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Bu tez calisgmasinda Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstratinin a-
glikozidaz ve a-amilaz enzimleri lizerine inhibisyon etkileri incelendi. Standart inhibitor
olarak Akarboz molekiili kullanilarak 1Csp degerleri hesaplandi. Astragalus
brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstratinin ve Akarboz molekiiliiniin a-glikozidaz
enzimi inhibisyonu iizerine 1Cso degerleri sirasiyla; 12,84 mg/L ve 19,25 mg/mL
hesaplandi. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstratinin ve Akarboz
molekiiliiniin a-amilaz enzimi inhibisyonu iizerine 1Csy degerleri sirasiyla; 13,59
mg/mL ve 18,73 mg/mL  bulundu. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok
ekstratinin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in; ABTS'* siipiiriici etkisi, ferrik
iyonlar (Fe+2 ) , bakir iyonlar1 (Cu+2 ) indirgeme yetenekleri ve DPPHe indirgeme
kapasitesi metodlart uygulandi. Karsilastirmak igin standart antioksidanlar; Askorbik
Asit, BHA, BHT ve a-Tokoferol kullanildi. Elde edilen veriler sonucunda bitki kok
ekstratinin yiiksek diizeyde antioksidan etki gosterdigi gozlenmistir. Calismanin diger
basamaginda STZ ile diyabet olusturulan ratlarda Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi
kok ekstratinin bobrek dokusunda olusan dilatasyon ve dejenerasyonlart iyilestirdigi
gbzlendi.

Anahtar Kelimeler:Astragalus brachycalyx Fischer, a-Glikozidaz, a-Amilaz, Diyabet,
Antioksidan.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ASTRAGALUS
BRACHYCALYX FISCHER PLANT, INVESTIGATION OF HEALING EFFECT
ON RENAL TISSUES OF DIABETIC RATS AND ON ALPHA GLUCOSIDASE

AND ALPHA AMYLASE ENZYME ACTIVITIES

KARA, Cihan
Master's Thesis
Department Of Bioengineering and Sciences
Advisor: Assoc. Dr. Fikret TURKAN
January-2023 46 Pages

This thesis study investigated the inhibition effects of Astragalus brachycalyx
Fischer plant root extract on a-glucosidase and a-amylase enzymes. ICs, values were
calculated using the Acarbose molecule as the standard inhibitor. 1Cs, values of
Astragalus brachycalyx Fischer plant root extract and Acarbose molecule on inhibition
of a-glucosidase enzyme were respectively; 12.84 mg/L and 19.25 mg/mL were
calculated. 1Csq values of Astragalus brachycalyx Fischer plant root extract and
Acarbose molecule on inhibition of a-amylase enzyme were respectively; 13.59 mg/mL
and 18.73 mg/mL found. To determine the antioxidant capacity of the root extract of
Astragalus brachycalyx Fischer, ABTS * scavenging effect, ferric ions (Fe+2 ), copper
ions (Cut2 ) reducing abilities, and DPPH* reducing capacity methods were applied.
Standard antioxidants were used to compare; Ascorbic Acid, BHA, BHT, and a-
Tocopherol. As a result of the data obtained, it was observed that the plant root extract
showed a high level of antioxidant effect. In the other step of the study, it was observed
that the root extract of the Astragalus brachycalyx Fischer plant improved the dilatation
and degenerations in the kidney tissue in rats with diabetes mellitus with STZ.

Keywords: Astragalus brachycalyx Fischer, a-Glycosidase, a-Amylase, Diabetes
Mellitus, Antioxidant.
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1. GIRIS

Bitkilerin iyilestirici etkileri eski c¢aglardan beri bilinmektedir. Dolayisiyla
bitkilerden elde edilen ilaglarin kullanimi 6nemli bir konudur. Geleneksel yolla bitkileri
ilag olarak kullaniminda; sulandirma, demleme, ¢ig olarak tiiketme, firmmlama ve
merhem seklinde yontemler uygulanmistir. Ancak olasi yan etkilerinden dolay1 ve
bilingli olarak kullanilabilmesi ic¢in sifali bitkilere yonelik bilimsel ¢aligmalarin
yapilmasi da elzemdir. Buna yonelik halk arasinda “’Geven’’ olarak bilinen Astragalus
L. cinsine ait Astragalus brachycalyx Fischer tiirii; yakacak olarak, hayvanlarda yem
olarak kullanilmasiin yaninda bitki kokiiniin kaynatilmasiyla elde edilen 6ziitiin sivi
olarak tiiketilmesi sonucu insanlarda seker hastaligini (Diabetes Mellitus) iyilestirici

etkisi oldugu diistintilmektedir.

Leguminosae (Fabaceae) familyasindan Astragalus L. Cinsi ¢igekli bitkilerin en
kalabalik cinslerinden biridir. Astragalus L. Cinsine ait bitkiler tek veya ¢ok yillik otlar,
clice calilar ve c¢alilardan olusur(Podlech, 2008). Diinya’da 2500-3000 arasinda tiirii
bulunan bu cinsin 469 taksonomik boliim igerigi bilinmektedir(Ding vd., 2013). Tiirkiye
florasinda 425 takson ile en zengin cins Astragalus L.’dir ve 201 tiirii endemiktir(Ekici
vd., 2008, Davis, 1970).

Astragalus tiirlerinin en bilinenleri A. brachycalyx Fischer, A. gummifer, A.
microcephalus Will’dir. Bu tiirlerin bazilarinda “’kitre’’ denilen bir madde elde edilir.
Kitre; gida, kozmetik sanayide, kimya ve eczacilik alanlarinda kullanilir (Kadioglu vd.,
2008). Astragalus tiirlerinin kokleri, antoksidan, antibakteriyel, antiperspirant,
antidiyabetik ve diiiretik etkilerinden dolayr halk arasinda kullanilmaktadir(Lim vd.,
2011, Teyeb vd., 2012, Bedir vd., 2000, Albayrak ve Kaya, 2018).

1.1. Diyabet

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgilanmamasi, insiilin direnci yada bu iki
durumunda beraber gozlenmesi durumunda yiiksek kan sekeri konsantrasyonuyla
karakterize edilen bir metabolik rahatsizliktir. DM, kronik ve akut komplikasyonlar

nedeniyle diinyada en sik goriilen hastaliklardan biridir.



Uluslararas1 Diyabet Federasyonu 2021 DM raporuna gore Diinya’da 537
milyon yetigskin (20/79 yas) diyabetli yasiyor (10°da 1’i). Bu saymin 2030’da 643
milyona, 2045°te ise 783 milyona ¢ikacagi tahmin ediliyor. Diyabetli her 4 yetiskinden
3’1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasiyor. Diyabet, 2021°de 6,7 milyon O6liimden
sorumludur (her 5 saniyede 1 kisi). Diyabet, saglik harcamalarinda son 15 yilda %316
atrigla 966 milyar Amerikan Dolar1 harcanmistir(IDF, 2021).

1.1.1. Diyabet Tipleri
1.1.1.1. Tip 1 Diyabet

Diinyadaki diyabetlilerin %5-10"unu olusturan bu diyabet formu, pankreasta
insiilin tretiminden sorumlu beta hiicrelerinin otoimmiin yikimiyla ortaya ¢ikar. Bu
otoimmiin yikima 6. kromozom iizerinde bulunan DQA ve DQB genleriyle baglantili
bir temel oldugu diistinilmektedir. Yasa bagli olarak da Beta hiicrelerinin yikim hizi
degiskenlik gosterir. Genellikle bebek ve ¢ocuklarda daha hizli, yetiskinlerde ise daha
yavastir(ADA, 2014).

Tedavi edilmezse insiilin eksikligi, hiperglisemi ve ketoasidaz gibi metabolik
rahatsizliklar gozlenir. Bu durumda kan sekeri diizeyinin sik sik kontrol edilerek,
insiilini enjeksiyon yoluyla verilmesiyle dogal Beta hiicrelerinin etkisi taklit edilmeye

calisilir(Gregory vd., 2013).

Tip 1 diyabet hiperglisemi, poliiiri, susuzluk hissi gibi semptomlar halinde kendini
gosterir. Tedavisi yoktur ve hastalar Omiirleri boyunca insiilin enjeksiyonuna
bagimhidirlar. Bununla birlikte, glikoz izleme, insiilin pompalari, hibrit kapali dongii
sistemleri gibi yeni tedavi yaklasimlari gelistirilmektedir (Katsarou vd., 2017).

1.1.1.2. Tip 2 Diyabet

Diyabetli hastalarin yaklagik %90’1n1 olusturan Tip 2 diyabet hem hastalar hem
de bakicilar i¢in derin psikolojik ve fiziksel sikint1 vererek saglik sistemine biiyiik bir
yiik olan bir hastaliktir. Tip 2 diyabet ile ilgili risk faktorleri hakkinda edinilen bilgilere
ve Onlemeye yonelik basarili programlarla ilgili kanitlara ragmen, hastaliga yakalanma

riski ve hastaligin yayginligi artmaya devam etmektedir (Chatterjee, 2017).

Tip 2 diyabet iki ana faktorden kaynaklanir; pankreasin Beta hiicrelerinin

kusurlu insiilin salgilamas1 ve insiiline duyarli dokularin insiiline uygun sekilde yanit
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verememesidir. Insiilin salgilanmas1 ve hedef hiicreler tarafindan tanmmasi glikoz
metabolizmasi agisindan 6nemlidir ve burada gorev alan molekiiler mekanizmalar siki

bir sekilde diizenlenmektedir (Galicia Garcia vd., 2020).

Tip 2 diyabet, insiilin direnci nedeniyle bozulmus glikoz toleransi ile baglantilidir.
Genetik yatkinlik, cevresel faktorler, diyet, fiziksel hareketsizlik ve obezite gibi
faktorlerle birlikte bozulmus glikoz toleransi, insiilin direncinin ilerlemesine ve Tip 2

diyabetin gelisimine 6nemli 6lgiide neden olur (Stumvoll vd., 2005; Zimmet vd., 2001).

1.1.1.3.Gestasyonel Diyabet
Gestasyonel Diebetes Mellitus (GDM), daha 6nceden diyabet tanis1 konmamis

kadinlarda gebelik sirasinda kronik hiperglisemiye neden olan bir gebelik

komplikasyonudur(ADA, 2018).
1.1.1.4. Diger Diyabet Tiirleri

Ekzokrin pankreas hastaliklart (6rn. Pankreatit, kistik fibroz, hemokromatoz),
endokrinopatiler (6rn. Cushing sendromu, akromegali, feokromositoma), tibbi olarak
kimyasal olarak indiikatorler (6rn. glukokortikoidler, néroleptikler, interferon-alfa,
pentamidin), insiilin genetik kusurlar1, enfeksiyonlar nedeniyle olusan diyabet tiirleri de

mevcuttur(Petersmann vd., 2019).

