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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

EBER SARISI BITKISININ a-AMILAZ, a-GLUKOZIDAZ,
TIROZINAZ, ASETILKOLIN ESTERAZ ENZIMLERIN{
INHIBE EDICI OZELLIKLERI ILE ESANSIYEL
YAG ASIDI ICERIGININ BELIRLENMESI
Mukhriddin SUYUNDIKOV
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Kimya Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Lagine AKSOY

Bu ¢alismada Eber saris1 (Thermopsis turcica) endemik bitkisinin a-amilaz, a-glukozidaz,
asetilkolin esteraz ve tirozinaz enzimlerini inhibe edici 6zellikleri ile esansiyel yag asidi
iceriginin belirlenmistir. a-amilaz, Caraway-Somoygi iyodiir/potasyum iyodiir yontemi ile,
a-glukozidaz Palanisamy yontemi ile, asetilkolin esteraz enzimi Ellman yontemi ile
tirozinaz ise L-DOPA kullanilarak dopachrome yontemi kullanilarak enzimlerin inhibiyon
aktiviteleri belirlenmistir. Esansiyel yag asidi miktar1 ve bilesenlerinin belirlenmesinde
Clevenger cihazi kullanimi ile hidrodestilasyon igslemi (HD) uygulanmis ve GC-MS’de
analiz edilmistir. Bitki yag asidi iceriginde en fazla palmitik asit (% 51.8), miristik asit (%
17.5) ve hekzahidrofarnesil aseton (% 5.3) bulunmustur. Tiriin asetil kolin esteraz ve
tirozinaz enzimlerine kars1 inhibisyon aktivite gostermedigi belirlenmistir. Tiirlin aseton ve
dietil eter ekstresinin a-amilazi inhibe ettigi 6zellikler dietileter ekstresinin standart madde
akarboz kadra inhibisyon aktivite sergiledigi bulunmustur. Bitkinin metanol ve aseton
ekstrelerinin ise a-glukozidaz enzimini inhibe etkisinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Nesli
tikenme tehlikesinde olan bu degerli tiiriin antidiyabetik etkilerini {izerine yapilacak

calismalarla 6dnem arz etmektedir.

2020, x + 67 sayfa

Anahtar Kelimeler: Eber sarisi, Enzim inhibisyonu, o—Amilaz, o-Glukozidaz,

Tirozinaz, Asetilkolin esteraz, Esansiyel yag.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF a-AMYLASE, a-GLUCOSIDASE,
TYROSINASE, ACETYLCHOLINE ESTERASE ENZYME
INHIBITORY PROPERTIES AND ESSENTIAL FATTY
ACID CONTENT OF THE EBER SARISI PLANT

Mukhriddin SUYUNDIKOV
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Lagine AKSOY

In this study, the inhibitory properties of a-amylase, a-glucosidase, acetylcholine esterase
and tyrosinase enzymes and essential fatty acid content of Eber Saris1 (Thermopsis turcica)
endemic plant were determined. Inhibition activities of enzymes were determined by using
a-amylase, Caraway-Somoygi iodide/potassium iodide method, a-glucosidase Palanisamy
method, and acetylcholine esterase enzyme Ellman method and tyrosinase using L-DOPA
dopachrome method. In determining the amount of essential fatty acid and its components,
hydrodestilation process (HD) was applied with the use of Clevenger device and analyzed
in GC-MS. Palmitic acid (51.8%), myristic acid (17.5%) and hexahydropharynyl acetone
(5.3%) were the most abundant in plant fatty acid content. It has been determined that the
species does not show inhibition activity against acetyl choline esterase and tyrosinase
enzymes. Properties of the species that acetone and diethyl ether extract inhibit a-amylase
The diethylether extract has been found to exhibit standard substance acarbose dial
inhibition activity. It is seen that the methanol and acetone extracts of the plant have a high
effect on inhibiting o-glucosidase enzyme. It is important with the studies on the

antidiabetic effects of this valuable species, which is in danger of extinction.

2020, x + 67 pages

Keywords: Eber sarisi, Enzyme inhibition, a-Amylase, a-Glycosidase, Tyrosinase,

Acetylcholin esterase, Essential oil.
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1. GIRIS

Bitkiler, insanligin var oldugu giinden bugiine kadar ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir. Bitkilerin tedavi amag¢l kullanimi1 sonucunda olusan bilgi birikiminin
nesilden nesile aktarilmistir. Aktarilan bilgi ise geleneksel tedavinin ve halk tibbinin
zeminini olusturmustur. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan bu tanima
gore; bir ya da daha fazla kisminin tedavi edici ya da hastaliklar1 onleyici 6zelligine
sahip ve kimyasal, farmasotik bir sentezin Onciisii olabilen bitkilere tibbi bitki

denilmektedir (Kayihan 2010, Karagin 2011).

Halk arasinda uzun yillardir tedavi amag¢lhi kullanilan bitkilerin yan etkilerinin
goriilmemektedir. Bazi ilaclarin sentetik iiretimine nazaran daha ucuz ve kolay
ulagilabilir olmasi, sentetik ilaglarin Onciilleri olmalar1 ve sentetik ilaclara model
olusturmalari, sentetik ilaclar genellikle tek yonlii etkiye sahipken, bitkisel ilaglarin
daha fazla ve sinerjik etkilerinin bulunmas1 gibi dnemli 6zellikleri sebebiyle giiniimiizde
de bitkilerle tedaviye olan egilim artararak stirmektedir. Bitkilerin tedavi edici 6zelligi
dogal yapilarinda bulunan ve sekonder bilesikler olarak adlandirilan kimyasallardan ve

bu kimyasallarin tiirevlerinden kaynaklanmaktadir (Kaythan 2010, Karasin 2011).

Diabetes mellitus, pankreasin yeterli insiilin liretememesi veyaviicudun {irettigi insiilini
etkili bir sekilde kullanamamasi sonucu olusan metabolik bir hastaliktir. Beslenme
aliskanliklar1 ve degisen yasam tarziyla birlikte diyabet hastaliginin goriilme
sikhigindaki artis dikkat g¢ekicidir. Obezite, hareketsizlik yasam bi¢imi ve yas Tip-2
diyabet temel sebeplerindendir. Diyabetin 2 tipi bulunmaktadir. Tip-1 diyabetin
tedavisi, insiiline bagimli iken Tip-2 diyabet tedavisinde beslenme tarzinin
diizenlenmesiyle kan sekeri seviyesi kontrol altina alinabilmektedir. Hipoglisemikler,
karbonhidrat inhibitorleri, bagirsaklardan glikoz emilimini geciktiren ajanlar Tip-2
diyabetin tedavisinde kullanilmaktadir. Karbonhidratlarin sindirimini azaltici etkiye
sahip olan ¢esitli inhibitorlerin kullanimi, diyabet tedavisine kullanilmaktadir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar o-amilaz ve o-glukozidaz inhibitdrlerince zengin
hipoglisemik gidalar {izerine iizerinedir. Karbonhidratlarin sindirim enzimlerinin

aktivitesini inhibe etmesi yoluyla gidanin daha az sindirilerek daha az enerji vermesini



saglayan biyoaktif bilesiklerde degerlendirilmektedir. Bitkilerde bulunan biyoaktif
fitokimyasallar, dogal enzim inhibitorii olarak gastrointestinal sistemde nisastanin
sindirilebilirligini ve glisemik indeksi etkilemektedir. Ozellikle polifenolik bilesiklerin
nigasta sindiriminde gorev alan a-amilaz ve o-glikozidaz enzimlerini inhibe ederek
besin Ogesi emilimini modiile ettigi bilinmektedir (Wolever 1990, Aslan vd. 2010,
Gongalves vd. 2010, Tucci vd. 2010, Yun 2010, Vadivel vd. 2011).

Norodejeneratif hastaliklar, geri doniisiimsiiz, yiiksek oranda beyin hasarlarma bagl
ortaya ¢ikan, ilerleyici ve ndrolojik bozukluklardir. Beynin belirli bolgelerindeki segici
noron kayiplar1 Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif rahatsizliklarin
ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Alzheimer, biligsel iglevlerin kademeli kaybi ile
karakterize ndrodejeneratif hastaliktir. Beyinde yasa bagli ortaya ¢ikan senil plaklar ve
norofibriler yumaklar gibi c¢esitli patolojik olusumlarin, sinir hiicreleri {izerinde
oksidatif-nitrozatif strese neden olmakta, olusan stres enflamatuvar siiregleri
tetiklemekte ve sinir hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir. Bu ilerleyici bozuklugun
yayginlig1 yas ile artmaktadir. (Kim vd. 2012, Haass ve Selkoe 2007, Meraz-Rios vd.
2010). Parkinson hastaligi ise beyin hiicrelerinde dopamin iiretiminde kayba neden
olarak motor sistemde bozukluga yol agmaktadir. Hastaligin etiyolojisi hiicre kaybina
yol agan fizyopatolojik olaylarin hem cevresel (bazi toksinler, kuyu suyu tiiketimi, tarim
ilaglar1) hem de genetik faktdrlerin Parkinson hastaligmma neden oldugu yoniindedir
(Okun vd. 2010). Alzheimer hastaliginin tedavisinde yonelim amiloid B-peptit kaynakli
plak olusumunun engellenmesi yoniinde olmakla birlikte son yillarda kolinesteraz
inhibitorleri de siklikla tedavi kullanilmaya baslanmistir. Kolinesteraz inhibitor
kullannminin Alzheimer hastaligi tedavisinde palyatif etkili oldugunu bilinmektedir.
Parkinson hastaliginin tedavideki yonelim Levodopa ile yapilan ila¢ tedavisi
seklindedir. Tedavinin yaklasik 3-5 yil kadar etkili oldugu ancak sonrasinda ve
Parkinson hastaligmm semptomlarinin geri dondiigii belirtilmektedir (Maltsev vd.
2011).

Tirozinaz temel fonksiyonu melanin sentezi olan bir enzimdir. Melanin, derinin ve sagin
rengini saglayan, polifenol benzeri bir biyopolimerdir. Melaninin gorevi deriyi UV

isinlarindan ve reaktif oksijen tiirlerinden korumaktir. Tirozinaz inhibitorleri, dermal



melanin {iretimini baskiladiklar1 i¢in beyazlatic1 veya antihiperpigment ajanlari olarak
kullanilmaktadirlar. Tirozinaz enzimi ayni zamanda insan beyninde ndromelanin
olusumunda oOnemli bir rol oynamaktadir. Noromelanin olusumu dopamin
norotoksisitesine ve Parkinson hastaligiyla iligkilendirilen norodejerasyona sebep
olabilmektedir. Norodejenerasyon tedavisinde tirozinaz inhibitorleri de yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (Kim ve Uyama 2005).

Hastaliklarinin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin bulundugu,
ilaglarin uzun siireli kullanimlarinda ilk kullanimlarina oranla etkisinin azaldigi
goriilmektedir. Bu hastaliklarda goriilen bazi belirtilerin gii¢lii olmasi nedeniyle ilag
kullanimmin yetersiz kalmaktadir. Tedavilerin yogun ve yorucu olmasi ve yas ile
birlikte bu hastaliklarin goriilme oraninin giderek artmasi arastirmacilari alternatif
tedavi yontemleri {izerinde ¢alismalar yapmaya yonlendirmistir. Bunun sonucunda,
modern tipta tamamlayici tedavi yontemleri arasinda en ¢ok tercih edilen yontem olan

bitkilerle tedavi popiiler bir hale gelmistir.

Fabaceae familyast Tiirkiye’de cins bakimmdan 650 tirle 3 biiyiikk familya
Mimosoideae, Papilionoideae ve Caesalpinioideae olarak bilinmektedir. Cigekli
bitkilerin 18.000’¢ kadar tiire sahip olan en biiyiik familyalarindan biridir. Baklagil
bitkileri havanin azotunu topraga baglama bakterileri koklerinde bulunurken zor
kosullarda yetiserek insanlarin gidaya olan ihtiyaclarini karsilamasinda onemli rol
oynamaktadir. Baklagiller tiiketilmesinde protein, minirallar, vitaminler agisindan
onemlidir. Yapisinda saponinler, tanenler ve fitokimyasallar bulunur ve insanlarda kalp
damar hastaliklari hemde kansere karsi koruyucu etkiye sahiptirler (Velioglu ve

Sarioglu 2018).

Baklagiller (Fabaceae) ailesinden olan Eber sarisi (Thermopsis turcica), ¢cok yillik,
otsu, uzun rizomli, sarigicekli, dik, 30-89 cm’a kadar boylanabilen bir bitkidir.
Yapraklari ti¢ yaprak¢ikli, ¢icekleri u¢ kisimmda olup salkim seklinde ve 3-10 tohumlu
meyveler verir. Eber saris1 1982 yilinda Tiirk botanikgileri tarafindan kesfedilmistir.

Diinya {iizerinde sadece Aksehir ve Eber gollerinin giiney kiyilarinda pargali



populyasyon seklinde bulunmaktadir. Eber sarisi tiiriiniin en yakin akrabasi Orta

Asya’da yasamaktadir (Aksoy ve Suyundikov 2020).

Eber sarist (Thermopsis turcica) Fabaceae (Baklagiller) familyasmin taksanomik
acisindan Thermopsideae tribusundaki Thermopsis cinsinin tek tiiriidiir. [UCN’nin 1994
yilinda yayinlanan tehlike kategorisinde CR (Critically Endangered) durumunda yer
almaktadir (Ekim vd. 2000). Yapisinda termopsin, tursisin, tursin, anagyrin ve alkolitler
bulunur. Thermopsis tiirlerinde genel olarak alkaloid, flavanoid, C vitamini, makro ve

mikro elementler tespit edilmistir (Ozdemir vd. 2008).

Mayis ve Agustos aylarinda Afyon ili Eber Golii'niin glineyinden toplanan Thermopsis
turcica (Eber sarisi1) bitkisine ait o-amilaz, a-glukozidaz, tirozinaz, asetilkolin esteraz
enzimlerini inhibe edici Ozellikleri ile esansiyel yag asidi igeriginin belirlenmesi

amaciyla bu tez caligmasi planlanmistir.



2. LITERATUR BIiLGILERI

2.1 Afyonkarahisar ilinde Yetisen Endemik Tiirler

Tirkiye, jeolojik ve jeomorfolojik Ozellikleri, zengin su kaynaklart bulunmasi,
yiikseklik farkliliklar1 ile dogusu ve batis1 arasinda da ekolojik farkliliklar1 olmasi
sebebiyle, biyolojik cesitlilik agisindan zengin bir iilkedir. Tiirkiye’de yiizdlglimii olarak
kendisinin 15 kat1 olan Avrupa kitas1 florasinda bulunan takson sayisia yakin bitki tiirii
yetismektedir. Yaklasik 9000 civarinda bitki tiirii ve 12000 olan takson (tiir, alttiir ve
varyete) bulunmaktadir. Tiirkiye, sahip oldugu tiir cesitlili§i yaninda, endemik tiir
acisindan da zengindir. Tiirkiye’de yaklasik olarak 4000 kadar yayilis gdsterir (Malyer
2011, Yesilyurt vd. 2008, Akgicek ve Vural 2007).

Afyonkarahisar, ili daglik alanlar ve bu alanlar arasindaki genis alanlar1 kapsayan
jeomorfolojik sahiptir. Daglik alanlar volkanik olusumludur, daglarin arasinda
tektonizma ve karstik kokenli ovalar bulunmaktadir. Daglar arasindaki ovalar, yerlesim
ve tarima elveriglidir. Topraklar1 akarsular tarafindan boliinmiis olup, plato seklindedir.
Sehir iklimsel olarak farkli 6zellikler gostermektedir. Akdeniz iklimi ile karasal iklim
arasinda bir gecis bolgesinde bulunmaktadir. Ama karasal iklim daha etkilidir. 11
smirlart igerisinde birgok gdl vardir. Temel bitki ortiisii bozkirdir. Bozkirin yaninda

orman topluluklar1 da bulunmaktadir. Ovalarda step bitki Ortiisliniin yetismektedir
(Akgigek ve Vural 2007).

