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OZET

Antioksidan  Aktiviteye Sahip Sar1 Kantaron (Hypericum Perforatum)
Flavonoidlerinin Anti-enflamatuar ve Anti-depresan Etkilerinin in vitro ve in siliko

Incelenmesi

Tibbi bitkiler, ulasilabilirligi ve minimum yan etkileri sebebiyle gunimizde hala
popller bir tedavi yontemidir. Sari kantaron (Hypericum Perforatum L., HPL),
ylizyillardir bir ¢ok hastaligin tedavisinde tibbi bitki olarak kullanilmaktadir. Biyolojik
makromolekiil hasarina ve metabolik islev bozukluklarina yol agan oksidatif stresle
micadele ederek antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir. Monoamin oksidaz
(MAO) enziminin inhibisyonu yoluyla anksiyete ve hafif-orta siddette depresyonu
tedavi etmesinin yan sira anti-enflamatuar ve yara iyilestirici 6zellikleri i¢in de tercih
edilir. Sar1 kantaron ekstrelerinin Siklooksijenaz (COX) ve Lipoksijenazi (LOX) inhibe
ettigi bilinmektedir. Siklooksijenazin iki izoformu vardir; yapisal olarak ifade edilen
siklooksijenaz-1 (COX-1) ve gesitli uyaranlarla yukar1 regiile edilen siklooksijenaz-2
(COX-2). COX-1 inhibitorleri gastrointestinal (GI) yan etkilerle iliskilendirilirken,
COX-2 inhibitorleri nispeten daha az Gl yan etkisine sahiptir, ancak daha yuksek
kardiyovaskdler toksisite gosterir.COX ile benzer sekilde enflamasyona etki eden bir
diger enzim grubu LOX’lardir ancak se¢ici LOX/COX c¢alismalart i1yi sonuglar
vermemistir. Bu nedenle, minimum yan etkileri olan yeni anti-enflamatuar ilaglarin
kesfi zorunlu hale gelmistir. Her iki enzimin eszamanli inhibisyonuna odaklanmak,
daha genis spektrumlu, azaltilmis yan etkiler ve daha diisiik dozajlara sahip yeni anti-

enflamatuar ilaglarin kesfi icin umut vericidir.

Bu tez calismasinda, sar1 kantaron cicek ve yapraklari etanol ile ekstre edilmistir
metanol ile fraksiyonlanmistir. Alkol ekstraktinin ve fraksiyonlarin antioksidan
aktiviteleri belirlenmis ve alkol ekstraktindan izole edilen bilesikler tanimlanmus,
izolatlarin ve bitki-alkol ekstresinin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bitki
ekstresinin sentetik antioksidanlara benzer bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu

goriilmiistiir.

Ayn1 zamanda, bitkinin aktif bilesenleri literatiirden segilerek MAO, COX ve LOX'a
baglanma afiniteleri doking yontemi ile hesaplanmistir. Bu bilesiklerin, COX-1 ile
karsilastirildiginda tercihen COX-2'yi inhibe ettigi goriilmistiir. Kuersetin segici MAO-



A aktivitesi gosterirken, hiperisin secici MAO-B aktivitesi gostermistir. Hiperisin ve
kemferol, etkili ve umut verici gift etkili COX-2/5-LOX inhibitorler olarak gelecekteki

calismalar i¢in dnerilmektedir.

Temmuz,2020 ilknur YILDIZ



ABSTRACT

in vitro ve in silico Investigation on Anti-inflammatory and Anti-depression Effects
of Hypericum Perforatum flavanoids with Antioxidant Activity

Medicinal plants today are still popular for treatment of many diseases due to their
availability, efficacy and minimal side effects.St. John's Wort (Hypericum Perforatum
L., HPL) has been used as a medicinal plant for the treatment of many disorders for
centuries. It is known to show antioxidant activity by combating oxidative stress leading
to biological macromolecule damage and metabolic dysfunctions. It isindicated for the
treatment of anxiety and mild to moderately severe depression through the inhibition of
the monoamine oxidase (MAO) enzyme and is also preferred for its wound-healing
properties due to its anti-inflamatory effect. St. John's Wort extracts have been shown to
inhibit Cyclooxygenases (COXs) and Lipooxygenases (LOXs). There are two forms of
cyclooxygenases; cyclooxygenase-1 (COX-1), which is constitutively expressed,
andcyclooxygenase-2 (COX-2), which is upregulated by diverse stimuli. COX-1
inhibitors have been associated with gastrointestinal (GI) side effects, while COX-2
inhibitors have relatively few Gl side effects, but have a higher incidence of
cardiovascular toxicity. LOXs are also another group of enzymes that affect
inflammation similar to COXs but the selective LOX/COX inhibition studies have not
yielded satisfactory results. Hence, the discovery of new anti-inflammatory drugs with
minimum side effects is mandatory. Focusing on the simultaneous inhibition of both
enzymes is promising for the discovery of new anti-inflammatory drugs with wider

spectrum, reduced side effects and lower dosages.

In this thesis study St. John's Wort patels and leaves were extracted by ethanol and
further fractionated by methanol. Antioxidant activities of the total extract and the
fractions have been determined and the compounds which wereisolated from
alcoholicextract were identified. The plant extracts havedisplayed antioxidant activity

similar to synthetic antioxidants.

At the same time the binding affinities towards MAO, COX and LOX of the active
compounds,which were selected from previous reports, were calculated by the docking
method. Those compounds preferentially inhibited COX-2 when compared to COX-1.
Quercetin displayed selective MAO-A activity while hypericin showed selective MAO-

Vi



B activity. Hypericin and kaemferol are suggested for future studies as effective and
promising dual inhibitors for COX-2/5-LOX enzymes.

July, 2020 Ilknur YILDIZ
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1.GIRIS
1.1. Giris ve Amacg

Tibbi bitkiler, tim diinyada insanlar tarafindan kullanilan, bilinen en eski saglik
rtinleridir ve bircok iilkede wuygulanan geleneksel tip sisteminde kullanilan
formiilasyon larmn ana bilesenleridir (Satyapal ve ark., 2011). Diinya Saglik Orgiitii’niin
(DSO) tanimimna gore geleneksel tip “saghgin korunmasinda, fiziksel ve zihinsel
hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilan, farkli kiiltiirlere 6zgii teori, inang
ve deneyimlere dayanan bilgi, beceri ve uygulamalardir (World Health

Organization, http://www.who.int/topics/traditional_medicine/en/). Ayrica geleneksel

tip, modern tibbin olusumuna rehberlik etmektedir ve ginimizde sentetik ilaglar
kazangl bir alternatif olarak goriilse de, bitkiler sentetik ilaglarin bile elde edildigi
vazgecilmez bir kaynak olarak bilinir (Reid ve ark., 2018). DSO, diinya niifusunun
%80’inin saglik sorunlarini ilk etapta bitkilerle gidermeye ¢alistiklarin1 bildirmektedir
ayrica gelismis tilkelerde receteli ilaglarin yaklasik %25’ini bitkisel kokenli etken
maddeler olusturmaktadir (Faydaoglu ve Siiriicioglu,2011). Halk tarafindan kolay
ulagilabilir olmas1 ve diisiik maliyeti sebebiyle geleneksel tibba olan ilgi son yillarda

oldukga artmustir (Galor ve Benzie, 2011).

Bitkiler, c¢ogu gig¢lii antioksidan aktiviteye sahip olan g¢esitli fitokimyasallarin
kaynagidir ve bu bilesiklerin bir¢ogu ikincil metabolitlerdir (Paur ve ark., 2011).
Biyolojik sistemlerdeki aerobik metabolizma, hem aerobik solunum hem de substrat
oksidasyonu sonucunda meydana gelen prooksidanlar olarak bilinen reaktif oksijen
tirlerini (ROT) olusturur (Whitehead ve ark, 1995). ROT, birgok molekiiliin yapisini
degistirerek ciddi metabolik fonksiyon bozukluklarina ve biyolojik makromolekiillerin
hasarina yol acan oksidatif strese neden olur. Biyolojik molekullerin prooksidan
hasarma kars1 koyabilmesi icin endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlara ihtiyaci
vardir. Antioksidanlar etkilerini  ROT'nin olusumunu onleyerek veya ROT'ni
temizleyerek gosterirler. Eksojen kaynakli antioksidanlarin  (bazi vitaminler,
flavonoidler, polifenoller vb.) bir¢ogu bugiin yaygin olarak kullandigimiz gidalarda ve
bitkilerde bulunmaktadir (Stavric, 1995). Serbest radikal siipiirme ve metal selatlama

ozellikleri nedeniyle giiclii antioksidanlar olarak bilinen flavonoidler, halk arasinda


http://www.who.int/topics/traditional_medicine/en/

yaygin kullanilan bir bitki olan sar1 kantaronun igerisinde bol miktarda bulunmaktadir
(Patocka, 2003).

Hypericum Perforatum L. (HPL, St. Jonh Wort), sar1 kantaron olarak bilinen; tilki otu,
ke¢i otu ve enola otu isimleriyle de taninan, Clusiaceae familyasina ait yiizyillardir tibbi
olarak deger gormiis bir bitkidir (Klemow ve ark, 2011). Diinyanin 1liman bolgelerinde
yaklasik 450 tiirle dagilmis olan Hypericum cinsi Tirkiye florasinda 89 tiirle varligini
strdidrmektedir (Altun ve ark, 2013).

HPL’in gesitli norolojik hastaliklarin (anksiyete, depresyon, uykusuzluk gibi) tedavisi
icin halk arasinda yaygin olarak kullanildig1 bilinmektedir ve depresyona karsi etkinligi
standart anti-depresanlarla karsilastirilabilir olmakla birlikte daha az yan etki ile dikkat
cekmektedir (Sosa ve ark., 2007). Geleneksel olarak anti-enflamatuar ve yara iyilestirici
ozellikleri i¢in kullanilan ve dermatit, yaralar, dokiintiiler, yaniklar ve yaralarin topikal
tedavisinde yararli oldugu bilinen (Sosa ve ark., 2007). HPL’ un anti-enflamatuar ve
analjezik aktivite gosterdigine dair bilimsel ¢alismalar da mevcuttur (Raso ve ark.,
2002). Bu faaliyetinin yan1 sira HPL bitkisinin; belirgin antimikrobiyal, antiviral, anti
HIV / anti-AIDS ve antitiimoral aktivitelerine sahip oldugu bildirilmistir (Oztirk ve
ark., 2007).

NOrodejeneratif ve norolojik hastaliklar ile dogrudan iligkili olan monoamin oksidaz
(EC-1.4.3.4, MAO), sistein tortusuna kovalent olarak baglanan flavin-adenozin-
dintkleotid (FAD) iceren; noroaktif serotonin, norepinefrin ve dopamin gibi biyojenik
ve ksenobiyotik aminlerin deaminasyonunu katalize eden, mitokondriyal dig membrana
lokalize bir enzimdir. MAO'nun inhibisyonu, merkezi sinir sistemindeki
norotransmitterlerin seviyesini arttirir. MAO, %70 aminoasit benzerligi gosteren MAO-

A ve MAO-B fonksiyonel izozimlere sahiptir (Son ve ark.,2008).

Alzheimer ve Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklar, merkezi sinir sistemindeki
bozulmaya bagli olarak gelisen ¢cogunlukla geri doniilemez, ilerleyici ve en son asamada
da oliimle sonuglanan hastaliklardir. Bu hastaliklarin tedavisinin aminlerin yikiminda
gorevli MAO-B enzimi ile iliskili oldugu bilinmektedir. MAO-A enzimi psikiyatrik
durumlarin ve depresyonun tedavisi ile dogrudan iliskilidir. MAO inhibitérlerinin

hepatoksisite, hipotansiyon, hipertansif kriz gibi ciddi yan etkilere sahip oldugu



goriilmiistiir. Se¢ici olmayan ve geri doniislimsiiz enzim inhibisyonu ile iligkili oldugu

diisiiniilen bu durum yeni MAO inhibitorlerinin bulunmasini zorunlu kilmaistir.

Sikloksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) enzimlerinin enflamatuar mediatér olarak
salinmasinda rol alirlar(Moroney ve ark.,1988). Anti-enflamatuar 6zellikgdsteren birgok
flavonoidin, hem LOX hem de COX aktivitelerini inhibe ederek, eikosanoid sentezini

engelledigi debildirilmistir (Formica ve Regelson, 1995).

Prostaglandin-endoperoksit sentaz (PTGS) olarak bilinen siklooksijenazin (EC
1.14.99.1, COX), insanlarda islevsel olan COX-1 ve COX-2 izozimi prostasiklin ve
tromboksan gibi prostaglandinler (PGs) dahil olmak (izere prostanoidlerin olusumundan
sorumlu bir enzimdir. COX tarafindan iiretilen PG’ler enflamatuar reaksiyonlarda
onemli bir rol oynar kizariklik, agri, 6ddem ve atesgibi karakteristik enflamatuar

semptomlardan sorumludur (Rouzer ve Marnett, 2009).

Lipoksijenazlar (LOX, EC 1.13.11.), hem-olmayan demir igeren dioksijenazlarin bir
ailesidir. Molekiiler oksijene, karsilik gelen (1S, 2E, 4Z) -hidroperoksitleri vermek
Uzere bir veya daha fazla (1Z, 4Z) - pentadien pargalar1 igerir (Andreou ve Feussner,
2009). insanda islevsel alt1 izoenzimi (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B,
ALOXE3, ALOX5) olan LOX’lar, arasidonik asidin metabolik yolunda l6kotrien ve
lipoksinler gibi eikosanoidlerin biyosentezinde yer alir. (Kuhn ve ark., 2014, Charlier ve
Michaux, 2003). LOX'lar, bitkilerde yara iyilesmesi ve savunma islemlerinde sinyal
olarak onemli rol oynarlar, memelilerde enflamasyon, astim ve kalp hastaliklari ile

ilgilidir (Andreou ve Feussner, 2009).

Anti-enflamatuarlar diinya ¢apinda en fazla recete edilen ilaglardir. Agri ve
enflamasyon baskilamada gorevli herkes tarafindan kullanilan bu ilaglar gastrointestinal
sisteme etki ederek ciddi mide sorunlarina, kan hacmini ve kalp atis hizin1 artirarak
kardiyovaskiler sorunlara sebebiyet vermektedir. Yan etkilerinden dolayr bu
inhibitorlere dair birgok 1iyilestirme c¢aligmas1 yiiriitilmekte ve alternatifler

aranmaktadir.

Ilag aday1 olabilecek bir dncii bilesigin sentezlenme asamasinin dncesinde yapilacak
bilgisayar destekli ila¢ tasarim1 aract olan molekiiler dokingile, atomik olarak belirli bir

molekiiliin bir hedefe baglanip baglanmadigini, eger baglaniyorsa baglanma giiciinii ve



baglanma sonucu uzayda tercih ettigi pozisyonlart 6n goriip zaman ve maliyet

kayiplarini en aza indirmek hedeflenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, halk arasinda anti-enflamatuar, analjezik ve anti-depresan etkileri
bilinen Hypericum Perforatum L.bitkisinin alkol ekstrelerinden izole edilecek ikincil
metabolitlerin karakterizasyonu yapilip, bu bilesiklerin antioksidan aktivite tayini ve
LOX enzimilizerindeki inhibisyon etkisi Uzerine in vitro ve in siliko ¢alismalarinin
yapilmast amaclanmaktadir. Ek olarak bilesiklerin COX enzimine baglanma
afinitelerini in siliko olarak hesaplayarak bu bilesiklerin ¢ift etki gésterme olasiliklar
tizerinde durulmaktadir. Anti-enflamatuar olarak kullanilabilecek COX ve LOX cift
inhibisyonu yapan bilesiklerin ayn1 zamanda antioksidan etki saglayarak cift-islevli
olmasmin tedavi siirecini hizlandiracagini diisiiniilmektedir. Izole edilen bilesiklerin
MAO izoenzimlerine baglanma afinitelerini molekuler doking ile hesaplayarak geri
dontisimlii ve segici MAO inhibisyonunu saglayacak oncii bilesiklerin arastirilmasi
amaglanmistir. MAO inhibitorii olarak Onerilecek bu bilesiklerin ayni1 zamanda
antioksidan etki saglamasiyla tedaviyi olumlu etkileyecegi diisiiniilmektedir. Akiler ilag
tasarimi temelinde hem hesapsal hem deneysel olarak tayin edecegimiz bilesiklerin bu
hastaliklarla dogrudan iligkisi olan enzimler lzerine etkilerinin incelenmesi, yeni 6nci
bilesikler onerilmesinin yolunu agacaktir. Antioksidan aktivite gosteren bu bilesiklerin
COX, LOX ve MAO enzimine etki etmesi ile olusacak ¢oklu etki potansiyellerini de
arastirarak, bilesiklerin enzimler tlizerindeki segiciliklerini kiyaslama ve bitkinin bu
aktivitelere sebep olan ikincil metabolitlerinin hangisi oldugunu bulma sansi

kazandirmaktadir.



1.2. Genel Bilgiler
1.2.1. Sar1 kantaron

Hypericum Perforatum L. (HPL) yaygin olarak sar1 kantaron olarak bilinen; tilki otu,
ke¢i otu ve enola otu isimleriyle de taninan, Clusiaceae familyasina ait, diinyanin 1liman
bélgelerinde 450 den fazla tiirii bulunan ¢ok yillik bir bitkidir. Anadolu'da sar1 kantaron,
binbirdelik otu, kili¢ otu, kan otu, mayasil otu, koyunkiran gibi bir¢ok yerel isimle
taninan Hypericum cinsinin Tiirkiye florasinda 89 tiirii bulunmaktadir (Altun ve ark.,
2013).

1.2.1.1. Yapasal ozellikleri

HPL, tipik olarak yiiksekligi 40 ila 80 cm arasinda degisen, serbest dallanan g¢ali
bitkilerindendir. Gévde ve dallar, 1.0-3.0 cm uzunlugunda ve 0.3-1.0 cm genisliginde
dikdortgen, kenarlar1 piiriizsiiz yapraklar ile kaplidir. Yapraklar, 1s1ga tutuldugunda
belirgin olan yar1 saydam noktalar tarafindan kesilir. Olgun bitkilerin tst kisimlari, tipik
olarak 1.0-2.0 cm genisliginde birkag diizine bes yaprakli sar1 ¢igek iretebilir.
Yapraklarin kenarlar1 genellikle siyah noktalarla kaplidir. Ezilmis ¢icekler kan kirmizisi
bir pigment Uretir. Yaz sonunda ise cigekler diizinelerce minik, koyu kahve renkli

tohum dretir (Klemow ve ark., 2011).

Sekil 1.1Sar1 kantaron i¢in semalar (Klemow ve ark., 2011) (I.Yaprak diizenini gésteren

alt sapin bir taslagi, II. Ac¢ilmis bir kapsiil, III. Ciceklerle {ist sapin taslagi, IV. Bir ¢icek
yapragi.)



1.2.1.2.Fonksiyonel 6zellikleri ve kullanimi

HPL, 2000 yili askin siiredir tibbi olarak deger ve kabul gérmiis bir bitkidir. Birinci
ylizyilin Yunan doktorlari Galen, Dioscorides, Pliny ve Hipokrat, HPL bitkisini idrar
sOktlriicii, yara iyilestirici, adet rahatsizliklari, bagirsak kurtlar1 ve yilan isiriklari igin
tedavi olarak onerdiler (Foster, 2000; Castleman, 2001; Redvers ve ark., 2001). Cok
eski yillarda bitkinin mistik 6zelliklere de sahip olduguna inaniliyordu, seytanlardan
korunmak ve kotu ruhlar1 uzaklagtirmak igin bitkiler toplanirdi. Hypericum bitkisinin
jenerik ismi, bitkinin koti ruhlart engelleme yetenegine atifta bulunan Yunanca
“hyperikon” yani "hyper" (asir1 anlaminda) ve “eikon™ ("goruntl veya gorinim™
anlamina gelir) kok kelimelerinin birlesiminden gelir (Foster, 2000). Ik Hiristiyanlar da
bitkinin mistik 6zelliklere sahip olduguna inaniyordu. Bir efsaneye gore, en blylk
etkinin bitkinin en yogun ¢igeklenme zamani olan Aziz John Guni'nde (Saint John
Wort, 24 Haziran) toplandigi zaman elde edildigine inanmiglardir (Foster, 2000). Baska
bir efsaneye gore de 29 Agustos'ta Aziz John’un Hristiyanlik propagandasi yaptigi
gerekcesi ile Romalilar tarafindan hapsedildigi giin bitkinin kan kirmizi yagin1 serbest
biraktig1 sdylenmektedir (Castleman, 2001).

Bitki, Ortagag'da bitkisel bir ilag olarak kullanilmaya devam edilmis ve 16. YY’da basta
Paracelsus, Gerard ve Culpeper olmak (izere bitki bilimciler yaralar tedavi etmek ve
agriy1 hafifletmek icin HPL ekstrelerini 6nermislerdir (Foster, 2000; Castleman, 2001).
1525'te Paracelsus, bunu depresyon, melankoli ve asir1 uyarilma igin de Onermistir
(Clement ve ark., 2006). Avrupa'da HPL ’nin sifal1 bir bitki olarak kullanimi, 18. YY ve
19. YY yiizyillar arasinda diger kitalara yayilarak devam etmistir. Genel olarak
anksiyete, depresyon, uykusuzluk, 6dem ve gastrit tedavisi icin cay ve tentirler haline
getirildi. Yillar i¢inde, hemoroit ve iltihap tedavisi i¢in bitkisel yag da kullanilmustir.
Ozellikle sinir hasar1 iceren yaralari, kesikleri, kiiciik yaniklar1 ve siyriklari tedavi
etmek igcin HPL 6zitleri halen giinimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (Blumenthal
ve ark., 1998; Foster 2000; Foster ve Duke, 2000; Castleman, 2001).

1.2.1.3. Kimyasal 6zellikleri

Halk arasinda en yaygin kullanilan topikal preparatlar, taze veya kurutulmus
ciceklerden ve bitkinin ¢igek agan boliimlerinden yapilan Hypericum yagidir. Bitki
materyalinin 1:4 oraninda bitkisel yagda (zeytinyagi, ay¢icegi yag: ya da diger yaglar)



hazirlanarak geffaf bir cam i¢ine doldurulur ve fermantasyon i¢in sicak bir yerde tutulur.
Daha sonra bitki materyali ezilir, yag siizlilir ve sulu faz sodyum siilfatla ¢ikarilir,
kapakli cam bir kap igerisinde tutulur ve yaklasik 4-6 hafta giines 1s181na maruz kalir.
Bu siire zarfinda, yag yogun bir yakut kirmizisi rengini alir. Uriinil 1s1ktan korumak igin
kahverengi cam bir siseye doldurulur ancak yine de sinirli bir stabiliteye sahiptir.
Gorliniir 1518a kisa siireli maruz kalma, protoperperini hiperisine dontstiiriirken, bu siire
birka¢ haftaya ¢iktiginda indirgenme olur ve yagdaki hiperisin konsantrasyonu azalir.
Hazirlanmis yagin yakut kirmizisi rengi, hiperisinin lipofilik pargalanma iiriinlerinden

kaynaklanmaktadir. (WO0lIfle, 2014)

HPL’den hidroalkolik 6ziitlerin analizleri, ¢ok lipofilik olan hiperforini yiksek
verimlilikte elde etmek i¢in en az % 60 etanol konsantrasyonunun gerekli oldugunu;
mutlak etanol ile hiperforin ekstraksiyonunun maksimal olacagii ancak flavonoidler

gibi hidrofilik bilesenlerin biiyiik dl¢iide azalacagini ortaya koymustur (Wolfle, 2014).

Sekil 1.2°de gorildigii gibi HPL bitkisinin baslica aktif bilesenleri hiperisin (a) ve
hiperforin (b) olarak kabul edilir (Klemow ve ark., 2011). Bitkinin iist kisimlarindan
hazirlanan hidroalkolik oziitler (% 60 etanol veya % 80 metanol) naftodiantronlar,
floroglusinoller, flavonoidler, biflavonlar, fenilpropanlar ve proantosiyanidinler olmak
Uzere 6 ana dogal {iriin grubundan olusan bir spektrum igerir. Ek olarak, daha az
miktarda tanen, ksanton, esansiyel yag ve amino asit vardir (Patocka, 2003 ve
Saddige,2010).

OH O OH
(@)

Sekil 1.2 Hiperisin(a) ve Hiperforin(b) yapilar

Naftodiyantronlar, yogun kirmizi renkli ve fototoksik ozellikleri ile Hypericum
cinsinin tipik bir 6rnegidir. Taze Ornekte protofitisin, protopseudohiperisin (sirasiyla,
hiperisin  ve  psOdohiperisin  biyosentetik  6nctleri) ve  Siklopsudohiperisin

(ps6dohiperisin oksidasyon Uriind) mevcut oldugu belirtilmektedir. Naftodiyantronlarin



hemen hemen tim cozlcllerde c¢oztnirligi smirhidir. Hem hiperisin hem de
psOdohiperisin, ortam sicakliklarinda suda pratik olarak ¢oziinmez, ¢oziiniirlikkleri daha
yuksek sicakliklarda artar. Bu sebeple ancak kaynamis su ile bir ¢ay hazirlanarak bu
aktif bilesenler aciga ¢ikartilmaktadir. Cok sayida farmakolojik etkisi bilinen hiperisin
(HPL ekstresinin %0.1 ila 0.15), bu dogal iiriin grubuna dahil olan en ilging bilesiktir
(Barnes ve ark., 2001; Patocka, 2003).

