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OZET

CEViZ iC KABUGUNUN FARKLI POLARITELERDEKIi COZUCU
EKSTRAKTLARININ, PLAZMA KOLESTROL DUZEYI ILE iLISKIiLi
ENZIM YOLAGI UZERINE ETKIiSiNiN iN VITRO OLARAK
ARASTIRILMASI

Neslihan SIRIN
Doktora Tezi, Dogal ve Bitkisel Uriinler, Kozmetik Uriinler Anabilim Dali
Tez Danismani Dr. Ogretim Uyesi Nuri Cenk COSKUN
Temmuz 2021, 57 sayfa

Kolesterol, canlilarin yapi1 tasi olan hiicrelerdeki islevselligi bakimindan kritik 6neme
sahip bir molekiildiir. Fazlali§i ve azlig1 hiicre membran yapisinda bozunmalara ve
hasara sebep olmaktadir. Bunlar1 engellemek icin diyetle alinan kolesterol miktari
dengeli tutulmakta, gerekirse tibbi tedavilere bagvurulmaktadir. Ek olarak, halk, dogal
ve bitkisel iiriinlere de basvurmaktadir. Ceviz i¢ kabugunun kolesterol iizerinde etkili
oldugu varsayimindan yola ¢ikilarak dizayn edilen bu calismada, farkli polaritedeki
coziiclilerde hazirlanan ceviz i¢ kabuk ekstraktlarinin gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresinde (GC-MS) igerik analizi yapilmis ve 3-hidroksi-3-metilglutaril
koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz ve kolesterol esteraz iizerine etkisi in vitro olarak
arastirllmistir. 50 ml’lik distile su, metanol, etanol, aseton, hekzan ve siklohekzan
coziiclilerinde 5 gr ceviz i¢ kabuk numuneleri yirmidort saat ayri ayri bekletilerek
ekstrakte edildi. Ayrica distile suda bir saat kaynatma ile ayri bir soliisyon hazirlandu.
Numuneler helyum mobil fazinda ve kademeli sicaklik artisinda GC-MS’te analiz
edildi, entegre kiitiiphane veri tabani ile tanimlama yapildi. Her bir ekstraktin 10 mg/mL
stok c¢ozeltilerinden seyreltik konsantrasyonlar hazirlandi, HMG-KoA rediiktaz ve
kolesterol esteraz iizerine etkisi kolorimetrik olarak ¢oklu plaka okuyucuda tayin edildi.
GC-MS taramasinda distile su, etanol metanol ekstraklarinda ¢oklu doymamis yag asiti,
terpen ve fenolik bilesik tiirevleri, hekzan, siklohekzan ve aseton ekstraktlarinda
doymus hidrokarbon (alkan) bilesikleri goriildii. HMG-KoA rediiktaz iizerinde %3,2‘lik
inhibisyon etki asetonlu ekstraktin 2 pg/mL konsantrasyonunda goriiliirken, kolesterol
esteraz tizerindeki %13,6 inhibisyon etki distile suda bir giin bekletilen ekstraktin 67
pg/mL konsantrasyonunda goriildii. Bu tez calismasi ile ceviz i¢ kabugu ekstraklarinin
plazma kolesterol diizeyi ile iliskili enzim yolaklarinda gorevli HMG-KoA rediiktaz ve
kolesterol esteraz iizerine etkisinin olmadigi in vitro olarak saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Ceviz i¢ kabuk, GC-MS, HMG-KoA Rediiktaz, Kolesterol Esteraz



ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECT OF DIFFERENT POLARITY
SOLVENT EXTRACTS OF WALNUT INNER SHELLS ON THE ENZYME
PATHWAY ASSOCIATED WITH PLASMA CHOLESTEROL LEVEL

Neslihan SIRIN
Doctoral Thesis, Natural and Herbal Products, Cosmetics Products Department
Thesis Advisor Assist. Prof. Dr. Nuri Cenk COSKUN
July 2021, 57 pages

Cholesterol is a critically important molecule for the functionality of cells, which are the
building stones of organisms. Its excess and scarcity cause disruptions and damage to
the cell membrane structure. In order to prevent these, the amount of cholesterol taken
in the diet has kept balanced, and medical treatments are applied if necessary. In
addition, the public also applies to natural and herbal products. In this study, which was
designed based on the assumption that walnut inner shells have an effect on cholesterol,
content analysis of walnut inner shell extracts prepared in solvents of different polarity
was carried out in gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and the effect of
extracts on 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase and
cholesterol esterase was investigated in vitro. 5 g walnut inner shell was extracted
separately in 50 ml distilled water, methanol, ethanol, acetone, hexane and cyclohexane
solvents for twenty-four hours. Furthermore, a separate solution was prepared by
boiling in distilled water for one hour. Samples were analyzed in GC-MS in helium
mobile phase and gradual temperature increase, identification was made with the
integrated library database. Dilute concentrations of each extract were prepared from 10
mg/mL stock solutions, the effect on HMG-CoA reductase and cholesterol esterase was
determined colorimetrically in a multi-plate reader. In the GC-MS scanning,
polyunsaturated fatty acid, terpene and phenolic compound derivatives were seen in
distilled water, ethanol, methanol extracts, and saturated hydrocarbon (alkane)
compounds in hexane, cyclohexane and acetone extracts. While % 3.2 inhibition effect
on HMG-CoA reductase was seen at 2 ug/mL concentration of acetone extract, % 13.6
inhibition effect on cholesterol esterase was seen at 67 pg/mL concentration of the
extract kept in distilled water for one day. In this thesis, it was determined in vitro that
walnut inner shells had no effect on HMG-CoA reductase and cholesterol esterase,
which are enzyme pathways related to plasma cholesterol levels.

Key words: Cholesterol Esterase, GC-MS, HMG-CoA Reductase, Walnut inner shell



1. GIRIS ve AMAC

Juglans regia L. olarak isimlendirilen ceviz bitkisi, gliniimiizde besinsel ve ticari degeri
yiiksek olan bitkiler arasinda yer almaktadir. Kapali tohumlu bitkilerin iki ¢enekli
smifina dahil olan ceviz bitkisi, Tirkiye’nin iklim sartlarinda dogal olarak
yetisebilmektedir. Gegmis yiizyillarda yasayan Anadolu insaniin ceviz ile baglantisi
arastirildiginda, 3000 yil 6ncesine kadar dayanan bir bagi oldugu kesfedilmistir. Eski
caglarda, viicuttaki organlara benzetme yoluyla o organlardaki hastaliklar1 tedavi
etmede kullanilan besinler igerisinde, beyne benzetilen ve beyinle ilgili hastaliklarda
tyilestirici etkisi olduguna inanilan ceviz 6n siralarda bulunmaktaydi. Gelisen bilimsel
teknolojik altyapilar sayesinde cevizin farkli aksamlarinin, bilesik kompozisyonu
bakimindan, sadece beyne degil tiim viicutta etkili olabilecek potansiyele sahip oldugu
kesfedilmistir. Cevizin yapraklari, yesil meyvesi, tohumu, tohum yag1 gibi aksamlari
kan durdurmada, oksiirik kesmede, agri durdurmada, yara iyilestirmede, mikrobiyal
enfeksiyonda vb. rahatsizliklarda kullanildigi bildirilmektedir. Ceviz bitkisinin
aksamlarinin  igerik analizleri sonucunda lipit metabolizmas1 ile baglantili
kardiyovaskiiler hastaliklarda terapdtik etkinlik gosteren doymamis yag asitlerinin,
bitkisel sterollerin ve polifenollerin farkli miktarlarda bulundugu tespit edilmistir.
Kolesterol kotli tin salmasina ragmen aslinda viicuttaki yapi tasi olan molekiillerin
basinda gelmektedir. Hiicre membraninin yapisina katilmasi, safra tuzlarmin, steroid
hormonlarin ve D vitaminin Onciilii olmasi kolesterolii 6nemli bir konuma tasimaktadir.
Onemli fonksiyonlar1 bulunmasina ragmen, kolesterol, viicut icerisinde dar smirlarda
tutulmas1 gerekmektedir. Sinirlar asildiginda kolesterol tedavisine bagvurulmakta ve
denge saglanmaya calisilmaktadir. Giinlimiizde en ¢ok tercih edilen ilaglar arasinda,
kolesterol metabolizmasindaki mevalonat yolunda gorevli HMG-KoA (3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim A) rediiktaz enzimini hedef alarak aktivitesini durduran statin
grubu ilaglar yer almaktadir. Hiperkolesterololemi ve hiperlipidemi durumlarinda
kullanilan statinlerin yiiksek dozlarda miyopati, biligsel bozukluk, artan diyabet riski
gibi yan etkilerinin bildirilmesi daha giivenli ayn1 zamanda da etkili yeni kolesterol

metabolizmasini diizenleyici maddelerin arastirilmasina yonlendirmektedir 7,

Ceviz i¢ kabugunun kolesterol metabolizmasini diizenledigine dair halk tibbinda
sOylenen bilgilerden yola ¢ikilarak farkli polaritedeki ceviz i¢ kabugu ekstrelerinin gaz

kromatografisi-kiitle ~ spektrometrisinde (GC-MS) igeriklerinin  belirlenmesi  ve



sonrasinda kolesterol metabolizmasinda kritik roli olan enzimlerden HMG-Ko0A

rediiktaz ve kolesterol esteraz (KE) iizerindeki etkilerinin aragtirilmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ceviz Bitkisi, Juglans regia L.
2.1.1. Ceviz bitkisinin taksonomisi ve morfolojisi

Ceviz (Juglans regia L.) bitkisi Tracheophyta subesinin Magnoliopsida sinifina dahil

Juglandaceae familyasindaki Juglans cinsinin tiirlerinden biridir 89
Kingdom: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Class: Magnoliopsida
Order: Fagales
Family: Juglandaceae
Genus: Juglans L.
Species: Juglans regia L.

Uzun omiirlii ve sert kabuklu meyvelerden olan ceviz, yiiksek kalitede kerestesi i¢in
0zel degere sahip yaprak doken bitki tiiriidiir 131011 Agi] yetistirilme nedeni diyetteki
besinsel degerinden otiiriidiir, buna ek olarak geleneksel tipta kullanimi da

bulunmaktadir **.

12 m’den 20 m’ye kadar boylanabilen yayvan tag (Resim 2.1)
goriiniimiindeki ceviz agaci nadiren 60 m’ye kadar ulasabilmektedir. Gévde kabugu
kahverengi ya da gri renklerdedir ve geng evrede piiriizsiiz iken yaslandik¢a catlaklar
olugmaktadir. Yapraklar1 alternat, pinnat, stipiilsiiz, kenar tirtikli, ovat-lanseolattir
(Resim 2.2). Onceki sezonun uykuda olan tomurcugundan cicekler gelismektedir.
Meyvesi 3.5- 5 cm boyutlarinda ve kiireseldir (Resim 2.3). Tohumlar oval, yarilmayan

oldukca ¢ikintilt yapilidir (Resim 2.4) 12

2.1.2. Ceviz bitkisinin habitat1

Arkeolojik arastirmalarda, Anadolu insaninin en az 3000 yildir cevizi tanidigr ve
tiriinlerinden yararlandig1 gorilmiistiir ! Juglans regia tiiriiniin kokenine dair bilgi,
dogal habitatinin Iran bolgesi oldugu, deniz tiiccarlarinin cevizin ticaretini yaparak

Avrupa’ya gotiirdiigii, oradan Ispanyol’lar aracilig1 ile Amerika’ya tasindig1 yoniindedir



1213 Yasam alamm Tiirkiye- Cin- Hindistan- Kazakistan arasinda kalan bolge

olusturmaktadir. Ticari olarak Amerika’da ve Avrupa’da da yetistirilmektedir °. Meyve
kalitesi agisindan 6n plana ¢ikan tiirler Anadolu cevizi, Iran cevizi ve Ingiliz cevizidir
1 iklim kosullarini uygunlugu nedeniyle Tiirkiye’nin tiim tarim bolgelerinde ceviz
yetisebilmektedir **. Tiirkiye’nin ceviz tiretiminde 6n plandaki bolgeleri; Ege, Akdeniz,

Bati Karadeniz ve Ortadogu Anadolu bslgeleridir ** .

= “

Resim 2.1. Ceviz agacinin genis ta¢ goriiniimil



2.1.3. Ceviz bitkisinin yapisindaki bilesikler

Besinsel ve ticari degeri bulunan ceviz bitkisinin yapisinda farkli fitokimyasal bilesikler
bulunmaktadir. Bunlardan en 6ne ¢ikan allelopatik ve aromatik bir bilesik olan juglon
fitokimyasalidir ve bu tiirlin biitiin aksamlarinda bulundugu bildirilmektedir. Bu bilesik
hidrojuglon maddesinin hava veya toprakla temasi sonucu oksitlenmesi ile olusmakta ve
su araciligi ile toprak alt1 bitki koklerine ulasmaktadir. Boylece ceviz agaci etrafindaki
otsu veya odunsu bitkilerin zehirlenerek 6lmesine sebebiyet vermektedir. Ceviz diger

kuruyemislere gore daha yiiksek oranda polifenol ve flavonoid igermektedir.

