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Yiksek Lisans Tezi

Cay olarak Tiiketilen Baz1 Bitkilerin Sindirim Enzimleri Uzerinde In vitro Inhibitor
Etkilerinin Arastirilmasi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Bu tez kapsaminda, bitki zayiflama ¢ay1 olarak veya =zayiflama c¢ay
karigimlarinin bilesiminde siklikla kullanilan yesilgay, mate, sinameki, barut agaci,
funda, zahter, sinirli ot, biberiye ve ¢oban ¢okerten bitkileri Edirne’de bir aktardan
kurutulmus olarak satin alind1 ve bitkilerin metanol, etanol ve su ekstraktlar1 hazirlandi.
Bu ekstraktlarin bazi sindirim enzimleri (lipaz, a-amilaz, a-glukozidaz ve tripsin) ve
monoaminoksidaz enzimi iizerinde in vitro inhibisyon etkisi arastirildi. Enzim
inhibisyon aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle belirlendi. % inhibisyon ve ICsg

degerleri hesaplandi.

Funda bitkisinin su ve etanol ekstraktlar1 750 pg/mL konsantrasyonlarinda
yaklasik % 94 inhibisyon aktivitesiyle pozitif kontrol akarbozdan daha yiiksek o-
glukozidaz inhibisyon aktivitesi gosterdi. 1000 pg/mL konsantrasyonunda, biberiye
bitkisi etanol ekstrakti % 95, metanol ekstraktt % 66 a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesine sahipken, su ekstrakti hi¢ aktivite gostermedi. Ayni1 konsantrasyonda
yesilcay su, etanol ve metanol ekstraktlari ise sirasiyla % 90, % 82 ve % 94 a-
glukozidaz inbisyonu gosterdi. Zahter ve sinirli ot baz1 ekstraktlarinda % 50’nin altinda
a-glukozidaz inhibisyonu gozlenirken, bazilarinda inhibisyon goriilmedi. Mate,
sinameki, ¢oban ¢okerten bitkilerinin hicbir ekstratinda a-glukozidaz inhibisyonuna

rastlanmadi.

Funda metanol ekstrakti 1000 pg/mL konsantrasyonunda yaklasik % 90 a-
amilaz inhibisyonu gosterirken, 750 pg/mL konsantrasyonundaki su ve etanol
ekstraktlart ise yaklasik % 65 a-amilaz inhibisyonu gosterdi. 750 pg/mL
konsantrasyonundaki biberiye su ekstrakti % 95, metanol ekstrakti % 51 a-amilaz
inhisyonu gosterirken etanol ekstraktinda inhibisyon goriilmedi. Yesilgay bitkisinin su

ve metanol ekstrakti yaklagik % 51-53 oranlarinda a-amilaz inhibisyonuna sahipken



etanol ekstraktinda hi¢ inhibisyon belirlenmedi. Zahter bitkisinin 1000 pg/mL
konsantrasyonundaki su ekstraktinda % 75 a-amilaz inhibisyonu gozlenirken, etanol ve
metanol ekstraktlarinda % 50°nin altinda inhibisyon gozlendi. Mate, sinirli ot, sinameki,
coban c¢Okerten, barut bitkilerinin su, etanol, metanol ekstraktlarinda o-amilaz

inhibisyonu gozlenmedi.

Coban ¢okerten bitkisinin 1000 pg/mL konsantrasyonundaki su ekstakti yaklasik
% 75’1ik tripsin inhibisyonu gosterirken, etanol ve metanol ekstraktlarinda % 50’nin
altinda inhibisyon gosterdi. Diger bitkilerde tripsin inhibisyonu goézlenmedi. Calisilan
higbir bitkide lipaz inhibisyon aktivitesi belirlenmedi.

Yil : 2016
Sayfa Sayis1 79
Anahtar kelimeler  : Bitkisel zayiflama c¢ayi, yesilgay, funda, zahter, biberiye,

obezite, sindirim enzimleri inhibisyonu
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ABSTRACT

In this thesis, plants of green tea, mate, senna, alder dog wood, shrub, wild thyme,
ripple grass, rosemary and milk thistle which are widely used as slimming tea or in the
combination of herbal slimming teas were purchased as dried from an herbalist in
Edirne. Methanol, ethanol and water extracts from these plants were prepared. These
extracts were investigated in regard to the in vitro inhibition activities on some digestion
enzymes (lipase, a-amylase, a-glycosidase and trypsin) and monoamine oxidase. The
enzyme inhibition activities were determined in the microplate reader by

spectrophotometric methods, and inhibition activity (%) and ICso values were estimated.

The water and ethanol extracts of shrub showed that their o-glycosidase
inhibition activities (about 94 %) were higher than that of positive control acarbose at
750 pg/mL concentration. Rosemary ethanol and methanol extracts had inhibition
activities of about 95 and 66 %, respectively, while rosemary water extract didn’t show
activity at 1000 pg/mL concentration. At the same concentration, the water, ethanol and
methanol extracts of green tea showed a-glycosidase inhibition activities of 90, 82 and
94 %, respectively. These activities of some extracts of wild thyme and ripple grass
were determined to be below 50 % while no inhibition was determined in others. All
extracts of mate, senna and mild thistle weren’t showed a-glycosidase inhibition
activities.

Methanol extract of shrub showed a-amylase inhibition activity of 90 % at 1000
ug/mL concentration wWhile their water and extracts showed the activity of 65 % at 750
pug/mL concentration. At 750 ug/mL concentration, these activities were determined to
be 95 and 51 % for rosemary water and methanol extracts, respectively. Any a-amylase
inhibition activity wasn’t observed in the rosemary ethanol extract.

The water and methanol extracts of green tea showed a-amylase inhibition
activities of about 51-53 %, ethanol extract didn’t. The water extract of wild thyme


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/milk%20thistle

showed the activity of 75 % while their another extracts showed activity below 50% at
the 1000 pg/mL concentration. NO a-amylase inhibition activities observed in all
extracts of mate, milk thistle, senna, alder dogwood and milk thistle.

Trypsin inhibition activity was only determined as 75 % in the water extract of
milk thistle at the 1000 pg/mL concentration. Trypsin inhibition activity was observed
to be below 50 % in the another extracts.

Any lipase activity weren’t determined in all plants and extracts.
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BOLUM 1

GIRIS

Obezite enerji alimi ile enerji harcanmasi arasindaki dengesizligin neden oldugu
kronik, metabolik bir hastaliktir. Fazla kilo ve obezite ayni1 zamanda viicutta anormal
veya asirt yag birikmesi olarak tanimlanir ki bu da saglk icin bir risk faktorii

olusturmaktadir [1].

Gilinlimiizde hemen hemen tiim diinyada goriilen obezite, gevresel ve genetik
faktorlerin etkiledigi multifaktoriyel bir hastaliktir [2]. Bu hastalik genetik, metabolik,
hormonal, hipotolamik, sosyo-ekonomik, beslenme ve fiziksel aktivite gibi birgok
etmen nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Obezite hastaligina sosyal statii kadar, beslenme,
viicut metabolizmasi, fiziksel aktivite, bagirsak florasi, bazi genlerin bigimi gibi

genetik, sosyal ve ¢evresel faktorler katkida bulunmaktadir [3].

Obezitenin siklig1 giderek artmakta ve son yillarda c¢agin hastaligi halini
almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2009-2010 epidemiyolojik verilerine gore;

erkeklerin % 35.2°den fazlas1 ve kadinlarin % 35.8’den fazlas1 obeziteden muzdariptir
[4].

Obezite diinyada en 6nemli dnlenebilir 6liim sebeplerinden biri olmakla birlikte,
tip 2 diyabet, hipertansiyon, metabolik sendrom ve kalp hastaliklar1 gibi bir dizi
metabolik hastaliklarin yan1 sira osteoartirit, kanser, inme, iltihaplanma ve uyku apnesi
gibi bir dizi kronik hastaliklarla da iligkilidir ve bu hastaliklarin olusumunu

arttirmaktadir [5-7].

Bu nedenle, obezitenin artisin1 ve yaygmligini dnlemek i¢in bireylerin sik sik

obezite 6l¢iimlerinin yapilarak obez olup olmadiklarini belirlenmesi gerekmektedir.



Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHQO) gére bireyin obez olup olmadigmin
belirlenmesinde iki hesaplama yontemi vardir. Bu yontemlerden birinci; bel kalga orani,

ikincisi ise; viicut kiitle indeksinin (VKI) hesaplanmasidir [8].

Obezite tedavisinde egzersiz ve diisiik kalorili diyetlerin yeterli olmadigi
durumlarda ilaglar yaygin olarak kullanilmaktadir. Obezite tedavileri arasinda en umut
verici stratejilerden biri; enerji alimini merkezi mekanizmalar1 degistirmeden
gastrointestinal sistemde besin sindirim ve emilim inhibitorleri mekanizmalarinin

gelistirilmesidir [9].

Piyasada obezite tedavisinde kullanilan; akarboz, orlistat ve subitramin gibi
ilaglar yer almaktadir. Ancak, piyasada yer alan bu ilaglarin; kan basinci artirici, agiz
kurulugu, kabizlik, bas agrist ve uykusuzluk gibi yan etkileri vardir. Orlistat, akarboz,
subitramin gibi varolan bu ilaglarin yiiksek maliyetleri ve ciddi yan etkileri, baz1 dogal
tirtinlerin bunlarin yerine gelecekte anti-obezite ilaci {iretmek i¢in alternatif birer kaynak

olabilecegini diisiindiirmektedir [10].

Obezite etkilerinin ve mekanizmalarinin iyi bir sekilde bilinmesi de ilag kesfine

giden yolda ¢ok onemlidir [11].

Dogada obezite tedavisi igin kullanigh olabilecigi disiiniilen pek ¢ok sayidaki
dogal iriin polifenoller, apigenin, genistein, flavanoid, kafein ve katesin gibi aktif
bilesenleri icermektedir. Bitkisel kaynakar igerdikleri bu bilesenler sayesinde sindirim

sistemi enzimlerini inhibe etmektedirler [12].

Bu tez kapsaminda; halk arasinda kilo verme amaciyla yaygin olarak zayiflama
cay1 olarak kullanilan veya zayiflama caylarinin bilesiminde bulunan yesilgay, biberiye,
mate, zahter, sinirli ot, ¢oban ¢okerten, sinameki, barut agacit ve funda bitkilerinin
obezite tedavisindeki potansiyellerini arastirmak iizere metanol, etanol ve su ekstraktlari
hazirland1 ve bu ekstraktlarin sindirim enzimlerinden lipaz, a-amilaz, a-glikozidaz ve
tripsin ve ayrica monoamin oksidaz enzimi lizerinde in vitro inhibisyon aktiviteleri

arastirildi.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. OBEZITE

Obezite, tibbi olarak anormal veya asir1 viicut yagindaki birikim olarak
karakterize edilmekle birlikte insan saglig1 tizerine zararli etkileri olan bir durum olarak

tanimlanmaktadir [8]. Ttiim diinyada obezite’nin yayginligi giderek artmaktadir [12].

Obezite sosyal, biyolojik ve psikososyal faktorleri iceren kompleks bir
durumdur. Hareketsiz yasam stili ve yiiksek kalorili diyetin obezitenin gelisiminde en

onemli faktorler oldugu goriilmektedir [12].

Obezitenin yayginligi, ciddi morbidite ve mortalite ve yasam kalitesinin diigmesi
ile sonuglanan hastaliklarla agirlikli olarak iligkili olmasi nedeniyle dnemli bir halk

saglig1 sorunudur [13].

Obeziteyi belirlemek icin Diinya Saglik Orgiitii’niin obezite siniflandirmasi

kullanilmaktadir. Bunlar; viicut kitle indeksi (VKI) ve bel kal¢a oranidur.

VKI, bireyin viicut agirigimin (kg), boy uzunlugunun (m) karesine (VKI=
kg/m?) boliinmesiyle elde edilen bir degerdir [14]. VKi’ye gére bireylerin zayif, normal
kilolu, fazla kilolu ve obez siniflandirilmasi yapilmaktadir. Bu siniflandirma Tablo

2.1°de gosterilmektedir.



Tablo 2.1. Yetiskinlerde VKi’ye gore obezite siniflandiriimasi

Smiflama VKI Degerleri
Zayif <185
Normal 18.5-24.9
Fazla Kilolu 25.0-29.9
Sisman >30

1. Derece Obez 30.0-34.9

2. Derece Obez 35.0-39.9

3. Derece Obez >40

Ikinci 6lgiit olan bel ¢evresinde WHO’ya gére kadinlarda bel gevresinin kalga
cevresine orani 0.85’ten ve erkeklerde ise 1°den fazla olan bireyler obez olarak kabul
edilmektedir [15]. Yetiskin bireylerde bel gevresi 6lgiimiine gére obez olma riski Tablo

2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Yetiskinlerde cinsiyete bagl olarak bel gevresi Olglimiine gore obezite
hastalig1 olugsma riski

Cinsiyet Risk (VKI>25) Yiiksek Risk (VKi>30)
Erkek >94 >102
Kadin >80 >88

Bu anlamda, bel dlgiisii de abdominal yag dagilimi ve saglik problemlerinin bir
gostergesi olarak pratikte obezitenin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Yaglarin
bireylerin bel veya kal¢a ¢evresinde toplanmasina bagli olarak bireyler; armut tipi veya

elma tipi sisman olarak siniflandirilmaktadir.

Armut tipi simanlik, yani ginoid obezite yaglarin bedenin alt boliimlerinde,
basen ve kalca g¢evresinde toplanmasidir. Elma tipi sismanlik diye bilinen android
obezitede yaglar bel c¢evresinde toplanmaktadir. Elma tipi sismanlik, daha ¢ok

erkeklerde goriiliirken, armut tipi sismanlik ise daha cok kadinlarda goriilmektedir.



