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ONSOZ

Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu tarafindan finansal olarak
desteklenen 107M307 no’lu projede esas olarak Parkinson Hastaligi’na neden oldugu bilinen
yilksek KOMT enzimi aktivitesinin, antioksidan, antimikrobiyal ve antikarsinojenik
ozelliklere sahip olan zeytin yapragi polifenolleri ve iizerlik tohumu alkaloitleri ile inhibe

edilebilme potansiyelleri arastirilmistir.

Toplam 18 adet polifenolik ve alkaloit standartlari, Oziitleri ve fraksiyonlarmin
kullanildig1 inhibisyon ¢aligmasi sonucunda, iizerlik tohumu alkaloitleri arasindan harmin ve
harmalin alkaloitleri i¢in en yliksek inhibisyon etkisi goriilmiistiir. Yapisal olarak da benzerlik
gosteren bu iki bilesigin, KOMT enzim aktivitesini karigik tip inhibisyon mekanizmasi ile
engelledigi belirlenmistir. Inhibisyon performansi en yiiksek olan iizerlik tohumu fraksiyonu,
harmin fraksiyonunun inhibisyon sabitleri (K; ve aKj) sirasiyla 0.15+£0.07 pg/ml ve 1.28+0.06
pg/ml olarak hesaplanmistir. Zeytin yapragi Oziitlinliin oleuropeince zengin fraksiyonu ise
oleuropein standardi, ham 06ziit ve rutine gore daha yiiksek inhibisyon etkisi gostermistir.
Fraksiyonlama sonucunda polifenolik bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arttig1 gérilmiistiir.
Ayrica, laden, menengic ve sakiz yapraklarindan elde edilen Oziitlerin yiiksek inhibisyon
kapasitesine sahip olduklar1 tespit edilmis bundan dolay1 fraksiyonlama yapilmasi gereken

bitki tiirleri olarak belirlenmistir.

Dogal inhibitorler ile elde edilen sonuglar, bilinen en iyi sentetik KOMT inhibitoriiniin
performanst ile kiyaslanmis olup inhibitorlerin in vivo c¢alismalarda kullanilabilecek
potansiyelleri olduklar1 sonucuna ulagilmistir. Bu ¢alisma sonucunda alkaloit ve polifenolik
tiirevi bilesiklerin ve oOziitlerin inhibisyon sabiti verileri literatiire kazandirilmis ve dogal
KOMT inhibitorii gelistirebilmek amaciyla yapilan calismalara kaynak olusturma imkani

bulunmustur.

111



OZET

KATESOL-O-METILTRANSFERAZ (KOMT) ENZIM AKTIVITESININ
BITKILERDEN ELDE EDIiLEN BAZI ALKALOITLER
VE FENOLLERLE ENGELLENMESI

Bu calismada, iizerlik tohumu alkaloitleri ve zeytin yapragi polifenollerinin KOMT
tarafindan katalizlenen metillenme reaksiyonunu engelleyebilme potansiyelleri arastirilmistir.
Ozellikle, ekstraksiyon ve fraksiyonlama islemleri ile safliklar1 arttirilmaya calisilmis harmin
ve harmalin alkaloitlerinin ve oleuropein ve rutin polifenollerinin KOMT enzim inhibisyonu
performanslari, bu bilesiklerin standartlar1 ve bilinen en 1yi KOMT inhibitorii olan 3,5-

dinitrokatesol ile kiyaslanmaistir.

Bitki oziitlerinin elde edilmesi ve fraksiyonlama islemleri sirasinda verimlilige etki
eden bir ¢ok parametre YPSK analizlerine gore optimize edilmistir. KOMT inhibisyon
deneylerinde kullanilmak iizere elde edilmis 6ziit ve fraksiyonlarin karakterizasyonu da yine

YPSK analizleri ile ger¢eklestirilmistir.

KOMT enzim aktivitesi spektrofotometrik ve florometrik metotlar ile tayin edilmis ve
hassasiyeti daha yiiksek ve ekonomik bulunan florometrik metot ile inhibisyon deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu metotta metil verici ve metil alic1 substrat olarak kullanilan SAM ve
Eskuletin i¢in inhibitorsliz ortamdaki K, degerleri swrasiyla 3.5 £ 0.3 uM ve 6.4 £ 0.4 uM
olarak hesaplanmigtir. Toplam 18 adet standart, 6ziit ve fraksiyonun kullanildig1 inhibisyon
calismasi sonucunda, tlizerlik tohumu alkaloitleri arasindan harmin ve harmalin alkaloitleri
icin en yiiksek inhibisyon etkisi goriilmiistiir. Yapisal olarak da benzerlik gosteren bu iki
bilesigin, KOMT enzim aktivitesini karigik tip inhibisyon mekanizmas: ile engelledigi
belirlenmistir. Uzerlik tohumundan fraksiyonlanan ve inhibisyon performansi en yiiksek olan
harmin fraksiyonunun kompetitiflik ve nonkompetitiflik derecelerine ait inhibisyon sabitleri

(K ve aKj) sirastyla 0.15+0.07 pg/ml ve 1.28+0.06 ug/ml olarak hesaplanmistir.

Zeytin yapragi polifenollerinin standartlar1 ile yapilan calismada rutinin KOMT
enzimini inhibe etme 6zelligi goriilirken oleuropeinin daha az etkili oldugu gorilmiistiir.
Zeytin yaprag1 Oziitlinlin oleuropeince zengin fraksiyonu ise oleuropein standardi, ham 0ziit
ve rutine gore daha yiikksek inhibisyon etkisi gostermistir. Fraksiyonlama sonucunda

polifenolik bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir.
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Hayit, laden, menengic ve sakiz bitkilerinin yapraklarindan elde edilen polifenolik
oziitlerinin de yine KOMT enzimini inhibe etme potansiyelleri oldugu goriilmiistiir. Bunlar
arasindan, laden, menengi¢ ve sakiz Oziitleri yliksek inhibisyon kapasitesine sahip

olduklarindan dolayi fraksiyonlama yapilmasi gereken bitki tiirleri olarak belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, iizerlik tohumu alkaloitleri ve safligi arttirilmis zeytin yapragi
fraksiyonlar1 umut vaad eden dogal KOMT inhibitorleri olduklar: tespit edilmis ve inhibisyon
kinetigi sabitleri literatiire kazandirilmistir. Ayrica, bu alkaloit ve polifenolik bazli dogal
bilesiklerin bilinen antioksidan ve antimikrobiyal Ozelliklerinin de olmasi nedeniyle ¢ok

fonksiyonlu bilesikler olarak bir ¢ok sektorde kullanilabilecekleri anlagilmistir.

Anahtar kelimeler: KOMT, Inhibisyon, Alkaloitler, Fenoller, Parkinson Hastalig1



ABSTRACT

INHIBITION OF CATECHOL-O-METHYLTRANSFERASE (COMT)
ENZYME ACTIVITY BY SOME PLANT-DERIVED
ALKALOIDS AND PHENOLS

In this study, inhibition potentials of harmal seed alkaloids and olive leaf polyphenols
were investigated on COMT catalyzed methylation reaction. Especially, inhibition
performances of harmine and harmaline alkaloids and oleuropein and rutin polyphenols
whose purities were attempted to be increased by extraction and fractionation were compared

with standards of these compounds and the best known COMT inhibitor, 3,5-dinitrocatechol.

During the obtaining of plant extracts and their fractions, many parameters affecting
the efficiency were optimized according to HPLC analyses. Characterization of the extracts
and fractions obtained in order to use in COMT inhibition experiments were performed also

with HPLC analyses.

COMT enzyme activity was determined by spectrophotometric and fluorometric
methods and inhibition experiments were performed with fluorometric method of which the
sensitivity was found higher. In this method, K., values for SAM and aesculetin used as
methyl donor and acceptor substrates were found as 3.5 £ 0.3 uM and 6.4 £ 0.4 uM,
respectively. As a result of the inhibition study in which a totally 18 standards, extracts and
fractions were used, the highest inhibitory effect is observed for harmine and harmaline rich
fractions among harmal seed alkaloids. It has been determined that the COMT inhibition
mechanisms of these two compounds which are also structurally similar, were the same and
were in mixed type manner. Inhibition constants indicating degree of competitiveness and
noncompetitiveness (K; and aK;) of the harmine fraction which has the highest inhibition

performance were calculated as 0.154+0.07 pg/ml and 1.28+0.06 pg/ml, respectively.

In the studies performed with standards of olive leaf polyphenols, while it was
observed that rutin has ability of inhibiting COMT enzyme, oleuropein was found less
effective. However, oleuropein rich fraction of olive leaf extract showed higher inhibitory
effect than crude extract and rutin. As a result of the fractioning, it was revealed that

biological activities of polyphenolic compounds increased.

vi



Moreover, it was also observed that polyphenolic extracts obtained from vitex, cistus,
terebinth and mastic leaves have potentials of inhibiting the activity of COMT enzyme. Since,
vitex, terebinth and mastic extracts among these showed high inhibition capacity, it was

thought that fractionation should be performed for these plant species.

As a more general conclusion, it was revealed that harmal seed alkaloids and olive leaf
fractions with high purity are promising natural COMT inhibitors. By performing this study,
the kinetic inhibition constants of extracts, their fractions and standards could be determined
and they could be reported into literature. Besides, it was understood that these alkaloid and
polyphenolic based natural compounds can be used as multifunctional compounds in many
industrial and academic fields due to having antioxidant and antimicrobial features as well as

COMT inhibitory activities.

Key words: COMT, Inhibition, Alkaloids, Phenols, Parkinson Disease

vil



ICINDEKILER

OZET ..ottt ettt ettt v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et ettt ee e et sa e e sttt e e e e st et en e entesaeenneenen vi
SEKILLER DIZINIL.....ooouiiiioioeeieeeeee oot xi
TABLOLAR DIZINI......ooooiiiiiiiioiieeeeeceeeeeeeeee et XV
KISALTMALAR DIZINI.......ooiiiiiiiieieeeeeeeeeee et XVvi
1.0, GIRIS .ottt ettt s 1
2.0. GENEL BILGILER.........coooiiuiieteeeteeeeeee ettt 4
2.1. NORODEJENERATIF HASTALIKLAR.....c.ceituituiineiriineiiensinineseeseesiseeseeseesssssenaees +
2.1.1. Parkinson HastaliZl..........cooueieiiiieiiiecie e e 5

2.1.2. Parkinson Hastaligi’nin Tedavi Yontemleri........ccocceeveieieniiieiiiiecceeeieeeeeeee, 6
2.1.2.1. Farmakoterapi (I11ag Tedavisi)............ocoevreeeeveeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 7

2.1.2.2. Cerrahi MUdahale............ccooiiiiiiiiinii e 9

2.1.3. Parkinson Hastahig1 Tedavisi i¢in Ila¢ Gelistirmede Rol Oynayan Kriterler......10
2.1.3.1. Kan-Beyin Bariyeri.......cccceecuiieriiieiiieeiiieeeiie et ee e e e 10

2.1.3.2. Beyin-Omurilik (Serebrospinal) S1vist Bariyeri.........cccoeveevveeevieeenneennnne. 11

2.1.4. KOMT Enzimi ve Parkinson Hastaligi’ndaki Rolii...........ccccoeovveeniiiiniiiiinien, 12

2.2. KOMT INHIBITORLERI.........coooiioiiiiiiiiceceeeeeeeeeeeee e 16
2.2.1. Sentetik INNIDIOTIET.........c.cvevevevececeeieie ettt 17
2.2.1.1. Birinci Nesil KOMT inhibitOrleri........c.cooviiiiiiieiiiiiiiiicccciee 17

2.2.1.2. Ikinci Nesil KOMT inhibitSTleri..........oucveveverervereeeeereceeieie e 17

2.2.1.3. Son Nesil — Tipik Olmayan KOMT inhibitorleri.........occeeveiniiiinnnnne. 20

2.2.2. DOZAl INRIDIEOTIET . ........veeeeeeeeeeeeeeee et 21
2.2.2.1. Uzerlik (Peganum harmala) TORUMU................cocooveuevieeeieieieeeeeererecereans 26

2.2.2.2. Zeytin (Olea europaea) Y apraSl.......cccceceueeeueeesiueesoeeeenveeensresnseesnsnesnnnes 28



2.3. ENZIM AKTIVASYONU ve INHIBISYONU BELIRLEME METOTLARI........... 30

2.3.1. Spektrofotometrik IMEtOt........cccuiieeiiieeiiie et 31
2.3.2. FIOTOMELTIK MELOL. .. .eeiuiiiiiiiiiiieiie ettt et e e 31
2.3.3. Radyokimyasal MEtOt........c.cceeuiieriieiiieeiiie e 32
2.3.4. KOMT Enzim Aktivitesi/Inhibisyonu TeStleri.............ocvoveveerereererereeeieeennns 33
2.4. ENZIM INHIBISYONU MEKANIZMALARL........ccotniiiierereineireisenesseesneeenne 37
2.4.1. Rekabet Eden Inhibitdrler (KOMPEtitif)..........ccovveveveeeveeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 37
2.4.2. Rekabet Etmeyen Inhibitorler (Nonkompetitif).............cooveveveveveveeerereeeeeeeeennne, 39
2.4.3. Rekabete Girmeyen Inhibitrler (Unkompetitif).............cocovveveveveveveverieeeieinnne. 41
2.4.4. Karisik Tip Inhibitorler (Nonkompetitif ve Kompetitif).........ocooovevevevevevererenne. 43
2.4.5. Inhibitdr SUDSIIALIAL. ... ......o.ovevevcceceeee ettt 45
300 AMAC ...ttt et a e ettt ettt et e bt en b eebeeaeente et eees 47
4.0. DENEYSEL CALISMALAR. ..ottt ettt ettt et 48
4.1. MATERYALLER ..ottt ettt et st sttt ena 48
4.2 YONTEMLER.......c.coooiioiieieieeeeeeeeeeeeee et 49
4.2.1. Inhibitorlerin Elde EAIIMESi.........covevevereieereeeeeceeeeiceeeeeee e 49
4.2.1.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumundan Oziit EldeSi..............ccccoevvveveveverennnn. 49
4.2.1.2. Zeytin (O. europaea) Yapragindan Oziit EIdesi...........ccccoceveverereeereeenennn 52

4.2.2. Oziitlerin FraksiyOnIanmasi...............cocoeueeeeeeeeeeeeeeesesessesesessseseeseeseesnns 53
4.2.2.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumu Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi..................... 53
4.2.2.2. Zeytin (O. europaea) Yaprag Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi..................... 54

4.2.3. Inhibitdrlerin KarakterizasyonU.............ocooeeveveueueuereueeesenessessesessesesssseeeenens 55
4.2.3.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumu Oziitiiniin Karakterizasyonu..................... 55
4.2.3.2. Zeytin (O. europaea) Yaprag Oziitiiniin Karakterizasyonu...................... 56

4.2.4. Protein Miktarmin Belirlenmesi............ccooueriiiiniiiiiniiiice e, 58

X



4.2.5. KOMT Enzim Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi Belirlenmesi.......................... 58

4.2.5.1. Spektrofotometrik Metot ile Aktivite Tayini........ccoccveveveeerceeercieeenieeennen. 58

4.2.5.2. Florometrik Metot ile Aktivite ve Inhibisyon Kinetigi Tayini.................. 59

4.2.6. Enzim Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi Veri Analizi...........c.cccooveveveveveeencnnn. 61

5.0. BULGULAR ve TARTISMAL ... oottt ettt sttt s 62
5.1. INHIBITORLERIN ELDE EDILMESI ve KARAKTERIZASYONU...................... 62
5.1.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumundan Oziit Eldesi ve Karakterizasyonu............... 62

5.1.2. Zeytin (O. europaea) Yapragmndan Oziit Eldesi ve Karakterizasyonu............... 66

5.2. OZUTLERIN FRAKSIYONLANMASI VE KARAKTERIZASYONU................... 67
5.2.1. Uzerlik Tohumu Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi ve Karakterizasyonu.................. 67

5.2.2. Zeytin Yaprag: Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi ve Karakterizasyonu.................... 70

5.3. PROTEIN MIKTARININ BELIRLENMESTI........ccociuiiiiiniineiniineisieee e, 74
5.4. KOMT ENZIM AKTIVITESI VE INHIBISYON KiNETIGi BELIRLENMESI.....76
5.4.1. Spektrofotometrik Metot ile Aktivite TayiNi.......cceereveeeiieeiiiieeiiie e 76

5.4.2. Florometrik Metot ile Aktivite ve Inhibisyon Kinetigi Tayini........................... 78
5.4.2.1. Florometrik Metot ile Aktivite Tayini........cccceeevvveerviieeiiiie e 78

5.4.2.2. Florometrik Metot ile Inhibisyon Calismast...............ccoovevevereeeveeeceeennnns 83

6.0. SONUGLAR ...ttt et ettt e st e st et enteeaaeseeeneenneans 101
REFERANSLAR. ...ttt ettt et st sa et et et et eateseeeseenneans 105

EKLER

EK-A Alkaloitlere Ait Kalibrasyon Egrileri ve Ornek Hesaplama................cccocevovvvvnnennn. 116
EK-B Oleuropein ve Rutine Ait Kalibrasyon Egrileri ve Ornek Hesaplama......................... 119
EK-C Skopoletine Ait Kalibrasyon Egrisi ve Ornek Hesaplama.................ccccccovvvvveveenennnnnne. 121



SEKILLER DiZINI

ekil: Sayfa No:

Sekil 2-1. Noron 6liimiine sebebiyet veren faktorler ve genel etki mekanizmalart.................... 4
Sekil 2-2. Beyni olusturan onemli K1SImIar............ccoeeiiiiiieiiiiiieeeceecee e 5
Sekil 2-3. Parkinson hastaligi’nin evrelerine bagli uygulanan tedavi yontemlerinin

ALZOTTIEMAS ... eeieie ittt ettt ee e e s ee et ae e e e e sbe s aesnsae e nsaeennaeennneas 8
Sekil 2-4. KBB’de gerceklesen muhtemel gecirgenlik gesitleri. 1. Lipofilik transport,

2. lyon transferi, 3. Hidrofilik transport, 4. Tastyic1 molekiil ile transport,

5. Adsorpsiyon ile transport, 6. Reseptor ile transport..........eeeevveeveeerveeeeieeeeneeens 11
Sekil 2-5. Sicandan izole edilmis S-KOMT ’un {i¢ boyutlu sematik gosterimi............ccce........ 13
Sekil 2-6. S-KOMT un katalitik BOIZES1.......ceeeiuiiieiiiiieiecieeecie et 14
Sekil 2-7. KOMT tarafindan katalizlenen metillenme reaksiyonunun genel mekanizmast.....15
Sekil 2-8. Parkinson Hastaligi’nda etkili olan metabolik rotalar...............ccccoovinniiniiininnnnn. 16
Sekil 2-9. Bazi Ikinci Nesil KOMT inhibitSrleri..........cccoovoveveveveieeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 18
Sekil 2-10. Bazi Son Nesil KOMT inhibitOrleri............oooovieeiiiiiiiiiiiiiee e 20
Sekil 2-11. KOMT inhibitorii olarak kullanilan bazi polifenolikler...........cccccoeveviiviniiennnnnnn. 24
Sekil 2-12. Uzerlik tohumunda bulunan bazi alkaloitler..............cocouvvevevevevevereeeeeeeeeeeenens 27
Sekil 2-13. Zeytin yapragi igindeki major polifenollerin kimyasal yapist........cccoceevveevveeennenn. 29
Sekil 2-14. Genel reaksiyon KINEtIZ1 €TIS1 . .ccurreeuieiiiieeeiiieeeitieeeriieeesiieeesiieeesereeeseieeeseaeeesaseeens 30
Sekil 2-15. Basit kompetitif inhibiSYOMN.......cccovieiiieeiieiiie e e e 37
Sekil 2-16. Kompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi..........ccccccveevvieeciieiiienninnnnns 39
Sekil 2-17. Basit nonkompetitif iINhibiSYON.......cccueeriiiiiiie it 40
Sekil 2-18. Nonkompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi...........cccccevevieniiiencnnnnns 41
Sekil 2-19. Basit unkompetitif INhiDISYON.......ueeviieeiiieeiiie e e 42
Sekil 2-20. Unkompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi..........ccccoovvveiiieiniieennnnnn. 43
Sekil 2-21. Karisik tip inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi.........ccccoevviveiiieiiieniiinnnnen. 44

xi



Sekil 2-22. Substrat inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi..........cccccocvvevvvieeiiiieiiiiieiinenns 46
Sekil 4-1. Deneysel Calismalarin Sematik GOStErimi.........ccccvveeeiiieriiiieniiieeiee e 50

Sekil 5-1. Uzerlik tohumundan elde edilen 6ziitiin 6rnek kromatogrami (1) harmol,
(2) harmalol, (3) harmin, (4) harmalin (Mobil faz akis debisi:1ml/dak, kolon
sicaklig1 30 °C, analitik KOION).......coecuviriiiiiiiiie e 64

Sekil 5-2. Alkaloit standartlarinin karisiminin 6rnek kromatogrami (1) harmol, (2) harmalol,
(3) harmin, (4) harmalin (Mobil faz akis debisi: Iml/dak, kolon sicaklig1 30 °C,
ANANEIK KOLON)....eiiiiiiiiecie e e e e e 64

Sekil 5-3. Zeytin yaprag 6ziitiiniin 6rnek kromatogrami (1) rutin, (2) oleuropein
(Mobil faz akis debisi: Iml/dak, kolon sicaklig1 30 °C, analitik kolon).................. 66

Sekil 5-4. Uzerlik tohumu &ziitiiniin fraksiyonlama dncesine ait drnek kromatogrami
(1) harmol, (2) harmalol, (3) harmin, (4) harmalin (Mobil faz akis debisi:

1 ml/dak, kolon sicakligi 30 °C, semipreparatif kolon)..........ccceeecueeerieiencennneennnne. 67
Sekil 5-5. Harmin fraksiyonunun (FP 2) 6rnek kromatogrami (3) harmin, (4) harmalin

(Mobil faz akis debisi:1 ml/dak, kolon sicakligi 30 °C, analitik kolon)................. 68
Sekil 5-6. Harmalin fraksiyonunun (FP 3) 6rnek kromatogrami (4) harmalin (Mobil faz akis

debisi:1 ml/dak, kolon sicakligi 30 °C, analitik kolon)...........cccceeevvveiniiinniiinnnnnnns 69
Sekil 5-7. FO 1 kodlu fraksiyonun Kromatogrami.............cccceeeeeerieeiniieeniie e eeiie e 71

Sekil 5-8. FO 2 kodlu fraksiyonun kromatogrami (1) rutin, (2) verbaskozit, (3) oleuropein...71

Sekil 5-9. FO 3 kodlu fraksiyonun kromatogrami (1) rutin, (2) luteolin-7-glikozit,

(3) verbaskozit, (4) OlEUTOPEIN.......cccuiieeiieeeiiieeieeetee et et e 72
Sekil 5-10. FO 4 kodlu fraksiyonun kromatogrami (1) rutin, (2) luteolin-7-glikozit,

(3) verbaskozit, (4) OlEUTOPEIN........cccuireeiieriieeeiie ettt eeere e eere e eeeeas 72
Sekil 5-11. FO 5 kodlu fraksiyonun kromatogrami (1) rutin, (2) verbaskozit.............c.ccc........ 73
Sekil 5-12. FO 6 kodlu fraksiyonun kromatogrami (polariteleri diisiik diger glikozit

11078101 21 ) TSRS 73
Sekil 5-13. Farkli BSA konsantrasyonu i¢in spektral tarama.............cccceeevveeiciveenie e, 75
Sekil 5-14. Proteinler i¢in elde edilen kalibrasyon egrileri.........ccccoeevvevieeniiieeniiecniie e, 75
Sekil 5-15. Spektrofotometrik metot ile inhibitorsiiz ortamda A: Michaelis ve B: Lineweaver-

BUrk grafikIeTi . .ccueeieiiieeiie e e e e 77
Sekil 5-16. E1-ES3-SAMI1 konsantrasyonlarindaki tiriin olusma kinetigi (10 saat)................ 79

xii



Sekil 5-17.

Sekil 5-18.

Sekil 5-19.

Sekil 5-20.

Sekil 5-21.

Sekil 5-22.

Sekil 5-23.

Sekil 5-24.

Sekil 5-25.

Sekil 5-26.

Sekil 5-27.

Sekil 5-28.

Sekil 5-29.

Sekil 5-30.

Sekil 5-31.

Sekil 5-32.

Sekil 5-33.

E1-ES3-SAMI1 konsantrasyonlarindaki iiriin olusma kinetigi (2 saat).................. 80

Reaksiyon hizinin SAM’a gore degisimini gésteren A: Michaelis ve

B: Lineweaver-Burk grafikleri...........cccoooiiiioiiiiiiieecece e 81
Reaksiyon hizinin 100 uM SAM konsantrasyonuna kadar degisimini gésteren

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri............ccccoeviviiiiiiiiniiiieee, 81
Reaksiyon hizinin ES’e gore degisimini gésteren A: Michaelis ve B: Lineweaver-
BUurk grafikIeTi......c.ueeeeeieieie et e 82
Alkaloit standartlar1 ve alkaloit igeren 6ziit ve fraksiyonlarin inhibisyon
PEITOTMANSIATL ....eiiiiiiieiii ettt e ee e s eeereeenaae e nnee s 85
Polifenol standartlar1 ve polifenol i¢eren 6ziit ve fraksiyonlarin inhibisyon
PEITOTMANSIATL ....eiiiiiieeiiie et e e e s e ereeennaaeennee s 85
I1 (3,5-DNK) icin elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk

Fea 22 114 1<) TSP SPRRTSPRPRRR 86
12 (harmol standart) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk

o 221 14 (<) TSRS 87
I3 (harmalol standart) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk

Fea 22 014 1<) TSR SPRRUUPTRRURSRRTR 87
[4 (harmin standart) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk

Fea 22 014 1<) TSR USRUUUPRRUUPRTR 88
I5 (harmalin standart) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk

Fea 22 014 1<) TSRS UPRURPRURR 89
16 (lizerlik tohumu ham 6ziit) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-
BUrk grafikIeTi.....cueireiiieeiie e e e e e e 90
17 (tizerlik tohumu FP1 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen A: Michaelis ve

B: Lineweaver-Burk grafikleri..........ccccoeviiiiiiieiiiiee e 91
I8 (tizerlik tohumu FP2 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen A: Michaelis ve

B: Lineweaver-Burk grafikleri...........cccoevviiieiieiiiiee e 91
19 (tizerlik tohumu FP3 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen A: Michaelis ve

B: Lineweaver-Burk grafikleri..........cccoeveiiiiiieiiiiee e 92
110 (oleuropein standart) i¢cin elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk

Fea 22 014 1<) TSRS RRUUPTRTRSRRRR 93
I11 (rutin standart) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk

e €21 014 1<) TSRS 94

xiil



Sekil 5-34. I12 (zeytin yapragi ham 0ziit) i¢cin elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-

BUrk grafikIeTi....ccueeiiiiieeiieie e e e 95
Sekil 5-35. 113 (zeytin yapragi FO1 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen A: Michaelis ve

B: Lineweaver-Burk grafikleri..........ccccooviiiiiiiiiiiiee e 95
Sekil 5-36. 114 (zeytin yapragi FOS5 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen A: Michaelis ve

B: Lineweaver-Burk grafikleri..........cccoevviiiiiieiiiiie e 96
Sekil 5-37. I15 (hayit yapragi ham 6ziit) icin elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-

BUrk grafikIeTi....ccueeriiiieeiieie e e e 97
Sekil 5-38. 116 (laden yaprag1 ham 6ziit) i¢cin elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-

BUrk grafikIeTi....cccueiriiiieeieeie e e e e 98
Sekil 5-39. [17 (menengi¢ yapragi ham 06ziit) i¢cin elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-

BUrk grafikIeTi.....ccueeriiiieeiieie e e e 99
Sekil 5-40. 118 (sakiz yapragi ham 6ziit) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-

BUrk grafikIeTie....ccueeiiiiiieiiieie e e e e 99
Sekil Al. Harmol Kalibrasyon €ZIIS1....cc.uueeeeuieieiieieiieeeiieeeeieee et eve e eeve e e e 116
Sekil A2. Harmalol Kalibrasyon €ZrIS1.....ccuiieriuiieriieeiiieeesieeeeiie ettt a s e e 116
Sekil A3. Harmin Kalibrasyon €ZrIS1....ccuueiieuieieriieiiiiiecieeeeieee et eve e seae e 117
Sekil A4. Harmalin Kalibrasyon €ZIIS1.....ccuuiieriiiieiiieieiieeesiie et se e sere e eene e 117
Sekil B1. Oleuropein Kalibrasyon €8IS ...uueeurieeiieeeiiieeiieeeiiieeeeeeeeeeireeesnesseeessaeeessseeens 119
Sekil B2. Rutin Kalibrasyon €8IiS1.....c..uecvieiiiieeiiieeciie et et e et e e seae e eeeeeeeeee 119
Sekil C1: Skopoletin Kalibrasyon €ZriSI.....cccuueeeruueeriuieeiiiieeiiieeeee e e sre e eeees 121

X1V



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo: Sayfa No:
Tablo 2-1. Alzheimer ve Parkinson hastaliklarina karsi terapatik etki yaratabilme

potansiyelleri arastirilmig bitki tUrleri........cceevveeiiiiiiiiii e 22
Tablo 2-2. KOMT aktivitesi/inhibiSyonu teStIeri........ccueervvieeriiieiieieiieeeie e 34
Tablo 4-1. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi caligma kosullar1 ve 6zellikler

(Alkaloit Fraksiyonlama)..........cccecueeeriiieiiieeiiie e 53
Tablo 4-2. YPSK elusyon programi (Alkaloit Fraksiyonlama)............cccccvevevveiiiieiniire e, 54
Tablo 4-3. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi calisma kosullar1 ve 6zellikler

(Alkaloit KaraKteriZasyomn).......cuieeureeeiurieeiiieeieerieeesieeee e ee e eeseaeeesereeeseseeessseeenes 55
Tablo 4-4. YPSK elusyon programi (Alkaloit Karakterizasyon)..........ccccccveeeviveeeveeenieeeeneennns 56
Tablo 4-5. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi calisma kosullar1 ve 6zellikler

(Polifenolik Karakterizasyon).......ccueeeueieiiieeiieiiieesiieeesiieeesieeeeeie e e seie e s save e seae e 57
Tablo 4-6. YPSK elusyon programi (Polifenolik Karakterizasyon)..........ccccoeceevvvieeniiveenneeennns 57
Tablo 4-7. Spektrofotometrik Metot icin Reaksiyon Ortami...........cccceeevevvveeiciiececieeeniie e 59
Tablo 4-8. Florometrik Metot icin Reaksiyon Ortami............ccceevveeeiieeniiieersiieeeiieeeiieeesiie e 60
Tablo 5-1. Alkaloit ekstraksiyonu yontemleri i¢in ¢alisma kosullari...........cccceeveeeiiirnennnnne. 62
Tablo 5-2. Uzerlik tohumundan elde edilen alkaloit 6ziitlerinin verimlilik analizi.................. 63
Tablo 5-3. Alkaloitlerin kalibrasyon i¢in kullanilan konsantrasyon araliklart......................... 65

Tablo 5-4. Uzerlik otu tohumundan elde edilen major alkaloitlerin fraksiyonlar1 i¢in

karakterizasyon SOMUGIATT.........cc.eeiiiiiiiiiieie et s e 69
Tablo 5-5. Zeytin yapragi oziitiiniin fraksiyonlarmin igeriklert.........coooeevnieiiiiiiinncnccnen. 70
Table 5-6. Zeytin yapragi fraksiyonlarmin oleuropein i¢erikIeri.........ocovvuerieeieeniinnienieeneen. 74
Tablo 5-7. Spektrofotometrik Metot icin Reaksiyon Ortami...........ccceeeeveeeevieiieeeiveeenvee e 76
Tablo 5-8. Enzim Aktivite degerleri (spektrofotometrik).........cccceveveevieeiiieeiiiieciie e 77
Tablo 5-9. Enzim ve Substratlari konsantrasyon degisimleri.........ccceeeveevireencieeeniieeercieeennenn 79

Tablo 5-10. KOMT inhibitorii olarak kullanilan bazi bitki 6ziitleri, fraksiyonlar ve bunlarmn
StANAATTIATL. ..ot e 84

XV



KOMT
SAM
L-DOPA
AChE
MAO
AADK
MSS

KBB

BOS
S-KOMT
MB-KOMT
3,5-DNK
Vinax
Vimax.app
K
Kin.app
a

K

aKj
ICso
YPSK
BSA

DHAP

KISALTMALAR DiZINi

Katesol O-metiltransferaz

S-(5'-Adenozil)-L-metionin
3-(3,4-dihidroksifenil)-L-alanin (levodopa)

Asetilkolin esteraz

Monoaminoksidaz

Aromatik aminoasit dekarboksilaz

Merkezi Sinir Sistemi

Kan-Beyin Bariyeri

Beyin omurilik s1vis1

Eriyebilir (soluble) katesol O-metiltransferaz

Beyin zarma baglh (membrane bound) katesol O-metiltransferaz
3,5-dinitrokatesol

Enzimatik reaksiyonlarin maksimum hizi

Inhibitér varliginda enzimatik reaksiyonlarm maksimum hizi
Substratin enzime olan afinitesi

Inhibitér varhiginda substratin enzime olan afinitesi
Alfa (inhibisyon mekanizmasini belirleyen sabit)
Inhibisyon sabiti (kompetitif inhibisyona etki eden)
Inhibisyon sabiti (nonkompetitif inhibisyona etki eden)
Yiizde elli inhibisyonun gergeklestigi konsantrasyon
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

Bovin Serum Albumin

3,4-dihidroksiasetofenon (metil alic1 substrat; spektrofotometrik
metot)

Xvi



ES

SAH

3H4MAP

4H3MAP

FP1

FP2

FP3

FO1

FO5

Eskuletin (metil alic1 substrat; florometrik metot)
S-(Adenozil)-homosistein

O-metillenmis DHAP

O-metillenmis DHAP’1n izoformu

Uzerlik tohumunun harmol ve harmalolce zengin fraksiyonu
Uzerlik tohumunun harmince zengin fraksiyonu

Uzerlik tohumunun harmalince zengin fraksiyonu

Zeytin yapragmin oleuropeince zengin fraksiyonu (su fraksiyonu)

Zeytin yapragmin rutin ve diger glikozitlerce zengin fraksiyonu
(etanol fraksiyonu)

Xvii



1.0. GIRIS

Katesol O-metiltransferaz (KOMT) enzimi katesol yapisindaki bilesiklerin O-hidroksil
grubunun metillenmesini, S-(5'-Adenozil)-L-metionin’i (SAM) metil kaynagi olarak
kullanmak suretiyle katalizler (MANNISTO, 1999). Memelilerde, KOMT beyin ve periferal
dokularda bulunmaktadir. Sigan ve insanlarda en yiiksek KOMT aktivitesi karaciger, bobrek
ve mide-bagirsak yolunda bulunmaktadir (GULDBERG, 1975). KOMT enzimi bir ¢ok
dokuda ¢oziinmiis formda fakat insan beyninde baskin olarak beyin zarma (membrana)
baglanmis formda bulunur. KOMT enziminin birincil fonksiyonu biyolojik aktiviteye sahip

olan hiicre i¢i ve dis1 katesolleri deaktive etmektir.