Floroglusinoller, Hiperforin (% 2.0 ila 4.5) ve adiperforin (% 0.2 ila 1.9) bilesikleri
bitkinin lireme kisimlarinda, ¢igek ve meyvelerinde yliksek oranda bulunmaktadir.
Standartlastirilmig ekstrelerde oldukca zengin olan hiperforin lipofiliktir, ayn1 zamanda
1s1 ve 1s18a karst oldukga degiskendir. Bu iirlin grubunda bulunan ve HPL
yapraklarindan izole edilen hidroperoksikadiforin, bilinen iskelet yapisina ek olarak

hidroperokso grubu icerir. (Barnes ve ark., 2001)

Flavonoidler, flavonolleri (kemferol, kuersetin), flavonlar1 (luteolin), glikozitleri
(hiperozid, izokuersitrin ve rutin), biflavonlar1 (biapigenin, amentoflavon), miersetin,
hiperin, oligomerik ve proantosiyanadinleri icerir (Klemow ve ark.,2011). Aglikon
olarak kuersetin igeren bu yapilar HPL flavonoidlerinin en bilinenleridir (Patocka,
2003). % 2-4 oraninda olan flavonoidler igerisinde bilinen en baskin yapilar kuersetine
ek olarak, HPL’nin glikozitleri olan hiperosit, rutin, kuersitrin ve izokuersitrindir
(Patocka, 2003; Wolfle, 2014). Bitkinin yapisinda bulunan flavonoidlerin, ham
Hypericumun terapdtik etkinliginden sorumlu oldugu diistiniilmektedir ancak aktivite
icin konsantrasyonlarinin yeterli diizeyde olup olmadigi halen tartigilmaktadir (Patocka,

2003).

Biflavonlar, baz1 bitkisel kaynaklarda nadiren bulunan, dimerik flavon grubudur. %
0.1-0.5 oraninda 3,8'-biapigenin ve % 0.01-0.05 oraninda amentoflavon HPL’de
bulunan biflavonlardir. Simdiye kadar HPL deki biflavonlarin terapdtik 6nemi ile ilgili
pek fazla veri yoktur. Amentoflavonun ayrica lipoksijenazi etkilemeden siklooksijenazi
inhibe ettigi bulunmustur. Amentoflavonun anti-enflamatuar ve analjezik aktiviteleri de
degerlendirilmis, giclu bir anti-enflamatuar ve analjezik aktivite gostermistir (Patocka,
2003).

Fenilpropanlar, esas olarak bazi bitkilerde pumumarik asit ve kafeik asit gibi

hidroksisinamik asit esterleri olarak bulunur. Kahve gekirdeklerinde 6nemli miktarlarda
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bulundugu bilinen polifenolik bilesik olan klorojenik asidin farmakolojik etkisi ¢ok iyi
bilinmektedir ancak HPL o6ztiinde tespit edilen klorojenik asidin konsantrasyonu %
I'in altindadir ve bitkinin farmakolojik etkilerinde rolii tam olarak bilinmemektedir.
Buna ek olarak HPL’da hemen hemen saptanamayacak miktarda kafeik asit
bulunmaktadir (Patocka, 2003).

Proantosiyanidinler, HPL’nin tanen fraksiyonunda bulunurlar ve kirmizi renkli
siyanidinlere doniismeleri ile Olglilen bu bilesiklerdir. % 2 ila 4 arasinda degisen
konsatrasyonlar verirler ve konsantrasyonlari ¢igeklenme Oncesi asamada en yuksektir.
Dimerik prosiyanidin B2, dimerigin yani sira, trimerik ve tetramerik prosiyanidinlerle
birlikte izole edilmistir. Proantosiyanidinler antioksidan, antiviral ve antimikrobiyal
dahil olmak Uzere bircok biyolojik etki sergiler ancak antidepresan etkiye

rastlanmamaktadir (Patocka, 2003).

Esansiyel yaglar, % 0,05 ile% 0,9 arasinda degisen konsantrasyonlarda bulunur ve bu
yaglar esas olarak mono ve seskiterpenlerden, 6zellikle 2 metiloktan, nonandan, o ve
pinen, a-terpineol, geranil ve eser miktarda myrecene, limonen ve caryophyllene'den
olusur (Wolfle, 2014 ve Patocka, 2003).

Ek olarak, tanenler (% 3 ila% 16 arasinda degisir), ksantanlar (1.28 mg / 100g), ve
hiperfolin bulunur. Ilave bilesikler asitler (nikotinik, miristik, palmitik ve stearik),
karotenoidleri, kolin, pektin, hidrokarbonlar ve uzun zincirli alkoller igerir (Wolfle,
2014).

Tablo 1.1 Bilinen aktif bilesiklerin ait oldugu biyokimyasal siniflar (Greeson, 2001)

Biyokimyasal Simf % Aktif Madde %
Naftodiyantron 0.03 - 3.0 (gicek/filiz) Hyperisin 0.09
Pseudohiperforin 0.23
Floroglusinol 2-5 (cicek/filiz) Hiperforin 20-45
Adhiperforin 0.2-1.8
Flavonoid 12 (yaprak) Kuersetin 2.0
7 (filiz) Hiperozid 0.7
2-4 (kok) Kuersitrin 0.5
Isokuersitrin 0.3
Rutin 0.3
Kemferol N/A
Mirisetin N/A
Amentoflavon 0.01-0.05
13,118-Biapigenin 0.10-0.50
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Prosiyanidin 12 (hava kisimlar) Prosiyanidin N/A

8 (cigek/filiz) Katekin N/A
Epikatekin Polimer N/A
Tannin 6-15 Tannik Asit N/A
Esansiyel Yag 0.06 - 1.0 Terpen, alkol N/A
(cicek/yaprak)
Amino asit 0.01 GABA 0.0007
Sistein N/A
Glutamin N/A
L&sin N/A
Lizin N/A
Ornitin N/A
Prolin N/A
Treonin N/A
Fenilpropan 0.1 Kafeik Asit 0.1
Klorojenik Asit <0.1
Ksanton 0.01(Kok) Kielcorin, Norathyriol ~ N/A
0.0004 (Yaprak/Sap)
Diger 0.5 Organik Asit, peptitve ~ N/A
(suda ¢6zuinenler) polisakkaritler

1.2.1.4.Farmakolojik etkileri

Yiizyillardir tibbi olarak deger goren ve giliniimiizde de oldukga sik kullanilan bir bitki
olan HPL farmakolojik aktivitelerine dair ¢ok sayida g¢alismaya sahiptir. HPL den
hazirlanan ekstreler ve tentiirlerin etkili oldugu ¢esitli olgular vardir. HPL Uzerindeki
farmakolojik ¢aligsmalar, baslangig¢ta hiperisin ve hiperforine atfedilen antidepresan
aktiviteye odaklanmigtir. Ancak sonralarda in vivo anti-sistemik uygulamayi takiben
enflamatuar Ozelliklerinin arastirilmasi giindeme gelmistir (Shipochliev ve ark., 1981,
Kumar ve ark., 2001; Raso ve ark., 2002; Abdel-Salam 2005).

Anti-depresan Ozelligi; Sar1 kantaronun uykusuzluk, tedirginlik, depresif ruh hali i¢in
halk arasinda ¢ay formuna getirilerek tiiketimi yiizyillarca ilgi gérmiis ve simdilerde,
hafif ve orta siddette depresyona karsi etkinligiile tekrar ilgi odagi olmustur, standart
antidepresanlarla karsilastirilabilir olmakla birlikte daha az yan etkisi ile dikkat
cekmektedir. Bu yaygin kullanim sebebi ile bitkinin ekstrelerinin ve bilesenlerinin anti-

depresan 0zelligi kapsamli olarak aragtirilmistir (Sosa ve ark., 2007).

Depresyonun ana biyokimyasal hipotezi, serebral monoamin ndrotransmiterlerinin

(dopamin, norepinefrin ve serotonin) fonksiyonel eksikligi iizerine kuruludur. HPL
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antidepresan  aktivitesi  Katekol-O-metiltransferaz  (COMT) enzimi ile de
iliskilendirilmis ancak beyindeki ndrotransmiterlerin oksidatif deaminasyonunu katalize
eden monoamin oksidazlarin (MAO) inhibisyonu ile gosterilmistir (Tusevski ve ark.,
2018; Mennini ve ark., 2004). HPL nin antidepresan etkisinin mekanizmasi ile ilgili
baslangicta hiperisin iizerine odaklanilmistir sonrasinda deneysel ve klinik kanitlar ile
hiperforinin antidepresan aktivitesi igin gerekli ana bilesenlerden biri oldugu ortaya
konmustur (Barnes ve ark., 2001; Mennini ve ark., 2004). HPLekstrelerinin MAO
inhibe edici Ozellikleri iizerine yapilan kapsamli aragtirmalar, bazi flavonollerin ve
ksanfonlarin, 6nemli antidepresanlar olarak Onerilebilecegini gostermistir. EK olarak
depresyonun, biligsel anormallik ve nérodejenerasyon ile karakterize olan Alzheimer ve
Parkinson hastaliklari ile giiclii bir sekilde iliskili oldugu ortaya konmustur (Tusevski ve

ark., 2018).

Anti-enflamatuar ve Analjezik Ozellikleri; Yiizyillar once bitki bilimciler yaralari
tedavi etmek ve agriy1 hafifletmek igin HPL ekstrelerini onermislerdir (Foster, 2000;
Castleman, 2001). Sar1 kantaronun anti-enflamatuar ve yara iyilestirici 6zellikleri
sebebiyle halk arasinda geleneksel olarak kullanimi yaygindir; dermatit, dokuntler,
yaniklar, yaralarin topikal tedavisinde yararli oldugu bilinen bitkininkullanim1 igin en
populer preparat, bitkinin Ust kisimlarini bitkisel yag ile birlestirerek elde edilen sari

kantaron yagidir (Bombardelli ve Morazzoni, 1995; Schempp ve ark., 2002).

In vitro calismalar, HPL ekstraktlarmimn veya saf bilesenlerinin enflamatuar
reaksiyonlarda yer alan bazi olaylar1 inhibe ettigini gostermistir. Ozellikle, HPL
ozutlerinin serbest radikal Uretimine etki ettigi (Hunt ve ark., 2001) ve myeloperoksidaz
(Pabugcuoglu ve ark., 2003), siklooksijenaz-1, 5-lipoksijenaz (Albert ve ark.,
2002),siklooksijenaz-2 ve nitrikoksitsentaz (NOS) gibi enflamasyonla iliskili enzimleri
inhibe ettigi gosterilmistir. (Raso ve ark., 2002; Tedeschi ve ark., 2003). Bu faaliyetinin
yani sira; belirgin antimikrobiyal, antiviral, anti HIV / anti-AIDS ve antitimoral
aktivitelerine sahip oldugu bildirilmistir (Oztiirk ve ark., 2007). HPL bitkisinin farkli
bircok farmakolojik etkisi arastirllmistir ve aktivitelerin bir kismi flavonoidlere

atfedilmistir.
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1.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler; 0Ozellikle meyvelerde, sebzelerde yaygin olarak bulunan polifenolik
yapiya sahip 6nemli bir dogal tiriin sinifidir (Panche ve ark., 2016). Mevcut raporlar bu
ikincil metabolitlerin farmakolojik aktivitelerin ¢esitliliginden sorumlu oldugunu
gostermektedir (Mahomoodally ve ark., 2005). Flavonoidler, bir benzo-y-pirone
yapisina sahiptir ve mikrobiyal enfeksiyona cevap olarak bitkiler tarafindan sentezlenen
hidroksillenmis fenolik maddelerdir (Dixon ve ark., 1983). Flavonoidlerin faaliyetleri
yapilaria baghidir. Kimyasal yapilar1 ise yapisal siniflari, hidroksilasyon dereceleri,
diger ikamelerin konjugasyonlarin ve polimerizasyonlarin dereceleri ile ilskilidir (Kelly
ve ark., 2002). Son donemde flavonoidlere olan ilgi, bu polifenolik bilesiklerin
antioksidan faaliyetlerinden kaynaklanan potansiyel saglik yararlar1 sebebi ile artmistir.
Bu bilesiklerin fonksiyonel hidroksil gruplari serbest radikalleri temizleyerek ve/veya

metal iyonlarini selatlayarak antioksidan etkilere aracilik eder (Kumar ve ark., 2013).

1.2.2.1. Flavonoidlerin yapis1 ve simflandirilmasi

Flavonoidler degisken fenolik yapiya sahip, bitkilerde bulunan bir grup dogal bilesiktir.
Simdiye kadar 4000'den fazla flavonoid ¢esidi tanimlanmistir (Lopez ve ark., 2001)

Sekil 1.3 Temel flavonoid halkas1 (Kumar ve ark., 2013)

Kimyasal olarak flavonoidler, heterosiklik bir piron halkasi (C) ile baglanmis iki benzen
halkasindan (A ve B) olusan on bes karbonlu bir iskelete dayanmaktadir. Genel yapilari
Tablo 1.3.'de gosterilmektedir. Flavonoidler C halkasiin oksidasyonu ve doymamislik
derecelerine gore alt gruplara ayrilirken, bir sinif i¢indeki tek tek bilesiklerde ise A ve B

halkalarinin ikame modelinde farklilik gosterir (Kumar ve ark., 2013).

Flavonoidler aglikonlar, glikozitler ve metillenmis tiirevler olarak ortaya ¢ikar. Temel

flavonoid yapist aglikondur, benzen halkasi ile yogunlastirilmig alt1 tiyeli halka ya o-
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pirondur ya da dihidro tdrevidir (Kumar ve ark., 2013). Yukseltgenme durumu g6z
Online alindiginda, halka yapist heterosiklik bir piran veya bir piron olabilir.
Heterosiklik piranlar, doymamis baglara sahip olmayan flavan-3-ol'lar1 veya 2 ¢ift bag
ile antosiyanidinleri icerir. Pironlar C4'te bir karbonil kalintis1 ile birlikte C2=C3 ¢ift
bagi ve C3’te bir hidroksil grubu igeriyorsa flavonol, yalnizca C2=C3 ¢ift bagi
iceriyorsa flavon, C2=C3 ¢ift bagini icermiyorsa flavanon, C2=C3 ¢ift bagina sahip
ancak B halkasinin C halkasina baglantis1i C2 yerine C3 konumundaysa izoflavon,
C3=C4 cift bag ve C4 yerine C3 konumunda karbonil grubu igeriyor ancak B halkasinin
baglantisi C4 konumundaysa neoflavonoid olarak adlandiriimaktadir (Costa ve ark.,
2012).

Sar1 kantaron bitkisi flavonoid bakimindan olduk¢a zengindir, %11,71 oraninda

ciceklerinde, %7,4 oraninda yaprak ve sap kisimlarindadir (Zou ve ark., 2004).

Tablo 1.2 Flavonoid Yapilar1 (Kumar ve ark., 2013)

Siniflari Yap1 Omurgasi Ornekler
o HO o | % -OH
HO [
Flavon | !
|
o OH O oH O
Luteolin Apigenin
o HO OH
H OH
I o HO 0.
HC
Flavonol | S O \
P OH
OH
8] oH O OH O
Quercetin Kaempferol
(o]
HO OH
| o o LY
HO o
HO O o ©/O \ o i
Flavanon m o
OH
o OH ¢
Hesperetin Naringenin
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OH OH
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Catechin Epicatechin

Neoflavonoid O O

Melanin

1.2.2.2. Flavonoidlerin farmakolojik 6zellikleri

Flavonoidler, sagliga yararli olan genis bir etki yelpazesine sahiptir ayrica gesitli
nutrasotik, farmasdtik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda vazgegilmez bilesenlerdir.
Bunun nedeni, temel hiicresel enzim fonksiyonlarimi modiile etme kapasiteleri ile
birlikte serbest radikal supiriicti 6zelligiyle glcli birer antioksidan olmalaridir (Pache
ve ark., 2016). [n vivo Ve in vitro olarak yapilan calismalar, flavonoidlerin antioksidan
aktivitelerinin  yam1  sira  anti-enflamatuar, antipiretik, antialerjik, antiulser,
antibakteriyel, antikanser, antiviral, antiprotozoal, antiplateletler, antiaterojenik
aktivitelere de sahip oldugunu ortaya koymustur (Xiao ve ark.,2016). Alzheimer
hastaligr (AD), damar sertlesmesi (ateroskleroz) gibi gesitli hastaliklarla iliskili ¢esitli

olumlu biyokimyasal etkileri vardir ayrica enflamasyondan sorumlu siklooksijenaz
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(COX) ve lipoksijenaz (LOX) gibi enzimler icin gucli inhibitdr olduklari
bilinmektedir(Pache ve ark., 2016). Bir¢ok farkli aktiviteye sahip olan flavanoidlerin
metal selatlama ve serbest radikal siipiirme yetenegi ile en iyi tamimlanan &zelligi

antioksidan etkisidir.

1.2.3. Antioksidan etki
1.2.3.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller insan viicudundaki normal metabolik islemler sirasinda ortaya ¢ikar
veya dis kaynaklardan elde edilir. Serbest radikaller, diger molekiiller ile kimyasal
reaksiyonlara giren kararsiz ve oldukga aktif eslesmemis elektronlu atomlar, molekuller
veya iyonlardir (Kostova ve ark., 2011; Altan ve ark., 2006). Biyolojik sistemde serbest
radikaller genellikle oksijen, azot ve kukirt iceren molekullerden turetilir. Bu serbest
radikaller; reaktif oksijen turleri (ROT), reaktif azot tlrleri (RNT) ve reaktif kikurt
tirleri (RST) olarak adlandirilan molekiil gruplarinin pargalaridir (Kostova ve ark.,
2011). ROT; superoksit anyon (O2), perhidroksil radikal (OOH"), hidroksil radikal
(HO"), alkoksil (RO, nitrik oksit (NO), hidrojen peroksit (H20,), singlet oksijen (*Oy),
hipoklorik asit (CIO) ve peroksinitrit (ONOO") gibi serbest radikalleri igerir (Zou ve
ark., 2004; Kostova ve ark., 2011). RNT; nitrik oksitten elde edilir. RST; ROT ile

reaksiyona girerek tiyollerden kolayca olusturulur.

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir (Altan ve ark., 2006):

1. Kovalent bag bulunduran normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar.
Boliinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir.

X: Yo X+Y-

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar.

X:Y->X"+Y"*

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

Ate-— A
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1.2.3.2. Oksidatif stres

ROT, hiicresel metabolizma ve fonksiyonel faaliyetler sirasinda diretilir ve hiicre
sinyallemesi, apoptoz, gen ekspresyonu ve iyon tasinmasinda 6énemli rol oynar. Bununla
birlikte asir1 miktarda ROT Uretimi proteinler, lipitler, RNA, DNA ve karbonhidratlar
dahil bir¢ok molekiil tizerinde ¢ok kiigiik ve c¢ok reaktif olduklari i¢in zararli etkilere
sebep olurlar (Kostova ve ark., 2011) Organizmada serbest radikallerin olusum hiz ile
bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge
olarak adlandirilir (Mladenovic ve ark., 2011). Oksidatif denge saglandigi siirece
organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda
artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diigme bu dengenin bozulmasina neden olur
(Altan ve ark., 2006). Eszamanli iyonik dengesizlik, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu ve kaspaz / kalpin kaskadlarinin aktivasyonu hiicreleri 6liime stirtikler.
‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan ve doku hasaria yol agan bu durum serbest radikal
olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizlik olarak
Ozetlenebilir (Altan ve ark., 2006; Kostova ve ark., 2011). Bozulan denge sonucu ortaya
cikan oksidatif stres inflamatuar hastalik, kardiyovaskiiler hastalik, kanser, diyabet,
Alzheimer hastalig1, katarakt, otizm ve yaslanma patojenezine 6nemli 6l¢iide katkida

bulunur (Kostova ve ark., 2011).

1.2.3.3.Antioksidan savunma sistemleri

Antioksidanlar, radikalin eslesmemis halini ortadan kaldirmak icin elektron kabul
ederek veya vererek serbest radikalleri etkisiz hale getiren molekdllerdir. Antioksidanlar
reaktif radikallerle dogrudan reaksiyona girip onlar1 yok edebilirken; nétralize ettikleri
radikallerden daha tehlikesiz, aktivitesi diisiik, uzun 6miirlii yeni serbest radikallere
dontigebilir (Kostova ve ark., 2011).

ROT’larmn iiretimini ve bunlarin hiicrelerde meydana getirdigi hasar1 dnlemek amaciyla
viicutta “antioksidan savunma sistemleri” olarak bilinen gesitli savunma mekanizmalar1

gelistirilmistir (Altan ve ark., 2006).
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Tablo 1.3 Antioksidan Savunma Sistemleri (Altan ve ark., 2006)

Supurici Enzimatik Sentetik Onleyici
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
Askorbik Asit Katalaz N-asetilsistein Transferrin

a-tokoferol Paraoksonaz Allopurinol Albimin
Tiyoller Superoksit dismutaz Probakol Seruloplazmin

Beta-karoten Glutatyon peroksidaz Penisilamin Ferritin
Urik Asit Deferoksamin

Flavonoidler Butil-Hidroksitoluen

Ko-enzim Q

Son yillarda, antioksidan iizerine yapilan arastirmalar hastaligin 6nlenmesi ve sagligin
tesviki ve gelistirilmesi konusundaki potansiyel faydasi nedeniyle g¢arpici bigimde

genislemistir (Kostova ve ark., 2011).

1.2.3.3. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi

Neredeyse her flavonoid grubu antioksidan go6revi gorme kapasitesine sahiptir.
Flavonlarin ve katesinlerin, viicudu reaktif oksijen tiirlerine kars1 korumak icin en giiclii
flavonoidler oldugu bildirilmistir (Panche ve ark., 2016). Flavonoidler serbest
radikallerin neden oldugu hasar1 ¢esitli sekillerde Onleyebilir ve bunlardan biri de
serbest radikallerin dogrudan temizlenmesidir. Flavonoidler, radikallerle oksitlenir ve
daha stabil, daha az reaktif bir radikal elde edilir, baska bir deyisle flavonoidler
radikalin reaktif bilesigi ile reaksiyona girerek reaktif oksijen tirlerini stabilize eder
(Korkina ve Afanasev, 1997). Epikatekin ve rutin gibi flavonoidlerin gucliu radikal
temizleyicileri oldugunu ve rutinin temizleme kabiliyetinin Ksantin oksidaz (XO)
enzimi Gzerindeki inhibe edici aktivitesinden kaynaklanabilecegini gdsteren ¢alismalar
mevcuttur (Kerry ve Abbey, 1997). ROT artisi endojen siipiiriicii bilesiklerin
tliketilmesine ve tukenmesine neden olur, flavonoidler ise endojen supirucu bilesiklere

destekleyici etkiye sahiptir (Panche ve ark., 2016).

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi, fonksiyonel gruplarin niikleer yapi ile ilgili
diizenlenisine baghdir. Yapilandirma, ikame ve toplam hidroksil gruplarinin sayisi,
radikal supurme ve metal iyonu kenetleme kabiliyeti gibi birgok antioksidan aktivite
mekanizmasini biiylk 0Olcude etkilemektedir (Kelly ve ark., 2002). B halkas1 hidroksil

konfigurasyonu ROT ve RNT 'nin temizlenmesinin en énemli belirleyicisidir ¢unki
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hidrojenini ve bir elektronunu hidroksil, peroksil ve peroksinit radikallerine bagislar,
stabilize eder ve nispeten stabil bir flavonoid radikali olusturur (Cao ve ark., 1997).
Diisiik redoks potansiyelleri nedeniyle flavonoidler (FI-OH), hidrojen atomu bagisiyla,
stperoksit, peroksil, alkoksil ve hidroksil radikalleri gibi ylksek oranda oksitleyici
serbest radikalleri (2.13-1.0V araliginda redoks potansiyelleri) azaltabilir (Sekil 1.4-a).
Metal iyonlarini (demir, bakir, vb.) selatlama kapasiteleri nedeniyle, flavonoidler ayrica
serbest radikal olusumunu da engeller. Ozellikle kuersetin, demir selatlayict
oOzellikleriyle iyi bilinmektedir ve iz metaller, flavonoid yapilarin farkli halkalarina
spesifik bir sekilde baglanir (sekil 1.4-b) (Kumar ve ark., 2013).

