablo 4.3’de N. baytopii bitkisinin
metanol:kloroform (1:1) ekstraktinin ve birinci fraksiyonlarin toplam flavonoid
miktarinin sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.3. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin ve birinci fraksiyonlarin toplam flavonoid
miktarlart

Ornekler  Toplam Flavonoid Miktarlar,
mg KE/g ekstrakt

NBMK 12.86+0.05
NBH 6.09+0.03
NBK 11.74+0.13
NBE 10.17+0.00
NBM 8.33+0.03

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarinin toplam flavonoid miktarlarin1 7.77+0.07, 27.02+0.60, 23.78+0.87,
10.61+0.54 ve 13.48+0.18 mg RE (Rutin esdegeri)/g olarak belirlemistir. Tablo 4.3.’de
goriildiigi tizere, N. baytopii n-hekzan, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin toplam
flavonoid miktarlar farkli standartla belirlenmis olsa da literatiirdeki degerlerden daha
diisliktiir. Bunun nedeni, ekstraksiyon yontemindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir.
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Azizian vd (2021) yaptiklar1 ¢alismada, N. cataria’nin metanol ekstraktinin
toplam flavonoid miktarin1 1.99 g KE/kg kuru bitki olarak bildirmistir. Khaladgi vd
(2018) yaptiklari ¢alismada N. binaludensis’ in toprak {istii kisminin toplam flavonoid
miktarin1 % 50 metanol:su ekstraktinda 0.8 mg KE/g kuru bitki, su ekstraktinda 0.11
mg KE/g kuru bitki ve metanol ekstraktinda ise 0.16 mg KE/g kuru bitki olarak
gozlemlemistir. Moshari Nasirkandi vd (2019) yaptiklar1 ¢alismada N. fissa’ in
metanol ekstraktinin toplam flavonoid miktarin1 3.77 mg KE/g kuru bitki olarak
belirlemistir. Tablo 4.3’de goriildiigii tizere, N. baytopii metanol fraksiyonunun toplam
flavonoid miktarinin literatiirdeki degerlerden daha yiiksek oldugu belirlendi. Clinkii
hem Kkarsilagtirilan bitki tiirleri farklidir hem de igerdikleri flavonoid miktarlari
farklidir.

Malik vd (2018) yaptiklar1 ¢alismada N. cataria’nin etanol, metanol ve su
ekstraktinin toplam flavonoid miktarlarini sirasiyla 15.04+1.80, 9.02+1.57 ve
4.58+1.47 mg KE/g olarak belirlemistir. Tundis vd (2013) yaptiklar1 ¢aligmada N.
crassifolia Boiss & Buhse ve N. binaludensis Jamzad’in metanol ekstraktinin toplam
flavonoid miktarlarin1 sirasiyla 109.3+1.5 ve 38.7+1.0 mg KE/100 g bitki olarak
gozlemistir. Yilmaz (2011) yaptigi calismada N. sorgerae ve N. obtusicrena’nin
diklorometan ekstraktlarmin toplam flavonoid miktarlarmi sirasiyla 31.29+0.34,
24.65+1.25 ng KE/mg ekstrakt ve metanol ekstraktinin ise 19.76+0.56, 21.52+0.88 pg
KE/mg ekstrakt olarak belirlemistir. Tablo 4.3’de goriildiigii tizere, N. baytopii
kloroform ve metanol fraksiyonunun toplam flavonoid miktarinin literatiirdeki
degerlerden daha diisiik oldugu gozlendi. Ciinkii hem Kkarsilastirilan bitki tiirleri
farklidir hem de igerdikleri flavonoid miktarlar1 farklidir.

4.1.4. HPLC-MS/MS Analiz Sonuclari

N. baytopii kloroform, etil asetat ve metanol ekstraktlarinin spektrumlari Error!
Reference source not found.’de ve HPLC-MS/MS analiz sonuglar1 Tablo 4.4°de
gosterildi. Fenolik bilesen analizine gore; N. baytopii metanol:kloroform ekstraktinda
ise en fazla rosmarinik asit (794.02 pg/g ekstrakt), rutin (140.05 pg/g ekstrakt),
Klorojenik asit (86.32 pg/g ekstrakt), ve kafeik asit (85.63 pg/g ekstrakt); kloroform
ekstraktinda ise en fazla krisin (493.56 pg/g ekstrakt), kuersetin-3-glikozit (351.38
ug/g ekstrakt), sikimik asit (302.04 ng/g ekstrakt), naringin (286.44 ng/g bitki), rutin
(238.42 ng/g ekstrakt) ve siringik asit (117.77 pg/g ekstrakt); etil asetat ekstraktinda
ise en fazla kuersetin-3-glikozit (343.66 ng/g ekstrakt), naringin (285.82 pg/g
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ekstrakt), sikimik asit (280.91 ug/g ekstrakt), rutin (222.79 ug/g ekstrakt), siringik asit
(135.99 png/g ekstrakt) ve rosmarinik asit (116.52 pg/g ekstrakt) ve metanol
ekstraktinda ise en fazla kuersetin-3-glikozit (343.80 ng/g ekstrakt), rosmarinik asit
(330.32 ug/g ekstrakt), naringin (297.12 pg/g ekstrakt), sikimik asit (283.93 ug/g
ekstrakt), rutin (237.69 ug/g ekstrakt) ve siringik asit (125.38 pg/g ekstrakt)
bilesiklerini i¢erdigi belirlendi.

Tablo 4.4. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstrakti, Kloroform, etil asetat ve metanol
fraksiyonlarinin HPLC-MS/MS analiz sonuglari

No Fenolik A.Z, NBMK NBK NBE NBM
bilesikler Dak. pg/g ekstrakt
1  Sikimik asit 1.16 B 302.04 280.91 283.93
2 Gallik asit 1.73 B 75.18 41.10 50.71
3 Protokatekuik asit 2.79 23.12 B 11.76 0.94
4 Gentisik asit 3.28 B 24.81 26.70 23.99
5 Katesin 4.21 B 27.55 42.83 24.58
6  Klorojenik asit 5.36 86.32 8.30 0.95 33.17
7  4-Hidroksibenzaldehit 5.78 12.28 3.21 B B
8 Kafeik asit 6.07 85.63 B 73.54 B
9  Epikatesin 6.82 B 30.55 30.64 29.69
10 Siringik asit 7.07 B 117.77 135.99 125.38
11 p-Kumarik asit 8.52 12.63 B 10.89 B
12 Salisilik asit 8.93 19.95 B B B
13 t-Ferulik asit 9.59 14.83 B 29.34 B
14  Sinapik asit 10.08 25.41 B B B
15 Kuersimeritrin 10.69 31.15 B B B
16 Kumarin 10.67 17.19 21.14 18.80 20.28
17 Skutellarin 11.21 8.14 3.98 3.82 5.59
18 Sinarin 11.36 B 22.43 22.47 22.43
19 Hiperosit 11.70 4.80 B 0.23 B
20 Rutin 11.93 140.05 238.42 222.79 237.69
21 Resveratrol 11.98 B 8.89 3.71 1.46
22 Naringin 11.99 B 286.44  285.82 297.12
23 Rosmarinik asit 12.13 794.02 104.44 116,52 330.32
24 Kuersetin-3-glikozit 12.52 1.20 351.38 343.66 343.80
25 Neohesperidin 12.91 B B 6.13 B
26  Kaemferol-3-glikozit 13.37 B B B 8.52
27 Baikalin 13.91 B 0.87 0.90 18.61
28 Naringenin 14.98 36.38 3.58 11.45 9.09
29 Silibinin 15.87 B 9.98 10.10 10.37
30 Hesperedin 15.96 7.69 99.74 100.57 100.18
31 Kaemferol 16.91 B 97.93 99.47 97.91
32 Tamariksetin 17.54 B 8.24 9.62 8.15
33 Baikalein 18.17 B 29.40 29.45 29.32
34 Biokanin A 20.42 6.90 14.40 14.34 14.61
35 Kirisin 20.60 57.45 49356  48.69 12.69
36 5-Hidroksiflavon 23.72 B 15.60 15.26 15.08
37 6,2,4-Trimetoksiflavon  24.52 B 1.61 1.63 1.62
38 Diosgenin 34.57 B 75.80 3.20 4.38

B: Belirlenemedi, A.Z.: alikonma zamani
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Sekil 4.2. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstrakti, kloroform, etil asetat ve metanol
fraksiyonlarinin HPLC-MS/MS kromatogramlari

Azizian vd (2021) yaptiklar1t HPLC-MS/MS analizi sonucunda, N. saccharata,
N. cataria, N. congesta ve N. racemosa’nin metanol ekstraktlarinda ferulik asit
belirlenmis olup bitkilerdeki miktarlar1 sirasiyla 18.28+0.10, 26.08+0.86, 9.30+0.21
ve 8.03+0.35 g/kg olarak kaydedilmistir. Tez ¢alismamizda, N. baytopii metanol-
kloroform ve etil asetat ekstraktlarinin t-ferulik asit igerigi literatiirdekinden diisiik
olarak belirlendi. Bunun nedeni de bitkinin igerdigi fenolik igeriklerinin ve

miktarlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Aras vd (2016) yaptiklart caligmada N. nuda subsp. lydiae’nin etanol
ekstraktinin LC-MS/MS analizi sonucunda en fazla klorojenik asit (1325.22+65 ug/kg
ekstrakt), rosmarinik asit (238.06+12 pg/kg ekstrakt) ve kuinik asit (223.83+11 ug/kg
ekstrakt) bilesiklerini belirlemistir. Koksal vd (2017) yaptiklart c¢aligmada N.
trachonitica’nin HPLC analizi sonucunda etanol ekstraktinda en fazla rosmarinik asit
(250.06+12.25 ng/kg ekstrakt), klorojenik asit (160.15+7.84ug/kg ekstrakt), kuinik
asit (109.20+5.20 pg/kg ekstrakt) bilesiklerini belirlemistir.

Iscan vd (2017) yaptiklar1 ¢alismada N. cilicia’nin LC-MS/MS analizi
sonucunda metanol ekstraktinda en fazla 5-kafeoilkuinik asit, luteolin glikozit, luteolin

glikuronit, apigenin glikozit ve apigenin glikuronit bilesiklerini bulmustur.

Nestorovi¢ Zivkovié vd (2018) yaptiklar ¢alismada HPLC analizleri yapilmis
ve N. rtanjensis’in metanol ekstraktinda en fazla trans,cis-nepetalakton
(2657.23+291.49 pg/100 mg), rosmarinik asit (296.73+2.45 ug/100 mgq), klorojenik
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asit (228.51+7.89 ng/100 mg); N. sibirica’nin metanol ekstraktinda en fazla cis,trans-
nepetalakton (1777.72+296.38 ug/100 mg), rosmarinik asit (136.98+6.44 ug/100 mg)
ve N. nervosa’nin metanol ekstraktinda en fazla rosmarinik asit (391.98+6.30 ug/100

mg) bilesiklerini belirlemistir.
4.1.5. GC-MS/MS Analiz Sonuclar:

N. baytopii n-hekzan ve kloroform fraksiyonlarinin GC-MS/MS analizinin
sonuglart Tablo 4.5’de gosterildi. Sonuglara gore, N. baytopii n-hekzan fraksiyonunda
en fazla 9,12,15-oktadekatrienoik asit, metil ester (%33.28), oktadekanoik asit, metil
ester (%31.75) ve hekzadekanoik asit, metil ester (% 15.54) bilesikleri bulunurken
kloroform fraksiyonunda ise en fazla oktadekanoik asit, metil ester (% 48.13) ve
hekzadekanoik asit, metil ester (% 23.87) bilesikleri bulundu.

Avasthi vd (2017) yaptiklar1 c¢alismada, N. longibracteata’nin n-hekzan
ekstraktinda n-hekzadekanoik asit (%50.32) ve metil esteri (%17.18) elde edilmistir.
Tablo 4.5.de goriildiigii tizere, N. baytopii n-hekzan fraksiyonunda hekzadekanoik

asit metil esteri miktari literatiirdeki degerden daha diisiik olarak bulundu.

Sharma ve Cannoo (2016), N. leucophyllas metanol ekstraktinda %12.51+1.43
linoleik asit, metil esteri ve %6.37+0.18 abieta-9(11),8(14),12-trien-12-ol

belirlenmistir.

Tablo 4.5. N. baytopii n-hekzan ve kloroform fraksiyonlarimin GC-MS/MS analiz sonuglari

Bilesikler No A.Z.,dak NBH,% NBK,%
Tanimlanamayan C3-benzen 1 995 1.79 B
2-Etilhekzanol 2 11.03 2.45 B
Okaliptol 3 1114 B 2.26
Linalool 4 13.16 1.53 1.37
Izoborneol 5 15.03 1.48 B
3,7,11-Trimetil-oksa-siklotrideka-7,11-dien-2,4-dion 6 2158 1.50 1.46
Dimetil benzen-1,3-dikarboksilat 7 2375 1.39 3.03
Fenol, bis(1,1-dimetiletil)- (CAS) 8 2391 0.99 212
(-)-Kariyofilen oksit 9 25.18 4.81 B
Widdrol 10 26.16 B 1.20
4-(2-Asetil-5,5-dimetilsiklopent-2-eniliden) butan-2-on 11 26.58 B B
Tetradekanoik asit, metil ester (CAS) 12 26.94 1.22 B
1-Oktadeken, (CAS) 13 27.78 1.35 B
2-Pentadekanon, 6,10,14-trimetil- 14 28.28 B 1.54
Hekzadekanoik asit, metil ester 15 29.17 15.54 23.87
1-Hekzadekanol, (CAS) 16 29.93 0.90 4.50
9,12,15-Oktadekatrienoik asit, metil ester, (Z,2,2)- 17 30.91 33.28 5.13
Oktadekanoik asit, metil ester 18 31.20 31.75 48.13
Hekzadekanoik asit,14-metil-,metil ester 20 29.91 B 1.64
Toplam 99.98 96.25

B: Belirlenemedi, A.Z.: Alikonma Zamani
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Ahmad vd (2020), N. deflersiana etanol ekstraktinda %17.36 metil perilat,
%16.72 2,5-siklohekzadien-1,4-dion ve %10.77 selina-3,7(11)-dien tespit edilmistir.

Ali vd (2021) yaptiklar1 analizde, N. adenophyta’nin etanol ekstraktinda
metandriol veya 12a-hidroksi-5a-pregnan (%65.39) ve 3-buten-1-on,4-[2,6,6-trimetil-
1(veya 2)-sikloheksen-1-il] (%9.77) sonuglari elde edilmistir.

4.1.6. GC-MS Analiz Sonuclari

n-Hekzan fraksiyonunun ikinci fraksiyonlarinin GC-MS kromatogramlari
Error! Reference source not found.’de ve analiz sonuglar1 Tablo 4.6°da gosterildi.
GC-MS analizinde N. baytopii n-hekzan fraksiyonlarinin 9 alt fraksiyonu ayr1 ayri
yiizde bagil olarak hesaplandi ve 88 farkli bilesen tespit edildi. Analiz sonucunda,
NBHFrl’de hentriakontan (%20.91), NBHFr2’de hentriakontan (%27.30),
NBHFr3’de y-sitosterol (%13.38), NBHFr4’de oleik asit, metil esteri (%22.41),
NBHFr5’de oleik asit, metil esteri (%26.91), NBHFr6’da karyofilen oksit-izomeri
(%31.26), NBHFr7’de y-sitosterol (%21.59), NBHFr8’de fitol (%10.92) ve palmitik
asit metil esteri (%10.19), NBHFr9’da tau-kadinol (%15.33) olarak belirlendi.

[ ‘ I NBHFrl
TORS V8 P B I I

NBHFr2

M NBHFr3

' NBHFr4
: PR 1 | .

NBHFr5
I

NBHFr6

NBHFr7

NBHFr8

NBHFr9

Sekil 4.3. N. baytopii n-hekzan ikinci fraksiyonlarinin GC-MS kromatogramlari

Yayli vd (2014), N. conferta bitkisinin yapilan SPME/GC-MS analizinde; p-
simen (%25.5), okaliptol (%9.8), limonen (%5.0), sabinen (%4.8), karvakrol (%3.7),
E-linalool oksit (%3.3) ve Z-linalool oksit (%3.0) bilesiklerini bulmustur.
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Tablo 4.6. N. baytopii n-hekzan ikinci fraksiyonlarin GC-MS sonuglar1

0L

No A.Z., Bilesen isimleri NBHFrl, NBHFr2, NBHFr3, NBHFr4, NBHFr5 NBHFr6, NBHFr7, NBHFr8, NBHFr9,
dk. % % % % % % % % %

1 886 2-Heptanon B B B B B B B 0.557 0.911

2 14.65 Etilhekzanol 0.074 B 0.099 9.370 0.250 0.677 0.217 2.315 0.425

3 14.97  Okaliptol B B 0.045 B B B B 0.780 1.273

4 18.02 Linalool B B B B B B B 1.049 1.052

5 35.17 Terepithalik asit, dimethil ester B B 0.131 8.758 0.060 B 0.265 B B

6 35.26 2,4-Diflorobenzoik asit, 2-nitro-5-florofenil ester B B B B B B 1.182 8.866 B

7  35.72 y-Cadinene B 0.125 0.279 B 0.074 1.239 B B B

8  35.75 p-Sitriliden etanol B B B B B B B 0.733 0.448

9 35.88 Germacren D-4-ol B B B B B B 0.076 B 1.185

10 37.12 Karyofilen oksit B B B B 0.161 1.978 B B B

11 38.15 Karyofilen oksit -isomer B B B B 0.761 31.262 0.232 0.544 0.094

12 38.24 1-Hekzadeken 0.458 0.998 0.309 B B B 0.101 B B

13 38.98 Humulene epoksit 2 B B B B B 0.910 0.162 2.535 B

14 39.97 tau-Kadinol B B B B B B 0.324 2.535 15.330

15 40.59 3-Carene, 4-isopropenil- B B B B B B B B 0.979

16 41.50 Muurol-5-en-4-one <cis-14-nor-> B B B B B B B B 1.129

17 42.29 Tetradekanoik asit, metil ester B B 0.579 1.150 0.519 4.363 1.017 2.160 1.524

18 44.12 1-Hekzadekanol 0.910 1.802 0.262 B B B 0.089 0.123 B

19 4459 9-Hekzadecenoik asit, metil ester B B B 1.287 0.137 0.595 0.375 0.037 B

20 4556 Hekzahidrofarnesil aseton B B 0.172 3.660 0.668 2.712 0.235 1.973 0.780

21 47.09 Palmitoleik asit, metil ester B B 0.307 0.736 0.636 0.231 0.185 B B

22 47.66 Palmitik asit, metil ester 0.099 0.086 9.820 20.809 12.537 13.560 7.356 10.192 8.311

23 48.16 lzofitol B B B B B B 0.086 0.822 B

24  49.19 9-Eikosen 1.107 1.798 0.248 B B B B B B

25 51.31 vy-Linolenik asit, metil ester B B B B B B B 4.255 2.046

26 51.64 Linoleik asit, metil ester B B 2.069 11.290 22.129 7.033 4.399 1.141 0.404

27 51.74 Estra-1,3,5(10),9(11)-tetraen-17-one, 3-hidroksi B B B B B B B 0.658 B

28 51.80 Linolenik asit, metil ester B B B B B B B 2.160 1.171

29 51.86 Oleik asit, metil ester B B 10.280 22.411 26.911 13.440 8.546 B B

30 51.92 Oleik asit, metil ester-izomer B B 0.424 1.266 1.021 0.579 0.273 B B

31 52.19 Fitol B B 13.341 B B B 2.627 10.921 4.433

o

.089

o

32 52.39 Stearik asit, metil ester .076 3.183 8.775 8.205 3.793 2.160 0.845 0.723




TL

Tablo 4.6. (devam)

No A.Z., Bilesen isimleri NBHFrl, NBHFr2, NBHFr3, NBHFr4, NBHFr5 NBHFr6, NBHFr7, NBHFr8, NBHFr9,
dk % % % % % % % % %
33 53.93 1-Dokosen 1.181 1.379 B B B B B B B
34 56.25 11-Trikosen 0.371 0.564 B B B B B B B
35 56.50 Linolenik asit, metil ester-izomer B B B 0.474 1.328 0.541 5.126 0.715 B
36 57.13 Trikosan 0.751 0.542 B B B B B B B
37 57.34 11-Eikosenoik asit, metil ester B B 0.967 0.406 B B 0.562 B B
38 58.39 Eikosanoik asit, metil ester B B 4.626 2.531 1.055 0.947 11.281 B B
39 58.57 2-Heptenoik asit, tridec-2-in-1-il ester B B B B B B 2.770 B B
40 59.35 4,8,12,16-Tetrametilheptadecan-4-olid B B B B B 2.002 1.290 5.462 B
41 60.53 Linolenin, 1-mono- B B 0.806 B B B 0.307 B B
42 60.86 Trikosanol 0.912 0.837 0.119 B B B B B B
43 61.10 Tetrakosan 0.115 0.089 B B B B B B B
44 62.64 Heneikosanoik asit, metil ester B B 0.667 0.367 B B 0.327 B B
45 63.35 Belirlenemedi B B B B B B 1.311 B B
46 65.15 1-Heneikosanol B B 1.109 B B B 0.087 B B
47 65.39 Pentakosan 2.389 1.762 B B B B B B B
48 66.63 Dokosanoik asit, metil ester B B 4.085 1.870 0.704 B 1.103 B B
49 67.85 2-Metilhekzakosan 2.434 1.846 0.180 B B B B B B
50 68.52 Belirlenemedi 0.626 0.660 B B B B B B B
51 69.67 Trikosanoik asit, metil ester B B 1.235 0.460 B B 0.307 B B
52 71.38 Trikosanol B B 1.154 B B B 0.061 B B
53 71.46 Heptakosan 9.022 8.244 0.753 B B B B B B
54 71.66 15-Tetrakosenoik asit, metil ester B B B B 0.584 B 0.071 B B
55 72.32 Lignoserik asit metil ester B B 2411 0.952 0.741 B 0.566 B B
56 73.20 Belirlenemedi 3.459 2.098 0.170 B 0.581 B B B B
57 73.80 Belirlenemedi 1.972 1.846 B B B B B B B
58 73.80 Belirlenemedi B B B B 0.771 B B B B
59 7450 Skualen B B 0.909 B B B B B B
60 75.19 Belirlenemedi 1.413 0.849 B B B B B B B
61 75.56 o-Tocospiro A B B B B B B 1.246 B B
62 76.19 Nonakosan 19.264 19.760 2.567 B B B 0.050 B B
63 77.01 Hekzakosanoik asit, metil ester B B 1.087 B B B 0.322 B B
64 78.01 Belirlenemedi 6.868 3.939 0.329 B B B B B B
65 78.72 Benzil oleat 4.149 4.829 B B B B B B B




¢l

Tablo 4.6. (devam)

No A.Z., Bilesen isimleri NBHFrl1, NBHFr2, NBHFr3, NBHFr4, NBHFr5, NBHFr6, NBHFr7, NBHFr8, NBHFr9,
dk % % % % % % % % %
66 80.04 Belirlenemedi 1.238 0.637 B B B B B B B
67 80.39 Belirlenemedi B B B B 1.548 B 0.229 B B
68 80.61 Belirlenemedi 2.838 2.238 B B B B B B B
69 80.99 Belirlenemedi 2.638 1.678 B B B B B B B
70 81.38 Lupeol B B B B 1.177 B 0.067 B B
71 82.04 Hentriakontan 20.910 27.297 2.941 B B B B B B
72 83.33 Oktakosanoik asit, metil ester B B 0.756 B B B 0.662 B B
73 84.17 Belirlenemedi 0.418 0.375 B B B B B B B
74 84.71 Tetrakosan, 11-desil- 6.983 5.142 0.640 B B B B B B
75 85.19 Belirlenemedi B B B B B B 0.597 B 0.977
76 85.70 Belirlenemedi 0.914 1.781 B B B B B B B
77 86.58 Kampesterol B B 2.655 B 1.458 B 4,122 B 1.116
78 87.93 Stigmasterol B B 0.505 B 2.860 B 0.894 B B
79 89.17 17-Pentatriakonten 1.860 1.202 B B B B B B B
80 90.44 Belirlenemedi 1.231 2.334 B B B B B B B
81 90.67 p-sitosterol B B B B 1.196 3.763 B B 5.412
82 91.24 ~y-sitosterol B B 13.377 B B B 21.591 4.357 B
83 91.35 Stigmastanol B B B B B B 0.924 B B
84 91.74 Kolest-5-en-3-ol, 24-propiliden B B B B B B 1.747 B B
85 91.90 Fucosterol B B 3.364 B B B B B B
86 91.97 Olean-12-en-3-one B B B B B B 1.300 B B
87 9248 p-Amyrin B B B B B B B 8.479 8.656
88 94.67 Lanosterol B B 5.462 B B 3.951 2.319 B B

B: Belirlenemedi, A.Z.: alikonma zamani



4.1.7. GC-FID Analiz Sonuclari

N. baytopii metanol:klorofom (1:1) ekstraktinin GC-FID analizi ile yag
asitlerinin miktarlar1 belirlendi ve sonuglar1 Tablo 4.7’de 6zetlendi. Bu sonuglara gore,
N. baytopii metanol:kloroform ekstraktinda cis-11-eikosanoat (%34.36) ve palmitat

(% 18.29) yag asitleri yiiksek oranda belirlendi.

Tablo 4.7. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktimin GC-FID analiz sonuglari

Yag asitleri Doymamshk A Z, NBMK,
derecesi dk %
Doymus yag asitleri
Hekzanoat (C6:0) 6.00 0.44
Laurat (C12:0) 9.59 0.24
Miristat (C14:0) 11.78 0.68
Palmitat (C16:0) 15.02 18.29
Heptadekanoat (C17:0) 17.17 0.39
Stearat (C18:0) 19.42 2.82
Aragidat (C20:0) 23.42 1.30
Trikosanoat (C23:0) 28.57 0.09
Doymamus yag asitleri
Palmitoleat (C16:1) 16.23 0.88
cis-10-Heptadekanoat (C17:1) 18.57 0.08
cis-9-Oleat (C18:1) 20.63 3.96
Linoleat (C18:2) 22.43 5.01
Linolenat (C18:3) 22.92 1.99
cis-11-Eikosanoat (C20:1N9) 24.45 34.36
Bilinmeyenler
5.79 16.55
11.00 0.08
18.35 0.77
20.05 0.84
23.69 7.88
23.80 0.56
27.46 1.09
32.47 1.54
32.64 0.15
Toplam 99.99

Akpinar vd (2008) yaptiklari ¢alismada, N. caesarea, N. isaurica, N. italica, N.
nuda ssp. albiflora ve N. transcaucasica’nin toprak iistii kismmin GC-MS yag asidi
analiz sonuglarma gore sirasiyla en fazla linolenik asit (%57.85+0.21, 48.20+0.30,
59.51+0.81, 61.62+0.32 ve 59.47+0.76), linoleik asit (%15.66+£0.37, 21.93+0.24,
17.67+0.28, 22.3340.44 ve 20.49+0.36) ve oleik asit (%19.85+0.15, 19.72+0.36,
14.22+0.18, 10.47+0.33 ve 12.55+0.24) bilesiklerini saptamislardir.

Hemaia vd (2015), N. cataria L.’nin toprak istii kisminin GC-MS yag asidi
analiz sonuglarina gore en fazla palmitik asit (%20.30), stearik asit (%18.60) ve oleik
asit (%14.20) bilesiklerini bulmustur.
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Emre vd (2011) arastirmasinda, N. italica’nin toprak tstii kisminin GC-MS yag
asidi analiz sonuglarina gore en fazla linolenik asit (%39.56+0.67), linoleik asit

(%22.80+0.14) ve oleik asit (%22.41+0.80) bilesiklerini belirlemislerdir.

Kili¢ vd (2007), N. aristata, N. cilicica, N. crinita, N. nuda ssp. glandulifera ve
N. viscida’nin toprak iistii kisminin GC-MS yag asidi analiz sonuglarina gére sirasiyla
en fazla linolenik asit (%47.60, 36.80, 40.10, 42.10 ve 36.20), linoleik asit (%17.90,
19.60, 25.80, 19.70 ve 18.60) ve oleik asit (%15.90, 25.80, 16.70, 15.40 ve 19.50)

bilesiklerini bulmustur.
4.2. In vitro Biyoaktivite Yontemleri

N. baytopii bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanol:kloroform
(1:1) ham ekstraktin, fraksiyonlarin, izolatlarin elde edilme ve aktivite uygulama
asamalar1 Sekil 4.4°de 6zetlendi. Sekilde gosterildigi gibi, biyoaktivite yonlendirmeli
izolasyona gore yiiksek aktivite gosteren alti fraksiyondan bilesikler saflastirildi.
Bunlar; NBKFr3 fraksiyonundan g-sitosterol, NBEFr1;2 fraksiyonundan ursolik asit,
NBEFr3-4 fraksiyonundan apigenin, NBEFr5-4 fraksiyonundan Molekiil L, NBMFr3
fraksiyonundan iksorozit ve NBMFr5 fraksiyonundan daukosteroldiir. Bu molekiiller
NMR spektroskopisi teknikleri kullanilarak karakterize edildi ve aktivite ¢alismalari
gergeklestirildi.
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| Nepete baytopi Hedze Et, Lamond (NB) ‘
I
| Metanol:kloroform (1:1) ekstralt: (60.95 £) |

Silika j=l kolon
| | | |
NBH (5.66 £, %9.29) NBK (10.22 2, %16.77) NBE (5.41 g, %8.88) NBM (38.45 g, %563.08)
[ ilikajel kalon [ Silika j=l kolon [silika jel kolon [Bilida jel kalon
NEHFrl NBEFrl —p NBEFrl;2 NEMFrl
{1.5.) (1.7.2.52.6) {1.11.21.5.25) (1.1/13.1.416)
NBEHFrl NBETFrl i NBEFr3 NBMFr2
{1.1/131.507) {1.3./252.6) (1.2./13.2527.28) {1.3./1.41.7.42)
NBHFr3 —-NBEFr3 NBEFr4 ™ NBMFr3
(1.2.1.3.1.7.42) (L.1./1.3.1.415/16) (1.3.1.51.7.23.24) (1.2.1.3.2.2.25/27)
NBHFr4 2.3./4.2) NBEFrs NEMFrd
{1.2./1.31.62325) NBKTFr4 {1.3/4.2) (1.3./161.7.26/2R)
NBHFrs (1.3/2128) NBEFr6 NEMFrs
(1.6./2227.28:42) NBEKFrS {1.4) (1.1./1.3.2.5.28)
NBHFr6 (1.1.412/13.14/15 NBEFr7 NEMF r&
149 67212728 (1.3./2.3.2.7) (1.3.1.5.2.2.27)
NBHFr7 31) NBEFr& NBMFr T
{2.2./2.62.7) NBETr6 {1.3./1.62628) (1.2/131.523/42)
NBHFrS (1.3.,22.1.3.242) NBEFro NEMF r&
(1.1.2.5) NBKFr7T (13141.7.26) (1.3.23.2.6)
NBHFr® (1.2./1.3.1.5.23.2327 NBEFrl0
{13/14.2325/28) 3.2) {(1.1./130 607260
3.;...'4.4.) Da'n]msfm]
(1.2/1.3.1.4.1.5/1.6/ o
Apigenin 1.7./2.1./22:/23,/288
- (21.23.252741) 2410420
Tksoroxit
Urzolik azit (1.1./1.2.1.316,21)
|4 (1.1./1.21.3.14/16/ 2220250060288
172172228414 1.73.2.74.1)
20
Molekiil L <
(1.2/131521:24)
2.6./4.1.142)
1. Antiokszidan Alktivite 2.Enzim Inhibizyon 3. Antimikrobiyal Alktivite 4. DNA Koruma Aktiviteleri
1.1. Fosfomaolibdemy s Alktivitesi 3.1.Disk difazyon metodu 4.1 Deoksiriboz konoaa
indirgeme 2.1.Urzaz 3.2 Minimaum mhibisyon 4.2 DMNA kanoma
1.2 Indirpeme giieil 1.2 Asatilkolmesteraz konsamtrasyonu {WTE)
1.3 H:Oh pidermes 1.3 Bitirilkolmesterazs
1.4 Serbestradikal gidenms 2.4 Karbomkanhdmz
1.5 ABTS™ gidermea 2.5 0-Amilaz
1.6 Siipercksit amyom 2 .6.0-Glukozidaz
giderme 2.7 Lipaz
1.7 Metal yelatlama 2.8 .Tirozimaz

Sekil 4.4. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin
aktivite semast

4.2.1. Antioksidan Aktivite Sonuglar:

Antioksidan aktivite yontemlerinde sentetik antioksidanlar (EDTA, BHA, BHT,
TBHQ ve troloks) ve dogal antioksidanlar (o-tokoferol ve askorbik asit) standart
olarak kullanildi. Antioksidan aktivitelerin sonuglar1 Aos ve ICsp olarak verildi. Aos
degeri, H20, giderme, fosfomolibdenyum indirgenme aktiviteleri ve indirgeme giicii
kapasitesi i¢in 0.50 absorbansin etkili oldugu konsantrasyondur. 1Cso degeri, metal
selatlama, ABTS ', serbest radikal ve siiperoksit anyon giderme aktiviteleri i¢in %50

absorbansin etkili oldugu konsantrasyondur.
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Molekiillerin aktivitesinin diigiik fakat saflastirildig1 fraksiyonun aktivitesinin
yiiksek olmasinin sebebi; fraksiyonlarin birden fazla molekiil icermesinden ve bu
molekiillerin de birbirleriyle sinerjik etkilesimden kaynaklanmasindan olabilir. Fakat
bunun tam tersi durumda yani molekiillerin aktivitesinin yiiksek fakat saflastirildig
fraksiyonun aktivitesinin diisiik olmasi durumunda biyoaktivite yo6nlendirmeli

izolasyon amacina ulagsmis demektir.
4.2.1.1. Fosfomolibdenyum indirgeme Aktiviteleri

Fosfomolibdenyum indirgeme yontemi kullanilarak asitli ortamda antioksidan
madde igeren bilesiklerin Mo (VI)’yi, Mo (V)’e indirgemesi sonucunda olusan
fosfat/Mo (V) (yesil renkli) kompleksinin spektrofotometrik olarak 695 nm’de
6l¢timiine dayanmaktadir (Mohamed vd, 2007; Prieto vd, 1999).

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin
fosfomolibdenyum indirgenme aktiviteleri Tablo 4.8’de gosterildi. Ham ekstraktin ve
birinci fraksiyonlarmin fosfomolibdenyum indirgenme aktiviteleri standartlarla
karsilagtirildiginda diistik aktiviteye sahip oldugu belirlenirken ikinci fraksiyonlarin
yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. En yiiksek aktivite, NBHFr8 (17.81+0.01
pg/mL), NBKFr5 (41.93+0.83 pg/mL), NBEFr10 (89.82+2.06 pg/mL) ve NBMFrl
(77.10£0.11 pg/mL) fraksiyonlarinda gézlendi. Ayrica, NBHFr2, NBHFr1, NBKFr2,
NBKFr3, NBEFrl;2, NBEFr3, NBMFr5 ve NBMFr7 fraksiyonlarinin da yiiksek
aktiviteye sahip oldugu kaydedildi.

Biyoaktivite yOnlendirmeli izolasyona gore, NBKFr3’den p-sitosterol,
NBEFr1;2’den ursolik asit, NBEFr3-4’den apigenin ve NBEFr5-4’den Molekiil L,
NBMFr3’den iksorozit ve NBMFr5’den daukosterol saflastirildi. Saflastirilan /-
sitosterol, ursolik asit, apigenin, Molekiil L ve daukosteroliin aktiviteleri elde edildigi
fraksiyonlardan daha diisiik aktiviteye sahip iken iksorozit molekiiliiniin aktivitesi elde

edildigi fraksiyondan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlariin fosfomolibdenyum indirgenme aktivitelerini 1.284+0.15, 2.36+0.20,
2.45+0.15, 1.87+0.06 ve 2.09+0.07 mmol troloks esdegeri (TE)/g olarak belirlemistir.
Tez c¢aligmamizda, literatiirdeki veriler ile uyumlu olarak metanol fraksiyonunun

yiiksek aktiviteye sahip oldugunu belirlendi.
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Tablo 4.8. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin fosfomolibdenyum indirgenme aktiviteleri

Ornek ve Standart _ Kodlar Aos (ug/mL) Kodlar Aos (ug/mL) Kodlar Aos (ng/mL) Kodlar Aos (ug/mL)

Ham Ekstrakt NBMK 270.56+£0.01" NBMK 270.56x£0.01" NBMK 270.56+0.01° NBMK 270.56+£0.01°

Birinci fraksiyonlar NBH 390.14+£0.00° NBK 477.96+0.71° NBE 160.34+0.20™ NBM 139.65+0.61

ikinci fraksiyonlar ~ NBHFrl 64.76+0.00° NBKFrl 134.71£1.600 NBEFr1;2 81.96+0.85P NBMFrl 77.10£0.11°
NBHFr2 54.60+0.00°  NBKFr2 76.13+0.44° NBEFr3 91.28+2.934 NBMFr2 146.24+0.01
NBHFr3 190.57+0.00' NBKFr3 64.17£0.17°  NBEFr4 143.52+0.041 NBMFr3 141.57+1.56¥
NBHFr4 375.62+0.00° NBKFr4 124.38+2.25" NBEFr5 133.78+0.78" NBMFr4 131.44+0.55
NBHFr5 204.35£3.93™ NBKFr5 41.9340.832 NBEFr6 147.57+0.39% NBMFr5 88.54+0.02¢
NBHFr6 101.00+5.24" NBKFr6 112.10+1.68" NBEFr7 114.31£0.77¢F  NBMFr6 115.18+2.99f
NBHFr7 127.13+£2.35" NBKFr7 108.35+2.84¢° NBEFr8 138.10+0.66' NBMFr7 97.15+2.55¢
NBHFr8 17.81+0.012 NBEFr9 112.18+0.84¢ NBMFr8 154.47+4.15"
NBHFr9 91.13£1.57¢ NBEFr10  59.82+2.06%

izolatlar p-sitosterol  214.03+2.70™ Ursolik asit 122.61+3.099  Daukosterol 135.53+2.90

Apigenin  176.72+0.63°  Iksorozit ~ 55.65+0.022
Molekiil L 154.27+0.96'

Standart Maddeler BHA 85.38+0.22¢ 85.38+0.224 85.38+0.22°¢ 85.38+0.22°¢
BHT 117.82+0.119 117.82+0.119 117.82+0.11f 117.82+40.11F
Troloks 129.96+0.64 129.96+0.641 129.96+0.64™ 129.96+0.64%"
TBHQ 126.00+0.48" 126.00+0.48" 126.00+0.489" 126.00+0.48°
a-tokoferol 165.05+0.94% 165.05+0.94' 165.05+0.94" 165.05+0.94°
Askorbik asit  145.49+0.20) 145.49+0.20% 145.49+0.20% 145.49+0.20'

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, NBE: N.
baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkl harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki gostermektedir (p<0.05)



Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin fosfomolibdenyum indirgenme
aktivitelerini sirastyla 1.60+0.016, 0.65+0.001, 0.95+0.004, 1.23+0.052 mmol TE/g ve
yaprak kisminin ayni1 ¢oziicii ekstraktlarinin aktivitelerini ise 1.64+0.035, 1.23+0.009,
1.19+0.054, 1.60+0.033 mmol TE/g olarak hesaplamislardir. Tez calismamizda, farkl
bitkinin toprak tstli kism1 kullanildi ve metanol fraksiyonunun aktivitesinin yiiksek

oldugu belirlendi.

Giil (2020), Kickxia lanigera kloroform ekstraktindan izole edilen daukosteroliin
fosfomolibdenyum indirgenme aktivitesinin Aos degerini 249.04+1.80 png/mL olarak
belirlemistir. Tablo 4.8’de goriildiigi tizere, farkli Nepeta tiirlerinden izole edilen
daukosterol molekiilii ile ilgili aktivite ¢aligmasi olmadigindan karsilastirma yapmak
icin farkli bitkiden izole edilen daukosterol molekiilii kullanildi ve literatiirdeki
degerinden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bunun sebebi de
molekiiliin igerisinde azda olsa yapisinin ¢ok benzer oldugu ikinci bir molekiiliin

bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Sarikurkcu vd (2019) yaptiklari ¢alismada, N. cadmea ve N. nuda subsp.
glandulifera’nin toprak tstii kisminin metanol ekstraktinin fosfomolibdenyum
indirgenme aktivitelerini sirasiyla 2.08+0.03 ve 2.59+0.03 mmol TE/g ekstrakt
olduklarini saptamislardir. Tekin (2018)’nin yaptig1 caligmada, N. congesta var.
congesta’nin metanol ekstraktinin  fosfomolibdenyum indirgenme aktivitesini
1.61+0.07 mmol TE/g ekstrakt olarak bildirmistir.

4.2.1.2. Indirgeme Giicii Kapasiteleri

Indirgeme giicii yontemi, ekstrakttaki bilesenlerin ortamdaki demir bilesigine bir
elektron vererek demirin sar1 renkli Fe** halinden mavi renkli Fe2* haline indirgenmesi
esasia gore olusan mavi rengin absorbansinin spektrofotometrik olarak 700 nm’ de

6l¢timiine dayanmaktadir (Huang vd, 2005; Oyaizu, 1986).

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin indirgeme
giicii kapasiteleri Tablo 4.9’da gosterildi. Ham ekstraktin indirgeme giicli kapasitesi
standartlarla karsilastirildiginda yiiksek aktivite gosterirken n-hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol fraksiyonlar diisiik aktivite gosterdi. Ikinci fraksiyonlarin ise
aktivitesi daha yiiksektir ve en yiiksek aktivite, NBHFr4 (41.06+0.06 pg/mL),
NBKFr5 (36.89+1.23 ug/mL), NBEFr1;2 (74.36+£0.08 pg/mL) ve NBMFr7
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(54.58+1.04 pg/mL) fraksiyonlarinda belirlendi. Ek olarak, NBHFr3, NBKFr7,
NBEFr3, NBMFr3 ve NBMFr8 fraksiyonlarindadir. Saflastirilan, ursolik asit ve
apigeninin aktiviteleri elde edildigi fraksiyonlardan daha diisiik aktivite gosterirken S-

sitosterol, Molekiil L, iksorozit ve daukosterol molekiillerinin yiiksek aktivite gosterdi.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarmin indirgeme giicii kapasitelerini 22.38+0.66, 29.24+0.27, 88.78+1.36,
124.78+1.40 ve 129.55+1.23 mg TE/g olarak belirlemistir. Tez c¢alismamizda,
literatiirdeki ile farkli ekstraksiyon yontemi kullanildi ve literatiirdekinin aksine

calismamizda n-hekzan fraksiyonunun yiiksek aktiviteye sahip oldugunu belirlendi.

Mustafa vd (2023) yaptiklari arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin indirgeme giicii kapasitelerini
sirastyla 108.30+0.98, 23.74+0.52, 28.20+0.60, 27.29+0.08 mg TE/g ekstrakt ve
yaprak kisminin ise 101.30+£0.32, 34.21+0.28, 34.29+0.29, 23.84+0.61 mg TE/g
ekstrakt olarak hesaplamislardir. Tez ¢alismamizda, farkli bitkinin toprak {istli kismi

kullanild1 ve n-hekzan fraksiyonunun aktivitesinin yiiksek oldugu belirlendi.

Kaska vd (2019) yaptiklar1 ¢aligmada, N. italica subsp. cadmea’nin toprak iistii
kisminin etanol:su (70:30; w:w) ve metanol:su (70:30; w:w) ekstraktlarinin indirgeme
giicii aktivitelerini sirasiyla 0.64+0.07 ve 0.40+0.05 mg/mL olarak belirlemistir. Tablo
4.9.’da goruldigii tizere, N. baytopii ham ekstrakt ve birinci fraksiyonlarinin
literatiirdeki degerlerden daha yiiksek indirgeme giicii kapasitesine sahip olduklari
belirlendi. Bunun sebebi, farkli bitki ve ekstrakt ¢oziiclisiiniin kullanilmasindan

kaynaklanmaktadir.

Sanchez-Marzo vd (2019), apigeninin indirgeme giicii kapasitesini
113.20+12.20 umol Fe?*/mmol olarak bildirmistir. Tian vd (2021) yaptiklar
calismada, apigeninin indirgeme giicii kapasitesini 0.010+0.001 mmol Fe?*/(ug/mL)
olarak kaydetmistir. Tablo 4.9°da goriildiigii tizere, apigenin molekiiliiniin literatiirdeki
degerler ile birim farkliligindan dolay1 birebir karsilagtirma yapilamamistir. Fakat
calismamizda apigenin molekiiliiniin daha diisiik aktiviteye sahip oldugu gozlendi.
Bunun sebebi molekiiliin igerisinde azda olsa yapisinin ¢ok benzer oldugu ikinci bir

molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
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Tablo 4.9. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin indirgeme giicii kapasiteleri

Ornek ve Standart Kodlar Aos (ng/mL) Kodlar Aos (ug/mL) Kodlar Aos (ug/mL) Kodlar Aos (ng/mL)
Ham Ekstrakt NBMK 63.52+0.63°¢ NBMK 63.52+0.63 NBMK 63.52+0.63° NBMK 63.52+0.634
Birinci fraksiyonlar NBH 142.52+0.32i NBK 145.50+1.34 NBE 221.31+0.14" NBM 241.71£1.39"
ikinci fraksiyonlar NBHFrl 83.36+0.76¢f NBKFrl 126.20+2.491 NBEFr1;2 74.36+0.08° NBMFr1l 92.43+1.58h
NBHFr2 81.89+0.62¢ NBKFr2 251.49+£1.91° NBEFr3 87.56+1.93F  NBMFr2 103.91+0.82
NBHFr3 50.71+0.67° NBKFr3 104.96+3.44" NBEFr4 93.49+2.189  NBMFr3 58.75+0.16°¢
NBHFr4 41.06+0.872 NBKFr4 172.88+£3.88™ NBEFr5 171.21+1.54 NBMFr4 65.02+3.46%
NBHFr5 168.10£0.35™  NBKFr5 36.89+1.23>  NBEFr6 220.37£0.51" NBMFr5 134.94+2.00i
NBHFr6 167.39+1.35' NBKFr6 91.39+0.86 NBEFr7 174.16+0.58' NBMFr6 145.05+4.75%
NBHFr7 181.94+0.94% NBKFr7 51.48+1.60° NBEFr8 179.10+4.27"  NBMFr7 54.58+1.04°
NBHFr8 135.00£2.18 NBEFr9 203.77£1.55™ NBMFr8 63.17+1.019
NBHFr9 94.54+3 40" NBEFr10 130.45+2.24
izolatlar p-sitosterol 29.23+0.478  Ursolik asit ~ 81.05+2.51®¢  Daukosterol ~ 25.90+1.492
Apigenin 118.38+1.99" iksorozit 63.69+1.58¢
Molekiil L 11.89+0.252
Standart Maddeler BHA 68.82+0.19¢ 68.82+0.19¢ 68.82+0.19°¢ 68.82+0.19f
BHT 91.83+1.859" 91.83+1.85% 91.83+1.85™ 91.83+1.85¢
Troloks 150.28+2.20 150.28+2.20' 150.28+2.20 150.28+2.20
TBHQ 67.17+0.924 67.17+0.928 67.17+0.92¢ 67.17+0.92¢f
o-tokoferol  176.63+1.21" 176.63+1.21" 176.63+1.21K 176.63£1.21™

Askorbik asit

88.11+0.949

88.11+0.94

88.11+0.94f

88.11+0.949

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, NBE:
baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkl harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki gostermektedir (p<0.05)



Azizian vd (2021) yaptiklar1 ¢alismada, N. cataria’nin metanol ekstraktinin
indirgeme giicii kapasitesini 2.23 pmol Fe?**/g kuru bitki olarak belirlemistir.
Motaghed vd (2022), N. crispa’nin metanol ekstraktinin indirgeme giicii kapasitesini
21.19+1.60 mM Fe?*/g olarak hesaplamustir. Mirjalili vd (2021) yaptiklar1 ¢alismada,
N. asterotricha’nin su, hidro-etanol (50/50) ve metanol ekstraktlarinin ekstraktinin
indirgeme giicii kapasitesini sirasiyla 63.78 mg, 318.55 ve 115.05 AA (Askorbik
asit)/g kuru bitki olarak hesaplamistir. Tablo 4.9’da goriildiigii tizere, farkli bitkinin
toprak iistii kism1 kullanild1 ve aktivite sonuglarinin birimlerinin farkli olmasindan

kaynakli karsilastirma yapilamadi.

Giil (2020), Kickxia lanigera kloroform ekstraktindan izole edilen daukosteroliin
indirgeme giicii kapasitesinin Ags degerini 155.01£3.07 pg/mL olarak belirlemistir.
Tablo 4.9°da goriildiigii tizere, farkli Nepeta tiirlerinden izole edilen daukosterol
molekiilii ile ilgili aktivite ¢calismasi olmadigindan karsilastirma yapmak icin farkl
bitkiden izole edilen daukosterol molekiilii kullanildi ve literatiirdeki degerinden daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bunun sebebi de molekiiliin i¢erisinde azda
olsa yapisinin ¢ok benzer oldugu ikinci bir molekiilin bulunmasindan

kaynaklanmaktadir.
4.2.1.3. H202 Giderme Aktiviteleri

H20> giderme yontemi, 1,10-fenantrolin yontemine kullanilarak ferr6z iyonunun
turuncu tri-fenantrolin kompleksinin spektrofotometrik olarak 510 nm’ de &lgtimiine
dayanmaktadir (Mukhopadhyay vd, 2016). 1,10-fenantrolin eklenmeden 6nce H20>
eklenirse, H2O; tiim ferr6z iyonunu ferrik iyona oksitleyebilir ve 1,10-fenantrolin

turuncu kompleksi olusmayacagi igin absorbansta keskin bir azalma goriilebilir.

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin H20»
giderme aktiviteleri Tablo 4.10°da gosterildi. Ham ekstraktin ve metanol
fraksiyonunun aktiviteleri standartlarla karsilastirildiginda yiiksek aktivite gosterirken
n-hekzan, kloroform ve etil asetat fraksiyonlar1 diisiik aktivite gosterdi. Ikinci
fraksiyonlarin ise aktivitesi daha yiiksektir ve en yiiksek aktivite, NBHFr2 (26.01+0.91
ug/mL), NBKFr5 (7.07+0.00 pg/mL), NBEFr8 (4.24+0.23 ng/mL) ve NBMFr2
(4.55£0.29 ng/mL) fraksiyonlarinda belirlendi. Ek olarak, NBHFr3, NBKFr®6,
NBKFr3, NBKFr7, NBEFr10, NBEFr4, NBEFr3, NBEFr7, NBMFr7, NBMFr4 ve
NBMFr8 fraksiyonlarindadir. Saflastirilan molekiillerden apigenin hari¢ diger
molekiillerin aktiviteleri yliksektir. Apigenin de ise aktivite belirlenemedi.
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Tablo 4.10. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin H,O; giderme aktiviteleri

8

Ornek ve Standart  Kodlar Aos (ng/mL) Kodlar Aos (ug/mL) Kodlar Aos (ug/mL) Kodlar Aos (ng/mL)

Ham Ekstrakt NBMK 61.62+0.31¢ NBMK 61.62+0.319 NBMK 61.62+0.31" NBMK 61.62+0.31"

Birinci fraksiyonlar NBH 110.33+0.174 NBK 80.04+0.66¢ NBE 110.83+1.09" NBM 69.73+0.541

ikinci fraksiyonlar ~ NBHFrl 145.78+0.26' NBKFrl 94.77+0.39)  NBEFr1;2 163.79+0.08° NBMFr1 32.47+0.52¢
NBHFr2 26.01+0.912 NBKFr2 82.93+0.18h% NBEFr3 19.65+0.26° NBMFr2 4.55+0.29°
NBHFr3 51.99+0.46°¢ NBKFr3 21.72+0.46° NBEFr4 18.80+0.36 NBMFr3 77.06+0.00)
NBHFr4 67.25+0.42f NBKFr4 55.62+0.59F  NBEFr5 74.66£0.931  NBMFr4 25.72+0.264
NBHFr5 171.77+£0.52™  NBKFr5 7.07+£0.002 NBEFr6 89.15+1.22¥  NBMFr5 83.50+3.24k
NBHFr6 134.45+3 .40k NBKFr6 18.10+0.30>  NBEFr7 23.45+0.04° NBMFr6 40.07+0.12f
NBHFr7 180.29+1.07" NBKFr7 28.24+0.199 NBEFr8 4.24+0.232 NBMFr7 19.11£1.22¢
NBHFr8 233.28+3.55° NBEFr9 68.75+1.47"  NBMFr8 26.20+0.08¢
NBHFr9 67.97+1.82f NBEFr10 16.07+0.42°

izolatlar p-sitosterol  32.08+0.45¢  Ursolik asit ~ 38.42+0.42"  Daukosterol  22.56+0.63¢

Apigenin - Iksorozit 2.97+0.50?
Molekiil L 21.96+1.174

Standart BHA 33.43+0.08° 33.43+£0.08¢ 33.43+0.08° 33.43+0.08°

Maddeler BHT 101.11+0.30! 101.11+0.30% 101.11+0.30™ 101.11+0.30)
Troloks 95.68+0.40" 95.68+0.40i 95.68+0.40 95.68+0.40M
TBHQ 88.30+0.909 88.30+0.90 88.30+0.90K 88.30+0.90'
a-tokoferol 56.84+0.964 56.84+0.96 56.84+0.96¢ 56.84+0.96¢
Askorbik asit  250.52+0.47P 250.52+0.47" 250.52+0.47P 250.52+0.47"

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, NBE: N.
baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkl harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlaml1 bir farki géstermektedir (p<0.05)



Kaska vd (2018) yaptiklar1 ¢alismada N. cadmea’ nin etanol, metanol, aseton ve
su ekstraktlarinin H2O> giderme aktivitelerini sirasiyla %17.8+0.39, %13.17+0.25,
%47.37+0.16 ve %28.49+0.23 olarak belirlemistir.