Katesolestrojenler, katesolamin norotransmitterler (dopamin, norepinefrin, ve
epinefrin) ve 3-(3,4-dihidroksifenil)-L-alanin) L-DOPA (levodopa), KOMT enziminin 6nemli
substratlaridir. Bunlar arasindan dopamin ve levodopa, birbirleri ile iliskisi olan ve en 6nemli
substratlar olarak bilinmektedir. Sempatik sinir terminallerinde ve adrenal bezlerinde tirosinin
hidroksilasyonu 1ile sentezlenen L-DOPA, bir piridoksal fosfat enzimi olan dopa
dekarboksilaz tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu 2-(3,4-dihidroksifenil)-etilamin

(dopamin)’e doniismektedir.

Beyindeki dopaminerjik ndronlarin hasar gormesi dopamin eksikligine yol acarak,
Parkinson hastaligmmn belirtilerinin baslamasma neden olmaktadir. Ila¢ kullanimi sirasinda
levodopa’nin dopa dekarboksilaz inhibitorleri ile birlikte alinmasi suretiyle, levodopa’nin
periferal metabolizmasi azaltilarak beyindeki dopamin seviyesinin artmasi saglanabilmektedir
(BONIFATI, 1999; DINGEMANSE, 1997). Ayrica, hastaligin tedavisinde levodopa ve dopa
dekarboksilaz inhibitérleri ile birlikte KOMT inhibitorlerinin de kullanimi olduk¢a énemli rol

oynamaktadir (SINGH, 2007; LERNER, 2003).

1960’lardan beri gelistirilmeye calisilan KOMT inhibitorleri arasindan gliniimiizde de
klinik olarak kullanilmakta olan entakapon ve tolkapon gibi inhibitorler baslica sentetik
nitrokatesol bilesikleri olarak bilinmektedir. Insan karacigeri bu tip katesol i¢eren bilesiklerin
metabolize edildigi en 6nemli bolgelerden biri oldugu gibi, en yliksek KOMT aktivitesinin de
goriildiigii organlardan biridir (VIERIA-COELHO, 1996; GULDBERG, 1975). Parkinson

hastalig1 tedavisinde kullanilmakta olan nitrokatesolik inhibitorlerin sitotoksik etkileri oldugu



bilindiginden dolay1 toksik olmayan dogal inhibitorlerin bulunup gelistirilmesi son derece

Onemlidir.

Ayrica, Parkinson hastalarinda beynin substantia nigra (siyah madde) olarak bilinen
bolgesinde lipit peroksidasyonu artmasit sonucu serbest radikal olusumunun da arttig:
bilinmektedir (SUDHA, 2003). Olusan serbest radikallerin ndéron dejenerasyonunu arttirmasi
ile hastaligin ilerleme gosterdigi yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Bu nedenle,
antioksidan 6zellige sahip dogal bilesiklerin KOMT inhibitorii olarak kullanilmasina verilen

onem giderek artmaktadir (CHEN, 2006; ESPOSITO, 2002; CHIUEH, 2000).

Geleneksel tibbin vazgecilmezleri olan fitokimyasallarin viicutta kolay metabolize
olabildikleri ve toksik etkilerinin az oldugu bilinmektedir. Bunun yanisira, antioksidan,
antimikrobiyal ve antitiimor Ozelliklere de sahip olduklar1 bilinen fitokimyasallarin, modern
tipta da kullanimi artis gostermektedir. Ayrica, gilinlimiizde dogal bilesiklerin noérolojik
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina yonelik calismalar hiz kazanmistir (CHEN, 2005;
PERRY, 1999). Literatiirde, Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in, 6zellikle KOMT inhibitorii
olarak kullanilmak {iizere alkaloitler ve fenollerce zengin bir ¢ok bitki tiirii ile ¢alisilmis ve

elde edilen sonuglar ortaya konmustur.

Alkaloitler biyolojik olarak sentezlenen ve bir¢ok farmakolojik aktiviteye sahip
olduklar1 bilinen bilesiklerdir. Cok eski zamanlardan beri ila¢ olarak kullanildiklar1 gibi kok
boyas1 eldesinde de kullanilmiglardir. Yapisal olarak nitrojen iceren bu bilesiklerin dogada
pek cok cesidi bulunmaktadir. Tropan, ergot ve indol alkaloitleri en ¢ok bilinen ve daha ¢ok
narkotik uygulamalarda kullanilan alkaloit smiflarindandir. Indol alkaloitlerinin alt
siniflarindan B-karbolin tiirevi alkaloitlerce zengin olan Uzerlik (Peganum harmala) yabani
kimyongiller (zygophyllaceae) familyasma dahil bir bitkidir. Uzerligin, eski Yunan ve
Hindistan’da tibbi amagcla kullanildig1 bilindigi gibi bugiin modern tipta da solucan diisiiriicii,
narkotik amagla ve merkezi sinir sistemi uyaricisi olarak kullanilmaktadir. Uzerligin
tohumlarinda harmalin, harmin, harmalol ve harmol adli alkaloitler ve eterik yag
bulunmaktadir. Uzerlik ile yapilan calismalar sonucu igerigindeki alkaloitlerin, Parkinson
hastaligina neden olan metabolik yollarda dnemli rolleri olan asetilkolin esteraz (AChE) ve
monoaminoksidaz (MAQO) enzimlerini inhibe ederek asetilkolin ve dopaminin pargcalanmasini
onledigi belirtilmistir (THEODORE, 1999). Ayrica tohumlarindan kirmizi renkli bir boya
maddesi elde edilebilmektedir (WEB 1, 2003).



Fitokimyasallarin bir diger 6nemli sinifin1 ise polifenoller olusturmaktadir. Alkaloitler
gibi polifenollerin de ilag, kimya ve gida uygulamalar1 eski ¢aglara dayanmakta ve biiyiik
cogunlugu bitkilerden elde edilmektedir. Zeytin (Olea europaea) yapragi’nda baskin olarak
bulunan oleuropein ve rutin gibi maddeler ve apigenin glikozitler, flavanoitler olarak bilinen
en genis polifenol smifina ait bilesiklerdir. Arastirmalar sonucu antimikrobiyal ve antioksidan
ozellige sahip olduklar1 ortaya konan bu maddeler, kalp hastaliklari, kanser, seker hastaligi,
yaslanma ve katarakt gibi bircok hastaliga neden olan serbest radikalleri etkisizlestirmekte
yada serbest radikallerin etkilerini ~geciktirebilmektedirler (GARCIA, 2000). Bu
ozelliklerinden dolay1, Parkinson hastaliginin nedenlerinden olan néron dejenerasyonu sonucu
ortaya ¢ikan serbest radikalleri engelleyebilecekleri ve 6zellikle oleuropein ve rutinin KOMT

enzimini inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada amaglanan antioksidan, antimikrobiyal, antikarsinojenik ve antiviriitik
ozelliklere sahip olan oleuropein ve rutin gibi zeytin yapragi polifenollerinin ve tizerlik
tohumlarinda bulunan harmalin, harmin, harmalol ve harmol adli alkaloitlerin KOMT
inhibitorii olarak etkilerinin incelenmesidir. Bu amaca uygun olarak, ¢alismada kullanilacak
bu bitkilerden elde edilen oziitler fraksiyonlarmna ayrilmaya calisilacak olup her bir
fraksiyonun da KOMT inhibitorii olarak performanslari test edilecektir. Dogal inhibitorler ile
elde edilen sonuglar, giiniimiizde ticari olarak kullanilan ve bazi olumsuz saglik etkileri

oldugu bilinen sentetik KOMT inhibitorlerinin performanslari ile kiyaslanacaktir.



2.0. GENEL BILGILER
2.1. NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Tip bilimi kullanilarak heniiz tam olarak aydmlatilamamis konu bagliklarindan olan
norodejeneratif hastaliklar 6zellikle Merkezi Sinir Sistemi (MSS) néronlarinin hasar gérmesi
ve kronik aksakliklar gostermesi sonucu ortaya ¢ikan bir cok olumsuz durumu kapsamaktadir.
Mitokondriyal bozukluklar, protein agregasyonu, yiiksek metal konsantrasyonu ve oksidatif
stres ndronlarin 6liimiiniin ve hasar gérmelerinin en 6nemli sebepleri olarak bilinmektedirler

(CAVALLI, 2008).
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Sekil 2-1. Noron dliimiine sebebiyet veren faktorler ve genel etki mekanizmalari

(CAVALLI, 2008).

Insanlarda, halen etiyolojik olarak arastirilmakta olan multipl skleroz (MS), Alexander
hastaligi, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), delidana hastaligi (BSE), Creutzfeldt-Jakob
hastaligi, sizofreni, epilepsi ve uyuklama gibi bir ¢cok norolojik bozukluk goriilmektedir.
Arastirmalar sonucu, daha ¢ok ge¢ yaslarda yakalanma riskinin artti§1 ortaya konmus olan
norodejeneratif hastaliklar arasindan Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 en 6nemli ndrolojik

hastaliklar olarak bilinmektedir (WEB_2). Alzheimer hastaligi esas itibari ile idrak kaybi ve



bunama olarak karakterize edilen bir norolojik bozukluktur. Genellikle 65 yas ve iistiinde
bunama ile baslayan ve ilerleme gosteren Alzheimer hastaliginin erken donemlerinde idrak ve
hafiza kayb1 gibi semptomlar goriiliirken ileri evrelerinde konusma bozuklugu, depresyon ve

ruhsal dengesizlik semptomlar1 da baskin olarak goriilmektedir (HOUGHTON, 2005).
2.1.1. Parkinson Hastalig1

Parkinson hastaligi ilk kez 1817°de Ingiliz cerrah Sir James Parkinson tarafindan
kaslarin kontrolsiiz titremesi sendromu olarak agiklanmistir (ZHU, 2004). Patolojik acidan
MSS noéronlarinin kronik ve artan bir bozuklugu olarak karakterize edilen Parkinson
hastaliginin etiyolojisi tam olarak belirlenememekle beraber orta beynin ¢ekirdek bdlgesinde
bulunan siyah maddedeki (substantia nigra pars compacta (SNpc)) dopaminerjik néronlarin

dejenerasyonu sonucu goriildiigii bilinmektedir.

Korpus
Kallozum**
Kafatasi
P %@ Beyin zarlari
\ Be!'rin yanm

Omurilik sodani
Omurilik sivisi

Beyinck| I " Omurilik

Sekil 2-2. Beyni olusturan 6nemli kisimlar.
*Pons: Beyincik oniinde MSS sinir hiicreleri ve liflerinden olusan kitle.

**Korpus Kallozum: Genellikle parezi ve psisik bozukluklari kontrol eden merkez

Ayrica, Lewy cisimcikleri olarak bilinen sitoplazmada birikmis noronlarm varligi ve
orta beyinde reaktif oksijen cisimciklerinin artisi sonucu artan oksidatif stres, dopamin iireten
noronlarin  6limiine neden oldugundan dolayr hastalifin nedenleri arasindan

gosterilmektedirler (HOUGHTON, 2005). Bu nedenlere bagli goriilen;



¢ Beyindeki dopamin seviyesindeki azalma,

e Norotransmitterler arasindaki denge bozuklugu (Asetilkolin, Norepinefrin, Serotonin,
Gamma-aminobiitrik asit (GABA))

e Serbest radikal olusumu gibi durumlar hastaligin diger onemli semptomlar: olarak

bilinmektedir.

Diinyada pek cok insanda, daha cok yashlarda yaygin olarak goriilen Parkinson
hastaligi, az sayida da olsa 40 yas ve altindaki insanlarda da goriilmektedir (HOUGHTON,
2005). Kol ve bacaklarda goriilen titremelerde artis, kas hareketsizligi (diskinezi),
hareketlerde yavaslama (bradikinezi) ve denge kaybi ile beraber Alzheimer hastaliginda da
goriilen idrak ve hafiza kaybi durumlar1 Parkinson hastaliginin klinik semptomlar1 olarak
bilinmektedir (ZHU, 2004; DINGEMANSE, 1997). Hastaligim ileri sathalarinda depresyon,
konugma bozuklugu, zihin karigiklig1, uyku diizensizligi, unutkanlik ve kabizlik gibi durumlar

ikincil semptomlar olarak goriilmektedir (POLYMEROPOULOS, 1996).
2.1.2. Parkinson Hastaligr’nin Tedavi Yontemleri

1950’lerden sonrasina kadar, hafiza kaybi ve titremeler daha 6ncede bahsedildigi gibi
cogu norodejeneratif hastaliklarin en ¢ok goriilen semptomlari olarak bilinmekte ve insanoglu
bu hastaliklara karsi1 ¢ogu zaman ayni ortak yontemleri ve ilaglar1 kullanmaktaydi. Bugiin
halen tam olarak tedavileri miimkiin olmayan ndrodejeneratif hastaliklar kendi aralarinda
kismen belirgin olarak ayristirilabilinmis ve eski bilgilerden de yararlanilarak her birisi i¢in
ayr1 ayr1 ilag gelistirilmistir (HOUGHTON, 2005). Parkinson hastaligina kars1 gelistirilen bir
cok ilag ise kendi i¢cinde siniflara ayrilmis ve bunlar hastaligin basamaklarma gore gerek tek
basina gerekse digerleri ile birarada klinik olarak kullanim olanagi bulmustur. Ayrica,

hastaligin ileri sathalarinda cerrahi miidahale ile ¢6ziim bulunabildigi bilinmektedir.



2.1.2.1. Farmakoterapi (Ilag Tedavisi)

Parkinson hastaligma neden olan bir ¢ok semptomun kontrol altina alinmasini

saglayan ve ticari olarak kullanim olanagi bulunmus ilaglar sinifini;

o Dopamin agonistler (dopamin etkisi gosteren benzer maddeler),

o Levodopa/dopa dekarboksilaz inhibitorleri (benserazid, karbidopa),
o Antikolinerjik ajanlar®,

o) Amantadinb,

o Monoamin oksidaz-B (MAO-B)® inhibitérleri (selegilin),

o Katesol O-metiltransferaz (KOMT) inhibitorleri

olusturmaktadir (NADEAU, 1997). Bu ilaglarin, Parkinson hastaliginin ana nedeni olarak
gosterilen dopamin eksikligini muadil olarak karsilayamamalarina ragmen beyindeki dopamin
ve asetilkolin seviyesindeki azalmay1 engelleyebildikleri ve dengeleyebildikleri bilinmektedir.
Bu ozellikleri ile Parkinson hastaligina karsi klinik olarak kullanilan ilaglarin, hastaligi tam
olarak tedavi etmedigi ancak hastalarda goriilen semptomlar1 azaltarak iyilesme sagladigi

bilinmektedir (NADEAU, 1997).

Farmakoterapi olarak uygulanacak ilaglarin se¢iminde hastalifin hangi safhasinda
olundugunu belirlemek en onemli kriterdir. Herhangi bir ila¢ se¢imi yapmadan 6nce hastanin
Parkinsonizm derecesi belirlenmelidir. Hastaligin evrelerine gore uygulanabilecek tedavi

yontemlerinin algoritmasi Sekil 2-3’te verilmektedir.

? Antikolinerjik ajanlar: Asetilkolinin etkilerine karst koyan ve kolinerjik lifler tarafindan donatilmis salgi bezi
ve kas elementlerini paralize eden madde ya da etken (atropin, skopolamin)

® Amantadin: Dopaminerjik, adrenerjik ve az miktarda antikolinerjik etkisi oldugu ve sinirlilik, uykusuzluk ve
anksiyete gibi durumlari yaninda Parkinsonizm semptomlarini da azalttig1 bilinen bir bilesik (ilag).

¢ Monoamin oksidaz-B: Monoamin okidaz enzimi mono aminlerin oksidasyon reaksiyonunu Kkatalizler.
Dopamin, norepinefrin ve serotonin gibi amin norotransmitterlerini pargalar. Mitokondri dis zarinda bulunan bu
enzim monoamin oxidaz A geni tarafindan sentezlenir. MAO-A ve MAO-B olmak iizere ikiye ayrilir. Her ikisi
de noronlarda ve astroglialarda bulunur. Merkezi sinir sistemi disinda, MAO-A ayrica karaciger, sindirim takimi
ve plazentada bulunur. MAO-B ise en ¢ok kan pulcuklarinda (plateletlerde) bulunur.
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Sekil 2-3. Parkinson hastaligi’nin evrelerine bagli uygulanan tedavi yontemlerinin algoritmasi



2.1.2.2. Cerrahi Miidahale

Parkinson hastalig1 tedavisinin baslica ilaglarindan olan L-dopa gelistirilmeden 6nce,
hastalara ilk asamada bir cok cerrahi operasyon uygulanmakta idi. Sekil 2-3’te verilen
algoritmadan da anlasilacagi gibi giiniimiizde, Parkinson hastalarina uygulanan ila¢ tedavisi
hastaligin semptomlarini1 yatistirmadigi dereceye gelindiginde cerrahi miidahaleye ihtiyag
duyulmaktadir. Cerrahi miidahale yOntemlerinin ana amaci, beynin talamus® ve globus

pallidusb olarak bilinen bolgelerindeki sinir baglantilarini koparmaktir (LOZANO, 1998).

e Stereotaksik teknik: Ilk kez 1950°de, L-dopa heniiz gelistirilmeden &nce
uygulanmistir. Bu teknik norosirurji ve nororadyolojide, kafatasinda acilan bir
delikten sokulan bir elektrot ile, li¢ boyutlu olarak beynin derin bdlgelerinin
radyografik ve topografik incelenmesine yonelik kullanilmaktadir (SINGH, 2007).

e Palidotomi: Ik kez 1940’larda uygulanan bu teknik halen Parkinson hastalig
tedavisinde kullanilan bir cerrahi yontem olarak bilinmektedir (LOZANO, 1998).
Palidotomi uygulamasinda yine kafatasindan bir delik acilip i¢ine 1sitilmis bir tel
sokularak globus pallidus bolgesi yakilmaktadir. Bir ¢ok risk barmndiran bu islem
sayesinde dopamin devresinin talamus ile olan iliskisi kesilerek hastaligin
semptomlar1 hafifletilmektedir. Palidotomi isleminden sonra hastalar ilaglarini ayni
dozda almaya devam etmektedirler. (WEB_3; WEB_4; SINGH, 2007).

e Talamotomi: Palidotomi kadar risk tastyan bir yontem olan talamotomi islemi ilk kez
1950’lerde uygulanmistir. Uygulama esnasinda, asir1 soguk bir metal ¢ubuk ile
talamus ¢ekirdeginde olusan lezyonlar temizlenmekte ve bu sayede hastalarin
titremeleri azaltilmaktadir (LOZANO, 1998).

e Beyin Uyarma: 1997°de uygulanmaya baslanan bu ydntemde beynin talamus
cekirdegindeki belli bolgelere elektrotlar yerlestirilerek uyarilmaktadir (SINGH,
2007).

*Talamus: Beynin i¢ merkezinde bulunan, koku duyusu hari¢ her duyuyu kontrol eden ve bilgilerin diger kontrol
merkezlerine iletilmesinden sorumlu olan merkez.
® Globus Pallidus: Talamusun disinda ve iistinde yer alan, hareket, duygu ve duyularin iletiminden sorumlar

sinirleri iceren dnemli ganglion (sinir diigiimleri)’lardan biri.



e Transplantasyon (Organ nakli): Organ nakli isleminde, hastalikli hiicreler yerine
hastanin kendi bobrek iistii bezlerinin medulasindan alman hiirceler eklenmektedir

(WEB_5; SINGH, 2007).

Parkinson hastaligina kars1 giinlimiizde de uygulanan ila¢ tedavisi ve cerrahi
miidahaleleri iceren yontemlerin agirhigi ve siddeti arastirmacilar i¢cin hala sicak bir giindem
yaratmaktadir. Bu acidan, hastaligin patolojisi, etiyolojisi, sentetik ve dogal tedavi yontemleri

genis kapsamli olarak arastirilmaya devam edilmektedir.
2.1.3. Parkinson Hastalig1 Tedavisi i¢in Ila¢ Gelistirmede Rol Oynayan Kriterler

Norodejeneratif hastaliklarin ¢ogunda oldugu gibi Parkinson hastaliginin tedavisinde
de ilag olarak kullanilan maddelerin beynin gerekli bolgelere iletiminin zor olmasi karsilasilan
en onemli problemlerdendir. Dolayisiyle, ilag bulma ve gelistirme esnasinda beynin dogal
yapisinda bulunan ve kimyasal maddelerin gecislerini saglayan bazi bdlgelerin yapisal

ozellikleri ve fonksiyonlar1 arastirilmaktadir.
2.1.3.1. Kan-Beyin Bariyeri

Kan-Beyin Bariyeri (KBB) epitel hiicrelerden olusan ¢ok 6zel bir bariyer sistemidir.
Bunlar disinda, yapisinda perisit, astrosit ve ndronal hiicreler de barindirmaktadir (DE BOER,
2007). Birbirine yapisik segmentler halindeki epitel hiicreleri, molekiil gecisine kismen imkan
verdiginden dolay1 bariyere en fazla se¢icilik kazandiran boliimdiir. Molekiillerin, DNA’nin
ve enzimlerin beyne gecislerinden sorumlu olan KBB’nin en 6nemli hayati fonksiyonu beynin
stabilitesini korumak ve beyin hiicrelerini kandan aymrmaktir (DE BOER, 2007; SUMIO,
2004). Ayrica, KBB’nin norolojik hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilabilecek ajanlar1

gecirebilme ve dolayisiyla beyne iletebilme fonksiyonu bulunmaktadir.

Beyindeki seviyesinin azalmasi Parkinson hastaliginin ana nedenlerinden olan
dopaminin KBB’den gecemeyen bir ndrotransmitter olmasma ragmen dopaminin 6ncii
maddesi olarak bilinen L-dopa KBB’den gegebilmektedir (DINGEMANSE, 1997). Ancak,
dopamin gibi ¢ogu terapatik molekiil ve genlerin istenilen miktarlarda KBB’den gecisi
saglanamadigi i¢in bu bariyer, ilag gelistirme asamasinda géz oniinde bulundurulmasi gereken
bir kriterdir. Sekil 2-4’te KBB’de gerceklesen muhtemel transport ¢esitleri bilinen difiizyon
mekanizmalar1 ile agiklanmaktadir (DE BOER, 2007).
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Sekil 2-4. KBB’de gerceklesen muhtemel gecirgenlik ¢esitleri.
1. Lipofilik transport, 2. Iyon transferi, 3. Hidrofilik transport, 4. Tastyic1 molekiil ile

transport, 5. Adsorpsiyon ile transport, 6. Reseptor ile transport
2.1.3.2. Beyin-Omurilik (Serebrospinal) Sivis1 Bariyeri

Beyin zarlarindan biri olan subaraknoid aralik ve omurilik kanali igindeki siviya beyin
omurilik siwvist (BOS) denmektedir. BOS cogunlukla, beyinde bulunan kiigiik bosluklarin
(ventrikiillerin) duvarlarindaki belirli bolgelerde genislemis kilcal damar yumaklar1 (koroid
plexus) i¢inde olusur. Dinamik bir sivi olan BOS, beyindeki toplardamarlar tarafindan
emilerek kan akimina karisir. Koroid plexus’ta olusan bu sivi, ilag metabolizmasinda ve
transferinde oldugu kadar hiicre yenilenmesinde ve néronlarm iletisiminde biiyiik rol
oynamaktadir (DE BOER, 2007; ZHENG, 2004). Ayrica, BOS Koroid plexus’ta bulunan faz
[-IT ve III enzimlerinin de aktivasyonlarmni korumalarma yardimci olmaktadir (DE BOER,

2007).

Boliim 2.1.4°te detayli olarak irdelenen ve onemli faz I-III enzimleri arasindan olan
KOMT’un aktivasyonu ve bu enzime bagli metabolik olaylarin diizenlenmesi de BOS

tarafindan kontrol edilmektedir (ZHENG, 2004).
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2.1.4. KOMT Enzimi ve Parkinson Hastaligi’'ndaki Rolii

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin, ilk olarak adsorpsiyonu
ve viicut i¢indeki ilgili boliimlere iletimi saglanmaktadir. Hedef bolgeye ulasip metabolize
olan ilaglar, bosaltim sistemi kanallar1 ile viicut digina atilmaktadwr (LAUTALA, 2000).
Ilaglarin, metabolik transformasyonu bir ¢ok enzimatik reaksiyon ile ger¢eklesmektedir.
Metabolik reaksiyonlarda rol oynayan enzimler faz I-II ve III enzimleri olarak bilinmektedir.
Sitokrom P-450 ve MAO gibi faz | enzimleri yardimiyla ylikseltgenme, indirgenme ve
hidroliz reaksiyonlar1 gergekleserek ilaclarin gerekli fonksiyonel gruplara baglanabilecek
formlar1 elde edilmektedir (DE BOER, 2007; LAUTALA, 2000). Baslica gliikuronozil,
glutatyon, siilfo, asetil ve metiltransferazlardan olusan faz II enzimleri, formlar1 konjugasyona
hazir hale getirilmis ilaglarin metabolize olmasi i¢in gerekli reaksiyonlar1 katalizlemektedirler
(LAUTALA, 2000). Bu reaksiyonlar sonucu farmakolojik olarak aktif bilesikler olugsmaktadir.
Olusan aktif bilesiklerin ve bulunduklar1 mikroortamlarin stabilitesi ise sodyum-dikarboksilat,
askorbik asit, organik anyon ve katyon tasiyicilar1 olarak bilinen faz III enzimleri ile

korunmaktadir (DE BOER, 2007).

Faz II enzimlerinden olan Katesol O-metiltransferaz (KOMT; EC 2.1.1.6),
memelilerde bobrek, karaciger ve beyinde bulunmaktadir. Ayni zamanda, gastrointestinal
kanalda, kaslarda, eritrositlerde, bazi organlarda ve dokularda KOMT aktivitesi gézlenmistir
(REENILA, 1999; GULDBERG, 1975). Farkl ilerleticiler (promoter) kullanilarak tek bir gen
tarafindan kodlanan KOMT enziminin aminoasit sayilart farkli 1ki degisik formu
bulunmaktadir (LOTTA, 1995). Eriyebilir (soluble, S-KOMT) ve membrana bagli (MB-
KOMT) formlardaki enzimlerin aktiviteleri bulunduklar1 yerlere, cinsiyete ve yasa gore
farklilik gostermektedir (BONIFACIO, 2007; LAUTALA, 2000; GOGOS, 1998; DE SANTI,
1998).

Insanda bulunan S-KOMT ile sigandan izole edilen rekombinant S-KOMT ’un yapisal
olarak %81 oraninda benzerlik gosterdigi molekiiler biyologlar tarafindan ortaya konmustur
(LAUTALA, 2000). Bu acidan, in vitro KOMT aktivitesi belirleme calismalarinda genellikle
sigandan izole edilmis rekombinant S-KOMT kullanilmaktadir. 1994°te Vidgren ve
arkadaslari, sicandan izole edilmis rekombinant S-KOMT’ un aktivitesini ve metillenme
reaksiyonunun molekiiler mekanizmasini ¢6zmek amaciyla enzimin substratlar1 ve inhibitori

ile kompleks halindeki ii¢ boyutlu yapismi ilk kez agiklamislardir (BONIFACIO, 2007;
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LAUTALA, 2000). S-KOMT un kristal yapis1 iizerinde yapilan bu incelemeye gore, enzimin
merkezinde karmasik B-plakalar1 ve bunlar1 g¢evreleyen sekiz o-sarmali bulunmaktadir.
Karakteristik olarak DNA ve RNA metiltransferaz gibi S-adenozil-L-metionin (SAM)
kullanan diger metiltransferazlarda da bu topoloji goriilmektedir. KOMT enziminin katalitik
bdlgesinin ise biiyiik protein yapisinin tam ortasinda ve yiizeyde yer aldig1 ortaya konmustur

(BONIFACIO, 2007).

Sekil 2-5te sematik olarak verilen enzimin katalitik bolgesinde, biri SAM’in digeri
katesolik substratm baglandig1 iki farkli bélim bulunmaktadir (BONIFACIO, 2007). Metil
kaynagi olan SAM, katalitik bolgede yap1 igine gomiilii vaziyette bulunurken katesolik
substratin baglandig1 boliim yiizeydeki boslukta yer almaktadir (LAUTALA, 2000).