Afyonkarahisar simirlar1 igerisinde 2000 civarinda taksonun yayilis gostermektedir. Bu
bitkilerden 330’unun Tiirkiye endemigi oldugu belirlenmistir. Afyonkarahisar’da en
fazla Asteraceae (Papatyagiller), Fabaceae (Baklagiller), Lamiaceae (Ballibabagiller),
Caryophyllaceae (karanfilgiller) bitki familyalar1 ile Verbascum (Sigir kuyrugu) ve
Astragalus (Geven) tiirleri yetismektedir (Kargioglu vd. 2007). Bu 330 tiiriin i¢erisinden
de yalniz 6 tiiriin Afyonkarahisar endemigi oldugu bildirilmistir (Cenkci vd. 2012).
Afyonkarahisar’da yetisen bolgesel endemik tiirler, yoresel isimleri ve tehlike

kategorileri Cizelge 2.1 de verilmistir.



Cizelge 2.1 Afyonkarahisar’da yetisen bolgesel endemik tiirler, yoresel isimleri ve tehlike

kategorileri.
Bitki Tiirii Yoresel Ad1 Tehlike Kategorisi
Cota fulvida (Grierson) Holub Sultan Babugga DD (Veri yetersiz)
Astragalus xafyonicus  (Ponert) Afyon Geveni EN (Tehlikede)
Ponert
Polygonum afyonicum Leblebici Afyon Madimag: EN (Tehlikede)
& Gemici

Sideritis akmanii Aytac, Ekici Dag Cayi, Kuyruk Cay1 VU (Zarar gorebilir)
&Donmez

Thermopsis turcica Kit Tan, Eber Sarisi, Sart Meyan  CR (Cok tehlikede)
Vural &Kiigtikodiik

Verbascum afyonense Hub.-Mor  Sigirkuyrugu EN (Tehlikede)

DD: Data deficient, EN: Endangered, VU: Vulnerable, CR: Critically endangered
Thermopsis turcica Kit Tan, Vural& Kiiciikodiik, Fabaceae familyasi ve Thermopsis genusuna ait bir
tirdr.

2.2 Fabaceae Familyasi

Baklagil kelimesi Latince “Legumen” kabuklu baklanin hasat edilen tohumlar1 anlamima
gelir. Bakliyet ise Latince “puls” yulaf lapasi, pelte anlamima gelmektedir (Sarioglu ve
Velioglu 2018). Baklagiller (Fabaceae) familyasi yaklasik 650 cins, 18.000 kadar tiire
sahip olan ¢igekli bitkilerin en biiyiilk familyalarindan biridir. Mimosoideae,
Papilionoideae ve Caesalpinioideae olmak iizere ti¢ alt familyaya ayrilir. Baklagiller
genellikle otsu bitkileri icerir. Yasam forumlarma gore nadiren calilar veya agac
seklindedir. Yapraklar nadiren basit, stipullu, cogu zaman pinnat veya trifoliattir.
Koklerinde Rhizobium cinsine ait bakteriler bulunur. Bu bakteriler nodiil adi1 verilen
siskinliklerde azot biriktirmeye yarar ve koklerinde birlikte ortak yasam siirerler.
Rhizobium cinsine ait bakteriler glusite (sakkarit) ihtiyacini karsilamak i¢in havanin
azotunu alir ve albuminoite doniistiiriir. Cicekler cogunlukla degiskin durumdadir.
Cicek sekilleri semsiye, basak veya tek ¢igekli, ¢igek durumu rasem, genellikle

hermofrodittir. Baklagillerin bazi taksonlarinda meyve birer tohumlu kisimlar lomentum



halinde enine boliiniir, bazilarinda ise meyve agilmas. Tohumlar bir veya ¢ok sayidadir

(Arslan vd. 2010).

Baklagiller familyasina ait tiirler “Diinya Gida Program1” ve “Gida Yardim Girigimleri”
kapsaminda genel gida sepetlerinin 6nemli bir pargasi ve tiim diinyada ¢ok Onemli
bitkisel protein kaynagi olarak kullanilmaktadir. Baklagiller degerli mikrobesinler,
antioksidanlar, yiiksek konsantrasyonda belirli karbonhidratlar ve lifler igerir. Hemde

yag miktar1 ve kalorisi de diisiiktiir (Sarioglu ve Velioglu 2018).

Baklagil bitkileri pek cok kiiltiir bitkisinin yetisemedigi zor kosullarda yetiserek gida
gereksinimmin karsilanmasinda ve havanm azotunu topraga baglama yetenegindeki
bakterileri koklerinde bulunmaktadir. Insanlar i¢in 6nemli olan protein, diyet Iif,
mineraller (Fe, Cu ve Mg) ve vitaminler agisindan binlerce yildir baklagiller 6nemli
gidalar olarak tiiketilmektedir. Bununla beraber yapisinda bulunan fitokimyasallar,
tanenler ve saponinler nedeniyle kalp damar hastaliklarinda ve kansere karsi koruyucu

etkisine sahiptir (Sarioglu ve Velioglu 2018).

Baklagiller; bakla, fasulye, nohut, mercimek, yonca, ac1 bakla, bezelye, yerfistigi, soya
fasulyesi gibi bitkileri i¢erir. Diinyada yaygin olan baklagiller mas fasulyesi (Vigna
radiata L.), boriilce (Vigna unguiculata L.), nohut (Cicer arietinum L.) kuru veya kirik
bezelye (Pisum sativum L.), bakla (Vicia faba L.), beyaz fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
ve birkag ¢esit mercimektir (Lens culinaris Medik.). Tiirkiye’de yetistirilen baslica

baklagillerin dermason fasulye, kog¢bas1 nohut, yesil mercimek ve bezelyedir.

Baklagiller yetistirme kosullarma, olgunluguna, bitki tiiriine ve ¢esidine gore yliksek
oranda protein igerir (Roy vd. 2010). Baklagiller nisbeten az metionin, sistein ve
glutamik asit icerirler. Triptofan, lizin ve aspartik asit gibi aminoasitler bakimindan,
yemeklik tane baklagiller tahillarla karsilastirildiginda oldukga zengindirler (Sharma
1988).



2.3 Thermopsis Cinsi

Thermopsis cinsi baklagiller familyasinin Papilionoideae alt ailesine aittir.
Papilionoideae ailesi 30 oymak, 455 cins ve 12000 tiirden olusmaktadir (Tucker 2003).
Thermopsis cinsi Kuzey Amerika ve Orta Asya bdlgelerinin genel olarak daglik, nemli
bolgelerinde dogal yayilish yaklasik 25 tiir ile temsil edilmektedir (Dement ve Mabry
1975, Davis vd. 1988).

Thermopsis cinsi ¢ok yillik, otsu ve rizomlu bitkilerdir. Ortalama 1 metreye kadar
boylanabilirler. Yapraklar1 trifoliat, petiolat ve serbest stamenli olmakla karakterize
edilirler. Cicekleri genellikle acgik sar1 veya altin sarisi renkli, ¢igek durumu rasemoz
durumuna sahiptirler. Thermopsis meyve testalar1 ¢ok sert, 6-10 tohumlu olur (Chen vd.
1994, Wojciechowski 2003).

Thermopsis cins tiirleri 5,6-dehidrolupanin, lupin, N-metilsitisin, sitisin, anagirin,
termopsin ve tursisin, tursin gibi alkaloidleri bakimindan zengindir (Ohmiya vd. 1974,
Dement ve Mabry 1975, Saito vd. 1988). Thermopsis tiirlerinde alkaloid haricinde,
flavanoid ve C vitamini tespit edilmistir (Ozdemir vd. 2008). Thermopsis tiirlerinden
stis bitkisi olarak Cin ve Japonya’da kullanilmaktadir (Asilbekova 2004). Thermopsis
yaprak veya tohumlar1 insan ve hayvanlar tarafindan dogrudan tiiketilmesi
zehirlenmelere sebep olmaktadir ve bazi Thermopsis tiirleri tibbi amagh
kullanilmaktadir (Keller ve Baker 1990).

2.4 Thermopsis turcica Kit Tan, Vural & Kiiciikodiik

Thermopsis cinsini temsil eden Tiirkiye’deki tek tiir ve endemik bir bitki, Thermopsis
turcica’dir. Tiir ilk defa 1983’te Kit Tan, Vural & Kii¢iikodiik tarafindan tanimlanmistir
(Davis vd. 1988).

Thermopsis turcica Diinya fiizerinde sadece Aksehir ve Eber gollerinin giiney
kiyilarinda parcali populyasyonlar seklinde yayilis gdstermektedir. Bu endemik tiir

dogada kisa siirede yok olacak olan tiirler icerisinde ve cok tehlikede (Critically



Endangerd-CR) kategorisinde bulundugu bilinmektedir. Thermopsis turcica’nin
yetistigi yer ¢evresinde yasayan insanlari, bu bitkiyi ¢icek renklerinden dolay: altin
sarisi, altin otu, Eber sarisi veya piyam olarak adlandirmaktadir (Aksoy ve Suyundikov
2020).

Tiirkiye’de endemik ve en dar yayiligh bitki tiirlerinden biri olan Thermopsis turcica
bakla, fasulye, nohut, mercimek gibi ekonomik degere sahip ¢ok sayida bitki tiiriine
sahip baklagiller (Fabaceae) familyasinin bir liyesidir. Eber sarisi, uzun rizomlu (toprak
alt1 govde), govdesi dik, 35-89 cm aras1 boylanabilen, sar1 ¢i¢ekli, otsu bir bitkidir.
Govde ve yapraklar1 uzun yumusak beyaz tiiyliidiir. Yapraklar alternat, digitat, trifoliat
(tic yaprakeikli). Canak yapraklar (kaliks) sik beyaz tiiylli, ta¢ yapraklar (korolla)
saridir. Cigek durumu ug¢ kisimda olup, rasemdz seklindedir. Thermopsis turcica’yi
diger baklagil tiirlerinden ayiran en dnemli 6zelligi bir ¢igekte 3 meyve olusturmasidir.
Bu 6zellige 18.000 civarinda tiirii bulunan baklagillerden higbirinde rastlanmamistir

(Cenkci vd. 2012).
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Resim 2.1 Thermopsis turcica (Eber sarisi) tiirtiniin ¢igekli gorintiisii.



Resim 2.2 Thermopsis turcica (Eber sarisi) yetistigi bolgedeki goriintiisii.

2.5 Thermopsis turcica (Eber Sarisi) ile Yapilan Cahsmalar

Thermopsis turcica bitkisinde yiiksek basmgli sivi kromatografisi ile anagirinin ve
alkaloid igerigi, kallus olusumu, bitki rejenerasyonunun incelenmesi klasik ve bitki
doku kiltiirii yontemleri ile gogaltimi (Cenkci vd. 2009), morfolojik 6zellikleri (Davis
vd. 1988, Sinan 2002, Ozdemir vd. 2008), anatomik (Sinan 2002, Ozdemir vd. 2008) ve

ekolojik (Sinan 2002) 6zellikleri lizerine ¢aligmalar vardir.

Thermopsis turcica bitkisini toplam fenolik igerigi ve serbest radikal siipiiriicii
aktivitesinin in vitro, total antioksidan kapasitesi incelendigi bir ¢aligmada, aseton ve
metanol ekstrelerinin radikal siipiiriicii etkisi varligi goriilmiistiir. Ekstrelerin total
fenolik madde miktartyla, radikal siipiiriicii etkisi iligkili oldugu diisliniilmektedir.
Thermopsis turcica’nin radikal siipiiriicii etkisini ve yogun fenolik madde igerdigi
aseton ekstresi, metanol ekstresine gore daha iyi etki gostermistir. Farkli olarak total
antioksidan kapasitesi, aseton ekstresine gére metanol ekstresinde daha fazla oldugu

belirlenmistir (Aksoy vd. 2013).
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Thermopsis turcica’nin antifungal ve antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek igin
yapilan bir ¢alismada, bitkinin kok, govde, yaprak kisimlarindan dietil eter, etil asetat,
methanol ve hekzan ekstraktlar: hazirlanarak 8 bakteri ve 1 mantar suslarina karsi, disk
diflizyon ve biyootografik deneyleri kullanilmigtir. Staphlococus aureus’a karsi bakteri
iiremesini yliksek oranda baskilayic1 6zelligi, kok ve govdenin methanol ekstraktmnin

biyootografik deneyinde bulunmustur (Korcan vd. 2009).

Endemik Thermopsis turcica tiiriin tehlike durumu, c¢ogaltim teknikleri ve araziden
toplanan tohumlarinin ¢imlenmesi lizerine ti¢ farkli asit (H2SO4, HCI ve HNO3) ile 30,
60, 90, ve 120 dakika 6n uygulamasiin ¢imlenme iizerine etkileri incelenmistir. 120

dakika H,SO,4 6n uygulamasi en iyi ¢imlenmis oldugu bildirilmistir (Cenkci vd. 2007).

Etanollii ekstraktlara gore, sulu ekstraktlainin karaciger, kan, bobrek doku 6rneklerinde
MDA, GSH iizerine olumlu etkileri, Thermopsis turcica bitkisi etanollii ve sulu
ekstraktlarmin in vivo antioksidan aktivitesinin ilk kez arastirildigi ¢alismada
belirlenmistir. Bitki iceriginde bulunan fenolik bilesikler bu etkiden sorumlu
olabilecegi, hemde plazma AOA {izerinde bu etkinin goriilmemesine ise bitki iceriginde
bulunan alkaloidler ve glikozitlerin zararh etkilerinden ve ¢alismada kullanilan ekstrakt

tiiriinii, antioksidan aktivite tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Celik 2014).

2.6 Enzimler ve Fonksiyonlar:

Enzimler, hiicre igerisinde gergeklesen reaksiyonlar hizini ve 6zgiilligiinii belirleyen,
protein yapisinda olan ve biitiin canli organizmalarda bulunan dogal katalizorlerdir.
Enzimler, uzun zincirli aminoasit polimerleridirler. Genler tarafindan sifrelenen
enzimlerin aminoasit dizilimi farkli olmas: sebebiyle her enzim farkli ii¢ boyutlu bir

yapiya sahiptir (Kilig 2002).

Ug boyutlu yapidaki aminoasitlerin tasidiklar1 yan gruplar, enzimin bu yapisinda bir
bolgede toplanarak aktif bolge denen bir kismi olustururlar. Enzimlerin tepkimeleri
kataliz etme ve segici olmalarinin sebebi de bu bolgedir. Bolgenin olusturdugu alan o

kadar 6zeldir ki, sadece o enzimin katalize edecegi tepkimeye substrati ancak bu alana
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girebilir. Enzimle etkilestikten sonra, substratla enzimin bu aktif bolgesinde bulunan
gruplar arasinda kimyasal etkilesimler meydana gelir. Aktif bolgeye baglanan substrat
ile ara gegis yapist adi verilen kararsiz bir yapiya olusur. Bu yap1 daha sonra iriinii
olusturur. Enzimin aktif bdlgesinde olusan baglar, kararsiz yapmin kararli hale
gegmesini saglar. Bir kimyasal tepkimenin gergeklesmesi aktivasyon enerjisinin
saglanmas:t gerekmektedir. Enzimler, aktif bolgelerinin {i¢ boyutlu 6zel yapilari
sayesinde, bu gecis durumunun olusumunu kolaylastirir ve gerekli enerjiyi azaltirlar.
Boylece reaksiyonun daha az enerjiyle daha hizli bir sekilde gergeklesmesi saglarlar
(Goziikara 1997, Rehm vd. 1987, Gonzalez vd. 2003).

2.6.1 Enzim Kaynaklan

Dogada bulunan enzimler, kaynaklaria gore hayvansal enzimler, mikrobiyal enzimler
ve bitkisel enzimler 3 grupta toplanabilirler. Hayvansal enzimler, hayvanlarm atilan
veya az degerli olan organlarindan elde edilmektedir. Ornegin, siitten kesilmemis
danalarin midesinden elde edilen kimosin, sigir karacigerinden elde edilen katalaz gibi.
Mikrobiyal enzimler, mikrobiyal hiicreler sahip oldugu enzim kaynaklaridir.
Mikroorganizmalarin biiytik miktarda ve kisa stirede pek ¢ok enzim {iretimi
miimkiindiir. Bitkiler de birgok bitkisel enzime kaynak olmustur. Papaya bitkisi papain
enzimi iiretimi igin yetistirilmektedir. Incir agaci siitiinden fisin enzimi, ananastan

bromealin enzimi 6rnek olarak verilebilir (Telefoncu 1986, Tanyildiz1 2005).

