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OZET

GIRESUN YORESINDEKI BAZI YENILEBILIR BITKILERIN FARKLI
COZUCULERDEKI EKSTRELERININ ANTI-UREAZ AKTIVITELERININ

INCELENMESI

SAHIN, Yasemin
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisii
Kimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Bahar SOKMEN

OCAK 2013, 82 sayfa

Ureaz, iirenin amonyak ve karbondiokside hidrolizini katalizleyen bir
enzimdir. Ureaz, hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda bulunan azot
metabolizmasinin 6nemli enzimlerindendir. Ureaz inhibitérleri cesitli hastaliklarda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada, Giresun yoresinde yetisen bazi yenilebilir bitkilerin farkl
coziiciilerdeki ekstrelerinin iireaz enzim aktivitesi tizerine inhibisyon etkileri
arastiritlmistir. Bu amacla bu bitkilerin sulu, metanollii ve etil asetath ekstrelerinin
tireaz aktivitesi tlizerine inhibitor etkileri spektrofotometrik ol¢timlerle analiz edildi.
Elde edilen bitki ekstrelerinin iireaz iizerine farkli inhibitér etki gosterdikleri
belirlendi. Bu bitkiler arasinda mendek (4egopodium podagraria) (1Csy 0,0003 =+
0,0001 pg/mL) sulu ekstresinin, pazi (Beta vulgaris L. var. Cicla) (ICsy 0,00009 +
0,000001png/mL) etil asetath ekstresi ve yayla pancarmin (Capsella bursa-pastoris
L.) (ICsy 0,003 = 0,0021pg/mL) metanollii ekstresinin iireaz enzimini en yliksek

oranda inhibe ettigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: Yenilebilir Bitki, Enzim, Enzim Inhibisyonu, Inhibitér,

Ureaz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI-UREASE ACTIVITIES OF EXTRACTS IN
DIFFERENT SOLVENTS OF SOME EDIBLE PLANTS IN THE REGION OF
GIRESUN

SAHIN, Yasemin
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Chemistry, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bahar SOKMEN

JANUARY 2013, 82 pages

Urease is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of urea to ammonia and
carbon dioxide. Urease is an important enzyme of nitrogen metabolism that is found
in animals, plants and microorganisms. The urease inhibitors are widely used in

various diseases.

In this study, inhibitory effects of extracts of some edible plants growing in the
region of Giresun in different solvents on urease activity were investigated. For this
purpose, inhibitory effects on urease activity of these plants which were of extracts
prepared with water, methyl alcohol and ethyl acetate were analysed by
spectrophotometric measurements. As a result of analysis, it was determined that the
plant extracts obtained shown different inhibitory effects on urease. Among this
plants, the most effective urease inhibitors were water extract of mendek
(Aegopodium podagraria) (1Csy0,0003 £+ 0,0001 pg/mL), ethyl acetat extract of pazi
(Beta vulgaris L. var. Cicla) (ICsp 0,00009 = 0,000001pg/mL) and methyl alcohol
extract of yayla pancar1 (Capsella bursa-pastoris L.) (ICsy 0,003 + 0,0021pg/mL).

Keywords: Edible Plant, Enzyme, Enzyme Inhibition, Inhibitory, Urease.
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1. GIRIS

Dogada bulunan bitkilerin hastaliklardan korunmak amaciyla yada hastaliklarin
tedavisi i¢in kullanilmasi insanlik tarihi ile baslar (1). Insanlik var oldugundan beri
insanoglu bitkilerle ilgili sayisiz arastirmalar yapmis ve cesitli hastaliklara care
olarak bircok bitki tiirii kesfetmislerdir. Bitkiler, dogal ilaglarin 6nemli kaynaklaridir.
Sayisiz bitki ¢esidi yiizyillardir insanlik tarafindan hastaliklardan korunmak veya
kurtulmak amaciyla kullanilmistir. Geleneksel tibbin tarihsel analizi, insanin zaman
boyunca rahatsizligi gidermek amaciyla hastaliklarin tedavisi i¢in arayis iginde
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle tibbi bitkiler eski caglardan beri
hastaliklarin yok edilmesi ve rahatsizliklarin giderilmesi i¢in kullanilmistir (2).
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kayitlarina gore diinya niifusunun biiyiik bir boliimii

tedavi etmek veya korunmak amaciyla “geleneksel tip”tan yararlanmaktadir (1).

Enzimler canli organizmalar i¢in ger¢eklesen reaksiyonlarda diizenleyici gorev
aldiklarindan, bliyiik bir secicilikle katalizlediklerinden bazen istenmeyen
durumlarda organizmaya olumsuz etki ederek bozukluklara sebep olmaktadir. Bu
sebeplerin ortadan kaldirilmas: ancak o enzimleri karakterize ederek onlara uygun
inhibitorlerin belirlenmesi ile mimkiin olmaktadir. Son zamanlarda in vitro

calismalarda enzimlerden yararlanma ¢alismalar1 hizla artmaktadir (3).

Ureaz enzimi (E.C. 3.5.1.5.), iirenin karbondioksit ve amonyaga hidrolizini
katalizleyen c¢ok spesifik bir enzimdir. Ureaz cesitli bakteri, bitki ve mantarlarda

bulunur. Tabiattaki azot dongiisiinde 6nemli bir rol oynar (4).

Ureaz iceren bakterilerin sebep olduklar1 rahatsizliklarin tedavisi ve iire
hidrolizinin zirai ag¢idan kontrol altina alinabilmesi i¢in {ireazin inhibitér ¢alismalari

da yapilmaktadir (4).



Diinya niifusunun artmasi ve endiistrinin gelismesi sonucu dogal kaynakli
bitkilerden elde edilen etken maddelerin kullanilabilirligi hizla artmis ve diinya

tilkelerinin bu {trlinlere olan talepleri dikkati ¢cekecek sekilde artis gostermektedir

(5).

Son yillarda yenilebilir bitkilerden izole edilen fitokimyasallarin yeni biyolojik
ozellikleri tizerine odaklanilmaktadir. Clinkii yiizlerce yerli bitki tiirleri kiiresel
olarak giinliik diyette, sebze, meyve ve baharat olarak kullanilmaktadir. Bir¢ogu da

geleneksel ilaclar i¢in istihdam edilmektedir (6).

Yenilebilir bitkiler gibi c¢esitli biyolojik faaliyetler gosteren Ornegin
flavonoidler, vitaminler, terpenoidler, alkoloidler, orgonosiilfiir bilesik pigmentler ve
diger fenolikler fitokimyasal agisindan zengindirler (6). Yesil cay ektrelerinde
katesinler Helicobacter pylori (HP) iireazim1 kuvvetle inhibe ettigi bildirilmektedir

(7). Bunedenle yenilebilir bitkiler iireaz kontrolii i¢in glivenli bir kaynak olabilir.

1.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin ¢ok
tliman kosullarda ger¢eklesmesini saglayan protein yapisindaki biyokimyasal
katalizorlerdir (8). Bunlar reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler gegirseler de
reaksiyon tamamlandiginda, tekrar kendi orijinal hallerine geri donerler. Katalitik
riboniikleik asit (RNA) molekiilleri (ribozimler) ile katalizlenen birkag¢ olay

bilinmekle beraber enzimlerin hemen hemen tiimii protein yapisindaki katalizorlerdir

9).

Ik enzim calismalari, sindirime iliskin enzimlerin arastirilmaya 1760-1825
yillar1 arasinda baslamistir. Ik kez 1825 yilinda Berzelius, nisastanin sindiriminde
etkili bitkisel enzimler tizerinde ¢alismistir. 1860 yillarinda Pasteur, fermantasyon
enzimleri lizerinde arastirmalar yapmistir. Fermantasyon ile iliskilerinden dolayi
baslangicta verilen ferment adi1 1878 yilinda Kiihne tarafindan Yunancada “maya
icinde” anlamina gelen enzim ismi ile degistirilmistir. 1926 yilinda Sumner, soya

fasulyesi (Jack Bean) oziitiinden saf ve kristalize tireaz1 izole etmistir. 1930 yilinda



Northop pepsin, tripsin ve kemotripsini elde etmistir. Saf enzimlerin elde edildigi bu
onemli gelismelerden sonra enzimlerin yapist ve Ozelliklerine iliskin ayrintili
bilgilere ulasilmistir (10). Bugiin ¢esitli kaynaklardan saflastirilmis 2000 dolayinda

enzim bulunmaktadir. Bunlardan en az 200 tanesi kristal haldedir.

Enzimlerle ilgili pek c¢ok konu aydinlatilmis olmakla birlikte, hala yeni
enzimlerin saflagtirilmasi, 6zelliklerinin ve kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasi
icin yogun arastirmalar yapilmaktadir. Enzimlerle ilgili biyokimya dalina

“enzimoloji” denir.
Enzimler mol kiitlesi 10*-10° akb arasinda degisen biiyiik molekiillerdir (11).

Enzimler cok etkili ve spesifik katalizorlerdir. Enzimle katalize edilen
reaksiyonlar enzimle katalize edilmeyen reaksiyonlardan 10>-10"" defa daha hizli
cereyan eder (12). Canli organizmalar i¢in bu biyiiklikteki hiz artislari, canh
hiicrelerde var olan 1limli kosullar altinda bile, tepkimelere uygun hizlarda
gerceklesmesine firsat verdikleri icin 6nemlidir (Ornegin; yaklasik olarak 35°C
sicaklikta ve notral pH’da) (13). Biyokimyasal reaksiyonlarda organizma icin gerekli
molekiillerin yeterli bir hizla sentezlenmesi enzimlerin bu derece etkin katalizor
olmasi ile miimkiindiir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH ve canlilarin viicut
sicakligi gibi 1liman kosullarda meydana gelirler. Enzimler etki ettikleri maddeler
olan substratlari i¢in olduke¢a spesifiktirler. Bazi enzimler benzer yapida bir grup
substrata etki ederken bazilar1 da tek bir molekiil tiirii tizerine etki ederler. Bir¢ok
enzim stereospesifite gosterir. Enzimler reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler
gecirseler de reaksiyon tamamlandiginda, tekrar kendi orijinal hallerine geri donerler

(14).

Enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelere “substrat™ denir (15).
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Sekil 1.1 Enzim substrat iligkisi

Enzimler, bir¢ok gidanin yapisinda ¢ok az bulunmalarina ragmen gidalarda
onemli gorevler iistlenirler. Enzimler, gidalarin dogal yapilarini degistirebilir ve bazi
orneklerde bu degisiklikler kabul edilebilir ama bir¢ok 6rnekte bu durum istenmez.
Bu nedenle istenmeyen durumlarda enzimler inaktive edilirler. Bitkilerin kararmasi,
istenmeyen degisikliklere bir o6rnektir. Bazi enzimler analitik metodlarda indikator
olarak kullanilir. Ornegin, fosfataz enzimi pastérizasyon islemlerinde kullanilir.
Enzimler, gida imalatinda katki maddesi olarak da kullanilirlar. Ornegin, rennin

enzimi peynir liretimi sirasinda siitte koagiilan olarak kullanilir (14).

1.1.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimde proteini olusturan amino asitlerin sayisi, dizilis siras1 ve molekiillerin

yapisi belirli bir diizen i¢indedir ve bu diizen enzimin substrat seciciligini saglar.

Baz1 enzimler sadece proteinden olusurken, bazilari ise proteinin yaninda
protein olmayan bir kisim igerirler. Bu tip enzimlerde, enzimin protein kismina
“apoenzim”, protein olmayan kismina “kofaktor” denir (12). Apoenzim, enzimin
hangi maddeye etki edecegini saptar. Apoenzim 1s1 ile kolayca denatiire olur.
Yapilar sadece proteinden ibaret olan enzimlere 6rnek olarak pepsin, tripsin, iireaz

ve diger hidrolaz siifi enzimler gosterilebilir (16).

Kofaktorler birgok enzimin katalitik aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli olan
maddelerdir. Esansiyel iyonlar ve koenzimler (Organik bilesikler) olarak ikiye
ayrilirlar (16). Koenzim, inorganik ya da organik, ¢ok defa fosfattan meydana

gelmis; protein kismina gore ¢ok daha kii¢iik molekiillii olan kisimdir. Enzimde islev



goren ve esas is yapan kistm bu kisimdir. Koenzim kismi genellikle protein
kismindan ayrilabilir ve analizlerinde bir¢ok vitamini (tiamin, niasin, riboflavin, vs.)
biinyesinde bulundurdugu gortilmiistiir. Koenzim igeren enzimlere nikotinamid
niikleotidli enzimler 6rnek verilebilir. Baz1 koenzimler nukleotid yapisindadirlar.
Ornegin, nikotinamid adenin dinukleotid (NAD"), nikotinamid adenin dinukleotid

fosfat (NADP") ve birlesik niikleotid olan koenzim A (17).

Koenzimler, apoenzimden kolaylikla ayrilabilir ancak tek baslarina katalitik
etki gostermezler (16). Koenzim sikica bagli ise “prostetik grup” adi verilir.
Apoenzim ve koenzim birlikte “holoenzim” olarak adlandirilirlar. Holoenzimin

biiyiik bir kismin1 apoenzim olusturur (18).

Bazi enzimler ortama yalniz belirli iyonlar eklendiginde etkindirler. Ornegin
bazi enzim zincirine ancak magnezyum iyonu (Mg”") eklenince glukozu laktik aside
cevirebilir. Tikiirtikteki amilaz nisastayr yalniz kloriir iyonlarinin (CI') bulundugu
ortamda pargalayabilir. Canli biinyesinde bulunan eser elementler, Zn, Mn, Cu, Fe ve
diger elementler bu enzimatik islevlerde aktivator olarak kullanilir. Bazen enzimin is
gorebilmesi i¢in bir metal iyonuna gereksinim vardir. Koenzim kismi metal iyonu ise

(Ca>", Mg, K", Zn*") buna “kofaktor” denir (18).