Ayaz vd (2017) yaptiklar1 arastirmada, P. hydropiper L.’dan izole edilen /-
sitosteroliin H20> giderme aktivitesinin ICso degerini 280.00 ug/mL olarak bulmustur.
Tablo 4.10°da gorildigi tizere, farkli Nepeta tiirlerinden izole edilen p-sitosterol
molekiili ile ilgili aktivite ¢calismasi olmadigindan karsilastirma yapmak igin farkl
bitkiden izole edilen g-sitosterol molekiilii kullanild: ve literatiirdeki degerinden daha

yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Giil (2020), Kickxia lanigera kloroform ekstraktindan izole edilen daukosteroliin
H20- giderme aktivitesinin Aos degerini 88.43+4.46 ug/mL olarak belirlemistir. Tablo
4.10’da goriildiigii tizere, farkli Nepeta tiirlerinden izole edilen daukosterol molekiilii
ile ilgili aktivite c¢alismasi olmadigindan farkli bitkiden izole edilen daukosterol
molekiilii kullanild1 ve literatiirdeki degerinden daha yiiksek oldugu belirlendi. Bunun
sebebi de molekiiliin igerisinde azda olsa yapisinin ¢ok benzer oldugu ikinci bir

molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
4.2.1.4. Serbest Radikal Giderme Aktiviteleri

Antioksidan aktivite yontemlerinin basinda serbest radikal giderme (DPPH)
yontemi gelir. DPPH" bilesiginin antioksidanlarla reaksiyonu sonucunda
antioksidanlardan elektron alir ve renk agilmasi meydana geldigi i¢in absorbans
degerlerinde diigmeler meydana gelir. Serbest radikal giderme aktivitesi 517 nm’de

menekse-mor rengin spektrofotometrik olarak 6lgtimiine dayanmaktadir (Blois, 1958).

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin serbest radikal
giderme aktiviteleri Tablo 4.11°de gosterildi. Ham ekstraktin, etil asetat ve metanol
fraksiyonlarin serbest radikal giderme aktiviteleri standartlarla kargilastirildiginda
diisiik aktiviteye sahip oldugu belirlenirken n-hekzan ve kloroform fraksiyonlarinin
yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Ikinci fraksiyonlarin ise aktivitesi daha
diisliktiir ve bu fraksiyonlar arasindan en yiiksek aktivite NBKFr5 (2.38+0.48 pg/mL)
ve NBMFr1 (1.61+0.17 ug/mL) fraksiyonlarinda belirlendi. Saflagtirilan apigenin ve
iksorozitin aktiviteleri elde edildigi fraksiyonlardan daha diisiik aktivite gosterirken -
sitosterol, ursolik asit ve daukosterol molekiilleri daha yiiksek aktivite gosterdi.

Molekiil L’de ise aktivite belirlenemedi.
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Tablo 4.11. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin serbest radikal (DPPH ") giderme aktiviteleri

Ornek ve Standart Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL)

Ham Ekstrakt NBMK 5.30£0.25%  NBMK 5.30+0.25% NBMK 5.30+0.259 NBMK 5.30+0.25¢

Birinci fraksiyonlar NBH 2.68+0.902 NBK 1.74+0.122 NBE 21.07£0.98¢ NBM 48.86+0.23'

ikinci fraksiyonlar NBHFrl 51.54+0.89%  NBKFrl 22.80£0.21k  NBEFr1;2 35.40+0.83'  NBMFr1 1.61+0.172
NBHFr2 56.00£1.98'  NBKFr2 19.11+0.271  NBEFr3 23.37+1.65" NBMFr2 7.39+0.00f
NBHFr3 50.67+1.79%  NBKFr3 4.89+0.57¢F  NBEFr4 27.88+0.221 NBMFr3 12.18+0.009
NBHFr4 - NBKFr4 - NBEFr5 38.13+0.25™ NBMFr4 50.67£1.79'm
NBHFr5 10.23+0.36"  NBKFr5 2.38+0.48P NBEFr6 16.52+0.49¢ NBMFr5 64.19+2.19°
NBHFr6 9.90+0.109 NBKFr6 6.08+0.46" NBEFr7 28.99+0.91k  NBMFr6 50.26+2.37'm
NBHFr7 - NBKFr7 7.97+0.28 NBEFr8 28.04+0.88%  NBMFr7 58.54+1.61"
NBHFr8 65.77+£2.66™ NBEFr9 16.33£0.49¢ NBMFr8 45.61+0.64K
NBHFr9 7.64+0.52f NBEFr10 20.14+0.881

izolatlar p-sitosterol 1.66+0.122 Ursolik asit ~ 2.68+0.052 Daukosterol ~ 2.38+0.70°

Apigenin 44.71£0.34™  Iksorozit 21.65+0.26'
Molekiil L -

Standart Maddeler BHA 4.06+0.10° 4.06+0.10¢ 4.06+0.10° 4.060.10¢
BHT 26.98+0.18 26.98+0.18! 26.98+0.18 26.98+0.18]
Troloks 5.70+0.31¢ 5.70£0.319" 5.70+0.319 5.70+0.31¢
TBHQ 2.65+0.36° 2.65+0.36P 2.65+0.36° 2.65+0.36P
a-tokoferol 3.44+0.62° 3.44+0.62¢ 3.44+0.62° 3.44+0.62¢
Askorbik asit  3.11+0.07° 3.11£0.07° 3.11£0.07° 3.11£0.07°

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, NBE:
N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



Zengin vd (2021), N. baytopii metanol, su/metanol ve su ekstraktlarinin serbest
radikal giderme aktivitelerini 90.88+0.37, 94.40+0.09 ve 93.16+0.20 mg TE/g olarak
belirlemistir. Tablo 4.11°de goriildiigli tizere, literatiirdeki ile farkli ekstraksiyon
yontemi kullanildigindan kloroform fraksiyonunun yiiksek aktiviteye sahip oldugu
kaydedildi.

Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol
ve etil asetat ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitelerini sirastyla 49.02+0.12,
2.65+0.31 mg TE/g ekstrakt ve yaprak kisminin etanol ekstraktinin ise 46.33+0.10 mg
TE/g ekstrakt olarak hesaplamiglardir.

Gokbulut ve Yilmaz (2020), N. humilis ¢icek, yaprak ve kok kisimlarimin
metanol ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitelerinin 1Cso degerlerini
sirastyla 1.29+0.02, 5.02+0.35 ve 13.13+0.20 mg/mL olarak tahmin edilmistir. Tepe
vd (2007) arastirmalarinda, N. flavida’nin metanol-su, metanol-kloroform,
diklorometan ve n-hekzan ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitelerinin 1Cso
degerlerini sirastyla 63.2+1.75, 102.0£2.14, 146.0+1.26 ve 162.0+1.73 pg/mL olarak
bulmustur. Adiguzel vd (2009) yaptiklari g¢alismada, N. cataria’nin metanol
ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso degerini 171.98+3.60 ug/mL
olarak belirlemistir. Motaghed vd (2022), N. crispa’nin metanol ekstraktinin serbest
radikal giderme aktivitesinin 1Cso degerini 93.20+6.11 ug/mL olarak hesaplamustir.
Tablo 4.11°de goriildiigii tizere, N. baytopii ham ekstrakti, n-hekzan, kloroform ve
metanol fraksiyonlarin literatiirdeki degerlerden daha yiiksek serbest radikal giderme
aktivitelerine sahip olduklar1 belirlendi. Bunun sebebi, farkli bitki kullanilmasindan

kaynaklanmaktadir.

Heshmati Afshar vd (2021) yaptiklari ¢alismada, N. raemosa’nin kloroform,
metanol ve n-hekzan ekstraktlarinin, Fr10, Fr20, Fr40, Fr60, Fr80 ve Fr100
fraksiyonlarinin serbest radikal giderme aktivitelerinin 1Cso degerlerini sirasiyla
0.16+0.05, 0.09+0.04, 0.41+0.01, 0.32+0.13, 0.19+0.02, 0.01+0.00, 0.09+0.04,
0.42+0.02 ve 0.344+0.04 mg/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.11°de goriildiigii iizere,
N. baytopii kloroform fraksiyonunun literatiirdeki degerlerin aksine farkli bitki

kullanilmasindan kaynakli olarak daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Khaladgi vd (2018) arastirmalarinda, N. binaludensis’in toprak {istii kisminin
serbest radikal giderme aktivitesinin ICso degerini %50 metanol:su ekstraktinda 3.0
mg/mL, su ekstraktinda 4.5 mg/mL ve metanol ekstraktinda 5.2 mg/mL olarak
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gozlemlemistir. Kaska vd (2018)’nin N. cadmea’nin etanol, metanol, aseton ve su
ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitelerinin ICso degerlerini sirasiyla
665.59+21.5, 109.96+26.3, 287.07+£15.8 ve 25.54+3.60 pg/mL olarak belirlemistir.
Miceli vd (2005) yaptiklar1 ¢alismada, N. sibthorpii’nin toprak iistii kisminin metanol
ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesinin ICsp degerini 97.18 ug/mL olarak
belirlemistir. Moshari Nasirkandi vd (2019) yaptiklar1 arastirmada, N. fissa’nin
metanol ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesinin ICso degerini 197.85 png/mL
olarak bulmustur. Sharifi-Rad vd (2020) yaptiklar1 ¢alismada, N. juncea’nin yaprak
metanol ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesinin ICso degerini 1.19+0.03
mg/mL ve kok su ekstraktinin 2.46+0.02 mg/mL olarak bulmustur. Singh ve Dhaliwal
(2019) yaptiklar1 galismada, N. leucophylla’nin kok metanol ekstraktinin serbest
radikal giderme aktivitesi 1Cso degerini 156.38+0.00 ug/mL olarak belirlemistir.
Tundis vd (2013) yaptiklari ¢alismada, N. crassifolia Boiss & Buhse ve N. binalidensis
Jamzad’in metanol ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitelerinin ICso degerlerini
12.8£0.9 pg/mL ve 62.8+1.1 pg/mL olarak bulmustur. Fareed vd (2013)’nin N.
praeterxisa’nin kloroform, etil asetat, metanol, n-biitanol, su ve n-hekzan
ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitelerinin ICso degerlerini sirasiyla 180,
110, 640, 300, 260 ve 460 pg/mL olarak goézlemlemistir. Seladji vd (2014)
aragtirmalarinda, N. nepetalla’nin su ve metanol ekstraktlarinin serbest radikal
giderme aktivitesinin 1Cso degerini yaprak kisminda 10.4354+0.61 ve 1.454+0.07
mg/mL; ¢igek kisminda 17.7+0.14 ve 2.75+0.03 mg/mL; kok kisminda 20.16+0.23 ve
7.37+0.17 mg/mL olarak gézlemlemistir. Tablo 4.11°de goriildiigi tizere, N. baytopii
ham ekstraktinin ve metanol fraksiyonunun serbest radikal giderme aktivitelerinin
literatiirdeki degerlerden daha yiiksek oldugu gézlendi. Bunun nedeni, ekstraksiyon

yonteminin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Avasthi vd (2016) yaptiklar1i aragtirmada, N. longibracteata metanol-su
ekstraktinin n-hekzan, diklorometan, etil asetat ve su fraksiyonlarinin serbest radikal
giderme aktivitelerinin 1Cso degerleri n-hekzan i¢in 139.33+0.35 pg/mL, diklorometan
igin 138.7240.09 pg/mL, etil asetat i¢in 64.31+0.08 pg/mL ve su igin 151.36+0.02
ng/mL olarak olarak gozlemlemistir. Gkinis vd (2010) yaptiklari ¢alismada, N. nuda
L. ssp. nuda’nin n-hekzan ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso
degerini yaprak kisminda 40.61 pg/mL olarak bulmustur. Tablo 4.11’de gériildiigii

tizere, N. baytopii n-hekzan, kloroform ve etil asetat fraksiyonlarinin aktivitesinin
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literatiirdeki degerlerden daha yiiksek oldugu kaydedildi. Yiiksek olmasinin nedeni,

farkli ekstraksiyon yonteminin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.

Islam vd (2021), Wedelia chinensis metanol ekstraktinin etil asetat
fraksiyonundan izole edilen apigeninin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso
degerini 56.124+3.14 uM olarak bildirmistir. Tian vd (2021) yaptiklar1 ¢alismada,
apigeninin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso degerini belirleyememistir.
Sharififar vd (2009), T. polium toprak iistii kisminin metanol ekstraktindan izole edilen
apigeninin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso degerini 30.30+2.10 pug/mL
olarak belirlemistir. Tablo 4.11°’de gorildiigi tizere, farkli Nepeta tiirlerinden izole
edilen apigenin molekiilii ile ilgili aktivite ¢calismas1 olmadigindan farkli bitkiden izole
edilen apigenin molekiilii ile karsilastirildi ve literatiirdeki degerinden daha diisiik
aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bunun sebebi de molekiiliin igerisinde azda olsa

yapisinin ¢ok benzer oldugu ikinci bir molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Bhat vd (2019), f-sitosteroliin 12 pg/mL derisiminin serbest radikal giderme
aktivitesini %28.33 olarak bulmustur. Ayaz vd (2017) yaptiklari arastirmada, P.
hydropiper L.’dan izole edilen S-sitosteroliin serbest radikal giderme aktivitesinin ICsg
degerini 140.00 pg/mL olarak bulmustur. Quek vd (2021) yaptiklari arastirmada, M.
latifolia kabugunun n-hekzan ekstraktinin kloroform fraksiyonundan izole edilen -
sitosteroliin serbest radikal giderme aktivitesini belirleyememistir. Tablo 4.11°de
goriildiigii tizere, farkli Nepeta tiirlerinden izole edilen f-sitosterol molekiilii ile ilgili
aktivite ¢alismasi olmadigindan farkli bitkiden izole edilen f-sitosterol molekiilii ile
karsilagtirildi ve literatiirdeki degerlerden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
belirlendi. Bunun sebebi de molekiiliin igerisinde azda olsa yapisinin ¢ok benzer

oldugu ikinci bir molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Adsiz (2018), Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis etanol ekstraktindan izole
edilen apigenin, g-sitosterol ve ursolik asidin serbest radikal giderme aktivitelerini
yiizde olarak hesapladiktan sonra 1Cso degerlerini sirasiyla 45.87+1.43, 72.11+1.94 ve
20.04+1.04 olarak gozlemlemistir. Anh vd (2021), Polysicas guilfoylei etanol
ekstraktinin diklorometan fraksiyonundan saflastirilan g-sitosterol ve daukosteroliin
serbest radikal giderme aktivitelerini diklorometan igin >128.00 ug/mL, daukosterol
icin >128.00 pg/mL ve g-sitosterol i¢cin >128.00 ng/mL olarak belirlemistir. Tablo
4.11.°de gorildigi tzere, f-sitosterol ve daukosteroliin serbest radikal giderme

aktiviteleri literatiirdeki degerlerden daha yiiksek olarak gozlendi.
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Dehghan vd (2018) yaptiklar1 ¢alismada, Rheum turkestanicum etil asetat
ekstraktinin  kloroform-metanol gradiyent sistemine gore elde edilen Fr9 dan
saflastirilan daukosteroliin serbest radikal giderme aktivitelerini etil asetat ekstrakti
icin %64.3, Fr9 i¢in %10.40+0.80 ve daukosterol igin 155.00+0.50 uM olarak
belirlemistir. Madeleine vd (2020), Ficus abutilifolia etil asetat ekstraktindan izole
edilen daukosteroliin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso degerini 13.00+0.00
mg/mL olarak tespit etmistir. Luo vd (2009), Phyllenthus emblica L. meyvesinin etil
asetat fraksiyonundan izole edilen p-daukosteroliin serbest radikal giderme
aktivitesinin ICso degerini 38.86 ug/mL olarak hesaplamistir. Delnavazi vd (2015),
Dorema glabrum toprak {istii kisminin metanol ekstraktinin etil asetat fraksiyonundan
izole edilen daukosteroliin serbest radikal giderme aktivitesinin ICsp degerini
224.10+8.20 pg/mL olarak belirlemistir. Giil (2020), Kickxia lanigera kloroform
ekstraktindan izole edilen daukosteroliin serbest radikal giderme aktivitesinin ICso
degerini 106.72+4.43 ug/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.11’de gorildigi iizere,
daukosteroliin serbest radikal giderme aktivitesi literatiirdeki degerlerden daha ytiksek
olarak gozlenmistir. Bunun sebebi de molekiiliin igerisinde azda olsa yapisinin ¢ok

benzer oldugu ikinci bir molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Somantri vd (2021), ursolik asidin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso
degerini 1721 pg/mL olarak bulunmustur. Yilmaz vd (2012), N. obtusicrena toprak
iistli kisminin diklorometan ekstraktindan izole edilen ursolik asidin serbest radikal
giderme aktivitesini belirleyememistir. Yilmaz vd (2016) yaptiklar1 ¢aligmada, N.
sorgerae toprak dstii kisminin metanol ekstraktinin serbest radikal giderme
aktivitesinin ICsp degerini 162.21 pg/mL olarak belirlemis ve diklorometan
ekstraktinin ve diklorometan ekstraktindan izole edilen ursolik asidin ise aktivitesini
belirleyememistir. Bisht vd (2010), N. clarkei Hook.f. kok kisminin kloroform
ekstraktindan izole edilen ursolik asidin serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso
degerini 0.305 mg/mL olarak belirlemistir. Do Nascimento vd (2014), ursolik asidin
serbest radikal giderme aktivitesinin 1Cso degerini 59.70+1.00 pg/mL olarak
gozlemlemistir. Tablo 4.11°de goriildiigii iizere, ursolik asidin serbest radikal giderme
aktivitesinin literatirdeki degerlerden daha yiiksek oldugu bulundu. Daha yiiksek
olmasinin sebebi, icerisinde az miktarda da olsa yapisinin ¢cok benzer oldugu ikinci bir

molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
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4.2.1.5. ABTS " Giderme Aktiviteleri

ABTS " giderme aktivitesi, antioksidan yontemlerde yaygin olarak kullanilan
kararli yapilardandir. Bu yontemin temeli 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonat) (ABTS'*) radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan giderilmesine
dayanmaktadir (Re vd, 1999).

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin ABTS*
giderme aktiviteleri Tablo 4.12°de gosterildi. Ham ekstrakt ve birinci fraksiyonlarinin
ABTS " giderme aktiviteleri standartlarla karsilastirildiginda diisiik aktiviteye sahiptir.
Ikinci fraksiyonlarin aktiviteleri ise daha diisiiktiir ve bu fraksiyonlar arasindan en
yiiksek aktivite NBHFr2 (3.97+0.42 pg/mL) fraksiyonunda belirlendi. Saflastirilan
apigenin, daukosterol ve iksorozitin aktiviteleri elde edildigi fraksiyonlardan daha
diisiik aktivite gosterdi. Buna ragmen, Molekiil L, p-sitosterol ve ursolik asit

molekiillerinin aktivitesi yiiksektir.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarinin ABTS " giderme aktivitelerini 12.04+0.84, 13.33+0.58, 92.43+1.30,
129.22+0.78 ve 86.56+2.54 mg TE/g olarak belirlemistir.

Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarmin ABTS'* giderme aktivitelerini
sirastyla 113.37+0.07, 19.33+0.95, 12.25+0.80, 5.38+0.17 mg TE/g ekstrakt ve yaprak
kisminin ise 98.95+0.57, 21.01+0.41, 16.32+2.75, 8.09+0.47 mg TE/g ekstrakt olarak

hesaplamislardir.

Sanchez-Marzo vd (2019), apigeninin  ABTS* giderme aktivitesini
2022.20+154.80 pmol TE/mmol olarak bildirmistir. Tian vd (2021) yaptiklari
caligsmada, apigeninin ABTS"* giderme aktivitesinin ICso degerini 0.824+0.004 ng/mL
olarak gozlemlemistir. Tablo 4.12’de goriildiigii izere, Nepeta tiirlerinden izole edilen
apigeninin aktivite ¢alismalart mevcut olmadigindan farkli bitkilerden izole edilen
molekiille karsilastirildi ve aktivitesinin literatiirdeki degerden daha diisiik oldugu
gozlendi. Bunun sebebi de molekiiliin igerisinde azda olsa yapisinin benzer oldugu

ikinci bir molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
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Tablo 4.12. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin ABTS * giderme aktiviteleri

Ornek ve Standart Kodlar 1Cs0 (ng/mL)  Kodlar 1Cs0 (ng/mL) Kodlar ICs0 (ng/mL)  Kodlar 1Cs0 (ng/mL)

Ham Ekstrakt NBMK 76.90+0.60} NBMK 76.90£0.60" NBMK 76.90+0.60f NBMK 76.90+0.60N

Birinci fraksiyonlar NBH 62.13+0.37 NBK 39.2840.239  NBE 138.06+0.52" NBM 266.75+0.73"

ikinci fraksiyonlar NBHFrl 29.64+1.89f NBKFrl 210.57£0.74™ NBEFr1;2 208.72+1.02) NBMFrl 224.07+£5.12M
NBHFr2 3.97+0.428 NBKFr2 265.65+£3.03° NBEFr3 252.92+1.71" NBMFr2 202.36+2.86K
NBHFr3 33.12+0.679 NBKFr3 137.95+2.70' NBEFr4 178.11+£1.221 NBMFr3 593.05+8.58"
NBHFr4 35.80+3.799" NBKFr4 164.05+4.30' NBEFr5 430.01£3.59 NBMFr4 321.64+1.75°
NBHFr5 216.07£1.03™  NBKFr5 222.26+£1.21" NBEFr6 324.60+0.93° NBMFr5 188.48+2.05K
NBHFr6 107.27+3.79% NBKFr6 159.97+4.19 NBEFr7 243.03+3.74' NBMFr6 150.63£3.13"
NBHFr7 252.97+0.36" NBKFr7 145.31+0.231 NBEFr8 225.67+6.03k  NBMFr7 171.57+1.210
NBHFr8 258.74+5.75™ NBEFr9 301.81+4.16° NBMFr8 366.07+6.35P
NBHFr9 117.05+2.07' NBEFr10 246.25+0.04'm

izolatlar p-sitosterol 2.21+0.162 Ursolik asit ~ 107.29+2.349  Daukosterol  2.95+0.00?

Apigenin 138.75+£0.13  Iksorozit 38.12+2.169
Molekiil L 18.51+0.00

Standart Maddeler BHA 5.50+0.08° 5.50+0.08¢ 5.50+0.08° 5.50+0.08¢
BHT 9.46+0.07% 9.46+0.079% 9.46+0.07% 9.46+0.07%
Troloks 8.63+0.05¢ 8.63+0.054 8.63+0.05¢ 8.63+0.054
TBHQ 3.74+0.01° 3.74+£0.01° 3.74+0.012 3.74+0.01°
o-tokoferol  11.16+0.09° 11.16+0.09 11.16+0.09¢ 11.16+0.09°
Askorbik asit  11.70+0.01° 11.70+0.01° 11.70+0.01¢ 11.70+0.01°

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, NBE: N.
baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki gostermektedir (p<0.05)



Adsiz (2018), S. cerino-pruinosa var. elazigensis etanol ekstraktindan izole
edilen apigenin, p-sitosterol ve ursolik asidin ABTS " giderme aktivitelerini yiizde
olarak hesapladiktan sonra ICsp degerlerini sirasiyla 2.57+0.05, 154.344+2.12 ve
104.44+8.06 olarak gozlemlemistir. Kolak vd (2009) yaptiklari arastirmada, S.
poculata toprak tistii kisminin metanol ekstraktindan izole edilen p-sitosterol ve
ursolik asidin ABTS * giderme aktivitelerinin ICso degerlerini her ikisi i¢in de >100
ug/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.12’de goriildiigi tizere, f-sitosterolin ABTS™
giderme aktivitesinin literatiirdeki degerden daha yiiksek oldugu tespit edilirken
ursolik asidin daha diisiik oldugu tespit edildi. Bunun sebebi de molekiiliin i¢erisinde
azda olsa yapisinin benzer oldugu ikinci bir molekiiliin bulunmasindan

kaynaklanmaktadir.

Ayaz vd (2017) yaptiklar1 aragtirmada, Polygonum hydropiper L.’dan izole
edilen S-sitosteroliin ABTS * giderme aktivitesinin ICso degerini 120.00 pg/mL olarak
bulmustur. Tablo 4.12°de goriildiigii tizere, f-sitosteroliin literatiirdeki degerden daha
yiksek ABTS'* giderme aktivitesine sahip oldugu bulundu. Bunun sebebi de
molekiiliin icerisinde azda olsa yapisinin benzer oldugu ikinci bir molekiiliin

bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Yilmaz vd (2016), N. obtusicrena toprak istii kismmin metanol ekstraktinin
ABTS" giderme aktivitesinin 1Csp degerini 69.16 pg/mL olarak belirlemis ve
diklorometan ekstraktinin ve diklorometan ekstraktindan izole edilen ursolik asidin ise
aktivitesini belirleyememistir. Gokbulut ve Yilmaz (2020), N. humilis ¢icek, yaprak
ve kok kisimlarmin metanol ekstraktlarinin ABTS* giderme aktivitelerinin 1Cso
degerlerini sirasiyla 0.35+0.01 mg/mL, 0.93+0.01 mg/mL ve 1.73+0.01 mg/mL olarak
tahmin edilmistir. Tablo 4.12°de goriildiigii tizere, N. baytopii metanol fraksiyonunun
ABTS'* giderme aktivitesinin literatiirdeki degerden daha diisiik oldugu tespit edildi.
Bunun sebebi de molekiiliin igerisinde azda olsa yapisinin benzer oldugu ikinci bir

molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Kaska vd (2018) arastirmalarinda, N. cadmea’nin etanol, metanol, aseton ve su
ekstraktlariin ABTS ™ giderme aktivitelerinin 1Csg degerlerini sirasiyla 456.64+9.11
pug/mL, 125.19£20.19 pg/mL, 111.02+10.07 pg/mL ve 14.51+£2.36 pg/mL olarak
gozlemlemistir. Tundis vd (2013) yaptiklari ¢calismada, N. crassifolia Boiss & Buhse
ve N. binaludensis Jamzad’ in metanol ekstraktlarinin ABTS ™ giderme aktivitelerinin

ICso degerlerini 13.4+0.5 pg/mL ve 58.1+0.9 pg/mL olarak gézlemlemistir. Tablo
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4.12°de goriildiigi tizere, N. baytopii ham ekstraktinin ve metanol fraksiyonunun
ABTS* giderme aktivitesinin literatiirdeki degerlerden daha diisiik oldugu gozlendi.
Bunun sebebi de molekiiliin icerisinde azda olsa yapisinin benzer oldugu ikinci bir

molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
4.2.1.6. Siiperoksit Anyonu Giderme AKktivitesi

Stiperoksit anyonu giderme aktivitesi NBT-PMS-NADH sistemindeki renk
degisiminin spektrofotometrik olarak 560 nm’de dlglimiine dayanmaktadir (Nishikimi
vd, 1972; Yang vd, 2008). Siiperoksit radikali NBT’nin indirgenmesi ve NADH’nin
oksidasyonu ile PMS-NADH sistemi ile tiretilmektedir.

N. baytopii ham ekstraktin, birinci fraksiyonlarin, ikinci fraksiyonlarin ve
izolatlarn siiperoksit anyonu giderme aktiviteleri Tablo 4.13’de gosterildi. Ham
ekstraktin, n-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin siiperoksit
anyonu giderme aktiviteleri standartlarla karsilastirildiginda yiiksek aktivite gosterdi.
Ikinci fraksiyonlardan kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin aktiviteleri
diistik olarak belirlenirken n-hekzan fraksiyonun aktivitesi ise yliksek olarak
belirlendi. En yiiksek aktivite NBHFr4 (1.00+0.28 pg/mL), NBKFr5 (1.54+0.50
ug/mL), NBEFr8 (5.02+0.93 pug/mL) ve NBMFr1 (11.69+0.19 pupg/mL)
fraksiyonlarinda belirlendi. Bu fraksiyonlarin disinda, NBHFr5, NBHFr9, NBHFr1,
NBKFr3, NBKFrl, NBEFr10, NBEFr3 ve NBMFr4 fraksiyonlarinin da aktiviteleri
yiiksek olarak kaydedildi. Saflastirilan apigenin ve Molekiil L aktiviteleri elde edildigi
fraksiyonlardan daha diisiik aktivite gosterdi. Buna ragmen, f-sitosterol, daukosterol,

iksorozit ve ursolik asit molekiillerinin aktiviteleri yiiksektir.

Kolak vd (2009) yaptiklar1 arastirmada, S. poculata toprak {istii kisminin
metanol ekstraktindan izole edilen pg-sitosterol ve ursolik asidin siiperoksit anyon
giderme aktivitelerinin 1Cso degerlerini >100 ug/mL ve 94.43+0.13 pg/mL olarak
belirlemistir. Tablo 4.13’de goriildigi tizere, S-sitosterol ve ursolik asidin stiperoksit
anyon giderme aktivitesinin literatiirdeki degerlerden daha yiiksek oldugu tespit edildi.
Bunun sebebi de molekiiliin icerisinde azda olsa yapisinin benzer oldugu ikinci bir

molekiiliin bulunmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Tablo 4.13. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin siiperoksit anyon giderme aktiviteleri

Ornek ve Standart  Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL)

Ham Ekstrakt NBMK 26.22+0.69" NBMK 26.2240.699 NBMK 26.22+40.699 NBMK 26.22+0.69f

Birinci fraksiyonlar NBH 16.65+0.04F NBK 4.96+0.47°¢ NBE 7.26+0.07°¢ NBM 10.06+0.33b

ikinci fraksiyonlar ~ NBHFrl 6.42+0.06¢ NBKFrl 4.12+0.31%¢  NBEFr1;2 - NBMFrl 11.69+0.19¢
NBHFr2 9.14+1.18¢ NBKFr2 18.02+0.21®°  NBEFr3 9.27+0.074 NBMFr2 21.97+0.54¢
NBHFr3 37.85+2.96¢ NBKFr3 3.43+0.55P NBEFr4 42.30+1.731  NBMFr3 33.42+£1.169"
NBHFr4 1.00+0.282 NBKFr4 9.12+0.03¢ NBEFr5 33.79+1.18"  NBMFr4 15.22+0.484
NBHFr5 1.75+0.06P NBKFr5 1.54+0.5082 NBEFr6 - NBMFr5 32.09+1.449
NBHFr6 29.86+0.69" NBKFr6 6.32+0.21¢ NBEFr7 23.48+0.43"  NBMFr6 46.90+£0.97
NBHFr7 - NBKFr7 - NBEFr8 5.02+0.93° NBMFr7 90.14+1.17™
NBHFr8 30.27+2.491 NBEFr9 60.84+1.82k  NBMFr8 66.22+1.851
NBHFr9 5.67+0.20° NBEFr10 6.24+0.28"°

izolatlar p-sitosterol 1.17+0.012 Ursolik asit ~ 3.99+0.702 Daukosterol ~ 8.69+0.152

Apigenin - iksorozit 11.3140.19¢
Molekiil L -

Standart Maddeler BHA 21.04+0.879 21.04+0.87¢f 21.04+0.87¢ 21.04+0.87¢
BHT - - - -
Troloks 35.76+0.84k 35.76+0.84" 35.76+0.84N 35.76+0.84"
TBHQ 82.83+1.95" 82.83+1.95K 82.83+1.95™ 82.83+1.95'
a-tokoferol - - - -
Askorbik asit  78.33+0.49™ 78.33+0.49 78.33+0.49! 78.33+0.49k

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, NBE:

N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki gostermektedir (p<0.05)



4.2.1.7. Metal Selat Aktiviteleri

Demir oksijen tasimada, solunumda ve bir¢ok enzimin aktivitesinde olmak iizere
viicutta hayati oneme sahip bir metaldir. Fakat ayn1 zamanda asir1 derecede reaktif bir
metal olup Fenton tipi reaksiyonlar yoluyla hidroksil radikallerinin olusumunda rol
oynar. Mitokondri ya da ¢ekirdege yakin olusturuldugunda ise hidroksil radikalleri gen
mutasyonlarina yol agan DNA oksidasyonuna neden olur (Klaunig vd, 2011). Bu
yiizden demir iyonlarmin selatlasmasi oksidatif stresi azaltma agisindan oldukca
onemli bir parametredir (Aprotosoaie vd, 2017; Flora, 2009). Metal selat yontemin
temelini Fe (I1) iyonlarinin ferrozin molekiililyle kompleks olusum tepkimesini
antioksidan madde igerisindeki ilgili selatlayicilarin ne derece inhibe ettigi
olusturmaktadir (Dinis vd, 1994).

N. baytopii ham ekstrakti, birinci fraksiyonlari, ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin
metal gelat aktiviteleri Tablo 4.14°de gosterildi. Ham ekstraktin metal selat aktiviteleri
standartlarla karsilastirildiginda yiiksek aktiviteye sahip iken n-hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol fraksiyonlarini ise diisiik aktiviteye sahiptir. Ikinci fraksiyonlardan
n-hekzan, kloroform ve etil asetat fraksiyonlarin aktiviteleri diisiik olarak belirlenirken
metanol fraksiyonun aktivitesi ise yiiksek olarak belirlendi. En yiliksek aktivite
NBHFr3 (0.82+0.18 pg/mL), NBKFr1 (20.24+1.27 ug/mL), NBEFr10 (9.46+0.54
ug/mL) ve NBMFr2 (3.28+0.00 ug/mL) fraksiyonlarinda gézlendi. Bu fraksiyonlarin
disinda, NBHFr4, NBHFr2, NBHFrl, NBKFr5, NBKFr4, NBEFr4, NBEFr6,
NBMFr4 ve NBMFr7 fraksiyonlarinin da aktiviteleri yiiksek olarak kaydedildi.
Saflastirilan iksorozitin aktivitesi elde edildigi fraksiyondan daha diisiik aktivite
gosterdi, fakat apigenin, molekiil L, p-sitosterol, daukosterol ve ursolik asit

molekiilleri yiiksek aktivite gosterdi.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarmin  metal selat aktivitelerini  0.34+0.02, 22.15+2.16, 15.61+0.54,
26.88+2.10 ve 27.14+0.58 mg EDTA esdegeri (EDTAE)/g olarak belirlemistir.
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Tablo 4.14. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin metal selat aktiviteleri

Ornek ve Standart Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL)
Ham Ekstrakt NBMK  8.69+0.15° NBMK 8.69+0.15P NBMK 8.69+0.15° NBMK 8.69+0.15¢
Birinci fraksiyonlar NBH 36.04+0.399  NBK 57.11+0.40° NBE 64.98+0.86' NBM 83.86+0.499
ikinci fraksiyonlar NBHFrl 15.944+0.88¢° NBKFrl 20.24+1.27°  NBEFr1;2  68.00+4.067 NBMFrl 5.60+0.36°
NBHFr2 11.34+1.45¢ NBKFr2 80.74+1.00"  NBEFr3 35.27+£3.049 NBMFr2 3.28+0.002
NBHFr3  0.82+0.182 NBKFr3 54.51+1.23¢ NBEFr4 17.65+1.70¢ NBMFr3 4.43+0.61°
NBHFr4  5.12+0.24° NBKFr4 28.97+1.89¢  NBEFr5 - NBMFr4 3.38+0.322
NBHFr5 279.99+3.85! NBKFr5 28.08+0.43¢  NBEFr6 21.31+£0.48¢  NBMFr5 5.63+0.60°
NBHFr6 216.48+0.77% NBKFr6 62.38+1.669  NBEFr7 64.35+1.30'  NBMFr6 4.51+£0.37°
NBHFr7 44.81+6.49" NBKFr7 85.37+2.03'  NBEFr8 135.50+£6.04' NBMFr7 3.78+0.242
NBHFr8  148.99+0.81i NBEFr9 82.59+2.96  NBMFr8 381.37+3.37"
NBHFr9  140.41+1.75' NBEFr10  9.46+0.54°
izolatlar p-sitosterol  1.47+0.182 Ursolik asit  2.88+0.442 Daukosterol 5.82+0.09°
Apigenin  43.34+0.62"  Iksorozit  37.67+3.42f
Molekiil L 42.54+1.80"
Standart Madde EDTA 30.01+0.38f 30.01+0.38¢ 30.01+0.38f 30.01+0.38¢

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu,
NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlaml bir farki géstermektedir (p<0.05)



Ranjbaran ve Moradkhani (2022) yaptiklar1 ¢alismada, N. crispa metanol
ekstrakti, n-hekzan, etil asetat, kloroform ve su fraksiyonlarin metal selat aktivitelerini
ICs0 degerlerini sirasiyla 3.05+0.17 mg/mL, 0.43+0.03 mg/mL, 2.16+0.07 mg/mL,
3.62+0.11 mg/mL ve 1.43+0.10 mg/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.14’de goriildiigii
tizere, N. baytopii ham ekstrakti, n-hekzan, etil asetat ve kloroform fraksiyonlarin
literatiirdeki degerlerden daha ytiksek metal selat aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

Bunun nedeni, farkli ekstraksiyon yontemi kullanildigindan kaynaklanmaktadir.

Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin metal selat aktivitelerini sirasiyla
15.94+0.37, 16.304+0.19, 19.00+0.80, 25.99+0.10 mg EDTAE/g ve yaprak kisminin
ise 15.74+0.31, 22.90+1.12, 19.31+0.50, 25.93+0.79 mg EDTAE/g olarak

hesaplamisglardir.

Malik vd (2018) yaptiklar1 ¢alismada, N. cateria’nin etanol, metanol ve su
ekstraktlarinin metal selat aktivitelerinin ICso degerlerini sirasiyla 25.15+1.02,
26.09+0.71 ve 16.20+0.71 ug/mL olarak gézlemlemistir. Tablo 4.14’de goriildiigi
tizere, N. baytopii ham ekstraktinin ve metanol fraksiyonunun metal selat aktiviteleri
literatiirdeki degerlerden daha diisiik oldugu belirlendi. Bunun nedeni, farkli

ekstraksiyon yontemi kullanildigindan kaynaklanmaktadir.

Kaska vd (2018) yaptiklar1 ¢alismada, N. cadmea’nin etanol, metanol, aseton ve
su ekstraktlarinin metal selat aktivitelerini sirasiyla %22.77+1.97, %25.77+2.14,
%36.86+2.96 ve %29.41£1.07 olarak bulmustur. Kaska vd (2019)’nin N. italica subsp.
cadmea’nin toprak tistii kisminin etanol:su (70:30; w/w) ve metanol:su (70:30; w:w)
ekstraktlarinin metal-selat aktivitelerini  %40.94+0.98 ve %45.36+0.83 olarak
belirlemistir. Sarikurkcu vd (2019) arastirmalarinda, N. cadmea ve N. nuda subsp.
glandulifera’nin toprak iistii kisminin metanol ekstraktlarinin metal-selat aktivitelerini
2.52+40.12 ve 1.41+0.58 mg EDTAE/g ekstrakt olarak gozlemlemistir. Tekin (2018)
yaptig1 calismada, N. congesta var. congesta’nin metanol ekstraktinin metal selat
aktivitesini 49.34+0.41 mg EDTAE/g ekstrakt olarak belirlemistir.

4.2.2. Enzim Inhibisyonlarinin Sonuglar

Enzim inhibisyonu, biyolojik sistemlerde kontrol mekanizmasi olusturdugundan
onemlidir. Inhibitdrler hem metabolik yollarm hem de enzim etki mekanizmalarinin

aydinlatilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Modern ilag tedavisinde iki ana simif
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biyolojik makromolekiilin  (G-proteinine bagli reseptorler ve enzimler)
tanimlanmasin1 hedeflemektedir (Birari ve Bhutani, 2007; Copeland vd, 2007
Feldhammer vd, 2013). Enzim inhibitorleri, enzimlerin inhibisyonunu gergeklestiren
molekiillerdir ve ilaglarin yarisin1 olusturmaktadir (Hopkins ve Groom, 2002). Bu
inhibitorler etki mekanizmalarina gore yarismali, yar1 yarismali ve yarismasiz olarak
siiflandirilmaktadir (Smith ve Simons, 2004). Enzim inhibitorleri doga da bulunur ve
metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alir (Aksu, 2018). Enzim inhibitorleri
metabolik, bulasici, kardiyovaskiiler, kanser ve noérolojik hastaliklar gibi pek ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan ¢esitli ilaglar sinifina dahil edilmistir (Copeland vd,
2007).

4.2.2.1. Ureaz inhibisyonlar1

Ureaz inhibisyonu indofenol yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak 630
nm’de Ol¢limiine dayanmaktadir (Zhang vd, 2006). Bu yontemde en etkili iireaz
inhibitorii olan tiyoiire standart olarak kullanildi ve sonu¢ bu standartla

karsilastirilarak verildi.

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin {ireaz
inhibisyonlar1 Tablo 4.15’de gosterildi. Ham ekstraktin iireaz inhibisyonlari
standartlarla karsilastirildiginda yiiksek aktiviteye sahip iken n-hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol fraksiyonlarini ise diisiik aktiviteye sahiptir. Ikinci fraksiyonlardan
n-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlariin aktiviteleri diisiik olarak
belirlendi. En yiiksek aktivite NBKFr4 (6.08+0.86 pug/mL) fraksiyonunda gozlendi.
Bu fraksiyonlarin diginda, NBKFr6 fraksiyonunun da aktiviteleri yiiksek olarak
kaydedildi. Saflastirilan iksorozit, apigenin, Molekiil L, g-sitosterol, daukosterol ve

ursolik asit molekiilleri yiiksek aktivite gosterdi.
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Tablo 4.15. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin iireaz inhibisyonlari

Ornek ve Standart Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL)
Ham Ekstrakt NBMK  4.95+0.002 NBMK 4.95+0.00? NBMK 4.95+0.00° NBMK 4.954+0.002
Birinci fraksiyonlar NBH - NBK 12.05+1.46¢ NBE 32.31+1.14"  NBM -
Ikinci fraksiyonlar NBHFrl 219.30+17.21° NBKFrl1 - NBEFr1;2 - NBMFrl -
NBHFr2 - NBKFr2 22.01+2.72° NBEFr3 - NBMFr2 190.57+0.00f
NBHFr3 - NBKFr3 - NBEFr4 90.02+0.000  NBMFr3 -
NBHFr4 - NBKFr4 6.08+0.86° NBEFr5 26.73+0.00¢ NBMFr4 -
NBHFr5 - NBKFr5 24.06+5.62F  NBEFr6 85.63+0.00'1  NBMFr5 -
NBHFr6 - NBKFr6 7.7840.55¢ NBEFr7 33.12+£0.00" NBMFr6 -
NBHFr7 - NBKFr7 - NBEFr8 33.96+1.20" NBMFr7 57.47+4.068
NBHFr8 - NBEFr9 15.63+3.60°  NBMFr8 185.92+6.57°
NBHFr9 - NBEFri0  123.05+2.18K
izolatlar p-sitosterol  7.89+0.02°¢ Ursolik asit  6.30+0.00° Daukosterol 6.85+0.05°
Apigenin  1.35£0.012  Iksorozit  7.01£0.00°
Molekiil L 8.04+0.02¢
Standart Madde Tiyoiire ~ 9.97+0.00° 9.97+0.00¢ 9.97+0.00° 9.97+0.00¢

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu
NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlaml bir farki géstermektedir (p<0.05)



Akdeniz vd (2020) yaptiklar1 ¢alismada N. heliotropifolia ve N. congesta subsp.
cryptantha’nin kok, sap, yaprak, ¢igek ve karisik kisminin etanol ekstraktlarinin lireaz
inhibisyonlarin1  bulamamistir. Fareed vd (2013) yaptiklart g¢alismada N.
praetervisa’nin topak iistii kisminin kloroform, etil asetat, metanol, su ve n-hekzan
ekstraktlarinin iireaz inhibisyon aktiviteleri sirasiyla %45.00, %68.00, %10.00,
%25.00 ve %30.00 olarak bulmustur. Tablo 4.15’de goriildiigii tizere, N. baytopii
bitkisinin kloroform fraksiyonunun inhibisyonu literatiirdekinin aksine daha yiiksek
bulundu. Bunun sebebi, ekstraksiyon yonteminin farklihigindandir. Adsiz (2018),
Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis etanol ekstraktindan izole edilen apigenin ve
f-sitosteroliin iireaz inhibisyonlarint belirleyememisken ursolik asidin 125.68 pg

tiyoiire esdegeri/mg ekstrakt olarak belirlemistir.
4.2.2.2. Asetilkolinesteraz inhibisyonlar

Asetilkolinesteraz (AChE) Ellman metodu kullanilarak sar1 renkli 5-tiyo-2-nitro
benzoat anyonunun spektrofotometrik olarak 412 nm’de 6l¢iimiine dayanmaktadir
(Ellman vd, 1961; Ozgelik vd, 2010). AChE inhibitdrii olan galantamin kullanildi ve

sonugclarla karsilastirilarak verildi.

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin AChE
inhibisyonlar1 Tablo 4.16’de gosterildi. Ham ekstraktin, n-hekzan, kloroform ve etil
asetat fraksiyonlarinin AChE inhibisyonlar1 standartla karsilastirildiginda diisiik
aktiviteye sahip oldugu belirlenirken metanol fraksiyonun ise yiiksek aktiviteye sahip
oldugu belirlendi. ikinci fraksiyonlardan n-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol
fraksiyonlarinin aktiviteleri diigiik olarak belirlendi. En yiiksek aktivite ise NBMFr6
(6.18+1.37 ng/mL) fraksiyonunda belirlendi. Bu fraksiyon disinda NBMFr3 ve
NBMEFr5 fraksiyonlarinin standartlardan ve ikinci fraksiyonlardan ytiksek aktiviteye
sahip oldugu gozlendi. Saflastirilan daukosterol ve iksorozitin aktiviteleri elde edildigi
fraksiyonlardan daha diigiiktiir. Buna ragmen, f-sitosterol ve ursolik asit
molekiillerinin  aktivitesi yiiksektir. Apigenin ve Molekiil L’nin aktivitesi

belirlenememistir.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol ve su/metanol
ekstraktlarinin AChE inhibisyonlarin1 3.97+0.32, 4.57+0.06, 3.65+0.11 ve 2.68+0.07
mg galantamin esdegeri (GALAE)/g olarak belirlemistir. Tablo 4.16’da goriildigi
tizere, N. baytopii bitkisinin metanol fraksiyonunun inhibisyonu literatiirdekinin
aksine daha yiiksektir. Bunun sebebi, ekstraksiyon yonteminin farkliligindandir.
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Tablo 4.16. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin AChE inhibisyonlar1

Ornek ve Standart Kodlar 1ICs0 (ng/mL) Kodlar  1Cso (ung/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL)
Ham Ekstrakt NBMK - NBMK - NBMK - NBMK -
Birinci fraksiyonlar NBH - NBK - NBE - NBM 18.50+1.31¢
ikinci fraksiyonlar NBHFrl - NBKFrl1 - NBEFr1;2 - NBMFrl -
NBHFr2 - NBKFr2 - NBEFr3 - NBMFr2 26.65+4.69"
NBHFr3 39.46+1.39% NBKFr3 - NBEFr4 - NBMFr3 7.48+0.13P
NBHFr4 - NBKFr4 - NBEFr5 - NBMFr4 60.90+3.59"
NBHFr5 3.48+0.67° NBKFr5 - NBEFr6 - NBMFr5 15.23+2.504
NBHFr6 - NBKFré - NBEFr7 - NBMFr6 6.18+1.372
NBHFr7 2.93+0.30P NBKFr7 - NBEFr8 - NBMFr7 27.56+3.40
NBHFr8 3.62+0.43¢ NBEFr9 - NBMFr8 38.32+1.13¢
NBHFr9 1.50+0.272 NBEFr10 -
izolatlar [-sitosterol 1.18+0.062 Ursolik asit  2.32+0.032 Daukosterol 12.02+1.41°¢
Apigenin - Iksorozit 19.06+0.51¢
Molekiill L -
Standart Madde Galantamin  38.47+0.00¢ 38.47+0.00° 38.47+0.00° 38.47+0.009

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakt, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform
fraksiyonu,NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin AChE inhibisyonlarini sirastyla
3.49+0.10, 3.14+0.14, 3.63+0.07, 3.22+0.13 mg GALAE/g ekstrakt ve yaprak
kismimnin ise 4.06+0.18, 3.42+0.09, 3.06+0.35, 4.06+0.13 mg GALAE/g ekstrakt

olarak hesaplamislardir.

Islam vd (2021), Wedelia chinensis metanol ekstraktinin etil asetat
fraksiyonundan izole edilen apigeninin AChE inhibisyonunun ICso degerini
38.47+0.32 uM olarak bildirmistir. Adsiz (2018) yatiklar1 arastirmada, Salvia cerino-
pruinosa var. elazigensis etanol ekstraktindan izole edilen apigenin ve f-sitosteroliin
AChE inhibisyonlarini1 belirleyememisken ursolik asidin yiizde olarak hesapladiktan
sonraki ICsg degerini 49.89 olarak belirlemistir.

Akramov vd (2020), Lagochilus gypsaceus toprak tistii kisminin metanol
ekstraktindan izole edilen p-sitosteroliin  AChE inhibisyonunu 0.86+0.01 mg
GALAE/g olarak bulmustur. Balaei-Kahnamoei vd (2021), Lawsonia inermis L.
metanol ekstraktindan izole edilen S-sitosteroliin AChE inhibisyonunun 1Cso degerini
>100 uM olarak kaydetmistir. Ayaz vd (2017) yaptiklari arastirmada, P. hydropiper
L.’dan izole edilen f-sitosteroliin AChE inhibisyonunun ICsg degerini 55.00 pg/mL
olarak bulmustur. Tablo 4.16°da goriildiigii izere, f-sitosteroliin literatiirdeki degerden
daha ytliksek AChE inhibisyonuna sahip oldugu bulundu. Bunun nedeni, igerisinde az
miktarda da olsa yapisinin benzer oldugu ikinci bir molekiilin bulunmasindan

kaynaklanmaktadir.

Bahadori vd (2016) yaptiklar1 ¢alismada, Salvia syriaca L. aseton ekstraktinin
n-hekzan-etil asetat gradiyent sistemine gore elde edilen Fr15°den saflastirilan
daukosteroliin, Fr9’dan saflastirilan f-sitosteroliin ve Fr7’den saflastirilan ursolik
asidin AChE inhibisyonlarinin ICso degerlerini 34.30+0.30, 24.10+0.70 ve 46.30+1.20
ug/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.16’da goriildiigi tizere, daukosterol, g-sitosterol
ve ursolik asidin aktiviteleri literatiirdeki degerlerden daha yiiksek olarak belirlendi.
Bunun nedeni, icerisinde az miktarda da olsa safsizlik icermesinden

kaynaklanmaktadir.

Mangmool vd (2021) yaptiklari ¢aligmada, Syzgium antisepticum n-hekzan, etil
asetat ve metanol ekstraktlarmin 50 pug/mL konsantrasyonlarmin ve etil asetat
ekstraktindan elde edilen Fr14’den saflastirilan daukosteroliin ve Fr3’den saflastirilan
ursolik asidin 100 ng/mL konsantrasyonunun AChE inhibisyonlarini n-hekzan igin ve
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etil asetat icin belirleyememis, metanol ig¢in %61.90+0.08, daukosterol igin
9%5.53+1.47 ve ursolik asit i¢in %73.39+£1.32 olarak belirlemistir.

Kolak vd (2009) yaptiklar1 arastirmada, Salvia poculata toprak {istii kisminin
metanol ekstraktindan izole edilen f-sitosterol ve ursolik asidin 200 uM derisiminin
AChE inhibisyonlarini aktivite belirlenememis ve %54.26+0.21 olarak belirlemistir.
Yilmaz vd (2012), N. obtusicrena toprak iistii kisminin metanol ve diklorometan
ekstraktlarmin AChE inhibisyonlarini sirasiyla %66.70+0.70 ve %55.90+1.20 ve
diklorometan ekstraktindan izole edilen ursolik asidin AChE inhibisyonunun ICsg
degerini 39.19 pug/mL olarak belirlemistir. Yilmaz vd (2016), N. obtusicrena toprak
tistii kisminin diklorometan ve metanol ekstraktlarinin AChE inhibisyonlarini sirasiyla
%71.03 ve %73.59 ve diklorometan ekstraktindan izole edilen ursolik asidin ise 1Cso
degerini 36.09 ug/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.16’da goriildiigii tizere, ursolik
asidin AChE inhibisyonu literatiirdeki degerden daha yiiksek olarak kaydedildi. Bunun

nedeni, igerisinde az miktarda da olsa safsizlik icermesinden kaynaklanmaktadir.

