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Yiiksek Lisans Tezi

Bazi Brassicaceae Sebzelerinin Sindirim Enzimleri Uzerinde In vitro Inhibitor
Etkilerinin Arastirilmasi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Brassicaceae sebzeleri kilo verdirici olarak halk arasinda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bu calismada Brassicaceae sebzelerinden lahana, brokoli, briiksel
lahanasi, karnabahar ve alabastan elde edilen ekstraktlarin lipaz, a-amilaz, a-glukozidaz
ve tripsin sindirim enzimleri ve monoamin oksidaz enzimi tizerinde in vitro inhibisyon
aktiviteleri aragtirildi. Ekstraktlar taze sebzelerden ¢oziicii olarak metanol, etanol ve su
kullanilarak hazirlandi ve enzim inhibisyon aktiviteleri spektrofotometrik metotlarla
belirlendi. % inhibisyon ve ICsg degerleri hesaplandi.

Lipaz inhibisyon aktivitesi i¢in; p-nitrofenilpalmitat substrati ve pozitif kontrol
olarak orlistat kullanildi. a-glukozidaz inhibisyon aktivitesinde; p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosid substrati ve pozitif kontrol olarak akarbozla c¢alisildi. a-amilaz
inhibisyon aktivite Ol¢limii nisasta substratiyla gerceklestirildi, pozitif kontrol olarak
akarbozla c¢alisildi. Tripsin inhibisyon aktivitesinde, Na-benzoil-D-L-arginin-p-
nitroanilit substrati ve pozitif kontrol olarak fenilmetilsiilfoksit kullanildi. Monoamin
oksidaz inhibisyon aktivitesinde ise; tiramin substratt ve pozitif kontrol olarak
klorgilinle ¢alisildu.

Brokoli ekstraktlarinin tiimiiniin ~ diisiik konsantrasyonlarinda bile lipaz
inhibisyon aktivitesinin (yaklasik % 85) orlistattan (yaklasik % 60) daha yiiksek oldugu
goriildii. a-glukozidaz inhibisyon aktivitelerinin tiim Brassicaceae sebzeleri i¢in %
50’den diisiik oldugu belirlendi. a-amilaz inhibisyonu i¢in anlamli veri elde
edilemezken, alabas sebzesi i¢in tripsin inhibisyon aktivitelerinin metanol>su>etanol

siralamasinda  azaldigi  gozlendi. Monoamin oksidaz inhibisyonu c¢alismasinda



ekstraktlar i¢in inhibisyon goriilmezken, pozitif kontrol olan klorgilin i¢in ICsp degeri
67.1 ng/mL olarak belirlendi.

Yil : 2016
Sayfa Sayisi 193

Anahtar kelimeler  : Brassicaceae sebzeleri, obezite, sindirim enzimleri inhibisyonu,
lipaz inhibisyonu, brokoli
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Investigation of In vitro Inhibitor Effects of Some Brassicaceae Vegetables on
Digestive Enzymes
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ABSTRACT

Brassicaceae vegetables are widely used as folk remedy to reduce weight. In this
study, the extracts obtained some Brassicaceae vegetables including cabbage, broccoli,
brussels sprouts, cauliflower and kohlrabi were investigated in terms of the inhibition
activities on lipase, a-amylase, a-glucosidase and trypsin digestion enzymes and
monoamine oxidase. Plant extracts were prepared from fresh vegetables by using
methanol, ethanol and water as solvent. The enzyme inhibition activities were
determined by spectrophotometric methods, and inhibition activity (%) and ICso values
were estimated.

In lipase inhibition activity assay, p-nitrophenylpalmitate and orlistat were used
as substrate and positive control, respectively. In a-glycosidase inhibition activity assay,
p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside and acarbose were used. The assays of amylase
inhibition activity were carried out with starch and positive control acarbose. Trypsin
inhibition assays of extracts were performed by using Na-Benzoyl-D-L-arginine-p-
nitroanilide and phenylmethylsulfoxide, respectively. In monoamine oxidase activity
assay, tyramine and chlorgiline were used.

The broccoli extracts showed high lipase inhibition activities (85 %) at low
concentrations, and these activities were better than that of positive control acarbose (60
%). a-glucosidase inhibition activities were determined to be lower than 50 % for all
Brassicaceae vegetables. The significant data couldn’t obtain for a-amylase inhibition
activities.  Trypsin  inhibition  activities decreased in the range of
methanol>water>ethanol for kohlrabi. In monoamine oxidase inhibition assay, any
inhibition activity wasn’t seen for all extracts, while ICso value for chlorgyline, positive

control, was determined to be 67.1 pug/mL.
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BOLUM 1

GIRIS

Obezite, viicuttaki yag dokusu kitlesinin normalden fazla olmasi ile tanimlanan
ve neden oldugu sonuglan ile morbidite ve mortaliteyi belirgin olarak artiran kronik ve
metabolik bir hastaliktir. Giliniimiizde gelismis ve gelismekte olan iilkelerin karsi

karsiya bulundugu yiizyillimizin en ciddi halk saglig1 sorunlarindan biridir [1].

Obezite, onlenebilir erken oliimlerin en 6nemli nedenlerinden biridir. Obezite,
cok sayida kronik semptoma yol agmakta; tip 2 diabetes mellitus, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemik kalp hastaligi, safra kesesi taslari, solunum
fonksiyon bozukluklar1 ve kanser gibi hastaliklara uygun ortam yaratmaktadir. Tiim
diinyada siklig1 gittikge artan obezite, gliniimiliziin en 6nemli saglik sorunlarindan
biridir. Obezitenin epidemi boyutuna ulasmis bir hastalik gibi diistiniilmesi
gerekmektedir. Obezite, Amerika Birlesik Devletleri’nde Onlenebilir 6liim nedenleri
arasinda, sigaradan sonra ikinci siray1 almaktadir [2]. Amerika Birlesik Devletleri’nde
1976-80 doneminde obezite sikligi, erkeklerde % 12.3 oranindan 1988-1994 doneminde
% 20’ye; kadinlarda ayn1 donemlerde % 16.5'dan % 24.9 oranina yiikselmistir [3].
Benzer sekilde yilizde veriler degerlendirildiginde Tiirkiye’nin obezite konusunda

diinyadaki yeri 2. siradir [4,21].

Yapilan arastirmalara gore halk sagligi girisimleri ve toplumlarin “diyet
uygulama” konusundaki titizligine ragmen obezitenin toplumdaki siklig1 son 20 yilda
biitiin diinyada siiratle artmakla ve salgin bir hastalik gibi yayilmaktadir. Obezite beden

kitle indeksi (BKI) ile tanimlanir. BKI; viicut agirliginin (kilogram), boyun (metre)



karesine boliinmesiyle elde edilen degerdir. Hemsire Saglik calismasinda 16 yil siireyle
takip edilen 115.000 kadindan beden kitle indeksi 29-32 kg/m? arasinda olanlarda
BKi’si 25-27 arasinda olanlara goére, oliim riski % 60-70 oranda daha fazla
bulunmustur. Bunun matematiksel karsiligi ortalama her 13 kg fazlalik i¢in yilda 1

milyon kadindan 1260’1nin hayatini1 kaybetmesidir [5].

Obezite, gelismis {lilkelerin orta ve az gelirli kesimlerinde, gelismekte olan
ilkelerin ise orta ve yiiksek gelir diizeyli kesimlerinde daha ¢ok goriiliir. Bu artisin
yetkili saglik birimlerinde meydana getirdigi kaygi, bir¢ok iilkenin acilen dnlemler
alinmasi konusunda ortak deklerasyon yayinlamalarina neden olmustur. Genel olarak
kabul edilen bir goriise gore bir toplumun % 25’1 Obez, % 25’1 fazla kilolu, % 25’1
normal kilolu ancak genetik olarak obeziteye egilimlidir. Kalan % 25’1 ise normal olup

obeziteye genetik bir yatkinlik da belirlenmemistir [4].

Diyet ve hayat tarzi degisiklikleri gibi klasik obezite tedavilerinin yanisira
giiniimiizde obezitenin farmakolojik yontemlerle tedavisi 6nem kazanmustir. ilagh
tedavi stratejilerinden biri sindirim sistemi enzimlerinin inhibe edilmesi olup; en sik
rastlanan inhibitor orlistat’tir. Orlistat, sistematik olmayan, potansiyel bir gastrik ve
pankreatik lipaz inhibitoriidiir [6]. Mide ve ince bagirsaklarda yag yikimiin oldugu
bolgelerde spesifik ve direkt etki gosteren antiobezite ilaglari grubundandir [7]. Bunun
disinda benzer stratejilerle sibutramin, akarboz igerikli ilaglarin obezite veya iliskili

hastaliklarin tedavisinde kullanimi da s6zkonusudur.

Kimyasal ilaglarin yaninda bitkisel ¢oziimler de bilinmektedir. Literatiir
incelendiginde Brassicaceae sebzelerinin metabolizma iizerinde detoks etkisi yarattigi,
zayiflama amagl diyetlerde kullanildiklar1 goériilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda
bu sebzelerin zayiflama amaciyla haglama sularinin igildigi, kiirlerinin hazirlandigi,
salata, ¢orba olarak yaygin olarak tiiketildigine rastlanmaktadir. Genetik ve cevresel
faktorlerle de iliskilendirilen kanser ve kalp damar hastaliklarini dnlemede obeziteyle
miicadele yakin gelecekte one ¢ikacaktir. Gerekli toplum sagligi Onlemleri itina ile
alinmadig1 takdirde, obezite onlimiizdeki yillarda 6liim nedenleri ig¢inde birinci siraya
oturacak bir tehlike sinyali olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenlerden dolayi; bu tezin
amaci Brassicaceae sebzelerinin; obezite tedavisi stratejilerinden biri olan sindirim

enzim inhibisyon aktivitelerinin olup olmadiginin arastirilmasidir.



Brassicaceae sebzelerinden lahana, brokoli, briiksel lahanasi, karnabahar ve
alabastan elde edilen metanol, etanol ve su ekstraktlarinin lipaz, a-amilaz, a-glukozidaz
ve tripsin sindirim enzimleri ve monoamin oksidaz enzimi tizerinde in vitro inhibisyon
aktiviteleri arastirildi. Tez kapsaminda kullanilan lipaz, a-glukozidaz, a-amilaz, tripsin,
monoamino oksidaz enzimleri ticari firmalardan, Brassicaceae sebzeleri taze olarak
kullanilmak {izere Edirne-Karaaga¢ bolgesindeki yerel iireticilerden saglandi. Elde
edilen ekstraktlarin bu enzimler {izerinde % inhibisyon aktiviteleri belirlenmis ve elde
edilen sonuglar pozitif kontrol olarak kabul edilen kimyasal maddelerin inhibisyon

aktiviteleri ve ICso degerleri ile karsilastirilmistr.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Diinya Sorunu Obezite

Obezite giinlimiizde gelismis ve gelismekte olan iilkelerin en 6nemli saglik
sorunlar1 arasinda yer almaktadir. Obezite genel olarak bedenin yag kiitlesinin yagsiz
kiitleye oraninin agir1 artmasi sonucu boy uzunluguna gore viicut agirliginin arzu edilen

diizeyin tstline ¢gitkmasidir [1,4].

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan da obezite, saghg bozacak olgiide
viicutta asirt yag birikmesi olarak tanimlanan ve neden oldugu sonuglar ile morbidite ve
mortaliteyi belirgin olarak artiran, kronik ve metabolik bir hastaliktir. Bilindigi lizere
beslenme; anne karninda baslayarak yasamin sonlandigi ana kadar devam eden yasamin
vazgecilmez bir ihtiyacidir. Beslenme, insanin biiyiimesi, gelismesi, saglikli ve iiretken
olarak uzun siire yasamasi i¢in gerekli olan besin 6gelerini yeterli ve dengeli miktarda

alip viicutta kullanabilmesidir [8].

Giinliik yasamda bireylerin (gebe, emzikli, bebek, okul ¢ocugu, geng, yasli, isci,
sporcu,) yasa, cinsiyete, yaptigi ise, genetik ve fizyolojik Ozelliklerine ve hastalik
durumuna goére degisen gilinlik enerjiye ihtiyact vardir [9]. Saglikli bir yasam

stirdiirmek i¢in, alinan enerji ile harcanan enerjinin dengede tutulmasi gerekmektedir.



Yetiskin erkeklerde viicut agirliginin % 15-18’1, kadinlarda ise % 20-25’ini yag
dokusu olusturmaktadir. Bu oranin erkeklerde % 25, kadinlarda ise % 30'un iistiine

¢ikmasi obeziteyi olusturmaktadir [10].

Obezite beden kitle indeksi (BKI) ile tanimlanir. BKI; viicut agirhiginin
(kilogram), boyun (metre) karesine bdliinmesiyle elde edilen degerdir. Viicut yag
dokusu ile giliclii bir korelasyon gosterir. Pratik olmasi ve viicut yag oraniyla iyi
korelasyon gostermesi nedeniyle obezitenin tanimlanmasinda ve takibinde beden kitle
indeksi yaygin olarak kullanilir. Kisa bir zaman ve deneyimi gerektirmesi yaninda,
dogrulugunun yiiksek ve hata paymin minimal olmasi da bunda etkili olmustur [11].
BKI; bireyleri derecelendirip ayirabilse de ddem, kas artisi, anatomik nedenli (kifoz
gibi) boy farkliliklari nedeniyle dikkatle yorumlanmalidir. Ayrica c¢ocuklarda,
pubertede, zayif yaslilarda, gebe ve emzirenlerde, viicut gelistiren sporcularda BKI

derecelendirmesi uygulanmaz [12,13]

WHO’nun smiflandirmasina  goére, BKI esas alinarak yapilan obezite

siiflandirmasi bes ana grupta toplanmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. WHO’nun obezite siniflandirmasi [8]

BKi Tanim Derecesi
<185 Zayif
18.5-24.9 Normal 0
25.0-29.9 Fazla Kilolu 1
30-39.9 Obez 2
> 40 Morbid Obez 3

BKI, viicut yag miktarinin genel bir gstergesidir ve yag dagilimi hakkinda bilgi
vermez. Yagin govdede toplandigi obezite tipine erkek tipi (android veya elma tipi),
kalga, baldir, kollar ve bacaklarda toplandigi obezite tipine de kadn tipi (jinoid veya
armut tipi) obezite ad1 verilmektedir. Yapilan arastirmalarda yagin gévdede, yani karin

bolgesinde ve i¢ organlarda toplanmasinin ateroskleroz ve Diyabetes mellitus gibi



hastaliklar i¢in yliksek risk teskil ettigi gosterilmistir. Bu sebeple riskin belirlenmesinde
karm yag dagilimini 6lgen yontemler (bel gevresi, kalga cevresi ve bel kalga oran1) daha

degerlidir (Tablo 2.2) [14,15,16].

Tablo 2.2. Erkek ve kadinlarda riskli bel ¢evresi dlgiileri [20]

ATP 11l ve IDF* EGIR*
Kadinlarda >88 cm >80 cm
Erkeklerde >102 cm >94 cm

*(ATP IlI: Yetiskin Tedavi Paneli Ill, IDF: Uluslararasi Diyabet Federasyonu, EGIR:

Insiilin direnci ¢alismas1 Avrupa grubu)

2.1.1. Obezite Prevalansi

Gilinlik alman enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi durumunda,
harcanamayan enerji viicutta yag olarak depolanmakta ve obezite olusumuna neden

olmaktadir.

WHO tarafindan Asya, Afrika ve Avrupa’nin 6 ayr1 bolgesinde yapilan ve 12 yil
siiren calismada 10 yilda obezite prevalansinda % 10-30 arasinda bir artis saptandigi

bildirilmistir.

Gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde yasam sekli degisiklikleri nedeni ile bir
salgin haline gelen sismanlik, beraberinde lipid ve seker metabolizmas1 bozukluklarini
getirerek, sonunda ateroskleroza bagli kalp damar hastaliklarinda artisa yol agmaktadir
[15,17,18]. Kilo fazlalig1 ve bel ¢evresi kalinlig1 fazla olan kisilerde goriilen metabolik
sendrom; kalp hastaligi, yiiksek tansiyon ve seker hastaligi gibi hastaliklarin
habercisidir [19]. Obez hastalarda, kan damarlarindaki sertlesmeler ve tikanmalar, inme

ve kalp krizi riskini yiikseltmektedir [20].