OH
. RH o
: OH \ /‘f" OH
Fl-OH F1-0°
o
B EH )
\ A | :
OH o | o )
\ / HO ' :
. \ w ‘Me™
‘Me™
(a) (bl

ekil 1.4 (a) ROT 'nin flavonoidler (FI-OH) ile temizlenmesi, (b) Me™ ’in metal
S

iyonunu gosterdigi iz metaller i¢in baglanma bolgeleri (Kumar ve ark., 2013)

B halkasindaki 3', 4 -katekol yapisi, lipit peroksidasyonunun inhibisyonunu kesin olarak
arttirir. Flavonoidlerin bu 6zelligi, onlart en etkili peroksil, siiperoksit ve peroksinit
radikal temizleyicileri haline getirir (Kelly ve ark., 2002). Epikatesin ve rutin gugcli
radikal temizleyicilerdir ve in vitro lipid peroksidasyon inhibitorleridir (Kerry ve
Abbey, 1997). Katekol grubuna sahip olan flavonoidlerin B halkasi iizerindeki
oksidasyon nedeniyle, kuvvetli temizleyiciler olan oldukga stabil bir semikinon radikal
olusur. Oksidasyonda katekol sistemi bulunmayan flavonlar, dengesiz radikallerin
olusumuna neden olur ve zayif siiplirme potansiyeli gosterir. A ve B halkalar1 arasindaki
birlesme, flavonoid radikaline kararlilik saglayan aromatik ¢ekirdegin rezonans etkisine

de izin verir (Kumar ve ark., 2013).
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1.2.4. Monoamin oksidaz (MAQO)

Monoamin oksidazlar (MAO; EC 1.4.3.4) primer, sekonder ve tersiyer aminlerin
oksidatif deaminasyonunu katalize eden, flavin-adenozin-dinukleotit (FAD) iceren,
noronal, glial ve diger hiicrelerde dis mitokondri zarinda bulunan enzimlerdir. 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP), diyet aminler (p-tiramin) ve hormonlar gibi
potansiyel toksik eksojen aminlerin metabolizmasinda rol oynarlar. Ayrica, seratonin
(5-HT), dopamin (DA), norepinefrin (NE) ve epinefrin (E) gibi monoamin
ndrotransmiterlerinin  konsantrasyonunu kontrol eder ve oksidatif deaminasyonunu
katalizler (Carrodori ve Ascenzio, 2014; Abdelhafez ve ark.,2013). Sonu¢ olarak,
reaksiyon aldehit veya hidrojen peroksit ya da amonyak uretir (Herraiz ve ark., 2017).

MAO’lar aminlerin karsilik gelen iminlere oksidasyonunu katalize eder ve oksitlenmis
iriinleri enzimatik olmayan sekilde ilgili aldehitler veya ketonlara hidrolize eder (Sekil
1.5). MAO reaksiyonunu iceren metabolik yol, indirgenen flavin kofaktdrinin
molekiiler oksijen tarafindan tekrar oksitlenmesi ve hidrojen peroksit c¢ikisi ile
tamamlanir. Ag¢iga ¢ikan hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol
acarak mitokondriyal hasara ve ndronlarin 6liimiine neden olabilir (Gaweska ve ark.,
2011).

FADoy FAD eq H,O NHj

H0, O,
Sekil 1.5 Reaksiyon kataliz mekanizmasi1 (Gaweska ve ark., 2011)

1.2.4.1.MAO-A ve MAO-B izoenzimleri

MAO enzimi MAO-A ve MAO-B olarak adlandirilan, farkli genlerden sentezlenen ve
yaklagik olarak % 70 oraninda benzer amino asit diziliminde olan iki fonksiyonel
izoenzime sahiptir ve enzimin bu iki formu substrat tercihi, inhibitor spesifikligi, doku

dagilimi, immiinolojik ozellikler ve amino asit dizilerindeki farkliliklar ile ayirt

edilebilir (Edmondson ve ark., 2004 ; Youdim ve ark., 2006 ; Abdelhafez ve ark., 2013).
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Sekil 1.6 a) MAO-A Enzimi (PDB kodu: 2Z5X) ve b) MAO-B Enzimi (PDB kodu:
2XFN) Kristal Yapilari

X kromozomunda (Xp11.23) bulunan ve her biri ayni intron-ekson organizasyonuna
sahip 15 ekzon igeren ayr1 genler tarafindan kodlanir. Cekirdek promotor bolgelerindeki
farkliliklar, baz1 hormonlarin degisken etkilerini ve MAOA — MAOB genlerinin farkli
ekspresyonunu agiklayabilir (Youdim ve ark., 2006). Her iki enzim de oksidatif olarak
dopamini deamine eder, MAO-A tercihen serotonin, epinefrin ve norepinefrini deamine
eder ve segici olarak Klorgilin ile inhibe edilir. MAO-B ise tercihen benzilamin ve b-
fenetilamini (PEA) metabolize eder ve secici olarak selegilin ve rasagilin tarafindan
inhibe edilir (Abdelhafez ve ark., 2013). MAO-A psikiyatrik durumlar ve depresyonla,
MAO-B ise Parkinson ve Alzheimer da dahil olmak Uzere nérodejeneratif hastaliklarla
iliskilendirilmektedir (Herraiz ve ark., 2017; Larit ve ark., 2018).

MAO-A ve MAO-B'nin substrat baglama bdlgeleri aromatik ve alifatik kalintilar ile
cevrili hidrofobik bir bolgedir. Dikkat ceken bir istisna, flavin kofaktorunin N5
atomunu da baglayan, bir su molekiilii ile de etkilesime giren korunmus lizindir (MAO-
B'de Lys296 ve MAO-A'da Lys305). MAO B'deki Tyr398 ve Tyr435, MAO A'daki
TyrdQ07 ve Tyrd44, kovalent olarak bagli inhibitorlerin ve substratlarin zit taraflarinda
bulunur ve ‘aromatik kafes' olusturarak bu kalintilarin mutasyonuna etki eder. Bu
tirozinlerin, substrati oksidasyona yonlendirmek veya niikleofilikligini artirarak amini
aktif hale getirmek igin 6nerildigi bilinmektedir (Akylz ve Erdem, 2007; Gaweska ve
ark., 2011).
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MAO-A ve MAO-B izozimlerinin kristal yapilar1 farklilik gosterir. MAO-B dimer
olarak kristallenirken, MAO-A monomer olarak kristallenir. Kristal yapilarda goriilen
bu farkliligin temeli MAO-A’daki lizin amino asidinin MAO-B’deki dimer ara
yuzeyindeki varhigidir. 151 nolu pozisyonunda bulunan lizin MAO-A’nin monomer
halinde kristallenmesine sebep olur (Youdim ve ark., 2006). Oldukga hidrofobik tek bir
substrat baglanma bolgesi iceren MAO-A’nin kisa ve genis bir substrat bosluguna sahip
olan aktif bolgesinin hacmi 550 A% tiir, aktif bolgesi dar ve uzun bir substrat bosluguna
sahip olan MAO-B’nin hacmi ise yaklasik olarak 700 A¥tir. MAO B'de, 'giris
boslugu' olarak adlandirilan daha kiigiik ek bir hidrofobik oyuk, ana substrat baglama
bolgesi arasina yerlesir ve protein yiizeyi; bir izolosin kalintisinin  (Ile199)
dondiiriilmesiyle iki oyugun 700 A%’ luk daha biiyiik bir bélge iginde kaynasmasima izin
verir. Bu yap1 ve hacim farklilig1 inhibitdr se¢ciminde etkili oldugu diistiniilmektedir.
MAO A'daki fenilalanin (Phe208), MAO B'nin izoldsini (I1e199) ile degisir. iki enzimin
substrat baglanma bolgelerindeki bir bagka fark MAO A'da Ile335'e karsilik MAO B'de
Tyr326'dir; bu tortular, iki enzimin substrat ve inhibitor segiciligine katkida bulunur

(Youdim ve ark., 2006; Gaweska ve ark., 2011).

Insan MAO-A ve MAO-B’sinin aktif bolgesinde 20 adet amino asit bulunmaktadir. Her
iki izoenzimde aktif bolgeyi olusturan bu amino asitlerden sadece 7 tanesi farklilik
goOstermektedir.Substrat spesifikligini etkileyen iki enzimin aktif bolgelerindeki kalinti
farkliliklarin1 vurgulamak ve iki enzimde korunmus goriinen substratavite olusturma
dongiisiinii daha iyi tanimlamak igin iki izozim st iiste gatistirilip renklendirilerek
gosterilmistir (Sekill.7). MAO-B izozimi mavi renk ile, MAO-A izozimi gri renk ile,
inhibitdr olan isatin yesil renk ile, flavin kofaktorii ise sar1 renk ile gosterilmistir. MAO
B kalintilart (Ile199 ve Tyr326) kirmizi, MAO A kalintilar1 (Phe208 ve 11e335) turuncu
renktedir (Gaweska ve ark., 2011; Edmonson ve ark., 2004).
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Phe208

l1e199 ol

Sekil 1.7MAO Ave MAO B substrat baglama bdlgelerinin yerlesimi (Gaweska ve ark.,
2011)

1.2.4.2. FAD yapisi

Hem MAO-A hem de MAO-B, kataliz icin kesinlikle gerekli olan tek redoks kofaktori
olarak kovalent bagli FAD igerir, yapis1 Sekil 1.8’de verilmistir. Flavin'in her iki enzime
kovalent baglanma bolgesi, bir sisteinil kalintis1 ve izoalloksazin halkasinin 8a-metilen
arasindaki tiyoeter bagi iizerinden ilerler. Sistein kaynakli distlfit bagi MAO-B'de
Cys397, MAO-A'da Cys406 kalintis1 ile iligilidir. Her iki enzimde bu kovalent
baglanma bolgesi molekiilin C terminal kismina dogru uzanir. Karboksil terminal
boélgesinin (kalint1 461-520), 27 nolu kalintisinin bir membran a-sarmalindan membran

baglama bolgesi oldugu tahmin edilmektedir (Edmondson ve ark., 2004).
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Sekil 1.8 MAO enzimindeki kovalent bagli FAD yapis1 (Edmonson ve ark., 2004)
1.2.4.4.MAO’nun aminleri oksitleme mekanizmalar:

Flavin kofaktorunin bir veya iki elektronu kabul etme Kkabiliyeti nedeniyle,
elektronlarin substrattan kofaktore aktarilmasi i¢in birka¢ mekanizma onerilmistir (Sekil
1.8). Tek elektron transfer mekanizmasi (Sekil 1.9A), daha sonra bir hidrojen atomu
esdegerinin transferiyle birlikte, semikuinon (iki oksijen atomundan birinin iyonize
edildigi veya bir hidrojen atomuna bagli oldugu bir kinondan tiiretilmis bir bilesik)
flavin ve aminium katyon radikal ara maddelerin olusumunu igerir (Silverman ve ark.,
1980). Substrat a-karbondan flavine direkt olarak veya flavin olmayan bir radikal
yoluyla dogrudan hidrojen atomu transferi (Sekil 1.9B) substrat oksidasyonu igin bir
baska olasi mekanizmadir (Edmondson, 1995). Substratin amino grubunun flavinin
C4a'sina saldirdigi, kovalent bir ara madde olusturan, ardindan bir aktif bdlge bazi
tarafindan proton soyutlamasini yapan niikleofilik mekanizmanin (Sekil 1.9C)
varyasyonlar1 da Onerilmistir (Kim ve ark., 1993; Erdem ve ark., 2006; Atalay ve
Erdem, 2013). Son olarak, reaksiyon substrattan flavin'e dogrudan hidrur transferi (Sekil
1.9D) ile gergeklesebilecegi belirtilmistir (Fitzpatrick, 2010; Akylz ve Erdem, 2013;
Cakir ve ark., 2016)
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Sekil 1.9MAO enzim ailesi tarafindan amin oksidasyonu igin Onerilen mekanizmalar
(Gaweska ve ark., 2011)

1.2.5 Siklooksijenaz (COX)

Siklooksijenaz (COX, EC 1.14.99.1) prostaglandin endoperoksit sentaz (PTGS) olarak
bilinen, prostasiklin ve tromboksan gibi prostaglandinler dahil olmak (zere
prostanoidlerin  6nclisu  olan arasidonik asidin prostaglandin H2'ye (PGH2)
doniistimiinden sorumlu bir membran enzimidir (Rouzer and Marnett 2009; Chubb ve

ark., 2006). Bu lipit aracilari, mitojenez, ates olusumu, agri tepkisi, lenfosit kemotaksisi,
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dogurganlik ve vazokonstriksiyon (damar blzulmesi) ve vazodilatasyon (damar
genislemesi) gibi celiskili uyaranlarin yani sira, trombosit toplanmasi ve durmasi gibi
normal fizyolojide de gorevlidir. COX enzimi; iltihap, kolon, akciger ve meme kanseri,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligina ek olarak ateroskleroz (damar sertligi),
tromboz (piht1 kaynakli damar tikanmasi), miyokard enfarktust (kalp krizi) ve inme
dahil olmak tizere ¢ok sayida kardiyovaskiiler hastaligin patolojisinde yer almaktadir
(Chubb ve ark., 2006). "Prostaglandin sentaz (PHS)", "Prostaglandin sentetaz (PHS)"
isimleri hala kullanilan eski terimleridir. Bu proteinler ailesi tipta "COX" kok sembolii
olarak karsimiza c¢ikarken, genetikte "PTGS" kokii kullanilmaktadir (Rouzer ve
Marnett, 2009).

1.2.5.1. COX-1 ve COX-2 izozimleri

COX-1 enzimi 1970’lerde ilk defa sigir vezikiler bezlerinden saflagtirilmistir. PGHS-1
geni tarafindan kodlanan 574 amino aside sahip olan COX-lenzimi kesfedildikten
sonra 1991 yilinda PGHS-2 geni tarafindan kodlanan 587 aminoaside sahip COX-2
formu kesfedilmis (Sekil 1.9) ve her iki form icgin bir¢cok biyokimyasal g¢alisma
yapilmistir (Rouzer and Marnett, 2009; Smith ve Murphy 2016). Bilinen 3 izozimden
COX-1 ve COX-2 insanda islevseldir, bir de PTGS1 (COX1) geni tarafindan kodlanan,
ancak insanlarda islevsel olmayan COX-3 enzimi mevcuttur (Rouzer and Marnett
2009). Ayni tiirden PGHS-1 ve PGHS-2, % 60 oraninda 6zdes olan amino asit dizilerine
sahiptir. Izoformlar arasindaki ana dizi farkliliklari, sinyal peptitlerinde ve membran

baglama alanlarindadir (Smith ve Murphy, 2016).

Sekil 1.10a) COX-1 Enzimi (PDB kodu: 1Q4G) ve b) COX-2 Enzimi (PDB Kodu:
3L1IN)
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[zozim COX-1, ¢ogu dokularda yapisal olarak ifade edilir ve trombosit agregasyonu ve
mide-barsak yolu ile bobregin homeostazi gibi fizyolojik islevlerinin diizenlenmesinde
yer alir. Buna karsilik ikinci izoform olan COX-2 ise indiiklenebilir. Saglikli insanda
neredeyse tespit edilemeyen sitokinler, biyime faktorleri, timor destekleyici ajanlar,
bakteriyel endotoksin gibi pro-inflamatuar uyaranlara yanit olarak enflamatuar
hiicrelerde COX-2'nin ekspresyonu hizla indiiklenir. Ozetle COX-1, enflamasyon
streclerine katkida bulunabilirken, COX-2, birka¢ doku ve organda yapisal olarak
eksprese edilebilir (Charlier ve Michaux, 2003).

Her ne kadar PGHS-1 ve PGHS-2 integral membran proteinleri olsa da, membranlarla
etkilesimleri tipik transmembran heliksleri igermez. Bunun yerine, kristal yapilarin ve
membran alani etiketleme calismalarinin analizi, COX’larin membran ¢ift tabakanin
sadece bir yiizeyi ile monotopik olarak etkilesime girdigini ortaya koymustur (Smith ve
ark, 2011). Etkilesim, membran baglayici alanda mevcut olan dort kisa amfipatik a-
heliksi icerir. Bu helikslerin bir yiizeyinde yer alan hidrofobik artiklarin yan zincirleri,

COX’lar1t membrana birlestirir ve tutturur (Smith ve Murphy, 2016).

Deterjanla ¢oziinen PGHS'lerin her ikisi de tiim kristal yapilarda goriilen ve yaklagik 72
kDa'lik alt birim molekiiler kiitlelere sahip homodimerlerdir. Her iki izoform, bir
protoporfirin IX prostetik grubu iceren hemoproteinlerdir (Smith ve Murphy; 2016). ve
protein katlanmasini kolaylastiran {i¢ yliksek mannoz oligosakkariti icerir sadece COX-
2'de enzimin bozunmasini diizenleyen dordiincii bir oligosakkarit bulunur (Rouzer ve
Marnett, 2009). Dimerin her bir alt birimi U¢ ana katlanma alanindan; yaklasik 50 amino
asitlik bir N-terminal epidermal biiyiime faktorii benzeri bolge (kalint1 34-72), membran
baglama bolgesi olarak gbrev yapan yaklasik 70 amino asit i¢eren bir bitisik bdlgeden
(kalint1 73- 116) ve hem prostetik grubunun her iki tarafinda siklooksijenaz ve
peroksidaz aktif bolgelerini iceren bir C-terminal kiiresel katalitik bolgesinden olusur
(Rouzer ve Marnett 2009; Smith ve Murphy, 2016).

Her iki izozimde oldukca benzer olan COX aktif bolgesi, membran baglama
bolgesinden katalitik alanin g¢ekirdegine uzanan, uzun dar hidrofobik kanaldan olusur
(Sekil 1.11a). Arasidonat baglanma bdlgesi, kanalin iist yarisinda Arg-120'den Tyr-
385'e kadar bulunur. Kanalin ortasina yerlestirilen Ser-530 ise ligand ile asetilasyon

alanidir (Charlier ve Michaux, 2003). COX-1'in aspirin ile asetilasyon bolgesi olan Ser-
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530, Sekil 1.11b'de COX aktif bolgesi icerisinde gosterilmistir. Aynt zamanda, AA'nin
karboksilat grubu i¢in karsi iyon veya hidrojen baglanma ortagi olarak gorev yapan

Arg-120'nin guanidino grubu da gosterilmistir (Smith ve Murphy, 2016).
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Sekil 1.11a) COX-2 aktif bolgesi ve sematik temsili (Charlier ve Michaux; 2003) ve b)
COX-1 siklooksijenaz ve peroksidaz aktif bolgelerinin modeli (Smith ve Murphy,
2016).

Benzerliklerine ragmen, COX-2 aktif bolgesi yaklasik % 20 daha biiyiiktiir ve COX-
1'den biraz farkli bir sekle sahiptir. Bu boyut ve sekil farkliliklar1 esas olarak aminoasit
dizisindeki iki degisiklikten kaynaklanmaktadir. COX-1 de lle-523, COX-2'deki bir
valin ile degismistir. Bu fark, ana kanaldan kii¢lik bir hidrofilik yan cep acar ve COX-2
aktif alanin hacmini 6nemli 6l¢iide artirir. Bu cebe erisim, COX-1'de lle-523'Un uzun
yan zinciri tarafindan sterik olarak engellenir. Buna ek olarak, COX-2' deki bir valin
icin lle-434"in degisimi, bir komsu Phe-518 tortusunun alandan ¢ikisina izin vererek
yan bosluga daha fazla erisimi miimkiin kilar (Charlier ve Michaux, 2003). Iki izoform
arasindaki bir bagka temel aminoasit farki COX-2'nin yan cebinde, COX-1'deki His-513
yerine polar kisimlarla etkilesime girebilen bir arginindir ve bu fark ligand baglama
bolgesinin seklini degistirmez, bunun yerine kimyasal ortamini degistirir (Loll ve ark.,
1995).

1.2.5.2. COX mekanizmasi

Siklooksijenaz enziminin iki farkl katalitik aktivitesi vardir:
1. Siklooksijenaz aktivitesi: Arasidonik asidi (AA) hidroperoksi-endoperoksit PGG2'ye
oksitler.
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2. Peroksidaz aktivitesi: PGG2'yi hidroksi-endoperoksit PGH2'ye indirger.

Daha sonra, kararsiz PGH2 dokuya 6zgli farkli sentezler ve izomerazlar tarafindan
prostanoidlere doniistiiriiliir (Sekil 1.12). Prostanoidler, prostaglandinleri (PGD2, PGE2
ve PGF2a), prostasiklin (PGI2) ve tromboksan A2'yi (TXA2) icerir (Charlier ve
Michaux, 2003).
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Sekil 1.12 COX metabolik yolu

COX'in galigmasi igin bir hidroperoksitin peroksidaz aktif bolgesinde bulunan hem
prostetik grubunu bir okso-ferif hem radikal katyonuna oksitlemesi gerekmektedir. Bu
oksitlenmis hem ara maddesi, COX aktif bolgesinde bulunan Tyr-385'ten bir elektronu
soyutlar. Elde edilen Tyr-385 tirosil radikali, COX reaksiyonunu baslatan 13-pro-S
hidrojeni AA'dan soyutlar. COX reaksiyonu basladiginda, yeni olusan PGG2 aktive
edici hidroperoksitin kaynagi olarak gorev yapabilir. PGG2 olusumundan once,
iltihaplanma sirasinda olusan hidroperoksitleri ve peroksinit, hem oksidasyonunu ve

COX katalizini baslatmaya yarar (Smith ve Murphy, 2016).

Peroksidaz aktif bélgesi, sig bir yarigin tabaninda konumlandirilmis hem'den olusur ve
proteinin membrana baglanma bdlgesinin karsi tarafindadir. Bu yapi, yarigin bir
kisminin izerinde bir kubbe olusturan birkag¢ hidrofobikamino asit kiimesinin disinda,
hem’e 6nemli 6l¢iide ¢oziicii erisimi saglar. Aktif alanin yapisi, ¢ok ¢esitli birincil ve

ikincil organik hidroperoksitleri azaltan COX peroksidazin sert substrat spesifitesini
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aciklamaya yardimci olur. Hidrofobik kubbe, peroksidazin H>O» Uzerindeki organik
peroksitler i¢in tercihini agikliyor gibi goriinse de, kubbe kalintilarinin alanine
mutasyonu peroksidaz aktivitesi veya substrat spesifikligi lizerinde ¢ok az etkiye

sahiptir (Rouzer ve Marnett, 2009).

Siklooksijenaz aktif bolgesi,membran baglanma alanindan kaynaklanan L-seklindeki
bir kanalin st kisminda bulunan peroksidaz aktif bélgesinin karsi tarafinda yer alan
Hem bolgesine kadar uzanir. Substratlarin veya inhibitorlerin daha derine gecebilmesi
icin kanalin agzi, 6nce blyuk bir hacimle baglayip gittikge daralir. Daralmanin {izerinde
kanal, neredeyse dik acili ve dar terminale dogru biikiilmiis hidrofobik kalintilar ile
cevrelenmistir. Arasidonik asit siklooksijenaz aktif bolgesine baglandiginda, kanalin dar
ucundaki karboksil grubu ve v-metil grubuna dogru uzanir. Bu siklooksijenaz
reaksiyonu igin kritik bir katalitik aminoasit olan Tyr-385'e yakin kanalin biikiildigii
yerdeki AA karbon-13'U gosterir (Rouzer ve Marnett, 2009).

@ AN SN
\ — )

COH
SEKIL 1.13 Arasidonik asit ve iki oksijen molekiliiniin PGG2'ye déniisiimiinii

gosteren siklooksijenaz reaksiyonu igin mekanizma (Smith ve Murphy, 2016)

COX reaksiyonundaki ilk adim, 13-pro-S hidrojenin AA'dan stereospesifik
cikarilmasidir. Sekil 1.13'de gosterildigi gibi, bir AA molekiili COX aktif bolgesinde
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C-9'daki karbon zincirinde bir bikulme ile yonlendirilir. 13-pro-S hidrojenin
soyutlanmasi ve ardindan izomerizasyon, C-11'de karbon merkezli bir radikalin
olusmasina ve C-11'de molekiiler oksijenin, hidrojen soyutlamaninkinden zit taraftan
salinmasina yol acar. Elde edilen 11-hidroperoksil radikali, C-9'daki ¢ift baga eklenir,
bu da bisiklik bir endoperoksit yapisina intramolekiiler yeniden diizenlemeye ve C-15'te
baska bir karbon merkezli radikal olusumuna yol agar. Bu radikal daha sonra bagka bir
oksijen molekull ile reaksiyona girer ve PGG2 liretmek i¢in indirgenir ve protonlanir.
PGG2'nin 15-hidroperoksil grubu, PGHS'lerin peroksidaz aktivitesi veya diger mevcut
hiicresel peroksidazlar tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda PGH2 veren bir alkole iki

elektron indirgemesine maruz kalir (Smith ve Murphy, 2016).