Yilmaz (2011)’nin N. sorgerae ve N. obstusicrena tiirlerinin diklorometan ve
metanol ekstraktlarinin AChE inhibisyonlarini sirasiyla %40.43, %23.14, %20.10 ve
%25.16 olarak belirlemistir. Sarikurkcu vd (2019) arastirmalarinda, N. cadmea ve N.
nuda subsp. glandulifera’nin toprak dstii kismimin metanol ekstraktinin AChE
inhibisyonlar1 1.354+0.02 ve 1.264+0.01 mg GALAE/g ekstrakt olarak gozlemlemistir.
Tekin (2018), N. congesta var. congesta'nin metanol ekstraktinin AChE inhibisyonunu
2.69+0.03 mg GALAE/g ekstrakt olarak gozlemlemistir.

4.2.2.3. Biitirilkoliesteraz Inhibisyonlar

Biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyonu Ellman metodu kullanilarak
spektrofotometrik olarak 412 nm’de Ol¢limiine dayanmaktadir (Ellman vd, 1961,
Ozgelik vd, 2010). BChE inhibitérii olan galantamin standard1 kullanildi ve sonug bu

standartla karsilastirilarak verildi.

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin BChE
inhibisyonlar1 Tablo 4.17°de gosterildi. Ham ekstraktin ve etil asetat fraksiyonu BChE
inhibisyonlar1 standartla karsilastirildiginda diisiikk aktivite gosterirken n-hekzan,
kloroform ve metanol fraksiyonlari ise yiiksek aktivite gosterdi. ikinci fraksiyonlardan
n-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin aktiviteleri yiiksektir ve
en yiiksek aktivite ise NBHFr4 (1.86+£1.22 ug/mL), NBKFr7 (2.36+0.19 pg/mL),
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NBEFr7 (1.03+£0.03 pg/mL) ve NBMFr8 (1.16+0.00 pg/mL) fraksiyonlarinda
belirlendi. Ayrica, NBHFr8, NBHFr6, NBKFr3, NBKFrl, NBEFr4, NBEFr9,
NBMFr7 ve NBMFr3 fraksiyonlarmin aktiviteleri standartlardan ve ikinci
fraksiyonlardan daha yiiksek olarak belirlendi. Saflastirilan ursolik asit, apigenin,
Molekiil L ve daukosteroliin aktiviteleri elde edildigi fraksiyonlardan daha diisiik iken

S-sitosterol ve iksorozit molekiillerinin aktivitesi yiiksektir.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat ve metanol ekstraktlarinin
BChE inhibisyonlarim1 6.93+1.14, 10.85+0.73 ve 2.98+0.46 mg GALAE/g olarak
belirlemistir. Tablo 4.17°de gorildugi tlizere, N. baytopii bitkisinin n-hekzan
fraksiyonunun inhibisyonu literatiirdekinin aksine daha yiiksektir. Bunun sebebi,

ekstraksiyon yonteminin farkliligindandir.

Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢i¢ek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarnin BChE inhibisyonlarini sirasiyla
0.77+0.05, 2.38+0.06, 1.94+0.08, 2.44+0.10 mg GALAE/g ekstrakt ve yaprak
kisminin ise 2.22+0.25, 2.63+0.23, 3.67+0.48, 3.99+0.20 mg GALAE/g ekstrakt

olarak hesaplamislardir.

Islam vd (2021), Wedelia chinensis metanol ekstraktinin etil asetat
fraksiyonundan izole edilen apigeninin BChE inhibisyonunun ICso degerini
36.33+0.38 uM olarak bildirmistir.

Adsiz (2018), Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis etanol ekstraktindan izole
edilen g-sitosteroliin BChE inhibisyonlarmi belirleyememisken apigenin ve ursolik
asidi yiizde olarak hesapladiktan sonraki ICso degerini 16.45 ve 32.34 olarak
belirlemistir. Akramov vd (2020), Lagochilus gypsaceus toprak tistii kisminin metanol
ekstraktindan izole edilen p-sitosterolin BChE inhibisyonunu 1.38+0.15 mg
GALAE/g olarak bulmustur. Balaei-Kahnamoei vd (2021), Lawsonia inermis L.
metanol ekstraktindan izole edilen f-sitosteroliin BChE inhibisyonunun ICso degerini
>100 uM olarak kaydetmistir. Ayaz vd (2017) yaptiklar1 arastirmada, P. hydropiper
L.’dan izole edilen f-sitosteroliin BChE inhibisyonunun ICso degerini 50.00 pg/mL
olarak bulmustur. Tablo 4.17’de goriildiigii lizere, p-sitosteroliin literatiirdeki
degerlerden daha yiiksek BChE inhibisyonuna sahip oldugu bulundu. Bunun sebebi,
molekiiliin igerisinde az miktarda da olsa yapisinin benzer oldugu ikinci bir molekiil

bulunmaktadir.
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Tablo 4.17. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin BChE inhibisyonlari

Ornek ve Standart Kodlar I1Cso0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cso0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL)
Ham Ekstrakt NBMK - NBMK - NBMK - NBMK -
Birinci fraksiyonlar NBH 8.17+0.00° NBK 11.02+0.00¢  NBE 54.60+0.009 NBM 21.14+1.49¢
Ikinci fraksiyonlar NBHFrl 9.50+0.67f NBKFrl 3.82+1.29%  NBEFr1;2  2.44+0.39¢ NBMFrl -
NBHFr2 - NBKFr2 4.57+1.67° NBEFr3 1.72+£0.52%¢  NBMFr2 -
NBHFr3 - NBKFr3 3.69+0.52P NBEFr4 1.11+0.162 NBMFr3 1.25+0.56%
NBHFr4 1.86+1.222 NBKFr4 - NBEFr5 1.36£0.022>  NBMFr4 2.15+0.29°¢
NBHFr5 - NBKFr5 - NBEFr6 1.35£0.00%  NBMFr5 -
NBHFr6 4.32+0.23¢ NBKFr6 - NBEFr7 1.03+£0.032 NBMFr6 1.33£0.16%
NBHFr7 8.03+0.19¢ NBKFr7 2.36+0.192 NBEFr8 1.97£0.01  NBMFr7 1.21+0.302
NBHFr8 2.94+0.31b¢ NBEFr9 1.31£0.00®  NBMFr8 1.16+0.002
NBHFr9 2.01+0.10% NBEFr10 -
izolatlar p-sitosterol  3.49+0.00>  Ursolik asit 26.92+0.277  Daukosterol 9.65+0.06¢
Apigenin  2.83£0.03¢  Iksorozit  9.90:+0.58¢
Molekil L -
Standart Madde Galantamin  22.2040.009 22.20+0.00° 22.20+0.00¢ 22.20+0.00¢

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu,
NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



Kolak vd (2009) yaptiklar1 arastirmada, Salvia poculata toprak tistii kisminin
metanol ekstraktindan izole edilen g-sitosterol ve ursolik asidin 200 uM derisiminin
BChE inhibisyonlarm1 %11.04+0.88 ve %70.80+0.17 olarak belirlemistir. Yilmaz
(2011) yaptig1 calismada, N. sorgerae ve N. obstusicrena tiirlerinin diklorometan ve
metanol ekstraktlarinin BChE inhibisyonlar1 sirasiyla %45.62, %20.35, %19.54 ve
%19.37 olarak belirlemistir. Sarikurkcu vd (2019) arastirmalarinda, N. cadmea ve N.
nuda subsp. glandulifera’nin toprak {isti kisminin metanol ekstraktinin BChE
inhibisyonlar1 bulunamamustir. Tekin (2018)’nin N. congesta var. congesta' nin
metanol ekstraktinin BChE inhibisyonlar1 2.99+0.70 mg GALAE/g ekstrakt olarak

gozlemlemistir.
4.2.2.4. Karbonik Anhidraz inhibisyonlar

Karbonik anhidraz (KA) inhibisyonu renksiz p-nitrofenil asetatin sar1 renkli p-
nitrofenole doniisiimiiniin  spektrofotometrik olarak 400 nm’ de Jlgiimiine
dayanmaktadir (Chanda vd, 2019). KA inhibitorii olan asetazolamid standart olarak
kullanildi.

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin KA
inhibisyonlar1 Tablo 4.18’de gosterildi. Ham ekstraktin ve n-hekzan, kloroform etil
asetat ve metanol fraksiyonlarin KA inhibisyonlar1 standartla karsilastirildiginda
diisiik aktivite gosterdi. Ikinci fraksiyonlardan n-hekzan, kloroform, etil asetat ve
metanol fraksiyonlarinin aktiviteleri de diisliktiir. NBHFr9, NBKFr6, NBEFr4 ve
NBMFr2 fraksiyonlarinin aktiviteleri ikinci fraksiyonlardan daha yiiksek olarak
belirlendi. Saflastirilan ursolik asit ve iksorozit aktiviteleri elde edildigi
fraksiyonlardan daha diisiik iken apigenin, S-sitosterol, Molekiil L ve daukosteroliin

molekiillerinin aktivitesi yliksektir.
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Tablo 4.18. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin KA inhibisyonlart

Ornek ve Standart Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar I1Cs0 (ug/mL) Kodlar I1Cs0 (ng/mL)

Ham Ekstrakt NBMK 12.50+£0.40¢ NBMK 12.50+0.40¢° NBMK 12.50+£0.40° NBMK 12.50+0.401

Birinci fraksiyonlar NBH 13.38+0.91¢ NBK 6.09+0.23¢  NBE 22.37+£1.429 NBM 34.16+0.29"

ikinci fraksiyonlar NBHFrl 11.08+0.21¢ NBKFrl 10.71£0.819 NBEFr1;2 60.31+0.30)  NBMFr1 12.20+0.824
NBHFr2 18.14+0.317  NBKFr2 14.78+0.61° NBEFr3 35.57+0.85"  NBMFI2 5.85+0.60°¢
NBHFr3 39.96+0.329  NBKFr3 13.84+1.04° NBEFr4 2.38+0.08P NBMFr3 26.91+1.409
NBHFr4 165.14+4.461  NBKFr4 22.94+0.20° NBEFI5 5.81+0.014 NBMFr4 13.15+0.57¢
NBHFr5 50.19+2.70¢  NBKFr5 11.20£0.829 NBEFr6 4.46+0.13¢ NBMFr5 33.56+2.12¢
NBHFr6 91.19+2.32"  NBKFr6 5.88+0.17°¢ NBEFr7 94.94+2.64° NBMFr6 86.47+0.38]
NBHFr7 14.84+2.12¢  NBKFr7 6.59+0.65°¢ NBEFr8 22.8940.009 NBMFr7 20.25+0.80f
NBHFr8 119.37+4.51 NBEFr9 20.09+0.21F  NBMFr8 30.53+1.229
NBHFr9 7.33+0.03° NBEFr10 57.81+£1.321

izolatlar p-sitosterol  1.55+£0.002  Ursolik asit ~ 83.10+1.11%  Daukosterol ~ 3.76+0.13°

Apigenin 22.04+£0.599  ksorozit 39.30+4.40"N
Molekiil L 1.80+0.202

Standart Madde Asetazolamid 2.35+0.062 2.35+0.06° 2.35+0.06° 2.35+0.06%

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, NBE:
N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkl harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



4.2.2.5. a-Amilaz Inhibisyonlar

a-amilaz inhibisyonu nisasta ile olusan kompleksin HCI ile pargalanarak iyot-
potasyum iyodiir karisiminin eklenmesi sonucunda olugan mavi-mor renkli bilesiginin
spektrofotometrik olarak 620 nm’de 6lglimiine dayanmaktadir (Ercan ve El, 2016; Koh
vd, 2010; Yang vd, 2012). a-amilaz inhibitorii olan akarboz kullanildi ve sonug bu

standart ile karsilastirilarak verildi.

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin a-amilaz
inhibisyonlar1 Tablo 4.19°da gosterildi. Ham ekstraktin, n-hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol fraksiyonlariin  a-amilaz  inhibisyonlar1  standartla
karsilastinldiginda diisiik aktivite gosterdi. Ikinci fraksiyonlarmm aktiviteleri ise
yiiksek olarak belirlendi ve en yiiksek aktivite ise NBHFr4 (1.48+0.09 pg/mL),
NBKFr2 (1.12+0.10 pg/mL), NBEFr7 (1.03+0.03 pg/mL) ve NBMFr3 (2.61+0.32
ug/mL) fraksiyonlarinda belirlendi. Ek olarak, NBHFr8, NBHFr7, NBKFr3, NBKFr1,
NBEFr4, NBEFr9, NBMFr5 ve NBMFr4 fraksiyonlarinin aktiviteleri ise
standartlardan ve ikinci fraksiyonlardan daha yiiksek olarak kaydedildi. Saflastirilan
p-sitosterol, ursolik asit, apigenin, Molekiil L, iksorozit ve daukosteroliin aktiviteleri

elde edildigi fraksiyonlardan daha disiiktiir.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarinin a-amilaz inhibisyonlarmi 0.66+0.01, 0.84+0.02, 0.67+0.02, 0.50+0.01
ve 0.10+0.01 mmol akarboz esdegeri (ACAE)/g olarak belirlemistir. Tablo 4.19°da
gorildiigii tizere, N. baytopii bitkisinin kloroform fraksiyonunun inhibisyonu
literatiirdekinin aksine daha yiiksektir. Bunun sebebi, ekstraksiyon yonteminin

farkliligindan ve sekonder metabolit igeriginden kaynakli olabilir.

Tiji vd (2021), Nigella sativa n-hekzan ekstraktindan izole edilen apigeninin a-

amilaz inhibisyonunun 1Cso degerini 13.91+2.79 uM olarak tespit etmistir.

Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin o-amilaz inhibisyonlarini sirasiyla
0.47+0.009, 0.55+0.010, 0.61+0.031, 0.67+0.016 mmol ACAE/g ekstrakt ve yaprak
kisminin ise 0.48+0.019, 0.644+0.006, 0.57+0.032, 0.67+0.013 mmol ACAE/g ekstrakt

olarak hesaplamislardir.
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Tablo 4.19. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin a-amilaz inhibisyonlar

Ornek ve Standart Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ug/mL) Kodlar I1Cs0 (ug/mL)
Ham Ekstrakt NBMK 101.39+0.45" NBMK 101.39+0.45" NBMK 101.39+0.45' NBMK 101.39+0.45k
Birinci fraksiyonlar NBH 48.04+0.64 NBK 31.29+1.09F NBE 75.68+0.511  NBM 64.62£0.01'
ikinci fraksiyonlar NBHFrl 20.23+0.20° NBKFrl 2.55+0.24° NBEFr1;2 1.88+0.19®  NBMFrl -
NBHFr2 13.91+2.45% NBKFr2 1.12+0.102 NBEFr3 1.07+0.012 NBMFr2 10.12+0.08¢
NBHFr3 12.50+0.85¢ NBKFr3 3.40+0.01¢ NBEFr4 6.02+0.00¢ NBMFr3 2.61+0.322
NBHFr4  1.48+0.092 NBKFr4 - NBEFr5 5.17+0.109 NBMFr4 7.97+0.28°¢
NBHFr5 - NBKFr5 - NBEFr6 8.5240.09" NBMFr5 5.95+0.14°
NBHFr6 - NBKFr6 12.88+0.00¢ NBEFr7 8.36+0.40f NBMFr6 40.17+1.03"
NBHFr7  11.54+0.72¢ NBKFr7 39.41+1.119 NBEFr8 29.89+0.17"  NBMFr7 17.62+0.47¢
NBHFr8 5.09+0.01° NBEFr9 3.68+0.08°¢ NBMFr8 33.97+0.499
NBHFr9 - NBEFri0  17.22+0.189
izolatlar p-sitosterol  116.16+0.00'  Ursolik asit 81.97+3.73%  Daukosterol ~ 74.23+3.04i
Apigenin  16.37£1.619  iksorozit 16.87+0.08¢
Molekiil L 152.04+£1.09™
Standart Madde ~ Akarboz  25.9340.16f 25.93+0.16° 25.93+0.16" 25.93+0.16

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform

fraksiyonu, NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



Quek vd (2021) yaptiklar1 arastirmada, M. latifolia kabugunun n-hekzan
ekstraktinin  kloroform fraksiyonundan izole edilen f-sitosterolin o-amilaz
inhibisyonunun ICso degerini 154.40+15.80 pg/mL olarak hesaplamistir. Tablo
4.19°da goriildiigii iizere, NBKFr3 fraksiyonundan saflastirilan p-sitosteroliin o-
amilaz inhibisyonu literatiirdeki degerden daha yiiksek olarak gézlendi. Sheng vd
(2017), Musa spp. ¢igeginden izole edilen S-sitosteroliin a-amilaz inhibisyonunun ICso
degerini 52.55 pg/mL olarak belirlemistir. Akramov vd (2020)’nin yaptiklari
calismada, Lagochilus gypsaceus toprak {istii kisminin metanol ekstraktindan izole
edilen p-sitosteroliin o-amilaz inhibisyonunu 0.21+0.01 mmol ACAE/g olarak
bulmustur. Torres-Naranjo vd (2016), Muehlenbeckia tamnifolia n-hekzan
ekstraktindan izole edilen S-sitosteroliin a-amilaz inhibisyonunu bulamamistir. Tablo
4.19’da goriildiigi tlizere, f-sitosteroliin literatiirdeki degerden daha diisiik a-amilaz
inhibisyonuna sahip oldugu tespit edildi. Bunun sebebinin az miktarda icerdigi

safsizliktan kaynaklanmaktadir.

Dehghan vd (2018) yaptiklari ¢alismada, Rheum turkestanicum etil asetat
ekstraktinin kloroform-metanol gradiyent sistemine gore elde edilen Fr9 dan
saflastirilan daukosteroliin a-amilaz inhibisyonlar1 Fr9 igin %91.10+2.10, daukosterol
i¢cin 46.40+1.50 uM olarak belirlemistir.

Malik vd (2018) yaptiklar1 caligmada, N. cataria’nin etanol, metanol ve su
ekstraktlarinin a-amilaz inhibisyonlar1 sirasiyla %29.37+1.45, %52.03+0.71 ve
%16.59£1.79 olarak goézlemlemistir. Sarikurkcu vd (2019) arastirmalarinda, N.
cadmea ve N. nuda subsp. glandulifera’nin toprak {istii kismimin metanol
ekstraktlarmin a-amilaz inhibisyonlari sirasiyla 0.24+0.01 mg ACAE/g ekstrakt ve
0.36+£0.01 mg ACAE/g ekstrakt olarak bulmustur. Tekin (2018) yaptig1 caligmada, N.
congesta var. congesta'nin metanol ekstraktinin a-amilaz inhibisyonunu 0.36+0.04 mg

ACAE/g ekstrakt olarak gozlemlemistir.
4.2.2.6. a-Glikozidaz Inhibisyonlar

a-glikozidaz inhibisyonu 4-p-nitrofenil a-D-glikopiranozid (PNPG) metodu
kullanilarak olusan sar1 renkli bilesigin spektrofotometrik olarak 410 nm’de dlglimiine
dayanmaktadir (Mayur vd, 2010; Sancheti vd, 2010). a-glikozidaz inhibitorii olan

akarboz standart olarak kullanildi ve sonug¢ bu standartla karsilastirilarak verildi.
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N. baytopii ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin o-
glikozidaz inhibisyonlar1 Tablo 4.20’de gosterildi. Ham ekstraktin, n-hekzan,
kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin ve ikinci fraksiyonlarin a-glikozidaz
inhibisyonlar:1 standartla karsilastirildiginda diisiik aktivite gosterdi. Saflastirilan /-
sitosterol, ursolik asit, apigenin ve daukosteroliin aktiviteleri elde edildigi
fraksiyonlardan daha diisiiktiir. Buna ragmen, Molekiil L ve iksorozitin aktivitesi ise

yiiksektir.

Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarinin  a-glikozidaz inhibisyonlarim1  7.87+0.02, 7.76+0.01, 8.15+0.08,
0.61£0.04 ve 1.06+0.09 mmol ACAE/g olarak belirlemistir. Tablo 4.20’de goriildigii
tizere, N. baytopii bitkisinin kloroform fraksiyonunun inhibisyonu daha yiiksektir.

Bunun sebebi, ekstraksiyon yonteminin farkliligindandir.

Mustafa vd (2023) yaptiklar1 arastirmada, N. leucolaena ¢i¢ek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin o-glikozidaz inhibisyonlarini
sirastyla 0.02+0.004, 1.07+0.004, 0.94+0.006, 1.08+0.006 mmol ACAE/qg ekstrakt ve
yaprak kisminin ise 0.72+0.004, 1.04+0.012, 0.96+0.009, 1.05+£0.019 mmol ACAE/g

ekstrakt olarak hesaplamiglardir.

Sarikurkcu vd (2019) yaptiklar1 ¢alismada, N. cadmea ve N. nuda subsp.
glandulifera’nin  toprak {isti kismmin metanol ekstraktinin  a-glikozidaz
inhibisyonlarint sirasiyla  2.02+0.01 ve 3.67+£0.02 mg ACAE/g ekstrakt olarak
bulmustur. Tekin (2018) arastirmasinda, N. congesta var. congesta' nin metanol
ekstraktinin a-glikozidaz inhibisyonunu 0.67+0.02 mg ACAE/g ekstrakt olarak

gbzlemlemistir.

Zeng vd (2016), apigeninin a-glikozidaz inhibisyonunun ICso degerini
10.50+0.05 umol/L olarak bulmustur. Anh vd (2021) yaptiklari ¢alismada, Polysicas
guilfoylei etanol ekstraktinin diklorometan fraksiyonundan saflastirilan S-sitosterol ve
daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonlarimi1 diklorometan i¢in 32.00 pg/mL,
daukosterol i¢in 1.00 pg/mL ve g-sitosterol igin 1.49 pg/mL olarak belirlemistir. Tablo
4.20’de goriildigii iizere, apigeninin a-glikozidaz inhibisyonu ise belirlenememistir.
Bunun yani sira, S-sitosterol ve daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonlari literatiirdeki

degerlerden daha diisiik olarak belirlendi.
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Tablo 4.20. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin a-glikozidaz inhibisyonlari

Ornek ve Standart Kodlar  1Cso (ug/mL) Kodlar I1Cs0 (ng/mL) Kodlar I1Cs0 (ng/mL) Kodlar I1Cs0 (ng/mL)
Ham Ekstrakt NBMK  41.30+£0.43¢ NBMK 41.30+0.43'" NBMK 41.30+0.43F NBMK 41.30+0.43f
Birinci fraksiyonlar NBH 27.81£0.02> NBK 21.36+0.34> NBE 91.76+0.33k  NBM 46.26+0.869
ikinci fraksiyonlar NBHFrl  191.09+0.000 NBKFrl 31.58+0.209 NBEFr1;2 36.27+0.05° NBMFrl 106.75+5.931
NBHFr2 111.43+1.05" NBKFr2 27.08+0.28° NBEFr3 87.39+1.36  NBMFr2 23.65+1.91¢
NBHFr3 128.16+0.87" NBKFr3 35.29+0.06° NBEFr4 80.53+4.321  NBMFr3 75.02+1.87
NBHFr4 319.21+1.10k NBKFr4 39.66+0.08" NBEFr5 101.92+0.99' NBMFr4 22.02+0.25¢
NBHFr5 43.36+0.06° NBKFr5 33.01+0.29¢ NBEFr6 65.93+0.149 NBMFr5 59.56+2.54"
NBHFr6  53.534+0.07¢ NBKFr6 39.07+0.21"  NBEFr7 - NBMFr6 639.77+0.00'
NBHFr7  42.54+0.00° NBKFr7 36.87+0.39% NBEFr8 33.02+0.57¢  NBMFr7 27.29+0.268
NBHFr8  42.86+0.03° NBEFr9 73.78+1.15"  NBMFr8 3.90+0.102
NBHFr9  31.85+0.20° NBEFr10  25.19+0.74°
izolatlar p-sitosterol  113.90+2.821  Ursolik asit 74.19+0.05"  Daukosterol 125.57+0.09%
Apigenin - Iksorozit ~ 4.11+0.362
Molekiil L 22.48+0.40°
Standart Madde ~ Akarboz  13.50+0.04% 13.50+0.04° 13.50+0.042 13.50+0.04°

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii

n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform
fraksiyonu, NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



Akramov vd (2020), Lagochilus gypsaceus toprak tistii kisminin metanol
ekstraktindan izole edilen f-sitosteroliin a-glikozidaz inhibisyonunu 14.69+0.15 mmol
ACAE/g olarak bulmustur. Torres-Naranjo vd (2016), Muehlenbeckia tamnifolia n-
hekzan ekstraktindan izole edilen p-sitosteroliin o-glikozidaz inhibisyonunu
bulamamustir. Sheng vd (2017), Musa spp. ¢iceginden izole edilen S-sitosteroliin a-
glikozidaz inhibisyonunun ICso degerini 283.67 ug/mL olarak belirlemistir. Tablo
4.20°de goriildiigii iizere, p-sitosteroliin literatiirdeki degerden daha yiiksek a-
glikozidaz inhibisyonuna sahip oldugu tespit edildi. Bunun sebebi, az miktarda da olsa

safsizlik icermesinden kaynaklanmaktadir.

Gu vd (2021) yaptiklar1 ¢alismada, Eleocharis dulcis metanol ekstraktinin n-
biitanol fraksiyonundan elde edilen Fr3 ve Fr4 den saflastirilan daukosteroliin a-
glikozidaz inhibisyonlarimi 5.67+0.14 pg/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.20°de
gorildigii tizere, daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonu literatiirdeki degerden daha

diisiik olarak belirlendi.

Numonov vd (2017) yaptiklar1 ¢aligmada, Gernium collinum su, %30 etanol,
%350 etanol, %70 etanol ve %100 etanol ekstraktlarinin ve %50 etanol ekstraktindan
elde edilen Fr6’dan saflastirilan daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonlarini incelemis
ve su i¢in 0.11£0.01 ug/mL, %30 etanol i¢in 0.10+£0.01 ug/mL, %50 etanol igin
0.07£0.01 pg/mL, %70 etanol igin 0.09+0.01 ug/mL, %2100 etanol i¢in 1.98+0.21
ug/mL ve daukosterol i¢in 30.19+1.56 ug/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.20.’de
goriildiigii tizere, daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonu literatiirdeki degerlerden
daha yiiksek olarak belirlendi. Bunun sebebi, az miktarda da olsa safsizlik
icermesinden kaynaklanmaktadir. Nyemb vd (2018), Cissus populnea kok kisminin
metanol ekstraktindan izole edilen daukostreoliin a-glikozidaz inhibisyonunu %28.32

olarak bulmustur.

Sheng vd (2014) yaptiklar1 ¢alismada, Musa spp. (Baxijiao) etanol ekstraktinin
petrol eteri, n-biitanol, etil asetat ve su fraksiyonlarinin, petrol eteri fraksiyonunun Fr5
den saflastirilan pg-sitosteroliin ve etil asetat fraksiyonunun Fr4 den saflastirilan
daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonlarmi arastirmis ve etanol ekstraktr igin
343.09+4.35 pg/mL, petrol eteri igin 788.36+19.12 pg/mL, etil asetat igin
1877.77+12.53 pg/mL, p-sitosterol i¢in 283.67 pug/mL ve daukosterol i¢in 247.35
ug/mL olarak belirlemistir. Tablo 4.20°de goriildiigii iizere, p-sitosterol ve

daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyon aktivitesi literatiirdeki degerlerden daha yiiksek
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olarak belirlendi. Bunun sebebi, az miktarda da olsa safsizlik igermesinden

kaynaklanmis olabilir.

Dehghan vd (2018) yaptiklart ¢alismada, Rheum turkestanicum etil asetat
ekstraktinin  kloroform-metanol gradiyent sistemine gore elde edilen Fr9’dan
saflastirilan daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonlarini Fr9 i¢in %67.20+£0.70 ve

daukosterol i¢in 17.00+1.00 uM olarak belirlemistir.

Liu vd (2021b) yaptiklar1 ¢aligmada, Elscholtzia rugulosa Hemsl. etanol
ekstraktinin etil asetat ve n-biitanol fraksiyonlarinin ve etil asetat fraksiyonundan
saflastirilan f-daukosteroliin a-glikozidaz inhibisyonlarini, etil asetat i¢in 7.05+0.63
ug/mL, n-biitanol i¢in 20.47+3.88 ug/mL ve f-daukosterol i¢in 18.344+4.19 uM olarak

belirlemistir.

Ha vd (2022), Tecoma stans metanol ekstraktindan izole edilen ursolik asidin a-
glikozidaz inhibisyonunun ICsp degerini 39.20+£0.60 uM olarak bulmustur. Salah El
Dine vd (2014) yaptiklar1 ¢alismada, Punica granatum L. ¢icek kisminin metanol
ekstraktindan izole edilen apigenin, f-sitosterol ve ursolik asidin a-glikozidaz
inhibisyonlarinin ICso degerlerini sirasiyla >100 pg/mL, >100 pg/mL ve 17.74 ng/mL

olarak hesaplamistir.

Wu vd (2014), ursolik asidin a-glikozidaz inhibisyonunun ICso degerini
5.04+0.80 uM olarak bulmustur. Wu vd (2017a) yaptiklar arastirmada, ursolik asidin
a-glikozidaz inhibisyonunun ICsg degerini 5.80+0.70 uM olarak belirlemistir. Ding vd
(2017) yaptiklar1 ¢alismada, ursolik asidin a-glikozidaz inhibisyonunun 1Cso degerini
16.90+0.30 uM olarak belirlemistir.

4.2.2.7. Lipaz inhibisyonlar

Lipaz inhibisyonu p-nitrofenil oktanoatin p-nitrofenole doniisiimiiniin
spektrofotometrik olarak 410 nm’de Ol¢limiine dayanmaktadir (Trentin vd, 2020).
Lipaz inhibitorii olan orlistat olarak kullanildi ve sonug bu standartla karsilastirilarak

verildi.
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Tablo 4.21. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin lipaz inhibisyonlari

Ornek ve Standart  Kodlar  ICso (ug/mL) Kodlar  ICso (ng/mL) Kodlar I1Cs0 (ug/mL) Kodlar I1Cs0 (ug/mL)
Ham Ekstrakt NBMK  8.15£0.28"  NBMK  8.15£0.289  NBMK 8.15+0.289  NBMK 8.15+0.28f
Birinci fraksiyonlar NBH 5.03+0.11¢ NBK 4.06+0.18¢ NBE 7.08+0.58f NBM 5.03+0.434
ikinci fraksiyonlar ~ NBHFrl 19.80+0.40" NBKFrl 4.77+0.14¢ NBEFr1;2  4.87+0.48¢ NBMFrl 19.52+2.75
NBHFr2 4.61+0.18%¢  NBKFr2 - NBEFr3 3.57+0.58P NBMFr2 4.48+0.00°¢

NBHFr3  9.04+0.649 NBKFr3  4.53+0.19¢ NBEFr4 6.54+0.69¢ NBMFr3 2.76+0.002
NBHFr4 2.29+0.24% NBKFr4 6.45+0.01f NBEFr5 6.35+0.25¢ NBMFr4 5.48+0.261
NBHFr5 1.98+0.352 NBKFr5  3.0240.43° NBEFr6 8.60+0.619 NBMFr5 4.98+0.70°
NBHFr6 3.98+0.34* NBKFré 5.62+0.02¢ NBEFr7 2.86+0.072 NBMFr6 3.38+0.08°
NBHFr7  2.01+0.202 NBKFr7  0.78+0.042 NBEFr8 4.22+0.244 NBMFr7 4.71+0.53¢

NBHFr8 2.66+0.22% NBEFr9 3.93+0.13°¢ NBMFr8 3.49+0.06P
NBHFr9  3.36+0.00%* NBEFri0  3.70+0.22°
izolatlar p-sitosterol 17.64+0.28"  Ursolik asit 28.54+2.021  Daukosterol 10.47+0.029

Apigenin  8.85+0.009  iksorozit  11.98+0.29"

Molekiil L 23.39+2.31"
Standart Madde Orlistat ~ 6.30+1.01° 6.30+1.01° 6.30+1.01°¢ 6.30+1.01¢
NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform
fraksiyonu, NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin lipaz
inhibisyonlar1 Tablo 4.21°de gosterildi. Ham ekstraktin ve etil asetat fraksiyonu lipaz
inhibisyonlar1 standartla karsilastirildiginda diisiikk aktivite gosterirken n-hekzan,
kloroform ve metanol fraksiyonlari ise yiiksek aktivite gdsterdi. ikinci fraksiyonlardan
kloroform fraksiyonunun aktivitesinin disiik, n-hekzan, etil asetat ve metanol
fraksiyonlarinin aktiviteleri ise yiiksektir. En ytiksek aktivite ise NBHFr5 (1.98+0.35
ug/mL), NBKFr7 (0.78+0.04 pg/mL), NBEFr7 (2.86+0.07 ug/mL) ve NBMFr3
(2.76+0.00 pg/mL) fraksiyonlarinda belirlendi. Ek olarak, NBHFr7, NBHFr4,
NBKFr5, NBKFr3, NBEFr10, NBEFr3, NBMFr6 ve NBMFr8 fraksiyonlarinin
aktiviteleri standartlardan ve ikinci fraksiyonlardan daha yiiksek olarak belirlendi.
Saflastirilan S-sitosterol, ursolik asit, apigenin, Molekiil L, iksorozit ve daukosteroliin

aktiviteleri elde edildigi fraksiyonlardan daha diisiiktiir.

Roh ve Jung (2012) yaptiklari ¢alismada, N. japonica Maximowicz’in etanol

ekstraktinin lipaz inhibisyonunu %37.3+2.5 olarak belirlemistir.
4.2.2.8. Tirozinaz inhibisyonlari

Tirozinaz inhibisyonu L-DOPA’nin dopamine doniisiimiiniin spektrofotometrik
olarak 475 nm’de 6l¢iimiine dayanmaktadir (Addar vd, 2019). Tirozinaz inhibitori

olarak kojik asit kullanild1 ve sonug bu standartla karsilastirilarak verildi.

N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin tirozinaz
inhibisyonlar1 Tablo 4.22°de gosterildi. Ham ekstraktin tirozinaz inhibisyonlari
standartla karsilastirildiginda diisiikk aktivite gosterirken n-hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol fraksiyonlar1 ise yiiksek aktivite gosterdi. Ayrica, ikinci
fraksiyonlarinin aktiviteleri ise yiiksek olarak belirlendi. En yiiksek aktivite ise
NBHFr5 (2.18+0.76 ng/mL), NBKFr5 (3.47+0.11 pg/mL) ve NBMFr4 (11.47+1.01
ng/mL) fraksiyonlarinda belirlendi. Ek olarak, NBHFr9, NBHFr8, NBKFr4, NBKFr3,
NBMFr6 ve NBMFrS fraksiyonlarmin aktiviteleri standartlardan ve ikinci
fraksiyonlardan daha yiiksek olarak belirlendi. Saflastirilan apigenin ve Molekiil L’nin
aktiviteleri elde edildigi fraksiyonlardan daha diisiiktiir. Buna ragmen, f-sitosterol,

ursolik asit, iksorozit ve daukosterol molekiillerinin aktivitesi yiiksektir.
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Tablo 4.22. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin tirozinaz inhibisyonlari

Ornek ve Standart  Kodlar  1Cso (ug/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL)
Ham Ekstrakt NBMK  29.96+0.00¢ NBMK 29.96+0.00° NBMK 29.96+0.00° NBMK 29.96+0.009
Birinci fraksiyonlar NBH 12.79+0.86  NBK 8.70+1.02¢ NBE 8.23+0.922 NBM 18.69+0.73¢
ikinci fraksiyonlar ~ NBHFrl 14.15+0.00% NBKFrl 9.07+1.28¢ NBEFrl;2 35.94+3.059 NBMFrl 26.07+1.47°
NBHFr2 12.18+0.00¢ NBKFr2 - NBEFr3 20.09+£0.00° NBMFr2 -
NBHFr3 - NBKFr3 7.46+0.119 NBEFr4 27.5740.65¢  NBMFr3 22.01+1.068

NBHFr4 30.81+3.26" NBKFr4 6.80+0.84°¢ NBEFr5 81.45+0.000  NBMFr4 11.47+£1.01°
NBHFr5  2.18+0.76% NBKFr5 3.47+0.11° NBEFr6 29.08+0.41F  NBMFr5 11.60+0.82°

NBHFré  10.13+1.27¢ NBKFr6 - NBEFr7 39.27x1.679"  NBMFr6 16.26+0.26°
NBHFr7 - NBKFr7 10.75+0.38¢  NBEFr8 18.54+2.18® NBMFr7  44.18+2.34i
NBHFr8  3.34+0.47° NBEFr9 102.83+£0.65k NBMFr8  32.57+0.77"
NBHFr9  2.46+0.00° NBEFri0  120.83+4.68'
izolatlar p-sitosterol  2.37+0.132 Ursolik asit 25.79+0.00¢  Daukosterol 1.83+0.262
Apigenin  48.02+£3.89"  Iksorozit 2.2340.002
Molekiill L -
Standart Madde Kojik asit 25.83+1.58f 25.83+1.58¢ 25.83+1.58¢ 25.83+1.58f

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform
fraksiyonu, NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlaml bir farki géstermektedir (p<0.05).



Zengin vd (2021), N. baytopii n-hekzan, etil asetat, metanol, su/metanol ve su
ekstraktlarinin tirozinaz inhibisyonlarin1 77.84+1.83, 78.60+1.58, 96.06+0.70,
95.31£1.77 ve 6.15+1.02 mg kojik asit esdegeri (KAE)/g olarak belirlemistir. Tablo
4.22°de goriildigi tizere, N. baytopii bitkisinin etil asetat fraksiyonunun inhibisyonu

daha yiiksektir. Bunun sebebi, ekstraksiyon yonteminin farkliligindandir.

Mustafa vd (2023) yaptiklari arastirmada, N. leucolaena ¢igek kisminin etanol,
etil asetat, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin tirozinaz inhibisyonlarini sirastyla
21.29+0.75, 30.65+1.19, 28.90+0.57, 34.45+0.48 mg KAE/g ekstrakt ve yaprak
kisminin ise 26.08+0.69, 29.49+0.75, 26.65+£1.73, 27.67+0.22 mg KAE/g ekstrakt

olarak hesaplamislardir.

Akramov vd (2020), Lagochilus gypsaceus toprak iistii kisminin metanol
ekstraktindan izole edilen f-sitosteroliin tirozinaz inhibisyonunu 8.10+0.24 mg KAE/g
olarak bulmustur. Adsiz (2018), Salvia cerino-pruinosa var. elazigensis etanol
ekstraktindan izole edilen apigenin, p-sitosterol ve ursolik asidin tirozinaz

inhibisyonlarini belirleyememistir.

Akdeniz vd (2020) yaptiklari calismada, N. heliotropifolia ve N. congesta subsp.
cryptantha’nin kok, sap, yaprak, ¢igek ve karisik kisminin etanol ekstraktlarinin
tirozinaz inhibisyonlart %5.58+0.52 ile %51.78+0.82 arasinda degistigini bulmustur.
Sarikurkcu vd (2019)’nin arastirmalarinda, N. cadmea ve N. nuda subsp.
glandulifera’nin toprak iistii kisminin metanol ekstraktinin tirozinaz inhibisyonlarini
bulamamigtir. Tekin (2018) yaptig1 ¢calismada, N. congesta var. congesta'nin metanol
ekstraktinin  tirozinaz inhibisyonunu 30.29+0.83 mg KAE/g ekstrakt olarak

gbzlemlemistir.
4.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Antimikrobiyal aktiviteler iki farkli yontemle yapildi (Andrews, 2001; Reller vd,
2009). Bu yontemlerde gram negatif bakteriler (Escherichia coli (ATCC 25922),
Psedomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031)) ve
gram pozitif bakteriler (Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Bacillus cereus (CCM
99), Staphylococcus aureus (ATCC 25213)) kullanildi. Her iki yontemde de
antibiyotik olarak amoksisilin ve tetrasiklin tercih edildi. Sonuglar CLSI katalogunda
belirtilen degerlerle karsilastirilarak degerlendirildi (CLSI/NCCLS, 2009).
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4.2.3.1. Disk Difiizyon Metodu

N. baytopii ham ekstraktin, n-hekzan fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarn disk
difiizyon metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.23’de gosterildi. Ham
ekstrakt B. cereus bakterisine karsi aktivite gosterirken n-hekzan fraksiyonu K.
pneumoniae ve B. cereus bakterilerine kars1 aktivite gosterdi. Buna ragmen, ikinci

fraksiyonlar1 aktivite gostermedi.

N. baytopii ham ekstrakti, kloroform fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarin disk
difiizyon metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.24’de gosterildi. Ham
ekstrakti E. faecalis bakterisine karsi aktivite gosterirken kloroform fraksiyonu P.
aeruginosa ve E. faecalis bakterilerine kars1 aktivite gosterdi. Buna ragmen, ikinci

fraksiyonlari ve saflastirilan S-sitosteroliin aktivitesi belirlenemedi.

N. baytopii ham ekstrakti, etil asetat fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarin disk
difiizyon metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.25’de gésterildi. Ham
ekstrakt1 ve etil asetat fraksiyonunu B. cereus bakterisine kars1 aktivite gdsterdi. Buna
ragmen, ikinci fraksiyonlart ve saflastirilan ursolik asit, apigenin ve Molekiil L’nin

aktiviteleri ise gdzlenmedi.

N. baytopii ham ekstrakti, metanol fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarin disk
difiizyon metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.26’de gosterildi. Ham
ekstrakti B. cereus bakterisine kars1 aktivite gosterirken metanol fraksiyonu ve ikinci
fraksiyonlar aktivite gostermedi. Saflastirilan daukosteroliin aktivitesi belirlenmezken
iksorozitin aktivitesi K. pneumoniae, E. faecalis ve S. aureus bakterilerine karsi

aktivite belirlendi.

Alkahtani vd (2022), N. distans metanol ekstraktinin 300 mg/mL derisiminin
disk difiizyon metodu ile yapilan antibakteriyel aktivitelerinin inhibisyon bélgelerini
E. coli, S. aureus ve K. pneumoniae bakterilerine karsi sirastyla 27, 32 ve 33 mm ve
kloroform fraksiyonun ise 28, 30 ve 28 mm olarak bulmustur. Tez ¢alismasinda, N.
baytopii kloroform ve metanol fraksiyonun E. coli, S. aureus ve K. pneumoniae

bakterilerine kars1 inhibisyon bdlgelerinin degerleri daha diisiik olarak belirlendi.
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Tablo 4.23. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, n-hekzan ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

inhibisyon bélgeleri, mm

2;2%%%:;{(6 Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler

E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae E. faecalis B. cereus S. aureus
Ham Ekstrakt NBMK - - - - 14.00+1.41 -
Birinci fraksiyonlar NBH - - 6.50£0.71 - 19.00+0.00 -

ikinci fraksiyonlar NBHFr1 - - - - - -
NBHFr2 - - - - - -
NBHFr3 - - - - - -
NBHFr4 - - - - - -
NBHFr5 - - - - - -
NBHFr6 - - - - - -
NBHFr7 - - - - - -
NBHFr8 - - - - - -

NBHFr9 - - - - - -
Antibiyotik/ Amoksisilin  21.00+£5.66 - - - 27.00+£0.00  8.00+0.00

Kontrol Tetrasiklin ~ 31.00+£0.00 32.00+0.00 31.00+0.00 32.00+0.00 37.00+0.00 31.00+0.00

Kontrol 6.0£0.0 6.0£0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0£0.0 6.0+0.0
NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3
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Tablo 4.24. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, kloroform ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

inhibisyon bélgeleri, mm

grr]f[li%li(:g;i\:(e Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler

E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae E. faecalis B. cereus S. aureus
Ham Ekstrakt NBMK - - - - 14.00+1.41 -
Birinci fraksiyonlar NBK - - 9.00+0.24 - 19.00+0.00 -

ikinci fraksiyonlar NBKFr1 - - - - - -
NBKFr2 - - - - - -
NBKFr3 - - - - - -
NBKFr4 - - - - - -
NBKFr5 - - - - - -
NBKFr6 - - - - - -

NBKFr7 - - - - - -
izolatlar p-sitosterol - - - - - -
Antibiyotik/ Amoksisilin  21.00+£5.66 - - - 27.00+0.00 8.00=0.00

Kontrol Tetrasiklin ~ 31.00£0.00 32.00+0.00 31.00+0.00 32.00+£0.00 37.00+0.00 31.00+0.00

Kontrol 6.0£0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0£0.0 6.0£0.0 6.0£0.0
NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3
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Tablo 4.25. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, etil asetat ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

Inhibisyon bélgeleri, mm
Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler
E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae E. faecalis B. cereus S. aureus
Ham Ekstrakt NBMK - - - - 14.00+1.41 -

Birinci fraksiyonlar NBE - - - - 25.00+0.00 -
ikinci fraksiyonlar NBEFr1;2
NBEFr3 - - - - - -
NBEFr4 - - - - - -
NBEFr5 - - - - - -
NBEFr6 - - - - - -
NBEFr7 - - - - - -
NBEFr8 - - - - - -
NBEFr9 - - - - - -

NBEFr10
izolatlar Ursolik asit - - - - ;i _

Ornekler ve
Antibiyotik

Apigenin - - - - - -

Molekil L - - - - - -
Antibiyotik/ Kontrol ~ Amoksisilin  21.00+5.66 - - 27.00+0.00 8.00+0.00

Tetrasiklin ~ 31.00+0.00 32.00+0.00 31.00£0.00 32.00+£0.00 37.00+0.00 31.00+0.00

Kontrol 6.0+£0.0 6.0+£0.0 6.0+£0.0 6.0+£0.0 6.0+£0.0 6.0+£0.0
NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3
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Tablo 4.26. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, metanol ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

inhibisyon bélgeleri, mm

gz?ifjli(:/?)rti\l/(e Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler
E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae E. faecalis B. cereus S. aureus
Ham Ekstrakt NBMK - - - - 14.00+1.41 -

Birinci fraksiyonlar NBM - - - - - -

ikinci fraksiyonlar NBMFr1 - - - - - -
NBMFr2 - - - - - -
NBMFr3 - - - - - -
NBMFr4 - - - - - -
NBMFr5 - - - - - -
NBMFr6 - - - - - -
NBMFr7 - - - - - -

NBMFr§ - - - - - -
izolatlar Daukosterol

iksorozit - - 10.00+0.00 9.00+0.00 - 11.00+1.41
Antibiyotik/ Kontrol ~ Amoksisilin  21.00+5.66 - - 27.00+£0.00  8.00+0.00

Tetrasiklin -~ 31.00+0.00  32.00+0.00 31.00+0.00 32.00+0.00 37.00+£0.00 31.00+0.00

Kontrol 6.0=0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0=0.0 6.0+0.0 6.0+0.0
-: Aktivite belirlenemedi, NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3




Bejestani (2018) yaptigi calismada, N. depauperata metanol ekstraktinin
metanol fraksiyonunun disk difiizyon metodu ile yapilan antibakteriyel aktivitelerinin
inhibisyon boélgelerini P. aeruginosa’ya karst 12.58+1.01 nm olarak belirlemistir.
Shinwari vd (2013) yaptiklar1 ¢alismada, N. leavigata’nin metanol ekstraktinin
inhibisyon bolgelerini E. coli’ye kars1 7.00 mm ve K. pneumoniae’ye karst 8.00 mm
olarak gozlemlemistir. Tez ¢aligmasinda, N. baytopii ham ekstraktinin ve metanol
fraksiyonun P. aeruginosa’ya, E. coli’ye ve K. pneumoniae’ye karsi inhibisyon

bolgelerinin degerleri daha diisiik olarak belirlendi.

Avasthi vd (2017), N. longibracteata’nin n-hekzan, diklorometan, etil asetat ve
su ekstraktlarinin E. coli bakterisine karsi inhibisyon bolgeleri sirasiyla 20.334+0.58
mm, 12.33+0.57, 10.67+0.58 ve 10.67+0.57 mm olarak ve S. aureus bakterisine karsi
inhibisyon bolgeleri sirastyla 21.67+0.58, 12.67+1.15, 10.33+1.15 mm ve 10.33+0.58
mm olarak belirlemistir. Tez ¢alismasinda, N. baytopii n-hekzan, kloroform ve etil
asetat fraksiyonun E. coli ve S. aureus ‘a kars1 inhibisyon bolgelerinin degerleri daha

diisiik olarak belirlendi.

Gutiérrez-Venegas vd (2019), apigeninin inhibisyon boélgelerini E. coli
bakterisine karsi belirleyememis ve E. faecalis ve S. aureus bakterilerine kars1 ise
1.30+0.45 ve 1.174£0.03 mm olarak belirlemistir. Nayaka vd (2014) yaptiklar
calismada, P. oleracea L. toprak iistii kisminin petrol eteri ekstraktindan izole edilen
apigeninin inhibisyon bdlgelerini P. aeruginosa ve K. pneumoniae bakterilerine karsi
ise 12.24+0.41 ve 10.52+0.38 mm olarak bulmustur. Tez ¢alismasinda, apigeninin E.
coli, E. faecalis ve S. aureus bakterilerine karsi inhibisyon bolgelerinin degerleri daha
diisiik olarak belirlendi. Bunun sebebi, igerisinde az miktardaki safsizliktan

kaynaklanmaktadir.

Hidayathulla vd (2018), Schimpera arabica metanol ekstraktindan izole edilen
[-sitosteroliin inhibisyon bdlgelerini P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus bakterilerine
kars1 ise 20.30+3.10, 20.304+2.60 ve 22.304+2.40 mm olarak bulmustur. Nweze vd
(2019) yaptiklar1 arastirmada, Punica granatum Linn. metanol eksraktindan izole
edilen p-sitosteroliin inhibisyon bdlgesini E. coli bakterisine karst 35.00 mm olarak
bulmustur. Kumar vd (2016), Helicteres isora Linn. meyvesinin petrolyum eter
ekstraktindan izole edilen fS-sitosteroliin inhibisyon bélgesini E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa ve B. cereus bakterilerine kars1 14.00, 13.00, 12.00 ve 10.00 mm olarak

bulmustur. Lee vd (2014) yaptiklar1 arastirmada, Lycoris radiata izole edilen p-
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sitosteroliin inhibisyon bolgelerini E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 13.00, 15.00
mm ve daukosteroliin ise 14.00 ve 9.00 mm olarak bulmustur. Tez ¢alismasinda, f-
sitosteroliin E. coli, S. aureus, P. aeruginosa ve B. cereus bakterilerine kars1 daha
diisiik inhibisyon bolgesi belirlendi. Bunun sebebi, igerisinde az miktardaki

safsizliktan kaynaklanmaktadir.

Ahmad vd (2020) yaptiklari caligmada, N. deflersiana’nin inhibisyon bolgelerini
etanol ekstraktinda P. aeruginosa’ya karsi 14.00+0.47, K. pneumoniae’ye karsi
11.00+0.65, aseton ekstraktinda K. pneumoniae’ye karsi 13.00+0.82, etil asetat
ekstraktinda K. pneumoniae’ye karsi 13.00+£0.70, E. coli’ye kars1 16.00+0.22 mm
olarak belirlemistir. Bandh vd (2011) arastirmalarinda, N. cataria’nin su ekstraktinin
500 mg/mL’ sinde inhibisyon bdlgelerini K. pneumoniae’ye karsi 14.00+0.03, P.
aeruginosa’ya karsi 10.00+£0.33, E. coli’ye karsi 15.00+0.88, S. aureus’a karsi
20.00£0.11 mm olarak bulmustur.

Bisht vd (2010), N. leucopylla, N. discolor, N. govaniana, N. clarkei, N. elliptica
ve N. erecta’nin inhibisyon bdélgelerinin E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus’a karsi
9.00 ile 28.40 mm arasinda degistigini belirlemistir. Kariminejad vd (2014) yaptiklar
calismada, N. depauperata metanol ekstraktinin kloroform, metanol ve su alt
fraksiyonlarinin disk difiizyon metodu ile yapilan antibakteriyel aktivitelerinin
inhibisyon bdlgelerini S. aureus’ ya karst metanol ekstraktinin 12.70 mm, kloroform
alt fraksiyonunun 13.00 mm, metanol ve su alt fraksiyonlarinin inhibisyon bdlgeleri
belirlenmemis, E. coli’'ye karst inhibisyon bdlgeleri gozlemlenmemis ve P.
aeruginosa’ya karst metanol ekstraktinin 13.30 mm, kloroform alt fraksiyonunun
18.00 mm, metanol alt fraksiyonunun 14.3 mm olarak belirlenmis ve su alt

fraksiyonunun inhibisyon bolgesi bulunmamstir.