Tablo 2.3. 2004 yil1 Obezite konusunda Tiirkiye’ nin diinyadaki yeri [21]

Ulkeler Erkek (%) Kadin (%) Toplam (%)
ABD 36.9 55.1 46.0
Tiirkiye 17.2 54.8 36.2
Ispanya 30.5 37.8 34.7
Italya 24.0 37.0 315
Ingiltere 29.0 26.0 27.5
Fransa - - 26.3
Hollanda 14.8 21.1 18.2
Almanya 20.0 20.5 20.3

Obezite kiiresel boyutta 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Genellikle hareketsiz
calisan bireyleri tehdit eden obezitenin sikligi tim diinyada oldugu gibi {ilkemizde de
artig gostermektedir (Tablo 2.3) [22].

Tablo 2.4. Tirkiye’de 2008 ve 2015 yillart arasindaki sismanlik verileri [23]

Yil
2008 2015
Durum
Obezite 400 milyon 700 milyon
Fazla Kilolu 1.4 milyar 2.3 milyar

Ulkemizde de diger diinya iilkelerinde oldugu gibi obezite goriilme siklig1 giin
gectikce artmaktadir. Saglik Bakanlig: tarafindan yapilan “Tiirkiye Beslenme ve Saglik
Aragtirmasi1-2010” 6n ¢alisma raporunda Tiirkiye’de obezite siklig1 erkeklerde % 20.5,
kadinlarda ise % 41.0 olarak bulunmustur. Rapora gore tilkemizde toplamda fazla kilolu
olanlarin oran1 % 34.6, fazla kilolu ve sisman olanlar % 64.9, ¢ok sisman olanlarin orani
% 2.9 olarak bulunmustur. Bu verilerden anlasildig: gibi obezite giiniimiizde gelismis ve

gelismekte olan tilkelerin karsi karsiya bulundugu en ciddi saglik sorunlarindan biridir.




Yapilan arastirmalara gore halk sagligi girisimleri ve toplumlarin “diyet
uygulama" konusundaki titizligine ragmen obezitenin toplumdaki siklig1 son 20 yilda

biitiin diinyada siiratle artmakla ve salgin bir hastalik gibi yayilmaktadir [20].

Ulkemizde bolgesel dagilimlar géz oniine alindiginda obezite sikligi Tablo
2.5’te verildigi gibidir.

Tablo 2.5. Bolgesel dagilima gore obezite sikligi sayisal verileri (%) [24]

Bolgeler %/’lik Dilimler
Dogu Karadeniz 33.1
Istanbul 33.0
Bati Anadolu 33.0
OrtaAnadolu 32.9
Bat1 Karadeniz 31.3
Bat1 Marmara 30.7
Dogu Marmara 30.6
Akdeniz 30.1
Ege 28.0
Kuzeydogu Anadolu 23.5
Gilineydogu Anadolu 22.9
Ortadogu Anadolu 20.5

2.1.2. Obezite Tedavisinde Kullanilan laclar ve Farmokinetigi

Obeziteyle miicadele, genetik ve ¢evresel faktorlerin birlikte rol oynadigi
sorunlar ile hem kanseri hem de kalp damar hastaliklarin1 6nlemede yakin gelecekte dne

cikacaktir.

Ulkemizde 1999 yilindan itibaren obezite ilaglar1 yaygin olarak kullanilmaktadir
[24].



Obezite ilaglari asagida verildigi sekilde siniflandirilabilir [25,26].

» Yag depolanmasini engelleyenler

> Istah1 azaltanlar

e Katekolaminerjik: Fentermin, Fendimetrazin, Mazindol

e Serotoninerjik: Fenfluramine, Deksfennuramin, Fluokselin
e Serotoninerjik ve Katekolaminerjik: Sibutramin

Yag emilimini azaltanlar: Orlistat

Yag asidi sentezini engelleyenler

Yag kullanimini uyaranlar

Termogenezi artiranlar: Efedrin, Kafein.

vV V V V V

Lipolizi artiranlar: beta-3 reseptor agonistleri

Bu ilaglardan en yaygin olarak kullanilan sibutramin ve orlistat hakkinda bilgi

vermek yararli olacaktir [27,28,29].

Sibutramin (Reductil): 1997°de ABD’de kullanim1 kabul edilen ila¢ monoamin
(giiclii olarak serotonin ve norepinefrin, zayif olarak dopamin) gen alanini inhibe ederek
istah1 baskilamaktadir. Serotonin salinimini uyarmamaktadir. Doza bagl olarak etkisi
artar. 10-15-20 mg sibutramin ile 12 hafta siireyle yapilan ¢alismalarda, plaseboya
oranla istatiksel olarak anlamli kilo kayb1 saglanmis, bu etki tedavi bitiminden 2 hafta
sonrasina kadar devam etmistir. Bir bagka calismada degisik dozlarda sibutramin ile
anlamli etki 4 haftada baslamis ve 24 hafta siirmiistiir. Plasebo kontrolli diger bir
caligmada (12 aylik siirede) 10-15 mg/giin sibutramin ile baslangic agirhgin %
10’undan fazlasin1 kaybedenlerin oran1 % 8 iken tedavi grubunda bu oran cesitli
dozlarda % 30-39 arasinda olmustur. Tedavi sonrasi ayni kiloda kalim siiresi plasebo
grubunda 2 ay iken, sibutramin alan grupta 5-6 ay olmustur. Baska bir ¢alismada ise
sibutramin 10 mg/giin dozunda 12 aylik tedaviden sonra plaseboya gore 3-5 kg daha
fazla bir kilo kaybina yol agmistir. Obez diyabetik olgularda sibutramin ile yapilan

caligmalarda plaseboya gdre anlamli bir kilo kayb1 saptanamamustir.

Sibutramin dahil istah1 azaltan tiim ilaglarin bagimlilik veya yoksunluk, tolerans
gelisimi, depresyon, norotoksik etkiler, primer pulmoner hipertansiyon ve kalp kapak

hastalig1 gibi ciddi yan etkileri goriilebilir. Yan etki olarak hipertansiyon (<%35) ve



tasikardi olusabilir. Ilag, kontrolsiiz hipertansiyon, siddetli bdbrek yetersizligi ve
karaciger fonksiyon bozuklugu, koroner arter hastaligi, aritmi, felg ve dar acgili

glokomda kontrendikedir.

Sibutramin; beslenme sonrasinda tokluk hissini hizlandirir ve gida alimini
azaltir, istah azalmasi gozlenir ayrica, enerji tiikketimini arttirr. MAO inhibitoriiyle
etkilesimi tespit edilmistir. Bu nedenle kullanilmaya baslanmadan once dikkatli

olunmaly, ilgili inhibitér kullanimina 14 giin ara verilmelidir [1].

Orlistat (Xenical): Bu ilag barsak liimeninde gastrik ve pankreatik lipaz
aktivitesini inhibe ederek etkisini gosterir. Trigliseridlerin pargalanmasi engellenir. Oral
yoldan alinan yaglarin yaklasik % 30’u emilmeden feces ile atilir. Bu da giinde yaklasik
200 kcal’lik bir enerji agig1 demektir. Ilacin % 96.4 {i emilmeden gayta ile atilir
Minimal oranda emilen kismi ise idrarla atilir. Orlistatin 3-12 aylik donemlerde yapilan
caligmalarda plaseboya oranla % 10-60 daha fazla kilo kaybina neden oldugu
gosterilmistir Ayrica total kolesterol, LDL-Kolesterol, tokluk hipertrigliseridemi, apoAl
ve B ile diyabetik hastalarda HbAlc diizeylerinde anlamli diismeler saglandig
bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada orlistat 2 y1l siireli randomize ¢alismalarda plaseboya

oranla 2-4 kg daha fazla kilo kaybina neden olmustur [1].

Optimum terapdtik doz giinde 3 kez 120 mg’dir. Yemekle beraber ya da
yemekten sonra 1 saat iginde almir. ilacin kullanimi sirasinda yan etki olarak yagda
eriyen vitaminlerin emilmesinde azalma saptanmistir. Ayrica beta-karotenin 1/3’i
emilmeden atilmistir. Defekasyon sikliginda ve miktarinda artma, sulu gayta, karin

agrisi ve gaz olusumu diger yan etkileri arasinda sayilabilir [30,31].

Ilag, sekonder obezite, malabsorbsiyon sendromlar1 ve gastrointestinal (GIS)
malinitelerinde kontrendikedir. Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi (FDA)’nin sibutramin ve
orlistat tedavisini onaylamasina ve Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) niin bu ilaglarin
kullanimi1 desteklemesine ragmen adi gecen ilaclarin uzun siireli klinik yararlari
gosterilememistir. Ilaglar 1-2 yillik klinik calismalarn sonunda bir miktar kilo
kayiplarina yol ag¢malarina ve bazi c¢aligmalarda obezite-iliskili metabolik
parametrelerde diizelme saglanmasina ragmen, bu ilaglarin obezitenin komplikasyonlari

tizerine olan etkisi bilinmemekte ve uzun donemde olusabilecek ciddi yan etkiler
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belirsizligini korunmaktadir. Ayrica ¢ocuklar ve geng eriskinlerde antiobezite ilaglari ile
literatiirde bilimsel olarak yapilmig yeterli sayida klinik ¢aligma mevcut olmadigindan

bu grup hastalarda ilag tedavisine simdilik baslanmamalidir [1,4,9].

Orlistat; gastrik ve pankreatik lipaz inhibitoriidiir. Diyetle alinan trigliseridlerin
% 30’a varan oranda sindirimini bloke edip, feces ile atilimini saglar. Digoksin,
warfarin, nifedipin, atenolol, kaptopril, furosemid ve gliburidin farmakokinetigini

etkilemedigi bildirilmistir [32,33].

Obezite tedavisinde arastirilmakta olan yeni ilaglarin etki mekanizmalar: ise

asagidaki gibidir [34].

Gida aliminin periferik kontrolii
Gida aliminin santral kontrolii
Yag emiliminin inhibisyonu

Termojenezin arttirilist

o~ DN

Yag metabolizmasinin etkilenisi

2.2. Enzim ve Inhibitorler

Enzimler, kataliz yapan yani kimyasal tepkimelerin hizim1 artiran biyolojik
molekiillerdir [35]. Neredeyse tiim enzimler protein yapilidir. Enzim tepkimelerinde, bu
siirece giren molekiillere substrat denir ve enzim bunlar1 farkli molekiillere, {iriinlere
dontstiiriir. Bir canli hiicredeki tepkimelerin ¢ogu yeterince hizli olabilmek ig¢in
enzimlere gerek duyar. Enzimler substratlar i¢cin son derece secici olmalar1 ve pek ¢ok
olas1 tepkimeden sadece birkacini hizlandirmalar1 nedeniyle, bir hiicredeki enzimler

kiimesi, o hiicrede hangi metabolik yolaklarin bulundugunu belirler.

Tiim katalizorler gibi enzimler de bir tepkimenin aktivasyon enerjisini (Ea veya
AG) azaltarak calisir ve boylece tepkime hizini ¢arpici sekilde artirir. Cogu enzim
tepkimesi, ona karsilik gelen ve katalizlenmeyen tepkimeden milyonlarca kere daha
hizlidir. Diger katalizorler gibi enzimler de Kkatalizledikleri tepkime sonucunda

tilkkenmez ve bu tepkimelerin dengesini degistirmez. Ancak, diger ¢ogu katalizérden
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farkli olarak enzimler ¢ok daha 6zgiildiir. Enzimlerin 4000°den fazla biyokimyasal
tepkimeyi katalizledigi bilinmektedir [36].

Enzimlerin etkinligi baska molekiiller tarafindan etkilenebilir. Inhibitdrler enzim
aktivitesini azaltan molekiillerdir, aktivatorler ise enzim aktivitesi artiran molekiillerdir.
Enzimlerin aktivitesi ayrica sicaklik, kimyasal ortam (6rnegin pH) ve substrat
konsantrasyonu tarafindan etkilenir. Bu tez ¢alismasinda Brassicaceae sebzelerinden
elde edilen ekstraktlarin lipaz, amilaz, glukozidaz ve tripsin sindirim enzimleri ve

monoamin oksidaz enzimi i¢in inhibitor etkisinin olup olmadig: arastirilmistir.

2.3. Tez Kapsaminda Cahisilan Brassicaceae Bitkileri

Brassicaceae familyasina ait bitkiler turpgiller ya da lahanagiller olarak
bilinirler. Turpgiller familyasi daha ¢ok kuzey yarimkiirede, nadiren tropiklerde
yayillmig 330 cins ve 3700 tiirle temsil edilir. Tirkiye'de 85 cins ve 515 tiiri
bulunmaktadir [37].

Son yillarda beslenmenin insan sagligi tizerindeki roliine dikkat ¢ekilmektedir.
Birka¢ epidemiyolojik ¢alismada, ateroskleroz ve kanser gibi kronik hastalik riskinin

azalmasinin tiiketilen bitki miktarlariyla iligkilendirildigi gosterilmistir [38-42].

Brassicaceae sebzeleri; karnabahar, alabas, brokoli, briiksel lahanasi ve lahana
turpgiller ailesinin farkli genlerini igermektedir. Bu sebzeler antioksidan ve
antikanserojen ozelliklere sahiptir [43-46] ve bunlar vitamin, karotenoid, polifenoller
gibi fotokimyasallar i¢in iyi bir kaynaktir [47]. Ayn1 zamanda saglikli beslenme ve
zayiflamak adina bu sebzeler farkli salata cesitleri olusturularak pisirmeden de
tilketilmektedir. Ayrica Brassicaceae sebzeleri insan diyetindeki glukozinolatlarin tek
kaynagidir [48-51].

Bu tez galismasi i¢in zayiflama kiirlerinde yer alan lahana brokoli, karnabahar,

alabasg ve briiksel lahana olmak tizere bes Brassicaceae sebzesi se¢ilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Tezde kullanilan Brassicaceae sebzeleri (1:Lahana, 2:Karnabahar, 3:Brokoli,
4:Alabas, 5:Briiksel Lahana)

Lahana (Brassica oleracea L. var. capitata) diinyada yetistirilen en 6nemli
sebzelerden birisidir. Lahana pisirilerek yenilebildigi gibi, pisirilmeden salatas1 ya da
tursusu yapilarak da tiiketilir. Kalori bakimindan pek zengin degildir fakat vitamince
zengindir. Birka¢ epidemiyolojik c¢alismada kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik
hastaliklar ve kanser gibi kronik hastaliklara karst bu bitkinin tiiketimi ve iiretimi

arasinda iligki oldugu rapor edilmistir [52-54].

Beyaz Lahana (Brassica oleracea L. var. capitata alba), turpgillerin en énemli
tiyelerinden birisidir ve farkli biyoaktif bilesenleri (antioksidan ve antikanserojen)
iceren ekonomik, dnemli bir besin kaynagidir [54-57]. Yetistirilme sekline gore renk,
boyut, sekil farkliliklar1 gostermektedir [55]. Lahana; A, C, K vitamini, B6 ve B3
vitaminleri, flavanoidler, karotenoitler gibi bazi kimyasal bilesenlere sahiptir
[53,54,55,57].

Brokoli (Brassica oleracea Italica)’nin arteroskleroz, insiilin direncine bagli
diyabet, iskemik kalp hastaliklar1 ve beyin felci gibi hastaliklar1 engelledigi ileri
stirilmektedir. Antimutajenik ve antikanserojenik ozelliklere sahip olan ve etkili

maddeler arasinda bulunan bitkide antioksidan aktivitesi de belirlenmistir [58,59].
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Sebze, bitki ve baharatlardaki antioksidan potansiyellerinin ¢ogu flavanoid ve fenolik

asitler gibi fenolik bilesenlerin indirgenmesinden kaynaklanmaktadir [60,61].

Alabas (Brassica oleracea), brokoli, lahana, karnabahar gibi sebzelerin farkli
morfolojilerinin {irtiniidiir. Alabasg, iki yillik bitki tiiriidir ve siskince bir gévdeye
sahiptir [62]. Yag oraninin ¢ok diisiik olmasiyla birlikte iyi bir vitamin, mineral ve lif
kaynag1 olarak tiiketilir. Bu ailedeki diger bir¢ok sebze gibi alabasin da antioksidan
Ozelligi vardir. Birgok kanser tiiriine kars1 koruyucu kalkan oldugu bilinmektedir. Son
on yilda Avrupa’da o6zellikle kuzey {ilkelerinde alabas sebzesinin govde ve yaprak

tiiketiminin yanisira iiretimine de talep artmistir [63,64].

