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OZET

Y. Lisans Tezi

Digitalis lamarckii lvanina (YUKSUK OTU) BITKISININ CESITLI
KISIMLARINDAN ELDE EDILEN EKSTRELERIN PANKREATIK LiPAZ
ENZIiMi UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Reyhan OZDEMIR

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Sevki ADEM

Yaglarin hidrolizi ve sentezinde 6nemli olan enzimler lipazlardir. Giiniimiiz kosullarinda
degisen beslenme aliskanliklart obeziteyi kronik hale getirmistir. Obezite lipaz enziminin
inhibisyonu ile kontrol altina alinabilir. Eski ¢aglardan bu yana bitkiler her zaman tedavi
amagl kullanilmigtir. Anti-obezite 6zelligi bulunan bitkisel ve dogal iiriinlerin Pankreatik

lipaz enzimi inhibisyonu iizerine etkisinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Bu calismada Digitalis lamarckii lvanina bitkisinin kok, govde, yaprak ve c¢icek
kisimlarindan elde edilen metanol, hekzan, kloroform, aseton ve kaynatma ekstrelerinin
Pankreatik lipaz inhibisyonu aktiviteleri incelenmistir. Ekstreler 64-761 pg/ml ICso
degerleri araliginda inhibisyon etkisi gostermistir. Govde kaynatma ve hekzan ile elde

edilen ekstre 64 ve 101 pg/ml ICso degerleri ile en yiiksek inhibisyon etki gostermislerdir.

Eyliil, 2019

Anahtar Kelimeler: Pankreatik lipaz, inhibisyon, Digitalis lamarckii, Ekstre, obezite



SUMMARY

Master of Science Thesis

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF EXTRACTS FROM
DIFFERENT PARTS OF Digitalis lamarckii lvanina (YUKSUK OTU) PLANT
ON PANCREATIC LIPASE ENZYME

Reyhan OZDEMIR

Cankir1 Karatekin University Graduate School of
Natural and Applied Sciences Department of

Chemistry

Supervisor: Doc. Dr. Sevki ADEM

The enzymes that are important in hydrolysis and synthesis of lipids are lipases. Changing
dietary habits in today’s conditions have made obesity chronic. Obesity can be controlled
by inhibition of lipase enzyme. Since ancient times, plants have always been used for
therapeutic purposes. It is important to determine the effect of herbal and natural products
on anti-obesity on pancreatic lipase enzyme.

In this study, pancreatic lipase inbition activities of methanol, hexane, chloroform,
acetone, and boiling extract obtained from root, stem, leaf and flower parts of Digitalis
lamackii lvanina plant were analyzed. Extracts showed inhibition effect between 1Cso
values of 64-761 pg/ml. Extract obtained by trunk boiling and hexane showed the highest
inhibition effect with values of 64 and 101 pg/ml ICso.

September, 2019

Keywords: Pancreatic lipase, inhibition, Digitalis lamackii, extract, obesity



TESEKKUR

Calismalarim boyunca ilgi ve alakasini eksik etmeyen, yol gosteren, destegini
esirgemeyen, saym danisman hocam Dog. Dr. SEVKI ADEM’e, tezimin laboratuvar
caligmalar1 sirasinda her tiirli bilgi birikimini benimle paylasan Uzman Ali Riza
TUFEKCI’ye, bitkilerimi temin etmede bana yardimci olan Ankara Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Arastirma goérevlisi Dr. M. Umid Bingdl’e, 6grenimim
boyunca benimle degerli bilgilerini paylasan ve bana yol gosteren Cankir1 Karatekin

Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyelerine tesekkiir ederim.

Ayrica her asamada bana destek olan sevgili babam Satilmis OZDEMIR’e tiim

emeklerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Reyhan OZDEMIR
Cankin, Eyliil 2019



ICINDEKILER

OZET ... ettt ettt sttt i
SUMMAOARY ..ottt n st s st s sttt st enass s anansans i
TESEKIKUR .......coooioieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt iii
ICINDEKILER .........oooviiiieceeeee e ee ettt an st iv
SIMGE VE KISALTMA LISTESI .......c.coooitiiiiieeeeceeeeeeee e v
SEKILLER DIZINT ........coooiiiiiiiieeeceeeeeeeee e Vi
CIZELGELER DIZINT ........coooiviiiiiieeeceeeeeeeee et viii
@] 0 28 1T 1
O o V4] 1 T RO 5
1.3NEpaz.... ... ... . 7

2. KAYNAK OZETLERI ......cocoooiviiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee et 11
3. MATERYAL VE YONTEM........c..coooiviiitiieieeseees s senesis s, 16
L IMALEIYAL ... 16
RIW D 1) 1 1= 1 1 A 18
3.2.1 EKSEFaKSIYON .....viviciicic ettt ba e ra e 18
3.2.2 Enzim Calismalari.............cccoooooiiiiiiii 22

A, BULGULAR ...oooeteeeeteeee et ee et n st s st nasne et snanneneas 24
5. TARTISMA VE SONUC .........cccoiiiiiimeiriretesesesesesses s sessssessssessesssssssasessensssenens 36
KAYNAKLAR ....ooooveeeeeeeee ettt st snes st st anae s tanens s sasnssnensans 38
L0 Y7€) 00117 I 15RO



SIMGE VE KISALTMA LISTESI

Simgeler Aciklama

% : Yiizde

°C: Santigrat Derece
dk : Dakika

g: Gram

kg : Kilogram

m2 : Metrekare

mg : Miligram

mL : Mililitre

mM : Milimolar

nm : Nanometre

ng : Mikrogram

ng : Nanogram

pL : Mikrolitre

M : Mikromolar

a: Alfa

+: Art1-Eksi

PL: Pankreatik Lipaz
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1.GIRIS

Ulkemizin sahip oldugu zengin bitki ortiisii her zaman dikkat ¢ekmektedir. Digitalis
(Plantaginaceae) cinsi iilkemiz florasinda 36 civar tiirden olusur(Giines ve Ozhatay
2000). Digitalis tiirlerinin baz1 boliimleri tibbi tedaviler amaciyla kullanilmaktadir,
giiniimiizde kadar yapilan ¢alismalarda D. Lamarckii bitkisinin antibakteriyel etkisi de
gozlemlenmistir (Benli ve ark. 2009). Digitalis tiirleri Alzheimer, Tip II diyabet ve cilt
hastaliklarinda etkili olan enzimlere kars1 antioksidan aktiviteleri gosterilmistir (Zengin
ve ark. 2017). D. Lamarckii bitkisinin kolinesteraz, a-amilaz ve tirozinaz enzimi ile
yapilan ¢alismalarda enzim inhibe edici etkisi oldukga diisiik oldugu belirtilmistir (Zengin
ve ark. 2017).