Yaglarin 6zellikle karinda ve i¢ organlarda biriktigi elma tipi sismanlik, hastalik

risklerini arttirdig1 i¢in saglik acisindan daha tehlikelidir [15].

Fazla kilolu olma ve obezite 6zellikle tip 2 diyabet agisindan bir risk faktoriidiir.
Diinyada 346 milyon insanin pankreatik beta hiicrelerinin fonksiyonel bozuklugu
ve/veya glukoz toleransi ile eslesen artan insiiline diren¢ nedeniyle tip 2 diyabetten

muzdarip oldugu diistiniilmektedir [16].

Seker hastalig1 veya diyabet (Diabets mellitus), kronik hiperglisemi veya insiilin
eksikligi salimmdan kaynaklanan karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda
bozukluklar ile yiiksek kan sekerleri diizeyleri ile karakterize metabolik bir hastaliktir.
Obezite tip 2 diyabetin 6nemli 6l¢iide etkileyen komplikasyonlara sahiptir ve giderek

yayginlagsmaktadir. [17].

Diyabet kronik bir hastaliktir ve koroner damar hastaliklar1 ve dislipidemi dahil
olmak iizere birgok tibbi komplikasyon gelistirmek i¢in énemli bir risk faktorii olarak
kabul edilmektedir [18]. Diyabet tedavisinde terapotik yaklagimlardan biri glukoz
emiliminin geciktirilmesiyle postprandiyal hiperglisemiyi azaltmaktir. o-amilaz gibi
karbonhidratlar1 hidroliz eden enzimlerin inhibisyonu bu akisi kesmek i¢in bir yol
olarak kabul edilmektedir [19]. Ciinkii bu enzimler karbonhidratlarin sindiriminde

6nemli bir rol oynamaktadir [20].

Obezitenin yaygimligi 6nemli bir halk sorunudur. Morbidite ve mortalite gibi
kilo ile iliskili hastaliklar 6nemli 6l¢lide yasam kalitesinin diismesine neden olmaktadir
[21]. Obezitenin giderek artan sikligi salgin olarak biiylimeye devam edecegini
gostermekedir [22]. Adipoz dokulardaki diisiik dereceli iltihabik siireg, tip 2 diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi obezite ile iliskili hastaliklarin gelistirilmesinde anahtar

olarak tanimlanmustir [23].

Diinyada obezitenin gelisimini yavaglatmak i¢in anti obezite stratejiler igin diyet
ve yasam tarzi degisiklikleri iizerine odaklanilmistir [24]. Son zamanlarda obezite ile
miicadele i¢in beslenme alaninda yapilan arastirmalarda, dogal iiriinlerin obezite ile
miicadelede potansiyel olabilecegi konusu ilgi uyandirmaktadir [25]. Bu yiizden obezite

tedavisinde dogal iiriinler aragtirma altindadir. Ciinkii varolan ilaglar yiiksek maliyetlidir



ve tehlikeli yan etkileri vardir. Dogal iiriinler gelecekte alternatif obezite ilact liretmek

icin alternatif bir strateji olabilir [26].

2.3. Tez Calismasinda Kullanilan Bitkiler

Bu tez calismasinda kullanilan bitkiler piyasadaki zayiflama c¢aylarinin igerigini
olusturan veya tek basina zayiflama cayr olarak da kullanilan yesil¢ay, mate, biberiye,

¢oban ¢okerten, funda, zahter, sinirli ot, sinameki ve barut agacidir.

2.3.1. Yesil Cay (Camellia sinensis )

Diinya niifusunun tigte ikisi suyun yaninda en ¢ok c¢ayi tiiketmektedir. En biiyiik
cay lreticileri arasinda, Cin Halk Cumbhuriyeti, Hindistan, Kenya, Srilanka ve Tiirkiye
vardir. Kiiresel olarak Hindistan Cin’den sonra ¢ay liretiminde 2. siradadir. Diinyada
icecek olarak kullanilan gay, tiiketicilerin tercihlerine gore farkli fermentasyon, tat ve

renk derecelerine sahiptir [27].

Yesilcay Camellia sinensis bitkisinin yapraklarindan M.O 3000 yilinda ya da
daha once Cin’de kesfedilmistir. Bugilin énemli tibbi etkilerinin oldugu bilinmektedir
[29].

1000 yi1l 6nce Budist rahipler tarafinda Cin’den Japonya’ya getirilmistir. Japon
Zen rahip Esoni “Mutfak-Yajoki” adinda yaymladigi kitabinda cay yapraklarinin

hasadini, tiretim siireglerini ve farmakolojik etkilerini tanimlamigtir [28].

Glinlimiizde bilimsel kanitlar yesilcayin saglik i¢cin ¢ok yararli oldugunu ve
Ozelliklede sagliga yararli birgok cay bilesenini igerdigini gostermektedir. Yesilgay
saghga yararli c¢ay katesinlerini Ozellikle de epigallokatesingallat igermektedir.

Epigallokatesingallat sadece yesil¢ayda bulunmaktadir [28,29].

Yesilcayin saghiga yararli olmasmin yaninda; anti-kanser, antiobezite,

antiaterosklerotik, antidiabetik, antibakteriyel, antiviral gibi etkileri de vardir. Aym



zamanda yesilcay, igeriginde bulunan kafein nedeniyle uyarici, uyaniklik, yorgunluk
hissi azaltict ve idrar soktiiriicii etkiye sahiptir. Cayda bulunan tanenler ve aminoasitler

de beyin ve sinir fonksiyonlarinin diizenlenmesini de saglamaktadir [30].

2.3.2. Mate (llex paraguariensis)

Yerba mate c¢ayi, (llex paraguariensis)St.Hill yapraklarindan hazirlanarak
bitkisel cay olarak tiiketilmektedir.Brezilya, Arjantin, Paraguay,Uruguay’da yaygin
olarak tiiketilmektedir ve son yillarda diinya ¢apinda popiiler hale gelmistir[31].

Yerba mate caylar1 diyete ilave bir katki maddesi olarak konsantre halde ¢esitli
cay posetleri halinde piyasada yer almaktadir [32,33]. Mate ¢ayinda ¢ok sayida aktif
fitokimyasal tespit edilmistir. Polifenoller (klorojenik asit), ksantinler (kafein ve
teobramin), pirin alkoloidler (kafeik asit), 3,4-dikaffeoilkuinik asit, 3,5-
dikaffeoilkuinik asit, saponinler, flavonoidler (kersetin, kamferol ve rutin), aminoasitler,
vitaminler (C, B1 ve B2) ve mineraller (P, F ve Ca) igerir [34,35]. Mate ¢ay1 6nemli
farmakolojik o6zelliklere sahiptir. Bunlar; antioksidan, antiinflamatuar, antiobezite ve
hipoglisemik aktivitelerdir. Mate ¢aymin inasanlarda ve hayvanlarda; kandaki lipit
seviyesini de ayarlayabilecegi rapor edilmistir. Ancak; lipit diisiiriicii mekanizmasi ve

endotel fonksiyonu tizerindeki etkisi belirsizdir [36,37].

2.3.3. Funda (Calluna vulgaris)

Funda (Calluna vulgaris) Ericacea ailesinden Calluna cinsinin tek tiiriidiir [38].

Bataklik bitki ortiisii ve asidik ¢am ve mese ormanlarinda, Avrupa fundalik ve

kirlarinda baskin, kiigiik, yillik bir bitki tiirtidiir [39].

Funda cicekleri enflamasyon hastaliklarinin tedavisinde yiizyillardir bitkisel
materyal olarak kullanilmaktadir. Farmakolojik ¢alismalar bitki ekstraktlarinin;
antioksidan, antienflamatuar ve antiproliferatif etkileri oldugunu goéstermektedir. Bu

etkileri, ¢esitli polifenoller, triterpenoidler ve ursolik asitlerden kaynaklanmaktadir.



Triterpenoidler; fitokimyasallar grubunun 6nemli bir bilesenidir ve gesitli biyolojik

aktivitelere sahip oldugundan ¢esitli farmakolojik etkiler gosterdigi bilinmektedir [40].

2.3.4. Biberiye (Rosmarinus officinalis)

Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) biberiye olarak bilinmektedir. Avrupa,

Asya ve Afrika ve Akdeniz havzasinda yaygin olarak dagilmis bir bitki tiirtidiir.

Biberiye, basta mutfakta gidalarin lezzetini arttirmak i¢in kullanilmasinin
yanisira halk hekimliginde tibbi agidan sifali bir bitki olarak da kullanmilir [41].
Gilinlimiizde, dogal aktif bilesenler icermesi nedeniyle fonksiyonel gida sektoriinde 6zel
ilgi alani icerisindedir. Aslinda bu bitki hepatoproaktif, antibakteriyal, antitrombotik,
antiiilserojenik, ditiretik, antidiyabetik, antinosiseptif, antienflamatuar, antitimoér ve

antioksidan gibi farmakolojik aktivitelere sahiptir [42].

2.3.5. Sinameki (Cassia angustifalia L.)

Cassia angustifalia L. sinameki adiyla bilinmektedir [43]. Giliney Hindistan’da
yetistirilen degisken dallandirilmis bir ¢alidir. Cassia angustifalic L. Caesalpiniaceae
ailesinden olup kisa, kiigiik boylu c¢ali olarak bilinmektedir. Bitki; Arabistan ve

Somali’de yapraklar1 ve meyvesi i¢in yetistirilmektedir.

Bu bitkinin hemen hemen her boliimii tibbi ve farmasotik uygumalarda yaygin

olarak kullanilabilecek 6zelliktedir.

Yapraklar1 kabizlik igin faydalidir. Damar biiziilmesi, miishil, kan tazeleyici,

kurt ilaci, balgam soktiirlicii ve ates diisiirticli olarak kullanilmaktadir.

Sinamekinin ~ miishil ~ &zelligi  yapisindaki  antrokinon tiirevlerinden
kaynaklanmaktadir. Bitki igerisinde serbest ve bilesik formunda p-sitosterol (% 0.33),
sennozid A, B, C, D ve aloe amin ¢erir [44].



2.3.6. Zahter (Thymbra spicata L. var. spicata)

Zahter veya karabas kekik olarak bilinmektedir. Zahter ekonomik olarak 6nemli
bir bitkidir. Cogunlukla kurak veya yari1 kurak, sicak ve daglik bolgelerde yetisen iKi
cenekli kisa galilardir [45].

Thymbraspicata neredeyse tiim Dogu Akdeniz bélgelerine kadar uzanan ¢ok
genis bir dagilim alanina sahiptir. Tiirkiye’de de Akdeniz bolgesinde yar1 kurak iklim
kosullarinda 121 m’den 1248 m’ye kadar yiikseklikte kalkerli yamaclarda, agik ve
giinesli yerlerde yetigir [45].

T. spicata ugucu yag bilesikleri igerir. Ugucu yag bilesiklerinin tiirii bilytidiigi
alana, bliylime agamasina ve yag cikarma islemine bagli olarak degisiklik gosterir. %

60-80 oraninda esansiyal yag icerir [46].

T. spicata’nin yapraklari ve uUgucu yaglar gidalarda, tipta antiseptik ve
antimikrobiyal ajan olarak, endiistriyel alanda gida iiriinlerinde, likor iiretiminde,

parfiimlerde, bitkisel ¢ay ve baharat ¢esidi olarak kullanilmaktadir [47].

2.3.7. Barut Agaci1 (Rhamnus frangula Linn)

Rhamnus frangula Rhamnaceae ailesinden olup Avrupa Ilag Ajansi tarafindan
tibbi bitkisel tirtinler i¢inde geleneksel bir bitki olarak kabul edilir. Yiizyillardir meyvesi
ve aga¢ kabugu ilag olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerin kabugu antrokinon karigima,
flavanoidler, tanen ve peptid alkaloidler igerir. Bu bitkiler miishil, pursatif bagisiklik
sistemi, metabolik siiregler, antiinflamatuar, antimikrobiyal olarak halk arasinda

kullanilmaktadir [48].

2.3.8. Coban Cokerten (Centaurea solstitialis)

Coban ¢okerten bitkisine demir dikeni, ¢akir dikeni, deve ¢okerten, carik dikeni
de denir. Centaurea cinsi Bat1 Asya ve Akdeniz c¢evresinde dagilmis yaklasik 500 tiir

icermektedir. Tirkiyede bu cins 114 endemik bitki, 187 takson ile temsil edilmektedir



[49]. Cetaurea tiirlerinin bir kag¢inin toprak dstiindeki kisimlari; ishal giderici,
antipiretik, ditiretik, kloretik, antiinflamatuar ve antibakteriyal olarak halk hekimliginde
kullanilmaktadir [50]. Ornegin; Centaurea pulchella, Centaurea drabifolia ve
Centaurea solstitialisin Tiirk halk ilac1 olarak, apseler, hemoroid, peptik iilser ve soguk

algiligi tedavisinde kullanildigi rapor edilmistir [51].

2.3.9. Sinirli Ot (Plantago lanceolata)

Plantago tiirleri Avrupa ve Amerika’da yaygindagitilan Plantaginaceae
ailesinden ¢ok yillik otlardir ve 256’nin tizerinde tiirti vardir. Bazi tiirlerin ¢ogunlukla
toprak istii kisimlar1 ve yapraklarmin polar ekstraktlart halk arasinda hastaliklarin
tedavisinde ve fitoterapi hekimliginde kullanilir. Bu kisimlar sindirim sistemi ve
solunum organlari, deri ve enfeksiyon hastaliklari, agri ve kanser ile ilgili sorunlarin

tedavisinde kullanilir [52].