Resim 2.3. Ceviz meyvesinin kuruyan pargalar1 ve kabuklu tohumu



Yapraklarda juglon, askorbik asit, karoten, kuersetin, siyanadin, kamferol, kafeik asit, p-
kumarik asit, hiperin, kuersitrin bilesikleri bulunmaktadir. Olgunlasmamis meyve
askorbit asit¢e (C vitamini) en zengin aksamdir. Yesil meyvenin igerisinde ursolik asit,
oleanolik asit, juglon, rejiolon, kamferol, pinosembrin, kuersetin, sitostenon vb.
bulunmaktadir. Tohumda; protein (%13.7-18.2), yag (%63.6-67.2), karbonhidrat
(%12.6-15.8), lif (%1.6-2.1), kil (%1.7-2.0), Ca, P, Fe, Na, K, beta karoten, tiamin,
riboflavin, niasin, askorbit asit, Mg, Cu, S, Cl, I, Ar, Zn, Co, Mn bulunurken, tohum
yaginda; palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit ve linolenik asit
bulunmaktadir. Kabukta protein, sabit yag, karbonhidrat, lif ve kiil miktar1 sirasiyla
(%1.7), (%0.7), (%31.9), (%56.6), (%1.4) oranlarda bulunmaktadir. Kabukta esansiyel
yaglardan juglanosid A, juglanosid E, juglon, siklohekzanon, asetovanilon, p-
hidroksiasetofenon, metilvanilat, fenilasetat, 0&jenol, izodjenol bulunurken,

steroidlerden; betasitositenon, betastesterol, kampesterol bulunmaktadir 2312,14-20

Resim 2.4. Cevizin; tohum sert kabugu (a), tohumu (b) ve tohum ara i¢ kabugu (c)
2.1.4. Ceviz bitkisinin kullanim alanlar:

Geleneksel halk tibbinda ceviz bitkisinin; gozdeki arpacik, konjunktivit, kan ¢ibani,
genital sigil (kondilom), nasir, tiimor, sigil, dolama, dizanteri, Oksiiriik, egzema,
romatizmal rahatsizliklarda agri kesici, antihelmintik, astrenjan, bakterisit, kolagog
(safra soktiiriicii), depiiratif, hazmettirici, ditiretik, laksatif, uyaric1 olarak kullanildig:

bildirilmektedir *2.



Aksamlarinin ayr1 ayr etkinlikleri incelendiginde ayni ya da farkli biyolojik etkileri
oldugu bildirilmektedir. Meyvenin farkli preslenme yontemleri ile elde edilen yaglari
boya ve sabun yapiminda ayrica yemek tatlandirici yag olarak kullanilmaktadir 12,
Ceviz yag1 adet diizensizliklerinde, kepeklenmede, yara tedavilerinde, sa¢ kurulugunda
11,21

ve kolit agrilarinda kullanilmaktadir

12 damar kuvvetlendirici, kan

Yapraklarindan dekoksiyonla ¢ay elde edilmekte
durdurucu, antidiyareik, antifungal, hipotansif, sedatif, hipoglisemik vb. alanlarda
kullanilmaktadir. Ceviz astimda, sedasyonda, diiiretik olarak, kronik oksiiriik,
hiperlipidemi ve kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanilmaktadir. Bu etkilerini de
icerdikleri yag asitleri, fenolik bilesikler, vitaminler, mineraller araciligiyla

gerceklestirdigi 6ne siiriilmektedir **#%,

Gilinlimiizde, cevizin tibbi alanda ve giinliik diyette sik¢a tercih edilme sebeplerinden
birisi igerisindeki ¢oklu doymamig yag asitleri (Coklu doymamis yag asiti,
Polyunsaturated fatty acids-PUFA)’ dir. PUFA’ lardan olan ve kolesteroliin
diizenlenmesindeki yardimci molekiiller olan omega 3 (a-linolenik asit) ve omega 6
(linoleik asit)’ nin anti-aterojenik etkinlige sahip olmasi, cevizin kan kolesterol ve

trigliserit (TG) seviyelerini diisirmekte faydali olabilecegini diisiindiirmektedir .

Tercih edilmesinin diger sebepleri arasinda ise yapisindaki antioksidan etkideki fenolik
bilesikler, fitosteroller ve diger sekonder metabolitlerin varligidir. Bu bilesikler
kolesterol metabolizmasi ve aterosikleroz ile baglantili oldugu, lipit oksidasyonunda

etkili rol aldig1 bildirilmektedir ">

2.1.5. Ceviz bitkisinin kolesterol ile iliskisi

Ceviz bitkisi ile kolesterol molekiiliiniin iliskisinin temeli kardiyovaskiiler hastalik

mekanizmalarinda kritik rol almalarina dayanmaktadir.

Kolesterol molekiilii karacigerde sentezlendikten sonra lipoproteinler araciligi ile
dolasimda hareket ederek diger dokulardaki hiicrelere giris c¢ikis yapmaktadir.
Karacigerden dokulara tasimimdan sorumlu LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein)
molekiiliidiir. LDL’nin yapisina kolesteroliin katilmasiyla olugan LDL-C (diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol) kompleksinin serbest radikallerle oksidasyona
ugratilmasi (yiikseltgenmesi) sonucu, dolasimdaki LDL-C molekiiliiniin partikiil boyutu
kiiciilmektedir. LDL kompleksindeki yag asitlerinin neredeyse yarisi doymamis yag

asitlerinden olusmaktadir ve kompleks igerisindeki doymamis yag asitlerinin hedef
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alinmasiyla oksidasyon ger¢eklesmektedir. LDL-C’nin hiicrelere girisinde rol alan LDL
reseptorleri bu yeni molekiilii taniyamamakta ve dolasimdaki oksitlenmis LDL-C
kompleksinin miktar1 artmaktadir. Bu yabanci molekiil, makrofajlar ve diiz kas
hiicrelerdeki ¢opgli reseptorler tarafindan yakalanmakta ve bu hiicrelerce fagosite
edilmektedir. Fagosite edilen okside kompleks bulundugu intima hiicresinde tekrardan
okside olmaktadir. Aterom (plak) olusumunun ilk basamagi olan bu oksitlenmeler
sitotoksik etki gostermekte ve monositlerin o bolgeye akin etmesine sebep olmaktadir.
Yabanci molekiille savas esnasinda damar endotelinin o bdlgesindeki hiicrelerin
hareketi kisitlanmakta kisir bir dongiiye girmis bu yapr farkli evrelerden gegerek
nihayetinde aterosklerotik plaklara doniismektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar
tetikleyen LDL-C oksidasyonu ile baslayan siirecte, ceviz bitkisi gibi yapisinda
fenolikler vb. antioksidan bilesikleri igeren dogal iiriinler, baslangic asamasinda
kolesterol esterlerinin ve lipoprotein yapidaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu

onleyerek ve bariyer olusturarak siireci stabilize etmektedir "2"°,

Serbest radikallerin olusumu hiicrelerdeki diizenli fizyolojik siireglerin bir pargasidir.
Karacigerin detoksifikasyonu gibi kritik fonksiyonlar1 kolaylastirmak i¢in uygun sayida
serbest radikal iiretimi gerekmektedir. Bununla birlikte, ¢evresel veya fiziksel stres,
gerekenden fazla serbest radikal olusumuna yol agabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri
asir iretildiginde veya antioksidan savunma sistemleri yetersiz oldugunda, hiicresel
protein, DNA ve/veya RNA'da oksidatif hasara yol agan serbest radikallerin birikmesi
meydana gelmektedir. Ayrica serbest radikaller, transkripsiyon faktorlerinin
aktivitelerini degistirebilmekte ve tiim kanser tiirleri, artrit, inflamatuar hastaliklar, kalp
hastaliklari, iskemik hastaliklar ve norolojik bozukluklar dahil olmak {izere c¢esitli

hastaliklarin gelisimine katkida bulunan faktor olarak sonuglanabilmektedirzo’30.

Disaridan alinan ya da viicutta bulunan antioksidan maddeler viicutta olusmus olan
oksidasyonu ya geciktirmekte ya da engellemektedir. Antioksidan maddelerin baslica
etki mekanizmalar1 arasinda; peroksidasyonu baglatan tiirlerin temizlenmesi, metal
iyonlarinin selatlanmasi, zincir reaksiyonlarinin kirilmasi, oksijen konsantrasyonlarimin
onlenmesi bulunmaktadir®®*’. Ceviz bitkisi aksamlart icerisindeki polifenol, flavanoid,
alkaloid, fitosterol, tokoferol, mineral, vitamin, protein ve lipid yapidaki antioksidan
maddelerin varlig1 ayn1 metabolik yollar iizerinden etki ederek kolesterol oksidasyonu

ve kardiyovaskiiler hastalik mekanizmalar1 {izerinde diizenleyici etkisi oldugu

bildirilmektedir'®.
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Bununla birlikte hayvanlar alemi, ceviz bitkisi gibi yapisinda bolca ¢oklu doymamis
yag asitlerini barindiran maddeleri fazlaca viicutlarina aldiklarinda karacigerdeki
lipojenik (lipit olmayan Onciillerden yag asiti sentezleme) enzimleri kodlayan genlerin
ifadelenmesi baskilanmaktadir. Bu gen diizenlemesine ¢ekirdek reseptér proteinleri
ailesi aracilik etmektedir. Ligandlar1 yag asitleri ve yag asiti tiirevleri olan peroksizom
proliferatorle aktive edilmis reseptorler (PPAR) yag ve karbonhidrat metabolizmasinda
yer alan genlerin ifadesini degistirerek diyetteki lipit degisikliklerine yanit vermektedir.
Ug PPAR izoformu (PPARa, PPARS, PPARY), karaciger, kas ve yag dokusunda gen
ekspresyonu lizerindeki koordineli etkileriyle lipid ve glikoz homeostazini
diizenlemektedir. PPARa ve PPARS lipid kullanimimi diizenlerken; PPARYy, lipit
depolamasini ve ¢esitli dokularin insiilin duyarliligin1 diizenlemektedir. Hepatositlerde
PPARa, aglik sirasinda yag asitlerinin alinmasi ve B oksidasyonu ve keton cisimlerinin
olusumu icin gerekli genleri agmaktadir. PPARS, karaciger ve kasta etki ederek, B
oksidasyonu i¢in proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu ve mitokondrinin
ayrilmasi yoluyla enerji yayilimini uyarmaktadir. Bircok dokuda ifade edilen PPARY,
fibroblastlarin adipositlere farklilasmasinda rol alan genleri ve adipositlerde lipid
sentezinde ve depolanmasinda gorev alan proteinleri kodlayan genleri agmak igin

gerekmektedir %°.

Kolesterol metabolizmas1 iizerinde enzimatik ya da genetik birimler iizerinde
aktivasyon ya da inhibisyon yapabilecek etkide diizenleyici molekiilleri barindirdigina
dair bilimsel verilerin bulunmasi 20, ceviz bitki aksamlari ile kolesteroliin birbirleri ile

iliskide olmasina sebebiyet vermektedir.
2.2. Kolesterol

Kolesterol; dort halkali steroid ¢ekirdegi ve bir hidroksil grubu bulunan, viicudun yap1
taslarindan biri olan yirmi yedi karbonlu steroldiir (Resim 2.5). Sentezinin ¢ogu viicut
tarafindan (en ¢ok karacigerde) de novo gergeklestirilse de diyetle az bir miktarda da

kolesterol alim1 olmaktadir 2%,
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Resim 2.5. Kolesterol molekiiliiniin yapis1 %
2.2.1. Kolesterol biyosentezi