Briiksel lahanasi (Brassica oleracea Gemmifera), minyatiir lahanalara
benzetilen bir yillik otsu bitkidir. Brokoli gibi kansere yakalanma riskini azalttigi
diistiniilen yaygin olarak tiiketilen sebzelerden birisidir. Turpgillerin bazi sebzeleri,
koyu yesil sebzeler gibi klorofil ve folat igerigi agisindan zengindir. Glukozinatlar ve
kiikiirtlii bilesenler agisindan da zengindir ve bunlar sebzeye keskin aroma ve baharat
tad1 verir [65]. Diger yandan biiyiilk miktarlarda antioksidan bilesikleri (karotenoid,
flavanoid, sinnamik asit, benzoik asit, folik asit, askorbik asit, tokoferol) igerirler [66-
68]. Bunlar bitkilerin oksitlenmeye meyilli bolgelerinde daha yogundur. Ornegin,
bitkinin kloroplastlarinda 50 mM tizerindeki konsantrasyonlarda askorbik asitin oldugu
bulunmustur. Buradan yola ¢ikarak bazi caligmalar gostermistir ki sozii gecen sebzeler
beslenmenin temel kaynagini olusturup kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara engel

olusturur [66,69].

Karnabahar (Brassica oleracea Botryti), besin degeri yiiksek, popiiler ve 2

yillik otsu bir bitkidir. Fosfor ve vitamin bakimindan ¢ok zengindir.

Karnabahar sebzesinin bilesenleri, lipit peroksidayonuyla iliskilendirirlir.
Metabolizma hizin1 artirdigt ileri siiriilmektedir. Lipit otooksidasyonu antioksidanlar
tarafindan yavaslatilir. Antioksidanca zengin sebzelerle beslenme se¢imi saglikli

beslenme konusunda anahtar rol oynamaktadir [70,71].

Alternatif tipta turpgiller zayiflamak adina bitkisel ¢o6ziim olarak

kullanilmaktadir. Arastirmalarda bu bitkilerin kiirleri, corbalari, detoks sulari, salatalari
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yapilarak tiiketildigi ve olumlu sonug alindig1 goriilmiistiir. Ancak literatiirde bu konuda
hangi bitkinin etkin oldugu ya da sindirim sistemi enzimlerinin inhibisyonuna dair

bilgiye rastlanmamuistir.

2.4. Tez Kapsaminda Calisilan Enzimler
2.4.1. Lipazlar

Lipazlar (trigliserol agilhidrolazlar; EC.3.1.1.3), yag sindiriminde gorevli
fosfolipid ve triagilgliserollerin ester baglarinin hidrolizleyen enzimlerdir [72]. Lipazlar
esterazlarin bir alt smifidir, ¢ogu canlida gidasal lipitlerin (trigliseritlerin) sindirimi,
taginmast ve islenmesinde Onemli rol oynarlar. Lipazlar gidasal trigliseritlerin rutin
metabolizmasindan, sinyal transdiiksiyonu ve inflamasyona kadar ¢ok ¢esitli biyolojik

stireglerde yer alirlar. Bazi virtislerde dahi lipaz genleri bulunur.

Insan sindirim sisteminin en énemli lipazlar1 mide tarafindan salgilanan gastrik
lipaz ve pankreas tarafindan salgilanan pankreatik lipaz ve pankreatik lipazla iligkili
protein 2 (PLRP2)’dir. Pankreatik lipazlar (PL), triagilhidrolaz sinifindandir ve
trigliseridlerin sindiriminde kilit noktasidir. Lipazlar, bir lipit substratin gliserol
omurgasinin belli konumlarinda etkir. Bu enzim yag asitlerini « and o’ pozisyonlarindan
monogliseridlerine parcalar [73,74]. PL, total yag molekiillerinin % 50-70’inin

hidrolizinden sorumludur.

Lipaz, notr pH'de en iyi ¢alisir. Bu enzim, tripsin gibi 6nce inaktif bir bigimde
(tripsinojen gibi) salgilanmaz, salgilandigi haliyle aktiftir. Pankreas tarafindan

salgilanan enzim, aktivitesi i¢in kolipaz adli baska bir proteine gerek duyar [75].

Pankreatik lipaz, hiicre disina salgilanir ve orada besinsel lipitleri viicut
tarafindan daha kolay emilebilmeleri ve viicut i¢cinde daha kolay taginabilmeleri i¢in
daha basit molekiillere doniistiiriir [76,77]. Trigliseridlerin % 10-30’u midede sindirilir,
kalan1 pankreatik lipaz tarafindan sindirilir. Kofaktor olarak kolipaz ve safra asitleri

kullanir. Karacigerden tretilen safra asitleri, safra kesesesi araciligiyla duodenuma
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salindiktan sonra mideden gelen besinlerdeki biiyiik yag damlalarini kaplarlar ve onlart
daha kii¢iik damlalara (misellere) emiilsifiye ederler. Boylece toplam yiizey artar, bu da
pankreatik lipazin bu yaglar1 daha kolay sindirmesini saglar. Hidroliz reaksiyonu
sonucu monoagilgliserol ve yag asitleri olusur. Meydana gelen monogliseritler ve yag
asitleri ince bagirsaktaki villuslar tarafindan emilirler ve bagirsak epitel hiicrelerinin
icinde tekrar trigliseridlere doniistiiriiliirler. Daha sonra viicuda dagitilmak iizere,

silomikronlar i¢inde lenf sistemine salgilanirlar [78].

Insandan izole edilen pankreatik lipaz homolojisinin, domuz pankreatik lipaz1
(DPL) ile % 86 benzerlik gosterdigi belirlenmistir [79]. Bu yilizden deneysel

calismalarda daha ¢ok domuz pankreatik lipazina rastlanmaktadir.

2.4.2. Lipazin Orlistatla iliskisi

Diyet ve hayat tarzi degisiklikleri gibi klasik yontemlerle verilen kilolarin uzun
vadede korunmasi amaclanmaktadir. Ancak son yillarda yag absorpsiyonunu azaltmak
ve sindirim enzimi olan lipazi inhibe etmek igin obezite tedavisinde yeni farmakolojik

yaklasimlar popiiler hale gelmistir [80-82].

Obezite gelisiminde yaglarin oynadigi santral rol dikkate alinarak, viicutta
yaglarin metabolize edilmesinin Oniine ge¢mek gerekmektedir. Dogal anti-obezite
ajanlarmin potansiyelini belirleyebilmek ic¢in ¢alisilan mekanizmalardan birisi de

pankreatik lipaz inhibisyonudur.

Obezite tedavisi igin kabul edilen iki ilagtan biri Orlistat’tir (Sekil 2.2).
Trigliseritlerin sindirimine engel olarak viicuda besinsel yag alimini durdurur [83].
Diinyada en ¢ok satan ilaglardan birisi olmasina ragmen, gaz agrisi, yagl diski ve yag

bezeleri gibi mide ve bagirsaklarla ilgili yan etkileriyle de karsilasiimaktadir [84].

Orlistat, Streptomyces toxytricini tarafindan iiretilen dogal bir lipaz inhibitori
olan "lipstatin”in hidrojene edilmis bir tiirevidir [83]. Bu ilag, gastrointestinal liimende
gastrik ve pankreatik lipazlarin serin kalintilarina kovalent baglarla baglanarak etkisini

gosterir. Sonucta monoagilgliserollerin ve serbest yag asitlerinin olusumunu onleyerek,
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diyetteki yagin emilimini indirekt olarak bloke eder, gastrointestinal lipazlari inhibe
ederek bagirsakta yag emilimini % 30 azaltmaktadir. Yalnizca kilo kaybin1 saglamakla

kalmay1p, verilen kilolarin korunmasinda da etkili rol oynamaktadir [85,86].

o
Tirnes O
O. _O
AL
H

Sekil 2.2. Lipaz enziminin inhibitorii Orlistat molekiilii [87]

Lipaz1 inhibe etmek i¢in sinir sistemi merkezli istah kesen fenfluramin,
rimonabant ve sibutramin gibi ilaglar kullanilirken sindirim sistemi merkezli, ilgili
molekiillerin  pargalanmadan  atilmasini  saglayan lipaz inhibitorii  Orlistat
(tetrahidrolipstatin, THL) molekiili, kilo kaybinin yaninda obeziteyle iligkili diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusturdugu risk faktorlerini de azaltmaktadir [88]. Lipaz
inhibitorler olan orlistat, yag asidi sentezini inhibe etmesi ve anti-tiimoéral etkilerin
gozlenmesi sebebiyle [89] tip 2 diyabet [90,91], ateroskleroz [92], tiiberkiiloz [93-95] ve
kanser gibi ilach tedaviye ihtiya¢ duyulan durumlarda da kullanilmaktadir.

2.4.3. a-Amilaz ve a-Glukozidazlar

Amilaz, bitkilerde bulunan nisastay:1 bir disakkarit olan maltoza hidrolizleyen
enzimdir. Sinifi proteaz olup, caligmalarda en sik kullanilan ikinci enzim ¢esidini
amilazlar olusturur. Kandaki glukozun ana kaynaklarindan olan nisastanin hidrolizi a-

amilaz (E.C.3.2.1.1) ve o-glukozidaz (EC.3.2.1.20) enzimlerinin yardimiyla
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gerceklestirilir. Pankreatik o-amilazin nisastayr hidrolizi a-(1,4) glikozid baglarini

kirarak maltoz ve diger oligosakkaritlere parcalamasiyla olusur [96,97].

Insanlarda tiikiiriik bezleri ve pankreastan salgilanir. Amilazlar, patates, spagetti,
krema ve cikolata gibi nisasta esasli yiyecek kalintilarmin ¢ikarilmasinda kullanilir.
Enzimatik deterjan formiilasyonlarinda kullanilan ilk enzim olarak bilinirler. Amilaz

sadece ¢amasir deterjanlarinda degil, bulasik deterjanlarinda da kullanilmaktadir [98].

a-Glukozidazlar, karbonhidrat sindiriminin son basamagini katalizlerler. o-
Glukozidaz inhibitorleri diyabet tedavisinde kullanildigi gibi obezite tedavisinde de
kullanilmaktadirlar. Bu enzimin inhibitorleri, sindirim enzimlerini inhibe ederek glukoz

absorpsiyonunu yavaslatirlar [99,100].

2.4.4. a-Amilaz ve a-Glukozidazlarim Akarbozla iliskisi

Insiilin direnci ya da pankreatik B-hiicrelerinin fonksiyonunu kaybetmesinden
dolay1 ortaya ¢ikan tip 2 diyabetin diinyada yaklasik 150 milyon kiside oldugu tahmin
edilmektedir [101]. Diyabet, bir karbonhidrat metabolizmasi hastaligidir ve uzun siire
tedavi edilmezse noropati, retinopati ve kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirarak
komplikasyonlara neden olmaktadir [102,103]. Gelecekteki 20 yil i¢inde diinyadaki tip
2 diyabetli hastalarin sayisinin yaklasik olarak 346 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir [104,105]. Tip 2 diyabet tedavisi igin kullanilan terapdtik yontemlerin
birisi, polisakkarit, oligosakkarit ve disakkaritlerin glukoza pargalanmasini
durdurmaktir [106]. Bu da mide ve bagirsak bolgesinde amilaz enziminin inhibe
edilmesiyle yapilabilir [107,108]. Bu yoniiyle amilaz inhibitorleri obezite yonetiminde
yardimcidirlar [109,110]. Bu inhibitorler, karbonhidratlarin sindirimini geciktirir ve
glukoz absorpsiyon hizini yavaglatir. Bu durum kan hiicrelerindeki glukoz seviyesini
diistirtir [102].

Hedef olan amilazin yapisal farkliliklarindan dolay: inhibitorleri de spesifiktir.
Amilaz inhibitorlerin yapis1 baz almarak siniflandirildiginda ii¢ grup olusmaktadir;
amino sekerler, oligostatinler ve proteinaz inhibitorler. Amino sekerlerden olan akarboz,

pankreatik a-amilaz igin ¢ok iyi bir inhibitor, anti-diyabetik bir ilagtir (Sekil 2.3).
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Akarboz, karbonhidratlarin sindirilmesi i¢in gerekli olan glikozithidrolaz enzimlerini
inhibe eder. Ozellikle ince bagirsaklarin i¢ yiizeyinde bulunan firca kenar enzimlerini ve
pankreastan salgilanan alfa-amilaz enzimlerini inhibe eder. Inhibitdr enzimin aktif
bolgesine bagli su molekiilleri araciligiyla ya da direkt hidrojen baglariyla baglanir
[111]. Bu enzimlerin inhibe edilmeleri karmasik karbohidratlarin sindirimlerini biiyiik
Ol¢iide azaltir. Bu sayede dolasima giden glukoz miktar1 azalir, ¢ilinkii besinlerle alinan

karbonhidratlar glukoz molekiillerine yikilamazlar.
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Sekil 2.3. a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin inhibitorii Akarboz molekiilii [112]

Inhibitdrlerin bazilar1 substrata benzeyen maddelerle de etkilesir. Akarboz,
izoakarboz, hibiskus asidi ve siklodekstrin gibi proteinaz olmayan inhibitdrlerin amilaza
kars1 aktivitesi, amilaz substratina benzeyen siklik yapilarindan kaynaklanmaktadir.

Akarbozun valinamin halkasi, amilaz inhibisyonu i¢in ¢ok 6nemli gorevdedir [113].

Son 2 yildir akarboz miglitol, vogliboz gibi yapay a-glukozidaz inhibitdrleri
gelistirilmeye calisilmistir. Ancak bu sentetik a-glukozidaz inhibitorlerinin midede gaz
stkismast, karin agrisi, karaciger hastaliklart gibi yan etkilerin gézlenmesi nedeniyle bu
dogal kaynaklardan saglanmasi ve bitkilerden izolasyonuna odaklanilarak caligsmalar

yapilmistir [100,114,115].
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2.4.5. Tripsinler

Proteazlar, protein molekiillerini spesifik olduklar1 amino asitlerinden tam
verimle hidrolizlerler, genis bir aktivite spektrumuna sahiptir. En énemli proteazlardan
birisi tripsindir. Tripsin (EC.3.4.21.4) bir serin proteaz olup bakterilerden memelilere
kadar yasayan tiim organizmalarda belirlenmistir. Tripsin, pankreas sivisinda bulunan
ve bagirsaklarda proteinleri peptonlara ve polipeptitlere pargalayan sindirim enzimidir.
Tripsin; peptid ve proteinleri karboksi terminal tarafindan lizin ve arjinin
aminoasitlerinden parcalar. Pankreasta, tripsinojen halinde etkin olmayan bir durumda
bulunur ve onikiparmak bagirsagindan salgilanan enterokinazin etkisiyle tripsin haline

doniistr [116].

Tripsin, pankreasta yiiksek miktarda mevcuttur ve oldukca kolay saflastirilabilir.
Bu enzim pek ¢ok biyoteknolojik islemde kullanilmaktadir. Bu islemler genellikle
tripsin proteolizi veya tripsinizasyon olarak adlandirilir ve tripsinle sindirilen veya
muamele edilmis olan proteinler de tripsinlenmis olarak tanimlanir [117]. Doku kiiltiirii
caligmalarinda, siitten kazeini ayirmada, proteomikte kiitle spektrometresi analizi i¢in
jeldeki proteinleri peptitlere parcalamada, gida endiistrisinde siit, peynir, et, balik
tirtinleri, lezzet bilesikleri, alerjen proteinleri uzaklastirilmis hipoalerjenik gidalar elde

etmede kullanimi 6rnek olarak verilebilir [118].

2.4.6. Tripsinlerin PMSF ile liskisi

Biyokimyada fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF) bir serin proteaz inhibitoriidiir.
PMSF, toz halinde bulunan sitotoksik bir kimyasaldir (Sekil 2.5).

Sekil 2.4. Tripsin enziminin inhibit6rii PMSF molekiilii [119]
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PMSF, biitiin proteazlar1 inhibe etmez. Hizlica suda ¢oziinlir ama standart
cozeltiler genellikle etanol, izopropanol veya DMSO (dimetil siilfoksit)’da hazirlanir.
0.1-1 mM konsantrasyon araligindaki PMSF inhibitor olarak kullanilir. Sulu
¢oOzeltilerinde yarilanma omrii de kisadir (pH 7.55 de 110 dakika, pH 8.00 de 35 dakika;
25°C).

Proteaz inhibisyonu bir¢cok hastaliin kontrol altina almasina yardimci olur
[120]. Proteini parcalayici etkisinden kandaki pihtilar1 eritmede yararlanilir. Son
zamanlarda proteaz inhibitorleri antiviral, antibakteriyel amaclh ve kanser tedavilerinde,
hiicre pargalanmasindan sonra sindirim enzimlerinin bloke edilmesi amaciyla da PMSF

yaygin olarak kullanilir [116,121,122].

Bitki proteaz inhibitorleri, onemli islemlerde gorev alan genellikle kiiciik
proteinlerdir. Proteaz inhibitorleri proteolitik enzimlerle kompleks formlara has bir
Ozellik gosterir ve Kkatalitik bolge igin enzim substratiyla yarigarak enzimin aktif
bolgelerini inhibe ederler [123].