Fransa, Italya ve Giiney Afrika basta olmak iizere salatalarda diyetin bir pargast
olarak ya da ¢ocuk mamalarinda kullanilir [53,54]. Bu bitki tiiriiniin kullanim1 insan
kullanimi igin yararli olmakla birlikte, ayn1 zamanda hayvan beslenmesi agisindan da
onemlidir. Hayvanlar igin tibbi degeri olan bir bitkidir, hayvanlarin tibbi olarak
fizyolojik olarak biiylimesini saglamaktadir. Plantago tiirleri flavonoidler, fenolik
bilesikler, fenilpropanoid glikosidler icermektedir. Etkileri igerdigi bilesiklerden
kaynaklanmaktadir [55].

2.4. Tez Kapsaminda Calisilan Enzimler

2.4.1. Lipaz
Lipazlar hayvan, bitki, fungus ve bakterilerde bulunan énemli enzimlerdir. insan

ve yiiksek hayvanlarda, pankreatik ve gastrik lipazlar etkin yag sindirimi i¢in gerekli

enzimlerdir [56].
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Lipazlar; triagilgliserol ve fosfolipid igeren yaglarin sindirilmesinden sorumlu
enzimlerdir. Insanlardaki lipazlar; pre-duedonal (lingual ve gastrik lipaz) ve ekstra
duodenum (pankreatik, karaciger), lipoprotein lipaz ve endotelyal lipaz olarak

sayilabilir.

Beslenmeyle alinan yag, dogrudan bagirsak tarafindan emilmez, pankreatik lipaz
aktivitesine maruziyet siiresince emilir. Pankreatik lipaz besinlerdeki triagilgliserolleri;

monoagilgliserol ve yag asitlerine hidrolizleyen emilimde énemli bir enzimdir.

Pankreas tarafindan sentezlenen ve salgilanan lipolitik enzim trigliseridlerin
sindiriminde etkili rol oynamaktadir. Pankreatik lipaz; 1,3-spesifiye lipaz olup
beslenmeyle alinan trigliseridlerin a ve o’-pozisyonundaki yag asitlerini uzaklagtirir ve
sonugta iiriin olarak B-monogliseridler (2-monoagilgliseroller), uzun zincirli doymus ve
coklu doymamis yag asitleri olusur. Pankreatik lipazlar diyet yaglarinin % 50-70
oraninda hidrolizinden sorumludur. Besinsel triagilgliserollerin bu enzimler tarafindan

monoagilgliserollere ve serbest yag asitlerine hidrolizi yag emilimi i¢in gerekli bir

adimdir [56].

Streptomyces toxytricini tarafindan {iretilen tetrahidrolipstatin (orlistat), dogal
lipaz inhibitor tiirevidir. Pankraeatik lipaz inhibitorii olarak orlistat piyasada Xenical,
Thincal, Orlistat, Alli vb. ticari adlarla bulunmaktadir. Orlistat emilim Oncesi besin
pargalanmasi tizerine etki eden bir ilagtir ve tehlikeli boyuttaki obeziteyi tedavi etmek

icin kullanilan bir pankraetik lipaz inhibitoriidiir.

Orlistat, lipaz inhibisyon mekanizmasi yoluyla lipazin Katalitik triad olarak
adlandirilan katalizdeki en aktif bolgesi olan serin aminoasidine kovalent bagla
baglanarak etki eder. Bir serin hidrolaz olan lipazin doniisiimsiiz inhibisyonuna neden
olur. Mide bagirsak sisteminde triagilgliserollerin hidrolizini geciktirmesiyle yemek
sonras1t plazmadaki lipid seviyesini disliriir ve bdylece bagirsak liimeninde yag

asitlerinin emilimini geciktirmis olur [57].

Pankreatik lipaz inhibitorleri klinik olarak onaylanmasina ragmen orlistatin bazi
gastrointestinal etkileri ve kan basinci artirici, agiz kurulugu, kabizlik, bas agris1 ve

uykusuzluk gibi yan etkileri vardir.
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Lipaz inhibitorleri bugiin 0Ongorillen antiobezite ilaglaridir. Fakat bu
molekiillerinin yapilarindaki karmasiklik nedeniyle yeni molekiillerin gelistirilmesi
zordur. Potansiyel ve spesifik lipaz inhibitorlerini dizayn etmek ve sentezlemek
antiobezite ajanlarmi gelistirmek dahil cesitli uygulamalar icin ve lipaz mekanizmasini

anlamak i¢in temel degere sahiptir [58].

2.4.2. a-Amilaz ve a-Glukozidaz

a-Amilaz bakteri, mantar, bitki ve hayvan gibi farkli organizma tiirlerinden elde
edilir. Ancak, amilaz inhibitorleri ¢gogunlukla bitki veya mikrobiyal kaynaklardan elde
edilir. 1200°den fazla bitki tiriiniin yemek sonrasi glukoz seviyesini diisiirdigi
kaydedilmesine ragmen, amilaz inhibitorleri biiyiik 6lglide mikrobiyal kaynaklardan
elde edilmektedir. Ciinkii bitkilerin ekimi i¢in biiyiikk alanlara gereksinim vardir ve

ekstraksiyon prosediirlerinin zorlugu sézkonusudur.

a-Amilaz kiigiik karbonhidrat molekiillerini endo pargalayarak, gidalarla alinan
nisasta tizerinde etkili sindirim enzimidir. Enzim viicutta tiikiirik bezlerinde ve
pankreas hiicrelerinde olmak tizere iki yerde sentezlenir. Agizda par¢alanmaya baslanan
nisasta molekiilleri ince bagirsakta da pankreatik amilazlar tarafindan pargalanir [59].
Tiikriik ve pankreatik a-amilazlarin a-1,4 glikozidik baglar1 hidrolizlemesiyle maltoz ve
diger oligosakkaritleri tiretmek i¢in nisastay1 hidrolizlerler [60].

Nisastanin  hidrolizi a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin nisastayi
hidrolizlemesi kandaki postprandial glukoz artisinin ana sebebidir. Akarboz gibi ilaglar
a-amilaz ve a-glukozidazlart inhibe ederek tip 2 diyabetin yonetiminde kullanilir ve rol

oynar [61].

Akarboz, tip 2 diyabet tedavisi i¢in ve Ozellikle de yliksek glukoz diizeyleri
tedavisinde kullanilan regeteli bir ilagtir [62]. Akarboz, 6zellikle a-glukozidaz olmak
tizere a-amilazi da kapsayan glikozid hidrolazlart inhibe eder. Akarboz
psodotetrasakkarit olup ticari olarak gelismis Actinoplanes suslari ve Streptomyces

glaucescens’den iiretilir. Streptomyces tiirleri terapotik uygulamalar igin yeni
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metabolitlerin iiretilmesi ve birka¢ tiirde iyi amilaz inhibitorleri iiretilmesi igin

spesifiktir.

Akarboz, bagisaklardaki a-glukozidaz enzimi mekanizmasini tersine gevirir ve
monosakkarid olusumunu oOnler. Boylece monosakkaritlerin kana gecisi geciktirilmis
olurve postprandial glukoz ve insiilin diizeyleri azalir. Piyasada bulunan mevcut ticari
amilaz inhibitorlerinin (Glucobay, Precose, Prandas) yan etkileri de sézkonusudur.
Mide bagirsak sistemi tarafinda salgilanan amilazlarin inhibe edilmesi ve gidalardaki
karbonhidratlarin sindirilememesi nedeniyle sindirilemeyen karbonhidratlar emilim
bozuklugu ve ishale yol agacaktir. Buna ek olarak amilaz inhibitorleri mide bagirsak
sistemindeki bakteriyal fermantasyonu etkileyerek bagirsaktaki bakterilerin dengesini
bozacaktir. Bu da siskinlik, gaz, karin agrisi, kusma, ishal, gaz ve bulant1 gibi yan
etkilere sebep olmaktadir [62]. Akarbozun diger yan etkileri ise, siddetli deri alerjileri,
karaciger yetmezligi, sistoiller ve enfeksiyon intoleransidir. Bu nedenle yan etkisi
olmayan veya daha az yan etkileri olan amilaz inhibitorlerine ihtiyag vardir. Polifenoller
gibi molekiillerin akarboz benzeri etkilere sahip olabilecegi ve a-amilazi inhibe
edebilecegi diisiinlilerek bu komponentleri icermek {izere fonksiyonel gidalar

gelistirilmistir [61].

2.4.3. Tripsin

Tripsin (EC.3.4.21.4) bir serin proteaz olup ¢ogu omurgalinin sindirim

sisteminde bulunur ve burada proteinleri hidrolizler [63].

Pankreasta tripsinojen formunda firetilen tripsin, ince bagirsaga bu proenzim
formunda gelir ve burada aktive edilir. Tripsin; peptid ve proteinleri karboksi terminal
tarafindan lizin ve arjinin aminoasitlerinden pargalar. Tripsin pek¢ok biyoteknolojik
proseste kullanilir. Bu prosesler genellikle tripsin proteolizi veya tripsinizasyon olarak
adlandirtlir ve tripsinle sindirilen veya muamele edilmis olan proteinler de tripsinlenmis

olarak tanimlanir.
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Tripsin oniki parmak bagirsaginda peptit baglarininin hidrolizini katalizler ve
proteinleri daha kiiciik peptitlere ayirir, sonrasinda peptit lriinleri diger proteazlar
yardimiyla daha ileri parcalama ile aminoasitlerine hidrolizlenir. Boylece kan
dolasimima emilim i¢in uygun hale getirilir. Genellikle ¢ok biiylik yapili olan
proteinlerin ince bagirsak boyunca adsorbe edilebilmesi igin, protein emilimindetriptik

sindirim zorunlu adimdir [64].

Tripsin, pankreasta yiiksek miktarda mevcuttur ve oldukga kolay saflastirilabilir.
Bu nedenle cesitli biyoteknolojik proseslerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Doku
kiiltiirii caligmalarinda, siitten kazeini ayirmada, proteomikte kiitle spektrometresi
analizi i¢in jeldeki proteinleri peptitlere parcalamada, gida endiistrisinde siit, peynir, et,
balik iiriinleri, lezzet bilesikleri, alerjen proteinleri uzaklastirilmis hipoalerjenik gidalar

elde etmede kullanimi &rnek olarak verilebilir [65].

2.4.4. Monoamonoksidaz

Monoaminoksidaz (MAO), noral ve noral olmayan hiicre mitokondri dis
membranmida bulunan bir enzimdir. MAO enziminin MAO-A ve MAO-B olmak
tizere iki farkli formu yaygindir. MAO-A ve MAO-B endojen ve ksenobiyotik
aminlerin oksidatif deaminasyonundan sorumlu enzimlerdir. Onlarin farkli substrat

seciciligi, doku dagilimi ve inhibitor segiciligi vardir [66].

MAO-A tercihen serotonin, ndradrenalin ve adrenalini deamine eder. Insan
beyni yaklasik % 75 MAO-B sentezler [67]. MAO-B ise B-feniletilaminve benzamin
molekiillerini deamine eder. Sinir terminallerinde monoaminerjik artis, depolanan MAO
inhibitorlerinde bir artisa neden olur. MAO-A inhibisyonu depresyonda ve anksiyete
bozukluklarinda o6nemli oldugu disiiniilen norotransmiterleri etkiler. MAO-B
inhibitorleri dopamin seviyelerine bagli olarak artar. Selegilin tek geri doniisiimsiiz
MAO-B inhibitoriidiir ve pekg¢ok iilkede ila¢ pazarinda onayli olarak yer almaktadir
[68]. Son zamanlarda MAO-B inhibitorleri ankisiyete bozukluklarinin tedavisinde ve

Alzheimer hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaktadir [69].
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MAO-B enzimi ayrica noron koruyucu etkiye sahiptir. MAO-B ile oksitleme
asamasinda reaktif oksijen tiirleri elde edilir. Amin ve peroksit reaksiyonunda yan {iriin
olarak hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen tiirleri olusur. Bunlar da noéral
fonksiyonlarin bozulmasina veya sonunda noral hiicrelerdedliime neden olur [70].
MAO’nun farmasétik potansiyeli, 6zellikle MAO-B inhibitorleri igin aktif yeni

bilesiklerin arastirilmasina yol agmustir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan reaktifler asagida belirtilen firmalardan satin alinmistir:

Pankreatik a-amilaz, dinitrosalisilik asit, akarboz, Sacchromyces cerevisia
kaynakli a-glukozidaz, 4-nitrofenil-a-D-glukopiranoz, domuz pankreatik lipazi, N-a-
benzoil-D,L-arginin p-nitroanilit, tripsin, orlistat, fenilmetilsiilfoksit, monoaminoksidaz
A, 4-aminotipirin, klorjilin, Horse radish peroksidaz, vanilik asit, Triton X-100 Sigma
Aldrich firmasindan satin alindu.

Nisasta, Tris, dimetilsiilfoksit, etanol, sodyum karbonat, metilen kloriir, sodyum
hidroksit, metanol, sodyum potasyum tartarat, asetik asit, monosodyumdihidrojen
fosfat, asetonitril Merck firmasindan saglandi.