Kolesterol molekiiliiniin yirmi yedi karbonunun hepsi iki karbonlu asetil koenzimA
(CoA) bilesiginden saglanarak, viicut igerisinde de novo olarak yapilabilmektedir.
Oncelikle asetil CoA ve asetoasetil CoA birleserek 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA
olusmaktadir (HMG-Ko0A). Karaciger hiicrelerindeki mitokondrilerde olusan bu HMG-
KoA, asir1 aclik durumlarinda keton cisimciklerine donistiiriiliirken, tokluk
durumlarinda ise sitozolde kolesteroliin sentezi i¢in kullanilmaktadir. HMG-KoA
rediiktaz enzimi araciligiyla HMG-KoA mevalonata indirgenmektedir. Bu basamak
kolesterol biyosentezindeki kilit bir kontrol nokta olup sentezin kisitlanmasinda
belirleyici basamaktir. Mevalonat {i¢ ardisik tepkimeye girmekte her tepkimede ATP
kullanilmakta ve son tepkimesinde CO;’in salinmasiyla 3-izopentenil pirofosfata
doniistiriilmektedir.  3-izopentenil pirofosfat izomeri olan dimetilalil pirofosfata
doniistiiriilmektedir. Bu iki bilesik tepkimeye girerek on karbonlu (C10) geranil
pirofosfat olusturulmaktadir. Geranil pirofosfat ile baska bir izopentil pirofosfat
birleserek on bes karbonlu (C15) farnesil pirofosfati yapmaktadirlar. Daha sonra iki
farnesil pirofosfat molekiilii birleserek otuz karbonlu (C30) skualen bilesigini
olusturmaktadirlar. Skualen O, ve NADH ‘in kullanildig1 tepkimeyle skualen epoksite
dontistiirilmektedir. Halkasallagan skualen epoksit lanosterole doniismektedir.
Lanosterolden ii¢c metil grubunun koparilmasi, bir ¢ift bagin NADPH ile indirgenmesi
ve diger ¢ift bagin baska konuma tasinmasi ile kolesterol olusturulmaktadir. Skualen
epoksite kadar tiim canlilar ayni sentez yolunu kullanmakta iken bu noktadan sonra
hayvanlar disindaki canlilar kolesterol yerine diger sterolleri (stigmasterol, kampestrol,

beta sitosterol, ergosterol) sentezlemektedir #2%31:3334,
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2.2.2. Kolesteroliin 6nemi

Kolesterolin en o©nemli rolii hiicre membraninin yapiminda, sicaklik artisiyla
akigskanligin bozulmasina bagl viskozitenin stabilitesinde ve yaglarin sindirilmesini

saglayan safra sentezlenmesinde rol almasidir 293135,

Safra tuzlar1 (safra asitleri) kolesteroliin karacigerden onemli atilim formlarindan
birisidir. Safra asitleri polar yapidadirlar. Safra cok az miktarda kolesterol (safra
kolesterolii) igcermektedir. Karacigerde kolesteroliin kolil CoA’ya doéniismesi ve
devaminda kolil CoA’nin glisinle birleserek glikolat veya taurinle birleserek taurokolata
doniistiiriilmesi ile safra asitleri olugturulmaktadir. Deterjan benzeri 6zelligi olan safra
tuzlari, ince barsakta salinmasiyla, besinlerle alinan yaglarin sindirim ve emiliminde

yardimci1 olmaktadirlar 2931

Kolesterolii 6nemli kilan diger sebeplerden biri D vitaminin Onciilii olmasidir. 7-
dehidrokolesteroliin (provitamin D3) mordtesi (UV) dalga boylarina maruziyeti ile C9-
C10 baginin fotolizle kirilarak ¢ift baglarin yeniden diizenlenmesi sonucu kolekalsiferol
(previtamin Dg3) olusmaktadir. Bu molekiiliin izomerizasyonu ile de Ds vitamini
olugmaktadir. D vitamini eksikligi rasitizim ve osteomalasi rahatsizliklarina sebebiyet

vermektedir 2%,

Kolesteroliin yirminci karbonundaki yan zincirden alt1 karbonlu birimlerin koparilmasi
ile steroid hormonlarin 6nciili olan pregnenolon olusturulmaktadir. Yapisinda hem-
grubu bulunan sitokrom P450 enzimlerinin rol aldig1 bir seri tepkimeyle pregnenolon
degisik hormonlara (progesteron, testesteron, dstrojen, kortizol, aldosteron) modifiye

edilmektedir 2L,

2.2.3. Kolesterol tasinmasi ve lipoproteinler

Kolesterol sentezlendikten sonra az bir kismi karaciger hepatositlerine dahil olurken,
bliylik bir kismi safra asitleri, safra kolesterolii, kolesterol esterleri formunda
karacigerden ihra¢ edilmektedir. Diyetle alinan kolesterol esterleri, bagirsaklardaki safra
asitleriyle uyarilan kolesterol esteraz enzimi araciligiyla hidrofobik yapidaki kolesterol
esterlerinin bagirsak mukoza hiicrelerine girebilecek formlari olan yag asitleri ve serbest
kolesterole doniistiiriilmektedir. Enzimin aktivitesi ile ayrisan kolesteroliin, sonrasinda
safra asitleri ile kompleks olusturup dolagima dahil olmasiyla, viicuttaki miktariin

, o 29,31
diizenlenmesi saglanmaktadir 931
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Karacigerde, 25-hidroksikolesterol gibi kiigiik miktarlarda oksisteroller de
olusturulmakta ve bunlar kolesterol sentezinin diizenleyicileri olarak gorev
yapmaktadir. Diger dokularda, kolesterol, steroid hormonlara ya da vitamin D

hormonuna doniistiiriilmektedir 2931

Kolesterol, acil-CoA kolesteril agil transferaz (ACAT) enziminin etkisi ile karacigerde
kolesteril esterlerine doniistiiriilmektedir. Bu form daha hidrofobik yapidadir ve bu
sayede membrandan gecisi engellenmektedir. Kolesteril esterleri, salgilanan lipoprotein
partikiilleri i¢inde kolesterol kullanan diger dokulara tasinmaktadir veya karacigerde

lipit damlaciklarinda depolanmaktadir 3",

Lipoproteinler, amfipatik bir protein, fosfolipid ve kolesterol tabakasi ile ¢evrelenmis
bir triacilgliserol ve kolesterol esterlerinin hidrofobik bir ¢ekirdeginden olusan kiiresel,
misel benzeri pargaciklardir. Fonksiyonel ve fiziksel 6zelliklerine gore siniflandirilan
bes farkli tipte lipoprotein bulunmaktadir (Tablo 2.1) silomikronlar, ¢ok diisiik
yogunluklu lipoproteinler (VLDL'ler), orta yogunluklu lipoproteinler (IDL'ler), diisiik

yogunluklu lipoproteinler (LDL'ler) ve yliksek yogunluklu lipoproteinler (HDL'ler) 2931

Tablo 2.1. Lipoprotienlerin niteliksel ve niceliksel 6zellikleri *

) _ Molekiiler kiitle  Yogunluk % Ana )
Lipoprotein ) o Apoproteinler
(kDa) (g/ml) Protein lipitler
Silomikron > 400 000 <0.95 15-25 TG A, B-48,C,E
TG, PL,
VLDL 10 000-80 000 <1.006 5-10 CcE B-100,C, E
CE, TG,
IDL 5000-10 000 1.006-1.019 15-20 - B-100,C, E
LDL 2300 1.019-1.063 20-25 CE,PL B-100
HDL 175-360 1.063-1.210 40-55 PL,CE A/C,D,E

C, kolesterol; CE, kolesterol esteri; TG, trigliserit; PL, fosfolipid

Ince bagirsakta sentezlenen silomikronlar en biiyiik olan ama en diisiik yogunlukla
lipoproteinlerdir. Diyetteki triagilgliserolleri hem iskelet kasina hem yag dokusuna
tasirken diyet kolesteroliinii karacigere tasimaktadir. Triagilgliseroller, hedef

dokulardaki hiicrelerin yiizeyinde, lipoprotein lipaz tarafindan hidrolize edilmekte ve
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saliman yag asitleri, enerji iiretmek veya depolanma i¢in metabolize edilmektedir.
Bunun sonucu ortaya ¢ikan kolesterolce zengin silomikron kalintilar1, kanda karacigere

tasinmakta ve reseptor aracili endositoz tarafindan hiicrelere alinmaktadir 2931

Triagilgliserolleri, kolesterolii ve fosfolipitleri diger dokulara tasiyan VLDL'ler,
karacigerde sentezlenmektedir. Lipoprotein lipaz, VLDL’ye baglh triagilgliserolleri
hidrolize edip yag asitlerini hiicrelerin alimi icin serbest birakmaktadir. VLDL
kalintilar1, apoproteinB-100 disindaki tiim apoproteinleri ¢ikarildig1 ve kolesterolleri

esterlendigi icin dnce IDL'lere ve sonra LDL'lere doniistiiriilmektedir 2931

LDL'lere doniistimiinde kolesteroliin ¢ogu, lesitin-kolesterol-agil-transferaz (LCAT)
enzimi ile C-3 iizerindeki hidroksil grubu iizerine fosfatidilkolinden (lesitin) bir yag
asidi zincirinin eklenmesiyle esterlenmektedir. Ek olarak, apoB-100 disindaki tiim
apoproteinler ¢ikarilmaktadir. Kanda dolasan LDL'ler, apoB-100 araciligiyla hedef
hiicrelerin yiizeyindeki LDL reseptdr proteinine baglanmakta ve reseptor aracili
endositoz ile vezikiillerle hiicreler tarafindan alinmaktadir. Lizozomal lipaz kolesteril
esterlerini kolesterole hidroliz etmektedir. Olusan kolesterol hiicre zarina katilmaktadir.
Fazlas1 agil-CoA kolesterol aciltransferaz (ACAT) ile depolanmak iizere yeniden

esterlenmektedir 2%,

Ayrica LDL’nin yapisindaki yag asitlerinin yaris1 ¢oklu
doymamis yag asitlerinden olusmaktadir ve bu asitlerin ¢ift baglarina saldiran serbest
radikallerin oksidasyonu antioksidan maddeler araciligi ile engellenmekte bdylece

zararl etkileri olan okside-LDL olusumu durdurulmaktadir®’.

HDL’ler, diger lipoproteinlerin  degradasyonundan tiiretilen  bilesenlerden
sentezlenmektedir. Yapisinda, lesitin ve kolesterolden kolesterol esterlerinin olusumunu
katalizleyen, LCAT enzimini ve apoproteinleri tasimaktadir. HDL kendi kolesteroliinii,
LCAT yardimiyla, lesitinden, silomikrondan ve VLDL kalintilarindan kalan
kolesterolleri kolesteril esterlerine ¢evirerek elde etmektedir. HDL'ler daha sonra ya
dogrudan karaciger tarafindan alinmakta ya da kolesterol esterlerini VLDL'lere

aktarmaktadir 2L,

2.2.4. Kolesterol metabolizmasi

Kolesteroliin sentez orani hiicredeki seviyesine bagli olarak belirlenmektedir. Yiiksek
hiicre ici kolesterol seviyeleri, LDL reseptoriiniin sentezini ve kolesterol alim oranini
azaltmaktadir ve HMG-KOA rediiktazi inhibe ederek kolesteroliin hiicresel sentezini

oOnlemektedir., HMG-KO0A rediiktaz aktivitesi hormonlarla da diizenlenmektedir.
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Enzimin aktif olmasina sebep olan hormon insiilin iken, inaktif formda kalmasina sebep
glukagon hormonudur. Insiilin varliginda kolesterol miktar1 artmakta, glukagon
varhiginda kolesterol miktar1 azaltilmaktadir. Hepatositlerin yiizeyinde olusan LDL
reseptorlerinin (LDL-R) sayisi, plazma LDL kolesterol (LDL-C) seviyeleri i¢in birincil

belirleyicidir 4233037,

Plazma LDL kolesterol seviyesi hiperkolesterolemi, ateroskleroz, kardiyovaskiiler
hastaliklar ile pozitif anlamda baglantisi bulunmaktadir. LDL-R’nin yoklugu ya da
mutasyonu plazma LDL kolesterol seviyesinin artmasina ve hiperkolesterolemi ile
aterosiklerozise neden oldugu bildirilmektedir. LDL reseptoriiniin ekspresyonu

transkripsiyonel ve postranskripsiyonel olarak diizenlenmektedir **".

Intraseliiler; transkripsiyonel olarak DNA’daki LDL reseptdr protein geninin
promotdriine sterol diizenleyici eleman baglayict proteinler (SREBP) baglanmakta, bu
sterol diizenleyici eleman (SRE) ile etkilesmekte ve LDL-R ¢ogaltilmaktadir. SREBP
cekirdekte SRE ile etkileserek DNA geninde promotor bolgeye baglanip LDL-R

sentezlenmesine saglayan transkripsiyonel faktor proteinidir .

Ekstraseliiler; postranskripsiyonel olarak proprotein konvertaz subtilisin/keksin tip 9
enzimi (PCSK9) ile LDL-R’i, membrana geri katilip kullanilmasi yerine geri
doniisiimsiliz olarak lizozomal bozunmaya ugratilmaktadir. PCSK9 plazma LDL-C’nin

diizenlenmesine hizmet eden bir anahtar modiilatér enzimdir-proteindir #3"% .

LDL-C yapisindaki esterlenmis kolesterol ve diger ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyona ugramasi, modifiye oldugu i¢in, LDL-C’nin LDL reseptorlerince
taninamayip ilgili dokulara girememesine ve dolasimda birikmesine neden olmaktadir.
Bu durum uyan etkisi yapip LDL-C* {in karacigerde iiretiminin devamlilifina ve
fazlaliliginin olusmasina, sonucunda da zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasina sebebiyet

vermektedir?’.