1.2.6. Lipooksijenaz (LOX)

Lipoksijenazlar (LOX, EC 1.13.11.-), regio ve stereospesifik olarak karsilik gelen
hidroperoksi tirevlerini tretmek icin 1,4 cis-pentadien kismi igeren poli doymamis yag
asitlerinin dioksijenasyonunu katalize eden, heme igermeyip sadece demir igeren
dioksijenaz enzimlerdir (Sadeghian ve Jabbari, 2015; Kuhn ve ark., 2014).
LOXlar,atmosferik oksijenin ikinci substrat olarak gorev yaptig1 reaksiyonda en az bir
1,4-pentadien sistemi igeren polenoik yag asitlerini karsilik gelen kiral hidroperoksi
tirevlerine dontstirir (Sekil 1.14) ve LOX yolunun ana drlnleri daha sonra

Iokotrienler, lipoksinler, hepoksilinler, eoksinler, ¢ozuculer, korinler igeren genis bir

dizi biyoaktif lipid arabulucusuna doniistirilir (Kuhn ve ark., 2014; Newcomer ve
Brash, 2015).

O, H
I L N
o R4 it OOH

Sekil 1.14 Lipoksijenaz Katalizinin basitlestirilmis semasi1 (Kuhn ve ark., 2014;

Newcomer ve Brash, 2015).

LOX enzimi, substrat yag asidi ve molekiiler oksijen arasinda bir serbest radikal

reaksiyonu baslatir, kontrol eder ve sonlandirir. LOX katalizi her zaman bir ¢ift cis gift
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bagi (CH = CH = CH2 = CH = CH) arasinda bir CH2 metilen ile bes karbonlu bir iinite
etrafinda merkezlenir. Hem-olmayan demir, reaksiyonu yag asidinin bir yiiziinde
stereoselektif H-soyutlamasi ile baslatir ve sonrasinda karsi ylizdeki oksijen reaksiyona
girer. Molekiiler oksijen, pentadienin (regiospesifiklik) bir ucunda veya diger ucunda R
veya S konfigiirasyonunda (stereospesifiklik) verilir. Yag asidinin O2 ile reaksiyonu
kovalent olarak tamamlanir (RH + O2 — ROOH) ve bu nedenle indirgeyici kofaktor
gerekmez (Newcomer ve Brash, 2015; Kuhn ve ark., 2014).

1.2.6.1. LOX izozimleri

Lipoksijenaz, yaklasik 100 yil once ilk olarak bitkilerde kesfedilmistir ve yakin
zamanda mercan, yosun, mantarlar ve bir dizi bakteride de tespit edilmistir. LOX siiper
ailesinin farkli iiyeleri prokaryotik, bitki, mantar, omurgasiz veya omurgali / memeli
hayvanlarinin tiimiinde ayn1 amino asitleri katalitik merkezde tutarak ortak bir yapisal
cevreyi paylasir (Kuhn ve ark., 2002; Neau ve ark., 2014; Glickman ve Klinman, 1996).
LOX tiirevli yag asidi hidroperoksitleri bitkilerde ugucu aldehitler ve jasmonatlar,
mantarlarda diol ve laktonlarve memelilerde lipoksinler ve lokotrienler halinde
metabolize edilebilir (Andreou ve Feussner, 2009). Bu molekuller, mantarlarda
mikotoksin iiretiminin ve yasam dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynarlar, bitkilerde
yag asidi donilislimiiniin ilk asamalarin1 katalize ederek ¢imlenmeye yardimci olur ve
yag asidi kaynakli yara tepkisi ve jasmonik asit gibi hasere engelleyici Uriinlerin
sentezine katilirlar (Glickman ve Klinman, 1996; Andreou ve Feussner, 2009; lvanov ve
ark., 2005). LOX enzim ailesi; epitelyal, endotelyal ve bagisiklik hiicreleri dahil olmak
lizere ¢ok sayida hiicre tipinde eksprese edilir ve cilt bariyeri olusumu, hiicre
farklilasmasi ve bagisiklik dahil romatoid artrit, iltihapli bagirsak hastaligi, tlseratif
kolit, astim, sedef hastalig1 ve alerjik rinit gibi bir¢ok enflamatuar hastalik ve alerjik
rahatsizligin 6nemli aracilari olarak kabul edilmistir (Kuhn ve ark., 2014; Snodglass ve
ark., 2019).

Tum memeli LOX'lar, iki bdolgeli bir yapiya katlanan tekli polipeptit zinCir
proteinleridir. Daha kulglk N-terminal alani, aktiviteyi diizenleyen ve membran
baglanmasini kolaylastiran birkac paralel ve anti-paralel tabakadan (sheet) olusur. C-
terminal katalitik alan1 birka¢ sarmaldan olusur ve varsayilan substrat baglama cebinde

lokalize olan hem-olmayan katalitik demiri igerir (Kuhn ve ark., 2014; Snodglass ve
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ark., 2019). Memeli LOX enzimlerinin genel yapist benzer gibi goriinse de her
izoformun substrat 6zgiilliigli gibi benzersiz 6zellikleri vardir. Cogu durumda, yap1
substrat boslugunun sekline ve histidin kalintilarinin koordinasyonuna veya katalitik

merkezdeki demir atomuna baglidir (Mashima ve Okuyama, 2015).

Insan genomu, her biri farkli LOX izoformunu kodlayan alt1 fonksiyonel LOX genini
(ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOXE3, ALOX5) icerir. Kromozom
10 ile eslestirilen ALOXS5 geni disinda diger tiim LOX genleri kromozom 17 {lizerindeki
bir ortak gen kiimesinde lokalize olmustur (Snodglass ve ark., 2019; Kuhn ve ark.,
2014). Simdiye kadar, AA oksijenasyonunun konumsal Ozelliklerine gore
siiflandirilmis insanlarda islevsel {i¢ ana izozim gézlemlenmistir: AA'nin C-5, -12 ve -
15 konumlarindaki 5-, 12- ve 15-LOX O: eklenmesiyle, sirasiyla ve 5-, 12- ve 15-
HPETE (hidroperoksi-eikosatetraenoik asit) tretir (Charlier ve Michaux, 2003). 5-, 12
ve 15-LOX arasinda yaklasik % 60 oraninda bir dizi benzerligi vardir ve her insan
lipoksijenaz1 bitki lipoksijenazlarina yaklasik % 25 oraninda 6zdestir (Ford-Hutchinson
ve ark., 1994).

Lipoksijenazlar biyolojik fonksiyonlarini ii¢ farkli mekanik senaryo ile gdsterebilirler.
Temelde fonksiyonel fenotipini diizenleyen lipit mediatorlerinin olusumu yoluyla
biyolojik etkinliklerini sergilerler. Bununla birlikte, LOX islevselligini agiklamak igin

iki alternatif kavram ortaya konmustur:

i) Birkac LOX izoformu, kompleks ester lipitlerini ve hatta lipit-protein diizeneklerini
(biyo-zarlar, lipoproteinler) yapisal ve fonksiyonel parametrelerini degistirerek
oksitleyebilmektedir. Bu kavram, en azindan kismen eritropoez, epidermal farklilasma

ve aterogenezdeki farkli LOX izoformlariin rolleri i¢in uygulanabilir.

i) LOX'lar lipit peroksitleyici enzimlerdir ve lipit peroksitleri olusturarak hiicresel
redoks durumunu degistirirler. Hiicresel redoks dengesi, hiicre ¢ogalmasinin ve gen
ekspresyonunun 6nemli bir diizenleyicisi oldugundan, hiicre i¢ci LOX aktivitesi hiicre

islevselligini etkileyebilir.

LOX'ler, hiicresel redoks durumunu degistiren tek enzimler degildir, memeli

hiicrelerinde ¢ok sayida pro- ve oksidatif enzim vardir. Bununla birlikte LOX'Iin
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katalitik aktivitesi, hiicresel redoks homeostazina agik¢a katkida bulunur (Kuhn ve ark.,
2014).

Membran veniden yapilandirmasi
-Lipaprotein modifikasyonu

-Kovalent Baglar
Lipid-protein
komplekslerinin
modifikasyonu
lr/,...--" "---._‘\\I
( LOX
Biyoaktif lipid Hiicresel redoks
mediatirlerinin homeostazmin
olusumu modifikasyonu
-Likotrienler -Gen ifadesi
-Lipoksinler -Hiicre cogalmas
-Hepolsilinler -Farklilastirma

-Hidroksi yag asitleri

Sekil 1.15:Lipoksijenazlarin biyolojik islevi(Kuhn ve ark., 2014).
1.2.6.2. 5-Lipoksijenaz (5-LOX) ve 15-Lipoksijenaz-B (15-LOX-B) izoenzimleri

Insanda islevsel lipoksijenazlar arasindan en ©nemlisi arasidonat-5-lipoksijenazdir
(ALOX5), 3 boyutlu yapist Sekil 1.16de ki gibidir. Yaklasik 673 amino asit igeren 75-
80 kDa'lik bir monomerik protein olan 5-LOX, arasidonik asidin C5’ine saldirarak 5-
hidroperoksiyeikosatetraenoik asite (HPETE) doniisiir ve 16kotrienlerin biyosentezinden
sorumludur. insanda 5-LOX’a en yakin homolog 15-LOXB’dir (Kobe ve ark., 2014).

Ik olarak tavsan retikiilositlerinde fosfolipidleri ve biyomembranlari oksitleyebilen 15
LOX tanimlanmistir sonrasinda ikinci bir 15-LOX tipi insan sa¢i koklerinden
klonlanmigtir. Epidermis-tipi 15-LOX, 15 LOX-2 ya da 15-LOX-B olarak adlandirilan
bu enzim, retikilosit-tipi 15-LOX ile diisiik dereceli bir dizi homolojisini paylasir. 15-
LOX linoleik asidi iyi metabolize ederken, 15-LOX-B’nin arasidonik asidi ¢ok daha iyi
metabolize eder. Yaklasik 676 amino asit iceren ve tahmin edilen molekil agirligi 76
kDa’luk bir monomerik protein olan 15-LOX-B enzimi (Sekil 1.17), arasidonik asiti 15-
hidroperoksiyeikosatetraenoik aside (15-HPETE) dontstirir ve 15-HETE ya da
lipoksinlerin biyosentezinden sorumludur (Snodgrass ve ark., 2018; Kuhn ve ark., 2002;
Leone ve ark., 2007).

35



ALOX15 ¢ift reaksiyon Ozgiilligii sergilerken ALOXI15B, arasidonik asit
oksijenasyonunda tekil reaksiyon 6zgiinliigiinii gosterir. ALOX15 ve ALOX15B"in o-
6 serbest ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) substrat1 ile enzimatik aktivitesi Sekil
1.16°da gosterilmistir (Snodgrass ve ark.,2019; Kobe ve ark., 2014).

AA (wb)

ALOX15B
%7 %9

L2 HIELE 15-HETE 12-HETE

Sekill.16 Insan ALOX15 ve ALOXI15B'in reaksiyon spesifikligi (Snodgrass ve
ark.,2019)

Kristalografik verilere dayanarak farkli LOX enzimlerinin iki ayri birimden olusan
genel bir katlama modelini paylastigi bilinmektedir: C ile olan benzerligine gore
lipitlerle etkilesime girmesi Onerilen kiigiik bir N-terminali ve esasen a-helislerden
olusan daha buytk bir C-terminal katalitik domaini, ve katalitik heme-olmayan demir

atomlu aktif bolgeyi icerir (Charlier ve Michaux, 2003).

Sekil 1.17 5-LOX (PDB kodu: 308Y) Sekil 1.18 15-LOX-B (PDB kodu: 4NRE)

Demir aktif bolge metali (Sekil 1.19), ti¢ korunmus histidin yan zinciri ve ayrica C
terminalinin ana zincir karboksilat1 ile su veya hidroksit ligandi tarafindan koordine
edilen, bir hem olmayan demirdir (Andreou ve Feussner, 2009; Gilbert ve ark., 2011).
LOX yapilari, katalitik demiri konumlandiran amino asitlerin pentadieni molekiiler

oksijenden korudugu gibi bunun neden gerekli oldugunu Ongoren bir c¢evre saglar.
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Katalitik demiri yerinde tutan ve pentadieni saldir1 i¢in konumlandiran amino asitler,
hem aktif bolgeler i¢in ortaktir hem de degismeyen yiiksek oranda korunmus amino
asitlerden olusur. 15-LOX-2 aktif bdlgesinin  karboksil ucundaki bosluklar
karsilastirmak miimkiin degildir, ¢iinkii bu u¢ 5-LOX'ta Phel177 ve Tyrl81 tarafindan
sikica tikanmustir (Gilbert ve ark., 2011; Kobe ve ark., 2014).
T
A
lle Ogl‘:EAOH
NN | Ny
)_—_/ 0 \:Q
/KNHZ
Sekill1.19 Fe substrati (Andreou ve Feussner, 2009)
Diger izoformlarin aksine, 5-LOX ve 15-LOX-B kalsiyum ile aktive edilir. N-terminal
alan1 araciligiyla iki kalsiyum iyonunu geri doniisiimlii bir sekilde baglar. Bu enzim
ayrica Ca?" varliginda (kostimiilator etki) ATP tarafindan, lipit hidroperoksitleri ve

2* 'min hiicre ici hizi

fosfatidilkolin ile uyarilmaktadir. Hiicre aktive edildik¢e ve Ca
arttikga, hiicresel lokalizasyonundan bagimsiz olarak enzim niikleer zarfin yerini
degistirir. Daha sonra, aktive edici protein veya FLAP olarak adlandirilan 18 kDa'lik
kiiciik bir membran proteini ile etkilesime girer. Etki mekanizmasi hala belirsiz
kalmasina ragmen, bu proteinin AA substratini enzime aktardigi goériilmektedir, enzim
ve FLAP arasindaki bu etkilesim I6kotrien ve lipoksin biyosentezi icin ¢cok dnemlidir

(Kobe ve ark., 2014; Charlier ve Michaux, 2003).

15-LOX-2'de PLAT alan1 (Polisitin-1-lipoksijenaz a-toksin), birincisi (Ca-1) 39-44
amino asitlerinde sirayla bulunan iki belirgin Ca®" baglama bélgesi igerir. Ca-1'deki
Ca?*, Asp39 ve Glu44 ile Asn40 ve Gly42'nin ana zincir karbonilleri ve bir su moleklii
tarafindan koordine edilir. ikinci bdlge (Ca-2), Pro74-Ala86'da, yigilmis kisimlarim iki
tarafindan baglanan bir 12-amino asit halkasini stabilize ediyor gibi gériinmektedir. Bu
prolin agisindan zengin hidrofobik ilmek, zar baglanma alanindan 20 A'yi sa¢ tokasi
benzeri bir yapi1 olarak yansitir. Asp85 tarafindan koordine edilen Ca-2 bdlgesinin,
Ala86, Glyl5, Glyl7 ve bir su molekiiliiniin ana zincir karbonilleri, sa¢ tokasi

dongustnun C-terminal bolgesini tutturdugu goriilmektedir. 5-LOX, PLAT bolgelerinde

37



yiiksek oranda korunmus kalsiyum baglanma bdlgeleri icerir. Dizi homolojisi diisiik
olmasina ragmen, 15-LOX-2 Ca-1 ve Ca-2 baglanma sahalari, Ca**'ye bagli membran
baglanma sergileyen 5-LOX'unkilerle esdeger konumlardadir. Ca®" baglama sahalari,
katalitik bolgeye girisi barindiran uzun molekiiliin aym yiizii {izerinde PLAT alaninin

bir kenar1 boyunca konumlandirilir (Kobe ve ark., 2014).

1.2.6.3.5-LOX ve 15-LOX-B aktif bolgeleri

5-LOX ve 15-LOX-2 en yakin homologlar oldugundan ortak bir cerceveyi, ortak bir
katalitik cekirdegi ve ortak bir substrat1 paylasir.Iki enzim arasindaki en biiyiik fark, 5-
LOX boslugunun 2 atipik yerlesimi ile kapatilmasi, 15-LOX-2'de ise ¢oziiciiye acgik
olmasidir. Sekil 1.20°de iki enzimi karsilastirmak igin Ust liste ¢akisma goriintiisii

verilmigtir.

Sekil 1.20 15-LOX-2 ve 5-LOX'in {ist liste ¢akistirilmasi. 15-LOX-2 yesil ve 5-LOX
pembe olarak gosterilmistir (Kobe ve ark., 2014)

5-LOX'ta aktif bolgesi, hem degismeyen hem de 5-LOX'a 6zgii amino asitlerle kaplh
toplu ¢oziiciiye agik erisimi olmayan uzun bir oyuktur. Losin 368, 373, 414, 607 ve
11e406 tim AA metabolize edici lipoksijenazlarda korunur ve pentadienin kataliz igin
konumlandirilmasi gereken bolgeyi saran yapisal olarak benzer bir dallanmis hidrofobik
yan zincir olusturur. Tyr181, Ala603, Ala606, His600 ve Thr364, 5-LOX sekanslarina
Ozgudir ve Ala603 ve Ala606'nin kiigiik yan zincirlerinin Phel77 ile birlikte bir
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ucundaki boslugu doldurmasi Tyr181'in konformasyonu igin gerekli gorulmektedir. Bu
durum FY (Phe ve Thr) tikaci olarak nitelendirilir. Tyrl81 amino asidi Ala603 ile van
derWaals etkilesimi yapar ve hem Ala603 hem de Ala606'nin kii¢iik yan zincirleri her
iki hacimli aromatiklerin (Phel77 ve Tyrl81) co6ziiciden korunabilecekleri boslukta
kalmalarina izin verilir. 5-LOX-spesifik bir aminoasit olan Trp599 FY tikacini sabitler.
Asn407 ve His432 ayrica aktif bolgeyi tanimlamaya yardimci olan amino asitlerdir. Bu
tikag aktif bolge boslugunu kaplayan ve aksi halde acik bir U sekilli bolgeyi tikayan
hacimli, aromatik amino asitlere katkida bulunan bir "kirik" sarmal olarak 5-LOX’a
0zgu olarak gozlenmistir. 15-LOX-B gibi tipa edilmemis LOX'lar, aktif bolge giriginde
aromatik halkalar1 barindirabilir.Belirleyici faktoriin, helezon a2'de aromatik bir amino
asit olmadigini, ancak o2'nin, aromatik yan zincirlerin bosluk girigsine yakin olacak
sekilde "kirilmig" olup olmadigini gosterebilir (Newcomer ve Brash, 2015; Gilbert ve
ark., 2011).

Sekil 1.215-LOX'un 3 boyutlu yapisinin gosterimi (Gilbert ve ark.,2011)

Sekil 1.21°deki goriinimde, enzimin dikey ¢izgi etrafindaki 180° dondirmeyle
birbirinden farklidir. N-terminali C2 benzeri etki alan1 koyu gri ve katalitik etki alani
acik gri renktedir. Ayirt edici kemerli sarmal mavi renkte ve a2 heliks sarmal kirmizidir.
I¢ bosluk pembe renktedir ve Fe turuncu kiire seklindedir. (B) Kemerli sarmal ve a2
heliks sarmalin (A) 'daki kirmizi okla gdosterilen perspektiften bakildiginda aktif
bolgeyle iligkisinin detayidir. Cubuk olusturmada, kemerli sarmalin amino asitleri 406,
414, 420 ve 421 ve o2 heliks sarmal 'de Phel77 ve Tyrl181 (saydam yiizey isleme ile)
gosterilmektedir. Phel77 ve Tyr181 amino asitleri, bosluga erisimi engeller. Ile673'tin C
terminalinin donmus porta yakinligi agiktir (Gilbert ve ark., 2011).
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Sekil 1.22 15-LOX-B aktif bolgesi (A) ve aktif bolge amino asitleri (B)(Gilbert ve ark.,
2011)

15-LOX-B aktif bolgesinde ligandlar, boslukta U-sekilli bir konformasyonda oturur ve
Sekil 1.22°de goriindiigi gibi hidrofobik amino asitlerin yan zincirleri ile cevrilidir. "U"
tabaninin proksimalinde, degismez histidinler 373, 378 ve 553 tarafindan yerinde
tutulan katalitik demir bulunur. 5-LOX ve 15-LOX-B izoenzimlerinin aktif bolgeleri
birbirinden oldukg¢a farklidir ve bu durum izoforma 6zgii spesifik inhibitér se¢imi i¢in

yol gosterici olacaktir (Kobe ve ark., 2014).

1.2.6.4. 5-LOX ve 15-LOX-B mekanizmasi

LOX reaksiyonunun ayrintili mekanizmasi hala tartigmalidir, ancak radikal dogas1 genel

olarak tlizerinde anlasmaya varilmistir. Ardisik tic adimdan olusur:

1. 1ki kat allel metilen grubundan stereo-secici hidrojen soyutlama,
2. Radikal yeniden duzenleme ve
3. Molekiiler oksijenin stereo-spesifik olarak yerlestirilmesi ve hidroperoksi radikal

ara lirlinliniin karsilik gelen anyona indirgenmesi (Charlier ve Michaux, 2003).
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Sekil 1.23 5-LOX ve 15-LOX-B metabolik yolu (Weinberg ve ark., 2015)
Sekill.23’deki arasidonik asidin 5-LOX etkisiyle l6kotrienlere biyosentezinde, 5-
HPETE vermek iizere AA'nin C-5'te oksidasyonu ve bu hidroperoksidin daha sonra
dehidrasyonunu takiben ana ara iiriin LTA4 olusumu seklindedir (Sekil 1.17). Mevcut
enzimlere bagli olarak, bu olduk¢a dengesiz epoksit ya LTA4 hidrolaz tarafindan
dihidroksi asit LTB4 i¢inde enzimatik hidrolize olabilir ya da LTC4 sentaz tarafindan
LTC4 olusturmak i¢in glutatyon ile konjuge edilebilir. Bu son bilesik, sirasiyla bir
glutamil transferaz ve spesifik bir dipeptidazin etkisiyle, glutamik asit ve glisinin art
arda atilmasiyla LTD4 ve LTE4'e metabolize edilebilir. Bu bilesiklere (LTC4, D4 ve
E4) toplu olarak sisteinil veya peptido-LT'ler denir (Charlier ve Michaux, 2003).

Sekil 1.22’de goriildiigii gibi 15-LOX etkisiyle 15-HPETE urund vermek Uzere
aragidonik asidin C-15’te oksidasyonu anti-enflamatuar etkiler uygulayan lipoksinlerin
(lipoksinA4 (LXAA4), lipoksin B4(LXB4)) olusumuna yol agan bir dizi reaksiyonun ilk
adimidir (Weinberg ve ark., 2015; Snodglass ve ark., 2019; Leone ve ark., 2007).
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ALOX enzimatik aktivitesi doku dagilim1 ve hiicre tipi ile diizenlenir. ALOX15B deri
ve diger epitel hiicrelerinde ifade edilirken, ALOXS5 hematopoietik / bagisiklik
hlcrelerinde ifade edilir. Ateroskleroz, néronal bozukluk, bagisiklik modiilasyonu, cilt

hastaliklar1 ve epitelin korunmasinda rol oynarlar (Mashima ve Okuyama, 2015).
LOX reaksiyonunun katalitik dongiisii, ardisik dort temel reaksiyonu igerir:

1. Karbon merkezli bir yag asiti kokiinii olusturan bir bisalilik metilenden hidrojen
soyutlamasi,

2. Yag asiti kokiiniin yeniden diizenlenmesi,
Molekiiler dioksijeni olusturucu oksijen merkezli bir peroksi radikali,

4. Hidroperoksi radikaline karsilik gelen anyona indirgenmesi.

Hidrojen soyutlamasi, katalitik dongiiniin hiz sinirlayici adimi olarak goriinmektedir ve
bu temel reaksiyon hidrojen tunelini igermektedir. Dolayisiyla, LOX'lar kuantum
kimyasal enzimler olarak kabul edilebilir ve reaksiyon mekanizmalarinin bazi yonleri

geleneksel termodinamik kullanilarak yeterince agiklanamaz (Kuhn ve ark., 2014).

1.2.7. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimmi

Bilgisayar destekli ilag tasarimi (CADD: Computer Aided Drug Design), terapotik
olarak dnemli kiigiik molekiillerin gelistirilmesinde biiyiik rol oynamistir. Ilag adayi
olabilecek bir Oncii bilesigin sentezlenmesi zaman ve maliyet gerektirir, dncesinde
yapilacak olan ilag tasarimi ile atomik seviyede yapi-aktivite iligkisi (YAI) iireterek,
belirli bir molekilin bir hedefe baglanip baglanmadigi, eger baglaniyorsa baglanma
glictinii 6n gorip bu zaman ve maliyet kayiplari en aza indirilmektedir. Oncii bilesikler
ve biyolojik hedefleri arasindaki molekiilerinin etkilesim giicii hesaplarinda molekiiler
mekanik veya molekiiler dinamik kullanilir. Bu yontemler sayesinde Onerilen Oncii

bilesiklerin konformasyonunu tahmin etmek mimkundur (Macalino ve ark., 2015).