2.7 Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin substrat disinda etkilestikleri molekiiller de bulunmaktadir. Ancak bu
etkilesim sonunda hem iiriin olusmamaktadir hem de enzim Katalitik gérevini yerine

getirememektedir. Enzim inhibitorleri adi verilen bu molekiiller enzim etkisini

azaltmakta ya da tamamen durdurmaktadirlar (Bing6l 1977).

12



2.7.1 Enzim Inhibisyon Tiirleri

Enzim inhibisyonu, geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz olmak tizere iki kisimda

gerceklesir.

2.7.1.1 Geri Déniisiimlii (Reversible) Enzim Inhibisyonu

Yarismali (kompetitif) enzim inhibisyonu

Kompetitif inhibisyon, enzimin aktif kismmi isgal ederek asil substrati ile baglanma
kurmasini 6nleyen ve enzim etkiledigi substrata yap1 olarak benzeyen bir maddedir.
Kompetitif inhibisyonda inhibitér madde molekiilleri, enzim molekiillerini isgal ederek
enzimin katalitik etkisini yavaslatir (Bingol 1977). Enzimin aktif bdlgesine inhibitoriin

(I), substratla (S) yarisarak baglandig1 yarismali (kompetitif) inhibisyondur.

E+S == ES —> E+P g
+ =) \ (S,
l - .\ tﬂﬁ ! /z
{K, - == A
8 ' W
El \

Sekil 2.1 Yarigmali (kompetitif) enzim inhibisyonu.

Yarismasiz (nonkompetitif) enzim inhibisyonu

Enzimler yapisinda fonksiyonlar: i¢in esas olan —SH gruplar tagirlar. Enzim gorevini
normal yapabilmesi i¢in —SH gruplar1 bozulmadan korunmasi gerekmektedir.
Fonksiyonal —SH gruplarini baz1 (Ag", Hg®, Pb") metal ionlar1 tarafindan nonkompetitif
inhibe edilmesi enzimin normal katalitik etkisini saglamaktadir. Yarigmasiz enzim

inhibisyonunun substrat konsantrasyonu ile baglantisi yoktur.
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Sekil 2.2 Yarigmasiz (nonkompetitif) enzim inhibisyonu.

Bu enzim inhibisyonunda hem inhibitér hem de substrat maddeleri ayni zamanda
enzime baglanmaktadir. Enzim substrat (ES) kompleksine baglanarak tepkimeyi

yavaslattig1 yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyondur (Bingol 1977).

Yart yarigsmali (unkompetitif) enzim inhibisyonu

Yari yarismali enzim inhibisyonunda nonkompetitif inhibisyonda oldugu gibi, substratin
baglandig1 aktif yerden ayr1 bir yere inhibitor baglanir. Fakat nonkompetitif inhibitor
serbest enzime veya enzim substrat kompleksine baglanabildigi halde, unkompetitif
inhibitér yalnizca enzim substrat kompleksi olustuktan sonra enzim substratin bagli

oldugu aktif yerden baska bir yerine baglanarak enzimi inaktive eder.
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Sekil 2.3 Yar1 yarigmali (unkompetitif) enzim inhibisyonu.
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Inhibitdr sadece enzim-substrat kompleksi olustugu zaman ES kompleksine baglanarak
irin olusumunu sonlandiran inhibisyon yarismasiz (unkompetitif) inhibisyonudur

(Altmisik 2009).

2.7.1.2 Geri Déniisiimsiiz (Irreversible) Enzim inhibisyonu

Geri doniisiimsiiz enzim inhibisyonu, inhibitériiniin enzim {izerinde bulunan ve aktif
fonsiyonal grubun yikmasi ile meydana gelir. Aktif bolgeye kovalent olarak baglanan
inhibitdér, bu tip inhibisyonlarda enzim yapisini bozdugu icin geri doniigiim
olmamaktadir. Geri doniislimsiiz inhibisyon inhibitér ve enzimin aktif merkezi arasinda

olusan kovalent baglanma sonucunda enzim inaktif hale gelmektedir (Altinisik 2009).

2.8 Bitkisel Inhibitorler

Bitkilerden elde edilen inhibitérler; fenoller/polifenoller ve aldehitler/tiirevleri olarak iki
bashk altinda olarak siniflandirilmistr  (Kim ve Uyama 2005). Bitki
fenolleri/polifenolleri, dogada yaygin olarak bulunan, birgok ¢icege, meyveye rengini
veren kimyasal bilesiktir. Genellikle bitkilerin kabugunda, kokiinde ve yapraklarinda
bulunan kompleks bilesikler halinde iken bazen de taze meyvelerde, sebzelerde ve
cayda bulunan basit bilesikler halinde bulunabilirler. Cesitli bitkilerden kaempferol,
kuarsetin gibi enzim inhibitorleri izole edilmistir (Chen ve Kubo 2002). Yapilan
calismalarda, biitiin flavonoidler enzimlerin aktif bolgesindeki metal ile selatlagsma
yeteneklerinden dolay1 enzimi inhibe ettikleri tizerinde durulmaktadir. Ancak bu durum
eger 3-hidroksi grubu serbestse gergeklesebilir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla,
keto grubu iceren flavonoidlerin giiclii inhibitor aktivitesine sahip olduklarini
bulmustur. Gallik asit ve onun kisa alkil (karbon sayis1 10 dan kiigiik) zincir esterleri
inhibitor etki gostremezken, uzun alkil (karbon sayisi 10 dan biiyiik) zincir esterleri
enzim inhibe edici oldugu, karbon zincirinin uzunlugunun enzim inhibitor aktivitesi
tizerinde etkisi oldugunu gostermektedir (Kubo vd. 2000). Kardol tiirevleri gibi diger
cesitli biyoaktif yapilarda hidroksil grubunun katilmasi inhibitor aktivitesini arttirirken
metil grubunun katilmasi inhibitor aktivitesini azaltmaktadir. Ayrica doymamis alkil

yan zinciri doymus alkil zincirle karsilagtirildiginda daha giiclii bir inhibisyon gosterdigi
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bulunmustur. Oksiresveratroliin halkadaki hidroksi gruplarinin varligmma bagli olarak

giiclii inhibitor aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (Kubo ve Kinst-Hori 1999).

Aldehitler/tiirevleri, pekgok bitkiden izole edilmislerdir. Trans-sinamaldehit, 2-hidroksi-
4-metoksibenzaldehit, 3,4-dihidroksisinamik asit ve 4-hidroksi-3-metoksisinamik asit
gibi aldehit tiirevi enzim inhibitorleri bulunmaktadir (Hwang ve Lee 2007). Aldehit
grubunun siilfidril, amino ve hidroksi gruplar1 gibi biyolojik olarak énemli niikleofilik
gruplarla reaksiyona girdigi bilindiginden enzimin primer amino gruplar1 ile Schiff bazi
olusturarak enzimi inhibe ettigi One siirlilmektedir. Cesitli aldehitlerin inhibit6r
aktivitelerinin karsilastirilmasi ve sinnamik asit, anisik asit, hiimik asit ve benzoik asit
gibi yakin bilesikler kuminaldehitin giiclii inhibitér oldugunu kanitlamistir (Kubo ve
Kinst-Hori 1999). Kuminaldehitin para pozisyonundaki elektron verici gruplarinin
(izopropil ve metoksi) indiikleyici etkiyle enzimin aktif bdlgesindeki Schiff bazinin

kararlihgmi sagladigini fark edilmistir (Hwang ve Lee 2007).

2.8.1 a-Amilaz inbisyonu

a-amilaz (E.C 3.2.1.1) karbohidrat sindiriminde gérev alan 6nemli enzimlerden biridir.
a-amilazlar, glikojen, amilopektin ve amilozdaki a-D-(1—4) glikozid baglarini
hidrolizlemektedir. a-amilaz (a-1—6) glikozidik baglara etkisi yoktur. Karbohidrat
sindirimi agizda baslamaktadir. Tiikriikte bulunan a-amilaz nisastay:1 hidrolizleyerek,
kisa polisakkarit pargalarmi veya oligosakkaritleri liretmektedir. Midede, tiikriik a-
amilaz1 disik pH’da inaktiflesmekte fakat ince bagirsaga salgilanan pankreatik o-
amilazin hidrolize devam etmektedir. Pankreatik o-amilaz, baslica maltoz, dekstrin
oligosakkaritleri ve (a-1—6) dallanma noktalar1 iceren amilopektin parcaciklarini aciga
¢ikarmaktadir (Yoon ve Robyt 2003). Amilaz, hidroliz sonucu agiga ¢ikan sekerlerin
anomerik tiplerine goére, a- ve - amilazlar olarak smiflandirilmaktadir.
Homopolisakkaridazlar olan amilaz kendi i¢inde endoamilazlar ve ekzoamilazlar olarak
iki alt gruba ayrilmaktadir. Ekzoamilazlar grubunda yer alan B-amilazlar nisasta ve
glikojen gibi polisakkaritlere etki etmektedir. Amilozu tamamen pargalarlar.
Amilopektin ve glikojen gibi dalli polisakkaritleri ise zincirin sonundan baslayarak

dallanma noktalarina kadar pargalar ve reaksiyon sonunda beta-maltoz meydana
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getirirler. o-amilazlar nisasta (amiloz ve amilopektin) ve glikojendeki a-D-(1—4)
glukozidik baglarin1 parcalayarak maltodekstrin, malto-oligosakkaridler ve glukoza
olustururlar (Kadziola vd. 1998, Brzozowski ve Davies 1997, Machius vd. 1996). Bu
enzim nisastanin a-(1—4) baglarini par¢alayan fakat a-(1—6) baglarini pargalayamayan
bir endohidrolazdir. a-amilazlar, aktiviteleri i¢in herhangi bir koenzim gereksinimleri
olmayan Ca' iyonu tastyan metalloenzimdir ve Ca™ yoklugunda aktivitesini
kaybetmektedir. Ca*? enzim-substrat kompleksi olusumuna katilmaz, ancak enzimin
dayaniklilik ve yiiksek aktivite gostermesi i¢in dogru konformasyonda tutar. Divalent
metal iyonlar1 proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarmi korur ve dayaniklastirir.
Protein molekiilii uygun bir divalent metal iyonu ile baghi oldugunda proteolitik
aktiviteye karsi korunmaktadir. o-amilaz, Ca' ile birlestigi zaman proteazlara karsi
maksimum direng gosterirken, Ca*? uzaklastirildiginda proteolitik enzimlere duyarli
hale gelirler. Ca*? nin a-amilazin kofaktérii olmak yaninda enzim iizerine de koruyucu

etkili oldugu bilinmektedir (Greenwood 1970).

Diabetes Mellitus (DM), pankreastan salgilanan kan sekerinin kullanimini diizenleyen
inslilin hormonu salgisinin tamamen ya da kismen fonksiyonel yetersizligi veya
eksikligi sonucu meydana gelen kronik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Diyabetin,
hastaligin etiyolojisine gore 3 sinif altinda incelenir. Bunlar gestasyonel DM, Tip 1 DM,
Tip 2 DM’ dir. Gestasyonel DM (GDM) gebelik sirasinda ortaya ¢ikan glukoz tolerans
bozuklugudur. Tiim gebelerin %7 sinde GDM goriilmektedir. GDM tanis1 konan
hastalarin biiyiik kisminda dogumdan sonra glukoz metabolizmasinin diizeldigi
gozlemlenmektedir. Fakat hastalarin sonraki gebeliklerinde ve hayatlarinin ileri
dénemlerinde Tip 2 DM goriilme riskinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Mann vd. 2014).
Tip 1 DM, pankreas hiicrelerinin total kaybina ya da pankreas hiicrelerinin
zedelenmesine veya P hiicre harabiyetine bagli olarak gelisen insiilin eksikligi ile
karakterize DM tiiriidiir. Diyabet vakalarmim %10-15’ini kapsar. Genellikle cocukluk ve
genglik yaslarinda goriilmektedir. Tip 1 DM de Pankreas’mm [ hiicreleri harap
oldugundan yetersiz insiilin salgilanmasi s6z konusudur. Hastalarda ketozis ve ilerleyen
zamanlarda ketoasidozis gelismesi goriilebilmektedir. Yiiksek kan sekerini dengelemek

ve ketoasidozu Onlemek i¢in mutlaka disaridan insiilin verilmesi gerekir.
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Bu hastalar insiilin iiretemediklerinden insiiline bagimli hastalardir. Tip-1 diyabetin
tedavisi insiilin ve diyettir. Oral antidiyabetik ajanlarm bu hastalarda tedavi edici etkisi
yoktur (Balc1 2019).

Tip 2 DM en yaygin goriilen diyabet tiiriidiir. Tip 2 DM pankreastan salgilanan [ hiicre
fonksiyonunda azalma ve periferik dokularda insiilin duyarsizlig1 ile ortaya ¢ikan
hiperglisemi, hiperinsiilinemi, dislipidemi ve hipertansiyon ile karakterize bir
hastaliktir. Yavas seyreden hastaligin uzun bir prediyabetik donemi vardir (Balc1 2019).
Hipergliseminin kroniklesmesi gz, bobrek, sinir hiicrelerinde islevsel kayiplara neden
olmaktadir. B hiicrelerinde insiilin normal olarak salgilanmakta fakat hormonlarin
hiicresel reseptorlerinden yararlanilamamakta ve insiiline karsi bir direng gelismektedir.
Tip 2 DM insiilin bagimlidan ¢ok, insiilin gerektiren diyabet olarak tanimlanmaktadir.
Bu tip diyabetin tedavisi; hipoglisemikler, seker sinirlandirict diyet (tibbi beslenme
tedavisi), egzersiz ve a- amilaz, o- glukozidaz inhibitorleri ile yapilmaktadir. Diyabetli
bireylerin yaptig1 egzersiz ile kan glukoz seviyelerini dengede tutmak, insiilin direncini
azaltmak ve agirlik kontroliine katkida bulunmayi hedeflenmektedir. Ayrica yiiksek
riskli kisilerde Tip 2 DM 6nlenmesini saglanabilir. Tempolu yiiriime, kosma, ylizme ve
kas glictinii arttirmaya yonelik direng egzersizleri gibi diyabetli bireylere 6nerilmektedir
(Mann vd. 2014). Diyabetik hastalara, tibbi beslenme tedavisi uygulanarak, optimal
metabolik sonuglara ulasmak, diyabetin kronik komplikasyonlarini onlemek, bireye
Ozgii saglikli beslenme ve fiziksel aktivite ile saghigm iyilestirilmesi, kisisel beslenme
gereksinimlerini belirlemeye ¢alisilmaktadir (Balct 2019). Beslenme planlamasi
yapilirken diistik glisemik indeksli karbonhidratlarin ve posali besinler tercih edilmesi,
insiilin ve kan glukozu iizerine olumlu etki gostermektedir (Slavin ve Green 2007).
Diyabetli bireyler giinlik alinan enerjinin %15-20" sini proteinlerin karsilamasi
gerekmektedir. Yag aliminin toplam enerjinin %30°unu ge¢memesi Onerilmektedir
(Schwab vd. 2014). Diyabetli bireylerde tibbi beslenme tedavisi ve egzersize ragmen
kontrol altina alinamayan plazma glukoz diizeyleri gdzlemlendiginde, hastalara oral
ajan tedavisi baslanir. Tip 2 DM de, hiperglisemi ve HbAL1C yi kontrol altina almak i¢in
cok sayida antidiyabetik ajan gelistirilmistir (Mann vd. 2014).
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Tokluk kan sekerinin diisliriilmesi i¢in terapatik yaklasimlardan birisi, sindirim
organlarindaki o-amilaz ve o-glukozidaz gibi karbohidrat hidroliz enzimlerinin
inhibisyonuyla glukoz emilimini geciktirmektir. Bu nedenle, yeni farmokolojik ajanlar
gelistirmek i¢in yapilan ¢aligmalar, a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonu {izerinedir

(Johnston vd. 2002).