Onemli rolleri bulunmasma ragmen, hiicrelerdeki kolesterol igeriginin dar smirlar
icerisinde tutulmasi gerekmektedir (Tablo 2.2). Fazlaligi ve azligi; hiicre membraninin
stabilitesinde *, apopitoz ve nekroz mekanizmalarinda bozulmalara neden olmaktadir.
Genelde fazlaligi (hiperkolesterolemi) olusarak membranda asir1 artis gdsteren
kolesteroliin membran akigkanliginin azalmasina sebebiyet vermesine, porlarin
kapanmasinin ~ engellenmesine, secici  gecirgenligin ~ bozulmasina,  matriks

metabolizasinin etkilenmesine dolayisiyla nekrotik hiicre yiginlari olusmasina ve doku
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hasar1 olusumuna yol agmaktadir *. Yiiksek kolesterol; genetik sebeplerle ya da
hipotiroidizm, bobrek yetmezligi, diabetus mellitus gibi kronik hastaliklar sebebiyle
olusabilmektedir *. Bozulan lipit profili, glinlimiizde giderek artan sorunlardan olan
kalp damar hastaliklarinin ana sebeplerinden birisini olusturmaktadir % Bu sorunlarin

giderilmesinde 6ncelik olarak lipit diisiiriicii tedavilere bagvurulmaktadir *>+442

Tablo 2.2. Serum TC, LDL-C, HDL-C ve TG seviyelerinin (mg/dl) derecelendirilmesi*

Seviyeler Dereceler
200> Istenilen
TC 200-239 Sinirda ytiksek
240< Yiiksek
100> Optimal
100-129 Optimale yakin
LDL-C 130-159 Sinirda ytiksek
160-189 Yiiksek
190< Cok yiiksek
Erkek: 40>
Diisiik
Kadm: 50>
HDL-C
Erkek: 60<
Yiiksek
Kadmn: 60<
150> Normal
150-199 Sinirda ytiksek
TG
200-499 Yiiksek
500< Cok ytiksek

2.2.5. Kolesterol tedavisinde kullanilan ilaglar

Gilintimiizde kolesterol seviyelerini diisiirmek i¢in; HMG-KO0A rediiktaz inhibitorleri,
kolesterol emilim inhibitdrii, safra asiti baglayan regineler, PCSK9 inhibitorleri, fibrik
asit (fibrat) tiirevleri, nikotinik asit ve yeni kesfedilen ilaglar olmak tizere yedi farkli ilag

sinifi bulunmaktadir >#4,

HMG-Ko0A rediiktaz inhibitorii olan statinler (Simvastatin, Atorvastatin, Lovastatin,
Provastatin, Fluvastatin, Rosuvastatin ve Pitavastatin) lipid bozukluklarini tedavi etmek

icin ilk basamak ilaglardir ve LDL-C seviyelerini %60' a kadar diisiirebilmektedirler °.
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Statinler hiicre i¢indeki kolesterol sentez yolaginda hiz sinirlayici enzim olarak rol alan
HMG-KoA rediiktazin yarigmali inhibitorleridir. Kolesterol sentezinin inhibisyonu
hepatik LDL-R gen transkripsiyonunun aktivasyonuna neden olup hiicre yiizeyinde
LDL-R’nin artisina sebebiyet vermektedir. Bu sayede dolasimdaki LDL partikiillerinin
hepatik LDL-R araciligi ile hepatositlere ulastirilmasi ve LDL degradasyonu igin

% Statinler ayrica

endozomal sisteme iletilmesi saglanmis  olmaktadir
hipertrigliseridemili durumlarda trigliserid diizeylerini diisiirmede de etkili ilaglardir °.
Yiiksek dozlarda miyopati, bilissel bozukluk, artan diyabet riski gibi yan etkileri

bulunmaktadr ©.

Bagirsak hiicrelerindeki Niemann - Pick Cl-benzeri 1 (NPC1L1) proteinini inhibe
ederek kolesterol emilimini inhibe eden “Ezetimib” LDL-C diizeylerini yaklagik %20
oraninda diigiirmektedir. Bunun sonucunda kolesteroliin karacigere girisi azalmakta,
hepatik kolesterol igerigi azalmakta ve hepatik LDL-R sayisinin artmasina Yol
acmaktadir. Ezetimib, statin tedavisi yeterli olmadiginda veya statin intoleransi olmayan

durumlarda ilave tedavi olarak faydali olmaktadir >*.

Safra asidi tutucular1 (Kolestiramin, Kolestipol ve Kolesevelam) bagirsakta safra
asitlerinin emilimini azaltarak LDL- C’ yi %10-30 oraninda diisiirmektedir. Emilimin
azalmas1 safra asiti havuzunu azaltmaktadir. Bunun sonucunda kolesterolden safra
asitlerinin sentezi uyarilmaya, hepatik kolesterol igerigi azalmaya ve hepatik LDL-R
sayis1 artmaya baslamaktadir. Birden fazla ilacin emilimini azalttifi, trigliserit
seviyelerini artirabildigi ve kabizliga ve diger mide-bagirsak yan etkilerine neden

olabilecegi igin safra asidi ayiricilarin kullamlmasi zor olabilmektedir °.

PCSK9 enzimini inhibe eden monoklonal antikorlar (Alirocumab ve Evolocumab),
PCSK9'a baglanarak PCSK9'un LDL reseptorleri ile etkilesime girmesini engellemekte
ve boylece PCSK9'un LDL reseptor bozunmasini indiiklemesini 6nlemektedir. Azalmis
LDL reseptorii degradasyonu, plazma membranindaki hepatik LDL reseptorlerinde

artisa neden olmakta bu da plazma LDL-C seviyesinde azalmaya yol agmaktadir °.

Fibratlar (Gemfibrozil, Fenofibrat) PPAR-a agonistidir, lipit ve lipoprotein
metabolizmasindaki genlerde modiilasyon yaparak aglik ve tokluk trigliserit seviyesini

diistirmektedir. Ayrica HDL-C seviyesinde artisa sebep olmaktadir “,

Nikotinik asit (Niasin), karacigere yag asiti girisini engellemekte ve VLDL partikiil
salgilanmasini azaltmaktadir. HDL-C artarken, LDL-C, trigliserit ve lipoprotein (a)
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seviyesi  diismektedir. Kullaniminin  kisitlanmasina neden olan hiperglisemi,

hiperiirisemi, ates basmasi vb. yan etkileri bulunmaktadir *.

Yeni ilaglar “Bempedoik asit, Lomitapid ve Mipomersen” den olusmaktadir.
“Bempedoik asit”, hepatik ATP sitrat liyaz aktivitesini inhibe ederek LDL-C’ yi %15-
25 oraninda diistirmektedir. Boylece karacigerdeki kolesterol sentezinde azalmaya,
hepatik kolesterol igeriginde azalmaya ve LDL reseptorlerinin sayisinda artiga sebep
olmaktadir. Maksimum tolere edilen statin tedavisi sonucu LDL-C hedefine
ulagilamayan  durumlarda veya  statinlerin  tolere edilmedigi = durumlarda
kullanilmaktadir. “Lomitapid”, homozigot ailevi hiperkolesterolemili durumlarda
kullanilan selektif mikrozomal trigliserid transfer protein (MTP) inhibitoridir. MTP
apoB’ye trigliserit aktarimini kolaylastirmakta, VLDL ve silomikron olusumunu
saglamaktadir. MTP inhibisyonu ile VLDL olusumu azaltilmakta dolayisiyla LDL
olusumu azaltilmaktadir. Ciddi yan etkileri bulunmast nedeniyle kullanimi
siirlandirilmigtir.  “Mipomersen” karacigerde apoB-100 proteininin  mRNA’sin1
hedefleyen oligoniikleotittir. Homozigot ailevi hiperkolesterolemi durumlarinda
kullanilan mipomersen, apoB mRNA’s1 ile esleserek, traslasyonuna engel olmaktadir.
Bu sayede, apoB sentezi ve buna bagli olarak hepatik VLDL {iretimi azalmaktadir.

Giivenlik nedeniyle satis1 2018 yilinda durdurulmustur .
2.3. In Vitro Enzim Aktivitesi Analizi

Orgaznimalardaki kimyasal tepkimelerin hepsine birden metabolizma denmektedir. Bir
hiicrenin metabolizmasi, igerisinde kesisen metabolik yollart bulunan binlerce kimyasal
reaksiyona ait ayrintili bir yol haritasina benzetilebilmektedir. Bir metabolik yol, belirli
bir molekiille baslamakta ve daha sonra belirli bir iirlinle sonug¢lanan bir dizi
tanimlanmis adimda degistirilmektedir. Metabolik yoldaki her adim 6zgiil bir enzim
tarafindan katalizlenmektedir. Bu enzimleri diizenleyen ve reaksiyonu kontrol edip
metabolik arz ve talebi dengeleyen mekanizmalar bulunmaktadir *°. Enzim tahlillerinde
analizin temeli; enzimin optimal olarak aktif oldugu sicakliklar, kofaktorler ve pH
kosullar1 altinda “substratin” “iirline” doniislimiiniin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Uriiniin ortaya ¢ikma hiz1 ya da substratin  kaybolma hizi, genellikle bir
spektrofotometre kullanilarak absorbanstaki degisim izlenerek Olclilmektedir. Isik

gorliniir bolgede ise reaksiyonun renginde bir degisiklik olusmaktadir, bunlara

kolorimetrik 6lgtim denmektedir.
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Mesela mor 6tesi yani ultraviyole 1s1nim olan dalga boylarindan 340 nm'de, 15181 emen
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotidi (NADH) ve indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH) koenzimleri, genellikle bir enzim reaksiyonunun
ilerlemesini izlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu koenzimlerin kimyasal tepkimelerde
elektron alig-verisi yaptig1 bolge nikotinamit halkasini i¢ceren bolgedir. Bu koenzimlerin
indirgenmis (NADH, NADHP) pozisyonlarinda UV sogurulurken yiikseltgenmis
(okside) (NAD*, NADP") formlarinda sogurulmamaktadir 3.

2.3.1. HMG-KOoA rediiktaz

HMG-KoA rediiktaz, mevalonat yolundaki, hiz kisitlayict basamagi olarak tabir edilen,
HMG-KoA’dan mevalonat olusumunu katalizleyen bir transmembran proteinidir.
Kolesterol metabolizmasindaki bu 6nemli roliinden dolay1 yeni kolesterol ilaglarinin
arastirtlmasinda  oncelikle = HMG-KoA  rediiktaz inhibitér  aktivitelerine
yogunlasilmaktadir /. HMG-KoA rediiktazin inhibisyonu sonucu karacigerde azalan
kolesterol miktar1 1ile kolesteroliin plazma konsantrasyonunu diisiiren LDL
reseptorlerinin ekspresyonu indiiklenmektedir. 888 amino asitlik uzunluga sahip enzim,
nikotinamid adenin dintikleotit fosfata (NADPH) bagimli olarak tepkimelere
girmektedir. Mevalonat ve koenzim A olusturmada, enzim, substrat olarak HMG-

KoA’y1 kullanmaktadir 8,

Enzimin aktivite/inhibisyon analizinde, baslangi¢ta enzimle birlikte ortama eklenen
NADPH koenzimi araciligtyla HMG-KoA rediiktazin tepkimeyi katalizlemeye
baslamasi sonucunda ortamda NADPH azalmaya baslamaktadir. Bdylece
spektrofotometrede, 340 nm dalga boyunda, indirgenmis NADPH’tan alinan 1s18in

sogurulmasinin azalmasi ile enzimin aktif sekilde ¢alistig1 test edilmektedir. 3
2.3.2. Kolesterol esteraz

Safra asitleri tarafindan aktive edilen kolesterol esteraz (KE) enzimi o/p hidrolaz enzim

ailesine ait bir glikoproteindir *°. Kolesterol esteraz enzimi igin; sterol esteraz >,

triterpenol esteraz *°, pankreatik lizofosfolipaz *°, pankreatik kolesterol esteraz *°, safra
asitine bagimli lipaz **°**2, karboksil ester lipaz ***! isimleri de kullanilmaktadir. Yagl
bir beslenmeden sonra bagirsak liimenine salinmaktadir. Pankreas, ince bagirsak,
karaciger, beyin, plasenta dokusunda ve ayrica siitte bulundugu bildirilmektedir. Enzim,
ince bagirsak liimenindeki kolesterol esterlerini kolesterol ve yag asitlerine katalize

49,51

etmektedir . Bununla birlikte trigliseritlerin, fosfolipidlerin ve yagda ¢6ziinen
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vitaminlerin esterleri de dahil olmak {izere genis bir substrat spektrumunun hidrolizini

katalize etmektedir °2.