Cho vd (2012) yaptiklar1 ¢alismada, Parasenecio pseudotaimingasa metanol
ekstraktinin n-hekzan ve n-biitanol fraksiyonlarinin ve n-hekzan fraksiyonundan
saflastirilan fS-sitosterol ve daukosteroliin antibakteriyel aktivitelerini E. coli 'ye karsi
metanol ekstrakti i¢in 11 mm, n-hekzan fraksiyonu igin 14 mm, n-biitanol fraksiyonu
icin 14 nm, f-sitosterol i¢in 12 mm ve daukosterol i¢in 11 mm, S. aureus’a karsi
metanol ekstrakti i¢in 11 mm, n-hekzan fraksiyonu igin 14 mm, n-biitanol fraksiyonu
igin 12 mm, pg-sitosterol i¢in 12 mm ve daukosterol i¢in 12 mm olarak belirlemistir.
Tez galismasinda, N. baytopii ham ekstrakti, metanol ve n-hekzan fraksiyonlar1 ve f-

sitosterol ve daukosterol molekiillerin, E. coli ve S. aureus’a karst inhibisyon
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bolgelerinin degerleri daha diisiik olarak belirlendi.
4.2.3.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Metodu

N. baytopii ham ekstrakti, n-hekzan fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarin MIK
metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.27°de gosterildi. Ham ekstrakti
bakterilerin hemen hepsine karsi aktivite gosterirken n-hekzan fraksiyonunu sadece B.
cereus bakterisine karsi aktivite gosterdi. n-Hekzan ikinci fraksiyonlar1 ise digiik

aktivite gosterdi.

N. baytopii ham ekstrakti, kloroform fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarin MIK
metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.28’da gosterildi. Ham ekstrakti
ve kloroform fraksiyonunu bakterilerin hemen hepsine karsi aktivite gosterirken
kloroform ikinci fraksiyonlari ise genel olarak diisiik aktivite gosterdi ve NBKFr6
fraksiyonunun yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Saflastirilan f-sitosteroliin

elde edildigi fraksiyondan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

N. baytopii ham ekstrakti, etil asetat fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarm MIK
metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.29°da gésterildi. Ham ekstrakti
ve etil asetat fraksiyonu bakterilerin hemen hepsine karsi aktivite gosterdi. Etil asetat
ikinci fraksiyonlar1 ise diisiik aktivite gdsterdi ve NBEFr10 fraksiyonu ise yiiksek
aktivite gosterdi. Saflastirilan ursolik asit, apigenin ve Molekiil L’nin aktiviteleri elde

edildigi fraksiyonlardan diisiikk bulundu.

N. baytopii ham ekstrakti, metanol fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarm MIK
metodu ile yapilan antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.30°de gosterildi. Ham ekstrakti
bakterilerin hemen hepsine kars1 aktivite gosterirken metanol fraksiyonu ve ikinci
fraksiyonlarin diisiik aktivite gosterdi. Saflastirilan daukosterol ve iksorozitin

aktivitesi elde edildigi fraksiyonlardan yiiksek oldugu belirlendi.

Alkahtani vd (2022), N. distans metanol ekstraktinin 300 mg/mL derisiminin
MIK metodu ile yapilan antibakteriyel aktivitelerinin MIK degerlerini E. coli, S.
aureus ve K. pneumoniae bakterilerine karsi sirasiyla 2, 6 ve 4 mg/mL ve kloroform
fraksiyonun ise 4, 2 ve 6 mg/mL olarak bulmustur. Tez ¢alismasinda, N. baytopii
kloroform ve metanol fraksiyonun E. coli, S. aureus ve K. pneumoniae bakterilerine
karst MIK degerleri daha diisiik olarak belirlendi.
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Tablo 4.27. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, n-hekzan ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin MiKmetodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

Ornek MIK, pg/mL
Arﬁ?i?aiy‘(l)iik Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler
E. coli P.aeruginosa K. pneumoniae E. faecalis B.cereus S. aureus

Ham Ekstrakt NBMK 128 256 128 128 1024 512

Birinci fraksiyonlar NBH 4096 512 4096 1024 64 4096

ikinci fraksiyonlar NBHFr1 512 512 512 512 512 512
NBHFr2 512 512 512 512 512 512
NBHFr3 512 512 512 512 512 512
NBHFr4 512 512 512 512 512 512
NBHFr5 512 512 512 512 512 512
NBHFr6 512 512 512 512 512 512
NBHFr7 512 512 512 512 512 512
NBHFr8 512 512 512 512 512 512
NBHFr9 512 512 512 512 512 512

Antibiyotik Amoksisilin 1024 1024 1024 1024 <1 1024
Tetrasiklin 8 <2 8 8 <0.5 8

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3
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Tablo 4.28. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, kloroform ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin MiKmetodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

Ornek MIK, pg/mL
A:ltliebiy‘;ik Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler
E.coli P.aeruginosa K.pneumoniae E.faecalis B.cereus S.aureus
Ham Ekstrakt NBMK 128 256 128 128 1024 512
Birinci fraksiyonlar NBK 128 256 512 128 128 128
ikinci fraksiyonlar NBKFr1 512 512 512 512 512 512
NBKFr2 512 512 512 512 512 512
NBKFr3 512 512 512 512 512 512
NBKFr4 512 512 512 512 512 512
NBKFr5 128 256 256 256 256 256
NBKFr6 128 128 256 256 256 256
NBKFr7 512 256 256 256 256 256
izolatlar p-sitosterol 256 64 2 512 256 >512
Antibiyotik Amoksisilin 1024 1024 1024 1024 <1 1024
Tetrasiklin 8 <2 8 8 <0.5 8

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3
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Tablo 4.29. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, etil asetat ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin MiKmetodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

Srnek MIK, pg/mL
o Ye Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler
Antibiyotik - - : -
E.coli  P.aeruginosa K. pneumoniae E.faecalis B.cereus S.aureus
Ham Ekstrakt NBMK 128 256 128 128 1024 512
Birinci fraksiyonlar NBE 1024 512 1024 2048 256 2048
ikinci fraksiyonlar NBEFr1;2 512 512 512 512 256 256
NBEFr3 512 512 512 512 512 512
NBEFr4 512 512 512 512 512 256
NBEFr5 256 512 512 512 512 256
NBEFr6 512 512 512 512 512 256
NBEFr7 512 512 512 512 512 512
NBEFr8 512 512 512 512 512 256
NBEFr9 512 512 512 512 512 256
NBEFr10 256 512 256 512 256 256
izolatlar Ursolik asit ~ >512 512 >512 512 512 >512
Apigenin 512 512 512 512 512 512
Molekiil L >512 >512 512 512 128 >512
Antibiyotik Amoksisilin -~ 1024 1024 1024 1024 <1 1024
Tetrasiklin 8 <2 8 8 <0.5 8

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3
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Tablo 4.30. N. baytopii metanol:klorofrom ham ekstraktin, metanol ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin MiKmetodu ile antimikrobiyal aktiviteleri

MIK, pg/mL
Ornek ve Kodlar Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler
Antibiyotik E.coli P.aeruginosa K. pneumoniae E.faecalis B.cereus S.aureus
Ham Ekstrakt NBMK 128 256 128 128 1024 512
Birinci fraksiyonlar NBM 1024 1024 1024 256 512 4096
ikinci fraksiyonlar NBMFrl 512 512 512 512 512 512
NBMFr2 512 256 512 512 >512 512
NBMFr3 512 512 512 512 512 512
NBMFr4 512 512 512 512 512 512
NBMFr5 512 512 512 512 512 512
NBMFr6 512 512 512 512 512 512
NBMFr7 512 512 512 512 512 512
NBMFr8 512 512 512 512 512 512
izolatlar Daukosterol 256 >512 >512 32 512 >512
iksorozit 128 512 512 128 512 >512
Antibiyotik Amoksisilin 1024 1024 1024 1024 <1 1024
Tetrasiklin 8 <2 8 8 <0.5 8

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3



Ani¢i¢ vd (2020) yaptiklar1 ¢alismada, N. rtanjensis metanol ekstraktinin MIK
metodu ile yapilan antibakteriyel aktivitelerinin MIK degerlerini E. coli, S. aureus, B.
cereus, E. faecalis ve P. aeruginosa bakterilerine karsi sirastyla 0.20, 0.15, 0.20, 0.40,
0,10 mg/mL ve N. argolica metanol ekstraktinin ise sirasiyla 0.15, 0.20, 0.20, 0.30,
0,30 mg/mL olarak kaydetmistir. Khaladgi vd (2018) arastirmalarinda, N.
binaludensis’in toprak iistii % 50 metanol:su ve etil asetat ekstraktlarinin MIiK
degerlerini S. aureus’a karst 29.3 ve 4.0 mg/mL olarak gozlemlemislerdir. Tez
calismasinda, N. baytopii ham ekstraktinin ve etil asetat fraksiyonunun MIK metodu

ile yapilan antimikrobiyal aktivitelerinin S. aureus 'a kars: yiiksek oldugu belirlendi.

Kariminejad vd (2014) yaptiklari c¢alismada, N. depauperata metanol
ekstraktinin kloroform ve metanol alt fraksiyonlarmin MIK metodu ile yapilan
antibakteriyel aktivitelerinin S. aureus ve P. aeruginosa’ya karsi metanol ekstrakti,
kloroform ve metanol alt fraksiyonlarmin MiK degerleri 500 ile 1000 mg/mL arasinda
degistigini belirlemistir. Petrova vd (2022), N. nuda’nin metanol ekstraktinin K.
pneumoniae, B. cereus ve S. aureus bakterilerine kars1 MiK degerleri sirasiyla 5, 1.25
ve 5 mg/mL olarak hesaplamistir. Tez ¢alismasinda, N. baytopii ham ekstraktinin ve
metanol fraksiyonunun antimikrobiyal aktivitelerinin K. pneumoniae, B. cereus, S.

aureus ve P. aeruginosa 'ya kars1 yiiksek oldugu gozlendi.

Sharifi-Rad vd (2020) tarafindan yapilan N. juncea’nin yaprak, ¢igek ve kok
kistmlarimim metanol, etanol ve su ekstraktlarinin MIK degerleri E. coli, S. aureus ve
B. cereus’a karg1 25 ile 100 pg/mL arasinda degistigini gozlemlemistir. Avasthi vd
(2017) yaptiklar1 caligmada, N. longibracteata’nin n-hekzan ekstraktinin E. coli ve S.
aureus bakterilerine karst MIK degerleri her ikisi i¢inde 125 pg/mL olarak bildirmistir.
Tez c¢alismasinda, N. baytopii ham ekstraktinin ve metanol fraksiyonunun
antimikrobiyal aktivitelerinin E. coli, S. aureus ve B. cereus’a karsi diisiikk oldugu
kaydedildi.

Nayaka vd (2014) yaptiklar1 ¢alismada, P. oleracea L. toprak iistii kisminin
petrol eteri ekstraktindan izole edilen apigeninin MIK degerlerini P. aeruginosa ve K.
pneumoniae bakterilerine karst >4 mg/mL olarak bulmustur. Ozcelik vd (2011),
apigeninin MIK degerlerini E. coli, S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa ve K.
pneumoniae bakterilerine kars1 4, 16, 8, 2 ve 8 ug/mL olarak bulmustur. Tez
calismasinda, apigeninin MIK degeri daha diisiik olarak kaydedildi. Bunun nedeni,
icerdigi safsizliklardan kaynakli olabilir.
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Sanches vd (2005), Psidium guajava’dan izole edilen p-sitosteroliin MIK
degerlerini K. pneumoniae, E. faecalis ve S. aureus bakterilerine karsi ti¢ii igin de <100
ug/mL olarak bulmustur. Nweze vd (2019) yaptiklari arastirmada, Punica granatum
Linn. metanol ekstraktindan izole edilen p-sitosteroliin MIK degerlerini E. coli
bakterisine kars1 6.25 pg/mL olarak bulmustur. Tez calismasinda, f-sitosteroliin K.
pneumoniae bakterisine kars1 daha yiiksek MIK degeri belirlenirken E. coli, E. faecalis
ve S. aureus bakterilerine kars1 daha diistik belirlendi.

Cunha vd (2010), Miconia ligustroides metilen kloriir ekstraktindan izole edilen
ursolik asidin MiK degerlerini K. pneumoniae ve B. cereus’a karst >1000 ve 625
ug/mL olarak gozlemlemistir. Fontanay vd (2008) yaptiklari arastirmada, ursolik
asidin MIK degerlerini E. coli, S. aureus, E. faecalis ve P. aeruginosa’a kars1 >256, 8,
4 ve 256 pg/mL olarak gozlemlemistir. Oloyede vd (2017) yaptiklari ¢alismada,
ursolik asidin MIK degerlerini E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa’a kars1 256, 64 ve
256 pg/mL olarak gdzlemlemistir. Do Nascimento vd (2014), ursolik asidin MiK
degerlerini E. coli, S. aureus, B. cereus, K. pneumoniae ve P. aeruginosa’a kars1 64
ile >1024 pg/mL arasinda degistigini gézlemlemistir. Tez ¢aligmasinda, ursolik asidin
MIK degerleri daha diisiik olarak bulundu. Bunun nedeni, icerdigi safsizliktan

kaynakli olmaktadir.
4.2.4. DNA Koruma Ile Tlgili Aktivite Sonuclar
4.2.4.1. Deoksiriboz Koruma Aktiviteleri

Demir, "OH radikallerinin olusumunda ve canli organizmalarda oksidatif streste
rol oynar. Demir-katalizli "OH radikal olusumu, deoksiribozu tiyobarbitiirik asit-
reaktif maddelere (TBARS) indirgemektedir. Askorbat varliginda Fe(Ill)-EDTA-
katalizli reaksiyonlarda deoksiriboz degradasyonuna yol agar (Hermes-Lima vd,
1994). Deoksiriboz koruma aktivitesi hidroksil radikalinin deoksiribozun yapisini
bozarak malonaldehit tiirevli molekiil olusturmasi ve olusan bu molekiiliin ortama
eklenen TBA ile pembe renkli kompleksin spektrofotometrik olarak 532 nm’de
dl¢iimiine dayanmaktadir (Motamed ve Naghibi, 2010; Ozyiirek vd, 2008).
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Tablo 4.31. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, birinci ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin deoksiriboz koruma aktiviteleri

Ornek ve Standart  Kodlar 1Cs0 (ng/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL) Kodlar I1Cs0 (ng/mL) Kodlar 1Cs0 (ng/mL)

Ham Ekstrakt NBMK 132.01+0.67 NBMK 132.01+£0.67' NBMK 132.01+0.67" NBMK 132.01+0.67™

Birinci fraksiyonlar NBH 34.82+0.60° NBK 34.00+0.49F NBE 13.23+0.04¢ NBM 24.29+0.49h

Ikinci fraksiyonlar ~ NBHFrl 4,98+0.08° NBKFrl 7.54+0.362 NBEFr1;2 8.15+0.16¢ NBMFrl 12.02+0.03f
NBHFr2 16.94+1.049 NBKFr2 68.14+0.381  NBEFr3 11.98+0.58° NBMFr2 6.82+0.71°¢
NBHFr3 23.96+0.47¢  NBKFr3 17.42+0.18° NBEFr4 2.53+0.75% NBMFr3 3.97+0.372
NBHFr4 33.73£0.87F NBKFr4 26.02+1.10 NBEFr5 5.43+0.92¢ NBMFr4 3.03+0.042
NBHFr5 8.06+0.30° NBKFr5 13.48+0.18° NBEFr6 8.59+0.70¢ NBMFr5 9.23+0.29¢
NBHFr6 2.13+0.472 NBKFr6 30.03+£0.23¢° NBEFr7 5.48+0.49¢ NBMFr6 4.71+0.88°
NBHFr7 3.19+0.86° NBKFr7 19.64+2.08° NBEFr8 29.33+1.40°  NBMFI7 8.29+0.70¢
NBHFr8 6.11+0.59°¢ NBEFr9 21.37+£1.179  NBMFr8 21.68+0.589
NBHFr9 39.92+1.029 NBEFr10 22.80+0.28¢

izolatlar p-sitosterol  7.25+0.08? Ursolik asit ~ 1.95+0.55% Daukosterol  12.62+0.35f

Apigenin 24.42+1.58"  Iksorozit 4.12+0.52°
Molekiil L 18.73+0.83f

Standart Maddeler BHA 53.12+1.02 53.12+1.02 53.12+1.02' 53.12+1.02k
BHT 150.54+0.59' 150.54+0.59™ 150.54+0.59° 150.54+0.59"
Troloks 104.66+1.701 104.66+1.70% 104.66+1.70™ 104.66+1.70'
TBHQ 41.30+1.35¢ 41.30+1.359 41.30+1.35) 41.30+1.35
o-tokoferol ~ 45.38+1.62" 45.38+1.62" 45,38+1.62K 45.38+1.62

Askorbik asit

NBMK: N. baytopii metanol-kloroform ekstrakti, NBH: N. baytopii n-hekzan fraksiyonu, NBK: N. baytopii kloroform fraksiyonu,
NBE: N. baytopii etil asetat fraksiyonu, NBM: N. baytopii metanol fraksiyonu, Fr: Fraksiyon, n:3

Farkli harfli ortalamalar (a,b,c, vs.) istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (p<0.05)



N. baytopii ham ekstrakti, birinci ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin
deoksiriboz koruma aktiviteleri Tablo 4.31°de gosterildi. Ham ekstraktin deoksiriboz
koruma aktiviteleri standartla karsilastirildiginda diisiik aktivite gosterirken n-hekzan,
kloroform, etil asetat ve metanol fraksiyonlari ise yiiksek aktivite gosterdi. Ayrica,
ikinci fraksiyonlarinin aktiviteleri ise yiiksek olarak belirlendi. En yiiksek aktivite ise
NBHFr6 (2.13+0.47 pg/mL), NBKFrl (7.54+0.36 ug/mL), NBEFr4 (2.53+0.75
ug/mL) ve NBMFrd (3.03£0.04 pg/mL) fraksiyonlarinda belirlendi. Ek olarak,
NBHFr7, NBHFrl, NBHFr5 NBKFr5 NBKFr3, NBKFr7, NBEFr5, NBEFr7,
NBEFr1;2, NBMFr3, NBMFr6 ve NBMFr2 fraksiyonlarinin aktiviteleri
standartlardan ve ikinci fraksiyonlardan daha yiiksek olarak belirlendi. Saflagtirilan
apigenin, Molekiil L, iksorozit ve daukosterol aktiviteleri elde edildigi fraksiyonlardan
daha diisiiktiir. Buna ragmen, pf-sitosterol ve ursolik asit molekiillerinin aktivitesi

yiiksektir.
4.2.4.2. Jel Elektroforezle DNA Koruma Aktiviteleri

DNA molekiillerinin analizinde sik kullanilan yontemlerden bir tanesi de agaroz
jel elektroforezidir. Agaroz jelde 6rnekler yatay pozisyonda, sabit gii¢ ve yondeki
elektriksel alanda ytiriitilmektedir. DNA seker fosfat omurgasindan dolay1 negatif
yukliidiir ve bir elektriksel alana konuldugu zaman bu negatif yiikiinden dolay1 anottan
katoda dogru hareket eder (Topal, 2012). DNA koruma aktivitesi agaroz jel
elektroforezi metodu kullanilarak tayin edildi (Baiseitova vd, 2019; Russo vd, 2003;
Sevgi vd, 2015; Tepe vd, 2011). N. baytopii ham ekstrakti, n-hekzan fraksiyonu ve
ikinci fraksiyonlarin DNA koruma aktiviteleri Sekil 4.5’de gosterildi. Ham ekstraktin
DNA koruma aktivitesi kontrol 2 (K2) ile karsilastirildiginda ayni oranda DNA’y1
korudugu gozlenirken n-hekzan fraksiyonunda ise K2’ye gore aktivitenin azaldigi
gozlendi. n-Hekzan fraksiyonuna kiyasla ikinci fraksiyonlarin aktivitesinde disiis
oldugu belirlendi. Buna ragmen ikinci fraksiyonlar arasinda en yiiksek aktivite

NBHFr3 ve NBHFr7 fraksiyonlarinda gozlendi.
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Bant 1: negatif kontrol karisimi (K1); plazmid DNA-su-yiikleme boyasi,
Bant 2: pozitif kontrol karisimi (K2); plazmid DNA-su-H202-UV (5 dak.)-yiikleme

9 10 11 12 13 14

boyast,

Bant 3-13: ekstrakt karigimi; plazmid DNA-ekstraktlar (NBMK, NBH, NBHFr1,
Femil - NBHFr2, NBHFr3, NBHFr4, NBHFr5, NBHFr6, NBHFr7, NBHFr8, NBHFr9:
1024 pg/mL)-H202-UV (5 dak.)-yiikleme boyasi
Bant 14: standart karigimi; plazmid DNA-Kuersetin (1024 pg/mL)-H202-UV (5

— Form |

dak.)-ytikleme boyasi
(b) 100 7
90 - =% Form | 0% Form 11
80 -
70 — —
60 A -
50 A — __ __ —
40 -
30 H

20

I I 1 s

01 K1 K2 NBMK NBH NBHFrl NBHFr2 NBHFr3 NBHFr4 NBHFr5 NBHFr6 NBHFr7 NBHFr8 NBHFr9 Kuersetin
O0% Forml 100,00 69,28 69,85 62,09 33,13 12,25 52,90 31,73 48,21 24,66 48,67 34,24 28,49 20,65
0% Form Il 66,10 49,55 58,71 48,11 25,56 10,87 37,96 31,26 22,64 14,21 25,72 9,29 17,25 4,49

Plazmid DNA Yiizde Form I ve Form II Degerleri

Sekil 4.5. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktin, n-hekzan ve ikinci fraksiyonlarin ve izolatlarin DNA koruma aktivitesi, Agaroz jel goriintiisii (8), Plazmid DNA' nin
form I (siiper kivrimli gembersel DNA) ve form Il (kesik DNA) etki yogunlugunun yiizde karsilagtirmasi (b)
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(@ Bant 1: negatif kontrol karisimi (K1); plazmid DNA-su-yiikleme boyast,
Bant 2: pozitif kontrol karigimi (K2); plazmid DNA-su-H202 -UV (5 dak.)-yiikleme
boyast,
Bant 3-12: ekstrakt karigimi; plazmid DNA-ekstraktlar (NBMK, NBK, NBKFrl,
Fom il NBKFr2, NBKFr3, NBKFr4, NBKFr5, NBKFr6, NBKFr7, S-sitosterol: 1024 pg/mL)-

H202-UV (5 dak.)-yiikleme boyasi

Form 1
Bant 13: standart karigimi; plazmid DNA-Kuersetin (1024 pg/mL)-H202-UV (5 dak.)-
yiikleme boyasi
(b)
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0% Form | 100,00 57,52 62,56 55,20 70,13 62,66 69,63 50,85 62,03 71,60 48,54 60,16 53,80
0% Form |1 29,63 17,55 24,92 30,22 24,21 14,15 23,92 11,68 37,32 22,67 26,37 49,92 33,62

Sekil 4.6. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstrakti, kloroform ve ikinci fraksiyonlari ve izolatlarin DNA koruma aktivitesi, Agaroz jel goriintiisii (a), Plazmid DNA' nin
form | (siiper kivrimli gembersel DNA) ve form Il (kesik DNA) etki yogunlugunun yiizde karsilagtirmasi (b)
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Bant 1: negatif kontrol karisimi (K1); plazmid DNA-su-yiikleme boyast,
Bant 2: pozitif kontrol karigimi (K2); plazmid DNA-su-Hz202 -UV (5 dak.)-yiikleme

78 9 1011 1213141516 17

boyast,

Bant 3-16: ekstrakt karigimi; plazmid DNA-ekstraktlar (NBMK, NBE, NBEFr1;2,
NBEFr3, NBEFr4, NBEFr5, NBEFr6, NBEFr7, NBEFr8, NBEFr9, NBEFr10, ursolik
asit, apigenin, NBEFr5-4: 1024 pug/mL)-H202-UV (5 dak.)-yiikleme boyasi
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Bant 17: standart karisimi; plazmid DNA-Kuersetin (1024 pg/mL)-H202-UV (5 dak.)-

yiikleme boyasi

b)
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K1 K2 NBMK NBE NBEFr1;2 NBEFr3 NBEFr4 NBEFr5 NBEFr6 NBEFr7 NBEFr8 NBEFr9 NBEFr10 Ul:;::'k
0% Form | 100,00 69,29 71,75 54,94 60,03 65,30 52,19 70,78 44,29 61,02 65,87 63,72 68,90 89,12 67,37 70,33 17,43
0% Form Il 49,22 33,56 41,52 33,49 35,94 39,84 37,91 57,43 39,79 50,03 42,57 55,82 39,46 34,07 30,36 34,38 4,37

Plazmid DNA Yiizde Form I ve Form II Degerleri
|

Apigenin Molekiil L Kuersetin

Sekil 4.7. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstrakti, etil asetat ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin DNA koruma aktivitesi, Agaroz jel goriintiisii (a), Plazmid DNA' nin
form I (siiper kivrimli gembersel DNA) ve form Il (kesik DNA) etki yogunlugunun yiizde karsilagtirmasi (b)



LET

a)
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b)
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Plazmid DNA Yiizde Form I ve Form II Degerleri
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07 Tk K2

100,00 66,99
28,58 19,94

3% Form |
0% Form 11

g8 9 10 11 12 13 14 15

0% Form | 0% Form Il
NBMK NBM NBMFrl
67,07 74,41 64,87
21,95 44,20 17,11

Bant 1: negatif kontrol karigimi (K 1); plazmid DNA-su-yiikleme boyasi,

Bant 2: pozitif kontrol karisimi (K2); plazmid DNA-su-H202 -UV (5 dak.)-yiikleme boyast,
Bant 3-14: ekstrakt karigimi; plazmid DNA-ekstraktlar (NBMK, NBM, NBMFrl1, NBMFr2,
NBMFr3, NBMFr4, NBMFr5, NBMFr6, NBMFr7, NBMFr8, daukosterol, iksorozit: 1024
pg/mL)-H202-UV (5 dak.)-yiikleme boyasi

Bant 15: standart karigimi; plazmid DNA-Kuersetin (1024 pg/mL)-H202-UV (5 dak.)-

Form II

-Form |

yiikleme boyasi

L

[

NBMFr2 NBMFr3 NBMFr4 NBMFr5 NBMFr6 NBMFr7 NBMFr8 Daukosterol iksorozit Kuersetin
75,37 65,33 28,74 32,81 35,69 61,06 33,65 90,51 59,65 14,74
24,08 16,21 8,08 6,45 8,09 12,72 8,34 39,49 55,48 1,49

Sekil 4.8. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstrakti, metanol ve ikinci fraksiyonlar1 ve izolatlarin DNA koruma aktivitesi, Agaroz jel goriintiisii (a), Plazmid DNA' nin
form I (siiper kivrimli gembersel DNA) ve form Il (kesik DNA) etki yogunlugunun yiizde karsilagtirmasi (b)



N. baytopii ham ekstrakti, kloroform fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarin DNA
koruma aktiviteleri Sekil 4.6’da gosterildi. Ham ekstraktin DNA koruma aktivitesi K2
ile karsilagtirildiginda yiiksek oranda DNA’y1 korudugu gozlenirken kloroform
fraksiyonunda ise K2’ye gore aktivitenin azaldig1 gézlendi. Kloroform fraksiyonuna
kiyasla ikinci fraksiyonlarin aktivitesinin genel olarak yiiksek oldugu belirlendi ve
NBKFr6 fraksiyonunun aktivitesinin en yiiksek oldugu saptandi. Bunun disinda
NBKFrl, NBKFr2 ve NBKFr3 fraksiyonlarinin da aktivitelerinin yiiksek oldugu
belirlendi. Saflastirilan f-sitosteroliin aktivitesi, elde edildigi fraksiyondan diisiik

bulundu.

N. baytopii ham ekstrakti, etil asetat fraksiyonu ve ikinci fraksiyonlarin DNA
koruma aktiviteleri Sekil 4.7°de gosterildi. Ham ekstraktin DNA koruma aktivitesi K2
ile karsilastirlldiginda yiiksek oranda DNA’y1 korudugu gozlenirken etil asetat
fraksiyonunda ise K2’ye gore aktivitenin azaldig1 gozlendi. Etil asetat fraksiyonuna
kiyasla ikinci fraksiyonlarin aktivitesinin genel olarak yiiksek oldugu belirlendi ve
NBEFr3 fraksiyonunun aktivitesinin en yiiksek oldugu saptandi. Saflastirilan ursolik
asidin, apigeninin ve Molekiil L’nin aktivitesi de elde edildigi fraksiyonlardan yiiksek

aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

N. baytopii ham ekstrakti, metanol ve ikinci fraksiyonlarin DNA koruma
aktiviteleri Sekil 4.8’de gosterildi. Ham ekstraktin DNA koruma aktivitesi K2 ile
karsilastirildiginda diisiik oranda gozlenirken metanol fraksiyonunda ise K2’ye gore
aktivitenin arttigi goézlendi. Metanol fraksiyonuna kiyasla ikinci fraksiyonlarin
aktivitesinin genel olarak diisik oldugu belirlendi ve NBMFr2 fraksiyonunun
aktivitesinin en yiiksek oldugu saptandi. Bunun disinda NBMFrl, NBMFr3 ve
NBMFr7 fraksiyonlarinin aktivitesinin yiiksek oldugu belirlendi. Saflagtirilan
daukosteroliin aktivitesi, elde edildigi fraksiyondan yiiksek olarak belirlenirken

iksorozitin aktivitesi diisiik bulundu.

Savci vd (2020)’nin N. transcaucasica ekstrakti ile ilgili aragtirmasinda, ekstrakt
tek basmma uygulandiginda DNA’y1 korudugunu ama H20: eklendiginde ise
koruyamadigint ortaya koymustur. Guha vd (2011)’nin yaptiklar1 caligmada,
Lamiaceae familyasina ait Leucas aspera bitkisinin su ekstraktinin DNA’y1 daha iyi
korudugu belirlenmistir. Hamza vd (2016) yaptiklar1 arastirmada, Lamiaceae
familyasina ait bitkilerin ugucu yaglarinin plazmid DNA’y1 kararli hale getirdigini

bulmustur. Tepe vd (2011) arastirmalarinda, Lamiaceae familyasina ait bitkilerden
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elde edilen su ekstraktlarinin H2O2 ve UV 1s1nina maruz birakilarak hasara ugratilan

pBR322 plazmid DNA’y1 koruyucu etkisinin oldugunu belirlemistir.

4.3. Temel Bilesen Analizi ile N. baytopii Ham Ekstraktin ve Fraksiyonlarin

Aktivite Sonuclarimin Arasidaki Iliskinin Belirlenmesi
4.3.1. Antioksidan ve DNA Koruma Aktiviteleri Arasindaki iliski

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %57.80’ini agiklamistir; burada
PC1, %32.70’unu ve PC2, %25.10’1n1 agiklamaktadir (Sekil 4.9.a). PC1 ve PC2’nin
pozitif tarafindaki bolge, NBHFr3 ve NBHFr4’ii icermektedir ve bu fraksiyonlar
yiiksek indirgeme giicli, metal selat, H2O2 giderme ve siiperoksit anyonu giderme
aktivitelerine sahiptir. PC1’in pozitif tarafindaki sag alt bolge, NBHFrl ve NBHFr2’i
icermektedir ve bu fraksiyonlar ise yiiksek fosfomolibdenyum indirgeme ve ABTS"*
giderme aktivitelerine sahiptir. PC1’in pozitif ve PC2’nin negatif tarafindaki bolge,
NBHFr3 ve NBHFr4 i icermektedir ve bu fraksiyonlar yiiksek indirgeme giicii, metal
selat, H.O> giderme ve siiperoksit anyonu giderme aktivitelerine sahiptir. PC1’in
negatif ve PC2’nin pozitif tarafindaki bolge, NBMK, NBH ve NBHFr5’1 igermektedir
ve bu fraksiyonlar ise yiiksek DPPH" giderme ve DNA koruma aktivitelerine sahiptir.
Bu biplot grafiginden de anlasilacagi tizere NBHFr3, NBHFr4 ve NBHFr5
fraksiyonlarindan biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde
edilebilir. Ancak Ongoriilen bu biplot grafigindeki fraksiyonlardan izolat elde
edilemedi.

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %67.50’ini agiklamistir; burada
PC1, %43.10’unu ve PC2, %24.40’ 1 agiklamaktadir (Sekil 4.9.b). PC1 ve PC2’nin
pozitif tarafindaki bolge, NBKFr5’i icermektedir ve bu fraksiyon yiiksek siiperoksit
anyonu giderme ve H>O; giderme aktivitelerine sahiptir. PC1’in pozitif ve PC2’nin
negatif tarafindaki bolge, NBKFr3 ve NBKFr6’y1 igermektedir ve bu fraksiyonlar
yiiksek fosfomolibdenyum indirgeme ve DNA koruma aktivitesine sahiptir. Bu biplot
grafiginden de anlasilacag tizere NBKFr3, NBKFr5 ve NBKFr6 fraksiyonlarindan
biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde edilebilir. Ongériilen bu

sonuca gore, NBKFr3 fraksiyonundan f-sitosterol molekiilii izole edilmistir.
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Sekil 4.9. N. baytopii metanol:kloroform ham e

kstrakti, n-hekzan (a), kloroform (b), etil asetat (c) ve

metanol (d) birinci ve ikinci fraksiyonlarin antioksidan ve DNA koruma aktivitelerinin temel

bilesen analizi
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Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %63.60’ini agiklamistir; burada
PC1, %39.50’sini ve PC2, %24.10’unu agiklamaktadir (Sekil 4.9.c). PC1’in negatif ve
PC2’nin pozitif tarafindaki bolge, NBEFr3, NBEFr8 ve NBEFr10’u icermektedir ve
bu fraksiyonlar yiiksek fosfomolibdenyum indirgeme, siiperoksit anyon giderme ve
H20. giderme aktivitelerine sahiptir. Bu biplot grafiginden de anlasilacag tizere
NBEFr3, NBEFr8 ve NBEFrl0 fraksiyonlarindan biyoaktivite yonlendirmeli
izolasyon yapilarak izolatlar elde edilebilir. Ongériilen bu sonuca gére, NBEFr3

fraksiyonundan apigenin molekiilii izole edilmistir.

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %45.70’ini agiklamistir; burada
PC1, %25.60’1m1 ve PC2, %20.10’unu agiklamaktadir (Sekil 4.9.d). PC1 ve PC2’nin
pozitif tarafindaki bolge, NBMFr2’i igermektedir ve bu fraksiyon yiiksek H.O>
giderme, DPPH" giderme ve DNA koruma aktivitelerine sahiptir. PC1’in pozitif ve
PC2’nin negatif tarafindaki bolge, NBMFrl’i igermektedir ve bu fraksiyon yiiksek
stiperoksit anyon giderme ve fosfomolibdenyum indirgeme aktivitelerine sahiptir.
PC1’in negatif ve PC2’nin pozitif tarafindaki bolge, NBMFr3 ve NBMFr7’i
icermektedir ve bu fraksiyonlar ise yiiksek indirgeme giicii kapasitesine, metal selat ve
ABTS " giderme aktivitelerine sahiptir. Bu biplot grafiginden de anlasilacag: iizere
NBMFr2, NBMFr3, NBMFrl ve NBMFr7 fraksiyonlarindan biyoaktivite
yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde edilebilir. Ongériilen bu sonuca gore,

NBMFr3 fraksiyonundan daukosterol molekiilii izole edilmistir.
4.3.2. Enzim Inhibisyonlar1 Arasindaki Iliski

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %64.50’ini agiklamistir; burada
PC1, %34.50’ini ve PC2, %30.00’unu agiklamaktadir (Sekil 4.10.a). PC1 ve PC2’nin
pozitif tarafindaki bolge, NBHFr5, NBHFr7 ve NBHFr8’i igermektedir ve bu
fraksiyonlar yiikksek BChE, lipaz ve tirozinaz inhibisyon aktivitelerine sahiptir. PC1’in
pozitif ve PC2’nin negatif tarafindaki bolge, NBHFr9’u igermektedir ve bu fraksiyon
ise yiiksek AChE, KA ve a-glikozidaz inhibisyon aktivitelerine sahiptir. Bu biplot
grafiginden de anlasilacagi tlizere NBHFr5, NBHFr7, NBHFr8 ve NBHFr9
fraksiyonlarindan biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde
edilebilir. Ancak Ongoriilen bu biplot grafigindeki fraksiyonlardan izolat elde

edilemedi.

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %53.10’ini ag¢iklamistir; burada
PC1, %30.30’unu ve PC2, %22.80’unu ac¢iklamaktadir (Sekil 4.10.b). PC1’in ve
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PC2’nin pozitif tarafindaki bolge, NBKFr7’i icermektedir ve bu fraksiyon yiiksek
AChE, KA, lipaz ve tirozinaz inhibisyon aktivitelerine sahiptir. PC1’in pozitif ve
PC2’nin negatif tarafindaki bolge, NBKFrl, NBKFr2 ve NBKFr3’i igermektedir ve
bu fraksiyonlar yiiksek BChE, a-amilaz ve a-glikozidaz inhibisyon aktivitelerine
sahiptir. Bu biplot grafiginden de anlasilacagi tizere NBKFrl, NBKFr2, NBKFr3 ve
NBKFr7 fraksiyonlardan biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde
edilebilir. Ongoriilen bu sonuca gére, NBKFr3 fraksiyonundan s-sitosterol molekiilii

izole edilmistir.

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %55.30’ini agiklamistir; burada
PC1, %32.60’ini ve PC2, %22.70’ini agiklamaktadir (Sekil 4.10.c). PC1 ve PC2’nin
pozitif tarafindaki bolge, NBEFr1;2, NBEFr3, NBEFr7 ve NBEFr9’u igermektedir ve
bu fraksiyonlar yiiksek a-amilaz ve lipaz inihbisyon aktivitelerine sahiptir. PC1’in
pozitif ve PC2’nin negatif tarafindaki bolge, NBEFr5 ve NBEFr6’y1 igermektedir ve
bu fraksiyonlar yiiksek AChE, BchE ve KA inhibisyon aktivitelerine sahiptir. PC1’in
negatif ve PC2’nin pozitif tarafindaki bolge, NBEFr8 ve NBEFr10’u igermektedir ve
bu fraksiyon yiiksek a-glikozidaz inhibisyonuna sahiptir. Bu biplot grafiginden de
anlagilacagi tizere NBEFrl;2, NBEFr3, NBEFr5, NBEFr6, NBEFr7, NBKFr8 ve
NBEFr10 fraksiyonlarindan biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar
elde edilebilir. Ongériilen bu sonuca gére, NBEFr3 fraksiyonundan apigenin molekiilii

ve NBEFr5 fraksiyonundan Molekiil L izole edilmistir.

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %60.70’ini agiklamistir; burada
PC1, %40.60’unu ve PC2, %20.10’ini agiklamaktadir (Sekil 4.10.d). PC1’in pozitif ve
PC2’nin negatif tarafindaki bolge, NBMFr3, NBMFr5 ve NBMFr6’1 icermektedir ve
bu fraksiyonlar yiiksek AChE, a-amilaz ve tirozinaz inhibisyon aktivitelerine sahiptir.
PC1 ve PC2’nin pozitif tarafindaki bolge, NBMFr7 ve NBMFr8’i icermektedir ve bu
fraksiyonlar ise yiiksek BChE, lipaz ve a-glikozidaz inhibisyon aktivitelerine sahiptir.
PC1’in negatif ve PC2’nin pozitif tarafindaki bolge, NBMFr2’i i¢cermektedir ve bu
fraksiyon yliksek KA ve iireaz inhibisyon aktivitelerine sahiptir. Bu biplot grafiginden
de anlasilacagi tizere NBMFr2, NBMFr3, NBMFr5, NBMFr6, NBMFr7 ve NBMFr8
fraksiyonlarindan biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde
edilebilir. Ongdriilen bu sonuca gore, NBMFr3 fraksiyonundan daukosterol molekiilii

ve NBMFr5 fraksiyonundan iksorozit molekiilii izole edilmistir.
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4.3.3. Antimikrobiyal Aktiviteler Arasindaki liski

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %72.40’ini agiklamistir; burada
PC1, %39.80’ini ve PC2, %32.60’1n1 agiklamaktadir (Sekil 4.11.a). PC1’in pozitif
tarafindaki sag alt bolge, NBHFrl, NBHFr4, NBHFr5 NBHFr6 ve NBHFr7’i
icermektedir ve bu fraksiyonlar E. coli, P. aerugonisa ve S. aureus bakterilerine kars1
yiiksek inhibisyon bolgesine sahiptir. Bu biplot grafiginden de anlasilacagi tizere
NBHFrl, NBHFr4, NBHFr5, NBHFr6 ve NBHFr7 fraksiyonlarindan biyoaktivite
yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde edilebilir. Ancak dngdriilen bu biplot

grafigindeki fraksiyonlardan izolat elde edilemedi.

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %70.40’ 11 agiklamistir; burada
PC1, %43.60’m1 ve PC2, %26.80’ini agiklamaktadir (Sekil 4.11.b). PC1’in negatif
tarafindaki sol alt bolge, NBKFr3, NBKFr5 ve NBKFr6’y1 igermektedir ve bu
fraksiyonlar E. coli, K. pneumoniae, S. aures ve B. cereus bakterilerine kars1 yiiksek
inhibisyon bdlgesine sahiptir. Bu biplot grafiginden de anlasilacagi lizere bu
fraksiyonlardan biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde
edilebilir. Ongdriilen bu sonuca gore, NBKFr3 fraksiyonundan g-sitosterol molekiilii

izole edilmistir.

Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %60.10’in1 agiklamistir; burada
PC1, %33.40’m1 ve PC2, %26.70’ini agiklamaktadir (Sekil 4.11.c). PC1’in negatif
tarafindaki sol iist bolge, NBEFr3, NBEFr5 ve NBEFr6’y1 icermektedir ve bu
fraksiyonlar P. aeruginosa, E. faecalis ve B. cereus bakterilerine karsi yiiksek
inhibisyon bolgesine sahiptir. PC1’in pozitif tarafindaki sag iist bolge, NBKFr8’i
icermektedir ve bu fraksiyon E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis ve K. pneumoniae
bakterilerine kars1 yiiksek MIK degerlerine sahiptir. PC1’in negatif tarafindaki sol alt
bolge, NBEFrl;2, NBEFr4 ve NBEFr10’u icermektedir ve bu fraksiyonlar E. coli, K.
pneumoniae ve S. aureus bakterilerine karsi yiiksek inhibisyon bdlgesine sahiptir.
PC1’in porzitif tarafindaki sag alt bolge, NBEFr7 ve NBEFr9’u igermektedir ve bu
fraksiyonlar B. cereus ve S. aureus bakterilerine kars1 yiiksek MIK degerlerine
sahiptir. Bu biplot grafiginden de anlasilacag tizere NBEFrl;2, NBEFr3, NBEFr4,
NBEFr5, NBEFr6, NBEFr8, NBEFr9 ve NBEFr10 fraksiyonlarindan biyoaktivite
yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde edilebilir. Ongériilen bu sonuca gore,
NBEFr3 fraksiyonundan apigenin molekiilii ve NBEFr5 fraksiyonundan L molekiilii
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izole edilmistir.
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Sekil 4.11. N. baytopii metanol:kloroform ham ekstrakti, n-hekzan (a), kloroform (b), etil asetat (c) ve
metanol (d) birinci ve ikinci fraksiyonlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin temel bilesen

analizi
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Temel bilesen analizinde, toplam varyasyonun %67.70’ini agiklamistir; burada
PC1, %37.70’ini ve PC2, %30.00’unu agiklamaktadir (Sekil 4.11.d). PC1’in negatif
tarafindaki sol tst bolge, NBMFr2, NBMFr4 ve NBMFr5’i igermektedir ve bu
fraksiyonlar P. aeruginosa ve E. faecalis bakterilerine karsi yiiksek inhibisyon
bolgesine sahiptir. PC1’in negatif tarafindaki sol alt bolge, NBMFrl ve NBMFr3’i
icermektedir ve bu fraksiyonlar E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus bakterilerine kars1
yiiksek inhibisyon bélgesine sahiptir. PC1’in pozitif tarafindaki sol alt bolge,
NBMFr6, NBMFr7 ve NBMFr8’i icermektedir ve bu fraksiyonlar E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus ve B. cereus bakterilerine kars1 yiiksek MIK degerlerine sahiptir.
Bu biplot grafiginden de anlasilacagi iizere NBMFrl, NBMFr2, NBMFr3, NBMFr4,
NBMFr5, NBMFr6, NBMFr7 ve NBMFr8 fraksiyonlarindan biyoaktivite
yonlendirmeli izolasyon yapilarak izolatlar elde edilebilir. Ongériilen bu sonuca gore,
NBMFr3 fraksiyonundan daukosterol molekiilii ve NBMFr5 fraksiyonundan iksorozit

molekiilii izole edilmistir.

Sekil 4.12°de gosterildigi gibi, N. baytopii bitkisinin toprak iistii kism1 metanol-
kloroform (1:1) ¢oziicii karigimi ile maserasyon yontemi ile ekstrakte edildi. Kolon
kromatografisi ile silika jele emdirilen ham ekstrakti n-hekzan, kloroform, etil asetat
ve metanol ¢oziiciileri ile fraksiyonlandirildi. Bu fraksiyonlar tekrar ayri ayri kendi
¢oziiciileri ile fraksiyonlandirildi. Ham ekstrakt ve fraksiyonlara kimyasal igerikleri
analizleri ve aktivite testleri uygulandi. Elde edilen ikinci fraksiyonlardan aktivitesi
yiiksek olanlardan biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon kapsaminda molekiiller izole
edildi. Elde edilen molekiillere aktivite testlerinin yani sira enzim inhibisyon kinetigi

ve molekiiler doking ¢aligmalar1 uygulanda.
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Sekil 4.12. N. baytopii bitkisinin biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon semasi
4.4. Saflastirilan Bilesikler

NBKFr3 fraksiyonundan f-sitosterol molekiilii, NBEFr1 ve 2 fraksiyonlarindan
ursolik asit molekiilii, NBEFr3 ve 4 fraksiyonlarindan apigenin molekiilii, NBEFr5 ve
4 fraksiyonlarindan Molekiil L, NBMFr3 fraksiyonundan iksorozit ve NBMFr5
fraksiyonundan daukosterol molekiilii saflastirildi. Saflastirilan molekiillerin yapilari
'H-NMR, *C-NMR ve iki boyutlu COSY, HMBC ve HSQC spektroskopileri ile
aydinlatildi ve LC-MS/MS spektroskopisi ile molekiil kiitlesi belirlendi. Literatiirdeki
verilerle karsilastirildt ve yapilarin dogrulugu kanitlandi. Ayrica saflastirilan

molekiillerin enzim inhibisyon kinetikleri ve enzimlerle etkilesimleri incelendi.
4.4.1. Apigenin

Apigenin molekiilii N. baytopii metanol-kloroform ham ekstraktindan elde
edilen etil asetat birinci fraksiyonunun silika jel kolon kromatografisi sonucu elde
edilen 3. fraksiyonun 4. alt fraksiyonundan (NBEFr3-4) saflastirildi.

Nepeta tiirleri {izerine yapilan ¢aligmalarda, Tundis vd (2013), N. binaludensis
ve N. crassifolia etil asetat ekstraktlarindan ve Rabee vd (2020), N. curviflora metanol

ekstraktindan apigenin saflastirmistir.
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4.4.1.1. Apigeninin Karakterizasyonu

Apigeninin molekiil yapisi, DMSO-d6 ¢oziiciisiine alinarak NMR ve MS
spektrumlari ile belirlendi (Sekil 4.13.- 4.15. ve Tablo 4.32.). 'H-NMR spektrumu
incelendiginde goriilen 7.90 ve 6.91 ppm’deki aromatik sinyallerin integrasyon
degerlerinin diger proton sinyallerinden iki kat fazla oldugu ve COSY etkilesimleriyle
komsu protonlarda olduklar belirlendi ve aromatik halkada bir simetrinin var oldugu
diisiiniildii. 6.46 ve 6.17 ppm’de rezonans olan protonlarin meta konumda olduklari
etkilesme sabitlerinden belirlendi. 6.75 ppm’deki singlet protonunun 182 ppm’deki
karbonil karbonuyla dogrudan etkilestigi ve A halkasindaki karbonlarin B
halkasindaki aromatik karbonlarla etkilestikleri HMBC spektrumundan belirlendi.
HSQC etkilesimleriyle dogrudan protonlarin bagli oldugu karbonlar belirlendi ve
yapinin  spesifik bir flavanoid olan apigenin molekiili oldugu literatiir

karsilastirmasiyla dogrulandi (Rabee vd, 2020).

Sekil 4.13. Apigenin molekiiliiniin yapisi

Tablo 4.32. Apigenin molekiiliiniin *H ve 3C NMR veri ve literatiir degerleri

No H NMR BC NMR 'H NMR (DMSO-d6, *C NMR (DMSO-d6,
(DMSO-d6, (DMSO-d6, 600.13 MHz) 150.90 MHz)
600 MHz) 150 MHz) (Rabee vd, 2020) (Rabee vd, 2020)

l -

2 - 164.19 - 163.6
3 6.76 () 103.29 6.77 (s) 102.9
4 - 182.19 - 181.9
5 - 161.91 - 161.6
6 6.17 (d-2.1)  99.29 6.18 (d-2.1) 98.90
7 - 164.61 - 164.2
8 6.46 (d-2.1) 94.41 6.48 (d-2.1) 94.00
9 - 157.76 - 157.3
10 - 104.15 - 103.8
1 - 121.63 - 121.3
2' 7.90 (d-8.51) 128.91 7.92 (d-8.9) 128.6
3 6.90 (d-8.51) 116.41 6.92 (d-8.9) 116.1
4 - 161.63 - 161.3
5" 6.90 (d-8.51) 116.41 6.92 (d-8.9) 116.1
6" 7.90 (d-8.51) 128.91 7.92 (d-8.9) 128.6
5-OH 12.94 (s) - 12.95 (s) -
7-OH 10.82 (s) - 10.88 (s) -
4'-OH 10.35 (s) - 10.38 (s) -
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Sekil 4.14. Apigenin molekiiliiniin MS kromatogrami

Apigenin molekiiliiniin C1sH100s kapali formiiliine gore kiitlesi [m/z] 270.05

g/mol olarak hesapland ve literatiir bilgileri ile dogrulandi (Avallone vd, 2000).

(a)
<
()
i e
O
z

(b)

— v
-

Sekil 4.15. Apigenin molekiiliiniin *H-NMR (DMSO) (), *C-NMR (DMSO) (b), COSY (c), HSQC

(d) ve HMBC (e) spektrumlari

149



4.4.1.2. Apigeninin Enzim inhibisyon Kinetikleri

Apigenin molekiiliiniin lireaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
apigenin molekiiliiniin icerdigi veya icermedigi reaksiyon ortamlarmda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.16. ve Tablo 4.33.). Ureaz inhibisyon mekanizmasinda apigenin molekiiliiniin etkisi
karigik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Kj degeri hesaplandi. Bu
hesaplamada, apigeninin farkli konsantrasyonlardaki etkilerine bagl iireaz
aktivitelerinin belirlenmesi sonucunda Vmaks degerinin azaldigi ve Km degerinin ise
arttig1 belirlendi. Bu sonuca gore, Ki degerinin belirlenmesinde yar1 yarigsmali

Vﬁn aks [I]

inhibisyona go6re, K =—2*"~—
y g ’ ! (Vmaks'vinaks)

formiili kullanildi ve Kj degeri 0.05 mM olarak

bulundu.
(@ 00018 1 Apigenin-Ureaz (b)  Apigenin-Ureaz 3200
0,0015 2800
< 2 2400
< 0,0012 *0mM 3
= 0,06 mM = 2000
2 0,0009 40,02mM € 1600
= x0,01 mM 2 00
> 0,0006 ©OmM =
0,06 mM
0,0003 40,02mM
0,0000 +——+——rr X001 MM —_— L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 -5,50 -4,40 -3,30 -2,20 -1,10 0,00 1,10 2,20 3,30
[S] (mM) 1/[S] (mM)-!