2.8.2 u-Glukozidaz inbisyonu

a-glukozidaz (E.C 3.2.1.20), karbonhidrat sindiriminde gorev alan diger bir hidrolazdir.
Glukozidazlar karbonhidratlarin glukozidik baglarin1 hidroliz etmektedirler. o-
glukozidazlar ~ (a-D-glukozit  glukohidrolaz,  ekzo-o-1,4-glukozidaz)  nisasta
parcalanmasinin  son asamasini  gerceklestirilmektedirler. Ayni zamanda o-
glukozidazlar, transglukozilasyon aktivitesine sahiptirler. a-glukozidazlar, a-amilazlarla
iliskili olarak c¢aligirlar. Besinlerle alinan kompleks karbonhidratlar; o-amilaz ve a-
glukozidaz enzimleri sayesinde glukoza kadar parcalanip, ince bagirsaktan emilerek
kana karigirlar. a-glukozidaz enzimleri ince bagirsagin firgamsi yiizeyinde bulunurlar.
Kompleks karbonhidratlarin par¢alanmasindan bu enzimler oligo ve disakkaridleri
monosakkaridlere yikarlar. Monosakkaridlerde bagirsak duvarindan kolayca emilip
kana gegerler. a-glukozidaz enzim inhibitorleri bu enzimleri yarismali olarak inhibe
ederler. Glukoamilaz, sukraz, maltaz, izomaltaz, laktaz bilinen 6nemli a-glukozidaz

enzimlerdir (Tatar 2007).

Diyabetin tipi ne olursa olsun tedavinin amaci; normal kisilerdeki glisemi diizeyine
yaklasmak, komplikasyonlarin 6niine gegmek veya bunlar1 geciktirmektir. Diyabette
kan glukoz seviyesinin kontrol altina alinabilmesi igin diyet, kan dolasimini
hizlandirarak insiilin emilimini arttirmas1 dolayisiyla egzersiz, insiilin ve oral
antidiyabetik ajanlar tavsiye edilmektedir. Tip 1 DM tedavisi hastaya insulin vermeye
dayanmaktadir. Tip 2 DM hiperglisemi ile karakterizedir ve bozulmus insiilin salinim1
ve insiilin direncine kars1 kullanilabilecek bir¢cok antidiyabetik ilag bulunmaktadir. Oral
antidiyabetik ilaglar (ODI) olarak, pankreasi: uyaran ve daha fazla insulin iiretimini ve
salimmii saglayan, hepatik glukoz firetimini azaltirak periferik glukoz kullanmini

arttiran stilfoniliireler, karacigerde depolanan glukozun salmimim ile amino asit ve
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yaglardan glukoz iiretimini azaltan ve glukozun viicutta kullanimini arttiran biguanidler,
ve ince barsaktaki a-glukozidaz enzimini tersinir olarak inhibe ederek, bagirsaklardan
nigasta ve sukroz sindirimini ve emilimini yavaslatarak kan sekerini diisiiren a-amilaz

ve a-glukozidaz inhibitorleri kullanilmaktadirlar (Memisogullar: 2005).

Bitkisel materyaller ve bunlardan elde edilen ilaglar da diyabet tedavisinde 6nemli bir
yer teskil eder. Bitkiler diyabete etki mekanizmalarma gore, hipoglisemik etkili,
insiiline hassasiyeti arttiranlar, karbonhidrat absorbsiyonunu engelleyenler/azaltanlar (a-
amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibitorleri) seklinde degerlendirilebilir (Giinéz vd.

1993, Mai vd. 2007).

Bitkilerdeki fenolik bilesikler, protein baglama yeteneklerinden dolayi, sindirim
enzimlerinin aktivitelerini inhibe etme 6zelligi gosterirler. Cesitli in vitro denemeler,
bir¢cok bitki polifenoliiniin karbonhidrat yikiminda goérev alan enzimleri inhibe etme
ozelligine sahip oldugunu gdstermistir. Yesil ¢cayda bulunan fenolikler, sukraz ve a-
glukozidaz enzimini inhibe ettigi ve dutta bulunan fenolik bilesiklerin ise a-glukozidazi
ve oa-amilazi inhibe ettigi gosterilmistir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler
karbonhidrati pargalayan enzimlere karsi gosterdikleri inhibisyon aktiviteleri ile diyabet
hastaliginda, tokluk kan sekerinin distiriilmesine katkida bulunmaktadirlar (Mai vd.
2007). a-glukozidaz enzim inhibitérlerinin enzimler tizerindeki etkileri farklidir. Enzim
inhibisyonunun sonuncunda karbonhidratlarin emilimindeki gecikme olusmaktadir ve
gecikme malabsorbsiyona neden olmamamaktadir. a-glukozidaz enzim inhibitorleri
karbonhidrat emilimini geciktirmeleri yaninda gastrointestinal hormonal yolaklarda
degisiklikler olusturabilirler. Giiniimiizde diyabet tedavisinde kullanilan akarboz,
miglitol ve vogliboz, a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibitérii grubunda yer alan
ilaglardir. Tiirkiye’de yalnizca akarboz bulunmaktadir. Bu ilaglarin gastrointestinal
sisteme {izerine yan etkileri vardir. Ince bagirsakta sindirilemeyen karbonhidratlar
kolonda bakteriler tarafindan metabolize edilirler ve sindirilmemis karbonhidratlarin
fermentasyonu sonucunda siskinlik, karin agrisi ve gaz olusumuna sebep olmaktadir
(Glin6z vd. 1993, Mai vd. 2007).
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2.8.3 Asetilkolin Esteraz Inbisyonu

Asetilkolin esteraz (EC 3.1.1.7.), asetilkolini hidrolizini katalize eden serin hidrolaz
smift kolinesterazdir. Kolinesterazlar enzim grubunda asetilkolin esteraz disinda
biitirilkolin esteraz (EC 3.1.1.8) da bulunur. Asetilkolin esteraz beyin, kas ve eritrosit
membranlarinda bulunmaktadir. Bu enzim bilinen en hizli enzimlerden biridir.
Biitirilkolin esteraz, beyin disinda karaciger, akciger, bobrek gibi dokularda bulunmasi
nedeniyle esterlesmis molekiillerin detoksifikasyonundan da gorev almaktadir
(Massoulie vd. 1993).

Asetilkolin, uyartilarin sinir uglarindan iletilmesini saglayan, kimyasal iletken bir
molekiildiir. Bu molekiil sinir sistemi bir etken tarafindan uyarilinca inaktif halden aktif
hale gegmekte ve dokular icerisinde yayilmaktadir. Boylece sinir hiicre ve tellerinde
uyarilar baslamaktadir. Uyarilar, beyin merkezinden perifere ve periferden beyin
merkezine dogru asetilkolin yardimu ile iletilmektedir. Asetilkolin ortamda bulundugu
siirece uyarilar devam etmektedir. Islevini yerine getiren asetilkolinin parg¢alanmasi
gerekmektedir. Kolinesterazlar, asetilkolinin asetik asit ve koline hidrolizini

gerceklestirmektedir (Legay 2000).

Demans, hatirlama, diisiinme ve akil yiiriitme becerisinde zamanla artan kayip olarak
ifade edilen noérodejeneratif hastalikdir. Demans zeka, 6grenme ve bellek, algi, dikkat,
yargilama problem ¢6zme, dil ve sosyal yetenekleri etkilenen bilissel islevler
etkilenmektedir. Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklar
onemli demans tipleridir. Norodejeneratif hastaliklarda beyinde Hirano, Lewy, Pick
cisimcikleri ve ndrofibriler yumaklar gibi bir dizi hiicre i¢i birikmekte ve beyinde bazi

yapisal degisikliklerin gergeklesmektedir (Baydemir 2012).

Alzheimer hastaliginda, senil plaklar, norofibriler yumaklar, distrofik noritler, ve
serebral Kkortekste belirgin yaygm atrofi ve hiicre kaybi gozlenmektedir. Beyinde
goriilen yapisal degisiklikler geri doniisiimsiiz olarak meydana gelen noron ve sinaps
kayiplaridir. Bu kayiplar, limbik sistemde yer alan ve hafiza ile iligkili yapilardan olan

hipokampus ve amigdalada ve beynin serebrum kismini orten, diisiinme, algi ve dil
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islevlerinden sorumlu serebral kortekste de néron kayiplart mevcuttur (Mu vd. 1999).
Glinlimiizde yapilan ¢aligmalarla, ortalama yasam siiresi artmakta ve dolayisiyla yaslt
popiilasyonun giderek artmasi Alzheimer hastaligmin goriilme siklig1r da artmaktadir.
Parkinson hastaliginda dopamin iireten néronlarin kayb1 gerceklesmektedir. Bu néronlar
ozellikle beyin sapinda yer alan substantia nigra bolgesinde bulunmaktadir. Bu bolge
motor hareketlerin olusmasimi gergeklestiren bolmedir. Substantia nigradaki hiicrelerin
zamanindan oOnce Olmektedir. Bazal gangliyaya yeterli dopaminerjik sinyal
gitmediginden bazal gangliyanin beyin korteksindeki uyarici etkisi azalmaktadir. Bunun
sonucunda da hareketlerin yavaslamasi, titreme ve denge kayiplart meydana
gelmektedir (Sugimoto vd. 2002, Tekin 2007). Alzheimer hastaligindaki temel sorun
kolinerjik sistem bozuklugu ve glutamat toksisite artis1 sonucunda olusan ndron
kaybidir. Kolinesteraz inhibitorleri ile kolinerjik etkinligin arttirilmasi ve glutamat
toksisitesinin azaltilmasi ile hastaligin ilerlemesinde yavaslama saglamakta ancak néron
kaybin1 geri getirmemektedir. Alzheimer hastaligmmin tedavisinde, kolinesteraz
inhibitorlerinin ~ kullanimi, noéroprotektif yontemler, nonfarmakolojik tedaviler,
psikofarmakolojik ajanlarm kullanilmaktadir. Dolayisiyla bu durum arastirmacilari
Alzheimer hastaligindaki tedavi arayislarinin yonlendirmektedir (Wood ve Cummings
2004). Son yillarda Alzheimer hastalig1 tedavisinde yeni gelismeler bildirilmistir.
Hastalik patolojisinin olugmasimi 6nlemeye yonelik o, B, y sekretaz inhibitorleri,
amiloid plak ile fibril olusumunun 6nlenmesi, amiloid agresyon inhibitorleri, anti Tau

protein ve apoptozisi 6nlemeye yonelik ilaglar tizerine ¢alismalar devam etmektedir

(Tellioglu 2011).

Parkinson hastaliginda uygulanan tedavilerle hastanin hayat kalitesini ve hastalarin
fonksiyonelligini arttrmaya caligilmaktadir. Semptomlar: azaltict sekilde etki gdsteren
pek c¢ok ilag ve cerrahi miidahale yillardir Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir (Yalgin 2013). Cerrahi komplikasyonlardan dolay1 tedavide etkin
ilaglar kullanimma yonelinmistir. Levodopa, Parkinson hastaliginda kullanilmaktadir.
Oral olarak alinan ilag diger organlarda metabolize oldugundan ¢ok az miktar1 kan-
beyin bariyerini gegebilmektedir. Levodopa, semptomatik etkisi en giiglii ilagtir ancak
ozellikle geng hastalarda motor komplikasyonlar ve istenmeyen etkiler gelistirme riski

yliksektir. Bunun haricinde antikolinerjik ilaglar, amantadin, katekol-O-metiltransferaz

22



enzimi inhibitorleri ve monoamino-oksidaz-B enzimi inhibitorleri de kullanilmaktadir
(Fahn ve Jankovic 2007).

Alzheimer ve Parkinson hastaliginda tedavisinde kolinesteraz inhibitdriileri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlarda biri olan galantamin, kardelenden (Galanthus spp.)
izole edilmistir. Secici, kompetitif ve geri doniisiimlii bir AChE inhibitoriidiir. Bunun
yani1 sira nikotinik reseptorlere allosterik olarak baglanarak, asetilkolin salinimini
artirmak {izere nikotinik reseptdrleri modiile etmektedir. Fizostigmin, bir c¢esit
fasulyeden (Physostigma venenosum) izole edilmistir (Zhou vd. 2008). Alzheimer
hastaliginin tedavisinde fizostigmin karbamat analogu olan rivastigmin kullanilir.
Rivastigmin, hem asetilkolinesteraz1 hem de biitirilkolinesterazi inhibe eder. Hafif ve
orta derece Alzheimer hastaligi semptomlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Enzime
esteratik bolgesinden baglanir ve buradan da ¢ok yavas ayrilir. Rivastigmin, korteks ve
hipokampustaki kolinesterazi, beynin diger bolgelerine gore daha fazla inhibe
etmektedir. Donepezil hidrokloriir, piperidin tiirii yarismasiz bir asetilkolinesteraz
inhibitoriidiir. Asetilkolinesterazi secici ve geri doniisiimlii olarak inhibe etmektedir.
Huperzin A, Huperzia serrata’dan (Thumb.) izole edilen dogal bir bilesiktir, AChE'nin
giiclii, geri doniistimlii ve segici bir inhibitoriidiir. Dogal kumarinlerin ve sentezlenmis
kumarin analoglar1 da giigliit AChE inhibitor aktivite géstermektedir. Kumarin tiirevleri
ayrica noronlarin, oksidatif strese ve serbest radikallere karst korunmasini da

saglamaktadir (Anand vd. 2012).

2.8.4 Tirozinaz Inbisyonu

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, katekolaz ve fenolaz
olarak  da  bilinen  oksidorediikktaz  bir  enzimdir. Enzimin  tirozin
(monohidroksifenilalanin) ve dihidroksifenilalanine karsi spesifikliginden dolay1 bu
sekilde adlandirilmistir. Tirozin; dopamin, norepinefrin, epinefrin, melanin ve tiroksinin
on maddesi olup fenilalaninden sentezlenir. Proteinlerle viicuda alinir. Tirozinaz dogada
¢ok yaygindir. Daha yaygin olarak bitkilerde bulunmasina kargm, mikroorganizmalarda
ve diger organizmalarda da bulunur. Tirozinaz bitkisel dokularda Oncelikle inaktif

formlar halinde sentezlenmekte ve zamanla farkli etmenlerle, proteazlar veya solunum
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metabolitlerince aktif hale getirilmektedirler. Iste bu nedenlerle bitkisel dokularda ¢ogu
zaman bu enzimin bir kismu inaktif formda, bir kismi ise aktif formda bulunmaktadir
(Parvez vd. 2007). Tirozinaz, fenolik bilegenlerin kinon tiirevlerine oksidasyonunu
katalizler. Monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu ve o-difenollerin o-kinona
oksidasyonu seklinde reaksiyonlarini katalizlemektedir. Tirozinaz, melanin olusumunda
gorevli enzimdir (Ortonne ve Ballott1 2000, Maeda ve Fukuda 1991). Tirozinaz,
melanositlerde melaninin biyosentezinin ilk reaksiyonunda tirozinin L-DOPA’ya
hidroksilasyonu gerceklesir. Olusan L-DOPA daha sonra dopakinon’a okside
olmaktadir. Dopakinonun, siklizasyon ve oksidatif polimerizasyon reaksiyonlarini
iceren bir seri kompleks reaksiyonla melanin olugmaktadir. Anormal melanin pigmenti
uretimi genellikle orta ve ileri yaslarda sik¢a insanlarda ciddi bir estetik problemi
yaratmaktadir. Eksojen sebepler ultraviyole isiga bazi ilaglara ve kimyasallara maruz
kalmanin yani swra belirli hastaliklarin varligi da hiperpigmentasyonla sonug¢lanabilir

(Sugumaran 1991, Kalka vd. 2000).

Melanin biyosentezi, UV ye maruz kalmanin Onlenmesiyle, tirozinazin inhibe
edilmesiyle, melanosit metabolizmasmin inhibisyonu ve proliferasyonuyla ile inhibe
edilebilir. Cilt rengini acan preparatlarm etkisi, melanin olusan hiicrelerin
(melanositlerin) tahrip olmasi, melanin biyosentezinin engellenmesi, tirozinaz
enziminin inaktive edilmesi, melanin graniillerinin stratum germinativum ve stratum
spinosum hiicrelerine gegisinin énlenmesi, melanin pigmentinin okside edilerek rengin
acillmasi veya giderilmesi seklinde olmaktadir. Tirozinaz inhibitérleri hem melanin
pigmentasyonuyla ilgili cilt problemlerini tedavi etmek hem de cilt beyazlatma islemleri
icin kullanilmaktadir (Maeda ve Fukuda 1991, Seiberg 2000).