Kolesterol esterazin inhibisyonu ile diyet kolesteroliiniin dolasima ge¢mesinin
Onlenebilecegi, bu sayede total kolesterol miktarinin diisiiriilebilecegi, bunun icin
kolesterol esteraz  enziminin inhibisyonunu saglayan maddelerin iizerinde

yogunlasilmasi gerektigi bildirilmektedir >,

Enzimin aktivite/inhibisyon analizinde, enzimi aktive eden molekiille (safra asidi)
enzimin substratt olan bir molekiiliin (yag asidi esteri) test numunelerini de igeren
enzimli ortama konuldugunda tepkime sonucundaki renk veren molekiiliin 1simasinin

uygun dalga boyundaki spektrofotometrik dl¢iimii yapilmaktadir **.
2.4. Kromatografik ve Spektroskopik Analiz

Kromatografik analizlerin temeli; mobil faz (sivi ya da gazdan olusur) ile birlikte
hareket eden bir karigimin, duragan fazdan (kati ya da sividan olusur) gegisi sirasinda,
karisimdaki bilesenlerin ¢oziintirliiklerinin (dagilma) ya da adsorpsiyon (tutulma)
etkilesimlerinin farkli olmasi sonucu, farkli zamanlarda ayrilarak belirlenebilmesi

prensibine dayanmaktadir POt

Spektroskopik analizler, karisimlardaki atomlarin, molekiillerin veya iyonlarin bir enerji
seviyesinden baska bir enerji seviyelerine gecisleri esnasinda absorplanan (sogurma)
veya yayilan (emisyon) elektromanyetik 1simanin (radyasyonun) Olciilerek

yorumlanmasina dayanmaktadir %556

Bu iki sistemin birlestirilmesi ile daha kesin sonuglar veren analizler gelistirilmektedir.
Bunlardan giiniimiizde en yaygin kullanilanlardan bir tanesi gaz kromatografisi-kiitle

spektrometresi ile yapilan analizlerdir %056,

2.4.1. GC-MS (gaz kromatografisi- kiitle spektrometresi)

GC-MS cihazi ile gaz fazinda bulunan ya da gaz fazia gegirilen kimyasal maddelerin
ilk 6nce gaz kromatografi kolonunda kaynama noktasina ya da uguculuguna gore
bilesenlerine ayrilmakta daha sonra iyonlastirilmakta ve kiitle/yiik oranlarina gore
dedektorler araciligr ile tayin edilmektedir. Cihazin gaz kromatografi kismi ayirma,

kiitle spektrometri kismi teshis isleminde rol almaktadir.
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Kiitle spektrometresinde, belli kosullarda elde edilen ve parcalanma firiinlerini igeren
kiitle spektrumu aym1 kosullarda elde edilmis spektrumlarla karsilastirilarak

molekiillerin nitel analizi yapilmaktadir.

Ayrica gozlenen piklerin yiiksekligi 6rnekte bulunan maddenin derisimi ile dogru
orantili oldugundan bu yoOntem, nicel analiz amaciyla da kullanilmaktadir. GC-MS
sistemi ile ugucu ya da yart ugucu maddeler, yag numuneleri, hidrokarbon yakitlar,
ilaglar, uyusturucular, kozmetikler vb. maddelerin analizi Kkalitatif ve kantitatif

ozellikleri bakimindan analiz edilmektedir >>°°.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Ceviz oOrnekleri yerel saticidan temin edildi. Analiz i¢in i¢ ara kabuk kismi ayrilip

(Resim 3.1), uygulamaya kadar steril kaplarda, karanlik ve serin sartlarda bekletildi.

a Ara bolme
(i¢ kabuk)
L |

Resim 3.1. Ceviz i¢ ara kabuklu tohumu (a) ve i¢ ara kabugu (b)
3.1.1. Ekstraksiyon

Toz haline getirilen 5’er gramlik kabuk oOrnekleri 50°ser milimlik ¢oziiciilerde
(coziicliler; distile su, etanol, metanol, aseton, hekzan, ve siklohekzan) c¢d6zelti
olusturuldu ve 24 saat oda 1sisinda agzi1 kapali bekletilerek ekstraklar elde edildi.

Bunlara ek olarak 5 gram kabuk orneginin 50 ml distile suda ikinci bir ¢ozeltisi
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hazirland1 ve bu ¢o6zelti 1 saat kaynatilarak ekstrakt elde edildi. Yirmidort saatlik
ekstraksiyon isleminin ardindan kaba filtre kagitlarindan siiziilen numulerden 1’er
mililitre ve 1 saat kaynatilip siiziilen sulu numuneden 1 ml alind1 ve ¢oziiciilerin ugmasi
beklenerek analitik hassas terazi (WSA-224T Analitik Terazi) yardimiyla madde
miktar1 hesaplandi. Siiziiliip miktarlar1 tayin edilen numuneler analizlere kadar -20°C

‘de bekletildi.
3.2. GC-MS Analizi

Analiz i¢in Diizce Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve
Arastima Merkezindeki GC-MS kullanildi (Resim 3.2). Cihaz; gaz kromatografisi
“Agilent 7890A GC Sistem (Agilent 7890A GC System)” cihaz1 ile kiitle dedektorii
“Agilent 5975C Uglii Eksen Dedektérlii Inert Kiitle Segici Dedektdr (Agilent 5975C
inert Mass Selective Dedector (MSD) with Triple Axis Detector (TAD))” cihazinin
birlesiminden olugsmaktadir. Gaz kromatografisi kolonu Agilent HP5-MS olup 30 m x
0.25 mm x 0.25 um olgiilerindedir. GC-MS cihazinda kullanilan kiitiiphane Wiley
((Wiley Kiitle Spektral Veri Kaydi, 7. Baski) (Wiley Registry of Mass Spectral Data,
7th Edition)) ve NIST ((National Institute of Standards and Technology 98 Library)
(Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitisii 98 Kiitiiphanesi)) kiitiiphanelerinden

olusmaktadir.

Calisma i¢in hazirlanan ¢ozeltilerden; etanol, metanol, aseton, hekzan, ve siklohekzan
coziiciilerinde hazirlanan Orneklerin direk analizi yapilirken, distile sulu ¢ozeltilerin
once suyu uzaklastirildi ve sonrasinda GC-MS analizi i¢in her iki numune metanolde
cozdiirtilerek analiz yapildi (distile sulu ¢ozeltilerin son konsatrasyonu 5mg/ml olan

numuneler ile ¢alisildi). GC-MS cihazina uygulanan enjeksiyon hacmi 1.0 pL idi.

Enjektor sicakligt 200 °C'de sabitlendi ve helyum tasiyic1 gaz ile splitless mod
(numunenin seyreltilmeden sisteme verilmesi) kullanildi. Kiitle spektrometrisi iyon

kaynag elektron iyonizasyonu (EI) idi ve kaynak sicaklig1 230 °C'ye ayarlandi.

Gradyan yiiriitme uygulanan yontemde firin sicakligi ilk olarak 5 dakika 40 °C'de
tutuldu. Sonra dakikada 5 °C (5 °C/dk) artigla 100 °C’ye ulasti. 5 dakika 100 °C’de
tutuldu. Daha sonra 20 °C (20 °C/dk) artisla 225 °C’ye ulast1 ve 8 dakika 225 °C’de
tutuldu. Toplam calisma siiresi 33,25 dakika siirdii. Analiz edilen numuneler icerisinde
yer alan bilesenlerin kiitle spektrumlar1 yazilim icerisine entegre kiitiiphane veri

tabanlariyla karsilagtirilarak tanimlama yapildi.
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Resim 3.2. Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Cihazi

3.3. in vitro Enzim Aktivite Analizi
3.3.1. HMG-KoA rediiktaz enzim aktivite analizi

HMG-KoA rediiktaz in vitro analiz kiti (BioVision K588-100) HMG-KoA rediiktaz
enziminin aktivitesini saptamak, 6zellikle bu enzimin terapotiklerde ¢cok onemli bir rol
oynayabilecek farkli inhibitorlerini taramak i¢in kullanilmaktadir. HMG-KoA rediiktaz
in vitro analizinde ekstraktlarin enziminin aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisini
belirlemek icin kit iireticisinin yonergesine gore analiz yapildi. Analiz, 340 nm'de

absorbansin spektrofotometrik dl¢limiine dayanmaktadir.

Analiz kit icerigi; HMG-KoA rediiktaz assay buffer, HMG-KoA rediiktaz, HMG-KO0A,
NADPH, inhibitor (Atorvastatin) olusturmaktadir. Oda sicakliginda gerceklestirilen
analizde HMG-KoA, HMG-KoA rediiktaz ve NADPH’in buz ustinde tutularak
islemleri yapildi. Pozitif kontrol i¢in HMG-KoA rediiktaz enzimi, inhibitér kontrol i¢in

atorvastatin kullanildi.

Analizde 10 mg’lik liyofilize toz ekstraktlarin su banyosu iizerinde distile su ile 1 mL

stok soliisyonlar1 hazirlandi. Bunlarin 1:5, 1:10, 1:50 oraninda distile sulu diliisyonlari
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hazirlandi ve her disliisyondan kuyucuklar igin 2 pl hacimleri kullanildi. Oncelikle kit
icerisindeki liyofilize HMG-KoA rediiktaz 550 pL distile su ile, HMG-Ko0A 1300 pL
distile su ile, NADPH 440 uL distile su ile ¢ozdiiriildii. 96 kuyucuklu plakada yapilan
deney i¢in reaksiyon karisimi (bir kuyu i¢in; HMG-KoA 12 puL, NADPH 4 uL ve
HMG-KoA rediiktaz assay buffer 174 uL) hazirlandi. Inhibitér kontrol kuyucuguna
atorvastatin (10 mM) ve test kuyucuklarina ekstreler 2 pL, tizerlerine HMG-KoA
rediiktaz assay buffer 3 uL, HMG-KoA rediiktaz 5 pLL ve reaksiyon karistmi 190 pL
aktarildi. Enzim kuyucuguna; HMG-KoA rediiktaz 5 uL, HMG-KoA rediiktaz assay
buffer 5 puL ve reaksiyon karigimi 190 puL aktarildi. Tiim aktarimlar yapildiktan sonra 37
°C' de 10 dakika tutulduktan sonra ¢oklu plaka okuyucuda spektrofotometrik olarak 340

nm absorbanslar1 okutuldu. Denkleme gore yilizdelik inhibisyon degerleri belirlendi.
%Inhibisyon= [(A enzim)-AEnzim+Ekstre))AEnzim) ]X100
3.3.2. Kolesterol esteraz enzim aktivite analizi

Kolesterol esterazin in vitro analizi, bagirsaklardan kolesterol ve diger lipitlerin
emiliminde rolii olan bu enzimin aktivitesini saptamak ve aktivitesini durdurabilecek
farkli inhibitorlerini taramak icin kullanilmaktadir. Analiz, 408 nm' de absorbansin

spektrofotometrik dl¢timiine dayanmaktadir.

Analizde 10 mg’lik liyofilize toz ekstraktlarin su banyosu tizerinde distile su ile 1 mL
stok soliisyonlar1 hazirlandi. Bunlarin 1:5 oraninda distile su ile diliisyonlar yapildi.
Hazirlanan soliisyonlar 50 pL, 30 uL, 20 pLL ve 10 pL hacimlerinin inhibisyon analizi

yapildi.

Ekstraktlarin kullanilmayip enzimin aktivitesinin 6l¢iildiigii reaksiyon “kontrol” olarak

baz alindi.

Referans metoda 2 gore gergeklestiren in vitro analizde, deney tamponu; 100 mM
sodyum fosfat ve 100 mM NaCl (pH=7) idi. 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH=7)
ile pankreatik kolesterol esteraz (Sigma 26745) stok soliisyonu (0.018 U/mL)
hazirlandi, ayn1 tamponla seyreltildi ve 0 °C' de tutuldu. Aktivatdér madde olan sodyum
taurokolat (12 mM) (Sigma) deney tamponunda c¢ozdiirilip 0°C' de tutuldu.
Asetonitrilde 4 mM olarak hazirlanan substrat para-nitrofenil biitirat (Sigma) daha sonra

deney tamponu ile 1:4 oraninda seyreltildi.