Tarih Oncesi ¢aglarda tedavi yontemleri heniliz glinlimiizdeki kadar gelismemisken
hastaliklarm tedavisinde bitkiler sifa kaynagi olarak kullanilmaktaydi (BILGIN ve
KOCABAGLI 2010). Giiniimiiz kosullarinda saglik alaninda gelistirilen tedavi
yontemlerinin yaninda bitkiler hala sifa kaynagi olarak kullanilmaktadir (Shu 1998).
Modern c¢agda tip ilerledikge gelistirilen yeni yontemlerin yaninda kullanilan sifal
bitkilerin biyolojik etkinliklerine olan ilgi artmistir (Newman ve Cragg 2007). Teknikler

ilerledikge bitkilerin sifa kaynagi olarak kullanilmasi kaginilmazdir.

Yaglarin hidrolizi ve sentezlenmesinde goérev alan anahtar enzimler lipazlardir
(triagilgliserol hidrolazlar, EC 3.1.1.3). Biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinden dolay1
bircok arastirmaya konu olmuslardir. Bununla beraber dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Obezite tedavisinde yer alan tedavilerde amag pankreatik lipazin inhibe
edilmesini saglamaktir. Obezite ve diyabet gilintimiiz kosullarinda degisen beslenme
aligkanliklart ve islenmis gidalarin tiikketiminin artmasiyla kronik hale gelmistir,
tedavisinde ilaglar genellikle pazarlama amagcli iiretilir ve bununla beraber birtakim yan
etkiler saglig1 etkiler. Pankreatik lipazin inhibisyonunda bitkisel kaynaklarin kullanilmas1
obezite tedavisinde etkinliginin belirlenmesi tedavi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Keha ve
Kiifrevioglu 2000). Bu sebeple bitkisel kaynakli malzemelerin bu hastaliklarin

tedavisinde lipaz1 inhibe etmesini saglamasi artan bir yontemdir.



Cagimizin en yaygin hastaliklarindan biri olan obezite viicutta yag dokusu miktarinin
asirt olmasi olarak tanimlanir. Obezite viicut agirliginin artmasi olarak diisiiniilse de
aslinda yanlhs bi diisiincedir. Obezitenin odlgiimiinde Beden Kitle indeksi (BKI)

kullanilmaktadir.

Diinya iizerinde 1 milyara yakin insan asir1 kiloludur (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
Gelismekte olan iilkelerde 6zellikle yeme aligkanliklarinin batiya gére degismesi obezite
sikligini1 artirmaktadir. Obezitenin siirekli artmasi ile tibbi harcamalar ve is giicii kayb1
yillik 100 milyar dolar1 gecen kayba neden olmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
Gecmiste gergeklestirilen birgok ¢aligmada obeziteden muzdarip kisilerde goriilen baglica

hastaliklar agsagida verilmistir.

Obezite ile miicadele etmek cok zor ayni zamanda yipratict bir siirectir. Obezite
tedavisinde bircok tedavi yontemi bulunmaktadir. Ilag tedavisi diyetin yeterli olmadig
durumlarda tercih edilmektedir. Giiniimiizde yine tedavi i¢in ameliyatla midenin
kiigiiltiilmesi sik tercih edilen bir yontemdir. Tim bunlarla beraber obezite igin
diizenlenen diyetler viicuda almnan besinlerdeki enerji miktarnin tiiketilen enerji
miktarinin altina indirmek en etkili olanidir. Bunun igin diyetlerin biiyiikk kismi1 besin

degeri olmayan yiyeceklerden olusmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Obezite tedavisinde en dikkat ¢eken yontem sindirimde absorpsiyon inhibitorlerini
gelistirip diger mekanizmalara zarar vermeden enerji alimini en aza indirmektir bunlarla
beraber bitkisel iirlinleri obezite dnleyici ajanlar olarak kullanmak icin Pankreatik lipaz

en onemli calismalardandir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).



Cizelge 1. 1. Obezite ile beraber ortaya ¢ikan bazi hastaliklar (Keha ve Kiifrevioglu

2000)

Solunum Sistemi Primer alveolar hipoventilasyon, dispne, obstriiktif uyku
apnesi

Kardiyovaskiiler Koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, derin ven
Sistem trombozu
Norolojik Sistem Sinir sikigmalari, siyatalji
Gastrointestinal Hiatus hernisi, reflii, non-alkolik yagh karaciger, safra
Sistem taslari, kolorektal kanser, hemoroit

Metabolik- Endokrin | Tip 2 diyabet, dislipidemi, polikistik over sendromu
Sistem

Genitotiriner Sistem Stres inkontinansi, fertilite azalmasi, cinsel iliGkide
mekanik giigliik, gebelik komplikasyonlari, tiriner taslar

Acrtropatiler Osteoartrit, diiz tabanlik

Psikososyal Depresyon, anksiyete, is bulmada giigliik, yiiksek hayat
sigortasi primleri, ameliyat riskinde artig

Meme ile ilgili Meme kanseri, jinekomasti
Diger Horlama, kronik iltihabi reaksiyon (C-reaktif protein
(CRP) yiikselmest)
1.1. Lipidler

Dogada ve ayni zamanda karbonhidratlar ve proteinlerle birlikte canlilarda bulunan
hayatsal faaliyetler i¢in ¢ok O6nemli olan organik madde grubudur. Viicuda alinan
enerjinin fazlasinin depolanmasini gerceklestirir ve depolanan enerji gerekli oldukca

kullanilir.
Lipidlerin organizma igin oldukga fazla gorevleri vardir. Bunlar;

e Hiicre zarinda yap1 tasi olmalari

e Organizmada gerekli oldugunda yakit olarak depo edilebilmeleri



e Bakterilerin hiicre duvarlar ve cilt i¢in koruyucu madde olmalari

Ek olarak cilt alt1 izolasyon maddesi ve i¢ organlara destek olarak onlar1 korumak gibi

gorevleri de vardir (Fersht 1985).