Hidroklorik asit, disodyumfosfat, Sodyum kloriir Riedel-de Haen firmasindan

satin alindi.
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3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Blender (Waring)

Calkalamali su banyosu (Wisebath Daihan)
Orbital galkalayic1 (Wiseshake Daihan SHO- 1D)
Su Banyosu (Clifton)

Rotaevaporator (Buchi)

Derin dondurucu(-80 °C) (Wise Cyro Daihan)
Buzdolab1 (Argelik)

Ultrasonik su banyosu (Wiseclean Daihan)

pH Metre (Jenco 6173)

Terazi (Presica XB 220A)

Spektrofotometre ve mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific)
Mikro pipetler (Eppendorf)

Santrifiij (Hettich-Rotina 38R)

Vorteks (Whirli mixer)

Liyofilizator (Wirtis Sp Scientific Sentry 2.0)
Isitic1 ve manyetik karistirict (IKA RH basic-2)

3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler

o-Amilaz enzim inhibisyonu icin hazirlanan ¢ozeltiler

1 U/mLamilaz ¢ozeltisi (w/v) (domuz pankreatik)

10 mg/mL dinitro salisilik asit ¢ozeltisi

2 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi

% 1°lik nisasta ¢Ozeltisi

0.02 M sodyum fosfat tamponu (pH6.9)

50, 100, 200, 250, 500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda bitki ekstraktlari
50, 100, 200, 250, 500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda akarboz ¢ozeltileri
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a- Glukozidaz enzim inhibisyonu i¢in hazirlanan cozeltiler
e 50 mM sodyum asetat tamponu (pH 5.2)
e 20 ug/mLo- glukozidazgozeltisi (Sacchromyches cerevisia)
e 0.1 M NaxCOsgozeltisi
e 0.1 M fosfat tamponu (pH 6.8)
e 5 mM 4-nitrofenil-a-D-glukopiranoz ¢ozeltisi
e 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ug/mL konsantrasyonlarda DMSO’da hazirlanmis
bitki ekstraktlari
e 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ug/mL konsantrasyonlarda DMSO’da hazirlanmig

akarboz c¢ozeltileri

Lipaz enzim inhibisyonu icin haziralanan ¢ozeltiler

e Potasyum fosfat tamponu (pH 6.0)

e % 0.001lik Triton X-100

e 0.1 M KH2PO4

e 0.1 MKzHPO4

e 1 mg/mL Domuz pankreatik lipaz ¢ozeltisi (Tris-HCI tamponunda)

e 250 mM p-nitropalmitat ¢6zeltisi (metilen klortirde)

e 150 mM NaCl

e 0.02 M Tris-HCI (pH 8.0)

e 50,100, 250, 500, 750, 1000 png/mL konsantrasyonlarda bitki ekstraktlar
e 50, 100, 250, 500, 750, 1000 png/mL konsantrasyonlarda orlistat ¢ozeltileri
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Tripsin enzim inhibisyonu i¢in hazirlanan cozeltiler

0.1 M Tris- HCI tamponu (pH 7.5)

0.25 mg/mL tripsin ¢ozeltisi

0.001N HCI ¢ozeltisi

20 mg/mL N-a-benzoil-D,L-arginin p-nitroanilit ¢ozeltisi (DMSO’da)

50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda bitki ekstraktlar

50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlardafenil metil siilfoksit

¢ozeltileri

Monoaminooksidaz-A enzim inhibisyonu i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

2.5 mMtiramin ¢ozeltisi

4 U/mL peroksidaz (horse radish)

0.1 M KH2POq4

0.1 M Kz2HPO4

1 mg/mL monoamino oksidaz ¢ozeltisi (DMSO’da)

1 mM vanilik asit

0.5 mM 4-amino tipirin

0.2 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.6)

100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda bitki ekstraktlar
100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda klorjilin ¢ozeltileri
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3.2. Metotlar

3.2.1. Bitkilerinden Ekstrakt Hazirlanmasi

3.2.1.1. Metanol ve Etanol Ekstratlarinin Hazirlanmasi

Kilo verme amaciyla siklikla bitkisel zayiflama g¢ayr olarak kullanilan veya
zayiflama c¢ay karisimlarmin bilesiminde bulunan Yesilcay, Mate, Sinameki, Barut
agaci, Funda, Zahter, Sinirli ot, Biberiye, Coban Cokerten bitkileri Edirne’de bir

aktardan kurutulmus olarak satin alindi.

Ekstrakt hazirlamak i¢in bu bitkiler Waring blendirdan gegirilerek toz haline
getirildi. Toz haline getirilen bitkilerin herbirinden iki ayr1 erlene 20’ser g tartildi. Bu
erlenlerden ilkine 400 mL metanol, ikincisine 400 mL etanol ilave edildi ve
calkalayicida 25° C, 125 rpm’de 24 saat boyunca calkalandi. 24 saatin sonunda, siizgeg

kagidindan siiziildii ve siiziintiiler ayr1 balonlarda topland1 [71].

Islem yeniden tekrar edilerek bitki kalmtilarinin iizerine 400’er mL taze metanol
ve etanol ilave edildi ve ayni siire ¢alkalandi. 24 saatin sonunda siiziildii ve siiziintiiler
ilk ekstraktlarin oldugu balonlarda toplandi ve ¢oziiciileri rotaevoparatorde

uzaklagtirildi.

Balondaki ekstrat kalintis1 az miktar etanol ile ¢oziilerek petri kaplarina alindi.
Oda kosullarinda c¢oziiciileri uguncaya kadar bekletilen petri kaplarindaki bitki

ekstraktlar1 enzim inhibisyon deneylerinde kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.1.2. Su Ekstratlarimin Hazirlanmasi

Su ekstraksiyonlart inflizyon yontemiyle hazirlandi. Bu amagla Waring
blendirda toz haline getirilen bitkilerden erlenlere 20’ser g tartilarak tizerlerine 400’er
mL kaynatilmig destile su konuldu. Sonra bu karisim daha dnceden 1sitilmus 1sitici tabla
izerinde homojenatlarin kaynamalarina izin verilmeksizin 30 dakika bekletilerek

inflizyon islemi gergeklestirildi [72]. Erlen igerikleri siiziildii ve siiziintiiler ayri
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balonlarda topland1. -20 °C’de dondurulduktan sonra Trakya Universitesi Teknoloji,
Arastirma, Gelistirme ve Uygulama Merkezi (TUTAGEM)’nde liyofilize edildi. Elde
edilen bu bitki ekstratlar1 deneylerde kullanilincaya kadar -20 ° C’de depolandi.

Etanol, metanol ve su ¢oziiciileri kullanilarak hazirlanan bitki ekstratlarindan 1
mg/mL konsantrasyonlarinda stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiler 50, 100, 250,
500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda seyretilerek enzim inhibisyon

calismalarinda kullanildi.

3.2.2. Lipaz inhibisyonunun Belirlenmesi

Lipaz inhibisyon g¢alismalart Souza ve arkadaglarinin metoduna goére yapildi
[73]. Domuz pankeratik lipaz ¢ozeltisi 10 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde
0.02 M Tris-HCI tamponunda (pH 8.0) hazirlandi. Hazirlanan enzim ¢ozeltisi
santriifiijlenerek  ¢alismalarda siipernatant kismi  kullanildi.  Lipaz inhibisyon
caligmalarinda substrat olarak metilen kloriirde hazirlanmis 250 mM p-nitrofenol

palmitat ¢ozeltisi kullanildi.

Mikroplakadaki kuyucuklara konsantrasyon yukaridan asagiya dogru artacak
sekilde 50, 100, 250, 500 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarindaki bitki
ekstraktlarindan 20 pL koyuldu ve iizerine 20 uL pankreatik lipaz ¢ozeltisi koyularak 10
dakika inhibisyon islemi igin bekletildi. Siirenin sonunda 200 pL substrat p-nitrofenol
palmitat ilave edilerek 15 dakika enzimatik reaksiyonun gergeklesmesi i¢in bekletildi.

15 dk’nin sonunda UV-Spektrofotometrede 405 nm’de absorbans dlglimii yapildi.

Calismalarda pozitif kontrol olarak orlistat kullanildi. Orlistat ¢ozeltileri de bitki
ekstraktlar1 ile ayni konsantrasyonlarda hazirlanarak bitki ekstraktlar1 yerine pozitif
kontrol olarak orlistat ¢ozeltileri kullanilarak lipaz inhibisyon deneyleri yukarida
belirtildigi gibi gergeklestirildi ve absorbanslari belirlendi.

Biitlin bitki ekstraktlar1 ve pozitif kontrol ¢ozeltilerinin inhibisyon denemeleri,

diger kontrol ve kor denemeleri en az {iglii tekrarlar halinde yiiriitiildii.
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Lipaz enzimi ile substrat p-nitrofenil palmitat arasindaki kimyasal reaksiyonu

Sekil 3.1°de verilmistir

O
O (CH2)14CH3 QH
+ H,O —
+ CH,(CH,),,COOH
NO, NO,
p-nitropalmitat p-nitrofenol Palmitik asit

Sekil 3.1. Lipaz enziminin p-nitro palmitat substrati ile kimyasal reaksiyonu [74]

Tiim ekstraktlarin ve pozitif kontrol orlistatin lipaz enzimi % Inhibisyon

aktiviteleri asagidaki formiil yardimiyla belirlendi.

04 inhibisyon = [100 - (M)] +100
Abs enzim

AbSexstrakt: Inhibitdr koyulmus (bitki ekstrakti veya orlistat) kuyucuklarin sonunda 405
nm’de Ol¢iilen absorbansi
ADbSenzim: Inhibitor ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontrol érnegin 405
nm’deki absorbansi

% Inhibisyon degerleri belirlendikten sonra % Inhibisyon-Konsantrasyon
grafikleri yardimiyla [Csop degerleri belirlendi. [Csp, maksimum inhibitor
konsantrasyonunun yaris1 olup, spesifik biyolojik veya biyokimyasal bir fonksiyonu
inhibe  etmede  kullamilan  inhibitériin  etkinliginin  Ol¢iisiidiir.  Birimi,
konsantrasyonbirimi cinsindendir. ICso degeri ne kadar kiigiikse o0 maddenin etkinligi 0
kadar yiiksek kabul edilir [77] .
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3.2.3. a-Glukozidaz inhibisyonun Belirlenmesi

Kwon ve arkadaslarinin modifiye edilmis metoduna gore gergeklestirilen a-
glukozidaz inhibisyon calismasinda [76] bitki ekstraktlarmin a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesini belirlemek tizere, 20 ug/mL a-glukozidaz ¢6zeltisi 0.1 M fosfat tamponunda
(pH 6.8) hazirlandi. Substrat olarak 5 mM 4-nitrofenol-oa-D-glukopiranoz ¢ozeltisi
kullanildi. Bitki ekstratlarinin 1 mg/mL konsantrasyonda stok c¢ozeltileri DMSO’da
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak 50, 100, 250, 500, 750
ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda bitki ekstrakt ¢cozeltileri hazirlandi.

Mikroplaka okuyucuya yukaridan asagiya dogru artan konsantrasyonlarda
olacak sekilde 20 pL bitki ekstratt konuldu. Bitki ekstraktlarinin {izerlerine 20
pg/mLkonsantrasyonda hazirlanmis a-glukozidaz ¢ozeltisinden 20 uL ilave edilerek
inhibisyon islemini gergeklestirmek amaciyla 37 °C’de, 10 dakika bekletildi. 10
dakikanin sonunda 100 pL substrat ilave edilerek 37°C de 10 dakika daha inkiibasyon
islemi gergeklestirildi. 0.1 M NaxCOs ¢ozeltisinden 80 pL ilave edilerek reaksiyon
durduruldu ve UV Spektrofotometrede 37°C 405 nm’de absorbans Olg¢timleri

gerceklestirildi.

a-glukozidaz enzimi enzimatik aktivitesi sirasinda substrat molekiiliiniin
ucundaki bir glukoz molekiiliiniin a-1,4 bagin1 hidroliz ederek serbest kalmasini saglar,

reaksiyonu Sekil 3.2°de verildigi gibidir.

o-Glikondaz
CH;OH [ CHOH ]
0 o]
OH OH
OH O 04
OH OH

Sekil 3.2. a-glukozidaz enziminin substrati nisasta ile etkilesimi [75]
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Enzim inhibisyon c¢alismalarinda pozitif kontrol olarak akarboz kullanildi. Bitki
ekstraktlart ile ayn1 konsantrasyonlarda hazirlanan akarboz ¢ozeltileri igin de yukarida

belirtildigi gibi a-glukozidaz inhibisyon denemeleri gerceklestirildi.

Ayrica bitki ekstraktt ve akarboz kullanilmadan kontrol denemeleri, enzim

yerine tampon i¢eren kor denemeleri de yapildi.

Okunan absorbanslardan koér deneme sonuglart ¢ikarildi ve asagidaki formiil
yardimiyla ekstraktlarin ve pozitif kontroliin % a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri

belirlendi.

Abs ekstrakt
—)} =100

04 inhibisyon = [100 - ( TR p——
AbSekstrakt: Inhibitdr (ekstrakt ¢dzeltisi veya akarboz) koyulmus kuyucuklarm sonunda
405 nmde Olgiilen absorbasi

ADbSeenzim: Inhibitdr (ekstrakt ¢ozeltisi) ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontrol

ornegin 405 nm’deki absorbansi

Biitiin bitki ekstraktlar1 ve pozitif kontrol ¢ozeltilerinin inhibisyon denemeleri,

diger kontrol ve kor denemeleri en az ticlii tekrarlar halinde yiiriitiildii.

Calismalarin sonunda konsantrasyona (ug/mL) karst % Inhibisyon grafikleri
cizildi ve bu grafikler yardimiyla inhibisyon gozlenen bitki ekstraktlarinin ICsp degerleri

belirlendi.

3.2.3. a-Amilaz inhibisyonunun Belirlenmesi

a-amilaz enzimi inhibisyon c¢alismalar1 Puteri ve arkadaslarinin metoduna gore

yiiriitildii [75].