Sekil 4.16. Apigenin molekiiliiniin varliginda iireaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.33. Apigenin molekiiliiniin varliginda iireaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Apigenin, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.00153  0.180 Karigik-Yart 0.05
0.01 0.00121  0.277 yarigmali

0.02 0.00103  0.335

0.06 0.00077 0.426

Apigenin molekiiliiniin AChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
apigenin molekiiliiniin icerdigi veya igcermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.17. ve Tablo 4.34.). AChE inhibisyon mekanizmasinda apigenin molekiiliiniin etkisi
yarigmasiz inhibisyon seklinde gdsterdigi belirlendi ve Kj degeri hesaplandi. Apigenin
molekiiliinlin farkli dozlarinin Kn degerlerinin sabit kaldigt ve Vmaks degerlerinin ise
azaldig1 belirlendi. Bu sonuca gore, Ki degerinin belirlenmesinde yarismasiz

Vinaks [I]

inhibisyona gore, K= -
y g ’ ! (Vmuks'vinaks)

formiili kullanilarak Ki degeri 0.14 mM olarak
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hesaplanda.

a igenin- b 270 .
(@ 0030 | Apigenin-AChE (b) 2 Apigenin-AChE
0,025
0,020
=
30,015
S
I 0,010 ¢0mM
2 0,1 mM 01mM
> 0,005 40,06 MM 4006 MM
\ % 0,02 mM o m
0,000 - ; ; — = 5l x002mM
000 010 020 030 040 050 65 45 -25 -5 15 35 55 75 95 115 135

[S] (mM) U[S] (mM)*

Sekil 4.17. Apigenin molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.34. Apigenin molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

Apigenin, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.0283 0.0163  Yarigsmasiz 0.14
0.02 0.0213 0.0160

0.06 0.0171 0.0161

0.10 0.0135 0.0161

Apigenin molekiiliiniin BChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
apigenin molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek Km ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.18. ve Tablo 4.35.). BChE inhibisyon mekanizmasinda apigenin molekiiliiniin etkisi
karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.08 mM olarak

hesaplandi.
(@) o021 | Apigenin-BChE (b) Apigenin-BChE 180 -
160 -
0,018 o
, 1140 -
0015 *0mM gl
' 0,04 mM 120 -
0012 40,02mM S100 -
= 0,009 *0 mM %x0,01 mM =80
Eo006 0,04 mM 25
> 0,003 40,02mM
| % 0,01 mM
0,000 - : : : ‘ : B " —
000 010 020 030 040 050 100 -80 60 -40 20 O 20 40 60
[S] (mM) 1/[s] (mm)*

Sekil 4.18. Apigenin molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk b) grafikleri

Tablo 4.35. Apigenin molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

Apigenin, MM Vimaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0201 0.0107  Karisik-Yari 0.08
0.01 0.0178 0.0153  yarigmali

0.02 0.0158 0.0182

0.04 0.0142 0.0225
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Apigenin molekiiliiniin KA inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
apigenin molekiliiniin icerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.19. ve Tablo 4.36.). KA inhibisyon mekanizmasinda apigenin molekiiliiniin etkisi

yarismasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.08 mM olarak

hesaplandi.
a . b 1000 N
Apigenin-KA Apigenin-KA
0,006 -
< 800
4
B
< 0,004 - S 600
8 =
€ 0,002 - 0,04 mM >
2 40,02mM ~ 004
> x0,01 mM Looamy
0,000 1 ,

0O

00051015202530354,0455,0 _2"5 15 _6“’5 0,5 115 215 315 415 5:5 615
[S] (mM) 1/[S] (mM)*

Sekil 4.19. Apigenin molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.36. Apigenin molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiirii ve K degeri

Apigenin, MM Viaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0072 0.512 Yarigmasiz 0.08
0.01 0.0061 0.508

0.02 0.0054 0.514

0.04 0.0044 0.509

Apigenin  molekiiliiniin  a-glikozidaz inhibisyon etki mekanizmasinin
belirlenmesi i¢in apigenin molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri
belirlendi (Sekil 4.20. ve Tablo 4.37.). a-Glikozidaz inhibisyon mekanizmasinda
apigenin molekiiliiniin etkisi yarismasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K;

degeri 0.16 mM olarak hesaplanda.

0,0150 1 A ninenin.r. (= lilkngi . L I
(@) Apigenin-a-Glikozidaz (b) 1050 1 Apigenin-a-Glikozidaz
0,0125 - 900 -
0,0100 - 35 750
= S 600
=£0,0075 - €
3 2 450 -
o N—r
£0,0050 +0mM > *0mM
E! 0,08 mM S 300 4 0,08 mM
= 0,0025 40,06 MM 150 - 40,06 MM
% 0,02 mM x 0,02 mM
0,0000 ~“0 ; ; : : :
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 -500 1,00 7,00 13,00 19,00 2500 31,00
[S] (mM) 1/[S] (mM)-2

Sekil 4.20. Apigenin molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri
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Tablo 4.37. Apigenin molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Apigenin, MM Vinaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0125 0.202 Yarigmasiz 0.16
0.02 0.0102 0.201

0.06 0.0084 0.204

0.08 0.0070 0.203

Yang vd (2021) ve Zeng vd (2016), apigeninin a-glikozidaza kars1 yarismasiz
inhibisyon sergiledigini ve Kj degerini ise sirastyla 17.09+0.40 uM ve 10.70+0.07 uM
olarak belirlemistir. Tolmie vd (2021) yaptigi arastirmada, apigeninin a-glikozidaza
kars1 karisik inhibisyon gosterdigini ve Kj degerini 160.00+£50.00 uM olarak tahmin
etmistir. Tez ¢calismasinda, apigeninin Kj degerinin daha yiiksek oldugu kaydedildi.

Zeng vd (2016), apigeninin oa-glikozidaza karst yarigmasiz inhibisyon
sergiledigini ve Kj degerini 0.11+£0.07 umol/L olarak belirlemistir. Tez ¢alismasinda,
apigeninin Kj degerinin daha diisiik oldugu kaydedildi.

Apigenin molekiiliiniin lipaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
apigenin molekiiliiniin icerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.21. ve Tablo 4.38). Lipaz inhibisyon mekanizmasinda apigenin molekiiliiniin etkisi
yarigmali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri hesaplandi. Apigenin
molekiiliiniin farkli dozlarinin Vmaks degerlerinin sabit kaldig1 ve Ky degerlerinin ise

azaldig1 belirlendi. Bu sonuca gore, Kj degerinin belirlenmesinde yarigmali

g .. K, [1] vl o .
inhibisyona gore, K;= (KimK j formiilii kullanildi ve Ki degeri 0.16 mM olarak
m=
hesaplandi.
(@ 0,07 - . . (b) 35 - . .
Apigenin-Lipaz 'S Apigenin-Lipaz
0,06 - 5 30 -
=
0,05 - T 25
0,04 - g20 -
o 2
5003 0mM 151 e0mM
¢0m
Soo | 0,1 mM =10 0,1 mM
40,08 mM 40,08mM
> 001 - x0,02 mM % © x 0,02 mM
0.00 oo =79 L
> 3 4 5 & 7 -0,10-0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
[S] (mM) 1/[S] (mM)*

Sekil 4.21. Apigenin molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri
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Tablo 4.38. Apigenin molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Apigenin, MM Vinaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.187 10.752  Yarismali 0.16
0.02 0.185 16.549

0.08 0.187 15.650

0.10 0.187 14.625

Li vd (2021), apigeninin lipaz inhibisyon tipinin yarismali oldugunu ve K;

degerini 0.29+0.57 mM olarak tahmin etmistir. Tez ¢alismasinda, apigeninin K degeri

daha yiiksek olarak bildirildi ve inhibisyon tiiriiniin de farkli oldugu gozlendi.

Apigenin molekiiliiniin tirozinaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi

igin apigenin molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-

Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vimaks degerleri belirlendi (Sekil

4.22. ve Tablo 4.39.). Tirozinaz inhibisyon mekanizmasinda apigenin molekiiliiniin

etkisi yarigmali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.06 mM olarak

hesaplanda.

(@ 006

0,05
0,04
0,03

(umol/dKk)

0,02

\Y
o
o
_

0,00

Apigenin-Tirozinaz

40,08 mM
% 0,06 mM

[S] (mM)

0 030609121518 21 24 27

(b) Apigenin-Tirozinazy |

775 -
XX
«0mM 260 -
0,1 mM g
40,08mM ER
x 0,06 mM 2 30
—

0O

-17,014,011,0-8,0 -5,0 -2,0 1,0 4,0 7,0 10,013,0
1/[S] (mM)

Sekil 4.22. Apigenin molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.39. Apigenin molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Apigenin, MM Vinaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.047 0.060 Yarigmali 0.06
0.06 0.047 0.097

0.08 0.046 0.143

0.10 0.046 0.246

4.4.1.3. Apigeninin Molekiiler Doking Calismalari

Sekil 4.23 ve Tablo 4.40’de goriildiigli gibi iireaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen apigeninin ALA636, ASP633 ve HIS593 ile kromen-4-on hidroksilleri ile ti¢
adet konvensiyonel hidrojen bagi, ALA440, ALA636 ve MET637 ile kromen-4-on
dort adet ve ALLA440, ARG439 ile fenil halkasi iki adet pi-alkil etkilesimi, HIS492 ile
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kromen-4-on bir adet pi-pi T-sekilli etkilesimi ve ASP494 ile kromen-4-on bir adet pi-

anyon etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.23. Apigenin molekiiliiniin {ireaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) gériintiileri
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Sekil 4.24. Apigenin molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking 2D (&), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) gériintiileri
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Tablo 4.40. Apigenin molekiiliiniin iireaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H2 - 2.57 Hidrojen Konvensiyonel :[001:H2 H-Verici  A:HIS593:NE2 H-Alict
A:HIS593:NE2 Bagi Hidrojen Bagi

2 :[001:H4 - 2.79  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H4 H-Verici  A:ASP633:0D2 H-Alict
A:ASP633:0D2 Bagi Hidrojen Bagi

3 :[001:H4 - 2.02 Hidrojen Konvensiyonel :[001:H4 H-Verici  A:ALA636:0  H-Alict
A:ALAB36:0 Bagi Hidrojen Bagi

4 A:ASP494:0D2 - :[001 4.07 Elektrostatik Pi-Anyon A:ASP494:0D2 Negatif :[001 Pi-Orbital

5 A:HIS492 - :[001 547  Hidrofobik Pi-Pi T-gekilli A:HIS492 Pi-Orbital :[001 Pi-Orbital

6 :[001- A:ALA440 3.98  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ALA440 Alkil

7 :[001- A:ALA440 5.38  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ALA440 Alkil

8 :[001- A:ALA636 549  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ALA636 Alkil

9 :[001- A:MET637 485  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:MET637 Alkil

10 :[001 - A:ARG439 440  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ARG439 Alkil

11 :[001 - A:ALA440 410  Hidrofobik  Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ALA440 Alkil

Tablo 4.41. Apigenin molekiliniin AChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No Isim Mesafe Kategori  Tiir Verici Verici Alc Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H8 - A:ALA530:0 2.09 Hidrojen Konvensiyonel :[001:H8 H-Verici  A:ALA530:0 H-Alict

Bagi Hidrojen Bagi

2 D:GLU376:0E2 -:[001 3.68 Elektrostatik Pi-Anyon D:GLU376:0E2 Negatif :[001 Pi-Orbital

3 D:GLU376:0E2 -:[001 3.42 Elektrostatik Pi-Anyon D:GLU376:0E2 Negatif :[001 Pi-Orbital

4 D:LEU360:CD1-:[001 3.81  Hidrofobik Pi-Sigma D:LEU360:CD1 C-H :[001 Pi-Orbital

5 D:VAL379:CG2-:[001 3.71  Hidrofobik Pi-Sigma D:VAL379:CG2 C-H :[001 Pi-Orbital

6 :[001- D:VAL379 422  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital D:VAL379  Alkil

7 :[001- A:ARG534 451  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ARG534  Alkil

8 :[001 - D:LEU380 4.62  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital D:LEU380  AlKil

Sekil 4.24 ve Tablo 4.41°de goriildiigii gibi AChE enziminin aktif bdlgesi ile
etkilesen apigeninin ALAS30 ile fenil hidroksilleri bir adet konvensiyonel hidrojen
bagi, GLU376 ile kromen-4-on iki adet pi-anyon etkilesimi, LEU360 ve VAL379 ile
kromen-4-on iki adet pi-sigma etkilesimi ve ARG534, LEU380 ile fenil iki adet pi-
alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 3.25 ve Tablo 3.42°de goriildiigii gibi BChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen apigeninin TRP128, SER198 ve GLU197 ile kromen-4-on hidroksilleri ti¢
adet ve LEU286 ile fenil bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, SER198 ve TRY82 ile
kromen-4-on iki adet pi-verici hidrojen bagi, LEU286 ile fenil bir adet pi-alkil
etkilesimi, TRP82 ve HIS438 ile kromen-4-on iki adet ve TRP231, PHE329 ile fenil
tic adet pi-pi T-sekilli etkilesimi ve GLU197 ile kromen-4-on bir adet pi-anyon

etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Sekil 4.26 ve Tablo 4.43’de goriildiigii gibi KA enziminin aktif bdlgesi ile
etkilesen apigeninin ASN62, ASN67, GLN92 ile kromen-4-on hidroksilleri {i¢ adet ve
SER197 ile fenil hidroksili bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, HIS94 ile kromen-4-
on ve fenil li¢ adet pi-pi y181lmis, ALA65 kromen-4-on bir adet ve VAL121, VAL143
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ve LEU198 ile ii¢ adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.25. Apigenin molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.26. Apigenin molekiiliiniin KA ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.42. Apigenin molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 A:TYR128:0H - 2.93 Hidrojen Konvensiyonel A:TYR128 H-Verici  :[031:03 H-Alic
:[031:03 Bagi Hidrojen Bagi :OH

2 ASER198:0G - 3.14  Hidrojen Konvensiyonel A:SER198:0G H-Verici  :[031:04 H-Alict
:[031:04 Bagi Hidrojen Bagi

3 :[031:H4 - 191 Hidrojen Konvensiyonel :[031:H4 H-Verici  A:GLU197:0E1 H-Alict
A:GLU197:0E1 Bagi Hidrojen Bagi

4 :[031:H8 - 1.83 Hidrojen Konvensiyonel :[031:H8 H-Verici  A:LEU286:0  H-Alic
A:LEU286:0 Bagi Hidrojen Bagi

5 A:GLU197:0E2 - 4.18  Elektrostatik Pi-Anyon A:GLU197:0E2 Negatif :[031 Pi-Orbital
:[031

6 ASER198:0G -:[031 3.91 Hidrojen Pi-Verici A:SER198:0G H-Verici :[031 Pi-Orbital

Bagi Hidrojen Bag1
7 :[031:H2- A:TRP82 2.63 Hidrojen Pi-Verici :[031:H2 H-Verici  A:TRP82 Pi-Orbital
Bagi Hidrojen Bag1

8 A:TRP82-:[031 5.05  Hidrofobik Pi-Pi T-sekilli A:TRP82 Pi-Orbital :[031 Pi-Orbital

9 A:TRP231-:[031 523  Hidrofobik Pi-Pi T-gekilli A:TRP231 Pi-Orbital :[031 Pi-Orbital

10 A:TRP231 - :[031 5.16  Hidrofobik Pi-Pi T-gekilli A:TRP231 Pi-Orbital :[031 Pi-Orbital

11 A:PHE329 - :[031 5.33  Hidrofobik Pi-Pi T-sekilli A:PHE329 Pi-Orbital :[031 Pi-Orbital

12 A:HIS438 - :[031 424  Hidrofobik Pi-Pi T-gekilli A:HIS438 Pi-Orbital :[031 Pi-Orbital

13 :[031 - A:LEU286 5.12  Hidrofobik Pi-Alkil :[031 Pi-Orbital A:LEU286 Alkil

Tablo 4.43. Apigenin molekiiliiniin KA ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori  Tiir Verici Verici Alic Alct Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:ASN62:HD22 - 2.40 Hidrojen Konvensiyonel A:ASN62:HD22 H-Verici  :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bagi Hidrojen Bagi
2 A:ASN67:HD21 - 1.77 Hidrojen Konvensiyonel A:ASN67:HD21 H-Verici  :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bagi Hidrojen Bag:
3 A:GLN92:HE21 - 2.68  Hidrojen  Konvensiyonel A:GLN92:HE21 H-Verici  :[001:01 H-Alict
:[001:01 Bagi Hidrojen Bag:
4 :[001:H8 - A:SER197:0  2.16 Hidrofobik Konvensiyonel :[001:H8 H-Verici  A:SER197:0 H-Alict
Hidrojen Bagi
5 A:HIS94 - :[001 3.83  Hidrofobik Pi-Pi Yigilmis A:HIS94 Pi-Orbital :[001 Pi-Orbital
6 A:HIS94 - :[001 4.03  Hidrofobik Pi-Pi Yigilmig A:HIS94 Pi-Orbital :[001 Pi-Orbital
7 AHIS94 - :[001 5.61  Hidrofobik Pi-Pi Yigilmis A:HIS94 Pi-Orbital :[001 Pi-Orbital
8 :[001- A:ALA65 4.70  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ALA65  Alkil
9 :[001-A:VAL121 5.27  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:VAL121 Alkil
10 :[001 - A:VAL143 479  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:VAL143 Alkil
11 :[001 - A:LEU198 4.24  Hidrofobik Pi-AlKil :[001 Pi-Orbital A:LEU198 Alkil

Sekil 4.27 ve Tablo 4.44’de goriildiigii gibi a-amilaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen apigeninin LYS208, ASN250 ve LEU211 ile kromen-4-on hidroksilleri ti¢
adet ve GLNS ile fenil hidroksili bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, TYR2 ile bir
adet pi-katyon etkilegsimi, ALA3 ile bir adet pi-verici hidrojen bagi, ARG227,
LEU211, PRO228, ILE230 ve ALAS3 ile yedi adet pi-alkil etkilesimi yaptigi

gozlenmistir.

Sekil 4.28 ve Tablo 4.45°de goriildiigii gibi a-glikozidaz enziminin aktif bolgesi
ile etkilesen apigeninin PRO66 ve ASP34 ile iki adet konvensiyonel hidrojen bagi,
TRP36 ile iki adet pi-pi-y1gilmis ve TRP81 ile bir adet pi-pi T-sekilli etkilesimi yaptig1

gozlenmistir.
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Sekil 4.27. Apigenin molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.28. Apigenin molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.44. Apigenin molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:LYS208:HZ2 - 2.18 Hidrojen Konvensiyonel A:LYS208:HZ2 H-Verici  :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bagi Hidrojen Bagi
2 :[001:H2 - A:ASN250:0 1.96  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H2 H-Verici  A:ASN250:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
3 :[001:H4 - A:LEU211:0 1.93 Hidrojen Konvensiyonel :[001:H4 H-Verici  A:LEU211:0 H-Alic
Bagi Hidrojen Bagi
4 :[001:H8 - A:GLN5:0OE1 2.20 Hidrojen Konvensiyonel :[001:H8 H-Verici  A:GLN5:0E1 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
5 ATYR2:N -:[001 3.69  Elektrostatik Pi-Katyon ATYR2:N Pozitif :[001 Pi-Orbital
6 A:ALA3:HN - :[001 2.99 Hidrojen Pi-Verici A:ALA3:HN  H-Verici  :[001 Pi-Orbital
Bag: Hidrojen Bag1
7 :[001- A:ARG227 3.90  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ARG227  AlKil
8 :[001- A:LEU211 451  Hidrofobik  Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:LEU211  Alkil
9 :[001- A:ARG227 4.64  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ARG227  Alkil
10 :[001 - A:PRO228 529  Hidrofobik  Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:PRO228  AlKkil
11 :[001 - A:ILE230 494  Hidrofobik  Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ILE230 Alkil
12 :[001 - A:ALA3 425  Hidrofobik  Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ALA3 Alkil
13 :[001 - A:ARG227 413  Hidrofobik  Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:ARG227  Alkil

Tablo 4.45. Apigenin molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve
mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici  Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 :[001:H2 - A:PRO66:0 1.75  Hidrojen Bagi Konvensiyonel  :[001:H2 H-Verici A:PRO66:0 H-Alici
Hidrojen Bag:
2 :[001:H8 - A:ASP34:0 2.12 Hidrojen Bagi Konvensiyonel — :[001:H8 H-Verici A:ASP34:0 H-Alici
Hidrojen Bagi

3  ATRP36 - :[001 3.98 Hidrofobik Pi-Pi Yigilmis A:TRP36 Pi-Orbital :[001 Pi-Orbital
4  A:TRP36 - :[001 5.40 Hidrofobik Pi-Pi Yigilmis A:TRP36 Pi-Orbital :[001 Pi-Orbital
5 A:TRP81 -:[001 4.82  Hidrofobik Pi-Pi T-gekilli A:TRP81 Pi-Orbital :[001 Pi-Orbital

Sekil 4.29 ve Tablo 4.46°de goriildiigii gibi lipaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen apigeninin SER84, THR271, TYR267, SER333 ve GLY8I1 ile bes adet
konvensiyonel hidrojen bagi, LYS268 ile bir adet pi-katyon etkilesimi ve pi-Vverici
hidrojen bagi, GLUS?2 ile iki adet pi-anyon etkilesimi, LY S268 ile pi-alkil etkilesimi
yaptig1 gozlenmistir.

Sekil 4.30 ve Tablo 4.47°de goriildiigii gibi tirozinaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen apigeninin GLY299 ile kromen-4-on hidroksili bir adet konvensiyonel
hidrojen bagi, enzimin A ve B alt birimindeki VAL300 ile kromen-4-on ii¢ adet pi-
sigma etkilesimi ve VAL300 ile kromen-4-on ve ALA228 ile fenil iki adet pi-alkil

etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.29. Apigenin molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.30. Apigenin molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.46. Apigenin molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi
1 B:SER84:HN - 2.20  Hidrojen Konvensiyonel B:SER84:HN  H-Verici  :[001:05 H-Alic1
:[001:05 Bagi Hidrojen Bagi
2 B:THR271:HGL1 - 1.85  Hidrojen Konvensiyonel B:THR271:HG1 H-Verici  :[001:01 H-Alict
:[001:01 Bagi Hidrojen Bagi
3 :[001:H2 - 2.48  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H2 H-Verici  B:TYR267:0 H-Alici
B:TYR267:0 Bagi Hidrojen Bagi
4 :[001:H4 - 1.96  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H4 H-Verici  B:SER333:0G H-Alici
B:SER333:0G Bagi Hidrojen Bag1
5 :[001:H8-B:GLY81:0 1.67  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H8 H-Verici B:GLY81:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1
6 B:LYS268:NZ-:[001 3.14  Elektrostatik Pi-Katyon B:LYS268:NZ Pozitif :[001 Pi-Orbital
7 B:LYS268:HZ2-:[001 2.98  Hidrojen Pi-Katyon;Pi- B:LYS268:HZ2 Pozitif;H- :[001 Pi-
Bagi; Verici Verici Orbital;Pi-
Elektrostatik Hidrojen Bagi Orbital
8 B:GLUB82:0E1-:[001 4.96  Elektrostatik Pi-Anyon B:GLU82:0E1 Negatif :[001 Pi-Orbital
9 B:GLU82:0E2 -:[001 4.61 Elektrostatik Pi-Anyon B:GLUB82:0E2 Negatif :[001 Pi-Orbital
10 :[001 - B:LYS268 455  Hidrofobik  Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital B:LYS268 Alkil
11 :[001 - B:LYS268 3.89  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital B:LYS268 Alkil

Tablo 4.47. Apigenin molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H4 - A:GLY299:0 1.91  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H4 H-Verici  A:GLY299:0 H-Alict

Bagi Hidrojen Bag1

2 AVAL300:CG1-:[001 3.45 Hidrofobik Pi-Sigma A:VAL300:CG1 C-H :[001 Pi-Orbital

3 B:VAL300:CG1-:[001 3.85  Hidrofobik Pi-Sigma B:VAL300:CG1 C-H :[001 Pi-Orbital

4 B:VAL300:CG2 -:[001 3.93 Hidrofobik Pi-Sigma B:VAL300:CG2 C-H :[001 Pi-Orbital

5 :[001- A:VAL300 5.12 Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital A:VAL300 Alkil

6 :[001- B:ALA228 4.22  Hidrofobik Pi-Alkil :[001 Pi-Orbital B:ALA228  Alkil

Tablo 4.48°de gosterildigi gibi apigeninin; iireaz, AChE, BChE, KA, a-amilaz,
a-glikozidaz, lipaz ve tirozinaz ile etkilesimlerinin MolDock skorlar1 sirasiyla -77.49,
-79.90, -104.75, -97.16, -76.05, -62.15, -75.02 ve -97.98 olarak bildirilmistir. En
yiiksek MolDock skoru BChE gozlenmistir. Ayrica, baglanma enerjileri sirastyla -
7.60, -9.00, -9.50, -7.80, -9.50, -8.70, -8.00 ve -8.80 kcal/mol olarak belirlenmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda BChE ve o-amilaz en yiiksek baglanma enerjisine sahiptir.
Elde edilen baglanma enerjileri AG=R.T.InKj denkleminde yerine koyularak baglanma
sabitleri lireaz i¢in 3.27 uM, AChE igin 0.62 uM, BChE i¢in 0.25 uM, KA igin 1.89
uM, a-amilaz i¢in 0.20 uM, a-glikozidaz i¢in 0.73 uM, lipaz i¢in 2.27 uM ve tirozinaz
icin 0.62 uM olarak hesaplanmigtir. Baglanma enerjisi yiiksek olan molekiiliin
baglanma sabitinin diisiik olmas1 beklenir. Bu baglamda baglanma enerjileri yiiksek

olan BChE ve a-amilazin baglanma sabitlerinin diisiik oldugu gézlenmistir.
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Tablo 4.48. Apigeninin enzimlerle etkilesiminin baglanma enerjileri ve K; degerleri

Apigenin MolDock Skoru Baglanma enerjisi Baglanma sabiti
(kcal/mol) (Ki (nM))
Ureaz -77.49 -7.60 3.27
AChE -79.90 -9.00 0.25
BChE -104.75 -9.50 0.11
KA -97.16 -7.80 1.89
o-Amilaz -76.08 -9.50 0.20
0-Glikozidaz  -62.15 -8.70 0.73
Lipaz -75.02 -8.00 2.27
Tirozinaz -97.98 -8.80 0.62

Sarkar vd (2022), apigeninin a-amilaz molekiiler etkilesiminin baglanma
enerjisini -8.50 kcal/mol olarak belirlemistir. Tiji vd (2021), Nigella sativa n-hekzan
ekstraktindan izole edilen apigeninin a-amilaz ile molekiiler etkilesiminin baglanma
enerjisini -7.70 kcal/mol olarak bildirmistir. Tolmie vd (2021), apigeninin o-amilaz
molekiiler etkilesiminin baglanma enerjisini -6.10 kcal/mol olarak incelemistir. Tez
calismasinda, apigenin molekiiliiniin baglanma enerjisi, Sarkar vd (2022), Tiji vd
(2021) ve Tolmie vd (2021)’ nin hesapladigi baglanma enerjilerinden daha yiiksek

oldugu gozlenmistir.

Zeng vd (2016) ve Yang vd (2021), apigeninin a-glikozidaz enzimi ile molekiiler
etkilesimlerini incelemistir. Tolmie vd (2021), apigeninin a-glikozidaz enziminin
molekiiler etkilesiminin baglanma enerjisini -5.30 kcal/mol olarak incelemistir. Tez
calismasinda, apigenin molekiiliiniin baglanma enerjisi, Tolmie vd (2021)’nin

hesapladigi baglanma enerjisinden daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Li vd (2021), apigeninin lipaz enzimi ile molekiiler etkilesiminin baglanma
enerjisini -38.87 kj/mol olarak belirlemistir. Liang vd (2022), apigeninin lipaz enzimi
ile molekiiler etkilesiminin baglanma enerjisini -10.10 kcal/mol olarak tahmin etmistir.
Sarkar vd (2022), apigeninin lipaz enziminin molekiiler etkilesiminin baglanma
enerjisini -9.40 kcal/mol olarak belirlemistir. Tez ¢alismasinda, apigenin molekiiliiniin
baglanma enerjisi, Li vd (2021), Liang vd (2022) ve Sarkar vd (2022)’ nin hesapladigi

baglanma enerjisinden daha diisiik oldugu gézlenmistir.
4.4.2. p-Sitosterol

p-Sitosterol molekiilii, N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktindan elde
edilen kloroform birinci fraksiyonunun silika kolon kromatografisi sonucu elde edilen
3. fraksiyonundan (NBKFr3) kristallendirilerek ayrildi.
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Nepeta tiirleri tizerine yapilan ¢alismalarda, Rehman vd (2017), N. kurramensis
metanol ekstraktindan; Hemaia vd (2015), N. cateria petrol eteri ekstraktindan;
Siddique vd (2017a), N. hindostana metanol ekstraktindan; Hussain vd (2008), N.
suavis metanol ekstraktindan; Bisht vd (2010), N. clarkei kloroform ekstraktindan;
Klimek ve Modnicki (2005), N. cataria L. var. citriodora metanol ekstraktindan;
Jamila vd (2011), N. juncea metanol ekstraktindan ve Al-Taweel vd (2017), N.
deflersiana etanol ekstraktinin fraksiyonlarindan p-sitosterol molekiilii izole

edilmistir.
4.4.2.1. p-Sitosteroliin Karakterizasyonu

p-Sitosteroliin NMR ve MS spektrumlari alinip ve yapisi belirlendi (Sekil 4.31.
- 4.33. ve Tablo 4.49.). 'H-NMR analizi sonucunda goriilen alifatik bolgedeki
karmasik sinyaller, molekiiliin bir fitosterol oldugunu, olefinik bolgedeki spesifik 5.34
ppm’deki olefinik sinyali yapida bir ¢ift bag oldugunu, 0.6-1.2 ppm araligindaki
sinyaller metil gruplarinin varligini, 3.51 ppm’deki sinyal ise oksijen atomunun bagl
oldugunu, 2.25-2.28 ppm’deki sinyaller ve COSY etkilesmelerine bakildiginda bu
sinyaller -CH2 grubunun elektronegatif bolgeye komsu oldugunu gosterdi. HSQC ve
HMBC etkilesmelerinin incelenmesi ve literatiirdeki 'H ve '*C NMR verilerinin

karsilagtiritlmasi yapinin S-sitosterol oldugunu dogruladi (Ododo vd, 2016).

Sekil 4.31. p-Sitosterol molekiiliiniin yapisi
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Sekil 4.32. g-Sitosterol molekiiliiniin MS kromatogrami

[-Sitosterol molekiiliiniin C29Hs00 kapali formiiliine gore kiitlesi [m/z] kiitlesi

414.71 g/mol olarak hesaplandi ve literatiir bilgileri ile dogrulandi (Hemaia vd, 2015).

Tablo 4.49. p-Sitosterol molekiiliiniin *H ve *C NMR veri ve literatiir degerleri

No H NMR BC NMR 'HNMR (CDCl3 **C NMR (CDCls

(CDCls3 (CDCls3 400 MHz) 100.06 MHz)
600 MHz) 150 MHz) (Ododo vd, 2016) (Ododo vd, 2016)
1 1.07-1.84 37.23 1.46 37.28
2 1.50-1.83 31.64 1.56 31.69
3 3.51 71.8 3.54 71.82
4 2.25-2.28 42.28 2.32 42.33
5 - 140.7 - 140.77
6 5.34 121.25 5.37 121.73
7 197 31.9 2.04 31.93
8 1.44 31.88 1.69 31.93
9 0.93 50.1 1.55 50.16
10 - 36.49 - 36.51
11 1.48 21.07 1.52 21.11
12 1.15-1.99 39.75 151 39.80
13 42.3 42.34
14 0.98 56.75 1.50 56.79
15 157 24.29 1.58 24.33
16 1.83 28.24 1.85 28.27
17 11 56.02 1.45 56.08
18 0.84 11.85 0.7 11.89
19 10 19.39 1.03 19.42
20 1.35 36.13 1.6 36.17
21 0.91 18.77 0.94 18.84
22 1.0-1.31 33.92 0.93 33.98
23 1.15 26.02 1.15 26.11
24 0.92 45.80 1.38 45.86
25 1.65 29.11 157 29.19
26 0.82 19.82 0.84 19.84
27 0.8 19.01 0.86 19.06
28 1.21-1.26 23.04 1.12 23.10
29 0.67 11.97 0.82 12.01
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Sekil 4.33. g-Sitosterol molekiiliiniin *H-NMR (CDCI3) (a), **C-NMR (CDCls) (b), COSY (c), HSQC
(d) ve HMBC (e) spektrumlari

4.4.2.2. p-Sitosteroliin Enzim Inhibisyon Kinetikleri

S-Sitosterol molekiiliiniin iireaz inhibisyon etki mekanizmasiin belirlenmesi
i¢in f-sitosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.34. ve Tablo 4.50.). Ureaz inhibisyon mekanizmasinda S-sitosterol molekiiliiniin
etkisi yarigmasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.34 mM olarak
hesaplandi.

(b) 4800
4200

(a) 0,0018 | p-Sitosterol-Ureaz

p-Sitosterol-Ureaz

0,0015 —
T\—g 3600
ﬁo,ooog £ 2400
S 1800
£0,0006 *0mM 2 oM
¢ 03 mM 03mM
> 0,0003 40,1 mM 40,1 mM
| % 0,07 MM N % 0,07 mM
0,0000 T T T T T T T T T T 1 f T U T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 -1,50 -0,90 -0,30 0,30 0,90 1,50 2,10 2,70 3,30
[S] (mM) 1/[S] (mM)2

Sekil 4.34. S-Sitosterol molekiiliiniin varliginda iireaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri
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Tablo 4.50. g-Sitosterol molekiiliiniin varliginda iireaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

p-Sitosterol, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.00158 0.696 Yarigmasiz 0.34
0.07 0.00116  0.700

0.10 0.00082 0.705

0.30 0.00070 0.701

[-Sitosterol molekiiliiniin AChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
igin f-sitosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.35. ve Tablo 4.51.). AChE inhibisyon mekanizmasinda f-sitosterol molekiiliiniin

etkisi karigik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.07 mM olarak

hesaplanda.
(@ 0030 i p-Ssitosterol-AChE (b) 210 1 p_sitosterol-AChE
- 180
0,025 =
%5 150
0,020 =
- 2120
3 0,015 2 g
g 0010 *omm 2 S0mM
S 07 mM 0,07 mM
Z 0,005 40,03 mM Qrm
N} 40,03mM
0,007 mM
0,000 - : : : : : - o X0.007 MM
000 010 020 030 040 050 95 70 -45 20 5 30 55 80 105 130
[S] (mM) 1/[S] (mM)-!

Sekil 4.35. S-Sitosterol molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.51. g-Sitosterol molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

p-Sitosterol, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.0260 0.0108 Karigik-Yart 0.07
0.07 0.0197 0.0123 yarismali

0.30 0.0160 0.0129

0.70 0.0135 0.0140

[-Sitosterol molekiiliiniin BChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
igin f-sitosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.36. ve Tablo 4.52.). BChE inhibisyon mekanizmasinda f-sitosterol molekiiliiniin

etkisi karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.11 mM olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.36. S-Sitosterol molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.52. g-Sitosterol molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

p-Sitosterol, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.000 0.0201 0.0184 Karigik-Yart 0.11
0.007 0.0177 0.0212 yarismali

0.015 0.0162 0.0228

0.040 0.0151 0.0248

[-Sitosterol molekiiliiniin KA inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
[-sitosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.37. ve Tablo 4.53.). KA inhibisyon mekanizmasinda f-sitosterol molekiiliiniin etkisi

yarigmasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.20 mM olarak

hesaplanda.
a -Si - b 1000 - _
@ 0,006 frSitosterol-KA ®) - p-Sitosterol-KA
' < 800 -
°
3
< 0,004 g 600 -
2 2
E 400 -
g . M 2 *0mM
€ 0,002 - om = 0,07 mM
- 0,07 mM L 007 mM
g o0 mm X 0,03 mM
0,000 - ! T T T T >\<0’0\3 mM 1 f U T T T T T T T
0005101520253035404550 47 -07 03 13 23 33 43 53 63
[S] (mM) 1/[S] (mM)-!

Sekil 4.37. S-Sitosterol molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.53. g-Sitosterol molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiirii ve K; degeri

p-Sitosterol, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.0074 0.604 Yarigsmasiz 0.20
0.03 0.0064 0.598

0.05 0.0055 0.601

0.07 0.0048 0.600
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Sheng vd (2017), Musa spp. ¢igeginden izole edilen f-sitosteroliin a-amilaz

inhibisyon tiiriinii yar1 yarigsmali ve Kj degerini 5.51 pg/mL olarak belirlemistir.

p-Sitosterol molekiiliniin  a-glikozidaz inhibisyon etki mekanizmasinin
belirlenmesi igin f-sitosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon
ortaminda Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek Km Ve Vmaks
degerleri belirlendi (Sekil 4.38. ve Tablo 4.54.). a-Glikozidaz inhibisyon
mekanizmasinda f-sitosterol molekiiliiniin etkisi yarismasiz inhibisyon seklinde

gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.03 mM olarak hesaplandi.

(@ 00080 -p-Sitosterol-a-Glikozi (b) 2000 -g-Sitosterol-a-Glikozidaz
0,0070 - ~ 1600
0,0060 - =
o
.0,0050 - S 1200
20,0040 - g
3 ) = 800 *0mM
g 0.0030 mM 2 0,05 mM
= 0,0020 - 0,05 mM A 40 40,04 mM
> 0,0010 40,04 mM x0,03 mM
00000 % X003mM ‘ Sl ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 -10,00 -4,00 2,00 8,00 14,00 20,00 26,00 32,00
[S] (mM) 1/[S] (mM)?

Sekil 4.38. S-Sitosterol molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk b) grafikleri

Tablo 4.54. g-Sitosterol molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

p-Sitosterol, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii _Ki (mM)
0.00 0.00158 0.696 Yarigsmasiz 0.34
0.07 0.00116  0.700

0.10 0.00082  0.705

0.30 0.00070  0.701

Sheng vd (2014), pg-sitosteroliin a-glikozidaz inhibisyon tipinin yarigsmali
oldugunu ve K;j degerini 20.09 mg/L olarak hesaplamistir. Sheng vd (2017), Musa spp.
¢iceginden izole edilen fS-sitosteroliin a-amilaz inhibisyon tiiriinii yarismasiz ve K;

degerini 20.09 pg/mL olarak belirlemistir.

S-Sitosterol molekiiliiniin lipaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
icin p-Sitosterol molekiiliiniin igerdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri
belirlendi (Sekil 4.39. ve Tablo 4.55.). Lipaz inhibisyon mekanizmasinda f-sitosterol
molekiiliinlin etkisi yarigmali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri

1.03 mM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.39. S-Sitosterol molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.55. g-Sitosterol molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

p-Sitosterol, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.263 11.074 Yarigsmalt 1.03
0.03 0.264 11.894

0.04 0.258 11.306

0.05 0.262 11.939

S-Sitosterol molekiiliiniin tirozinaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi

igin f-sitosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-

Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil

4.40. ve Tablo 4.56.). Tirozinaz inhibisyon mekanizmasinda f-sitosterol molekiiliiniin

etkisi yarismali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.04 mM olarak

hesaplandi.
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Sekil 4.40. S-Sitosterol molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.56. p-Sitosterol molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiiri ve K; degeri

p-Sitosterol, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.070 0.206 Yarigsmali 0.04
0.04 0.070 0.351

0.05 0.070 0.518

0.07 0.070 0.868
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etkilesen p-sitosterolin ALA440, ARG439 ve MET588 ile halkalarla dort adet ve
METG637 ile bir adet alkil etkilesimi, HIS492ve HIS519 ile dort adet pi-alkil etkilegimi

yaptig1 gbézlenmistir.

ARG364, ALA375, VAL379, LEU380 ve ARGS534 ile on adet alkil etkilesimi ve

4.4.2.3. p-Sitosteroliin Molekiiler Doking Calismalari

Sekil 4.41 ve Tablo 4.57°de goriildiigii gibi iireaz enziminin aktif bolgesi ile

Sekil 4.42 ve Tablo 4.58’de goriildiigii gibi AChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen S-sitosteroliin ARG364 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, LEU360,

PHES35 ile bir adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Tablo 4.57. -Sitosterol molekiiliiniin iireaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alct Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:ARG439 -:[021 5.22 Hidrofobik Alkil A:ARG439 Alkil :[021 Alkil
2 A:ALA440 - :[021 433  Hidrofobik  Alkil  A:ALA440 Alkil :[021 Alkil
3  A:METS588 - :[021 517  Hidrofobik  Alkil ~ A:MET588 Alkil :[021 Alkil
4 :[021:C23 - A:MET637 4.44 Hidrofobik Alkil :[021:C23  Alkil A:MET637 Alkil
5 :[021:C28 - A:MET588 5.25  Hidrofobik Alkil :[021:C28  Alkil A:MET588 Alkil
6 A:HIS492 - :[021:C23 5.45  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS492 Pi-Orbital :[021:C23 Alkil
7 A:HIS492 - :[021:C24 4.69 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS492 Pi-Orbital :[021:C24  Alkil
8 A:HIS519-:[021:C23 5.17  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS519 Pi-Orbital :[021:C23 Alkil
9 A:HIS519 - :[021:C24 3.76  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS519 Pi-Orbital :[021:C24 Alkil

Tablo 4.58. s-Sitosterol molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alici Grup
Grup Tipi Tipi

1 B:ARG364:NH1 -:[001:01 3.19 Hidrojen  Konvensiyonel B:ARG364:NH1 H-Verici  :[001:01  H-Alict

Bagi Hidrojen Bagi

2 B:LEUS360 - :[001 4.73  Hidrofobik Alkil B:LEU360 Alkil :[001 Alkil

3 B:LEUS360 - :[001 437  Hidrofobik Alkil B:LEU360 Alkil :[001 Alkil

4 B:LEU360 - :[001 4.09  Hidrofobik Alkil B:LEU360 Alkil :[001 Alkil

5 B:ARG364 - :[001 5.30  Hidrofobik Alkil B:ARG364 Alkil :[001 Alkil

6 B:ALA375 -:[001 4.88 Hidrofobik Alkil B:ALA375 Alkil :[001 Alkil

7 B:VAL379 - :[001 478 Hidrofobik Alkil B:VAL379 Alkil :[001 Alkil

8 B:VAL379-:[001 488  Hidrofobik Alkil B:VAL379 Alkil :[001 Alkil

9 B:VAL379-:[001 3.52  Hidrofobik Alkil B:VAL379 Alkil :[001 Alkil

10 :[001:C23 - B:LEU380 4.37 Hidrofobik Alkil :[001:C23 Alkil B:LEU380 Alkil

11 :[001:C23 - C:ARG534 4.38  Hidrofobik Alkil :[001:C23 Alkil C:ARG534 Alkil

12 C:PHE535 - :[001:C23 5.04  Hidrofobik Pi-Alkil C:PHE535 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil
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Sekil 4.41. S-Sitosterol molekiiliiniin {ireaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

(@)

(©)

Sekil 4.42. j-Sitosterol molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

Sekil 4.43 ve Tablo 4.59’de goriildiigii gibi BChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen S-sitosteroliin TRP82 ile bir adet pi-sigma etkilesimi, ALA328 ve ILE442 ile
iki adet alkil etkilesimi, TRP82, PHE329, HIS438 ve TYR440 ile dokuz adet pi-alkil

etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 4.44 ve Tablo 4.60°de goriildiigii gibi KA enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen p-sitosterolin ALAG5, ILE91, VAL121 ve LEU198 ile sekiz adet alkil
etkilesimi ve HIS94, HIS96 ve PHE131 ile alti adet pi-alkil etkilesimi yaptig1
gozlenmistir.
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Sekil 4.43. -Sitosterol molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

@) , (b)

=
*

(d)

Sekil 4.44. p-Sitosterol molekiiliiniin KA ile molekiiler doking 2D (&), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.59. S-Sitosterol molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve
mesafesi

No Isim Mesafe Kategori ~ Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[011:H48 - A:TRP82 2.90 Hidrofobik Pi-Sigma :[011:H48 C-H A:TRP82  Pi-Orbital

2  A:ALA328-:[011:C24 3.92  Hidrofobik Alkil A:ALA328 Alkil :[011:C24  AlKkil

3 :[011:C19- A:ILE442 550  Hidrofobik Alkil :[011:C19  Alkil A:ILE442  Alkil

4 A:TRP82-:[011 5.11  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82  Pi-Orbital :[011 Alkil

5 ATRP82-:[011:C19 5.14  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[011:C19 AlKkil

6

7

8

ATRP82 -:[011:C23 3.83  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82  Pi-Orbital :[011:C23 AlKkil
A:TRP82 -:[011:C19 3.86  Hidrofobik Pi-Alkil ~A:TRP82  Pi-Orbital :[011:C19 AlKkil
A:TRP82 -:[011:C23 4.83  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82  Pi-Orbital :[011:C23 AlKkil
9 APHE329-:[011:C24 5.03  Hidrofobik Pi-Alkil ~A:PHE329 Pi-Orbital :[011:C24 Alkil
10 A:HIS438 - :[011 491  Hidrofobik Pi-Alkil ~ A:HIS438 Pi-Orbital :[011 Alkil
11 A:HISA438 -:[011:C24 4.16  Hidrofobik Pi-Alkil ~ A:HIS438 Pi-Orbital :[011:C24 Alkil
12 A'TYRA440 - :[011:C23 5.26  Hidrofobik Pi-Alkil  A:TYR440 Pi-Orbital :[011:C23 AlKkil

Tablo 4.60. p-Sitosterol molekiiliiniin KA ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:ALAB5-:[001:C23 3.53  Hidrofobik Alkil A:ALAB5  Alkil :[001:C23  Alkil
2  A:ALAG65 -:[001:C24 4.25 Hidrofobik Alkil A:ALAG5  Alkil :[001:C24  AlKil
3 A:LE91 -:[001 5.04 Hidrofobik Alkil A:ILE91 Alkil :[001 Alkil
4 ALE91 -:[001 521  Hidrofobik  AlKkil AILE9L  Alkil :[001 Alkil
5 A:VALI121 - :[001 381 Hidrofobik Alkil A:VAL121 Alkil :[001 Alkil
6 A:VALI121-:[001 4.10 Hidrofobik Alkil A:VAL121 Alkil :[001 Alkil
7 ALEU198 - :[001 5.03  Hidrofobik  AlKkil A:LEU198 Alkil :[001 Alkil
8 :[001:C19 - A:LEU198 3.94 Hidrofobik Alkil :[001:C19  AlKil A:LEU198 Alkil
9 A:HIS94 - :[001 452 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS94 Pi-Orbital :[001 Alkil

10 A:HIS94 -:[001:C23 3.85  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS94  Pi-Orbital :[001:C23  Alkil
11 A:HIS96 - :[001:C24  4.53 Hidrofobik Pi-Alkil  A:HIS96 Pi-Orbital :[001:C24  AlKil
12 A:PHE131-:[001 453 Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[001 Alkil
13 A:PHE131 - :[001 423 Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[001 Alkil
14 A:PHE131 - :[001:C28 3.59 Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[001:C28 AlKkil

Sekil 4.45 ve Tablo 4.61’de goriildiigii gibi a-amilaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen p-sitosteroliin ALA3 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, ALA3,
LEU211, ARG227, PRO228, ILE230 ve LYS208 ile dokuz adet alkil etkilesimi ve
TYR2 ile bir adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gdzlenmistir.

Sekil 4.46 ve Tablo 4.62’de goriildiigii gibi a-glikozidaz enziminin aktif bolgesi
ile etkilesen S-sitosteroliin PRO82 ile bir adet alkil etkilesimi ve TRP81 ile bir adet pi-
alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.45. p-Sitosterol molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

(@)

W
Am

©

Sekil 4.46. p-Sitosterol molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.61. p-Sitosterol molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi

1 A:ALA3:HN-:[001:01 2.61 Hidrojen ~ Konvensiyonel A:ALA3:HN H-Verici  :[001:01  H-Alict

Bagi Hidrojen Bagi

2 A:ALA3-:[001 4.68  Hidrofobik Alkil A:ALA3 Alkil :[001 Alkil

3 ALEU211 - :[001 510  Hidrofobik Alkil ALEU211  Alkil :[001 Alkil

4 A:ARG227 - :[001 4.73  Hidrofobik Alkil A:ARG227  Alkil :[001 Alkil

5 A:ARG227 - :[001 3.55  Hidrofobik Alkil A:ARG227  Alkil :[001 Alkil

6 A:ARG227 - :[001 420  Hidrofobik Alkil A:ARG227  Alkil :[001 Alkil

7 A:PRO228 - :[001 5.03  Hidrofobik Alkil A:PRO228  Alkil :[001 Alkil

8 A:ILE230 -:[001 4.84  Hidrofobik Alkil A:ILE230 Alkil :[001 Alkil

9 :[001:C19- A:LYS208 4.81  Hidrofobik Alkil :[001:C19 Alkil A:LYS208 Alkil

10 :[001:C19 - A:LEU211 3.79  Hidrofobik Alkil :[001:C19 Alkil A:LEU211 Alkil

11 ATYR2 -:[001:C28 3.90  Hidrofobik Pi-Alkil ATYR2 Pi-Orbital :[001:C28 AlKkil

Tablo 4.62. p-Sitosterol molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri

ve mesafesi
No Isim Mesafe Kategori  Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 :[001:C23- A:PRO82 4.01  Hidrofobik Alkil :[001:C23 Alkil A:PRO82 Alkil

2 ATRP81 -:[001:C23 4.98 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP81 Pi-Orbital :[001:C23 AlKil

Sekil 4.47 ve Tablo 4.63’de goriildiigii gibi lipaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen f-sitosteroliin ASP272 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, ASP272 ve
LYS268 ile iki adet karbon hidrojen bagi, LYS268 ve LEU356 ile dort adet alkil
etkilesimi ve HIS354 ile bir adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Sekil 4.48 ve Tablo 4.64’de goriildiigi gibi tirozinaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen f-sitosteroliin ALA228 ve VAL300 ile sekiz adet alkil etkilesimi, PHE239,
TYR297 ve PHES37 ile bes adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Tablo 4.63. S-Sitosterol molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[011:H44 - B:ASP272:0D1 1.66  Hidrojen Konvensiyonel :[011:H44 H-Verici B:ASP272:0D1 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

2 :[011:H9 - B:LYS268:0 3.09  Hidrojen  Karbon :[011:H9 H-Verici B:LYS268:0  H-Alct
Bagi Hidrojen Bagi

3 :[011:H9 - B:ASP272:0D1 281 Hidrojen  Karbon :[011:H9 H-Verici B:ASP272:0D1 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

4 B:LYS268 -:[011 4.36  Hidrofobik AlKkil B:LYS268 Alkil ;[011 Alkil

5 B:LYS268 -:[011 4.95 Hidrofobik Alkil B:LYS268 Alkil :[011 Alkil

6 :[011:C23 - A:LEU356 4.25  Hidrofobik Alkil :[011:C23 AlKkil A:LEU356 Alkil

7 :[011:C24 - A:LEU356 4.85  Hidrofobik Alkil :[011:C24 AlKkil A:LEU356 Alkil

8 A:HIS354 - :[011:C24 4.84 Hidrofobik Pi-AlKkil A:HIS354 Pi-Orbital :[011:C24 Alkil
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Sekil 4.47. p-Sitosterol molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.48. p-Sitosterol molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.64. -Sitosterol molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 B:ALA228 -:[001 3.16 Hidrofobik Alkil B:ALA228 Alkil :[001 Alkil
2 B:ALA228 - :[001 4.25 Hidrofobik Alkil B:ALA228 Alkil :[001 Alkil
3 B:ALA228 -:[001 3.81  Hidrofobik  Alkil  B:ALA228 AlKkil :[001 Alkil
4 :[001:C19 - B:VAL300 4.56 Hidrofobik Alkil :[001:C19  Alkil B:VAL300 Alkil
5 :[001:C23 - A:VAL300 4.29 Hidrofobik Alkil :[001:C23  Alkil A:VAL300 Alkil
6 :[001:C23-B:VAL300 4.18 Hidrofobik  Alkil  :[001:C23  Alkil B:VAL300 Alkil
7 :[001:C24 - A:VAL300 4.61 Hidrofobik Alkil :[001:C24  Alkil A:VAL300 Alkil
8 :[001:C24 - B:VAL300 5.26 Hidrofobik Alkil :[001:C24  Alkil B:VAL300 Alkil
9 APHE239 - :[001 498  Hidrofobik  Pi-Alkil A:PHE239 Pi-Orbital :[001 Alkil
10 A:PHE239 - :[001:C28 5.34 Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE239 Pi-Orbital :[001:C28 Alkil
11 B:TYR297 -:[001 481 Hidrofobik Pi-Alkil B:TYR297 Pi-Orbital :[001 Alkil
12 B:TYR297 - :[001 4.83  Hidrofobik  Pi-Alkil B:TYR297 Pi-Orbital :[001 Alkil
13 B:PHE537 - :[001 5.47 Hidrofobik Pi-Alkil B:PHE537 Pi-Orbital :[001 Alkil

Tablo 4.65’de gosterildigi gibi f-sitosteroliin; lireaz, AChE, BChE, KA, a-
amilaz, a-glikozidaz, lipaz ve tirozinaz ile etkilesimlerinin MolDock skorlari sirasiyla
-108.43, -116.61, -122.78, -85.55, -106.09, -78.47, -102.09 ve -125.86 olarak
bildirilmistir. En yiiksek MolDock skoru tirozinaz etkilesmesinde gozlenmistir.
Ayrica, baglanma enerjileri sirasiyla -7.50, -10.80, -9.80, -7.40, -8.90, -8.00, -7.00 ve
-8.80 kcal/mol olarak belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda AChE ve BChE en
yiikksek baglanma enerjisine sahiptir. Elde edilen baglanma enerjileri AG=R.T.InK;
denkleminde yerine koyularak baglanma sabitleri tireaz i¢in 3.86 uM, AChE i¢in 0.01
uM, BChE i¢in 0.06 uM, KA i¢in 3.71 uM, a-amilaz i¢in 0.53 uM, a-glikozidaz i¢in
2.27 uM, lipaz icin 11.54 puM ve tirozinaz i¢in 0.62 pM olarak hesaplanmistir.
Baglanma enerjisi yiiksek olan molekiiliin baglanma sabitinin diisiik olmasi beklenir.
Bu baglamda baglanma enerjileri yiiksek olan AChE ve BChE baglanma sabitlerinin

diistik oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.65. p-Sitosteroliin enzimlerle etkilesiminin baglanma enerjileri ve K; degerleri

p-Sitosterol MolDock Skoru Baglanma enerjisi Baglanma sabiti
(kcal/mol) (Ki (nM))

Ureaz -108.43 -7.50 3.86

AChE -116.61 -10.80 0.01

BChE -122.78 -9.80 0.06

KA -85.55 -7.40 3.71

a-Amilaz -106.09 -8.90 0.53
o-Glikozidaz ~ -78.47 -8.00 2.27

Lipaz -102.09 -7.00 11.54

Tirozinaz -125.86 -8.80 0.62

Bahadori vd (2016) yaptiklar1 ¢alismada, S. syriaca L. aseton ekstraktinin n-
hekzan-etil asetat gradiyent sistemine gore elde edilen Fr9’dan saflastirilan pS-

sitosteroliin  AChE etkilesiminin baglanma enerjisini -11.31 kcal/mol olarak
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belirlemistir. Tez ¢alismasinda, f-sitosteroliin baglanma enerjisi daha diisiik olarak

belirlendi.