Koenzim olarak kullanilan 6nemli maddelerden birisi de, vitaminler veya
bunlarin tiirevleridir. Bu amagla genellikle B vitaminleri kullanilir. Bu maddeler, yer
degistirme tepkimelerinde cok, yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerinde daha az
oranda kullanilirlar. NAD", bircok yiikseltgenme indirgenme tepkimesinde yer alan
bir koenzimdir. Nikotinamid halkasi, adenin halkasi ve iki riboz halkasinin
birlesmesinden olusmustur. Yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonu nikotinamid
halkasindaki amid tizerinden ytiriir. Nikotinik asit, diger adi B grubu vitaminlerinden
birisi olan niasindir. Bg vitaminleri olan piridoksal, piridoksamin ve piridoksin de bir

molekiilden digerine amino gruplarinin transferinde gérev alirlar (3, 19).

Enzim molekiiliiniin belirli bir bolgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu
bir kistm bulunur. Protein zincirinin bu kismi enzimin katalitik etkisinden sorumlu

olup “aktif bolge” olarak tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim bu merkeze



baglanir (12). Cogunlukla asimetrik bir oyuk veya cep seklinde olan aktif merkezin
geometrik yapisi, igerdigi girinti ve ¢ikintilar substrat molekiiliiniin sekline ve onun

bu bolgeye baglanmasina uygundur (20).

Fiziksel yap1 uygunlugunun yani sira, aktif bolge polarlik ve elektiriksel yiik
bakimindan da substrat molekiiliiniin kolayca baglanmasini saglayacak 6zelliktedir.
Substrat molekiilliindeki yiikli kisimlar aktif merkezdeki zit yiikli bolgelerle
elektrostatik etkilesmeler yaparlar. Apolar gruplar arasinda hidrofobik etkilesmeler

-OH, =NH, =N- vb. gibi gruplar arasinda ise hidrojen baglar1t meydana gelir (20).

Enzimlerin katalitik aktiviteleri cesitli sekillerde diizenlenebilir. Bir enzimatik
reaksiyonun hep ayni hizda meydana gelmesi organizmaya ihtiyaci olan esnekligi
saglar. Oncelikle hiicredeki enzim miktar1 sabit olmayip ihtiyaca gore artar veya
azalir. Bu durum enzimlerin sentez ve yikim hizlarinin ayarlanmasi ile gerceklesir.
Hiicrenin ihtiyact kalmadigi anda bir enzimin sentezi sonlanabilecegi gibi, ihtiya¢

oldugunda yeni bir enzim sentezlenmeye baglayabilir.

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda denge konumunu ve denge sabitini
degistirmez; sadece dengeye daha cabuk erisilmesini saglarlar. Reaksiyon hizinin
artmasi, kimyasal katalizorlerde oldugu gibi, mekanizmanin degismesi sonucu
aktivasyon enerjisinin kiicilmesinden ileri gelir. Sekil 1.2°de katalizorli ve

katalizorsiiz bir reaksiyon i¢in reaksiyon profili goriillmektedir.



Reaksiyon koordinatlan

Sekil 1.2 Katalizorlii ve katalizorsiiz reaksiyon profili

Reaktif ve iiriinii ayiran enerji bariyerinin tepe noktasi aktif kompleksi gosterir.
Reaktiflerin iiriine doniismesi i¢cin once aktif kompleksin olusmasi gerekir. Bir mol
substrat molekiiliinii aktif kompleks haline ge¢irmek i¢in gereken enerjiye aktivasyon
enerjisi (Ea) denir. Ea, reaksiyonun olusmasi icin, asilmasi gereken bir enerji
bariyeridir. Bu bariyeri asip aktif kompleksi olusturan substrat molekiilleri iiriine
dontisebilir. Ea’ne sahip molekiillerin sayisini artirmak yani reaksiyonu hizlandirmak
icin iki yol vardir. Birincisi sicakligl yiikseltmek, digeri katalizor ilave etmektir.
Biyokimyasal reaksiyonlarda sicakligin yiikselmesi miimkiin olmadigina gore,
reaksiyon hizi ancak enzim katalizorliigl ile arttirilabilir. Sekil 1.2° den gortldiigii
gibi katalizorlii bir reaksiyon icin Ea daha kiigiiktiir. Dolayisiyla reaksiyon hizlanmis

olur.

Substrat, enzim tizerindeki aktif merkeze baglanir ve boylece aktif komplekse
kars1 gelen enzim substrat kompleksi olusur. Bu komplekslerin meydana geldigi;

kinetik analizler, X-1sinlar1 kristalografisi ve inhibisyon ¢alismalari ile kanitlanmistir.

Emil Fischer 1894 yilinda enzim substrat iliskisini “anahtar-kilit” modeli ile
aciklamistir. Daha sonraki calismalar bu goriisii biraz degistirmistir. Enzim aktif
bolgesi substrat baglanmasma uygun ise de; baglanma sirasinda, hem enzim

konformasyonu hem de substratin sekli biraz degisiklige ugrayarak aktif kompleksi



olusturur (Sekil 1.3). Bu modele “indiiksiyonla olusmus uygunluk” (induced fit)
modeli denir (21, 22).

Substrat Substrat

P

Sekil 1.3 Anahtar-kilit (a) ve indiiksiyonla olugsmus uygunluk (b) modellerinin

sematik gosterimi

1.1.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimler onceleri tizerine etkilerini gosterdikleri substratlara “-az” takisi
eklenerek adlandirilmislardir. Nisastay1 hidroliz edenlere amilazlar, yagi hidroliz
edenlere lipazlar ve proteinleri hidroliz edenlere de proteazlar denilmistir. Bundan
kisa bir siire sonra benzer reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlere katalizledikleri
kimyasal reaksiyon tipini gosteren isimler verilmistir. Bunlar, dehidrojenazlar,

oksidazlar, dekarboksilazlar, a¢ilazlar vb. diye isimlendirilmislerdir.

Uluslararas1 Biyokimya Birliginin (IUB) diizenlemesine gore enzimlerin
katalizledigi kimyasal reaksiyon tipine ve reaksiyon metabolizmasina dayanilarak

adlandirma ve siniflandirma yapilmaktadir.



IUB sisteminin temel 6zellikleri sunlardir:

1- Reaksiyonlar ve onlan katalizleyen enzimler 6 smifa boliintirler; bunlarin
her birinin 4-13 alt sinifi vardir.

2- Enzim admin iki kismi vardir. Ilki substrat veya substratlarin adidir; “-az”
ile sonlanan ikincisi katalize olunan reaksiyon tipini gosterir.

3- S6z konusu reaksiyonun dogasini aydinlatmak i¢in eger ek bilgi gerekli ise,
parantez icinde verilebilir.

4- Her enzimin bir kod numarast (EC-Enzyme Commission) vardir; bu

numarada reaksiyon tipini 1. sayi, vericinin etkiledigi grubu 2. sayi, alic1 olarak

yararlanilan grubu 3. say1 ve adlandirilan enzimi 4. say1 belirlemektedir (14).

Enzimler 6 ana gruba ayrilmistir ve her enzime 4 rakam ile belirlenen bir kod

numarasi verilmistir.

1-Oksidorediiktazlar: indirgenme ve yiikseltgenme olaymi katalizleyen
enzimlerdir. Oksidorediiktazlar ayrica dehidrojenazlar ve sitokromlar, oksidazlar,
oksijenazlar olmak ftizere alt siniflara ayrilabilirler. Solunum ve fermentasyon
olaylartyla ilgili enzimler oksidorediiktaz smifi enzimlerdir. Ornegin; katalaz, laktat

dehidrojenaz.

2-Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine transferinin
oldugu reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir. Tek karbonlu gruplari, aldehit ve
keton gruplarini, agil gruplarini, glikozil gruplarini, fosfat gruplarini, kikirt iceren
gruplari aktaranlar olmak tizere farkli alt siniflara ayrilirlar. Ornegin; kreatin kinaz,

aspartat transaminaz.

3-Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini, suyun H' ve OH” iyonlar1 yardimiyla
molekiillerin yikilmasini katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar, ester baglarina,
glikozil bilesiklerine, eter baglarna, peptit baglarma, diger C-N baglarina,
asetanhidrit baglarina, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-S baglarina etki edenler

olmak iizere alt siniflara ayrilirlar. Ornegin; lipaz, iireaz.



4-Liyazlar: Bir organik molekiildeki gruplarin hidrolitik veya oksidatif
olmayarak ayrilmasini kataliz ederler. C-C, C-O, C-N, gibi gruplar arasinda ¢ift bag
olusturarak substrattan bazi gruplarin ayrilmasimi katalizleyen enzimlerdir veya tam

tersi bir yolla etkenlik gosterirler. Ornegin; piruvat dekorboksilaz.

S-izomerazlar: Substratin molekiil i¢i degisikliklerini katalizleme 6zelligine
sahip enzimlerdir. Rasemazlar ve epimerazlar, cis-trans izomerazlar, intramolekiiler
oksidorediiktazlar, intermolekiiler transferazlar, intramolekiiler liyazlar ve diger

liyazlar olmak iizere alt siniflara ayrilirlar. Ornegin; glukoz-6-fosfat izomeraz.

6-Ligazlar (Sentetazlar): Ligazlar iki molekiiliin birlesmesini kataliz ederler.
Bu birlesme icin gerekli enerji adenozin trifosfat (ATP), adenozin difosfat (ADP)
gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden saglanir. Ornegin; piruvat karboksilaz,

asetil CoA karboksilaz (23).

1.1.3. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler sunlardir:
- Ortam pH’1

- Sicaklik

- Enzim konsantrasyonu

- Substrat konsantrasyonu

- Zaman

- Inhibitor

1.1.3.1.0rtam pH’1

Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna
bagli olarak aktiviteleri degismektedir. Baz1 enzimler diisiik pH seviyelerinde (asit
ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazilar1 ise yiiksek pH’l1 ortamlarda (bazik
ortamda) aktiftirler. Fakat ¢ogunlukla enzim aktivitesi nétral ortamlarda en fazla

olmaktadir.
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Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH’1 adi

verilir.

Enzimatik ¢aligmalarda pH’1 optimumda sabit tutmak veya en azindan hidrojen
iyonu konsantrasyonunu elverisli durumda tutmak i¢cin tampon ¢ozeltiler kullanilir.
Optimum pH, kullanilan tampon c¢ozeltinin cinsine, 6zel substratin yapisina ve

enzimin elde edildigi kaynaga baglidir.

1.1.3.2. Sicaklik

Sicaklik, enzimatik reaksiyonlar1 da diger reaksiyonlarda oldugu gibi
hizlandirir. Ancak enzimler protein yapili olduklarindan belli bir sicakligin tizerinde
dayanikliliklarim1  kaybederek denatiire olurlar. Enzimin maksimum aktivite

gosterdigi sicakliga optimum sicaklik adi verilir.

1.1.3.3. Enzim Konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda
enzim konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekiilii ne
kadar ¢oksa reaksiyon o kadar hizli yiiriir. Enzimin hiicrede lokalize oldugu yerde
yeterince substrat bulunmadigr i¢in reaksiyon o derece yiiksek diizeyde meydana
gelmez. Substratin bol oldugu kosullarda enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ile

dogru orantilidir.

1.1.3.4. Substrat Konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu reaksiyon hizini belli bir siire dogrusal olarak
arttirmaktadir. Enzim substratina karsit doygunluga ulastiginda reaksiyon hizi
degismeden devam eder (Sekil 1.4). Bu durumda enzim maksimum hiz ile ¢alisiyor
demektir. Maksimum hiz Vi, ile gosterilir. Enzim maksimum hiz ile c¢alisirken
enzim molekiillerinin yarisina bagli substrat konsantrasyonuna Michaelis-Menten
sabiti (Ky;) denilmektedir. Enzimin substratina ilgisi ne kadar fazla ise K,, degeri o

kadar kuigtiktiir.
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Sekil 1.4 Enzimatik reaksiyonun hiz1 tizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

1.1.3.5. Zamanin Etkisi

Bir enzim reaksiyonun hizi belirli bir zamanda iretilen Uriiniin miktar ile
belirlenmektedir. Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon siirerken
reaksiyonun hizi giderek diiser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken olusan
tirtinlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin
zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu oOnleyen maddelerin tesekkiil etmesi ve
substratin tiikenmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan kaldirilmasi
icin enzim c¢aligmalar1 ¢ogunlukla substratin yaklasik %10’unun sarf edildigi

reaksiyonun baslangi¢ asamasinda gergeklestirilir.

1.1.3.6. Inhibitor

Inhibitérler, enzimatik tepkimelerin hizin1 azaltan maddelerdir. Inhibitérler,
substratin enzimin aktif merkezine baglanip, enzim-substrat kompleksinin

olusumunu onlerler (22).

Diger kimyasal maddeler ve suyun etkisi: Bircok kimyasal madde enzimleri
etkisiz hale getirir. Ornegin; siyaniir, solunumda o6nemli rol oynayan sitokrom
oksidaz enzimini etkileyerek inhibe eder, 6liim meydana gelebilir. Floriir, glukozu
laktik aside ¢eviren enzim kademelerine etki eder. Hatta enzimin bizzat kendisi zehir

etkisi yapabilir; 6rnegin, 1 mg kristal tripsin, farenin damarina enjekte edilirse 6liim
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meydana gelir. Baz1 yilan, ar1 ve akrep zehirleri de enzimatik etki gostererek kan

hiicrelerini ya da diger dokulari tahrip ederler (24).

Enzimlerin biiyiikk bir kismi islevlerini su igerisinde gosterdiklerinden, suyun
miktar1 da enzim islevinde etken bir kosuldur. Genellikle %15'in altinda su igeren
ortamlarda, enzimler islev gostermezler. Bu faktor énemlidir. Sulandirilan regelin,
balin ya da pekmezin vs.nin mayalanmasi ve eksimesi bu ylizdendir. Hatta tahil

alimlarinda su oraninin %5'in altinda istenmesi de bu nedene dayanir (25).