Tablo 1.4°de bilgisayar destekli ilag tasarimi igin temel adimlar verilmistir. Yap1 temelli
(structure-based) CADD, yeni ilag benzeri molekiiller i¢in etkilesim enerjilerini
hesaplamakta ilgili makro molekdiler hedefin protein yapisinin bilgisine dayanirken,
ligand temelli (ligand-based) CADD, bilinen benzer ve aktif olmayan molekillerin
bilgisini kimyasal benzerlik tahminine dayali, kantitatif yapi-aktivite iliskisinin

olusturulmasi yoluyla kullanir. Ligand temelli CADD’da farmakofor analizi ve
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kantitatif yapi-aktivite iliskileri (KYAI) gibi yaygin olarak kullanilan ligand bazli
yontemler one c¢ikmaktadir ve onceden bilinen aktif ligandlarla olan benzerligine /
farkliligina bagl olarak aktiviteyi ongérmek icin sadece ligand yapisinin bilinmesi
yeterlidir. Yapr temelli yontemlerin en bilinenleri ligand yerlestirme (Molekiiler
Doking) ve Molekiler Dinamik (MD) similasyonudur, hem hedef hem de ligand
yapilarinin bilinmesi zorunlu oldugundan yiiksek verimli tarama yapar. Yap: temelli
CADD genellikle hedef proteinin yiiksek ¢coziintirliiklii yapisal verilerinin, yani kolayca
kristallesebilen ¢oziiniir proteinler i¢in mevcut oldugu durumlarda tercih edilir ve
yapisal bilgi Protein Data Bank (PDB)’dan temin edilir. Eger aranan yap1
bulunamiyorsa, PDB'de bulunan ilgili yapilar1 kullanarak bir homoloji modeli
olusturmak miimkiin olabilir (Macalino ve ark., 2015; Khanna ve ark., 2018; Sliwoski
ve ark., 2013).

Tablo 1.4Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi Akis Diagrami

Hedef Belirleme

Hedef Yap Ligand Yapi Bilgisi
Doking MD Farmakofor Modelleme
De novo tasarim KYAI

Farmakofor Modelleme Ligand temelli sanal ekran

Oncii Bilesik Optimizasyonu

ilac Adayi

Bir tibbi iirlinlin hastalara ulagmasi i¢in ilag gelistirme siirecinin tamamlanmasi 8 yi1ldan
fazla zaman ve milyonlarca dolar yatirnm gerektirmektedir. Ayrica, her yil
laboratuvarlarda binlerce yeni ilag aday1 kesfedilmesine ragmen, klinik arastirmayi

yalnizca bir kac¢i tamamlayabilir ve ilag diizenleme kurumunun siki denetimini
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gecebilir. Bununla birlikte hesaplamali kimya ve bilgisayar destekli ilag tasarimi
(CADD) gibi teknolojik gelismeler, terapotik kesiflerin bazi sinirlayici faktorlerine de
hizl1 alternatif bir yol sunmaktadir. Ilag adaylarinin yapisimi incelemek ve biyolojik
aktivitesini tahmin etmek i¢in tibbi kimya tekniklerine “silico” alternatifini sunan
bilgisayar destekli ilag tasarimi (CADD), hem hiz hem de diisiik maliyet avantajlarina
sahiptir bu sebeple biyuk ila¢ endustrisinin vazgegilmez programi haline gelmistir (Roy
ve ark. 2015; Huang ve ark., 2010).

1.2.7.1. Molekiler doking

Doking, bir molekiiliin hedef makromolekiile (reseptdr) nonkovalent baglanarak kararl
bir kompleks olusturmasini, buna bagli molekiillerin uzayda tercih ettikleri pozisyonu,
aktif bolgede baglanmaya etki eden amino asitleri ve baglanma ilgilerini (afinitelerini)
tahmin ederek, ilgili terapotik yanitta altta yatan etki mekanizmasinin anlagilmasina
katkida bulunan reseptor-ligand baglanma dogasini incelemek i¢in kullanilan bir
molekiler modelleme yontemidir (Macalino ve ark., 2015; Roy ve ark., 2015; Khanna
ve ark., 2018; Taft ve ark., 2015). Molekuler doking ligand turiine gore; protein-ligand,
protein-niikleik asit, protein-protein olmak ftizere ii¢ temel sinifa ayrilir: Protein-ligand
doking, ligand-protein komplekslerinin serbest baglanma enerjisine klasik molekiiler
mekanik fonksiyonlarini kullanarak elektrostatik ve van der Waals etkilesimi ile
yaklagan, proteinleri potansiyel olarak inhibe edebilecek molekiilleri 6ngérmede basit
ve 1yl bir kaynaktir. Buna karsin proteinlerin esnek olmalari ve konformasyonel
alanlarinin oldukga genis olmasi sebebiyle protein-protein doking daha karmasiktir
(Roy ve ark., 2015; Taft ve ark., 2015).
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2. MATERYAL VE YOTEM

2.1. HPL Bitkisinin Ekstraksiyonu ve Kromatografik Yontemlerle Saflagtiriimasi
2.1.1. HPL bitkisinin ekstraksiyonu

Hypericum perforatum L. bitkisi Mersin-Silifke-Kavak Koy mevkii tarla ici ve yol
kenarindan 1450 m rakimdan ci¢ceklenme déneminde 2019 yili Haziran ayinda Sehbal
Kurtar tarafindan toplanmistir ve bitkinin teshisi Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitisii Farmasotik Botanik Anabilim dalindan Onur Altinbasak tarafindan
yapilmistir. Hypericum perforatum L. (sar1 kantaron) bitkisi herbaryum numarasi
ISTE117003tiir.

Bitkinin toprak dstii kisimlari golgede havadar bir ortamda demetler halinde
kurutulmustur. Kurutulan bitkisel materyal ufak parcalar halinde kesilmistir. 500 g toz
halindeki bitki materyaline Ustlini ortecek kadar %100 metanol eklenerek maserasyon
yontemi ile ekstre edilmistir. 2 gece maserasyonda siiresi ile bu islem 3 kez tekrarlanip
elde edilen tiim ekstreler vakum altinda yogunlastirilarak denemeler boyunca

buzdolabinda (+4°C) saklanmuistir.

2.1.2. HPL Bitkisinin kromatografik yontemlerle saflastirilmasi

Yiiksek oranda hidrokarbon igerdigini bildigimiz bitki materyalini bu yapidan
arindirmak i¢in kurutulan bitki ekstresinden petri kabma alinarak az miktarda
kloroformda ¢oziilerek elde edilen vizkoz karsima 2 spatul silika ilave edilerek ¢eker
ocak altinda kuruluga kadar kurutularak tiim ekstrenin silika tarafindan absorplamasi
saglanmigtir. %100 metanol ekstresi, absorban olarak silika jel kullanilan kolon
kromatografisi yonteminde mobil faz olarak kloroformdan baslayarak artan oranda (%2,
%4, %8...%100) etanol ile polaritesi arttirilarak eliie edilmistir. Benzer polaritedeki

yuriimeler Sekil 2.2°deki goriildiigili gibi tliplere toplanmistir.
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Sekil 2.2 Tuplere toplanan benzer polaritedeki 6rnekler

Ince tabaka kramotografisi (ITK) ile genellikle kloroform, etanol ya da kloroform-
etanol (farkli oranlarda) sistemler kullanilarak yiirlitme islemi yapilmistir. GOriiniir 151k
ve UV lambada (254 nm) fraksiyonlar izlenmistir ve benzer olanlar birlestirilip daha

kiiglik kolon kullanilarak ayirim yapilmigtir.
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Sekil 2.3 ITK sonucu UV lambada izlenen fraksiyonlarin goriintiisii
Kaba ayrimi gergeklestirilen fraksiyonlar ITK sonuglarina gore birlestirilip her bir
fraksiyona, saf maddelerin izolasyonu icin preperatif ITK uygulanmistir. Benzer

fraksiyonlar ile preperatif ITK isleminde 6rnek ekiminin UV lambadaki gériintiisii Sekil

2.4°de gosterildigi gibidir. Gerektiginde bu islemler birkag¢ kez tekrarlanmistir.

Sekil 2.4 Preperatif ITK ile saf madde izolasyonu
ITK sonucunda saf olarak izole edilen sekonder metabolitlerin yap1 tayinlerinde UV-

Vis, Floresans, FT-IR, ve H NMR spektroskopik ydntemlerinden yararlanilmustir.
2.2.Antioksidan Aktivitenin Tayini

2.2.1. DPPH serbest radikali giderme aktivitesi tayini

Bu yontem dogal ekstraktlarin antioksidan kapasitesini 6l¢gmede sik kullanilan bir
metottur ve yontem icin gerekli kimyasal, ticari olarak elde edilebilen, DPPH (2,2-
difenil-1- pikrilhidrazil) stabil organik nitrojen radikalidir.

2.2.1.1. Kullanilan ¢6zeltiler

DPPH ¢ozeltisi: 0,00392 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 100 mL’lik balon jojeye
konularak metanol ile hacme tamamlanmistir. Her tayin oncesi ¢Ozelti taze olarak
hazirlanip tayin siiresince karanlik ve soguk ortamda bekletilmistir.

Standart ¢ozelti: Standart olarak askorbik asit ve troloks 0,0010 g alinarak 100 pL
DMSO (Dimetil sulfoksit) ile hazirlanan ¢ozeltileri kullanilmigtir.
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2.2.1.2. YOntem

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi Parejo ve arkadaslarinin metoduna gore tayin
edilmistir (Parejo ve ark., 2000). Metod ekstrelerin bir elektron veya proton verebilme
yeteneginin, mor renkli DPPH ¢ozeltisinin rengini agmasi esasina dayanir. Denemede
kullanilan 6rnekler ve standartlar 1:100 oraninda DMSO ile seyreltilmistir. Elde edilen
metanol ve DMSO esktrelerinin ortama ilave edilen 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalini giderme etkisini saptamak i¢in ependorf tuplerinin icerisinde stoktan 1-5 pL
arasinda ve 1:10 seyreltmeden 1-10 pL arasinda farkli konsantrasyonlarda seri
seyreltmeler hazirlanmistir ve toplam hacim metanol ile 250 pL’ye tamamlanmustir.
Standart antioksidan c¢ozeltilerinden (1:10 oraninda seyreltilmig) de seri standartlar
hazirlanarak 250 pL’ye tamamlanmistir. Ependorf tiiplerine hazirlanan serilere Tablo

2.1’ de belirtilen miktarlar eklenerek vorteks karistiricida karistirilmastir.

Tablo 2.1DPPH radikali giderme aktivitesi ¢caligma tablosu

Neg. Kontrol Standart Ornek
Toplam Hacim 250 pL metanol 250 pL 250 pL
DPPH ¢ozeltisi 1000 pL 1000 pL 1000 pL

Reaksiyonun tamamlanabilmesi igin oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 30 dakika
bekletilmistir. Standart ve orneklerin 517nm’ deki absorbanslar1 fotometrik olarak
metanole karsi okunmustur. Deney iki paralel olarak tekrarlanmigtir. DPPH radikal
siipiirme aktivitesi, reaksiyonu inhibe etme yilizdesi seklinde ifade edilmek iizere

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

A
% inhibisyon = %xlOO
0

Ay Kontrol (antioksidan icermeyen) drnegin absorbansi

Ao: Ornegin(antioksidan iceren) absorbansi
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Antioksidan derigimlerine kars1 hesaplanan % inhibisyon degerleri ile ¢izilen grafikler
%350 inhibisyonu saglayan antioksidan derisimleri (ICso) okunup sonuglar 1Cso =pg/mL

olarak verilmistir.

2.3. LOX Enzim Aktivitesinin Tayini

Hypericum Perforatum L. bitkisinden saf olarak izole edilen maddelerin LOX enzimi
uzerine etkileri Cayman Chemical Co (USA) firmasindan temin edilen Lipoksijenaz
Inhibitér Tarama Kiti kullanilarak, iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak

gerceklestirilmistir. (https://www.caymanchem.com/pdfs/760700.pdf). Kitin iceriginde

aktivite 6lcumu icin gerekli olan Lipoksijenaz ¢aligma tamponu (10X), LOX enzimi,
substrat olarak arasidonik asit ve linoleik asit, pozitif kontrol olarak kullanilacak olan
nordihidroguaiaretik asit (NDGA), substrat ¢ozlcusi olarak potasyum hidroksit (POH)
verenklendirme islemi i¢in kromojen olusturacak iki ayr1 reaktif bulunmaktadir.
Aktivite ¢alismalar1 kitin igerisinde bulunan 96 kuyulu mikroplakalarda, Epoch c¢oklu
plaka okuyuculu spektrofotometre (Biotek) kullanilarak gergeklestirilmistir.

HPLikincil metabolitlerinin LOX aktivitesi Uzerine etkisinin incelenebilmesi igin
oncelikle LOX enzim aktivitesi tayini yapilmustir. 1pL NDGA, 9 pL ¢alisma tamponu
ve 90 uL LOX enzimi plakalara konularak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 10 pL substrat (arasidonik asit veya linoleik asit) eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika boyunca hizla karigtirilmistir. Kuyulara 100 pL kromojen
eklenerek c¢oklu mikroplakanin karistirma islemine 5 dakika daha devam edildi ve
enzim aktivitesi 490 nm’de absorbans Ol¢iimii alinarak belirlenmistir. HPL’den
saflastirilan yapilarin ¢6ziinmesi i¢in kullanilan DMSO’nun enzim aktivitesi tizerindeki
etkisinin belirlenmesi amaciyla deneme 1 pLL NDGA yerine DMSO kullanilarak
tekrarlanmustir.

HPL sekonder metabolitlerinin LOX aktivitesini belirlemek icin 1uL 6rnek (DMSO ile
¢ozlinmiis, son konsantrasyon 1uM), 90 uL LOX enzimi ve 9 pL ¢aligma tamponu 96
kuyulu mikroplakaya konularak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir, 10 pL
substrat eklenerek oda sicakliginda 10 dakika boyunca karistirilmistir ve kuyulara 100
nL kromojen eklenerek karistirma islemine 5 dakika daha devam edilip 590 nm’de

absorbans Ol¢limleri alinmistir.

49


https://www.caymanchem.com/pdfs/760700.pdf

Her bir HPL sekonder metaboliti i¢in ylizde inhibisyonu degerleri asagida verilen
denkleme gore hesaplanmustir.

e 1A — Ay
% inhibisyon = TxlOO

IA: Inhibitdrsiiz enzim aktivitesi (ilk aktivite)
Ainn: Inhibitor varliginda enzim aktivitesi

2.4. Molekduler Doking

Bu c¢alismada Scripps Arastirma Enstitlisii'ndeki Olson’in laboratuvari tarafindan
gelistirilen, kiigiik esnek ligandlart sabit bir 3 boyutlu hedef yapiya yerlestirmeyi
saglayan AutoDock Vina yazilimi kullanilmistir (Trott ve Olson, 2010). Doking islemi
sirasinda takip edilen akis diagrami Tablo 2.2°de belirtildigi sekildedir. Mevcut
versiyonda lineer regresyonun otesine gecilerek, X-score puanlamadan esinlenilip hibrit
bir puanlama sistemi kullanilmistir. Vina’nin gelistirilmesinde genetik algoritmalar,
parcacik yigin optimizasyonuda dahil g¢esitli degisken kiresel optimizasyon
yaklagimlarina yer verilmistir. Uygulamada etkin bir yar1 Newton yontemi olan yerel
optimizasyon icin Broyden-Flecher-Goldfarb-Shanno (BFGS) yontemi kullanilmustir.
BFGS, diger yari Newton optimizasyon yontemleri gibi sadece puanlama
fonksiyonunun degerini degil ayn1 zamanda gradyanini yani puanlama fonsiyonlarinin
arglimanlarina gore tiirevlerini kullanir. AutoDock uygulamalarinin c¢alisma alani,
bilgisayar destekli yap1 bazli ilag tasarimi, X-151n1 kristalografisi analizi, yiiksek verimli
sanal tarama, kombinatoryal kiitliphane tasarimi ve protein-protein etkilesimi ¢alismasi

dahil oldukga genistir (Trott ve Olson, 2010; Huang ve ark., 2010).

Tablo 2.2 Molekiiler Doking ¢alismasinda izlenen Basamaklar

Doking
- . AutoDock Sonugclar:
Enzim Ligand iaiir
g Konfiglrasyon Vina Gorintiileme
Dosyalarinin Dosyalarinin Dosyalarinin . o
o : ) ! ile ve Etkilesim
Hazirlanmasi Hazirlanmasi Hazirlanmasi : )
Doking Mekanizmasi
inceleme
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2.4.1. Enzim dosyalarimmin hazirlanmasi

MAO-A i¢in 2.2 A ¢ozinirliikteki 2Z5X kristal yapisi, MAO-B icin 1.6 A
¢oziiniirliikteki 2XFN kristal yapisi, COX-1 igin 2.4 A ¢ozuniirlikteki 3LN1 kristal
yapis;, COX-2 icin 2.0 A c¢ozunirliikteki 1Q4G kristal yapisi, 5-LOX icin 2.4 A
¢oziniirliikteki 308Y kristal yapis1,15-LOX-B icin 2.63 A ¢oziiniirlukteki 4NRE kristal
yapisi protein veri bankasindan pdb formatinda indirilmistir. Dimer halde bulunan
enzimlerin zincirlerinden biri silinerek monomerik yap1 elde edilmistir. MAO
izozimlerindeki FAD (Flavin Adenin Diniikleotit) yapisina, COX izozimlerindeki HEM
(Protoporfirin IX Fe**) yapisina ve LOX izozimlerindeki serbest Fe?* metaline
dokunulmadan her bir enzimin kristal yapisinda bulunan inhibit0r, deterjan ve su
molekiilleri silinip gerekli diizeltmeler yapilmis, aktif bolgesi temizlenen enzimler pdb
formatinda kaydedilmistir. Elde edilen pdb formatindaki enzim dosyalar1 rijid doking
islemi i¢in AutodockTools 1.5.6 programinda (Morris ve ark., 2009) agilarak pdbqt
formatina doniistiiriilerek doking islemine hazir hale getirilmistir.

Esnek (flex) doking islemi icin esnek olarak secilen amino asitler belirlenmis ve Tablo
2.3°de verilmistir. Pdb formatinda kaydedilen aktif bolgesi bos olan enzim dosyalari
AutodockTools 1.5.6 programinda agilip aktif bolge amino asitleri doking isleminde
esnek olarak secilmis, donebilen bag sayilar1 tanimlanmis ve pdbqt formatinda

kaydedilmistir.

Tablo 2.3 MAO-A, MAO-B, COX-1, COX-2, 5-LOX ve 15-LOX-B izozimlerinin aktif

bolgesinde yer alan esnek olarak secilen amino asitler

MAO-A MAO-B COX-1 COX-2 5-LOX 15-LOXB
Tyr69 Tyr60 Valll6 Argl106 Trpl47 Glu369
Asn181 Cys172 Argl120 GInl78 Phel77 His373
11e207 11e198 Val349 Val335 Tyrl81 His378
Phe208 GIn206 Leu352 Leu338 Thr364 Leu415
GIn215 Lys296 Tyr355 Ser339 Asn407 Leud19
Lys335 Tyr326 11e523 Leu370 Leu4d20 Val426
Phe352 Phe343 Alab27 Tyr371 Phe421 Thr431
Cys406 Cys397 Ser530 Trp373 His432 Leu605
Tyr407 Tyr398 Arg499 Trp599 Ala606
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Tyrd44 Tyr435 Val509 His600 Leu609
Ala513
Leu517

2.4.2. Ligand bilesiklerinin hazirlanmasi

Inhibitér ozelliklerini arastirmak iizere Hypericum Perforatum L. bitkisinin temel
bilesenleri ile MAO, COX ve LOX izozimlerinin x 111 kristal yapilarinda bulunan
ligandlarin ii¢ boyutlu yapilart SPARTAN’16 (Wavefunction Inc., 2016) programinda
cizilmigtir. SPARTAN’16 programindaki Molekiiler Mekanik yontemi ile konformer
taramasi yapilip, tim konformerler arasindan en iyi 50 yap1 segilerek yari-deneysel PM6
yontemi ile her bir bilesik icin en kararli konformasyonlar se¢ilmistir. Birbirine yakin
enerjideki konformerler arasinda daha ayrintili bir enerji iyilestirme iglemi i¢in M06-2X
yontemi kullanilmistir ve optimize edilmis bilesikler pdb formatinda kaydedilmistir.
AutodockTools programi kullanilarak her bir ligand yapisi doking islemine hazirlanarak
pdbqt formatinda kaydedilmistir. Veri setini olusturan bilesiklerin iki boyutlu yapilari
Sekil 2.5°de verilmistir.
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(K)

Sekil2.5Hypericum Perforatum L. bitkisinin en bilinen bilesenlerinden Hiperforin (A),
Hiperisin (B) ve bitki igeriginde en fazla karsilasilan flavanoid tiirlerinden Kuersetin
(C), Rutin (D), Amentoflavon (E), Avikularin (F), 1,8’-Biapigenin (G), Hiperisit (H),
Izokuarsetin (I), Kemferol (K), Kuersitrin (L) ve Mirisetin (M) iki boyutlu yapilar

2.4.3. Konfigiirasyon dosyalarimin hazirlanmasi

Doking hesaplamalarinin  yapilabilmesi i¢in, protein ve ligand molekiilleri
hazirlandiktan sonra komut istemini c¢alistirmak ic¢in konfigiirasyon dosyalarinin
hazirlanmas1 gerekir. Konfigiirasyon dosyasi; doking islemine hazirlanan ligand ve
protein molekillerinin adi, proteinin aktif bolgesinde baglanmanin gerceklestigi atom
merkez alimarak olusturulan kiipiin boyutlarint ve merkez koordinatlarini tanimlayan
parametrelerden olusur. AutoDock Vina programi kullanilarak yapilacak olan rijid ve
esnek doking hesaplamalarinda kullanilacak 6rnek konfigiirasyon dosyalari Sekil
2.6’dedir.
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receptor = protein.pdbqgt
ligand = ligand.pdbqt

34.176
31.342
-14.785

center_x
center_y
center_z

48
48
48

size x
size y
size z

(a)

receptor = rigid.pdbgt
flex = flex.pdbgt
ligand = ligand.pdbqt

34.176
31.342
-14.785

center_x
center_y
center_z

48
48
48

size x
size_y
size 7

(b)

Sekil 2.6 Rijid (a) ve esnek (b) doking hesaplamalari i¢in 6rnek konfigiirasyon dosyalari

Rijid ve esnek doking hesaplamalarinin konfigiirasyon dosyasinda kullanilmak iizere

olusturulan grid i¢in her izozimin kendine 6zgii kiipliniin X,y,z boyut ve koordinat

bilgileri Tablo 2.4’te belirtildigi gibidir. Olusturulan kiip icerisinde ligandlarin enzime

baglanmasi saglanmastir.

Tablo 2.4. Her izozim i¢in olusturulan kiipiin boyutlarini tanimlayan parametreler

I1zozim

X, Y, z boyutu (A)

X, ¥, Z koordinatlari

MAO-A

40x40x40

X:34.176
y:31.342
z:-14.785

MAO-B

40x40x40

x:55.199
y:150.457
z:21.281

COX-1

40x40x40

X:26.108
y:35.061
Z:197.448

COX-2

40x40x40

x:30.518
y:-21.298
z:-16.690

5-LOX

40x40x40

X:-4.583
y:25.920
z:-0.113

15-LOXB

40x40x40

X:11.484
y:-55.195
2:-23.606
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2.4.4. Doking islemi

Konfigiirasyon dosyalarinin hazirlanmasinin ardindan, AutodockVina programi ile
protein ve ligand pdbqt dosyalar1 agilarak komut istemi ¢alistirilmis ve doking islemi
yapilmistir. Hesaplama sonucunda ligandin enzime baglanabilecegi farkli
konformasyon ve baglanma enerjileri elde edilmistir. Her bilesik i¢in bu hesaplama 10
kez tekrar edilmistir.

AutoDockVina programinin validasyonu, enzimlerin kristal yapisinda var olan
inhibitorlerinin enzimlerine doklanmasi ile elde edilen konformasyonlarinin X-ray
yapisindan sapmasi (RMSD, Root Mean Square Deviation) incelenerek yapilir. Bu
sebeple kullanilan kristal yapilarin harmin (MAO-A), 2-(2-benzofuranil)-2-imidazolin
(MAO-B), Selekoksib (COX-1), (2S)-2-(4-fenilfenil) propanoik asit(COX-
2),(Hidroksietiloksi)-tri-(metiloksi) oktan (15-LOX-B) inhibitorleri enzimlerine dok
edilmistir. 5-LOX kristal yapis1 icerisinde inhibitor bulunmadigindan validasyon islemi
atlanmistir. Kristal yapt pozisyonlari ile dok pozisyonlart BIOVIA Discovery Studio
Visualizer 4.5 - 2016 programi (Dassault Systémes BIOVIA, Discovery Studio
Modeling Environment, Release 2016, San Diego: Dassault Systemes, 2016) kullanilip
st iiste ¢akistirilarak hata paymm RMSD < 2 kriterini saglayip saglamadigi kontrol
edilmistir. RMSD hesaplar1 sonucunda RMSD degerleri MAO-A inhibitori igin 1.194,
MAO-B inhibitori i¢in 1.594, COX-1 inhibitori igin 1.245, COX-2 inhibitéru icin
1.146, 15-LOX-B inhibitdrl igin 1.726 olarak hesaplanmustir. Kristal yap1 pozisyonlari
ve dok pozisyonlarmin {iist iiste ¢cakistirilmis gortintiileri Sekil 2.7°de gosterildigi gibidir.
Bu sonuglar RMSD < 2 6l¢iitiinli saglayarak kullanilan yontemin dogru oldugunu

gosterir.