Ayaz vd (2017) yaptiklar1 aragtirmada, P. hydropiper L.’dan izole edilen /-
sitosteroliin AChE ve BChE etkilesimlerinin baglanma enerjilerini sirasiyla -5.62 ve -
5.77 kcal/mol olarak bulmustur. Tez ¢alismasinda, fS-sitosteroliin baglanma enerjisi

daha yiiksek olarak bulundu.

Quek vd (2021) yaptiklar1 arastirmada, M. latifolia kabugunun n-hekzan
ekstraktinin kloroform fraksiyonundan izole edilen S-sitosterol-a-amilaz etkilesiminin
baglanma enerjisini -9.30 kcal/moL olarak hesaplamistir. Tez ¢alismasinda, NBKFr3
fraksiyonundan saflastirilan S-sitosterol-a-amilaz etkilesiminin baglanma enerjisi

daha yiiksek olarak gozlendi.

Hasan vd (2016), Nauclea latifolia’dan izole edilen p-sitosterol-a-amilaz

etkilesiminin doking skoru -3.21 olarak belirlemistir.

Purnomo vd (2021) yaptiklar1 calismada, Urena lobata yaprak kisminin etanol
ekstraktindan izole edilen pg-sitosteroliin o-amilaz ve o-glikozidaz etkilesiminin
baglanma enerjilerini sirasiyla -8.66 ve -9.59 kcal/moL olarak hesaplamistir. Tez
caligmasinda, f-sitosterol-a-amilaz etkilesiminin baglanma enerjisi daha diisiik iken

a-glikozidaz etkilesiminin ise daha yiiksek olarak kaydedildi.

Mandar vd (2021), Tinospora cordifolia’dan izole edilen f-sitosteroliin a-amilaz
ve a-glikozidaz etkilesiminin baglanma enerjilerini sirastyla -9.30 kcal/moL ve -8.50
kcal/moL olarak bulmustur. Tez ¢alismasinda, NBKFr3 fraksiyonundan saflastirilan
[-sitosteroliin a-amilaz ve a-glikozidaz etkilesiminin baglanma enerjileri daha yiiksek

olarak gozlendi.

Shanak vd (2021)’nin yaptiklar1 arastirmada, Ocimum basilicum metanol
ekstraktindan izole edilen p-sitosteroliin o-amilaz ve a-glikozidaz etkilesiminin
baglanma enerjilerini sirasiyla -8.38 kcal/moL, -7.93 kcal/moL ve baglanma sabitlerini
ise 719.79 nM, 1.53 uM olarak gbézlemlemistir. Tez ¢alismasinda, S-sitosteroliin a-

amilaz ve a-glikozidaz etkilesiminin baglanma enerjileri daha disiik olarak gozlendi.

Sari vd (2016), Terminalia catappa L. meyvesinin n-hekzan ekstraktindan
saflastirilan S-sitosteroliin a-glikozidaz etkilesiminin baglanma enerjisini -10.61
kcal/mol olarak belirlemistir. Tez ¢alismasinda, S-sitosterol-a-glikozidaz etkilesiminin

baglanma enerjisi daha diisiik olarak belirlendi.
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4.4.3. Daukosterol

Daukosterol molekiilii N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktindan elde
edilen metanol birinci fraksiyonunun silika kolon kromatografisi sonucu elde edilen 3.
fraksiyonundan (NBMFr3) kristallendirildi.

Nepeta tiirleri iizerine yapilan ¢alismalarda, Klimek ve Modnicki (2005), N.
cataria L. var. citriodora metanol ekstraktinin fraksiyonlarindan daukosterol

molekiilii izole edilmistir.
4.4.3.1. Daukosteroliin Karakterizasyonu

Daukosteroliin NMR ve MS spektrumlart alinip yapisi belirlendi (Sekil 4.49. -
4.51. ve Tablo 4.66.). 'H-NMR spektrumunda gézlenen 5.30 ppm deki olefinik sinyal,
alifatik bolgedeki karmasik sinyaller ve *C-NMR spektrumunda glikozit grubunu
gosteren 101.1 ve 61.6 ppm deki sinyaller kullanilarak belirlenmistir. 0-1 ppm
arasindaki metil gruplarinin varligini, 3.43 ppm deki H-3 protonu glikozit yapisina bu
konumdan baglanildigini gosterdi ve bu HMBC spektrumunda dogrulandi. Glikozit
formunun g konformasyonunda baglandigi anomerik proton, etkilesme sabitinden
belirlendi (4.20 ppm 'H, H-1°, j=7.8 Hz). Yapilan literatiir karsilastirmalar1 ve 2D
HSQC ve HMBC spektrumlari, molekiiliin daukosterol oldugunu dogrulad: (Zhang
vd, 2018).

Sekil 4.49. Daukosterol molekiiliiniin yapist
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Tablo 4.66. Daukosterol molekiiliiniin *H ve **C NMR veri ve literatiir degerleri

No 'HNMR BCNMR 'H NMR (CDCl3:MeOD, 13C NMR (DMSO-d6)
(DMSO-d6, (DMSO-d6, DMSO-d6 400 MHz) (Zhang vd, 2018)
600 MHz) 150 MHz) (Akramov vd, 2020; Nyemb
vd, 2018)

1 0.96-1.77 37.27 1.04-1.83 (m) 38.3
2 1.44-1.78 29.69 1.58-1.89 (m) 29.2
3 3.43 77.30 3.46 (m) 76.9
4 2.10-2.35 38.72 2.11-2.35 (m) 39.6
5 - 140.1 - 140.4
6 5.30 121.67 5.33 (M) 121.1
7 1.90 31.85 1.52-1.95 (m) 314
8 137 31.82 1.42 (m) 314
9 087 50.04 0.90 (m) 49.6
10 - 36.8 - 36.8
11 1.37-1.45 21.04 1.46 (m) 20.6
12 2.35-2.09 39.9 1.99 (m) 39.8
13 - 42.5 - 41.8
14 0.95 56.61 0.98 (m) 56.2
15 1.50 24.32 1.55 (m) 25.4
16 - 28.01 - 28.7
17 1.04 55.81 1.82 (m) 56.2
18 0.67 12.11 0.65 (s) 11.7
19 0.78 19.55 0.96 (s) 19.7
20 132 35.94 1.33 (m) 36.2
21 0.93 19.06 0.90 (d, J=6.5 Hz) 19.1
22 097 33.76 0.99 (m) 355
23 111 25.81 1.13 (m) 25.4
24 0.88 45.56 0.90 (m) 451
25 1.60 29.1 1.63 (m) 29.2
26 0.87 19.56 0.81 (d, J=6.9 Hz) 20.6
27 0.87 19.37 0.80 (d, J=6.9 Hz) 19.7
28 1.22-1.16 23.02 1.23 (m) 23.8
29 0.79 12.22 0.82 (d, J=7.2 Hz) 11.6
1" 418 101.1 4.22 (d, J=7.8 Hz) 100.8
2"  2.86 73.86 2.90 (t, J=8.3 Hz) 73.4
3" 3.04 77.32 3.12 (t, J=8.8 Hz) 76.7
4' 299 70.45 3.02 (t, J=8.9 Hz) 70.1
5' 3.04 77.20 3.07 (ddd, J=11.1, 5.8, 1.9 Hz) 76.9
6' 3.38-3.61 61.46 3.64-3.40 (d, J=11.1 Hz) 61.1
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Sekil 4.50. Daukosterol molekiiliniin MS kromatogrami
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Daukosterol molekiiliiniin C3sHeoOs kapali formiiliine gore kiitlesi [m/z] kiitlesi

576.85 g/mol olarak hesaplandi ve literatiir bilgileri ile dogruland: (Lee vd, 2015).

(2) ’ s ()

© @ ;LIA[lI
S = o

© | i

Sekil 4.51. Daukosterol molekiiliiniin *H-NMR (DMSO) (a), **C-NMR (DMSO) (b), COSY (c),
HSQC (d) ve HMBC (e) spektrumlari

4.4.3.2. Daukosteroliin Enzim Inhibisyon Kinetikleri

Daukosterol molekiiliiniin {ireaz inhibisyon etki mekanizmasiin belirlenmesi
icin daukosterol molekiiliiniin icerdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri
belirlendi (Sekil 4.52. ve Tablo 4.67.). Ureaz inhibisyon mekanizmasinda daukosterol
molekiiliintin etkisi yarigsmasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri

0.12 mM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.52. Daukosterol molekiiliiniin varliginda iireaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.67. Daukosterol molekiiliiniin varliginda iireaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Daukosterol, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.00330  0.990 Yarigmasiz 0.12
0.02 0.00254  0.992

0.04 0.00214  0.992

0.08 0.00177  0.995

Daukosterol molekiiliiniin AChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi

i¢in daukosterol molekiiliiniin igerdigi veya icermedigi ortamlarda Michaelis-Menten

ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.53.

ve Tablo 4.68.). AChE inhibisyon mekanizmasinda daukosterol molekiiliiniin etkisi

yarigmasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.11 mM olarak

hesaplandi.
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Sekil 4.53. Daukosterol molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.68. Daukosterol molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiirii ve K degeri

Daukosterol, MM Vmaks Km inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.0269 0.0203  Yarigsmasiz 0.11
0.02 0.0208 0.0201

0.04 0.0175 0.0202

0.06 0.0139 0.0201
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Daukosterol molekiiliiniin BChE inhibisyon etki mek

anizmasinin belirlenmesi

icin daukosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortamimnda

Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri
belirlendi (Sekil 4.54. ve Tablo 4.69.). BChE inhibisyon mekanizmasinda daukosterol

molekiiliiniin etkisi karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.12

mM olarak hesaplandi.
(@ 0021 |Daukosterol-BChE (b) 18Paukosterol-BChE
0,018 R 160 -
140 -
°
0,015 2 10|
%0,012 g 100 -
= 0,009 S 80
IS *0mM 5 *0mM
200086 0,08 MM 0,08 MM
> 0,003 40,06 mM 20 40,06 mM
%X 0,01 mM
0000 - e 7 gl XM
000 010 020 030 040 050 65 -50 35 -20 -5 10 25 40 55

[S] (mM)

1/[S] (mM)L

Sekil 4.54. Daukosterol molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-

Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.69. Daukosterol molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiirii ve K degeri

Daukosterol, MM Vimaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0197 0.0155 Karisik-Yari 0.12
0.01 0.0178 0.0180  yarigmali

0.06 0.0158 0.0196

0.08 0.0138 0.0228

Daukosterol molekiiliiniin KA inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in

daukosterol molekiiliiniin igerdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-

Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil

4.55. ve Tablo 4.70.). KA inhibisyon mekanizmasinda dauko

sterol molekiliiniin etkisi

karigik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.43 mM olarak

hesaplandi.
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Sekil 4.55. Daukosterol molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.70. Daukosterol molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiirii ve K; degeri

Daukosterol, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.0097 0.440 Karigik-Yart 0.43
0.02 0.0093 0.605 yarigmali

0.04 0.0089 0.800

0.06 0.0081 0.915

Daukosterol molekiiliiniin a-glikozidaz inhibisyon etki mekanizmasinin
belirlenmesi i¢in daukosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon
ortamimda Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks
degerleri belirlendi (Sekil 4.56. ve Tablo 4.71.). a-Glikozidaz inhibisyon
mekanizmasinda daukosterol molekiiliiniin etkisi yarigmasiz inhibisyon seklinde

gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.07 mM olarak hesaplandi.

(@ (0210 |Daukosterol-a-Glikozida, (b) 1200 | paukosterol-a-Glikozidaz
0,0175 - ) 1000 -
1 <2800 -
_ 00140 Z
50,0105 - T 600 -
°© ¢ 0mM = ]
£ 00070 - 0.0 MM ;400
Z0,0035 40,02mM <200 -
> % 0,01 mM
0,0000 ' % 0,01 mM
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 23,00 7,00 17,00 27,00
[S] (mM) 1/[S] (mM)2

Sekil 4.56. Daukosterol molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.71. Daukosterol molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Daukosterol, MM Vmaks Km inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.0263 0.413 Yarigmasiz 0.07
0.01 0.0197 0.412

0.02 0.0154 0.413

0.06 0.0123 0.412
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Sheng vd (2014), daukosterol ile a-glikozidaz inhibisyon tipinin yarigsmali
oldugunu ve K degerini 2.34 mg/L olarak bildirmistir. Asghari vd (2015), daukosteol
ile a-glikozidaz inhibisyon tipinin yarismali oldugunu belirlemistir. Tez ¢alismasinda,
daukosterol inhibitoriiniin inhibisyon tiirti Asghari vd (2015) ve Sheng vd (2014)’in

yaptig1 ¢alismadaki inhibisyon tiiriinden farkli belirlenmistir.

Daukosterol molekiiliiniin lipaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
icin daukosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortamimnda
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km ve Vmaks degerleri
belirlendi (Sekil 4.57. ve Tablo 4.72.). Lipaz inhibisyon mekanizmasinda daukosterol
molekiiliinlin etkisi yarigsmasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri

1.19 mM olarak hesaplandi.

(@ 0107  Daukosterol-Lipaz (b) 6 Daukosterol-Lipaz
0,08 %
< 40
- 0,06 S 5
E =.
© 0,04 = ] *0mM
£ *0mM 22 0,04 mM
002 | 0,04 mM 40,02 mM
>0 40,02mM / Sppoy
x0,01 mM J
0,00 T T T T T T 1 ! T O T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 -0,40-0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
[S] (mM) 1/[S] (mM)2

Sekil 4.57. Daukosterol molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.72. Daukosterol molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Daukosterol, MM Vmaks Km inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.089 2.956 Yarigmali 1.19
0.01 0.088 2.777

0.02 0.091 2.984

0.04 0.085 2.464

Daukosterol molekiiliiniin ~ tirozinaz inhibisyon etki ~mekanizmasinin
belirlenmesi i¢in daukosterol molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon
ortammda Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks
degerleri belirlendi (Sekil 4.58. ve Tablo 4.73.). Tirozinaz inhibisyon mekanizmasinda
daukosterol molekiiliiniin etkisi yarigmal1 inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve

Ki degeri 0.05 mM olarak hesaplanda.
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Sekil 4.58. Daukosterol molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.73. Daukosterol molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Daukosterol, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.079 0.303 Yarigmali 0.05
0.02 0.078 0.419

0.04 0.079 0.562

0.08 0.077 0.820

4.4.3.3. Daukosteroliin Molekiiler Doking Calismalari

Sekil 4.59 ve Tablo 4.74’de goriildiigii gibi lireaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen daukosterolin  GLY638 ve GLN635 ile hidroksiller ile iki adet
konvensiyonel hidrojen bagi, ALA440, ALA636, ARG439, MET588 ve MET637 ile
bes adet alkil etkilesimi, HIS593 ve HIS594 ile ikiadet pi-alkil etkilesimi yaptig1

gozlenmistir.

Sekil 4.60 ve Tablo 4.75’de goriildiigii gibi AChE enziminin aktif bdlgesi ile
etkilesen daukosteroliin GLU376 ile bir adet karbon hidrojen bagi, VAL379 ve
ARGS534 ile dort adet alkil etkilesimi ve TRP385 ile bir adet pi-alkil etkilesimi yaptigi
gozlenmistir.

Tablo 4.74. Daukosterol molekiiliiniin iireaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve
mesafesi

No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alci Grup
Grup Tipi Tipi
1 :[001:H61- A:GLY638:0 1.89 Hidrojen Bagi Konvensiyonel :[001:H61 H-Verici A:GLY638:0 H-Alict
Hidrojen Bagi
2 :[001:H62 - A:GLN635:0 2.03  Hidrojen Bag1 Konvensiyonel :[001:H62 H-Verici A:GLN635:0 H-Alict
Hidrojen Bag1

3 A:ARG439 - :[001 543  Hidrofobik  Alkil A:ARG439 Alkil :[001 Alkil
4 A:ALA440 - :[001 496  Hidrofobik  Alkil A:ALA440 Alkil :[001 Alkil
5 A:METS588 - :[001 5.09 Hidrofobik  Alkil A:MET588 Alkil :[001 Alkil
6 A:ALAG36 -:[001 5.34  Hidrofobik  Alkil A:ALAG36 Alkil :[001 Alkil
7  A:MET637 - :[001 4.97 Hidrofobik  Alkil A:MET637 Alkil :[001 Alkil
8 A:HIS593 - :[001:C24 3.95  Hidrofobik  Pi-Alkil A:HIS593  Pi-Orbital :[001:C24 Alkil
9 A:HIS594 - :[001:C19 454  Hidrofobik  Pi-Alkil A:HIS594  Pi-Orbital :[001:C19 Alkil
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Sekil 4.59. Daukosterol molekiiliiniin iireaz ile molekiiler d doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.60. Daukosterol molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

Tablo 4.75. Daukosterol molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No Tsim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[021:H56 - B:GLU376:0E2 2.04  Hidrojen  Karbon :[021:H56 H-Verici B:GLU376:0E2 H-Alict

Bagi Hidrojen Bagi

2 B:VAL379-:[021 5.07  Hidrofobik AlKkil B:VAL379 Alkil :[021 Alkil

3 C:ARG534-:[021 3.98  Hidrofobik AlKkil C:ARG534 Alkil :[021 Alkil

4 C:ARG534 -:[021 411  Hidrofobik Alkil C:ARG534 Alkil :[021 Alkil

5 C:ARG534-:[021 4.22  Hidrofobik AlKkil C:ARG534 Alkil :[021 Alkil

6 B:TRP385 - :[021 5.33  Hidrofobik Pi-AlKkil B:TRP385 Pi-Orbital :[021 Alkil
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Sekil 4.61 ve Tablo 4.76’de goriildiigii gibi BChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen daukosterolin ASP70, TYR332 ve HIS438 ile dort adet konvensiyonel
hidrojen bagi, TRP82, ASP7 ve TYR332 ile ii¢ adet karbon hidrojen bagi, TRPS2 ile
bir adet pi-yalniz elektron gifti etkilesimi, ALA199, VAL288 ve LEU286 ile ii¢ adet
alkil etkilesimi ve TRP82, TRP231, PHE329, PHE398 ve HIS438 ile dokuz adet pi-
alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 4.62 ve Tablo 4.77°de gorildiigi gibi KA enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen daukosteroliin ASN67, GLN92, THR199 ve THR200 ile dort adet
konvensiyonel hidrojen bagi, HIS94, THR200 ve ASN67 ile ii¢ adet karbon hidrojen
bagi, PHE131 ile iki adet pi-alkil etkilesimi, ILE91, VAL121 ve LEU198 ile bes adet
alkil etkilesimi ve PHE131, HIS94 ile iki adet pi-sigma etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Tablo 4.76. Daukosterol molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H60 - A:ASP70:0D1 1.86  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H60 H-Verici  A:ASP70:0D1 H-Alict
Bag Hidrojen Bag1

2 :[001:H60 - A:TYR332:0H 2.67 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H60 H-Verici A TYR332:0H H-Alici
Bagi Hidrojen Bag1

3 :[001:H61 - A:TYR332:0H 2.06 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H61 H-Verici  A:TYR332:0H H-Alici
Bag Hidrojen Bag1

4 :[001:H62 - A:HIS438:0 1.73  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H62 H-Verici  A:HIS438:0 H-Alict
Bag Hidrojen Bag1

5 ATRP82:CD1 -:[001:03 3.57 Hidrojen  Karbon A:TRP82:CD1 H-Verici  :[001:03 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1

6 :[001:H58 - A:ASP70:0D1 3.00 Hidrojen  Karbon :[001:H58 H-Verici  A:ASP70:0D1 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

7 :[001:H58 - A-TYR332:0H 2,52  Hidrojen  Karbon :[001:H58 H-Verici  A:TYR332:0H H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

8 :[001:01- A:TRP82 2.98 Diger Pi-Lone Pair :[001:01 Lone Pair A:TRP82 Pi-Orbital

9 A:ALA199 -:[001:C23 436  Hidrofobik Alkil A:ALA199  Alkil :[001:C23 Alkil

10 :[001:C23 - A:VAL288 5.19  Hidrofobik Alkil :[001:C23 Alkil A:VAL288 Alkil

11 :[001:C24 - A:LEU286 4.00 Hidrofobik Alkil :[001:C24 Alkil A:LEU286 Alkil

12 A:TRP82 - :[001 466  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001 Alkil

13 A:TRP82 - :[001 452  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001 Alkil

14 A:TRP231 -:[001:C23 417 Hidrofobik Pi-Alkil A TRP231 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil

15 A:TRP231 - :[001:C24 435  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP231 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil

16 A:TRP231 - :[001:C23 3.43  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP231 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil

17 A:TRP231 -:[001:C24 478 Hidrofobik Pi-Alkil A TRP231 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil

18 A:PHE329 - :[001:C24 4.93 Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE329 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil

19 A:PHE398 - :[001:C24 5.42  Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE398 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil

20 A:HIS438 - :[001 4.52 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS438 Pi-Orbital :[001 Alkil
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Sekil 4.61. Daukosterol molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

(@) (b)

(1]

a 1 é i
| % 3.

: : A
el

e
- R -~
———— e ] W

© i (d)

Sekil 4.62. Daukosterol molekiiliiniin KA ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.77. Daukosterol molekiiliiniin KA ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:ASN67:HD21 - 1.95 Hidrojen  Konvensiyonel A:ASN67 H-Verici  :[031:03 H-Alic
:[031:03 Bagi Hidrojen Bagi :HD21
2 A:GLN92:HE22 - 2.73  Hidrojen  Konvensiyonel A:GLN92 H-Verici  :[031:03 H-Alict
:[031:03 Bagi Hidrojen Bag1 :HE22
3 ATHR199:HGL1 - 2.75 Hidrojen  Konvensiyonel A:THR199 H-Verici  :[031:02 H-Alict
:[031:02 Bagi Hidrojen Bagi :HG1
4 A:THR200:HN - 2.92 Hidrojen  Konvensiyonel A:THR200 H-Verici  :[031:05 H-Alict
:[031:05 Bagi Hidrojen Bagi :HN
5 A:HIS94:HE1 -:[031:01 2.55  Hidrojen Karbon A:HIS94:HE1 H-Verici :[031:01 H-Alict
Bag: Hidrojen Bag1
6 :[031:H7- 2.70 Hidrojen  Karbon :[031:H7 H-Verici  A:THR200:0G1 H-Alict
A:THR200:0G1 Bagi Hidrojen Bag1
7 :[031:H58 - 2.57 Hidrojen  Karbon :[031:H58 H-Verici  A:ASN67:0D1 H-Alict
A:ASN67:0D1 Bag: Hidrojen Bag1
8 :[031:H3- A:PHE131 2.29  Hidrofobik Pi-Sigma :[031:H3 C-H A:PHE131 Pi-Orbital
9 :[031:H51 - A:HIS94 2.24 Hidrofobik Pi-Sigma :[031:H51 C-H A:HIS94 Pi-Orbital
10 A:ILE91 -:[031 499  Hidrofobik Alkil A:ILE91 Alkil :[031 Alkil
11 A:VAL121 -:[031 477  Hidrofobik Alkil A:VAL121  Alkil :[031 Alkil
12 A:VAL121 - :[031 410  Hidrofobik Alkil A:VAL121  Alkil :[031 Alkil
13 A:LEU198 - :[031 417  Hidrofobik Alkil A:LEU198 Alkil :[031 Alkil
14 :[031 - A:ILE91 3.84  Hidrofobik Alkil :[031 Alkil A:ILE91 Alkil
15 A:PHE131 - :[031 3.87  Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[031 Alkil
16 A:PHE131 -:[031 4.26  Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[031 Alkil

Sekil 4.63 ve Tablo 4.78’de gortildiigii gibi a-amilaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen daukosteroliin ALA3 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, ALA3,
ARG227, PRO228, LEU211, ILE230 ve LYS208 ile on adet alkil etkilesimi yaptig1

gozlenmistir.

Sekil 4.64 ve Tablo 4.79’de goriildiigii gibi a-glikozidaz enziminin aktif bolgesi
ile etkilesen daukosteroliin SER464 ve ASP33 ile iki adet konvensiyonel hidrojen bagi,
ALA465 ve ASP33 ile ii¢ adet karbon hidrojen ve PROS?2 ile bir adet alkil etkilesimi
yaptig1 gozlenmistir.

Tablo 4.78. Daukosterol molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve
mesafesi

No Tsim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Al Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:ALA3:HN-:[001:01 2.49 Hidrojen Bag:1 Konvensiyonel A:ALA3:HN H-Verici  :[001:01 H-Alici
Hidrojen Bagi

2 A:ALA3-:[001 4.39 Hidrofobik  Alkil A:ALA3 Alkil :[001 Alkil
3  AALA3-:[001 545  Hidrofobik  Alkil A:ALA3 Alkil :[001 Alkil
4 A:ARG227 - :[001 358  Hidrofobik  AlKkil A:ARG227  Alkil :[001 Alkil
5 A:ARG227 - :[001 3.48  Hidrofobik  Alkil A:ARG227  Alkil :[001 Alkil
6 A:ARG227 - :[001 3.94  Hidrofobik  Alkil A:ARG227  Alkil :[001 Alkil
7 APRO228 - :[001 441 Hidrofobik  AlKkil A:PRO228  Alkil :[001 Alkil
8 :[001- A:LEU211 5.08  Hidrofobik  Alkil :[001 Alkil A:LEU211 AlKil
9 :[001- A:ILE230 486  Hidrofobik  Alkil :[001 Alkil A:ILE230 AlKil
10 :[001:C19- A:LYS208 5.28  Hidrofobik  Alkil :[001:C19  Alkil A:LYS208 Alkil
11 :[001:C19 - AiLEU211 357 Hidrofobik  Alkil :[001:C19  AlKil A:LEU211 AlKil
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Sekil 4.63. Daukosterol molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.64. Daukosterol molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

Tablo 4.79. Daukosterol molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri

ve mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H57 - A:SER464:0G 1.64  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H57 H-Verici  A:SER464:0G H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

2 :[001:H62 - A:ASP33:0 1.95  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H62 H-Verici  A:ASP33:0  H-Alic
Bagi Hidrojen Bagi

3 A:ALA465:HA -:[001:02 2.82  Hidrojen Karbon A:ALA465:HA H-Verici  :[001:02 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag:

4 :[001:H56 - A:ASP33:0 1.77  Hidrojen  Karbon :[001:H56 H-Verici  A:ASP33:0  H-Alct
Bagi Hidrojen Bag1

5 :[001:H58 - A:ASP33:0D2 2.72  Hidrojen  Karbon :[001:H58 H-Verici  A:ASP33:0D2 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagt

6 :[001:C24 - A:PRO82 3.97  Hidrofobik Alkil :[001:C24 Alkil A:PRO82 Alkil
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Sekil 4.65 ve Tablo 4.80’de goriildiigii gibi lipaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen daukosteroliin SER84, GLU370, GLY81 ve GLUS83 ile alt1 adet
konvensiyonel hidrojen bagi, GLUS3 ile bir adet karbon hidrojen bagi, LEU356 ile bir
adet alkil etkilesimi ve TYR369 ile iki adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Sekil 4.66 ve Tablo 4.81°de goriildiigii gibi tirozinaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen daukosteroliin ARG367, PRO298, ALA228 ve LEU296 ile bes adet
konvensiyonel hidrojen bagi, LEU296 ve GLN304 ile iki adet karbon hidrojen bagi,
PHES37 ile bir adet pi-sigma etkilesimi, ARG367 ve VAL535 ile iki adet alkil
etkilesimi ve TYR297, PHES37 ile ii¢ adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Tablo 4.80. Daukosterol molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alct Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:SER84:HG-:[011:03 2.69 Hidrojen  Konvensiyonel A:SER84:HG H-Verici  :[011:03 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
2 :[011:H57 - 1.67  Hidrojen  Konvensiyonel :[011:H57 H-Verici  B:GLU370:0E1 H-Alict
B:GLU370:0E1 Bagi Hidrojen Bag:
3 :[011:H60 - A:GLY81:0 293  Hidrojen Konvensiyonel :[011:H60 H-Verici  A:GLY81:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
4 :[011:H60 - A:GLUB3:0E2 2.50 Hidrojen  Konvensiyonel :[011:H60 H-Verici  A:GLU83:0E2 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
5 :[011:H61 - A:GLU83:0E2 150  Hidrojen  Konvensiyonel :[011:H61 H-Verici  A:GLU83:0E2 H-Alict
Bag Hidrojen Bag1
6 :[011:H62 - 1.87  Hidrojen  Konvensiyonel :[011:H62 H-Verici  B:GLU370:0E1 H-Alict
B:GLU370:0E1 Bagi Hidrojen Bag1
7 :[011:H59 - A:GLU83:0E2 2.52 Hidrojen  Karbon :[011:H59 H-Verici  A:GLUB83:0E2 H-Alict
Bag Hidrojen Bagi
8 :[011- B:LEU356 4.47 Hidrofobik Alkil :[011 Alkil B:LEU356 Alkil
9 B:TYR369 - :[011 5.39 Hidrofobik Pi-Alkil B:TYR369  Pi-Orbital :[011 Alkil
10 B:TYR369 - :[011:C28 479  Hidrofobik Pi-Alkil B:TYR369 Pi-Orbital :[011:C28 Alkil

Tablo 4.81. Daukosterol molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 B:ARG367:NH1-:[001:05 3.03  Hidrojen  Konvensiyonel B:ARG367: H-Verici :[001:05 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi NH1

2 :[001:H57 - B:PRO298:0 2.14 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H57  H-Verici B:PRO298:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

3 :[001:H60 - B:ALA228:0 191  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H60  H-Verici B:ALA228:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

4 :[001:H61-B:PRO298:0 1.76  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H61  H-Verici B:PR0298:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

5 :[001:H62 - B:LEU296:0 2.14  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H62  H-Verici B:LEU296:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

6 :[001:H55-B:LEU296:0 2.93 Hidrojen  Karbon :[001:H55  H-Verici B:LEU296:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

7 :[001:H56 - A:GLN304:0 2.67 Hidrojen  Karbon :[001:H56  H-Verici A:GLN304:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

8 :[001:H13 - B:PHE537 2.33 Hidrofobik Pi-Sigma :[001:H13 C-H B:PHE537 Pi-Orbital

9 B:ARG367 - :[001 471  Hidrofobik Alkil B:ARG367 Alkil :[001 Alkil

10 :[001:C24 - B:VAL535 431  Hidrofobik Alkil :[001:C24  AlKil B:VAL535  Alkil

11 B:TYR297 - :[001 5.34 Hidrofobik Pi-Alkil B:TYR297 Pi-Orbital :[001 Alkil

12 B:TYR297 - :[001 421  Hidrofobik Pi-Alkil B:TYR297 Pi-Orbital :[001 Alkil

13 B:PHE537 - :[001 5.33  Hidrofobik Pi-Alkil B:PHE537  Pi-Orbital :[001 Alkil
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Sekil 4.65. Daukosterol molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.66. Daukosterol molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.82°de gosterildigi gibi daukosteroliin; iircaz, AChE, BChE, KA, a-
amilaz, a-glikozidaz, lipaz ve tirozinaz ile etkilesimlerinin MolDock skorlari sirasiyla
-134.64, -110.61, -137.38, -84.86, -124.81, -86.14, -109.53 ve -161.78 olarak
bildirilmistir. En yiiksek MolDock skoru tirozinaz ile ilgili incelemede gézlenmistir.
Ayrica, baglanma enerjileri sirasiyla -8.70, -9.90, -9.90, -7.50, -9.70, -8.90, -7.60 ve -
9.50 kcal/mol olarak belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda AChE ve BChE en
yiiksek baglanma enerjisine sahiptir. Elde edilen baglanma enerjileri AG=R.T.InK;
denkleminde yerine koyularak baglanma sabitleri lireaz i¢in 0.53 uM, AChE i¢in 0.05
uM, BChE ig¢in 0.05 uM, KA i¢in 3.14 uM, a-amilaz i¢in 0.15 uM, a-glikozidaz igin
0.53 uM, lipaz icin 4.35 uM ve tirozinaz i¢in 0.20 uM olarak hesaplanmistir.
Baglanma enerjisi yiiksek olan molekiiliin baglanma sabitinin diigiik olmasi1 beklenir.
Bu baglamda baglanma enerjileri yiiksek olan AChE ve BChE baglanma sabitlerinin

diisiik oldugu gdzlenmistir.

Tablo 4.82. Daukosteroliin enzimlerle etkilesiminin baglanma enerjileri ve K degerleri

Daukosterol MolDock  Baglanma enerjisi Baglanma sabiti

Skoru (kcal/mol) (Ki (uM))
Ureaz -134.64 -8.70 0.53
AChE -110.61 -9.90 0.05
BChE -137.38 -9.90 0.05
KA -84.86 -7.50 3.14
a-Amilaz -124.81 -9.70 0.15
o-Glikozidaz  -86.14 -8.90 0.53
Lipaz -109.53 -7.60 4.35
Tirozinaz -161.78 -9.50 0.20

Bahadori vd (2016) yaptiklar1 ¢aligmada, S. syriaca L. aseton ekstraktinin n-
hekzan-etil asetat gradiyent sistemine gore elde edilen Fr15°den saflastirilan
daukosterolin AChE etkilesiminin baglanma enerjisini -5.22 kcal/mol olarak
belirlemistir. Tez ¢alismasinda, daukosteroliin baglanma enerjisini daha yiiksek olarak
belirlendi.

Hasan vd (2016), Nauclea latifolia’dan izole edilen daukosterol-a-amilaz

etkilesiminin doking skoru -3.53 olarak belirlemistir.

Gu vd (2021) yaptiklar1 ¢alismada, Eleocharis dulcis metanol ekstraktinin n-
biitanol fraksiyonundan elde edilen Fr3 ve Fr4 den saflastirilan daukosteroliin a-
glikozidaz etkilesiminin baglanma enerjisini -9.55 kcal/mol olarak belirlemistir. Tez
caligmasinda, daukosterol-a-glikozidaz etkilesiminin baglanma enerjisi daha digiik

olarak belirlendi.
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Sari vd (2016), T. catappa L. meyvesinin n-hekzan ekstraktindan saflastirilan
daukosteroliin a-glikozidaz etkilesiminin baglanma enerjisini -10.05 kcal/mol olarak
belirlemistir. Tez c¢alismasinda, daukosterol-a-glikozidaz etkilesiminin baglanma

enerjisi daha diistik olarak belirlendi.
4.4.4. Tksorozit

Iksorozit molekiilii N. baytopii ham ekstraktindan elde edilen metanol birinci
fraksiyonunun silika kolon kromatografisi sonucu elde edilen 5. fraksiyonundan
(NBMFr5) kristallendirilerek saflagtirildi.

Nepeta tiirleri tizerine yapilan ¢alismalarda, Hemaia vd (2015), N. cateria n-
hekzan ekstraktindan ve Tundis vd (2013), N. crassifolia metanol ekstraktinin

fraksiyonlarindan iksorozit molekiiliinii izole etmislerdir.
4.4.4.1. iksorozitin Karakterizasyonu

Iksorozitin NMR spektrumlar1 alinip yapisi belirlendi (Sekil 4.67. - 4.69. ve
Tablo 4.83.). 'TH-NMR spektrumunda aldehid grubu ve alifatik bolgede sinyaller ile
BC-NMR spektrumunda glikozit yapisina 6zgii 102.61 ppm’deki sinyaller gézlendi. &
7.39 ppm’deki (H-3) olefinik singletinin HSQC spektrumunda 162.44 ppm’de ki C-3
karbonuna bagli oldugu belirlendi. H-3 sinyalinin HMBC etkilesimlerinden & 191.29
(C-11), 124.13 (C-4), 99.35 (C-1), 28.59 (C-5) ppm’deki karbonlarla etkilegimi tespit
edildi. C-5 (6 28.59 ppm) karbonunun HSQC spektrumunda 2.89 ppm’deki H-5
protonuyla etkilestigi, bu protonun 1.30 (H-6a), 2.07 (H-6b), 2.21 (H-9) ppm’lerde ki
protonlarla spin-spin etkilesimi verdigi ve komsu protonlar oldugu COSY
spektrumundan anlagilmistir. 1.32-2.08 (H-6) protonlarinin diastrotopik protonlar
oldugu ve 28.61 (C-6) karbonun bagli olduklar1 HSQC spektrumundan belirlendi. 2.08
(H-6b) protonunun COSY etkilesmelerinden 40.32 ppm’deki (C-7) karbona bagli 1.56
ve 1.43 ppm’deki diastrotopik protonlarla (H-7ab) komsu olduklar tespit edildi. C-7
karbonun HMBC etkilesmelerinden 4.68 ppm’deki 'H sinyaliyle etkilestigi ve bu
sinyalin HSQC de bir karbona bagli olmamasi bir OH grubuyla kuvvetli bir
etkilesmenin oldugunu gosterdi. 4.68 ppm’deki OH sinyalinin etkilesmeleri HMBC
spektrumunda incelendiginde 24.74 (C-10), 40.64 (C-7), 50.96 (C-9) ve 78.05 (C-8)
ppm’lerdeki C sinyalleriyle etkilestigi benzer etkilesmelerin H-7 protonlarinda da
goriilmesi C-8 kuarterner karbonuna bagli bir OH grubunun ve bir metil (C-10) grubun

varligint gosterdi. H-5 (2.89 ppm) protonuna komsu olan H-9 (2.21 ppm) protonun
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5.42 ppm’deki H-1 protonuyla COSY etkilesmesi verdigi ve komsu protonlar oldugu
belirlendi. H-1 (5.42 ppm) protonunun 99.35 ppm’deki karbona bagli oldugu ve
102.98 ppm’deki anomerik karbonla HMBC etkilesimi verdigi ve glikozit grubunun
C-1 karbonuna bagli oldugu belirlendi. Sayilan etkilesimler molekiiliin bir iridoit
iskeleti icerdigini gosterdi. Etkilesmelerin dogrulugu HMBC etkilesmeleriyle teyit
edilerek dogrulanmis ve literatiir karsilastirmasi yapilarak molekiiliin iksorozit oldugu

kesinlestirildi (Giivenalp vd, 2009).

Sekil 4.67. Tksorozit molekiiliiniin yapist

Tablo 4.83. iksorozit molekiiliiniin *H ve 3C NMR veri ve literatiir degerleri

No 'H NMR BC NMR !H NMR (DMSO-d6, *C NMR (DMSO-ds,
(DMSO-d6, (DMSO-d6, 400 MHz) 100 MHz)
600 MHz) 150 MHz) (Giivenalp vd, 2009) (Giivenalp vd, 2009)

1 5.37 99.35 5.38 99.6

2 - - - -

3 7.39 (s) 162.44 7.40 162.6

4 - 124.13 - 124.4

5 2.88 (dt, 9.4- 28.59 2.88 28.9
5.8Hz)

6 1.30-2.07 (m) 28.61 1.31-2.08 28.8

7 1.43-1.56 (m) 40.64 1.43-1.57 40.9

8 - 78.05 - 78.3

9 2.21(d, 9.6 Hz) 50.96 2.22 51.1

10 1.15(s) 24.74 1.15 25.0

11 9.15 (s) 191.29 9.16 191.5

1 4.44 (d,7.8Hz) 102.98 4.45 103.2

2' 2.94 74.06 2.90-3.35 74.3

3 311 77.08 2.90-3.35 77.1

4 3.03 70.08 2.90-3.35 70.0

5' 3.15 77.76 2.90-3.35 7.7

6’ 3.42-3.62 61.31 3.43-3.63 61.3
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Sekil 4.68. iksorozit molekiiliiniin MS kromatogrami

Iksorozit molekiiliiniin C16H2409 kapali formiiliine gore kiitlesi [m/z] kiitlesi
360.36 g/mol olarak hesaplandi ve literatiir bilgileri ile dogruland1 (Giivenalp vd,
2009).
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Sekil 4.69. Tksorozit molekiiliiniin a) *H-NMR (DMSO), b) *C-NMR (DMSO), ¢) COSY, d) HSQC
ve ) HMBC spektrumlari

198



4.4.4.2. iksorozitin Enzim Inhibisyon Kinetikleri

Iksorozit molekiiliiniin iireaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi igin

iksorozit molekiiliiniin igerdigi veya icermedigi reaksiyon ortammda Michaelis-

Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil

4.70 ve Tablo 4.84). Ureaz inhibisyon mekanizmasinda iksorozit molekiiliiniin etkisi

karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.11 mM olarak

hesaplandi.
(a) iksorozit-Ureaz

0,0015
0,0012

20,0009

o

90,0006 *0mM

3 0,05 mM

2 40,04 mM

>0’0003 X 0,01 mM
0,0000

[S] (mM)

0,00 3,00 6,00 9,00 12,0015,0018,0021,00

(b)

iksorozit-Ureaz000

3500
s0mM ?2 3000
0,05 mM
40,04 mM 2 2500
x0,01 mM 2 2000
2 1500
>
< 1000

0O
U7 T T T T 1

-4,403,7063,062,301,660,960,200,501,201,902,603,30
1/[S] (mM)

Sekil 4.70. iksorozit molekiiliiniin varhiginda iireaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-

Menten a) ve Lineweaver-Burk b) grafikleri

Tablo 4.84. iksorozit molekiiliiniin varhiginda iireaz inhibisyon tiirii ve K;j degeri

iksorozit, mM  Vmaks Km inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.00140 0.401 Karigik-Yari 0.11
0.01 0.00127  0.812 yarigmali

0.04 0.00109  0.548

0.05 0.00088 0.406

Iksorozit molekiiliiniin AChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi igin

iksorozit molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-

Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil

4.71 ve Tablo 4.85). AChE inhibisyon mekanizmasinda iksorozit molekiiliiniin etkisi

karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.25 mM olarak

hesaplandi.
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Sekil 4.71. Tksorozit molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-

Menten a) ve Lineweaver-Burk b) grafikleri

Tablo 4.85. Tksorozit molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

iksorozit, mM  Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.0222 0.0078 Karigik-Yart 0.25
0.02 0.0198 0.0099 yarigsmali

0.06 0.0187 0.0123

0.08 0.0169 0.0155

Iksorozit molekiiliiniin BChE inhibisyon etki mekanizmasinim belirlenmesi igin

iksorozit molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortammda Michaelis-

Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil

4.72. ve Tablo 4.86.). BChE inhibisyon mekanizmasinda iksorozit molekiiliiniin etkisi

karigik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.37 mM olarak

hesaplandi.

(@)

0,020

iksorozit-BChE (b)

0,018
0,015
0013
—5 0,010
E 0,008 0,08 mM
s m
2 0,005 40,06 MM
> 0,003 " % 0,04 mM
0,000 - : : : : :
000 010 020 030 040 050

[S] (mM)

210 7 jksorozit-BChE

~ 180 -

§ 150 -

© ]

g 120

S 90

2 6 ¢0mM

— 0,08 mM
30 40,06 mM

X 0,04 mM

0O
-55-45-35-25-15 -5 5 15 25 35 45 55 65
1/[S] (mM)L

Sekil 4.72. Tksorozit molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde a) Michaelis-

Menten ve b) Lineweaver-Burk grafikleri

Tablo 4.86. iksorozit molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

Iksorozit, mM  Vinaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.0183 0.0190 Karigik-Yari 0.37
0.04 0.0170 0.0230 yarigmali

0.06 0.0155 0.0264

0.08 0.0142 0.0302
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Iksorozit molekiiliiniin KA inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi igin
iksorozit molekiiliiniin igerdigi veya icermedigi reaksiyon ortammda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.73 ve Tablo 4.87). KA inhibisyon mekanizmasinda iksorozit molekiiliiniin etkisi

yarismasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.35 mM olarak

hesaplandi.
a) 0,010 - i it b 800 1 .
(@) iksorozit-KA (b) iksorogit- KA
0,008 - 2 600 -
)
0,006 - E
S g 400
50,004 - ¢ 0mM > ¢0mM
g 0,1mMm S 0,1 mM
0,002 - 40,08 mM 40,08 mM
> X 0,06 MM X 0,06 MM
o000 % +— +— +— —
0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 -25 -15 -05 05 15 25 35 45 55 65
[S] (mM) 1/[S] (mM)-!

Sekil 4.73. iksorozit molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde a) Michaelis-
Menten ve b) Lineweaver-Burk grafikleri

Tablo 4.87. iksorozit molekiiliiniin varhginda KA inhibisyon tiirii ve K; degeri

iksorozit, mM  Vmaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0102 0.588 Yarigmasiz 0.35
0.06 0.0088 0.588

0.08 0.0077 0.588

0.10 0.0066 0.590

Iksorozit molekiiliiniin  o-glikozidaz ~inhibisyon etki mekanizmasinin
belirlenmesi igin iksorozit molekiiliiniin icerdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri
belirlendi (Sekil 4.74 ve Tablo 4.88). o-Glikozidaz inhibisyon mekanizmasinda
iksorozit molekiiliinlin etkisi yarigsmasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve

Ki degeri 0.10 mM olarak hesaplanda.
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(@) 00125 j
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Sekil 4.74. Tksorozit molekiiliiniin varhiginda a-glikozidaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde a)
Michaelis-Menten ve b) Lineweaver-Burk grafikleri

Tablo 4.88. Tksorozit molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiirii ve K degeri

iksorozit, mM  Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.0116 0.243 Yarigmasiz 0.10
0.01 0.0102 0.241

0.02 0.0089 0.241

0.04 0.0082 0.240

Iksorozit molekiiliiniin lipaz inhibisyon etki mekanizmasimin belirlenmesi igin
iksorozit molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortammda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.75. ve Tablo 4.89.). Lipaz inhibisyon mekanizmasinda iksorozit molekiiliiniin etkisi

yarigmali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 5.86 mM olarak

hesaplandi.
(@ 014 . L (b)
Iksorozit-Lipaz
0,12 - 2
0,10 -
< 0,08 -
o
E 0,06 - *0mM
| 0,1mM
2004 40,08 mM
> 002 J x0,06 MM
o000 %
4 8 12 16 20 24 28
[S] (mM)

70 iksorozit-Lipaz

¢0mM
0,1 mM

40,08 mM

% 0,06 mM

r U T T

-0,250,100,050,200,350,500,650,800,951,101,25

1/[S] (mM)L

Sekil 4.75. Tksorozit molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten a) ve Lineweaver-Burk b) grafikleri

Tablo 4.89. Tksorozit molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Iksorozit, mM  Vinaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.087 4.332 Yarigmali 5.86
0.06 0.086 4.427

0.08 0.087 4.366

0.10 0.087 4.423
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Iksorozit molekiiliiniin tirozinaz inhibisyon etki mekanizmasmin belirlenmesi
igin iksorozit molekiiliiniin i¢erdigi veya igermedigi reaksiyon ortamimda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.76 ve Tablo 4.90). Tirozinaz inhibisyon mekanizmasinda iksorozit molekiiliiniin

etkisi yarismasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.10 mM olarak
hesaplandi.

(@ 006 | iksorozit-Tirozinaz (b) 10 | Iksorozit-Tirozinaz
0,05 - -
3'2100 .
5004 - % 80 |
2 0,03 4 £ 50
£ 2 *0mM
20,02 - *0mM > 40 - 0,08 MM
> 0,08 mM = 40,02mM
0,01 - 40,02mM = » 0Y01 M
X 0,01 mM n !
o0 F 5T e
0 030609 1,2 15 1,8 21 24 2,7 -45 -25 -05 15 35 55 75 95 115135
[S] (mM) 1/[S] (mM)-!

Sekil 4.76. iksorozit molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde a)
Michaelis-Menten ve b) Lineweaver-Burk grafikleri

Tablo 4.90. iksorozit molekiiliiniin varhiginda tirozinaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

iksorozit, mM  Vmaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.056 0.243 Yarigmasiz 0.10
0.01 0.045 0.244

0.02 0.038 0.240

0.08 0.032 0.236

4.4.4.3. Iksorozitin Molekiiler Doking Calismalar

Sekil 4.77 ve Tablo 4.91°de goriildiigii gibi iireaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen iksorozitin ARG609, ARG439, GLN635 ve HIS593 ile hidroksiller ile dort
adet konvensiyonel hidrojen bagi, ASP494 ile bir adet karbon hidrojen bagi, MET637
ile bir adet alkil etkilesimi ve HIS492, HIS519 ve HIS593 ile {i¢ adet pi-alkil etkilesimi

yaptig1 gozlenmistir.