Sekil 2-5. Sigandan izole edilmis S-KOMT 'un {i¢ boyutlu sematik gosterimi.
3,5-DNK: 3,5-dinitrokatesol (KOMT inhibitorii)

KOMT tarafindan kofaktdr olarak kullamlan Magnezyum (Mg %) iyonunun yeri, bir su
molekiili, iki aspartik asit artig1 (Aspl41, Aspl169), bir asparajin artigi (Asnl70) ve katesol
molekiiliinde bulunan hidroksil gruplar1 tarafindan hidrofobik kuvvetler aracilig1 ile koordine

edilmektedir (BONIFACIO, 2007; LAUTALA, 2000). Bu sayede, enzimin biiyiik protein
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yapismnin da bozulmasi 6nlenmektedir. Yapisal olarak biiyiik 6nemi bulunan Mg™ iyonu,
katesolik substratin hidroksil gruplarinin pK, degerini diisiirerek daha ¢abuk iyonlagmalarini
saglamaktadir (LAUTALA, 2000). Iyonlasmis hidroksillerden biri glutamik asit artig:
(Glul99)’nin eksi yiiklii karboksil grubu ile Sekil 2-6’da da gosterildigi gibi hidrojen bagi
kurarak stabilize olur. Diger hidroksil ise lizin artigi (Lys144)’na bir proton verip elektronu
eksik olan SAM’m metil grubunu koparmaktadir (BONIFACIO, 2007; LAUTALA, 2000).
Sekil 2-7°de gosterilen ve niikleofilik degisim mekanizmasi (Sy2 tip) ile agiklanan bu
reaksiyon, SAM’dan kopan metil grubunun katesolik halkanin protonunu kaybetmis hidroksil
grubuna baglanmasi ile tamamlanmaktadir (LAUTALA, 2000).

Leul98 ?Pml?‘l

ol

Glul99

HOH

Sekil 2-6. S-KOMT ’un katalitik bolgesi
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Sekil 2-7. KOMT tarafindan katalizlenen metillenme reaksiyonunun genel mekanizmasi

KOMT enziminin molekiiler diizeydeki g¢alismalarinda, yukaridaki sekillerde de
gosterildigi gibi enzimin bilinen en iyi inhibitérii olan 3,5-dinitrokatesol, katesolik bilesik
olarak kullanilmaktadir. Ancak, biyolojik olarak aktif ya da ksenobiyotik endojen ve egzojen
katesolik bilesikler, fizyolojik KOMT un substratlar1 olup enzim tarafindan O-metillenerek
metabolize olmaktadirlar (BAI, 2007; KURKELA, 2004; ERDAL, 2002; RUOTTINEN,
1998; LOTTA, 1995). KOMT enzimi tarafindan metillenebilen katesolaminler (dopamin,
epinefrin, norepinefrin), katesolestrojenler (2 ve 4-hidroksiestradiol), L-dopa (levodopa) ve
askorbik asit en iyi bilinen endojen katesolik substratlardir (CHEN, 2005; MANNISTO,
1999; LOTTA, 1995). Egzojen katesolik substratlar ise diyetlerimizde ve bazi ilaglarda
bulunan trifenoller, flavonoitler, benserazid, karbidopa ve dihidroksifenil serin gibi bilesikler

olarak bilinmektedir (BAI, 2007; CHEN, 2005; LAUTALA, 2000; MANNISTO, 1999).

KOMT tarafindan da kullanilan bu katesolik bilesiklerin Parkinson hastaligi’nin
tedavisinde tek basma veya diger ila¢ smiflar1 ile birlikte kullanildigi Bolim 2.1.2.1°de
verilmistir. Buna goére, KOMT inhibit6rlerinin, katesolik bilesiklerin; 6zellikle kan beyin
bariyerinden (KBB) gecebilen bir bilesik olan levodopanin, aromatik L-aminoasit
dekarboksilaz (AADK) ve MAO-B inhibitorlerinin tedavideki rolleri Sekil 2-8’de metabolik

olarak 6zetlenmektedir.
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Sekil 2-8. Parkinson Hastaligi’nda etkili olan metabolik rotalar. 3-OMD: 3-O-metildopa,
Dopak: 3,4-dihidroksifenilasetik asit, 3-MT: 3-metoksitiramin, HV A: homovanilik asit
(DINGEMANSE, 1997).

Beyindeki (merkezi) dopamin eksikliginin Parkinson Hastaligi’'nin en Onemli
nedenlerinden biri oldugu Boliim 2.1.1°de detayli olarak anlatilmistir. Hastaligin tedavisinde
AADK inhibitorii olarak kullanilan karbidopa gibi bilesikler ile birlikte KOMT
inhibitorlerinin de kullaniminin periferal dopamin seviyesini azalttigi ortaya konmustur
(DINGEMANSE, 1997). Ancak, ayn: tedavi yontemi ile KBB’den gecebilen ve dopamin
oncii maddesi olan levodopa seviyesinde artis saglanmakta ve bu sayede merkezi dopamin
miktar1 da istenilen seviyelere c¢ekilebilmektedir. Sekil 2-8’de, MAO-B ve KOMT
enzimlerinin merkezi dopaminin transformasyonuna neden olan reaksiyonlar: katalizledikleri
gosterilmektedir. Bu agidan, tedavi esnasnda hastaligin evrelerine goére, KOMT
inhibitorlerinin yani sira selegilin gibi MAO-B inhibitorleri de kullanilmakta ve merkezi

dopamin miktari istenilen seviyede tutulabilmektedir (MANNISTO, 1992).
2.2. KOMT INHIBITORLERI

1950’lerin sonuna dogru saflagtirma teknikleri gelismis ve yapisal olarak karakterize
edilebilmis olan KOMT enzimi i¢in inhibitdr bulma ve gelistirme caligmalar1 baslamistir.

KOMT inhibitorii olarak kullanilan standart maddeler ya da bunlarin kimyasal olarak

16



sentezlenmesi yolu ile elde edilen maddeler tarihsel gelisim silireglerine gore siniflara

ayrilmaktadir.
2.2.1. Sentetik Inhibitorler
2.2.1.1. Birinci Nesil KOMT inhibitorleri

1959°da Axelrod ve LaRoche tarafindan kesfedilen pirogallol, ilk potansiyel KOMT
inhibitorii olarak tanimlanmis ve daha sonraki yillarda, inhibitor gelistirme calismalarinda
model inhibitdr olarak kullanilmistir (GULDBERG, 1975). Birinci nesil KOMT inhibitorleri
olarak gelistirilen gallik asit, kaffeik asit, 3°,4'-dihidroksi-2-metil-propiofenon (U-0521), 2-
hidroksiestrojen gibi maddeler pirogallol ve katesol tiirevleridir (BONIFACIO, 2007;
BAILEY, 2005). Katesolik olmayan maddeler arasindan askorbik asit, tropolon, 8-
hidroksiquinolin tiirevleri, 3-hidroksillenmis pironlar ve piridonlar da birinci nesil KOMT
inhibitorleri olarak kullanilmiglardir (BONIFACIO, 2007; MANNISTO, 1999). Ayrica,
quersetin ve rutin gibi bazi flavonoitler de yine bu sinifa ait inhibitorler olarak bilinmektedir

(BONIFACIO, 2007).

Birinci nesil KOMT inhibitorlerinin in vitro inhibisyon performanslar1 yliksek
olmasina ragmen hayvan testleri sonuclar1 basarili sayilmamistir. /n vivo inhibisyon
ozellikleri ve secicilikleri diisiik, etki siireleri kisa ve toksik olan bu inhibitorler i¢in klinik
olarak kullanim olanagi bulunamamistr (MANNISTO, 1999; DINGEMANSE, 1997;
GULDBERG, 1975).

2.2.1.2. Ikinci Nesil KOMT inhibitérleri

1980’lerin sonlarinda ¢ogu nitrokatesolik yapida yeni KOMT inhibitorleri sentezlendi.
Sekil 2-9°da yapisal olarakta gosterilen, entakapon [OR-611; (E)-2-siyano-N, N-dietil-3-(3,4-
dihidroksi-5-nitrosinnamit)], nitekapon [OR-462; 3-(3,4-dihidroksi-5-nitro-benzilidin)-2,4-
pentandion], tolkapon [Ro 40-7592; 4'-metil-3,4-dihidroksi-5-nitro-benzofenon], nebikapon
[BIA 3-202; 1-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)-2-fenil-etanon], baz1 nitrobenzaldehitler ve
nitronoradrenalinler ikinci nesil KOMT inhibitorleri olarak gelistirilmis nitrokatesolik
maddelerdir (BONIFACIO, 2007; LOUREIRO, 2006; MANNISTO, 1999). Nitrokatesolik
inhibitorler disinda, bir piridin tiirevi olan CGP 28014 kodlu inhibitér de yine ikinci nesil
KOMT inhibitorii olarak bilinmektedir (MANNISTO, 1999; DINGEMANSE, 1997).
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Sekil 2-9. Bazi Ikinci Nesil KOMT inhibitorleri
(BONIFACIO, 2007; PALMA, 2006; MANNISTO, 1999).

Nitrokatesolik KOMT inhibitorleri, bilinen en 1yi sentetik KOMT inhibitérii olan 3,5-
dinitrokatesol (3,5-DNK) bilesiginden sentezlenmektedir. Sekil 2-9°da da verildigi tizere, 3,5-
DNK yapisindaki katesol halkasinin ayni hidroksil grubuna gore orfo ve para pozisyonunda
bulunan nitro gruplarindan birinin yerine (genellikle para poziyonundaki), baska bir
fonksiyonel grup baglanmasi ile sentezleme islemi yapilmaktadir (BONIFACIO, 2007;
LEARMONTH, 2002; BACKSTROM, 1989). CGP 28014 kodlu piridin tiirevi inhibitor ise
piridona doniistiiriildiikten sonra spesifik fonksiyonel gruplarin eklenmesi ile elde

edilmektedir (WAIDMEIER, 1990).

Ik nesle gore daha potansiyel ve yiiksek secicilikteki inhibitorler arasindan, nitekapon,
entakapon ve tolkapon klinik olarak kullanim olanagi bulunan ikinci nesil KOMT inhibitorleri
olarak bilinmektedir (RUOTTINEN, 1998; DINGEMANSE, 1997). Nitrokatesolik yapidaki
bu inhibitorlerin, tersinir ve siki baglanan inhibisyon mekanizmasma sahip olduklari
calismalarda raporlanmistir (BONIFACIO, 2007; PALMA, 2006; MANNISTO, 1999).

Nitekapon, entakapon ve tolkaponun, periferal KOMT aktivitesini yilizde elli oraninda
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azaltabildikleri konsantrasyon degerleri (ICsp) sirasiyla 300 nM, 150 nM ve 36 nM olarak
rapor edilmistir. Beyindeki KOMT aktivitesi i¢in bulunan ICsy degerleri ise 10 nM, 20 nM ve
0,3 nM’dir (BONIFACIO, 2007; MANNISTO, 1999). Bulunan bu degerler, nitrokatesolik
inhibitorlerin, ilk jenerasyon inhibitorlerinden 1000 kat daha fazla etkili oldugunu

gostermistir (BONIFACIO, 2007).

Nitekaponun ana etki mekanizmasi duodenum (on iki parmak bagirsagi) iizerinde
oldugu tespit edilmis ve dolayisiyla Parkinson hastaligi tedavisinde kullanimi azaltilmistir
(NISSINEN, 1988). Diger iki potansiyel KOMT inhibitorleri (entakapon ve tolkapon)
giiniimiizde MAO-B ve AADK inhibitorleri ve levodopa ile birlikte kullanilmaktadir
(SINGH, 2007; RUOTTINEN, 1998; DINGEMANSE, 1997).

Parkinson hastalar1 iizerine uygulanan tedavi yontemlerinden elde edilen sonuclara
gore, entakaponun periferal KOMT’u inhibe etme basaris1 yiiksek iken, kan beyin
bariyerinden gecebilen bir bilesik olan tolkaponun hem periferal hem de merkezi KOMT
aktivitesini digiirdiigli raporlanmistir. Ayrica, tolkaponun etki siiresi entakapona gore
yaklasik 2 kat fazla oldugu tespit edilmistir (BONIFACIO, 2007; MANNISTO, 1999;
RUOTTINEN, 1998).

Bugiine kadar bu iki bilesik kadar etkili ve klinik olarak kullanilabilecek KOMT
inhibitorleri gelistirilememis olmasina karsin, ikisi i¢inde yiiksek dozda kullanimlarinin
karaciger iizerinde bazi toksik yada karsinojenik etki yarattiklar1 bilinmektedir (SINGH,
2007; BONIFACIO, 2007; MANNISTO, 1999; RUOTTINEN, 1998). Hepatoksisitesi
entakapona gore daha yiiksek olan tolkapon bu nedenden dolay1 bazi iilkelerde (Avrupa ve

Kanada) yasaklanmstir (SINGH, 2007; MANNISTO, 1999; NISSINEN, 1992).

Arastirmacilar, inhibisyon basarilar1 yiiksek ancak Onemli yan etkiler1 gdzlenen
nitrokatesolik yapidaki inhibitdrler yerine katesolik tabanli, secicilikleri yiiksek inhibitorler

gelistirme tizerine ¢aligmalarmi stirdiirmektedirler.
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2.2.1.3. Son Nesil — Tipik Olmayan KOMT inhibitorleri

KOMT inhibitorleri kesfi tarihsel siireci igerisinde, ikinci nesil KOMT inhibitorii
olarak tanimlanan CGP 28014 kodlu bilesik, daha sonralar tipik olmayan KOMT inhibitorleri
sinifina dahil edilmistir. /n vitro KOMT inhibisyonunda basaril1 olamayan bu bilesik, in vivo
calismalarda ozellikle merkezi KOMT iizerinde biiylik bir inhibisyon etkisi yarattigi
bulunmustur (MANNISTO, 1999, 1992; DINGEMANSE, 1997). Ancak bu bilesigin etki

mekanizmasi ve toksisite calismalari heniiz tamamlanmamastir.

Bu smifa dahil olan pek cok KOMT inhibitorii, Sekil 2-10°da gosterildigi gibi yapisal
olarak nitrokatesoliklerden modifiye edilmis ve 6zel bir takim Ozellikler kazandirilmig

bilesiklerdir (BONIFACIO, 2007; PAULINI, 2006).
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Sekil 2-10. Bazi Son Nesil KOMT inhibitorleri

Bisubstrat inhibitorler, KOMT enziminin aktif bolgesindeki SAM ve katesol baglanma
kisimlarina uygun yapilar olarak sentezlenmekte ve bdylece enzimin hastalia neden olacak
substratlar1 ile iliskisi kesilebilecegi diisiiniilmektedir (PAULINI, 2006; LEARMONTH,
2005; LERNER, 2003). Yapisal olarak karakterize edilmis pek ¢ok tiirevi bulunan bisubstrat
inhibitorleri arasindan [N-{(£)-3-[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-Amino-9H-plirin-9-il)-3,4-dihidroksi-
tetrahidro-furan-2-il]prop-2-enil}-2,3-dihidroksi-5-nitrobenzen- 1 -karboksa-mit]| bilesiginin in
vitro 1Csq degeri 9 nM olarak bulunmustur (BONIFACIO, 2007; LERNER, 2003).
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Bifonksiyonel inhibitdrler ise yapisal olarak her birisine bir adet nitro grubu eklenmis
iki katesol halkasinin sentezlenmesi ile elde edilmektedir. Bu tip bilesiklerin in vitro
inhibisyon potansiyellerinin, tek katesol halkasina sahip analoglarma gore daha yiiksek

oldugu bulunmustur (BAILEY, 2005).

Ancak, gerek bisubstrat gerekse bifonksiyonel inhibitorler i¢in in vivo verileri heniiz
kesinlesmemis, mekanizmalar1 acgiklanamamis ve toksisite caligmalart yapilmamistir

(BONIFACIO, 2007).

2.2.2. Dogal Inhibitérler

Son yillarda, genellikle bitkilerden elde edilen baz1 dogal bilesiklerin
(fitokimyasallarin) norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirlikleri ile ilgili
yapilan arastirmalar hiz kazanmistir. Bitkisel kaynakli bilesiklerin viicutta kolay metabolize
olabilmeleri ve toksik etkilerinin az olmasi nedeniyle ndrodejeneratif hastaliklara neden olan
bazi O6nemli metabolik reaksiyonlar1 katalizleyen enzimleri inhibe etmek amaciyla

kullanilmasinin son derece 6nemli oldugu goriilmektedir (PERRY, 1999).

Literatiirde, ¢ok genis bir smif olan fitokimyasallar arasindan 6zellikle flavonoitler,
flavonoit glikozitler, katesinler ve alkaloitler ile Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda
onemli rolleri olan AChE (asetilkolin esteraz), KOMT (katesol-O-metiltransferaz) ve MAO
(monoaminoksidaz) enzimlerinin inhibisyon c¢alismalar1 yapilmistr (CHEN, 2006;
KADOWAKI, 2005; KONG, 2004; PERRY, 1999). Ancak, arastwrmalara gore, bu
enzimlerden en az birini inhibe etme 6zelligi gosteren maddenin yeni bir ila¢ olabilmesi i¢in
diger enzimler, metabolitler ve reseptorler ile iligkilerinin ortaya konmasi gerektigi
bilinmektedir. Bundan dolayi, AChE, KOMT ve MAO enzimlerini inhibe etmek amaciyla
kullanilmis bitkiler Tablo 2-1’de toplu halde 6zetlenmektedir.
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Tablo 2-1. Alzheimer ve Parkinson hastaliklarina kars1 terapatik etki yaratabilme potansiyelleri arastirilmis bitki tiirleri

Familya Latince ad1 Bilinen Ad1 Etken maddeler Metabolik Fonksiyonlar Referans (lar)
CHEN, 2005
Theaceae Camellia sinensis Cay (yesil) katesin ve katesin gallatlar ~ KOMT inhibisyonu NAGALI 2004
ZHU, 2004
.. alkaloitler (pilokarpin), s
Arecaceae Areca catechu Arek cevizi, felfelek . o AChE inhibisyonu HOUGHTON, 2005
tannin ve gallik asit
Piperaceae Piper betel Betel biberi, kara biber  katesin ve alkaloitler ACHhE inhibisyonu HOUGHTON, 2005
Labiateae Salvia officinalis Adagay1 flavonoitler ve ugucu yaglar ~ AChE inhibisyonu HOUGHTON, 2005
. . L o monoterpenler (ugucu AChE inhibisyonu, HOUGHTON, 2005
Labiateae Melissa officinalis Ogul otu yaglar) antidepresant WAKE, 2000
Labiateae Salvis Lavandulaefolia Aci elma yagi }rg(;rll;):)e rpenler (ugucu AChE inhibisyonu PERRY, 2002
. . . Mabet agaci, japon flavonoitler glikozitler, S PERRY, 1999
Ginkgoaceae  Ginkgo biloba erigi terpenler AChE ve MAO inhibisyonu SLOLEY, 2000
Malpighiaceae Banisteriopsis caapi ~ Yage, ruh izimii alkaloitler (beta karbolinler) KOMT ve MAO inhibisyonu SCHWARZ, 2003
Cannabaceae  Cannabis sativa Kenevir, kendir kannabinoitler Kollr.lerjlk ve dopaminerjik JOY, 1999
aktivite artig
. . . - . e Antikolinerjik ajan, MAO HOWES, 2003
Cupressaceae  Biota orientalis Dogu mazisi aktif maddeler bilinmiyor inhibisyonu LIN, 2003
Liliaceae Lilium brownii Zambak tiirii steroit saponinler ve MAO inhibisyonu LIN, 2003
alkaloitler
Rubiaceae Gardenia jasminoides ~ Gardenya glikozitler ve fenolik asitler =~ MAO inhibisyonu LIN, 2003
. Uncaria . - . . . HOU, 2005
Rubiaceae rhynchophylla Kedi tirnag alkaloitler (indol) AChE ve MAO inhibisyonu MAMEDOV, 2005
Huperziaceae  Huperzia serrata Kurt pengesi alkaloitler (huperizin A) ACHhE inhibisyonu ZHANG, 1991

CHENG, 1996, 1998

22



Tablo 2-1 (devami). Alzheimer ve Parkinson hastaliklaria kars1 terapatik etki yaratabilme potansiyelleri arastirilmis bitki tiirleri

Familya Latince ad1 Bilinen Ad1 Etken maddeler Metabolik Fonksiyonlar Referans (lar)
Labiatae Origanum majorana  Mercankosk flavonoitler ve ugucu yaglar  AChE inhibisyonu CHUNG, 2001
. . alkaloitler ve saponinler . . . . PERRY, 1999
Apiaceae Bacopa monniera Gotu kola (bakozit) o0grenme ve idrak giiglendirici HOWES, 2003
. . . . . . . e PERRY, 1999
Solanaceae Withania somnifera Kis kirazi Steroitler (witanolitler) Antikolinerjik ajan SCHLIEBS, 1997
flavonoitler, tanninler, hafiza ciiclendirici PERRY, 1999
Guttiferae Hypericum perfaratum Sar1 kantaron naftodiantronlar (hiperforin, antide f’; egan 4 ’ CHATTERIEE, 1998
hiperisin) p MAMEDOV, 2005
Zygophyllaceaec Peganum harmala iizerlik alkaloitler (beta karbolinler) KOMT ve MAO inhibisyonu ;%_]Iguf ]3%0;997
Rosaceae Rosa Damascena Gul ugucu yaglar 6grenme ve hafiza giiclendiricic  KOSE, 2007
Fabaceace Mucuna pruriens Bir tiir akvaryum bitkisi aktif maddeler bilinmiyor dopamin agonist MANYAM, 2004
Papaveraceac  Papaver somniferum  Haghas it)l?;iigler (papaverin, AChE ve KOMT inhibisyonu PERRY, 1999
Alliaceae Galanthus nivalis Kardelen alkaloitler (galantamin) AChE inhibisyonu, hafiza OLIN, 2001a, 2001b

giiclendirici
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Tablo 2-1’de verilen bitki tiirlerinin ¢esitliligi géz Oniine alindiginda, Alzheimer ve
Parkinson gibi etiyolojileri heniiz tam olarak tanimlanamamis ancak diinya capinda cok
sayida insanda goriilen rahatsizliklar i¢in tedavi olabilecek bir ¢cok kaynak olusturulabilecegi
goriilmektedir. Aktif bilesen olarak, daha ¢ok alkaloitler, terpenler, flavonoit ve flavonoit
glikozitlerce zengin bitkilerin terapi niteligi tasima olasiliklart oldugu c¢alismalarda

raporlanmistir.

Ancak, Tablo 2-1’de verilen bitkilerin igerdikleri aktif bilesenlerin teker teker izole
edilebilmesi zaman ve maliyet gerektirdiginden dolay1 ¢alismalarda bu bitkilerin ham 6ziitleri
ve pek azmm da standartlar1 kullanilmistir. KOMT inhibisyonunda etkili olan bitkiler
arasindan ise genellikle Camellia sinensis (yesil ¢ay) bitkisinden elde edilen katesin ve
katesin tilirevlerince zengin Oziit ve fraksiyonlarina ait standartlar ile detayli olarak

calisiimastir.

Cay katesinleri ve diyetlerimizde yogun olarak bulunan flavonoitlerin katesol
halkasina sahip bilesikler oldugu bilinmekte ve KOMT inhibisyonunda kullanilanlarm yapisal
gosterimleri Sekil 2-11°de verilmektedir (ZHU, 2004).

Cavda bulunan fenolilder Bivoflavonoitler
E,

OH
HO Oz S R,
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OH O
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Sekil 2-11. KOMT inhibitdrii olarak kullanilan bazi polifenolikler
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Sekil 2-11’de verilen bilesikler ile yapilan caligmalarda, polifenolikler ile insan
karaciger hiicrelerindeki katesolestrojenlerin KOMT ile katalize edilmis O-metillenme
inhibisyonu igin yapi-aktivite iliskileri rapor edilmistir (ZHU, 2008; BAI, 2007). Galloil tip
D-halkalari igeren katesinlerin (EKG ve EGKQG) giiclii bir inhibitér oldugu bilinen quersetine
gore daha etkili olabilecekleri saptanmistir (CHEN, 2005; NAGAI, 2004; ZHU, 2001). Enzim
kinetik analizlerine gore en yiiksek inhibisyon etkisini gosteren EGKG ((-)-Epigallokatesin
gallat)’nin metillenmesi sonucu olusan bir metabolit olan 4,4 "-di-O-metil-EGKG’nin de
yeni tip bir KOMT inhibitérii olabilecegi belirtilmistir (CHEN, 2005; KADOWAKI, 2005;
WEINREB, 2004).

Gelisen tip alaninda, 6zellikle kanser ve norolojik hastaliklar i¢cin gelistirilen ilaglarin
cok fonksiyonlu olmalar1 istenen bir 6zellik haline gelmistir. Parkinson hastaligi’nin da birden
cok mekanizmadan etkilenen norolojik bir bozukluk oldugu bilinmektedir. Bu mekanizmalar
arasindan oksidatif stresin artmasi (serbest radikallerin artis1) daha once de bahsedildigi gibi,
hastalig1 tetikleyen mekanizmalardan biridir (CAVALLI, 2008). Dolayisiyla, Parkinson
hastaligi’na karst KOMT enzimini inhibe etme potansiyeli olan bilesiklerin antioksidan

aktiviteye de sahip olmasi istenen bir 6zellik haline gelmistir.

Arastirmalara gore, Parkinson hastalarinin substantia nigra’da glutatyon miktari
azaldigindan dolay1 lipit peroksidasyonunun arttig1 belirlenmistir (AKYOL, 2004). Bu madde,
glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen peroksil radikallerinin suya doniismesi
reaksiyonunda koenzim olarak kullamlmaktadr (AKYOL, 2004; SIRNONIAN, 1996).
Glutatyon eksikliginde artan peroksil radikallerinin, viicudumuzdaki ¢ogu proteini koruma
gorevinden sorumlu olan alkalin fosfotaz enziminin aktivitesini de kaybetmelerine neden
olduklar1 bilinmektedir (BERTOLINI, 2007). Birbiri ile yakindan iliskili bu mekanizmalar
sonucu protein yapilarinda bozulmalar ve oksidatif streste artis gézlenmektedir. Sonugta,

Parkinson hastaligini da tetikleyen ndron dliimleri ger¢eklesmektedir (CAVALLI, 2008).

Serbest radikallerden kaynaklanan bu sonuglara engel olmak amaciyla KOMT
enzimini inhibe etme ve yiiksek derecede antioksidan Ozelligi oldugu bilinen quersetin
bilesigi calismalarda kullanilmistir. Quersetin, KOMT enziminin sentetik inhibitorleri
arasindan gosterilen ve giliniimiizde halen kullanilan bir ilag olan tolkapon bilesigine gore

alkalin fosfotaz aktivitesi ve yapisi lizerinde daha koruyucu bulunmustur. Ayrica, serbest
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radikalleri deaktivite etme potansiyeli de ¢ogu nitrokatesolik KOMT inhibitorlerine gore daha
yiiksek oldugu bilinmektedir (BERTOLINI, 2007).

Antioksidanlar Parkinson hastaligmi 6nledigi ve ilerlemesini gegiktirdigi gézlenmis
olmasina karsin KOMT aktivitesinin azalmasi ile 6zellikle gogiis kanseri riskinin arttig1 da
bilinmektedir (CHEN, 2006; VAN DUURSEN, 2004; ESPOSITO, 2002; SUK YIN, 2002;
CHIUEH, 2000). Metillenme reaksiyonuna giremeyen katesolestrojenlerin ve katesolamin-
lerin quinon formlarina doniismesi ile kanser riskinin arttig1 ¢alismalarda raporlanmistir

(VAN DUURSEN, 2004; SUK YIN, 2002).
2.2.2.1. Uzerlik (Peganum harmala) Tohumu

Tablo 2-1°de verilen bitkilerden biri olan Tlzerlik (Peganum harmala) yabani
kimyongiller (zygophyllaceae) familyasma dahil bir bitkidir. Eskiden Hindistan'da bu bitkinin
tohumlar1 ile solucan diisiiriicii ilag yapilmis ve narkotik olarak kullanilmistir. Zehirlenmelere
ve yilan sokmalarma kars1 panzehir yapiminda da tizerlikten yararlanilmistir. Yunanlilar ve
Romalilar, tizerligin ishale karsi mide kuvvetlendirici olarak kullanmiglardir. Bugiin modern
tipta da tizerlik, solucan diisiiriicii ve merkezi sinir sistemi uyaricis1 olarak kullanilmaktadir
(WEB_1, 2003). Ayrica, afrodizyak etkisi oldugundan dolay1 eski toplumlarda uzun siire
cinsel giicii artirict madde olarakta kullanilmistir (WEB 1, 2003).

Uzerlik tohumlarinda %25°ten fazla oranda betakarbolin, tetrabetakarbolin, quinazolin
tiirevleri olan bir ¢ok alkaloit bulunmaktadir (JUMA, 2005; MOLCHANOYV, 1996). Geri
kalan kisimlarmi, eterik yag, flavonoitler ve glikozitler olusturmaktadir (WEB 1, 2003;
SHARAF, 1997). Tohum igeriginin en yiiksek bolimiinii % 2-7 oraninda degistigi bilinen
betakarbolin tiirevi alkaloitler olusturmaktadir. Basta harmalin ve harmin olmak {izere
harmalol, harmol, harman ve peganin gibi alkaloitler P. harmala tohumunda en ¢ok bulunan
betakarbolin tiirevi alkaloitlerdir (Sekil 2-12) (GRELLA, 1998; OTT, 1996; KHAN, 1990).
Ayrica tohumlarmdan kirmizi renkli bir boya maddesi elde edilebilmektedir (WEB 1, 2003;
KARTAL, 2003).
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Sekil 2-12. Uzerlik tohumunda bulunan bazi alkaloitler
(SRIVASTAVA, 2001; GRELLA, 1998; KHAN, 1990).

Harmalin ve harmin basta olmak {izere, Sekil 2-12°de yapisal olarak verilen harmala
alkaloitleri ile bircok caligma yapilmaktadir. Bu alkaloitlerin serotonin yerine gecebilme,
MAO enzimini inhibe etme, merkezi sinir sistemini uyarma, bagisiklik sistemini gli¢lendirme
gibi ozellikleri olmasinin yaninda halusinojen ve antioksidan etkiye sahip olduklar1 da tespit

edilmistir (HALPERN, 2004; KARTAL, 2003).

Ayrica, peganin kan-beyin bariyerinden gegebilen bir bilesik olup beyindeki
asetilkolin ve dopamin seviyesini asetilkolin esteraz ve monoaminoksidaz enzimlerini inhibe
ederek onleyebilmektedir (THEODORE, 1999). Alkaloit iceren ¢cogu bitki tiirii i¢in in vivo ve
sitotoksisite ¢aligmalar1 tamamlanmamis olmasina ragmen belladonna, harmala ve aporfin
familyasindan olan bitkilerden elde edilen alkaloitlerin parkinson hastaliginin erken evre

tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (THEODORE, 1999).
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2.2.2.2. Zeytin (Olea europaea) Y apragi

Zeytingiller (oleaceae) smifinin en 6nemli iiyesi olan zeytin agaci eski zamanlardan
beri Akdeniz’in ve barisin simgesi olarak bilinmektedir (BONILLA, 2006; AL-AZZAWIE,
2006). Kutsal kitaplar da dahi ad1 gegen zeytin agacinin yapraklari eskiden beri yliksek ates ve
sitmaya kars1 ilag olarak kullanilmistir (LEE-HUANG, 2003). Ayrica, kan basincini diisiiriicti
ve spazm Onleyici oldugundan dolay1 insanlar ve hayvanlar i¢inde tedavi amacli kullanildig:
bilinmektedir (GARCIA, 2000). Giiniimiizde, zeytin yaprag dziitiiniin diabet, sarilik, soguk
alginhig1, acik yaralar, bakteriyel ve virlitiik enfeksiyonlar ve hatta HIV viriisiine karsi
terapatik basar1 saglayabildigi klinik calismalara ve giinliik tecriibelerimize dayanarak

bilinmektedir (PAGE, 2002).