1.1.4. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin hem in vivo, hem de in vitro aktivitelerinin bazi bilesikler
tarafindan azaltilmasina veya tamamen yok edilmesine enzim inhibisyonu denir.
Buna sebep olan bilesiklere de inhibitér adi verilir. Inhibitorler genellikle diisiik
molekiil agirligina sahip bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu
biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol mekanizmasi olusturdugundan oldukc¢a
onemlidir. Inhibisyon arastirmalari ile enzimatik reaksiyonlarin mekanizmalari, aktif
merkezde rol oynayan fonksiyonel gruplar, aktif merkezin yapisi ve enzimin substrat
spesifikligi aciklanabilir. Ayrica ilaglarin ve toksik maddelerin etkisi de bu yolla

incelenebilir.

Iki tip inhibisyon vardir, birincisi tersinir (geri doniislii) inhibisyon, ikincisi
tersinmez (geri doniigsliz) inhibisyondur. Tersinmez inhibisyonda, inhibitor aktif
merkeze kovalent olarak baglanarak enzimi inaktive eder. Tersinmez inhibisyonlara
ornek olarak, aktif merkezlerinde serin bulunan enzimlerin di-izopropilflorofosfat
(DFP) tarafindan inaktivasyonlar1 verilebilir. Tersinir inhibisyonda ise inhibit6r
enzimle veya enzim substrat kompleksi ile kovalent olmayan sekilde baglanir. Ug

cesit tersinir inhibisyon tiirii vardir.

Bunlar;

—Yarismali inhibisyon ( Kompetitif Inhibisyon)
—Yarigmasiz inhibisyon (Nonkompetitif Inhibisyon)
—Yar1 yarismali inhibisyon (Unkompetitif Inhibisyon)
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1.1.4.1. Yarismali Inhibisyon (Kompetitif Inhibisyon)

Bu tiir inhibisyon, yapt bakimindan substrata benzeyen maddeler tarafindan
yapilir. Inhibitor aktif merkeze baglanarak enzim-inhibitér kompleksini olusturur. Bu
kompleks iiriine dontisemeyeceginden inhibitdér baglamis olan enzim molekiilleri
bosa harcanmis olur. Fakat substrat konsantrasyonunu arttirmakla inhibisyon etkisi
ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin V., degeri degismezken, K,, degeri artar.

Yarigmali inhibitor varliginda reaksiyon semasi Sekil 1.5’de verilmektedir.

INHIBITOR YOK
v i
g 1 : INHIDITOR VAR
§ 7Y
P
K
o™ 1 114
0O 2 4 6 @ 1N 1”2 H 1
Subsirat
honsantrasyonu

Sekil 1.5 Yarismali (Kompetitif) inhibitor varliginda reaksiyon semasi ve reaksiyon

grafigi (26)

1.1.4.2. Yarismasiz Inhibisyon (Nonkompetitif Inhibisyon)

Yarismasiz inhibisyonda inhibitdr ya serbest enzime veya enzim-substrat
kompleksine aktif merkez disindaki bir bolgeden baglanir ve iki farkli kompleks
meydana gelir. Inhibitoriin baglanmasi enzimi deforme edeceginden ES olusmasi ve
ayrismasi normal hizlar ile yliriimez. Burada substrat ve inhibitor arasinda yarisma
s0z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu arttirmakla inhibisyon kaldirilamaz.
Bu tiir inhibisyonda substrat ve inhibitdr gelisigiizel bir tarzda birbirinden bagimsiz
ve tersinir olarak ayni anda farkli merkezlere baglanarak ES ve EI komplekslerini
olustururlar. Ayrica ES, I ile EI, S ile birleserek ESI {i¢clii kompleksini meydana

getirir. Yarigsmasiz inhibitor etkisini, katalitik aktivitesini dusiirerek gosterir.
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Sekil 1.6 Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibitor varliginda reaksiyon semasi (26)

Farkli inhibitér konsantrasyonlar i¢in asagida ¢izilen Sekil 1.7°de 1/V-1/[S]
dogrularinin egimi sekilden de goriildiigii gibi farklidir, fakat hepsi x eksenini ayni
noktada keserler. Bu nedenle K, degerleri aymidir. V,,x ise inhibisyondan dolay1

azalmistir.
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Sekil 1.7 Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibisyon (26)

1.1.4.3. Yar1 Yarismali Inhibisyon (Unkompetitif Inhibisyon)

Yar1 yarigsmali inhibisyonda, inhibitor direkt olarak enzime degil enzim-

substrat kompleksine baglanir. Boylece kompleksin yapisi bozulmus olacagindan
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tirtin meydana gelmez. Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime baglanamaz.

Bunun i¢in tek substratli sistemlerde yar1 yarismali inhibisyona daha az rastlanir.

Reaksiyon semast;

Sekil 1.8 Yar1 yarigmali inhibit6r varliginda reaksiyon semasi (26)

ESI kompleksi ortamda siirekli var olacagindan yar1 yarigmali inhibitor
varliginda V. degeri azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitastyla ES kompleksi
ortamdan siirekli ¢ekildiginden enzim ve substrattan ES kompleksinin olusum

dengesi daha fazla saga kayar ve K,,, degeri kiictliir.
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Sekil 1.9 Yar1 yarismali inhibisyon (26)
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Farkl1 inhibitér konsantrasyonlarinda 1/V-1/[S] grafikleri ¢izilirse Sekil 1.9°da
gortldiigi gibi birbirine paralel dogrular elde edilir. Yar1 yarismali inhibisyonda hem
Vimax hem de K, degerleri degismektedir. Bu tip inhibisyon daha ¢ok iki substratli
reaksiyonlarda gozlenmektedir (27,28).

1.1.5. Enzimlerin Biyomedikal Kullanim

Yeryiiziinde yasam enzimlerle olasidir. Bu nedenle enzimler biyomedikal bilim
dallarinin pek ¢ok alanii etkilerler. Bazi hastaliklar enzimlerin sentezinde genetik
yonden saptanmis anormalliklere baglidir. Bazi durumlarda ornegin; kan
saglanmasinin yetersiz oldugu durumlarda bazi enzimler plazmaya sizar. Plazmada
bu tlir enzim aktivitelerinin 6l¢timii tibbi bozukluklarin tanisinda énemli bir kismi

olusturur (9).

Guntimiizde klinik biyokimya laboratuarlarinda yapilan analizlerin %10-15
kadarin1 enzimatik analizler olusturmaktadir. Kalp, karaciger, kas, hemotolojik ve
kalitsal hastaliklar enzimlerin kullanildigt en yaygin tami alanlaridir. Bazi

hastaliklarin tedavisinde de enzim preparatlarindan ilag olarak yararlanilmaktadir.

Enzimlerden alanin aminotransferaz (ALT), karaciger bozuklugu, laktat
dehidrojenaz, kalp ve karaciger bozukluklari, izositrat dehidrojenaz, karaciger ve
glutamat dehidrojenaz karacigerde mitokondri bozukluklar1 hakkinda fikir verirler

(26).

Kalitsal olarak enzim yetersizlikleri sonucu ortaya ¢ikmig bulunan bir¢ok
hastalik, bu enzimlerin veya bunlarin katalize ettikleri reaksiyon iiriinlerinin veya
substratlarinin gosterdikleri azalma veya birikime gore teshis edilebilirler. Ozellikle
amino asitlerin metabolizmalari i¢in gerekli enzimlerin bulunmayis1 ¢cogu kez zeka
ve gelisim geriligi ile kendini belli eden kalitsal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Ayni sekilde enzim yetersizligi karbohidratlarla ilgili olarak glikojen depolama
bozukluklarina neden olabilir. Lipid metabolizmas1 yoniinden de enzim yapimindaki
yetersizliklerden dogan Gaucher, Niemann-Pick, Tay-Sachs gibi hastaliklardan da

s6z etmek miimkiindiir (29).
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1.1.6. Enzimlerden Yararlanilarak Yapilan Tedaviler

Enzimlerle tedavide daha ¢ok hiicre tarafindan salgilanan enzimlerden
yararlanilmaktadir. Ozellikle midede sindirim bozukluklarinda proenzim olan
pepsinojeni kapsayan preparatlardan veya ince bagirsaklarin {ist kisminda yine
sindirime yardimc1 olmak amaciyla pankreas enzimlerini ihtiva eden preparatlardan

yararlanilmaktadir (29).

Tipta enzim yetersizligi sonucu meydana gelen kalitsal hastaliklarin, dogrudan
dogruya eksik bulunan enzimi yerine koymak suretiyle tedavisi heniiz miimkiin
degildir. ileride boyle bir tedavi seklinin miimkiin olacagi hi¢ degilse humoral
sivilarda aktivite gosteren enzimlerin temini ile bazi basarili sonuglarin elde edilecegi
diisiiniilebilir. Hiicre i¢i aktif enzimlerin paranteral olarak verilmesi suretiyle,
molekiil biiytikliikleri nedeni ile enzimlerin hiicre igerisine girmelerine olanak
saglamak bakimindan zorluklarla karsilasilabilir. Ancak hiicre i¢inde yapilan ve
orada kalarak gorev yapan enzimlerin yapiminin uyarilmasi sonucu, hastaliklarin
tedavisinde yardimci olunabilmesi miimkiin olabilir. Ayrica enzim elde eden
dokunun hastaya transplantasyon yolu ile enzim yapma veya yeterli enzim yapma
yeteneginde olmayan dokularin takviye edilmesi de miimkiindiir. Ancak enzimlerin
genis olglide tedavide kullanilabilmesi i¢in zamanin heniiz erken oldugunu kabul

etmek lazimdir (29).

1.1.7.Enzim Aktivitelerinin Tayininde Kullanilan Yontemler

Enzim aktivite tayininde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Aktivite
tayinlerinde genellikle ya kaybolan substrat miktar1 ya da meydana gelen iiriin
miktar1 tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri olgiilir. Cogunlukla hiicredeki enzim
proteinini tayin etmek ¢ok zordur. Bunun yerine kaybolan substrat veya olusan iirtini
Olgerek enzim hakkinda bir fikir sahibi olabiliriz. Enzim aktivite tayininde yontem
secerken metodun pratik olusuna ve kisa siirede yapilisina, ayrica hassas olusuna da

0zen gostermek gerekir.
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Unite: Bir mikromol substrati bir dakikada ve optimal kosullarda iiriine ¢eviren
enzim miktar1 bir tnite olarak kabul edilmektedir. Enzim {initesi Ul seklinde
gosterilmektedir.

Spesifik Aktivite: Bir miligram proteinde bulunan enzim {nite sayist spesifik
aktivite olarak kabul edilir. Spesifik aktivite {inite/mg protein olarak kabul

edilmektedir.

Buna gore spesifik aktiviteyi asagidaki gibi yazabiliriz;

Unite

Spesifik aktivite =
Miligram protein

Enzim aktivite tayininde kullanilan yontemleri yedi baslik altinda toplayabiliriz.
* Spektrofotometrik yontem,

* Monometrik yontem,

* Thunberg yontemi,

* Elektrot yontemi,

* Polimerik yontem,

* Kromatografik yontem,

* Kimyasal tayin yontemi.

Spektrofotometrik Yontem: Pek ¢ok enzim substrati, tirlini veya koenzimi,
goriniir veya ultraviyole (UV) bolgede bir tepe degeri gostererek, absorbans
vermektedir. Bu takdirde ya substratin kaybolmas1 ya da {iriiniin meydana gelisi gibi
koenzimdeki degisiklik spektrofotometreden tayin edilir. Spektrofotometrik yontem
kolayligi, basitligi ve hassas olusu nedeniyle diger yontemlere gore daha ¢ok tercih
edilmektedir. Bu yontemde optik dansite degisimi, belirli miktardaki enzim {initesini

verir. Bircok enzimin aktivite tayini bu yontem ile yapilmaktadir.

Monometrik Yontem: Bir komponenti gaz olan enzimlerin aktivitesini

6lemek i¢in kullanilan yontemdir.
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Thunberg Yontemi: Cok sayida dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yontem
kullanilarak o©l¢tiliir. Metilen mavisi elektron akseptoriidiir. Bu bilesigin okside
durumu renkli, rediikte durumu ise renksizdir. Enzim aktivite tayin ortamina belirli
miktarda metilen mavisi ilave edilir. G6z ile renk kaybolmasindaki gecen zaman
saptanir. Deney havanin oksijeninden korunmak i¢in 6zel bir tiipte yapilir. Bu 6zel

tiipe "Thunberg Tiipii" denir ve yontem de adini bu tiipten almistir.

Elektrot Yontemi: Cam elektrotlarla olusan {riinlerin 6l¢iilmesi esasina

dayanir.

Polimerik Yontem: Pek cok enzimin substrati optikge aktiftir. Eger iirtinde
optik aktivite degismesi goriilecek olursa bu yontem kullanilmaktadir. Substratin
aktif ve tirtintin optik¢e aktif oldugu durumlarda yine bu yontem uygulanmaktadir.
Eger substrat ve {riintin ikisi de optikge inaktif ise, o zaman bu yontemin

kullanilmast uygun degildir.

Kromatografik Yontem: Diger yontemlerle bir 6lcme yapilamadiginda bu
yonteme basvurulur. Enzim substrat karisimlarindan belli zaman araliklarinda
ornekler alinir. Kromatografik yontemde, substrat ve tirtin kagit veya ince tabaka
kromatografisi uygulanarak birbirinden ayirt edilir. Bazi hallerde radyoaktif substrat
kullanildigr i¢in ayirimdan sonra leke, ya ince tabaka kromatografisinde oldugu gibi
kazinacak ya da kagit kromatografisinde oldugu gibi kesilerek sayim siselerine
koyulacaktir. Radyoaktivite miktar1 sayacta sayilir ve tayini yapilir. Bazi enzim
aktivitelerinde iriiniin meydana getirdigi lekenin biiylimesi ile enzim faaliyeti

hakkinda bilgi edinilir.