Diyetteki lipidlerin biiylik orani triagilgliserol az orani ise fosfolipid, kolesterol ve

kolesterol esterleridir.

Gliserinin yag asitleriyle yaptig1 esterlere gliserid veya agcilgliserol denir. Gliseridlerin
temel bileseni yag asitleridir. Gliserol ii¢ hidroksili bir alkol oldugundan, ii¢ tiir gliserol
verebilir. Gliseroliin bir alkol grubu bir molekiil yag asidi ile esterlesirse
monoagilgliserol, iki alkol grubu iki molekiil yag asidi ile esterlesirse diagilgliserol, ii¢
alkol grubu li¢ molekiil yag asidi ile esterlesirse triagilgliseroller olusur. Beslenme
yoluyla canli viicuduna girdiklerinde agizda herhangi bir sindirime ugramadan ince
bagirsaga giderler, ince bagirsak sivisi icerisinde dagilirlar ve bagirsak hareketleri yoluyla
mekanik sindirim gergeklesir lipidler kiiclik parcalara ayrilirlar. Pankreatik lipaz
triacilgliserollerin hidrolizini katalize eder. Triagilgliserollerin yolculugu Sekil 1.1°de

sematik olarak gosterilmistir.
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tekrar triacilgliserol olusur.

Sekil 1. 1. Triacilgliserollerin sindirimi, tasinmas1 ve kullanimi (Keha ve Kiifrevioglu
2000)

1.2. Enzimler

Laboratuvar ortaminda biyolojik sistemlerde meydana gelen tepkimeleri gerceklestirmek
istedigimizde basing, yiiksek sicaklik vb. sartlar gereklidir. Bunlarla beraber dahi baz
reaksiyonlarin gerceklesmesi olduk¢a yavastir. Bu tepkimelerin hizli ve kolayca
gergeklesmesini saglayan biyolojik katalizorlere enzim denir. Enzimler belirli maddeler
arasindaki reaksiyonlar1 katalizleyen makromolekiillii proteinlerdir. Enzimler kimyasal

katalizorlerden farklidir bunun en 6nemli sebebi ise spesifik olmalaridir (Fersht 1985).

Enzim c¢alismalarinin gegmisi 1878 yilina uzanmaktadir. Sumner isimli bilim adami ilk
kez bir enzimi kristal halde elde ederek buna ’ilireaz’ adin1 vermistir. Bu kesfi izleyen
uzun yillarda konuyla ilgili aragtirmalar artarak enzimoloji adi verilen bilim dal

dogmustur. Gegmiste enzim aktivitelerinin sadece hiicre igerisinde oldugunu



diisiiniiliirken yapilan aragtirma ve c¢aligsmalarla hiicre disinda aktivitelerinin saglandigi

goriilmiis ve endiistriyel kosullarda kullanilabilecegi anlasiimistir (Keha et al., 2000)

Zaman gegctikge ortaya ¢ikan birgok enzim bilim insanlarinin onlar1 siniflandirmasini ve

sistematik isimlendirmesini saglamistir. Uluslararasi enzim komisyonu katalizlediklteri

tepkime ve mekanizmalarina gore enzimleri siniflandirmistir ayrica her enzime sistematik

bir kod numarast verilmistir ve bu numara E.C. (Enzyme commission) harflerinin

ardindan gelen 4 rakamdan olusur.

Enzimlerin ayrilmis olduklar1 6 ana grup asagidadir (Fersht 1985).

VI.

Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasindaki redoks reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimlerdir.

Transferazlar: Iki substrat arasindaki hidrojen disindaki gruplari transferini
katalizleyen enzimlerdir.

Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N
baglarinin bir H20 molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.
Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizmayla substratlardan gruplarin
uzaklastirilip, ¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir.
Izomerazlar: Geometrik, optik ya da yapisal izomerlerin birbirine
dontistiiriilmesini saglayan tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir.

Ligazlar: Yiiksek enerjili ATP ve GTP gibi fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmasiyla ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi

tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir.

Enzimatik reaksiyonun hizinin enzim inhibitorleri yardimiyla azaltilmasi ya da

tamamen durdurulmasidir. Enzim inhibisyonu geri doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz

oolabilir. Doniislimsiiz inhibitdr ayrilmasi zor bir yap1 olusturur. Doniistimlii inhibitor;

yarismali, yarismasiz ve yari yarismali olarak iice ayrilir.



Yarigmali inhibisyon da inhibitor ile substrat enzimin ayni aktif bolgesine baglanmakta
yarisirlar. Inhibisyon etkisi, substrat konsantrasyonu arttikca azalmaktadir. Yarismali

inhibisyon da Km degeri artar Vmax degismez.

Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitdr ile substrat enzimin farkli bolgelerine baglandigindan
genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan bagimsizdir. Bu inhibisyon da

Vmax diigerken Km degismez.