Zeytin yapragmin bu kadar genis yelpazede ve ¢ok sayida hastaliga karsi basari
saglamasinin nedeni olarak polifenolik igeriginin zengin olmas1 gdsterilmektedir. Bilinen ¢ok
sayida polifenolik smifindan bilesikler igeren zeytin yapraginda, oleuropein ve tiirevleri
(oleuropein ve verbaskozit); flavonlar (luteolin-7-glikozit, apigenin-7-glikozit, diosmetin-7-
glikozit, luteolin ve diosmetin); flavonoller (rutin); flavan-3-oller (katesin) ve siibstiite
fenoller (tirosol, hidroksitirosol, vanillin, vanillik acid ve kaffeik asit) en ¢ok goriilen

polifenolikler olarak bulunmustur (GARCIA, 2000).

Polifenolikler arasindan rutin, luteolin, hidroksitirosol ve oleuropein bilesiklerinin
yiiksek antioksidan kapasitesine sahip olduklar1 raporlanmistir (BAYCIN, 2007; GARCIA,
2000). Ayrica, Sekil 2-13’te kimyasal yapilar1 gosterilen rutin ve oleuropein bilesikleri, ham
oziit icerisinde bulunan en baskin bilesikler olup fibroin adsorbsiyonu yontemi ile izole

edilebilmektedirler (BAYCIN, 2007; SAVOURNIN, 2001; GARCIA, 2000).
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Sekil 2-13. Zeytin yapragi icindeki major polifenollerin kimyasal yapis1

Yapilan calismalar oleuropeinin ve rutinin bir ¢ok olumlu saglik etkisi oldugunu
gostermektedir. Oleuropeinin bagisiklik ve tansiyon diizenleyici, kalp ve seker hastaliklarini
tyilestirici, antibakteriyal ve antitlimoral etkileri oldugu bilinmektedir. Ayrica, oleuropein ve
onun bir metaboliti olan hidroksitirosol bilesikleri yiiksek antioksidan kapasitesine sahiptirler

(RANALLI, 2006; AL-AZZAWIE, 2006).

Zeytin yapraginin ikinci swrada gelen baskin polifenolii olan rutinin de enfeksiyon
onleyici, antitiimoral, antibakteriyal, antioksidan &zellikleri bulunmaktadir (GHICA, 2005).
Bunun yaninda, rutin DNA bozulmasii 6nledigi i¢in cogu hastaliklara kars1 kullanilabilen ve

diyetlerimizdeki yogun olarak bulunan bir bilesiktir (KURISAWA, 2003).

Fitokimyasallarin pek ¢ok hastalik i¢in oldugu gibi nérolojik hastaliklarin tedavisinde
de kullanim olanaklar1 halen arastirilmaktadir (PERRY, 1999). Bu bilesikler, viicut i¢indeki
bir cok metabolik olayda substrat, koruyucu ajan, reaksiyon baslatici ya da stabilite arttiric
ajan olarak kullanilan metabolitler oldugundan dolay1 ilag gelistirme alanindaki onemleri de

giderek artmaktadir (SHEU, 2004).
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2.3. ENZIM AKTIVASYONU ve INHIBISYONU BELIRLEME METOTLARI

Enzimatik reaksiyonlarin ¢ogu basit Michaelis kinetigi olarak bilinen esitlikler
kullanilarak agiklanabilmektedir. Michaelis kinetigine gore reaksiyon hizi (v); enzim (E),
substrat (S), enzim-substrat kompleksi (ES), {iriin (P) ve reaksiyon sabitleri (k;, k.; ve ky) ile

matematiksel olarak Esitlik 2-1°de verildigi gibi iliskilendirilmistir.

ky
E+ST— ES—E+P

(Esitlik 2-1)

Bu esitlikte V__ = k,[E], vek, = ”‘% "dir.
1

Reaksiyonun kinetik gidisatin1 (Sekil 2-14) ortaya koyan enzim aktivitesi bir ¢ok
fizikokimyasal metot ile takip edilebilmektedir. Spektrofotometrik, florometrik ve radioaktif
metotlar literatliirde en ¢ok kullanilan teknikler arasindan gosterilmektedir (COPELAND,
2000). Ancak, yukaridaki esitliklerde de verildigi gibi, reaksiyon hizi substrata ve {iriine gore
hesaplanabildiginden dolay1 kinetik verinin toplanacagi maddenin belirlenmesi, en uygun

kinetik belirleme metotunu da se¢erken 6nem tasimaktadir.

@
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Sekil 2-14. Genel reaksiyon kinetigi egrisi
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2.3.1. Spektrofotometrik Metot

Spektrofotometrik metotta, molekiiliin bir 151k kaynagma maruz kalmasi sonucu
elektronik diziliminde olusan degisiklikler gozlenmektedir. Molekiil tarafindan absorplanan
ve molekiiliin elektronik diziliminde gerekli miktarda degisiklige yol acacak 1sik enerjisi,
elektromanyetik spektrumun ultraviyole (UV) ve goriiniir bolge (toplam 200-800 nm) olarak
bilinen kisimlarinda mevcuttur (COPELAND, 2000).

Spektrofotometrik metot ile takip edilen reaksiyonlarda, kinetik verisi toplanacak
molekiiliin oncelikle toplam 151k kaynagi araligina maruz kalmasi gerekmektedir. Boylece,
molekiil tarafindan absorplanan maksimum 151k enerjisine ait dalga boyu (Amax) belirlenmekte

ve en dogru kinetik 6l¢iimler i¢in bu dalga boyu kullanilmaktadir.

Maksimum dalga boyundaki kinetik Olglimler sonucunda elde edilen absorpsiyon
degerleri ile ¢ozelti icindeki maddelerin konsantrasyonlar1 Beer Kanunu kullanilarak analitik

olarak iligkilendirilmistir (COPELAND, 2000). Beer Kanunu’na gore;
A = gcl "dir.

Bu esitlikte 4 (absorpsiyon degeri) birimsiz bir 6l¢ii olup, C olarak tanimlanan konsantrasyon
degeri (molarite, M), / (15181 ¢ozelti i¢inde kat ettigi yol, cm) ve & (molar absorplama

katsayis1, (M.cm)™) ile dogru orantili olarak degistigi gosterilmektedir (COPELAND, 2000).
2.3.2. Florometrik Metot

Florometrik metotta da spektrofotometrik metotta oldugu gibi, molekiil 151k kaynagina
maruz birakilmaktadir. Ancak bu yontemde molekiil tarafindan absorplanan 1sik, elektron
diziliminde degisime yol agmamaktadir. Elektronlar uygulanan 151k enerjisini kullanarak kisa
siireligine daha yiiksek enerji seviyesine ge¢ip daha sonra baslangig seviyelerine geri
donmektedirler. Bu degisim swrasinda kullanilan enerji reaksiyon ortamina verilmekte ve

floresans miktarindaki artis yada azaliglar olarak kaydedilmektedir (COPELAND, 2000).

Florometrik metotta, kinetik verisi toplanacak molekiil i¢cin 2 adet maksimum

dalgaboyu belirlenmektedir. 5131 absorbe edildigi (emisyon) ve elektronlarmin yiiksek enerji
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seviyesine ¢iktig1 (eksitasyon) maksimum dalga boylar1 spektral tarama sonucunda

bulunmakta ve dl¢timler bu dalgaboylarinda yapilmaktadir.

Konsantrasyon ile floresans degeri arasindaki iligki, spektrofotometrik metotta
kullanilan Beer’s kanununa benzer olarak hesaplanabilmektedir. Florometrik hesaplama
yaparken molar absorplama katsayisi yerine molar quantum sabiti (¢) kullanilmaktadir.
Ancak, pratikte bu sabitin kullanilmasindan daha cok kinetik verisi alinacak madde i¢in

kalibrasyon egrisi elde edilmesi dnerilmektedir (COPELAND, 2000).

Floresans cihazlarin daha hassas olmasi ve interferansin daha az goriilmesi nedeniyle
bu yontem absorpsiyona gore daha avantajlidir ve enzimatik reaksiyonlar i¢in daha c¢ok

kullanilmaktadir (COPELAND, 2000).

2.3.3. Radyokimyasal Metot

Bu metotta uygulanan temel strateji substrat ile birlestirilmis radyoizotoplar (Karbon-
14, fosfor-32, trityum gibi) kullanilmasidir. Enzimatik reaksiyon sonucunda radyoaktif
bozunmaya ugrayan bu maddeler iiriine gegmektedir. Uygun ayirma teknikleri ile substrat ve
irlin fraksiyonlar1 elde edildikten sonra substratta kalan (yada iirlinde olusan) radyoaktif

madde miktarina gore reaksiyon hizi belirlenmektedir (COPELAND, 2000).

Radyoaktif bozunma curie (Ci) birimiyle ifade edilmektedir. 1 Ci, 1 gram radyum-
226’nm tamamiyle bozunma hizina esittir. Reaksiyonda kullanilan her bir radyoizotop i¢in bir
dakikadaki bozunma miktar1 belirlendikten sonra reaksiyon hizi hesaplanabilmektedir

(COPELAND, 2000).

Fiziksel olarak, radyoaktif maddenin 1s1ma yapmasi sonucu (scintillation) ortaya ¢ikan
151k reaksiyon ortamindaki diger maddeler tarafindan emilmektedir. Emilen 151k bir 1s1ma
sayaci tarafindan kaydedilmektedir. Ayirma islemi gerektiren bu metotta genellikle 1s1ma
sayact bir kromatografi cihazina baglanmaktadir. Bu metot da, floresans kadar hassas ve ¢ok

kullanilan bir metot olarak bilinmektedir.

Enzimatik reaksiyonlarin kinetik Olgiimleri i¢in kullanilan bu metotlardan baska
polarografi, elektroforetik ayirma, kromatografik ayrma ve immiinolojik reaktiflik teknikleri

de kullanilmaktadir (COPELAND, 2000).
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2.3.4. KOMT Enzim Aktivitesi/Inhibisyonu Testleri

Genellikle hayvanlarin ve insanlarin karacigerinden, bobreklerinden ve beyninden
izole edilerek elde edilen KOMT enziminin SAM ile birlikte bir ¢ok katesolik bilesigi substrat
olarak kullanabildigi bilinmektedir. 1958’den beri yapilan g¢alismalarda, KOMT enzim
aktivitesi florometrik, spektrofotometrik ve radyoaktif metotlar ile belirlenmeye calisilmistir.
Bunlar arasindan radyoaktif metot referans standarda ihtiya¢ gerektirmediginden dolayi tercih
edilmektedir. Bu metotta genellikle, karbon-14 (**C) ve trityum (‘H) radyoizotoplar1
baglanmis SAM, metil verici substrat olarak kullanilmaktadir. Ancak, in vitro deneylerde
olusan cok sayidaki izomerik O-metillenmis iirlinlerin sivi-sivi ekstraksiyonu ve ilkel
kromatografi teknikleri ile ayrimlarinin miimkiin olmamasi radyoaktif metotlarin her zaman

kullanilamayacagini géstermektedir (LAUTALA, 2000).

Son yillarda, gelisen ayirma yontemleri sayesinde, sivi ve gaz kromagrafi cihazlarina
uyumlu birden fazla dedektdr kullanilabilme imkani bulunmustur. Bu sayede, hassasiyetleri
arttirllmis olan spektrofotometrik, florometrik ve radyoaktif metotlar KOMT aktivitesini
belirlemek amaciyla bir ¢ok c¢aligmada kullanilmistir. Ancak, florometrik ve radyoaktif
metotlar ¢ok diisiik konsantrasyon degerlerini 6l¢ebilme kapasitesine sahip olduklarindan

dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedirler (LAUTALA, 2000; REENILA, 1999).

Tablo 2-2’de KOMT enzim aktivitesini yada inhibisyonunu belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismalar reaksiyon ortamlari, substrat se¢cimleri ve elde edilen bazi kinetik veriler ile
birlikte Ozetlenmektedir. Bu tablodan da gorildigi gibi, KOMT aktivitesi basit optik

yontemlerden modern tekniklere kadar bir ¢ok metot kullanilarak belilenebilmektedir.
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Tablo 2-2. KOMT aktivitesi/inhibisyonu testleri

Katesolik Enzim
Katesolik SAM
Referans(lar) Test kosullar: Analiz metodu substrat kaynag Ek bilgi
Substrat konsantrasyonu
konsantrasyonu (miktar)
pH=7.8,37C, HPLC-Floresans o
) ) Norepinefrin human [NE] konsantrasyon
TSUNODA, 2002 toplam hacim=300 pl, (eksitasyon 430 nm; 2 mM 200 uM
) ) (NE) S-KOMT aralig1 10-2000 uM
reaksiyon zamani1=60 dak. emisyon 505 nm)
pH=7.4, 37 C, HPLC-Floresans ) )
) ) Norepinefrin human [NE] konsantrasyon
TSUNODA, 2002 toplam hacim=300 pl, (eksitasyon 430 nm; 0.1 mM 200 uM
) ) (NE) MB-KOMT araligi 1-100 uM
reaksiyon zamani=60 dak. emisyon 505 nm)
pH=7.5,37C, ) 2-128 uM
) . 1) Dopamin o S-KOMT Km (DOBA) =11 uM
SALYAN, 2006 toplam hacim=200 pl, LC-MS 5 (iki substrat 10 uM
] 2) DOBA o (2 pg/ml) Km (Dopamin) =42 uM
reaksiyon zamani1=90 dak. i¢in de)
Km (NE) =503 uM
pH=7.8,37C, HPLC-Floresans o )
) ) Norepinefrin S-KOMT (pirogallol ve 3,5
AOYAMA, 2005 toplam hacim=250 pl, (eksitasyon 430 nm; 1.5 mM 200 uM o )
] ) (NE) (62 pg/ml) dinitrokatesol ile
reaksiyon zamani=60 dak. emisyon 505 nm) o
inhibisyon)
pH=7.8,37C, HPLC-Floresans
] ) S-KOMT
SHEN, 2005 toplam hacim=1 ml, (eksitasyon 260 nm; DOBA 25 uM 100 uM
) ) (0.5 mg/ml)
reaksiyon zamani1=60 dak. emisyon 400 nm)
pH=7.4,37C, Radioaktivite-UV . )
LAUTALA, 1999, ) ) S-KOMT Inhibisyon ve Validasyon
toplam hacim=250 pl, dedeksiyon (260 nm) DOBA 5-300 uM 150 uM
2001 (12.5-100 pg) ¢alismasi
reaksiyon zaman1i=30-60 dak. HPLC
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Tablo 2-2. (devami1) KOMT aktivitesi/inhibisyonu testleri

. Katesolik Enzim
Referans(lar) Test kosullar: Analiz metodu Katesolik substrat SAM kaynag Ek bilgi
Substrat konsantrasyonu .
konsantrasyonu (miktarr)
_ insan Inhibisyon ¢alismasi
CHEN, 2005 toplam b 100 ] Electrokimyasal | ) 2-OH-E? 50 uM 60 uM k.cigeri (substrat
> P’ A oK1y 2) 4-OH-E,* H H KOMT | konsantrasyonlart 5-200
reaksiyon zaman1=30 dak. | Dedeksiyon (ECD) (0.2 mg) uM arasinda degisken)
domuz Inhibisyon ¢alismasi
pH=7.45,37C, . o AR
. C HPLC - UV Katesolik k.cigeri (inhibitdr
BAILEY, 2004 re;lgglaomn 22;:;1220“ (1£ak dedeksiyon (370 nm) | Azo-boyalari 0.5-150 uM 20mM KOMT konsantrasyonlar1 0-21
Y ' (125 U/ml) uM arasinda degisken)
_ Mikroplaka okuyucu insan
KURKELA, 2004 to 1521;313:7 1C06 1 - Floresans Eskuletin bilgi yok 10 uM k.cigeri inhibisyon galismas
’ P’ UL (eksitasyon 355 nm; gLy K KOMT | (6 gesit katesolik bilesik)
reaksiyon zamani=60 dak. .
emisyon 460 nm) (15 pg/ml)
pH=7.4,37C, Floresans tf;‘”l‘i;‘jf; [Eskuletin] = 1.2-5 M
VESER, 1987 toplam hacim=500 pl, (eksitasyon 390 nm; Eskuletin 4 uM 600 uM S-II()OMT [SAM] 460, 46 and 7.7
reaksiyon zamani1=30 dak. emisyon 465 nm) (20-50 ) uM'de sabit
. to] lla)rI:TlZlcglyrr?ZZCOb 1 HPLC-Floresans Norepinefrin sigan beyni sican beyninin degisik
HIRANO, 2007 P’ _ Kb (eksitasyon 430 nm; P 1.5 mM 200 uM § m yerlerinden alinan KOMT
reaksiyon zamani=30-120 . (NE) S-KOMT . . )
dak. emisyon 505 nm) igin aktivite testi
to] lla)rI:TlZug’n?ZZCOb 1 HPLC-Floresans Norepinefrin sigan beyni sican beyninin degisik
HIRANO, 2007 P’ _ Kb (eksitasyon 430 nm; P 200 uM 200 uM ¢ yn yerlerinden alinan KOMT
reaksiyon zamani=30-120 . (NE) MB-KOMT . . )
dak. emisyon 505 nm) igin aktivite testi
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Tablo 2-2. (devami1) KOMT aktivitesi/inhibisyonu testleri

. Katesolik Enzim
Referans(lar) Test kosullar: Analiz metodu Katesolik substrat SAM kaynag Ek bilgi
Substrat konsantrasyonu .
konsantrasyonu (miktarr)
pH=7.5,35 C Streptomyces | Km (esculetin) = 500 uM
DHAR, 2000 toplam hacim=1 ml, Spektroskopi Eskuletin | mM 2 mM griseus Km (SAM) = 600 uM
reaksivon zamani=30 dak (absorbans 510 nm) S-KOMT Homosistein (iiriin)
Y ' (20-200 pg) | inhibisyonu (Ki=224 uM)
pH=7.4 ve 10.0, 37 C, Radioaktivite-UV Lcisert Cay Katesinleri ile
ZHU, 2001 toplam hacim=1 ml, dedeksiyon (254 nm) | Cay katesinleri 10-100 pM 50 uM g | rayxates
i -~ KOMT inhibisyon (10-100 pM)
reaksiyon zamani1=20 dak. HPLC-MS
(0.5 mg/ml)
pH=7.8,37C, nitrobenzofenon sican . s .
PALMA, 2006 toplam hacim=1 ml, YPSK-EIMS® tiirevleri 10 uM 500 uM S-KOMT Blsiﬁsig? g;h?;‘gorll\‘jlr) ile
reaksiyon zamani=15 dak. (bisubstratlar) (1 mg/ml) Y K

"' LC-MS: Sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (Liquid chromatography-mass spectroscopy)

2 DOBA: 3,4-dihidroksi-benzoik asit
3 2-OH-E,: 2-hidroksi-estradiol
* 4-OH-E,: 4-hidroksi-estradiol
> YPSK-EIMS: Yiiksek basingli sivi kromatografisi- elektrosprey iyonizasyon kiitle spektroskopisi (High pressure liquid chromatography-

electrospray ionization mass spectroscopy)
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2.4. ENZIM INHIBISYONU MEKANIZMALARI

Bir enzimin aktivitesi bir ¢ok yol ile bloke edilebilmektedir. Yiizlerce dogal bilesik ve
binlerce sentetik kimyasal madde, enzimlerin katalitik aktivitesini inhibe edebilen maddeler
olarak bilinmektedir. Temel olarak bu bilesikler, enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin
hizlarmin diismesine neden olmaktadirlar (LESKOVAC, 2003; COPELAND, 2000). Kimi
zaman istenmeyen bir durum olan inhibisyon, bazi enzimatik reaksiyonlar i¢in gerekliligi olan
bir durumdur. Ozellikle canli organizmalarda olusan enzimatik reaksiyonlarm inhibisyonu

saglik ve gida alanlarinda ¢okga ¢alisilan konulardandir.

Genel olarak inhibisyon, reaksiyon ortamimna direkt ya da indirekt olarak katilan
maddelerden kaynaklanmaktadir. Bu maddelere inhibitor adi verilmekte ve bunlar reaksiyon
iizerindeki etki mekanizmalarina gore smiflandirilmaktadir. Boliim 2.3.°te verilen basit bir
enzimatik reaksiyonun hizini hesaplamak amaciyla Michaelis ve Menten tarafindan tiiretilen
esitlikler, inhibitoriin tipine gére modifiye edilmistir. Giinlimiizde, kompleks mekanizmalari
aciklayabilmek amaciyla yeni hiz esitlikleri tiiretiliyor olmasina karsin, cogu enzimatik
reaksiyonun Michaelis-Menten yaklagimi ile agiklanabilmesi miimkiindiir (PEKIN, 1970). Bu
nedenle, bu ¢alismada da dogrusal inhibisyon mekanizmalar1 ile agiklanabilen inhibitorler i¢in

tiiretilmis esitlikler kullanilmastir.
2.4.1. Rekabet Eden Inhibitdrler (Kompetitif)

Rekabet eden inhibitorler genelllikle, enzimin substrati ile benzer yapiya sahip
bilesiklerdir bu 6zelliklerinden dolay1 substrat ile ayni enzim aktif bdlgesine baglanirlar
(LESKOVAC, 2003). Sonug olarak, enzim-inhibitdr kompleks yapist (EI) olusturarak {iriin

olusumuna engel olurlar (Sekil 2-15).

\/ N/
E \-..._

-

ed

=
~/

EI

Sekil 2-15. Basit kompetitif inhibisyon (COPELAND, 2000).
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Sekil 2-15’te gosterilen muhtemel kompetitif inhibisyon reaksiyonu asagida verildigi

gibi gerceklesmektedir.
Km L
E + 8§ ES—— E + P
+
I
EI

Inhibitdr olmadig1 kosulda gerceklesen reaksiyon i¢in hiz, matematiksel olarak Esitlik
2-1’de verilmistir.
~d[S]_d[P] _ _ V..lS]

V= Esitlik 2-1
dt dt K, +[S] (Es )

Bu esitlikte V. =k_ [E], olup maksimum hiz olarak tammlanmaktadir. Substratin
afinitesi olan K, = (k-‘ +k% ise enzim-substrat kompleksinin (ES) olustugu reaksiyonun
1

denge sabitidir. Bunun gibi bir reaksiyon ortaminda kompetitif bir inhibitér (I) oldugu
durumda ise Esitlik 2-1’de verilen hiz bagintis1 Michaelis-Menten yaklasimi (siirekli hal
hipotezi dikkate alinarak toplam E miktari i¢in kiitle denkligi yapilir.) ile Esitlik 2-2’deki gibi
tiiretilmektedir (SHULER, 2001; COPELAND, 2000).

S 5] (Esitlik 2-2)

Km(l+g]]+[S]

i

Enzim-inhibitér (EI) kompleksinin olustugu reaksiyonun denge sabiti, K; ise
inhibisyon sabiti olarak tanimlanmaktadir ve konsantrasyon birimine sahiptir. Michaelis-
Menten esitlikleri olarak da bilinen hiz esitlikleri kullanilarak inhibisyon mekanizmasi
belirlenmesi ve kinetik sabitlerin bulunmasi karmasik islemler gerektirmektedir. Bu amagla,
Lineweaver ve Burk, Hanes ve Dixon gibi bilim adamlar1 hiz bagmtilarimi linearize

etmiglerdir (LESKOVAC, 2003). Bunlar arasindan, Lineweaver ve Burk tarafindan tiiretilmis
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lineer esitlikler, mekanizma ve kinetik sabitleri grafiksel olarak aydinlatabilmek amaciyla en

cok kullanilan esitliklerdir.

Kompetitif inhibisyon hizinin Lineweaver ve Burk tarafindan gelistirilen yontem ile

(iki kez tersi alinmuis) tiiretilmis lineer formu Esitlik 2-3te verilmektedir.

1 K, (1 1 >
—= — |+— (Esitlik 2-3)
v Ve ST Vi

max

Bu esitlikte K, o =K (1 +%] “dir ve 1/v’ye kars1 1/[S] grafigi ¢izdirildiginde x ekseninin

kestigi noktadan hesaplanabilmektedir. V.« degeri ise esitlikten de anlasilacagi gibi y
eksenini kesen noktadan hesaplanmaktadir. Sekil 2-16’da Lineweaver-Burk grafigi olarak da

bilinen kompetitif inhibisyon i¢in elde edilmis bir lineer hiz grafigi verilmektedir.

Sekil 2-16. Kompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi (LESKOVAC, 2003).

Enzimatik bir reaksiyonun maksimum hizi, kompetitif inhibitér varliginda inhibitor
konsantrasyonu artisgindan etkilenmemektedir. Ancak, inhibitér konsantrasyonundaki artis

Kim,app degerini arttirmaktadir.
2.4.2. Rekabet Etmeyen Inhibitorler (Nonkompetitif)

Rekabet etmeyen inhibitorler Sekil 2-17°de de verildigi gibi enzimin substratmin

baglanmasina engel olmamaktadir. Enzim yapisia substrattan farkli bir yerden baglanan bu
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inhibitorler EI kompleksi ya da ESI kompleksi olusturarak iiriin olusumuna engel olmaktadir

(LESKOVAC, 2003).

VT W \
E -—= ES—
— EI‘ZLZRJ - E]:m

v N/

Bz <= s (==

Sekil 2-17. Basit nonkompetitif inhibisyon (COPELAND, 2000).

Nonkompetitif inhibisyon i¢in gelistirilen muhtemel kinetik model asagida
gosterilmektedir. Bu modele gore, ES ile ESI kompleksleri ve EI ile ESI komplekslerinin
olustugu reaksiyonlarin denge sabitleri birbirine esittir. Reaksiyon hizi, Michaelis-Menten

yaklagimima gore Esitlik 2-4’te verildigi gibi tliretilmistir.

Km k ot
E + S ES—— E + P
+ +
I I
[K; [K{
El + § ESI
Km
V= V [S] (Esitlik 2-4)

K, (1 + g]] + [S](l +£§]]

Nonkompetitif inhibisyon hizinin lineer transformasyonu da yine Lineweaver-Burk

tarafindan gelistirilen yontem ile Esitlik 2-5’te verildigi gibi tiiretilmistir.
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1__%, (L]+ ! (Esitlik 2-5)
v

Esitlik 2-5’teki V. = Vo ‘dir ve kinetik sabitlerin hesaplanabilmesi i¢in

G

yine Sekil 2-18’de verilen Lineweaver-Burk grafigi elde edilmektedir. Bu grafigin eksenlerini

kesen noktalardan gerekli hesaplamalar yapilabilmektedir.

'
-
Km
Sekil 2-18. Nonkompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi (LESKOVAC, 2003).

Bir nonkompetitif inhibitoriin konsantrasyonundaki artig, kompetitif inhibitoriin aksine

K,» degeri lizerinde etki yaratmaz iken reaksiyonun maksimum hizini (Vimax) azaltmaktadir.
2.4.3. Rekabete Girmeyen Inhibitdrler (Unkompetitif)

Rekabete girmeyen inhibitorler Sekil 2-19°da gosterildigi gibi enzimin substrati
baglanmasindan sonra olusan ES kompleksinin uygun aktif bolgesine baglanirlar. Olusan yeni
ESI kompleksi inaktif bir yapi olup {riin olusumunu engelleyerek enzimin katalitik

aktivitesini diistirmektedir.
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Sekil 2-19. Basit unkompetitif inhibisyon (COPELAND, 2000).

Muhtemel unkompetitif inhibisyon icin gelistirilen kinetik model asagida
verilmektedir. ESI kompleksinin olustugu reaksiyonun denge sabiti yine inhibisyon sabiti (K;)
olarak tanimlanmaktadir. Michaelis-Menten yaklagimima gore tiiretilen hiz esitliginde (Esitlik
6) inhibisyon sabiti bir alfa (o) sabiti ile gosterilmistir. Kompetitif ve nonkompetitif
inhibisyon hiz esitliklerinde de bulunan ancak aldig1 degere gore esitliklerin sadelesmesini
saglayan (o) sabiti inhibisyon mekanizmasini belirleyen en 6nemli matematiksel parametredir
(COPELAND, 2000). (o) sabiti hiz esitliklerinde, enzimin substratina olan afinitesini,

inhibitoriin baglanma derecesiyle aciklayabilmek amaciyla kullanilmaktadir.

Kﬂl k{:at
ES——+E + P

E + 5

y = Vs 5] (Esitlik 2-6)

K, + [S](l + [l]}

oK

Buna gore, (a) sabitinin 1’den c¢ok yiiksek degerleri i¢in (a>>1), inhibisyon
mekanizmas1 kompetitif olarak, 1’den ¢ok diisiik degerler i¢in (0<a<<1) ise unkompetitif

olarak agiklanmaktadir. Nonkompetitif inhibisyon i¢in (o) sabiti 1’e esittir. Kompetitif ve
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nonkompetitiflik derecesinin belirlenebildigi karisik tip inhibisyonlarda ise (o) sabitinin 1’e

yakin olan alt ve iist degerleri (o<1 yada o>1) aldig1 bilinmektedir (COPELAND, 2000).

Unkompetitif inhibisyon mekanizmasinin grafiksel olarak agiklanabilmesi i¢in

tiiretilmis linearize hiz esitligi ise Esitlik 2-7°de verilmektedir.

1 K., (1 1 i
g | (Esitlik 2-7)
4 Vmax,app [S ] Vmax,app
. K V., .
Buna gore; K =|—F=—]| ve V =| ——— | olmaktadr. Sekil 2-

m,app V max,app
(1 + [l]] (l + [l]]
oK, oK,

20’de unkompetitif inhibisyona ait lineer hiz esitliklerindeki kinetik sabitlerin

hesaplanabilmesi icin elde edilen Lineweaver-Burk grafigi verilmektedir.

artan [1]

Sekil 2-20. Unkompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi (LESKOVAC, 2003).
2.4.4. Karisik Tip Inhibitdrler (Nonkompetitif ve Kompetitif)
Kinetik model olarak nonkompetitif inhibisyona benzeyen karisik tip inhibisyonlarda,

inhibitér maddenin E ve ES kompleksine olan affinitesi farklidir. Unkompetitif inhibisyonu
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aciklarken belirtilen (o) sabiti karigik tip inhibisyonun baskin mekanizmasi hakkinda bilgi
verebilmektedir. Reaksiyon hiz esitligi (Esitlik 2-8) verilen bu inhibisyon tipinde (o) sabiti 1’e

yakin olan alt ve iist degerlerini (a<1 yada o>1) almaktadir.
V  [S]

) K, (1 + g]] + [S](l +0[[K]]

1 1

(Esitlik 2-8)

Kompetitif ve nonkompetitif inhibisyonlarin bir arada gergeklestigi bu mekanizmanin

grafiksel olarak aciklanabilmesi i¢in tiiretilmis linearize hiz esitligi ise Esitlik 2-9’da

verilmektedir.
1 Km,app 1 . .
—=— = |+ (Esitlik 2-9)
v Vmax [S] max,app
- (1] V
Bu esitlikte; K, =K, 1+? ve V. =| —7— | olarak tanimlanmaktadur.

max, app
(l + —[l] ]
oK,

Sekil 2-21°de karisik tip inhibisyona ait lineer hiz esitligi ile elde edilen Lineweaver-Burk

M=0
[1=0
= 1
era.x:app

[S]

grafigi verilmektedir.

Sekil 2-21. Karisik tip inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk grafigi (LESKOVAC, 2003).
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Sekil 2-21°den de anlasilacagi gibi, karisik tip davranis gosteren bir inhibitér Ky, ve

Vmax degerlerinin ikisini de etkilemektedir ancak K, artarken V.« azalmaktadir.