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; yoriingelerinin dis orbitallerinde bir yada birden fazla
eslenmemis elektron bulunduran iyon, atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller
ortaklanmamis elektron bulundurduklarindan kararsiz yapidadir ve diger maddelerle
reaksiyona girip kararli hale ge¢me egilimindedirler. Kaynagi bakimindan serbest
radikaller, oksijen veya nitrojen kaynakli olabilirler. Oksijen kaynaklilar; siiperoksit,
hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve alkolsillerdir. Nitrojen kaynaklilar1 ise; nitrikoksit
ve nitrojendioksit olusturur(Shinde vd., 2012). Serbest radikaller canli viicudunda
birbirinden zit iki duruma yol agabilirler; birincisi, artan serbest radikal konsantrasyonu
proteinler, lipidler ve niikleik asitler {izerinde zararli etkiler olusturarak kalici
rahatsizliklara yol agabilir. Eger serbest radikal konsantrasyonu hiicrenin tolere

edebilecegi bir diizeyde ise; 16kositler ve makrofajlarin fagositoz olayinda, embriyonik



gelisimde, kas kasilmasinda, kan basinci regiilasyonunda ve biligsel islev dahil olmak

tizere karmagsik islerde de gorev yaptig1 bilinmektedir.

1.3. Antioksidanlar
Oksitlenme kapasitesi olan substrata gore daha diisiik konsantrasyonda bulunan
ve substratin oksidasyonunu onemli Olgiide engelleyen veya geciktiren bilesiklere

‘antioksidan’ denir(Halliwell, 1996).

1.3.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar
Endojenler Eksojenler
Redoks Proteinleri 1
Stlfiir Igeren
/—|—| Kimvasallar
Hormonl
) ‘ Karotenler ‘ ‘ Ksantofiller
* S0D ‘ | Organosulfitler
T + Katalaz
N Yag Etkileyicileri o Rediitaz o karoten Lutsin
Estradiol » Peroksidaz - karoten Zeaksanthin Mineraller
Lipoik asit » Transferaz Likopen p-kriptokdsnthin
Perrilyl alkol ¢ Peroksiredoksin : Cinko
‘ Betasiyanin H Betalainler Betaksantin Manzan
Guliitatyon I Selenyum
Guliitatyon reduktaz - Magnezyum
Guliitatyon peroksidaz POLIFENOLLER
Klorojenik Asit
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Hidroksibenzoik Asitler
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Sekil 1.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (Wotton, 2011)

1.3.2. Antioksidan Aktivitenin Olciilmesi
Bir gida bileseninin antioksidan aktivitesini belirtmek i¢in kullanilacak yontemin

asagidaki ideal kosullar karsilamasi gerekir;



Kullanilan radikal kaynak biyolojik olarak uygun olmaldir,

Uygulamasi basit olmalidir,

Tanimlanmis bir kimyasal mekanizmaya sahip olmalidir,

Kullanilacak aletler ve kimyasallar ulasilabilir olmalidir,

Hem hidrofobik hem de lipofilik antioksidanlarin analizine uygun olmaldir,

Yontem kalite kontrol analizleri i¢in uygulanabilir olmalidir(Wu ve Schaich,
2005).

1.3.3. Antioksidan Aktiviteyi Belirleyen Kimyasal Testler

Kimyasal reaksiyon ¢esidine gore antioksidan aktiviteyi belirleyen testler 3
gruba ayrilir. Bunlar; Hidrojen Atomu Transferi (HAT), Tek Elektron Transferi (SET)
ve karma mod testleridir (HAT/SET).

1.3.3.1. Hidrojen Atomunun Transferine Dayah Testler (HAT)
HAT testleri, bir antioksidanin bir hidrojen atomu vererek serbest radikalleri

uzaklastirma kabiliyetini 6lger.
ROO + AH/ ArOH — ROOH + A/ ArO

Burada; fenoliin (ArOH; bir antioksidan), bir peroksil radikali (ROO) ile
reaksiyonundan olusan ariloksil radikali (ArO) ile stabilize edilir ve AH korunan

molekildir.

HAT tabanh testlerin tipik Ornekleri; Oksijen Radikal Absorbsiyon Kapasitesi
(ORACQ),

Toplam Peroksil Yakalama Antioksidan Parametresi (TRAP) ve Toplam

Oksiradikal Temizleme Kapasitesi (TOSC) yontemleridir.

1.3.3.2. Tek Elektron Transferine Dayah Testler (SET)
Tek bir elektron transferi yoluyla bir antioksidanin, metal iyonlari, karbonil

gruplarini ve serbest radikalleri azaltma prensibine dayanir.



ROO + AH/ArOH — ROO + AH/ ArOH
AH/ArOH + H,O — A/ ArO + H30
ROO + H30 — ROOH + H,O

SET yontemlerinde reaktif fonksiyonel grubun iyonizasyon ve deprotonasyon

potansiyeline dayanir. Bu yiizden SET reaksiyonlarinda pH degeri 6nemlidir.

Tipik SET testleri; Folin-Ciocalteu testi (FC), Bakir Antioksidan Kapasitesi
Azaltma Testleri (KUPRAK) ve Antioksidan Giicin Ferrik Rediiksiyonu (FRAP)
testleridir. Bu testlerde bir antioksidanin bir oksidani azaltma kapasitesi olgiiliir ve bu
azalisa bagli olarak renk degisimi gozlenir. Renk degisimi derecesi, toplam antioksidan

kapasiteyle orantilidir.

1.3.3.3. Karma Mod Testleri (HAT / SET)

Karma mod testleri genellikle sabit bir kromoforun ortadan kaldirilmasina
yonelik testlerdir. Bunlar; ABTS (2,2’-azinobis- 3- etilbenzthyazolin -6- siilfanic asit)
ve DPPH (2,2- difenil -1- pikrilhidrazil) radikallerinin siipiiriilmesiyle etki eder.

Karma mod testleri ABTS / TEAC (Trolox Esdeger Antioksidan Kapasite) testi, DPPH
testi ve DMPD (N,N —dimetil —p- fenilendiamin dihidrokloriir) radikal nétralizasyon
testidir.

1.4. Enzimler

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlarin belirli agamalardan
gecisini diizenleyen ve reaksiyonlari hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin
yakin zaman kadar protein yapili oldugu diisiiniilmiistiir ancak 1980’11 yillarda bazi
riboniikleik asit (RNA) molekiillerinin de katalizor olarak etki ettigi kesfedilmistir
(Robinson, 2015). Canli viicudunda gergeklesen biitiin reaksiyonlar, islem
tamamlandiktan sonra kendisi degismeksizin reaksiyon hizin1 arttiran enzimler
aracilhigiyla yiritilmektedir (Ferrier, 2019). Enzimler hakkindaki bilgiler eskilere
dayanmakla birlikte, enzim terimini ilk olarak 1878 ylinda W. Kiihne kullanmistir. 1897
yilinda Buchner ilk defa bir hiicreden enzim ayristirarak, hiicre disinda da enzim

aktivitesini gozlemlemistir (Topal, 1985).



Enzimler, metabolik reaksiyonlarda ‘’substrat’’ olarak adlandirilan maddelere
etki ederler ve substratlar enzime 6zgiildiir. Enzimlerin bir kismi1 reaksiyonlar1 aktive
edici yardimci kisma ihtiyag duymayip sadece protein yapilidirlar. Bunlara basit
enzimler denir. Bilesik enzimler ise kofaktér ve koenzime ihtiya¢ duyarlar. Kofaktor;
enzimin etkinlik gosterebilmesi igin gerekli olan inorganik iyona denir. Koenzim,
karmagik organik molekiiller veya mataloorganik yapida olup enzimi aktive edici
Ozellik gosterir. Enzimin kofaktéor veya koenzimden ayri olan protein kismina
apoenzim, kofaktér veya koenzimle birlikte aktiflesen enzime ise holoenzim denir
(Nelson and Cox, 2013). Bazi enzimlerim protein kismi hem kofaktér hem de koenzim
gruplarma birlikte ihtiya¢ duyarlar. Yani enzimin aktivite gosterebilmesi i¢in kofaktor

ve koenzimin beraber bulunmasi gerekir (Tiirkan, 2015).

Enzim ile substrat baglanmasini agiklayan iki model vardir. Fisher modeli denen
anahtar kilit modelinde enzimin aktif bolgesi ile substrat arasinda tamamlayici nitelikte
bir uyum s6z konusudur. Koshland modeli yada indiiklenmis uyum modelinde ise
substrat molekiiliinlin baglanmasi ile enzimdeki konformasyonal degisim sonucu aktif

bolge katalize hale gelmis olur (Koshland, 1995).

1.4.1. Enzimlerin Simiflandirilmasi

1. Oksirediiktazlar: Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarimi katalizleyen
enzimlerdir.

2. Transferazlar: Bazi1 fonksiyonel gruplarin transfer tepkimelerini katalizleyen
enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

4. Liyazlar: Cift baglarin olusumunu katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Molekiiller arasinda grup transferi ile izomerik formlarin
olusumunu katalizleyen enzimlerdir.

6. Ligazlar: Adenozin Tri Fosfat (ATP) veya diger fosfatli bilesiklerden
faydalanarak, bunlarda bulunan difosfat baginin hidroliziyle iki molekiil
arasinda yeni baglar olugsmasini katalizlerler.

7. Translokazlar: Hidronlarin, inorganik katyonlarin, inorganik anyonlarin,
aminoasit ve peptidlerin translokasyonu, karbonhidrat ve tiirevlerinin yer

degisimini katalizleyen enzimlerdir (McDonald and Tipton, 2021).



1.4.2.1. Enzim Aktiflik Birimleri
Enzimler, biyolojik ortamlarda miktarlari ¢ok az olmasina ragmen aktivite
gosterebilirler. Enzim miktarinin azligindan dolay1r miktar Slglimii yerine aktivite

Ol¢timii yapilmaktadir(Tiirkan, 2009).

1.4.2.2.Enzim Aktivitesi
Bir tepkimede belirli bir siirede, optimum kosullarda, enzim etkisiyle substrati

tiriine dontistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanir.

1.4.2.3.Enzim Unitesi (EU)
25°C’de , optimum kosullarda, bir dakikada 1 milimolar substrat1 {iriine ¢eviren

enzim miktaridir.

1.4.2.4 Katal
Bir mol substrat1 bir saniyede reaksiyona sokan enzim miktaridir. Katal, ¢cok
biiyiik bir miktar1 temsil eden bir birimdir. Uluslararas1 Enzim Komisyonu tarafindan

belirlenmistir.

1.4.2.5.Spesifik Aktivite
Bir miligram (mg) protein basina diisen enzim aktivitesine spesifik aktivite
denir. Enzim iinitesi (EU)/mg protein seklinde elde edilmektedir. Spesifik aktivite ayni

zamanda enzimin saflik derecesinin bir gostergesidir.