Yar1 yarigsmali inhibisyonda, inhibitér ES (enzim-substrat) kompleksine baglanir. Bu
inhibisyon da Vmax ve KM azalir. Inhibitdr etkilerini genel olarak yarismali ve
yarismasiz olarak kesin sinirlarla birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak

karisik inhibisyon gozlenir(Keha et al., 2000)

1.3. Lipaz

Lipazlar hayvansal, bitkisel yaglarin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar genel
olarak C ve N olarak ayrilan polipeptid zincirinden olusur. Lipazlar pankreas ve sindirim
sisteminde meydana gelen rahatsizliklarda kullanilan Onemli ilaglardir. Organik
coziiclilerde ozelliklerini kaybetmemeleri sentez potansiyellerinin genis olmasim
saglamistir. Mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar daha ¢ok ticari olarak

kullanilmaktadir (Mukherjee 2003).

Lipazlarm lipid metabolizmasinda 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Giinliik beslenmede
50-120 g lipid bulunur ve bu lipidlerin %95’inden fazlasi trigliseritlerden olusur.
Trigliserit sindiriminde gorevli olan enzim lipazlardir. Lipazlarin etkin gorev aldigi

hidroliz reaksiyonu sekil 2.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 1. 2. Lipazlarin hidroliz tepkimesi

Pankreatik lipaz diyetsel yagin sindiriminde kullanilan pankreas tarafindan salgilanan ve
diyetsel yagin %50-70’inin sindiriminden sorumlu enzimdir. En yiiksek aktivitesini notr
pH’ da verir. Safra asitleri ve kolipazi kofaktdr olarak kullanir. Kolipaz enzimin

dayanikliligin1 artirir ayni zamanda enzimin aktif kalmasini saglar.



Sekil 1. 3. Pankreatik lipaz-kolipaz ve inhibitor kompleksi (Mukherjee 2003)

Pankreatik lipazin inhibisyonu obezitenin en énemli hedefi olan yag emiliminin diisiik
olmasini saglar ve enerji alimi bu sekilde azalir (Mukherjee 2003). Dolayisiyla anti-
obezite i¢in PL inhibisyonu énemlidir (Mukherjee 2003).

Obezite tedavisinde en yaygin kullanilan standart ilag orlistatdir. Orlistat Pankreatik
lipaz1 ¢ok kuvvetli bir sekilde inhibe eder.



Sekil 1. 4. Orlistatin formiilii (Clapham ve ark. 2001)

Belirli miktar yagin emilmeden gayta ile atilimini saglayan orlistat kullanimi bazi yan
etkilere sebep olabilir.

Orlistatin Yan Etkileri

Plasebo (n=340) Orlistat (n=343)
Galgmadan Gahgmadan

insidans Cikanlan Insidans

(%) %) (%)

Yagh digk 5.0 0.3 30.8
Defekasyon sikliginda artig 7.4 o 0.4
Yagh kekelenme 17.85
Ani digkilama gereksinimi 3.5 8.8
Gaz gikarma 20 7.0
Digk kagima 0.0 .0
Gazla bifikte szinh 0.0 .0
Akigkan digkilama 0.8 6.4
Sulu digk 1.8 14.9

S)osirtim L ve ark. Lancet 1998; 352-167-172

Sekil 1. 5. Orlistatin yan etkileri (Sjostrom ve ark. 1998)
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2. KAYNAK OZETLERI

Yasadigimiz diinyada ki kiiresel degisimler insanlarin beslenme aligkanliklarini da buna
paralel olarak degistirmistir. Islenmis gidalarin tiiketimi 6zellikle hazir besinlerin insan

yasamina girmesiyle ¢agimizin kiiresel sorunu olan obezite ortaya ¢ikmuistir.

Obezitenin tedavisinde ise bazi1 yontemlerden bahsedilmektedir. Lipazlar yag sindirici
enzimlerdir (Sosnowska ve ark. 2018). Pankreatik lipaz (EC 3.1.1.3) trigliseritlerin
sindiriminde goérevli ¢ok 6nemli bir enzimdir. Trigliserit molekiillerii uzun zincirli yag
asitleridir ve sindirimi gastrik ve Pankreatik lipazlar tarafindan gergeklestirilir. Obezite
tedavisinde kullanilan ilaglar Pankreatik lipaz inhibitoridiir. Trigliseritlerin sindirimine

engel olurlar bununla beraber besinsel olarak yag alimini 6nlerler.

0

0 H,C—0 ﬂ R
R? l:‘ 0 L"CH 0

Hjl 0 | R>

Cizelge 2. 1. Trigliserid Molekiilii

Daha once yapilan ¢alismalarda, narenciye meyvelerden greyfurtun lipazi inhibe ettigi
ortaya konulmustur, 1C50=0.007 + 0.0006 mg/mL, Ananasin IC50 degeri 0.23 &+ 0.07, turp
bitkisinin 1Cs0 degeri 0.82 = 0.01 mg/mL olarak saptanilmistir (Gondoin ve ark. 2010).

Gondoin ve arkadaslar siyah, yesil ve beyaz ¢ayin antilipaz aktivitesini test etmistir ve
yapilan ¢aligmalar sonucunda antilipaz aktivitesi tespit edilmistir. Beyaz ¢ayin daha etkili
oldugu izlenirken ICs0 degerleri beyaz ve yesil ¢ay icin sirasiyla 22 pg/mL ve 35 pg/mL
olarak tespit edilmistir (Gondoin ve ark. 2010).
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Shahu ve arkadaglari yaptiklari ¢alismada beyaz ve pembe aster ¢iceginin lipaz
inhibisyonu aktivitesine rastlamislardir. Beyaz aster ¢igegi ve pembe aster ¢i¢eginin IC50

degerleri sirasiyla 38 pg/mL ve 72 pg/mL olarak tespit edilmistir (Shahu ve ark. 2018).

2018 yilinda yapilan bir ¢alismada Marelli ve arkadaslar1 M.Arvensis bitkisinin

Pankreatik lipaz1 inhibe edici etkisini tespit etmiglerdir.