2.4.5. Inhibitor Substratlar

Enzimatik reaksiyonlarda ¢ogu zaman ortamda inhibitér olmamasina karsmn katalitik
aktivitede azalma goriilmektedir. Yiiksek substrat konstrasyonu bu sonucun en biiylik nedeni
olarak gosterilmektedir. Substratin ayni anda enzime ve ES kompleksine baglanabilme
ozelligi olmas1 sonucu asagidaki kinetik modelde de gosterildigi gibi inaktif ES, kompleksi
olugsmaktadir. Enzimin substrati tarafindan inhibe edilmesi yine matematiksel olarak
Michaelis-Menten yaklagimi ile ifade edilebilmekte ve tiiretilen hiz esitligi Esitlik 2-10°da

verilmektedir.

E+ S

N 5] Ve (Esitlik 2-10)

K, +[S](1+[£1] 1 Ko L8]

[s]" .

1

Esitlik 2-10’dan da anlasilacag: iizere, substrat inhibisyonu goriilen enzim kinetigi
matemetiksel olarak hiperbolik fonksiyonlar ile agiklanabilmektedir. Bu ag¢idan, substrat
inhibisyonu durumunda kinetik sabitlerin bulunmasi i¢in gelistirilen Lineweaver-Burk grafigi

hiperbolik lineerizasyon teknikleri ile elde edilmistir (Sekil 2-22).
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Sekil 2-22. Substrat inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi (SHULER, 2001).

Kinetik sabitlerin eksenleri kesen noktalara gore bulunabilmesi i¢in substrat
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen hiperbolik fonksiyonun diisiikk substrat
konsantrasyonunu ifade eden bolgesinden teget bir dogru denklemi c¢ikartilmaktadir. Elde

edilen bu tegetin eksenleri kesen noktalarindan Va.x ve Ky, degerleri hesaplanabilmektedir.
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3.0. AMAC

Bu calismanin genel amaci Ozelikle tizerlik (P. harmala) tohumu ve zeytin (O.

europaea) yapragindan elde edilen alkaloit ve polifenolik bazli 6ziit ve fraksiyonlarin KOMT

enzim aktivitesini inhibe etme potansiyellerini arastirmaktir. Ilave olarak, zeytin gibi

polifenolik igerigi yiiksek oldugu bilinen bazi bitkilerin yapraklarindan elde edilen 6ziitlerin

de inhibisyon potansiyellerinin test edilmesi amag¢lanmistir. Calismanimn ana amacina bagli

olarak proje siiresi boyunca hedeflenen basar1 dl¢iitleri asagida siralanmaktadir:

v

<

Uzerlik tohumu alkaloitleri ve zeytin yaprag: polifenollerinin verimliligi en yiiksek
yontemler ile 6ziitlenmesi,

Oziitleme verimine etki eden, sicaklik, pH ve ¢dzgen tipi gibi parametrelerin
incelenmesi,

Uzerlik tohumundan ve zeytin yapragindan elde edilen dziitlerin fraksiyonlanmasi
ve alkaloit ve polifenolik bilesiklerin safliklarmnin arttirilmasi,

Alkaloit ve polifenolik bazli bilesiklerin karakterize edilmesi,

KOMT enziminin aktif protein miktarinin belirlenmesi,

Spektrofotometrik ve florometrik metotlar ile KOMT enziminin aktivitesinin tayin
edilmesi ve hassasiyeti en yiiksek olan metot ile inhibisyon caligmalarinin
yapilmasi,

Toplam on sekiz adet alkaloit ve polifenolik bazli standartlar, Oziitler ve
fraksiyonlarin KOMT enzim aktivitesini engelleyebilme potansiyellerinin kinetik
olarak incelenmesi,

Inhibisyon deneyleri sonucunda elde edilen kinetik parametrelerin literatiir verileri

ile karsilastirilmasi ve bu verilerin literatiire kazandirilmasi.
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4.0. DENEYSEL CALISMALAR
4.1. MATERYALLER

Inhibisyon deneylerinde kullanilan bitki tiirlerinden zeytin yapragi (Olea europaea) ve
diger 4 bitkinin yapraklari; hayit (Vitex agnus-castus), menengic (Pistacia terebinthus), sakiz
(Pistacia lentiscus) ve laden (Cistus parviflorus); Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii kampiis
alaninda ve Karaburun yoresinde yetisen bitkiler olup Mayis, 2006 tarihinde tarafimizdan
toplanmistir. Uzerlik (Peganum harmala) tohumu ise aktardan alinmustir. Uzerlik disindaki
bitkilerin ekstraksiyonunda kullanilan etanol (C,HsOH) Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Almanya)’dan satin alinmistir. Metanol (CH3;OH), amonyum hidroksit (NH4OH) ve
kloroform (CHCIls) solventleri lizerlik tohumundaki alkaloitlerin ektraksiyonunda kullanilmig
olup yine  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Almanya)’dan satin alimstir. Alkaloit
ekstraksiyonunda kullanilan petrol eteri ve hidroklorik asit (HCI) sirasiyla Riedel-de Haen
(Almanya) ve Merck KGaA (Almanya)‘dan alinmistir. Bitkilerden elde edilen ekstrelerin ve
fraksiyonlarinin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) analizlerinde mobil faz
olarak kullanilan asetonitril (CH3;CN) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Almanya)’dan,
izopropil alkol (C3H;OH) ve trietilamin (N(CH,CHs)s) Riedel-de Haen (Almanya)’dan,
formik asit (HCOOH) ve asetik asit (CH;COOH) Merck KGaA (Almanya)‘dan satin

almmiglardir.

Bradford yontemi ile yapilan protein miktar1 belirleme ¢alismasinda Merck KGaA
(Almanya)‘dan temin edilen Bovin Serum Albumin (BSA) referans protein olarak
kullanilmistir. Domuz karacierinden izole edilmis Katesol-O-metiltransferaz (KOMT)
enzimi ve metil kaynagi olarak kullanilan substrat S-adenozil-L-metionin (SAM) Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Almanya)’dan temin edilmistir. Florometrik yontem ile yapilan
enzim aktivitesi testlerinde kullanilan diger reaktif maddelerden Eskuletin (6,7-
dihidroksikumarin), magnezyum klorit (MgCl,) ve L-sistein’de Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Almanya)’dan satin alinmistir. Potasyum fosfat (K;HPO4/KH,PO,4) tampon c¢ozelti
olarak kullanilmis olup Fluka/Merck (Almanya)’dan almmustir. Inhibitdr ¢dzgeni olarak
kullanilan dimetilsiilfoksit (DMSO) Carlo-Erba Reagents (Ispanya)’dan satm almmustir.
Spektrofotometrik yontem ile yapilan enzim deneylerinde kullanilan reaktiflerden
dihidroksiasetofenon (substrat-DHAP), ditiotreitol (DTT), tampon ¢6zelti olarak kullanilan N-
Tris(hidroksimetil)-metil-2-aminoethan siilfonik asit (TES) ve borik asit Sigma-Aldrich

48



Chemie GmbH (Almanya)’dan satin alinmistir. Sodyum hidroksit (NaOH), tampon ¢6zeltinin

pH ayarlamasi i¢in kullanilmig olup Riedel-de Haen (Almanya)’dan alinmaistir.

Enzim inhibisyon c¢alismalarinda inhibitor standartlar1 olarak kullanilan 3,5-
dinitrokatesol (3,5-DNK), harmin ve harmol hidroklorit dihidrat Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Almanya)’dan, harmalin ve harmalol hidroklorit dihidrat Fluka (Almanya)’dan temin
edilmistir. Oleuropein ve rutin standartlari ise swrasiyla Extrasynthese (Genay, Fransa) ve

Merck KGaA (Almanya)‘dan satin alimmustir.
4.2. YONTEMLER

Bu c¢alismada kullanilan ve gelistirilen metotlar genel olarak alti1 basamaktan
olusmaktadir. ilk ii¢ basamakta, inhibitdr olarak kullanilan bitki dziitleri ve fraksiyonlar1 elde
edilmis ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) yardimi ile karakterize
edilmislerdir. Kalan basamaklarda enzim protein miktar1 ve aktivitesi belirlenmis olup bitki
oziitleri ve fraksiyonlar: ile enzim inhibisyon kinetigi calismast yapilmistir. Aktivite ve
inhibisyon kinetigi calismalar1 i¢in ayrica iki farkli analiz metodu kullanilmis ve
hassasiyetleri kiyaslanmistir. Sekil 4-1’de calisma boyunca izlenen strateji ve yontemlerin

sematik olarak bir genel gosterimi verilmektedir.
4.2.1. Inhibitdrlerin Elde Edilmesi
4.2.1.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumundan Oziit Eldesi

Uzerlik (P. harmala) tohumunda bulunan alkaloitlerin ekstraksiyonu i¢in literatiirden
yararlanilarak farkli 6ziitleme metotlar1 arastirilmig, uygulanmis ve verimlilik baz alinarak
siklikla kullanilan ekstraksiyon metotlar1 olan ¢iiriitme (maceration), emdirme (soaking) ve
Soxhlet extraksiyonu metotlar1 karsilastirilmistir. Cozgen tipi, sicaklik, ekstraksiyon siiresi ya
da pH gibi parametrelerin 6ziitleme verimine etkisi incelenerek karsilastirilmalar1 yapilan

metotlarin detaylar1 asagida verilmistir.
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Sekil 4-1. Deneysel Caligmalarin Sematik Gosterimi

Metot A (Metanol ile Ciiriitme (maceration)): Cozgen olarak metanoliin
kullanildigt bu metotta ekstraksiyon siiresi ve pH’nin ekstraksiyon verimine etkisi

incelenmistir.

Basamak 1: Bir miktar kurutulmus ve 6giitiilmiis P. harmala tohumu,

Sistem 1 (S1): karistrrmali mantolu 1sitict ile sicakligr 50 °C de sabitlenmis

sistemde, 50 ml metanol ile her biri i¢in 1 saat boyunca 4 kez ciiriitiilmiistiir.

Sistem 2 (S2): calkalamali su banyosunda 50 °C ve 150 devirde metanol ile

24 saat siireyle ciirtitiilmustiir.
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Basamak 2: Iki sistemden elde edilen methanol ¢dzeltisi filtre edilmistir. Filtre edilmis
cozeltiden SpeedVac vakumlu buharlastict kullanilarak metanol uzaklastirilmistir.
Kalan kat1 madde 50 ml % 2’lik HCI ile ¢oziilerek filtre edilmistir. Asidik ¢ozelti 20
ml petrol eteri ile s1vi-siv1 ekstraksiyonuna tabii tutulmus ve ayrrma hunisi yardimiyla

asidik kisim toplanmistir.

Basamak 3: Ugiincii basamakta pH’nin ekstraksiyon verimi iizerine etkisini incelemek
iizere 2 sistemden elde edilen ¢ozeltilerin asitlikleri amonyum hidroksit eklenmesiyle

arttirllmistir. Elde edilen ¢ozeltilerin son pH degerleri asagida verilmistir.

Sistem 1-1 (S1-1): pH = 10,0

Sistem 2-1 (S2-1): pH=11,0

Sistem 2-2 (S2-2): pH = 38,5

Basamak 4: Sonug olarak elde edilen farkl asitliklerdeki 3 ¢ozelti, 50 ml kloroform ile
4 kez sivi-sivi ekstraksiyonuna tabii tutulmustur. Yine ayirma hunisi yardimiyla
kloroform kismi toplanan c¢ozeltilerden solventleri uzaklastirilarak ham alkaloit

oziitleri elde edilmistir.

Metot B (Cozgen Emdirme (Soaking)): Cézgen emdirme metoduna gore yapilan

ektraksiyonlar i¢in ti¢c degisik ¢6zgen ile ii¢ degisik sistem olusturulmustur.

Sistem 1 (S1): Cozgen olarak metanoliin kullanildigi bu sistemin ilk

basamagi diginda kalan biitiin islemler icin Metot A’nin S1-1 sisteminde
yapilan islemler uygulanmistir. Farkli olarak birinci basamakta bir miktar
kurutulmus 6giitiilmiis tizerlik tohumuna ¢alkalamali inkiibatérde 55 °C, 150

devirde 30 saat siire ile metanol emdirilmistir.

Sistem 2 (S2): Ilk olarak iizerlik tohumlarinda bulunan yag ve benzeri bitki
materyallerini ayirabilmek amaciyla bu sistemde ¢dzgen olarak petrol eteri
kullanilmistir. 25 °C de 48 saat siire ile petrol eteri emdirilen tohumlara, filtre
edildikten sonra § saat stire ile 50 °C de metanol emdirilmistir. Metanoliinden

uzaklastirilan kati madde Metot A, S1-1 sisteminde oldugu gibi asidik
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cozeltide ¢oziiliip, bazik ¢ozelti ile pH (10,0) ayarlamas: yapilarak kloroform

ile s1vi-siv1 ekstraksiyonuna tabii tutulmustur.

Sistem 3 (S3): Bu sistemde ise ekstraksiyon ¢ozgeni olarak etil asetat

kullanilmistir. Bir miktar sodyum bikarbonat tuzu ile karistirilan iizerlik
tohumlarma 25 °C de 24 saat siire ile 2 kez etil asetat emdirilmistir. Her bir
24 saatlik siire sonunda filtre edilerek elde edilen bazik etil asetat kisimlari
toplanmis ve 25 ml % 5’lik HCIl ile sivi-sivi ekstraksiyonuna tabii
tutulmustur. Ayirma hunisi yardimiyla asidik kismi alinan c¢ozeltiye bir

miktar 5 M’lik NaOH eklenerek pH degeri 3,5’a ayarlanmaistir.

Metot C (Soxhlet Ekstraksiyonu): Soxhlet aparati ile gerceklestirilen bu metotta da
cozgen olarak metanol kullanilmistir. Farkli siirelerde tamamlanan Soxhlet ekstraksiyonu
yontemi ile ekstraksiyon siiresinin verimlilige etkisi incelenmistir. Buna gore bir miktar

ogiitiilmiis tizerlik tohumu 70 °C de;

Sistem 1 (S1): 7.5 saat

Sistem 2 (S2): 20 saat

Sistem 3 (S3): 26 saat siirelerle ekstre edilmistir. Daha sonraki islemler

Metot A’da verilen basamaklar takip edilerek uygulanmistir. Bu metotta,

kloroform ile ekstraksiyon 6ncesi ¢ozelti pH’s1 10.0°da sabitlenmistir.

Uzerlik (P. harmala) tohumundaki alkaloitlerin ekstraksiyonu igin uygulanan bu
metotlar birbirleri ile karsilastirilmistir. Optimum verimlilige ulasilan metot ile gerekli
miktarda elde edilen 6ziitler enzim inhibisyonu deneylerinde kullanilmak iizere koyu renkli

cam kaplarda serin bir ortamda saklanmustir.
4.2.1.2. Zeytin (O. europaea) Yapragindan Oziit Eldesi

Zeytin yapragi ve diger bitkilerin yapraklar1 (hayit, menengi¢, laden ve sakiz)
literatlirde belirtilen sekilde elde edilmistir (ALTIOK, 2008; BAYCIN, 2007). Toplanip
yikanip, kurutulan bitki yapraklar1 ogiitiildiikten sonra %70’lik sulu etanol cozeltisi ile
ekstraksiyona tabii tutulmustur. Ekstraksiyon islemi ¢alkalamali inkiibatorde 250 devir, 25°C

ve kati/sivi oran1 1/20 olacak sekilde 2 saat siire ile gergeklestirilmistir. Filtreleme islemi
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sonunda elde edilen % 70’lik etanol ¢6zeltisi icerisindeki 6ziit, doner vakumlu evaporator
kullanilarak etanoliinden armdirilmistir. Sulu 6ziit Telstar Cryodos marka liyofilizatorde (-52
°C ve < 0,2 mbar) dondurularak kurutulduktan sonra toz haline getirilmistir. Fenoliklerce
zengin olan ham 0ziit enzim inhibisyonu deneylerinde kullanilmak tizere koyu renkli cam

kaplarda serin bir ortamda saklanmistir.
4.2.2. Oziitlerin Fraksiyonlanmasi

Optimize edilmis ekstraksiyon yoOntemleri ile elde edilen ham alkaloitlerce ve

fenoliklerce zengin 6ziitlerin her biri i¢in farkli fraksiyonlama teknikleri kullanilmastir.
4.2.2.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumu Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi

Uzerlik tohumundan elde edilen ham alkaloit 6ziitii Agilent 1100 Serisi Yiiksek
Performansli Stvi Kromatografisi (YPSK) cihazi ile uyumlu Gilson marka fraksiyonlama

iinitesi kullanilarak fraksiyonlanmistir. Bu islem icin uygun YPSK calisma kosullar1 ve

ozellikleri Tablo 4-1°de verilmistir.

Tablo 4-1. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi calisma kosullar1 ve 6zellikler

(Alkaloit Fraksiyonlama)

Birim ve Parametreler Ozellik ve Kosullar

Kolon Zorbax SB-C18 semipreparatif kolon

Kolon boyu 25 cm

Kolon ¢ap1 9,4 mm

Pargacik boyutu 5 um
Mobil faz A: Asetonitril/izopropil alkol (1:1) (hacimce)

Mobil faz(lar) Mobil faz B: Asetonitril/izopropil alkol/Deiyonize su/Formik asit
(100:100:300:0,3) (ml) (Karigimin pH’s1 trietilamin eklenerek 8,6 ya
ayarlanmusgtir.)

Akis debisi 1 ml/dak

Sicaklik 30°C

Basing 60-70 bar

Dedektor tipi Diyot Dizisi Dedektorii (DAD-diode array detector)

Dalga boyu 330 nm
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Fraksiyonlama islemi i¢in en uygun ayirimm elde edildigi elusyon programi mobil
fazlarin kuvvetliligi degistirilerek belirlenmistir. Mobil faz konsantrasyonlarmin analiz siiresi

boyunca degisimi Tablo 4-2’de verilmistir.

Tablo 4-2. YPSK elusyon programi (Alkaloit Fraksiyonlama)

Zaman (dak) | Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)
0 5 95
18 5 95
21 30 70
24 38 62
27 36 64
30 35 65
35 0 100
40 0 100

Ham alkaloit 6ziitii icin yapilan YPSK analiz sonuglarma goére tizerlik tohumu
alkaloitleri li¢ fraksiyon olarak toplanmiglardir. Mobil faz i¢indeki bu fraksiyonlar vakumlu
buharlastirict yardimi ile ¢ézgenlerden arindirilmistir. Toz haldeki alkaloit fraksiyonlari
YPSK analizlerinde ve enzim inhibisyonu deneylerinde kullanilmak {izere uygun kosullarda

saklanmustir.
4.2.2.2. Zeytin (O. europaea) Yaprag Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi

Zeytin yaprag: oziitlindeki fenolikler literatiirde belirtilen sekilde ipek fibroin dolgulu
kolon kullanilarak fraksiyonlarmma ayrilmistir (BAYCIN, 2007). Buna gore ilk olarak, 15 g
ipek fibroin ile doldurulmus kolon safsizlik yaratabilecek maddelerden arindirmak ve
aktiflestirmek amaciyla sirasiyla deiyonize su, etanol ve tekrar deiyonize su ile yikanmustir.
Daha sonra, 250 ml suda ¢6ziinmiis 20 g ham 6ziit, kolon doyuma ulasana kadar yiiklenmistir.
[k olarak suda ¢dziinen ve polariteleri yiiksek olan oleuropein gibi fenolikleri fraksiyonlamak
amactyla kolon 9 kez su ile yikanmistir. Elde edilen 9 su fraksiyonu, YPSK analizleri sonucu

belirlenen igeriklerine gore 4 ana fraksiyon olarak birlestirilmistir.

Daha sonra, daha diisiik polaritedeki fenoliklerin (rutin vb.) fraksiyonlanmasi

amactyla kolon % 70’lik etanol ¢ozeltisi ile 4 kez yikanmistir. Alkol fraksiyonlar: da yine
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YPSK analizleri sonucu kendi i¢inde 2 ana fraksiyon olarak toplanmistir. Zeytin yapragi
oziitiinden elde edilen 6zellikle oleuropein ve rutin icerigi bakimindan zengin fraksiyonlar
liyafilizatérde kurutulup enzim calismasinda ve YPSK analizlerinde kullanilmak iizere uygun

kosullarda saklanmaktadir.
4.2.3. Inhibitdrlerin Karakterizasyonu

Enzim inhibisyon deneylerinde kullanilmak tizere elde edilen bitki 6ziitleri ve bunlarin
fraksiyonlar1 da yine Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) cihazi kullanilarak

karakterize edilmislerdir.
4.2.3.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumu Oziitiiniin Karakterizasyonu

Uzerlik tohumlarindan elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarm igerisindeki alkaloitlerin
tanimlanmasi, miktarlarmin belirlenmesi amaciyla YPSK analizleri yapilmistir. Elde edilen
ornekler analiz oncesinde 0,45 pm’lik membran filtreler ile filtre edilmistir. Alkaloitlerin

karakterizasyonu i¢in uygun YPSK calisma kosullar1 ve 6zellikleri Tablo 4-3’de verilmistir.

Tablo 4-3. Yiiksek Performansl S1vi Kromatografisi ¢calisma kosullar1 ve 6zellikler

(Alkaloit Karakterizasyon)

Birim ve Parametreler Ozellik ve Kosullar

Kolon LiChrospher 100 RP-18 analitik kolon

Kolon boyu 25 cm

Kolon ¢ap1 4 mm

Pargacik boyutu 5 um
Mobil faz A: Asetonitril/izopropil alkol (1:1) (hacimce)

Mobil faz(lar) Mobil faz B: Asetonitril/izopropil alkol/Deiyonize su/Formik asit
(100:100:300:0,3) (ml) (Karigimin pH’s1 trietilamin eklenerek 8,6 ya
ayarlanmusgtir.)

Akis debisi 1 ml/dak

Sicaklik 30°C

Basing 170-180 bar

Dedektor tipi Diyot Dizisi Dedektorii (DAD-diode array detector)

Dalga boyu 330 nm
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Fraksiyonlama islemi i¢in en uygun ayirimm elde edildigi elusyon programi mobil
fazlarin kuvvetliligi degistirilerek belirlenmistir. Mobil faz konsantrasyonlarinin analiz siiresi

boyunca degisimi Tablo 4-4’de verilmistir.

Tablo 4-4. YPSK elusyon programi (Alkaloit Karakterizasyon)

Zaman (dak) | Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)
0 10 90
3 10 90
6 15 85
15 15 85
18 18 82
20 0 100

Alkaloit fraksiyonlamasi ve karakterizasyonu i¢in secilen 330 nm dalga boyu, ham
Oziitiin, fraksiyonlarinin ve alkaloit standartlarmin Thermo Multiskan mikroplaka okuyucu ile
spektrofotometrik taranmasi sonucu optimum dalga boyu olarak belirlenmistir. Ayrica, YPSK
analizleri ile her bir alkaloit standardi i¢in kalibrasyon egrileri, dedeksiyon ve kantifikasyon

limitleri belirlenmistir (bkz. EK-A).
4.2.3.2. Zeytin (O. europaea) Yaprag Oziitiiniin Karakterizasyonu

Zeytin yapragr Oziitii icerisindeki oleuropein ve rutin gibi polifenollerin
karakterizasyonu da yine literatiirde belirtildigi sekilde YPSK ile yapilmistir (ALTIOK, 2008;
BAYCIN, 2007). Polifenoliklerin karakterizasyonu i¢in uygun YPSK calisma kosullar1 ve

ozellikleri Tablo 4-5’de verilmistir.
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Tablo 4-5. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ¢calisma kosullar1 ve 6zellikler

(Polifenolik Karakterizasyon)

Birim ve Parametreler Ozellik ve Kosullar
Kolon LiChrospher 100 RP-18 analitik kolon
Kolon boyu 25 cm
Kolon ¢ap1 4 mm
Pargacik boyutu 5 um
Mobil faz A: % 2,5 ‘luk sulu asetik asit ¢ozeltisi
Mobil faz(lar)
Mobil faz B: Asetonitril
Akis debisi 1 ml/dak
Sicaklik 30 °C
Basing 120-130 bar
Dedektor tipi Diyot Dizisi Dedektorii (DAD-diode array detector)
Dalga boyu 280 nm

Zeytin yaprag1 Oziitii icerisindeki polifenoliklerin karakterizasyonu icin literatiirde

verilen optimum YPSK elusyon programi Tablo 4-6’da verilmistir.

Tablo 4-6. YPSK elusyon programi (Polifenolik Karakterizasyon)

Zaman (dak) | Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)
0 95 5
20 75 25
40 50 50
50 20 80
60 5 95

Oziit igerisindeki bir ¢ok polifenolik arasindan en baskin olan oleuropein ve rutin

miktarlar1 standartlarinin kalibrasyonu ile belirlenmistir (bkz. EK-B).




4.2 .4. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Enzimatik reaksiyonlarda aktif protein miktarinin belirlenmesi kinetik hesaplamalarin
yapilis1 sirasinda 6nem tasimaktadir. Literatlirde raporlanan bir ¢ok protein tayini metodu
arasindan Bradford metodu hassasiyeti yliksek bir metot olarak bilindiginden dolay1 bu
calismada tercih edilmistir (ROSENBERG, 1996). Bradford metodundaki temel prensip bazik
ve aromatik amino asitlere baglanma egilimi olan asidik bir boyar maddenin farkl
konsantrasyonlarda protein igeren ¢ozeltilere katilmasiyla protein ¢dzeltisinin absorbansinda
yarattig1 degisimi O6lgmektir. Bu metotta, her bir protein konsantrasyonu i¢in degisen
absorbans degerlerleri kullanilarak proteine ait kalibrasyon egrileri olusturulmaktadir

(WEB_6).

Bu prensibe dayanarak domuz karacigerinden izole edilmis standart KOMT enziminin
aktif protein analizi i¢in uygulanan Bradford metodunda, Bovin Serum Albumin (BSA)
referans protein, Commassie Mavisi ise asidik boyar madde olarak kullanilmistir. BSA ve
KOMT proteinleri i¢in 1 mg/ml konsantrasyonunda stok ¢ézelti hazirlanmistir. Her iki protein
icin de olusturulan kalibrasyon egrileri i¢in 0-16 pg/ml konsantrasyon araliginda bes farkl
noktada optimum dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir. Thermo Varioskan
Mikroplaka Okuyucu kullanilarak 400-700 nm dalga boylar1 arasinda yapilan spektral tarama

sonucuna gore 595 nm optimum dalga boyu olarak belirlenmistir.

BSA ve KOMT i¢in olusturulan kalibrasyon egrilerinin egimleri oranlanarak KOMT

enzimi i¢erisindeki aktif protein miktar1 belirlenmistir.
4.2.5. KOMT Enzim Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi Belirlenmesi

KOMT enziminin aktivitesi, literatiirde verilen protokollere gore spektrofotometrik ve
florometrik yontemler kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemler arasindan daha hassas ve

daha ekonomik olan florometrik yontem ile inhibisyon deneyleri gerceklestirilmistir.
4.2.5.1. Spektrofotometrik Metot ile Aktivite Tayini

KOMT enzim aktivitesinin spektrofotometrik olarak tayin edilmesi i¢in Sigma-
Aldrich Chemie GmbH firmasi tarafindan hazirlanan protokol kullanilmistir. Bu protokole

gore, KOMT tarafindan katalizlenen DHAP metillenme reaksiyonu sonucunda olusan O-
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metillenmis {riinlerin 344 nm dalga boyunda yarattiklar1 absorbans degerleri Thermo

Multiskan kiivet okuyucu ile dl¢iilmiistiir.

DHAP + SAM —*27_5 SAH + 3H4MAP + 4H3MAP

Reaksiyon hizi durdurma yontemi ile 7,6 pH’da gercgeklestirilen bu protokolde
reaksiyon sicakligit 37 °C ve toplam reaksiyon hacmi 1 ml olarak sabit tutulmustur.
Reaksiyonun metil verici substrati olan SAM 4-0,2 mM konsantrasyon araliginda (5, 10, 15
ve 20 kat seyreltme) degistirilirken DHAP konsantrasyonu 0,5 mM’da sabit tutulmustur. 150
iinitelik KOMT standart enzimi (1,9 mg kati) ise 2,55 mg kat1 madde/ml konsantrasyonda
hazirlanmistir. Test ve kor cozeltiler i¢cin sirasiyla eklenen reaktifler ve miktarlar1 Tablo 4-

7’de verilmistir.

Tablo 4-7. Spektrofotometrik Metot icin Reaksiyon Ortami

Reaktifler Test ¢cozeltisi (ul) | Kor Cozelti (ul)
TES' 200 300
DHAP 100 100
SAM 100 -
KOMT 100 100
Sodyum Borat” 500 500

10,2 M TES (enzim seyreltmeleri i¢in tampon ¢ozelti) 6 mM MgClL, ve 20 mM DTT
icermektedir. 1 M’lik NaOH ile pH 7,6’da sabitlenmistir.

% 0,4 M Sodyum borat (durdurma ¢dzeltisi) borik asit ¢ozeltisinin pH degeri 1 M’lik NaOH ile

10,0’a sabitlenerek hazirlanmastir.

Enzim aktivitesi, uygulanan protokolde belirtilen matematiksel esitlik kullanilarak

hesaplanmistir. Bu metot i¢in yapilan hesaplamalar sonu¢ boliimiinde verilmistir.
4.2.5.2. Florometrik Metot ile Aktivite ve Inhibisyon Kinetigi Tayini

Florometrik yontem ile KOMT aktivitesi belirleme calismast i¢in literatiirdeki
calismalar baz almmistir (KURKELA, 2004; VESER, 1987). Bu metotta, KOMT tarafindan

katalizlenen metillenme reaksiyonunda metil alict substrat olarak Eskuletin (ES)
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kullanilmistir. Substratin  O-metillenme sonucu skopoletine doniisme miktari, Thermo
Varioskan mikroplaka okuyucu kullanilarak 355 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga
boylarinda florometrik olarak oOlgiilmiistiir. Reaksiyon siiresi toplam 2 saat olup 30 sn.
araliklar ile floresan degerleri 6l¢iilmiistiir. Reaksiyonun duragan fazinin 0,5 saatlik araliginda
alman iki floresan degeri kinetik hesaplamalar1 yapmak amaciyla belirlenmistir. Birim
floresan {initesindeki artis skopoletin standardi ile yapilan kalibrasyon egrisinden

hesaplanmistir (bkz. EK-C).
ES + SAM —X%T_5 SAH + Skopoletin

37 °Cde ve pH 7,4’te gerceklestirilen aktivite ve inhibisyon deneylerindeki
reaksiyonlarin toplam hacimleri sirasiyla 200 ul ve 250 pl olarak belirlenmistir. Florometrik
enzim deneyleri icin 5 mM MgCl, ve 20 mM L-sistein iceren 100 mM’lik potasyum fosfat
tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalarda gerceklestirilen bu yontem
icin ilk olarak enzim ve substratlar i¢in dogrusal c¢alisma araligi bulunmustur. Buna gore
optimum enzim (KOMT) ve eskuletin (ES) konsantrasyonlar: sirastyla 11 pg protein/ml ve 4
UM olarak belirlenmis ve inhibisyon deneylerinde sabit tutulmustur. Calismalarda kullanilan

SAM konsantrasyonlari ise 10 ile 600 uM arasinda degistirilmistir.

Inhibisyon deneylerinde kullanilan bitki &ziitlerinin, fraksiyonlarm ve standartlarin
konsantrasyonlar1 gerekli inhibisyonun elde edildigi degere kadar incelenmistir. Buna gore,
3,5-dinitrokatesol 0,1-0,005 pg/ml konsantrasyonlarinda, diger inhibitorler ise 0,5 ve 10
pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanmigtir. Tablo 4-8’de aktivite ve inhibisyon
deneylerine ait test ve kor ¢ozeltiler icin reaksiyon ortaminda kullanilan reaktiflerin miktarlar

verilmistir.