1.4.2.6. Turnover Sayisi (Molar Aktivite)
Birim zamanda bir tek enzim tarafindan {iriine doniisen substratin molekiil

sayisidir ve ‘kcat’ sembolii ile gosterilir.

1.4.3. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin etkisini se¢ici olarak diisiiriilmesine baz1 durumlarda durdurulmasina
sebep olan kimyasallar vardir. Enzimin etkisini negatif yonde degistiren bu kimyasallara
inhibitdr ve meydana gelen reaksiyona ise inhibisyon denilmektedir. Bu durum bazen
istenilen bazen ise istenilmeyen durumlara neden olmaktadir. Inhibitér adi verilen
kimyasal maddeler biyolojik Kkatalizor olan enzimlere zayif baglarla baglaniyorsa bu
genellikle geri dontisiimlii (reversibl) olarak adlandirilirken eger inhibisyon adi verilen
kimyasallar biyolojik katalizorlere kovalent baglarla baglaniyorsa geri doniisiimsiiz

(irreversibl) olarak adlandirilir.



1.4.3.1. Geriye Déniisiimlii (reversibl) inhibisyonlar

Geriye dontigiimlii (reversibl) inhibisyonlar inhibitdrlerin enzimlere baglanma
tiiriine gdre 3’e ayrilmaktadir. Bunlar yarismasiz (nonkompetitif) Inhibisyon , yarismali
(kompetitif) inhibisyon, ve yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon olarak

isimlendirilmektedir.

1.4.3.1.1.Yarismah (kompetitif) inhibisyon

Inhibitdr, enzimin aktif bolgesine substratla yarisarak baglanir. Inhibitér madde
ile substrat birbirlerine benzerlik gosterdikleri i¢in inhibitor madde substrat kadar kolay
bir sekilde baglanabildiginden bu baglanma sonucunda substrat enzime
baglanamayacagindan iiriin olusumu olmamaktadir. Bu tir inhibisyonlarda,
inhibitorlerin enzimin substrata baglanmasini engellenmesi ana amactir. Kompetetif
inhibisyonda maksimum hiza (Viax) ulasmak icin daha fazla substrata ihtiya¢ vardir.
Ortamdaki substrat miktarmin arttirilmasiyla enzimin inhibitére olan duyarliligi azalir
ve boylece inhibisiyon ortadan kalkmis olur. Inhibitér miktarmmn artirilmasi durumunda
ise enzimin substrata olan ilgisi azalir, boylece Ky degeri artar Vpmax degeri ise

degismez(Oguz, 2020).

1.4.3.1.2.Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

Yarigsmasiz inhbisyonda, inhibitér ile subsrat yap1 olarak birbirlerine
benzemediklerinden substratla inhibitdr enzimin farkli boélgelerine baglanirlar.
Yarigmasiz inhibitor, ya enzim- substrat kompleksine ya da serbest enzime baglanirlar
boylece tepkimenin hizin1 disiiriirler. Bu tip inhibisyonlarda substrat maddenin

miktarinin artmasi inhibisyonu ortadan kaldirmaz.

1.4.3.1.3.Yan1 Yarismah (unkompetitif) inhibisyon
Yari Yarismali (unkompetitif) inhibisyonlarda Inhibitér direkt enzim- substrat

kompleksine baglanir. Inhibitériin enzime baglanmasiyla iiriin olusumu sonlanur.

1.4.4. Alfa-Glikozidaz Enzimi

a-glikozidaz bir karbonhidrat hidroliz enzimi olup oligosakkaritler ve
disakkaritlerin glikoza doniistiiriilmesinde anahtar rol oynar ve iiretilen monosakkaritler
ince bagirsak tarafindan emilerek kan glikoz seviyelerinin artigina neden olur (Kim vd.,
2017). Bundan dolay1 GAA, Tip 2 diyabetin 6nlenmesi ve tedavisinde ana hedef enzim

olarak kabul edilmistir. a -glikozidaz inhibitorleri (AGI), diyabet hastalarinin kan glikoz
9



diizeylerini kontrol etmede 6nemlidir. AGI’leri karbonhidrat sindirimini geciktirerek ve

dolayisiyla monosakkaritlerin emilimini azaltarak kan sekeri seviyesini normal diizeyde

tutarlar(Salar vd., 2016).

a-glikozidaz inhibitorleri (AGI’ler) benzersiz bir anti-diyabetik ilag sinifidir.
Gastrointestinal sistemdeki karbonhidrat emilimini geciktirmek igin ¢alisarak
postprandiyal hiperglisemiyi kontrol eder ve kardiyovaskiiler fayda saglarlar(Kalra,
2014). Akarboz, miglitol, nojirimycin ve voglibose gibi bilinen sentetik bilesikler alfa-
glikozidaz inhibisyonunda 6nemli rol oynarlar. Ancak bazi belirgin yan etkileri vardir
(karin agrisi, karin sigkinligi, gaz, ishal, kramp gibi). Bu nedenle dogal iiriinlerden elde
edilen bilesiklerin AGI'nunda kullanmak daha ilgi ¢ekici hale gelmistir. Ayrica
Amerikan Klinik Endokronologlar Birligi (AACE) ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
(IDF) dogal AGI’leri Tip2 diyabet i¢in birinci basamak tedavi olarak kabul etmistir
(Chen ve Guo, 2017).

1.4.5. Alfa-Amilaz Enzimi
Nisasta bilesiginde bulunan o-1,4-glikozit baglarin hidrolizini gerceklestiren

enzimdir.

Bazi canli organizmalardan ve cesitli kaynaklardan saglanabilir. Canli olan
biitlin organizmalarda bulunur bunun yani sira, spesifiklik, etkinligi ve zorunlulugu,
hiicreden hiicreye farklilik gosterebilir. Nisasta bilesiginde bulunan o-1,4-glikozit
baglarin kopmasini gerceklestiren amilaz enzimi bir¢cok canli organizmadan elde edilir
(Taslimi ve Giilgin, 2017).

[ ]

Amilaz Glikozidaz

| |

nisasta —— » Karbohidrat —— s Glukoz
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Sekil 1.2 a-Glikozidaz ve a-Amilaz Enzimlerin Etki Mekanizmalar1 (Taslimi, 2017)
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Ticari olarak kullanilan ilk karbonhidraz enzimi amilaz’dir(Taslimi, 2017).
Ozellikle Bacillus cinsine ait bakterlilerin amilazlar1 olduk¢a fazla calisilan enzim
kaynaklarini olusturur. Bu durumun temel sebebi bakteriyel a-amilazlar sicakliga fungal
a-amilazlardan daha fazla miktarda stabil durumda olduklarindan kaynaklidir (Taslimi,
vd., 2017).

Gida sanayisinde de a-amilaz enziminden faydalanilmaktadir. Kullanim alanlari
cok fazla olmasinin yaninda ekmegin tiikketim siiresinin arttirilmasi kullanim alanlarinin
en yayginini olusturur. Firincilik ve alkollii icecek olan bira yapiminda da kullanilan a-
amilaz Bacillus ve Aspergillus’dan elde edilir. Bununla birlikte arpa ve bugday
maltinda da bulunur. Ayrica meyve suyu tiretiminde de uygulama alani bulan a- amilaz
ticari olarak bazi meyve sularinin berraklastirilmasi alaninda da uygulanmaktadir.
Meyveler tam olgunluga erismeden toplanmalar1 sonucunda i¢lerinde bir miktar nisasta
bulunur. Nisasta bulundugu i¢in meyve sularinda bulaniklik hali olusmaktadir. Bu

durumun 6niine gegilmesi adina a-amilaz kullanilmaktadir (Taslimi, 2017).
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2. KAYNAK OZETLERI

Halk arasinda seker diisiiriicii olan kullanilan Astaragalus brachycalyx Fiscer

kok kisminin antidiyabetik ve antioksidan etkiye sahip olup olmadig: arastirildi.

Siahpoos vd., (2010), Astaragalus brachycalyx‘in hava kisimlarindan dort farkli
ekstratin1 (metanol, kloroform, polifenol ve su) hazirlayarak, antioksidan aktivite testi
icin DPPH ve TEAC testlerini uygulamiglardir. Sonuglara gore; her iki yontemle de
Astaragalus brachycalyx’in antioksidan aktiviteye sahip oldugu, polifenik 6ziitin DPPH
testine maksimum aktivite gosterdigi, TEAC testinde ise sulu 6ziitin maksimum

aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Bingdl vd., (2021), Astaragalus brachycalyx‘in buharlastirilmis etanol 6ziitiiniin
antioksidan aktivitesini 6lgmek icin DPPH, ABTS testleri , ferrik iyonlar ve bakir
iyonlar1 indirgeme yeteneklerini dlgen testler uygulamislardir. Ayrica asetilkolinesteraz,
a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerine 1Cso degerlerini 6l¢miislerdir. Yapilan 6lgiimler
sonucunda Astaragalus brachycalyx’in alfa amilaz, a-glukozidaz enzimlerine karsi
standart bir inhibitér olan akarbozdan daha etkili oldugu gosterilmistir.
Asetilkolinesteraza karsi zayif bir inhibisyon gostermistir. Astaragalus brachycalyx‘in
yapilan testler sonucunda olduk¢a yiiksek bir metal selatlama, yiiksek bir ABTS
stiptirme etkisi ve c¢ok giligli bir DPPH: uzaklastirma etkisine sahip oldugu

gosterilmistir.

Suyundikov (2020)’un, Tiirkiye’de endemik tiir olan Thermopis turcica
bitkisinin antidiyabetik 6zellikleri hakkinda yaptig1 caligmada a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerinin inhibisyonunu incelemistir. Thermopis turcica bitkisinin dietil eter ve
aseton ekstratlarinin a-amilaz ve a-glikozidaz enzimleri iizerinde akarboz kadar

inhibisyon aktivite gosterdigi gézlenmistir.

Berberler (2016)’in Mugla bolgesinde yetisen, Lamiaceae ailesine ait Sideritis
leptoclada, Phlomis Lycia, Phlomis fruticosa, Teucrium polium ve Teucrium
chamaedrys ssp. lydium bitkilerinin etanol ekstratlarinin a-amilaz, a-glikozidaz ve lipaz
enzimleri {izerinde inhibisyonunu incelemistir. Bu bitkilerin, a-amilaz, a-glikozidaz ve

lipaz enzimlerini gii¢lii miktarda inhibe ettiklerini gézlemlemis, diyabet ve obezite ile
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ilgili rahatsizliklarin giderilmesinde ilag¢ eldesinin hammaddesinin ortaya ¢ikarilmasinda

potansiyele sahip oldugunu saptamistir.