Cizelge 2. 2. Moricandia Arvensis bitkisinin MeOH ekstresinin Lipaz inhibisyonu
(Marrelli ve ark. 2018)

Sample IC5p (mgimL)
MeQH extract 206+0024d
n-Hex =10
DCM 152x002¢
EtOAC 131+0.020
Qrlistat * 0.018+0.0012

Data are expressed as mean £ SEM (n = 3). Different letters indicate statistically significant differences at p = 0.05 (Bonferroni post-hoc test).
* Positive control.

Cizelge 2. 3. Pankreatik Lipazin Bazi Bitki Ekstrelerinde inhibisyonu (Elbashir ve ark.
2018)

12



Scientific name ICeq (g mill® walue for pancereatic lipase inhibition

70% Ethannol extract

Water extract

A precabanius 1755 + 135 2746 + 158
A nilotica 1.65 £ 0,02 031 £
8. hnarifolia 1678 £ 0.31 1812 £ 027
8. papyrifera 433 £ 007 4519 + 1.21
C ipecocudnha B23 +012 21 £ 077
C. colocynthis 6356+ 14 2066 + 1.04
. sinensis 2082 + 022 451 £ 008
. prosirmus 1669 + 0.52 1843 + 028
. rouriclus, B16 +£017 538 £ 042
0. aldta 1989 + 077 2376 + 026
M. annud 433 £008 928 + 181
F. glauewm 1891 £ 278 1958 £ 07
R. graveolens 337 £ 042 4803 £ 1.38
L angel 212 £ 008 31396 + 029
T batgs 1775 £ 027 6038 + 038
I feenum-grocewm 24415 = 1.80 5186 + 267
V. modagascariensis 3510 £ 556 Q866 + 360
£ spina-christi 1.86 £ 007 072 + 001
Cetilistat” 466 £ 005

“Each value represents the mean + 50 (n=3)
“Cetilistat was wsed as a positive control of lipase inhibitory activity

Cizelge 2. 4. Pankreatik Lipazin Baz1 Bitki Ekstrelerinde inhibisyonu (El-shiekh ve ark.
2019)
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Pancreatic lipase, o-amylase and o-glucosidase inhibitory activity (%) of the tested plant
exiracts at concentration of 1 rmg/ml

Mame of plant Pancreatic - amylase - glucosidase
lipase

. guadrangula (ME) E256 £ 043° 5431 £ 058% 4711413
. quadrangula (AE) 5382 & 31° 5971415 37rM115
. tubercrlata (ME) E7E3 £ 59 5486415 54174289
. tuberculata (AE) BE.16 £ 1.7° 6035415 50954 21°
H. shizopetaloas (ME) BO2E £ 317 G325+ 217 4430 L 48
H. shizopetalous [ AE) 5459 £ 15 598415 5399445
H. subdariffa (White variety) (ME) 6756 = 36° 6475+ 1.F 64254+ 1.7
H. subdariffa (White variery) (AE) 6681 = 21° 5932+ 1.F 42324147
5. argel (ME) O702 £ 14° 6932 4+ 147 BO0E 4+ 1.1°
5. argel [AE) o462 +£ 36 6132425  J1104 2490
Orlistat 0ETY £ 19" - -

Acarbose - BE32 + 0E3" G466 4 2.

All data are calculated as (Mean + 5.0

All methanolic extracts were prepared by ultrasonic assisted extraction.

ME: methanolic exaract; AE: agueous extract.

Different superscript lemers for a given value within a column are significantly different
from each other [ Duncan's significant difference muliple range post-hoc test, F= 005

Solenostemma Argel bitkisinden izole edilen Stemmoside C lipaz enzimine kars: ticari

olarak kullanilan standart anti-obezite ilaci olan orlistattan daha aktif olmustur.

Cizelge 2. 5. S. Argel Etanol Ekstratindan izole Edilen Bilesiklerin Lipaz Inhibisyonu
(El-shiekh ve ark. 2019)

G, values of & mgel ethanolic extracy, fractons and isolated compounds against lipase, a-amylase and a-glucesidase enzymes.

Sample Pancreatic lipase oi-amylase a-glucnsidase
pagml {prnod )

Total EvOH | 70%, Homogenizer) 2560 + 1.18% 893 £ 15 13878 + 5800

Methylene chboride fraction 2517 + 093" 767 £ 058" B0.13 £ 0°

n- Butanad fraction 3821 4 261° 355 £13* 4d.74 + 349"

|-Sitostersd (1)
|-Sitostered glucoside (2]
Stemmoside C (3)

Kaempferol-3-0-neohesperidoside (4]

Kaempferol-3-0-glucoside (5)

Cuercetin-3-0-nechesperidoside (6)

Kaempferol (7)
Onlistat

127.34 +0' (0307 £ 0)

141.52 + 129 (0245 £ 0.002)
7.99 + 277 (0,007 £ 0.002)
59.55 4 2.757 (0.10 £ 0.004)
5283 + 07 (0118 +0)

5335 + 3337 (D.087 4 0.005)
6215 4 4.75° (0217 £ 0.0186)
3534 + 0.21° (0071 + 0.004)

1904 + 1.3" (046 + 0.003)
123.7 4+ 217 (021 + 0.003)
341.9 + 3.1 (0.31 + 0.003)
477 + 15" (008 + 0.002)

588 + 058°(0.13 4 0.001)
598 £ 15° (0097 4 0.002)
687 £ 15" (024 + QLODS)

ND

12734 £ 07 (031 + 0)
4A5BA8 = 129° (079 + 0.002)
45425 £ 214 (041 & 0.002)
55.36 + 344 (009 + 0.005)
66.21 + 4157 (0115 + 0.009)
76.35 £ 1127 (013 £ 0001
10454 £ 247 [0.36 £ 0.008)
ND

Acarbose ND 34.71 4+ 1.2° (0053 + 0.002) 1BE34 £ 084 (0,20 + 0.001)

All data are calculated as [ Mean + 5.0.).

1Cap values in parenthesis are in pmal.