Pankreatik o-amilaz enzim ¢6zeltisi 0.02 M sodyum fosfat tamponunda (pH 6.9)
1 U/mL konsantrasyonda hazirlandi. Ayni tamponda hazirlanmis % 1°’lik nisasta

¢Ozeltisi enzim inhibisyon ¢alismalarinda Substrat olarak kullanildi.
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Calismalarda kullanilmak {izere 1 g DNS 50 mL destile suda ¢o6ziildii ve lizerine
30 g sodyum potasyum tartarat eklendi. Bu karistm 20 mL 2 N sodyum hidroksit ile

karistirtlarak 100 mL’lik balon jojeye alind1 ve su ile 100 mL’ye tamamlandi.

a-amilaz inhibisyon deneylerinde kaynatma islemi oldugu deneysel prosediir

cam parmak tiiplerde, absorbans okumalar1 ise mikroplaka okuyucuda yapildi.

Deney tiiplerine 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarindaki
bitki ekstratlarindan koyuldu. Uzerlerine 50 pL o-amilaz ¢ozeltisi ilave edildi ve oda
kosullarinda 10 dk inhibisyon islemi i¢in bekletildi. 10 dk’nin sonunda substrat olarak
hazirlanmis 50 pL % 1°lik nisasta ¢Ozeltisi ilave edilerek enzimatik aktivite i¢in 10 dk
daha bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan 100 pL DNS ¢6zeltisi ilave edilerek tiipler
5 dakika sicak su banyosunda kaynatildi. Tipler oda sicakligina getirilerek tizerlerine 1
mL destile su eklendi. Bu karisimlardan 200 puLL mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi ve
UV-Spektrofotometrede 540 nm’de absorbans Ol¢iimleri yapildi. Her numune igin
kontrol tiipleri (inhibitér yerine tampon) ve numune korleri (enzim yerine tampon)

hazirlandi.

Pozitif kontrol olarak akarboz kullanildi ve aymi islemler aym

konsantrasyonlarda hazirlanan akarboz ¢ozeltileri ile de gergeklestirildi.

Tiim oOrnekler i¢in okunan absorbans degerlerinden ilgili korlerin absorbans

degerleri ¢ikarilarak asagidaki formiil yardimiyla % amilaz inhibisyonlar1 hesaplandi.

Abs ekstrakt)}

04 inhibisyon = [100 - ( +100

Abz enzim

ADbSekstraki: Inhibitdr koyulmus drneklerin ve akarboz ¢ozeltilerinin 540 nm’de dlgiilen
absorbansi
ADbSeenzim: Inhibitor ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontrol érnegin 540

nm’deki absorbansi

% Inhibisyon degerleri belirlendikten sonra % Inhibisyon-Konsantrasyon

grafikleri yardimiyla 1Cso degerleri belirlendi.
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a-amilaz enzimisusbstrati olan nisasta molekiili’'niin o-(1—4) baglarin

hidrolizleyerek aktivitesini gergeklestirir ve hidroliz reaksiyonu Sekil 3.3’deki gibidir.

OH

Sekil 3.3. a-amilaz enzimlerinin substrati nisasta ile etkilesimi [75]

3.2.4. Tripsin Inhibisyonunun Belirlenmesi
Tripsin enzim inhibisyonu Shahwar ve arkadaslarinin metodu modifiye edilerek
calisildr [78]. Tripsin enzimi 0.5 mg/L konsantrasyonunda 0.001 N HCl¢6zletisinde
hazirlandi. Substrat olarak N-a-benzoil p-nitro anilit (BApNA) kullanildi. BApNA 20
mg/mL konsantrasyonunda DMSO’da hazirlandi.

Mikroplakadaki kuyucuklara yukaridan agagiya dogru artan konsantrasyonlarda
olacak sekilde 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarindaki bitki
ekstraktlarindan 30 pL pipetlendi. Uzerine 10 uL tripsin ¢ozeltisi ve 170 uL 0.1 M Tris-
HCI tamponu (pH 7.5) tampon ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C de 15 dakika inhibisyonun
gerceklesmesi i¢in bekletildi. 15 dk’nin sonunda mikro plakadaki kuyucuklara 20 pL
substrat BApNA ilave edilerek UV spektrofotometrede 405 nm’de absorbans dl¢timleri
yapildi.

Tripsin enzim inhibisyonu g¢alismalarinda pozitif kontrol olarak 0.0055 g/L
konsantrasyonunda etanolde hazirlanmig stok PMSF ¢6zeltisi (Fenilmetilsiilfonilfloriir)
kullanildi. Bu stok ¢ozeltiden, bitki ekstraktlari ile ayni konsantrasyonlarda hazirlanan
PMSF c¢ozeltileri ile tripsin inhibisyon denemeleri yukarida belirtildigi gibi
gerceklestirildi.
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Tripsin enziminin yapay substrati Na-benzoil p-nitroanilit ile enzim reaksiyonu
Sekil 3.4’te gosterildigi gibidir.

] NO- 0
o KOl @’ sHCl
H nH . . H MO
a Tripsin : 4
HyN FJX /CFE J NH . HN H\ /EHE < OH 4
ot ok +HyO Y ok oy
booHN

Na- benzoil-L-arginin p-nitro anilit Na- benzoil-L-arginin p-nitro anilin

Sekil 3.4. Tripsin enziminin substratt Noa-benzoil-L-arginin p-nitroanilit ile etkilesimi
[79]

Tim ekstraktlar ve pozitif kontrol PMSF ¢o6zeltileri i¢in okunan absorbans
degerlerinden ilgili korlerin absorbans degerleri ¢ikarildi. Bitki ekstraktlarmin tripsin
inhibisyon aktiviteleri kontrol 6rnegin enzim aktivitesi % 100 kabul edilerek asagida

verilen formiille hesaplandi.

=100

. Abs ekstrakt
U Inhibisyvon = [1[!!] — (—)]

Abz enzim

AbSekstrakt: Inhibitdr koyulmus (bitki ekstrakti veya PMSF) kuyucuklarin 405 nm’de

Olgiilen absorbansi

ADbSenzim: Inhibitdr ilave edilmeyen, %100 aktif kabul edilen kontrol &rnegin 405

nm’deki absorbansi

% Inhibisyon-Konsantrasyon grafikleri yardimiyla ICso degerleri belirlendi.
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3.2.5. Monoamin Oksidaz Inhibisyonunun Belirlenmesi

Funda, Biberiye, Mate, Yesilcay, Zahter, Sinirli Ot, Sinameki, Coban Cdkerten,
Barut Agaci bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin monoamin oksidaz-A inhibisyon
aktviteleri Jager ve arkadaslarmin metodu kullanilarak gergeklestirildi [70]. Bu
inhibisyon ¢alismasinda; enzim olarak monoamino oksidaz-A (MAO-A), substrat olarak

tiramin kullanildi. Deneylerde pozitif kontrol olarak klorjilin segildi.

MAO-A enzim ¢ozeltisi ve pozitif kontrol olarak kullanilacak olan Klorjilin,
derisimleri 1 mg/mL olacak sekilde DMSO’da hazirlandi. Substrat olarak tiramin
kullanildi ve 2.5 mM konsantrasyonda olacak sekilde, 0.2 M potasyumfosfat
tamponunda (pH 7.6) hazirlandi. Bu ¢alismada gerekli olan diger ¢6zelti “kromojenik
¢ozelti” olup, bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 1 mM vanilik asit, 0.5 mM 4-amino tipirin,

potasyum fosfat tamponunda hazirlanmis 4 U/mL peroksidaz ¢6zeltileri kullanildi.

Bitkilerin metanol, etanol ve su ekstraktlari 1 mg/mL konsantrasyonda
DMSO’da hazirlandi. 100, 250, 500, 750 ve 1000 ug/mL konsantrasyondaki bitki
ekstraktlar1 fosfat tamponunda (pH 7.6) seyreltilerek hazirlandi.

Pozitif kontrol i¢in klorjilin, bitki ekstraktlar1 ile ayn1 konsantrasyonlarda (100,
250, 500, 750, 1000 pg/mL) hazirland:.

Mikroplaka kuyucuklarina artan konsantrasyonlarda 100, 250, 500, 750 ve 1000
ug/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan bitki ekstraktlarindan 20 pL  koyuldu.
Uzerlerine 20 uL. MAO-A ¢bzeltisi koyularak inhibisyonun gergeklesmesi icin 10
dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda mikroplaka kuyucuklarina ¢ok kanalli pipet
yardimiyla 60 uL substrat tiramin ¢ozeltisi ve 20 puL kromojenik ¢ozelti ilave edildi.
Kor kuyucuklart 40 pLL tampon, kontrol kuyucuklari ise 20 uL tampon ve 20 uL enzim
olacak sekilde hazirlandi. Bitki ekstraktlari yerine klorjilin ¢ozeltileri koyularak MAO-

A inhibisyon denemesi pozitif kontrol klorjilin ¢ozeltileri ile de gerceklestirildi.

40 dakika boyunca 5 dakika araliklarla 490 nm’de, 37°C’de absorbans dlglimleri
yapildi. Tim ekstraktlar ve pozitif kontrol klorjilin ¢6zeltileri i¢in okunan absorbans

degerlerinden ilgili korlerin absorbans degerleri ¢ikarilarak tez kapsaminda secilen
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bitkileri ekstraktlarinin MAO-A inhibisyon aktiviteleri kontrol drnegin enzim aktivitesi
% 100 kabul edilerek asagida verilen formiille hesaplandi.

Abs ekstrakt
—)} =100

04 inhibisyon = [100 - (

Abs enzim

ADbSekstrakt: Inhibitdr koyulmus (bitki ekstrakti veya klorjilin) kuyucuklarin 405 nm’de
Olciilen absorbansi
ADbSenzim: Inhibitér ilave edilmeyen,%100 aktif kabul edilen kontrol 6rnegin 405

nm’deki absorbansi
% Inhibisyon-Konsantrasyon grafikleri yardimiyla ICso degerleri belirlendi.

Secilen bitki ekstraktlarinin MAO-A inhibisyon aktivitelerini belirlemek iizere

yukarida kullanilan deneysel yontemin kimyasal reaksiyonlart Sekil 3.5°te verilmistir

o Horseradish
Aminosubstrat (tiramin) MAO _  Aldchit +NH3+Hy0, __Peroxidase = 5110
+H20, +02 ; :
FADH, e
FAD : . .
Olcsitlenmis
4_aminotipirin 4-aminotipirin
) ®
T en, [ em,
[+ T o M. ~#
= "M =N
=\ e
HN CH. M CH.
Kinonimin boyar madde Vanilik Asit
HOOG HOOG,
b\ 7 )
£ =g, G 2
‘:1; I | \3- -+
eHO O HE ..N‘CH cHg  oH

Sekil 3.5. MAO-A enziminin substrati tiramin ile reaksiyonu [70]
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Elde Edilen Ekstraktlarin Lipaz Inhibisyon Aktiviteleri

Edirne Misir garsisindaki bir aktardan kurutulmus olarak satin aliman Funda,
Biberiye, Mate, Yesilcay, Zahter, Sinirli Ot, Sinameki, Coban Cokerten ve Barut agact
bitkilerinin metanol, etanol ve su ekstraktlarinin hazirlanmasi Bolim 3.2.1°de
belirtildigi gibi gergeklestirildi. Elde edilen ekstraktlar inhibitor olarak kullanilmak
tizere onceden belirlenmis 6 farkli konsantrasyonda (50, 100, 250, 500, 750, 1000

pg/ml) literatiirdeki deneysel prosediirlere uygun ¢oziiciilerinde hazirlandi.

Lipaz inhibisyonu Bolim 3.2.2°de belirtildigi gibi Souza ve arkadaslarinin
metodu modifiye edilerek optimize edilen kosullarda c¢alisildi. Pozitif kontrol olarak
Orlistat kullamldi. Belirlenen absorbans degerlerinden herbir ekstraktin % Inhibisyon
aktiviteleri hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda; Funda, Biberiye, Mate, Yesilcay,
Zahter, Sinirli Ot, Sinameki, Coban Cokerten ve Barut agaci bitkilerinden elde edilen
higbir bitki ekstrakt i¢in anlamli lipaz inhibisyon aktivite verisi elde edilemedi. Artan
veya azalan konsantrasyona bagli bir degisim gozlenmeksizin yiiksek ekstrakt

konsantrasyonlarinda bile lipaz inhibisyon aktvitesi belirlenmedi.
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4.2. Elde Edilen Ekstraktlarin a-Glukozidaz Inhibisyonu Aktiviteleri

Funda, Biberiye, Mate, Yesil¢ay, Zahter, Sinirli Ot, Sinameki, Coban Cdkerten
ve Barut agaci bitkilerinin su, etanol ve metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol akarboz
cozeltileri i¢in 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 ug/mL konsantrasyonlarinda o-
glukozidaz inhibisyon aktivitelerini belirlemek tizere, Boliim 3.2.3°de belirtildigi gibi
Zhang ve arkadaslarinin kullandiklar1 yontem modifiye edilerek uygulandi. Okunan
absorbanslardan Bolim 3.2.3’de verilen % inhibisyon formiiliiyle tim ekstraktlarin ve

akarboz ¢ozeltilerinin a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri hesaplandi.

Funda bitkisininin ekstraktlarindan su ve etanol ekstraktlari i¢in % inhibisyona
kars1 konsantrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 4.1). Funda metanol ekstrakti i¢in o-
glukozidaz inhibisyon aktivitesi belirlenmedigi i¢in metanol ekstrakti grafikte yer

almadi.