96 kuyucuklu plakalarda yapilan analiz i¢in kuyucuklara aktarilan madde ve miktarlari

tabloda gosterildi (Tablo 3.1). Substrat disindaki diger maddelerin koyulmasindan sonra
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10 dakika 30°C'de tutulan karigimlara siire sonunda substrat ilave edilerek reaksiyon
baslatildi. 408 nm’de absorbanslar1 ¢oklu plaka okuyucuda spektrofotometrik olarak

olgiilerek, denkleme gore yiizdelik inhibisyon degerleri belirlendi.
%Inhibisyon= [(A Enzim)-AEnzim+Ekstre))/ AEnzim) ]X100

Tablo 3.1. Kolesterol esteraz enzim analizi igerigi

ara-

Deney o Sodyum P _ _ Kolesterol
Grup Distile su Nitrofenil Ekstrakt

tamponu taurokolat ' esteraz

biitirat

Enzim

80 uL 100 pL 100 pL 20 uL 10 uL 0
(kontrol)
100 pg’lik

80 uL 50 uL 100 uL 20 uL 10 uL 50 uL
ornek

60 pg’lik 6rnek 80 pL 70 pL 100 uL 20 uL 10 uL 30 uL

40 pg’lik 6rnek 80 puL 80 puL 100 uL 20 uL 10 uL 20 uL

20 pg’lik 6rnek 80 pL 90 puL 100 pL 20 uL 10 uL 10 uLL

3.4. istatistiksel Analiz

IBM® SPSS® Statistics v.25 programi kullanilarak istatistiksel degerlendirme yapildu.
Non-parametrik verili bagimsiz degiskenlerin analizinde Bonferroni diizeltmeli Kruskal
Wallis Varyans analiz testi uygulandi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ekstraksiyon Sonugclari

Yirmidort saatlik ekstraksiyon isleminin ardindan siiziilen numulerden 1’er mililitre ve
1 saat kaynatilip siiziilen sulu numuneden 1 ml alind1 ve ¢oziiciilerin ugmasi beklenerek

madde miktar1 hesaplandi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Ceviz i¢ kabugu ¢ozeltilerinin mililitresindeki madde miktarlar

Cozelti adn Madde miktar1 (mg/ml)
Distile su kaynatma 12,2

Distile su bekletme 7,1

Etanol 1,8

Metanol 3,7

Aseton 4,6

Hekzan 0,6

Siklohekzan 2,2

Yapilan ekstraksiyonlarin ardindan elde edilen ekstrelerin son konsantrasyon verilerine
gore distile suda kaynatilan ekstrenin mililitre basina diisen madde miktar1 (12,2 mg/ml)
diger ekstreler gore daha fazla Sl¢lilmiistiir. Distile suda bekletilen ekstrenin madde
miktar1 (7,1 mg/ml) kaynatilarak elde edilenin yarisindan biraz fazla olarak ol¢tilmiistiir.
Distile sulu ekstrelerden sonra 6lgiilen diger yiiksek miktar aseton (4,6 mg/ml)ekstresine
aittir. Bunu metanol (3,7 mg/ml), siklohekzan (2,2 mg/ml), etanol (1,8 mg/ml) takip

etmektedir. En diisiik madde miktar1 hekzan (0,6 mg/ml) ekstresinde ol¢iilmiistiir
4.2. GC-MS Analizi Sonuglar:

I¢c kabuk igerisindeki ugucu bilesenlerin tayini igin gaz kromatografisinde ugurulup
kiitle dedektoriinde molekiil tayini yapilan ¢ozeltilerin her birinde bulunan maddelerin
GC-MS’te tutulma zamani, maddelerin ad1 ve maddelerin yilizde (%) konsantrasyonu
tablolar halinde gosterildi (Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6, Tablo
4.7, Tablo 4.8).

Genel olarak apolar ¢oziiciiler i¢erisinde yogunluklu olarak apolar bilesikler olan alkan
molekiilleri goriiliirken polar bilesiklerde fenolik bilesiklerle birlikte doymamis yag asiti

molekiil kompozisyonu goriilmiistiir.
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Distile suda hem bekletilerek hem de kaynatilarak hazirlanan ekstraktlarin ¢oziiciistiniin
uzaklagtirllip metanol ile tekrar ¢ozdiiriilmeleri sonucunda suya gecen bilesiklerin
metanole gecen kisimlarma ait ugucu bilesen verileri tablolarda goriilmektedir (Tablo
4.2, Tablo 4.3). Suda kaynatilan ekstrede goriilen bilesenler igerisinde ¢oklu doymamis
yag asit molekiillerinden; palmitelaidik asit, linoleik asit metil ester, elaido-linolenik
asit metil ester, dokosaheksaenoik asit, eikosapentaenoik asit metil ester goriiliirken,
suda bekletilen ekstrede; linolenik asit etil ester ve gama-linolenik asit metil ester
goriilmiistiir. Fenolik gruplardan mekuinol, fenol, 4-vinilfenol her iki sulu ¢6zeltide de
goriiliirken, gayakol, vinilgayakol ve prodox146 bilesikleri bekletme ile hazirlanan,

hidrokinon kaynatma ile hazirlanan ekstrede goriilmiistiir.

Distile sulu her iki esktrede de betakaryofilen, gama terpinen ve patchoulane terpen
bilesikleri goriiltirken, farkli olarak, kaynatilan ekstrede sitronellol, bekletilen ekstrede
geranil linalool izomeri B ve izogeraniol terpen bilesikleri goriilmiistiir. Distile sulu
ekstrelerde terpenler, fenolikler ve doymamis yag asitleri disinda bazi alkan, aldehit ve

ester molekiilleri de goriilmiistiir.

Etanollii ekstrede terpenoid simiflarindan monoterpenlere ait bilesiler diger terpen
gruplarina ait bilesiklere gore daha fazla gorilmistiir. Mirsen, 3-Karen, limonen,
izogeraniol, gama terpinen, alfa terpinolen, linalol, izopulegol, neral, geranial, 1-p-
mentene ve geranil asetat monoterpen sinifina dahil iken, betakaryofilen ve patchoulane
seskiterpen sinifina dahildir. Etanollii ekstrede fenol gruplarina ve alkan gruplarina

rastlanilmamustir (Tablo 4.4).

Etanollii ekstrede linoleik asit, linoleik asit etil esteri, linoleik asit metil esteri, alfa-
linolenik asit metil esteri, dokosaheksaenoik asit ve oktadekanedioik asit coklu
doymamis yag asit bilesenleri goriiliirken, metanollii ekstrede gama-linolenik asit metil

esteri ve de asetonlu ekstrede linoleik asit goriilmiistiir.

Metanollii ekstredeki terpenler gama-terpineol, limonen, izopulegol, skualan,
patchoulane, farnesan ve sitronellol molekiillerinden olusurken asetondakiler limonen,

skualan, fitan ve farnesan molekiillerinden olugmaktadir.

Distile suda kaynatilan ekstrede goriilen prodox146 fenolik bilesigi asetonlu, metanollii
ve hekzanl ekstrede de goriilmiistiir, ethanox 701 fenolik bilesigi siklohekzanl esktrede

gorilmiistiir.
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Hekzanli (Tablo 4.7), siklohekzanli (Tablo 4.8), asetonlu (Tablo 4.6), metanollii (Tablo
4.5) ekstrelerde goriilen alkan bilesikleri igerisinde tridekan, dodekan, undekan,
oktadekan, dokosan, hekzadekan, tetrakosan, tetradekan, dekan, pentadekan,

heneikosan, nonadekan, heptadekan, pristan, trikosan ve eikosan gériilmiistiir.

Hekzanli ve siklohekzanli ekstrelerde ¢oklu doymamis yag asit bilesikleri goriillmezken
terpenlerden fitan her iki ekstrede de limonen ve farnesan hekzanli ekstrede, skualan

siklohekzanl1 ekstrede goriilmiistiir.
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Tablo 4.2. Distile suda kaynatilan ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik adi

ve yiizde dagilimi
TZ . Yiizde
No Bilesik Ismi
(dk) Dagilim (%)

1 12493 Fenol;; (Monofenol) 21.789

2 14.869 Karyofilen ;; (Betakaryofilen) 0.688

3 15.009 Sitronellol ;; (Dihidrogeraniol) 0.707

4 15.834  Mekuinol ;; (4-Metoksifenol) 10.017

5 16.213 Palmitelaidik asit ;; (9-Heksadekenoik asit) 2.111

6  16.311 Pelargonaldehit ;; (Non-anal) 22.067
Linoleik asit metil ester ;; (9,12-Oktadekadienoik asit

7 16815 _ 0.379
(Z, Z2)-, metil ester)

Elaido-linolenik asit metil ester ;; (9,12,15-

8 17.235 J ) 0.511
Oktadekatrienoik asit (E, E, E)-, metil ester)
Dokosaheksaenoik asit ;; (4,7,10,13,16,19-

9 17.712 o 0.481
Dokosaheksaenoik asit (Z, Z, Z, Z, Z, Z)-)

10 17.884 Etinamat ;; (Valamin) 0.464

11 19.585 Dodekan ;; (Diheksil) 6.570
Patchoulane ;; (1H-3a, 7-Metanoazulen, oktahidro-

12 20.198 ) 0.517
1,4,9,9-tetrametil-)

13 20.307  4-Vinilfenol 0.901
Eikosapentaenoik asit metil ester ;; (5,8,11,14,17-

14 20.862 ) o ) 0.406
Eikosapentaenoik asit (Z, Z, Z, Z, Z)-, metil ester)

15 22.714 Undekan ;; (Hendekan) 3.023

16 23.633 Gama terpinen ;; (p-menta-1,4-dien) 15.483

17 24.214  Hidrokinon ;; (1,4-benzendiol) 13.885

(Not: TZ; tutulma zamani, dk; dakika. Sulu hazirlanan ¢6zeltinin suyu buharlastirildiktan sonra Smg/ml

olarak metanolde tekrar ¢ozdiiriildii)
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Tablo 4.3. Distile suda bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik ad1

ve yiizde dagilimi
TZ . Yiizde
No Bilesik Ismi
(dk) Dagihm (%)

1 6.572 Geranil linalool izomeri B 0.367
Aragidonik asit trimetilsilil ester ;; (5,8,11,14-

2 8.082 ) o S 0.342
Eikosatetraenoik asit (Z, Z, Z, Z)-, trimetilsilil ester)

3 12.456  Fenol ;; (Monofenol) 45.599
Linolenik asit etil ester ;; (9,12,15-Oktadekatrienoik

4 13.966 ) _ 0.324
asit (Z, Z, Z)-, etil ester)

5 15.092  Mekuinol ;; (4-Metoksifenol) 0.337

6 15.808  Gayakol ;; (2-Metoksifenol) 10.734

7 16.285  Pelargonaldehit ;; (Non-anal) 7.404

8 18.314  Karyofilen ;; (Betakaryofilen) 0.361

9 19.590 Dodekan ;; (Diheksil) 6.101
Patchoulane ;; (1H-3a, 7-Metanoazulen, oktahidro-

10  19.969 ) 0.356
1,4,9,9-tetrametil-)

11 20.192  4-Vinilfenol 6.631

12 20.976  Dokosan 1.281
Gama-linolenik asit metil ester ;; (6,9,12-

13 21.246 S ) 0.442
Oktadekatrienoik asit (E, E, E)-, metil ester)

14 21.770  Vinil-gayakol ;; (2-Metoksi-4-vinilfenol) 0.977

15 22242  Etinamat ;; (Valamin) 0.633

16  22.309  Ojenol ;; (Fenol, 2-metoksi-4- (2-propenil)-) 0.964

17 22.724  Tetradekan 2.728
Dinoseb-asetat ;; (Fenol, 2- (1-metilpropil) -4,6-

18 22.833 0.366

dinitro-, asetat)
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Tablo 4.3. Distile suda bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik ad1

ve ylizde dagilimi (devami)

19  23.217  lizogeraniol ;; (3,7-Dimetil-3Z, 6-oktadien-1-ol) 1.103
20  23.363  Siklopentolat ;; (Mydrilate) 1.086
21  23.638  Gama terpinen ;; (p-menta-1,4-dien) 9.094
22  23.757  Prodox 146 ;; (2,4-Di-tert-butilfenol) 1.012

(Not: TZ; tutulma zamani, dk; dakika. Sulu hazirlanan ¢6zeltinin suyu buharlastirildiktan sonra Smg/ml

olarak metanolde tekrar ¢ozdiiriildii)
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Tablo 4.4. Etanolde bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik adi ve

yiizde dagilimi
TZ . Yiizde
No Bilesik Ismi
(dk) Dagilim (%)

1 12.695 Mirsen ;; (1,6-Oktadien, 7-metil-3-metilen-) 0.059
Alfa-linolenik asit metil ester ;; (9,12,15-

2 13.053 S ) 0.004
Oktadekatrienoik asit (Z, Z, Z)- metil ester)

3 13.245  3-Karen ;; (Bisiklo [4.1.0] hept-3-en, 3,7,7-trimetil-) ~ 0.109
Linoleik asit metil ester ;; (9,12-Oktadekadienoik asit

4 13.489 _ 0.004
(Z, Z2)-, metil ester)

5 13.857  Limonen ;; (1-Metil-4- (1-metiletenil) sikloheksen) 7.683

6 14.744  izogeraniol ;; (3,7-Dimetil-3Z, 6-oktadien-1-ol) 0.005

7 14.838 Gama terpinen ;; (p-menta-1,4-dien) 0.064
Alfa terpinolen ;; (1-Metil-4- (1-metiletiliden)

8 15.772 0.118
sikloheksen)