Demir vd., (2019)’nin nar kabugu eckstratinin antidiyabetik etkilerini
gozlemlemek i¢in a-glikozidaz ve a-amilaz enzimleri tizerine yaptiklari ¢alismada, nar
kabugunun a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerini Akarboz’a yakin bir inhibisyon

gosterdigi gozlenmistir.

Yuca vd., (2022) Peganum harmala L. bitkisinin a-glikozidaz ve a-amilaz
enzimlerinin inhibisyonu iizerine ¢alismiglardir. Peganum harmala L. bitkisinin meyve
ve herbasindan hazirlanan metanolik ekstratlarinin antidiyabetik etki gosterdigi ve

sentetik ilaglara kars1 bitkisel alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Arastirmamizin canli materyali olan si¢anlar (Wistar albino) Van Yiiziincii Yil
Universitesi arastirma hastanesindeki deney hayvanlari iinitesinden temin edilmistir.
Calismalar sirasinda kullanilan saf kimyasallar Sigma Aldrich Company’den alinarak
uygulanmustir. Etkilerini arastirdigimiz Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi Mus iline
bagli Karabey Koyiinde temin edilmistir. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin
tanimlanmas1 Mus Alparslan Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Murad Aydin SANDA tarafindan yapilmistir.

3.1.1. Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Liyofilize salin ekstresi Dalar ve Konczak (2013) metodunun modifiye sekline
gore hazirlandi. Ogiitiilmiis bitki numunesinden 50 gr tartilarak, bir cam behere konulu
ve 1000 ml salin ile ekstre edilerek, beherin iizeri aliminyum folyo ile kapatildi.
+4°C’de, 2 saat siireyle calkalayicida homojenize olan karisim, daha sonra santrifii
cihazina yerlestirildi. Homojenize karisim 20 dk boyunca, 10 000 rpm’de santrifiij
edildi. Elde edilen supernatant enjektor yardimi ile 0.45 um’lik hidrofilik filtreden
(Millipore) gegirildi.

Bu islem iki defa daha tekrarlanarak elde edilen tiim supernatantlar ayn1 kaba
konuldu. Daha sonra supernatantlar, evaporator yardimiyla +37°C’de ¢oziiciiden
arindirilldi. Yogunlastirilan ekstre saf suda ¢ozdiiriilerek, sogutucuda dondurulacak ve
daha sonra -51 °C sicaklik ve 50 millitor basing sartlarinda liyofilize cihazinda bir hafta
stireyle bekletildi. Elde edilen liyofilize salin fraksiyonu elde edilecek, analiz

islemlerine baslanana dek, -20 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2. Kullanilan KimyasalMaddeler

Antioksidan aktivite kapasitesi belirlemek tizere gerekli incelemelerde kullanilan
kimyasal maddelerden DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) radikali, ABTS (2,2-
Azinobis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) radikali, Sigma Aldrich’ten temin
edilmistir. Sodyum fosfat , 4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside , Na,HPO4, KszFe (CN)g,
KH,PQ,4, TCA(Trikloro asetik asit), FeCls, CuCly, saf su ve etil alkol Igdir Universitesi

Merkezi Laboratuvari’ndan temin edildi.
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3.1.3.Kullanilan Enzimler

e ¢g-Amilaz ve o-Glikosidaz

3.1.4. Kullanilan Alet ve Cihazlar
e Spektrofotometre: Cary 60 UV- Vis

e pH metre: Mettler Toledo 26

e Karistiric1 (Vortex): Wizelmix vm-10

e Hassas terazi: Radwag

¢ Kronometre: Hanhard, Electronische Digital-Stoppurh
e Otomatik pipetler: Eppendorf

e Saf su cihazi: RIOSTM 8

e Saf su tanki: Millipore

e Buzdolaplari: Argelik

e Manyetik karigtirici: Wise Stir-MSH-20A

3.1.5. a-Glikozidaz Enziminin Aktivite Olciimlerinde Kullamlan Cozeltiler

1. 0,1 mM Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlanmas1 (Enzim seyretmek
icin): 6 mg sodyum fosfat hassas terazide tartma isleminden sonra iizerine 450 mL saf
su eklenerek pH’s1 pH metre ile 6,9 olacak sekilde ayarlayip saf su ile toplam ¢ozelti

hacmi 500 mL olacak sekilde hazirland:.

2. 0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlanmasi1 (Aktivite 6lgmesi icin):
5,99 g sodyum fosfat hassas terazide tartilip tizerine 450 mL saf su eklenerek pH’s1 pH
metre ile 6,9 olacak sekilde ayarlanip saf su ile toplam ¢ozelti hacmi 500 mL olacak

sekilde hazirlandu.

3.5 mM’hk 4-Nitrophenylp-D-lucopyranoside substrat ¢ozeltisinin
hazirlanmisi: 0,0376 g substrat hasas terazide tartildiktan sonra 0,1 M’lik fosfat tampon

igerisinde 25 mL’de ¢oziindii.
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3.1.6. a-Amilaz Enziminin Aktivite Olciimlerinde Kullanilan Cozeltiler
1.0,1 mM Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlanmasi (Enzim seyretmek i¢in): 6
mg sodyum fosfat hassas terazide tartilip tizerine 450 mL saf suya eklenerek pH metre

ile pH’s1 6,9’a ayarlanip saf su ile toplam ¢6zelti hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

2.0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlanmasi (Aktivite 6l¢mesi i¢in): 5,99
g sodyum fosfat tamponu hassas terazide tartilarak tizerinde 450 mL saf su eklenerek
¢ozdirilir ve pH metre ile pH’s1 6,9’a ayarlandiktan sonra son ¢ozelti hacmi 500

mL’ye tamamlanarak ¢ozelti hazirland:.

3.Nisasta Substrat Olarak Hazirlanmsi: 20 mg nisasta hassas terazide tartilarak

20 mL saf su igerisinde ¢6ziindii.

3.1.7. Inhibitor Cézeltilerin hazirlanmas

Yapilan ¢alismada kullanilan Astaragalus brachycalyx Fischer kok ekstrati 1mg
hassas terazide tartild: ve tizerine 1 mL etil alkol eklenerek ¢ozdiriilerek stok ¢ozeltiler
hazirlandi. Daha sonra her bir inhibitor i¢in 100 uL alinarak distile su ile 1000 uL’ye

tamamlanarak seyreltik ¢cozeltiler hazirlandi.

3.2. Metod
3.2.1. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi
3.2.1.1. a-Glikozidaz Enziminin Aktivite Tayini

Tao vdadaslarmmm kaydedilen prosediirine gore a-glikozidaz enzim
aktivitesinde, substrat olarak p-NPG kullanilarak belirlendi; numuneler 20 mg hassas
terazide tartilarak 2 mL’de ¢oziilerek ayarlandi(EtOH:H,0).

Tim enzim inhibisyonu elde edilmesi durumunda fosfat tamponunda g¢oklu
cozeltiler hazirland1. Oncelikl iolarak 75 uL fosfat tamponu, fosfat tamponu (0,15 U/
mL, pH 7,4) ve 5 uL numune igindeki 20 uL enzim ¢ozeltisi ile birlestirildi. Sonrasinda
p-NPG eklenmeden once 35°C’de 10 dakika siiresince ©n inkiibasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu islemden sonra ise fosfat tamponunda (5 mM, pH=7,4) 20 uL p-
NPG eklemesi yapilarak inkiibasyon islemi tekrar 35°C’de yapildi. Verilerin 1s1ginda
ICso degerleri hesaplandi. Pozitif kontrol olarak akarboz bilesigi kullanildi. Absorbans
degerleri 405 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Bir birim a- glikozidaz

dakikada 1,0 mol substrat hidrolizini katalize eden enzim miktaridir (pH: 7,4).
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3.2.1.2. a-Amilaz Enziminin Aktivite Tayini

Xiao vdadaglar tarafindan kaydedilen prosediiriine gore a-amilaz enziminin
aktivitesi belirlendi. Yapilan bu g¢alismada, substrat ¢ozeltisini hazirlamak igin, 2 ¢
nisasta hassas terazide tartilarak 80 mL NaOH ¢ozeltisi (0,4 M) igerisinde
¢ozlindirilmiis ve 30 dakika siiresince 80°C’de 1sitma iglemi yapilmigtir. Daha sonra
buzlu suda 2.0 M HCL1 ile sogutulma isleminin ardindan, ¢6zeltinin pH'st pH metre ile
6.9’a ayarland1 ve100 mL tamamlamak i¢in H,0 eklendi. Numune 6rnekleri 20 mg’1 2
mL’de eritilerek hazirlandi (EtOH:H,0). Tim enzim inhibisyonu elde edilmesi
durumunda fosfat tamponunda coklu ¢ozeltiler hazirlandi. Yiizey (35 pL), fosfat
tamponu (pH 6,9; 35 pL) ve numunenin (5 pL) ¢ozeltileri karistirildi ve 35°C’de 30
dakika onceden inkiibasyon islemi yapildi. Sonrasinda 50ug/mL’lik bir enzim
soliisyonundan 20uL eklenildi. Hazirlanmis olan ¢ozelti 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Reaksiyon, 50 mL 0,1 M HCL1 eklenerek tamamlandi. Absorbans degerleri
580 nm’de spektrofotometrik olarak saptanmigtir. Bir birim a-amilaz enzimi 20°C’de

pH 6,9’da 3 dakika igerisinde nisastadan 1,0 mg maltoz agiga ¢ikaran enzim miktaridir.

3.2.1.3. Total indirgeme Kapasitesi Tayini Ile Tlgili Cozeltiler (FRAP)

1. 0,2 M pH 6,6 fosfat tampon ¢6zeltisinin hazirlanisi : 6,24 g Na,HPO, 180 ml
saf suda ¢oziindiiriildii ardindan pH metre de pH’1 6,6’ya getirildi. Toplam ¢ozelti
hacmi 200 ml olacak sekilde saf su ile ayarlandi.

2. %1’lik KsFe(CN)s ¢ozeltisinin hazirlanisi: 1,5 g KsFe(CN)s saf suda
coziindiiriilerek toplam ¢o6zelti hacmi 150 ml olacak sekilde saf su eklenerek

tamamlandi.

3. %10’luk TCA ¢ozeltisinin hazirlanisi: 15 g TCA saf suda ¢oziindiirtilerek

toplam ¢ozelti hacmi 150 ml olacak sekilde saf su eklendi.

4. %0.1’lik FeCl; c¢ozeltisinin hazirlanisi: 165 mg FeCl;.6H,O saf suda

¢oziindiiriilerek toplam ¢6zelti hacmi 100 ml olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

3.2.1.4 KUPRAK Metoduna Gére indirgeme Kapasitesi Tayini Ile ilgili Cozeltiler
1. 0,01 M’lik CuCl, ¢ozeltisinin hazirlanisi: 47 mg CuCl, alinarak , 50 ml saf

suda ¢oziildii.
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2. 7,5x10°° M’lik etanolik neokuprin ¢dzeltisinin hazirlanist :78 mg neokuprin

alind1 ve 50 ml etanolde ¢oziilerek hazirlandi.