FUNDA

100 -~

——FUNDA SU

—e— FUNDA ETANOL

e AKARBOZ

a-glukozidaz inhibisyonu (%)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Konsantrasyon ( pg/ml)

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki Funda su ve etanol ekstraktlari ve pozitif kontrol

Akarboz ¢ozeltilerinin % a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri
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Sekil 4.1°de verilmis olan % inhibisyona kars1 konsantrasyon grafiginde % 50
inhibisyona karsilik gelen bitki ekstrakt konsantrasyonu yani 1Cso degerleri belirlendi ve
Tablo 4.1°de verildi.

Funda bitkisinin su ekstrakti ICso degeri 39.3 pg/mL, etanol ekstrati i¢in ise 80.6
ug/mL olarak belirlendi. Akarbozun ICsp degeri 40.1 pg/mL olup funda su ekstraktinin
pozitif kontrol kadar yiliksek 1Cso degerine sahip oldugu goriildii.

Tablo 4.1. Funda su, etanol ekstratlart ve pozitif kontrol Akarboz i¢in % a-glukozidaz

Inhibisyon-Konsantrasyon grafiginden elde edilen ICsodegerleri

Inhibitor ICso (ng/mL)
Funda Su Ekstrakti 39.3
Funda Etanol Ekstrakti 80.6
Akarboz 40.1

Biberiye bitki ekstratlar icin Béliim 3.2.3°de verilen % Inhibisyon formiiliiyle a-
glukozidaz inhibisyon aktiviteleri belirlendi. Biberiye metanol ve etanol ekstraktlari i¢in
% Inhibisyon-Konsantrasyon grafigi olusturuldu, su ekstrakti icin a-glukozidaz
inhibisyon aktivitesi belirlenmedigi i¢in bu ekstrakta ait inhibisyon verisi grafikte yer
almad (Sekil 4.2).

32



100 -

BIBERIYE

a-glukozidaz Inhibisyonu (%)

- == *: L - ]
= —e— BIBERIYE ETANOL
BIBERIYE METANOL
e=g=m AKARBOZ
O v T T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Konsantrasyon ( pg/ml)

Sekil 4.2. Biberiye etanol ve metanol ekstraktlar1 ile pozitif kontrol Akarboz

cozeltilerinin % a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri

Sekil 4.2’de verilen % a-glukozidaz inhibisyon-Konsantrasyon grafiginde % 50

inhibisyona karsilik gelen biberiye etanol veya metanol ekstraktlart ICso degerleri

belirlendi ve Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2. Biberiye etanol ve metanol ekstraktlarinin ile pozitif kontrol akarbozun o-

glukozidaz inhibisyonu ICsg (ug/mL) degerleri verilmistir.

Inhibitér ICso (ng/mL)
Biberiye Etanol Ekstrakti 39.6
Biberiye Metanol Ekstrakti 800.4
Akarboz 40.5
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Tablo 4.2°de gorildigi gibi biberiye etanol ekstratinin 1Cso degeri 39.6 pg/mL
olup pozitif kontrol akarbozun ICso degeri (40.5 pg/mL) kadar yiiksek a-glukozidaz
inhibisyon aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Biberiye metanol ekstratinin I1Cso degeri

800.4 pg/mL olup diisiik a-glukozidaz inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriildii.

Biberiye etanol ekstraktinin 1000 pg/mL konsantrasyonunda % o-glukozidaz
inhibisyon aktivitesi % 95.705+0.006 olup ayni konsantrasyondaki akarboz inhibitor
aktivitesinden (% 90.497+0,002) daha yiiksek oldugu belirlendi.

Yesilcay bitki ekstratlar1 i¢in a-glukozidaz inhibitor aktiviteleri Bolim 3.2.3’de
verilen formiil yardimiyla hesaplandi. Yesilgay su, metanol ve etanol ekstraktlari igin %

inhibisyon-Konsantrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3.Farkli konsantrasyonlardaki Yesilcay su, etanol ve metanol ekstraktlar1 ile

pozitif kontrol Akarboz’un % a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri
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Yesilcay bitkisinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinda konsantrasyona bagli
olarak a-glukozidaz inhibisyonunda artis oldugu belirlendi. Sekil 4.3’te verilen % o-
glukozidaz inhibisyon aktivitesi ve konsantrasyon arasinda olusturulan grafikten su,

etanol ve metanol ekstraktlarinin ICso degerleri belirlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Yesilgay su, etanol ve metanol ekstratlarinin ve pozitif kontrol akarbozun o-

glukozidaz inhibisyonu ICso (ug/mL) degerleri

Inhibitor ICso (ng/mL )
Yesilcay Su Ekstrakti 41.3
Yesilcay Etanol Ekstrakti 160.8
Yesilcay Metanol Ekstrakti 39.4
Akarboz 40.0

Sekil 4.3 ve Tablo 4.3’te de gorildiigi gibi yesilgay bitkisinin su, etanol ve
metanol ekstraktlar1 konsantrasyona bagli olarak artan a-glukozidaz inhibisyonu
gosterdi. Elde edilen 1Cso degerleri karsilastirildiginda; yesilgay bitkisinin su ve metanol
ekstraktlarun akarboz kadar diisiik ICso degerlerine dolayisiyla yiiksek a-glukozidaz
inhibisyon aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

Yesilcay bitkisinin 1Cso degerleri temel alinarak yesil ¢ay su, etanol ve metanol
ekstraktlarmin  a-glukozidaz inhibisyon aktivitelerinin  karsilagtirilacak  olursa;
MetOH>Su>EtOH seklinde ekstraktlarin siralandigi goriildii.

Barut agaci bitkisinin ¢ farkli ekstraktinda a-glukozidaz inhibisyonu deneyleri
gerceklestirildi ve su ekstraktinda a-glukozidaz inhibisyonu gozlenmezken, metanol
ekstraktinda % 50’nin altinda a-glukozidaz inhibisyonu gozlendi. Barut agaci etanol
ekstrakt: igin % Inhibisyon-Konsantrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 4.4). Barut agaci
etanol ekstrakti igin en yiiksek inhibisyon aktvitesi 1000 pg/mL konsantrasyonunda %
70.358+0.023 olarak gozlendi
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki Barut Agaci etanol ekstrakti ve pozitif kontrol

Akarboz’un % a-glukozidaz inhibisyon etkisi

Sekil 4.4°te goriildiigii gibi barut agaci bitkisinin etanol ekstraktinin 500
(ug/mL) tizerindeki konsantrasyonlarda, konsantrasyona bagli olarak inhibisyon
aktivtelerinni degismedigi goriildii. Grafik yardimiyla barut agaci etanol ekstrakti ve

pozitif kontrol akarbozun ICso degerleri belirlendi ve Tabloda 4.6’da verildi.

Tablo 4.6. Barut Agaci etanol ekstrakti ve pozitif kontrol akarbozun ICsp (ng/mL)

degerleri
Inhibitor 1Cs0 (ng/mL)
Barut Etanol Ekstrakti 100.0
Akarboz 40.5
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Zahter bitki ekstraktlari ile a-glukozidaz inhibisyon deneyleri gerceklestirildi.
Bu ekstratlar i¢in a-glukozidaz inhibitor aktiviteleri Bolim 3.2.3°de verilen formiil
yardimiyla hesaplandi. Zahter su ve etanol ekstraktlarinda inhibisyon aktiviteleri
belirlendi ancak % 50°nin altinda inhibisyon gosterdikleri ig¢in grafik olusturulmadi.
Elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.4’te verildi. Zahter metanol ekstaktinin ise o-
glukozidaz inhibisyon aktivtesi gostermedigi belirlendi. Sonuglar incelendiginde, 1000
pug/mL konsantrasyonunda en yiiksek o-glukozidaz inhibisyonunu % 43.157+0.051 ile

zahter etanol ekstraktinin gosterdigi belirlendi.

Tablo 4.4. Zahter su ve etanol ekstraktlar1 ile Akarboz c¢ozletilerinin o-glukozidaz

inhibisyon aktiviteleri

Konsantrasyon % Inhibisyon* (+SD)
(ng/mL) Su EtOH AKARBOZ
50 8.785+0.011 21.252 +0.039 61.140 + 0.003
100 8.664 + 0.066 23.755 + 0.098 79.963 + 0.002
250 15.787 £ 0.039 36.375 £ 0.060 90.795 £+ 0.030
500 18.876 + 0.013 40.308 + 0.022 96.210 £ 0.010
750 20.797 £ 0.003 40.224 £ 0.021 92.546 + 0.002
1000 24.873+0.017 43.157 £ 0.051 90.497 £ 0.002

*U¢ deneme degerinin ortalamas, +standart sapmasi (EtOH: Etanol)

Sinirli ot bitkisinin su ve metanol ekstratlarinda a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesi gozlenmezken, etanol ekstraktinda % 50°nin altinda inhibisyon degerleri
gozlendi. Sinirli ot etanol ekstraktlarina ve pozitif kontrol akarboza ait a-glukozidaz
inhibisyonu deney sonuglart Tablo 4.5°te verilmistir. Sinirli ot bitkisi etanol ekstraktinin
inhibisyon aktivitelerinin artan konsantrasyonlarda anlamli olmayan degisimler

gosterdigi gozlendi.
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Tablo 4.5. Sinirli ot etanol ekstraktlari ile Akarbozun a-glukozidaz inhibisyon yiizdeleri

Konsantrasyon % Inhibisyon* (+SD)
/mL
(hg/mL) EtOH AKARBOZ
50 40.785 + 0.038 61.140 £ 0.003
100 29.622 £ 0.069 79.963 £ 0.002
250 28.628 £ 0.039 90.795 £ 0.030
500 25.818 + 0.024 96.210 £ 0.010
750 15.980 £ 0.030 92.546 £ 0.002
1000 40.785 £ 0.038 90.497 £ 0.002

*Ug deneme degerinin ortalamasi, +standart sapmas1 (EtOH: Etanol)

Sinameki ve Coban ¢okerten bitkilerinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinda

ise a-glukozidaz inhibisyonu gézlenmedi.

4.3. Elde Edilen Ekstraktlarin a-Amilaz inhibisyonu

Tez kapsaminda amilaz inhibisyon ¢alismalari, Puteri (2011) ve arkadaslarnin
metodu modifiye edilerek calisildi. Kontroliin aktivitesiyle kiyaslanarak ekstraktlarin
DPA (domuz pankreatik amilaz) tizerine etkileri belirlendi. Funda, Biberiye, Mate,
Yesilcay, Zahter, Sinirli Ot, Sinameki, Coban Cokerten ve Barut agaci bitkilerinin su,
etanol ve metanol ekstraktlarinin a- amilaz enzimi tizerindeki inhibitér etkileri Bolim
3.2.3°de verilen formiil yardimiyla % Inhibisyon olarak tespit edildi. Pozitif kontrol
olarak akarboz kullanildi. Ekstraktlarla ayni konsantrasyonlarda hazirlanan akorboz

cozeltileri igin de % o-amilaz Inihbisyon degerleri belirlendi.

Belirlenen % Inhibisyon aktiviteleri ile ekstrakt konsantrasyonu arasinda grafik
olusturuldu (Sekil 4.5 ).
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki Funda etanol, metanol, su ekstraktlarinin ve

pozitif kontrol Akarboz ¢6zeltilerinin % a-amilaz inhisyon aktiviteleri

Funda bitkisinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin timiinde % 50’nin
tizerinde a-amilaz enzim inhibisyonu belirlendi. Funda bitkisinin metanol ve su
ekstraktlar1 ile pozitif kontrol akarbozun yaklasik ayni oranlarda % inhibisyon

aktiviteleri gosterdigi Sekil 4.5°te verilen grafikte de goriilmektedir.

Funda bitkisi ekstraktlarinin a-amilaz inhibisyon aktvitilerinin Su >MetOH>
EtOH ekstrakt1 seklinde azaldigi goriilmektedir. Funda bitkisinin su, etanol ve metanol
ekstraktlariin 1Csp degerleri bu grafik yardimiyla % 50 inhibisyona karsilik gelen

konsantrasyon ICso degeri olarak belirlendi ve Tablo 4.7’de verildi.
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Tablo 4.7. Funda bitksinin su, etanol, metanol ekstratlar1 ve pozitif kontrol akarbozun

ICs0 (ug/mL) degerleri

Inhibitor ICs0 (ng/mL )
Funda Su Ekstrakti 30.3
Funda Etanol Ekstrakti 600.5
Funda Metanol Ekstrakti 50.0
Akarboz 40.5

Boliim 3.2.2°de verilen % Inhibisyon formiilii yardimiyla Biberiye bitkisininin
ekstratlarinin ve pozitif kontrol akarbozgozeltilerinin % oa-amilaz inhibisyon degerleri
hesaplandi. Bu degerlerden faydalanilarak % inhibisyona karsi konsantrasyon grafikleri
olusturuldu (Sekil 4.6 )
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki Biberiye su, metanol ekstraktlar1 ve pozitif

kontrol Akarboz’un % a-amilaz inhibisyon aktviteleri
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Biberiye bitkisinin su ve metanol ekstratlarinda % 50 ve iizerinde o-amilaz
inhibisyonu gozlenirken, etanol ekstraktinda % 50’nin altinda o-amilaz ihibisyonu
gozlendi. Inhibisyon aktiviteleri kiyaslandiginda 1000 pg/mL konsantrasyonda su
ekstrakti % 95 inhibisyon gosterirken, ayni konsantrasyonda hazirlanan akarboz
cozeltisinin de % 90 inhibisyon gosterdigi belirlendi. % 50’nin iizerinde inhibisyon
gosteren ekstraktlar igin grafik yardimiyla ICso degerleri hesaplandi ve Tablo 4.8 olarak

asagida verildi.