ErOH: erhanodic extract. ND: not determined.

Different superscript betters for a given value within a column are significantly different from each other (Duncan's significant difference multiple range post-hoe test, P - 005

Cizelge 2. 6. Baz1 bitkilerin Pankreatik lipaz1 inhibe etmek i¢in gereken metanolik bitki
oOziitlerinin ICso degerleri (mg/ml) (Zhou ve ark. 2005, Fang ve ark. 2008,
Wang ve ark. 2009, Buchholz ve ark. 2016)
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Sclentilfic mame Used part Maln constituents IC_ [mgiml.| IC_ [mgiml.|

Lipase E-Amylase
Lycopus lucidus Turcz. var. hirtus Regel Stem, leaf  Triterpenes (Fang et al. 2008) (L0BE = 0.004 1.O0E + 0.009
Carthamus finctoris L. Corolla Pigments {carthamin, precarthamin, safflower (L0891 = 00001 B4 £ 00156
yellow A and B), safflower oil (Fang et al. 2008)
Trichosantes kirilowii Maxim. Root Saponins, organic acids, salts, resins, sugars and 0100 = 0.017 0.249 = 0.067
pigments
{Chinese Herbs Healing 2015)
Phellodendron chinense Schneid. Bark Phenolic acids (ferulic and caffeic acid). iso- 0,136 = 0.001 1847 = 0.074
vanillin, berberin (Wang et al. 2009)
Cyathula afficinalis Kuan Root Phenolic acids, isoflavones (daidzin, puerarin) (L5230 = 0.001 JATE£0.320
(Zhoub et al. 2005)
Avcllandia lappa Decne. Rioot Amino acids, inulin, aplotaxene, cotuslactone,  (L3Y97 = 0,109 2003 00134

sterol (Fang et al. 2008)

Puriaive cowtrol: 1C_iOrbistm): 11,19 = 003 ngfml; IC_{Acarbose): 131 2 (.12 pgfml.

2 100 -
]
S 801
£
S 60 -
Ak
g
= 40 A
o
8
g 20 -
=
0 [ 1
01 025 05 1 100 250 500 1000
(ug/mL)
[] Orlistat
[] pcm

Sekil 2.5. Pankreatik lipazin Diospyros kaki meyvesi ve Citrus unshiu kabugu karigimi
6zt inhibisyonu (Kim ve ark. 2016)

15



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Cihazlar

Sekil 3. 2. Otomatik pipet
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Sekil 3. 3. 96 Kuyucukl1 plate

Kimyasallar

4-Nitrofenil dekanoat
Tris

NaCl

Etanol

Metanol

HCI

Hekzan

Aseton

Kloroform

Etil Asetat

17



Cozeltiler

4-Nitrofenil dekanoat: 1 mg pnfd 333 ml asetonitrilde ¢ozilir. 150 ondan 400
metanolden alinip yavas yavas 3,5 ml tamponun i¢inde ¢ézilindiiriiliir. Her 6l¢iimden 6nce

yeteri miktarda taze olarak hazirlandi.

20 mM tris+20 mM NaCl, pH:8,00: 0,242 g Tris tartildi ve 80 ml saf suda ¢6ziindii.
0,12 g NaCl tartilip ayni1 ¢ozeltiye eklendi. Cozeltinin hacmi 0,1 M HCI ile pH:8,00

ayarlandi. Hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Pankreatik lipaz: Enzim 10 mg/ml olacak sekilde 20 mM Tris-HCI, pH:8 tamponunda

¢oziildii. Coziilen enzim 3000 xg de santriifiij edildi. Calismalarda siipernatant kullanildi.

3.2 Yontem

3.2.1 Ekstraksiyon

Tez kapsaminda kullanilacak olan bitki materyali (Digitalis lamarckii Ivan.) Ist.1,
Kizilcahamam-Gerede yolu 28. km Sahinler gbleti yakini yolun sagi, 1469m dogal yasam
ortamindan taze Ornekler halinde toplanmustir ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Béliimiinden Arastirma gorevlisi Dr. Mesrur Umid BINGOL tarafindan
teshisleri yapilmistir. Teshiste isleminde basta “Flora of Turkey” adl1 11 ciltlik eser olmak

tizere ilgili literatiirlerden yararlanilmistir.
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Sekil 3. 4. Digitalis lamarckii lvan.toplanma bélgesi Ist.1, Kizilcahamam-Gerede yolu
28. km Sahinler gdleti yakini yolun sagi, 1469m

Sekil 3. 5. Digitalis lamackii Ivan bitkisinin toplanma bolgesinde ¢ekilmis fotografi
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Toplanip laboratuvara getirilen bitkiler kok, yaprak, ¢igek ve gdvdesi ayr1 ayri
ayiklanmis ve daha sonra kurutulmustur.

Sekil 3. 6. Digitalis Lamarckii lvan bitkisinin kurutulmus ve boliimlerine ayrilmis hali

Kurutulan kisimlar sivi azotla parcalandi ve sira ile hekzan, aseton, metanol, kloroform
ve kaynatma ekstreler sira ile hazirlandi. Oncelikli olarak, numuneler 1250 ml hekzan ile
2 giin muamele edildi. Sekil 3.7.” deki gibi hekzan alinip evoparatér yardimiyla
uzaklastirildi ve ekstreler alindi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Ayni islem diger ¢oziiciilerle
tekrarlandi. Su ile kaynatmadan sonra sulu fazdaki aktif maddelerin etil asetata gegmesi

icin ayirma islemi yapildi. Elde edilen ekstre miktarlar1 Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 7. Ekstraksiyon sonrasi ¢ozeltiler

Cizelge 3. 1. Ekstraksiyon igslemi sonrasi elde edilen ekstrakt miktarlar

Bitkinin kismi1 Hekzan | Aseton | Metanol Kloroform | Kaynatma
Kok 063g |1,75 8,00 g 1,38 g 0,529
Govde 0,36 ¢ 2,360 10,89 1,13 g 0,829
Yaprak 1,279 443¢g 10,89 4,46 g 2,089
Cigek 195¢ 4774 18,79 3,65¢ 1,06 g
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3.2.2 Enzim Calismalari

Enzim aktivitesi para-nitro dekonatin lipaz enzimi ile par¢alanmasi iiriinii iiriinii olan p-
nitro fenolin 410 nm de spektrofotometrik olarak absorbans vermesi esasina

dayanmaktadir. Olusan renk degisimi asagida gosterilmistir.