Tablo 4-8. Florometrik Metot i¢in Reaksiyon Ortami1

Reaktifler Test ¢cozeltisi (ul) | Kor Cozelti (ul) | Test ¢ozeltisi (ul) | Kor Cozelti (ul)
SAM 50 - 50 -
ES 75 75 125 125
KOMT 50 50 50 50
Tampon 25 75 - 50
Inhibitor(ler) - - 25 25
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4.2.6. Enzim Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi Veri Analizi

Enzim aktivitesi ve inhibisyon kinetigini belirlemek amaciyla yapilan calismalar
sonucu elde edilen reaksiyon hizi (v) verileri Boliim 2.3. ve 2.4.’te verilen literatiir bilgilerine
dayanarak analiz edilmistir. Elde edilen reaksiyon hizi verilert COPELAND, 2000 kitabinda
aciklanan Michaelis kinetik modellerinin (Esitlik 2-1, 2-2, 2-4, 2-6 ve 2-8) kullanildig1
GraphPad Prism 5.0 dogrusal olmayan regresyon programi ile uygun modele uydurulmustur.
Bu sayede aktivite ve inhibisyon kinetik parametreleri hesaplanmigtir. Inhibisyon
mekanizmalarinin  dogrulamalar1 hiz ve substrat konsantrasyonu verilerinin dogrusal
transformasyonu ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiklerinden yararlanilarak yapilmistir.
Ayrica, secilen kinetik modelin istatistiksel olarak uygunlugu varyanslarin analizi (ANOVA)

ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi teknikleri ile tespit edilmistir.

Vo8] .

V= m (Esitlik 2-1)
v = V [S] (Esitlik 2-2)

K, (1 + [l]] +[5]

Ki
. Vo [S] (Esitlik 2-4)
K, (1 + H] + [S](l +[I]]
K, K,

v = V [S] (Esitlik 2-6)

K, + [S (1 + [ ] ]

a 1

v = Y [S] (Esitlik 2-8)

K, (1 + g]] + [S](l +0[[K]]

* Egsitlik 2-1: Inhibitorsiiz enzim kinetigi model esitligi; Esitlik 2-2: Kompetitif inhibisyon
kinetigi model esitligi; Esitlik 2-4: Nonkompetitif inhibisyon kinetigi model esitligi;
Esitlik 2-6: Unkompetitif inhibisyon kinetigi model esitligi;

Esitlik 2-8: Karigik tip inhibisyon kinetigi model esitligi.
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5.0. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. INHIBITORLERIN ELDE EDILMESI ve KARAKTERIZASYONU

Boliim 4’te detayli olarak anlatilan metotlar ile yapilan ekstraksiyon, fraksiyonlama,
karakterizasyon ve enzim aktivitesi/inhibisyonu belirleme deneylerinin sonuglar1 bu boliimde

strastyla verilmektedir.
5.1.1. Uzerlik (P. harmala) Tohumundan Oziit Eldesi ve Karakterizasyonu

Uzerlik (P. harmala) tohumunda bulunan alkaloitleri elde etmek amaciyla detaylar:
yontemler bolimiinde verilen bir cok metot denenmistir. Buna gore, ¢liriitme (maceration),
emdirme (soaking) ve Soxhlet extraksiyonu ile yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar

verimlilik baz alinarak karsilastiriimistir.

Uzerlik tohumunda baskin olarak harmin, harmalin, harmol ve harmalol alkaloitleri
bulundugu bilinmektedir. Bu agidan farkli ektraksiyon metotlar1 uygulanilarak elde edilen
oziitler ilk olarak Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi (YPSK) kullanilarak karakterize
edilmistir. Karakterizasyon iglemi i¢in Oncelikle alkaloit standartlari ile kalibrasyon egrileri
olusturulmustur (bkz. EK-A Alkaloitlere Ait Kalibrasyon Egrileri ve Ornek Hesaplama).
Buna gore her bir ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis Oziitlerin igerisindeki baskin
alkaloitlerin miktarlar1 belirlenmistir. Tablo 5-1°de ¢6zgen tipi, sicaklik, ekstraksiyon siiresi
ve pH gibi parametrelerin degistirildigi ekstraksiyon ydntemlerinin uygulama kosullar

Ozetlenmistir.

Tablo 5-1. Alkaloit ekstraksiyonu yontemleri i¢in ¢alisma kosullar

e I I - o R
Metot A, S1-1 Metanol 50 10,0 4
Metot A, S2-1 Metanol 50 11,0 4
Metot A, S2-2 Metanol 50 8,5 4
Metot B, S1 Metanol 55 10,0 30
Metot B, S2 Petrol Eteri/ Metanol 50 10,0 56
Metot B, S3 Etil Asetat 25 3.4 48
Metot C, S1 Metanol 70 10,0 7,5
Metot C, S2 Metanol 70 10,0 20
Metot C, S3 Metanol 70 10,0 26
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Tablo 5-1’de verilen yontemler ile elde edilen 6ziitlerin, alkaloit standartlari i¢in

olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanan verimlilikleri Tablo 5-2’de

verilmistir.

Tablo 5-2. Uzerlik tohumundan elde edilen alkaloit 6ziitlerinin verimlilik analizi

) ) Baslangigtaki verim (%) =
Ekstraksiyon | Harmalol | Harmol | Harmaline | Harmine | Toplam oziit ) )
) tohum miktar1 | (mg alkaloit*100/
Metodu (mg) (mg) (mg) (mg) miktar1 (mg)

(mg) mg tohum)
Metot A*, S1-1 - 14,85 61,48 38,72 115,05 2000 5,75
Metot A, S2-1 - - 53,45 35,43 88,88 1550 5,73
Metot A, S2-2 - - 43,82 26,95 70,77 1550 4,57
Metot B*, S1 - 8,88 77,01 52,27 138,16 2000 6,91
Metot B, S2 - - 44,47 28,07 72,54 9770 0,74
Metot B, S3 - - 23,03 11,63 34,66 3100 1,12
Metot C*, S1 - - 97,06 68,70 165,76 2500 6,63
Metot C, S2 - - 126,57 86,50 213,07 3500 6,09
Metot C, S3 - 18,30 81,85 55,52 155,68 3500 4,45

* Metot A: Ciirlitme, Metot B: Cozgen emdirme, Metot C: Soxhlet

Uzerlik tohumunda % 2-7 oraninda alkaloit bulunmas: literatiir arastrmasina gore

bilinmektedir (OTT, 1996). Bu oran dikkate alindiginda, Tablo 5-2’de verilen ekstraksiyon
yontemlerinin ¢ogu verimlilik agisindan yeterli bulunmustur. Ekstraksiyon parametreleri
arasindan pH’nim verimlilige etkisi Metot A’da incelenmistir. Buna gore Tablo 5-1 ve 5-2°den
de anlasilacagi gibi ¢ozelti pH’smin 10,0 ve daha yiiksek degerlerinde ekstraksiyon verimi

artmistir. Optimum pH degeri bu sonuglara gore 10,0 olarak belirlenmistir.

Cozgen tipinin etkisini géormek amaciyla gelistirilen Metot B i¢in elde edilen sonuglar
metanoliin alkaloit ekstraksiyonu i¢in en uygun ¢ozgen oldugunu gostermektedir. Ayrica,

¢Ozgen olarak metanol kullanilan S1 sistemi ile en yiiksek verimlilik elde edilmistir.

Ekstraksiyon siiresinin verimlilige olan etkisini incelemek amaciyla Soxhlet aparati
kullanilmis (Metot C) ve slire artisinin 6ziitlerin verimini diisiirdiigli bulunmustur. Tablo 5-1
ve 5-2’den goriildiigii gibi Metot C-S1 ve Metot B-S1 ile elde edilen verim degerleri birbirine
cok yakin bulunmustur. Bu iki metot arasindan Metot C-S1 ile daha kisa siirede istenilen

oranda verime ulagilmasindan dolayr optimum alkaloit ekstraksiyonu metodu olarak
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belirlenmistir. Optimum alkaloit ekstraksiyonu metodu uygulanarak elde edilmis 6ziitiin ve
alkaloitleri karisim halindeyken karakterize etmek amaciyla hazirlanan standartlarin

karigiminin 6rnek kromatogramlari sirasiyla Sekil 5-1 ve 5-2°de verilmistir.

DAD1 A, Sig=330,4 Ref=off (06-10-08\SIG01352.D)
mAU =

Sekil 5-1. Uzerlik tohumundan elde edilen dziitiin 5rnek kromatogrami (1) harmol, (2) harmalol,

(3) harmin, (4) harmalin (Mobil faz akis debisi:1ml/dak, kolon sicakligi 30 °C, analitik kolon)

DAD1 A, Sig=330,4 Ref=off (06-10-08\SIG01338.D)
mAU
1090
800
600
400
200

0
T T T T i T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 min

Sekil 5-2. Alkaloit standartlarinin karigiminin 6rnek kromatogrami (1) harmol, (2) harmalol,

(3) harmin, (4) harmalin (Mobil faz akis debisi: 1 ml/dak, kolon sicakligi 30 °C, analitik kolon)
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Sekil 5-2°deki alkaloit standartlarinin karigimi i¢in yapilan analiz sonucu elde edilen
YPSK kromatogramma gore, alkaloitlerin polar olmayan kolon iizerindeki alikonma
zamanlari sirasiyla Harmol i¢in 3.8 dak., Harmalol i¢in 4.3 dak., Harmin ve Harmalin i¢in 7.3
dak. ve 9.4 dak. olarak belirlenmistir. Buna gore, iizerlik otu tohumu 0ziitiinde bulunan
alkaloitler alikonma zamanlarma gore karakterize edilmislerdir (Sekil 5-1). Polar mobil faz
karigim1 ile gerceklestirilen elusyon yiiksek polaritedeki alkaloitlerin kolondan daha kisa

siirede ¢cikmalarini saglamaktadir.

Oziit ve standartlarm karisimu igin verilen bu kromatogramlara gére, 6ziit igerisindeki
alkaloitlere ait alilkonma zamanlarinda bir kayma oldugu goriilmiistiir. Kolon {izerindeki
alikonma zamanlarinda goriilen kaymanin, ekstraksiyon islemi sirasinda bitki materyalinden
elde edilen diger bilesiklerden, bunlarim miktarlarindan ve molekiiller arasi etkilesmeden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Oziit igin verilen drnek kromatogramdan (Sekil 5-1) goriildiigii gibi, iizerlik otu
tohumunda baskin olarak harmin ve harmalin alkaloitleri bulunmus ve miktarlar1 Tablo 5-
2’de verilmistir. Bunun yaninda, Soxhlet yontemi ile elde edilen 6ziitiin harmol ve harmalol
icerigi, alkaloit standartlar1 ile belirlenmis dedeksiyon limitlerinin altinda kaldigindan dolay1
miktar olarak hesaplanamamustir. Standart alkaloitlerin kalibrasyon konsantrasyonlari ile

belirlenen dedeksiyon ve kantifikasyon limitleri ise Tablo 5-3°te koyu rakamlar ile verilmistir.

Tablo 5-3. Alkaloitlerin kalibrasyon i¢in kullanilan konsantrasyon araliklari

Alkaloit Tipi | Harmol (1) | Harmalol (2) | Harmin (3) | Harmalin (4)
1050 1270 983 1180

s =
> E 525 635 492 590

S &b
£ 2 210 254 196 236

[} )Eb
g = 105 127 98 118

SR ™
R 42 51 39 47

Ayrica, Sekil 5-1°de verilen 6ziitiin kromatogram {izerinde dort ana alkaloit diginda

bir madde tespit edilmistir. (*) olarak isaretlenmis bu pikin harmol ya da harmalol
alkaloitlerinin degisik formlar1 oldugu diisiiniilmektedir. Oziit icerisindeki ana alkaloitler

kadar baskin olmadigindan dolay1 karakterize edilmemistir.

65



5.1.2. Zeytin (O. europaea) Yapragindan Oziit Eldesi ve Karakterizasyonu

Yontemler boliimiinde de verildigi gibi, zeytin yapragindan 6ziit elde etme islemi
literatiirdeki optimum kosullara gore gerceklestirilmistir (ALTIOK, 2008; BAYCIN, 2007).
Bir takim 6n islemler sonunda toz haline getirilmis yapraklar kati/sivi oran1 1/20 olacak
sekilde 70 % sulu etanol ¢ozeltisi igerisinde 2 saat siireyle 250 devir ve 30 °C’de ekstre

edilmistir.

Elde edilen 6ziitiin oleuropein ve rutince zengin oldugu bilgisine dayanarak alkaloitler
icin uygulandig1 gibi YPSK ile karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Oziit igerisindeki 2 ana
polifenol olan oleuropein ve rutin miktarlar1 standartlarinin kalibrasyonlari ile belirlenmistir.
Oleuropein ve rutin standartlar1 i¢in elde edilen kalibrasyon egrileri EK-B’de 0Ornek
hesaplamalari ile birlikte verilmistir. Sekil 5-3’te zeytin yapragindan elde edilen 6ziitiin 6rnek

kromatogrami gosterilmektedir.
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Sekil 5-3. Zeytin yaprag1 6ziitiiniin 6rnek kromatogrami (1) rutin, (2) oleuropein

(Mobil faz akis debisi: Iml/dak, kolon sicaklig1 30 °C, analitik kolon)

Kromatogramdan da goriildiigii gibi, oleuropein zeytin yapragi oziitii i¢erisindeki en
baskin polifenol olarak bulunmustur. Polifenollerin polariteleri baz alindiginda rutinin
oleuropeinden daha polar oldugu goriilmiis ve kolon iizerindeki alikonma zamanlar1 17,5. ve

21,6. dakikalar olarak belirlenmistir. Kantitatif olarak baskin olmayan diger pikler ise
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ALTIOK, 2008’ un calismasinda luteolin-7-glukozit, verbaskozit, apigenin-7-glukozit ve

luteolin gibi glukozit ve glukozit tiirevi polifenoller olarak belirlenmistir.

Ayrica, oleuropein ve rutin standartlar1 i¢cin elde edilen kalibrasyon egrilerine gore

zeytin yapragi Oziitii icerisindeki miktarlari sirasiyla % 9,0 ve 0,9 olarak bulunmustur.
5.2. OZUTLERIN FRAKSIYONLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Optimum kosullarda ekstraksiyonlar1 gerceklestirilen alkaloitler ve polifenoliklerce

zengin Oziitler i¢in uygulanan fraksiyonlama teknikleri yontemler boliimiinde verilmistir.
5.2.1. Uzerlik Tohumu Oziitiiniin Fraksiyonlanmas1 ve Karakterizasyonu

Soxhlet ekstraksiyonu metodu (70 °C, 7,5 saat) ile elde edilen iizerlik otu tohumu
alkaloitleri yontemler bolimiinde de verildigi gibi Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(YPSK) ile tii¢ ayr1 fraksiyon olarak toplanmistir. YPSK-semipreparatif kolon sistemine bagl
Gilson marka fraksiyonlama iinitesi ile toplanan fraksiyonlar yine YPSK-analitik kolon ile
karakterize edilmistir. YPSK-semipreparatif kolon kosullarinda gerceklestirilen {izerlik otu

tohumu 6ziitiiniin kromatogrami Sekil 5-4’te verilmistir.
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Sekil 5-4. Uzerlik tohumu 6ziitiiniin fraksiyonlama 6ncesine ait drnek kromatogramu (1) harmol,
(2) harmalol, (3) harmin, (4) harmalin (Mobil faz akis debisi:1 ml/dak, kolon sicaklig1 30 °C,

semipreparatif kolon)
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Uzerlik tohumu 6ziitiiniin semipreparatif kolon ile yapilan YPSK analizine gore
alkaloitlere ait alikonma zamanlar1 harmol i¢in 15.6 dak., harmalol i¢in 16.2 dak., harmin ve
Harmalin i¢in ise sirasiyla 21.6 dak. ve 28.3 dak. olarak belirlenmistir. Fraksiyonlama islemi
sirasinda ham 06ziit, alkaloitlerin alikonma zamanlar1 ve 6ziit igerisindeki yogunluklarina gore
3 kisitma ayrilmistir. Sekil 5-4’teki kromatogram iizerinde gosterildigi gibi 14. ve 18.
dakikalar arasinda dedekte edilen 1 ve 2 nolu alkaloitler birinci P. harmala fraksiyonu (FP 1)
olarak belirlenirken, harmin fraksiyonu (FP 2) 20. ve 24. dakika arasinda YPSK sistemine
bagli Gilson marka fraksiyonlama {initesi kullanilarak toplanmistir. Harmalin fraksiyonu (FP

3) ise 27. ve 31. dakika arasinda toplanarak elde edilmistir.

Her bir fraksiyon igerisindeki bilesiklerin yogunluklar1 YPSK-analitik kolon ile analiz
edildikten sonra alkaloit standartlar1 i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerine gore belirlenmistir.
Sekil 5-5 ve 5-6’da sirasiyla harmin ve harmalin fraksiyonlarmin analitik kolon analizleri

sonucunda elde elde edilen kromatogramlar verilmistir.

Sekil 5-5. Harmin fraksiyonunun (FP 2) 6rnek kromatogrami (3) harmin, (4) harmalin
(Mobil faz akis debisi:1 ml/dak, kolon sicakligi 30 °C, analitik kolon)
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Sekil 5-6. Harmalin fraksiyonunun (FP 3) 6rnek kromatogrami (4) harmalin
(Mobil faz akis debisi:1 ml/dak, kolon sicaklig1 30 °C, analitik kolon)

Fraksiyonlara ait kromatogramlardan da goriildiigii gibi, ham 6ziit analizinde (Sekil 5-
1) harmin ve harmalin alkaloitleri olarak belirlenen 3 ve 4 nolu alkaloitlerin fraksiyonlama
sonrasinda kolon tizerindeki alikonma zamanlarinda kayma goriilmiistiir. Buna gdre harmin
pikinin dedeksiyon zamani 7.3. dakikadan 8.3. dakikaya, harmalin pikinin dedeksiyon zamani
ise 10.5. dakikadan 14. dakikaya kadar gecikme gdstermistir. Bu sonug, safliklar1 arttirilmis

fraksiyonlarin polaritelerinin azaldigini gostermektedir.

Oziit igerisindeki baskin alkaloitler icin elde edilen fraksiyonlarin safliklar:

standartlarinin kalibrasyonlar1 kullanilarak hesaplanmis ve sonuclar Tablo 5-4’te verilmistir.

Tablo 5-4. Uzerlik otu tohumundan elde edilen major alkaloitlerin fraksiyonlar1 icin

karakterizasyon sonuglari

Fraksiyon No. Fraksiyonlarin Pik Yiizdesi (%)
Alkaloit Ad1
FP2 FP 3 FP 2 FP 3
Harmin piki var eser 77,0 6,1
Harmalin piki var var 22.5 93,2

Bunun disinda, harmol ve harmalol alkaloitlerinin bulundugu FP 1 fraksiyonunun

YPSK analizleri yapilmistir. Ancak, elde edilen sonuglara gore eser miktarda ¢ok sayida
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harmala alkaloidi tiirevleri oldugu diisiiniilen pikler goriilmiistiir. Her bir alkaloit fraksiyonu
enzim inhibisyon deneylerinde kullanilmak tizere yeterli miktarlarda toplanmis kurutulmus ve

uygun kosullarda saklanmistir.
5.2.2. Zeytin Yaprag: Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi ve Karakterizasyonu

Zeytin yapraginda bulunan polifenollerin ekstraksiyonu, karakterizasyonu ve ipek
dolgulu kolon kullanilarak yapilan fraksiyonlama islemi yontemler boliimiinde detaylar1 ile
verilen BAYCIN, 2007 ve ALTIOK, 2008’un caligmalar1 baz alinarak yapilmistir. Ham
Oziitlin kromatogramindan da (Sekil 5-3) goriildiigii gibi, zeytin yapraginda baskin olarak
oleuropein ve rutin polifenolleri goriilmiistiir. Bunlar disinda 6ziit i¢erisinde var olan bir ¢ok
glikozit tiirevi ALTIOK, 2008 un calismasinda karakterize edilmistir. ipek dolgulu kolon
kullanilarak gerceklestirilen fraksiyonlama isleminde igerikleri Tablo 5-5’te verilen toplam 6

adet fraksiyon toplanmustir.

Tablo 5-5. Zeytin yapragi Oziitliniin fraksiyonlarmin igerikleri

Fraksiyon No. Icerik

FO 1 1. ve 2. su fraksiyonu

FO 2 3. ve 4. su fraksiyonu

FO 3 5. ve 6. su fraksiyonu

FO 4 7., 8. ve 9. su fraksiyonu

FO 5 1. ve 2. % 70 sulu etanol fraksiyonu
FO 6 3. ve 4. % 70 sulu etanol fraksiyonu

Zeytin yapragi fraksiyonlarmin kromatogramlar1 Tablo 5-5’teki swralarina gore Sekil
5-7’den Sekil 5-12°ye kadar verilmistir. YPSK analizleri sonuglarina gore su fraksiyonlar:
oleuropeince zengin, sulu etanol fraksiyonlar: ise rutin ve glikozitlerce zengin fraksiyonlar

olarak karakterize edilmistir.
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Sekil 5-7. FO 1 kodlu fraksiyonun kromatogrami

Kolon tizerindeki alikonma zamani 21.6. dakika olarak belirlenen oleuropeinin ilk 2 su

fraksiyonu (FO 1) icerisindeki saflig1 % 91.0 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5-8. FO 2 kodlu fraksiyonun kromatogramu (1) rutin, (2) verbaskozit, (3) oleuropein

Ipek kolonun su ile ykanmaya devam edilmesi sonucunda zeytin yapragi
fraksiyonunun oleuropein yiizdesi azalmis ve az miktarlarda rutin ve verbaskozit gibi

polifenoller goriilmiistiir.
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Sekil 5-9. FO 3 kodlu fraksiyonun kromatogrami
(1) rutin, (2) luteolin-7-glikozit, (3) verbaskozit, (4) oleuropein
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Sekil 5-10. FO 4 kodlu fraksiyonun kromatogrami
(1) rutin, (2) luteolin-7-glikozit, (3) verbaskozit, (4) oleuropein

Sekil 5-9 ve 5-10°da verilen su fraksiyonlarina ait kromatogramlardan da goriildiigii
gibi, elusyonun su ile yapilmaya devam edilmesi sonucunda fraksiyonlar igerisindeki
oleuropein yaklasik % 25’lere kadar diismiistiir. Bu seviyeden sonra sulu etanol ile yapilan
elusyonlarin ise rutin ve glikozitlerce zengin oldugu goriilmiis ve bunlara ait kromatogramlar

Sekil 5-11 ve 5-12’de verilmistir.
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Sekil 5-11. FO 5 kodlu fraksiyonun kromatogrami (1) rutin, (2) verbaskozit
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Sekil 5-12. FO 6 kodlu fraksiyonun kromatogrami
(polariteleri diisiik diger glikozit formlari)

Sulu etanol elusyonu ile elde edilen FO 5 ve FO 6 kodlu fraksiyonlarin oleuropein
icerikleri dedeksiyon limitlerinin altinda kalmistir. Buna karsm, FO 5 ve FO 6 kodlu
fraksiyonlar rutin ve glikozitlerce zengin fraksiyonlar olarak karakterize edilmistir. Ozet
olarak, zeytin yapragi 6ziitiinden elde edilen fraksiyonlarin oleuropein igerikleri kalibrasyon

egrilerine gore yiizde olarak hesaplanmis ve sonuclar Tablo 5-6’da verilmistir.
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Table 5-6. Zeytin yapragi fraksiyonlarinin oleuropein igerikleri

Fraksiyon No. Zaman (dak.) Pik Alan1 Yiizdesi (%)
FO 1 21.8 90.95

FO 2 22.0 78.15

FO 3 22.1 54.70

FO 4 22.2 26.86

FO 5 oleuropein piki yok -

FO 6 oleuropein piki yok -

Buna gore, zeytin yapragi oziitii icerisindeki en baskin polifenol olan oleuropeinin
ipek dolgulu kolon kullanilarak % 90 safliklara c¢ikartilabildigi goriilmiistiir. Oleuropein
cinsinden fraksiyonlama verimi su elusyonuna devam edildigi miiddetce azalmistir. Elusyon
cozgeni olarak sulu etanol kullanildiginda ise kolona daha siki adsorbe olan rutin ve
glikozitlerce zengin fraksiyonlar elde edilmistir. Zeytin yapragi fraksiyonlar1 arasindan FO 1
ve FO 5 kodlu oleuropeince ve rutince zengin fraksiyonlar enzim inhibisyon ¢alismalarinda

kullanilmak tizere yeterli miktarda elde edilmis ve uygun kosullarda saklanmstir.

5.3. PROTEIN MIKTARININ BELIRLENMES]

Bradford metodu olarak bilinen enzim protein miktar1 belirleme metodunda daha 6nce
bahsedildigi gibi Bovin Serum Albumin (BSA) referans protein ve Commassie mavisi asidik
boyar madde olarak kullanilmistir. Protein miktarindaki artisin absorbans iizerindeki etkisini
gormek ve optimum dalga boyunu belirlemek amaciyla elde edilen spectral taramanin sonucu
Sekil 5-13’te verilmistir. Bu tarama sonucunda, proteine baglanmamis Commassie mavisinin
(kor) maksimum absorbansi literatiirde de verildigi gibi 465 nm dalga boyu olarak
bulunmustur (ROSENBERG, 1996). Ayn1 miktarda boyar madde iceren ¢ozeltilere farkli
konsantrasyonlardaki BSA’nin eklenmesi ile maksimum absorbans degeri 465 nm‘den 595

nm’ye kayma gostermistir.

Ayn1 zamanda, protein konsantrasyonundaki artis 400-525 nm arasinda absorbans ile
ters orantili olarak degisirken, 525-700 nm arasinda absorbans degerinin de artmasina neden
olmustur. Bradford yonteminin karakteristik 6zelligi sayilan bu sonugta literatiir ile uyum

gostermistir (ROSENBERG, 1996).
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Sekil 5-13. Farkli BSA konsantrasyonu i¢in spektral tarama

Bu calismanin enzim kaynagi olarak kullanilan domuz cigerinden izole edilmis
KOMT enziminin protein miktarinin belirlenmesi amaciyla optimum dalga boyu olarak
bulunan 595 nm’de spektrofotometrik dl¢iimler yapilmistir. 0-16 pg/ml konsantrasyonlarinda
hazirlanan BSA ve KOMT cozeltilerinin 595 nm’deki absorbans degerleri ile Sekil 5-14te

verilen kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
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Sekil 5-14. Proteinler icin elde edilen kalibrasyon egrileri

Kalibrasyon egrilerinin egimleri oranlandiginda KOMT enziminin aktif protein

miktar1t BSA referans proteinine gore % 27,7 olarak belirlenmistir.
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5.4. KOMT ENZIM AKTIVITESI VE INHIBiSYON KINETiGi BELIRLENMESI
5.4.1. Spektrofotometrik Metot ile Aktivite Tayini

KOMT enzim aktivitesinin spektrofotometrik olarak tayin edildigi protokole gore

metillenme reaksiyonunda;

DHAP + SAM —X2"_5 SAH + 3H4MAP + 4H3MAP

olusan O-metillenmis iirlinlerin 344 nm’deki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon bir
saat siireyle 7.6 pH’da ve 37 °C’de inkiibe edilmistir. Toplam 500 ul hacimde gerceklestirilen
reaksiyonda DHAP son konsantrasyonu 0.1 mM’da sabit tutulurken degisen SAM
konsantrasyonlar1 Tablo 5-7’de verilmistir. 150 tinitelik KOMT standart enziminin reaksiyon
ortamindaki son konsantrasyon degeri ise 0.51 mg kat1 madde/ml’de sabit tutulmustur. Bir
saat sonunda 500 pl sodyum borat eklenerek durdurulan reaksiyonun test ve kor ¢ozeltilerinin

344 nm’deki absorbans degerleri de yine Tablo 5-7’de verilmistir.

Tablo 5-7. Spektrofotometrik Metot icin Reaksiyon Ortami

Reaksiyon No. SAM Konsantrasyonu (mM) Absorbans (344 nm)
Kor* - 0.481
Test 1 0.800 0.512
Test 2 0.160 0.498
Test 3 0.080 0.492
Test 4 0.053 0.490
Test 5 0.040 0.488

* Protokole gore kor ¢ozelti absorbans degeri 0.3-0.5 arasinda olmalidir.

Enzim aktivitesi, uygulanan protokolde belirtilen matematiksel esitlik kullanilarak

hesaplanmistir.

A —A4,.)1262 Srii
Bll’lm/ml — ( test kor )( 6 )(Seyreltmefaktoru) :
0.1
Birim/ mgprotein = —Bmm /ml
mgprotein/ ml

76



126.2 =1 ml reaksiyon hacmindeki doniistim faktorii ve 0.1 = reaksiyon ortamina eklenen

enzim hacmi (ml) olarak alinmistir.

Buna gore, test ¢ozeltileri i¢in elde edilen mg protein basina enzim aktivitesi (1 birim

= 1 nmol O-metillenmis {riinlerin 1 dakikadaki olusum hizi) degerleri Tablo 5-8’de

verilmistir.
Tablo 5-8. Enzim Aktivite degerleri (spektrofotometrik)

Reaksiyon Birim/ml Birim/mg Birim/mg v (nmol/mg 1/v (nmol/mg

No. protein kat1* protein.dak.) protein.dak.)”
Kor 0 0 0 0 -
Test 1 195.61 276.93 76.70 4.62+0.10 0.22 £0.02
Test 2 107.27 151.86 42.06 2.53£0.16 0.39+0.04
Test 3 69.41 98.26 27.21 1.64+0.11 0.61 £0.01
Test 4 56.79 80.39 22.27 1.34+0.10 0.75+0.02
Test 5 44.17 62.53 17.32 1.04 +£0.13 0.96 £0.01

* 1 mg kat1 maddenin %27,7’si1 protein olarak alinmistir (bkz. Bradford metodu)

Tablo 5-8’deki reaksiyon hizi (v) ve reaksiyon hizmin tersi (1/v) verileri, 4.2.6. Enzim
Aktivitesi ve Inhibisyon Kinetigi Veri Analizi boliimiinde agiklandigi gibi GraphPad Prism
5.0 programu ile dogrusal ve dogrusal olmayan regresyon analizleri ile agiklanmistir. Buna

gore elde edilen Michaelis ve Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 5-15’te verilmistir.
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Sekil 5-15. Spektrofotometrik metot ile inhibitdrsiiz ortamda

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri
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Inhibitdrsiiz ortamda gerceklestirilen bu reaksiyon i¢in V., ve K, degerleri sirasiyla
5.69 £ 0.15 nmol/dak. mg protein ve 0.19 £ 0.01 mM olarak hesaplanmistir.
Spektrofotometrik metotta harcanilan enzim ve substrat miktarlarinin ¢ok olmasi, protokoliin
optik kiivette gergeklestirilen reaksiyonlar i¢in olusturulmus ve dolayisiyla zaman kaybi
yaratmasindan dolayr inhibisyon deneyleri sadece mikroplakalar kullanilarak florometrik
metot ile gergeklestirilmistir. Spektrofotometrik yontem ile KOMT aktivitesi tayini igin
olusturulan bu protokoliin ticari bir protokol olmasi nedeni ile elde edilen sonuglar i¢in
literatiir ile karsilastirma olanag1 bulunamamistir. Ancak, bu ¢aligmanin yapilmasi ile KOMT
enzimi i¢in yapilan aktif protein tayininin dogrulugu, kullanilabilirlii ve aym zamanda

standart olarak satin aliman KOMT enziminin aktivitesi test edilmistir.
5.4.2. Florometrik Metot ile Aktivite ve Inhibisyon Kinetigi Tayini

Florometrik yontem ile takip edilen enzimatik reaksiyonlardan elde edilen sonuglarin
absorpsiyona gore daha hassas oldugu ve daha az interferans gorildiigii bilinmektedir
(COPELAND, 2000). Bu nedenle, KOMT aktivitesi ve inhibisyon deneylerinde uygulanan
protokol, literatiirdeki florometrik yontemin baz alindigt KOMT enzimi ¢alismalarmdan

esinlenilerek olusturulmustur (KURKELA, 2004; VESER, 1987).