2.4.7. Monoamin Oksidazlar

Monoamin oksidaz (MAQO), noral ve noral olmayan hiicre membranlarinin dis
mitokondrisinde bulunan bir enzimdir [124]. Monoamin oksidaz (MAO, EC 1.4.3.4),
bir koenzim olan flavinadenin diniikleotide kovalent baglidir ve noradrenalin, dopamin
ve seratonin gibi norotransmitterlerin oksidatif deaminasyonundan sorumludur.
Egzojenaz ve endojenaz aminler (tiramin ve benzilamin) aldehitlerle reaksiyon verme

konusunda norotransmitterler kadar iyi molekiillerdir [125].

MAO enzimleri, MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki formda bulunurlar.
Merkezi ve cevresel sinir sistemi kimyasal madde miktarlarinin azaltilmasina yardime1
olurlar, ayrica sinir hiicrelerini aboptozise karsi koruduklart da iddia edilmektedir [126].
MAO enzimleri substrat ve inhibitorlerine karsi segici ve ozgiildiir. MAO-A enzimleri
ruh hastaliklarina neden olan ve beyinde bulunan biyogenik amin (dopamin, seratonin,
norepinefrin)  seviyesini  diizenlerler. Psikoterapi 1ilaglar1 olarak  kullanilan

antidepresanlarin MAO enzim inhibitorii olarak kullanildigi da bildirilmistir. MAO-A
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klinik olarak depresyon tedavisinde kullanilmaktadir. Insan beyni yaklasik % 75 MAO-
B sentezler [127]. MAO-B ise [B-feniletilaminve benzamin’i deamine eder. Sinir
terminallerinde monoaminerjik artis, depolanan MAO inhibitérlerinde bir artisa neden
olur. MAO-A inhibitisyonu depresyonda ve anksiyete bozukluklarinda 6nemli oldugu
diistiniilen norotransmiterleri etkiler. MAO-B inhibitorleri dopamin seviyelerine baglh
olarak artar. Selegilin tek geri doniisiimsiiz MAO-B inhibitoriidiir ve pekgok iilkede ilag
pazarinda onayli olarak yer almaktadir [128]. MAO-B aktivitesi ise insanlarda yas ile
dogru orantili olarak azalir ve Parkinson hastaligi gibi ndrodejaneratif hastaliklar
meydana c¢ikmaya baglar [125]. Son zamanlarda MAO-B inhibitorleri ankisiyete
bozukluklarinin  tedavisinde ve  Alzheimer hastaliklarinin  tedavisinde de

kullanilmaktadir [129].

MAO-B enzimi ayrica noron koruyucu etkiye sahiptir. MAO-B ile oksitleme
asamasinda reaktif hidrojen elde edilir. Amin ve peroksit reaksiyonunda yan iiriin olarak
hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen tiirleri olusur. Bunlar da noral fonksiyonlarin
bozulmasina veya sonunda néral Oliime neden olur [130]. MAO’nun farmasdétik
potansiyeli, 6zellikle MAO-B inhibitorleri i¢in aktif yeni bilesiklerin arastirilmasina yol

acmuistir.

2.4.8. Tezde Calisilan Enzimlerin Literatiirdeki inhibisyon Calismalarina Bakis

Bu tez kapsaminda obeziteyi ilgilendiren sindirim enzimlerinin inhibisyonu ile
ilgili calismalar yiriitilmistiir. Bu ¢alismada 5 Brassicaceae sebzesinden elde edilen
etanol, metanol ve su ekstraktlariin sindirim enzimleri ve MAO-A enzimi iizerinde
inhibitdr potansiyellerinin olup olmadig1 arastirilmistir. Tez kapsaminda segilen
Brassicaceae sebzelerinin bu enzimler {izerinde inhibisyon etkilerinin olup olmadig ilk
kez calisilmigtir. Literatiirde bu sebzelerin enzim inhibisyonu ile ilgili sindirim
enzimleri inhibisyon caligmalarina rastlanmamistir. Bu nedenle ilgili enzimler iizerinde

baska bitki ektraktlarinin inhibisyon ¢alismalarina ait veriler asagida sunulmustur.
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Aloe vera jel (AVG); diyabet, obezite ve enfeksiyon hastaliklariin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir [131]. Urmeela Taukoorah ve M. Fawzi
Mahomoodally’nin [132] yiiriittiigii inhibisyon c¢alismasinda alfa-amilaz, alfa-
glukozidaz ve pankreatik lipaz’a karst AVG’in inhibitor etkisi in vitro incelenmistir.
Vacoas sehrinden alinan taze aloe vera bitkileri yikanarak blender’da parcalanmis ve jel
haline getirilen bitki tiim analizlerde kullanilmistir. Alfa-amilaz inhibisyonu Mao ve
Kinsella’nin [133] metodu baz alinarak yapilmis ve spektrofotometrik yontem ile 565
nm’de absorbansi Olgiilmistiir. Alfa-glukozidaz inhibisyon aktivite Olgiimii Pistia-
Brueggeman ve Hollingsworth [134] metoduna gore uyarlanmis, pozitif kontrol olarak
akarboz kullanilmis ve yine spektrofotometrik yontemle 405 nm’de absorbansi
Ol¢iilmiistiir. Pankreatik lipaz aktivitesi i¢in ise Zheng ve grubu [135] ve Bustanji ve
grubu [136]’nun metodu modifiye edilmis, absorbans 405 nm’de oOlglilmiistiir.

Michaelis-Menten (Km) and Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir.

Tablo 2.6. Ilgili enzime karst AVG’nin yiizde inhibisyonu [132]

N % Inhibisyon
Ornek
a-amilaz a-glukozidaz Pankreatik lipaz
Akarboz 96.64 +0.10 62.70 £ 0.15 70.58 = 0.50
Aloe vera —4.88 +0.09 -0.81+0.33 85.56 + 0.91

Tablo 2.6’da goriildiigii gibi pozitif kontrol (akarboz; 400 pg/mL) ile
karsilagtirildiginda  Aloe  vera’nin  a-amilaz  ve  a-glukozidaz  inhibisyonu
belirlenmemistir. Ancak bizim calismamiza benzer sekilde, ¢alisan bitki ekstraktinda

pozitif kontrol orlistattan daha yiiksek pankreatik lipaz inhibisyonu belirlenmistir.

Diinyada obezite artisindan dolay1 bu tiir inhibisyon g¢alismalarinin sayisi her
gecen giin artmaktadir. Buradan yola ¢ikilarak Malezya’da ¢ok tiiketilen bitkilerden
kudret nart (Momardica charantia, MCE), hint dutu (Morinda citrifollameyvesi,

MCFE), tropik bolgelerde ve batakliklarda yetisen antibiyotik olarak da kullanilan
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Centella asiatica bitki ekstraktlarmin (CAE) pankreatik lipaz iizerine in vitro inhibisyon
etkileri aragtirilmistir. MCE, MCFE, CAE ekstraktlarin PL’1n aktivitesini durdurucu
etkisi oldugu saptanmistir. % inhibisyon degerleri sirasiyla 21.0 £1.3, 25.8 +0.1 ve 25.3
+0.4 olarak belirlenmistir [137].

Puteri ve grubu diyabet ve iligkili hastaliklarin diinya ¢apinda artan bir problem
oldugu vurgusuyla, Asya bolgesinde yetisen Phyllanthus urinaria’nin yapraklarindan %
50°’lik su:etanol ¢oziicii karisimi ile silika jel kolonunda saflastirma yapmis, ve
kolondan gallik asit, korilajin, makatannin-B izole etmislerdir. Domuz pankreatik
amilaza kars1 bu bilesiklerin inhibisyon aktiviteleri dl¢iildiigiinde; bilesiklerin 1 mmol/L
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 23, % 21, % 33 inhibisyon aktiviteleri elde edilmistir
[138].

Sindirim enzimlerinin inhibisyonunun obezite tedavisindeki potansiyelleri goz
Oniine alinarak gergeklestirilen ve dogal iiriinlerin hipolipidemik ve hipoglisemik ajan
olarak etki potansiyelini belirleme ¢alismalarindan birinde; Mallere ve arkadaslar1 [139]
Italya’nin  Calabria kentinden tedarik ettikleri Italyan devedikeni (Carduus
pycnocephalus L.), yasli adamsakali ya da yaban asmasi olarak bilinen Clematis vitalba
L., tere (Lepidium sativum L.), biiyiik ebegiimeci (Malva sylvestris L.) ve papatya
ailesinin bir liyesi olan Picris hieracioides L. bitkilerinin in vitro a-amilaz ve lipaz
enzim inhibisyonunu c¢alismislardir. Bu ¢aligmada bitkiler agik havada kurutulup etanol,
metanol ve hekzan ekstraksiyonlar1 yapilmis ve spektrofotometrik yontemlerle a-amilaz
(412 nm) ve lipaz (540 nm) enzim aktiviteleri belirlenmistir. Clematis vitalba L.,
pankreatik lipaz ve a-amilaz {lizerine gii¢lii bir inhibisyon etkisi gostermis, sirasiyla

ICs0: 0.99 mg/mL, 1Cs0: 31.52 pg/mL degerleri elde edilmistir.

Lee ve grubu [140] obeziteyi engellemek iizere anti-lipaz aktivitelerini
belirlemek ve dogal iiriinlerden yeni pankreatik lipaz inhibitér potansiyellerini
kesfedebilmek i¢in Kore’de yetisen ve obeziteyle iliskilendirilebilecek 61 bitki ile
calisma yapmustir. Bitkiler kurutulmus ve etanol ekstraktlart hazirlanmistir. Lipaz
aktivitesi p-nitrofenil biitiratin  hidrolizi Olgililerek  belirlenmistir. Test edilen
ekstraktlardan giil ailesine ait olan Sorbus commixta (govde, yaprak) ve 6kse otu olarak
bilinen Viscumalbum (tiim kisimlart) bitkilerine ait ekstraktlar, anti-lipaz aktivitesi

gostermis ve sirastyla ICso degerleri 29.6 pg/mL and 33.3 pug/mL olarak belirlenmistir.
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Kim ve Kang [141] ise; obeziteyle iliskilendirilen 19 Kore bitkisinin su ve etanol
ekstraktlarini hazirlamig ve in vitro lipaz inhibisyonlarini ¢alismiglardir. Gergeklestirilen
bu calismada substrat olarak tribiitirin, lipaz aktivite tayin yontemi olarak titrimetrik
yontem Kullanarak sadece iki bitkinin ardi¢ kozalagi kabugu (Juniperus communis) ve
japon yildiz1 agacinin odunsu kisminda (Illicium religiosum) lipaz inhibisyonu aktivitesi

belirlenmistir. Bu bitkiler i¢in 1Cso degerleri Sirasiyla 20.4 ve 21.9 ug/mL’dir.

Italya’nin Calabria bolgesinden toplanan 18 bitki tiiriinde Conforti ve arkadaslar:
[142] in vitro pankreatik lipaz inhibisyon aktivitelerini arastirmislardir. p-nitro fenoliin
aciga cikmasiyla olusan sar1 kromojen renk olusumunun 412 nm’de absorbansi
olgtilerek takip edilen yontem ile semiz otu (Portulaca oleracea, yapraklar) ve karanfil
tiri olan givisgan otunun (Silene vulgaris, yapraklar) su ve etanol ekstraktlarinda
inhibitor etkisi belirlenmistir. ICso degerleri sirasiyla 5.48 mg/mL ve 6.02 mg/mL olarak
tespit edilmistir.

Pom Phra, Chulachomklao, Mangrove Ormanlarindan toplanan ve medikal
ozelligi olan 5 Thai bitkisi ile yiiriitiilen lipaz inhibisyon c¢alismasinin ekstraksiyon
islemi, lzerinde kiiciik degisiklikler yapilarak Tietz ve grubunun [143] metodu ile
gerceklestirilmistir. Pankreatik lipaz inhibisyonu i¢in Kim ve Kang’in calismasi
referans alinmistir [144]. Sonug olarak yalmizca C. fenestratum etanol ekstraktinda
(ICs0: 160 £ 0.02 pg/mL) aktivite goriilmiistiir. Ancak pozitif kontrol olan Orlistat’a
gore (ICsp: 9.25 +1.25 pg/mL) inhibisyon etkisi ¢ok zayif bulunmustur [141].

Hsieh ve arkadaglar1 [145] Tayvan’da bulunan baklagil ailesinin agagsi
bitkilerinden dort Flemingia tiiriiniin su ekstraktlarinda Matsui’nin [146] metoduna goére
antidiyabetik ve antioksidan etkilerini incelemeyi hedeflemislerdir. Antidiyabetik analiz
p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid substratt ile 0.1 M N-N’-bis (2-etansiilfonik asit)
tamponunda yapilmistir. Pozitif kontrol olarak genistein (bitkisel Ostrojen)
kullanilmistir. 153.92-1468.60 pg/mL arasinda ICso degerleri elde edilmistir. En iyi
potansiyeli ise 1Csg: 153.92 £0.20 ug/mL degeriyle Flemingia macrophylla bitkisinin su

ekstrakti gdstermistir.

Souza ve ark. geleneksel kullanimi incelendiginde kilo kaybina neden oldugu

belirlenen Baccharis trimera bitkisinin lipaz, a-glukozidaz ve a-amilaz enzimi
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tizerindeki inhibitor aktivitesinin belirlenmesi lizerine bir ¢alisma yapmuslardir. Sulu
ekstraktlar infiizyon yontemiyle hazirlanmis ve lipaz inhibitér aktivitesi
belirlenmemistir. Etanol ekstraktt % 16, metanol ekstrakti % 78 lipaz inhibitor etkisi
gostermistir. Higbir ekstrakt amilaz enzimini inhibe edememistir. Her iki ekstrakt da
ayni a-glukozidaz inhibisyonunu (% 46.9 +0.1) gostermis, B-glukozidaz ise % 73 inhibe
edilmistir [147].

Japonya’ya 6zgl bir sogiit tiirtinden (Salix gracilistyla) izole edilen flavanoid
bilesigi olan Luteolin-7-O-glukozid’in a-glukozidaz ve a-amilaza karsi inhibitor
aktivitesi Kim tarafindan test edilmistir. Giiglii inhibitor olarak belirlenen luteolin’in 0.5
mg/mL konsantrasyonundaki akarbozdan daha gii¢lii etki gosterdigi ve % 36 inhibisyon
yaptig1 belirlenmistir. Ayrica a-amilaz1 da etkili bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir
[148].

a-glukozidaz inhibisyonunu diyabet tedavisiyle iliskilendirmeyi amaglayan
Zhang ve grubu [149] Cin’de yetisen Huai Shan Yao olarak da bilinen yer elmasiyla
(Dioscorea opposita Thunb.) c¢alismislardir. a-glukozidaz inhibisyon aktivite metodu
birka¢g metodun kombine edilerek modifikasyonu seklinde ¢alisilmistir [150-152]. Bu
bitkiden dort bilesik izole edilmistir: trans-N-p-kumaroiltiramin (1) (ICso: 0.40 mM),
1,7-bis (4-hidroksifenil) heptan-3,5-diol (2) (ICso: 0.38 mM), 6-hidroksi-2,4,7-
trimetoksipentantrien (3) (ICso: 0.77 mM), cis-N-p-kumaroiltiramin (4) (izomer
olmasina ragmen inhibisyon gozlenmemistir). Ayrica bu ¢alismayla 1, 2 ve 4

bilesiklerinin ilk kez izole edildigi ve Dioscoreaceae ailesinde oldugu belirlenmistir.

Kim ve arkadaglar1 [153] diyabet hasta sayisin1 diisiirmeyi amaglayan
caligmalarinda Kore’de yetisen bir sogan tiiriiniin (Allium cepa L.) ve fare bagirsagi
kaynakli a-glukozidaz’in inhibisyon etkilerini in vitro ve in vivo arastirmiglardir.
Soganin etanol ekstraktindaki kersetin miktarin1 100 gram sogan i¢in 6.04 g olarak ve
sogan etanol ekstraktinin ICso degeri 0.40 mg/ml iken pozitif kontrol kersetin
¢ozeltisinin 1Cso degerini 0.11 mg/ml olarak belirlemislerdir. /n vitro ¢alismalarinda
yar1 yariya inhibisyon gozlenirken in vivo c¢alismalarinda bu degerlerin birbirlerine

yakin oldugu rapor edilmistir.
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Christhudas ve calisma arkadaslari, Kuzey Pasifik Adalari, Asya ve tropikal
bolgelerde yetisen Hedyotis biflora L. (Rubiaceae) bitkisini Giiney Hindistan’dan
toplamis ve a-glukozidaz inhibisyon ¢alismasi igin Dahlqvist’in metodu ile
gerceklestirmek tizere [154] hekzan, etil asetat ve metanol ekstraktlart hazirlamiglardir.
Diger ekstraktlara gore metanol ekstraktinin iyi etki gosterdigi, pozitif kontrol
akarbozun 1Csg degeri 260.32 +£1.23 pg/mL, metanol ekstraktinin ICsp degerinin 480.20
+ 2.37 ug/mL oldugu belirlenmistir [155].