3. 1 M’lik CH3COONH, tamponunun hazirlanisi (pH: 6,5): 7,7 g CH3COONH;,4
alind1 ve tizerine 80 ml saf su eklenerek coziildii, pH-metre ile pH’s1 6,5’e ayarlanarak

toplam ¢ozelti hacmi 100 ml’ye saf su ile tamamlandi.

3.2.1.5.DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Ile lgili Cozeltiler
1. 10 M’lik DPPH ¢ozeltisinin hazirlanisi: 39 mg DPPH alinarak tizerine 100
ml etanol eklenerek bir gece siireyle manyetik karistirici ile iyice ¢oziinme islemi

gerceklestirilerek karigtirilarak ¢ozelti hazirlandi.

3.2.1.6. ABTS " Giderme Aktivitesi Tayini Ile Tlgili Cozeltiler
1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmist (pH 7,4): 1,36 g KH,PO, alinarak 90
ml saf suda ¢6ziindiiriildii. pH metre yardimiyla pH’s1 7,4 olacak sekilde hazirlandi.

Toplam ¢o6zelti hacmi saf su eklenerek 100 ml’ye tamamlandi.

2. 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisinin hazirlanisi: 11 mg ABTS alinarak tizerine 80 ml
saf su eklenerek ¢oziinme islemi gergeklesti. Cozelti toplam hacmi saf su eklenerek 100

ml’ye tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

3. 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmsi: 66,25 mg K;0sS;
alinarak {izerine 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu eklenerek ¢oziinmesi igin
manyetik karigtirici ile karistirilma islemi yapildi. Toplam ¢ozelti hacmi saf su ile 100

ml olacak sekilde ayarlanarak ¢ozelti hazirlandi.

3.2.1.7. Cu**-Cu" indirgeme kapasitesi (Kuprakmetodu)

Apak vd. uygulamis oldugu Kuprak (2007) yontemine dayanarak
gerceklestirildi. Hazirlanan deney tiiplerine 0,01 M’lik 0,25 ml CuCl; ¢6zeltisi eklendi.
CuCl, ¢ozeltisi iizerine 0,25 ml 7,5x10~ M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 1 M’lik
amonyum asetat tamponu eklendi. Cozelti iyice vortexlendikten sonra birbirinden farkli
derisimlerde (10 — 20 - 30 ug/ml) sentezlenen organik molekiiller veya standartlar ilave
edildi. 30 dakikalik bir inkiibasyon siiresinden sonra 450 nm’de absorbanslar1 not edildi.
Reaksiyon karigtmmin artan absorbansi degeri artan kuprik iyon (Cu?") indirgeme

kapasitesini gosterir.
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3.2.1.8. FRAP Yontemi ile IndirgemeAKktivitesi

Total indirgeme kuvveti tayini sentezlenen organik molekiillerde Oyaizu (1986)
methodunda birka¢ bazi degisiklikler uygulanarak gergeklestirildi. Stok ¢o6zeltiden
birbirinden farkli olacak sekilde konsantrasyonlardan belirli miktarlarda alinarak deney
tiiplerine aktarildi. Saf su eklenerek toplam hacim 1 ml’ye tamamlandi. Sonrasin da her
bir deney tiiptine 2,5 ml %21’lik potasyum ferrisiyaniir KsFe(CN)g ve pH’s1 6,6 olan 2,5
ml 0,2 M fosfat tamponu eklenerek karisim 50°C’de 20 dk. siiresince inkiibasyona
birakildi. Yapilan uygulamalarin ardindan 2,5 ml %210’luk triklorasetik asit (TCA)
reaksiyon karigimina eklendi. Cozeltinin st fazindan 2,5 ml alinarak tizerine % 0,1’°lik

0,5 ml FeCl3 ve 2,5 ml saf su eklenerek 700 nm’de absorbans degeri olgiildii.

3.2.1.9. DPPH (1,1-Difenil 2-Pikril Hidrazil) Radikali Giderme Aktivitesi

Sentez molekiiller icin DPPH radikali giderme aktivitesi Blois yonteminde
(1958) baz1 kismi degisiklikler uygulanarak ¢alisildi (Bursal ve Giilgin 2011). Serbest
radikal olarak DPPH" ’in 1 mM’lik ¢o6zeltisi kullanildi. Numune olarak ise bir 6nceki
aktivite yontemlerinde kullanilmig olan 1mg/ml derisimdeki stok ¢ozeltisi kullanilarak
calisma gergeklestirildi. Birbirinden farkli derisimlerdeki stok ¢ozeltiler deney tiiplerine
alind1 ve toplam ¢ozelti hacimleri etil alkol ile 3 mlI’ye tamamlandi. Sonraki basamak
olarak ise her bir deney tiipiine stok DPPH’" ¢6zeltisinden 1’er ml eklendi ve oda 1sisinda
ve karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakilarak 517 nm ’korde absorbans degeri
kaydedildi. Kor olarak etanol, kontrol olarakta 1 ml DPPH" ¢o6zeltisi ve 3 ml etanol
kullanildi. Azalan absorbans degeri geriye kalan DPPH" ¢6zeltisi miktarini yani serbest
radikal giderme aktivitesini vermektedir.
3.2.1.10. 2,2-Azino-bis(3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonikasit) (ABTS) Radikali
GidermeAXktivitesi

Re vd. yapmis olduklar1 ¢alismaya gore sentez molekiillerin ABTS radikali
giderme aktivitesi belirlendi (1999). ilk basamak olarak 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi
hazirlanarak ¢alismaya baslandi. Bu ¢ozeltiye 2,45 nM’lik persiilfat ¢6zeltisi eklenerek
ABTS radikalleri iretilmis oldu. ABTS radikal ¢6zeltisi kullanilmadan once kontrol
¢ozeltisinin 734 nm’de absorbans degeri 0,1 M ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu ile
0,700+0,025 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesine bakilacak olan sentez
molekiiliin farkli derisimlerine (10-30 pg/mL) birer mL ABTS radikal ¢6zeltisi eklendi
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otuz dakika inkiibasyon gergeklestirildi. Etanolden olusan kore karsi 734 nm’de
absorbans degerleri kaydedildi.

3.2.2. Deneysel Muamele

Wistar cinsi sigan deney hayvanlari gruplara ayrilmadan 6nce akut toksisite testi
icin ratlara hazirlanmis olan bitki ekstrati her grupta 3 sigan bulunacak sekilde 3 farkli
dozda (250mg/kg, 500mg/kg ve 1000mg/kg) 15 sicana verilerek gozlem yapildi.
Gozlem sonucunda verilmesi gerek uygun dozlar belirlendi. Daha sonra gruplar

asagidaki sekilde olusturuldu.

Toksisite testinde kullanilan 15 adet Siganin yani sira, deneysel ¢alismada 35
adet sican, (Genel toplamda da 15 + 35= 50) sigan kullanildi. Deneysel ¢alismada
kullanilan 35 adet siganlardan biri kontrol olmak tizere her grup 7 sigandan olusacak
sekilde rastgele toplam 5 gurup olusturuldu. Gruplarimizdan bir tanesi kullandigimiz
bitki ekstraktinin seker hastaligina ne kadar iyi geldigini belirlemek igin piyasada seker
diistiriicii olarak kullanilan (akarboz =20mg/kg) referans olarak kullanildi. Normal
kontrol grubunun disindaki diger gruplardaki si¢anlara taze olarak hazirlanan 0.1M
buffer sitrat i¢inde streptozotosin (STZ) (45 mg/kg viicut agirligi) olacak sekilde
intraperitonal (karin i¢i) yoldan verilerek diyabet olmalari saglandi. I. Grup olan saglikli
normal kontrol (NK) gurubuna normal sigan yemi ve musluk suyu, Il. Grup olan
diyabetik kontrol (DK) grubuna normal sigan yemi ve musluk suyu, Ill. Grup
diyabetik+akarboz (20mg/kg) (DA), V. Grup olan diyabetik+Astragalus brachycalyx
Fischer kok ekstrati (ABKE) (DAB-1) 100 mg/kg, V. Grup olan diyabetik Astragalus
brachycalyx Fischer kok ekstrati (ABKE) (DAB-2) 400 mg/kg olacak sekilde
gruplandirildi ve 28 giin boyunca uygulama devam etti. Ayrica deneme boyunca ratlarin

glinliik su ve yem tiiketimi ile haftalik canli agirlik kayitlar alindi.

3.2.3. Bobrek Dokusu Histopatolojik Degerlendirilmesi Gere¢ ve Yontem

Bobregin Histopatolojik degerlendirmesi i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) boyasi
kullanildi. Dokular %10 tamponlu formaldehit igerisinde fikse edildikten sonra rutin
histolojik takip asamalarmi takiben parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan
mikrotom ile 5 um kalinliginda alinan kesitler deperafinize ve rehidrat edildikten sonra
H-E boyasi ile boyanarak mikroskopta incelendi (Olympus BX53, Japan).
Histopatolojik degerlendirme i¢in gruplardaki her hayvan ic¢in rastgele Ornekleme
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yapilarak ortalama 12-15 alanda degerlendirme yapildi. Bulgular, incelenen bolgelerde
gozlenen hasar derecesine gore semikantitatif olarak degerlendirildi. Buna gore: -
(normal doku), ¢cok az hasar: + (hasar<%25), az hasar : ++ (%25-50), orta hasar: +++

(%50-75), siddetli hasar: ++++ (hasar>%75) seklinde degerlendirildi.

3.2.4. Bobrek a-glukosidaz ve a-amilaz aktivitesinin tayini

Bobrek a-glikozidaz aktivitesinin tayini, Anestezi sonrasi uzunlamasina kesilen
bobrekler soguk salin ile yikanip ve 10 mL (%0.9 NaCl) ile homojenize edildi. Elde
edilen homojenat dokular ile p-nitrofenilglukopiranosid (20 mM fosfat tamponu iginde,
5 mM olarak, pH 6.9) ile inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon karisimi 20 dakika
boyunca, 37°C bekletildi ve 2 ml 0.1 M Na,COj3 eklenmesi ile reaksiyon sonlandirildh.
a-glukosidaz ve a-amilaz aktiviteleri, 400 nm’de spektrofotometre yardimi ile
PNPG’den aciga c¢ikan sari renkli p-nitrofenol’iin miktarmin OSlgiilmesi sayesinde
belirlendi (Thovhogi, 2009).