9 16.187  Linalol ;; (3,7-Dimetilokta-1,6-dien-3-ol) 0.037

10  16.306 Pelargonaldehit ;; (Non-anal) 0.049

11  16.675 Karyofilen ;; (Betakaryofilen) 0.005

12 17.297  Etinamat ;; (Valamin) 0.004
Dokosaheksaenoik asit ;; (4,7,10,13,16,19-

13 17.603 o 0.008
Dokosaheksaenoik asit (Z, Z, Z, Z, Z, Z)-)

14 18.107 1-Heksadeken ;; (Seten) 0.005

15 20.166  izopulegol ;; ((-)-izopulegol) 0.007
Skualen ;; (2,6,10,15,19,23-Hekzametiltetrakosa-

16 20.203 0.009
2,6,10,14,18,22-heksaen)

17 20.244 Patchoulane ;; (1H-3a, 7-Metanoazulen, oktahidro- 0.004

1,4,9,9-tetrametil-)
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Tablo 4.4. Etanolde bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik ad1 ve

yiizde dagilimi (devami)

18  20.571 Neral ;; (Z-sitral) 0.064

19  21.106 Geranial ;; (E-sitral) 0.106
1-p-mentene ;; (Sikloheksen, 1-metil-4- (1-metiletil) -

20  21.220 ) 0.060

21 21.962 Karan ;; (Bisiklo [4.1.0] heptan, 3,7,7-trimetil-) 0.041
Geranil asetat ;; (2,6-Oktadien-1-ol, 3,7-dimetil-,

22  22.569 0.082
asetat, (E)-)

23 25.583  Linoleik asit ;; (9,12-Oktadekadienoik asit (Z, Z)-) 55.128
Linoleik asit etil ester ;; (9,12-Oktadekadienoik asit

24  25.755 _ 22.345
(E, E)-, etil ester)
Oktadekanedioik asit ;; (1,16-

25  26.621 10.932

Hekzadekandikarboksilik asit)

(Not: TZ; tutulma zamani, dk; dakika)
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Tablo 4.5. Metanolde bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zaman, bilesik ad1

ve ylizde dagilimi
TZ . Yiizde
No Bilesik Ismi
(dKk) Dagilim (%)
1 7.278 Gama-terpineol ;; (p-menth-4(8)-en-1-ol) 0.884
) 1013 Gama-linolenik asit metil ester ;; (6,9,12- 0917
Oktadekatrienoik asit (Z, Z, Z)-, metil ester)
3 12.607  Hemimellitene ;; (1,2,3-Trimetilbenzen) 3.666
4 12.887 Dekan 7.359
5 13.784  Limonen ;; (1-Metil-4- (1-metiletenil) sikloheksen) 2.109
6 13.862  Izopulegol ;; ((-)-izopulegol) 0.410
7 14978  Skualan ;; (2,6,10,15,19,23-Hekzametiltetrakosan) 0.436
8 15.185  Tetrakosan 1.071
9 15.969 Niobe yag: ;; (Benzoik asit metil ester) 1.078
10  16.156  Undekan ;; (Hendekan) 3.744
11  16.306 Pelargonaldehit ;; (Non-anal) 1.743
12 19.596  Tridekan 1.036
13 20281 Patchoulane ;; (1H-3a, 7-Metanoazulen, oktahidro- 1085
1,4,9,9-tetrametil-)

14  21.251 Farnesan ;; (2,6,10-trimetildodekan) 0.683
15  21.464 Trikosan 0.368
16 21.547  Dodekan ;; (Diheksil) 0.840
17  21.899 Heneikosan 0.652
18  22.413 Dokosan 0.330
19  22.647 Tetradeken ;; (1-Tetradeken) 4.144
20  22.724  Tetradekan 3.555
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Tablo 4.5. Metanolde bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zaman, bilesik ad1

ve ylizde dagilimi (devami)

21 23513 Sitronellol ;; (Dihidrogeraniol) 2.523
22 23.591  Oktadekan 2.098
23 23.757  Prodox 146 ;; (2,4-Di-tert-butilfenol) 5.460
24  24.297 1-Heksadeken ;; (Seten) 4.542
25  25.236  Akrilik asit ;; (2-Propenoik asit) 23.194
26 26.668  Eikosan 21.137

(Not: TZ; tutulma zamani, dk; dakika)
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Tablo 4.6. Asetonda bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik ad1 ve

yiizde dagilimi
TZ . Yiizde
No Bilesik Ismi
(dKk) Dagilim (%)

1 13.681  Limonen ;; (1-Metil-4- (1-metiletenil) sikloheksen) 0.336
2 14.729  Tridekan 0.294
3 16.202  Skualan ;; (2,6,10,15,19,23-Hekzametiltetrakosan) 0.122
4 16.265  Pelargonaldehit ;; (Non-anal) 0.157
5 19580 Dodekan ;; (Diheksil) 0.336
6 20.722  Undekan 0.176
7 21.246  Fitan ;; (2,6,10,14-Tetrametilhekzadekan) 0.419
8 21.381  Oktadekan 0.215
9 21.458  Dokosan 0.143
10 21541 Hekzadekan ;; (Setan) 0.122
11  22.008 Tetrakosan 0.147
12 22102  Farnesan ;; (2,6,10-trimetildodekan) 0.092
13 22.641 1-Heksadeken ;; (Seten) 1.745
14 22.719  Tetradekan 1.412
15 22.828 Dekan 0.293
16  23.186 Pentadekan 0.215
17  23.264 Heneikosan 0.264
18 23.295 Nonadekan 0.453
19 23.352 Heptadekan 0.274
20 23.539  Trikosan 0.475
21 23,591 Eikosan 1.543
22 23757  Prodox 146 ;; (2,4-Di-tert-butilfenol) 5.503
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Tablo 4.6. Asetonda bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik adi ve

yiizde dagilimi (devami)

23  25.744  Linoleik asit ;; (9,12-Oktadekadienoik asit (Z, Z)-) 84.769

(Not: TZ; tutulma zamani, dk; dakika)
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Tablo 4.7. Hekzanda bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik adi ve

yiizde dagilimi

TZ . Yiizde
No Bilesik Ismi

(dk) Dagilim (%)
1 13.779 Limonen ;; (1-Metil-4- (1-metiletenil) sikloheksen) 0.352
2 14973 Farnesan ;; (2,6,10-trimetildodekan) 0.197
3 16.239 Tridekan 0.205
4  16.306 Pelargonaldehit ;; (Non-anal) 1.157
5 19.590 Dodekan :; (Diheksil) 0.687
6 19.964 Dekan 0.348
7 20.727 Pentadekan 0.359
8 21458 Fitan ;; (2,6,10,14-Tetrametilhekzadekan) 0.317
9 22340 Pristan;; (2,6,10,14-Tetrametilpentadekan) 0.316
10 22.724 Tetradekan 2.701
11 23.269 Undekan ;; (Hendekan) 0.374
12 23.300 Oktadekan 0.923
13 23.357 Heptadekan 0.455
14 23.592 Dokosan 3.566
15 23.752 Prodox 146 ;; (2,4-Di-tert-butilfenol) 68.028
16 24.343 Hekzadekan ;; (Setan) 2.306
17 25.075 Tetrakosan 1.631
18 27.975 Heneikosan 1.873
19 29.215 Eikosan 3.306
20 30.829 Nonadekan 4.780

(Not: TZ; tutulma zamani, dk; dakika)
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Tablo 4.8. Siklohekzanda bekletilen ekstrenin GC-MS igerigi; tutulma zamani, bilesik

ad1 ve ylizde dagilimi
TZ . Yiizde
No Bilesik Ismi
(dk) Dagilim (%)
1 4,149 Eikosan 3.017
2 11.865 Dodekan ;; (Diheksil) 1.656
3 20.742 Dekan 1.943
4 21.791 Tetradekan 2.174

5 22.019  Skualan ;; (2,6,10,15,19,23-Hekzametiltetrakosan) 0.390

6 22.673  Tridekan 2.251
7 22.730  Hekzadekan ;; (Setan) 2.323
8 23.767  Ethanox 701 ;; (2,6-Di-Tert-butilfenol) 42.945
9 24.011 Fitan ;; (2,6,10,14-Tetrametilhekzadekan) 1.377
10  24.743 Nonadekan 2.483
11 25.874  Oktadekan 1.352
12 26.398  Heptadekan 2.146
13 26.471 Pentadekan 6.459
14 26.543 Butillenmis hidroksitoluen ;; (2,6-Di-tert-butil-4- 5 996
metilfenol)
15  26.740 Pristan ;; (2,6,10,14-Tetrametilpentadekan) 1.968
16 27.991 Heneikosan 2.975
17 29.143  Dokosan 1.943
18  30.850  Trikosan 8.127
19  33.014 Tetrakosan 6.439

(Not: TZ; tutulma zamani, dk; dakika)
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4.3. HMG-KoA Rediiktaz Aktivite Analizi Sonug¢lar:

Ceviz i¢ kabugunun farkli polaritedeki ekstrelerinin plaka kuyucuklarindaki 20 pug/mL,
5 pg/mL ve 2 ug/mL konsantrasyonlarmin HMG-KoA rediiktaz enzimi tizerindeki
inhibisyon etkileri in vitro olarak arastirildiginda inhibisyon etkilerinin %0,2 ile %3,2
arasinda oldugu saptandi (Tablo 4.9). %0,2’lik inhibisyon 20 pg/mL metanollii ekstrede
iken, %3,2’lik inhibisyon 2 pg/mL asetonlu ekstrede goriildi (Sekil 4.1). Referans
inhibitér olan atorvastatinin inhibisyon etkisi %88,7 idi. Istatistiksel olarak anlamli

sonug elde edilmedi.

Tablo 4.9. Ekstrelerin HMG-KoA rediiktaz enzimi iizerindeki etkisinin yiizdelik

inhibisyon sonuglar1

Ekstreler Kuyucuk i¢i konsatrasyon % Inhibisyon
Atorvastatin 56 ug/mL 88,7
Distile suda bekletilen ekstrakt 20 pg/mL 0,8
Distile suda bekletilen ekstrakt 5 ug/mL 1,0
Distile suda bekletilen ekstrakt 2 pug/mL 1,4
Distile suda kaynatilan ekstrakt 20 pg/mL 0,7
Distile suda kaynatilan ekstrakt 5 pg/mL 1,6
Distile suda kaynatilan ekstrakt 2 pg/mL 2,3
Asetonlu ekstrakt 20 pg/mL 2,4
Asetonlu ekstrakt 5 pg/mL 1,8
Asetonlu ekstrakt 2 pg/mL 3,2
Etanollii ekstrakt 20 pg/mL 1,9
Etanollii ekstrakt 5 pg/mL 2,0
Etanollii ekstrakt 2 pg/mL 2,4
Metanollii ekstrakt 20 pg/mL 0,2
Metanollii ekstrakt 5 pg/mL 2,7
Metanollii ekstrakt 2 pg/mL 1,6

42



Tablo 4.9. Ekstrelerin HMG-KoA rediiktaz enzimi tizerindeki etkisinin yiizdelik

inhibisyon sonuglar1 (devami)

Hekzanli ekstrakt 20 pg/mL 1,8
Hekzanli ekstrakt 5 ng/mL 2,3
Hekzanli ekstrakt 2 nug/mL 2,2
Siklohekzanli ekstrakt 20 pg/mL 2,6
Siklohekzanli ekstrakt 5 ug/mL 3,1
Siklohekzanli ekstrakt 2 ug/mL 2,7

(Not: Ekstraktlarin kuyucuk i¢indeki konsatrasyonu; 1:5 diliisyonda 20 pg/mL, 1:10 diliisyonda 5 pg/mL,

1:50 diliisyonda 2 pg/mL’ye takabiil etmektedir)
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% Inhibisyon/ Konsatrasyon
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W20 ug/mL W5 pg/mL 2 ug/mL 56 pug/mL

Sekil 4.1. Ceviz i¢ kabugu ekstrelerinin HMG-KoA rediiktaz enzimi lizerindeki
etkisinin % Inhibisyon/ Konsatrasyon grafigi
(Not: A: Distile suda bekletilen ekstre, B: Distile suda kaynatilan ekstre, C: Etanollii ekstre, D: Metanollii

ekstre, E: Asetonlu ekstre, F: Hekzanli ekstre, G: Siklohekzanli ekstre, H: Atorvastatin. 2-5-20 pg/mL

ekstrelerin, 56 pg/mL atorvastatinin kuyu i¢i konsatrasyonlaridir.)
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4.4, Kolesterol Esteraz Aktivite Analizi Sonuclar:

Ceviz i¢ kabugunun farkli polaritedeki ekstrelerinin plaka kuyucuklarindaki 333 pg/mL,

200 pg/mL, 133 pg/mL ve 67 pg/mL konsatrasyonlarinin kolesterol esteraz enzimi

tizerindeki etkisi in vitro olarak arastirildiginda, distile sulu ektrelerde %13,6 ile %2,7

arasinda inhibisyon etki gbzlendi. %1,8 orani ile aseton disindaki ekstrelerde inhibisyon

goriilmedi (Tablo 4.10)(Sekil 4.2).