Katekhaye ve grubu [156] tarafindan yapilan a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitor
aktivite ¢alismasinda, bezelye familyasindan ¢igekli bir bitki olan Pithecellobium
dulce’nin goévde ve yapraklarindan 4 mg/mL konsantrasyondaki aseton ekstrakti i¢in
sirasiyla % 74.78 ve % 62,43; metanol ekstrakti i¢in sirasiyla % 72.23 ve % 68.32 a-
glukozidaz inhibisyon aktivitesi belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada aseton

ekstraktlariin maltazi sukrazdan daha iyi inhibe ettigi de belirlenmistir.

Menichini ve arkadaslari tarafindan italya’da bir ciftlikten satin alinan Capsicum
chinense Jacq. cv Habanero meyvelerinin a-amilaz [157] ve a-glukozidaz [158]
inhibisyon denemelerini sirasiyla Tundis vd. ve Kapustka vd.’nin metotlarini modifiye
ederek gergeklestirmisler, tiirtin olgun biberlerinin a-amilaz igin 1Cso degerini 130.67
pg/ml, olgun olmayan biberlerde a-glukozidaz igin en iyi 1Cso degerini ise 150 pg/ml
olarak bulmuslardir [159].

Shahwar ve ark. ise yeni tripsin inhibitdrleri belirlemek i¢in yaptiklari caligmada
targindan (Cinnamomum zeylanicum) sinnamik asit, gallik asit, bir sinek tiirinden
(Impatient bicolor) feriilik asit izole etmislerdir. Bilesiklerin tripsin i¢in 1Cso degerleri
sirastyla 0.35 +£0.02 mM, 0.96 £0.005 mM, 1.22 £0.006 mM olarak bulunmustur [160].

Shahwar ve grubu portakal kabugu (Citrus sinensis) ve yesil ¢ay (Camellia
sinensis) yapraklariyla tripsin inhibisyon aktivitesi calismistir. Caligmada portakal
kabugundan hesperetin, rutin ve hesperidin; yesil caydan katesin molekiilleri izole
edilmis ve bu maddelerin ICso degerlerini asagida verildigi gibi belirlenmistir: Rutin-
ICs0: 16 +2 pumol/L (% 75.4 +0.9 tripsin inhibisyonu), katesin- 1Cso: 83 £9 pumol/L (%
65.3 £1.4);), hesperetin; ICso: 104 12 pmol/L (% 62.1 +£1.3), hesperidin 1Cso: 127 +14
umol/L (% 59.7 £1.1) [161].
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Stafford ve arkadaslar fare karacigeri kaynakli MAO enziminin inhibisyonunu
belirlemek icin yirmi farkli Giiney Afrika bitkisiyle MAO inhibisyonu caligmis ve
fotometrik yontem kullanmuislardir. Sedef otu (Ruta graveolens)’nun en iyi MAO
inhibitor aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Yaprak etil asetat yaprak ekstraktinin 1Csg

degeri 5 £1 pg/mL, petrol eteri ekstraktinin 3 £1 pg/mL olarak kaydedilmistir [130].

Olsen ve ark. tarafindan su nanesi (Mentha aquatica L.) bitkisinin 6 farkli
polaritedeki ekstraktlarina ait monoamin oksidaz (MAQO) denemesinde fotometrik
yontem kullamilmistir. % 70 etanol ekstrakti en yliksek MAO inhibitér etkisi
gostermistir. S-narigenin etanol ekstraktindan ince tabaka kromatografisi ile izole
edilmistir. Bilesenlerin yapis1 *H, $3C, 3C-DEPT NMR ile belirlenmistir. Naringenin’in
MAO-A inhibisyonu i¢in ICso degeri 955 £129 uM olarak bildirilmistir [162].

Jager ve arkadaslar1 [163] Danimarka’ya ait 17 farkli bitki ekstrakti ile ¢alisma
yapmig ve iki tanesinin MAO-A {lizerinde Onemli inhibitér etki olusturdugunu
bildirmistir. Inhibisyon mekanizmasi i¢in farkli bir yéntem kullanmis [163] ve her iki
bitkinin ¢alismasi da alkoloidler, fenoller, flavanoidler, kumarinler gibi MAO
inhibisyonuna neden olabilecek biyoaktif bilesenleri yiiksek miktarda icerdigini

gostermistir.

Yildiz ve grubu [164] kestane bali, polen ve propolislerdeki monoamin oksidaz
inhibisyon aktivitesi ¢alismis ve ICso hesaplamislardir. Karadeniz bolgesindeki
aricilardan alinan bal, polen ve propolis’in farkli konsantrasyonlarda (5-0.00005
mg/mL) sulu ¢6zeltileri hazirlanmistir ve Holt vd. [165] ve Schmidt vd. [166]’nin MAO
aktivite metodunda ufak degisiklikler yapilarak inhibisyon 6l¢iimi yapilmigtir. 42
dakikalik periyotlarla 3 kez Ol¢iim alinarak elde edilen verilere gore ICso degerleri

hesaplanmis ve Tablo 2.7’°de verilmistir.

28



Tablo 2.7. An irilinlerinin sulu ¢ozeltilerinin toplam monoamin oksidaz {iizerine

inhibitor etkileri [164]

Ornekler 1Cs0 (mg/mL)
Kestane bal1 41.60 +6.05
Polen 30.56 £4.02
Propolis 24.95 £3.75

Singh ve arkadaslar1 diinyada yaygin olarak kullanilan ve Hawaii, Porto Riko ve
Amerika’nin giiney kiy1 kesiminde yetisen su bitkisinden (Bacopa monniera) izole
edilmis 6 molekiil satin alarak MAO-A ve MAO-B inhibisyon aktivitesi ¢alismiglar ve
bunun i¢in MAO-Glo™ deney kiti (Promega Corporation, USA) kullanmislardir. Bu
bilesiklerden Bacopaside I’'in MAO-A enzimini inhibe ettigi bildirilmistir. ICsg (17.08%
1.64 ng/mL) ve K degerleri (42.5+ 3.53 ug/mL) hesaplanmistir [167].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyaller
3.1.1. Kimyasal Maddeler
Kullanilan kimyasallar parantez i¢inde verilen firmalardan temin edilmistir.

Domuz pankreatik lipaz1 (Sigma), Sacchromyces cerevisia kaynakli a-
glukozidaz (Sigma), pankreatik a-amilaz (Sigma), tripsin (Sigma), monoamin oksidaz
(Sigma), p-nitrofenilpalmitat (Sigma), nisasta (Merck), 4-nitrofenil-a-D-glukopiranoz
(Sigma), N-a-benzoil-D,L-arginin p-nitroanilit (Sigma), tiramin (Sigma), orlistat
(Sigma), akarboz (Sigma), fenil metil siilfoksit (Sigma), klorgilin (Sigma), Triton X-100
(Sigma), dinitro salisilik asit (Sigma), Tris (Merck), disodyumfosfat (Riedel-de Haen),
monosodyumdihidrojen fosfat (Merck), sodyum potasyum tartarat (Merck), peroksidaz
(Sigma), 4-aminotipirin (Sigma), vanilik asit (Sigma), asetik asit (Merk), sodyum
karbonat (Merck), sodyum kloriir (Riedel-de Haen), sodyum hidroksit (Merck), etanol
(Merck), asetonitril (Merck), metilen kloriir (Merck), dimetilsiilfoksit (Merck), metanol
(Merck), hidroklorik asit (Tekkim).
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar
% pH Metre (Jenco 6173)
+ Blender (Waring)
¢+ Orbital galkalayic1 (Wiseshake Daihan SHO- 1D)
¢+ Su Banyosu (Clifton)
% Calkalamali su banyosu (Wisebath Daihan)
+¢ Santrifiij (Hettich Zentrifugen Rotina 38R)
+¢+ Derin dondurucu(-80 °C) (Wise Cyro Daihan)
% Buzdolab1 (Argelik)
++ Ultrasonik su banyosu (Wiseclean Daihan)
¢+ Terazi (Presica XB 220A)
¢+ Spektrofotometre ve mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific)
¢ Isitic1 ve manyetik karistirict (IKA RH basic-2)
% Mikro pipetler (Eppendorf)
s Vorteks (Whirlimixer)
* Rotaevaporatdr (Buchi)

% Liyofilizator (Wirtis Sp Scientific Sentry 2.0)

3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler

Lipaz tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler:

+¢+ Potasyum fosfat tamponu (pH 6.0)

% 0.02 M Tris-HCI (pH 8.0)

% 0.1 M KH2POq4

% 0.1 M Kz2HPO4

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

¢ 250 mM p-nitropalmitat ¢dzeltisi (metilen kloriirde)

++ 150 mM NacCl

% 0.001°lik Triton X-100

¢ 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ng/mL konsantrasyonlarda bitki ekstraktlar
+» 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda orlistat ¢ozeltileri
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a-Glukozidaz tayini icin gerekli ¢ozeltiler:

+ 50 mM sodyum asetat tamponu (pH 5.2)

++ 0.1 M fosfat tamponu (pH 6.8)

% 20 ug/mL a- glukozidaz ¢ozeltisi (Sacchromyches cerevisia kaynakli)

% 5 mM 4-nitrofenil-a-D-glukopiranoz ¢ozeltisi

+ 0.1 M NaxCOs3 ¢ozeltisi

+ 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ug/mL ve 5 mg/mL, 10 mg/mL konsantrasyonlarda
bitki ekstraktlar1 (DMSO’da)

50, 100, 250, 500, 750, 1000 ug/mL ve 5 mg/mL, 10 mg/mL konsantrasyonlarda

akarboz c¢ozeltileri

a-Amilaz tayini icin gerekli cozeltiler:

++ 0.02 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.9)

¢ 1U/mL’dan amilaz ¢6zeltisi (w/v) (domuz pankreatik amilaz)

¢ %]1°lik nisasta ¢Ozeltisi

++ 10 mg/mL dinitro salisilik asit ¢ozeltisi

+* 2 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi

+» 50, 100, 200, 250, 500, 1000 pg/mL ve 5 mg/mL, 10 mg/mL konsantrasyonlarinda
bitki ekstraktlar

++ 50, 100, 200, 250, 500, 1000 pg/mL ve 5 mg/mL, 10 mg/mL konsantrasyonlarinda

akarboz ¢ozeltileri

Tripsin tayini icin gerekli ¢cozeltiler:

++ 0.1 M Tris- HCI tamponu (pH 7.5)

¢ 0.001N HCI ¢ozeltisi

% 0.25 mg/mL tripsin ¢ozeltisi

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

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

+ 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda fenilmetilsiilfoksit

¢oOzeltileri
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Monoamin oksidaz-A tayini icin gerekli ¢cozeltiler:

+ 0.2 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.6)

s 0.1 M KH2PO4

% 0.1 M K2HPO4

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

s 2.5 mM tiramin ¢ozeltisi

% 1mM vanilik asit

< 0.5 mM 4-amino tipirin

s 4 U/mL peroksidaz (horseradish)

< 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda bitki ekstraktlar
s 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda klorgilin ¢ozeltileri

3.2. Metotlar

3.2.1. Tez Kapsaminda Secilen Brassicaceae Sebzelerinden Etanol, Metanol ve Su

Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Brassicaceae ailesi tiyelerinden lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi1 ve
alabaglar Edirne’de yerel bir pazardan satin alind1 ve taze olarak kullanildi. Lahana,
karnabahar, brokoli, briikksel lahanas1 ve alabaslar destile su ile yikanip kagit pegete ile
kurulandiktan sonra ¢elik bigakla kiiclik parcalar haline getirildi. 1:10 (w/v) oraninda
etanol ile karistirilarak Waring blender’da 30 saniye yavas, 30 saniye hizli seviyede
olmak tizere 1 dakika homojenize edildi. Elde edilen homojenat erlenlere alind1 ve su
banyosu olan calkalayicida 120 rpm’de, 25°C’de, 4 saat siireyle ekstraksiyon
gerceklestirildi. Stizgeg kagid ile siiziildiikten sonra siiziintii “ilk ekstrakt” olarak baska
bir erlene alinarak, kalan bitki 6rneklerinin iizerine ise ilk ekstraksiyonda kullanilan
miktarda taze etanol ¢ozeltisi eklendi [103]. Su banyolu ¢alkalayicida 25°C’de tiim gece
boyunca 120 rpm’de ¢alkalandi. Siizge¢ kagidindan siiziildii ve siiziintii ilk ekstrakt ile
birlestirildi ve rotaevaporatorde coziiciileri uguruldu. Bitki ekstraktlari petri kaplarina

alinarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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Brassicaceae ailesi iiyelerinden lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve
alabaglarin metanol ekstraklarinin hazirlanmasinda da yukarida belirtilen prosediir
aynen uygulandi ve metanol evaporatorde uzaklastirildiktan sonra elde edilen

ekstraktlar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Bitki orneklerinden su ekstraktlarinin  hazirlanmasi, inflizyon yontemi
uygulanarak farkli bir prosediirle gergeklestirildi [68]. Yikanip kiigiik pargalar haline
getirilmis taze lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanas1 ve alabaslarin {izerine 1:10
(w/v) oraninda kaynatilmis destile su koyuldu ve yarim saat kaynamalarina izin
verilmeksizin 1sitict iizerinde demlenmesi saglandi. Sogutulan karigimlar -20°C’de
dondurularak Trakya Universitesi Teknoloji, Arastirma, Gelistirme ve Uygulama
Merkezi’nde liyofilize edildi. Liyofilize edilmis bitki ekstraktlar1 kullanilincaya kadar -
20°C’de saklandi.

3.2.2. Brassicaceae Sebzelerinin Metanol, Etanol ve Su Ekstraktlarinin Lipaz

Inhibisyon Aktivitelerinin Belirlenmesi

Taze lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanas1 ve alabaslardan elde edilen
ekstraktlarin lipaz inhibisyonu Souza ve arkadaslarmin metodu modifiye edilerek
calisildi [147]. Bu inhibisyon calismasinda; enzim olarak domuz pankreatik lipazi
(DPL), substrat olarak p-nitrofenilpalmitat (PNP) kullanildi. Deneylerde pozitif kontrol

olarak orlistat secildi.

Domuz pankreatik lipazi Tris-HCI tamponunda (pH 8.0) 10 mg/mL
konsantrasyonda hazirlandi. Hazirlanan enzim c¢ozeltisi santrifiijlenerek caligsmalarda
stipernatant kismi1 kullanildi. Substrat ¢ozeltisi PNP’ye ilaveten NaCl ve Triton X-100
icerecek sekilde hazirlandi. Bu amagla; 250 mM PNP 100 mL hacimde metilenkloriirde
hazirlandi. Toplam ¢ozelti hacme 150 mM NaCl eklenerek 0.02 M Tris-HCI (pH 8.0)
tamponunun100 mL’si ile karistirildi, tizerine 10 pL % 0.001°lik Triton X-100 eklendi.

Mikroplakadaki kuyucuklara artan konsantrasyonlarda 50, 100, 250, 500, 750 ve
1000 pg/mL olacak sekilde 20’ser pL lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve

alabas metanol, etanol ve su ekstraktlari koyuldu. Kor ve kontrol c¢ozeltilerinin
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bulundugu kuyucuklar hari¢ {izerlerine 20 pL lipaz enzimi (DPL ¢o6zeltisi) eklenerek
inhibisyonun gerceklesmesi i¢in 15 dakika bekletildi. Siirenin sonunda mikroplaka
kuyucuklarina ¢ok kanalli dagitict mikro pipet yardimiyla 200 pL substrat ¢6zeltisi ilave
edildikten sonra lipaz aktivitesinin belirlenmesi igin 15 dakika bekletildi. Kor
kuyucuklart 200 pL substrat ve 20 pL tampon, kontrol kuyucuklari ise 200 pL tampon

ve 20 puL enzim olacak sekilde hazirlandi.

Pozitif kontrol i¢in orlistat kullanildi. 1 mg/mL hazirlanan orlistat ¢ozeltisi
eppendorf tiiplerde 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL’ye etanol ile seyreltildi.
Inhibitér yerine orlistat koyularak yukarida belirtilen lipaz inhibisyon denemesi orlistat

cozeltileri ile de gergeklestirildi.

Lipaz enzimi ile substrat p-nitrofenil palmitat arasindaki kimyasal reaksiyon

asagidaki Sekil 3.1°de goruldiigii gibidir.