Inhibisyon (%) Hesaplama = [(AC-AN) / AC x 100]

(AC : kontrol, AN : Bitki ekstrakti uygulanmis numune
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4. BULGULAR

4.1 a-Glikozidaz ve a-Amilaz Enzim Inhibisyonu ile ilgili Arastirma Bulgular

Cizelge 4.10- Glikozidaz enzimi {lizerine Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok

ekstrati (ABKE)’nin ICsy degerlerinin belirlenebilmesi icin kullanilmisg

olan inhibitér ve substrat derisimleri ve bu derisimlere karsilik gelen

¢Ozeltilerin miktarlar

Sodyum Fosfat Tamponu (ul) 500 500 500 500 500 500
p — NPG (ul) 100 100 100 100 100 100
Enzim (ul) 30 30 30 30 30 30
Saf Su (ul) 370 365 360 355 350 345
Inhibitor ((ul) - 5 10 15 20 25
Toplam Hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki Substrat Kons. (uM) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Kiivetteki Inhibitér Kons. (uIM) - 0,775 1,55 2325 3,1 3,8758
% Aktivite 100 7959 64,28 53,06 36,73 21,42
120
100 @ y = 100e-0054
e R?=0.9457
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Sekil 4.1. a- Glikosidaz enzimi aktivitesi tizerine Astragalus brachycalyx Fischer

bitkisi kok ekstrati (ABKE) nin farkli derisim degerlerine sahip inhibitor

etkisi ile yapilan dl¢iimlerde elde edilen %Aktivite - [ABKE] grafigi
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Cizelge 4.2. o- Glikozidaz enzimi iizerine Akarboz molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenebilmesi i¢in kullanilmig olan inhibitér ve substrat derisimleri ve

bu derisimlere karsilik gelen ¢6zeltilerin miktarlari

Sodyum Fosfat Tamponu (ul) 500 500 500 500 500 500
p — NPG (ul) 100 100 100 100 100 100
Enzim (pul) 30 30 30 30 30 30
Saf Su (ul) 370 365 360 355 350 345
Inhibitor (ul) - 5 10 15 20 25
Toplam Hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki Substrat Kons. (uM) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Kiivetteki Inhibitér Kons. (uM) - 0,775 1,55 2,325 31 3,8758
% Aktivite 100 7959 64,28 53,06 36,73 2142
120
100 @
. J y = 100e70-036x
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Sekil 4.2. o- Glikozidaz enzimi aktivitesi lizerine Akarboz molekiiliiniin farkli derigim

degerlerine sahip inhibitor etkisi ile yapilan Olgiimlerde elde edilen

%Aktivite - [Akarboz] grafigi
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Cizelge 4.3. o- Amilaz enzimi lizerine Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin kok

ekstratinin 1Csp degerlerinin belirlenebilmesi i¢in kullanilmis olan

inhibitér ve substrat derisimleri ve bu derisimlere karsilik gelen

¢Ozeltilerin miktarlar1

Sodyum Fosfat Tamponu (ul) 500 500 500 500 500 500
Enzim(ul) 30 30 30 30 30 30
Substrat(ul) 100 100 100 100 100 100
Saf Su(ul) 370 365 360 355 350 345
Inhibitdr (ul) - 5 10 15 20 25
Toplam Hacim (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki Substrat Kons. (uM) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Kiivetteki Inhibitr Kons. (uM) - 0,775 1,55 2,325 31 3,8758
% Aktivite 100 79,59 64,28 53,06 36,73 2142
120
100 @,
._... y= 100e-0-052x
R?=0.9429
80 -2
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X e
o T o
20 k)
0
0 5 10 15 20 25 30
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Sekil 4.3. o- Amilaz enzimi aktivitesi iizerine Astragalus brachycalyx Fischer

bitkisinin kok ekstratinin farkli derisim degerlerine sahip inhibitor etkisi

ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen %Aktivite - [ABKE] grafigi
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Cizelge 4.4. o- Amilaz enzimi iizerine Akarboz molekiiliiniin ICsy degerlerinin

belirlenebilmesi i¢in kullanilmis olan inhibitér ve substrat derisimleri

ve bu derisimlere karsilik gelen ¢ozeltilerin miktarlari

Sodyum Fosfat Tamponu (ul) 500 500 500 500 500 500
Enzim(ul) 30 30 30 30 30 30
Substrat(ul) 100 100 100 100 100 100
Saf Su(ul) 370 365 360 355 350 345
inhibitor (ul) - 5 10 15 20 25
Toplam Hacim(ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Kiivetteki Substrat Kons. (uM) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Kiivetteki Inhibitér Kons. (uM) - 0,775 1,55 2,325 31 3,8758
% Aktivite 100 79,59 64,28 53,06 36,73 2142
120
100 ‘__. y = 10070038
R?=0.9219
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Sekil 4.4. o- Amilaz enzimi aktivitesi lizerine ABKE nin farkli derisim degerlerine

sahip inhibitor etkisi ile yapilan ol¢iimlerde elde edilen %Aktivite —

[Akarboz] grafigi
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Cizelge 4.5. a-Glikozidaz Enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren ABKE

ve Akarboz molekiiliiniin ICspve R? degerleri

IC50 (mg/mL) R?
ABKE 12,84 0,9429
Akarboz 19,25 0,9441

Cizelge 4.6. a-Amilaz Enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren ABKE ve

Akarboz molekiiliiniin 1Csg ve R? degerleri

IC50 (mg/mL) R?
ABKE 13,59 0,9429
Akarboz 18,73 0,9219

4.2. Antioksian Cahsmalari Ile flgili Arastirma Bulgular:
4.2.1.Cu*" -Cu” indirgeme Kuvveti (KUPRAK metodu) Bulgulari

Calisma bulgularma gore, 20 — 40 - 60 pg/ml konsantrasyonlarda kuprik
iyonlarmi (Cu®"), kupriz iyonlarina (Cu®) indirgeme aktivitelerinin siralanmasi BHA
>ABKE> Askorik Asit > BHT seklinde gerceklesmistir.
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Sekil 4.5. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstrati (ABKE)’nin farkli
derisimlerde (20 — 40 — 60 pg/mL) KUPRAK metodu indirgeme
kuvvetlerinin standart antioksidanlar (Askorik Asit, BHA ve BHT) ile

kiyaslanmast

4.2.2 Ferrik indirgeme Kuvveti (FRAP) Bulgular

Calismamizda farkl derisimlerde ( 10 —20 — 30 pg/ml ) ¢ozeltiler 700 nm’de
koére karst asorbanslari okunarak Fe*? iyolarii indirgeme aktivitelerine bakilmistir.
Buna gore 30 pg/ml derisimde indirgeme aktiviteleri sirastyla BHA > Askorbbik Asit >
ABKE> BHT seklindedir.
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Sekil 4.6. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstrati (ABKE)’nin farkli
derigimlerde (10 — 20 — 30 ug/mL) FRAP metodu indirgeme kuvvetlerinin
standart antioksidanlar (Askorik Asit, BHA ve BHT) ile kiyaslanmasi

4.2.3.DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Bulgular:
Calismamizda, 517 nm’de DPPH" indirgeme kapasiteleri 20 — 40 - 60 pg/ml
konsantrasyonlarda, BHT > Askorbik Asit >ABKE> BHA > Alfa Tokoferol seklinde

gozlenmistir.
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Sekil 4.7. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstrati (ABKE)’nin farkli
derigimlerde (20 — 40 — 60 pg/mL) DPPH metodu indirgeme kuvvetlerinin
standart antioksidanlar (Askorik Asit, BHA, BHA ve a-Tokoferol) ile

kiyaslanmast

4.2.4.ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulari
Yaptigimiz calismada ABTS™ indirgeme kapasiteleri 734 nm’de 10 -20 -30
pg/ml konsantrasyonda BHT > BHA > ABKE> Askorbik Asit seklidedir.
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Sekil 4.8. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstrati (ABKE)’nin farkli
derigimlerde (20 — 40 — 60 pg/mL) ABTS metodu indirgeme kuvvetlerinin
standart antioksidanlar (Askorik Asit, BHA ve BHT) ile kiyaslanmasi
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4.3.Bobrek Dokusunun Histopatolojik Degerleirilmesi Bulgular:
NK grubunda bobrek dokulari normal histolojik yapida oldugu gozlendi. Ancak
DK grubundaki bobrek dokusunda tiibiiler ve vaskiiler dilatasyon, tiibiiler dejenerasyon

gozlendi. DA ve DAB-2 gruplarinda bu patolojik bulgular 6nemli derecede iyilestigi ve

DAB-1 grubunda ise orta derecede iyilesme oldugu gozlendi.

Sekil 4.9. NK grubunun bobrek dokusu histolojik goriiniimii
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Sekil 4.10. DK grubunun bdbrek dokusu histolojik goriiniimii (Tiibiiler dilatasyon (ok),
Vaskiiler dilatasyon (kesikli ok), tiibiiler dejenerasyon (okbast))

Sekil 4.11. DA grubunun bobrek dokusu histolojik goriiniimii
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Sekil 4.13. DAB-2 grubunun bobrek dokusu histolojik goriiniimii
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4.4. Bobrek Dokusunda a-Glikozidaz ve a-Amilaz Enzim Aktivasyon Bulgular:

Cizelge 4.7. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstratinin bobrek dokusu

protein miktar1 ve a-glikozidaz enzim aktivasyonu iizerine etkisi

GUPLAR | AKTIVITE (EU) PROTEIN (mg/ml) AKTIVITE/PROTEIN
a-glikozidaz Mean £Std Mean +Std
Mean £Std

NK 0,186+0,008 130,509+27,704 0,0002+0,00008

DK 0,019+0,004 113,446+8,514 0,0003+0,00015

DA 0,008+0,001 135,964+20,168 0,00007+0,00001

DAB-1 | 0,011+0,0058 119,175+5,216 0,00009+0,00005

DAB-2 | 0,003+0,00083 95,002+4,017 0,00003+0,00001

P a:0,627, b:0,008, a:0,037, b:0,768, | a:0,37, b:0,013, ¢:0,558,
075540010, | Cooer O Lo, to2ts,  go0000
e:0,009, f:0,952, 9:0,028, h:0,155, | h:0,051, 1:0,244,i:0,060
g:0,011, h:0,037, 1:0,124,1:0,548
1:0,817,1:0,048

a:NK ve DK

b:NK ve DA

¢:NK ve DAB-1

d:NK ve DAB-2

e:DK ve DA

f:DK ve DAB-1

g:DK ve DA-2

h:DA ve DAB-1

I:DA ve DAB-2

[:DAB-1 ve DAB-2
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Sekil 4.14. Bobrek dokusundaki a-glikozidaz enzimi aktivasyon degerleri

Gruplar aras1 a-glikozidaz aktivitesi istatistiksel farkina bakildiginda saglikli NK
ile DK ve DAB-1 gruplari arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05) fakat kontrol
grubuyla diger gruplar arasinda (DA veDAB-2) istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu(p<0.05). Bu farka bakildiginda, a-glikozidaz aktivitesi kontrol grubuna gore
DA ve DAB-2 gruplarinda daha diisiik tespit edildi.