Kimyasal Tayin Yontemi: Bir¢cok enzim reaksiyon basladiktan sonra belirli
zaman araliklarinda karisimdan 6rnek alip, substrat ve iirtintin kimyasal yontem ile
miktari tayin edilir. ATP ve ADP'nin karigtig1 bazi kinaz ve sentetaz reaksiyonlarinda

enzim aktivitesi bu yontem ile tayin edilir (30).
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1.2. Ureaz
1.2.1. Ureaz Enzimi ve Ozellikleri

Ureaz hidrolaz smifi bir enzimdir. 1926 yilinda Sumner tarafindan soya
fasulyesinden (Canavalia ensiformis) kristal halde elde edilmistir. Bu olay
enzimoloji tarihinin 6nemli olaylarindandir. Ik defa bir enzim saf olarak elde edilmis

ve enzimlerin protein yapisinda olduklar1 kesin olarak anlasilmistir.

Enzimin {i¢ boyutlu yapist X i1smlar kristallografisi ile 1930’Ilu yillarda
bulunmasina ragmen, ancak bilgisayar teknolojisinin gelismesiyle 1967 yilinda

miimkiin olmustur (31).

Uluslararas1 Biyokimya Birligi (I.U.B. International Union Biochemistry) 1961
yilinda aldig1 karar ve 1972 yilinda yaptig1 revizyonla iireaz enzimi ni E.C. 3.5.1.5.

olarak kodlamistir.

Bu siralamaya gore;

3: Tip no: Enzimin bir hidrolaz oldugunu

5: Grup no: Enzimin C-N baglarina etkili olan amidaz grubuna dahil oldugunu
1: Alt grup no: Enzimin bir agilamidaz oldugunu

5: Sistematik ad: Enzimin sistematik adinin “lire aminohidrolaz” oldugunu

gosterir (32).
Ureaz, iirenin amonyak ve karbondioksite pargalanmasmi katalizler. Bunu,
katalizorsiiz olarak gerceklestirilen tepkime hizini 10" kat artirmak suretiyle yapar

(33).

Normalde {iire hidrolizi yavas gerceklesen bir islemdir. Katalizér olmadan

gerceklesen reaksiyonda olusan iiriinler amonyak ve siyaniirik asittir.
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Katalizor varliginda gergeklesen reaksiyonda ise iirlinler amonyak ve karbonik
asittir. Son olarak karbonik asit kendiliginden pargalanarak karbondioksit ve

amonyaga doniislir (34).

Sekil 1.10 Ureazin kataliz reaksiyonu (35)

Ureaz enzimi en ¢ok bitki, mantar ve bakterilerde bulunur. Ureyi azot ve
karbondioksite parcalayarak azot sirkiilasyonunda 6nemli bir rol oynar (4). Ayrica
zirai giibrelemede {irenin hidrolizini hizlandirmada, insan ve hayvanlarda cesitli

hastaliklarin olusmasinda da énemli rol oynar.

Aragstirilan en yaygin iireaz i¢eren kaynaklar sunlardir;

1- Klebsiella aerogenes (Enterobacter aerogenes): Gevis getirenlerin sindirim
sisteminde yasayan ve icerdigi iireaz (Klebsiella a. Ureazi, KAU) sayesinde azot

metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir bakteridir.

2- Bacillus pasteuril: Toprakta, sularda, pis sularda yasar. Ozellikle ziraat igin
cok onemlidir. Icerdigi iireaz (Bacillus p. Ureazi, BPU) sayesinde bitkiler icin

toprag1 azotca zenginlestirir.

3- Canavalia ensiformis: Bir tiir fasulyedir. Bulundugu bitkide topraktan azot
emiliminin yeterli olmadig1 durumlarda azot deposu olarak kullanilan argininin aciga
cikardigr treyi icerdigi tireaz (Canavalia ensiformis ireazi, JBU) sayesinde

amonyaga ¢evirerek azot kaynagi olarak kullanilmasina yardim eder.
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4- Helicobacter pylori (HP): Insanlarda mide rahatsizligia sebep veren bir
bakteridir. Midenin asidik yapisini etkileyerek iilser vb. rahatsizliklara sebep verir

(36).

1.2.2. Ureaz Enziminin Molekiiler Ozellikleri

Ureaz monomer olarak aktiftir ve multimerik yapida genel olarak trimer ya da
hekzamer olarak bulunur. Polipeptit zincirinin 840 amino asitten olusan alt biriminin
molekiiler agirlign 90,777 kDa olarak not edilmistir. Ureazin yaklasik molekiil
agirlig1 545,365 kDa olarak bulunmustur (37).

1.2.3. Ureaz Enziminin U¢ Boyutlu Yapisi

Canavalia ensiformis kaynakli iireaz enzimi 1926 yilinda Sumner tarafindan
saf kristal enzim olarak elde edildikten ve bu kristallerin protein yapisinda oldugu
anlagildiktan 50 yil sonra Dixon tarafindan ilk nikel metaloenzim olarak kimlik
kazanmistir (33). Enzim a, B, y olarak adlandirilan {i¢ alt birimin olusturdugu bir
heteropolimerdir ve aktif merkezler a alt biriminde bulunur. Aktif merkezde iki nikel

tyonu vardir ve bunlar enzimin aktivasyonunda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir.

Enzimin {i¢ boyutlu yapist Sekil 1.11°de gosterilmektedir. Sekildeki yesil,
mavi, kirmizi kisimlar sirasiyla a, B, y alt birimlerini gostermektedir. Aktif

merkezde Ni iyonlar1 ise pembe ile gosterilmistir.
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(b)

Sekil 1.11 BPU’ nin ii¢ boyutlu yapisi (a) tistten goriiniim, (b) yandan goériiniim (38)

Bilinen kaynaklardan elde edilen {ireaz apoenzim degildir ve dolayisiyla
aktiflesmek i¢in Ni iyonlarina ihtiya¢ duymaz. Aktif merkezde iki Ni iyonu ve
bunlara bagl gruplar bulunur. Arastirmalar sonucunda elde edilen BPU aktif merkez

yapist Sekil 1.12°deki gibidir.

Hisx139

Glyz280

x =
§ Alay366

Argo330

Sekil 1.12 BPU’nin aktif merkezi (38)

Sekil 1.12°de karbon, azot, oksijen, kiikiirt ve nikel atomlar1 sirastyla sari,

mavi, kirmizi, yesil ve gri renkte gosterilmislerdir.
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KAU’nin, aktif bolgesinde iki nikel atomu bulunur (39). KAU’nin {i¢ farkl alt
birime sahipken, yiiksek tirolitik toprak bakterisi olan BPU’nin ii¢ alt biriminden bir

tanesi heteropolimerik olarak KAU ile benzer alt birime sahiptir (40).

60.3 kDa 101/106/567 aa

11.1 kDa 4.0 kDa > 1.4 kDa 101/126/570 aa

Sekil 1.14 BPU’ nin ii¢ boyutlu yapis1 (4,41)
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Bir diger bakteriyel kaynakli tireaz HP tireazidir (HPU) (Sekil 1.15). HPU, 550
kDa agirliginda nikel icerikli bir enzimdir. Urenin {ireaz enzimi tarafindan hidrolizi
sonucu olusan amonyak mide asidini nétralize ederek HP 'nin kolonizasyonuna
yardimct olur (42). HPU yapisinda iki alt birim igermektedir ve heterodimer

yapidadir (43,44).
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Sekil 1.15 HPU’ nin {i¢ boyutlu yapis1 (4,41)

1.2.4. Enzimatik Tepkime Mekanizmasi ve Nikel Iyonunun Rolii

Reaksiyon ve inhibisyon mekanizmasi tam netlik kazanmamistir (36).
Arastirmalar sonucu elde edilenlerle enzimin katalizledigi reaksiyonlarda aktif
merkezdeki nikel iyonunun ¢ok Onemli rol oynadigi, reaksiyonun bu iyonlar
tizerinden gerceklestigi ve bu reaksiyon mekanizmasinda iki Ni iyonunun farkl
gorevleri oldugu diistiniilmektedir. Bunlardan biri iireyi baglar ve aktiflestirir digeri

ise niikleofilik su molekiiliinii baglar ve aktiflestirir (38).
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Sekil 1.16 Ureaz enziminin kataliz reaksiyon mekanizmasi (36)

1.2.5. Patojenlerde Ureaz Enziminin Rolii

Proteus mirabilis: Insanlarda en ¢ok tas olusum sebeplerinden biri de Proteus
mirabilis adindaki mikroorganizmadir. Salgiladigr iireaz enzimiyle ireyi
pargalayarak amonyak olusumuna ve alkali idrara neden olan Profeus en sik saptanan
etkendir ve buna bagl olarak sitriivit (magnezyum amonyum fosfat) ile kalsiyum
fosfat taglar1 olusur. Yine Proteus mirabilis mikroorganizmasinin amonyak miktarini
arttirmasindan dolay1 bobregin akut ve kronik iltihaplanmasina sebep olmaktadir

(36).

HP: Ulser; mide veya duodenumun (onikiparmak bagirsagi) mide asidi ve
sindirim sivilar1 (pepsin gibi) tarafindan harabiyeti sonucunda meydana gelen doku
kaybidir. Doku kaybi asit pepsinin etkisiyle daha derinlere inebilir, enflamasyon

denilen yara meydana getirir (44).



Bir¢ok tilser HP mikrobunun varlig1 ile meydana gelir. HP mide i¢ yiizeyine
yerleserek cogalan bir bakteridir. Duodenal iilserlerde HP’nin varligir %100'e yakin
oranla yliksek bulunmustur. HP varlig1 saptanan, ancak iilser goriilmeyen kisilerin
varligindan dolayi, HP varligi yaninda bagka faktorler de (6rnegin kalitim) olmasi
gerektigini diisiindiirmektedir. HP varligimin iilser yapmasi disinda miizmin gastrit

yaptig1 kesindir. Mide kanserlerine yol actig1 da iddia edilmektedir (44).

1.2.6. Bitki Metabolizmasinda Ureazlarin Rolii

Bitkilerde, iire metabolizmasinda en az {i¢ kilit enzim bulunmaktadir. Bunlar;

arginaz, lireaz ve glutamin sentetazdir (Sekil 1.17).

™
2 ) o

Ornitin siklusu
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\ Clutamait
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Sekil 1.17. Ure metabolizmasi (45)

Ureazlarin temel rolii, azot kaynag: olarak icten ya da distan iiretilen iirenin
organizma tarafindan kullanimimi saglamaktir. Bitki, arginin ve purinlerin
yikilmasindan olusan iire aracilifiyla biiyiimek ve gelismek icin gerekli olan azotun
biyiik miktarin1 saglar. Argininden {ire olusumu, arginaz enzimi katalizi ile

gerceklesmektedir (46).

Uredeki mevcut azot iireaz tarafindan hidroliz edilmedikge bitki tarafindan

kullanilmaz. Ureaz aktivitesinin {iriinii olan amonyak (NH3), genellikle glutamik asit
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ile glutamin sentetaz enzimi tarafindan glutamin olusturmak tizere kullanilir.
Glutamin sentetaz aktivitesi, glutamat, glutamin ve onun substratinin
kullanilabilirligi agisindan 6nemli oldugu gibi, amonyak da azot metabolizmasinda

ve bitki biiylimesinde dnemli bir faktordiir (45).

Ure yiiksek bitkilerde sadece iireaz tarafindan asimile edilir ve iireaz bitkilerde
yapisinda Ni bulunduran metaloenzim olarak bilinir. Bitkilerde iireaz aktivitesinin
onemi, tireden mahrum birakilan piring fidelerinde iireaz aktivitesinin azaltilmasiyla
biriken {irenin fidelerde olusturdugu gerilemis biiylimenin incelenmesiyle

gosterilmistir (45).

Bitkilerde iire metabolizmasinin 6nemi, tirenin biinyesinde bulunan azot
elementinin bitki biiyimesinde gosterdigi etki ile aciklanir ve igerden iiretilen {ireye
ek olarak disardan alinan iire de bitkiler tarafindan kullanilir. Ure genellikle diisiik
maliyetten, kolay kullanimdan ve yiiksek azot iceriginden dolay1 giibrelemede

kullanilir ve {ireaz tireden azotun elde edilmesinde kullanilan tek enzimdir (45).

1.2.7. Ureaz Enzimi i¢in inhibitorler

Ure, zirai uygulamalarda en yaygin kullanilan giibredir. Bunda ucuz, kolay
uygulanabilir ve yiliksek miktarda azot igermesi 6énemli rol oynar. Toprakta yiiksek
tireaz aktivitesi bitkilerin amonyak zehirlenmesi ve pH artisiyla zarar gormesine
sebep oldugu icin problem olusturur. Bazik topraklarda ise amonyak atmosfere
verilir ve bu da ¢evre icin tehdit olusturan ve ¢oziilmesi gereken bir sorundur (46).
Insanlarda ve hayvanlarda iireaz igeren patojenlerin sebep oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilacak ilaglarin gelistirilebilmesi ve ¢evreye verilen bu olumsuz

etkilerin onarilabilmesi i¢in tireaz inhibitor ¢alismalar1 oldukc¢a dnemlidir (47,48).

Ureaz aktivitesi tarim endiistrisi yaninda tip ve cevresel olarak da zararli
olabilecek birgok klinik durumlarin olgularinda 6nemli bir belirtegtir. Ureaz bobrek
tas1 rahatsizliklarinin olusumuyla dogrudan iligkilendirilerek, hepatik koma, peptik
tilser, tirolityaz, gastrit ve piyelonefrit gibi birgok hastaliklarin gelisiminden sorumlu

olan patojenlerde tehlikeli bir faktor olusturur (49, 50).
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Insanlarda ve hayvanlarda iireaz igeren patojenlerin sebep oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilacak ilaglarin gelistirilebilmesi ve ¢evreye verilen bu olumsuz
etkilerin onarilabilmesi i¢in tireaz inhibitorii tizerinde ¢alismalar yapilmasi oldukca

Oonemlidir (48,51).
Ureaz inhibitorleri iki alt sinifa ayrilmaktadir.