Tablo 4.8. Biberiye su, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol akarbozun a-amilaz 1Cso

(ug/mL) degerleri

Inhibitor ICso (ng/mL )
Biberiye Su Ekstrakti 40.2
Biberiye Metanol Ekstrakti 610.8
Akarboz 50

Mate bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin a-amilaz inhibisyonu deney

sonuglarinda inhibisyon gézlenmedi.

Yesilcay bitkisi ekstraktlarmin ve pozitif kontrol akarbozun % inhibisyon
degerleri hesaplandi. Bu degerlerden faydalanilarak % inhibisyona kars1 konsantrasyon

grafikleri olusturuldu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki Yesilcay su, metanol ekstraktlar1 ve pozitif

kontrol Akarboz’un % a-amilaz inhibisyon atkviteleri

Yesilgay bitkisinin su ve metanol ekstraktlarinda % 50’ler civarinda a- amilaz
inhibisyonu gozlenirken, etanol ekstraktinda a-amilaz inhibisyonu gozlenmedi. Yesilgay
bitkisinin su ve metanol ekstratlari ve akarboz igin Sekil 4.7°de verilen grafik

yardimiyla ICso degerleri belirlendi ve Tablo 4.9°da verildi.

Tablo 4.9. Yesilcay su, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol akarbozun o-amilaz
inhibisyonu I1Cso (ug/mL) degerleri

Inhibitor 1Cs0 (ng/mL)
Yesilcay Su Ekstrakti 100.0
Yesilcay Metanol Ekstrakti 51.2
Akarboz 50.0
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Bolim 3.2.2°deki formiil yardimiyla Zahter ekstraktlarinin ve pozitif kontrol
akarboz ¢ozeltilerinin % inhibisyon degerleri hesaplandi. Bu degerlerden faydalanilarak

% inhibisyona kars1 konsantrasyon grafikleri olusturuldu (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlardaki Zahter su ekstrakti ve pozitif kontrol Akarboz’un

% a-amilaz lizerinde inhibitor etkisi

Zahter bitkisinin su ekstrakti 1000 pg/mL konsantrasyonda % 75.633 = 0.004 ile
en ylksek amilaz inhibisyonu gosterdi. ICso degerleri grafik yardimiyla hesaplanarak
Tablo 4.10°da verildi. Etanol ve metanol ekstratlar1 ise %50’nin altinda inhibisyon

gosterdiginden 1Cso degerleri hesaplanmadi.

Tablo 4.10. Zahter su ekstrat1 ve pozitif kontrol akarbozun a-amilaz 1Cso degerleri

Inhibitor ICso (ng/mL )
Zahter Su Ekstrakti 40.0
Akarboz 40.0
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Sinirli ot, sinameki, ¢oban ¢Okerten, barut, mate bitkilerinin su, metanol ve

etanol ekstraktlarinda a-amilaz inhibisyonu gézlenmedi.

4.4. Elde Edilen Ekstraktlarin Tripsin Inhibisyonu

Tripsin inhibisyon c¢alismalart Shahwar ve ark.nin metodu modifiye edilerek
Bolim 3.2.5°te belirtildigi gibi yiritildi. Funda, Biberiye, Mate, Yesil¢ay, Zahter,
Sinirli Ot, Sinameki, Coban Cokerten ve Barut agaci bitki ekstraktlarinin 50, 100, 250,
500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlariyla ¢alisildi. Pozitif kontrol olarak PMSF
kullanildi. PMSF c¢ozeltileri de ekstraktlarla ayni konsantrasyonlarda hazirlandi. 405
nm’de okunan absorbans degerleri Béliim 3.2.3’deki formiil yardimiyla % Inhibisyon

aktiviteleri belirlendi.

Tez kapsaminda secilen bitkilerden sadece coban ¢okerten bitki ekstraktlarinin
tripsin inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlendi. Yesilcay, mate, sinameki, barut agaci,
funda, zahter, sinirli ot, biberiye bitkileri i¢in anlamli tripsin inhibisyon verisi elde
edilemedi. Ekstraktlarin artan veya azalan konsantrasyona bagli olarak enzim

inhibisyonunun degismedigi gozlendi.

Coban Cokerten bitkisininin ekstraktlarinin ve pozitif kontrol PMSF’nin
hesaplanilan % inhibisyon degerleri ile konsantrasyon arasinda grafik olusturuldu (Sekil
4.9).

44



COBAN COKERTEN

100 -
9 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

30 -

20 -

10 -

—— COBAN COKERTEN SU

Tripsin Inhibisyonu (%)

=== PMSF

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Konsantrasyon ( pg/ml)

Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki Coban Cdokerten su ekstrakti ve pozitif kontrol
PMSF’nin % tripsin inhibisyon etkisi

Coban Cokerten bitksinin su, etanol ve metanol ekstraktlarina ait sonuglar
incelediginde; su ekstratinda 1000 pg/mL konsantrsayonunda % 75.633 + 0,004 bir
inhibisyon goriildii. 1Cso degeri 48.0 pg/mL olarak belirlendi. Pozitif kontrol olan
PMSF’ ye gore daha diisiik bir 1Cso degeri 470.6 pg/mL gosterdigi tespit edildi. Coban
¢okerten bitkisinin etanol ve metanol ekstratlarinda ise % 50’nin altinda bir inhibisyon

gozlendi. ICso degerleri Tablo 4.11” de yer almaktadir.

Tablo 4.11. Coban Cokerten su ekstrakti ve pozitif kontrol PMSF’nin tripsin
inhibisyonu I1Cso (ug/mL) degerleri

Inhibitor ICso (ng/mL)
Coban Cokerten Su Ekstarkti 48.0
PMSF 470.6
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4.5. Elde Edilen Ekstraktlarin Monoamin Oksidaz-A Inhibisyonu

Edirne Misir ¢arsisindaki bir aktardan kurutulmus olarak satin alinan yesilgay,
mate, sinameki, barut agaci, funda, zahter, sinirli ot, biberiye, coban ¢okerten
bitkilerinin metanol, etanol ve su ekstraktlar1 Bolim 3.2.6°da belirtildigi gibi hazirlandi.

Elde edilen ekstraktlar enzim inhibisyonu aktivite tayininde kullanildi.

Monoamin oksidaz enzimi inhibisyon c¢aligmasi Jager ve arkadaslarinin metodu
modifiye edilerek optimize edilen kosullarda g¢alisildi. 5 dakikada bir alinan sonuglarda
en iyi aktivitenin 1000 pg/ml konsantrasyonunda ve 40. dakikada oldugu belirlendi.
Belirlenen absorbans degerlerinden her bir ekstraktin % Inhibisyon aktiviteleri
hesaplandi. Bitki ekstraktlarinin su, etanol, metanol ekstraktlar1 i¢in elde edilen %

inhibisyon degerleri kaydedildi (Tablo 4.12).

Boliim 3.2.6’°daki formiil yardimiyla Funda bitkisininin ekstraktlarinin ve pozitif
kontrol klorjin % inhibisyon degerleri hesaplandi. Bu degerlerden faydalanilarak %
inhibisyona kars1 konsantrasyon grafikleri olusturuldu (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Funda su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Klorjilin % MAO-A
inhibisyon etkisi

Funda bitkisinin MAO-A inhibisyon sonuglari incelendiginde su ve metanol
eksraktlari ile pozitif kontrol klorjilin ¢ozeltileri ICsp degerlerinin birbirine yakin oldugu

gorildii.

Tablo 4.12. Funda su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Klorjilin MAO-A
inhibisyonu I1Cso (ug/mL) degerleri

Inhibitér 1Cs0 (ng/mL)
Funda Su Ekstrakti 50.5
Funda Etanol Ekstrakti 80.0
Funda Metanol Ekstrakti 51.2
Klorjin 50.0
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Bolim 3.2.6’daki formiil yardimiyla Biberiye bitkisininin ekstraktlarinin ve

pozitif kontrol klorjilin % MAO-A inhibisyon aktiviteleri hesaplandi. Bu degerlerden

faydalanilarak % inhibisyona kars1 konsantrasyon grafikleri olusturuldu. (Sekil 4.11).

BIBERIYE
120 -
110 - p
X 100 - -
= 90 - e ————
g 80 - .
. i )
:_§ 70 ] -
= 60 - —— BIBERIVE SU
: o0 - —=— BIBERIYE ETANOL
O' 40 ]
< 30 - BIBERIYE METANOL
= 20 ] e KLORGILIN
10
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Konsantrasyon ( pg/ml)

Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlardaki Biberiye su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve

pozitif kontrol Klorjilin ¢6zeltilerinin % MAO-A inhibisyon aktiviteleri

Sekil 4.11°deki grafik yardimiyla biberiye bitki ekstraktlart ICso degerleri

hesaplandi ve Tablo 4.13 olarak asagida verildi.

Tablo 4.13. Biberiye bitkisinin su, etanol, metanol ekstratlar1 ve pozitif kontrol Klorjilin

ICs0 (ng/mL) degerleri

Inhibitér 1Cs0 (ng/mL)
Biberiye Su Ekstrakti 49.2
Biberiye Etanol Ekstrakti 48.5
Biberiye Metanol Ekstrakti 48.1
Klorjin 50.0
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Funda bitkisininin ekstratlarinin ve pozitif kontrol klorjilin % inhibisyon

degerleri hesaplandi. Bu degerlerden faydalanilarak % inhibisyona karsi konsantrasyon

grafikleri olusturuldu ( Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlardaki Yesil¢ay bitkisinin su, etanol, metanol

ekstraktlart ve pozitif kontrol Klorjilin % MAO-A inhibisyon aktiviteleri

Sekil 4.12°deki grafik yardimiyla yesilgay bitki ekstraktlart ICso degerleri

hesaplandi ve Tablo 4.14’te verildi.

Tablo 4.14. Yesilcay bitksinin su, etanol, metanol ekstratlar1 ve pozitif kontrol Klorjilin

ICs0 (ng/mL) degerleri

Inhibitér I1Cso (ng/mL )
Yesilcay Su Ekstrakti 51.1
Yesilcay Etanol Ekstrakti 51.0
Yesil¢ay Metanol Ekstrakti 50.5
Klorjin 50.0

Zahter, mate, sinamkei, sinirli ot, barut agaci ve coban ¢oketen bitkilerin su,

etanol ve metanol ekstratlarinin hi¢cbirinde MAO-A enzim inhibisyonu gézlenmedi.
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BOLUM 5

TARTISMA

Obezite enerji alimi ile enerji harcanmasi arasindaki dengesizligin neden oldugu
kronik bir hastaliktir. Fazla kilo ve obezite anormal veya asir1 yag birikmesi olarak
tanimlanir ki saglik i¢in bir risk olusturmaktadir. Yag sindirim ve emilimini azaltmak
tizere trigliserid sentezinin molekiiler diizenlenmesinde orlistat benzeri ila¢ yaklasimi,
yeni antiobezite molekiilleri i¢in heyecan verici firsatlar sunan bitkilerden fitokimyasal
bilesik arayisina olan ilgiyi arttirmistir. Antiobezite ilaglarinin kesfi igin bitki
ekstraktlarindaki sindirim enzimleri inhibitorlerini tarama startejileri arastirilmaktadir.
Bitkiler pek ¢ok hastaligin iyilesmesi i¢in geleneksel olarak dogal ilag olarak
kullanilmaktadir [80].

Diyabet; insiilin salgilanmas1 veya eksikligi sonucu olusan kronik hiperglisemi
ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Diyabet tedavisi i¢in; a-glukozidaz ve a-amilaz
gibi karbonhidrat hidrolizinden sorumlu enzimlerin inhibisyonu yemek sonrasi

hiperglisemiyi azaltmak tizere terapotik bir yaklagim olabilir.

Pankreatik lipaz diyet trigliseritlerinin sindirimi i¢in anahtar bir enzimdir. Lipaz
aktivitesinin inhibisyonu yag emilimini geciktirir ve bu nedenle obezite tedavisinde
kullanilabilir [81].

Zayiflama caylar1 halk arasinda zayiflamaya yardimci olarak yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Bu tez kapsaminda inceledigimiz Funda, Biberiye, Barut Agaci,
Coban Cokerten, Yesilgay, Zahter, Mate, Sinirli ot, Sinameki bitkileri piyasada bulunan

zayiflama c¢aylarmin igerigini olusturmakta veya tek basina da zayiflama g¢ay1 olarak
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kullanilmaktadir. Bu c¢alismada bu bitkilerden hazirlanan ekstraktlarin sindirim

enzimleri {izerine inhibisyon etkilerinin olup olmadigi incelendi.

Bu tez kapsaminda Boliim 3.2.1°de anlatildigi gibi dokuz bitkiden elde edilen su,

etanol ve metanol ekstraktlari ile ¢aligildi.

Amilaz enzim inhibisyonu, Puteri ve arkadaslarinin metodunda bazi degisiklikler
yapilarak ¢alisildi [73]. Funda bitksinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin tiimiinde %
50’nin lizerinde oa-amilaz enzim inhibisyonu gozlendi. Funda bitkisinin su ekstraktinin
ICso degeri 30.3 pg/mL, etanol ekstraktinin ICsp degeri 600.5 pg/mL, metanol
ekstraktinin ICsp degeri ise 50.0 pg/mL olarak belirlendi. Pozitif kontrol akarbozun ise

ICs0 degeri 40.5 pg/mL olarak bulundu.

Biberiye bitkisinin su ve metanol ekstraktlarinda da % 50°nin iizerinde amilaz
inhibisyonu gozlenirken, etanol ekstraktinda % 50’nin altinda amilaz inhibisyonu
gozlenmistir. Biberiye bitkisinin su ekstarkti i¢in ICsp degeri 40.2 pg/mL olarak,
metanol ekstrakti icin ise ICso degeri 610.8 pg/mL olarak belirlendi ve biberiye
bitkisinin metanol ekstraktlarinda konsantrasyona bagli olarak inhibisyon artarken, su

ekstraktinda inhibisyonun konsantrasyondan bagimsiz oldugu goriildii.