DK, a-glikozidaz aktivitesi ise DAB-1 ile istatistiksel bir fark tespit edilmez
iken(p>0.05), DA ve DAB-2 ile anlamli fark bulundu (p<0.05). Bu istatistiksel farkta,
DA ve DAB-2 gruplarda a-glikozidaz aktivitesi daha diisiik tespit edildi

Ote yandan; DA, a-glikozidaz aktivitesi DAB-1’den daha diisiik bulunur iken (p<0.05),
DAB-2 ile anlamli bir fark tespit edilmedi(p>0.05). Son olarak a-glikozidaz aktivitesi
DAB-1’e gore DAB-2’de daha yiiksek bulundu (p<0.05).

Gruplar arasi1 total protein diizeyinde, NK ve DA arasinda anlamli bir fark
bulunmaz iken, NK istatistiksel olarak diger gruplardan (DK, DAB-1 ve DAB-2) daha
yiiksek protein diizeyine sahipti.

Gruplar aras1 Aktivite(a-glikozidaz)/Protein iliskisinde, saglikli ile DK ve DAB-
1 arasinda anlamli bir fark goriilmez iken (p>0.05), kontrol grubu (DK) ile diger
gruplardan DA ve DAB-2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu(p<0.05).
Aktivite(a-glikozidaz)/Protein iligkisinde ise DK, DAB-1 ile istatistiksel bir fark tespit
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edilmez iken(p>0.05), DA ve DAB-2 ile anlamli fark bulundu (p<0.05). Yine,
Aktivite(a-glikozidaz)/Protein DAB-2 ya goére DAB-1’de daha yiiksek belirlendi.

Cizelge 4.8. Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi kok ekstratinin bobrek dokusu

protein miktar1 ve a-amilaz enzim aktivasyonu {izerine etkisi

Gruplar Aktivite (EU) Protein (mg/ml) Aktivite/Protein
a-amilaz Mean £Std Mean £Std
Mean +Std
NK 0,028848+,0112189 126,06375+20,0874385 | 0,0002086+0,00004284
DK 0,025504+,0034106 113,4466+8,5146441 0,0002381+0,00004590
DA 0,016892+,0036284 135,964+20,1689103 0,0001457+0,00003876
DAB-1 0,087500+0,0530625 | 116,023800+5,1239919 | 0,0002888+0,00003158
DAB-2 0,018823+0,0054532 | 94,9984+3,1116423 0,0002002+0,00005896
P a:0,082, h:0,086, a:0,193, h:0,940 a:0,528, h:0,987
) . ¢:0,063,d:0,030 c:,804, d:0,580
g:g’ég;’ ?(?gjg e:0.281.£:0,094 6:0 520, :0,305
g.'0,6461 hO 039 g:0,011,' h:0,124 9:0,861, 'h:0,830
1:0.590, 1:0,045 1:0,073,1:0,239 1:0,545,1:0,425
a:NK ve DK
b:NK ve DA
c:NK ve DAB-1
d:NK ve DAB-2
e:DK ve DA
f:DK ve DAB-1
9:DK ve DAB-2
h:DA ve DAB-1
I:DA ve DAB-2

[:DAB-1 ve DAB-2
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Gruplar arast a-amilaz aktivitesinin istatistiksel analizinde, saglikli (NK) grubu
ile diger gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi(p>0.05). DAB-1 diger tiim
gruplara gore daha yiiksek aktivite belirlendi. DAB-1 istatistiksel olarak NK harig diger
gruplara gore daha yiiksek oldugu tespit edildi(p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli

bir fark bulunmada.

Gruplar arasi total protein diizeyinde ise, DAB-2 hem NK’den hem de DK’den
istatistiksel olarak daha diisiik bulunur iken, diger gruplar arasinda herhangi fark tespit
edilmedi. Ayrica gruplar aras1 Aktivite(a-amilaz)/Protein iliskisine bakildi ve gruplar

arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

0.16
0.14
0.12

0.1 '|'

0.08

Aktivite

0.06

0.04
T
. =
. N
NK DK DA DAB-1 DAB-2

Gruplar

Sekil 4.15. Bobrek dokusundaki a-amilaz enzimi aktivasyon degerleri
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin kok ekstrati
(ABKE)’nin alfa glikoziaz ve alfa amilaz enzimleri {izerinde inhibisyon c¢alismalarina
bakildi. Antioksidan 6zellik gostergesi 6zellikleri i¢in farkli durumlardaki antioksidan
kapasitesi ol¢iildii. STZ ile deneysel diyabet olusturulan sicanlara 28 giin boyunca
Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin kok ekstrati verildi.

Bitkiler, kiiresel capta yaygin olarak gbzlenen diyabet hastaligini 6nlemede ve
tedavi etmede bagvurulan onemli etmenlerdendir. Giiniimiizde kullanilan hipoglisemik
ilaclar, kan glikoz diizeyini normale dondiiriir ancak gastrointenstinal rahatsizliklara yol
acabilir. Bu yiizden kan glikoz diizeyini kontrol altinda tutmak i¢in, alfa amilaz ve alfa

glikozidazi1 ihhibe eden ilaglarin bulunmasi 6nemlidir.

Calismamizda; Astragalus brachycalyx Fischer bitkisiin kok ekstratinin alfa
amilaz ve alfa glikozidaz iizerindeki inhibisyonu iizeride ICsy degerleri hesaplanmustir.
ICs0 degeri; deneyde kullanilan ekstratlarin aktivitesini %50 oraninda inhibe ettigi
numune ekstratlarinin konsantrasyonunu belirtmektedir. Bir test drneginin diisiik 1Cso

degeri daha yiiksek inhibisyon gosterdiginin isaretidir.

Kiziltag vd. (2021)’1n Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin buharlastiriimig
etanol ekstrati ile yaptiklar calismada a-glikozidaz enzimi lizerinde 0,620 pg/mL, a-

amilaz enzimi iizerinde 0,306 pg/mL ICso degerleri gozlenmistir.

Keskin ve Kaya (2021)’nin Gundelia tournefortii L. bitkisi tizerine yaptiklari
caligmada; 0,1 M pH: 6,8 fosfat tamponunda, substrat olarak p - nitrofenil - a - D -
glukopiranozit kullanilmis, 5 pL substrat, enzim c¢ozeltisi (0,1 U), 900 pL fosfat
tamponu karisimima 405 nm’de a-glikozidaz enzimi lizerinde 20 pL bitki ekstrati ve
akarboz ilavesi sonucu ICsy degerleri sirasiyla 9,77 mg/mL ve 3,56 mg/mL
bulunmustur. a-amilaz enzimi inhibisyonu {izerine ise bitki ekstrati ve akarboz ICsg

degerleri sirasiyla 4,18 mg/mL ve 3,21 mg/mL seklinde gbzlenmistir.

Calismamiz sonucuna elde ettigimiz bulgular (Cizelge 4.5.) Astragalus
brachycalyx Fischer bitkisinin kdk ekstratinin ve Akarboz molekiiliiniin, a-Glikozidaz
enzimi lizerinde ICsy degerleri sirasiyla 12,84 mg/mL ve 19,25 mg/mL seklinde

gozlenmistir. a-Amilaz enzimi iizerinde ICsy degerleri Astragalus bracycalyx Fischer
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bitkisinin kok ekstrati 13,59 mg/mL, akarboz molekiili 18,73 mg/mL degerleri

Olciilmiistiir.

Elde ettigimiz ICsy degerleri, giiclii bir alfa glikozidaz ve alfa amilaz inhibitori
olan akarboz ile kiyaslanmistir. Bu durumda Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin
kok ekstrati, hem a-glikozidaz hem de a-Amilaz aktivasyonlari iizerinde akarboz

molekiiliine gore daha yiiksek bir inhibisyon gostermistir.

Oksidatif stres, tip2 diyabet de dahil olmak iizere bir¢cok hastalifa neden olur.
Yapilan bircok g¢aligmada fenolik iceriklerin giiclii antioksidan ozellik gosterdigi ve
serbest radikallere karsi siiptiricii etki sergiledigi bilinmektedir(Sakulnarrat ve
Konczak, 2012; Mai vd. 2007). Antiosidanlar, diyabette bozulan oksidatif stresin,
protein glikasyonunun ve glikoz metabolizmasinin diizelmesinde Onemli etkiler

gosterdigi bilinmektedir (Altan vd. 2006).

Kiziltas vd. (2021)’m Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin buharlastiriimis
etanol ekstratt (EEAB)’nin antioksidan 6zelligini belirlemek i¢in CUPRAC, FRAP,
DPPH ve ABTS metodlarina gore bulgular su sekiledir. KUPRAK metodunda Cu*?
indirgeme kapasiteleri BHT (1,561 + 0,089, r*: 0,9978) > Askorbik Asit (1,069 + 0,007,
% 0,9722) > a-Tokoferol (0,785 + 0,061, r* 0,9986) > EEAB ( 0,598 + 0,108, r*
0,9808) seklinde gozlenmistir. FRAP metoduna gore sirasiyla Askorik Asit (1,624 +
0,015, r2: 0,9930) > BHT (0,909 + 0,006, r*: 0,9874) > a-Tokoferol (0,755 + 0,075, r*:
0,9867) > EEAB (0,521 + 0,108, r*: 0,9808) seklindedir. DPPH metouna gore; Askorbik
Asit (16,116 + 0,003, r%: 0,9866) > a-Tokoferol (23,1 + 0,032, r%: 0,9825) > BHT (31,5
+ 0,011, 1% 0,9754) > EEAB ( 115,5 £ 0,030, 12:0,9769)siralamas1 gozlenmistir. ABTS
metoduna gore; a-Tokoferol ( 15,400 + 0,03, r*: 0,9866) > EEAB (16,116 + 0,069, r*
0,03) > Askorbik Asit ( 23,10 + 0,001, r*: 0,9998) > BHT (26,654 + 0,030, r*: 0,9769)
seklindedir. Bu c¢alisma Astragalus brachycalyx Fischer bitkisi etanol ekstratinin
antioksidan kapasitesi, fenolik ve flavonoid igerigiyle ilgili olarak standart

antioksidanlarla kiyaslandiginda yakin bir etki gosterdigi belirtilmistir.