Inhibitér olarak davranan substratlar: Hidroksiiire ve hidroksamik asit

tiirevleridir.

Inhibitorler: Fosforodiamidazlar ve proton pompasi inhibitérleri (PPI) olan

Lansoprazol, Omeprazol, Rapebrazol gibi imidazollerdir (52).

Hidroksamik asit tiirevleri farkli fonsiyonel gruplar iceren kimyasal bilesikler
sinifidir. Genel formiilii R-CO-NH-OH seklindedir. Ureaz inhibitorleri arasinda
onemli bir smifi temsil eder ve 1962 yilinda Kobashi ve arkadaslar1 tarafindan
kesfedildi (41). Hidroksiiire, antitiimor, antifungal, antibakteriyel ve antienflamatuar
gibi birgok biyolojik aktivitelere neden olan demir tasiyan mikrobiyal hiicrelerle

iligkilendirilen hidroksamik asitle yapisal olarak baglantilidir (53).

Hidroksitire (Sekil 1.18), HPU’ n1 igeren ¢esitli mikroorganizmalari ve JBU n1
iceren ¢esitli bitkileri inhibe etmesiyle bilinir. HPU’1, insanlarda mide kanseri
olusumunda yliiksek risk olusturmaktadir (54). Hidroksiiire, antimetabolit ailesine ait

olan bir antitilser ilagtir (53).

M or
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H

Sekil 1.18. Hidroksitire’nin yapisal formiilii
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HP infeksiyonun gastrit, peptik iilser ve gastrik kanser gibi gastroduodenal
hastaliklarla olan iliskisi 1y1 bilinmektedir. HP enfeksiyonunun tedavisinde oncelikle
PPi’leri ve bunlara ek olarak klaritromisin (Sekil 1.19) gibi antibiyotikler
kullanilmaktadir (55).

Sekil 1.19. Klaritromisin’in yapisi

Ulser tedavisinde PPI kullanilir ve PPi’leri, mide asit sekresyonunun
farmakolojik kontroliinde ¢ok o©nemli bir kilometre tasi olmustur. Mide asit
sekresyonunu yiiksek miktarlarda inhibe etmeleri, en 6nemli 6zellikleridir. Ayrica,
PPI’leri; HP nin gastrik mukoza membraninda kolonizasyonunu engeller, bakterinin
biliylimesini inhibe eder, epitel hiicresinin adezyonunu ve iireaz aktivitesini inhibe

eder (56).

PPi’leri mide asidiyle iliskili hastaliklar, reflii rahatsizligi, duodenal iilser ve
gastrik iilser tedavisi igin segilen ila¢ sinifidir. PPI’lerin basinda lansoprazol (Sekil

1.20) ve omeprazol (Sekil 1.21) gelir (57).

Ureaz iirenin hidroliziyle, tahris edici amonyak olusturarak {ilserojenik
etkinlige katkida bulunur. Lansoprazol, HP’nin mide mukozasinda ¢ogalmasini ve
HPU’nin etkinligini azaltir. Lansoprazol’un yan etkileri, diyare, bulanti, basagrisi ve

astenidir (56). Lansoprazol, mide ve duodenum iilseri, asidle iligkili dispepsi,
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Zolliger-Ellison Sendromu, gastrodzofajeal reflii hastaligi ve diisiik dozda aspirin

kullanimi1 sonucu olusan peptik iilserin tedavisinde kullanilir (58, 59).
o~ CF,
| -~
M
&z

Sekil 1.20. Lansaprazol’iin yapisi

Omeprazol, tedaviye ilk giren benzoimidazol tiirevi PPI ilagtir. Lansoprazol ile

benzer tedavilerde kullanilarak, hemen hemen ayni1 yan tesiri gosterir (58).

0"
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Sekil 1.21. Omeprazol’iin yapisi

Ureaz aktivitesini etkiledigi bilinen diger inhibitérler arasinda hidroksamik asit
tiirevleri, tioller, borik asit ve boranik asit, bizmut bilesikleri, fosforamidaz ve agir

metal iyonlar1 sayilabilir (38, 60, 61).

Bizmut bilesikleri, uzun zamandan beri tiim diinyada dispepsi, diyare ve peptik
tilser hastaliklarinda tedavi edici etken olarak kullanilmaktadir (61). Cesitli
calismalarda HP’nin olusturdugu Dbakteriyel etkilere karst birgok bizmut
bilesiklerinin etkili oldugu gosterilmektedir (61).
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1.2.8. Ureaz Enziminin Kullanim Alanlar:

Ureazin kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir;

* Biyolojik sivilardaki tire miktarinin hesaplanmasinda,

* Yapay bobrekte kandan tirenin uzaklastirilmasinda,

» Atik sularda tirenin temizlenmesinde,

* Yiyecek endiistrisinde lireyi meyve suyu ve yiyeceklerden uzaklastirmakta

kullanilir (51).

Biyolojik swilardaki iire miktarimin hesaplanmasinda: Ure, viicudumuzda
metabolik reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan ve bobreklerden idrar yoluyla siirekli
atilan en 6nemli toksik maddelerden biridir (51). Amino asitlerin baslica a-amino
asidinden tlireyen amonyak insanlara potansiyel olarak toksik etkilidir. Amonyagin
neden oldugu toksik etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Viicut bu toksik
olan amonyaktan toksik olmayan iireyi meydana getirir. Amonyagin iireye ¢evrilisi
ve iire dongiistindeki metabolik yolun normal isleyisi sagligin korunmasi icin esastir.
Baz1 sirozlu bireylerde ve agir hepatitli hastalarda karaciger fonksiyonlar1 ciddi bir
sekilde etkilendiginden amonyak kanda birikir ve klinik semptom ve belirtilere yol

acar.

Amonyak zehirlenmesinin semptomlari, konusmanin pelteklesmesi, gorme
bulaniklig1 agir vakalarda koma ve oliimii kapsar. Tedavi, kan amonyak diizeyini

diisiirmek tizere tasarlanan tedbirleri kapsar (9).

Tibbi amacglh uygulamalar i¢in immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesinde
en ¢ok kullanilan enzimlerin basinda tireaz gelir. Bu enzimin bagil olarak ucuzlugu,
dayaniklilig1 ve kolay izlenebilmesinin yan1 sira kanda ve idrarda tirenin kantitatif

tayininde yaygin olarak kullanilmasi bu se¢imde g6z oniinde bulundurulmaktadir.

Klinik uygulamalarda iire 6l¢iimii renal ve metabolik hastaliklarin teshisinde
kullanilmaktadir (63). Klinik ire tayinlerinde en ¢ok kullanilan yontem Berthelot
Yontemidir. Ancak basta spektrofotometrik yontem olmak {izere birgok iire tayin

yontemi vardir. Ure analizinde kullanilan spektrofotometrik yontemler sunlardir;
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Nessler Yontemi: Ureazin iire ile enzimatik reaksiyonu sonucunda olusan NHj
Nessler Belirteci ile agik sar1 koyu turuncu arasinda renk olusturmakta, olusan bu

renk spektrofotometrik olarak tayin edilmektedir.

Gre """""""""" » 2NH3 + COZ
2Hg12 + 4KI + NH4+ + NaOH """"""" » NH2Hg213 + H:"OjL + 4KI + NaI

Berthelot Yontemi: Ureazin iire ile enzimatik reaksiyonu sonucunda olusan
NH; sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum nitroprosit katalizorii esliginde fenol ile
tepkimeye girerek mavi renkli indofenolu olusturur ve rengin siddeti {ire miktariyla

dogru orantilidir. Olusan renk spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

INH, + 6HOC] — NH3(1

oOH o
NH L+ (‘jR meemgnor SR
NCI
O aH
R R OH", -HCl
ﬁ * U [Fe(-:m,m:-]l :5:>- _<j>_o *HO

NI

( B =H ar COO

Sekil 1.22. Indofenol olusum mekanizmasi

Cift Enzim Yontemi: Hastalik teshisi i¢in yapilan tetkiklerde en c¢ok

kullanilan spektrofotometrik yontem, ¢ift enzim yontemidir (63).

U] Ye———— » (NH4),CO3

Glutamat
NH," + a-Ketoglutarik asit + NADH ------------ » NAD" + Glutamik asit

Dehidrogenaz
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Guntimiizde, 6zellikle klinik ¢aligmalarda basit ve kolay uygulanabilir 6l¢tim
tekniklerine ilgi giderek artmaktadir. Bu nedenle de enzim ve madde kullanimini aza
indirecek  biyosensorlerin  gelistirilmesi  olduk¢a  6nemlidir (64). Ureazin
biyokatalizor olarak iire biyosensorlerinde kullaniminin gelistirilmesi biyokimya ve
klinik analizcilerin ilgisini ¢ekmeye devam etmektedir. Yapilan caligmalarda genel
prensip immobilize {ireaz ile membran yiizeyi kaplanarak olusturulan
biyosensorlerde tirenin amonyum ve bikarbonata doniistiiriilerek {irtin miktarini

gozlemektir (65).

Yapay bobrekte iirenin kandan uzaklastirilmasinda: Bobrek bir bosaltim
organidir. Viicutta biriken ire, irik asit gibi metabolizma atiklarini disar1 atarak
elektrolit ve su kaybim diizenler. insan viicudu giinde yaklasik 1.4 litre suyu idrar
yoluyla atar. Bu sekilde viicut idrarda bulunan zararli madde olarak adlandirilan
cesitli kimyasal maddeleri atmis olur. Bu zararli maddelerin viicuttan atilmasiyla
bobrekler organizmadan zararli zehirli maddelerin atilmasi gibi hayati 6neme sahip
islevini yerine getirir. Bobrek fonksiyonlarinin gostergesi olarak kandaki tlire ve
kreatinin seviyesi 6nemlidir. Bobregin fonksiyonunu yerine getiremedigi durumlarda
kanda ftire birikir. Bobrek yetmezligi ceken hastalarda itirenin fazlasinin ortamdan
uzaklastirilmas1 biiyiikk bir problemdir. Bobregin fonksiyonlarint yliriitemedigi
durumlarda hasta hayatinin devamini saglamak i¢in bu fonksiyonlar1 tistlenen ¢esitli

yapay bobrek sistemleri gelistirilmistir.

Geleneksel yapay bobrekler hacimli, agir, karmasik ve pahali, tagimasi ve
uygulamasi zor, hastanin hareketini engelleyicidir. Mikrokapsiillenmis tireazin
kullanimiyla bobrek fonksiyonlari zarar gérmeden hastanin kanindaki iire seviyesini
degistirmeyi siirdiirebilecek daha kullanisli, taginabilir ve kolay uygulanabilir bobrek

makinesi gelistirme ¢aligmalar1 yapilmaktadir (33).

Atk sularda iirenin temizlenmesinde: Ure diyaliz ¢ozeltisinde bulunan bir
atiktir. Her kullanimda yaklasik 100 ile 300 litre diyaliz suyu olusur. Hem ¢evrenin
korunmast hem de bu suyun tekrar kullanilabilmesi i¢in {irenin bu ortamdan

uzaklastirilmasi gerekir (66).
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1.2.9. Anti-Ureaz aktivitesi ile lgili Literatiir Taramasi

e Samah Shabana ve arkadaslar1 (2010) yenilebilir bitkilerde {ireaz
inhibitorlerinin  taranmas1 ve inhibitorlerin  kimyasal yapilart isimli
makalesinde Japonya’'nin Osaka Kentinden toplamis olduklar1 125 cesit bitki
ve sebzelerin farkli ¢oziiciilerdeki iireaz inhibisyonlarin1 aragtirmiglar ve bes
ornegin (mas fasulyesi, ananas, tar¢in, avokado kabugu ve guava) %71-100

araliginda tireaza kars1 yiiksek aktivite gosterdigini bildirmislerdir (67).

e Tahseen Ghous ve arkadaslar1 (2010) {iireaz inhibitor aktivitesi i¢in segilen
sifali bitkilerin taranmasi isimli makalede Pakistan’in Kasmir Bolgesi’nde
yetisen 11 adet bitkide iireaz inhibisyonunu incelemislerdir. Calismanin
sonucunda Taraxacum officinale, Mentha longifolia bitkilerinin etanol
ekstreleri, Achillea millefolium ve Aristolachia bracteata bitkilerinin metanol
ekstrelerinin  lireaz enzimi lizerine inhibisyon etkisi gosterdigini

bildirmislerdir (68).

e Samah Shabana ve arkadaslar1 (2009) Allium cepave (sogan) Psidium
guajava (Elma guava) izole edilen kuersetin glikozidlerinin {ireaza karsi
inhibitor aktivitesini incemislerdir. Calismanin sonucunda kuersetin-4’-O-f3-
D-glukozidin %53 ve avicularinin ise %48 oraninda iireaza kars1 yiiksek

aktivite gosterdigini bildirmislerdir (69).

e Yasemin Din¢ (2009) iireaz enziminin bazi tibbi bitkiler tarafindan
inhibisyonu isimli tezinde 18 bitkiden dut yapraginin (ICsy 72.81 + 15.60),
iireaza karsi1 yliksek aktivite gosterdigini bildirmistir (44).

e Farzaneh Nabati ve arkadaslari (2012) Iranda iireaz aktivitesine kars1 yaygin
olarak kullanilan sifali bitkileri incelemislerdir. Calismanin sonucunda
Sambucus ebulus (1Csp 57 pg/mL ) ve Rheum ribes (ICsy 92 pg/mL ) bitki
ekstrelerinin  lireaz enzimi tlizerine inhibisyon etkisi gosterdigini

bildirmislerdir (70).
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Calismamizda, saglik  alaninda  ozellikle  gastrointestinal  sistem
rahatsizliklarinda, bobrek ile ilgili sikayetlerde kullanilmak tizere Giresun yoresinde
yabani olarak yetisen c¢esitli yenilebilir bitkilerin farkli ¢oziiciilerdeki ekstrelerinin

anti-lireaz enzim aktivitesi arastirilacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Deneylerde Kullanilan Aletler ve Kimyasal Maddeler

Buzdolab1 : Argelik

Destile Su Cihazi : Niive-NS-108

Etiiv : Binder

pH Metre : Butech

UV-VIS Spektrofotometre : PG Instruments T80+
Terazi : Shimadzu AUx220
Hassas Terazi : Sartorius

Su Banyosu : Memmert
Ultrasonikasyon : Selecta

Otomatik Pipetler : Brand Pipetleri
Evaporator : Biichi Rotavapor R-200

Bu ¢alismada, dimetilsiilfoksit (DMSO) ((CH3),SO, Merck), metanol (CH;OH-
Merck), etilasetat (CH;COOCH,CH3-Merck), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4-
Merck), dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO4-Merck), iire (NH,-CO-NH;-Riedel-de-

Haen Marka), iireaz (Merck) ve fenol kirmizist (Merck) kimyasallar1 kullanildi.
2.2. Enzim Iinhibisyonu Tayininde Kullanilan Bitki Materyalleri

Calismamizda, tireaz inhibitorii aktivite tayininde ¢ali ¢ilegi, kuzukulagi, yayla
pancari, ezeltere, giiciikdene, diken ucu, kara lahana, mendek, sakarca ve pazi

bitkileri kullanild.