Bu metotta, 96 kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirilen O-metillenme reaksiyonu
ile eskuletinin (ES) skopoletine donlisme miktar1 355 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon

dalga boylarinda florometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
ES + SAM —f%T_5 SAH + Skopoletin

37 °Cde ve pH 7.4te gerceklestirilen aktivite ve inhibisyon deneylerindeki

reaksiyonlarin toplam hacimleri sirasiyla 200 pl ve 250 pl olarak belirlenmistir.
5.4.2.1. Florometrik Metot ile Aktivite Tayini

Florometrik yontem ile aktivite tayini caliymasinda ilk olarak, farkli enzim ve substrat
konsantrasyonlari i¢cin dogrusal ¢alisma aralig1r bulunmustur. KOMT tarafindan katalizlenen

bu reaksiyonda enzim ve substratlarin konsantrasyon degisimleri Tablo 5-9°da verilmistir.
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Tablo 5-9. Enzim ve Substratlarin konsantrasyon degisimleri

Enzim konsantrasyonlarn (ng protein/ml)

El 16.5

E2 11.0

E3 8.5

SAM Kkonsantrasyonlar1 (uM) | Eskuletin konsantrasyonlar: (uM)

SAM 1 10 ES1 2
SAM 2 50 ES2 3
SAM 3 100 ES3 4
SAM 4 200 ES4 5
SAM 5 300 ESS 7
SAM 6 500 ES6 10
SAM 7 600

Toplam reaksiyon siiresi yaklasik 6-8 saat oldugu bilinen bu reaksiyon da aktivite

tayini belirli zaman araliginda duragan bolgedeki iki noktanin floresan degeri farki alinarak

belirlenmistir. Reaksiyonun duragan fazinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in 10 saat siireyle

zamana baglh floresan Olglimleri alinmis ve EI-ES3-SAMI

gerceklestirilen reaksiyonun kinetik verileri Sekil 5-16’da 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 5-16. E1-ES3-SAMI1 konsantrasyonlarindaki tiriin olusma kinetigi (10 saat)

konsantrasyonlarinda
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Sekil 5-16’da verilen genis zaman 6lgegindeki kinetik veriler baz alindiginda KOMT
tarafindan katalizlenen reaksiyonlar i¢in ilk iki saatlik floresan degisimi Olciilmesi yeterli
bulunmustur. Ayrica, ilk 20 dakika boyunca goriilen floresan azalis1 reaksiyonun karakteristik
bir 6zelligi olup aktivite tayini icin kullanilacak kinetik Olciimler bu siireden sonraki ilk 30
dakikalik degerlerden olusturulmustur. Bu amagla, ayni reaksiyon kosullar1 i¢cin elde edilen

toplam iki saatlik floresan 6l¢iimleri Sekil 5-17°de verilmistir.
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Sekil 5-17. E1-ES3-SAMI1 konsantrasyonlarindaki iiriin olusma kinetigi (2 saat)

Sekil 5-17°de 6rnek olarak gosterilen reaksiyon sonucu elde edilen kinetik data grafigi
gibi, Tablo 5-9°da verilen biitiin konsantrasyon degerleri i¢in kinetik data grafikleri
olusturulmustur. Her biri i¢in elde edilen dlgiimler sonucunda 1500. saniyeden sonraki ilk 30
dakikalik bolgenin duragan fazin ilk dogrusal bolgesi oldugu tespit edilmistir. Bu iki nokta
arasindaki floresan degisimi farki, enzim aktivitesi verisine doniistliriilmiistiir. Skopoletin
standard1 i¢in olusturulan kalibrasyon sonucuna gore belirlenen enzim aktiviteleri i¢in drnek
hesaplamalar EK-C Skopoletine Ait Kalibrasyon Egrisi ve Ornek Hesaplama bdliimiinde

verilmistir.

Buna gore, enzim-substrat iligkisini ortaya koymak amaciyla yapilan ve reaksiyon
hizinin SAM ve ES substratlarina gore degisiminin incelendigi calismalarin sonuglari sirasiyla

Sekil 5-18 ve Sekil 5-19°da verilmistir.

80



- E3
-« 2
- E1

V (nmole/min. mg protein)

1/V Xnmole/min.

0.0+ T T T 1 r T T T T 1
00 2000 4000 €000 8000 -0M3 02 -01 olo 01 0.2
[SAM] (uM)

1/SAM (M)’

Sekil 5-18. Reaksiyon hizinin SAM’a gore degisimini gosteren A: Michaelis ve

B: Lineweaver-Burk grafikleri (eskuletin konsantrasyonu 4 uM’da sabit tutulmustur).

Sekil 5-18’den goriildiigii gibi enzim konsantrasyonundaki artig reaksiyon hizin1 da
arttirmistir. Ancak, yiliksek konsantrasyonlarda kullanilan SAM’1n bu reaksiyon i¢in inhibitor
etki yarattig1 bilinmektedir (YASSIN, 1998; VESER, 1987). Bu nedenle, en diisiik enzim
konsantrasyonunda E3 (8.5 pg protein/ml) gerceklestirilen reaksiyonun hiz verilerinin
dogrusalliktan saptigi goriilmiistiir (Sekil 5-18B). Substrat inhibisyonundan kaynaklandigi
diisiiniilen bu sapma, E2 ve E1 konsantrasyonlarinda gergeklestirilen reaksiyonlar i¢cin de
goriilmiistiir. Ancak, 100 uM SAM konsantrasyonuna kadar E2 ve E1 konsantrasyonlarinda

elde edilen hiz verileri Sekil 5-19°da da verildigi gibi dogrusalliktan sapmamaistir.

'52'0- A - E3
kS -+ E2 B
o
& 1.57 -~ E1
(®)]
S =g
£ 1.04 £z
£ s
O
© 0.54 = S
e — o
£ > g
> A wnl
0.0 T T 1 ! ! ! ! !
0.0 50.0 1000 1500 -0.8 /(us//o/ 0.2 -r{.o 0.2
[SAM] (uM) 1/SAM (uM)™?

Sekil 5-19. Reaksiyon hizinin 100 uM SAM konsantrasyonuna kadar degisimini gdsteren
A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

(eskuletin konsantrasyonu 4 uM’da sabit tutulmustur).
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Enzim kaynagmin daha ekonomik kullanilabilecegi ve dogrusal bolgede calisma
imkani bulunan E2 konsantrasyonu, calismalarda kullanilacak sabit enzim konsantrasyonu
olarak belirlenmistir. Ayrica, sabit E2 konsantrasyonunda ve 100 pM’a kadar degistirilen
SAM konsantrasyonlarinda gergeklestirilen reaksiyonlarin elde edilen hiz verileri ile
substratlarin birbiri tizerindeki iliskileri agiklanabilmistir. Buna gore, reaksiyon hizinin ES’e

gore degisimi Sekil 5-20°de verilmistir.

— - SAM 1
S ~ samz 57 B
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5 -+ SAM3 4 4
2 £
3 E o 31
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0.0 3.0 6.0 9.0 120 g9 0.2 0.4 0.6
[ES] (uM) -
H 1/ES (M)

Sekil 5-20. Reaksiyon hizinin ES’e gbre degisimini gdsteren A: Michaelis ve B: Lineweaver-

Burk grafikleri (enzim konsantrasyonu 11.0 pg protein/ml (E2)’de sabit tutulmustur).

SAM konsantrasyonu arttikca artan reaksiyon hizinin eskuletin substrati igin
belirlenen konsantrasyon araliginda dogrusalliktan sapmadigi goriilmiistiir. Enzim-substrat
iligkisini ortaya koymak amaciyla yapilan bu g¢alisma sonucunda SAM ve ES icin K,
degerleri sirasiyla 3.5 = 0.3 uM ve 6.4 + 0.4 uM olarak hesaplanmistir. VESER, 1987’in
calismasinda eskuletin i¢in bulunan K, degeri 6.2 puM olarak raporlanmistir. Farkl
calismalarda SAM i¢in bulunan K, degerleri ise kullanilan KOMT enzimi kaynagma ve

dogrusal konsantrasyon araliklarma gore farklilik gostermistir.

Florometrik yontem ile yapilan aktivite testleri sonuglarmma dayanilarak, inhibisyon
calismalarinda eskuletin konsantrasyonu 4 uM, enzim konsantrasyonu ise 11 pg protein/ml’de
sabit tutulmustur. Reaksiyon hiz belirleyici substrati olan SAM konsantrasyonu ise 10-300

puM araliginda degistirilmistir.
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5.4.2.2. Florometrik Metot ile inhibisyon Calismas1

Aktivite tayininde de agiklandigi gibi, florometrik metot baz alinarak gerceklestirilen
inhibisyon c¢aligmalarinda, KOMT tarafindan katalizlenen reaksiyonunun hizi, bitkisel
kaynakli alkaloitler, polifenoller ve bunlarin standartlar1 kullanilarak diisiiriilmeye

calisimastir.

ES +SAM _ KOMT  SAH + Skopoletin

/

Inhibitér (ler)

Tablo 5-10’da verilen inhibitdrler varliginda gerceklestirilen inhibisyon deneylerinde
enzim kinetik Ol¢timleri yine 355 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boylarinda
kaydedilmistir. 37 °C’de ve pH 7.4’te gerceklestirilen inhibisyon deneylerinin reaksiyon
hacmi ise 250 pl olarak belirlenmistir. Ik 16 inhibitdr icin SAM konsantrasyonu 10-100 pM
arasinda degistirilirken farkli deney setlerinde kullanilan 17. ve 18. inhibitorler ile yapilan

calismalarda 10-300 uM arasinda degistirilmistir.

Tablo 5-10’da verilen inhibitérler arasindan 3,5-DNK, pozitif kontrol olarak
kullanilmis ve diger inhibitorlerin inhibisyon performanslar1 pozitif kontroliin performansi ile
kiyaslanmistir. Sekil 5-21 ve 5-22°de alkaloit ve polifenolik tabanli standartlar, oziitler ve
fraksiyonlar icin 100 pM SAM konsantrasyonunda elde edilen inhibisyon performanslari
yiizde olarak verilmektedir. Inhibitér icermeyen reaksiyonun 100 pM SAM

konsantrasyonunda elde edilen hizi, ylizde hesaplamalarinda referans olarak kullanilmstir.
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Tablo 5-10. KOMT inhibitorii olarak kullanilan bazi bitki 6ziitleri, fraksiyonlar ve bunlarin standartlar

Inhibitér Ad Kodu |Konsantrasyon (ug/ml) | Inhibitor Adi Kodu |Konsantrasyon (pg/ml)
Ila 0,1 I10a 10
3,5-dinitrokatesol (3,5-DNK) 11b 0,02 Oleuropein 110b 5
Ilc 0,005 110c 2
I2a 5 Il1la 10
Harmol 12b 2 Rutin I11b 5
12¢ 0,5 Illc 2
13a 5 . . I12a 10
Harmalol 13b 2 ﬁ:ﬂﬁzg? europaca) yaprag 112b 5
13¢ 0,5 I12¢ 2
14a > Oleuropeince zengin fraksiyon 113a 10
Harmin 14b 2 (FO 1) 113b 5
I4c 0,5 I13c¢ 2
I5a 5 : o . I14a 10
Harmalin 15b 2 lfizlt{lsni;:ng(lggzslilerce zengin 114b 5
I5¢ 0,5 I14c 2
Uzerlik (P. harmala) tohumu 16a > Hayit (V. agnus-cactus) yapragi I15a 10
ham 6ziit 16b 2 ham 6ziit 1156 >
I6¢ 0,5 I15¢ 2
, 17a 5 ) 5 I16a 10
Harmol ve Harmalol fraksiyonu 76 ) Lade.r.l (C parviflorus) yapragi 116b 5

(FP 1) ham 6ziit
17¢ 0,5 I16¢ 2
. ) 18a > Menengic (P. terebinthus) yapragi 117a 10
Harmin fraksiyonu (FP 2) 18b 2 ham éz%i tg ( ) yaprag 117b 5
I8¢ 0,5 I17¢ 2
19a 5 _ 5 I18a 10
Harmalin fraksiyonu (FP 3) I9b 2 Eaklz.. (P. lentiscus) yaprag 118b 5
am ozut

19¢ 0,5 I18¢ 2
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100

inhibisyon Yiizdesi (%)

Sekil 5-21. Alkaloit standartlar1 ve alkaloit i¢eren 6ziit ve fraksiyonlarin

inhibisyon performanslari

100

inhibisyon Yiizdesi (%)

Sekil 5-22. Polifenol standartlar1 ve polifenol iceren 6ziit ve fraksiyonlarmn

inhibisyon performanslari

Sekil 5-21 ve 5-22’den goriildiigli gibi bu ¢alismada kullanilan alkaloit ve polifenolik
standart, 0ziit ve fraksiyonlarin inhibisyon performanslart KOMT enziminin bilinen en iyi

inhibitorii olan 3,5-DNK ile kiyaslanmistir. Buna gore, 3,5-DNK’nin inhibisyon performansi
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ozellikle harmin ve harmalin alkaloit standartlar1 ve fraksiyonlarindan 100 kat fazla

bulunurken polifenoliklerden 200 ve 300 kat fazla inhibisyon 6zelligi géstermistir.

Inhibitorlerin  konsantrasyon araliklar1 géz oniine almdiginda, performanslarinin
pozitif kontrol kadar etkili olmadiklar1 goriilmesine karsin, 16 (P. harmala-izerlik), 116 (C.
parviflorus-laden), 117 (P. terebinthus-menengic) ve 118 (P. lentiscus-sakiz) Oziitlerinin
KOMT tarafindan katalizlenen metillenme reaksiyonunu engelleme oranmi oldukg¢a yiiksek

bulunmustur.

Ayrica, P. harmala tohumundan elde edilen oOziitin YPSK ile yapilan
karakterizasyonu sonucunda harmin ve harmalin alkaloitlerinin 6ziit igerisindeki baskin
alkaloitler oldugu tespit edilmistir. Ham iizerlik 6ziitiiniin (I6) ve bu Oziitten elde edilen
harmin (I8) ve harmalin (I9) fraksiyonlarmin inhibisyon performanslarmin alkaloit
standartlar1 i¢in elde edilen sonuclara yakinligi, tizerlik icerisindeki baskin alkaloitlerin

inhibisyondan sorumlu bilesikler oldugunu gostermistir.

Bu ¢aligmada kullanilan her bir inhibitoriin inhibisyon mekanizmasini agiklayabilmek
icin daha Once deneysel caligmalar bolimiin de bahsedildigi gibi matematiksel olarak
tiiretilmis enzim inhibisyon kinetigi hiz esitlikleri model olarak kullanilmistir. Deneysel
veriler, istatiksel olarak en uygun model ile agiklanmig ve 18 farkli inhibitor i¢in elde edilen

Michaelis ve Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 5-23’ten Sekil 5-40’a kadar verilmistir.

129 A 151 B
= - -e- control
2 £ e —3F T [11=0.1 pg/ml
5 8 10 -+ [1]=0.020 pg/ml
E -
c > 2 -+ [1]=0.005 pg/ml
S T £
2 E o
: E _a.;-—t-""”'"'x
= [S—
> £ ] ;

L L ) 1 ) T T
0 20 40 60 8 100 120 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
[SAM] (uM) 1/[SAM] (uM)”!

Sekil 5-23. 11 (3,5-DNK) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

BONIFACIO, 2007’ nun calismasmda genel bilgi olarak verildigi gibi neredeyse

biitiin nitrokatesolikler KOMT enzimine siki baglanan ve unkompetitif olarak inhibe eden
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bilesikler olarak bilinmektedirler. Sekil 5-23A ve B’den de goriildiigii gibi, bu ¢aligmada da
pozitif kontrol olarak kullanilan 3,5-DNK, unkompetitif davranishh bir KOMT inhibitorii
olarak bulunmustur. Reaksiyon ortaminda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi 3,5-DNK
bulunmas1 skopoletin olusum hizini (v) yiiksek oranda engelleyebilmistir. GraphPad programi
ile analizlenen deneysel veriler sonucunda K, ve V. kinetik sabitleri sirasiyla 6.83+0.77
uM and 1.07+0.02 nmol/dak. mg protein olarak hesaplanmistir. Unkompetitif inhibisyon i¢in
tiiretilmis hiz esitligindeki (Esitlik 6) inhibitor bozunma sabiti (aKj) ise 3,5-DNK i¢in
9.17£0.46 ng/ml (bir baska deyisle; 45.60+£2.29 nM). KOMT enzim aktivitesinin yiizde elli
oraninda engellendigi 3,5-DNK konsantrasyonu (ICsp) ise 44.18+0.78 nM olarak
bulunmustur. Bu deger literatiirde 35 nM olarak rapor edilmistir (KURKELA, 2004).

1.2

1 A 49 B

= - i -e— control
2 g & [I]=5 pg/ml
2] ; = . oy
c A A X 2 g’ 5 / [11=0.5 pg/m
E £

0.0 T T T T T T 1 r T T 1

0 20 40 60 8 100 120 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
[SAM] (uM) 1/[SAM] (uM)™!
Sekil 5-24. 12 (harmol standart) i¢in elde edilen
A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

129 A 4 B
— - -o- control
c -~
o < = [I]=5 ug/m
S 0.8- 5 - [l]=2 pg/m
(o]

- =

E , A i %g*; [1=0.5 ug/mi
E =
3 £
S 041 /E/%
E %.é//
> £

OC 1 1 1 1 ] 1 I 1 1 1

0 20 40 60 8 100 120 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
[SAM] (uM) 1/[SAM] (uM)”!

Sekil 5-25. 13 (harmalol standart) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri
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Uzerlik bitkisi alkaloitlerinden olan harmol ve harmalol alkaloitlerinin standartlar1 ile
elde edilen deneysel verilerin grafiksel gosterimleri Sekil 5-24 ve 5-25°te verilmistir. Yapisal
olarak birbirlerine benzeyen bu iki alkaloidin KOMT enzimini inhibe etme mekanizmalar1 da
birbirleriyle ve pozitif kontrol ile benzerlik gdstermistir. Lineweaver-Burk grafiklerinden de
goriildiigi gibi harmol ve harmalol alkaloitleri KOMT enziminin unkompetitif inhibitorleri

olarak bulunmustur.

Harmol ve harmalol alkaloitleri varliginda gerceklestirilen bu reaksiyonlar sonucunda
K ve Vimax kinetik sabitleri sirasiyla 6.97+£0.89 uM ve 1.06+0.03 nmol/dak. mg protein ve
6.93+0.64 uM and 1.08+0.02 nmol/dak. mg protein olarak hesaplanmistir. inhibisyon sabitleri
(aK;) ise harmol i¢in 2.52+0.16 pg/ml olarak bulunurken harmalol i¢in 3.214+0.16 pg/ml
olarak hesaplanmistir. Harmol ve harmalol icin elde edilen yiizde elli inhibisyon
konsantrasyon degerleri de sirastyla 2.79+0.22 ug/ml (=10.31+£0.46 uM) and 3.59+0.37 pg/ml
(=13.194£0.31 uM) olarak hesaplanmistir. Buna gore, harmol alkaloitinin kismi olarak

harmalolden daha iyi bir inhibit6r olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Uzerlik tohumunda baskin olarak bulunan harmin ve harmalin alkaloitleri i¢in elde
edilen veri analizi grafikleri sirasiyla Sekil 5-26 ve 5-27’°de verilmistir. Yapisal olarak harmol
ve harmalolden farkli olan ancak birbirine benzeyen bu alkaloitlerin inhibisyon

mekanizmalar1 da harmol ve harmalol alkaloitlerinden farkli bulunmustur.

129 A
< 204 B
3 -&- control
g 0.8 15 = [I]=5 ug/m
c T 4 [I]=2 ug/m
E 35 107 -+ [1]=0.5 pg/m
2 0.4 o3
S g2
€ 5 Q 5
£ N

0.0 T T T T T 1 T T 1

0 20 40 60 80 100 120 O /00{ 005 010 0.5
[SAM] (uM) 5

T[SAM] (M)
Sekil 5-26. 14 (harmin standart) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Sekil 5-26B’de de goriildiigi gibi, harmin standard: ile yapilan inhibisyon deneyi

sonucunda elde edilen veriler, karigik tip inhibisyon mekanizmasi ile agiklanabilmektedir.
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Esitlik 8’de verilen model kullanilarak olusturulmus Michaelis grafigi ise Sekil 5-26A’da
gosterilmektedir. Bu esitlikteki kompetitiflife ve nonkompetitiflige ait inhibisyon sabitleri
olan K; ve aKj degerleri sirasiyla 0.18+0.07 pg/ml ve 1.18+0.08 ug/ml olarak bulunmustur. o
sabitinin degeri harmin alkaloiti varliginda 6.56+0.81 olarak hesaplanmistir. Ky ve Viax
kinetik sabitleri ise swasiyla 5.75£1.21 puM ve 1.03+£0.04 nmol/dak. mg protein olarak

hesaplanmistir.

Harmin alkaloidinin ICsy konsantrasyonu 0.75+0.09 pg/ml, bir baska deyisle
3.55+0.16 uM olarak bulunmustur.

129 A
z 25, B
2 - -e- conftrol
g = 20-
§0.8- £ -+ [I]=5 pg/ml
; s 15- =+ [[]=2 pg/m
£ > + [120.5 ug/m
2 0.41 2 E 10-
S £
£ £ ://—
> o)

[e]
0.0 T T T 1 g T T 1
0 20 40 60 & 100 120 & 0.05 010 045
[SAM] (M)

T A/[SAM (uM)”

Sekil 5-27. 15 (harmalin standart) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Harmalin standardi ile yapilan inhibisyon kinetigi veri analizinde de harmin icin
oldugu ve Sekil 5-27B’den de goriilebildigi gibi karigik tip inhibisyon modeli en uygun model
olarak belirlenmistir. Harmalin standardinin inhibisyon sabitleri K; ve aK; ise sirasiyla
0.19+£0.04 pg/ml ve 1.36+0.11 pg/ml olarak bulunmustur. a sabiti harmin alkaloiti varliginda
bulunan degerden biraz fazla ve 7.16+£0.78 olarak hesaplanmistir. Buna gore, birbirinden ¢ok
farkli davranis gostermeyen harmin ve harmalin alkaloitleri arasindan daha diisiik o degerine
sahip olan harminin nonkompetitif 6zelli§inin daha fazla oldugu sonucuna ulasilmistir.
Ayrica, harmalin alkaloidi i¢cin ICsy konsantrasyonu 0.98+0.12 pg/ml, bir baska deyisle
4.57+£0.14 uM olarak bulunmustur. Harmalin varhiginda K., ve V. kinetik sabitleri ise

strastyla 5.92+0.87 uM ve 1.05+0.02 nmol/dak. mg protein olarak hesaplanmstir.

Alkaloit standartlar1 1ile yapilan ¢aligmalar sonucunda harmin ve harmalin

alkaloitlerinin KOMT enzim aktivitesini engelleyebilme 6zelligi harmol ve harmalole gore
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daha yiiksek bulunmustur. Harmin ve harmalin aym tipte davranan inhibitérler olmasina
ragmen standartlar1 i¢in elde edilen sonuglara gore harmin alkaloidinin inhibisyon
performanst daha yiliksek bulunmustur. Bu sonuglar 1s181inda, tizerlik tohumu ham o6ziitii ve
bunlardan elde edilen fraksiyonlarin inhibisyon performanslar1 incelenmis ve standartlari ile
kiyaslanmigtir. Sekil 5-28°de reaksiyon ortaminda {izerlik tohumu ham 6ziitii bulunurken elde

edilmis veriler grafiksel olarak gosterilmektedir.

1.2+ A
0} ¥ B
2 - 30- -e- control
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Sekil 5-28. 16 (iizerlik tohumu ham 6ziit) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Uzerlik tohumundan elde edilen alkaloitlerin ham 6ziitii ile gergeklestirilen inhibisyon
deneyleri sonuglarina gore, ham oziitiin KOMT enzim aktivitesini engelleyebilme 6zelligi
oOziit icerisindeki baskin alkaloitler olan harmin ve harmalin kadar etkili bulunmus ve benzer
bir mekanizma ile aciklanabilmistir. Sekil 5-28B’de goriildiigii gibi karigik tip inhibitor
davranis1 sergileyen ham 6ziitiin inhibisyon sabitleri olan K; ve oK ise sirasiyla 0.12+0.02
pg/ml ve 2.24+0.75 pg/ml olarak bulunmustur. a sabiti ise 18.72+2.28 olarak hesaplanmis ve
harmin ve harmalin alkaloitleri i¢in bulunan degere gore artis gostermistir. o degerindeki bu
artiy Lineweaver-Burk grafiginin (Sekil 5-28B) basit kompetitif inhibisyona benzemesine
neden olmustur. Ham alkaloit 6ziitii i¢cin ICsy konsantrasyonu ise 1.09+0.33 pg/ml olarak
bulunmustur. K;,, ve Vnax kinetik sabitleri sirasiyla 6.05+£0.69 uM ve 1.06+0.02 nmol/dak. mg
protein olarak hesaplanmistir. Ham 6ziit varliginda elde edilen sonuclara gore, K, degerinde

kismi artig gézlenmis ve bu artisin kompetitifligin artmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir.
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Sekil 5-29. 17 (iizerlik tohumu FP1 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Uzerlik tohumu alkaloitlerinin fraksiyonlar1 i¢in yapilan inhibisyon deneyleri sonuglari
icerdikleri major alkaloitlerin standartlar1 i¢in elde edilen sonuclar ile uyum gostermistir.
Sekil 5-29’da ham alkaloit 6ziitiiniin harmol ve harmalol alkaloitlerince zengin fraksiyonu
icin elde edilen veri analizi sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmektedir. Sekil 5-24 ve 5-25°te
harmol ve harmalol standartlar1 icin elde edilen sonuglara benzer olarak FP1 nolu iizerlik
fraksiyonu KOMT aktivitesini unkompetitif olarak engelledigi goriilmektedir. Harmol ve
harmalol alkaloitleri bakimmdan zengin FP1 nolu fraksiyon icin aK; ve 1Cso degerleri
srrasiyla 1.66+0.09 pg/ml ve 1.74+0.13 pg/ml olarak bulunmustur. Harmol ve harmalol
standartlarna gore daha etkili oldugu goriilen FP1 fraksiyonunun inhibisyon 6zelliginin
artmasinda alkaloitlerin beraber bulunmasinin sinerjik bir etki yarattig1 diisiiniilmustiir. FP1
fraksiyonu varhiginda K, ve Vg kinetik sabitleri ise sirasiyla 6.44+0.82 uM ve 1.05+0.02

nmol/dak. mg protein olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5-30. I8 (iizerlik tohumu FP2 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 5-31. 19 (iizerlik tohumu FP3 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Fraksiyon i¢in yapilan YPSK analizleri sonucunda FP2 nolu tizerlik fraksiyonunun %
77 oranda harmin ve % 23 oranda harmalinden olustugu bulunmustur. Buna gore, harmince
zengin fraksiyon i¢in yapilan inhibisyon deneyleri sonucunda harmin ve harmalinin birlikte
bulunmasinin inhibisyon mekanizmasi iizerinde bir etki yaratmadigi goriilmiis ve karisik tip
inhibitor olarak belirlenmistir (Sekil 5-30). Ancak, harmol ve harmalol fraksiyonunda oldugu
gibi, harmin ve harmalinin beraber bulunmasi inhibisyon performansi {izerinde kismen
arttirict bir etki yaratmistir. Harmin standardi i¢in swrastyla 0.18+0.07 pg/ml ve 1.18+0.08
pg/ml olarak bulunan K; ve aK; degerleri, harmince zengin FP2 nolu fraksiyon i¢in 0.15+0.07
pg/ml ve 1.28+0.06 pg/ml olarak hesaplanmistir. Yiizde elli inhibisyon konsantrasyonu (ICsp)
da yine harmin standardma gore daha diisiik ve 0.69+0.03 pg/ml olarak hesaplanmistir. FP2
fraksiyonu varhiginda K, ve Vmax kinetik sabitleri ise sirastyla 5.61+1.68 uM ve 1.03+0.05

nmol/dak. mg protein olarak hesaplanmistir.

Sekil 5-31°de % 93.3 harmalin igerigi bulunan FP3 nolu tizerlik fraksiyonu icin elde
edilen veri analizi grafiksel olarak gosterilmektedir. Harmin ve harmalin standartlari ile
yapilan deneylerin sonuglar1 ile uyumlu olarak harmalince zengin FP3 fraksiyonunun
inhibisyon performans1 FP2’ye gore daha diisiik bulunmustur. inhibisyon mekanizmasi bu
fraksiyon icinde Sekil 5-31B’de de goriildiigii gibi karisik tip olarak belirlenmistir.
Harmalince zengin FP3 fraksiyonu i¢in K; ve aKj degerleri 0.23+0.05 pg/ml ve 1.47+0.08
pg/ml olarak hesaplanmistir. Sirasiyla 6.39+£1.08 ve 1.10+0.07 pg/ml olarak hesaplanan a ve
ICsp degerleri de yine harmalin standardi i¢in bulunan degerlere ¢ok yakin olarak

bulunmustur.
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Inhibisyon deneylerinde fraksiyonlarmna ayrilarak ve standartlar: ile karsilastirilarak
incelenen diger bitki tliriiniin polifenoliklerce zengin zeytin yapragi oldugundan daha oncede
bahsedilmistir. Sekil 5-22°de 3,5-DNK ile yiizde cinsinden inhibisyon performanslari
kiyaslanan zeytin yapragi polifenoliklerinin alkaloitlere gore daha disiik etki yarattigi
gozlenmistir. Ancak, inhibisyon mekanizmalar1 hakkinda fikir ylriitebilmek amaciyla
polifenolik standartlar, 6ziit ve fraksiyonlar i¢in elde edilen deneysel veriler de yine Michaelis

yaklasimi ile agiklanmaya ¢alisilmstir.
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Sekil 5-32. 110 (oleuropein standart) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Oleuropein, bu ¢aligmanin karakterizasyon sonuglari igerisinde de verildigi gibi, zeytin
yapragi icerisinde baskin olarak bulunan polifenoldiir. Bu agidan, oleuropein standardinin
KOMT aktivitesinin inhibisyon mekanizmasi ilk olarak agiklanmaya calisilmistir. Sekil 5-
32’de oleuropein standardi ile yapilan inhibisyon deneyi sonuglar1 grafiksel olarak
verilmektedir. Oleuropein standardi i¢in inhibisyon sabiti (aKj), yapilan analiz sonucunda
22.96+1.39 pg/ml olarak bulunmus ancak, Sekil 5-32A’dan da goriildiigii gibi 10 pg/ml
inhibitér konsantrasyonuna kadar yiizde elli inhibisyon gozlenmemistir. Dolayisiyla, bu
calismadaki inhibitér konsantrasyonu igin ICsy degeri hesaplanamamistir. Oleuropein
varliginda K, ve Vi kinetik sabitleri ise sirasiyla 5.74+0.39 uM ve 1.03+0.01 nmol/dak. mg

protein olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5-33. 111 (rutin standart) i¢in elde edilen A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Zeytin yaprag1 Ozitiindeki ikinci baskin polifenol olan rutinin standardi ile yapilan

inhibisyon deneyleri sonuclari ise Sekil 5-33’°te verilmektedir.