Siahpoosh vd. (2010)’m1 Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin toprak fistii
kisimlarindan hazirladiklar1 dort farkli ekstratin (metanol, kloroform, polifenol ve su)
antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢cin DPPH ve TEAC testlerini uygulamiglardir.
DPPH ve TEAC tahlilleri sonuglar1 belirli zaman noktalarinda 1Csyp ve TEAC degerleri
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ifade edilmistir. Bulgular; metanolik, kloroformik, polifenolik ve sulu ekstratlarinin 1Csg
degerleri sirasiyla 0.625, 0.827, 0.193 ve 0.279 mg/mL bulunmustur. Ekstratlarin 2, 4
ve 6 dakikalik reaksiyonlardaki TEAC degerleri 22.29, 11.20, 17.06, 49.42; 20.07,
12.33, 18.47, 51.56; 25.19, 12.76, 18.78, 52.61 umol Troloks esdegeri/100 g gdzlenistir.
Bu degerler Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin toprak istii kisimlarindan
hazirladiklar1 ekstratlarin her iki yontemle Olgiildiigiinde antioksidan etkiye sahip
oldugu belirtilmistir. Polifenolik ekstratin DPPH testinde maksimum aktiviteye sahip
oldugu, TEAC testinde ise sulu ekstratlarinin maksimum aktivite gosterdigi

belirtilmistir.

Antioksidanlar, oksidatif stresi engellemek igin terapotik araglar olarak
kullanilabilmektedir (Liu vd. 2017). Zeng vd. (2016)’nin yaptiklar1 ¢alismada
antioksidan etki gosteren bazi fenolik bilesiklerin a-glikoziaz inibitér etkisi ile iliskili
oldugu tespit edilmistir. Calismamizda, Astragalus brachycalyx Fischer kok ekstratini
DPPH, CUPRAC, FRAP ¢ ABTS olmak iizere antioksidan etkisini farkli yontemlerle
gbzlendi. Bu Olclimlerde antioksidan 6zellik gosterdigi bilinen Askorbik Asit, BHA,
BHT ve alfa-tokoferol kullanildi.

Calismamizda, DPPH yonteminde; spektrofotometrede 517 nm’de asorbans
degeri veren DPPH" serbest radikali kullanildi. DPPH’, antioksidanlarla reaksiyona
girerek, serbest radikal olmayan DPPH-H olusur. Boylelikle hazirlamis oldugumuz
DPPH c¢ozeltisinin mor/menekse rengi antioksidan yogunluga bagl olarak degisim
gosterir, Olgiilen degerler sonucunda Astragalus bracycalyx Fischer bitkisinin kok
ekstrat1 diger antioksianlarda kiyaslandiginda 60 pg/ml’deyiiksek diizeyde DPPH’

serbest radikali siiptirticii etkisi gdstermistir.

ABTS analizi; ABTS™* radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan 734nm’de
absorbaninsinin engellenmesi temeline dayanir. Deney bulgular1 sonucunda 30
ug/ml’de Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin kok ekstrati standart antioksidanlara

yakin bir etki gdstermistir.

CUPRAC metodunda; kuprik iyonlarinin (Cu**), kuprdéz iyonlarma (Cu')
inirgenmesi temeline dayanir. 450 nm absorbansta Astragalus brachycalyx Fischer kok
ekstrati, BHA’dan diisiik, BHT ve Askorbik Asitten daha fazla antioksidan etki
gosterdigi gozlenmistir.
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FRAP; Fe(lll)’t Fe(Il) tripiridiltriazin [Fe(Il) - TPTZ] kompleksine
indirgenmesi mantigina bagli olarak 593 nm’de absorbans veren bir metottur. FRAP
metoduna gore Astragalus brachycalyx Fischer kok ekstrati, Askorbik Asit ve BHA’dan
daha diisiik, BHT den daha yiiksek antioksidan 6zellik gostermistir.

Diyabette, oksidatif strese neden olan serbest radikal artisi, antioksidan savunma
mekanizmasindaki aksakliklarda kaynaklanir. Serbest radikal miktarinin diyabet ile
artmasi, diyabette antioksidanlara daha fazla  ihtiyag duyuldugunu
gostermistir(Dogukan, 2010).

Tim deneyler ii¢ ayr tekrar seklinde yapilarak DPPH, ABTS, KUPRAK ve
FRAP antioksidan kapasite metotlarina gore kiyaslanmistir. Deney sonuglarina gore
Astragalus Brachycalyx Fischer bitkisinin kok eksratinin yiiksek oranda antioksidan

ozellik sergiledigi gozlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, deney ¢alismalarinda en fazla tercih edilen hayvanlardan
Wistar albino siganlari tercih edildi. Wistar albino siganlari; insanlarla olan metabolik
benzerlikleri, laboratuvar ortamina adaptasyonlari, kisa gebelik siiresi, birim alanda
daha c¢ok sayida yetistirilebilmesi ve Omiirlerinin kisa olmasi nedeniyle tercih

edilmislerdir( Van Zutphen vd., 2003).

Tip2 diyabetli hastalarda gozlenen kandaki yiliksek glikoz yogunluguyla
karakterie edilen duruma hiperglisemi denir. Hiperglisemi, artmis kan basinci seciyeleri
ve genetik yatkinlik nefropati gelisimi i¢in ana risk faktorleridir. Hiperglisemi dogrudan
veya hemodinamik modifikasyonlar yoluyla bobrek hasarina neden olur. Protein Kinaz
— C aktivasyonu, gelismis glikasyon son {iriinlerinin iiretimi ve diasilgliserol sentezini
arttirir.  Ayrica glomeriiler hiperfiltrasyon, kayma stresi ve mikroalbiiminiiri gibi
hemodinamik degisikliklerden sorumludur. Bu degisiklikler glomeriiler ve tiibiiler
bolgelerde hiicre dis1 protein irikimine neden olarak mezongiyal genislemeye ve

glomertiler bazal membran kalinlasmasina neden olur(Schena ve Loreto, 2005).

Diyaetik Nefropati (DN), kronik hipergliseminin bdbregin ¢esitli hiicre
tiiplerinde islev bozukluguna neden oldugu ve sonugta ilerleyici bobrek yetmezligine
yol agtig1 metabolik bir bozukluk olan, diyabetli hastalarda gozlenen bir mikrovaskiiler
komplikasyondur. Glomeriiler podositler, mezangiyal ve endotel hiicreleri, tiibiiler

epitel, interstisyel fibroblastlar ve vaskiiler endotel dahil olmak iizere bobregin tiim
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hiicre tiplerinin ddegisen derecelerde de olsa hiperglisemik hasardan etkilendigi

bilinmektedir.

Ozcan (2009)’1n yaptig1 ¢alismada STZ ile diyabet olusturulmus Albino wistar
siganlarinin bobrek dokusu tizerine Myrtus communis bitkisinin tedavi edici etkileri
gbzlenmistir. Biyokimyasal analizler sonucunda, diyabetik si¢anlarda bitki ekstratinin
bobrek fonksiyonlarinda iyilesme oldugu gozlenmistir. Edinilen bilimsel veriler,
diyabetle olusan bobrek fonksiyonlar1 bozuklugunun giderilmesinde yeni dogal tedavi

yontemlerinin faydali olacagina deginilmistir.

Yaman ve Dogan (2016)’1in Quercus branti Lindl. (Mese Palamudu) bitkisinden
elde ettikleri ekstrat, STZ ile diyabet olusturulan siganlara 21 giin boyunca gavaj
yoluyla verilmistir. Deney sonucunda Mese Palamudu bitki ekstratinin antioksidan
aktivitesinden dolay1 karaciger ve pankreasta meydana gelen hasar1 Onledigi

gorilmistir.

STZ ile diyabet olusturulan sicanlar iizerinde yaptigimiz g¢aligmada; bobrek
dokusunun histopatolojik incelenmesinde NK grubunun normal histolojik 6zellikler
gosterdigi, DK grubunda tiibiiler ve vaskiiler dilatasyon, tiibiiler dejenerasyon
gozlendigi ve bunlarin DAB-1 grubunda kismen, DA ve DAB-2 gruplarinda 6nemli

derecede 1yilestigi gdzlenmistir.

Calismamizda; bobrek dokusu iizerinde a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerinin
aktiviteleri incelendi. Gruplar aras1 a-glikozidaz aktivitesinin farkina bakildiginda DA
ve DAB-2 gruplarinda aktivasyon daha diisiik tespit edilmis olup diger gruplarla anlaml
bir fark goriildii(p>0,05). Gruplar aras1 a-amilaz aktivitesinin analizinde saglikli grup ile

diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi.
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6. SONUC VE ONERILER

a-glikozidaz ve a-amilaz inhibitorleri karonhidratlarin sindirimini engelleyerek

veya geciktirerek kan sekeri seviesinin kontrol altina tutulmasini saglar.

a-glikozidaz ve a-amilaz inhibitorleri Tip2 diyabet hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ulkemizde Akarboz molekiilii Tip2 diyabet hastalarmm kullandig
ilaglarda bulunmaktadir. Ancak bu ilacglarin yan etkilerinden dolay: bitkisel kaynakli

ilaglara yonelik ¢alismalar son donemlerde artis gdstermistir.

Calismamizda Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin kok ekstratinin a-
glikozidaz ve a-amilaz enzimlerinin inhibisyonlar1 ICsy degerleri spektrofotometrik
yontemle calisildi ve standart inhibitor olarak kullanilan Akaroz molekiili ile

kiyaslandi. Sonuglar mg/mL diizeyde literatiire uygun olarak bulundu.

Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin kok ekstratinin antioksidan etkinligini
gozlemek icin; ABTS, KUPRAK, FRAP ve DPPH yontemleri calisildi. Standart
antioksidanlar olarak askorbik asit, BHA ve BHT ile kiyaslandi. Veriler dogrultusunda
Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin kok ekstratinin yiiksek antioksidan etki

gostermistir.

In vivo calismada denesel olarak STZ ile diyabet olusturulan ratlarda Astragalus
brachycalyx Fischer bitkisinin kok ekstratinin bobreklerdeki iyilestirici etkisine bakildi.
Borek histopatoloji sonuglarina bakildiginda Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin

kok ekstratinin, diyabete bagli olarak olusan hasarlari giderdigi gozlenmistir.

Bobrek doku homojenatlarinda a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerinin aktivite
Olgtimleri yapildi. a-glikozidaz enziminin aktivitesinin, Astragalus brachycalyx Fischer
bitkisinin kok ekstrati uygulanan gruplarda, Akarboz molekiilii verilen grup ile
kiyaslandigindda anlamli bir diisiis oldugu gozlenmistir. a-amilaz enzim aktivite

Olctimiinde ise anlaml1 bir fark bulunmamuistir.

Calismamizda in vitro ve in vivo kosullarda elde edilen sonuglara gore ,
Astragalus brachycalyx Fischer bitkisinin etken maddelerinin izole edilip belirlenerek,
diyabetik nefropati komplikasyonlarinin ilerlemesinin engellenmesinde alternatif bir

tedavi yontemi olarak kullanilabilecegini 6nermekteyiz.
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