Dok edilmis yap1

Dok edilmis yap1 Kristal Yap1

Harmin 2-(2-benzofuranil)-2-imidazolin
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Dok edilmis yap1

\\‘\ Kristal Yapi

M

. —
Kristal Yap1 Dok edilmis yap1

Selekoksib (2S)-2-(4-phenylphenyl) propanoik asit

Kristal Yap1

N

Dokedilmis yap1

(Hidroksietiloksi)-tri-(metiloksi) oktan

Sekil 2.7 Ligandlarin dok pozisyonlar1 (C atomlar yesil) ile kristal yap1 pozisyonlarinin

(C atomlar gri) st iiste ¢akistirilmasindan elde edilen goriintiileri

2.4.5. Doking sonug¢lanin goruntilenmesi

Doking isleminin ardindan program tarafindan yapilan hesaplamalar sonucunda rijid
dokingde ligandin enzime baglanabilecegi konformasyonlar ile her birine ait baglanma
enerjilerinin oldugu pdbqt formatinda out dosyasi, baglanma enerjilerini ve bu
enerjilerin karsilastirmalarini igeren txt formatinda log dosyasi elde edilmistir. Esnek
dokingde ise bu dosyalara ek olarak esnek seg¢ilen amino asitlerin bulundugu pdbqt
formatinda flexible dosyasi ve esnek se¢ilen amino asitlerin disinda kalan amino asitleri
iceren pdbqt formatinda rigid dosyast olusmustur. Rijid dokingde olusan out
dosyasindan farkli olarak esnek doking out dosyasi esnek secilen aminoasitlerin de
konformasyonlarint  icermektedir. Elde edilen sonuglar AutoDockTools ile
goriintiilendikten sonra her bir ligand i¢in en iyi baglanan konformasyonlar secilmistir
ve Discovery Studio goriintiileme programi ile enzim-ligand etkilesimleri (etkilesim

mesafeleri, etkilesim gesidi vs.) incelenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. ikincil Metabolitlerin Tanimlanmasi

Sabit faz olarak silika jel, hareketli faz olarak kloroformdan baslanarak artan polaritede
kloroform-etanol karisimi ile kaba kolon kurulup, %100 metanoldeki HPL ekstresi
yiiriitiilmiistiir. Tiiplere toplanan &rneklere ITK ile farkli polaritedeki sistemlerde
yiiriitme islemi yapilmus, yiiriimeler goriiniir 151k ve UV lambada izlenmistir. ITK ndeki
ylirime benzerliklerine gore birlestirilerek, saf maddelerin izolasyonu ig¢in preperatif
ITK uygulanmistir. Bu islem birka¢ kez tekrarlanarak toplamda 10 madde izole
edilmistir. Preperatif ITK ile izole edilen tiim bilesiklere tekrar ITK yapilarak
benzerlikler ve safsizliklar aranmistir. Izole edilen bilesiklerin gériiniir 151k ve UV

lamba gorintiileri Sekil 3.1°dedir.

Sekil 3.1Bilesiklerin goriiniir 151k ve UV lambadaki goriintiileri

UV-Vis, Floresans, FT-IR, ve 'H NMR spektroskopik yontemleri kullanilarak izole
edilen bilesiklerin yap1 tayini gergeklestirilmistir.

3.1.1. Kuersetin

Kuersetin [2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trinydroxychromen-4-one] (4.92 mg) — Sari
toz halde; Molekil Formili CisH1007, m.p. > 300 °C. Cozunlrluk: Etanol, Metanol,
FT-IR (KBr) vmax cm *: 3160, 1750, 1610, 1250; *H-NMR (500 MHz): 6H 7.65 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 2.0 Hz,
1H), 6.20 (d, J = 2.0 Hz, 1H).

Sar1 toz halde bulunan 1 bilesiginin erime noktasi 400 °C nin Uzerindedir. FT-IR
spekturumunda 3160cm*‘de gozlenen yayvan (broad) band hidroksil grubunun, 1710,
1650 ve 1610 cm™Y de gozlenen keskin bandlar ise sirastyla karbonil ve karbon karbon

cifte baglarinin varligin1 géstermektedir.
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Izole edilen 1 bilesiginin Sekil 3.2°deki *H NMR spekturumunda Hb protonu 6.40 ppm
de 2.0 Hz lik eslesme sabiti ile dublet olarak gozlenirken Ha protonu 6.20 ppm de 2.0
Hz lik eslesme sabiti ile dublet olarak gézlenmistir. He protonu 7.50 ppm’de sirasiyla He
ve Hq protonuna 8.4 ve 2.1 ppm eslesme sabiti ile boliinmiistiir. Hg protonu 7.65 ppm de
2.1 Hz lik meta boliinme vermistir. He protonu ise 6.85 ppm de 8.4 Hz’lik orto boliinme
vermistir. 'H NMR’da gozlenen kimyasal kayma degerleri, eslesme sabitleri ve

integrasyon sonuglar1 bilesigin Kuersetin oldugunu gostermektedir.

Hypericum Perforatum L. bitkisinden izole edilen 1 bilesigi igi literatiir galismalar1 ve
ITK’de standart madde ile degisik ¢oziicii sistemlerinde yapilan Rf karsilastirmalarinda

yapinin kuersetin oldugunu dogrulamistir.

3.1.2. Hiperisin

Hiperisin[1,3,4,6,8,13-hexahydroxy-10,11-dimethylphenanthro[1,10,9,8-opgra]perylene
-7,14-dione] (4.63 mg) ) —kirmiz1 kati; Molekiil Formiilii C3oH160s, m.p. > 300°C.
Cozundrluk: Etanol, Metanol, Dimetilsulfoksit (DMSO). UV-ViSvmax (hm), EtOH: 590
nm. FT-IR (KBr) vmax/cm™: 3355, 3184, 2921, 2851, 1659, 1631, 1045; *H-NMR (500
MHz): H 2.10 (s).

Kirmizi kati olarak izole edilen 9 bilesiginin erime noktasi 400 °C nin zerindedir.
Sekil3.3’deki FT-IR spekturumunda 3355, 3184 cm*‘de gozlenen yayvan (broad) band
hidroksil grubunun, 2921, 2851 cm*‘de gozlenen bandlar sp3 hibritlesmesi yapmis C-H
bandlarini, 1650 ve 1610 cm™ de gozlenen keskin bandlar ise karbon karbon cifte
baglarmin varhigm gostermektedir. *H NMR spekturumunda sadece 2.10 ppm de
keskin singlet gozlenmistir. Bu deger allilik protonlarin varligini géstermektedir. 400-
800 nm araliginda alinan UV-Vis spektroskopisinde gdzlenen 590 nm deki band ile
Floresans Spekturumunda godzlenen 600 nm deki band yapinin hiperisin oldugunu

dogrulamaktadir ve Sekil 3.4’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.4 9 bilesiginin UV-Vis ve Floresans spekturumlari
Yapilan literatiir taramasi sonucunda FT-IR, 'H NMR, UV-Vis ve Floresans
Spekturumlarindan elde edilen datalar literatiir ile tam bir uyum i¢inde bulunmustur.

Izole edilen 9 bilesigi hipericin olarak tanimlanmistir.

3.1.3.Kemferol

Kemferol [3,4',5,7-Tetrahydroxyflavone, 3,5,7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-one] (4.49 mg) — Sar1 toz halde; Molekiil Formiilii C1sH100s, m.p.= 276-
278 °C. Cozunurlik: Etanol, Metanol, FT-IR (KBr) vmax cm 1 3400, 1700, 1640,
1610, 1250; 'H-NMR (500 MHz): 8H 6.21 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 2.0 Hz, 1H),
6.90 (d, J =8.5 Hz, 2H), 8.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H).

Sar1 toz halde bulunan 5 bilesiginin erime noktast 276-278 °C’dir. FT-IR
spekturumunda 3400 cm ™ ‘de gdzlenen yayvan (broad) band hidroksil grubunun, 1700
cm' de gozlenen band karbonil grubunu, 1640 ve 1610 cm™' de gozlenen keskin
bandlar ise karbon karbon ¢ifte baglarmin varligint gostermektedir. Sekil 3.5’deki
bilesigin 'H NMR’da gozlenen kimyasal kayma degerleri, eslesme sabitleri ve
integrasyon sonuglart literatiir degerleri ile uyumlu olup yapinin kemferol oldugunu

dogrulamaktadir.
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HPL bitki ekstresinin farkli fraksiyonlarindan izole ettigimiz 10 farkli maddeden 1, 5 ve
9 numarali maddelerin yap1 tanimlanmas1 yapilabilmistir. Antioksidan aktivitesi iyi olan
4 numaral bilesigin izokuersetin oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak izole ettigimiz
madde miktarmmn oldukea az olmasi ve safsizlik igermesi sebebiyle diizgiin bir ‘H NMR

sonucu elde edilememistir ve madde tanimlanamamastir.

3.2. DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

Kararlt bir serbest radikal olan DPPH’1n antioksidan ile olusturdugu reaksiyona ait
okunan absorbans ne kadar diisiikse antioksidanin serbest radikal giderme aktivitesi de o
kadar yiiksektir. Absorbansin diismesinin temelinde, antioksidan molekiillerinin radikal
ile reaksiyonu sonucu olusan hidrojen baglanmasi ile radikali giderme vardir.

DPPH yontemi ile ¢alisilan standart antioksidanlardan olan askorbik asit ve troloksun
derisime kars1 %inhibisyon grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen grafikler Sekil 3.6 ve Sekil
3.7°de gosterilmistir.

Troloks
35

30

25

y =0.6654x - 0.1928

20
R?=0.9908

15

% inhibisyon

10

0 10 20 30 40 50 60
Derisim (pug/mL)

Sekil 3.6 DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesi tayini i¢in farkli troloks derisimlerine

kars1 elde edilen absorbans grafigi
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Sekil 3.7 DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesi tayini i¢in farkli askorbik asit
derisimlerine karsi elde edilen absorbans grafigi

Standart antioksidanlara ait % inhibisyon ve DPPH radikali absorbansini %50 diisiiren
konsantrasyon degeri olarak ifade edilen ICso degerleri Tablo 3.1°de verilmistir.

ICsodegeri ne kadar diisiikse radikal siipiirme giicii o kadar yiiksektir.

Tablo 3.1 Standart antioksidanlara ait % inhibisyon ve ICsodegerleri

Standart % Inhibisyon ICso degerleri
Antioksidan 4 ug/mL 6ug/mL  8pg/mL  10pg/mL  12pg/mL (M)  (ug/mL)

Troloks 13,60799 28,4644 39,3258 51,06117 63,54557 62,039 3,88

Askorbik A. 17,7686 28,5124 39,9449 50,13774 61,70799 56,1902 2,47

Etanol ile hazirlanan HPL ekstresinin farkli konsantrasyonlarina deney prosediirii
uygulanmis, Olglilen absorbanslar ile % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Etanol

ekstresinin konsantrasyon artigina bagli % inhibisyon grafigi Sekil 3.8”de verilmistir.
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Sekil 3.8 HPL etanol ekstresinin derisim (ug/mL)-% inhibisyon grafigi

Bitki ekstresinin farkli derisimlerine ait % inhibisyon grafiginden, absorbansini %50
diisiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilen 1Cso degerleri 2,28 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Tablo 3.1°deki sentetik antioksidanlarin  1Cso  degerleri ile
karsilastirildiginda trolok > HPL > askorbik asit seklinde bir siralama yapilabilir.
HPL’nin alkol ekstresinin 1Cso degeri sentetik antioksidanlara yakin bir antioksidan
aktivite gosterterdigi sdylenebilir.

HPL bitkisinden izole edilen bilesikler derisimleri 10pug/mL olacak sekilde DMSO ile
cozinerek ana oOrnekler olusturulmus, 1:10 oraninda seyreltilip derisimi
lug/mLyapilarak, 1puL, Sul. ve 10pL alinarak deney prosediirii uygulanmis ve 6l¢giilen
absorbans degerleri ve hesaplanan % inhibisyon sonuglar1 kabul edilemeyecek kadar
diisiik bulunmustur. Bu sebeple denemelerana drneklerden (10pg/mL) 1pL, 2,5pL ve
SuL almip deney prosediirii uygulanarak tekrarlanmistir ve derisim artisina bagli %

inhibisyon degerlerinde meydana gelen degisim Sekil 3.9°da verilmistir.
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HPL bitkisinden izole edilen izolatlarin numaralari

Sekil 3.9 10 farkli HPLizolatininkonsantrasyon olarak degisen % inhibisyon grafigi
Sekil 3.9’da her bir madde igin konsantrasyon artisgina bagli % inhibisyon
degerlerindeki degisimi inceledigimizde 1 ve 5 numarali 6rneklerin belirli bir diizende
artis gosterdigi ve % inhibisyon degerlerinin diger Orneklere gore daha iyi oldugu
gortlmektedir. 1 ve 5 numaral izolatlara ait derisim-% inhibisyon grafigi sekil 3.10’da
verilmistir.
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Sekil 3.10 1 ve 5 numarali izolatlarinmolarite -%inhibisyon grafikleri
Molariteye kars1 % inhibisyon degerleriyle olusturulan grafikten, 1 numarali 6rnek olan

kuersetin maddesinin [Csodegeri 610,44 uM, 5 numarali 6rnek olan Kemferol
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maddesinin 1Csodegeri 236,70 uM olarak hesaplanmigtir. Kemferol maddesinin
kuersetine gore daha iyi bir antioksidan aktivitesi gdsterdigi ancak Tablo 3.1°de 1Cso
degerleri verilen troloks ve askorbik asite gore diisiik antioksidan aktivitesi gosterdigi

gorilmistiir.

3.3. Enzim inhibisyonu Sonuclar1

Enzim aktivitesi ¢aligmalarinda 20 dakika sonunda 490 nm’de Kitin igerisinde bulunan
her iki substrat ile (linoleik asit ve arskorbik asit) farkli konsatrasyonlarda absorbans
Olgtimleri yapilmig, enzim aktivitesi Uzerine flavonoidlerin ¢6ziinmesinde kullanilan
DMSO’nun kullanildigi konsantrasyondakietkisine bakilmistir. Aktivite ¢aligmalarini
prosediire uygun olarakyiiriitmemize ragmen Kkitin igerisinde bulunan standart olarak
kabulettigimiz inhibitdr, enzim inhibisyonunaetki etmemistir. Bitkiden izole ettigimiz
10 maddenin de enzimin absorbans degerlerine etkisi incelenmis ancak LOX kitindeki
problem sebebiyle duzgiin bir absorbans degeri okunamamis, % inhibisyon

hesaplanamamustir.

3.4 Molekuler Doking Sonuclari

MAO-A, MAO-B, COX-1, COX-2, 5-LOX ve 15-LOXB enzimleri ile yapilan rijid ve
esnek doking c¢aligmalari her bir ligand i¢in 10 kez tekrarlanmistir. Rijid ve esnek
doking ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar karsilagtirildiginda, esnek dokingde
enzimin aktif bolgesindeki amino asitlerin esnek secilmesine bagli olarak amino
asitlerin konformasyonlarinda meydana gelen degisiklikler sonucunda, ligandlarin
enzimin aktif bolgesindeki amino asitlerle rijid dokinge gore daha fazla sayida etkilesim
yaparak yerlesmesini saglamistir. Dolayisiyla bu durum esnek dokingde ligandlarin
enzimin aktif bolgesine daha yuksek afinite ile baglanmasina ve baglanma enerjisi
degerlerinin iyilesmesine sebep olmustur.

Esnek doking sonucu enzime en iyi afinite ile baglanan konformasyonlarin baglanma
enerjileri Tablo 3.2’de verilmistir. Hypericum Perferatum L. bitkisinin ana aktif
bilesenlerinden olan hiperisin, hiperforin ve flavanoidlerden ligand olarak segilen tiim
bilesiklerde kuvvetli baglanma enerjileri goéze c¢arpmaktadir. Her bir enzim igin
baglanma enerjisi < -8.0 kcal/mol olan kuersetin, amentoflavon, kemferol ve mirisetin

gucli goklu-hedefli bilesikler olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.2Esnek doking sonucu enzim-ligand baglanma enerjileri (kcal/mol).

Ligand MAO-A MAO-B COX-1 COX-2 5LOX 15LOXB
Hiperforin -6.0 -6.0 -6.9 -9.2 -7.8 -9.2
Hiperisin -8.4 -9.2 -8.7 -10.0 -10.0 -11.8
Kuersetin -10.7 -8.1 -9.6 -10.1 -8.1 -8.2

Rutin -7.8 -7.4 -8.8 -11.9 -9.0 -8.9

Amentoflavon -8.1 -8.8 -104 -13.2 -9.9 -10.6
Avikularin -7.8 -7.3 -7.4 -10.8 -7.7 -8.5
Biapigenin -1.2 -1.4 -8.8 -9.5 -9.4 -9.6
Hiperozid -7.2 -7.4 -8.8 -11.6 -7.7 -8.6
Izokuersetin -7.3 -7.1 -9.4 -10.8 -8.3 -8.4

Kemferol -10.3 -8.1 -9.3 -10.0 -0.8 -9.0
Kuersitrin -7.8 -7.3 -7.9 -10.8 -7.7 -8.9
Mirisetin -10.6 -8.0 -9.2 -10.3 -8.0 -8.0

3.4.1.Enzim-ligand baglanma etkilesimlerinin incelenmesi

Esnek doking calismalari sonucunda yiiksek baglanma afinitesine sahip bilesiklerin,
enzimler ile gosterdigi etkilesimler BIOVIA Discovery Studio Visualizer 4.5 - 2016
programi kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alismada her bir bilesigin MAO-A, MAO-B,
COX-1, COX-2, 5-LOX ve 15-LOXB inhibitor potansiyelleri arastirilmistir ve tiim bu
enzimler igin yiiksek afiniteye sahip bilesikler; hiperisin, kuersetin, amentoflavon,
kemferol ve mirisetin olarak belirlenmistir. Bu bilesikler MAO enzim ailesi i¢in
secicilik agisindan degerlendirilmis, anti-enflamatuar etki aradigimiz COX ve LOX
enzim aileleri igin segiciligin aksine ikili etki agisindan degerlendirilmistir. Bu

bilesiklerin baglanma mekanizmalar1 asagida detayl bir sekilde incelenmistir.

3.4.1.1. MAO-A ve MAO-B doking sonuglari

MAO-A ve MAO-B enzimlerinin ligandlara baglanma enerjilerinden (AG), Ki degerleri
AG= RTInK; ( R=1,988 kcal/mol.K, T=298K) formiilii kullanilarak hesaplanmis ve iki
izoenzim arasindaki secicilik indeksi olan SI (MAO-A’nin K degerinin MAO-B K;
degerine orani)degerleri Tablo 3.3’de verilmistir. Bilesiklerin MAO-A izoenzimine
baglanma afiniteleri (-6.0 > AG > -10.7 kcal / mol), MAO-B izoenzimin baglanma
afinitelerinden (-6.0 > AG > -9.2 kcal / mol) daha iyidir. Kuersetin, kemferol ve
mirisetin bilesikleri MAO-A'ya secici olarak ve ¢ok gugcli afinite (-10.3 >G > -10.7 kcal

/ mol) ile baglanir. Hiperisin, kuersetin, amentoflavon, kemferol ve mirisetin bilesikleri
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MAO-B'in giiglii afinite ile baglanan (-8,0 > AG > -9,2 kcal / mol) en iyi

inhibitorleridir, aralarinda hiperisin ve amentoflavon bilesikleri MAO-B’ye secicidir.

Tablo 3.3 MAO-A ve MAO-B izozimlerinin AG (kcal/mol), Ki(uM) ve SI degerleri.

MAO-A MAO-B

Bilesik AG Ki AG Ki Sl

Hiperforin -6.0 39.95 -6.0 39.95 1
Hiperisin -8.4 0.695 -9.2 0.180 3.861
Kuersetin -10.7 0.014 -8.1 1.154 0.012
Rutin -7.8 1914 -7.4 3.76 0.509
Amentoflavon -8.1 1.153 -8.8 0.354 3.257
Avikularin -7.8 1.914 -7.3 4,452 0.429
Biapigenin -7.2 5.270 -7.4 3.76 1.402
Hiperozid 7.2 5.270 -7.4 3.76 1.402
Izokuersetin -7.3 4.452 -7.1 6.239 0.714
Kemferol -10.3 0.028 -8.1 1.154 0.024
Kuersitrin -7.8 1.914 -7.3 4,452 0.430
Mirisetin -10.6 0.017 -8.0 1.366 0.012

Gegmiste klinik olarak uygulamaya sokulan MAO inhibitorlerinin hepatoksisite,
ortostatik hipotansiyona ektiramin igeren yiyeceklerle birlikte alindiginda ortaya ¢ikan
“peynir etkisi” olarak adlandirilan hipertansif kriz gibi yan etkilere sahip olduklari
goriilmiistiir. ki izoformun farkli hiicre ve dokularda ekspresyonu nedeniyle MAO-A
inhibitorlerinde daha buylk bir tiramin etkisi gorulir. Secici olmayan MAO
inhibisyonun tiramin kuvvetlenmesine neden oldugu disiiniildiigiinden MAO
inhibitorlerinde segicilik aranmasi gerekli hale gelmistir (Finber ve Gillman, 2011;
Abdelhafez ve ark., 2013).

Tablo 3.3’deki SI degerlerini inceledigimizde kuersetin, kemferol, mirisetin bilesikleri
secici MAO-A inhibitori olarak onerilebilirken, hiperisin ve amentoflavon bilesikleri
secici MAO-B inhibitoru olarak onerilebilir. Kuersetin bilesiginin MAO-A’ya baglanma
goriintiisii Sekil 3.11°de, MAO-B’ye baglanma goriintlisii Sekil 3.12°de verilmistir.
Kuersetin bilesiginin MAO izoenzimleri ile yaptig1 etkilesimler detayli olarak Tablo
3.4’tedir. Hiperisin bilesiginin MAO-A’ya baglanma goruntust Sekil 3.13’de, MAO-
B’ye baglanma goriintiisii Sekil 3.14°de verilmistir, Hiperisinin MAO izoenzimleri ile

yaptig1 etkilesimler Tablo 3.5’tedir.
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ILE180

ILE335

LEU337

Sekil 3.11 Kuersetin bilesiginin MAO-A aktif bolgesine yerlesme pozu.

LEU171

ILE19s |

Sekil 3.12 Kuersetin bilesiginin MAO-B aktif bolgesine yerlesme pozu.
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Tablo 3.4Kuersetin bilesiginin MAO-A ve MAO-B enzimi ile yaptigi etkilesimler

Doking Etkilesimleri

MAO-A ile Kuersetin (-10.7 kcal/mol) MAO-B ile Kuersetin(-8.1 kcal/mol)
TYR407...LigC (n- 7 stacked=4.65) ILE199...LigC (m-alkil=3.99)
ILE180...LigC (w-alkil=5.12) TYR326...LigC (n- m shaped=4.91)
ILE335(C)...LigC (n-sigma=3.99) TYR326...LigC (n- m shaped=5.52)
ILE180...LigC (n-alkil=5.14) LEU171(C)...LigC (n-sigma=3.40)
ILE335(C)...LigC (n-sigma=3.98) LEUI171...LigC (n-alkil=4.04)
THR336(HN)...LigC (H bagi=2.95) LEUI171...LigC (n-alkil=4.87)
THR336(0)...LigC (H bagi=2.14) CYS172...LigC (m-alkil=5.30)
LEU337...LigC (n-alkil=5.49) CYS172(S)...LigC(O) (H bagi=3.76)

TYR398...LigC (n- m stacked=5.99)

Sekil 3.13 Hiperisin bilesiginin MAO-A aktif bolgesine yerlesme pozu.
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Sekil 3.14 Hiperisin bilesiginin MAO-B aktif bolgesine yerlesme pozu.