Tablo 4.10. Ekstrelerin kolesterol esteraz enzimi tizerindeki etkisinin ylizdelik

inhibisyon sonuglari

Ekstreler Kuyucuk i¢i konsatrasyon % Inhibisyon
Distile suda bekletilen ekstrakt 333 pg/mL -2
Distile suda bekletilen ekstrakt 200 pg/mL -
Distile suda bekletilen ekstrakt 133 pg/mL 8,1
Distile suda bekletilen ekstrakt 67 ug/mL 13,6
Distile suda kaynatilan ekstrakt 333 pg/mL -
Distile suda kaynatilan ekstrakt 200 pg/mL 2,7
Distile suda kaynatilan ekstrakt 133 pg/mL 6,3
Distile suda kaynatilan ekstrakt 67 pg/mL 7,2
Asetonlu ekstrakt 333 pg/mL 1,8
Asetonlu ekstrakt 200 pg/mL -
Asetonlu ekstrakt 133 pg/mL -
Asetonlu ekstrakt 67 pg/mL -
Etanollii ekstrakt 333 pg/mL -
Etanollii ekstrakt 200 pg/mL -
Etanollii ekstrakt 133 pg/mL -
Etanollii ekstrakt 67 ng/mL -
Metanollii ekstrakt 333 pg/mL -
Metanollii ekstrakt 200 pg/mL -
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Tablo 4.10. Ekstrelerin kolesterol esteraz enzimi tizerindeki etkisinin yiizdelik

inhibisyon sonuglar1 (devami)

Metanollii ekstrakt 133 pg/mL
Metanollii ekstrakt 67 ng/mL

Hekzanli ekstrakt 333 ug/mL
Hekzanli ekstrakt 200 pg/mL
Hekzanli ekstrakt 133 pg/mL
Hekzanli ekstrakt 67 ng/mL

Siklohekzanli ekstrakt 333 pg/mL
Siklohekzanli ekstrakt 200 pg/mL
Siklohekzanli ekstrakt 133 pg/mL
Siklohekzanli ekstrakt 67 ng/mL

a: - ile belirtilen verilerde inhibsiyon gériilmedi
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Sekil 4.2. Ceviz i¢ kabugu ekstrelerinin kolesterol esteraz enzimi iizerindeki etkisinin %

Inhibisyon/ Konsatrasyon grafigi
(Not: A: Distile suda bekletilen ekstre, B: Distile suda kaynatilan ekstre, C: Etanollii ekstre, D: Metanollii
ekstre, E: Asetonlu ekstre, F: Hekzanli ekstre, G: Siklohekzanli ekstre. 333-200-133-67 pg/mL ekstrelerin

kuyucuk i¢i konsatrasyonlaridir. “0” degerleri inhibisyon olmadigini ifade etmektedir.)
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5. TARTISMA ve SONUC

Ceviz bitkisinin lipit metabolizmasi ve kardiyovaskiiler sistemle baglantili hastaliklarda
terapotik etkinliginin oldugu bu sebeple cevizin kullaniminin tavsiye edildigi bilimsel
calismalarla bildirilmistir "*2. Bu tavsiyelerin ana sebebi ceviz tiirii icerisindeki ¢oklu
doymamis yag asit bilesenlerinden kaynaklanmaktadir 74251 Ayrica oksidatif streste
antioksidan olarak rol alan fenolik bilesikler gibi sekonder metabolit varlig1r da ceviz

tiiriinii daha da ok goz 6niine getirmektedir 2%,

Cevizin farkli aksamlarmin tiiketimi ile ilgili tavsiyeler arasinda demleme (infiizyon),
bekleme (maserasyon) ve kaynatma (dekoksiyon) metotlart bulunmaktadir *°. Bu
yontemlerin su ile yapilmasi diger kimyasallara gore giinliik tiiketime daha uygun
diismektedir. Nitekim halk tarafindan ¢ogunlukla bir gece suda bekletilen ya da suda
kaynatilan metotlar1 tercih edilmektedir. Calismamizdaki suda kaynatilan ¢ozeltide
kaynama esnasinda numunenin kompleks molekiilleri parcalandigindan ve enzimatik
bozunma tepkimeleri gerceklestiginden suya gecen madde miktart 12,2 mg/ml ile hem

suda bekletilene hem de diger ¢ozeltilere gére daha fazla ¢ikmustir.

Veriler bazinda doymamis yag asitlerinin sulu ekstrelerdeki yiizdeleri etanol ve
asetonda ol¢iilen yiiksek yiizdeliktekilere kiyasla daha diisiik seviyelerde oldugu, etanol

ve asetonun suya gore yag molekiilleri i¢cin daha etkili bir ¢6ziicli oldugu goriilmiistiir.

Distile suda kaynatilan ekstrede goriilen %21.789 oranlik fenol bilesigi distile suda
bekletilende %45.599 oranlarinda 6lciilmiistiir. Kisa siireli kaynatmadan ziyade uzun

stireli oda 1s1s1 muamelesi daha fazla fenol bilesigin suya gecisine sebebiyet vermistir.

Kolesteroliin sentez orani hiicredeki seviyesine bagli olarak belirlenmektedir. Kolesterol
sentezindehi hiz kisitlayict enzim olan HMG-KoA rediiktazi inhibe ederek kolesteroliin

hiicresel sentezi onlenebilmektedir ¢

. HMG-KoA rediiktazin inhibisyonu sonucu
karacigerde azalan kolesterol miktar1 ile kolesteroliin plazma konsantrasyonunu diisiiren
LDL reseptorlerinin ekspresyonu indiiklenmekte ve bu sayede kolesterol miktari

diizenlenebilmektedir

. Ceviz i¢ kabugunun HMG-Ko0A rediiktazi inhibe etme
Ozelligini in vitro olarak arastirdigimiz ¢alismamizda, farkli polaritedeki ¢oziiciilerde
hazirlanmis ceviz i¢ kabugu ekstrelerinin HMG-KoA rediiktazi inhibe etme yeteneginde
olan atorvastatin maddesi kadar etkili olmadig1 goriilmiistiir. 20 pg/mLve 5 pg/mL
konsantrasyonunda en yiiksek inhibisyon siklohekzanli ekstrede, 2 pg/mL

konsantrasyonunda en yiiksek inhibisyon asetonlu ekstrede goriilmiistiir. En diigiik
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inhibisyon distile suda bekletilerek hazirlanan ekstrede goriilmiistiir. Literatiirde ceviz i¢
kabugunun in vitro olarak HMG-KoA rediiktaz enzimi {izerindeki etkisinin aragtirildigi
calisma bulunmamakla birlikte Afrika ceviz bitkisinin yagi ile yapilan bir caligmada
karaciger hiicrelerindeki HMG-KoA rediiktaz enzimi aktivitesi tizerine etkisi
arastirilmis, normal diyetle beslenen hayvanlarla, Afrika ceviz yagi ilave edilmis diyetle
beslenenlerin karaciger hiicre lizatlarindaki HMG-KoA rediiktaz aktivitesi lizerindeki
kiyaslamasinda, ekstrenin HMG-KoA rediiktaz aktivitesini inhibe edebilecek etkisi
oldugunu bildirmislerdir. Yiiksek kolesterol diyeti ile beslenenlerin atorvastatin ilave
edilenlerle mukayesesinde HMG-KoA rediiktaz tizerinde atorvastatin kadar etkili
olmadig1 goriilmiistiir °°. Salvia tiirleri ile yapilan bir ¢alismada S. absconditiflora, S.
hypargeia, S. kurdica, S. multicaulis, S. palaestina, S. pinnata, S. rosifolia, S. syriaca
tiirlerinin atorvastatin kadar olmasa da HMG-KoA rediiktaz iizeinde inhibisyon etkisi
oldugu ®, baska bir ¢calismada Quercus infectoria, Rosa damascena, Myrtus communis
tirlerinin ~ potansiyel bir HMG-KoA rediiktaz inhibitérii oldugu ® Basella alba,
Amaranthus viridis, Piper sarmentosum tiirlerinin %50 {izerinde anti-HMG-Ko0A

3 Citrus aurantium ¢iceklerinin iyi bir HMG-KoA

rediiktaz aktivitesi gosterdigi 6
rediiktaz inhibitérii olabilecegi ®, Gnetum gnemon tohum ekstraktimin giiglii anti-HMG-
KoA aktivitesi oldugu ® bildirilmistir. Terminalia chebula, Terminalia bellirica ve
Phyllanthus emblica tiirlerini igeren ekstrakt karisimmin da HMG-KoA rediiktaz
tizerinde inhibisyon etkisi oldugu ve hiperkolesterolemi i¢in alternatif tedavi olarak

potansiyel bir {iriin olabilecegi raporlanmistir %6,

Plazma kolestrol diizeyi ile iliskili enzim yolaklarindan birisi olan pankreatik kolesterol
esteraz aktivitesi, bagirsak liimenindeki kolesterol esterlerini katalize edip mukoza
hiicrelerine girisine aracilik etmektedir. Lenf yolu ile dolasima gegen bu katalize {irtinler
plazma kolesterol miktarinda artiga sebebiyet vermekte kardiyovaskiiler hastaliklardan

2 Bu katkinin

aterosiklerozun gelisimine ve ilerlemesine katki saglamaktadir
engellenebilmesi icin farkli bitki tiirleri ve kimyasal ajanlarin iizerinde calisilarak
kolesterol esterazi inhibe etme potansiyelleri arastirilmaktadir. Calismamizdaki ceviz i¢
kabugu ekstrelerinin kolesterol esteraz enzimi lizerine etkisini arastirdiimizda diger
ekstrelere kiyaslandiginda distile sulu o6rneklerde inhibisyon tespit edilmistir. Fakat
oransal olarak degerlendirildiginde bu inhibisyonun enzim iizerinde etki olusturabilecek

seviyede olmadig1 da goriilmektedir. Literatiirde ceviz i¢ kabugunun kolesterol esteraz
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enzimi iizerine etkisi ile ilgili ¢alisma bulunmamakla birlikte diger bitki tiirlerinin

enzime olan etkilerine dair ¢alismalar bulunmaktadir.

Bunlardan karanfil bitkisinin (Syzygium aromaticum) pankreatik kolesterol esteraz
tizerindeki inhibitér etkisi arastiritlip kontrol olarak kullanilan simvastatinle
kiyaslandiginda, simvastatin kadar inhibitor etkisi oldugu goriilmiis. Kolesterol esteraz
aktivitesini inhibe ederek yaglarin ve kolesteroliin sindirimini ve emilimini engelleyerek
hiperlipideminin 6nlenmesine katki saglayabilecegi, bu etkinin de fenolik igeriginden

67 Aspir (Carthamus tinctorius) bitkisinin  ve

kaynaklanabilecegi bildirilmistir
sinameki (Cassia angustifolia) bitkisinin, pankreatik kolesterol esteraz iizerinde
simvastatin kadar olmasa da iyi bir inhibit6r etkisinin oldugu raporlanmustir ®® . Uziim

70,71

cekirdegi @, cay "™, alig ", kurt iiziimii !, Dendrobium nobile ", Ecballium elaterium

yaprak *°, Pinus brutia kabuk “° ve Hedera helix yaprak “*°, Clausena cambodiana

yaprak "2, Camellia nitidissima cicek 3, Citrus grandis "

oOziitlerinin pankreas
kolesterol esterazina karsi inhibitor etkisi oldugu, Mangifera indica yapraklarindan elde

edilen biyoaktif ana bilesenin inhibitér etkisi olmadigi literatiire gegmistir '

Ceviz i¢ kabugu tiiketiminin kolesterolii diizenledigine dair iddialarin agikliga
kavusturulabilmesi i¢in bu calismada ceviz i¢ kabugu ekstrelerinin plazma kolesterol
diizeyi ile iliskili enzim yolaklarinda gorevli enzimler iizerine etkisi arastirilmistir.
Ceviz i¢ kabugunun hem kolesteroliin bagirsaklardan emiliminden sorumlu enzimi
kolesterol esteraz iizerinde hem de hiicre i¢i kolesterol yapiminda gérevli enzimi HMG-
KoA rediiktaz iizerinde, in vitro olarak, istatistiki acidan anlamli bir inhibisyon etkisi
olmadig1 tespit edilmistir. Diisiik orandaki inhibisyonlarin sebebi ceviz kabugunun
icerigindeki ekstraksiyon sekline goére ortaya ¢ikmis cesitli maddelerin etkisinin

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Sonu¢ olarak; ceviz i¢ kabugunun farkli polaritelerdeki c¢oziiclilerde hazirlanan
ekstrelerinin plazma kolesterol seviyesini diizenleyen iki farkli enzim yolaginda

terapotik seviyede inhibitor etkisinin olmadig1 yoniinde giiglii veriler elde edilmistir.
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