Tirozinaz gida endiistrisinde de 6nemli bir enzimdir. Tirozina sebze ve meyvelerdeki
enzimatik kararmadan sorumludur. Kinon bilesenlerinin proteinlerin amino ve siilfidril
gruplariyla arasindaki geri doniistimsiiz olarak olusan kahverengilesme reaksiyonlari
sonucu istenmeyen renk ve lezzetler olusur. Kinon-protein yapilarinin olusmasi
sindirimini zorlastiran lizin ve sisteinin de iginde bulundugu esansiyel amino asidlerin
biyoyararlanimini diisiirmektedir. Bu baglamda, kuvvetli tirozinaz inhibitorlerine tarim

ve beslenme alaninda ¢ok ihtiya¢ bulunmaktadir. Tirozinazin inhibisyonu ile enzimatik
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kararmanin da Oniine gecilmeye c¢alisilmaktadir. Kararma hem enzimin inaktif
olmasiyla hem de reaksiyon igin gerekli O, veya fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasiyla
da Onlenebilir. Bu amagla gida endiistrisinde, karbon monoksit, sodyum dietil-
ditiyokarbamat, askorbik asit, azit ve potasyum metil ksantat gibi metallerle kompleks
olusturan ligandlar kullanilarak tirozinazin prostetik grubunda bulunan bakirm selat
olusturmasi sonucu tirozinaz inhibisyona gergeklestirlmektedir (Mayer 1987, Whittaker
1995, Friedman 1996).

Kozmetik, medikal ve gida endiistrilerinde tirozinaz inhibitorleri giderek 6nem
kazanmaktadir. Bunun yaninda multifonksiyonel bir enzim olan tirozinaz, Parkinson
hastaliginda tirozin-tirozinaz enzimatik yolagi araciligiyla beynin dopamince zengin
olan substantia nigra bolgesinde bulunan néronlarin pigmentasyonundan da sorunludur.
Bu yolakta, 5-S-sisteinil-dopamin gibi katalizledigi oksidasyon reaksiyonu sonucu bazi
ndrotoksik metabolitlerin olugmasini sagladigi i¢in, Parkinson hastalarinda dopamin
toksisitesine yol agabilmektedir. Bu nedenle, yeni bir tedavi yaklasimi olarak, Parkinson
hastalarinda da tirozinaz inhibitorlerinin kullanilmas: da giindeme gelmistir (Mendes
vd. 2014, Selinheimo vd. 2008).

Tirozinaz inhibitorleri monofenolaz, difenolaz ya da her ikisini de inhibe eden ederek
etki gostermektedir. Dogal kaynakli baglica tirozinaz inhibitorleri arbutin, aloesin,
anakardik asit, anisik asit, agaritin, anisaldehit, kumik asit, kuminaldehit, p-kumarik
asit, 3,4-dihidroksinnamik asit, oksiresveratrol, kaempferol, trans-sinnamaldehit, 4-
hidroksi-3-metoksinnamik  asit, 9-hidroksi-4-metoksipisoralin,  5-hidroksimetil-2-
furfuraldir (Yang vd. 2019).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Arastirma i¢in gerekli materyaller tez calismasi amact ile 2019 yili, Mayis-Agustos
aylarinda Afyon ili Eber Goli'niin giineyinden (31° 14' Dogu ve 38° 36' Kuzey)
toplanmistir. Bitkinin teshisi i¢in ¢igekli ve meyveli donemlerinde toplanmasma dikkat
edilmistir. Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan teshis edilmistir. Yoresel olarak Eber saris1
ismiyle bilinen bitki 6rnegi Afyon Kocatepe Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

3.1.2 Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Thermopsis turcica (Eber saris1) bitkisinin ¢igek, yaprak, dal ve govde gibi
kisimlarindan olusan karigimlar kullanilmistir. Bitkinin bu kisimlarin1 kurutmak igin,
kii¢iik parcalara ayrilarak oda sicakliginda golgede kurutulmustur. Ekstreleri hazirlamak
icin, toz haline getirilmis Termopsis turcica’dan 20 g alinarak iierine 400 mL ¢oziicii
eklenmistir. Ekstreleri hazirlamak amaciyla ¢6ziicii olarak etil asetat, su, metanol, dietil
eter, hekzan ve aseton segilmistir. Soxhelet cihaziyla elde edilecek ekstreler siizgeg
kagidindan siiziilerek ¢oziiciileri rotary evaporator ile uzaklastirma islemleri yapilmastir.
Hazirlanan ekstreler kapakli, koyu renkli cam siselerde +4 ‘C de saklanmig ve enzim

inhibisyonlarinin aktiviteleri belirlenmistir.
Elde edilen ekstreleri enzim inhibisyon analizleri i¢in etanol igerisinde c¢oziilerek

hazirlanmistir. 10 mg (0,01 g) ekstre 6ncelikle 1 mL etanolda ¢oziilerek 10 mg/mL stok

hazirlanmustir.
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3.1.3 Kullamilan Kimyasal Maddeler

e Acetylthiocholine iodide > 99.0%, Sigma

e Galanthamine, Sigma

e Acetylthiocholinesterase from Electrophorus electricus (electriceel) Type VI-S,
Iyophilized powder, 200-1,000 units/mg protein, Sigma

e 5,5’-Ditiobis (2-nitrobenzoik asit) >98%, Sigma

e Starch, Soluble Extra Pure, Isolab

e Hydrochloric asid 37% ,VWR

e lodine, VWR

e Potassium lodide, VWR

e oa-Amylase from porcine pancreas DFP Treated, Type I-A, saline suspension,
>1000 units/mg protein (E1%/280), Sigma

e 0o-Glucosidase from Saccharomyces cerevisiae Type 1, lyophilized powder,
>10units/mg protein (using p-nitrophenyl a-D-glucoside as substrate), Sigma

e 4-Nitrophenyl a-D-glucopyranoside, Sigma

e Sodium carbonate anhydrous Ph, Eur, VWR

e Glutatyon, Sigma

e Kaojik acid, Sigma:K3125-5G,

e Tyrosinase from mushroom lyophilized powder, >1000 units/mg solid, Sigma

e Levodopa (L-DOPA) (3,4-dihidroksi-L fenilalanine), Sigma

e Phosphate buffered saline tablet, Sigma:

e Tris(hydroxymetyl)aminomethane hydrochloride, 1M stock soln, pH 8.0, Alfa
Aesar

e Acarbose, Sigma

e DMSO (Dimetilsulfooksit), Sigma

3.1.4 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Thermopsis turcica (Eber sarisi) bitkisinin kiigiikk pargalara ayrilmasi, ekstraksiyon

isleminin yapilmasi, ekstraksiyon sonucu ¢oziiciilerin ugurulmasi, enzim inhibisyon
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analizleri ve ucucu yaginin ¢ikarilmas: ve analiz edilmesi basamaklarinda kullanilan

temel alet ve cihazlar Cizelge 3.1 de belirtilmistir.

Cizelge 3.1 Deneysel asamada kullanilan alet ve cihazlar ile markalari.

Kullanilan alet ve cihazlar Marka

ELiSA reader Epson LX 30-11

Evaporator Heidolph Gl

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu UV-1700 Pharmaspec
Otomatik Pipetler VWR, Ependorf

Saf Su Cihazi TKA Pacific

Vorteks MIGVortex Mixer Elektro Mag
Hassas Terazi RADWAG- AS220/C/2
Magnetik Karistirict IKA RH Basic 2

Sonikator VWR VDI 12

GC-MS Agilent

3.2 Metot

3.2.1 a-Amilaz Inhibisyonunun Belirlenmesi

a-amilaz inhibitor aktivitesi Caraway-Somogyi iyodiir/potasyum iyodir (IKI) yontemi
ile degerlendirilmistir (Yang vd. 2012). 1 mg/mL stok ekstrakt ¢ozeltisinden mikroplayt
icerisine 25 uL eklenmis, tizerine pH: 6.9, 20 mM fosfat tamponunda (6 mM sodyum
kloriir iceren) hazirlanan 0,5 U/mL’lik a-amilaz ¢dzeltisinden 50 pL eklenmistir. On
inkiibasyonda 10 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonra reaksiyon % 0,05 nisasta
cozeltisinden eklenerek baslatilmistir. Reaksiyon karigimi 1 M HCI’den 25 pL
eklenerek ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek reaksiyon durdurulmustur. Potastum
iyodiir ve iyot kristallerinden hazirlanan renk ayracindan 100 pL eklenmis ve
absorbanslar 630 nm’de okunmustur. o-amilaz enzimi, Susbstrati olan nisastanin
molekiili’niin a-(1—4) baglarim1 hidrolizleyerek aktivitesini gergeklestirir. Etki

gosterdigi baglar Sekil 3.1 de gosterilmistir.
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Sekil 3.1 a-Amilaz enzimlerinin substrati nigasta ile etkilesimi.

Standart madde olarak akarboz kullanildi. Akarbozun farkli konsantrasyondaki (50
pmol/mL, 100 pmol/mL, 250 umol/mL, 500 pmol/mL ve 1000 pmol/mL) ¢ozeltilerine
ayni islemler uygulanarak standart egri c¢izilmistir. o-amilaz inhibitor aktiviteleri
akarboza esdeger (mmol AKAE/ g ekstre) olarak hesaplanmistir. Tiim 6rnekler i¢in
okunan absorbans degerleri kullanmilarak asagidaki formiil yardimiyla % amilaz

inhibisyonlar1 hesaplandi.

(Abskontrol—-Absekstre)
Abskontrol

% inhibisyon = [ ] x 100 (3.1)
Absekstre: Inhibitdér koyulmus ekstrelerin ve standart madde iceren ¢ozeltilerinin 630

nm’de dl¢iilen absorbansi.

Abskontrol: Inhibitor ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontroliin 630 nm’deki

absorbansi.
3.2.2 a-Glukozidaz Inhibisyonunun Belirlenmesi

Palanisamy vd. (Palanisamy vd. 2011) nin yontemine gore a-glukozidaz inhibitor
aktivitesi belirlenmistir. Hazirlanan 1 mg/mL ekstre ¢ozeltisinden mikroplayt i¢erisine
50 pL, hemde sirasiyla 0,1 M (pH:6,8) potasyum tamponunda hazirlanan 2 U/mL, a-
glukozidaz ¢ozeltisinden 50 pL, 2 mg/mL glutatyon ¢ozeltisinden 50 uL. ve 10 mM p-
NPG (4-Nitrofenil B-D-glukuronid) ¢ozeltisinden eklenerek 96’li mikroplayt i¢inde
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karistirilmistir. Sonra 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu analizde meydana gelen
reaksiyon asagidaki gibidir:

a-glukozidaz

p-nitro-a-D-glukozit » P-nitrofenol + a-D-glukozit

p-nitrofenil renkli bir bilesik olup 400 nm’de absorbans vermektedir. Ayni sekilde
enzim icermeyen kor ve numune yerine ¢oziicii igeren kontrol drnekler hazirlanmastir.
0,2 M sodyum karbonattan (Na;COs) 50 uL ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur.
Absorbanslar 400 nm’de okundu (Cakmak ve ark.,2017).

a-glukozidaz enzimi enzimatik aktivitesi sirasinda substrat molekiiliiniin ucundaki bir
glukoz molekiiliiniin a-(1—4) bagmi hidroliz ederek serbest kalmasmi saglar, a-

glukozidaz enziminin etki ettigi bag yapist Sekil 3.2°de verildigi gibidir.

OH

= 1 n

Sekil 3.2 a- Glukozidaz enzimlerinin substrati nisasta ile etkilesimi.

Standart madde olarak akarboz kullanildi. Akarbozun farkli konsantrasyondaki (50
pmol/mL, 100 pmol/mL, 250 pmol/mL, 500 pmol/mL ve 1000 pmol/mL) ¢ozeltilerine
ayni islemler uygulanarak standart egri ¢izilmistir. o- glukozidaz inhibitor aktiviteleri
akarboza esdeger (mmol AKAE/ g ekstre) olarak hesaplanmistir. Tiim Ornekler icin
okunan absorbans degerleri kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla % glukozidaz

inhibisyonlar1 hesaplandi.

(Abskontrol—Absekstre)
Abskontrol

% inhibisyon = | | % 100 (3.2)
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Absekstre: Inhibitor koyulmus ekstrelerin ve standart madde iceren ¢dzeltilerinin 400
nm’de Ol¢iilen absorbanst.
Abskontrol: Inhibitér ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontroliin 400 nm’deki

absorbansi.

3.2.3 Asetilkolin Esteraz inhibisyonun Belirlenmesi

Asetilkolin esteraz (AChE) inhibitér aktivitesi Ellman yontemi kullanilarak
Olglilmiistiir. Yontemin prensibi asetilkolin  esterazin asetiltiyokolini  hidrolize
etmesinden ¢ikan tiyokolin, DTNB (5,5-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit) yani Ellman
reaktifi ile reaksiyonundan sari renkli kromofor TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit)
olusmasma dayanir. Olusan TNB 405 nm’de AChE aktivitesi ile dogru orantilidir.
Ekstraktlar 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok ¢dzeltisinden 50 pL alinmistir.
125 pL, 0,3 mM DTNB (5,5-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit) reaktifi ile 20 mM pH:8
Tris HCI tamponundan hazirlanan 0,026 U/mL antikolin esteraz enzim ¢ozeltisinden 25
puL, mikroplayt icinde karistirilmistir. 25 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.1,5 mM 25
puL asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) substratinin eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir.
Absorbanslar 405 nm’de 25 °C’de 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
okunmustur (Ellman vd. 1961).

Standart madde olarak galantamin kullanildi. Galataminin farkli konsantrasyondaki
¢ozeltilerine ayni islemler uygulanarak standart egri ¢izilmistir. Asetilkolin esteraz
inhibitor aktivitesi galantamin esdeger (mg GALAE/g ekstre) olarak hesaplanmustir.
Tim 6rnekler i¢in okunan absorbans degerleri kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla

% asetilkolin esteraz inhibisyonlar1 hesaplandi.

(Abskontrol—Absekstre)
Abskontrol

% inhibisyon = [ ] %X 100 (3.3)
Absekstre: Inhibitdr koyulmus ekstrelerin ve standart madde iceren ¢dzeltilerinin 405
nm’de Ol¢iilen absorbansi.

Abskontrol: Inhibitér ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontroliin 405 nm’deki

absorbansi.
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3.2.4 Tirozinaz Inhibisyonunun Belirlenmesi

Tirozinaz inhibitor aktivitesinde substrat olarak L-DOPA kullanilarak dopachrome
yontemine gore gergeklestirilmistir. Ekstrelerin 1 mg/mL stok ¢6zeltisi konsantrasyonda
%50’lik DMSO igerisinde hazirlanmistir. Ornek ¢ozeltisinden 40 uL, fosfat
tamponundan (20 mM pH:6,8 fosfat tamponu) 120 puL ve 480 U/mL’lik tirozinaz enzim
cozeltisinden 20 pL alinarak mikropleyt icerisinde karistirilmistir. Sonra 15 dakika 25
°C’de inkiibe edilmis ve 2,5 mM L-DOPA’dan 20 pL eklenmesi ile reaksiyon
baslatilmistir. Absorbanslar 25 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 492 nm’de
okunmustur (Orhan vd. 2012, Cakmak vd. 2017).

Standart madde olarak kojik asit kullanildi. Kojik asitin farkli konsantrasyondaki
¢ozeltilerine ayni islemler uygulanarak standart egri ¢izilmistir. Tirozinaz inhibitor
aktivitesi kojik aside esdeger (mg KAE/g ekstre) olarak hesaplanmistir. Tiim 6rnekler
icin okunan absorbans degerleri kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla % tirozinaz

inhibisyonlar1 hesaplandi.

(Abskontrol—-Absekstre)
Abskontrol

| x 100 (3.4)

% inhibisyon = [

Absekstre: Inhibitdér koyulmus ekstrelerin ve standart madde iceren ¢ozeltilerinin 492
nm’de dl¢iilen absorbansi.
Abskontrol: Inhibitor ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontroliin 492 nm’deki

absorbansi.
3.2.5 Esansiyel Yag Asidi Miktar ve Bilesenlerinin Belirlenmesi

Bu caligmada ugucu yaglarin miktar ve bilesenlerini belirlemek i¢cin Clevenger cihazi
kullanimi ile hidrodestilasyon islemi uygulandi. Bitki cam balon icerisine alinmis ve saf
su ile geri sogutucu altinda ugucu yaglarmn elde edilmesi edildi. Sonrasinda basingl azot
gaz1 kullanimi ile ugucu yag miktarlar1 belirlenerek kiitle/kiitle olarak yilizde verimleri

hesaplandi. Daha sonra elde edilen ekstraktlar uygun coziiciiler ile GC-MS’de analiz
edildi.
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GC-MS analizleri, Agilent marka, Agilent hp innowax kolonlu (0,25mm x 60m,
0,25um film tabakasikalinligi) cihaz icerisinde gergeklestirildi. Analizde tasiyicit gaz
olarak helyum (Akis hizi: 0.7 mL) kullanildi. Kolon sicakligi 4 °C/dakika artigla 60
°C’den 220 °C ye ¢ikacak ve 10 dakika aymi sicaklikta bekletildi, sonra tekrar 4
°C/dakika artarak 240 °C’ye ¢ikacak sekilde programlandi. Enjeksion hacmi 1 pL, 6rnek
hacmi 2 mL ve iyonlagsma voltaji 70 eV olarak kullanildi. Kantitatif tayinler i¢in pik
alanlar1 hesaplanarak ayrilmis bilesenler Wiley 9-nist 11 mass spectral database verileri

ile kiyaslama metodu ile tanimlandi.