Giresun’daki bazi koylerden toplanan veya pazarlardan temin edilen bitki

materyalleri yikandi, destile sudan geg¢irildi ve golgede kurutuldu.
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2.2.1. Kara Lahana

Yoresel Adi: Pancar

Bilimsel Adt: Brassica oleracea

Resim 2.1 Kara lahana bitkisi (72)

Kara lahana (Brassica oleracea L. var. acephala), vitamin ve mineraller
acisindan oldukg¢a zengin bir soguk iklim sebzesidir. Yesil klorofil pigmentleri i¢inde
bol miktarda beta-karoten, askorbik asit (C vitamini) ve kalsiyum igerir. Koyu
yaprakli olanlar1 daha fazla beta-karoten igerir. Antioksidan ve fotokimyasal
ozellikleri olan kara lahana bitkisi bircok kanser tiiriiniin ve kalp hastalig1 riskinin
azaltilmasina yardimci olmaktadir. Kara lahanada ¢ok az miktarda yag ve sodyum da

bulunmaktadir (71).

Yore Yemekleri: Corbasi, kati kepirlisi, kavurmasi, sarmasi ve tursusu yapilir

(72).

2.2.2.Sakarca

Yoresel Adi: Cokiilce

Bilimsel Adi: Ornithogalum umbellatum

Resim 2.2 Sakarca Bitkisi (72)
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Genellikle findik bahgelerinde, yol kenarlarinda, c¢ayirlik alanlarda
yetismektedir. Ornithogalum tiirleri tizerine yapilan fitokimyasal calismalarda,
kolestan glikozitleri, kolestan bisdesmosidleri, kardenolid glikozitleri ve flavonoid

glikozitleri bulunmustur (73-79).

Yore Yemegi: Sakarca mihlamasi (72).

2.2.3. Diken Ucu

Yoresel Adlari: Mereveen, Melocan, Ozdiken, Silcan,
Melvocan

Bilimsel Adi: Smilax excelsa

Resim 2.3 Diken ucu bitkisi (72)
Diken ucundan elde edilen bir bitkidir. Dogal olarak yetisir. Yapraklarin ug
stirgiinii yenir. Halk hekimliginde, gogiis kanseri, mide agrisini iyilestirmede (80) ve
hazmi kolaylastirmada (81) kullanilmaktadir.
Yoresel Yemekleri: Kavurmasi ve konservesi yapilir (72).

2.2.4. Kuzukulag

Yoresel Adlart: Labada, Eksimik, Tursuotu

Bilimsel Adi: Rumex acetosella

|

Resim 2.4 Kuzukulag bitkisi (81)
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Bu tiir 20-50 cm. yiikseklikte, kirmizimtirak gévdeli, ¢igcekleri pembe renkli,
cok yillik ve otsu bir bitkidir. Yapraklar tiiysiiz ve ok biciminde, eksi lezzetlidir.
Anadolu’da yaygin bir bitkidir. Yapraklar potasyum tuzu halinde oksalik asit, kokler

ise tanen tagimaktadir (82)

Yoresel Yemekleri: Corbasi yapilir.

2.2.5. Cah Cilegi

Yoresel Adi: Cileklik

Bilimsel Adt: Vaccinium myrtillus

Resim 2.5 Cali ¢ilegi bitkisi (84)

Cali  ¢ilegi  (yaban  mersini-likapa) ¢ok  farkli  amaglar  i¢in
kullanilabilmektedir. Yaprak ve kuru meyvelerinden yapilan ¢ay ishal giderici
ozellik tagimakta, bayanlarda 6zel giinlerin etkisini azaltarak diizene sokmakta ve
idrar yolu enfeksiyonlarinda antibiyotik etkisi gdstermektedir. Kansere kars1 viicudu
koruyan enzimleri aktive eden likapa anti kanserojen ve antioksidan 6zellige sahiptir.
Yagh bilesiklerin viicuttan atilmasini saglar, kalp krizi riskini azaltir ve taze olarak
yenildiginde kanmi temizler. Besleyici olmasina ragmen kalori ve sodyum igerigi
disiiktiir. Kan sekerini dustirtir, lifli yapisindan dolayr bagirsak metabolizmasin
diizenler ve kan kolesteroliinti diistiriir. Gece goriis kabiliyetini artiran likapa, g6z
yorgunlugunu giderir, miyopluk ve seker hastaligindan kaynaklanan goérme
bozukluklarinit engeller. Gozlerde kamasma, kilcal damar catlamasi ve gece
korliigiinii ortadan kaldirir, damar elastikligi ve gozlerin gegirgenligini artirir. HIV
(Human Immunodeficiency Virus) Viriisii’niin tekrarlanmasini azaltir. Vicutta
biyoaktif madde olarak kullanilan polifenoller, aktosiyaninler, flavanoller ve

tanenlerce zengin olup kansere karsi savasan Ellagic-asit icerigi olduke¢a yliksektir.
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Diyetlerin saglikli ve ¢ok degerli bir parcasidir. Kabizlik, bulanti, mide kramplarini
ve ilseri onler. Damar sertligi olusumunu engelleyen likapa varis ve basuru
(hemoroit) iyilestirir. Ayrica sakinlestirici 6zelligi vardir ve agiz i¢i yaralarmi

tyilestir ve iltihaplar i¢in dezenfektan 6zelligi tasimaktadir (85).

2.2.6. Ezeltere

Yoresel Adlari: Anason, Enison, Mesirotu

Bilimsel Adi: Pimpinella anisum

Resim 2.6 Ezeltere bitkisi (86)

Anadolu’da yaygin olarak yetisen Apiaceae familyasindan aromatik bir bitki
olup; eskiden beri yaprak ve c¢igekleri ile tohumundan tonik, antispazmodik,
ekspektoran, antiseptik, antifungal, sedatif, antidepresan ve galaktogog olarak
yararlanilmakta; %70-90 anaethole igeren ekstreleri de uyarici, tonik, aromatik

ozellikleri ile bilinmektedir. Hepatoprotektif etkisi oldugu da diistintilmektedir (87).

2.2.7. Paz1

Yoresel Adi: Pezik

Bilimsel Ad1: Beta vulgaris var. cicla

Resim 2.7 Paz1 bitkisi (81)
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Paz1 oldukca besleyici bir sebze tiiriidiir. Iceriginde yiiksek miktarda sodyum
bulunur. Disiik kalorili olan pazi bitkisi mineraller bakimindan fakir bir bitki
olmasina karsin askorbik asit igerigi agisindan olduke¢a zengindir (88,89). Yiiksek
miktarda A vitamini igeren pazi yapraklari buna bagli olarak sodyum da
igcermektedir. Sodyumun yaninda pazi igerisinde kalsiyum, fosfor, magnezyum,
demir ve potasyum da bulunmaktadir. Ayrica pazi igerisinde palmitik, sitrik, oleik
(Omega-9), linoleik asit (Omega-6) gibi ucucu yag asitleri, folik asit, pektin,
askorbik asit, fosfolipit, glikolipit ve polisakkaridler de bulunmaktadir (90).

Yore Yemekleri: Kavurmasi, sarmasi, yogurtlamasi yapilir (72).

2.2.8. Mendek

Yoresel Adi: Baldiran
Bilimsel Adi: Aegopodium podagraria

Resim 2.8 Mendek bitkisi (72)

Baldiran 6zel olarak ekilip yetistirilen bir bitki degildir. Bir 6nceki yilin
gabalarindan dokiilen tohumlardan ¢ikar. Eger c¢iktifi arazi stiriiliip islenen bir
araziyse, daha iyi blylirler ve daha taze olurlar. Diinyada ditiretik, sedatif, yara

iyilestirici olarak bilinmekte olup gut ve siyatikte kullanilmaktadir (91).

Yore Yemekleri: Kavurmasi ve ¢orbast yapilir (72).
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2.2.9. Giiciikdene

Bilimsel Adi: Polygonum bistorta

Resim 2.9 Giiciikdene bitkisi (92)

Polygonaceae familyasina ait cinsi olup iilkemizde tibbi amagla kullanilan ve
dogal olarak yayilim gosteren 33 tiirti bulumaktadir (93). Polygonum cinsinin bazi
tirleri geleneksel sagaltimda kullanilmakla beraber Polygonum bistorta’nin
kurutulmus kok ve rizomlarinin antitiissif ve antimikrobiyal ozellikleri oldugu
bulunmustur (94). British Herbal Farmakopede dergisinde ise antidiyareik ve

antiinflamatuar etkilere sahip oldugu bildirilmistir (95).

Yore Yemekleri: Giiciikdene ¢orbasi.

2.2.10. Yayla Pancarn

Yoresel Adlart: Kus Pancari, Cobangantasi,

Kus Ayag1 Pancari
Bilimsel Adi: Capsella bursa-pastoris L.

e ——

Resim 2.4 Yayla pancari bitkisi (96)
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Halk hekimliginde kurt distiriicti, kan temizleyici, bagirsak yumusatici,
yaralarin iyilesmesini hizlandirici, egzama ve goz iltihabini iyilestirici (97); kabizlik

Onleyici ve idrar soktiiriicti (98) olarak ve diyabette (99) kullanilmaktadir.

2.3. Bitki Esktrelerinin Hazirlanmasi

Kurutulan bitkilerin sulu, metil alkollii ve etil asetathi ekstreleri hazirlandi.

2.3.1. Sulu Ekstrelerin Hazirlanmasi

Bitkiler kurutulup toz haline getirildikten sonra her bitkiden 10’ar gram tartilip
cam balona konularak 100 mL distile su ilave edildi. Karisim geri sogutucu altinda 8
saat refliiks edildi. Elde edilen karisim sogutulduktan sonra mavi banth siizgeg
kagidindan stiziildii. Stiziintiideki su rota evaporatore yerlestirilerek diisiik basing
altinda tamamen karisimdan uzaklastirildi. Elde edilen her bir bitki ekstresi anti-

tireaz aktivite tayini yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

2.3.2. Metil Alkol ve Etil Asetat Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Bitkiler kurutulup toz haline getirildikten sonra her bitkiden 10’ar gram tartilip
Sokslet cihazinin kartusuna yerlestirildi. Kartus Sokslet cihazina yerlestirildi. Sokslet
cihazinin balonuna 100 mL metil alkol konuldu. Karisim geri sogutucu altinda 8 saat
reflikks edildi. Elde edilen karisim sogutuldu ve siiziildii. Siiziintiideki metanol rota
evaporatore yerlestirilerek diisiik basing altinda karisimdan uzaklastirildi. Ayni iglem
etil asetat icin de gergeklestirildi. Elde edilen her bir bitki ekstresi anti-lireaz aktivite

tayini yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
2.4. Anti-Ureaz Aktivitesinin Olciilmesi

Ureaz inhibitorii etkisi Van Slyke ve Archibald (100) metodundan
yararlanilarak spektofotometrik olarak tayin edildi. Calismamizda hazirlanan

bitkilerin sulu, metil alkollii ve etil asetatli bitki ekstreleri DMSO’da ¢6ziliip yine

DMSO ile farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltilerden
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0,5’er mL alindi. Uzerine iireazin 100 mM fosfat tamponunda (pH 6.8) hazirlanan 16
mg/mL’lik ¢ozeltisinden 0,5 mL ilave edildi. Bu karisim 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kontrol ¢ozeltisi olarak 500 mM iire i¢eren fosfat tamponu (pH 6.8)
¢ozeltisinden 0,5 mL alind1. Uzerine iireazin 100 mM fosfat tamponunda pH 6.8’de
hazirlanan 16 mg/mL’lik ¢6zeltisinden 0,5 mL ilave edildi. Bu karisim 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ornek ve kontrol ¢ozeltilerinin iizerine 30 dakika
inkiibasyondan sonra 1 mL’sinde 1 pg fenol kirmizis1 bulunan tire fosfat tampon
cozeltisinden (pH 6.8) 0,4 mL ilave edildi ve spektrofotometrede 570 nm’de kore

kars1 absorbansi okundu.

Kor olarak 100 mM fosfat tampon (pH 6.8) ¢ozeltisi kullanildi.

Yapilan calismada farkli konsantrasyonlarda hazirlanan orneklerin anti-iireaz

inhibisyon aktivite degerleri asagidaki denkleme gore hesaplandi:

% Inhibisyon = [1-(B/A)] x 100

A : Kontrol ¢6zeltisinin 570’nm de kore karsi okunan absorbans degeri.

B: Numune ¢6zeltisinin 570’nm de kore karst okunan absorbans degeri.

Deneyler 3 kez tekrarlandi ve ortalamasi alindi. Hazirlanan bitki ekstrelerinin

tireaz enzimi lizerindeki % inhibisyon degerleri hesaplandi.