Tablo 3.5 Hiperisin bilesiginin MAO-A ve MAO-B enzimi ile yaptigi etkilesimler

Doking Etkilesimleri

MAO-A ile Hiperisin (-8.4 kcal/mol) MAO-B ile Hiperisin(-9.2 kcal/mol)
GLY202(0)...LigB(H) (H bagi=2.38) SER200(H)...LigB(O) (H bagi=2.10)
GLY202(C)...LigB (n-sigma=3.94) THR202(C)...LigB (n-sigma=3.89)
LYS199(0)...LigB (H bagi=3.05) THR202(C)...LigB (m-sigma=3.75)
ARG206(H)...LigB(O) (H bagi=2.18) GLN475(H)...LigB (H bagi=2.94)
ARG206(H)...LigB(O) (H bagi=2.58) GLU84(0)...LigB (n-anyon=3.81)

THR73(C)...LigB (n-sigma=3.87) ARGI100(H)...LigB(O) (H bagi=2.44)
ALA483...LigB (n-alkil=4.53) ARG100(H)...LigB(O) (H bagi=2.70)
ALA483...LigB(C)(Alkil etkilesimi=4.40)  GLY101(HN)...LigB(O) (H bagi=2.06)
LYS440(N)...LigB (n-katyon=4.30) GLY101:C,PRO102:N...LigB
LYS440(N)...LigB (n-katyon=4.38) (Amid- 1=4.45)
LYS440(N)...LigB (n-katyon=4.14) PRO102...LigB (n-alkil=4.36)

LYS440...LigabdB (n-alkil=4.65)
LYS440...LigB (n-alkil=5.37)
LYS440...LigB (n-alkil=3.90)

Bilesiklerin baglanmalarin1 saglayan etkilesimlerin genellikle enzimdeki aromatik
rezidiilerin m-elektronlar ile olusan m-hidrofobik ¢ekimleri ve ¢esitli rezidiilerle olusan

H-baglar1 oldugu gorilmiistiir. Ligand-enzim baglanmalarinda en fazla rolii olan
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rezidiler MAO-A icin Phe208, Tyr407, Lys440 ve Tyr444 MAO-B igin Cysl72,
Tyr326 ve Tyr398 oldugu sdylenebilir.

Kuersetin bilesiginin (C16 atomunun), MAO-A enzimindeki FAD yapisma (N5
atomuna) uzakligi 4.15A iken, MAO-B enzimindeki FAD yapisina (N5 atomuna)
uzakligr 13.84A’dur. Kuersetinin MAO-A enzimi ile daha iyi bir baglanam enerjisi
vermesi, bilesigin aktif bolge boslugundaki FAD yapisina yaklasarak daha iyi bir

yerlesim-etkilesim gostermesinden kaynaklanabilir.

Hiperisin halkali ve biiyiik yapili bir bilesiktir, donebilen bag sayist oldukga azdir. Bu
nedenle her iki enzimde de FAD halkasmnin Oniindeki asil aktif bolge bosluguna
ulagamamis, ancak daha gerisine baglanmistir. Hiperisinin MAO-B enzimi ile daha iyi
bir baglanma gostermesi MAO-B enziminin hiperisinin baglandig1 bdlgede bir diger
baglanma boslugunun (aktif bolge giris boslugu) bulunmasidir (Colibus ve ark., 2005).
Hiperisin buraya 5 adet H-bagi yaparak kuvvetli etkilegsimlerle baglanabilmistir. MAO-
A enzimi ile ise genellikle hidrofobik etkilesimler yaparak baglanmis olup H-baglarinin

daha zay1f oldugu goriilmektedir.

HPL bitkisinin MAO aktivitesi baslarda hiperisine atfedilmis olsada bitkinin alkol
ekstreleri ile yapilan calismalar sonucu diger bilesenlerinin ozellikle de flavonoid
grubunun inhibisyona katkida bulundugu goriilmistiir (Blandt ve Wagner, 1994; Thiede
ve Walper, 1994). Keskek (2016) tez ¢alismasinda HPL flavonoidlerinin MAO-A
inhibitdr potansiyellerini in vitro ve in siliko olarak karsilastirdiginda en iyi aktivite
gosteren bilesikler olarak kuersetin, kemferol ve mirisetini Onermistir. Herraiz ve
Guillen (2018) in vitro MAO enzim inihibisyonu ¢alismasinda kuersetin bilesiginin orta
derece etkili bir MAO-A inhibitoérii oldugu, MAO-B’ye kiyasla daha diisiik
konsantrasyonda ekti gosterdigini bildirmistir. Ayrica antioksidan aktiviteye sahip
kuersetin  bilesigi MAO-A inhibisyonunun yani sira peroksidaz substratinin

oksidasyonunu inhibe ederek iyi bir MAO-A inhibitdr potansiyeli gostermektedir.

3.4.1.2 COX-1 ve COX-2 doking sonugclari

COX-1 ve COX-2 enzimlerinin ligandlara baglanma enerjilerinden (AG), Ki degerleri
hesaplanmis ve iki izoenzim arasindaki secicilik indeksi olan SI (COX-1’in Kj degerinin

COX-2 K degerine orani) degerleri Tablo 3.6’de verilmistir. Bilesiklerin COX-2
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izoenzimine baglanma afiniteleri (-9.2 > AG > -13.2 kcal/mol), COX-1 izoenzimin
baglanma afinitelerinden COX-1 (-6.9 > AG >-10.4 kcal/mol) daha iyidir. COX-1
izoenzimine hiperforin ve amentoflavon bilesikleri zayif afinite ile baglanirken diger
bilesikler gii¢lii afinite ile baglanir. Hemen hemen tiim bilesikler COX-2 ile segicilik

gosterir ve ¢ok giiclii afinite ile baglanir.

Tablo 3.6 COX-1 ve COX-2 izozimlerinin AG (kcal/mol), Ki (uM) ve SI degerleri.

COX-1 COX-2
Bilesik AG Ki AG Ki Sl
Hiperforin -6.9 8.740 -9.2 0.180 0.00002
Hiperisin -8.7 0.419 -10.0 0.046 0.1098
Kuersetin -9.6 0.092 -10.1 0.039 0.4239
Rutin -8.8 0.354 -11.9 0.0019 0.0054
Amentoflavon -104 0.024 -13.2 0.0002 0.0083
Avikularin -7.4 3.760 -10.8 0.012 0.000003
Biapigenin -8.8 0.354 -95 0.109 0.3079
Hiperozid -8.8 0.354 -11.6 0.003 0.0084
Izokuersetin -9.4 0.129 -10.8 0.012 0.0930
Kemferol -9.3 0.152 -10.0 0.047 0.3092
Kuersitrin -7.9 1.617 -10.8 0.012 0.000007
Mirisetin -9.2 0.180 -10.3 0.028 0.1555

Konstitutif COX-1 izoformu, mide mukozasinin korunmasi ve trombosit agregasyonu
gibi fizyolojik fonksiyonlarin korunmasindan sorumludur. COX-2 izoformu akut ve
kronik enflamasyon, agr1 ve onkogenez sirasinda indiiklenebilir ve dnemli 6l¢iide yukari
reglle edilir.Secici COX-2 inhibitorleri (coksibler), NSAIl'larla (COX-1 inhibitorleri)
ayn1 anti-enflamatuar aktiviteye sahiptir ancak COX-1 enziminin inhibisyonu yoluyla
ortaya ¢ikan gastroindestinal toksisite riskini en az indireceginden oldukg¢a cazip hale
gelmistir (Alsayed ve ark., 2016).

Tablo 3.6’daki SI degerleri incelendiginde tiim bilesiklerin COX-2 izoenzimine segici
olarak baglandig1 goriinmektedir. Her iki enzim i¢in en iyi afiniteye ve diisiik SI
(0.0083) degerine sahip amentoflavon bilesiginin COX-1 aktif bdlgesine baglanma
goriintiisii Sekil 3.15’de, COX-2 aktif bolgesine baglanma goriintiisii Sekil 3.16’da
verilmistir. Bu bilesiginizoenzimlerle yaptigi etkilesimler detayli olarak Tablo 3.7°de
verilmistir. Gorildigi gibi COX-2 enzimi ile yaptifi kararlihik kazandirici
etkilesimlerin sayis1t COX-1 enzimindekilerden ¢ok daha fazladir ve bilesigin COX-2

seciciliginin nedenini a¢iklamaktadir.
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Sekil 3.16 Amentoflavon bilesiginin COX-2 aktif bolgesine baglanma pozu
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Tablo 3.7 Amentoflavon bilesiginin COX-1 ve COX-2 izoenzimleri ile yaptigi

etkilesimler

Doking Etkilesimleri

COX-1 ile Amentoflavon (-10.4 kcal/mol)

COX-2 ile Amentoflavon (-13.2 kcal/mol)

ARG67(H)...LigE(O) (H bagi=2.19)
GLN192(0)...LigE(H) (H bagi=2.06)
HIS581...LigE (n- & stacked=5.74)
HIS581...LigE (n-katyon=4.44)
HIS581(H)...LIgE(O) (H bagi=2.41)
TYR577(H)...LigE(H) (Unfavorable=2.35)
GLU347(0)...LigE (z-anyon=4.61)
GLU347(0)...LigE(H) (H bagi=1.87)

TYR371...LIigE (n- © shaped=4.90)
TRP373...LIgE (n- & T-shaped=5.07)
METS508(S)...LigE (m-sulfiir=5.68)
GLY512:C,0;Ala513:N...LigE ~ (Amid- =
stacked=3.96)

SERS516(H)...LigE(O) (H bagi=1.85)
LEU338...LigE (n-alkil=5.10)
VAL335...LigE (n-alkil=5.38)
VAL335(C)...LigE (n-sigma=3.68)
LEU345...LigE (n-alkil=5.29)
LEUS517(C)...LigE (n-sigma=3.65)
ALAS513...LigE (n-alkil=5.01)
ALAS513...LigE (n-alkil=3.49)
ALAS513...LigE (n-alkil=4.38)
VALS509(C)...LigE (n-sigma=3.79)
VAL509...LigE (n-alkil=5.12)
ARG106(H)...LigE(O) (H bagi=3.04)
GLUS510(0)...LigE(H) (H bagi=2.99)
ARGI106(H)...Lige(H) (Unfavorable=1.20)
TYR341...LigE (n- = T-shaped=5.58)
TYR341(OH)...LigE (wn-Lone Pair=2.95)
TYR341(H)...LigE(O) (H bagi=2.47)

En yiiksek COX-2 segicigi veren (SI=0.000003) ve ¢ok gugcli afiniteye sahip avikularin

bilesiginin enzim aktif bolgesine baglanma pozu Sekil 3.17°de, yaptig1 etkilesimler

Tablo 3.8’de verilmistir. COX-1 igin en iyi segiciligi veren (SI=0.4239) ve enzime

giiclii afinite ile baglanan kuersetin bilesiginin aktif bolge baglanma pozu Sekil 3.18°de,

yaptig1 etkilesimler Tablo 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.17 Avikularin bilesiginin COX-2 aktif bolgesine yerlesme pozu

PRO 153

ARG469

Sekil 3.18 Kuersetin bilesiginin COX-1 aktif bolgesine baglanma pozu
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Tablo 3.8 Kuersetin bilesiginin COX-1 enzimi, avikularin bilesiginin COX-2 enzimi ile

yaptig1 etkilesimler

Doking Etkilesimleri

COX-1 ile Kuersetin (-9.6 kcal/mol) COX-2 ile Avikularin (-10.8 kcal/mol)
GLU465(0)...LigC(0O) (Unfavorable=2.99) TYR341(OH)...LigF(H) (H bagi=2.42)
ARG469...LigC (m-alkil=5.34) VAL335...LigF (n-alkil=4.52)
LEU152(C)...LigC (n-sigma=3.42) LEU338...LigF (n-alkil=4.77)
GLN44(HN)...LigC (H bagi=2.19) GLY512(0)...LigF(H) (H bagi=2.69)
GLN461(H)...LigC(O) (H bagi=2.66) SER339(0)...LigF(H) (H bagi=2.69)
GLY45(0)...LigC(0O) (Unfavorable=2.70) LEU338...LigF (n-alkil=5.05)
PROI153...LigC (n-alkil=4.07) VALS509(C)...LigF (n-sigma=3.92)
PROI153...LigC (m-alkil=3.92) VALS509(C)...LigF (n-sigma=5.53)
CYS36...LigC (n-alkil=4.65) SER339(C)...LigF (n-sigma=3.91)
CYS47...LigC (rn-alkil=4.43) GLN178(0)...LigF (H bagi=2.73)
CYS47...LigC (m-alkil=5.32) PHE504(HN)...LigF(O) (H bagi=2.47)
CYS47(HN)...LigC(O) (H bag1=2.27) HIS75(H)...LigF(O) (H bagi=2.77)

ILE46(C)...LigC(0) (H bagi=3.39)

Bilesiklerin baglanmalarin1 saglayan etkilesimlerin genellikle enzimdeki aromatik
rezidiilerin n-elektronlari ile olusan m-hidrofobik cekimleri ve ¢esitli rezidiilerle olusan
H-baglar1 oldugu goriilmiistiir. Ligand-enzim baglanmalarinda en fazla rolii olan
residiler COX-1 icin 1le46, Prol53, Glu347 ve Arg469, COX-2 i¢in Argl06, Leu338,
Ser339, Tyr341, Val509 ve Ala513 oldugu sdylenebilir.

COX-1 enziminden farkli olarak, COX-2 aktif bolgesinde bulunan hidrofobik cep
sayesinde baglanma alaninin genislemesi, bilesiklerin COX-2 segciciligini agiklayabilir.
Genel olarak tiim bilesiklerin COX-1 ve COX-2 baglanma modlari incelendiginde
hepsinin enzimlerin sikloksijenaz baglanma bolgesine yerlestigi, hem varligi sebebiyle

peroksidaz aktif bolgesini tercih etmedikleri goriilmiistiir.

Literatirin genelinde HPL bitkisinin anti-enflamatuar aktivitesi COX enzimine
atfedilmistir. Bu aktivitenin kuersetin dahil bitkinin yiiksek konsatrasyondaki fenolik

maddelerden kaynakli oldugu bildirilmistir (Raso ve ark., 2002).

3.4.1.3. 5-LOX ve 15-LOXB doking sonuclari

5-LOX ve 15-LOXB enzimlerinin ligandlara baglanma enerjilerinden (AG), Ki degerleri
hesaplanmig ve iki izoenzim arasindaki segicilik indeksi olan SI (5-LOX K degerinin
15-LOXB K; degerine oran1) degerleri Tablo 3.9°da verilmistir. Ligandlarin 15-LOXB

izoenzimine baglanma afiniteleri (-8.2 > AG > -11.8 kcal / mol), 5-LOX izoenzimine
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baglanma afinitelerinden (-7.7 > AG >-10.0 kcal / mol) daha iyidir. Rutin ve kemferol
bilesigi 5-LOX'a secici olarak gugcli afinite (-9.0 > AG > -9.8 kcal / mol) ile baglanir.
Kuersetin, izokuersetin ve biapigeninin segicilikleri ¢ok zayif olup, mirisetin ise Segici
degildir; diger tiim bilesikler 15-LOXB izoenzimine segici olarak baglanir. Aralarindan
hiperisin ve amentoflavon bilesikleri ¢ok gii¢lii afinite (-10.6 > AG > -11.8 kcal / mol)
ile baglanirken, hiperforin, avikularin, hiperozid ve kuersitrin bilesikleri giiglii afinite (-
8.5 > AG > -9.2 kcal / mol) gosterir.

Tablo 3.9 5-LOX ve 15-LOXB izozimlerinin AG (kcal/mol), Ki(uM) ve SI degerleri.

5-LOX 15-LOXB

Bilesik AG Ki AG Ki Sl
Hiperforin -7.8 1.910 -9.2 0.180 10.61
Hiperisin -10.0  0.047 -11.8 0.002 23.50
Kuercetin -8.1 1.153 -8.2 0.974 1.18
Rutin -9.0 0.253 -8.9 0.299 0.85
Amentoflavon -9.9 0.056 -10.6 0.017 3.29
Avikularin -7.7 2.266 -8.5 0.587 3.89
Biapigenin -9.4 0.129 -9.6 0.092 1.40
Hiperozid 7.7 2.266 -8.6 0.496 4,57
Izokuersetin -8.3 0.823 -8.4 0.695 1.18
Kemferol -9.8 0.065 -9.0 0.253 0.26
Kuersitrin 7.7 2.266 -8.9 0.299 7.58

Mirisetin -8.0 1.366 -8.0 1.366 1

AA’in LOX yolaklart pro- veya anti-enflamatuar bilesikler iiretir. 5-LOX tek bagina
pro-enflamatuar I6kotrienlerin  sentezinden sorumludur ancak anti-enflamatuar
lipoksinler 15- ve 5-LOX’un kombine aktiviteleri ile sentezlenebilir. Insanda 5-LOX’a
en yakin homolog 15-LOXB’dir. Beklendigi gibi 5-LOX ve 15-LOXB ortak bir gevreyi,
ortak bir katalitik ¢ekirdegi ve ortak substrati paylasir. ikisi arasindaki en belirgin fark
aktif bolgeleridir bu da inhibitor segiciligi olusturur (Kobe ve ark., 2014; Roschek ve
ark., 2009).

Tablo 3.9’daki SI degerleri incelendiginde rutin ve kemferol bilesikleri secici 5-LOX
inhibitord olarak oOnerilirken, mirisetin hari¢ diger tim bilesiklerde 15-LOXB
izoenzimine segicilik gorunmektedir. Bunlar arasindan 5-LOX’a en iyi baglanan
hiperisin bilesiginin baglanma goriintiisii Sekil 3.19°da, 15-LOXB’ye en iyi baglanan
hiperisin bilesiginin baglanma goriintiisii Sekil 3.20°de verilmistir. Bu bilesiklerin

izoenzimlerle yaptig1 etkilesimler detayli olarak Tablo 3.10°da verilmistir.
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Tablo 3.10 Hiperisin bilesiginin 5-LOX enzimi, 15-LOXB enzimi ile yaptigi

etkilesimler
Doking Etkilesimleri
5-LOX ile Hiperisin (-9.6 kcal/mol) 15-LOXB ile Hiperisin (-10.8 kcal/mol)
SER447(C)...LigB(O) (H bagi=3.58) LEU420...LigB(C) (Alkil
ALA453...LigB (n-alkil=4.89) etkilesimi=3.70)
ARG370(NH2)...LigB (n-katyon=4.01) LEU420...LigB (m-alkil=5.39)
ARG370(H)...LigB(O) (H bagi=2.85) LEU610...LigB (mn-alkil=5.12)
ARG370(NH)...LigB (n-katyon=4.59) ALA606(C)...LigB(O) (H bagi=2.86)
ARG370(C)...LigB(0O) (H bagi=3.48) LEUG605...LigB (w-alkil=5.20)
THR366(0)...LigB(H) (H bagi=2.25) LEU609...LigB (n-alkil=4.58)
ILE365...LigB(C) (Alkil etkilesimi=4.43) ALA188(C)...LigB (n-sigma=3.63)
VAL361...LigB(C) (Alkil etkilesimi=4.62) ALAI188...LigB (n-alkil=4.69)
LEU288...LigB(C) (Alkil etkilesimi=4.42) ALAI188...LigB (n-alkil=4.36)
LEU244...LigB (n-Alkil=5.04) PHE184...LigB (n- & T-shaped=5.95)
LEU244...LigB (Alkil etkilesimi=4.31) PHE184...LigB (n- & T-shaped=5.43)
GLU287(0)...LigB(H) (H bagi=2.51) PHE184...LigB(C) (n-alkil=4.74)
ARG246(NH2)...LigB (n-katyon=4.46) PHE184...LigB (n- © T-shaped=5.46)
ARG246(NH2)...LigB (n-katyon=3.51) TYR185...LigandB (n- n T-shaped=5.18)
ARG246(NH2)...LigB (n-katyon=4.08) LEU419...LigB (n-alkil=4.28)
ARG246(NH2)...LigB (n-katyon/H bagi=4.04) LEU419...LigB (m-alkil=5.25)

Bilesiklerin baglanmalarini saglayan etkilesimlerin genellikle enzimdeki aromatik
rezidiilerin  m-elektronlar1 ile olusan =w-hidrofobik c¢ekimleri, hidrofobik alkil
etkilesimleri ve gesitli rezidiilerle olusan H-baglari oldugu goriilmiistiir. Ligand-enzim
baglanmalarinda en fazla rolii olan residiiler 5-LOX igin Arg246, Thr364 ve Ala453
iken 15-LOX-B i¢in Leu419, Val426, Leu605, Ala606 ve Leu609 oldugu sdylenebilir.

Hiperforin bilesiginin 5-LOX enzimini inhibe ettigi in vivo ve in vitro caligmalar ile
bildirilmistir (Feiit ve ark., 2009). Kuersetin bilesiginin de 15-LOX aktivitesi
gosterdigine dair bulgular vardir (Schneider ve Bucar, 2005). Ancak literatlirde bitkinin
tiim bilesenlerinin LOX kaynakli anti-enflamatuar aktivitesine dair kapsamli bir ¢alisma

ile karsilasilmamustir.

3.4.1.4.LOX ve COX ¢ift inhibisyonu

Arasidonik asit sadece prostanoidlerin (tromboksan, prostasiklin ve prostaglandin) COX
aracili sentezi i¢in Oncii olarak degil, ayn1 zamanda l6kotrien ve lipoksin gibi 6nemli
metabolitlerin LOX aracili sentezinde de dnciidiir. Klasik NSAll'lara kiyasla daha diisiik

gastrointestinal yan etkileri sebebiyle tercih edilen coksiblerinde kardiyovaskdler yan
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etkiler gosterdigi bildirilmistir. COX inhibisyonu, LOX yolaginda olan l6kotrienlerin
daha fazla birikmesine de sebebiyet verir. Bu nedenle hem COX hem de LOX yollarinin
birlikte inhibisyonudaha diisiik yan etkileri olan gucli anti-enflamatuar etkiler
sunacaktir (Jahng ve ark., 2004; Leone ve ark., 2007; Charlier ve Michaux, 2003;
Roschek ve ark., 2009; Chaaban ve ark., 2018).

Son zamanlarda anti-enflamatuar ilaglar konusunda yapilan arastirmalarda COX-2 ile 5-
LOX’un dual etkisine odaklanilmistir (Leval ve ark., 2002; Charlier ve Michaux, 2003;
Irrera ve Bitto, 2017; Jacob ve ark., 2018; Martel-Pelletier ve ark., 2003; Leone ve
ark.,2007; Chabaan ve ark., 2018). 5-LOX ve COX, diisiik redoks potansiyeline sahip
bilesikler tarafindan inhibisyona aciktir. Bu bilesiklerdeki baglanma gevsek olarak
adlandirildigindan, bu tiir "redoks inhibitorleri" genellikle siklooksijenazlara gore 5-
lipoksijenaz i¢in zayif segicilik gosterir. Bu sebeple segici 5-LOX inhibitorlerinin
arastirilmasindan ¢ok daha verimli olacagindan, ayn1 zamanda COX enzimini inhibe
eden bilesiklere odaklanilmistir. 5-LOX enziminin 0riint olan Iokotrienler ayrica pro-
enflamatuardir, prostaglandinler 16kotrien kaynakli enflamasyonu arttiracagindan bir
bilesigin her iki aktiviteye sahip olmasi da avantajlidir. Ayrica spesifik bir 5-LOX
inhibitoriiniin kendi basina etkisiz konsantrasyonlari, COX inhibitor etkisini 6nemli

6lcude guclendirmektedir (Leone ve ark., 2007).

5-LOX ve COX-2 enzimlerinin arasindaki se¢icilik indeksi olan SI (5-LOX K degerinin
COX-2 K degerine orani) degerleriTablo 3.11°de verilmistir. Ligandlarin COX-2
enzimine baglanma afiniteleri (-9.2 > AG > -13.2 kcal / mol), 5-LOX enzimine

baglanma afinitelerinden (-7.7 > AG >-10.0 kcal / mol) daha iyidir.

Tablo 3.115-LOX ve COX-2 izozimlerinin AG (kcal/mol), Ki(uM) ve SI degerleri.

5-LOX COX-2
Bilesik AG Ki AG Ki Sl

Hiperforin -7.8 1.910 -9.2 0.180 10.611

Hiperisin -10.0  0.047 -10.0 0.047 1.000
Kuersetin -8.1 1.153 -10.1 0.039 29.564
Rutin -9.0 0.253 -11.9 0.0019 133.158

Amentoflavon -9.9 0.056 -13.2 0.0002 280

Avikularin -7.7 2.266 -10.8 0.012 188.833

Biapigenin -9.4 0.129 -9.5 0.109 1.184
Hiperozid -7.7 2.266 -11.6 0.003 755.33
Izokuersetin -8.3 0.823 -10.8 0.012 68.583

Kemferol -9.8 0.065 -10.0 0.047 1.383
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Kuersitrin -1.7 2.266 -10.8 0.012 188.833
Mirisetin -8.0 1.366 -10.3 0.028 48.786

Ikili enzim inhibisyonu aradigimiz icin segicilik yerine SI degeri 1’ en yakin olan ve
birbirine benzer inhibisyon degerleri veren ligandlar se¢ilmistir. 5-LOXve COX-2
enzimlerine -10 kcal / mol ile gii¢lii baglanan hiperisinin baglama goriintileri sirasiyla
Sekil 3.19 ve Sekil 3.21°de verilmistir. Bu bilesigin enzimlerle yaptigi etkilesimler
detayli olarak Tablo 3.12°de verilmistir. 5-LOX enzimine -9.8 kcal / mol ve COX-2
enzimine -10 kcal / mol ve ile gii¢lii baglanma gosteren kemferol bilesiginin baglanma
goriintiileri sirastyla Sekil 3.22 ve Sekil 3.23’de verilmistir. Bu bilesigin enzimlerle

yaptig1 etkilesimler detayli olarak Tablo 3.13’de verilmistir.