3.3. istatistiksel Analiz

Thermopsis turcica nin antidiyabetik, antitirozinaz ve antiasetilkolin esteraz ozelligi
belirlemek i¢in ekstrelerden alinan ornekler ti¢ tekrarli olarak analiz yapildi ve
kaydedildi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel hesaplamalar1 SPSS 18 programi
kullanilarak gergeklestirildi. Verilerin analizleri “ortalama =+standart sapma’’ olarak
ifade edilmistir. Enzim inhibisyonu sonuglar1 arasindaki istatiksel farkliliklar1
belirlemek {izere spektroskopide Olgiilen absorbans degerlerine one-way variance
analyses (ANOVA) uygulandi. Absorbans verileri arasindaki farkhiliklar LSD ve
DUNCAN testleri kullanilarak belirlendi ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak farkli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan bu ¢alismada Thermopsis turcica (Eber saris1) endemik tiiriiniin etil asetat, su,
metanol, dietil eter, hekzan ve aseton ekstrelerinin a-amilaz, a-glikozidaz, asetilkolin
esteraz ve tirozinaz enzimlerini inhibe edici 6zellikleri ile ugucu yag asidi igerigine ait

veriler asagida verilmistir.

4.1. Eber Sanisimin Farkh Coziiciilerle Hazirlanan Ekstrelerinin a-Amilaz

Enzimini inhibe Edici Ozellikleri

Eber saris1 endemik tiirtiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde akarbozun farkli konsantrasyonlarmin (50 pmol/mL, 100
pumol/mL, 250 pmol/mL, 500 pmol/mL ve 1000 pmol/mL) konsantrasyonlarinda a-
amilaz inhibisyon aktivitelerini belirlemek tizere, Bolim 3.2.1°de agiklandigi gibi
Caraway-Somogyi iyodiir/potasyum iyodiir (IKI) yontemi uygulandi. Akarbozun farkl
konsantrasyondaki ¢6zeltilerinin absorbans degerlerinde standart egri ¢izilmistir. Bu
grafikten a-amilaz inhibisyon aktiviteleri akarboza esdeger (mmol AKAE/g ekstre)
olarak hesaplanmistir. ESEA (0,57+0,015 mmol AKAE/g ekstre); ESS(0,59+0,021
mmol AKAE/g ekstre); ESM (0,600,006 mmol AKAE/g ekstre); ESDE (0,80+0,021
mmol AKAE/g ekstre); ESH (0,58+0,021 mmol AKAE/g ekstre); ESA (0,74+0,015
mmol AKAE/g ekstre) olarak bulunmustur. Tiriin dietil eter ve aseton ekstrelerinin
diger ekstrelere gore a-amilaz inhibisyonunun daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Eber
saris1 endemik tiirtintin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton ekstrelerinin

a-amilaz inhibisyon aktiviteleri akarboz esdegeri olarak Sekil 4.1 de verilmistir.
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Sekil 4.1 Eber sarisinin farkli ekstrelerinin a-amilaz inhibisyon aktiviteleri.

Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde akarbozun absorbanslar1 ve Denklem 3.1 de verilen formiil
kullanilarak % a-amilaz inhibisyon aktiviteleri hesaplandi. ESEA (% 53,09+0,781);
ESS (% 69,10+1,689); ESM (% 70,63+1,736); ESDE (% 89,87+1,125); ESH (%
61,12+1,953); ESA (% 85,18+1,636) ve Akarboz (% 91,75+1,259) bulundu. Tiiriin
dietil eter ve aseton ekstrelerinin diger ekstrelere gére % a-amilaz inhibisyonunun daha
yiiksek oldugu ve ozellikle dietil eter ekstresinin standart madde akarbozun %
inhibisyonundan istatistiksel olarak farkli olmadigi da (p>0,05) goriildii. Ekstrelerin ve

akarbozun a-amilaz inhibe edici etkisi % inhibisyon olarak Sekil 4.2 de verilmistir.
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Sekil 4.2 Eber sarisimin farkli ekstrelerinin % a-amilaz inhibisyon aktiviteleri.
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4.2 Eber Sarisimin Farkh Coziiciilerle Hazirlanan Ekstrelerinin a-Glukozidaz

Enzimini inhibe Edici Ozellikleri

Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde akarbozun farkli konsantrasyonlarmin (50 pmol/mL, 100
pmol/mL, 250 pmol/mL, 500 umol/mL ve 1000 umol/mL) konsantrasyonlarinda o-
glukozidaz inhibisyon aktivitelerini belirlemek tizere, Bolim 3.2.2°de agiklanan
islemler uygulandi. Akarbozun farkli konsantrasyondaki c¢ozeltilerinin absorbans
degerlerinde standart egri ¢izilmistir. Bu grafikten a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri
akarboza esdeger (mmol AKAE/g ekstre) olarak hesaplandi. ESEA (1,07+0,030 mmol
AKAE/g ekstre); ESS (0,60+0,027 mmol AKAE/g ekstre); ESM (1,63+0,040 mmol
AKAE/g ekstre); ESDE (0,87+0,020 mmol AKAE/g ekstre); ESH (0,61+0,025 mmol
AKAE/g ekstre); ESA (1,51+0,030 mmol AKAE/g ekstre) olarak bulunmustur. Su ve
hekzan ekstrelerinin a-glukozidaz inhibisyonu diger tiim ekstrelere gore istatistiksel
anlamlilikta (p<0,05) diisiik goriilmektedir. Diger tiim ekstrelerin a-glukozidaz
inhibisyon aktiviteleri birbirinden istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) farklidir. Eber saris1
endemik tiirlinliin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton ekstrelerinin o-

glukozidaz inhibe edici etkisi akarboz esdegeri olarak Sekil 4.3 de verilmistir.
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Sekil 4.3 Eber sarisinin farkli ekstrelerinin a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri.
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Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde akarbozun absorbanslar1 ve denklem 3.2 de verilen formiil
kullanilarak % o-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri hesaplandi. ESEA (% 68,25+1,22);
ESS (% 51,76£1,47); ESM (% 78,36+1,24); ESDE (% 58,91+1,28); ESH (%
52,624+0,59); ESA (% 75,04+1,13) ve Akarboz (% 87,91+1,34) bulundu. Su ve hekzan
ekstrelerinin % a-glukozidaz inhibisyonlarinin da diger tiim ekstrelere gore istatistiksel
anlamlilikta (p<0,05) diisiik goriilmektedir. Akarboza en yakin % a-glukozidaz
inhibisyonu metanol ekstresine aittir. Eber sarisi endemik tiiriiniin etil asetat, su,
metanol, dietil eter, hekzan ve aseton ekstrelerinin a-glukozidaz inhibe edici etkisi %

inhibisyon olarak Sekil 4.4 de verilmistir.
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Sekil 4.4 Eber sarisimin farkli ekstrelerinin % a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri.

4.3 Eber Sarisimin Farkh Coziiciilerle Hazirlanan Ekstrelerinin Asetilkolin Esteraz

Enzimini inhibe Edici Ozellikleri

Eber Saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde akarbozun farkli konsantrasyonlarinda asetilkolin esteraz
inhibisyon aktivitelerini belirlemek iizere, Boliim 3.2.3’de aciklanan islemler uyguland.
Galantaminin farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin absorbans degerlerinde standart

egri ¢izilmistir. Bu grafikten asetilkolin esteraz inhibisyon aktiviteleri galantamine

37



esdeger (Mg GALAE/g ekstre) olarak hesaplandi. ESEA (1,47+0,036 mg GALAE/g
ekstre); ESS (1,61+0,025 mg GALAE/g ekstre); ESM (3,97+0,050 mg GALAE/g
ekstre); ESDE (2,74+0,025 mg GALAE/g ekstre); ESH (2,69+0,020 mg GALAE/g
ekstre); ESA (1,39+0,015 mg GALAE/g ekstre) olarak bulunmustur. Su ve etil asetat ve
aseton ekstrelerinin asetilkolin esteraz inhibisyonu diger tiim ekstrelere gore istatistiksel
anlamlilikta (p<0,05) disiik gorilmektedir. Metanol ekstresinin asetilkolin esteraz
inhibisyon aktivitesi diger ekstrelerden istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) yiiksektir.
Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstrelerinin asetilkolin esteraz inhibe edici etkisi galantamin esdegeri olarak Sekil 4.5

de verilmistir.

Asetilkolin esteraz (mg GALAE/g ekstre)
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Sekil 4.5 Eber sarisinin farkli ekstrelerinin AChE inhibisyon aktiviteleri.

Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde galantamin absorbanslar1 ve denklem 3.3 de verilen formiil
kullanilarak % asetilkolin esteraz inhibisyon aktiviteleri hesaplandi. ESEA
(%41,2042,24); ESS (%42,52+1,16); ESM (%61,76+0,86); ESDE (%50,26+1,91); ESH
(%49,33+1,87); ESA (%39,3040,36) ve galantamin (%85,86+1,43) bulundu. Su ve etil
asetat ve aseton ekstrelerinin % asetilkolin esteraz inhibisyonu diger tiim ekstrelere gore
istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) diisiik goriilmektedir. Metanol ekstresinin asetilkolin
esteraz inhibisyon aktivitesi diger ekstrelerden istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) fazla

oldugu ama galantamin istatistiksel anlamlilikta diisiik oldugu goriilmektedir. Eber

38



saris1 endemik tirinin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton ekstrelerinin

asetilkolin esteraz inhibe edici etkisi % inhibisyon olarak Sekil 4.6 de verilmistir.
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Sekil 4.6 Eber sarisinin farkli ekstrelerinin % AChE inhibisyon aktiviteleri.

4.4 Eber Sansmin Farkh Coziiciilerle Hazirlanan Ekstrelerinin Tirozinaz

Enzimini inhibe Edici Ozellikleri

Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde kojik asit farkli konsantrasyonlarinda tirozinaz inhibisyon
aktivitelerini belirlemek {izere, Bolim 3.2.4’de agiklanan islemler uygulandi. Kojik
asidin farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin absorbans degerlerinde standart egri
cizilmistir. Bu grafikten tirozinaz inhibisyon aktiviteleri kojik aside esdeger (mg
KAE/g ekstre) olarak hesaplandi. ESEA (92,03+1,03 mg KAE/g ekstre); ESS
(89,43+0,71 mg KAE/g ekstre); ESM (90,84+0,39 mg KAE/g ekstre); ESDE
(90,50+0,64 mg KAE/g ekstre); ESH (88,15£1,06 mg KAE/g ekstre); ESA
(101,28+0,95 mg KAE/g ekstre) olarak bulunmustur. Tiiriin aseton ekstresinin tirozinaz
inhibisyon aktivitesi diger ekstrelerden istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) yiiksek
bulunmustur. Su ve hekzan ekstrelerin tirozinaz inhibisyon aktivitesi diger ekstrelerden
istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) diistik oldugu belirlenmistir. Eber saris1 endemik
tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton ekstrelerinin tirozinaz

inhibe edici etkisi kojik asit esdegeri olarak Sekil 4.7 de verilmistir.
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Sekil 4.7 Eber sarisimin farkli ekstrelerinin tirozinaz inhibisyon aktiviteleri.

Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri ile standart madde kojik asit absorbanslar1 ve Denklem 3.4 de verilen formiil
kullanilarak % tirozinaz inhibisyon aktiviteleri hesaplandi. ESEA (% 65,13+0,79); ESS
(% 60,17+1,17); ESM (% 62,48+2,23); ESDE (% 65,91+1,75); ESH (% 60,14+1,63);
ESA (% 71,07+1,57) ve kojik asit (% 87,12+1,26) bulundu. Tiiriin aseton ekstresinin %
tirozinaz inhibisyon aktivitesi diger ekstrelerden istatistiksel anlamlilikta (p<0,05)
yiiksek bulunmustur. Kojik asite en yakin % tirozinaz inhibisyonu aseton ekstresine
aittir. Ancak aseton ekstesinin de % tirozinaz inhibisyon aktivitesi kojik asitten
istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) farklidir. Eber saris1 endemik tiiriiniin etil asetat, su,
metanol, dietil eter, hekzan ve aseton ekstrelerinin tirozinaz inhibe edici etkisi %

inhibisyon olarak Sekil 4.8 de verilmistir.
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Sekil 4.8 Eber sarisimin farkli ekstrelerinin % tirozinaz inhibisyon aktiviteleri.

Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 de farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin a-amilaz, o-
glukozidaz, asetilkolin esteraz, tirozinaz enzimleri {izerine inhibe edici 6zellikleri ile %

enzim inhibisyon aktivite degerleri birlikte verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkl ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin a-amilaz, a-glukozidaz, asetilkolin esteraz,
tirozinaz enzimleri iizerine inhibe edici 6zellikleri.

a-Amilaz a-Glukozidaz Asetilkolin esteraz Tirozinaz
(mmol ACAE/g  (mmol ACAE/g (mg GALAE/g (mg KAE/g
ekstre) ekstre) ekstre) ekstre)

ESEA 0,57+0,015° 1,07+0,030° 1,47+0,036" 92,03+1,028°
ESS 0,5910,0216Ib 0,60+0,027° 1,61+0,025° 89,43+0,706%
ESM 0,60+0,006" 1,63+0,040° 3,97+0,050° 90,84+0,385°
ESDE 0,80+0,021° 0,87+0,020" 2,74+0,025° 90,50-+0,639"
ESH 0,58+0,021% 0,61+0,025° 2,69+0,020° 88,15+1,062°
ESA 0,74%0,015° 1,51+0,030° 1,39+0,015° 101,28+0,948°

ACAE; Akorbaz esdegeri, GALAE; Galantamin esdegeri, KAE; Kojik asit esdegeri olarak kullanilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin a-amilaz, a-glukozidaz, asetilkolin esteraz,
tirozinaz enzimleri lizerine % inhibisyon degerleri.

a-Amilaz

(% inhibisyon)

a-Glukozidaz
(% inhibisyon)

Asetilkolin esteraz
(% inhibisyon)

Tirozinaz

(% inhibisyon)

ESEA 53,09+0,781° 68,25+1,218° 41,2042,244% 65,13+0,785"
ESS 69,10+1,689° 51,76+1,473% 42.52+1,155° 60,17+1,172°
ESM 70,631,736° 78,36£1,236° 61,76+0,863° 62,48+2,234%
ESDE 89,87+1,125° 58,91+1,280° 50,26+1,913° 65,91x1,753°
ESH 61,12+1,953° 52,62+0,585° 4933+1,871° 60,14+1,631°
ESA 85,18+1,636" 75,04+1,130° 39,30+0,355° 71,07+1,567°
Standart 91,75+1,259° 87,911,335 85,86+1,434° 87,12+1,260°
Madde

*a-amilaz, a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu i¢in standart madde akarboz; Asetilkolin esteraz enzim
inhibisyonu i¢in standart madde galantamin; Tirozinaz enzimi inhibisyonu i¢in standart madde kojik asit
kullanilmustir.