Yapisal olarak benzer polifenolikler olan oleuropein ve rutin KOMT enziminin
unkompetitif inhibitorleri olarak bulunmustur (Sekil 5-32B ve 5-33B). Ancak, rutin standardi
aynt konsantrasyon aralifinda oleuropeine gore daha yiliksek inhibisyon gostermistir.
Inhibisyon sabiti 0K;, 6.58+0.39 pg/ml, bir baska deyisle 10.78+0.52 uM olarak bulunmustur.
GUGLER, 1973’in ¢aligmasinda, bu ¢alismaya benzer olarak 19 adet flavonoit KOMT enzim
inhibisyon perforsmanslarini ortaya c¢ikarmak amaciyla taranmistir. Bunlar arasindan,
quersetin ve rutin, inhibisyon 6zellikleri en yiiksek flavonoitler olarak rapor edilmistir. Ayrica,
ayni ¢aligmada quersetin ve rutin i¢in inhibisyon sabitleri sirasiyla 5.3 ve 10.8 uM olarak
bulunmustur. Bu deger, rutin i¢in bu calismada hesaplanan inhibisyon sabiti degeri ile
neredeyse birebir uyum gostermistir. Ancak, GUGLER, 1973’in ¢alismasinda rutin ve
quersetinin KOMT enzimini kompetitif olarak inhibe ettigi ileri sliriilmiistiir. Elde edilen
sonuclardaki farkliligin metil alic1 substratlarin ve analiz metotlarmm farkliligindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Rutin standardi i¢in ICsy degeri harmol ve harmalol alkaloitleri i¢in hesaplanan degere
yakin ve 7.17+0.81 pg/ml (=11.75+0.93 uM) olarak hesaplanmistir. Rutin varliginda K., ve
Vmax kinetik sabitleri ise sirasiyla 6.05+0.79 uM ve 1.03+0.02 nmol/dak. mg protein olarak

bulunmustur.

Karakterizasyon deneyleri sonuclar1 baz alindiginda, zeytin yapragi ham oziitii i¢in

gerceklestirilen inhibisyon deneyleri sonuglarinin daha ¢ok oleuropein standardi i¢in elde
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edilen sonuclara benzer olmasi tahmin edilmistir. Sekil 5-34’te ham 6ziit i¢in verilen grafiksel
sonuglardan da goriildiigii gibi, 6ziit i¢in belirlenen inhibisyon mekanizmasi ve performansi

oleuropein standardi i¢in bulunan sonuglara daha yakin bulunmustur.
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Sekil 5-34. 112 (zeytin yapragi ham 06ziit) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

KOMT enzimini unkompetitif olarak inhibe ettigi gozlenen zeytin yapragi ham
Oziitlinlin inhibisyon sabiti (aK;) 18.51£2.05 pg/ml olarak bulunmustur. Oleuropeine gore
daha etkili rutine gore daha diislik inhibisyon 6zelligi gosteren ham 06ziit icin de oleuropein
standardinda oldugu gibi 1Csy degeri hesaplanamamistir. Ham 6ziit varhiginda K, ve Vpax
kinetik sabitleri ise swrasiyla 5.83+0.83 uM ve 1.01+0.03 nmol/dak. mg protein olarak

bulunmustur.
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Sekil 5-35. 113 (zeytin yapragi FO1 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri
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Zeytin yapragi Oziitiinden elde edilen FOl nolu fraksiyonun YPSK analizleri
sonucunda, % 91 oraninda oleuropein ve az miktarda oleuropeine gore daha az polar olan
tanimlanamamig bir polifenol icerdigi bulunmustur. Sekil 5-35B’den de goriildiigli gibi
oleuropeince zengin FO1 nolu fraksiyon, oleuropein ve rutin standartlarma ve zeytin yapragi
ham 0Oziitiine benzer olarak unkompetitif inhibisyon davranis1 gostermistir. Ancak, FO1
fraksiyonu beklendiginin tersine oleuropein ve ham oziitten cok daha yiiksek inhibisyon etkisi
gostermistir. Bu sonucun, fraksiyon igerigindeki tanimlanmamis polifenol ile oleuropeinin
birlikte bulunmasmin olumlu sonu¢ yaratabilecegi olasiligindan  kaynaklandig:
diistiniilmektedir. FO1 nolu fraksiyonun inhibisyon sabiti (oK) ve ICso degeri sirasiyla

4.14+0.28 pg/ml ve 4.09+0.16 pg/ml olarak bulunmustur.

FOI nolu fraksiyon varliginda K, ve Vmay kinetik sabitleri ise sirasiyla 6.29+1.07 uM

ve 1.04+0.03 nmol/dak. mg protein olarak hesaplanmistir.

Zeytin yapragi Oziitlinlin rutin ve diger glikozitler, 6zellikle de verbaskozitce zengin
fraksiyonu olan FOS5 nolu fraksiyon i¢in elde edilen inhibisyon kinetik verileri Sekil 5-36’da

verilmektedir.
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Sekil 5-36. 114 (zeytin yapragi FOS5 nolu fraksiyon) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

FOS5 nolu polifenolik fraksiyon i¢in de yine diger polifenolik standart, 6ziit ve
fraksiyonda oldugu gibi, inhibisyon mekanizmasi unkompetitif davranis ile aciklanmistir
(Sekil 5-36B). Baskin olarak rutin ve verbaskozit iceren bu fraksiyon rutin standardina gore
daha yiiksek inhibisyon etkisi gostermistir. FOS5 nolu fraksiyon i¢in inhibisyon sabiti (aKj) ve
ICsp degeri sirasiyla 5.08+0.43 pg/ml ve 5.21+£0.26 pg/ml olarak hesaplanmistir. FOS5 nolu
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fraksiyon varhiginda K, ve Vmax kinetik sabitleri ise sirastyla 5.98+1.21 uM ve 1.03+0.04

nmol/dak. mg protein olarak bulunmustur.

Bu caligmada, zeytin yapragi ve iizerlik tohumlarindan elde edilen ham oziitlerin
KOMT enzim aktivitesini engelleyebilme potansiyelleri fraksiyonlama islemi ile arttirilmis
olmasma karsin fraksiyonlar i¢indeki bazi maddelerin birbiri {lizerinde sinerjik etki
yaratabilecegi sonucuna ulasilmistir. Calismada kullanilan diger bitki tiirleri ise fraksiyonlama
yapilmadan ham 06ziit halinde inhibisyon deneylerinde kullanilmistir. Bu bitkiler arasindan
hayit yapragi ham 6ziitli i¢in elde edilen inhibisyon kinetigi verileri grafiksel olarak Sekil 5-

37’de verilmektedir.
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Sekil 5-37. 115 (hayit yapragi ham 6ziit) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Sekil 5-37B’de goriildiigii gibi hayit yapragi ham 6ziitii, tizerlik tohumu ham 6ziitii ve
onun harmin ve harmalin fraksiyonlarma benzer olarak karisik tip inhibisyon davranisi
gostermistir. Hayit yapragi ham 6ziit icin elde edilen K; ve aK; degerleri sirastyla 4.43 + 0.89
pg/ml ve 9.48 + 0.58 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bu 6ziit i¢in harmin ve harmalin
standartlar1 ve fraksiyonlar1 i¢in bulunan o degerinden daha diisiik bir deger bulunmustur.
2.14 £ 0.23 olarak hesaplanmis a degeri ile hayit oziitiiniin alkaloitlere gére nonkompetitifligi
daha yiiksek bir inhibitér oldugu goriilmiistiir. Ancak, ICsy degeri alkaloitlere gore daha
yikksek ve 12.96+0.29 ng/ml olarak bulunmustur. Dolayisiyla, nonkompetitifligi yiiksek
olmasina karsin inhibisyon performansi lizerlik 6ziitii ve onun alkaloit fraksiyonlarina gore

daha diisiik bulunmustur.
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Birinci nesil KOMT inhibitorleri olarak bilinen gallik asit, hidroksibenzoik asit, rutin
ve ferulik asit gibi bilesikler iceren hayit yapragi dziitiiniin ayn1 zamanda estrojenik bilesikler
olan linoleik asit ve haliman, labdan tipi diterpenleri i¢erdigi bilinmektedir (ONO, 2008;
PROESTOS, 2006). Estrojenik metabolizma iizerinde etkisi daha 6nce de bahsedilmis olan
KOMT enziminin aktivitesinin hayit yapragi oziitlii gibi estrojenik bilesikler iceren bitkisel

kaynakl1 inhibitorler ile engellenebilmesi bu ag¢idan oldukca 6nem tagimaktadir.
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Sekil 5-38. 116 (laden yapragi ham 6ziit) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Hayit yapraginda oldugu gibi yiiksek miktarda terpen ve flavonoit icerigi oldugu
bilinen laden yaprag: 6ziitli icinde KOMT inhibisyonu ¢aliymada kullanilan konsantrasyon
araliginda gozlenebilmistir (SOMOZA, 1996). Sekil 5-38’de laden yaprag: oziitli i¢cin elde
edilen grafiksel sonuglardan goriildiigii gibi, KOMT enzim aktivitesi laden yapragi oziitii
varliginda karigik tip inhibisyon mekanizmasi ile engellenmistir. Laden yapragi ham oziitii
icin kompetitiflik ve nonkompetitifligi belirten inhibisyon sabitleri (K; ve aK;) sirasiyla 2.51 +
0.54 pg/ml ve 1.99 +£0.35 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bu 6ziit i¢in yine hayit yapragi
oziitinde oldugu gibi alkaloitlerden daha diisiik o degeri bulunmustur. 0.79+0.32 olarak
hesaplanmis a degeri ile nonkompetitifligi en yiiksek inhibitor olarak belirlenmistir. Ayrica,
laden yaprag1 ham 6ziitii i¢in ICso degeri de alkaloitler icin bulunan degere yakin ve 2.44+0.09
pg/ml olarak bulunmustur. Laden yaprag: 6ziitii varliginda K, ve Vmax kinetik sabitleri ise

sirasiyla 6.02+1.29 uM ve 1.06+0.04 nmol/dak. mg protein olarak bulunmustur.

Alkaloitler ile kiyaslanabilecek diizeyde KOMT inhibisyonu etkisi gosteren laden
yapragi Oziitiiniin, terpen ve flavonoit igerigi nedeniyle sakinlestirici etkisi oldugu da

bilinmektedir (SOMOZA, 1996). Buna ek olarak, literatiirde laden yapraginin bazi karvakrol,
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timol, manoil oksitler gibi terpenoit ugucu yaglar ve benzil benzoat gibi esterler icerdigi

bilinmektedir (ANGELOPOULOU, 2001).

Bu calisma kapsaminda, halk arasinda menengi¢ ve sakiz bitkileri olarak bilinen iki
adet Pistacia tiri bitki 6ziitii ile de KOMT enzim inhibisyon deneyleri gergeklestirilmis ve

elde edilen sonuglar Sekil 5-39 ve 5-40°ta sirasiyla verilmistir.
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Sekil 5-39. 117 (menengi¢ yapragi ham 6ziit) icin elde edilen
A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 5-40. 118 (sakiz yapragi ham 6ziit) i¢in elde edilen

A: Michaelis ve B: Lineweaver-Burk grafikleri

Sekil 5-39B ve 5-40B’den gorildiigii gibi, menengic ve sakiz yapragindan elde edilen
Oziitler zeytin yapragi disindaki diger polifenolik 6ziitler ve tizerlik tohumu 6ziitiinde oldugu
gibi karisik tip inhibisyon 6zelligi gostermistir. Menengi¢ ve sakiz yapraklar1 oziitleri igin
bulunan o degerleri bire ve birbirlerine yakin degerler olarak bulunmustur. Sirasiyla

1.37£0.49 ve 1.35+0.54 o degerleri olan menengi¢ ve sakiz Gziitleri icin aK; degerleri ise
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3.95+0.37 pg/ml ve 3.52+0.61 pug/ml olarak hesaplanmistir. Laden yapragi 6ziitlinden daha
diisiik fakat etkili inhibisyon 6zelligi gésteren bu iki Pistacia tiirii 6zitii i¢in 1Cso degerleri de
birbirlerine yakin bulunmustur. 1Csy degerleri menengi¢ ve sakiz yapragi 6ziitii icin sirasiyla
4.40+0.28 pg/ml ve 3.69+0.32 pg/ml olarak bulunmustur. Menengi¢ yapragi oziitii varliginda
K ve Vimax kinetik sabitleri sirastyla 6.79+0.86 uM ve 1.10+0.04 nmol/dak. mg protein olarak
bulunurken sakiz yapragi oziitii varhigindaki kinetik sabitler 6.76+0.93 uM ve 1.08+0.02

nmol/dak. mg protein olarak hesaplanmistir.

Laden yapragi oziitli i¢in oldugu gibi, menengi¢c ve sakiz yapragi oziitleri i¢in de
alkaloitler ile kiyaslanabilir oranda KOMT inhibisyonu etkisi gézlenmistir. Literatiirde, bu iki
ayni tlir bitkinin de yapraklarinda apigenin, luteolin, quersetin, gallik asit ve tiirevleri ve bazi
antosiyaninler bulundugu raporlanmistr (BENHAMMOU, 2008; TOPCU, 2007).
Dolayisiyla, Pistacia tiirlerinin yiiksek KOMT inhibisyonu etkilerinin birinci nesil KOMT

inhibitdrleri olarak da bilinen bu bilesikleri icermelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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6.0. SONUCLAR

Uzerlik tohumu ve zeytin yapragi icerdikleri alkaloit ve polifenoller sayesinde KOMT
enzimini inhibe etme 6zelligi gostermislerdir. Bu calismada genel olarak iizerlik tohumu
icerisinde bulunan harmol, harmalol, harmin ve harmalin olarak bilinen alkaloitlerinin ve
zeytin yapraginin iki ana bilesigi olan oleuropein ve rutin polifenollerinin KOMT enzimini
inhibe etme performanslar1 iizerinde durulmustur. Bitkisel kaynaklarin 06ziitleme ve
fraksiyonlama islemlerine tabi tutulmasi ile inhibitor olarak kullanilacak maddeler elde
edilmis ve safliklar1 arttirilmaya ¢aligilmistir. Buna ek olarak, hayit, laden, sakiz ve menengic
bitkilerinin yapraklarindan elde edilen oziitlerin KOMT enzim aktivitesini engelleyebilme

kapasiteleri arastirilmistir.

Ik olarak, iizerlik tohumu farkli ekstraksiyon metotlarma tabi tutulmustur. YPSK
analizleri ile sicaklik, pH, ekstraksiyon siiresi ve ¢0zgen tipi gibi parametrelerin alkaloit
ekstraksiyonu verimi lizerindeki etkileri incelenmistir. Buna gore, esas olarak Soxhlet aparati
ile yapilan ekstraksiyon islemi verimliligi en yiiksek metot olarak belirlenmistir. Bu metotta,
toz haline getirilmis tohumlar ¢6zgen olarak metanoliin kullanildig1 Soxhlet aparati ile 7.5
saat stireyle ve 70 °C’de ekstre edilmislerdir. Metanoliinden uzaklastirilmis ilk 6ziit % 2’lik
hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢inde ¢dziilmiistiir. iki kez petrol eteri ile sivi-siv1 ekstraksiyonuna
tabi tutulan Oziitlin asit fazi toplanmistir. Bu fazdaki 6ziit ¢ozeltisinin pH degeri amonyum
hidroksit eklenerek 10’a ayarlanmistir. Dort kez kloroform ile sivi-sivi ekstraksiyonu yapilan
Oziitiin kloroform fazi toplanarak ham alkaloit 6ziitii elde edilmistir. Yapilan YPSK analitik
kolon analizi sonucunda ham alkaloit 6ziitiinde eser miktarda harmol ve harmalol alkaloitleri
bulunurken, 06ziitiin harmin ve harmalin alkaloit icerikleri % 41 ve % 58 olarak
hesaplanmistir. Ekstraksiyon verimi ise literatiir ile uyum gostermis ve % 6.63 olarak

bulunmustur.

Zeytin yapragi 0ziitii elde etme islemi i¢in ¢6zgen ektraksiyonu metodu kullanilmastir.
% 70 sulu etanol ¢ozeltisinin ¢ézgen olarak kullanildig1 ekstraksiyon islemi 25°C, 250 devir
ve 1/20 kati-sivi oraninda 2 saat siireyle gerceklestirilmistir. Elde edilen 6ziitiin YPSK
analitik kolon analizi sonuglarina gére bir gram zeytin yapraginda baskin olarak 92,50 mg
oleuropein ve 9,12 mg rutin igerigi gozlenmistir. Ayrica, zeytin yapragi Ozitl icerisinde
minor olarak verbaskozit, luteolin 7-glikozit gibi polifenoliklerin bulundugu YPSK analizleri

ile gorilmiistiir. Calismada inhibitor olarak kullanilan hayit, laden, menengic ve sakiz gibi
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bitkilerin yapraklari, zeytin yapragi i¢in optimize edilen Oziitleme islemi uygulanarak

Oziitlenmistir.

Uzerlik tohumundan elde edilen ham alkaloit &ziitii, YPSK sisteminde semipreperatif
kolon kullanilarak ve bu sisteme bagli fraksiyonlama {initesi yardimi ile 3 adet fraksiyona
ayrilmistir. Bunlardan 2 ana fraksiyon olan harmin ve harmalin fraksiyonlarmin harmin ve
harmalin alkaloiti safliklar1 YPSK analitik kolon ile belirlenmistir. Buna goére, harmin
fraksiyonu olarak toplanan kismm % 77’si harmin ve yaklasik % 23t harmalin olarak
belirlenmistir. Harmalin fraksiyonunun ise % 93 oraninda harmalin ve yaklasik % 7 oraninda

harmin igerdigi bulunmustur.

Zeytin yapragl Ozitlniin fraksiyonlama islemi ipek dolgulu kolon kullanilarak
yapilmistir. Toplam alt1 fraksiyon olarak toplanan kisimlardan su ile eliit edilen oleuropeince
ve etanol ile eliit edilen rutin ve diger glikozitlerce zengin olan 2 adet fraksiyon inhibisyon
calismalarinda kullanilmistir. Fraksiyonlarmm YPSK analizlerine gore su fraksiyonunun
oleuropein orani % 91 olarak belirlenmistir. Etanol fraksiyonunda ise baskin olarak rutin ve

verbaskozit polifenol igerigi tespit edilmistir.

Inhibisyon ¢aligmalarindan &nce enzim kaynagi KOMT’un aktif protein igerigi
belirlenmistir. Bradford protein tayini metodu ile yapilan bu ¢calismada KOMT enziminin
aktif protein igerigi BSA referans proteinine gére % 27,7 olarak belirlenmistir. KOMT enzim
aktivitesi spektrofotometrik ve florometrik olarak incelenmis ve florometrik aktivite tayininin
absorbansa gore daha hassas ve ekonomik oldugu sonucuna ulasilmistir. Florometrik aktivite
tayini ¢alismasinda skopoletin olusma kinetigi izlenmis ve ilk olarak KOMT enzimi ve bu
enzimin metil verici ve metil alic1 substratlar1 olan SAM ve Eskuletin i¢cin dogrusal ¢aligma
aralig1 arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 dogrultusunda inhibisyon deneylerinde, enzim
ve Eskuletin konsantrasyonlar1 sirasiyla 11 pg protein/ml ve 4 pM’da sabit tutulmustur.
Reaksiyon hiz belirleyici substrati olan SAM konsantrasyonunun ise 100 pM’dan daha
yiiksek degerlerde inhibe edici dzelligi oldugu tespit edilmistir. Inhibitdrsiiz ortamda SAM ve
Eskuletin i¢in Ky, degerleri sirasiyla 3.5 = 0.3 uM ve 6.4 = 0.4 uM olarak hesaplanmistir.

Esas olarak iizerlik tohumu ve zeytin yapragindan elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarin
KOMT enzimi iizerindeki inhibisyon etkileri incelenen ¢alismada 3,5-DNK referans inhibitor

olarak kullanilmistir. Bunun disinda, alkaloit ve polifenol standartlari, 6ziitler ve fraksiyonlar
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olmak iizere 17 adet inhibitoriin performanslar1 test edilmistir. KOMT enziminin bilinen en
iyl unkompetitif inhibitérii olan 3,5-DNK’nin inhibisyon performansi 6zellikle harmin ve
harmalin alkaloit standartlar1 ve fraksiyonlarindan 100 kat fazla bulunurken polifenoliklerden

200 ve 300 kat fazla inhibisyon 6zelligi gostermistir.

Inhibitorlerin  konsantrasyon araliklar1 géz oniine almdiginda, performanslarinin
pozitif kontrol kadar etkili olmadiklar1 goriilmesine karsin tizerlik tohumundan, laden,
menengi¢c ve sakiz yapraklarindan elde edilen oziitlerin, KOMT tarafindan katalizlenen
metillenme reaksiyonunu engelleme orani oldukc¢a yiiksek bulunmustur. Inhibisyon
mekanizmalar1 alkaloitler i¢cin agirlikli olarak karisik tip model ile aciklanirken, zeytin
yapragir polifenollerinin standartlari, 6ziitii ve fraksiyonlarmin varliginda unkompetitif
inhibisyonun gerceklestigi tespit edilmistir. Diger dort bitkinin polifenolik 6ziitleri igin ise

alkaloitlerde oldugu gibi karisik tip inhibisyon mekanizmas1 goriilmiistiir.

Bu calismada fraksiyonlar: ile birlikte incelenmis bitki tiirii olan {izerlik tohumunun
ham 06ziitli ve Ozellikle harmin ve harmalin fraksiyonlar1 diger bitki tiirleri arasindan en
yiiksek ve birbirine yakin inhibisyon 6zelligi gostermistir. Elde edilen bu sonug ile YPSK
analizleri sonucu uyum gostermis ve iizerlik tohumu O6ziitiiniin yiiksek inhibisyon etkisinin
harmin ve harmalin alkaloitleri icermesinden kaynaklandigi goriilmiistiir. Alkaloitler icin
yiizde elli inhibisyonun gerceklestigi konsantrasyon degerleri (ICso) 0.69 ve 1.10 pg/ml
arasinda bulunmustur. Bunlar arasindan harmin fraksiyonu diger alkaloit fraksiyonlarina, ham
oziite ve kendisinin standardma gore en yliksek inhibisyon etkisi gostermistir. Karisik tip bir
inhibitér oldugu bulunan harmin fraksiyonunun kompetitiflik ve nonkompetitiflik
derecelerine ait inhibisyon sabitleri (K; ve aKj) sirasiyla 0.15+0.07 pg/ml ve 1.284+0.06 pg/ml

olarak hesaplanmuistir.

Zeytin yapragi polifenollerinin standartlari, ham 6ziitii ve fraksiyonlar ile yapilan
inhibisyon deneyi sonuglarina gore oleuropeince zengin su fraksiyonu en yiiksek inhibisyon
etkisini gostermistir. Unkompetitif inhibitor olarak belirlenen bu fraksiyonun inhibisyon sabiti
(aKj) ve ICso degeri sirasiyla 4.14+0.28 pg/ml ve 4.09+£0.16 pg/ml olarak bulunmustur. Elde
edilen bu sonug, beklenenin aksine oleuropein standardi ve zeytin yapragi ham oziitiine gore
farklilik gostermistir. Dolayisiyla, bilesiklerin birlikte bulunmalarmin spesifik biyolojik
etkileri tlizerinde olumlu ya da olumsuz sonuglar dogurdugu gozlemlenmis ve

fraksiyonlamanin 6nemi anlagilmistir.
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Elde edilen sonuclar 15181nda, 6zellikle zeytin yapragi polifenollerinden oleuropeinin
baz1 biyotransformasyon yontemleri ile hidroksitirosol gibi biyolojik olarak kendisinden daha
aktif dogal bilesiklere doniistiiriilerek KOMT inhibisyon performanslarinin test edilmesinin
bu calismanin devami niteligindeki bir ¢caligma olabilecegi diistiniilmektedir. Bununla birlikte,
bu proje kapsaminda fraksiyonlarina ayrilmadan ancak ham 6ziitleri i¢in yiiksek inhibisyon
sonuclar1 elde edilen 6zellikle laden, menengi¢ ve sakiz yapraklar1 6ziitlerinin fraksiyonlarinin
elde edilmesi gerektigi ve bunlarin potansiyel KOMT inhibitérii olabilecekleri
ongoriilmektedir. Bu agidan, fraksiyonlama islemi yapilan bitki tiirlerinin arttirilmasi ile bu
tiirlerden elde edilecek fraksiyonlarin KOMT inhibisyon potansiyellerinin arastirilmasi ileriki

zamanlarda hayata ge¢irilmesi gereken ¢aligsmalar olarak onerilmektedir.

Sonug olarak, giinlimiizde halen Parkinson hastaliginin tedavisinde sentetik KOMT
inhibitorlerinin kullanildig1 bilinmektedir. Bu ¢alisma ile bitkisel kaynakli bilesiklerin sentetik
tiirevleri yerine gecebilme potansiyeli oldugu tespit edilmistir. Ozellikle iizerlik tohumu
alkaloitlerinin ve saflig1 arttirilmig zeytin yapragi fraksiyonlarmm umut vaad eden dogal
KOMT inhibitorleri olduklar1 ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica, antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikleri olan alkaloit ve polifenolik bazli dogal bilesikler i¢in fonksiyonel kullanim

olanaklar1 bulunabildigi de bilinmektedir.
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EK-A Alkaloitlere Ait Kalibrasyon Egrileri ve Ornek Hesaplama

EKLER

Uzerlik bitkisi tohumundan elde edilen 6ziit icerisinde harmol, harmalol, harmin ve

harmalin alkaloitleri bulundugu Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) analizleri

sonucu tespit edilmistir. Bu alkaloitlerin kantifikasyonlarmi belirlemek amaciyla standartlar

ile kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Her bir standart alkaloitin kalibrasyonu i¢in bolim

5.1.1.-Tablo 5-3’de verilen konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu konsantrasyonlarda yapilan

YPSK analizleri sonucu elde edilen kromatogramlardaki pik alanlar1 konsantrasyonun

dogrusal bir fonksiyonu olarak modellenmistir.
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Sekil Al. Harmol kalibrasyon egrisi
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Sekil A2. Harmalol kalibrasyon egrisi
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Sekil A4. Harmalin kalibrasyon egrisi

Bolim 5.1.1. Sekil 5-1’de belli oranda seyreltilmis (7 kat) 6ziit i¢in yapilan YPSK
analizi sonucu elde edilen kromatogram verilmistir. Buna gore alkaloitler i¢in kuantifikasyon
hesaplamas1 yapilmis ve ekstraksiyon verimi, Oziit icerisindeki alkaloit miktarlar1 gibi

parametreler bu hesaplamalar sonucunda belirlenmistir.
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Ornek Hesaplama: Toplam 165,76 mg ekstre 20 ml mobil fazda ¢dziilmiis ve 7 kat

seyreltilmigtir. Seyreltik O6rnek filtre edildikten sonra 20 pl enjeksiyon hacmi ile YPSK

sistemine enjekte edilmistir. Yapilan analiz sonucunda;

Harmin pikinin kromatogram iizerinde yarattigi alan 20829 olarak bulunmustur. Sekil
A3’te verilen kalibrasyon egrisi esitligi y=42,476x kullanilarak x degeri (konsantrasyon,
pg/ml) hesaplanmstir.

L 20829
42,476

=490,4 pg/ml’dir. Bu deger, toplam hacim*seyreltme faktorii ile

carpilip harmin alkaloidinin 6ziit i¢erisindeki miktar1 ug cinsinden hesaplanmastir.

490,4*20*7

Harmin igerigi (mg harmin/165,76 mg &ziit)= 1000

=68,7 mg harmin. Bu

hesaplama sonucunda 6ziitlin yaklagik % 41 oraninda harmin igerdigi hesaplanmustir.

Harmalin, harmol ve harmalol alkaloitlerinin 6ziit icersindeki miktarlar1 da yine ayni
hesaplama yontemi ile belirlenmistir. Buna gore, 6ziit icerisindeki harmol ve harmalol
alkaloitlerinin kromatogram iizerinde yarattiklar1 alan dedeksiyon limitlerinin altinda
kaldigindan dolayr hesaplanamamistir. Harmalin icerigi ise 97,1 mg olarak bulunmustur.
Yiizde olarak ham alkaloit 6ziitliniin harmalin igerigi yaklasik % 58 olarak bulunmustur. Geri
kalan kisimlarini ise harmol, harmalol ve tanimlanamayan diger alkaloit tiirevi oldugu

diistiniilmektedir.

Bu ekstraksiyon metodunda baslangicta 2500 mg toz hale getirilmis lizerlik tohumu
kullanilmistir. Ekstraksiyon islemi sonucunda 165,76 mg ham alkaloit 6ziitii elde edilmistir.

Buna gore;

165,76 %100
2500

Ekstraksiyon verimi, mg alkaloit/mg tohum (%) = = % 6.63 olarak

hesaplanmistir.
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EK-B Oleuropein ve Rutine Ait Kalibrasyon Egrileri ve Ornek Hesaplama

Alkaloit 6ziitiindeki alkaloitlerin miktarlarini belirlerken oldugu gibi, zeytin yapragi

Oziitii i¢erisindeki oleuropein ve rutin miktarlar1 YPSK analizi sonuglarindan elde edilmis pik

alan1 degerleri kullanilarak hesaplanmistir.

y =4,9444x - 27,108
R? =0,9988

1000 2000 3000 4000 5000 6000

Oleuropein konsantrasyonu (ug/ml)

7000

Sekil B1. Oleuropein kalibrasyon egrisi

Pik Alani

y =6,213x - 632,86
R? = 0,9984
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Sekil B2. Rutin kalibrasyon egrisi
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Ornek Hesaplama:

Bir gram zeytin yapragi tozu 1/20 kati-sivi oraninda ekstre edilmistir. Ekstraksiyon
islemi sonucunda elde edilen ham 6ziitiin YPSK analizi sonucuna gore, oleuropein pik alani
22815 olarak hesaplanmistir. Sekil B1’de verilen kalibrasyon egrisi esitligi y=4,9444x-27,108

kullanilarak x degeri (konsantrasyon, pg/ml) hesaplanmistir.

_ 22815+27,108
4,9444

=4624 png/ml’dir. Bu deger, toplam ekstraksiyon hacmi (20 ml)

ile carpilip mg cinsinden bir gram zeytin yapragi igerisindeki oleuropein miktari
hesaplanmistir. Buna gore, bir gram zeytin yapraginin 92,5 mg oleuropein ve benzer sekilde

rutin i¢in yapilan hesaplamalar sonucu 9,12 mg rutin igerdigi hesaplanmistir.
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EK-C Skopoletine Ait Kalibrasyon Egrisi ve Ornek Hesaplama

Florometrik enzim aktivite tayini metoduna gore KOMT tarafindan katalizlenen O-
metillenme reaksiyonu sonucunda eskuletin skopoletine doniismektedir. Kendi basina da
floresan 0©zelligi bulunan skopoletinin reaksiyon sonucundaki olugsma miktar1 355 nm
eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boylarinda Olgiilmiistiir. Reaksiyon ortamma farkli
miktarlardaki skopoletinin eklenmesi ile floresan degerlerinde artis saglanmis ve bu sayede

kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil C1).

9000

8000 T
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7000 /
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4000 / y = 309,91x
/ R? = 0,9871
3000
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1000 £
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Sekil C1: Skopoletin kalibrasyon egrisi

Sekil C1’de verilen kalibrasyon egrisinin egimi 309,91 olarak hesaplanmistir. Bu
deger bir nanamol skopoletinin 309,91 birim floresana 6zdes oldugunu gostermis ve aktivite

hesaplamalarinda kullanilmistir.

Ornek Hesaplama:

Ornegin florometrik metot ile gergeklestirilen inhibisyon deneylerinde kér ¢dzelti
floresan degisimi (Arrp) 30 dakikalik reaksiyon siiresi i¢in 20,282 olarak bulunmustur. 96
kuyucuklu mikroplakalarda gerceklestirilen toplam 250 pl hacimdeki reaksiyon ortaminda 2,2

pg protein bulunmaktadir. Buna gore reaksiyon hizi;
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b A g ~ 20,282
(309,91)(30)(0,0022)  (309,91)(30)(0,0022)

=0,9916 nmole skopoletin /dak. mg protein

olarak hesaplanmaktadir.
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