Yesilgay bitkisinin su ve metanol ekstraktlarinda % 50 civarinda amilaz
inhibisyonu gozlenirken, etanol ekstraktinda amilaz inhibisyonu gozlenmedi. Su ve
metanol ekstraktlarinin grafik yardimiyla ICso degerleri siasiyla; 100.0 pg/mL ve 51.2
pg/mL olarak belirlendi.

Zahter bitkisinin su ekstrakti 1000 pg/mL konsantrasyonda % 75.633 + 0.004 ile
en yiksek o-amilaz inhibisyonu gosterdi, etanol ve metanol ekstraktlarinda ise
inhibisyon gozlenmedi. Zahter bitkisinin 1000 pg/mL konsantrasyondaki pozitif kontrol
akarboz ile ayn1 I1Cso degerine sahip oldugu (40 pg/mL) bulundu.

Sinirli ot, sinameki, ¢coban ¢Okerten, barut, mate bitkisinin su, metanol ve etanol

ekstraktlarinda a-amilaz inhibisyonu gézlenmedi.

Literatiir incelendiginde; ¢emen otunun (Trigonellafoneum graceum) a-amilaz

ve a-glukozidaz inhibitor aktivitesini belirlemek tizere hazirlanan etil asetat ekstraktinin
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en yiiksek a-amilaz inhibsyon aktivitesinin 250 pg/mL konsantrasyonda % 54.55 olarak
belirlendigi bildirilmektedir. Etil asetat ekstraktlarinin a-amilaz inhibisyon aktivitesi %
13.65 ile % 54.55 arasinda degistigi bulunmustur. T. Foneum graceum’un su
ekstraktlarinin a-amilaz aktivitesinin % 9.23-% 43.95 arasinda degisiklik gosterdigi
belirlenmistir. Etil asetat ekstraktlarinin a-glukozidaz inhibisyonlart % 10.63 ile %52.56
arasinda, su ekstraktlarinin ise %7.23 ile % 33.64 arasinda degistigi rapor edilmistir

[82].

Ming Miao ve arkadaslar1 yesil¢ay ekstresinin insandaki pankraetik a-amilaz
aktivitesi iizerine etkisini ve molekiiler bilesimini incelemistir. Yesil¢ay ekstresinin
molekiiler bilesimi % 59.2 epikatesin, % 14.6 epigallakatesin ve % 26.2
epikatesingallat’dan olustugunu HPLC analizi ile belirlemistir. Enzim aktivitesi
olgtimleri yesilgay ekstraktlarinin (% 10’luk nisasta igin) % 63.5 £ 3.8’lik bir inhibisyon
gosterdigi ve ICso degerinin ise 2.07 £ 0.19 (mg/ml) oldugu belirlenmistir. Yesilgay

ekstresinin a-amilaza karsi yarismasiz bir inhibitor oldugu rapor edilmistir [83].

Tez kapsaminda a-glukozidaz inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi i¢cin Kwon
ve arkadaslarinin metodu kullanildi [75]. Bu ¢alismada enzim olarak Sacchromyces
cerevisia kaynakli oa-glukozidaz, substrat 4-nitrofenil-a-D-glukopiranoz ve pozitif

kontrol olarak da akarboz segilmistir.

Funda bitkisinin metanol ekstaktinda inhibisyon gozlenmezken, etanol ve su
ekstraktlarinda degisen oranlarda inhibisyon gézlenmistir. Funda bitkisinin su ekstrati
icin 1Cso degeri 39.3 pg/mL, etanol ekstrakti i¢in ise 80.6 pg/mL olarak belirlendi.
Akarbozun 1Cso degeri 40.1 pg/mL olup funda su ekstraktinin pozitif kontrol kadar
yiiksek ICsg degerine sahip oldugu goriildii.

Biberiye bitkisinin etanol ve metanol ekstraktlarinda % 50’nin {izerinde
inhibisyon gozlendi. Biberiye bitkisinin etanol ekstrakt: i¢in ICso degeri 39.6 pg/mL
olup pozitif kontrol akarbozun ICso degerine (40.5 pg/mL) yakindir. Biberiye metanol
ekstraktinin ICsp degeri’nin 800.4 pg/mL oldugu goriildii. Biberiye etanol ekstraktinin
1000 pg/mL konsantrasyonunda % a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi % 95.705+0.006
olup ayn1 konsantrasyondaki akarboz inhibisyon aktivitesinden (% 90.497+0,002) bile
daha yiiksek oldugu belirlendi.
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Yesilgay 1000 pg/mL  konsantrasyonundaki su, etanol ve 750 pg/mL
konsantrasyonundaki metanol ekstraktlari sirasiyla % 90, % 82 ve % 94 a-glukozidaz
inhibisyonu gosterdi. Yesil¢ay bitkisi su, etanol ve metanol ekstraktlar1 konsantrasyona
bagli olarak artan bir sekilde inhibisyon gosterdi. Grafik yardimiyla su ektrakti i¢in ICso
degeri 41.3 pg/mL, etanol ekstrakti i¢in ICsp degeri160.8 ug/mL, metanol ekstrakti igin
ICso degeri 394 ng/mL olarak belirlendi.

Zahter bitkisinin su ve metanol ekstartlarinda % 50’nin altinda a-glukozidaz
inhibisyonu gozlendi. Bu nedenle; su ve metanol ekstraktlar1 igin ICso degeri
belirlenemedi. Zahter bitkisinin etanol ekstatinda 1000 pg/mL konsantrasyonunda en
yiksek a-glukozidaz inhibisyonunun % 43.157+0.051 oram1 ile zahter etanol

ekstraktinin gosterdigi belirlendi.

Sinirli ot bitkisinin su ve metanol ekstratlarinada a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesi gozlenmezken, etanol ekstraktinda % 50’nin altinda inhibisyon degerleri

gbzlendi ve bu nedenle 1Csp degerleri belirlenemedi.

Barut Agaci bitkisinin su ekstraktinda a-glukozidaz inhibisyonu gbézlenmezken
metanol ekstraktinda ise % 50’nin altinda bir inhibisyon gozlendigi i¢in ICsp degeri
belirlenemedi. En yiiksek inhibisyon barut etanol ekstraktinda 1000 upg/mL
konsantrasyonunda % 70.358+0.023 olarak gozlendi. Etanol ekstrakti i¢in ICso degeri
100.0 pg/mL olarak belirlendi.

Sinameki, Coban ¢okerten bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin a-

glukozidaz inhibisyonu deney sonuglarinda inhibisyon gézlenmedi.

Literatiirde, Luyen ve arkadaslart kasimpati (Chrysanthemum morifolium)
metanol ekstraktlarinin a-glukozidaz ve lipaz enzimine karsi giiglii inhibitor etki
gosterdigi bildirilmistir. a-glukozidaz i¢in ICso degeri 229.3 pug/mL, lipaz enzimi igin
161.0 pg/mL olarak bulmuslardir [81].

Yue Feng ve arkadaglari Ligustrum purpurascens bitkisinin yapraklarinin
fenilpropanoid glikozitlerce (PPG) zengin oldugunu belirleyerek bu PPG’lerin doza
bagimli olarak giiglii a-glukozidaz ve a-amilaz inhibisyonu gosterdigini bildirmislerdir.
a-amilaz i¢in ICso degerini 1.02 pg/mL, a-glukozidaz igin ise 0.73 pg/mL
belirlemiglerdir [74].
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Cin’de Shan Yao Chinese Yam koklerinden dort tane bilesik izole etmis ve
saflagtirmistir. Bu bilesiklerin diyabet tedavisi i¢in a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi
arastirlldiginda; 1. Bilesik trans-N-p-kumaroiltiramin igin ICso= 0.40 mM, 2. Bilesik
1,7-bis(4-hidroksifenil)heptan-3,5-diol i¢in ICso= 0.38 mM, 3. Bilesik 6-hidroksi-2,4,7-
trimetoksifenantren igin ICsp= 0.77 mM olarak bulunmustur.. 4. Bilesik N-p-
kumaroiltiramin olup 1. ve 4. bilesik birbirininin izomeridir. 4. bilesik a-glukozidaz
inhibisyon aktivitesi gdstermemistir. Diger bilesikler a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi

gostermis ve ICso degerleri yukarida belirtildigi gibidir [80].

Tez kapsaminda lipaz inhibisyonu ¢aligmast Souza ve arkadaslarinin metodu
kullanilarak yiiriitiildii [76]. Bu c¢alismada lipaz inhibisyonu igin enzim olarak DPL,
substrat PNP ve pozitif kontrol olarak da orlistat se¢ildi. Lipaz inhibisyon c¢aligsmalarin
sonucunda tiim bitkilerin su, etanol ve metanol ekstraktlari i¢in lipaz inhibisyonu

gostermedigi belirlendi.

Tripsin inhibisyon deneyi Shahwar ve ark. metodu modifiye edilerek
gergeklestirildi [77]. Inhibisyon calismalar1 yapilan funda, biberiye, mate, zahter,
sinameki, sinirli ot, barut agaci, yesil¢ay bitkilerinde tripsin inhibisyonu gdzlenmezken
sadece ¢oban ¢okerten bitkisinin su ekstraktinda gézlendi. Coban ¢okerten bitkisinin su
ekstraktinda 1000 pg/mL konsantrasyonunda % 75.633 + 0,004 bir inhibisyon goriildii.
ICs0 degeri 48.0 ug/mL olarak belirlendi. Coban ¢okerten bitkisinin de etanol ve

metanol ekstraktlarinda inhibisyon gézlenmedi.

Shahwar ve arkadaslar1 [74] Cinnamomum zeylanicum ile tripsin inhibitorleri
belirlemek igin yaptiklar1 ¢alismada sinnamik asit, gallik asit, /mpatient bicolor’dan
feriilik asit izole etmislerdir. Bilesiklerin ICso degerleri sirasiyla 0.35 £0.002 mM, 0.96
+0.005 mM, 1.22 £0.006 mM olarak bulunmuslardir.

MAO-A enzimi inhibisyon c¢aligmasi Jager ve arkadaslarinin metodu modifiye
edilerek optimize edilen kosullarda ¢alisildi [80]. Funda bitkisinin su, etanol ve metanol
ekstraktlart % 50’nin iizerinde MAO-A enzimi inhibisyon aktivitesi gosterdi. Funda
bitkisinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin 1Csg degerleri sirasiyla 50.4 ug/mL, 80.0
pug/mL ve 51.2 ug/mL olarak belirlendi.
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Biberiye bitkisinin su, etanol ve metanol ekstratlart % 50’nin tizerinde MAO-A
enzim inhibisyonu gosterdi. Grafik yardimiyla ekstrakktlarin I1Cso degerleri 49.2 ng/mL,
48.5 ng/mL, 48.1 pg/mL olarak belirlendi.

Yesilgay bitkisinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinda MAO-A enzim
inhibisyonu go6zlendi. Yesilgay bitkisinin biitiin ekstraktlari’nin ve pozitif kontrol
Klorjinin 1Csg degerleri birbirine yakin olarak gézlemlendi. Yesilgay bitkisinin su
ekstrakt1 icin ICso degeri; 51.1 pg/mL, etanol ekstrakti icin ICso degeri; 51.0 ug/mL,
metanol ekstrakti i¢in ICsp degeri;50.5 pg/mL olarak belirlendi. Pozitif kontrol klorjinin
ise 1Cso degeri; 50.0 ug/mL olarak belirlendi.

Zahter, mate, sinameki, sinirli ot, barut agac1 ve ¢oban ¢okerten bitkilerin su,

etanol ve metanol ekstraktlarinda MAO-A enzim inhibisyonu gozlenmedi.

Stafford ve arkadaglar1 [70] fare karacigerinden izole edilen MAO enziminin
inhibisyonunu belirlemek igin yirmi farkli bitki ile ¢alismis ve fotometrik yontem
kullanmiglardir. Ruta graveolens’in en iyi MAO inhibitor aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Yaprak etil asetat ekstrakti i¢in ICsg 5.0+1.0 ug/ml ve petrol eteri

ekstrakti i¢in ise 3.0 1.0 pg/ml olarak kaydedilmistir.

Bu tez kapsaminda piyasadaki zayiflama ¢ay1 olarak kullanilan veya zayiflama
cay karigimlarinin bilesiminde bulunan bitkilerden 9 tanesi incelendi. Bu bitkilerin
sindirim enzimleri (a-amilaz, a-glukozidaz, tripsin,lipaz ) ve monoamin oksidaz enzimi
tizerine etkilerinin olup olmadigi arastirildi, % inhibisyon degerleri hesaplandi. %
50’nin iizerinde inhibisyon aktivitesi gosteren bitki ekstraktlar1 icin % Inhibisyon-
Konsantrasyon grafikleri olusturuldu ve bu grafikler yardimiyla ICso degerleri

hesaplandi.

Bu dokuz bitkiden yesilcay, biberiye ve zahter bitkilerinin sulu formunun
obezite tedavisinde destek olarak kullanilabilecigi goriildii. o- Amilaz enzim
inhibisyonu i¢in biberiye > zahter > funda bitkilerinin su ekstraktlar1 kullanilabilir. a-
Glukozidaz enzim inhibisyonu i¢in Funda ve Yesil¢ay bitkilerinin su ekstraktlari, MAO
enzim inhibisyonu i¢in de funda su ve biberiye su ekstratlarinin kullanilmasi ile bu
enzimlerin c¢aligmasinin inhibe edilecegi ve boylece obezite tedavisine yardimci

olabilecgi diisliniilmektedir.
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