4.5 Thermopsis turcica (Eber Saris1) Endemik Tiiriiniin Ucucu Yag Asidi Icerigi

Eber sarisi bitkisi GC/MS analizi Anadolu Universitesi, Bitki Ila¢ ve Bilimsel
Arastirmalar Merkezinde (AUBIBAM) gerceklestirilmistir. Numune, merkeze teslim
edildigi andan itibaren analiz zamanina kadar uygun kosullarda ve siirede muhafaza
edilerek analiz siirecine almmustir. Anadolu Universitesi, Bitki Ilagc ve Bilimsel
Aragtirmalar Merkezi (AUBIBAM)’ne génderilen kuru Eber saris1 bitkisinden
Clevenger aparatinde 3 saat su distilasyonu ile ug¢ucu yag elde edilmistir. Bitkinin kuru

drog yag verimi % 0,04 olarak bulunmustur.
Eber saris1 bitki materyalinden elde edilen ugucu yagnin bilesenlerin tanimlanmasi i¢in

Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometresi kullanilmistir. Bagil yiizdelerinin belirlenmesi

icin ise Gaz kromatografisi yontemi kullanilmustir.
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Cizelge 4.3 Eber sarisi bitkisinin igerdigi ugucu yag asitleri ile bagil yiizdeleri.

Bilesik Bagil yiizde (%)*
1  Hekzahidrofarnesil aseton 5,3
2  Trikosan 1,7
3  Dodekanoik asit (Laurik asit) 1,3
4 Pentakosan 2,9
5 Fitol 2,4
6  Tetradekanoik asit (Miristik asit) 17,5
7  Pentadekanoik asit 2,3
8  Nonakosan 2,9
9  Hekzadekanoik asit (Palmitik asit) 51,8
10 Oktadekaniok asit (Stearik asit) 0,7
11 (2)-9-Oktadekanoik asit (Oleik asit) 0,6

Toplam 89,4
*>9%0.5
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5. TARTISMA ve SONUC

Insanlik tarihinin baslangicindan giiniimiize kadar diinya {izerinde var olan hastalik
etkenlerinin ve bu hastaliklara karsi korunma yontemlerini bulma c¢aligmalart hep
devam etmektedir. Arkeolojik bulgulara gore insanlar, hem besin hem de ilag kaynagi
olarak bitkilerden faydalanmislardir. Onceleri insanlarin deneme yanmilma olarak
kullanmaya devam ettikleri bitkiler, sonrasinda tim diinyanin kabul ettigi ve onemli
arastirmalarin  yapildig1 etnobotanik adi verilen bilim dalmi ortaya c¢ikmasmi
saglamistir. Halen bitkilerle tedavi diinya niifusunun % 64'i taratindan kullanilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 91 iilkenin farmakoplar1 ve tibb1 bitkileri
tizerine yapilmis olan bazi yaymlara dayanarak hazirladigi bir arastirmaya gore, tedavi
amactyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000 civarinda oldugu
bildirilmistir. Bunun yaninda gelismis iilkelerde recete ile satilan ilaglarin %25'in1
bitkisel kaynakli ya da bitkisel kaynakli bilesiklerin sentezlenmis tiirevleri oldugu

bilinmektedir (Kogyigit 2005, S6kmen ve Giirel 2001).

Teknolojinin gelismesi insan hayatina bir¢ok alaninda kolaylik saglamaktadir. Ancak
artan radyasyon, sanayi ve endiistrinin gelismesi neticesinde kimyasal ajanlar, ¢evresel
faktorler birgok hastalia zemin hazirlamaktadir. Bu etkilerden sadece insanlar degil
cevre kirliliginden dolay1 dogal ortaminda yasayan tiim canlilar da zarar gormektedir.
Yapay olarak elde edilen ilaglarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlar1 tekrar
bitkisel kaynakli ilaglar1 kullanmaya yonlendirmistir. Yeni dogal ilag etken
maddelerinin bulunmasi1 ve tedavide kullanilmasi, sentetik ilaglarin c¢evreye verdigi
zararh etkilerini de azaltmada ekonomik ve etkin bir yol olarak degerlendirilebilir.
Sentetik kimyadaki gelismelere paralel olarak daha sonraki donemlerde dogal ilaclarin
sentetik tlirevleri sentezlenmis ve ila¢ etken maddeleri olarak tedavi amacli, insanlarin
hizmetine sunulmustur. Yeni dogal ilac hammaddeleri bulmak iizere bitkiler {izerinde
yapilan bilimsel arastrmalar giinlimiizde her gegen giin artarak siirmektedir. Son
yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler iizerinde yapilan fitoterapi
calismalar1 ve bunlara karsi olan ilgi her gegen giin artmaktadir (Romani vd. 2002,

Topcu vd. 2007, Kavak vd. 2010, Rajendiran vd. 2008, Karuncula 2013).
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Geleneksel ekstraksiyon teknikleri ¢ok miktarda solvent kullanimi ve ayrica etkili bir
ekstraksiyon igin daha uzun zaman almasi sebepleriyle alternatif tekniklerine talep
artmustir. Ekstraksiyon, bioaktif bilesiklerin bitkilerden geri kazanilmasi ve ayrilmasi
icin uygulanan bir siirectir. Giiniimiizde Ornek hazirlarken diinya c¢apmnda c¢esitli
demleme, kaynatma, sindirme, maserasyon ve siizme yontemler kullanilarak ekstraktlar
yapilmaktadir ve bitkiler tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Biyoaktif bilesenleri elde
etmek icin en onemli adimlardan biri ekstraksiyondir. Uygun bir 6ziitleme yonteminin
secilmesi istenilen bilesenlerin ¢ikarilmasi i¢in 6nemlidir (Chaturvedi 2018, Dhanani
vd. 2017). Sekonder metabolitler, siiziilme, maserasyon, ¢oziicii ve soxhelet dziitleme
gibi teknikler geleneksel olarak kullanilarak ekstraksiyonlar1 yapilir. Soxhelet
ekstraksiyonu kullanilmaya baslanilmis baslica tekniklerdendir. Ayrica basingh sivi
ekstraksiyon (PLE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), siiperkritik sivi
ekstraksiyon (SFE), darbeli elektrik alan destekli ekstraksiyon (PEF), enzim destekli
ekstraksiyon (EAE), ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) kisa zamanli ekstraksiyon
teknikleri olarak kullanilmaktadir. Bu teknikler ¢oziictiniin hacmini diisiirmesi,
ekstraksiyon i¢in daha uzun az zaman ve diisiik enerji tiiketimi ile basitca daha yiiksek
ekstraksiyon verimi elde edilir (Khoddami vd. 2013, Ahmad vd. 2017, Dhanani vd.
2017). Bu calismada bitkinin etil asetat, su, metanol, dietil eter, hekzan ve aseton
ekstreleri hizli, az zahmetli ve geleneksel yontemlere gore ekstraksiyon verimi yiiksek

olan soxhelet ekstraksiyonu ile elde edilmistir.

Ekstraksiyon verimini etkileyen onemli parametreler; sicaklik, ekstraksiyon siiresi,
kullanilacak ekstraksiyon solventleri ve ¢Oziicli/besleme oramidir. Bununla birlikte,
biyoaktiviteler ve ekstraksiyon verimi sadece ekstraksiyon teknigine degil, kullanilan
polariteler ve ¢oziiciilere de baghdir (Do vd. 2014). Aktif bilesikler biyolojik olarak,
genellikle bitkilerde diisiik konsantrasyonda bulunur (Dhanani vd. 2017). Bitkilerdeki
biyoaktif bilesenler farkli Ozelliklere ve farkli polaritelere sahip olduklarindan
ekstraksiyon igin ideal ¢oziiciiyli belirleme, biyoaktif bileiklerin ekstraksiyon veriminin
artirilmasi adma Oonemlidir. Ekstre i¢indeki molekiillerin Kinetikleri ve morfolojileri
coziiciiden etkilenebilir. Bu nedenle de, uygun bir ¢6ziicli se¢imi, bir 6rnekteki biyoaktif
bilesiklerin en iyi ekilde kullanilabilmesi i¢in ilk adimdir. Ayrica, ¢6ziicliniin polaritesi

bitki i¢indeki biyoaktif molekiillerin ¢oziiniilebilirliginin artirilmast igin onemlidir
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(Vanni vd. 1990). Yapilan ¢alisgmada farkli polaritelere sahip etil asetat, su, metanol,

dietil eter, hekzan ve aseton ¢6zlicii olarak sec¢ilmistir.

Enzimlerin aktivitelerini bazi molekiiller tarafindan azaltilmakta ya da yok
edilebilmektedir. Bu olaya inhibisyon, inhibisyona neden olan yapilara inhibitor
denilmektedir. Inhibitorler genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya

iyonlardir.

Diabetes Mellitus toplum saghigini tehdit eden ciddi metabolik bir hastaliktir. Son
bildirilen Diinya Saghk Orgiitii ve Uluslaras1 Diyabet Federasyonu’nun 2030’lu yillarda
ulasacagi tahmin edilen prevelansina daha simdiden ulagsmustir. Tip 2 diyabetik
hastalarda hastaligin ortaya ¢ikmasma neden olan insiilin direnci, insiilin diizeyindeki
azalma hem acglik hem de tokluk donemlerinde plazma glukoz degerlerinin yiiksek
kalmasma yol agmaktadir. Tip 2 diyabet tanist konulan hastalara baglangigta tibbi
beslenme tedavisi ve egzersiz programi uygulanmaktadir. Tip 2 diyabette glisemik
kontrolii saglamak iizere antidiyabetik ilaclar da uygulanmaktadir. Insiilin sekresyonunu
arttiranlar  (sulfoniliireler, glinidler), insiilin duyarliligmi arttiranlar (biguanidler,
tiyazolidinedionlar), glukoz emilimini inhibe edenler; a-glukozidaz enzim inhibitorleri
(akarboz) kullanilan atidiyabetik ajanlardir (Satman vd. 2002). a-amilazlar (1,4-a-D-
glukan glukanohidrolaz) nisasta (amiloz ve amilopektin) ve glikojendeki a-D-(1,4)-
glukozidik baglarini1 hidrolize ederek maltodekstrin, malto-oligosakkaridler ve glukoza
parcalayan enzimdir. a-glukozidazlar da karbonhidratlarin glikozidik baglarmin hidroliz
eden enzimlerdir. Maltaz, siikraz, oligo-1,6-glukozidaz, amilo-1,6-glukozidaz baslica
glukozidaz enzimleridendir. Nisasta pargalanmasinin son asamasi a-glukozidazlar ile
gerceklestirilmektedir. a-amilaz inhibisyonunun, karbohidrat toleransina, tokluk hissi,
kilo kayb1 ve uzun siireli gastrik bosalmaya neden oldugundan, a-amilaz inhibitdrlerinin
Tip 2 diyabet tedavisinde etkili olabilecekleri bildirilmistir (Gerrard vd. 2000, Conforti
vd. 2005). Karbohidrat sindiriminde 6nemli olan bir diger enzim olan a-glukozidaz ise,
ince bagirsak epitelyumunda zar-bagl enzim olup oligosakkaritler ve disakkaritleri
glukoz birimlerine hidrolizlemektedir. a-glukozidaz, karbohidratlarin sindiriminin son
basamaginda gorev aldigindan, bu enzimin inhibitorleri, karbohidratlarin tamamen

sindirilme siirelerini uzatarak, sindirimini geciktirmektedirler (Kim ve Uyama 2005).
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Bu nedenle a-glukozidaz inhibitorleri, karbohidratlarin hidrolizini ve emilimini
yavaglatarak tokluk kan sekeri yiiksekligini baskilayabilmektedirler. o-glukozidaz
inhibitorleri, glukoz emilim hizinmnin azalmasina ve artmis olan tokluk kan glukoz
oranimin diigmesine sebep olduklarindan, a-glukozidaz inhibisyonunun, Tip 2 diyabetin

diizenlenmesinde dnem kazanmaktadir (Hamdan ve Afifi 2004).

Yapilan ¢aligmada tiirlin a-amilaz enzimini inhibisyon aktivitesi Sekil 4.1 ve Cizelge
4.1 de akarboz esdegeri a-amilaz enzimini % inhibisyon aktivitesi Sekil 4.2 ve Cizelge
4.2 gosterilmistir. Bitkinin dietil eter ve aseton ekstrelerinin diger ekstrelere gore % a-
amilaz inhibisyonunun daha yiiksek oldugu ve 6zellikle dietil eter ekstresinin standart
madde akarbozun % inhibisyonundan istatistiksel olarak farkli olmadig: da (p>0,05) ve
akarbozun % inhibisyonuna yakin bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Ekstrelerin %
a-amilaz inhibisyonlar1 arasinda ESEA<ESH<ESS<ESM<ESA<ESDE seklinde iliski
bulunmaktadir. Tiiriin a-glukozidaz enzimini inhibisyon aktivitesi Sekil 4.3 ve Cizelge
4.1 de akarboz esdegeri a-glukozidaz enzimini % inhibisyon aktivitesi Sekil 4.4 ve
Cizelge 4.2 gosterilmistir. Metanol ekstresinin akarboza en yakin % a-glukozidaz
aktivite gosterdigi bulunmustur. Ekstrelerin % a-glikozidaz enzim inhibisyonlari
arasinda iliski ESS<ESH<ESDE<ESEA<ESA<ESM seklindedir. Tiriin karbonhidrat
hidrolizden sorumlu bu enzimleri inhibe edici etkisi goriilmektedir. Ozellikle a-amilaz
enzimi tizerine standart madde akarboz gibi etki gostermistir. Bitkilerin yapisinda
bulunan polifenollerin karbonhidrat emiliminin azaltilmasi, B hiicre fonksiyonunun
tyilestirilmesi, insiilin salgilanmasinin uyarilmasina, antioksidan aktivitesine maruz
kalan enzimlerin modiilasyonuna baghdir. Flavonoidler, tanenler ve fenolik asitler gibi
fenolik bilesiklerin, karbonhidratlarin sindirilmesinden sorumlu enzimler olan a-
glukozidaz ve a-amilaza kars1 onleyici etkisi bilinmektedir. Thermopsis turcica nin
icerdigi flavonoidler, tanenler ve fenolik asitler asitler dolayisiyla a-glukozidaz ve a-

amilaz enzimlerini inhibe edici etki gdstermis olabilir.
Aksoy vd. (2013) Thermopsis turcica bitkisinin aseton ve metanol ekstrelerinin radikal

stipliriicti etkisi varligi goriilmiistiir. Ekstrelerin total fenolik madde miktariyla, radikal

stipiiriicii etkisi iligkili oldugu belirtmislerdir. Thermopsis turcica’nin aseton ekstresinde
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radikal siipiiriicii  etkisinin ve total fenolik madde igerdigi yiikksek oldugu

gostermislerdir.

Celik (2014) tarafindan yapilan c¢alismada Thermopsis turcica etanollii ve sulu
ekstraktlarinin rat kan ve doku 6rneklerinde MDA, GSH, SOD, CAT, ve plazma AOA
iizerine etkileri incelendi. Bitkinin sulu ekstraktlarmin, kan, karaciger ve bobrek doku
orneklerinde MDA degerlerini azaltici, GSH {iizerine olumlu etkileri oldugu
belirlenmistir. Lipit peroksidasyonuna karsi etkili ve antioksidan sistemi destekleyici bir

tiir oldugunu belirtmislerdir.

Diyabette serbest radikal aktivitesinde artis olmaktadir. Ayrica diyabetik hastalarda
hiperglisemi ve hiperlipidemi ile lipit peroksitlerin seviyesi arasinda iliski
bulunmaktadir Birgok hastaligin ortaya ¢ikisinda lipid peroksidasyonunun énemli rol
aldig1 ve diyabetin her iki tipinde de lipid peroksidasyonunun artmis oldugu
bilinmektedir (Cakatay vd. 2000). Yapilan caligmalarda deneysel olarak diyabet
olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonun 6nemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen vd. 1992). Antioksidan ozellik
gosteren molekiillerin, diyabette bozulan oksidatif stresin, protein glikasyonunun ve
glikoz metabolizmasinin diizeltilmesinde Onemli etkiler olusturduklar1 bilinmektedir
(Gary vd. 1995). Hem antioksidan sistemi destekleyen, serbest radikal olusumunu ve
lipit peroksidasyonunu engelleyen fitokimyasallar1 igeren hem de karbonhidrat sindirim
enzimlerini Ozellikle de a-glukozidazi inhibe etmesi sebebiyle Eber sarisi’nin

antidiyabetik etkili olabilecegi diistiniilebilir.