4-Nitrofenil dekanoat 4-Nitrofenol

Sekil 3. 8. Lipaz enziminin reaksiyonu ve olusan {iriin

Absorbans dl¢timleri multiplate reader da yapildi. 96 kuyucuklu plateler kullanildi. Plate

iceriginde kullanilan reaktifler ve kullanilan miktarlari ¢izelge 3.2. ‘de verilmistir.

Cizelge 3. 2. Lipaz enzim aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan reaktifler ve miktarlar

Reaktant Pipetleme miktar1 pL
20 mM tris+20 mM NacCl, pH:8,00 50
4-Nitrofenil dekanoat 50
Enzim (10 mg/ml) 50
Saf su 100

Enzim inhibisyon c¢alismalari i¢in ekstreler 20 mg olarak tartildi. 13, 14, 15 ve 16
numuneler 2 ml DMSO da ¢6ziildii. 9 numarali numune 1 ml DMSO da ¢6ziildii. Diger

tim numuneler 0,5 ml DMSO da ¢6ziildi. Ekstrelerden 50 pl alinip 950 pl saf suda
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¢Oziindii. 9 numarali numune ¢dziinme problemi nedeniyle 20 pl alinip 980 ml saf suda

¢Oziindii.

Inhibisyon ¢alismalarinda inhibitdrsiiz enzim aktivitesi kontrol kabul edildi. Enzim
aktivitesini inhibe eden 5 farkli konsantrasyonda denemler yapildi. Eklene inhibitor
miktarinda saf su hacminden azaltildi. Enzim aktivitesini %50 azaltan degerin altinda ve
iistiinde konsantrasyonlarda oOl¢iimler alindi. Aktivite %- [ekstre miktar1 (ug/ml)]
grafikleri ¢izildi. Grafik egrilerinden enzim aktivitesini %50 inhibe eden deger anlamina

gelen ICso degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR
Yapilan ¢alismada Digitalis Lamarckii Ivanina (yiiksiik otu) bitkisinin kok, gévde,

yaprak ve ¢igek kisimlarinin sulu ekstreleri hazirlandi. Bu ekstrelerin lipaz enzimi

tizerinde aktivitesine bakildi. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.1’ de verildi.

Cizelge 4. 1. Bitkinin sulu ekstrelerinin lipaz enzimi tizerinde aktivitesi

No Bitkinin kismi1 ve ektstre ICs0 degeri (ug/ml)
1. | D.lamarckii Kok Aseton 187
2. | D.lamarckii Gévde Aseton 292
3. D.lamarckii Yaprak Aseton 120
4, D.lamarckii Cicek Aseton 374
5. | D.lamarckii Kok Metanol 714
6. | D.lamarckii Gévde Metanol 761
7. D.lamarckii Yaprak Metanol 228
8. D.lamarckii Cigek Metanol 513
9. | D.lamarckii Kok CHCl3 219
10. | D.lamarckii Govde CHCl3 239
11. | D.lamarckii Yaprak CHCI3 140
12. | D.lamarckii Cigek CHClI3 210
13. | D.lamarckii K6k Hekzan 220
14. | D.lamarckii Gévde Hekzan 101
15. | D.lamarckii Yaprak Hekzan 203
16. | D.lamarckii Ci¢ek Hekzan 239
17. | D.lamarckii Kok Kaynatma 199
18. | D.lamarckii Govde Kaynatma 64
19. | D.lamarckii Yaprak Kaynatma 260
20. | D.lamarckii Cigek Kaynatma 258
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Ekstrelerin hepsi enzim iizerinde inhibisyon etkisi gdstermistir. Inhibisyon etkisi Aktivite
%-[Ekstrelerin pg/ml] grafiklerinden elde edilen egim degerlerinden hesaplanmistir.
Aseton (Sekil 4.1-4.4) , metanol (Sekil 4.5-4.8) , kloroform (sekil 4.9-4.12) , hekzan
(Sekil 4.13-4.16) ve kaynatma (Sekil 4.17-4.20) ekstrelerinin inhibisyon grafikleri

sunulmustur.

Biitiin ekstraktlar enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmis olup
en diisiik 1Cs0 degeri metanol ile muamele edilen govde ve kok ekstraktlarinda elde
edilmistir. En 1y1 inhibisyon gévdenin kaynatma ve hekzan ektrelerinde gozlenmis olup

ICs0 degerleri sirastyla 64 ve 101 pg/ml olarak tesbit edilmistir.

120

100

y = 100,0e-0.00369

80 R2=0,99279

60

%Aktivite

40

20

0 200 400 600 800 1000
[D.lamarckii Kok Aseton] pg/ml

Sekil 4. 1. D.lamarckii kok aseton ekstresinin pankreatik lipaz enzimi iizerindeki etkisi

25



120 +

100 y = 100,0e70.00237
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[D.lamarckii Govde Aseton] pg/ml

Sekil 4. 2. D.lamarckii gévde aseton ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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[D.lamarckii Yaprak Aseton] pg/ml