Sekil 4.78 ve Tablo 4.92’de goriildiigii gibi AChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen iksorozitin ARG356, GLU376 ve ARGS534 ile ii¢ adet konvensiyonel
hidrojen bagi, ARG534 ile bir adet karbon hidrojen bagi, LEU360 ve VAL379 ile iki
adet alkil etkilesimi ve TRP38S5 ile bir adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.77. iksorozit molekiiliiniin iireaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.78. Tksorozit molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.91. Tksorozit molekiiliiniin iireaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Aliaa Grup
Grup Tipi Tipi

1 A:ARG609:HH22 - 161 Hidrojen  Konvensiyonel A:ARG609:HH22 H-Verici  :[001:07 H-Alic1
:[001:07 Bagi Hidrojen Bagi

2 :[001:H16 - 1.72  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H16 H-Verici  A:ARG439:0 H-Alict
A:ARG439:0 Bagi Hidrojen Bagi

3 :[001:H17 - 2.24 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H17 H-Verici  A:GLN635:0 H-Alici
A:GLN635:0 Bagi Hidrojen Bagi

4 :[001:H18 - 2.19 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H18 H-Verici  A:HIS593:NE2 H-Alici
A:HIS593:NE2 Bagi Hidrojen Bagi

5 :[001:H1- 291  Hidrojen Karbon :[001:H1 H-Verici  A:ASP494:0D2 H-Alici
A:ASP494:0D2 Bagi Hidrojen Bag1

6 :[001:C15- A:MET637 4.00  Hidrofobik Alkil :[001:C15 Alkil A:MET637 Alkil

7 A:HIS492 - :[001 547  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS492 Pi-Orbital :[001 Alkil

8 A:HIS519 -:[001:C15 5.44  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS519 Pi-Orbital :[001:C15 Alkil

9 A:HIS593 - :[001 441  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS593 Pi-Orbital :[001 Alkil

Tablo 4.92. Tksorozit molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Tsim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alci Grup
Grup Tipi Tipi

1 B:ARG356:NE -:[001:07 2.97 Hidrojen  Konvensiyonel B:ARG356:NE H-Verici  :[001:07 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

2 :[001:H16 - B:GLU376:0 1.80 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H16 H-Verici  B:GLU376:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

3 :[001:H24 - C:ARG534:0 260  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H24 H-Verici  C:ARG534:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

4 C:ARGb534:CD -:[001:04 3.60 Hidrojen  Karbon C:ARG534:CD H-Verici  :[001:04 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

5 B:LEU360 - :[001 4.22  Hidrofobik Alkil B:LEU360 Alkil :[001 Alkil

6 B:VAL379 -:[001 5.05  Hidrofobik Alkil B:VAL379 Alkil :[001 Alkil

7 B:TRP385 - :[001:C15 5.38  Hidrofobik Pi-Alkil B:TRP385 Pi-Orbital :[001:C15 Alkil

Sekil 4.79 ve Tablo 4.93’de goriildiigli gibi BChE enziminin aktif bdlgesi ile
etkilesen iksorozitin TRP82, TRP430, TYR440, THR120, GLU197 ve TYR128 ile
yedi adet konvensiyonel hidrojen bagi, HIS438 ile ii¢ adet karbon hidrojen bagi,
ALA328 ile bir adet alkil etkilesimi ve TRP82, PHE329 ve TYR332 ile dort adet pi-
alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 4.80 ve Tablo 4.94’de goriildiigii gibi KA enziminin aktif bdlgesi ile
etkilesen ikorozitin THR200 ve ASN67 ile iki adet konvensiyonel hidrojen bagi,
HIS96, LEU198, THR199 ve ASN67 ile dort adet karbon hidrojen bagi, VAL121,
LEU198 ile iki adet alkil etkilesimi ve HIS94 ile bir adet pi-sigma etkilesimi yaptig1

gozlenmistir.
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Sekil 4.79. Tksorozit molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.80. Tksorozit molekiiliiniin KA ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.93. Tksorozit molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 ATRP82:NEL -:[001:02 2.90 Hidrojen  Konvensiyonel A:TRP82:NE1 H-Verici :[001:02 H-Alic
Bagi Hidrojen Bagi
2 ATRP430:NEL1 - 2.81  Hidrojen  Konvensiyonel A:TRP430:NE1 H-Verici :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bagi Hidrojen Bagi
3 ATYRA440:0H - 2.76 Hidrojen  Konvensiyonel A:TYR440:0H H-Verici :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bagi Hidrojen Bagi
4 :[001:H15 - 2.15 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H15 H-Verici  A:THR120:0G1 H-Alict
A:THR120:0G1 Bagi Hidrojen Bag1
5 :[001:H16 - 2.01  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H16 H-Verici  A:GLU197:0E1 H-Alict
A:GLU197:0OE1 Bag: Hidrojen Bag1
6 :[001:H17 - 2.10 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H17 H-Verici  A:TYR128:0H H-Alict
A TYR128:0H Bagi Hidrojen Bag1
7 :[001:H24 - 1.95 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H24 H-Verici  A:TYR128:0H H-Alict
ATYR128:0H Bag: Hidrojen Bag1
8 A:HIS438:CD2 - 3.71  Hidrojen  Karbon A:HIS438:CD2 H-Verici  :[001:01 H-Alict
:[001:01 Bagi Hidrojen Bag1
9 A:HIS438:CD2 - 3.74 Hidrojen  Karbon A:HIS438:CD2 H-Verici  :[001:08 H-Alict
:[001:08 Bagi Hidrojen Bagi
10 :[001:H2 - A:HIS438:0 2.64 Hidrojen  Karbon :[001:H2 H-Verici  A:HIS438:0 H-Alict
Bag: Hidrojen Bag1
11 A:ALA328 -:[001 438  Hidrofobik Alkil A:ALA328 Alkil :[001 Alkil
12 A:TRP82 - :[001 457  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001 Alkil
13 A:TRP82 - :[001 498  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001 Alkil
14 A:PHE329 - :[001:C15 5.40  Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE329 Pi-Orbital :[001:C15 Alkil
15 A'TYR332 - :[001 5.02  Hidrofobik Pi-Alkil A TYR332 Pi-Orbital :[001 Alkil

Tablo 4.94. Tksorozit molekiiliiniin KA ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:THR200:HN - 2.96 Hidrojen  Konvensiyonel A:THR200:HN H-Verici  :[001:01 H-Alict
:[001:01 Bagi Hidrojen Bagi
2 :[001:H24 - 1.78  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H24 H-Verici  A:ASN67:0D1 H-Alict
A:ASN67:0D1 Bagi Hidrojen Bag
3  A:HIS96:HEL - :[001:05 2.67  Hidrojen  Karbon A:HIS96:HE1  H-Verici  :[001:05 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
4  ALEU198:HA - 2.55 Hidrojen  Karbon A:LEU198:HA H-Verici  :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bagi Hidrojen Bagi
5 :[001:H2 - 2.81  Hidrojen  Karbon :[001:H2 H-Verici  A:THR199:0G1 H-Alict
A:THR199:0G1 Bag: Hidrojen Bagi
6 :[001:H14 - 2.84 Hidrojen  Karbon :[001:H14 H-Verici  A:ASN67:0D1 H-Alict
A:ASN67:0D1 Bagi Hidrojen Bag1
7 :[001:H12 - A:HIS94 2.35 Hidrofobik Pi-Sigma :[001:H12 C-H A:HIS94 Pi-Orbital
8 A:VALI21 -:[001 3.97 Hidrofobik Alkil AVAL121 Alkil :[001 Alkil
9 A:LEU198 - :[001 436 Hidrofobik AlKkil A:LEU198 Alkil :[001 Alkil

Sekil 4.81 ve Tablo 4.95’de goriildiigii gibi a-amilaz enziminin aktif bolgesi ile
iksorozitin ARG227, PRO228, ALA3, GLY249 ve GLNS ile bes adet konvensiyonel
hidrojen bagi, PRO228 ve ALA3 ile dort adet karbon hidrojen bagi, ARG227,
PRO228, LEU211 ve ILE230 ile bir adet alkil etkilesimi ve TYR?2 ile bir adet pi-alKkil

etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Sekil 4.82 ve Tablo 4.96’de goriildiigii gibi a-glikozidaz enziminin aktif bolgesi

ile etkilesen iksorozitin LYS29 ve SER31 ile ii¢ adet konvensiyonel hidrojen bagi ve
LYS29, GLY462, ASP33 ve ASP30 ile karbon hidrojen bagi yaptigi gézlenmistir.
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Sekil 4.81. iksorozit molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.82. Tksorozit molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.95. Tksorozit molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:ARG227:HH11 - 2.19 Hidrojen  Konvensiyonel A:ARG227:HH11 H-Verici  :[001:02 H-Alic
:[001:02 Bagi Hidrojen Bagi
2 :[001:H16 - A:PRO228:0 2.24  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H16 H-Verici  A:PRO228:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
3 :[001:H17 - A:AALA3:0 1.65 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H17 H-Verici  A'ALA3:0  H-Alia
Bagi Hidrojen Bag1
4 :[001:H18 - A:GLY249:0 2.11 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H18 H-Verici  A:GLY249:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1
5 :[001:H24 - A:GLN5:OE1 1.78  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H24 H-Verici  A:GLN5:0E1 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1
6 APRO228:HD1 -:[001:02 2.94  Hidrojen Karbon A:PRO228:HD1 H-Verici :[001:02 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
7 :[001:H2 - A:PRO228:0  2.22 Hidrojen  Karbon :[001:H2 H-Verici  A:PRO228:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1
8 :[001:H11- A:PRO228:0 1.97 Hidrojen Karbon :[001:H11 H-Verici  A:PRO228:0 H-Alict
Bag Hidrojen Bag1
9 :[001:H12 - A:ALA3:0 2.73 Hidrojen  Karbon :[001:H12 H-Verici  A:ALA3:0  H-Alc
Bagi Hidrojen Bag1
10 A:ARG227 - :[001 459  Hidrofobik Alkil A:ARG227 Alkil :[001 Alkil
11 A:ARG227 - :[001 472 Hidrofobik Alkil A:ARG227 Alkil :[001 Alkil
12 A:PRO228 - :[001 5.41  Hidrofobik Alkil A:PRO228 Alkil :[001 Alkil
13 :[001 - A:LEU211 492  Hidrofobik Alkil :[001 Alkil A:LEU211  Alkil
14 :[001 - A:ILE230 472  Hidrofobik Alkil :[001 Alkil A:ILE230 Alkil
15 A:TYR2 - :[001:C15 423 Hidrofobik Pi-Alkil ATYR2 Pi-Orbital :[001:C15 Alkil

Tablo 4.96. Tksorozit molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicr Grup
Grup Tipi Tipi

1 ALYS29:HZ3-:[011:03 1.64  Hidrojen Konvensiyonel A:LYS29:HZ3 H-Verici :[011:03 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

2 :[011:H16 - A:SER31:0 1.93 Hidrojen Konvensiyonel :[011:H16 H-Verici  A:SER31:0 H-Alicx
Bagi Hidrojen Bagi

3 :[011:H17 - A:SER31:0 1.82 Hidrojen Konvensiyonel :[011:H17 H-Verici  A:SER31:0 H-Alicx
Bagi Hidrojen Bagi

4 ALYS29:HE1-:[011:04 229  Hidrojen Karbon A:LYS29:HE1 H-Verici :[011:04 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

5 A:GLY462:HA2 - :[011:02 2.85 Hidrojen Karbon A:GLY462:HA2 H-Verici  :[011:02 H-Alic1
Bagi Hidrojen Bag1

6 :[011:H2- A:ASP33:0D1 2.84 Hidrojen Karbon :[011:H2 H-Verici  A:ASP33:0D1 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

7 :[011:H2- A:ASP33:0D2 2.65  Hidrojen Karbon :[011:H2 H-Verici  A:ASP33:0D2 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

8 :[011:H11 - A:ASP30:0 2.72 Hidrojen Karbon :[011:H11 H-Verici  A:ASP30:0  H-Alicx

Bagi Hidrojen Bagi

Sekil 4.83 ve Tablo 4.97°de goriildiigii gibi lipaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen iksorozitin ARG265 ve GLY236 ile {i¢ adet konvensiyonel hidrojen bagi,
GLY236 ile bir adet karbon hidrojen bagi, LYS268 ve ALA332 ile ii¢ adet alkil
etkilesimi ve PHE335 ile bir adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 4.84 ve Tablo 4.98’de goriildiigii gibi tirozinaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen iksorozitin ARG367, LEU296, PRO298, ASN371 ve GLN304 ile bes adet
konvensiyonel hidrojen bagi, PRO298, LEU296 ve GLN304 ile bes adet karbon
hidrojen bagi, LEU296 ve ARG367 ile li¢ adet alkil etkilesimi ve TYR297 ile bir adet
pi-alkil etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.83. iksorozit molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.84. Tksorozit molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.97. Tksorozit molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alica Grup
Grup Tipi Tipi

1 A:ARG265:HH12 - 2.35 Hidrojen  Konvensiyonel A:ARG265:HH12 H-Verici  :[011:01 H-Alic1
:[011:01 Bagi Hidrojen Bagi

2  A:ARG265:HH12 - 1.63  Hidrojen  Konvensiyonel A:ARG265:HH12 H-Verici :[011:03 H-Alict
:[011:03 Bagi Hidrojen Bagi

3 :[011:H17 - 1.66 Hidrojen  Konvensiyonel :[011:H17 H-Verici  A:GLY236:0 H-Alici
A:GLY236:0 Bagi Hidrojen Bagi

4 :[011:H11- 2.88 Hidrojen  Karbon :[011:H11 H-Verici  A:GLY236:0 H-Alici
A:GLY236:0 Bagi Hidrojen Bagi

5 A:LYS268 -:[011 5.05  Hidrofobik Alkil A:LYS268 Alkil ;[011 Alkil

6 A:ALA332-:[011 511  Hidrofobik Alkil A:ALA332 Alkil :[011 Alkil

7 A:ALA332-:[011:C15 3.60  Hidrofobik Alkil A:ALA332 Alkil :[011:C15 Alkil

8 A:PHE335 -:[011 454  Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE335 Pi-Orbital :[011 Alkil

Tablo 4.98. Tksorozit molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi
1 B:ARG367:NHL1 - 3.10  Hidrojen  Konvensiyonel B:ARG367:NH1 H-Verici  :[001:05 H-Alict
:[001:05 Bagi Hidrojen Bag:
2 :[001:H16 - B:LEU296:0 1.73 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H16 H-Verici  B:LEU296:0  H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
3 :[001:H17 - B:PRO298:0 2.83 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H17 H-Verici B:PR0O298:0  H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi
4 :[001:H18 - 1.79  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H18 H-Verici  B:ASN371:0D1 H-Alict
B:ASN371:0D1 Bagi Hidrojen Bag1
5 :[001:H24 - 2.17 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H24 H-Verici  A:GLN304:0  H-Alict
A:GLN304:0 Bagi Hidrojen Bag1
6 B:PRO298:CD - 3.31 Hidrojen  Karbon B:PRO298:CD H-Verici :[001:06 H-Alict
:[001:06 Bagi Hidrojen Bagi
7 :[001:H5-B:LEU296:0 2.99  Hidrojen Karbon :[001:H5 H-Verici  B:LEU296:0  H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1
8 :[001:H11 - B:LEU296:0 2.54 Hidrojen  Karbon :[001:H11 H-Verici  B:LEU296:0  H-Alict
Bag: Hidrojen Bag1
9 :[001:H12 - 2.45 Hidrojen  Karbon :[001:H12 H-Verici  A:GLN304:0  H-Alict
A:GLN304:0 Bag: Hidrojen Bagi
10 :[001:H14 - 2.96  Hidrojen  Karbon :[001:H14 H-Verici  A:GLN304:0  H-Alict
A:GLN304:0 Bag: Hidrojen Bagi
11 B:LEU296 - :[001 4.93 Hidrofobik Alkil B:LEU296 Alkil :[001 Alkil
12 B:ARG367 - :[001 436  Hidrofobik Alkil B:ARG367 Alkil :[001 Alkil
13 :[001:C15- B:LEU296 3.75 Hidrofobik Alkil :[001:C15 Alkil B:LEU296 Alkil
14 B:TYR297 - :[001:C15 3.36 Hidrofobik Pi-Alkil B:TYR297 Pi-Orbital :[001:C15 Alkil

Tablo 4.99’de gosterildigi gibi iksorozitin; tireaz, AChE, BChE, KA, a-amilaz,

a-glikozidaz, lipaz ve tirozinaz ile etkilesimlerinin MolDock skorlar1 sirasiyla -104.70,

-93.53, -123.78, -111.41, -107.26, -73.70, -75.05 ve -108.06 olarak bildirilmistir. En

yiiksek MolDock skoru BChE de gozlenmistir. Ayrica, baglanma enerjileri sirasiyla -
7.00, -7.70, -8.60, -6.40, -7.40, -8.40, -7.30 ve -7.80 kcal/mol olarak belirlenmistir. Bu

sonuglar dogrultusunda BChE en yiiksek baglanma enerjisine sahiptir. Elde edilen

baglanma enerjileri AG=R.T.InKj denkleminde yerine koyularak baglanma sabitleri
tireaz i¢in 8.87 uM, AChE i¢in 2.24 uM, BChE i¢in 0.49 uM, KA i¢in 20.12 uM, a-

amilaz i¢in 6.02 uM, a-glikozidaz i¢in 1.19 uM, lipaz i¢in 7.09 uM ve tirozinaz igin

3.15 uM olarak hesaplanmistir. Baglanma enerjisi yiiksek olan molekiiliin baglanma

sabitinin diigiik olmasi beklenir. Bu baglamda baglanma enerjileri yiiksek olan BChE
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baglanma sabitlerinin diisiik oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.99. Tksorozitin enzimlerle etkilesiminin baglanma enerjileri ve K degerleri

iksorozit MolDock  Baglanma enerjisi Baglanma sabiti
Skoru (kcal/mol) (Ki (uM))

Ureaz -104.70 -7.00 8.87

AChE -93.53 -7.70 2.24

BChE -123.78 -8.60 0.49

KA -111.41 -6.40 20.12

a-Amilaz -107.26 -7.40 6.02
a-Glikozidaz ~ -73.70 -8.40 119

Lipaz -75.05 -7.30 7.09

Tirozinaz -108.06 -7.80 3.15

4.4.5. Molekiil L

N. baytopii metanol:kloroform ham ekstraktindan elde edilen etil asetat birinci
fraksiyonunun silika kolon kromatografisi sonucu elde edilen 5. fraksiyonun 4. alt

fraksiyonundan (NBEFr5-4) beyaz amorf toz formda tespit edildi.
4.4.5.1. Molekiil L Bilesiginin Karakterizasyonu

Molekiil L’nin yapist DMSO-d6 ¢oziiciisiinde alinan NMR ve MS spektrumlari
kullanilarak belirlendi (Sekil 4.85. - 4.88. ve Tablo 4.100.). Molekiil L bilesiginin
IUPAC ismi (4bS,5aR,5bS,5¢cR,8R,9R,10R,11aR)-8-(hydroxymethyl)-
2,2,5b,5¢,8,11a-hexamethyl-2,3,4,4a,5a,5b,5¢,6,7,7a,8,9,10,11,11a,11b,12,13b-
octadecahydropiceno[5,6-b]oxirene-4b,9,10(1H)-triol olarak belirlendi.

7,
///,

Sekil 4.85. Molekiil L bilesiginin yapist
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Tablo 4.100. Molekiil L bilesiginin *H ve **C NMR veri ve literatiir degerleri

No !H NMR (DMSO-d6, *C NMR (DMSO-d6,

600 MHz) 150 MHz2)
1 0.78-1.73 47.43
2 3.54 67.60
3 2.87 84.50
4 43.40
5 0.82 56.00
6 1.39-1.73 22.35
7 1.12-1.32 33.23
8 38.70
9 1.58 47.36
10 38.19
11 1.80-1.88 23.67
12 5.18 120.17
13 144.4
14 43.50
15 1.32-1.64 43.76
16 106.4
17 141 43.20
18 2.54 51.11
19 151-1.41 19.32
20 35.78
21 1.80-0.97 32.12
22 3.26 87.54
23 1.06 24.24
24 3.71-3.28 64.50
25 0.88 17.19
26 0.68 17.27
27 121 26.32
28 0.83 24.49
29 0.82 29.29
1 [M+H]* [2M+H*
[M-HL

Sekil 4.86. Molekiil L bilesiginin MS kromatogrami

Molekiil L bilesiginin C29Hs60s kapali formiiline gore [m/z] kiitlesi 474.68

g/mol olarak hesaplandi.

Sekil 4.87. Molekiil L bilesiginin p-HPLC kromatogrami
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'H-NMR spektrumu incelendiginde triterpenoid yapisinda bir molekiil oldugu
gozlendi. Alifatik bolgede singlet olarak 6 adet metil grubunun varlig: tespit edildi.
5.17 ppm de olefinik ¢ift bag protonun varligi ve 4-6 ppm arasinda yayvan 4 adet OH

sinyalleri belirlendi.

Bilesigin *C-NMR spektrumu incelendiginde 29 adet farkli 13C sinyali tespit
edildi. 'H- NMR spektrumunda goézlenen olefinik ¢ift bag yapisi olefinik bolgede
gozlenen iki karbon sinyaliyle dogrulandi ve molekiilde bir adet ¢ift bagin varligi
belirlendi (C12, C13 karbonlari). 60-110 ppm arasinda asag1 alanda gézlenen sinyaller
'H-NMR spektrumundaki yayvan sinyallerin yapidaki OH gruplarina bagl karbon
atomlar1 oldugu ve yapida dort adet OH grubunun bulundugu tespit edildi.

COSY spektrumu incelendiginde, H12 olefinik protonun H11 protonuyla komsu
oldugu, H11 protonunda H9 protonuyla etkilestigi ve komsu spesifik gruplar olduklari
belirlendi. Ayrica spektrumdan OH grubuyla ayn1 karbona bagl olan 3.54 ppm de ki
H2 protonunun 2.87 ppm de ki H3 protonu ve 0.78 ppm de ki HIb protonuyla komsu
olduklar1 tespit edildi. H2 protonunun 'H-NMR spektrumunda dubletin dubletinin
dubleti (ddd) seklinde yarildigi ve etkilesim sabitinin 10.4 Hz ve 4.2 Hz oldugu
goriildii. H2 protonuna komsu H3 protonunun dublet seklinde yarildigi ve 9.9 Hz
etkilesim sabitine sahip oldugu belirlendi. Etkilesim sabitlerinden bu iki komsu diol
yapisinin birbirlerine trans konumda olduklar1 tespit edilerek literatiirde belirlenen
benzer molekiillerin etkilesim sabitleriyle uyumlu olduklar1 goriildii (Chiu vd, 2008;
Tanaka vd, 2003). 2.54 ppm deki H18 protonunun 1.41 pp deki H19 protonuyla ve
ayn1 ppm degerine sahip H17 protonuyla etkilestigi ve bu protonlara komsu oldugu
belirlendi.

HSQC spektrumu incelendiginde, olefinik H12 protonunun 120.17 ppm deki
C12 karbonuna bagl oldugu, 60-110 ppm arasinda gézlenen '*C-NMR sinyallerinin
ise oksijen atomlarinin bagl oldugu karbon atomlarindan bir kuarterner, bir CH2 ve
tic CH karbon atomunun oldugu belerilendi. 106 ppm deki karbon atomunun kimyasal
kayma degerinden iki oksijen atomunun bagli oldugu kuaterner karbon atomu oldugu
goriildii. 64.5 ppm deki rezonans olan C24 karbon atomuna bagli iki adet (CH2) H24
protonlarinin kiral merkeze komsu olduklari i¢in AB sistemi olusturduklari ve
diastrotopik protonlar olduklar: tespit edildi. 2.54 ppm deki H18 protonunun 51.11
ppm deki karbona bagli oldugu belirlendi. Yapidaki diger protonlarin bagh olduklari

karbonlar HSQC spektrumundan belirlendi ve tabloda sunuldu. Buna gdre molekiilde
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alt1 adet CH3 grubu, sekiz adet her biri diastrotopik yapida CH2 grubu ve sekiz adet
CH grubunun varligr belirlendi. Yedi adet karbon atomunun HSQC etkilesimi

olmadig1 ve kuarterner karbon oldugu tespit edildi.

HMBC spektrumundan H3 protonunun C2, C24 ve C23 karbonlariyla
etkilestikleri gozlendi. C16 karbonunun H22, HI18 ve HI5 protonlariyla HMBC
etkilesimleri belirlendi. H22 protonlarnin C17, C29 ve C21 karbonlartyla, H17
protonunun C16 karbonuyla etkilesimi gézlendi. Hla protonunun C3, C2, C5 ve C25
karbonlariyla etkilesimleri oldugu, H27 metil grubunun C13 olefinik karbonu, C20 ve
C22 karbon atomlaniyla etkilestikleri belirlendi. H21 metilen grubunun C22
karbonuyla etkilesimleri tespit edilip COSY spektrumunda ki etkilesimleri komsu
olduklar1 dogrulandi. C19 karbon atomunun H28 metil grubuyla, H15 protonunun
C17, C7 ve C27 karbonlaryla etkilestikleri belirlendi. H28-H29 metil gruplarinin 38,7
ppm deki C20 karbon atomuna bagli olduklar1 ve molekiil yapisinin olean formunda
oldugu tespit edildi. 1.64 ppm deki H22a protonunun C16, C20 karbonlariyla, 1,32
ppm de ki H22b protonunun C17 karbonuyla etkilesimleri gozlendi. H26 metil
grubunun C7 karbonuyla etkilesimi spektrumdan belirlendi. H9 protonunun C8 ve C26
karbonlariyla etkilesimleri gozlendi. C25 metil karbonunun 0.78-1.73 ppm deki Hla-
b diastrotopik protonlarmin her biriyle etkilestigi gozlendi. Ayni sekilde C5
karbonunda bu protonlarla etkilesimi spektrumdan bulundu. C5 karbonunun H6
protonuyla etkilesimi ve C6 karbonunun H7 protonuyla etkilesimi belirlendi. Ayrica
56 ppm de ki C5 karbonunun H23 metil grubuyla etkilestigi, H23 metil grubunun ise
43.4 ppm de rezonans olan C4 kuarterner karbonu ve C24 karbonuyla etkilesmesi H23
metil grubu ve H24 metilen grubunun C4 kuarterner karbonuna bagl oldugunu
diistindiirdii. C23 ve C24 karbonlarinin H3 ve H2 gruplariyla etkilesimlerinin bu veriyi
destekledigi goriildii. H24 diastrotopik metilen grubunun H3 protonuyla zayif COSY
etkilesiminin bulunmasi aynm1 yonlenmeye sahip oldugunu gosterdi. Belirtilen
etkilesimler takip edilerek molekiiliin olean formunda bir triterpenoid oldugu, kiitle
spektrometresinden elde edilen kiitle verisi ve yapidaki 4 adet hidroksil grubunun 1H
NMR’ dan tespiti alkol gruplarindan daha asag1 alana kayan C16 karbonuna fazladan
bir oksijen atomunun bagli oldugunu ve komsu C15 karbonuyla arasinda bu oksijen

atomu iizerinden bir epoksit koprii yapist oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.88. Molekiil L bilesiginin *H-NMR (DMSO) (a), *C-NMR (DMSO) (b), COSY (c), HSQC

(d) ve HMBC (e) spektrumlari

4.4.5.2. Molekiil L’nin Enzim Inhibisyon Kinetikleri

Molekiil L’nin iireaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in Molekiil

L’nin i¢erdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri gizilerek Km ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.89. ve Tablo 4.101.).

Ureaz inhibisyon mekanizmasinda iksorozit molekiiliiniin etkisi yarismasiz inhibisyon

seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.18 mM olarak hesaplandi.

@ o002 Molekiil L-Ureaz

0,0018
0,0015
20,0012
B
= 0,0009
€ «0mM
30,0006 0,1 mM
> 0.0003 40,09 mM
' x 0,02 mM
0,0000 T T T T : : )
0,00 3,00 6,00 9,00 12,0015,0018,0021,00

[S] (mM)

(b) Molekiil L-Urea800 -

0O

¢0mM
0,1 mM

40,09 mM

% 0,02 mM

T o T T T

-1,90-1,50-1,10-0,70-0,30 0,10 0,50 0,90 1,30 1,70

1/[S] (mM)L

Sekil 4.89. Molekiil L ’nin varhiginda tireaz inhibisyon tiirliniin belirlenmesinde Michaelis-Menten (a)

ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri
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Tablo 4.101. Molekiil L’nin varliginda iireaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Molekiil L, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.00199 0.549 Yarigmasiz 0.18
0.02 0.00150  0.553

0.09 0.00129  0.550

0.10 0.00107  0.553

Molekiil L’nin AChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in Molekiil
L’nin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.90. ve Tablo 4.102.).
AChE inhibisyon mekanizmasinda Molekiil L ’nin etkisi yarigmali inhibisyon seklinde
gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.05 mM olarak hesaplandi.

(@ o021, i} (b) 450 - .
Molekiil L-AChE . Molekiil L-AChE
0,018 - = 400
< 350
T Ke]
0,015 = G0
<0012 - 2 5o
= 0,009 - 2 200
8 ’ ¢0mM 2 150 ¢0mM
S 0,006 - 0,01 mM = 0,01 mM
N . 40,02mM 40,02 mM
> 0,003 x0,04 mM A | X 0104 mM
0,000 - : : : : . 0 . . : : .
0 01 02 03 04 05 -40,00 -10,00 20,00 50,00 80,00 110,00 140,00
[S] (mM) 1/[S] (mM)2

Sekil 4.90. Molekiil L’nin varliginda AChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-Menten ()
ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.102. Molekiil L’nin varliginda AChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

Molekiil L, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.016 0.027 Yarigsmalt 0.05
0.01 0.016 0.033

0.02 0.016 0.038

0.04 0.016 0.048

Molekiil L’nin BChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in Molekiil
L’nin i¢erdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri gizilerek Km ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.91. ve Tablo 4.103.).
BChE inhibisyon mekanizmasinda Molekiil L’nin etkisi yarigmali inhibisyon seklinde

gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.03 mM olarak hesaplandi.
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(@ 0,020 4

Molekiil L-BChE (b) 280 1 Molekiil L-BChE
0,016 - i 240 1
< 200 |
90,012 3 160 -
S g
50008 *0mM =120 7 *«0mM
3 0,02 mM 2 g0 0,02 mM
S0.004 40,04 mM 40,04 MM
% 0,06 mM T % 0,06 MM
0,000 ; : : . . —_— g
0 ol 02 03 04 05 -85,00-55,00-25,00 5,00 35,00 65,00 95,00125,00
[S] (mM) 1/[S] (mM)L

Sekil 4.91. Molekiil L’nin varhiginda BChE inhibisyon tiiriniin belirlenmesinde Michaelis-Menten (a)
ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.103. Molekiil L’nin varliginda BChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

Molekiil L, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.016 0.016 Yarigmali 0.03
0.02 0.016 0.022

0.04 0.016 0.028

0.06 0.016 0.033

Molekiil L’nin KA inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in Molekiil
L’nin i¢erdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri gizilerek Km ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.92. ve Tablo 4.104.).
KA inhibisyon mekanizmasinda Molekiil L’nin etkisi karisik inhibisyon seklinde

gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.30 mM olarak hesaplandi.

a il L- b 1200
(@) Molekiil L-KA (b) Molekiil L-KA
0,006 - 1000
3 800
0,004 - 3
35 % 600
°© *0mM =
€ 0,002 - 0,08 mM > 4 +0mMm
2 S 0,08 mM
NG 40,06 MM 4006 MM
> x 0,04 mM X 0,04 MM
0000 F _ 0 xeremW
0005 101520253035 4,0 4550 25 15 05 05 15 25 35 45 55 65

[S] (mM) U[S] (mM)*

Sekil 4.92. Molekiil L’nin varhiginda KA inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-Menten (a) ve
Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.104. Molekiil L’nin varliginda KA inhibisyon tiirii ve K; degeri

Molekiil L, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.0067 0.451 Karigik-Yari 0.30
0.04 0.0061 0.564 yarigmalt

0.06 0.0055 0.603

0.08 0.0050 0.699
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Molekiil L’nin a-glikozidaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi igin
Molekiil L’nin icerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.93. ve
Tablo 4.105.). o-Glikozidaz inhibisyon mekanizmasinda Molekiil L’nin etkisi

yarismali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.08 mM olarak

hesaplandi.
(@) 0,006 | Molekiil L-a-Glikozidaz (b) 1500 | Molekiil L-o-Glikozidaz
0.005 - - 1400 -
0,004 g 12001
< = 1000 -
< 0,003 - € 800 -
g *0mM 2 600 - ¢0mM
£ o002 0,01 mM > 400 0,01 mM
> 0,001 - 40,02mM = 40,02 mM
' % 0,06 MM 200 | X 0,06 MM
0,000 . . . . . ~ ———
0O 02 04 06 08 1 -5,00 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
[S] (mM) 1/[S] (mM)-1

Sekil 4.93. Molekiil L’nin varhginda a-glikozidaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.105. Molekiil L’nin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Molekiil L, MM Vimaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.008 0.246 Yarigmali 0.08
0.01 0.008 0.290

0.02 0.008 0.327

0.06 0.008 0.371

Molekiil L’nin lipaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi igin Molekiil
L’nin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri gizilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.94. ve Tablo 4.106.).
Lipaz inhibisyon mekanizmasinda Molekiil L’nin etkisi yarismasiz inhibisyon

seklinde gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.11 mM olarak hesaplandi.

a) 0030 7  Molekiil L-Lipaz b) 540 - . .
@) P () Molekiil L-Lipaz
0,025 450 A
0,020 - %\360 .
50,015 - Ezm -
© | *0mM = | ¢0mM
£0010 0.01 MM S18O gg; mm
Z | 40,02mM | 40,02m
> 0,005 Yol S 9 X006 mM
0,000

0 2 4 6 8101214161820 22 24
[S] (mM)

-0,10 0,10 0,30 0,50 0,70 0,90 1,10 1,30
1/[S] (mM)*

Sekil 4.94. Molekiil L’nin varliginda lipaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-Menten (a)
ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri
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Tablo 4.106. Molekiil L’nin varliginda lipaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Molekiil L, MM Vinaks Km Inhibisyon tiirii  Ki (mM)
0.00 0.044 10.700 Yarigmasiz 0.11
0.01 0.037 10.916

0.02 0.031 10.926

0.06 0.027 10.774

Molekiil L’nin tirozinaz inhibisyon etki mekanizmasmin belirlenmesi i¢in

Molekiil L’nin igerdigi veya i¢ermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-Menten ve

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 4.95. ve

Tablo 4.107.). Tirozinaz inhibisyon mekanizmasinda Molekiil L’ nin etkisi yarismali

inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.03 mM olarak hesaplandi.

(@ 0080 1 Molekiil L-Tirozinaz

(b)
0,060 -
0,040 -
g ¢0mM
0,01 mM
=. - ]
20020 A0,02mM
> 0,06 MM
0,000 . ; ; ; .
0 0,5 1 1,5 2 2,5

[S] (mM)

1V (pmol/dk)t

X

150 -

= e

N O N O N

a o g o o
L

Molekiil L-Tirozinaz

__%0,06 mM

-3,00 -1,00 1,00 3,00 5,00 7,00 9,00 11,0013,00

1/[S] (mM)L

Sekil 4.95. Molekiil L’nin varliginda tirozinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-Menten
(a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.107. Molekiil L’nin varliginda tirozinaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Molekiil L, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.084 0.323 Yarigsmalt 0.03
0.01 0.084 0.454

0.02 0.084 0.612

0.06 0.084 0.894

4.4.5.3. Molekiil L Bilesiginin Molekiiler Doking Calismalari

Sekil 4.96 ve Tablo 4.108’de goriildiigii gibi lireaz enziminin aktif bolgesi ile

etkilesen Molekiil L bilesiginin LEU589 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi,
ALAA436, ALA440, ALAG36, MET637 ve METS588 ile on adet alkil etkilesimi ve
HIS593 ile bir adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.

Sekil 4.97 ve Tablo 4.109°de goriildiigii gibi AChE enziminin aktif bdlgesi ile

etkilesen Molekiil L bilesiginin ARG534 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi,
PRO388, LYS538 ve VAL379 ile ii¢ adet alkil etkilesimi ve PHES535 ile bir adet pi-

alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.96. Molekiil L molekiiliiniin iireaz ile molekiiler doking 2D (&), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

@)

Sekil 4.97. Molekiil L molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.108. Molekiil L molekiiliiniin iireaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H40 - A:LEU589:0 2.16  Hidrojen Bag: Konvensiyonel :[001:H40 H-Verici A:LEU589:0 H-Alici

Hidrojen Bag1

2 A'ALA436-:[001:C23 3.30  Hidrofobik  Alkil A:ALA436 Alkil :[001:C23 Alkil

3 A:ALA440 - :[001 5.50 Hidrofobik  Alkil A:ALA440 Alkil :[001 Alkil

4 A:ALA440 - :[001 4.30 Hidrofobik  Alkil A:ALA440 Alkil :[001 Alkil

5 A:ALA440-:[001:C23 4.33  Hidrofobik  Alkil A:ALA440 Alkil :[001:C23 Alkil

6 A:ALA440 -:[001:C24 4.28 Hidrofobik  Alkil A:ALA440 Alkil :[001:C24 Alkil

7 A:ALAB36 -:[001:C27 3.55 Hidrofobik  Alkil A:ALA636 Alkil :[001:C27 Alkil

8 AMET637 - :[001 541  Hidrofobik  Alkil A:MET637 Alkil :[001 Alkil

9 :[001:C27 - A:MET637 5.01 Hidrofobik  Alkil :[001:C27  Alkil A:MET637  Alkil

10 :[001:C28 - AMET588 4.69 Hidrofobik  Alkil :[001:C28 Alkil A:MET588  Alkil

11 :[001:C28 - A:MET637 3.645 Hidrofobik  Alkil :[001:C28 AlKkil A:MET637  Alkil

12 A:HIS593 - :[001 4.95 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS593 Pi-Orbital :[001 Alkil

Tablo 4.109. Molekiil L molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H40 - C:ARG534:0 2.12 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H40 H-Verici C:ARG534:0 H-Alict

Bag Hidrojen Bag1

2 :[001:C23-B:PRO388 4.53  Hidrofobik Alkil :[001:C23 Alkil B:PRO388 Alkil

3 :[001:C27 - B:VAL379  3.60 Hidrofobik Alkil :[o01:C27 Alkil B:VAL379 Alkil

4 :[001:C28-C:LYS538  3.98  Hidrofobik Alkil :[001:C28 AlKkil C:LYS538 Alkil

5 C:PHE535-:[001:C28  4.77  Hidrofobik Pi-Alkil C:PHE535 Pi-Orbital :[001:C28 Alkil

Sekil 4.98 ve Tablo 4.110°de goriildiigii gibi BChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen Molekiil L bilesiginin GLY117, SER198, HIS438, GLY78, TYR440 ve
ALA328 ile yedi adet konvensiyonel hidrojen bagi, HIS438 ve TYR332 ile li¢ adet
karbon hidrojen bagi, VAL288 ile bir adet alkil etkilesimi ve TRP82, PHE329 ve
TYRA440 ile sekiz adet pi-alkil etkilesimi yaptigi gézlenmistir.

Sekil 4.99 ve Tablo 4.111°de goriildigii gibi KA enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen Molekiil L bilesiginin VAL121, VAL143, LEU198, VAL207 ve PRO202 ile
yedi adet alkil etkilesimi ve HIS94, HIS119 ve TRP209 ile bes adet pi-alkil etkilesimi

yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.98. Molekiil L molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

(a) P (b) B

© (d)

Sekil 4.99. Molekiil L molekiiliiniin KA ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.110. Molekiil L molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:GLY117:N-:[001:02 2.86 Hidrojen ~ Konvensiyonel A:GLY117:N H-Verici  :[001:02 H-Alict
Bag: Hidrojen Bag1
2 ASER198:0G -:[001:01 3.12  Hidrojen  Konvensiyonel A:SER198:0G H-Verici  :[001:01 H-Alict
Bag: Hidrojen Bag1
3 :[001:H11- 2.19 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H11 H-Verici  A:SER198:0G H-Alict
A:SER198:0G Bagi Hidrojen Bag1
4 :[001:H40 - A:HIS438:0 1.64 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H40 H-Verici  A:HIS438:0  H-Alic
Bagi Hidrojen Bag1
5 :[001:H43- A:GLY78:0 272  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H43 H-Verici  A:GLY78:0  H-Alc
Bag: Hidrojen Bag1
6 :[001:H43 - 251 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H43 H-Verici  A:TYR440:0H H-Alict
A:TYR440:0H Bagi Hidrojen Bag1
7 :[001:H45 - A:ALA328:0 2.67 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H45 H-Verici  A:ALA328:0 H-Alic
Bag: Hidrojen Bag1
8 A:HIS438:CD2 -:[001:03 2.75  Hidrojen  Karbon A:HIS438:CD2 H-Verici  :[001:03 H-Alict
Bag: Hidrojen Bag1
9 :[001:H41 - A:HIS438:0 2.99 Hidrojen  Karbon :[001:H41 H-Verici  A:HIS438:0  H-Alic
Bagi Hidrojen Bag1
10 :[001:H46 - 2.81 Hidrojen  Karbon :[001:H46 H-Verici  A:TYR332:0H H-Alict
A:TYR332:0H Bag: Hidrojen Bag1
11 :[001:C24 - A:VAL288 4.81  Hidrofobik Alkil :[001:C24 Alkil A:VAL288 Alkil
12 A:TRP82 - :[001 4.43  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001 Alkil
13 A:TRP82 - :[001:C27 3.81  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001:C27 Alkil
14 A:TRP82 - :[001:C28 3.70  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001:C28 Alkil
15 A:TRP82 - :[001 5.28  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001 Alkil
16 A:TRP82 - :[001:C27 5.39  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001:C27 Alkil
17 A:TRP82 - :[001:C28 4.24  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82 Pi-Orbital :[001:C28 Alkil
18 A:PHE329 - :[001 499  Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE329 Pi-Orbital :[001 Alkil
19 ATYR440-:001:C28 3.94  Hidrofobik Pi-Alkil A:TYR440 Pi-Orbital :[001:C28 Alkil

Tablo 4.111. Molekiil L molekiiltiniin KA ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Tsim Mesafe Kategori  Tiir Verici Verici Alict Ahe1 Grup
Grup Tipi Tipi
1 A:VALI121 - :[001 4.36 Hidrofobik Alkil A:VAL121 Alkil :[001 Alkil
2 A:VAL143-:[001 4.54 Hidrofobik Alkil A:VAL143 Alkil :[001 Alkil
3  A!LEU198 - :[001 4.90 Hidrofobik Alkil A:LEU198 Alkil :[001 Alkil
4 :[001:C24 - A:VAL143 4.23 Hidrofobik Alkil :[001:C24  AlKil A:VAL143 Alkil
5 :[001:C24 - A:LEU198 4.32  Hidrofobik AlKkil :[001:C24  AlKil A:LEU198 Alkil
6 :[001:C24 - A:VAL207 4.03 Hidrofobik Alkil :[001:C24  AlKil A:VAL207 Alkil
7 :[001:C27 - A:PRO202 4.92 Hidrofobik Alkil :[001:C27 AlKil A:PRO202 Alkil
8 A:HIS94 - :[001 486  Hidrofobik Pi-Alkil ~ A:HIS94  Pi-Orbital :[001 Alkil
9 AHIS119 -:[001:C23 4.32 Hidrofobik Pi-Alkil ~ A:HIS119 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil
10 A:TRP209 -:[001:C24 4.81 Hidrofobik Pi-Alkil ~ A:TRP209 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil
11 A:TRP209-:[001:C23 4.61  Hidrofobik Pi-Alkil ~A:TRP209 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil
12 A:TRP209 -:[001:C24 4.24 Hidrofobik Pi-Alkil  A:TRP209 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil

Sekil 4.100 ve Tablo 4.112°de goriildigii gibi a-amilaz enziminin aktif bolgesi
ile Molekiil L bilesiginin GLN63, TRP59, ASP197 ve ASP300 ile dort adet
konvensiyonel hidrojen bagi, TRP59 ve GLU233 ile iki adet karbon hidrojen bagi,
VAL163 ile iki adet alkil etkilesimi ve TRP59, TRP59, HIS209 ve HIS305 ile yedi

adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gdzlenmistir.

Sekil 4.101 ve Tablo 4.113’de goriildigi gibi a-glikozidaz enziminin aktif
bolgesi ile etkilesen Molekiil L bilesiginin LYS466, SER464 ve PRO467 ile dort adet

konvensiyonel hidrojen bagi, LYS466 ile bir adet karbon hidrojen bag1 ve Ala465 ve

LYS466 ile iki adet alkil etkilesimi yaptig1 gdzlenmistir.
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Sekil 4.100. Molekiil L molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

@) A (b)
L A

X .. ‘@ L%

o

Sekil 4.101. Molekiil L molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintileri
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Tablo 4.112. Molekiil L molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 A:GLN63:HE21 - 1.50 Hidrojen  Konvensiyonel A:GLN63:HE21 H-Verici  :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bag1 Hidrojen Bag1

2 :[001:H11- 1.70  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H11 H-Verici  A:TRP59:0 H-Alict
A:TRP59:0 Bagi Hidrojen Bag1

3 :[001:H40 - 1.89 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H40 H-Verici  A:ASP197:0D1 H-Alict
A:ASP197:0D1 Bagi Hidrojen Bag1

4 :[001:H43 - 1.65 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H43 H-Verici  A:ASP300:0D2 H-Alict
A:ASP300:0D2 Bagi Hidrojen Bag1

5 :[001:H10 - 2.86  Hidrojen Karbon :[001:H10 H-Verici  A:TRP59:0 H-Alict
A:TRP59:0 Bagi Hidrojen Bag1

6 :[001:H44 - 2.94 Hidrojen  Karbon :[001:H44 H-Verici  A:GLU233:0E2 H-Alict
A:GLU233:0E2 Bagi Hidrojen Bag1

7 A:VALI163 -:[001 4.66 Hidrofobik Alkil A:VAL163 Alkil :[001 Alkil

8 :[001:C23 - A:VAL163 4.31 Hidrofobik Alkil :[001:C23 Alkil AVAL163 Alkil

9 A:TRP58-:[001:C27 5.41  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP58 Pi-Orbital :[001:C27 Alkil

10 A:TRP59 - :[001 5.29 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP59 Pi-Orbital :[001 Alkil

11 ATRP59 -:[001:C24 4.68 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP59 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil

12 A:TRP59 - :[001 459  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP59 Pi-Orbital :[001 Alkil

13 ATRP59 -:[001:C24 3.56 Hidrofobik Pi-Alkil ATRP59 Pi-Orbital :[001:C24 Alkil

14 A:HIS299 - :[001:C28 5.28 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS299 Pi-Orbital :[001:C28 Alkil

15 A:HIS305 - :[001:C27 4.36  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS305 Pi-Orbital :[001:C27 Alkil

Tablo 4.113. Molekiil L molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri

ve mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 ALYS466:HN -:[001:01 2.26  Hidrojen  Konvensiyonel A:LYS466:HN H-Verici  :[001:01 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1

2 :[001:H11- A:SER464:0 2.31 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H11 H-Verici  A:SER464:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bag1

3  :[001:H40 - A:LYS466:0 2.30 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H40 H-Verici  A:LYS466:0 H-Alici
Bag: Hidrojen Bag1

4 :[001:H40 - A:PRO467:0 2.29  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H40 H-Verici  A:PRO467:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

5 :[001:H45 - A:ASP34:0 181 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H45 H-Verici  A:ASP34:0 H-Alici
Bag: Hidrojen Bag1

6 :[001:H41- A:LYS466:0 2.52 Hidrojen  Karbon :[001:H41 H-Verici  A:LYS466:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

7 AALA465 - :[001 5.04 Hidrofobik Alkil A:ALA465 Alkil :[001 Alkil

8 ALYS466 - :[001 5.50  Hidrofobik AlKkil A:LYS466 Alkil :[001 Alkil

Sekil 4.102 ve Tablo 4.114’de goriildiigii gibi lipaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen Molekiil L bilesiginin SER84, GLU82 ve GLN368 ile bes adet
konvensiyonel hidrojen bagi, LYS268 ve LEU356 ile iki adet alkil etkilesimi yaptigi

gozlenmistir.

Sekil 4.103 ve Tablo 4.115’de goriildiigl gibi tirozinaz enziminin aktif bolgesi
ile etkilesen Molekiil L bilesiginin GLN294, THR343, SER351 ve ASP344 ile bes
adet konvensiyonel hidrojen bagi, GLN294, THR345 ve THR343 ile dort adet karbon
hidrojen bagi, ALA295, PRO298, PRO363 ve VAL366 ile alt1 adet alkil etkilesimi ve
PHE355 ile ii¢ adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.102. Molekiil L molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

Sekil 4.103. Molekiil L molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.114. Molekiil L molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi

1 B:SER84:HG -:[001:01  2.92 Hidrojen  Konvensiyonel B:SER84:HG H-Verici  :[001:01 H-Alic1
Bagi Hidrojen Bag1

2 :[001:H11-B:GLU82:OE1 1.43  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H11  H-Verici B:GLU82:0E1l H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1

3 :[001:H40 - A:GLN368:0 2.14  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H40  H-Verici A:GLN368:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bag1

4 :[001:H43 - A:\GLN368:0 2.34  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H43  H-Verici A:GLN368:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1

5 :[001:H45- A:GLN368:0 2.54  Hidrojen Konvensiyonel :[001:H45  H-Verici A:GLN368:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag1

6 :[001:C24 - B:LYS268 3.33 Hidrofobik Alkil :[001:C24 Alkil B:LYS268 Alkil

7 :[001:C28 - A:LEU356 5.48  Hidrofobik Alkil :[001:C28  AlKil A:LEU356 Alkil

Tablo 4.115. Molekiil L molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi
1 B:GLN294:NE2 - 293  Hidrojen  Konvensiyonel B:GLN294:NE2 H-Verici  :[001:01 H-Alict
:[001:01 Bagi Hidrojen Bag1
2 :[001:H11 - B:GLN294:0 2.20 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H11 H-Verici  B:GLN294:0  H-Alici
Bagi Hidrojen Bag1
3 :[001:H40 - B:THR343:0 2.35 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H40 H-Verici  B:THR343:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bag1
4 :[001:H43 - 241  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H43 H-Verici  B:SER351:0G H-Alict
B:SER351:0G Bagi Hidrojen Bag1
5 :[001:H45 - 2.00 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H45 H-Verici  B:ASP344:0D1 H-Alici
B:ASP344:0D1 Bagi Hidrojen Bag1
6 :[001:H10 - B:GLN294:0 2.22 Hidrojen  Karbon :[001:H10 H-Verici  B:GLN294:0  H-Alici
Bag: Hidrojen Bag1
7 :[001:H41 - 2.89  Hidrojen Karbon :[001:H41 H-Verici  B:THR345:0G1 H-Alict
B:THR345:0G1 Bagi Hidrojen Bag1
8 :[001:H42 - B:THR343:0 3.02 Hidrojen  Karbon :[001:H42 H-Verici  B:THR343:0 H-Alici
Bag: Hidrojen Bag1
9 :[001:H44 - 2.30 Hidrojen  Karbon :[001:H44 H-Verici  B:THR345:0G1 H-Alici
B:THR345:0G1 Bag: Hidrojen Bagi
10 B:ALA295 - :[001 5.07 Hidrofobik Alkil B:ALA295 Alkil :[001 Alkil
11 B:PRO298 - :[001 4.64 Hidrofobik Alkil B:PRO298 Alkil :[001 Alkil
12 :[001:C23 - B:PRO363 3.81  Hidrofobik Alkil :[001:C23 Alkil B:PRO363 Alkil
13 :[001:C24 - B:PRO298 3.75  Hidrofobik Alkil :[001:C24 Alkil B:PRO298 Alkil
14 :[001:C24 - B:PRO363 4.43 Hidrofobik Alkil :[001:C24 Alkil B:PRO363 Alkil
15 :[001:C27 - B:VAL366 4.12 Hidrofobik Alkil :[001:C27 Alkil B:VAL366 Alkil
16 B:PHE355 - :[001 5.14 Hidrofobik Pi-Alkil B:PHE355 Pi-Orbital :[001 Alkil
17 B:PHE355-:[001:C27 4.22 Hidrofobik Pi-Alkil B:PHE355 Pi-Orbital :[001:C27 Alkil
18 B:PHE355-:[001:C28 4.31 Hidrofobik Pi-Alkil B:PHE355 Pi-Orbital :[001:C28 AlKil

Tablo 4.116° de gosterildigi gibi Molekiil L bilesiginin; iireaz, AChE, BChE,

KA, a-amilaz, a-glikozidaz, lipaz ve tirozinaz ile etkilesimlerinin MolDock skorlari
sirastyla -97.39, -84.60, -120.16, -87.94, -116.87, -71.46, -92.32 ve -110.55 olarak
bildirilmistir. En yiikksek MolDock skoru BChE ve tirozinaz etkilesmesinde

gozlenmigtir. Ayrica, baglanma enerjileri sirasiyla -7.80, -9.70, -10.90, -7.70, -8.70, -
8.60, -8.60 ve -11.00 kcal/mol olarak belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda BChE

ve tirozinaz da en yiiksek baglanma enerjisine sahiptir. Elde edilen baglanma enerjileri

AG=R.T.InKj denkleminde yerine koyularak baglanma sabitleri lireaz i¢in 2.35 pM,
AChE i¢in 0.08 uM, BChE igin 0.01 uM, KA i¢in 2.24 uM, a-amilaz i¢in 0.73 uM, a-
glikozidaz i¢in 0.86 uM, lipaz i¢in 0.86 uM ve tirozinaz i¢in 0.02 uM olarak
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hesaplanmistir. Baglanma enerjisi yliksek olan molekiiliin baglanma sabitinin diisiik
olmasi beklenir. Bu baglamda baglanma enerjileri yiiksek olan BChE ve tirozinaz da

baglanma sabitlerinin diisiik oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.116. Molekiil L bilesiginin enzimlerle etkilesiminin baglanma enerjileri ve K; degerleri

Molekiil L MolDock  Baglanma enerjisi Baglanma sabiti
Skor (kcal/mol) (Ki (uM))
Ureaz -97.39 -7.80 2.35
AChE -84.60 -9.70 0.08
BChE -120.16 -10.90 0.01
KA -87.94 -7.70 2.24
o-Amilaz -116.87 -8.70 0.73
0-Glikozidaz  -71.46 -8.60 0.86
Lipaz -92.32 -8.60 0.86
Tirozinaz -110.55 -11.00 0.02

4.4.6. Ursolik Asit

Ursolik asit molekiilii, N. baytopii etil asetat fraksiyonunun 1;2 fraksiyonunda
(NBKFr1;2) beyaz amorf toz formda fazla miktarda tespit edildi.