O
Q )-L (CH,)14CH; QH
+ H,O —m=
+  CH,(CH,),,COOH
NO, NO,
p-nitropalmitat p-nitrofenol Palmitik asit

Sekil 3.1. Lipaz enziminin p-nitro palmitat substrati ile kimyasal reaksiyonu [168]

Absorbans ol¢iimleri 405 nm’de 37°C’de yapildi. Tiim Ornekler i¢in okunan
absorbans degerlerinden ilgili korlerin absorbans degerleri ¢ikarildi. Brassicaceae sebze
ekstraktlarmin lipaz inhibisyonlart kontrol 6rnegin enzim aktivitesi % 100 kabul

edilerek asagidaki formiille hesaplandi [169].
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Abs ekstrakt
—)] * 100

% Inhibisyon = [100 - ( Abs enzim

ADbSekstrakt: Inhibitor (ekstrakt ¢ozeltisi) koyulmus kuyucuklarin 15 dk sonunda 405

nm’de Ol¢lilen absorbasi

ADbSenzim: Inhibitor (ekstrakt ¢ozeltisi) ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontrol

ornegin 405 nm’deki absorbansi

Biitiin bitki ekstraktlar1 ve orlistat ¢ozeltileri igin lipaz inihibisyon denemeleri en

az ugli tekrar seklinde gergeklestirildi.

% Inhibisyon-Konsantrasyon arasinda olusturulan grafikler yardimiyla ICso
degerleri belirlendi. ICso; maksimum inhibitdr konsantrasyonunun yarisi olup, spesifik
biyolojik veya biyokimyasal bir fonksiyonu inhibe etmede kullanilan inhibitoriin
etkinliginin 6lglisidiir. Birimi, konsantrasyon birimi cinsindendir. ICso degeri ne kadar

kiiciikse 0 maddenin inhibitor etkinligi o kadar yiiksek kabul edilir [149].

3.2.3. Brassicaceae Sebzelerinin Metanol, Etanol ve Su Ekstraktlarinin a-Amilaz

Enzimi Inhibisyonunun Belirlenmesi

Lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve alabaslardan elde edilen
metanol, etanol ve su ekstraktlarinin a-amilaz enzimi inhibisyon aktivitelerini
belirlemek amaciyla Puteri ve arkadaslarinin metodu (iizerinde kiiciik degisiklikler

yapilarak) uygulandi [138].

1 U/mL aktivitesine sahip amilaz ¢ozeltisi 0.02 M sodyum fosfat tamponunda
(pH 6.9) hazirlandi. Substrat olarak bu tamponda seyreltilmis % 1’lik nisasta ¢ozeltisi
kullanildi.

Amilaz hidroliz aktivitesiyle ag¢iga c¢ikan indirgen seker molekiillerini

belirleyecek olan DNS (dinitro salisilik asit) ¢ozeltisi hazirlandi. 1 g DNS 50 mL destile
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suda ¢oziildii. 30 g sodyum potasyum tartarat ve 20 mL 2 N sodyum hidroksit eklendi.

Su ile 100 mL’ye tamamlanarak homojen hale getirildi.

Lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve alabaslarin tiim ekstraktlar: 10
mg/mL konsantrasyonunda hazirland1 ve 50, 100, 200, 250, 500, 1000 pg/mL ve 5

mg/mL derisimlerine su ile seyreltildi.

Pozitif kontrol olarak akarboz kullanildi. Akarboz ¢ozeltileri ekstrakt
konsantrasyonlar1 ile benzer olacak 50, 100, 200, 250, 500, 1000 pg/mL ve 5 mg/mL,

10 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.

Amilaz inhibisyon denemeleri kiiciik cam tiiplerde gerceklestirildi. Tiim tiiplere
artan konsantrasyonlarda 50’ser pL bitki ekstraktlart koyuldu. Kor ve kontrol
¢ozeltilerinin bulundugu tiipler haric, tiim tiiplerdeki ¢ozeltilerin lizerine 50 pL amilaz
enzimi koyularak 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda 50 pL substrat
ilave edilerek 25°C’de amilaz aktivitesi i¢in 10 dakika daha inkiibe edildi. Toplam 20
dakika bekleme siiresinin sonunda 100 pLL DNS ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika boyunca
sicak su banyosunda kaynatildi. Tiipler sogutulup oda sicakliginda getirilerek iizerlerine
I’er mL destile su eklendi. Son olarak bu karigimlardan 200 pL’lik hacimler pipet
yardimiyla ¢ekilerek mikro plaka kuyucuklarina aktarildi. Mikroplaka okuyucuda 540
nm’de absorbanslari Ol¢iildii. Endo-enzim olan o-amilaz nisasta substratint a-(1,4)

baglarin1 hidrolizleyerek aktivitesini gerceklestirir ve reaksiyonu Sekil 3.2°de

goriilmektedir.
| cHoH CHOH 7
O 0,
OH OH
— 04 o Ot
OH OH
- - n

Sekil 3.2. a-amilaz enziminin substrati nisasta ile etkilesimi [170]
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Her numune i¢in kontrol tiipleri (inhibitér yerine tampon) ve numune korleri
(enzim yerine tampon) olusturuldu. Tiim 6rnekler i¢in okunan absorbans degerlerinden
ilgili korlerin absorbans degerleri ¢ikarilarak bitki ekstraktlarinin inhibisyon aktiviteleri

asagidaki formiille hesaplandi.

Abs ekstrakt
—)] * 100

% Inhibisyon = [100 - ( Abs enzim

ADbSekstrakt: Inhibitdr (ekstrakt ¢ozeltisi) koyulmus kuyucuklarin 15 dk sonunda 405

nm’de Ol¢iilen absorbasi

ADbSenzim: Inhibitor (ekstrakt ¢dzeltisi) ilave edilmeyen, % 100 aktif kabul edilen kontrol

ornegin 405 nm’deki absorbansi

Tim bitki ekstraktlar1 ve akarboz ¢ozeltileri i¢in amilaz inihibisyon denemeleri

en az iiglii tekrar seklinde gergeklestirildi. % Inhibisyon degerleri belirlendi.

3.2.4. Brassicaceae Sebzelerinin Metanol, Etanol ve Su Ekstraktlarmmm a-

Glukozidaz Inhibisyonun Belirlenmesi

Lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve alabaslardan elde edilen
metanol, etanol ve su ekstraktlarinin a-glukozidaz enzimi inhibisyonu i¢in Kwon ve

arkadaglariin modifiye edilmis metodu uygulandi [171].

Aktivitelerini belirlemek amaciyla 1 mg/mL konsantrasyonunda enzim ¢ozeltisi
hazirlandi. Inhibisyon denemeleri esnasinda kullanilmak {izere 0.1 M fosfat tamponu

(pH 6.8) ile 20 pg/mL oraninda seyreltilen a-glukozidaz ¢ozeltisi de hazirlandi.

Substrat olarak, 0.1 M fosfat tamponunda (pH 6.8) 5 mM olarak hazirlanan 4-

nitrofenil-a-D-glukopiranoz ¢ozeltisi kullanildi.
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Bitki ekstraktlar1 10 mg/mL konsantrasyonunda olacak bi¢imde DMSO
(dimetilsiilfoksit)’da ¢oziildii. 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL ve 5 mg/mL

konsantrasyonlarinda su ile seyreltilerek hazirlandi.

Mikroplakadaki tiim kuyucuklara artan konsantrasyonda 20 pL bitki ekstraktlart
koyuldu. Koér ve kontrol ¢ozeltilerinin bulundugu kuyucuklar hari¢ tizerlerine 20 pL a-
glukozidaz enzimi koyularak 37°C de 10 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda 100 pL
substrat ile muamele edildi ve enzim aktivitesi i¢cin 10 dakika inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda tiim kuyucuklara 0.1 M Na>COs ¢ozeltisinden 80 pL ilave edilerek reaksiyon

sonlandirildi. Kontrol ¢ozeltileri de hazirland.

Pozitif kontrol i¢in akarboz kullanildi. 10 mg/mL hazirlanan akarboz ¢ozeltisi
ependorf tiiplerde 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarina
su ile seyreltildi. Bitki ekstraktlar1 yerine bu akarboz ¢ozeltileri koyularak o- glukozidaz
inhibisyon denemeleri gergeklestirildi. Absorbans 6l¢iimii 405 nm’de yapildi. Bolim
3.2.2’de bahsedilen formiille % inhibisyon degerleri hesaplandi. a-glukozidaz enzimi
enzimatik aktivitesi sirasinda substrat molekiiliiniin ucundaki bir glukoz molekiiliiniin
a-(1,4) bagimm hidroliz ederek serbest kalmasini saglar, reaksiyonu Sekil 3.3’de

goriildiigi gibidir.

o-Glulkcozidaz

Sekil 3.3. a-glukozidaz enziminin substrati nisasta ile etkilesimi [172]
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Biitiin bitki ekstraktlar1 ve akarboz c¢ozeltileri icin glukozidaz inihibisyon
denemeleri en az iiclii tekrar seklinde gergeklestirildi. % Inhibisyon ve ICso degerleri

belirlendi.

3.2.5. Brassicaceae Sebzelerinin Metanol, Etanol ve Su Ekstraktlarinin Tripsin

Enzimi Inhibisyonunun Belirlenmesi

Lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve alabas ekstraktlarinin tripsin
enzimi lizerine inhibisyon etkilerinin belirlemesinde Shahwar ve arkadaslarinin metodu

modifiye edilerek uygulandi [160].

Enzim 0.001 N HCI’de c¢oziilerek 0.25 mg/mL konsantrasyonda kullanildu.
Substrat olarak BApNA (Na-benzoil p-nitroanilit) kullanildi, 20 mg/mL
konsantrasyonda DMSO’da hazirland1. Bitki ekstraktlar1 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000

pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.

Mikroplakadaki tiim kuyucuklara artan konsantrasyonlarda 30’ar pL bitki
ekstraktlar1 koyuldu. Kontrol ¢ozeltilerinin bulundugu kuyucuklar harig tizerlerine 5 pL.
tripsin enzimi ve 170 pL 0.1 M Tris- HCl tamponu (pH 7.5) koyularak 37°C’de 15
dakika bekletildi. Siirenin sonunda 20 pL substrat ile muamele edildi. Mikroplaka

okuyucuda 405 nm’de absorbans 6l¢timleri yapild.
Kontrol kuyucugu, enzim ve substrat korii hazirlandi.

Pozitif kontrol olarak ise PMSF kullanildi. 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinda etanolde hazirlanan PMSF ¢ozeltileri bitki ekstraktlarmin yerine
kuyucuklara koyularak yukarida belirtildigi gibi tripsin inhibisyon aktivitelerini
belirlemek {izere analiz edildi. Tripsin enziminin yapay substrati Na-benzoil p-

nitroanilit ile enzim reaksiyonu Sekil 3.4’te gosterildigi gibidir.
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0 N, 0

o KO /@’ *HCl
H NH . . H mnH MO
. Tripsin # 4
HyN H“ch% >'\[(NH . HNM Hh/EHE >'\N/CIH+
0 MNH 0 2

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

Sekil 3.4. Tripsin enziminin substrati Na-benzoil-L-arginin p-nitroanilit ile etkilesimi
[173]

Tiim bitki ekstraktlar1 ve akarboz ¢ozeltileri i¢in tripsin inihibisyon denemeleri
en az lugcli tekrar seklinde gerceklestirildi. Boliim 3.2.2°de bahsedilen formiille %
inhibisyon degerleri hesaplandi ve grafik yardimiyla 1Cso degerleri belirlendi.

3.2.6. Brassicaceae Sebzelerinin Metanol, Etanol ve Su Ekstraktlarinin Monoamin

Oksidaz Enzimi Inhibisyonunun Belirlenmesi

Taze lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve alabaslardan elde edilen
ekstraktlarin lipaz inhibisyonu Jager ve arkadaslarmin metodu iizerinde degisiklikler
yapilarak uygulandi [130]. Bu inhibisyon c¢alismasinda; enzim olarak monoamin
oksidaz-A (MAO-A), substrat olarak tiramin kullanildi. Deneylerde pozitif kontrol

olarak klorgilin segildi.

MAO-A enzim c¢ozeltisi ve pozitif kontrol olarak kullanilacak olan klorgilin,
derigimleri 1 mg/mL olacak sekilde DMSQO’da hazirlandi. Substrat olan tiramin ise, 0.2
M potasyum fosfat tamponuyla (pH 7.6) 2.5 mM konsantrasyonunda hazirlandi. Bu
calismada gerekli olan diger ¢ozelti kromojenik ¢ozeltidir. Bu ¢ozeltinin igerigi 1 mM
vanilik asit, 0.5 mM 4-amino tipirin, potasyum fosfat tamponunda hazirlanmig 4 U/mL

peroksidaz’dan olugmaktadir.

Lahana, karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi ve alabas bitkilerinin metanol,

etanol ve su ekstraktlar1 1 mg/mL konsantrasyonunda DMSO’da hazirlandi. 100, 250,
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500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarina ise potasyum fosfat tamponuyla
seyreltildi.

Pozitif kontrol i¢in klorgilin kullanildi. 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlandi. inhibitdr yerine klorgilin koyularak yukarida belirtilen

MAO-A inhibisyon denemesi bu klorgilin ¢ozeltileri ile de gerceklestirildi.

Inhibitdr olarak mikroplakada kuyucuklarma artan konsantrasyonlarda 50, 100,
250, 500, 750 ve 1000 pg/mL olacak sekilde 20’ser uL lahana, karnabahar, brokoli,
briiksel lahanas1 ve alabas metanol, etanol ve su ekstraktlar1 koyuldu. Kor ve kontrol
¢ozeltilerinin bulundugu kuyucuklar hari¢ iizerlerine 20 uL. MAO-A enzim c¢ozeltisi
koyularak inhibisyonun gerceklesmesi icin 10 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda
mikroplaka kuyucuklarina ¢ok kanalli dagitict mikro pipet yardimiyla 60 pL substrat ve
20 pL kromojenik c¢ozelti ilave edildi. Kor kuyucuklar1 40 pL tampon, kontrol
kuyucuklari ise 20 pL tampon ve 20 pL enzim olacak sekilde hazirlandi. Enzim substrat

reaksiyonu Sekil 3.5’de gorildiigii gibidir.

Absorbans olgtimleri 37°C’de, 40 dakika boyunca 5 dakika araliklarla 6l¢iim
alinarak 490 nm’de yapildi. Tiim 6rnekler i¢in okunan absorbans degerlerinden ilgili
korlerin absorbans degerleri ¢ikarildi. Tez kapsaminda secilen Brassicaceae sebze
ekstraktlarinin MAO-A inhibisyonlar1 kontrol 6rnegin enzim aktivitesi % 100 kabul

edilerek ekstraktlarin inhibitor etkileri Boliim 3.2.2°de verilen formiille hesaplanda.

Biitiin bitki ekstraktlar1 ve Klorgilin ¢ozeltileri igin monoamin oksidaz
inihibisyon denemeleri en az iilii tekrar seklinde gergeklestirildi. % Inhibisyon ve ICso

degerleri belirlendi.
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Sekil 3.5. MAO-A enziminin substrati tiramin ile reaksiyonu [130]

3.2.7. istatistiksel Analiz

Tiim denemeler {iglii 6rneklerle ve en az liger kez tekrarlanarak yapilmistir. Tiim
sonuglarin aritmetik ortalamalar ve standart sapma degerleri (= SD) Microsoft Office,

Excel programi kullanilarak belirlenmistir.
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BOLUM 4

DENEY SONUCLARI VE BULGULAR

4.1. Elde Edilen Ekstraktlarin Lipaz inhibisyonu

Edirne Karaaga¢ bolgesinden temin edilen Brassicaceae sebzelerinin (briiksel
lahanasi, brokoli, karnabahar, alabas ve lahana) metanol, etanol ve su ekstraktlarinin
hazirlanmas1 Bolim 3.2.1°de belirtildigi gibi gerceklestirildi. Elde edilen ekstraktlar
inhibitor olarak kullanilmak {izere donceden belirlenmis farkli konsantrasyonlarda (50,
100, 250, 500, 750, 1000, ug/mL; glukozidaz ve amilaz igin ayrica 5 ve 10 mg/mL)

hazirlandi.

Lipaz inhibisyonu Bolim 3.2.1°de belirtildigi gibi Souza ve arkadaslarinin
metodu modifiye edilerek optimize edilen kosullarda c¢alisildi. Pozitif kontrol olarak
Orlistat kullanildi. Belirlenen absorbans degerlerinden her bir ekstraktin % Inhibisyon
aktiviteleri hesaplandi. % Inhibisyon-Konsantrasyon (ug/mL) grafikleri olusturuldu
(Sekil 4.1-4.5). Grafikler yardimiyla ICso degerleri belirlendi (Tablo 4.1-4.5).