Ureaz enziminin ICs degeri (Enzimin % 50 inhibisyon etkisi gostermesi i¢in
gerekli olan madde miktar1) absise konsantrasyon, ordinata % iireaz inhibisyon
degerlerinin uygulanmasi ile ¢izilen egrinin lineer kismindan elde edilen regresyon

denkleminden hesaplandi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada Giresun Yoresi’nde yetisen yenilebilir bitkilerin anti-tireaz

inhibisyon aktiviteleri incelendi.

3.1. Bitki Ekstrelerinin Anti-Ureaz inhibisyon Aktivitesi

Kuzu kulagi, giiciilkdene, kara lahana, sakarca, yayla pancari, ezeltere, diken
ucu, mendek, pazi, ¢ali cilegi bitkilerinin sulu, metil alkollii ve etil asetatli bitki
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hesaplanan inhibisyon degerleri ve
konsantrasyon-% {ireaz inhibisyon grafikleri yardimi ile belirlenen ICsy degerleri

Tablo 3.1 - 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.1. Bitkilerden Hazirlanan Sulu Ekstrelerin Ureaz Enzimi Uzerindeki %

Inhibisyon ve ICsy Degerleri

Bitki Ad1 Konsantrasyon % Ureaz ICso Degeri
(ng/mL) Inhibisyonu (ng/mL)
0,00001 33,011 = 0,760
Cali Cilegi 0,0001 34,193 £ 0,608 |  0,0082 + 0,004
0,001 35,698 = 0,912
0,0001 30,176 < 0,934
Kuzu Kulag: 0,001 32,048 £ 0,467 1,087 + 1,056
0,01 32,819+ 0,311
0,1 34,682 + 2,660
0,00001 31,768 + 4,706
Yayla Pancari 0,0001 33,463+£5,028 | 0,051 +0,064
0,001 34,267 2,531
0,0001 29,018 = 1,748
Ezeltere 0,001 29291 + 2,447 0,357 + 0,366
0,1 29,842 + 2,136
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Tablo 3.1 (devam)

0,000001 33,635+ 2,139

Gcilkdene 0,00001 34,493 £2325 | 0,0012 +0,0001
0,0001 35,286 + 1,905
0,0005 36,227 + 7,560

Diken ueu 0,001 37,081 + 5,836 0,042 + 0,019

0,005 37,909 + 9,418
0,01 39,269 + 4,503
0,01 36,478 + 6,464

Kara Lahana 0,1 40,047 + 4,746 12,176 + 0,883
1 42,630 £2,515
10 42,857 + 2,868
0,000001 25,441 + 3,646

Mendek 0,00001 28,3724+0,980 | 0,0003 £ 0,0001
0,0001 33,097 + 0,749
0,00001 39,131 + 7,050

Sakarca 0,0001 41,086+ 6,365 | 0,0012 + 0,0002
0,001 41,458 + 8,960
0,01 37,082 + 3,368

Pan 0,1 37,993 + 2,149 11,695 + 0,821
1 40,121 + 0,429
10 42,857 + 3,008

Tablo 3.1 incelendiginde;

a. Bitkilerin, iireaz iizerindeki inhibisyon etkilerinin en yliksek iireaz
inhibisyonundan baslayarak mendek, giicikdene, sakarca, caligilegi,
diken ucu, yayla pancari, ezeltere, kuzukulagi, pazi, kara lahana olarak

stralandig1 goriilmektedir.

b. Bitkiler i¢inde ICsy degerinin en diisik olmasi nedeniyle en yiiksek

oranda iireazi inhibe eden ekstrenin mendek (ICsy 0,0003 + 0,0001
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pg/mL) sulu ekstresi oldugu goriilmektedir. Mendegi takiben
giiciikdene (ICso 0,0012 + 0,0001 pg/mL), sakarca (ICso 0,0012 +
0,0002 pg/mL) ve ¢ali ¢ilegi (ICso 0,0082 £ 0,004 pg/mL) bitkilerinin

sulu ekstrelerinin tireaz1 inhibe ettigi goriilmektedir (Tablo 3.1).

c. Genel olarak sonuglara bakildiginda diger bitkilerin de kabul edilebilir

etkin bir inhibitor aktivitesine sahip oldugu séylenebilir.

Calismamizda, hazirlanan sulu bitki ekstreleri arasinda en diisiik
konsantrasyonda en yliksek iireaz inhibisyonuna neden olan ve en diisik ICsg
degerine sahip ilk dort bitkinin sulu ekstrelerine ait konsantrasyon - % iireaz

inhibisyon grafikleri Sekil 3.1- 3.4’ de verilmistir.

35 +

30 -
e
20 -
15 -

10 -

% Ureaz Inhibisyonu

0 T T T T T 1
0 0,00002 0,00004 0,00006  0,00008 0,0001 0,00012

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.1 Mendek sulu ekstresinin konsantrasyon-% tireaz inhibisyon grafigi
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s 34,8 -
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346 -
=
= 34,4 -
=
= 342 -
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]
S 34 -
= 33,8
S )
33,6
33,4 T T T T T 1
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012
Konsantrasyon (ug/mlL)

Sekil 3.2 Giiciikdene sulu ekstresinin konsantrasyon-% tireaz inhibisyon grafigi

42 -

41,5 - —

41 -
40,5 -

40 -
39,5 -

39¢

% Ureaz Inhibisyonu

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.3 Sakarca sulu ekstresinin konsantrasyon-% tireaz inhibisyon grafigi
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35,5
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% Ureaz Inhibisyonu

32,5
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0,0002

0,0004
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0,0008

Konsantrasyon (ng/mL)

0,0012

ekil 3.4 Cali ¢ilegi sulu ekstresinin konsantrasyon-% lireaz inhibisyon grafigi
g Yy yon gralig

Tablo 3.2 Bitkilerden Ha21rla}nan Etil Asetatli Ekstrelerin Ureaz Enzimi Uzerindeki
% Inhibisyon ve ICsy Degerleri

Bitki Ad Konsantrasyon % Ureaz ICso Degeri
(ng/mL) Inhibisyonu (ng/mL)
0,000001 33,548 £ 0,912
Cali Cilegi 0,00001 33,978 + 1,520 0,00014 + 1,28
0,0001 34,408 + 0,304
0,01 29.102+ 0,618
Kuzu Kulag: 0,1 32,385 + 1,547 3,766 + 0,313
] 35,448 + 2,785
0,000001 32.322 + 2.894
Yayla Pancari
0,00001 36,146 + 2,594 0,0006 % 0,000
0,0001 36,538 + 0,679
0,000001 30,579 + 0,905
Ezeltere 0,0001 32,173 + 3,135 0,233 + 0,274
0,01 33,188 + 1,536
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Tablo 3.2 (devam)

0,001 33,817 + 1,882
Giciikdenc 0,1 34,378 + 3,189 14,401 + 0,248
1 34,626 + 3,539
10 34,724 + 0,599
0,0001 38,995 + 5,234
Diken ucu 0,0005 39,380 +7,338 | 0,0012 +0,0001
0,001 40,843 + 4,209
0,000001 39,045 + 1,816
Kara Lahana 0,00001 42,858 4239 | 0,0009 + 0,00002
0,0001 46,685 + 1,172
0,001 50,552 + 0,390
0,0001 26,727+ 0,257
Mendek 0,001 30,727 + 0,257 0,076 + 0,041
0,01 31,636 = 1,542
0,0001 39,679 = 5,756
Sakarca 0,001 40,351 + 5,326 0,057 + 0,005
0,01 41,694 + 4,466
0,000001 34,642 £ 11,111
Pazi 0,00001 40,178 + 8,333 | 0,00009 + 0,000001
0,0001 50,714 = 1,010

Tablo 3.2 incelendiginde;

a. Bitkilerin, {ireaz tizerindeki inhibisyon etkilerinin en yiiksek iireaz
inhibisyonundan baslayarak pazi, ¢aligilegi, yayla pancari, kara lahana, diken
ucu, sakarca, mendek, ezeltere, kuzu kulagi ve giiclikdene olarak siralandigi

goriilmektedir.
b. Cesitli bitkiler i¢inde ICsy degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek

oranda iireaz1 inhibe eden ekstrenin pazinin (ICsy 0.00009 + 0.000001pg/mL)
etil asetatli ekstresi oldugu goriilmektedir. Paziy1 takiben ¢ali ¢ilegi (ICs
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0.00014 £+ 1.28 pg/mL), yayla pancar1 (ICsy 0.0006 + 0 pg/mL) ve kara
lahana (ICsy 0.0009 + 0.00002 pg/mL) etil asetatli ekstrelerinin iireazi inhibe
ettigi goriilmektedir (Tablo 3.2).

c. Genel olarak sonuglara bakildiginda hazirlanan diger etil asetatli bitkilerin de

kabul edilebilir etkin bir inhibitor aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir.

Calismamizda, hazirlanan etil asetatli bitki ekstreleri arasinda en diisiik
konsantrasyonda en yliksek iireaz inhibisyonuna neden olan ve en diisiikk ICsg
degerine sahip olan ilk dort bitkinin etil asetatli ekstrelerine ait konsantrasyon - %

tireaz inhibisyonu grafikleri Sekil 3.5- 3.8’ de verilmistir.

50 -

40 -

30 -

20 -

% Ureaz Inhibisyonu

0 T T T T T 1
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.5 Pazinin etil asetatl ekstresinin konsantrasyon-% {ireaz inhibisyon grafigi
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Sekil 3.6 Cali ¢ileginin etil asetatli ekstresinin konsantrasyon-% tireaz inhibisyon

grafigi
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Sekil 3.7 Yayla pancari etil asetatli ekstresinin konsantrasyon-% iireaz inhibisyon
grafigi
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0,0012

Sekil 3.8 Kara lahana etil asetath ekstresinin konsantrasyon-% tireaz inhibisyon

grafigi

Tablo 3.3 Bitkilerden Hazirlanan Metanollii Ekstrelerin Ureaz Enzimi Uzerindeki %

Inhibisyon ve ICso Degerleri

Bitki Adi Konsantrasyon % Ureaz ICso Degeri
(ng/mL) Inhibisyon (ng/mL)
0,0001 32,285 = 0,300
Cali Cilegi 0,001 32,932 + 0,464 0,222 + 0,221
0,01 33,916 + 1,237
0,0001 31,497 + 0,934
Kuzu Kulagi 0,001 32,819 + 0,934 0,131 £ 0,120
0,01 34,361 + 1,246
0,00001 35,548 + 10,674
Yayla Pancan 0,0001 39,440 + 14,637 | 0,003 +0,0021
0,001 40,813 + 10,921
0,0001 27,802 % 0,304
Ezeltere 0,01 29,095 = 2,743 1,705 + 0
1 29,310 + 0,000
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Tablo 3.3 (devam)

0,000001 34378 £ 3,189
Gicikdene 0,0001 347240599 | 0342+ 0,355
0,01 35,582 + 0,785
0,005 35.661 = 5,763
Diken ucu 0,01 38,177 + 5,880 0,094 + 0,25
0,05 39,720 + 2,620
0,000001 45045+ 1,528
Kara Lahana 0,0001 49459+ 4204 | 0.0032 % 0,0038
0,01 54,594 £ 2,293
0,000001 25.789 = 0,059
Mendek 0,0001 27,830+ 0,219 | 0,0177 +0,0014
0,1 28.191 + 2,402
0,001 38.824 £ 5.025
Sakarca 0.1 393724631 | 12,783 1,778
10 39,496 + 5,496
0,001 49.848 = 0,429
Pazi 0,01 53.951£0214 |  0,0092 +3,691
0,1 54,635 + 2,687

Tablo 3.3 incelendiginde;

a. Bitkilerin, iireaz tizerindeki inhibisyon etkilerinin en yiiksek tireaz
inhibisyonundan baglayarak yayla pancari, kara lahana, pazi, mendek, diken
ucu, kuzu kulagi, caligilegi, giiciikdene, ezeltere ve sakarca olarak siralandigi

goriilmektedir (Tablo 3.3).

b. Cesitli bitkiler i¢inde ICsy degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek
oranda tireazi inhibe eden ekstrenin yayla pancarinin (ICso 0.003 =+
0.0021pg/mL) metanollii ekstresi oldugu goriilmektedir. Yayla pancarini
takiben kara lahana (ICsy 0.0032 + 0.0038 png/mL), paz1 (ICsy 0.0092 + 3.691
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ng/mL) ve mendek (ICso 0.0177 £ 0.0014 pg/mL) metanollii ekstrelerinin
tireaz1 inhibe ettigi goriilmektedir (Tablo 3.3).

c. Genel olarak sonuglara bakildiginda hazirlanan diger metanollii bitkilerin de

kabul edilebilir etkin bir inhibitor aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir.

Calismamizda, hazirlanan metanollii bitki ekstreleri arasinda en diisiik
konsantrasyonda en yliksek {ireaz inhibisyonuna neden olan ve en disiik ICsg
degerine sahip olan ilk dort bitkinin metanollii ekstrelerine ait konsantrasyon-%

tireaz inhibisyonu grafikleri Sekil 3.9 - 3.12° de verilmistir.

42 -
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40 -
z
a 39 -
Z
=
= 38 A
=
=
N 37 A
<
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t
=2 36 A
X
35 T T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.9 Yayla pancarinin metanollii ekstresinin konsantrasyon-% {ireaz inhibisyon
grafigi
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Sekil 3.10 Kara lahana metanollii ekstresinin konsantrasyon-% tireaz inhibisyon
grafigi
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Sekil 3.11 Pazi metanollii ekstresinin konsantrasyon-% tireaz inhibisyon grafigi
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Sekil 3.12 Mendek metanollii ekstresinin konsantrasyon-% iireaz inhibisyon grafigi
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4. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler eski donemlerden beri insanlar tarafindan yasayis tarzlarina baglh
olarak farkli amaclarla degerlendirilmistir. Bu bitkilerin yararli ve zararli 6zellikleri

insanlar tarafindan kullanilmaya baslanmasiyla tecriibe edilerek 6grenilmistir (101).