LYSG8

Sekil 3.21 Hiperisin bilesiginin COX-2 aktif bolgesine baglanma pozu
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Tablo 3.12 Hiperisin bilesiginin 5-LOX enzimi, COX-2 enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Doking Etkilesimleri

5-LOX ile Hiperisin (-10 kcal/mol) COX-2 ile Hiperisin (-10 kcal/mol)
SER447(C)...LigB(O) (H bag1=3.58) LYS68(H)...LigB(H) (Unfavorable=1.72)

ALAA453.. LigB (n-alkil=4.89) TYR108...LigB (n- 7 stacked=3.68)

ARG370(NH2)...LigB (n-katyon=4.01) TYRI108...LigB (n-alkil=4.41)
ARG370(H)...LigB(O) (H bag1=2.85) TYR108...LigB (n- & stacked=4.04)
ARG370(NH)...LigB (n-katyon=4.59) TYR108...LigB (n- & stacked=3.91)
ARG370(C)...LigB(0O) (H bagi=3.48) TYRI108...LigB (n-n stacked=5.43)
THR366(0)...LigB(H) (H bagi=2.25) TYR108...LigB (n-n stacked=4.59)
ILE365...LigB(C) (Alkil etkilesimi=4.43) TYRI108...LigB (n- & stacked=5.10)
VAL361...LigB(C) (Alkil etkilesimi=4.62) TYRI108...LigB (n- & stacked=5.92)

LEU288...LigB(C) (Alkil etkilesimi=4.42) ARG?29...LigB (m-alkil=5.21)
LEU244...LigB (n-Alkil=5.04) ASN28(0)...LigB(H) (H bagi=2.32)
LEU244...LigB (Alkil etkilesimi=4.31) THR47(0)...LigB(H) (H bagi=2.35)

GLU287(0)...LigB(H) (H bagi=2.51)
ARG246(NH2)...LigB (n-katyon=4.46)
ARG246(NH2)...LigB (n-katyon=3.51)
ARG246(NH2)...LigB (n-katyon=4.08)

ARG246(NH2)...LigB (n-katyon/H bagi=4.04)

VAL243

\ 2.25 RG457

Sekil 3.22Kemferol bilesiginin 5-LOX aktif bolgesine baglanma pozu
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SER339
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SER516

Sekil 3.23Kemferol bilesiginin COX-2 aktif bolgesine baglanma pozu

Tablo 3.13Kemferol bilesiginin 5-LOX enzimi, COX-2 enzimi ile yaptigi etkilesimler

Doking Etkilesimleri

5-LOX ile Kemferol (-9.8 kcal/mol) COX-2 ile Kemferol (-10 kcal/mol)
ARG370(H)...LigK(O) (H bagi=2.54) SER516(H)...LigandK(O) (H bagi=2.95)
ARG370(NH1)...LigK ( n-katyon=4.14) LEU517...LigandK (m-alkil=5.17)
VAL243...LigK (n-alkil=4.28) VAL335(C)...LigandK (n-sigma=3.68)
VAL243(0)...Ligk(H) (H bagi=2.25) VAL335(C)...LigandK (n-sigma=3.83)
ARG457(C)...LigK(O) (H bag1=3.52) ALA513(C)...LigandK (n-sigma=3.79)
ARG457(H)...Ligk(O) (H bagi=2.15) ALA513(C)...LigandK (n-sigma=3.93)
ALA453...LigK (n-alkil=4.53) ARG106(NH)...LigandK(n-katyon=4.72)
ALA453.. LigK (n-alkil=4.65) ARGI106(H)...LigandK(O)(H bagi=2.40)

VALS509(C)...LigandK (n-sigma=3.83)
VAL509(C)...LigandK (n-sigma=3.76)
SER339(C)...LigandK (n-sigma=3.57)

Bilesiklerin 5-LOX ve COX-2 enzimlerine baglanma enerjilerini karsilastirdigimizda
neredeyse timiunde COX-2 segiciligi géze ¢carpmaktadir. Kemferol bilesiginin 5-LOX’a
baglanma mekanizmasinda ligandin oksijen atomlarinin enzim ile yaptigi H-baglar
etkili iken, COX-2 enzimine baglanmasinda ise n-sigma hidrofobik etkilesimleri baskin

rol oynamaktadir.
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Albert ve ark. (2002) calismasinda, HPL bitkisinin temel bilesenlerinden biri olan
hiperforini COX-2 ve 5-LOX enzimleri i¢in dual inhibitér olarak Onermistir ancak
bitkinin tiim bilesenlerinin dual inihibitdér potansiyellerini kiyaslayan calismaya

rastlanmamuistir.
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4.SONUCLAR

Halk arasinda iltihaplanma olarak bilinen enflamasyon, bir¢ok hastaligin patolojik
temelini olusturmaktadir. En fazla regete edilen ilag grubu olan anti-enflamatuarlarin,
yan etki profilleri sebebi ile yeni ilag¢ arayisi devam etmektedir. Enflamasyon, yangi,
ates, agri gibi semptomlarin giderilmesinde COX inhibitorleri 6n plandadir. COX
enzimi gibi enflamasyona arasidonik asidin iriinlerini inhibe ederek etki gdsteren bir
diger enzim de lipoksijenazdir. Ayni anda her iki enzimin inhibisyonuna odaklanmak,
daha diistik kosantrasyonlardaki aktif madde ile yan etkileri azaltilmis anti-enflamatuar
ilaglarin kesfi i¢in umut vadetmektedir. Son yillarda en az yan etkiye sahip ve daha
ulagilabilir olmasi sebebiyle tibbi bitkiler 6n plana ¢ikmistir. Sar1 kantaron (Hypericum
Perforatum L.), birgok biyolojik aktivite gosteren halk arasinda anti-enflamatuar ve yara
iyilestirici 6zellikleri igin yaygin olarak kullanilan tibbi bir bitkidir. Bitkinin norolojik
hastaliklarin tedavisinde yararli oldugu diistiniilerek yiizyillardir bitkisel bir anti-
depresan olarak kullanildigi ve MAO enzimini inhibe ettigi bilinmektedir. Depresyon
tedavisinde kullanilan ilaglarm segicilik gostermemesi ve geri doniisimsiiz enzim
inhibisyonu sebebi ile yeni ilag kesfine agik bi alandir. Ayn1 zamanda antioksidan
aktivite gosterdigi bilinen bu bitkinin, biyolojik makromolekiil hasarina ve metabolik
fonksiyon bozukluklara yol agan oksidatif stresle mucadele ederek anti-depresan ve

anti-enflamatuar etkileri destekleyecegi diisiilmektedir.

Bu tez calismasinda, sar1 kantaron bitkisinin temel bilesenleri olan hiperisin, hiperforin
ve flavanoid grubunun COX, LOX ve MAO enzimlerine baglanma afinitelerini doking
ile hesaplayarak enzimlere olan ilgisi tespit edilmis ve baglanma dogas1 incelenmistir.
Mersin bolgesinden toplanan sar1 kantaron bitkisinin alkol ekstresinden, kromatografik
yontemler ile izole edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemler ile
tanimlanmistir. Bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi ile hesaplanmis,

LOX enzimi icin in vitro enzim inhibisyonu ¢alismalar1 yapilmistir.

Mersin bolgesinden toplanan ve havadar bir ortamda demetler halinde kurutulan
Hypericum Perforatum L. bitkisi toz haline getirilmis ve % 100 metanol eklenip
meserasyon yontemi ile ekstre elde edilmistir. Elde edilen ekstre absorban olarak silika
jel, mobil faz olarak kloroformdan baglayarak artan oranda etanol ile polaritesi

arttirtlarak kolon kromatografisi yontemiyle eliie edilmistir. Benzer polaritedeki
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yurumeler toplanarak ince tabaka kramotografisi ile uygun mobil faz sistemleri
kullanilarak yiiriitilmistiir. Goriiniir 151k ve UV lambada fraksiyonlar izlenerek benzer
olanlar birlestirilip kaba ayrim tamamlanmistir. Saf maddelerin izolasyonu ig¢in
preperatif ITK uygulanip 10 farkli madde elde edilmistir. IR ve *H NMR yontemi ile
kuersetin (1), kemferol (5) ve hiperisin (9) maddeli tanimlanmig, 4 numarali 6rnegin
izokuersetin olabilecegi diisiiniilmiis ancak diger maddeler gibi tam temizlenmemis

(saflagtirllamamis) olmasi sebebi ile tanimlanamamastir.

Ekstreden saflastirilan 10 6rnek ve bitkinin %100 alkol ekstresi icin DPPH yontemi ile
antioksidan tayini yapilmistir. Bitkinin alkol ekstresinin ICsg degeri troloks ve askorbik
asit ile karsilastirildiginda sentetik antioksidanlara yakin bir antioksidan aktivite
gosterdigi soylenebilir. Ekstreden saflastirilan maddelerin konsantrasyon artisina bagl
% inhibisyon degisimi incelendiginde 1,4 ve 5 numarali orneklerin digerlerine gore
daha tutarli degerler verdigi goriilmiistir. 1 numarali 6rnek olan kuersetin, ve 5
numarali 6rnek olan kemferollin ICso degerleri sentetik antioksidanlara kiyasla biraz

yuksektir.

in vitro test Cayman Chemical Co (USA) firmasindan temin edilen Lipoksijenaz
Inhibitér Tarama Kiti kullanilarak, firma talimatlarina uygun gerceklestirilmistir. Ancak
enzim, Kitin icerisinde bulunan pozitif kontrol olan nordihidroguaiaretik asit (NDGA)
ile calismamig, maddelerin % inhibisyonlar1 hesaplanamamaistir. Enzim kitinin kosullara

uygun saklanmadig1 i¢in bozulmus olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bitki ekstraksiyonundan madde saflastirma ve biyolojik aktivite tayinleri ile es zamanl
olarak, HPL bitki bilesenlerinin kapsamli siniflandirmasin1 yapan Greeson ve ark.
(2001) calismasindan flovanoid sinifina ait yapilar secgilerek MAO, COX ve LOX
enzimlerine baglanma dogasini incelemek ve molekiiler diizeyde etkilesimlerini gormek
icin doking calismalart yapilmistir. Her ¢ enzim grubu igin <-8.0 kcal/mol aktivite
gosteren bilesikler kuersetin, kemferol, amentoflavon ve mirisetindir. HPL nin ana aktif
bilesiklerinden biri olan hiperisin (-9.2 kcal/mol) MAO-B icin secici ve gucli baglanma
afinitesi gosterir. MAO-A enzimini segici ve ¢ok giiclii baglanma afinitesi ayn1 zamanda
antioksidan aktiviteye sahip olmasi sebebiyle kuersetinin (-10.7 kcal/mol) bitkinin
antidepresan aktiviteden sorumlu bilesiklerinden en etkilisi oldugu sdylenebilir. COX

enzim ailesi incelendiginde tiim bilesiklerin COX-2 enzimini secici olarak inhibe
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etmesi, COX-1 enzim inhibitdrlerine bagli gastrointestinal yan etkileri azaltacagi
diistiniilebilir. Her iki izoenzim ile en giliclii baglanma afinitesi gosteren (COX-1 igin -
10.4 kcal/mol, COX-2 igin -13.2 kcal/mol) amentoflavon bilesigi goze ¢arpmaktadir.
Bilesiklerin, enflamasyondan sorumlu diger enzim grubu olan LOX ailesine olan
baglanma ilgisini inceledigimizde, 15-LOXB izoenzimine 5-LOX izoenzimine gore
daha iyi bir afinite ile baglandig1 goriilmistiir. 15LOXB i¢in en iyi baglanma afinitesi (-
11,8 kcal/mol) gosteren bilesik hiperisin, 5-LOX i¢in en iyi baglanma afinitesi (-9,8

kcal/mol) gosteren bilesik kemferoldr.

COX inhibisyonunun lokotrienlerin daha fazla birikmesine sebep olmasi, ayn1 zamanda
bircok bilesigin gevsek baglanma ile 5-LOX i¢in zayif secilik gostermesi enzimlerin
secici inhibisyonu yerine, hem COX hem de LOX yollarinin birlikte inhibisyonun daha
diisiik yan etkileri olan gucli anti-enflamatuar etkiler sunacagi diisiiniilmustiir (Jahng ve
ark., 2004; Leone ve ark., 2007; Roschek ve ark., 2009; Chaaban ve ark., 2018). Ek
olarak, dual inhibitorlerin COX inhibitdrlerinin etkisiz oldugu 5-LOX iiriin aracili
enflamasyonu inhibe ederek daha genis bir spektrumda anti-enflamatuar aktivite
sergileyebilecegi diistiniilmektedir (Fiorucci ve ark., 2001). Bu sebeple son zamanlarda
anti-enflamatuar ilaclar konusunda yapilan arastirmalarda COX-2 ile 5-LOX’un dual
etkisine odaklanilmistir (Brune, 2004; Leval ve ark., 2002; Charlier ve Michaux, 2003;
Irrera ve Bitto, 2017; Jacob ve ark., 2018; Martel-Pelletier ve ark., 2003; Chabaan ve
ark., 2018). Farkli bilesik gruplarinin dual inhibitdr potansiyelleri aragtirmalara konu
olmus, Albert ve ark. (2002) bu ¢alismay1 HPL bitkisinin ana bilesenlerinden biri olan
hiperforin icin gergeklestirmistir. Bu ¢alismalardan yola c¢ikarak, bitkisinin temel
bilesenleri hiperisin ve hiperforine ek olarak bitkinin flavanoid grubuna ait bilesiklerin
dual inhibitor potansiyellerini karsilagtirdik. Hiperisin (her iki enzim icin -10,0
kcal/mol) ve kemferol (5-LOX icin -9.8 kcal/mol, COX-2 icin -10.0 kcal/mol)
bilesikleri her iki enzim ile giiglii baglanma afinitesi gostermistir ve dual inhibitor

potansiyelleri sebebiyle umut vadetmektedir.

Bu calismalar degerlendirildiginde, farkli biyolojik aktiviteleri oldugu bilinen bir grup
HPL bileseninin MAO ve COX inhibisyonunun yani sira COX-2 / 5-LOX dual inhitor
potansiyelleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha ileri in vitro ve in siliko ¢alismalarinin

gergeklestirilmesi gerekmektedir.
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EKLER

Tablo Ek-1.Her bilesik icin MAO-A ile 10 defa tekrarlanan flex doking hesaplamalari
sonucunda enzimin aktif bolgesine en iyi baglanan konformasyonlarin baglanma

enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayst |1l o 3 | 4|5 | 6| 7| 8] 9 o
Bilesik
Hiperforin -54 | -55|-53|51|-60]|-60]|-54|-60]-51|-59
Hiperisin -81|-81|-81|-84|-81|-81|-82|-81|-81| -81
Kuersetin -10.7 |-10.7 |-10.7| -6.5 | -10.7 | -10.7 | -10.7 | -10.7 | -10.7 | -10.7
Rutin -72 | -70 | -76 | -72 | -70 | -70 | -76 | -7.2 | -7.6 | -7.8
Amentoflavon 80 |-81|-80|-79|-80)|-81|-80]-81|-81]| -80
Avikularin -78 | 63| 66| -69 | -76 | -7.8 | -6.7 | -7.8 | 7.6 -71.6
Biapigenin -69 | 68| 67| -67| 69| -68 | -67 | -72 | -70 | -6.7
Hiperozid -72 | 66 | -72 | -72 | -72 | 66 | -66 | -7.2 | -6.6 | -6.5
Izokuersetin 71 |\ -73|-71)|-72 | -73 | -7.3 | -6.6 | -68 | -7.3 | -6.6
Kemferol -10.3 | -10.3| -6.4 |-10.3|-10.3|-10.3|-10.2 |-10.3 |-10.3| -6.5
Kuersitrin -78 | -77|-78 | -78 | -78 | -7.2 | -78 | -7.8 | -7.2 | -7.1
Mirisetin -10.6 | -10.6 | -10.6 | -10.6 | -10.5 | -10.6 | -10.5 | -10.6 | -10.6 | -6.8

Tablo Ek-2.Her bilesik i¢in MAO-B ile 10 defa tekrarlanan flex doking hesaplamalari
sonucunda enzimin aktif bdlgesine en 1iyi1 baglanan konformasyonlarin baglanma

enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayist |1 | 2 | 3| 4|5 |6 | 7|89 0
Bilesik
Hiperforin -56 | 59| -58|-59|-59|-60]|-58|-53]|-58] -58
Hiperisin 92 | 92|92 |-91|-92|-86|-92|-91]|-82 /| -9.2
Kuersetin -79 | -75|-80|-79 |81 | -64|-75| -64 | -75]| -75
Rutin 74 | 74 | 711 7.4 74 | -74 | -74 | -73 | -73 | -74
Amentoflavon -88 | 86 |-75|-83|-83|-87|-80|-88|-88| -86
Avikularin 68 | 67| -69|-69|-70|-73|-69|-69]|-69| -69
Biapigenin 14 | 72 |72 | -74 | -72 | -73 | -74 | -74 | -74 | -7.4
Hiperozid 67 | -74 | -70 | -73 | -69 | -6.7 | -6.7 | -6.7 | -7.3 | -7.1
Izokuersetin 71 |-70| 68| 69| 69| -68|-69|-69|-69]| -6.8
Kemferol 72 | -81|-79|-79|-81|-79|-81|-80]|-81 | -7.9
Kuersitrin 73 |-70|-73|-73|-73|-71|-70 | -73|-71 | -7.3
Mirisetin -80 | -80|-81|-76|-80|-80|-80|-74]|-64] -80
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Tablo Ek-3.Her bilesik i¢gin COX-1 ile 10 defa tekrarlanan flex doking hesaplamalari
sonucunda enzimin aktif bolgesine en iyi baglanan konformasyonlarin baglanma

enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayist | 1 | 2 | 3| 4| 5|6 | 7|8/ 9 10
Bilesik
Hiperforin | 6.9 | -6.8 | 6.9 | 6.9 | 6.8 | 6.9 | 6.9 | -6.8 | 6.9 | 6.8
Hiperisin | -8.3 | 8.3 | -85 | -85 | 8.7 | 8.7 | -85 | 8.5 | -8.6 | 8.6
Kuersetin 94 | 96 |-78|-77| 94| -96|-94|-94|-94| -94
Rutin 86 | 88| 87| 88| 87| 87| 88|88 | 88| 87
Amentoflavon | -10.1 | -10.1|-10.1 | -10.1 | -10.1 | -10.1 | -10.1 | -10.4 | -10.1 | -10.1
Avikularin | 7.8 | 78 | 78 | 79 | 78 | 78 | 78 | 78 | 78 | -75
Biapigenin | -8.7 | 88 | 8.7 | 8.7 | 87 | 8.7 | 87 | 8.7 | 87 | 87
Hiperozid | 81 | 81| 81 | 8.8 | 79 | 8.0 | 81 | 81 | 80 | 8.1
Tzokuersetin | 7.6 | 94 | -7.7 | 82 | 7.9 | 7.6 | 7.6 | -7.9 | 8.0 | 8.1
Kemferol | 93 | 82 | 72 | 72 | 72 | 72 | 93 | -93 | 81 | 93
Kuersitrin | 7.8 | 7.0 | <78 | 78 | 7.7 | 78 | 73 | 78 | -78 | 7.8
Mirisetin__ | 8.6 | -7.7 | 86 | 92 | 7.7 | 92 | 7.7 | 92 | 92 | -7.7

Tablo Ek-4.Her bilesik igin COX-2 ile 10 defa tekrarlanan flex doking hesaplamalari
sonucunda enzimin aktif bolgesine en iyi baglanan konformasyonlarmm baglanma

enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayis1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10

Bilesik
Hiperforin -82 |-81|-68|-82|-69|-82|-67]|-92]|-69| -69
Hiperisin -9.8 |-10.0| -9.9 |-100| 99 | -99 | 99 | -9.7 | -99 | -938
Kuersetin -100 | -99 |-101| -99 | 99 | 98 | -92 | -99 |-10.0| -9.9
Rutin -7.8 |-11.7|-10.7|-11.8 |-10.7 |-11.5| -8.0 |-11.7|-119| -11.8

Amentoflavon | -11.6 |-11.7 |-13.2| -9.5 |-11.6 |-11.3|-11.7|-11.7 | -10.3 | -11.7
Avikularin -10.6 |-10.7 |-10.1 | -10.4 | -10.8 | -7.7 |-10.5|-10.6 | -10.7 | -10.6

Biapigenin 95 | -95|-95|-95|-91|-95]|-94|-95|-95 | -95
Hiperozid -80 |-10.0|-116|-1124| -9.7 |-10.3|-11.1| -8.3 |-10.4| -10.2
izokuersetin -10.5 |-10.8|-10.3|-106| -7.7 | -8.1 | -9.8 |-10.6| -8.2 | -10.6
Kemferol 99 | 94|96 |-99| 95| 94| -94 |-100| -99 | -9.6
Kuersitrin -10.5 | -10.8|-10.5|-10.5|-10.6 | -85 |-10.7| -8.0 | -10.4| -10.7
Mirisetin -10.1 | 9.1 | -93 |-10.1|-10.0|-10.3| -9.2 | -74 |-10.1| -9.2
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Tablo Ek-5.Her bilesik i¢in 5-LOX ile 10 defa tekrarlanan flex doking hesaplamalari
sonucunda enzimin aktif bolgesine en iyi baglanan konformasyonlarin baglanma

enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayist |l 2 | 3 | 4|5 |6 | 7|8 9 0
Bilesik
Hiperforin -75|-78 |-78|-78|-77|-59 | -60 | -78 | -7.8 | -7.8
Hiperisin -10.0 | -10.0 | -10.0 | -10.0 | -10.0 | -10.0 | -10.0 | -8.4 | -8.4 | -10.0
Kuersetin 79 | 77| -74|-74|-65|-79 | -81|-74|-81| -7.9
Rutin 89 | 89 |-89|-90|-70| 90 |-70| -89 | -9.0 | -85
Amentoflavon 83 | 98|98 |-83|-98|-99|-83]|-98]|-96| -9.8
Avikularin 77 | -75|-75|-76 | -73 | -75 | -15| 64 | -75 | -7.2
Biapigenin -86 | -94 | 94| 82| -85|-94|-94|-93]| -89 | -94
Hiperozid -7 | -7 | -7 | -7 -1 7 | -7 -7.0 | 6.7 | 7.7 | <17
Izokuersetin -80 | -82|-83|-79|-75|-76 | -74 | 81| -6.7 | -7.2
Kemferol 72 | -74 | -72 | 68 | -7.7 | 64 | -76 | -76 | -7.8 | -7.8
Kuersitrin -76 | -76 | -76 | -76 | -76 | -76 | -76 | -76 | -7.7 | -6.5
Mirisetin =77 |\ 77|17 | =77 | -80 | 7.7 | <77 | 7.7 | -7.7 | -8.0

Tablo Ek-6.Her bilesik i¢in 15-LOX-B ile 10 defa tekrarlanan flex doking
hesaplamalar1 sonucunda enzimin aktif bdlgesine en iyi baglanan konformasyonlarin

baglanma enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Bilesik
Hiperforin -88 | 86| -78 | -84 | 92| -85|-87|-83|-85]| -84
Hiperisin -93 |-115| 95| 95| 95| -94 |-118|-115|-11.8| -94
Kuersetin -82 | -82)|-82|-82|-82)|-82]|-79|-82|-82]| -82
Rutin -89 |88 |-89|-89|-88|-87|-87]|-89]|-88]| -89
Amentoflavon | -10.5 |-10.5|-10.4 | -10.5|-10.4|-10.5|-10.5 | -10.3 | -10.3 | -10.6
Avikularin -85 |-84|-85|-85|-85|-85|-81|-84]|-81]| -85
Biapigenin 93 |-93|-93|-93|-93]-92]|-93|-96|-93]| -93
Hiperozid -86 | -81|-86|-86|-86|-86|-81|-81|-86| -86
izokuersetin -81 |-83|-82|-84|-82)|-81]|-81)|-82]|-83]| -80
Kemferol 81 |90|-80|-82|-80|-81|-79|-81|-80/| -8.0
Kuersitrin -89 | -89|-89|-89|-89)|-89|-89|-89|-89]| -89
Mirisetin 79 | -79|-79|-79|-79 | -79 | -79 | -7.8 | -80 | -7.9
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