Sekil 4. 3 D.lamarckii yaprak aseton ekstresinin pankreatik lipaz enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4. 4. D.lamarckii ¢igek aseton ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 5. D.lamarckii kok metanol ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 6. D.lamarckii gévde metanol ekstresinin pankreatik lipaz enzimi lizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 7. D.lamarckii yaprak metanol ekstresinin pankreatik lipaz enzimi lizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 8. D.lamarckii ¢igek metanol ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 9. D.lamarckii kok kloroform ekstresinin pankreatik lipaz enzimi {izerindeki
etkisi
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Sekil 4. 10. D.lamarckii govde kloroform ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 11. D.lamarckii yaprak kloroform ekstresinin pankreatik lipaz enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4. 12. D.lamarckii ¢icek kloroform ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 13. D.lamarckii kok hekzan ekstresinin pankreatik lipaz enzimi lizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 14. D.lamarckii govde hekzan ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 15. D.lamarckii yaprak hekzan ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 16. D.lamarckii yaprak hekzan ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkisi
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Sekil 4. 17. D.lamarckii kok kaynatma ekstresinin pankreatik lipaz enzimi iizerindeki
etkisi

33



120 -

100

80
y = 100,00000g0.02076x

% Aktivite
(o]
o

40 -

20

O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

[D.lamarckii Géovde Kaynatma | pg/ml

Sekil 4. 18. D.lamarckii govde kaynatma ekstresinin pankreatik lipaz enzimi tizerindeki
etkis
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Sekil 4. 19. D.lamarckii yaprak kaynatma ekstresinin pankreatik lipaz enzimi
tizerindeki etkisi
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Sekil 4. 20. D.lamarckii ¢icek kaynatma ekstresinin pankreatik lipaz enzimi {izerindeki
etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerin bircogunda 6nemli bir halk sagligi sorunu olan
obezite her gecen giin artmaktadir (Dawson ve ark. 1998). Sistemleri etkileyerek yasam
kalitesini diisiirmektedir. Obezite; hipertansiyon, safra kesesi hastaliklari, kas ve eklem
rahatsizliklari, Tip 2 diyabet gibi hastaliklara sebep olabilen bir hastalik olarak
nitelendirilmektedir (Egan ve ark. 2001, Sowers 2003). Obez kisiler genellikle kilo verme
ve agirlig1 korumada basarisizdirlar. Bundan dolayi kilo kaybini desteklemek icin bitkisel

kaynakli tibbi tedaviler kullanilmaktadir (Hauptman ve ark. 1992).

Obezite tedavisinde kullanilan en 6nemli ilag orlistatdir. Parcalanmis yaglarin kana
karismasini engelleyerek bagirsakta ilerleyerek diski ile atilmasini saglar (Hill ve ark.
1999). Yapilan ¢alismalarda orlistat belli miktar yagin kana gegmeden atilmasi sebebiyle
yagda c¢Oziinen vitaminlerin serum miktarlarinin azaldigi o6nceki ¢aligmalarda
gosterilmistir (Hollander ve ark. 1998). Ayrica mide ve bobreklerde yan etkilere sebep
olmaktadir (Sharma ve ark. 2005).

Saglikli bir yasam ve tedavi i¢in bitkilerin kullanimi antik ¢aglara dayanmaktadir.
Gilinlimiizde halk arasinda bitkiler yine tedavi amaclh kullanilmaktadir. Kirsal bolgelerde
cevrede yetisen bitkiler kullanilirken, sehirlerde aktarlardan temin edilen bitkiler
kullanilmaktadir. Piyasada zayiflatici 6zelligi oldugu savunulan bir¢ok bitki 6zli
malzeme satilmakta ve oldukga biiyiik kitlelere hitap etmektedir. Bu tiir malzemeler

internet ortaminda denetimsiz bir sekilde insanlarin kullanimina sunulmaktadir.

Daha o6nce yapilan caligmalar incelendiginde farkl tilkelere 6zgii bitki tiirlerinin anti-
lipaz etkileri oldugu goriilmiistiir. Her bitkinin lipaz enzimine inhibisyonu farklidir.
Moricandia Arvensis bitkisi ve Giiney Afrikaya 6zgii bazi bitkilerin metanol ekstrelerinin
digerlerine gore Pankreatik lipazi daha iyi inhibe ettigi gorilmistiir (El-shiekh ve ark.
2019). Cin kokenli bazi bitkilerin anti-lipaz etkileri kok ve govde ekstrelerinde daha iyi
anti-lipaz etkisi gostermistir (Fang ve ark. 2008, Wang ve ark. 2009). Bizim ¢aligmamizda
da metanol govde ve kok ekstreleri diger ekstrelere gore daha iyi anti-lipaz etkisi

gostermistir. Digitalis lamarckii bitkisi kisimlarinin aseton ekstresinde elde edilen 1Cs0
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degerleri 120-374 ng/ml arasi, kloroform ekstresinde elde edilen edilen ICs0 degerleri
140-239 pg/ml arasi, hekzan ekstresinde elde edilen ICso0 degerleri 101-239 pg/ml arast,
kaynatma ekstresinde elde edilen ICs0 degerleri 64-260 ng/ml arasi, metanol ekstresinde

elde edilen ICs0 degerleri 228-761 pg/ml arasi degismistir.

Calismamizda lipaz1 en fazla inhibe eden govde su ve hekzan ekstreleri olmustur.
Ozellikle sulu ekstrelerin inhibisyon etkisinin olmasi dnemlidir. Ciinkii bu kisimlar bitki
cayi gibi kaynatilip degerlendirilebilir. Gévde kisminin etkili olmasi ise diger bir pozitif
yonii olarak degerlendirilebilir. Ciinkii bu kisim ¢igek gibi belirli bir zamanda degil daha

uzun stire toplama imkani olan bitki kismidir.

Kullandigimiz bitki ekstrelerinin hepsinde Pankreatik lipaz inhibitor etkisi saptanmustir.
Yiiksek oranda pankteatik lipaz inhibisyonu etkisi gosteren kisimlar obezite tedavisinde
kullanilabilir. Ancak bitkide etken maddelerin izole edilerek yapilarinin aydinlatilmasi ve
Pankreatik lipaz enzimi inhibisyonlarinin in vivo deneylerle de ispatlanabilmesi i¢in daha

ileri diizeyde ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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