Karnabahar sebzesinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin pankreatik lipaz
inhibisyon aktivitelerinin 50 pg/mL konsantrasyonda bile oldukga yiiksek (yaklasik %
82) ve birbirine yakin degerlerde oldugu goriildi. Ekstraktlarin lipaz inhibisyon
aktivitelerinin pozitif kontrol orlistatin inhibisyon aktivitesinden (% 60) 50 ug/mL

konsantrasyonda bile daha ytiksek oldugu g6zlendi.
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Karnabahar
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki Karnabahar’in su, etanol, metanol ekstraktlari ve
Orlistatin DPL {izerine % inhibisyon aktiviteleri

Tablo 4.1. Karnabahar su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Orlistatin DPL

enzimi i¢in ICsp degerleri

Inhibitér 1Cs0 (ng/mL)
Karnabahar Metanol ekstrakti 26.9
Karnabahar Etanol ekstrakti 27.2
Karnabahar Su ekstrakti 27.6
Orlistat 38.2

Karnabahar su, etanol ve metanol ekstraktlarinin pankreatik lipaz inhibisyon
aktivite caligmasindan hesaplanan ICsp degerleri Tablo 4.1°de verildi. Tablodan
goriildiigli gibi karnabahar ekstraktlarinin tiimiiniin ICso degerleri karsilagtirildiginda
pozitif kontrol orlistatinkinden daha iyi oldugu goriildii. Ekstraktlar igerisinde en

tyisinin 26.9 pg/mL ICsp degeri ile metanol ekstrakti oldugu belirlendi.
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Bolim 3.2.2°deki formiil yardimiyla Brokoli sebzesinin % inhibisyon degerleri
hesaplandi. Bu degerlerden faydalanarak Inhibitér konsantrasyonu ve % Inhibisyon

arasinda grafik ¢izildi (Sekil 4.2).

Brokoli
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki Brokoli’nin su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve
Orlistatin DPL {izerine % inhibisyon aktiviteleri

Tablo 4.2. Brokoli su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Orlistatin DPL

enzimi i¢in ICso degerleri

Inhibitér I1Cs0 (ng/mL)
Brokoli Metanol ekstrakti 27.5
Brokoli Etanol ekstrakti 25.2
Brokoli Su ekstrakti 26.1
Orlistat 38.2

Sonuglara gore elde edilen degerler incelendiginde 250-1000 pg/mL araliginda

konsantrasyon artisina bagli olarak inhibisyon oraninin degismedigi goriildii.

Kiyaslandiginda en yiiksek lipaz inhibisyon aktivitesinin Brokoli sebzesinin etanol
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ekstraktinda oldugu tespit edildi. Brokoli su, etanol ve metanol ekstraktlarinin
pankreatik lipaz inhibisyon aktivite ¢aligmasindan hesaplanan ICso degerleri Tablo

4.2’de verildi.

Bolim 3.2.2°deki formiil yardimiyla Briiksel Lahana sebzesinin % lipaz
inhibisyon aktivite degerleri hesaplandi. Bu degerlerden faydalanarak konsantrasyon- %

inhibisyon grafigi ¢izildi (Sekil 4.3).

Briiksel Lahana
100 -

N

% Inhibisyon

—a— EtOH MetOH === Orlistat

300 400 500 600 700 800 900 1000

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki Briiksel Lahanasi’nin su, etanol, metanol
ekstraktlart ve Orlistatin DPL iizerine % inhibisyon aktiviteleri

Sonuglarda konsantrasyona bagh bir etki gdzlenmedi. Briiksel Lahanasi’nin su,
etanol ve metanol ekstraktlarinin inhibisyon degerlerinin birbirine yakin oldugu
goriildii. Belirlenen 1Cso degerleri Tablo 4.3de verildi. Grafikten (Sekil 4.3) ve tablodan
(Tablo 4.3) goriildiigi gibi briiksel lahanasi, pozitif kontrol orlistattan daha giiglii enzim

inhibisyonu gostermistir.
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Tablo 4.3. Briiksel lahana su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Orlistatin
DPL enzimi i¢in ICso degerleri

Inhibitér I1Cs0 (ng/mL)
Briiksel Lahanas1t Metanol ekstrakti 30.8
Briiksel Lahanas1 Etanol ekstrakti 31.5
Briiksel Lahanast Su ekstrakti 30.9
Orlistat 38.2

Bolim 3.2.2°deki formiil yardimiyla Alabas sebzesinin % inhibisyon degerleri
hesaplandi. Bu degerlerden faydalanarak Inhibitér konsantrasyonu-% Lipaz inhibisyon

aktiviteleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki Alabas’in su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve
Orlistatin DPL {izerine % inhibisyon aktiviteleri
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Sonuglarda konsantrasyona bagli bir degisim gozlenmedi. Alabas’in su, etanol
ve metanol ekstraktlarinin lipaz inhibisyon aktivitelerinin birbirine yakin oldugu
gorildii. Alabag su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Orlistat i¢in belirlenen

ICs0 degerleri Tablo 4.4’de verildi.

Tablo 4.4. Alabas su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Orlistatin DPL
enzimi i¢in ICso degerleri

Inhibitor ICso (ug/mL)
Alabas Metanol ekstrakti 29.7
Alabas Etanol ekstrakti 27.8
Alabag Su ekstrakti 30.0
Orlistat 38.2

Boliim 3.2.2°deki formiil yardimiyla Lahana sebzesinin % Lipaz inhibisyon
degerleri hesaplandi. Bu degerlerden faydalanarak Inhibitor konsantrasyonu ve % Lipaz

inhibisyonu aktiviteleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki Lahana’nin su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve
Orlistatin DPL {izerine % inhibisyon aktiviteleri
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Elde edilen degerler incelendiginde konsantrasyona bagli bir degisim
gozlenmedi. Lahana’nin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin inhibisyon degerlerinin
birbirine yakin oldugu goriildii. ICso degerleri Tablo 4.5°de verildi. Kiyaslandiginda

pankreatik lipaz igin en iyi inhibitoriin lahana etanol ekstrakti oldugu tespit edildi.

Tablo 4.5. Lahana su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve pozitif kontrol Orlistatin DPL
enzimi i¢in ICso degerleri

Inhibitor ICso (ng/mL)
Lahana Metanol ekstrakti 38.1
Lahana Etanol ekstrakti 37.3
Lahana Su ekstrakti 39.7
Orlistat 38.2

4.2. Elde Edilen Ekstraktlarin a-Amilaz inhibisyonu

Amilaz inhibisyonu, Puteri (2011) ve arkadaslarinin metodu modifiye edilerek
calisildi. Kontroliin aktivitesiyle kiyaslanarak ekstraktlarin DPA (domuz pankreatik
amilazi) tizerine etkileri belirlendi. Brassicaceae sebzelerinin (Briiksel lahanasi, brokoli,
karnabahar, alabag ve lahana) su, etanol ve metanol ekstraklarinin 50, 100, 200, 250,
500, 1000 pg/mL ve 5 mg/mL, 10 mg/mL konsantrasyonlarina Boliim 3.2.4’de anlatilan
metot uygulandi ve a- amilaz enzimi {izerindeki inhibitor etkileri tespit edildi. Pozitif

kontrol olarak akarboz kullanildi.

Kontrol 6rnegin enzim aktivitesi % 100 kabul edilmistir. Spektrofotometrede
540 nm’de absorbans okumalar1 yapildi. Absorbans degerleri Sekil 3.2.2°deki formiille
% inhibisyon degerlerine doniistiiriildii. Ancak ¢alismanin sonunda anlamli veriler elde
edilemedi. Ekstraktlarin artan veya azalan konsantrasyona bagli bir degisim izlemedigi

belirlendi.
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4.3. Elde Edilen Ekstraktlarin a-Glukozidaz inhibisyonu

Briiksel lahanasi, brokoli, karnabahar, alabas ve lahana sebzelerinin su, etanol ve
metanol ekstraklar1 ve pozitif kontrol akarboz i¢in 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL
ve 5 mg/mL, 10 mg/mL konsantrasyonlarinda a-Glukozidaz inhibisyon aktiviteleri
Boliim 3.2.3°de belirtildigi gibi Kwon ve ark. (2010) kullandig1 yontemin modifiye
edilmis sekliyle uygulandi. Ancak c¢aligsilan bu konsantrasyonlarda diisiik inhibisyon
aktiviteleri belirlendi. Bu nedenle ekstrakt ve pozitif kontrol akarbozun 5 mg/mL ve 10
mg/mL konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri hazirlandi ve a-glukozidaz inhibisyon
caligmalar1 yiriitildii. Okunan absorbanslardan % a-glukozidaz inhibisyonlari
hesaplandi. Ekstraktlar i¢in elde edilen inhibisyon aktiviteleri % 50’den diisiik oldugu
icin grafikleri ¢izilmedi ve ICso degerleri hesaplanamadi. Ekstrakt ve akarboz
cozeltilerinin degisen konsantrasyonlarinda elde edilen % inhibisyon sonuglar1 Tablo

4.6°da verildi.

Tablo 4.6. Artan konsantrasyonlardaki Alabas’in su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve
akarbozun a-glukozidaz iizerine % inhibisyon aktiviteleri

Konsantrasyon % Inhibisyon (+SD)*

(ng/mL) Su EtOH MetOH AKARBOZ

50 5.184 +£0.664 6.103 +£0.354 5.736 £0.280 6.200 +0.435

100 4.141 +0.467 5.569 +0.636 4.508 +1.008 7.215 +0.489

250 3.771 £0.216 6.181 +£1.387 5.706 +0.565 8.160 £1.445

500 4.133 +0.498 5.467 £0.047 5.584 £1.157 10.830 £2.132

750 4.692 £0.576 4.926 +0.680 5.343 £1.714 14.901 £2.069
1000 3.090 +£0.604 3.998 £1.217 4.983 +0.878 17.512 £1.622
5000 2.494 +1.192 3.920 £0.606 6.119 £0.817 43.498 £2.272
10000 2.387 +0.601 3.574 +£0.393 4.184 £0.912 53.498 £1.310

*3 deney degerinin ortalamasi +standart sapmasi; EtOH: Etanol, MetOH: Metanol
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Tablo 4.6’da goriildiigl lizere tez kapsaminda segilen Brassicaceae sebzelerinin
etanol, metanol ve su ekstraktlar1 yok denecek kadar az inhibisyon gdstermistir. % a-
glukozidaz inhibisyon aktivitelerinin ekstrakt konsantrasyon artisi ile degismedigi tespit
edildi. Pozitif kontrol akarbozun a-glukozidaz enzim aktivitesi {izerine inhibisyon
etkisinin 10 mg/mL konsantrasyonda ancak % 53.498 +1.310 degerine ulastigi goriildii
(Tablo 4.6).

Brokoli sebzesinin ekstratklarinin a- glukozidaz enzimini inhibe etme yetenegini
Tablo 4.7°de goriilmektedir.
Ekstraktlarin en yiiksek inhibisyon degeri % 7.839 +0.351 olarak belirlendi.

belirlemek iizere yapilan ¢alismalarda sonuglar

Tablo 4.7. Artan konsantrasyonlardaki Brokoli’nin su, etanol, metanol ekstraktlari ve
akarbozun a- glukozidaz tlizerine % inhibisyon aktiviteleri

Konsantrasyon % Inhibisyon (+SD)

(ng/mL) Su EtOH MetOH AKARBOZ

50 4.846 +£0.901 6.124 £0.759 | 7.686 +£1.627 6.200 +0.435

100 3.388 +0.898 4.620 £0.506 | 4.380 +1.839 7.215 +0.489

250 5.294 £2.739 5.230 £1.002 | 5.666 +0.846 8.160 +1.445
500 3.334 £1.062 5.749 £0.729 | 5.554 +0.704 10.830 +£2.132
750 4.300 +1.391 5.296 £0.439 | 4.622 +0.606 14.901 £2.069
1000 3.711 £1.428 4.380+0.203 | 3.730 +0.986 17.512 £1.622
5000 4.136 £1.308 7.044 £0.618 | 4.132+0.733 | 43.498 £2.272
10000 4.885 +1.507 7.839 £0.351 | 5.533 +£1.875 53.498 £1.310

*lic deneme degerinin ortalamasi +standart sapmasi; EtOH: Etanol, MetOH: Metanol

Calisilan diger sebzelerde (lahana, karnabahar, briiksel lahanasi) anlamli bir
sonu¢ gozlenmedi. Tiim ekstraktlarin % inhibisyon degerleri ¢ok kiigiik oldugu i¢in

kaydadeger olmadiklar1 belirlendi.
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4.4. Elde Edilen Ekstraktlarin Tripsin Inhibisyonu

Tripsin inhibisyon denemeleri Boliim 3.2.1 ve Boliim 3.2.5’de anlatildigr gibi

Shahwar ve ark. metodunda modifikasyon yapilarak yapilmstir.

Bu c¢alismada tiim sebze ekstraktlarinin 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL
konsantrasyonlariyla calisilmistir. PMSF ¢ozeltisinin de ayni1 konsantrasyonlarda
ornekleri hazirlanmis ve tripsin inhibisyonunda pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 405
nm’de okunan degerler Bolim 3.2.2°deki formiilden yararlanarak % inhibisyon
degerleri hesaplanmistir. PMSF ve Alabas sebzesinin su, etanol, metanol ekstraktlarinin

% inhibisyonlar1 belirlenmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Artan konsantrasyonlardaki Alabas’in su, etanol, metanol ekstraktlar1 ve
PMSF’nin tripsin iizerine % inhibisyon aktiviteleri

Konsantrasyon % Inhibisyon(+SD)*
(ng/mL) Su EtOH MetOH PMSF

50 20.042 +1.214 15.246 +£1.493 24.406 £2.523 | 29.473 +0.450
100 19.038 £2.777 16.166 £0.320 | 23.567 £2.562 | 32.687 £1.710
250 11.627 £2.432 15.165 +£0.404 | 29.752 £2.569 | 40.730 +1.137
500 19.047 £2.897 14.882 £0.049 32.495 +£1.260 | 55.126 +1.980
750 25.100 £2.213 16.034 +0.133 29.230 £1.281 | 75.081 +0.822
1000 20.558 £2.159 | 27.699 +£0.745 25.842 £0.512 | 81.358 +2.065

*ic deneme degerinin ortalamasi +standart sapmasi; EtOH: Etanol, MetOH: Metanol

Tablo 4.8°de goriildiigii gibi en iyi tripsin inhibisyon aktivitisi Alabas sebzesinin

metanol ekstraktinin 500 pg/ml konsantrasyonundaki % 32.495 +£1.260 olarak
belirlendi. Sonuglar incelendiginde veriler % 50’nin altinda olmasina ragmen tripsini
inhibe etme konusundaki basar1 Metanol > Su > Etanol siralamasi seklinde oldugu

goriildi.

Briiksel lahanasi, brokoli, karnabahar ve lahana sebzelerinde ise in vitro tripsin

inhibisyonuna ait anlamli higbir veri kaydedilmedi.
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4.5. Elde Edilen Ekstraktlarin Monoamin Oksidaz-A Inhibisyonu

Briiksel lahanasi, brokoli, karnabahar, alabas ve lahana sebzelerinden hazirlanan
metanol, etanol ve su ekstraktlari icin MAO-A inhibisyon aktivitesi Boliim 3.2.6°da
belirtildigi gibi Jager ve arkadaslarinin metodu modifiye edilerek optimize edilen
kosullarda calisildi. 5 dakikada bir alinan sonuglarda en iyi aktivitenin 40. dakikada
oldugu belirlendi. Belirlenen absorbans degerlerinden her bir ekstraktin % Inhibisyon
aktiviteleri hesaplandi. Bu inhibisyon aktiviteleri incelendiginde 1000 pg/ml
konsantrasyonundaki bitki ekstraktlarinin 40. dakikadaki % inhibisyon degerlerinin bile
% 50’nin altinda MAQO inhibisyon aktivitesi gosterdikleri belirlendi ve bu
konsantrasyonlardaki aktiviteler Tablo 4.9°da verildi.