Asetilkolin (ACh), en Onemli norotransmitterlerden biridir. ACh, kolinerjik sinir
uclarinda kolinin, asetil CoA ile asetillenmesi sonucu olugmaktadir. Bu reaksiyonu
kolinasetil transferaz enzimi katalizler. Asetil kaynagi olan asetil CoA, sinir ucundaki
mitokondrilerde sentezlenirken, kolin ise diyetle alinmakta ya da sinir araliginda asetil
kolin yikimiyla, viicutta fosfolipid (fosfatidil kolin) yikimiyla olusmaktadir. Kolinin
asetillenmesi ise sitoplazmada gergeklesmektedir (Kent 2000). Sinir hiicrelerindeki

aksonlar diger hiicrelere sinyal iletiminden sorumlu iken dendritler ise komsu sinir
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hiicresinden gelen kimyasal uyarilar1 almaktadir. Kimyasal uyarilar, hiicre govdesinde
elektriksel uyartya doniistiiriilmektedir ve elektrokimyasal degisim olusmaktadir.
Sodyum kanallar1 agilarak Na® iyonlar1 hiicre igine girer ve depolarizasyon olusur. Bu
durum, ACh’in salinimina sebep olan reaksiyonlar1 baglatir. Sinaptik bosluga salinan
ACh molekiillerinin bir kismi reseptorlere hi¢c baglanmazken, reseptdrlere baglananlar
da islevlerini yerine getirdikten sonra reseptorden ayrilarak tekrar sinaptik bosluga
gecerler. ACh molekiilleri burada bulunan AChE enzimi ile hidroliz edilirler. Reaksiyon
sonucu pargalanma iirlinleri presinaptik hiicre i¢ine girmektedir. Sonrasinda ACh tekrar
tiretilir ve boylece olaylar zinciri devam etmektedir (Kiss ve Vizi 2001). Alzheimer
beyinde olusan ilerleyici ve kronik norodejeneratif bir hastaligidir. Bu hastalik daha ¢ok
ileri yaslarda goriilmektedir. Hastalik, konusma ve kavrama bozuklugu, hafiza kayba,
davranis anormallikleri ile karakterizedir (Pendlebury ve Solomon 1994, Roberson ve
Harrell 1997). Noropatolojik olarak Alzheimer hastaligi, norofibriler yumaklarin ile
senil amiloid B-peptit plaklarin birikimi, bazal 6n beyin kolinerjik noronlarmnin
dejenerasyonu/tahribat1 ve sinaps kaybi olarak tarif edilmektedir. Kolinerjik hiicrelerin
kayb1 sonucunda ACh seviyesinde azalma olmasi, hastalikla ilgili bilissel bozukluklarda
onemli rol oynamaktadir (Roberson ve Harrell 1997, Bartus vd. 1982). Bu sebeple
Alzheimer’in semptomatik tedavisinde, asetil kolinin hidrolizinden sorumlu enzim asetil
kolin esterazin inhibisyonuyla asetilkolinin beyindeki sinaptik miktar1 arttrmaktir
(McGeer ve McGeer 2003). Alzheimer’in semptomatik tedavisinde, takrin, galantamin
ve donepezil gibi AChE inhibitorleri kullanilmaktadirlar. Asetilkolin esteraz
inhibitorleri asetil kolin esterazin yikimini inhibe ederek santral ve periferal kolinerjik
fonksiyonu arttrmaktadir. Bu, AChE inhibitorlerinin etkisi hafiza ve kavrama
fonksiyonlarinda Dbelirli dilizeyde 1iyilesme seklindedir ancak ileri diizeydeki
ndrodejenerasyonu Onleyici ya da yavaslatict etkileri bulunmamaktadir (Brinton ve
Yamazaki 1998). Asetilkolin esteraz inhibitorii olarak 6nceleri fizostigmin (eserin) oral
ve intravendz olarak kullanilmistir. Fizostigmin, Physostigma venenosum L. (Fabaceae)
dan izole edilen bir alkaloiddir. Physostigma venenosum L. (Fabaceae) bir baklagildir.
Galantamin de Galanthus spp (kardelen) izole edilen bitkisel kaynakli, kompetitif ve
geri dontistimlii bir AChE inhibitoriidiir. Bu ¢alismada kullanilan Thermopsis turcica
baklagiller (Fabaceae) familyasindan bir tiirdiir. Caligmada standart madde olarak

galantamin sec¢ilmistir. Sekil 4.5 ve Cizelde 4.1 de tiiriin farkli ekstrelerinin galantamin
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esdegeri asetilkolin esterazin inhibe edici etkisi, Sekil 4.6 ile Cizelge 4.2 de asetilkolin
esteraz enzimini inhibe edici etkisi % olarak verilmistir. Eber sarismin metanol
ekstresinin asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi diger ekstrelerden istatistiksel
anlamlilikta (p<0,05) fazla oldugu goriilmektedir. Ancak metanol ekstresinin (%
61,76+0,86) bile galantamin (%85,86 +1,44) kadar etkili olmadigi goriilmektedir.
Kolinesteraz inhibitorleri, enzimin periferal anyonik bdlgesine baglanan inhibitorler,
etkilerini hem kolinerjik sistem hem de bu bolge kaynakli gelisebilen amiloid [-peptid
agregasyonunu engelleyen inhibitorler seklinde iki sekilde etki gosterirler (Morgana vd.
2004). Galantamin ise sira nikotinik reseptorlere allosterik olarak baglanarak, asetilkolin

salinimini artirmak tizere nikotinik reseptorleri modiile etmektedir (Svoboda vd. 2005).

Tirozinaz, deri ve sa¢ rengini belirleyen bakir iceren bir enzimdir. Melanin
biyosentezinde gorev alir. Melanin hiperpigmentasyonu ile ilgili deri hastaliklarinda
tirozinaz enzimi inhibisyonuna yonelik tedaviler tercih edilmektedir. Enzim ayni
zamanda kozmetikte cilt rengini agma etkili olarakta kullanilmaktadir. Melanin
pigmenti cilt ve sa¢ renklenmesi sorumludur. Melanin iiretimi, sa¢ ve deri folikiilleri ile
retinada bulunan melanositlerde tirozinaz, tirozinaz iliskili protein 1 ve tirozinaz iliskili
protein 2 ile diizenlenir. Derideki melanin UV absorbe etme yetenegine sahiptir.
Dolayisiyla da derinin UV 1sinma karst savunmasinda etkilidir. Insan viicudunda
melaninin agir1 tiretimi hiperpigmentasyona sebep olmaktadir (Riley 2003, Archambault
vd. 1995, Hengshan vd. 2006, Unver vd. 2006). Melanin iiretiminin az olmasi ise cilt
yaslanmasima ve saglarda beyazlanmalara sebep olmaktadir. Pigmentasyon siireci deri
yiizeyinde keratinositlerin UV ile uyarilmasiyla baslatilir. Histamin, a-MSH ve
prostaglandin gibi keratinositlerin habercileri serbest kalir ve haberciler melanosit
iizerindeki reseptdrlerle baglanirlar. Melanozomda {iretilen melanin, keratinositlere
taginir ve burada birikmektedir. Bunun yaninda, sa¢ pigmentasyonu melanositin digina
saliman ve sa¢ matriksinde biriken melanine bagl olarak gelisir. Melanosit, sa¢in
pigmentasyonunu saglamak icin sa¢ kokiinde birikir. Derideki melaninin fazla birikmesi
nedeniyle olusan cilt koyuluklarinin tedavisinde beyazlatma ajanlari kullanilir. Cilt
beyazlatici ajan gelistirme c¢aligmalarinda, tirozinaz aktivitesini ve ekspresyonunu
inhibe etmek temel amagtir. Bu sebeple dogal kaynaklardan ¢ok sayida aktif
fitokimyasal izole edilip kullanilmaktadir (Yoshida vd. 2000, Slominski vd. 2005,
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Yamauchi ve Mitsunaga 2016). Tirozinaz aktivitesi, oksijen tiiketiminin belirlenmesi, o-
kuinonlar1 yakalayan ve kromoforik yapilar lireten niikleofilik reaktiflerin kullanilmast,
askorbik asit gibi indirgeyici yapilar kullanarak kuinonlarin oksidasyonun belirlenmesi,
dogrudan o-kuinonlarin veya iirlinlerinin 6lgiilmesi gibi yontemlerle belirlenmektedir
(Munoz vd. 2006). Tirozinaz ayni zamanda tirozin-tirozinaz enzimatik yolagi
araciligiyla beynin dopamince zengin olan substantia nigra bolgesinde bulunan
noronlarm pigmentasyonundan da sorunludur. Bu yolakta, 5-S-sisteinil-dopamin gibi
katalizledigi oksidasyon reaksiyonu sonucu bazi norotoksik metabolitlerin olusmasini
saglamaktadir. Bu durum parkinson hastalarinda dopamin toksisitesine yol
acabilmektedir. Bu nedenle parkinson hastalarnda da tirozinaz inhibitorlerinin
kullanilmasi1 giincel bir yaklagimdir (Mendes vd. 2014, Selinheimo 2008). Yapilan
calismalarla tirozinaza karsi inhibitor aktivite sahip fitokimyasallar belirlenmistir.
Flavonoitlerin (kamferol, kersetin ve morin gibi) tirozinaza kars1 inhibitor etkili oldugu
goriilmiistir (Kim ve Uyama 2005). Tirozinaz enzim aktivitesini inhibe etmek icin
siklikla kullanilan sentetik inhibitorlerden biri kojik asittir. Kojik asit, Aspergillus spp
ve Penicillum spp funguslar1 tarafindan {iretilen metabolik bir {riindiir. Tirozinaz
inhibit6rii olan Kojik asit genel olarak, melanin olusumunu inhibe ve néronal hiicre
Olimiinii etkin bir sekilde bloke etmek i¢cin kullanilmaktadir. Kojik asit bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Et ve taze sebzelerde renk degisikligini 6nlemede, kat1 ve sivi yaglar
icin antioksidan olarak, kozmetikte, kojik oleat, kojik stearat ester tiirevlerinin
hazirlanarak cilt beyazlatmada, yapistiricilarda ve selat olusturucu reginelerde
kullanilmaktadir. Ayrica bitkisel tiretimi arttirmak, meyvelerin erken olgunlagsmasimni ve
tat gelisimini saglamak i¢in bir bitki biiyiime diizenleyicisi olarak da kullanilmaktadir.
Giliclii bir tirozinaz inhibitérii olup, bakir ile selat olusturarak etkisini gosterir.
Hidrokinona benzer etkide olup daha az yan etki gostermektedir. Glikolik asit ile
sinerjistik etkili oldugu distnilmektedir (Maeda ve Fukuda 1991). Sentetik
inhibitorlerin uzun siire kullaniminin toksik etkilerinin bulunmasi, alternatif olarak
dogal inhibitorlerin belirlenmesine yonelik c¢aligmalar1 hizlandirmistir.  Yapilan
calismada standart madde olarak kojik asit kullanilmistir. Sekil 4.7 ve Cizelde 4.1 de
tiriin farkl ekstrelerinin kojik asit esdegeri tirozinaz inhibe edici etkisi, Sekil 4.8 ile
Cizelge 4.2 de tirozinaz enzimini inhibe edici etkisi % olarak verilmistir. Eber sarisinin

aseton ekstresinin tirozinaz inhibisyon aktivitesi diger ekstrelerden istatistiksel
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anlamlilikta (p<0,05) fazla oldugu goriilmektedir. Ancak aseton ekstresinin (%
71,07+£1,567) de kojik asitten (%87,12 +1,26) istatistiksel anlamlilikta (p<0,05) diisiik

oldugu bulunmustur.

Ugucu yaglar bir¢ok bitkide dogal olarak bulunan yapilardir. Bitkisel kaynakli ugucu
yaglar ¢ok kompleks bir yapiya sahiptirler. Suda ¢ok az ya da hi¢ ¢6ziinmeyen, keskin
ve genellikle hos kokulu molekiillerdir. Ugucu yaglar bitkilerin yaprak, ¢icek, kok,
govde gibi farkli kisimlarinda bulunurlar. Bitkinin 6zel yag hiicrelerinde depolanirlar.
Is1, 151k ve oksijen gibi etkenler ucucu yaglarin ¢abuk bozulmalarina sebep oldugundan,
elde edildikten ugucu yaglarin saklanma kosullar1 6nemlidir. Her ugucu yag tasiyan
bitkinin kendine 6zgli kokusu ve aromaterapik Ozellikleri, o ucucu yagi olusturan
fitokimyasallarin kombinasyonu ve derigimlerine baglidir. Bitkilerden elde edilen ugucu
yaglar, ilag, gida ve kozmetik sektorlerinde kullanilmaktadir. Ugucu yaglar igerdikleri,
alkoller, esterler, terpenler, aldehitler, kumarinlerdenden dolay1 tibbi amaglh
kullanilmaktadir (Sangwan vd. 2001, Carrapiso vd. 2002). Eber saris1 bitkisinin kuru
drog yag verimi hidrodistilasyon ile belilerenerek % 0,04 olarak bulunmustur. Tiiriin
ucucu yag asidi icerigi ve bagil yiizdeleri Cizelge 4.3 de verilmistir. Ugucu yag asidi
iceriginin %89,4 niin yapis1 tanimlanmistir. Yapisinda palmitik asit (%51,8), miristik
asit (%17,5) ve hekzadirofarnesil (%5,3) en ¢ok bulunan yapilardir. Bunlarin disinda tiir
yapisinda kosanlar1 da igermektedir. Kosanlar, 20-29 karbon sayisina sahip alkanlardir.
Bir¢ok uzun zincirli alkanlar bitkilerin dogal bilesenleri olarak bulunmustur. Karbon
zinciri uzadik¢a kristal formda kat1 hale gelir. Uzun zincirli alkanlar suda ¢oziinmez.
Kisa zincirli alkanlarin bazilar1 hidroksil radikalleri ile reaksiyona girerek havada
parcalanirken, uzun zincirli alkanlar, su ve nemli toprak yiizeylerinden havaya
ucabilirler ve giines 1s1¢inda par¢alanmanmazlar. Trikosan (Ca3Hag) 23 karbon atomu
iceren diiz zincirli bir alkandir. Bitki metaboliti ve ugucu yag bileseni olarak rol oynar.
Pentakosan (CysHs,) 25 karbon atomlu dallanmamis bir zincirden olusan bir alkandir.
Bitki metaboliti olarak rol oynar. Bir¢ok dogal olarak olusan mum olusur. Ortam
kosullarinda renksiz bir katidir. Nonakosan (CzgHgo) 29 karbon atomundan olusan diiz
zincirli bir alkandir. Bitki metaboliti ve ugucu yag bileseni olarak rol oynar. Nonakosan
elmada, Brassica oleracea (Briiksel lahanasinda) ve diger bitkilerin yapraklarinin bir

bilesenidir.
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Thermopsis turcica’nin a-amilaz, a-glukozidaz, asetilkolin esteraz ve tirozinaz enzim
inhibisyon aktiviteleri ile ugucu yag asidi igeriklerinin belirlendigi bu tez ¢alismasinda
bitkinin farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerinin asetilkolin esteraz ve tirozinaz
enzimlerine kargi standart maddeye kiyasla inhibe edici Ozellik gostermedikleri
goriilmektedir. Tiiriin karbonhidrat sindiriminden sorumlu enzimlere karsi inhibisyon
aktivitesi gostermesi dolayisiyla antidiyabetik etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bunun yaninda bazi polifenoller dogrudan mide veya ince bagirsaktan emilir ve alinan
polifenollerin ¢ogunun emilimden Once bagirsak mikrobiyotasinda metabolize
edildikten sonra kalin bagirsaga ulasir. Bazi polifenollerin, sindirim kanalindaki
bakterilerin aktivitesini, prebiyotik etkiyi uyardigi diisiinilmektedir. Mide ve bagirsak
emiliminin yani sira mikrobiyal transformasyondan gelen polifenoller, enterohepatik
dolasim yoluyla karacigere ulasir ve boOylece Kkaracigerde Faz 1 ve |l
biyotransformasyonuna ugrarlar. Karaciger metabolizasyonunda olusan polifenol
metabolitleri, yararli metabolik etkiler sergilemek i¢in daha sonra periferik dokular
yoluyla dagitilacak olan kana karigirlar. Dolayisiyla kanda ve dokularda bulunan
polifenol metabolitlerinin tanimlanmasi, polifenollerin antidiyabetik etkilerinin
anlasilmasi ve gelecekte nutrasoétikler ve fonksiyonel gidalarin gelisirilmesi i¢in 6nem
tasimaktadir. Yapilacak deney hayvami ¢alismalar1 ve ile 6zellik daha da net ortaya

konabilir.
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