Tiirkiye’de insanlarin ¢ogunlukla kirsal bolgelerde yasamasi nedeniyle bu
yabani bitkilerin biiylik bir bolimiinii gida amagli, bir kismini ise baharat, ilag ve

boyar madde olarak kullanmaktadir (101).

Yenilebilir yabani bitkiler gida amacgl kullanilmalarinin yani sira tibbi amagla
da kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 1980 yilinda tibbi bitkileri “bir
veya daha fazla organiyla tedavi edici veya hastaliklar1 onleyici olabilen veya
herhangi bir kimyasal farmasotik sentezin Onciisii olabilen bitki ¢esidi” olarak
tamimlamigtir (102).  Son yillarda saglik konusunda duyarliligin artmasi, artan
hastaliklara karsi sentetik ilaglarin yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi
dogal {riinlerin kullanimima olan egilimi arttirmistir (103). Birgok bitki
mikrobiyolojik, farmakolojik ve bitki savunma mekanizmasi bakimindan ¢ok yonlii

arastiritlmaktadir.

Bitkisel kaynakli gidalarda bulunan fenolik maddeler, diyet lifi, vitamin ve
minerallerin, saglik tizerine olumlu etkileri bilinmekte olup bu gidalar fonksiyonel
gida olarak degerlendirilmektedirler. Fonksiyonel gidalar, temel besin o6geleri
gereksinimini karsilamanin yaninda, viicutta 6zel fizyolojik etki saglayan,
hastaliklardan  korunma ve tedavide etkinlik gosteren gidalar olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda, gerek besin degeri gerek igerdikleri kimyasal
bilesikler nedeniyle, dogal florada kendiliginden yetisen bitkilerin saglikli
beslenmedeki onemi giderek daha ¢ok anlagilmakta ve buna bagli olarak da
tiketimleri artmaktadir (104). Fonksiyonel gidalarin basta kardiyovaskiiler
hastaliklar olmak tizere kanser ve osteoporoz gibi saglik sorunlarinin ortaya ¢ikma
risklerini 6nleme ve/veya azaltma, mental performansi gelistirme gibi etkileri

bulunmaktadir (105, 106).
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Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen bitkisel ilag hammaddeleri
tizerinde yapilan calismalar biiyilk 6nem kazanmistir. Bunlarin baslica nedenleri,
tedavide kullanilan sentetik ila¢g hammaddelerinin bazilarinda tehlikeli yan etkilerin
goriilmesi, bazi1 dogal ilag hammaddelerinin sentetik olarak yapilamamasi ve bitkisel
hammaddelerin yar1 sentez {iriinlerde baslangic maddesi kaynagi olmasi ile son
zamanlarda onemli yeni bazi bitkisel ilag hammaddelerin bulunmasi seklinde
siralanabilir. Bitkisel ilag hammaddelerin diger bir iistiin yan1 da birkag etkiye birden

sahip olmalaridir. Sentetik bilesikler ise genellikle tek bir etkiye sahiptir (107).

Viicudumuza aldigimiz yiyeceklerin gecici bir siire depolandigi yer mide
olmakla birlikte, fiziksel ve kimyasal olarak parcalandig1 yer de midedir. Mide, salgi
yapan bir organdir ve i¢inde gastrik asit bulunur. Mide, bu salgidan kendini korumak
icin mukuslu yapiskan bir siv1 liretir. Gastrik asit fazla tiretildiginde midede yaralar

ve iilser olusumu baslarken, az tiretildiginde ise sindirim problemleri baslar (44).

HP, gastroduodenal inflamasyona neden olan, gastrik ve duodenal iilsere ve
atrofik gastrite yol acabilen bir bakteriyel patojendir (108). Tiim diinyada en sik
goriilen enfeksiyonlardan biridir ve diinya niifusunun yaklasik yarisi bu
mikroorganizmayi tasimaktadir (109). Goriilme siklig1 diinyanin degisik bolgelerinde
farkliliklar gostermektedir (110).

HP, gastrik epitelinin mukus tabakasinda kolonize olur ve gastrit, mide kanseri
ve peptik iilser olusumunun en biiyiik sebebi (111) olmakla birlikte kisiye ait genetik,
immiinolojik 6zellikler, sigara ve alkol aligkanliklari, ¢inko ve selenyum eksikligi, A,
C ve E vitamin eksiklikleri ve ¢evreye ait faktorlerin yani sira bakteriye ait patojenik

ozelliklerin rolii oldugu bilimektedir (112).

Ureaz enzimi iirenin amonyak ve karbondioksite hidroliz reaksiyonunu
katalizler. Olusan amonyak mide asidini nétralize ederek bakterinin kolonizasyonuna
yardimci olur (113-119). HP nin {ireyi alip, amonyag1 disar1 verdigi ya da pargalanan
HP hiicrelerinin iireaz enziminin hayatta kalan HP hiicrelerinin etrafini kapladig

dustintilmektedir (114, 120, 121).
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HP bakterisinin midede meydana getirdigi enfeksiyonlar1 engellemek amaciyla
iireaz inhibitorleri olarak da bilinen proton pompasi inhibitorleri (PPI)
kullanilmaktadir. Giiniimiizde kullanilan PPi’leri lansoprazol, omeprazol, ranitidin
ve floramid gibi antiiilser ilaglaridir. Ulser tedavisi sirasinda PPI’lerine ek olarak
cesitli antibiyotiklerde kullanilmakla birlikte, bizmut tuzlar1 da antiiilserojenik ilag

olarak kullanilmaktadir (55).

Viicudun normal fonksiyonlarinin siirdiirilmesi i¢in su ve elektrolit dengesinin

korunmasinda bobreklerin 6nemi biiytiktiir (122).

Bobrek hastaliklarindan  baglicas1  olan bobrek yetmezligi, bdobregin
fonksiyonlarimi yitirmesidir. Bobrek yetmezliginde, zararli maddelerin viicuttan idrar
yoluyla uzaklastirilmasi, fazla suyun uzaklastirilmas: ve kan basicinin (tansiyon)

kontrol edilmesi gibi fonskiyonlarda aksamalar meydana gelir (122).

Bitkisel droglarla yapilan ¢alismalarda halk arasinda kullanimi olduk¢a yaygin
ve ditiretik aktiviteye sahip olan bir¢ok bitkisel droga rastlanmaktadir (123-125).

Diiiretikler baslica, epilepsi tedavisinde, glokom tedavisinde, oligiiride, bobrek
yetmezliginde, ila¢ zehirlenmesinde, 6demli hastalarda, kronik kalp yetmezliginde,

hiperkalsemide ve hipertansiyon tedavisinde kullanilir (122).

Baz1 arastirmacilar, ditiretik etkili bitkilerin sulu ekstrelerini ya da farklh
coziciilerdeki ekstrelerini hazirlayarak ditiretik etkiyi incelemek amaci ile bazi
aragtirmalar yapmislardir. Ditiretik aktivite gosteren bitkilerin kimyasal yapilarina
bakildiginda benzer maddeler icerdigi saptanmistir. Ditiretik etkili bitkilerin genel
olarak flavonoid, polifenol, alkaloit, steroit ve polisakkarit yapida olduklar

saptanmistir (126-128).
Mendek, diinyada ditiretik, sedatif, yara iyilestirici olarak bilinmekte olup gut

ve siyatikte kullanilmaktadir (91). Yapisinda furanokumarin ve kuersetin glikozit

icermektedir (129). Calismamizda mendek bitkisinden hazirlanan sulu ekstrenin,

62



diger bitkilerin sulu ekstrelerine oranla daha yiiksek oranda anti-lireaz aktiviteye

sahip oldugu (ICs¢ 0,0003 + 0,0001) bulundu (Tablo 3.1).

Pazi, iceriginde yliksek miktarda sodyum barindirir. Diistik kalorili olan pazi
bitkisi mineraller bakimindan fakir bir bitki olmasina karsin askorbik asit (C
Vitamin) igerigi agisindan oldukca zengindir (88, 89). Yiiksek miktarda A vitamini
iceren pazi yapraklar: buna bagl olarak sodyum da icermektedir. Sodyumun yaninda
paz1 icerisinde kalsiyum, fosfor, magnezyum, demir ve potasyum da bulunmaktadir.
Ayrica pazi igerisinde palmitik, sitrik, oleik (Omega-9), linoleik asit (Omega-6) gibi
ucucu yag asitleri, folik asit, pektin, askorbik asit, fosfolipit, glikolipit ve
polisakkaridler de bulunmaktadir (90). Idrar soktiiriir ve idrar yollarinda yanma
sikayetlerini azaltir. Kansizlig1 onler. Hazmi kolaylastirir (130). Calismamizda pazi
bitkisinden hazirlanan etil asetatl ekstrenin, diger bitkilerin etil asetatli ekstrelerine
oranla daha yiiksek oranda anti-lireaz aktiviteye sahip oldugu (ICso 0,00009 +
0,000001) bulundu (Tablo 3.2).

Yayla pancar1 halk hekimliginde kurt disiiriicli, kan temizleyici, bagirsak
yumusatici, yaralarin iyilesmesini hizlandirici, egzama ve goz iltihabini iyilestirici
(95), kabizlik 6nleyici, idrar soktiiriicti (94) olarak ve diyabette (97) kullanilmaktadir.
Calismamizda yayla pancarit bitkisinden hazirlanan metanollii ekstrenin, diger
bitkilerin metanollii ekstrelerine oranla daha yiiksek oranda anti-iireaz aktiviteye

sahip oldugu (ICsp 0,003 + 0,0021) bulundu (Tablo 3.3).

Cali ¢ilegi ¢ok farkli amaglar i¢in kullanilabilmektedir. Kansere kars1 viicudu
koruyan enzimleri aktive eden ¢ali ¢ilegi anti kanserojen ve antioksidan 6zellige
sahiptir. Yagh bilesiklerin viicuttan atilmasini saglar, kalp krizi riskini azaltir ve taze
olarak yenildiginde kani temizler. Besleyici olmasina ragmen kalori ve sodyum
icerigi  dustiktiir. Kan sekerini disiirtir, lifli  yapisindan dolayr bagirsak
metabolizmasin1 diizenler ve kan kolesteroliinii dusiiriir. Gece gortis kabiliyetini
artiran cali ¢ilegi, géz yorgunlugunu giderir, miyopluk ve seker hastaligindan
kaynaklanan gorme bozukluklarini engeller. Viicutta biyoaktif madde olarak
kullanilan polifenoller, aktosiyaninler, flavanoller ve tanenlerce zengin olup kansere

kars1 savasan Ellagic-asit igerigi oldukga yiiksektir. Diyetlerin saglikli ve ¢ok degerli
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bir pargasidir. Kabizlik, bulanti, mide kramplarin1 ve ilseri onler. Ayrica
sakinlestirici o6zelligi vardir ve agiz i¢i yaralarim iyilestir ve iltihaplar i¢in
dezenfektan oOzelligi tasimaktadir (85). Calismamizda cali ¢ilegi bitkisinden
hazirlanan sulu ve etil asetath ekstrenin her ikisinin de yiiksek oranda anti-iireaz
aktiviteye sahip oldugu (ICsy 0,0082 £ 0,004 - ICso 0,00014 £ 1,28) bulundu (Tablo
3.1 ve Tablo 3.2).

Kara lahana (Brassica oleracea L. var. acephala), vitamin ve mineraller
acisindan oldukga zengin bir soguk iklim sebzesidir. Yesil klorofil pigmentleri i¢inde
bol miktarda beta-karoten, askorbik asit (C vitamin) ve kalsiyum barindirir. Koyu
yaprakli olanlar1 daha fazla beta-karoten igerir. Antioksidan ve fotokimyasal
ozellikleri olan kara lahana bitkisi bircok kanser tiiriiniin ve kalp hastalig1 riskinin
azaltilmasima yardimci olmaktadir. Kara lahana i¢inde c¢ok az miktarda yag ve
sodyum da bulunmaktadir (71). Calismamizda kara lahana bitkisinden hazirlanan
metanollii ve etil asetatli ekstrelerden her ikisinde de yiiksek oranda anti-iireaz
aktiviteye sahip oldugu (ICso 0,0009 £+ 0,00002 - ICsy 0,0032 + 0,0038) bulundu
(Tablo 3.2 ve Tablo 3.3).

Bitkiler farkli etkilere sahip dogal ilag hammaddelerinin vazgecilmez
kaynaklaridir. Saglikli bir yasam siirdiirmek amaciyla viicudun temel ihtiyaci igin
gerekli besin maddelerinin saglanmasinin yanisira hastaliklara kars1 korunmasinda da

etkinlik gosteren fonksiyonel gidalari tiketme ¢abasi her gegen giin artmaktadir.

Sonug olarak, ¢alismamizda kullandigimiz sulu, etil asetatli ve metanollii bitki
ekstrelerinin timiinde anti-lireaz aktivitesi saptandi. Elde edilen bulgular halk
arasinda giinlik tiiketimde yenilebilen bitkilerin mide ve bobrek ile ilgili
hastaliklarda, geleneksel kullanimi i¢in bilimsel bir temel olusturmaktadir. Calisilan
diger bitkiler igerisinde yiiksek {ireaz inhibitor etkisi gosteren pazi, mendek, yayla
pancari, kara lahana ve c¢ali ¢ilegi bitkilerinin sulu, etil asetatli ve metanolli
ekstrelerinin yiiksek iireaz inhibitor etkisi gostermesi, bu bitkilerin diiiretiklerde,
bobrek rahatsizliklarinda etki gostermesi ve mide enfeksiyonlarinin nedeni olan
HP’yi inhibe etmesi i¢in bitkisel ila¢ olarak kullanimina uygun olacagi ileri

suriilebilir.
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Bu ¢alismada, iireaz enzimini en yiiksek oranda inhibe eden bitkilerden etken
maddelerin izole edilerek yapi tayinlerinin yapilmasi ve bu maddelerin enzim
inhibisyonlarinin in vivo deneylerle de kanitlanmasi i¢in daha ileri diizeyde

caligmalara gereksinim vardir.
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