Tablo 4.9. 1000 pg/mL konsantrasyonundaki bitki ekstraktlarmin 40. dakikadaki %

inhibisyon degerleri

Su Metanol Etanol
Bitki Ad
Ekstrakt1 (%) Ekstrakt1 (%) Ekstrakt1 (%)

Karnabahar 34.776 34.706 35.893
Brokoli 43.043 45.586 42.372
Briiksel lahanasi 45.531 42.615 46.911
Alabas 48.188 40.535 46.190
Lahana 22.045 36.776 37.047

Pozitif kontrol olarak kullanilan klorgilin i¢in 6nceden belirlenmis 5 farkl
konsantrasyonda (100, 250, 500, 750, 1000 ng/mL) ¢dzeltileri hazirlandi. % Inhibisyon-
Konsantrasyon (png/mL) grafigi olusturuldu (Sekil 4.6). Grafik yardimiyla MAO-A

enziminin pozitif kontrolii klorgilin i¢in 1Cso degeri belirlendi.
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Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.6. Pozitif kontrol klorgilin’in MAO-A enzimi iizerine 40. dakikadaki

konsantrasyona bagli % inhibisyon grafigi

Grafige gore klorgilin igcin MAO-A % inhibisyon aktvite degerlerinin birbirine
yakin oldugu ve % 57’nin altinda deger elde edilmedigi belirlendi. 40. dakikada 1Cso
degeri 67.1 pg/ml olarak kaydedildi.
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BOLUM 5

TARTISMA

Obezite kiiresel boyutta dnemli bir halk saglig1 sorunudur, 6zellikle gelismis bati

toplumlarinda saglik sikayetlerinin baginda gelmektedir.

Obezite yetiskinlerde, genclerde, ¢ocuklarda saglik hasarina neden olan viicutta
yag birikimi ile sonug¢lanan sadece yasam kalitesinde degil yasam siiresinde de belli
kayiplara neden olan gelismis ve gelismekte olan iilkelerde siklikla goriilen kronik bir
hastaliktir. Kardiyovaskiiler hastaliklara, diyabete, hipertansiyona ve bazi kanser
tiplerine de neden olur [12]. Genellikle hareketsiz ¢alisan bireyleri tehdit eden hastalik,
tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de artis gdstermektedir ve modern toplumda biiyiik
bir saglik problemi olmaktadir. Diinyanin yaklasik olarak 1.4 milyar asir1 kilolu, bunun

400 milyonu obezdir, hastalik global epidemi statiisiinde liderlik etmektedir [20].

Kilo verme stratejileri ve obezite tedavileri genellikle besinsel degisikliklerin
kombinasyonu, fiziksel aktivitenin arttirilmasi, davranigsal terapi, farmakoterapi ve
ciddi durumlarda cerrahi tedaviyi kapsar. Yaygin olarak kullanilan diger bir segenek ise
son yillarda tiiketimlerinde kayda deger bir artisa sahip olan dogal iiriinlerdir. Insanlarin
cogunda bu dogal iiriinlerin saglhiga zarar olusturmadigina ve diisiik maliyetli ilaglar

olduguna dair bir inan¢g mevcuttur.

Terapotik alternatifler iizerine arastirmalar, temelde ilag 6zelligi tasiyan
bitkilerle farmasétik endiistrisine yer ve onem kazandirmaya devam etmektedir. Yeni
fitomedisinler ve fitoterapilerin kesfi; hala ¢alisilmamuis bitki tiirlerinin sayisinin yiiksek
olmasi ve kesfedilecek bilesikilerin ugsuz bucaksiz bir alan sunmasi nedeniyle oldukca

umut vericidir.
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Obezitenin tedavisi i¢in metabolizmaya faydali olacak dogal iiriinlerde var olan
molekiiller enzimatik inhibisyon mekanizmasi temelinde aragtirilmaktadir. Anti-obezite
ilaglarmin etkin gelisimi i¢in miikkemmel bir alternatif olan, a-amilaz ve a-glukozidazlar
karbonhidratlarin hidrolizinden emiliminden sorumludurlar. Bu enzimlerin bitkilerde
inhibitorleri obezite, tip 2 diyabetle birlikte seyreden hiperglisemi, hipertansiyon
tedavisine yardim etmek {izere bagirsakta nisasta parcalanmasini ve glukoz emilimini
azaltarak 1imit vaat edici stratejiler sunmaktadir. Bunlarin yaninda lipid
metabolizmasindan sorumlu lipazlar, inhibe edilmesi gereken en 6nemli enzimler olarak
goriilmektedir. Clinkii lipaz inhibisyonu, trigliserit emilimininde azalmalara, kalori
kullanimiin azalmasina ve kilo kayiplarina neden olur. Diger taraftan tripsin
inhibisyonu protein sindiriminde gorev yapan diger inhibitorlerin aksine zararh etkilere
sahip olarak karakterize edilirler, ¢iinkli organizmanin temel ihtiyaci olan ve gidalarda

bulunan amino asitlerin tam olarak emilimine engel olur.

Yapilan calismalar, obezite ve neden oldugu hastaliklarin tedavisinde bu enzim
ve inhibitorlerinin potansiyel etkinligini ve dnemini gostermistir. Amilaz, glukozidaz,
lipaz, tripsin gibi enzimlere uygun inhibitorler i¢in yeni kaynaklarin arastirilma

ihtiyacini giiglendirmistir.

Literatiir incelendiginde, lahana, alabas, brokoli, karnabahar ve briiksel lahana
sebzelerinin antiobezite 6zellikleri ile iliskilendirilen sindirim enzimleri inhibisyonuna
ait herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bitkilerin ekstraktlarindan elde edilen
enzimatik inhibitorler ile ilgili ¢alismalar ¢ok fazla degildir. Bu ¢alismanin amaci,
lahana, alabas, brokoli, karnabahar ve briiksel lahana bitkilerinden elde edilen

ekstraktlarin sindirim enzimlerini inhibisyon denemelerini yiirtitmektir.

Tez kapsaminda, Edirne, Karaaga¢ bolgesinde yetistirilen sebzeler (lahana,
alabas, brokoli, karnabahar ve briiksel lahana) Edirne yerel pazarindan temin edildi. Bu
sebzelerin lipaz, a-glukozidaz, a-amilaz, tripsin gibi sindirim enzimleri ve monoamin

oksidaz enzimi Uzerine inhibitor etkileri incelendi.

Bu tez kapsaminda, Souza vd. [147] metoduna gore yiiriitiilen lipaz inhibisyon
aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismasinda karnabahar ekstraktlarmin 50 pg/mL

konsantrasyonda bile oldukc¢a yiiksek (yaklasik % 82) ve birbirine yakin aktivitelerde
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lipaz1 inhibe etme yetenegine sahip oldugu goriildii. Bu konsantrasyondaki pozitif
kontrol orlistatin lipaz inhibisyon aktivitesi % 60 olarak belirlendi. Orlistatin ICso degeri
38.2 pug/mL iken brokoli sebzesi i¢in en iyi inhibisyon aktivitesi su ekstraktininda elde
edildi ve ICso degeri 26.1 pg/mL olarak belirlendi. Briiksel lahanasi ve alabas’in tiim
ekstraktlar1 i¢in % inhibisyon degerlerinin birbirine yakin oldugu ve ICso degerinin
yaklasik 30 ug/mL oldugu goriilmesine ragmen orlistattan daha iyi olduklar1 gozlendi.
Lahana ekstraktlariin inhibisyon aktivitesinin pozitif kontrolle yaklasik ayni oldugu
gorilmistiir. Tiim ekstraktlarin inhibisyon aktivitelerinde tez kapsaminda calisilan

konsantrasyona bagl bir degisim tespit edilmedi.

Lipaz inhibisyon calismalarinda Souza ve arkadaslar1 Giiney Amerika’ya 6zgii
bir bitkinin (Baccharis trimera) etanol ekstraktindan % 16, metanol ekstrakti ise % 78
inhibisyon aktivitesi elde etmislerdir [147]. Lee ve arkadaslar1 ise bitkilerin su
ekstraksiyonunu hazirlarken inflizyon islemini 60 dakikada gerceklestirmislerdir. Su ve
etanol ekstraktlarindan elde ettikleri inhibisyon sonuglari sirasiyla % 0.96 ve % 15.86
olarak kaydedilmistir [66]. Yara otu (Prunella vulgaris L.) ve kuzukulag: sinifina ait
olan ravent olarak da bilinen bitkinin (Rheum palmatum L.) 200 pg/mL
konsantrasyonlarinda metanol ekstraktlariyla ¢alisan Zheng vd. [135], substrat olarak
2,4-dinitrofenil biitirat kullanmis ve sirasiyla % 74.7, % 53.8 inhibisyon aktivitelerini

elde etmislerdir.

Tez kapsaminda a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi i¢in Kwon vd. [171] metodu
kullanild1. Yiiriitiilen ¢caligmalarda okunan absorbanslardan % inhibisyonlar1 hesaplandi.
Ekstraktlar i¢in elde edilen inhibisyon aktiviteleri % 50’den diisiik oldugu i¢in grafikleri
cizilmedi ve ICso degerleri hesaplanamadi. Ekstrakt ve akarboz ¢ozeltilerinin degisen
konsantrasyonlarindan elde edilen % inhibisyon sonuclar1 Bolim 4.2°de Tablo 4.6-
4.7°de verildi. Akarbozdan elde edilen en yiiksek inhibisyon degeri % 53.498 +1.310
olurken, alabas i¢in en yiiksek % 6.181 + 1.387, brokoli igin % 7.839 +£0.351 degerine
ulasildi.

Acasetin-7-O-f-D-glucopyranoside substrati ile c¢alisan ve a-glukozidaz
enzimini kasimpati bitkisinden (Chrysanthemum morifolium) izole ettikleri bilesenlerle
calisan Luyen ve arkadaglari [174] 1Cso degeri olarak 229.3 pg/mL elde etmis ve a-

amilaz enzimine kars1 bir etki gormemislerdir. Kim [175] tarafindan hayvansal ¢alisma
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da gergeklestirilmis; akrepten (Buthus martensi Karsch) a-glukozidaz inhibitorii
olabilecek bilesik izole edilmis ve bu bilesenin a-glukozidaz’a karsi inhibitor aktivitesi
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistir. Bu c¢alismada ICsp degeri 24 puM olarak

belirlenmistir.

a-amilaz inhibisyon aktivitesi i¢in Boliim 3.2.4’de anlatildign gibi Puteri vd.
[138] metodu kullanildi. DPA, nisasta substrati ve pozitif kontrol olarak akarboz ile
yiiriitiilillen ¢alismanin sonunda anlamli veri elde edilemedi. Ekstraklarin artan veya

azalan konsantrasyona bagl inhibisyon aktivitelerinde farklanmalar belirlenmemistir.

Japonya’ya Ozgii bir sogit tiirlinden (Salix gracilistyla) izole edilen aym
zamanda bir flavanoid olan Luteolin-7-O-glukozid’in a-glukozidaz ve a-amilaza karsi
inhibitor aktivitesi Kim tarafindan test edilmistir. Gliglii inhibitor olarak belirlenen
luteolin’in 0.5 mg/mL konsantrasyonundaki akarbozdan daha giiclii etki gosterdigi ve %
36 inhibisyon yaptigi belirlenmistir. Ayrica a-amilaz1 da etkili bir sekilde inhibe ettigi
bildirilmistir [148].

Tripsin inhibisyon aktivitesi i¢in Shahwar ve arkadaglarmin [160] metodu
kullanildi. Bu ¢aligma Boliim 3.2.5°de anlatildig gibi tripsin enzimi, BApNA substrati
ve pozitif kontrol olarak PMSF ile yiiriitiildi. Yalnizca Alabas sebzesinde tripsin
inhibisyon aktivitesi goriildii. Alabas ekstraktlarinin enzimi bloke etme konusundaki
basaris1t Metanol > Su > Etanol siralamasinda oldugu gibidir. Sonuglar Tablo 4.8°de

verilmistir.

Shahwar [160] yeni tripsin inhibitorleri belirlemek igin yaptigi calismada
targindan (Cinnamomum zeylanicum) sinnamik asit, gallik asit bir sinek tiirii olan
Impatient bicolor’dan feriilik asit izole etmistir. Bilesiklerin ICso degerleri sirasiyla 0.35

+0.002 mM, 0.96 +£0.005 mM, 1.22 £0.006 mM olarak bulunmustur.

MAO-A enzimi inhibisyon aktivitesi Boliim 3.2.6’da belirtildigi gibi Jager ve
arkadaglarinin metodu modifiye edilerek optimize edilen kosullarda ¢alisildi. 5 dakikada
bir okunan absorbanslardan etkin MAO inhibisyon aktivitesi gézlenmedi. En iyi MAO
inhibisyon aktivitesinin 1000 pg/mL konsantrasyonunda ve 40. dakikada oldugu

belirlendi. Belirlenen absorbans degerlerinden her bir ekstraktin % inhibisyon
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aktiviteleri hesaplandi. Bitki ekstraktlariin su, etanol, metanol ¢ozeltileri igin elde
edilen % inhibisyon degerleri kaydedildi (Tablo 4.9). Sekil 4.6’da verilen grafik
incelendiginde % inhibisyon degerlerinin birbirine yakin oldugu ve % 57’nin altina
diismedigi belirlendi. 40. dakikada 1000 pg/ml konsantrasyonu i¢in ICso degeri 67.1
pg/ml olarak kaydedildi.

Stafford ve arkadaslar1 [130] fare karacigerinden izole edilen MAO enziminin
inhibisyonunu belirlemek i¢in yirmi farkli bitki ile ¢alismis ve fotometrik yontem
kullanmislardir. Sedef otunun (Ruta graveolens) en iyi MAO inhibitor aktivitesi
gosterdigi belirlenmistir. Sonuglar, yaprak etil asetat ekstrakti igin 1Csg 5.0 £1.0 pg/mL,
petrol eteri ekstrakt1 i¢in ise 3.0 £1.0 pg/mL olarak kaydedilmistir.

Olsen ve arkadaslar1 [162] su nanesi olarak da bilinen Mentha aquatica L.’nin 6
farkli polaritedeki ekstraktlart Monoamin oksidaz-A enzim inhibisyon denemesinde
fotometrik yontemle test edilmistir. % 70 etanol ekstrakti en yiliksek inhibitor etkisi
gostermistir. Izole edilen S-Narigenin’in MAO-A inhibisyon denemesinde ICso degeri
955 +£129 uM’dur.

Bu tez kapsaminda obeziteyi ilgilendiren sindirim enzimlerinin inhibisyonu ile
ilgili ¢alisma yiiritilmiistiir. Brassicaceae sebzelerinden ilgili enzimlerin (lipaz, o-
glukozidaz, a-amilaz, tripsin, monoamino oksidaz) izolasyonu ve aktiviteleri ¢esitli
bilimsel arastirmalarda bildirilmistir. Bu ¢alismada ise bu bitkiler enzim kaynagi olarak
degil sindirim enzimleri ve MAO-A {izerinde inhibitdr potansiyellerinin olup olmadig1
arastirilmak tizere kullanilmislardir. Elde edilen sonuglardan bu sebzelerin yiiksek lipaz
inhibisyonu aktivitesine sahip olduklari, ancak diger sindirim enzimlerini ve MAO-A’y1
inhibe etme potansiyellerinin ya ¢ok diisiik oldugu veya olmadigi belirlenmistir.
Literatiir incelendiginde tez kapsaminda calisilan sebzelerle daha oOnce inhibisyon
denemesi yapilmadigim1 belirlenmis ve bu tez calismasi bu hususta bir ilk niteligi

tagimaktadir.

Tez kapsaminda c¢alisilan Brassicaceae sebzelerinin igerigindeki dogal
bilesiklerden hangilerinin yiiksek lipaz inhibisyonu aktivitesi gosterdiklerini belirlemek
amaciyla bu sebzelerden dogal bilesik izolasyonu ve yapi aydinlatilmasi galigsmalar

yiiriitiilerek bu sebzelerin iceriginde in vitro lipaz inhibisyonuna neden olan yeni lipaz
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inhibitorii molekiiller belirlenebilir. Bu molekiillerin ila¢ potansiyeli in vitro ve in vivo
lipaz inhibisyonu calismalar1 ile netlestirilebilir. Obezite konusunda insanlara ciddi
boyutta yardimci olabilecek maddelerin yani ilag molekiillerinin tespiti igin bu alanda

daha uzun vadeli ¢alismalarin yapilmasi kaginilmazdir.
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OZGECMIS

11 Aralik 1989 tarihinde Edirne’de dogdum. ilkégrenimimi Edirne’de Kadripasa
Ilkokulu ve Inénii ilkdgretim Okulu’nda birincilikle bitirdim. Edirne ilhami Ertem
Lisesi’nde (YDA-Siiper Lise) orta 6grenimimi de dereceyle sonlandirdiktan sonra 2008
yilinda Trakya Universitesi, Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde lisans 6grenimime basari
bursu kazanarak basladim. 2012 yilinda % 10’luk dilime girerek lisans egitimimi
tamamladim. Hemen akabinde Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali,
Biyokimya Dali’nda yiiksek lisansa basladim, ayn1 zamanda 2012-2015 yillar1 arasinda
6zel bir kurumda Fen Bilimleri ve Kimya 6gretmenligi de yaptim. Su an yiiksek lisans

egitimimi siirdiirmekteyim.
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