Nepeta tiirleri {izerine yapilan ¢alismalarda, Klimek ve Modnicki (2005), N.
cataria var. citriodora n-hekzan ekstraktindan; Hemaia vd (2015), N. cataria n-hekzan
ekstraktindan; Jamila vd (2011), N. juncea metanol ekstraktindan; Hussain vd (2008),
N. suavis metanol ekstraktindan; Orfali vd (2018), N. deflersiana etanol ekstraktindan;
Al-Taweel vd (2017), N. deflersiana etanol ekstraktinin n-hekzan fraksiyonundan;
Rehman vd (2017), N. kurramensis metanol ekstraktindan; Siddique vd (2017b), N.
hindostana etil asetat ekstraktindan ve Tundis vd (2013), N. binaludensis ve N.

crassifolia metanol ekstraktlarindan ursolik asit molekiiliinii saflastirmiglardir.
4.4.6.1. Ursolik Asidin Karakterizasyonu

Ursolik asit molekiiliiniin yapisi DMSO-d6 ¢oziiciisinde alinan NMR
spektrumlart kullanilarak belirlendi (Sekil 4.104.- 4.106. ve Tablo 4.117.). 'H-NMR
spektrumu incelendiginde 12 ppm’de bir asit sinyali goriillmektedir, ayni sekilde *C
spektrumunda buna bagl 179 ppm’de karbonil karbonu tespit edildi. C12 ve C13
karbonlarmin olefinik bdlgede sinyal verdigi gozlendi ve bu da yapida bir ¢ift bag
oldugunu géstermektedir. 77.24 ppm’de C3 karbonuna bagli 2.97 ppm’de ki protonun
OH grubuna bagli oldugu belirlendi. Molekiiliin diger boliimlerinin alifatik yapida
oldugu NMR spektrumlarindan gozlendi. Ayrica yapida 7 adet farkli metil sinyali
belirlendi. COSY spektrumu incelendiginde C12 protonunun (5.10 ppm), C11
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protonuyla (1.81 ppm) C3 protonunun (2.97 ppm) ile C2 protonunun (1.42 ppm)
etkilesimleri gozlenmis ve komsu gruplar olduklari belirlenmistir. Diger alifatik
gruplarin etkilesimler ve bagli olduklari karbonlar HSQC spektrumundan tespit edildi.
HMBC spektrumu incelenerek 5.10 ppm’de ki protonun etkilesimleri belirlendi. Ayni
sekilde OH grubunun 2.97 ppm’de ki C3 protonun etkilesimi izlendi. Alifatik yapidaki
diger etkilesimler de aynmi sekilde takip edilerek yapinin ana hatlari olusturuldu.
Yapilan literatiir taramast ve karsilagtirmalar sonucunda molekiiliin yaygin olarak

bitkilerde bulunan ursolik asit oldugu tespit edilerek dogrulandi (Silva vd, 2008).
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Sekil 4.104. Ursolik asit molekiiliiniin yapisi
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Sekil 4.105. Ursolik asit molekiiliiniin MS kromatogrami

Ursolik asit molekiiliiniin C30H48O3 kapali formiiliine gore [m/z] kiitlesi 456.70

g/mol olarak hesaplandi ve literatiir bilgileri ile dogruland1 (Hemaia vd, 2015).
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Tablo 4.117. Ursolik asit molekiiliiniin *H ve 3C NMR veri ve literatiir degerleri

No !H NMR (DMSO-d6, *C NMR (DMSO-d6, *H NMR (DMSO-d6, *C NMR (DMSO-d6,

600 MHz) 150 MHz) 400 MHz) 400 MHz)
(Silva vd, 2008) (Silva vd, 2008)
1 1.50-0.87 38.72 1.56 38.22
2 142 27.47 143 26.79
3 2.97 (dt 10.2-4.74) 77.24 3.01 76.82
4 38.65 38.35
5 0.64 55.14 0.66 54.77
6 1.27-1.43 18.45 1.47-1.29 17.97
7 124-1.40 30.53 1.27 30.77
8 39.47 39.09
9 143 47.44 1.58 47.00
10 36.94 36.51
11 181 23.30 1.92 23.80
12 5.10 (1) 125.0 5.14 124,54
13 138. 138.18
14 42.0 41.62
15 1.23-1.41 33.18 1.01 32.69
16 1.92-1.48 (dt 13.2-4) 24.22 1.53 22.82
17 47.44 46.81
18 2.08 (d 11.16) 52.78 2.12 52.37
19 1.28 38.80 1.31 38.42
20 0.90 39.03 1.50 38.48
21 1.76-0.96 27.96 1.45-1.29 27.52
22 1.48-1.54 36.77 1.54 36.29
23 0.86 (s) 28.27 0.90 28.23
24 0.65 (s) 16.38 0.68 16.90
25 0.84 (s) 15.61 0.87 16.03
26 0.71(s) 17.36 0.69 15.18
27 1.01(5) 23.60 1.05 23.24
28 178.00 178.23
29 0.78 (d 6.9) 17.46 0.82 16.97
30  0.88() 21.46 0.92 21.10
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Sekil 4.106. Ursolik asit molekiiliiniin *H-NMR (DMSO) (a), *C-NMR (DMSO) (b), COSY (c),
HSQC (d) ve HMBC (e) spektrumlar1

4.4.6.2. Ursolik Asidin Enzim Inhibisyon Kinetikleri

Ursolik asit molekiiliiniin {lireaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
i¢in ursolik asit molekiiliiniin i¢erdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.107. ve Tablo 4.118.). Ureaz inhibisyon mekanizmasinda ursolik asit molekiiliiniin

etkisi yarigmasiz inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.20 mM olarak

hesaplandi.
(@ 0,0040 1 Ursolik asit-Ureaz (b) 1500 | Ursolik asit-Ureaz

0,0030 g

. Z1000 -

3 0,020 g

E >

£ < 500 - +0mM

Z 0,0010 0,06 MM

> 40,05mM

_ X 0,04 mM
0,0000 1 T T T T T T T T T 1 f T A T T T T T T 1
01 23 456 7 8 9 10 -1,20-0,70-0,20 0,30 0,80 1,30 1,80 2,30 2,80 3,30
[S] (mM) 1/[S] (mM)2

Sekil 4.107. Ursolik asit molekiiliiniin varliginda iireaz inhibisyon tiirliniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri
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Tablo 4.118. Ursolik ait molekiiliiniin varliginda tireaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Ursolik asit, MM~ Vimaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0042 0.943 Yarigmasiz 0.20
0.04 0.0036 0.946

0.05 0.0030 0.943

0.06 0.0026 0.937

Ursolik asit molekiiliiniin AChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
i¢in ursolik asit molekiiliiniin i¢erdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.108. ve Tablo 4.119.). AChE inhibisyon mekanizmasinda ursolik asit molekiiliiniin
etkisi karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.13 mM olarak
hesaplanda.

Ursolik asit-AChE (b) eomm 270 - Ursolik asit-AChE

0,06 MM 240

40,02mM

0,025 x 0,01 mm 7,210

0,020 X180
~
T 0,015
2 ¢0mM
Eomo 0,06 mM
> 0,005 40,02mM

% 0,01 mM -
0,000 1 T T T T T f T T T \vj T T T T T T 1
000 010 020 030 040 0,50 -90 -70 -50 -30 -10 10 30 50 70 90 110130
[S] (mM) 1/[S] (mM)!

Sekil 4.108. Ursolik asit molekiiliiniin varliginda AChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.119. Ursolik ait molekiiliniin varliginda AChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

Ursolik asit, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.0270 0.0114 Karigik-Yart 0.13
0.01 0.0233 0.0175 yarismali

0.02 0.0211 0.0233

0.06 0.0184 0.0289

Loesche vd (2019), ursolik asidin AChE inhibisyon tiiriinii karisik inhibisyon ve
Ki degerini de 8.54+1.33 uM olarak belirlemistir. Chung vd (2001) yaptiklart
calismada, Origanum majorana L. etanol ekstraktinin kloroform fraksiyonundan izole
edilen ursolik asidin AChE inhibisyon tiiriinii karisik inhibisyon ve Ki degerini de 6.00
pM olarak belirlemistir.

Ursolik asit molekiiliiniin BChE inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
igin ursolik asit molekiiliiniin i¢erdigi veya icermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.109. ve Tablo 4.120.). BChE inhibisyon mekanizmasinda ursolik asit molekiiliiniin
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etkisi karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.07 mM olarak

hesaplandi.
(@ 9920 1 yrsolik asit-BChE (b) ¢O0mM 320 Ursolik asit-BChE
0,08 mM
0,018 280 -
0015 A002mM
' x0,01mM o
0,013 3
5 S
= 0,010 S
€ 0,008 *0mM 2
< 0,08 MM 2
> 0,005 40,02 mM -
0,003 x0,01 mM
0,000 - w w w w ‘ ‘ ‘ ; 0 ‘ ‘ ‘ ‘
000 010 020 030 040 050 55 -40 -25 -10 5 20 35 50 65
[S] (mM) 1/[S] (mM)-2

Sekil 4.109. Ursolik asit molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.120. Ursolik ait molekiiliiniin varliginda BChE inhibisyon tiirii ve K; degeri

Ursolik asit, MM~ Vimaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0188 0.0190 Karisik-Yari 0.07
0.01 0.0155 0.0303 yarigmali

0.02 0.0135 0.0369

0.08 0.0114 0.0423

Loesche vd (2019), ursolik asidin BChE inhibisyon tiiriinii arastirmis ama

belirleyememistir.

Ursolik asit molekiiliiniin KA inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
ursolik asit molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.110 ve Tablo 4.121). KA inhibisyon mekanizmasinda ursolik asit molekiiliiniin etkisi

karisik inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri 0.07 mM olarak

hesaplanda.
(@ 0006 1  Ursolik asit-KA (b) 1800 1 Ursolik asit-KA
0,005 ~ 1500 1 *0mM
< 0,06 mM
0,004 - T 1200 | 40,04 mM
kS [=} X 0,02 mM
S 0,003 £ 900 -
€ =
30,002 - *0mM > 600 -
0,06 mM —
0,001 40,04 MM 300
%X 0,02 mM -
000 o v _=
0,0 05 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 45 50 -25 -15 -05 05 15 25 35 45 55 65
[S] (mM) 1/[S] (mM)-!

Sekil 4.110. Ursolik asit molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri
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Tablo 4.121. Ursolik ait molekiiliiniin varliginda KA inhibisyon tiirii ve K; degeri

Ursolik asit, MM~ Vimaks Km Inhibisyon tiiri  Ki (mM)
0.00 0.0058 0.372 Karisik-Yari 0.12
0.02 0.0051 0.578 yarigmali

0.04 0.0045 0.756

0.06 0.0037 0.832

Ursolik asit molekiiliiniin a-glikozidaz inhibisyon etki mekanizmasinin
belirlenmesi igin ursolik asit molekiiliiniin icerdigi veya icermedigi reaksiyon
ortaminda Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks
degerleri belirlendi (Sekil 4.111. ve Tablo 4.122.). a-Glikozidaz inhibisyon
mekanizmasinda ursolik asit molekiiliinlin etkisi yarigmasiz inhibisyon seklinde

gosterdigi belirlendi ve Kj degeri 0.13 mM olarak hesaplandi.

(@ 00125 \Ursolik asit-a-Glikozida (b) 1800 | Ursolik asit-a-Glikozidaz
0,0100 - < 1500 -
B 1200
2% 0,0075 - 3
3 € 900 -
€ 0,0050 - =
= *0mM > 600 - *0mM
> 0,0025 - 0,06 mM - 0,06 mM
: 40,04 mM 300 40,04 mM
% 0,02 mM % 0,02 mM
o000 % e D = A —
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 -4,000,00 4,00 8,0012,0016,020,0(24,018,0082,00
[S] (mM) 1/[S] (mM)-!

Sekil 4.111. Ursolik asit molekiiliintin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiirtiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.122. Ursolik ait molekiiliiniin varliginda a-glikozidaz inhibisyon tiirii ve K degeri

Ursolik asit, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.0130 0.316 Yarigsmasiz 0.13
0.02 0.0065 0.318

0.04 0.0081 0.320

0.06 0.0098 0.318

Wang vd (2020), ursolik asidin a-glikozidaza karsi inhibisyon tiirii yarismasiz
olarak gostermistir. Ding vd (2017) yaptiklar1 ¢calismada, ursolik asidin a-glikozidaza

kars1 inhibisyon tiirii yarigsmasiz ve Ki degerini 21.50 uM olarak belirlemistir.

Ursolik asit molekiiliiniin lipaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi i¢in
ursolik asit molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil
4.112 ve Tablo 4.123). Lipaz inhibisyon mekanizmasinda ursolik asit molekiiliiniin
etkisi yarismali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve K degeri 0.08 mM olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.112. Ursolik asit molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiirliniin belirlenmesinde Michaelis-
Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.123. Ursolik ait molekiiliiniin varliginda lipaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Ursolik asit, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.209 7.749 Yarigsmalt 0.08
0.02 0.211 7.523

0.04 0.209 8.609

0.08 0.208 8.850

Ursolik asit molekiiliiniin tirozinaz inhibisyon etki mekanizmasinin belirlenmesi
icin Ursolik asit molekiiliiniin igerdigi veya igermedigi reaksiyon ortaminda
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Km Ve Vmaks degerleri
belirlendi (Sekil 4.113 ve Tablo 4.124). Tirozinaz inhibisyon mekanizmasinda ursolik
asit molekiiliiniin etkisi yarigmali inhibisyon seklinde gosterdigi belirlendi ve Ki degeri

0.04 mM olarak hesaplandi.

(a) gvgj 1 Ursolik asit-Tirozinaz (b) 120 | Ursolik asit-Tirozinaz
06 < 100 -
5006 :
50,05 - S 80 -
> IS
g 004 - 2 60 -
=
0,03 - «0mM 2
40 -
> 0,02 0,08 MM = $0mM
0,08 mM
0,01 A ggg mm 40,06 MM
X
o0 x20eMV — . x002mM
0 0306091215 18 21 2,4 2,7 50 30 -10 10 30 50 7,0 9,0 11,0 13,0
[S] (mM) 1/[S] (mM)-1

Sekil 4.113. Ursolik asit molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesinde
Michaelis-Menten (a) ve Lineweaver-Burk (b) grafikleri

Tablo 4.124. Ursolik ait molekiiliiniin varliginda tirozinaz inhibisyon tiirii ve K; degeri

Ursolik asit, MM Vmaks Km Inhibisyon tiirii Ki (mM)
0.00 0.067 0.193 Yarigsmali 0.04
0.02 0.068 0.321

0.06 0.068 0.417

0.08 0.069 0.595
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4.4.6.3. Ursolik Asidin Molekiiler Doking Calismalar:

Sekil 4.114 ve Tablo 4.125’ de goriildiigii gibi lireaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen ursolik asidin ARG439 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, GLY 638 ile

bir adet karbon hidrojen bagi, ARG439, ALAG636 ve METS588 ile ii¢ adet alkil

etkilesimi ve HIS593, HIS594 ile ii¢ adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 4.115 ve Tablo 4.126’de goriildiigii gibi AChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen ursolik asidin SER293 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, HIS287 ile

bir adet karbon hidrojen bagi ve TRP286 ile iki adet pi-alkil etkilesimi yaptigi

gozlenmistir.

Tablo 4.125. Ursolik asit molekiiliiniin {ireaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 A:ARG439:HH11 - 2.32 Hidrojen  Konvensiyonel A:ARG439: H-Verici  :[001:03 H-Alic1
:[001:03 Bagi Hidrojen Bagi HH11

2 :[001:H3- 2.66  Hidrojen Karbon :[001:H3 H-Verici  A:GLY638:0 H-Alict
A:GLY638:0 Bagi Hidrojen Bag:

3 A:ARG439 - :[001 5.38  Hidrofobik Alkil A:ARG439  Alkil :[001 Alkil

4  A:MET588 - :[001 473  Hidrofobik Alkil A:MET588  Alkil :[001 Alkil

5 A:ALAG36 -:[001:C14 356  Hidrofobik Alkil A:ALAB36  Alkil :[001:C14  Alkil

6 A:HIS593 - :[001 5,50  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS593 Pi-Orbital :[001 Alkil

7 A:HIS593-:[001:C21 4.42  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS593 Pi-Orbital :[001:C21 Alkil

8 A:HIS594 - :[001:C23 4.68  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS594 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil

Tablo 4.126. Ursolik asit molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Tsim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Ahle1 Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[011:H48 - D:SER293:0 1.74 Hidrojen ~ Konvensiyonel :[011:H48 H-Verici D:SER293:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

2 :[011:H3 - D:HIS287:0 239  Hidrojen  Karbon :[011:H3  H-Verici D:HIS287:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

3 D:TRP286 - :[011 5,50  Hidrofobik Pi-Alkil D:TRP286 Pi-Orbital :[011 Alkil

4 D:TRP286 - :[011:C21 4.55  Hidrofobik Pi-Alkil D:TRP286 Pi-Orbital :[011:C21 Alkil
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Sekil 4.114. Ursolik asit molekiiliintin tireaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) gortintiileri
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Sekil 4.115. Ursolik asit molekiiliiniin AChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintileri

Sekil 4.116 ve Tablo 4.127°de goriildiigii gibi BChE enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen ursolik asidin HIS438 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, HIS438 ile
bir adet karbon hidrojen bagi, PHE329 ile bir adet pi-sigma etkilesimi, ALA328 ve
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MET437 ile ii¢ adet alkil etkilesimi, TRP82, TYR332, TRP430 ve TRP440 ile dokuz
adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gdzlenmistir.

Sekil 4.117 ve Tablo 4.128’de goriildiigli gibi KA enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen ursolik asidin THR199 kalintis1 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi,
ILE91, VAL121, LEU198, VAL207, LEU141 ve VAL143 kalintilar1 ile on ii¢ adet
alkil etkilesimi ve HIS94, HIS119, PHE 131 ve TRP209 kalintilar1 ile sekiz adet pi-
alkil etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Tablo 4.127. Ursolik asit molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicr Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H4 - A:HIS438:0 1.88  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H4  H-Verici  A:HIS438:0 H-Alict

Bagi Hidrojen Bag:
2 :[001:H3 - A:HIS438:0 2.99 Hidrojen  Karbon :[001:H3  H-Verici  A:HIS438:0 H-Alici
Bagi Hidrojen Bagi

3 :[001:H7 - A:PHE329 2.84 Hidrofobik Pi-Sigma :[001:H7 C-H A:PHE329  Pi-Orbital

4 A:ALA328 -:[001 3.49 Hidrofobik Alkil A:ALA328 Alkil :[001 Alkil

5 A:ALA328 -:[001:C7 3.32  Hidrofobik Alkil A:ALA328 Alkil :[001:C7 Alkil

6 :[001:C7 - A:MET437 5.29 Hidrofobik Alkil :[001:C7 Alkil A:MET437 Alkil

7 ATRP82-:[001:C6 3.49 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82  Pi-Orbital :[001:C6 Alkil

8 ATRP82-:[001:C6 5.00  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP82  Pi-Orbital :[001:C6 Alkil

9 A:TYR332-:001:C7 5.46 Hidrofobik Pi-Alkil A:TYR332 Pi-Orbital :[001:C7 Alkil

10 A:TYR332 -:[001 4.95 Hidrofobik Pi-Alkil A:TYR332 Pi-Orbital :[001 Alkil

11 A:TRP430-:[001:C6 4.87  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP430 Pi-Orbital :[001:C6 Alkil

12 A:TRP430 - :[001:C7 4.52 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP430 Pi-Orbital :[001:C7 Alkil

13 A:TRP430 - :[001:C6 5.00 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP430 Pi-Orbital :[001:C6 Alkil

14 A:TRP430-:[001:C7 4.01  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP430 Pi-Orbital :[001:C7 Alkil

15 A'TYR440 -:[001:C6 5.41 Hidrofobik Pi-Alkil A:TYR440 Pi-Orbital :[001:C6 Alkil

Tablo 4.128. Ursolik asit molekiiliiniin KA ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi
1 ATHR199:HN - 1.86 Hidrojen  Konvensiyonel A:THR199: H-Verici  :[001:02  H-Alict
:[001:02 Bagi Hidrojen Bagi HN
2 ALE91 - :[001 5.07  Hidrofobik Alkil A:ILE91  Alkil :[001 Alkil
3 A:VALI121-:[001 5.05 Hidrofobik Alkil A:VAL121 Alkil :[001 Alkil
4  A:VALI121 - :[001 442 Hidrofobik Alkil A:VAL121 Alkil :[001 Alkil
5 A:LEU198 - :[001 428  Hidrofobik Alkil A:LEU198 Alkil :[001 Alkil
6 A:VAL207 - :[001 4.95 Hidrofobik Alkil A:VAL207 Alkil :[001 Alkil
7 :[001:C14 - A:LEU198 3.60 Hidrofobik Alkil :[001:C14  Alkil A:LEU198 Alkil
8 :[001:C21- A:VAL121 3.31  Hidrofobik Alkil :[001:C21  AlKil AVAL121 Alkil
9 :[001:C21 - A:LEU141 3.96 Hidrofobik Alkil :[001:C21  Alkil A:LEU141 Alkil
10 :[001:C21 - A:VAL143 3.48 Hidrofobik Alkil :[001:C21  Alkil A:VAL143 Alkil
11 :[001:C21 - A:LEU198 5.24  Hidrofobik Alkil :[001:C21  AlKil A:LEU198 Alkil
12 :[001:C21 - A:VAL207 4.66 Hidrofobik Alkil :[001:C21  Alkil A:VAL207 Alkil
13 :[001:C23 - A:VAL121 4.30 Hidrofobik Alkil :[001:C23  Alkil A:VAL121 Alkil
14 :[001:C23 - A:VAL143 3.68  Hidrofobik Alkil :[001:C23  Alkil A:VAL143 Alkil
15 A:HIS94 - :[001 5.32 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS94 Pi-Orbital :[001 Alkil
16 A:HIS94 -:[001:C23 3.97 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS94 Pi-Orbital :[001:C23  Alkil
17 A:HIS119-:[001:C23 3.88  Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS119 Pi-Orbital :[001:C23  Alkil
18 A:PHE131 -:[001 412 Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[001 Alkil
19 A:PHE131 - :[001 5.28 Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[001 Alkil
20 A:PHE131-:[001:C14 4.85  Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE131 Pi-Orbital :[001:C14  Alkil
21 A:TRP209 - :[001 5.24 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP209 Pi-Orbital :[001 Alkil
22 A:TRP209 -:[001:C23 5.19 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP209 Pi-Orbital :[001:C23  Alkil
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Sekil 4.116. Ursolik asit molekiiliiniin BChE ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) gortintiileri
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Sekil 4.117. Ursolik asit molekiiliiniin KA ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri

Sekil 4.118 ve Tablo 4.129°de goriildiigi gibi a-amilaz enziminin aktif bolgesi
ile etkilesen ursolik asidin LEU211 ile bir adet konvensiyonel hidrojen bagi, ALA3,
LEU211, ARG227, PRO228 ve ILE230 ile on iki adet ve TYR?2 ile iki adet pi-alkil
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etkilesimi yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 4.119 ve Tablo 4.130°de goriildigi gibi a-glikozidaz enziminin aktif
bolgesi ile etkilesen ursolik asidin ASN32 ve ASP34 ile {i¢ adet konvensiyonel
hidrojen bagi ve TRP36 ii¢ adet pi-alkil etkilesimi yaptig1 gdzlenmistir.

Tablo 4.129. Ursolik asit molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi

No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicx Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H4 - A:LEU211:0 1.86 Hidrojen ~ Konvensiyonel :[001:H4  H-Verici A:LEU211:0 H-Alict

Bagi Hidrojen Bagi

2 AALA3-:[001 431  Hidrofobik Alkil A:ALA3  Alkil :[001 Alkil

3 A:ALA3-:[001:C21 3.08 Hidrofobik Alkil A:ALA3 Alkil :[001:C21 Alkil

4  A:ALA3-:[001:C23 4.26 Hidrofobik Alkil A:ALA3 Alkil :[001:C23 Alkil

5 A:LEU211 - :[001 5.30  Hidrofobik Alkil A:LEU211 Alkil :[001 Alkil

6 A:ARG227 - :[001 3.81 Hidrofobik Alkil A:ARG227 Alkil :[001 Alkil

7  A:ARG227 -:[001 4.28 Hidrofobik Alkil A:ARG227 Alkil :[001 Alkil

8 A:PRO228 - :[001 4.65  Hidrofobik Alkil A:PRO228 Alkil :[001 Alkil

9 A!LE230 - :[001 5.04 Hidrofobik Alkil A:ILE230  Alkil :[001 Alkil

10 :[001:C6 - A:LEU211 451 Hidrofobik Alkil :[001:C6 Alkil A:LEU211  Alkil

11 :[001:C7- A:LEU211  3.09  Hidrofobik Alkil :[001:C7  AlKil A:LEU211  Alkil

12 :[001:C7 - A:ILE230 4.52 Hidrofobik Alkil :[001:C7 Alkil A:ILE230 Alkil

13 :[001:C14 - A:ARG227 3.61 Hidrofobik Alkil :[001:C14  Alkil A:ARG227  Alkil

14 ATYR2-:[001 5.04  Hidrofobik Pi-Alkil ATYR2  Pi-Orbital :[001 Alkil

15 ATYR2 -:[001:C23 5.05 Hidrofobik Pi-Alkil ATYR2 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil

Tablo 4.130. Ursolik asit molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri

ve mesafesi
No isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 A:ASN32:HD21- 1.80 Hidrojen  Konvensiyonel A:ASN32: H-Verici  :[001:03 H-Alict
:[001:03 Bagi Hidrojen Bagi HD21

2 A:ASN32:HD22 - 2.82  Hidrojen  Konvensiyonel A:ASN32: H-Verici  :[001:02 H-Alict
:[001:02 Bag Hidrojen Bagi HD22

3 :[001:H48 - 1.86 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H48 H-Verici  A:ASP34:0D2 H-Alici
A:ASP34:0D2 Bagi Hidrojen Bagi

4 ATRP36 -:[001:C7 4.46 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP36 Pi-Orbital :[001:C7 Alkil

5 A:TRP36 - :[001 4.79 Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP36 Pi-Orbital :[001 Alkil

6 ATRP36 -:[001:C7 4.72  Hidrofobik Pi-Alkil A:TRP36 Pi-Orbital :[001:C7 Alkil

241



(@) (b)

AL
A2

() (d)

Sekil 4.118. Ursolik asit molekiiliiniin a-amilaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.119. Ursolik asit molekiiliiniin a-glikozidaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.120 ve Tablo 4.131’de goriildiigii gibi lipaz enziminin aktif bolgesi ile
etkilesen ursolik asidin SER366 ve GLUS?2 ile iki adet konvensiyonel hidrojen bagi ve
SER366 ile bir adet karbon hidrojen bag1 yaptig1 gézlenmistir.

Sekil 4.121 ve Tablo 4.132’de goriildiigi gibi tirozinaz enziminin aktif bolgesi
ile etkilesen ursolik asidin ALA228, PHE226 ve HIS243 ile ii¢ adet konvensiyonel
hidrojen bagi, HIS243 ile bir adet karbon hidrojen bagi, ALA228 ve ALA232 ile bes
adet alkil etkilesimi ve HIS243, PHE239 ile bes adet pi-alkil etkilesimi yaptig1

gbzlenmistir.

Tablo 4.131. Ursolik asit molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alicr Grup
Grup Tipi Tipi

1 :[001:H4 - B:SER366:0 231 Hidrojen ~ Konvensiyonel :[001:H4 H-Verici B:SER366:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

2 :[001:H48 - A:GLU82:0E1 2.29  Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H48 H-Verici A:GLU82:0E1 H-Alict
Bagi Hidrojen Bag:

3 :[001:H3 - B:SER366:0 2.52 Hidrojen  Karbon :[001:H3 H-Verici B:SER366:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

Tablo 4.132. Ursolik asit molekiiliiniin tirozinaz ile molekiiler doking etkilesim kategorileri, tiirleri ve

mesafesi
No Isim Mesafe Kategori Tiir Verici Verici Alict Alict Grup
Grup Tipi Tipi

1 B:ALA228:N-:[001:03 3.10 Hidrojen Konvensiyonel B:ALA228:N H-Verici :[001:03 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

2 :[001:H4 - A:HIS243:NE2 2.29 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H4 H-Verici  A:HIS243 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi :NE2

3 :[001:H48 - B:PHE226:0 1.67 Hidrojen  Konvensiyonel :[001:H48 H-Verici  B:PHE226:0 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

4 B:HIS243:CE1-:[001:02 3.30  Hidrojen Karbon B:HIS243:CE1 H-Verici  :[001:02 H-Alict
Bagi Hidrojen Bagi

5 A:ALA228 - :[001 401 Hidrofobik Alkil A:ALA228 Alkil :[001 Alkil

6 A:ALA232 -:[001:C6 3.26  Hidrofobik Alkil A:ALA232 Alkil :[001:C6 Alkil

7  A:ALA232 - :[001 5.19 Hidrofobik Alkil A:ALA232 Alkil :[001 Alkil

8 B:ALA228 -:[001 4.86 Hidrofobik Alkil B:ALA228 Alkil :[001 Alkil

9 B:ALA232 -:[001 3.81  Hidrofobik Alkil B:ALA232 Alkil :[001 Alkil

10 A:HIS243 - :[001 4.87 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS243 Pi-Orbital :[001 Alkil

11 A:HIS243 - :[001:C7 3.05 Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS243 Pi-Orbital :[001:C7 Alkil

12 B:PHE239 - :[001:C21 492  Hidrofobik Pi-Alkil B:PHE239 Pi-Orbital :[001:C21 Alkil

13 B:HIS243 - :[001 5.34 Hidrofobik Pi-Alkil B:HIS243 Pi-Orbital :[001 Alkil

14 B:HIS243 - :[001:C23 3.04 Hidrofobik Pi-Alkil B:HIS243 Pi-Orbital :[001:C23 Alkil
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Sekil 4.120. Ursolik asit molekiiliiniin lipaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Sekil 4.121. Ursolik asit molekiiliintin tirozinaz ile molekiiler doking 2D (a), 3D (b), genel (c) ve
enterpolasyonlu yiik (d) goriintiileri
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Tablo 4.133’de gosterildigi gibi ursolik asidin; tirecaz, AChE, BChE, KA, a-
amilaz, a-glikozidaz, lipaz ve tirozinaz ile etkilesimlerinin MolDock skorlari sirasiyla
-80.64, -79.90, -103.45, -47.72, -82.39, -57.26, -76.89 ve -95.27 olarak bildirilmistir.
En yliksek MolDock skoru BChE gozlenmistir. Ayrica, baglanma enerjileri sirasiyla -
8.80, -9.00, -10.90, -7.70, -9.10, -8.60, -8.50 ve -9.40 kcal/mol olarak belirlenmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda BChE en yiiksek baglanma enerjisine sahiptir. Elde edilen
baglanma enerjileri AG=R.T.InKj denkleminde yerine koyularak baglanma sabitleri
iireaz i¢in 0.45 uM, AChE i¢in 0.25 uM, BChE i¢in 0.01 uM, KA igin 2.24 uM, a-
amilaz i¢in 0.38 uM, a-glikozidaz i¢in 0.86 uM, lipaz i¢in 1.01 uM ve tirozinaz i¢in
0.23 uM olarak hesaplanmistir. Baglanma enerjisi yiiksek olan molekiiliin baglanma
sabitinin diigiik olmasi beklenir. Bu baglamda baglanma enerjileri yiiksek olan BChE

baglanma sabitlerinin diisiik oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.133. Ursolik asidin enzimlerle etkilesiminin baglanma enerjileri ve K; degerleri

Ursolik MolDock  Baglanma enerjisi Baglanma sabiti
asit Skoru (kcal/mol) (Ki (uM))

Ureaz -80.64 -8.80 0.45

AChE -79.90 -9.00 0.25

BChE -103.45 -10.90 0.01

KA -47.72 -7.70 2.24

a-Amilaz -82.39 -9.10 0.38
o-Glikozidaz  -57.26 -8.60 0.86

Lipaz -76.89 -8.50 1.01

Tirozinaz -95.27 -9.40 0.23

Bahadori vd (2016) yaptiklar1 ¢aligmada, S. syriaca L. aseton ekstraktinin n-
hekzan-etil asetat gradiyent sistemine gore elde edilen Fr7’den saflastirilan ursolik
asidin AChE etkilesiminin baglanma enerjisini +18.98 kcal/mol olarak belirlemistir.

Tez galismasinda, ursolik asidin baglanma enerjisi daha yiiksek olarak belirlendi.

Sun vd (2017), ursolik asit ile a-amilaz molekiiler etkilesiminin baglanma
enerjisini -11.96+2.04 kcal/mol olarak tahmin etmistir. Wang vd (2020), ursolik asidin
a-amilaz molekiiler etkilesimini arastirmis ve baglanma enerjisini -15.04 kcal/mol
olarak belirlemistir. Tez calismasinda, ursolik asit molekiiliiniin baglanma enerjisi,
Sunvd (2017) ve Wang vd (2020)’nin hesapladigi baglanma enerjilerinden daha diisiik

oldugu gozlenmistir.

Ding vd (2018), ursolik asidin a-glikozidaz enziminin molekiiler etkilesimini
incelemistir. Wang vd (2020), ursolik asidin o-glikozidaz enziminin molekiiler

etkilesimini arastirmis ve baglanma enerjisini -43.94 kcal/mol olarak belirlemistir. Wu
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vd (2017a) yaptiklar1 arastirmada, ursolik asidin a-glikozidaz enziminin molekiiler
etkilesimini aragtirmig ve baglanma enerjisini -3.01 kcal/mol olarak hesaplamistir. Tez
calismasinda, ursolik asidin molekiiliiniin baglanma enerjisi, Wang vd (2020)’nin
hesapladig1 baglanma enerjisinden daha diisiik ve Wu vd (2017a)’nin hesapladigi

baglanma enerjisinden ise daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

246



5. SONUC

Teknolojik alandaki gelismelerin artmasiyla geleneksel tedavi alaninda
kullanilan ve tedavi edici 6zellige sahip olan bitki tiirlerini kapsayan ¢alismalar 6nem
kazanmistir. Bu nedenle geleneksel tedavi, son yillarda tekrar arastirmacilarin ilgisini
¢cekmis olup tamamlayici tip adi altinda degerlendirilmektedir. Bu alanda da 6zellikle
tibbi ve aromatik bitkiler kullanilmaktadir. Ulkemizde yaklasik olarak 12.000 bitki
taksonunun bulunmasi ve bu taksonlarin da yaklasik {icte birinin endemik olmasi

sebebiyle fitoterapi caligmalari iilkemizde de hiz kazanmistir.

Son zamanlarda en biiyiikk saglik problemleri arasinda yer alan, kalp-damar
rahatsizliklari, kanser, diyabet, yetersiz beslenme, stres, yaslanma vb. durumlarla
miicadele hem bilimsel hem de ekonomik yonden bir¢cok calismaya konu olmasina
ragmen, bu sorunlara kesin ve kalic1 bir ¢6ziim bulunamadig1 gibi, olumsuz etkileri de
her gegen gilin artmaktadir. Bu nedenle yukarida siralanan problemlerin sebepleri
arasinda yer alan serbest radikaller, enfeksiyona neden olabilen mikroorganizmalar ve
kanser tiirleriyle basa ¢ikabilmek icin siirekli olarak bilimsel arastirmalar yapilmakta
ve iilkeler tarafindan bu aragtirmalar ekonomik olarak desteklenmektedir. Gliniimiizde
bu problemlerle miicadele edebilmek i¢in sentetik ila¢ ve yontemlerin yaninda bitkisel
kokenli sekonder metabolitlerden elde edilen ilaglar ve farkli tirlinler alternatif ¢oziim
olarak onerilmekte ve kullanilmaktadirlar. Bitkisel kokenli tiriinler, sentetik tiriinlere
gore diisiik maliyete, daha kolay erisilebilirlige ve en 6nemlisi cok daha az istenmeyen

yan etkilere sahiptirler.

Biitiin bu bilgiler goz Oniine alindiginda, Bingdl ilinde yetisen endemik N.
baytopii bitkisinin toprak st kismi kullanildi ve maserasyon yontemi ile
metanol:kloroform (1:1) ekstrakti elde edildi. Bu ekstraktin toplam fenol miktar
20.24+0.15 mg GAE/g ekstrakt ve toplam flavonoid miktar1 ise 12.86+0.05 mg KE/g
ekstrakt olarak belirlendi. Ayrica, yiiksek miktarda rosmarinik asit (794.02 ug/g
ekstrakt), cis-11-eikosanoat (%34.36) ve palmitat (%18.29) igermektedir. Indirgeme
giicii kapasitesi 63.52+0.63 pg/mL, H2O2 giderme aktivitesi 61.62+0.31 pg/mL,
siiperoksit anyon giderme aktivitesi 26.22+0.69 pg/mL ve {ireaz inhibisyonu
4.95+0.00 pg/mL olarak hesaplandi ve kullanilan standartlardan daha yiiksek aktivite
gosterdigi kaydedildi. Ayrica, E. coli, P. aerugonisa, K. pneumoniae, E. faecalis, B.
cereus ve S. aureus bakterilerine karst MIK degerleri sirastyla 128, 256, 128, 128,
1024 ve 512 pg/mL olarak yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdi.
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Ham ekstrakt silika jel kolon kromatografisi kullanilarak n-hekzan, kloroform,
etil asetat ve metanol coziiciileri ile fraksiyonlandirildi. Dort ekstrakt arasinda etil
asetat ekstraktinin toplam fenol miktar1 (17.56+0.61 mg GAE/g ekstrakt) yiliksek
bulunurken kloroform ekstraktinin toplam flavonoid miktar1 (11.74+0.13 mg KE/g
ekstrakt) yiiksek bulundu.

n-Hekzan ekstraktinin yiiksek miktarda 9,12,15-oktadekatrienoik asit, metil
esteri (%33.28), oktadekanoik asit, metil esteri (%31.75) ve hekzadekanoik asit, metil
esteri (%15.54) belirlendi. Ekstraktin yiiksek DPPH" giderme (2.18+0.90 pg/mL) ve
siiperoksit anyonu giderme (16.65+0.04 pg/mL), deoksiriboz koruma (34.82+0.60
ug/mL), BChE (8.17+0.00 ug/mL), lipaz (5.03+0.11 pg/mL) ve tirozinaz (12.79+0.86
ug/mL) inhibisyon aktivitelerine sahip oldugu kaydedildi.

Kloroform ekstraktinin yiiksek miktarda krisin (493.56 ug/g ekstrakt), kuersetin-
3-glikozit (351.38 pg/g ekstrakt), sikimik asit (302.04 ng/g ekstrakt), oktadekanoik
asit, metil esteri (%48.13) ve hekzadekanoik asit, metil esteri (%23.87) gozlendi.
Ekstraktin yiikksek DPPH" giderme (1.74+0.12 pg/mL), siiperoksit anyonu giderme
(4.96+£0.47 pg/mL), deoksiriboz koruma (34.00+0.49 pg/mL), BChE (11.02+0.00
pg/mL), lipaz (4.06+0.18 pg/mL) ve tirozinaz (8.70£1.02 pg/mL) inhibisyon
aktivitelerine sahip oldugu kaydedildi. Ek olarak, E. coli, P. aerugonisa, K.
pneumoniae, E. faecalis, B. cereus ve S. aureus bakterilerine karst MIK degerleri
sirasiyla 128 pg/mL, 256 pg/mL, 512 pg/mL, 128 pg/mL, 128 pg/mL ve 128 pg/mL
olarak yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdi.

Etil asetat ekstraktinin yiiksek miktarda kuersetin-3-glikozit (343.66 pg/g
ekstrakt), naringin (285.82 pg/g ekstrakt) ve sikimik asit (280.91 ug/g ekstrakt)
bulundu. Ekstraktin yiiksek siiperoksit anyonu giderme (7.26+0.07 pg/mL),
deoksiriboz koruma (13.23+0.04 pg/mL) ve tirozinaz (8.23+0.92 pg/mL) inhibisyon
aktivitelerine sahip oldugu belirlendi.

Metanol ekstraktinin yiiksek miktarda kuersetin-3-glikozit (343.80 pnug/g
ekstrakt), rosmarinik asit (330.32 ng/g ekstrakt) ve naringin (297.12 pg/g ekstrakt)
belirlendi. Ekstraktin yiiksek H2O2 giderme (2.184+0.90 pg/mL), siiperoksit anyonu
giderme (16.65+0.04 pg/mL), deoksiriboz koruma (24.29+0.49 ng/mL), DNA koruma
(%74.41), AChE (18.50+1.31 ug/mL), BChE (21.14+1.49 pg/mL), lipaz (5.03+0.43
ug/mL) ve tirozinaz (18.69+0.73 ug/mL) inhibisyon aktivitelerine sahip oldugu
kaydedildi.
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Dort ekstraktta ayr1 ayr1 silika jel kolon kromatografisi kullanilarak
fraksiyonlandirildi. n-Hekzan ekstraktindan 9 adet, kloroform ekstraktindan 7 adet, etil
asetat ekstraktindan 10 adet ve metanol ekstraktindan 8 adet fraksiyon elde edildi.
Ikinci fraksiyonlardan NBHFr6, karyofilen oksit izomeri (%31.26); NBHFr5, oleik
asit, metil esteri (%26.91) ve NBHFr2, hentriakontan (%27.30) bilesiklerini yiiksek

miktarda icermektedir.

Biyoaktivite yonlendirmeli izolasyon goére n-hekzan ekstraktinda NBHFrS,
NBHFr4 ve NBHFr9, kloroform ekstraktinda NBKFr5, NBKFr3 ve NBKFr7, etil
asetat ekstraktinda NBEFr10, NBEFr3 ve NBHFr4, metanol ekstraktinda ise NBMFr3,
NBMFr4 ve NBMFr7 fraksiyonlarinin aktivitelerinin yliksek oldugu gozlendi.

NBHFr5 yiiksek siiperoksit anyon giderme (1.75+0.06 pg/mL), deoksiriboz
koruma (8.06+0.30 pg/mL), AChE (3.48+0.67 pg/mL), lipaz (1.98+0.53 pg/mL) ve
tirozinaz (2.18+0.76 pg/mL) inhibisyon aktivitelerine sahiptir. NBHFr4 yiiksek
indirgeme giicii (41.064+0.87 pg/mL), H202 giderme (67.25+0.42 png/mL), siiperoksit
anyon giderme (1.00+0.28 pg/mL), deoksiriboz koruma (33.73+0.87 pug/mL), BChE
(11.86+1.22 pg/mL) ve a-amilaz (1.48+0.09 pg/mL) inhibisyon aktivitelerine sahiptir.
NBHFr9 yiiksek H2O» giderme (67.97+1.82 pg/mL) ve DPPH" giderme (7.64+0.52
nug/mL), deoksiriboz koruma (39.92+1.02 pg/mL), BChE (2.01+0.10 ug/mL) ve
tirozinaz (2.46+0.00 pg/mL) inhibisyon aktivitelerine sahiptir.

NBKFrS5 yiiksek indirgeme giicii (36.89+1.23 pg/mL), H20 giderme (7.07+0.00
ug/mL), DPPH" giderme (2.38+0.48 pg/mL), siiperoksit anyon giderme (1.54+0.50
ng/mL), metal selat (28.08+0.43 pg/mL), deoksiriboz koruma (13.48+0.18 pg/mL),
lipaz (3.02+0.43 pg/mL), antimikrobiyal ve tirozinaz (3.47+0.11 pg/mL) inhibisyon
aktivitelerine sahiptir. NBKFr3 yiiksek fosfomolibdenyum indirgeme (64.17+0.17
ug/mL), H2O, giderme (21.72+0.46 pg/mL), DPPH" giderme (4.89+0.57 pg/mL),
stiperoksit anyon giderme (3.43+£0.55 pg/mL), deoksiriboz koruma (17.42+0.18
ng/mL), DNA koruma (%69.63) ve BChE (3.69+0.19 pg/mL) inhibisyon
aktivitelerine sahiptir. NBKFr7 yiiksek indirgeme giicii (51.48+1.60 pg/mL), H202
giderme (28.24+0.19 pug/mL), deoksiriboz koruma (19.64+£2.08 pg/mL),
antimikrobiyal, BChE (2.36+0.19 pg/mL) ve lipaz (0.78+0.04 pg/mL) inhibisyon
aktivitelerine sahiptir.

NBEFrl0 yiiksek fosfomolibdenyum indirgeme (59.82+2.06 pg/mL), H20>
giderme (16.07+£0.42 pg/mL), siiperoksit anyon giderme (6.24+0.28 pg/mL), metal
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selat (9.46+0.54 pg/mL), deoksiriboz koruma (22.80+0.28 pg/mL) ve antimikrobiyal
aktivitelerine sahiptir. NBEFr3 yiiksek indirgeme giicii (87.56+1.93 pg/mL), H2O>
giderme (19.65+0.26 pg/mL), deoksiriboz koruma (11.98+0.58 ug/mL), a-amilaz
(1.07+0.01 pg/mL), lipaz (3.57+0.58 pg/mL) ve tirozinaz (20.09+0.00 pg/mL)
inhibisyon aktivitelerine sahiptir. NBEFr4 yiiksek H.O> giderme (18.80+0.36 ug/mL),
metal selat (17.65+£1.70 pg/mL) deoksiriboz koruma (2.53+0.75 pg/mL), BChE
(1.11+0.16 pg/mL) ve karbonik anhidraz (2.38+0.08 pg/mL) inhibisyon aktivitelerine
sahiptir.

NBMFr3 yiiksek indirgeme giicii (58.75+0.16 pg/mL), H20, giderme
(77.06+£0.00 pg/mL), deoksiriboz koruma (3.97+0.37 pg/mL), AChE (7.48+0.13
ug/mL), o-amilaz (2.61+0.32 pg/mL) ve lipaz (2.76+0.00 pg/mL) inhibisyon
aktivitelerine sahiptir. NBMFr4 yiiksek H2O giderme (25.72+0.26 pg/mL), siiperoksit
anyon giderme (15.22+0.48 pg/mL), metal selat (3.38+0.32 pg/mL), deoksiriboz
koruma (3.03+0.04 ng/mL) ve tirozinaz (11.47+1.01 pg/mL) inhibisyon aktivitelerine
sahiptir. NBMFr7 yiiksek indirgeme giicii (54.58+1.04 pg/mL), H2O2 giderme
(19.11+1.22 pg/mL), deoksiriboz koruma (8.29+0.70 ug/mL) ve BChE (1.21+0.30
ug/mL) inhibisyon aktivitelerine sahiptir.

Bu sonuglara gore aktivite yoOnlendirmeli fraksiyonlandirma yontemi
kullanilarak N. baytopii ’den apigenin, S-sitosterol, daukosterol, iksorozit, ursolik asit
ve Molekiil L izole edilerek molekiillerin yapilar1 spektroskopik yontemler ile

belirlendi.

Apigenin molekiiliiniin enzim inhibisyonlar1 en yiiksek sirasiyla; BChE
(2.834+0.03 pg/mL), lipaz (8.85+0.00 ng/mL) ve a-amilaz (16.37+1.61 pg/mL) olarak
belirlendi. Enzim inhibisyon kinetikleri incelendiginde, iireazin (Kj, 0.05 mM) ve
tirozinazin (Ki, 0.06 mM) yiiksek inhibisyon sabitlerine sahip oldugu belirlendi.
Enzimlerle etkilesimlerinde ise BChE (K, 0.11 uM) ve a-amilaz (Ki, 0.20 uM) yiiksek

baglanma sabitlerine sahiptir.

S-Sitosterol molekiiliiniin antioksidan aktiviteler en yiiksek sirasiyla; siiperoksit
anyon giderme (1.17£0.01 pg/mL), serbest radikal giderme (1.66+0.12 pg/mL),
ABTS'" giderme (2.21+£0.16 pg/mL) ve metal selattir (1.17+0.01 pg/mL). Enzim
inhibisyonlarinda ise; AChE (1.18+0.06 pg/mL), tirozinaz (2.37+0.13 pg/mL) ve
BChE (3.49+0.00 pg/mL) olarak belirlendi. Enzim inhibisyon kinetikleri
incelendiginde, AChE (Kj, 0.07 mM) ve tirozinazin (Kj, 0.04 mM) yiiksek inhibisyon
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sabitlerine sahip oldugu belirlendi. Enzimlerle etkilesimlerinde ise AChE (Kj, 0.01
uM) ve BChE (K, 0.06 uM) yiiksek baglanma sabitlerine sahiptir.

Daukosterol molekiiliiniin antioksidan aktiviteleri en yliksek sirasiyla; serbest
radikal giderme (2.86+0.20 pg/mL), ABTS " giderme (2.954+0.00 pg/mL), metal selat
(5.82+0.09 pg/mL), siiperoksit anyon giderme (5.82+0.09 ug/mL) ve indirgeme
giiciidiir (25.90+1.49 pg/mL). Enzim inhibisyonlarinda ise; tirozinaz (1.83%0.26
pug/mL), BChE (9.65+£0.06 pg/mL) ve AChE’dir (12.02+1.41 ug/mL). Yiiksek DNA
koruma aktivitesinin oldugu da belirlendi. Enzim inhibisyon Kinetikleri
incelendiginde, a-glikozidazin (K, 0.07 mM) ve tirozinazin (Kj, 0.05 mM) yiiksek
inhibisyon sabitlerine sahip oldugu belirlendi. Enzimlerle etkilesimlerinde ise AChE
(Ki, 0.05 uM) ve BChE (K, 0.05 uM) yiiksek baglanma sabitlerine sahiptir.

Iksorozit molekiiliiniin antioksidan aktivitelerden en yiiksek sirastyla; siiperoksit
anyon giderme (16.87+0.08 pg/mL), fosfomolibdenyum indirgeme (55.65+0.02
pug/mL) ve indirgeme giiciidiir (63.69+1.58 pg/mL). Enzim inhibisyonlarinda ise;
tirozinaz (2.23+0.00 pg/mL), a-glikozidaz (4.11£0.36 pug/mL), BChE (9.90+0.58
pg/mL), o-amilaz (16.87+0.08 pg/mL) ve AChE (24.56+1.74 pg/mL) olarak
belirlendi. Enzim inhibisyon kinetikleri incelendiginde, a-glikozidazin (Ki, 0.10 mM)
ve tirozinazin (Kj, 0.10 mM) yiiksek inhibisyon sabitlerine sahip oldugu belirlendi.
Enzimlerle etkilesimlerinde ise BChE (Ki, 0.49 uM) ve a-glikozidaz (Ki, 1.19 uM)
yiiksek baglanma sabitlerine sahiptir.

Molekiil L’nin antioksidan aktivite olarak en yliksek indirgeme giicii

(11.8940.25 pg/mL) ve DNA koruma aktivitesi gosterdigi belirlendi.

Ursolik asit molekiiliiniin antioksidan aktiviteler en yiiksek sirasiyla; serbest
radikal giderme (2.68+0.05 pg/mL), metal selat (2.88+0.44 ng/mL) ve siiperoksit
anyon gidermedir (3.99+0.70 pg/mL). Enzim inhibisyonlarinda ise; AChE (2.32+0.03
pg/mL) ve tirozinazdir (25.79+0.00 pg/mL). Yiikksek DNA koruma aktivitesi de
gosterdigi belirlendi. Enzim inhibisyon kinetikleri incelendiginde, BChE (Kj, 0.07
mM) ve tirozinazin (Kj, 0.04 mM) yiiksek inhibisyon sabitlerine sahip oldugu
belirlendi. Enzimlerle etkilesimlerinde ise BChE (Ki, 0.01 uM) ve tirozinaz (Kj, 0.23
uM) yiiksek baglanma sabitlerine sahiptir.

Ozet olarak; biyoaktivite yonlendirmeli izolasyona gore saflastirilan

molekiillerin izole edildigi fraksiyonlardan yiiksek aktivite gosterdigi gorildii.
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Saflagtirilan molekiillerin enzim inhibisyonlar1 daha yiiksek aktivite gosterdigi i¢in bu
molekiillerin enzimlerle nasil bir inhibisyon gosterdigi, inhibisyonun ne kadar kuvvetli
oldugu ve ne kadar kuvvetli baglanma gosterdikleri belirlendi. Bu baglamda,
molekiillerin tireaz, AChE, BChE ve tirozinaz inhibisyonlar1 yiiksek etki gdsterdi.
Inhibisyon kinetiginde ise tirozinaz ile olan inhibisyon sabitleri biitiin molekiillerde
yiiksektir. Ayrica, molekiillerin BChE ile baglanma enerjileri ve sabitlerinin kuvvetli
oldugu gozlendi. Bu o&zellikleri géz Oniine alindiginda molekiiller ilag olarak

kullanilabilir ve bu sayede enzimlerin yarattig1 hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir.

Daha sonra gergeklestirilecek olan caligmalarla elde edilen aktif sekonder
metabolitlerin yiikksek miktarlarda {iretilmesi igin yontemler gelistirilebilir. Bu
kapsamda TUBITAK’a sunulan ve kabul edilen yeni bir proje ile, sekonder
metabolitlerin endofitik funguslardan iiretim ¢aligsmalarina baglanmistir. N. baytopii
bitkisinin ham ekstrakti veya ugucu yagi ile in vivo ¢alismalar gergeklestirilebilir.
Ayrica, molekiillerin in vitro ve in siliko olarak belirlenen enzim inhibisyonu, DNA
koruma, antimikrobiyal ve antioksidan Ozelliklerinin ileriki asamalarda in vivo
calismalarla giiclendirilmesi i¢in yeni ¢aligsmalar yapilabilir. Daha 6nce ¢alisiimamis
olan iksorozit molekiiliiniin antikanser 6zellikleri ve ADMET hesaplamalar1 da
arastirilabilir. Bu ¢alisma ile molekiillerin ilag olarak kullanilabilirligindeki diger

asamalara Onciiliikk edecegi de goz ardi edilemeyecek bir gergektir.
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